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Zusammenfassung

Infektionen, hervorgerufen durch den Verzehr von mit pathogenen Bakterien kontaminierten
Lebensmitteln, stellen ein gesundheitliches Risiko fur den Verbraucher dar. Dabei kann das
Rohmaterial (Schweine- bzw. Rindfleisch) fur die Herstellung von Rohwurst neben Gram
negativen enterischen Bakterien auch mit Gram positiven Erregern belastet sein. Durch die
Zugabe von Nitritpdkelsalz soll eine Vermehrung der pathogenen Bakterien verhindert wer-
den. Allerdings liegen nur wenige wissenschaftlich fundierte Daten Uber den Wirkmechanis-
mus von Nitrit auf fleischrelevante Gram positive Problemkeime wie Listeria monocytogenes
vor.

Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt von Nitrit in verschiedenen Rohwurstprodukten auf Liste-
ria monocytogenes, Clostridium perfringens und Staphylococcus aureus zu untersuchen.
Das Uberleben der pathogenen Bakterien L. monocytogenes, S. aureus und C. perfringens
in kurzgereifter streichfahiger Rohwurst, schnellgereifter Rohwurst mit Glucono-delta-Lacton
(GDL), langgereifter schnittfahiger Rohwurst und schimmelpilzgereifter Rohwurst wurde in
Abhangigkeit der dem Brat zugegebenen Nitritmenge (0, 50, 100 und 150 mg/kg) in Challen-
geversuchen Uberprift. Die Wirkung von Nitrit auf die Teststdmme war dabei nicht gleich ef-
fektiv und unterschied sich je nach Rohwursttyp. Dennoch kénnen aus den Ergebnissen all-
gemeine Empfehlungen abgeleitet werden. Fir die Herstellung von Rohwursterzeugnissen
wird zur mikrobiologischen Stabilisierung die Zugabe von mindestens 100 mg Natriumnitrit
pro kg empfohlen. Einzig bei der Herstellung von mit GDL-gereiften Produkten kann bei Be-
achtung der Prinzipien guter Herstellungspraxis auf den Einsatz von Natriumnitrit verzichtet
werden. Weiterhin wurde die Wirkung von Nitrit auf L. monocytogenes unter Einbezug wie-
terer praxisrelevanter Parameter wie pH-Wert, NaCl,-Konzentration, Sauerstoffverfiigbarkeit
und Temperatur im Hochdurchsatz-Verfahren analysiert. Die effektivste inhibitorische Wir-
kung von Nitrit auf das Wachstum von L. monocytogenes wurde dabei in Kombination mit
einem Absenken des pH-Wertes beobachtet.
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Summary

Food borne infections are a health risk for the consumers of contaminated foods. The raw
material (pork or beef) for sausage production can be contaminated with various pathogenic
bacteria. Gram negative enteric bacteria as well as gram positive bacteria can be found in
the raw material. The addition of nitrite should result in a growth inhibition of pathogenic
bacteria. However, well-founded scientific data concerning the mode of impact of nitrite on
relevant food borne gram positive bacteria like L. monocytogenes, C. perfringens and S.
aureus are not yet available.

The objectives of this study were i) to investigate the actual impact of nitrite on various gram
positive pathogens and ii) to analyze multifactorial aspects like a,-value, pH, and tempera-
ture on the effectiveness of nitrite against L. monocytogenes EGDe. The impact of nitrite (0,
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50, 100 or 150 mg sodium nitrite/ kg) on the survival of the respective pathogen was investi-
gated in short-, rapid-, long- and mould-ripened raw sausage using challenge tests.

The results indicate a variation in effects concerning the different bacterial species and the
different products. Nevertheless, general recommendations can be given: For microbiological
stabilisation the addition of at least 100 mg/kg sodium nitrite for raw sausage is suggested.
Only the fermentation of rapid-ripened raw sausages could be done without addition of nitrite.
Furthermore, the impact of nitrite on growth of L. monocytogenes EGDe was analysed in
combination with parameters relevant for raw sausage fermentation like pH-value, NaCl,-
concentration, oxygen availability and temperature in a high throughput approach. The
strongest inhibitory effect of nitrite on the growth of L. monocytogenes EGDe could be ob-

served in combination with a low pH.

Einleitung

Infektionen, hervorgerufen durch den Ver-
zehr von mit pathogenen Bakterien kon-
taminierten Lebensmitteln, stellen ein ge-
sundheitliches Risiko fir den Verbraucher
dar. Betroffen von einem Kontaminations-
risiko ihrer Erzeugnisse sind hierbei auch
Produzenten von Rohfleischerzeugnissen
wie Rohwurst (KAHRAMAN and AYDIN,
2009; NASTASIJEVIC et al., 2009; RAHIMI-
FARD et al., 2008). Das ublicherweise fir
die Herstellung von Rohwirsten verwen-
dete Schweine- bzw. Rindfleisch kann mit
verschiedenen Krankheitserregern belas-
tet sein (BEUTIN et al., 2007; BRUUN et al.,
2009; FOSSE et al., 2009; LEE et al., 2009;
MEYER et al., 2010; MEYER et al., 2011).
Bei den Gram positiven Bakterien ist dies
vor allem Listeria monocytogenes (COLAK
et al., 2007; THEVENOT et al., 2006), fur
den insbesondere Wiederkauer ein Reser-
voir darstellen (BUNDRANT et al., 2011;
FARBER et al., 1989; FOX et al., 2011;
GOBAT and JEMMI, 1990; GUERINI et al.,
2007). Weitere Krankheitserreger wie
Clostridium perfringens und Staphylo-
coccus aureus kommen als Kontaminan-
ten auf Fleisch und Fleischerzeugnissen
vor (ARKOUDELOS et al., 1997; KAMBER et
al., 2007; MESSELHAUSSER et al., 2007;
MOROT-BIZOT et al, 2006) und sind
hauptsachlich wegen ihrer Toxinbildung
geflrchtet (KEROUANTON et al., 2007;
TAORMINA et al., 2003).

Bei einer guten Herstellungspraxis wird in
Rohwirsten keine Vermehrung von pa-
thogenen Mikroorganismen beobachtet,
jedoch werden diese in den Produkten
nicht immer vollstandig eliminiert. Entspre-
chend der VO (EC) 2073/2005 darf in Roh-
wursten innerhalb der angegebenen Halt-
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barkeit ein Warnwert von 100 KbE Ljsteria
monocytogenes/g nicht erreicht werden.
Daher wird seitens der Fleisch verarbei-
tenden Industrie mit unterschiedlichen
MaRnahmen angestrebt, unerwinschte
Bakterien im Produkt zu eliminieren bzw.
so weit wie moglich zu minimieren.

Bei der Rohwurstherstellung wird dem
Produkt zu Konservierungszwecken Nitrit
zugesetzt. Die Zugabe von Nitritpokelsalz
soll dabei das Wachstum von pathogenen
Bakterien inhibieren (BIRZELE et al., 2005;
LUCKE, 2003). Allerdings liegen kaum wis-
senschaftlich fundierte Daten Uber den
Wirkmechanismus von Nitrit auf fleisch-
relevante Gram positive Problemkeime
wie Listeria monocytogenes, Clostridium
perfringens und Staphylococcus aureus
vor.

Obwohl der Zusatz von Nitrit in Form von
Nitritpokelsalz oder Natriumnitrat bei vie-
len Fleischerzeugnissen allgemein Ublich
ist, wird der Einsatz weiterhin kontrovers
diskutiert. Verbraucher befirchten eine
gesundheitsschadliche Wirkung v.a. hin-
sichtlich einer md&glichen Nitrosamin-
Belastung (RYWOTYCKI, 1997; RYWOTY-
CKl, 2007). Daher streben die Hersteller
eine Reduktion der Menge an Nitrit in den
Rohwirsten auf ein notwendiges Minimum
an. Ziel ist dabei, dem Wunsch des Ver-
brauchers nach einer Minimierung von
Zusatzstoffen nachzukommen, dabei aber
gleichzeitig die mikrobiologische Stabilitat
und Sicherheit der Produkte zu gewahr-
leisten.

Vor diesem Hintergrund war es Ziel dieses
Projektes i) den tatsachlichen Effekt von
Nitrit in verschiedenen Rohwurstprodukten
(kurzgereifte  streichfahige = Rohwurst,
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schnellgereifte Rohwurst mit Glucono-
delta-Lacton, langgereifte schnittfahige
Rohwurst und schimmelpilzgereifte Roh-
wurst) auf verschiedene Gram positive
Problemkeime zu untersuchen, sowie ii)
die Wirkung von Nitrit auf den Gram posi-
tiven Modellorganismus L. monocytogenes
EGDe (sequenzierter Referenzstamm)
unter dem erforderlichen Einbezug multi-
faktorieller, fur die Rohwurstherstellung
relevanter Parameter wie a,-Wert, pH-
Wert und Temperatur zu analysieren. Die
erzielten Ergebnisse sind eine wichtige
Voraussetzung, um die den Rohwurst-
produkten zugegebene Nitritmenge auf ein
gewlnschtes Mindestmal} zu reduzieren.

Material und Methodik

Challengeversuche

Fur die Challengeuntersuchungen wurden
unter definierten Bedingungen die Brate
der Rohwurstprodukte artifiziell mit einem
Pool von jeweils drei unterschiedlichen
Stdmmen (Human- und/oder Produktiso-
late) von Listeria monocytogenes, Staphy-
lococcus aureus oder Clostridium per-
fringens kontaminiert, im Anschluss daran
die Produkte hergestellt und das Wachs-

tums-/Absterbeverhalten der Pathogene
Uber einen definierten Zeitraum von bis zu
84 Tagen Uberprift. Verwendet wurden
Isolate der Stammsammlung des Max
Rubner-Institutes in Kulmbach (vgl. Tab.

1).

Fir die Belastungstests wurde fir jeden
Pathogen-Pool eine Inokulationsdosis von
ca. 2,7 logio KbE/g (500 KbE/g) eingesetzt
und damit eine niedrige Keimbelastung
des Brates simuliert. Die Zugabe der In-
okula erfolgte bei Herstellungsbeginn wah-
rend des Kutterns. Die unbeimpften Kon-
trolichargen (Negativkontrollen) wurden
dabei immer zuerst produziert, um Kreuz-
kontaminationen zu vermeiden.

Zur Herstellung eines Inokulums wurden
zunachst Ubernachtkulturen der einzelnen
Stamme angelegt, wozu die Keime bei
37 °C und 180 u/min in Standard-I-Bouil-
lon (VWR, Darmstadt, Deutschland) in-
kubiert wurden. Im Anschluss daran wur-
den die Isolate eines Pools vereinigt und
hierzu jeweils 1 ml der Bakteriensuspen-
sion (ca. 1x10° KbE/ml) verwendet. Uber
dezimale Verdinnungen wurde die ge-
winschte Inokulationsdosis hergestellt
und die jeweilige Konzentration mittels
Keimzahlung in der Thoma-Kammer

Tab. 1: Spezies, Stammnummer und Herkunft der verwendeten Inokulationstamme

Spezies Stammnummer Herkunft
Clostridium perfringens C 27 Bulette / Schwein (D)
(Labor, Kiel)
Clostridium perfringens C 219 Rind (D)
Typ A DSMZ 756 (DSMZ, Braunschweig)

ATCC 131247

Clostridium perfringens C 220 Hamburger / Schwein (D)
Typ A DSMZ 11778 (MRI, Kulmbach)
Listeria monocytogenes Li2 Liquor / Mensch (D)
4b NTCC 10527 (BgVV-Berlin)
Listeria monocytogenes Li 127 Liquor / Mensch (D)
12 a SLCC 6139 (Uni-Mannheim)
Listeria monocytogenes Li 135 Produktionsumfeld der
4d Rohwurstherstellung (MRI)
Staphylococcus aureus St15 Rohwurst / Schwein (D)
Enterotoxin Aund C (MRI, Kulmbach)
Staphylococcus aureus St 16 Rohwurst / Schwein (D)
Enterotoxin Aund C (MRI, Kulmbach)
Staphylococcus aureus St 35 Rohwurst / Schwein (D)

Enterotoxin Aund C

(MRI, Kulmbach)

SLCC: Seeligers Listeria Culture Collection (Prof. Seeliger, Wiirzburg)
NTCC: National Collection of Type Cultures

ATCC: American Type Culture Collection

C, Liund S: Stammnummern der Stammsammlung des MRI, Kuimbach
T: Typstamm
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Uberprift. Fur die Beimpfung des Wurst-
brats wurden 1,6 ml der mit physiologi-
scher Kochsalzlésung verdinnten Keim-
suspension pro kg Rohmaterial verwendet,
so dass eine initiale Inokulationsdosis von
etwa 500 KbE/g Brat erreicht wurde. Jeder
Pathogen-Pool wurde in separaten Ver-
suchsansatzen geprift, so dass fir
jede Untersuchungsreihe (Clostridium-
Challenge, Listeria-Challenge und Staphy-
lococcus-Challenge) eine entsprechend
grolte Anzahl an Wirsten fir jeden Pro-
dukttyp produziert werden musste.

Rohwurstprodukte. Fir die Challenge-
Untersuchungen wurden die vier am hau-
figsten im Handel vertretenen Rohwurst-
sorten verwendet (KABISCH et al., 2008).
Bei diesen handelte es sich um kurz-
gereifte streichfahige (Typ A), schnell-
gereifte mit GDL hergestellte (Typ B),
langgereifte schnittfeste (Typ C) und edel-
schimmelpilzgereifte Rohwiirste (Typ D).
Die Herstellung der Rohwiirste erfolgte da-
bei nach Standardrezepturen (KABISCH et
al., 2008). Natriumnitrit (VWR, Darmstadt,
Deutschland) wurde in den Konzentra-
tionen von 0 mg/kg, 50 mg/kg [0,73 mM],
100 mg/kg [1,45 mM] und 150 mg/kg [2,17
mM]) eingesetzt.

Die tiefgefrorenen Ausgangsmaterialien
wurden in einem Kutter unter gleichzeitiger
Zugabe der Zusatze je nach Produkt auf
die entsprechende Koérnung zerkleinert
und das Brat anschlieBend in Cellulose/-
Naturddrme der Guteklasse A (Metzgerei-
genossenschaft, Bayreuth, Deutschland)
mit einem Kaliber von 38 mm (Typ: A) —
60 mm (Typ: B-D) abgefullt. Nach einer
Angleichzeit von vier Stunden wurden die
Rohwirste zur Vermeidung von Ober-
flachenbewuchs kurz in eine 20%ige Kali-
umascorbat-Lésung (VWR, Darmstadt,
Deutschland) bzw. im Fall der schimmel-
pilzgereiften Rohwurst in eine Edelschim-
melpilz-Suspension  (Penicillium  nalgio-
vense) getaucht (Chr. Hansen, Pohlheim,
Deutschland). Die anschlieRende Reifung
und Lagerung erfolgte in vollautomati-
schen Klimakammern unter praxisiblichen
Bedingungen (Tab. 2-5).

Physikalisch-chemische Parameter. Die
Messung der pH- und Wasseraktivitats-
werte (a,-Wert) erfolgte (ber Dreifach-
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messungen an den Tagen O, 1, 3, 6, 13
und 28 fur die kurzgereiften Produkte (Typ
A und B) und zuséatzlich fur die lang-
gereiften am Tag 42 (Typ C) und 84 (Typ
D) wie bereits friiher beschrieben (RODEL
et al., 1989). Verwendet wurden hierzu die
jeweiligen Negativkontrollen.

Um die Konzentration von Natriumnitrit im
Wurstbrat zu verfolgen, wurde der Nitrit-
gehalt semi-quantitativ mit kommerziell er-
haltlichen Teststdbchen [Merckoquant®,
Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland] be-
stimmt. Die Teststabchen decken einen
Bereich von 2 bis 80 mg/l ab, fur héher
konzentrierte Proben wurde eine 1:10 Ver-
dinnung mit A.dest. verwendet.

Mikrobiologische Diagnostik. Flir die Chal-
lengeuntersuchungen wurde ausschlief3-
lich hygienisch hochwertiges Rohmaterial
verwendet und die Qualitat jeweils vor
Versuchsbeginn mittels Keimzahlung mik-
robiologisch gepruft. Zu jedem Probe-
nahmezeitpunkt wurden jeweils drei Wirs-
te eines Ansatzes untersucht und die
Mittelwerte inkl. Standardabweichung be-
stimmt. Diese Probenahmen erfolgten am
Tag der Herstellung (Tag 0) und dann
nach den Tagen 1, 3, 6, 13, 28 (Typ A und
B), 42 (Typ C) und 84 (Typ D). Fir jede
Probenahme wurden sowohl fur die un-
beimpften Negativkontrollen als auch die
kontaminierten Produkte jeweils drei iden-
tische Wirste verwendet.

Die Erfassung der aeroben mesophilen
Keimzahl (Gesamtkeimzahl), der Pseu-
domonaden-, Enterobacteriaceae- und
Milchsaurebakterienkeimzahl erfolgte wie
bereits beschrieben (GAREIS et al., 2009).

Der Nachweis von Clostridium perfringens
erfolgte jeweils im Dreifachansatz (3
Wirste) mit kulturellen und PCR-Metho-
den. Der kulturelle Nachweis erfolgte nach
DIN EN ISO 7937:2004. Bei Keimzahlen
unter 10 KbE/g wurden 25 g Probe in 225
ml gepuffertem Peptonwasser (Sifin, Ber-
lin, Deutschland) bei 37 °C fur 20 Stunden
unter anaeroben Bedingungen angerei-
chert. FlUr den genotypischen Nachweis
von Clostridium perfringens wurden die
Proben nach einer modifizierten Methode
nach TITBALL et al. (1989) auf das Vorlie-
gen des cpa-Gens (Phospholipase C)
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Tab. 2: Reifeprogramm fur die Herstellung von kurzgereifter streichfahiger Rohwurst (Typ A)

Zeit Temperatur [°C] Rel. Luftfeuchte [%] Luftgeschwindigkeit [m/s]

4h 22 40-50 -

72 h 22 92 0,05-10,1

48 h 20 92 0,05-0,1

24 h 18 92 0,05-0,1
Lagerung

22d 17 85 0,05-0,1

h = Stunden; d = Tage

Tab. 3: Reifeprogramm fiir die Herstellung von schnellgereifter Rohwurst mit Glucono-delta-Lacton

(Typ B)

Zeit Temperatur [°C] Rel. Luftfeuchte [%] Luftgeschwindigkeit [m/s]
4h 22 40-50 -

24 h 24 93 -94 0,1-0,2

24 h 21 90 - 92 0,3-0,4

24 h 20 90 0,4-0,5

72 h 18 88 04-0,5

Lagerung
22d 17 85 0,05-0,1

h = Stunden; d = Tage

Tab. 4: Reifeprogramm fur die Herstellung von langgereifter schnittfester Rohwurst (Typ C)

Zeit Temperatur [°C] Rel. Luftfeuchte [%] Luftgeschwindigkeit [m/s]
4h 22 40-50 -

24 h 22 94 - 95 0,1-0,2

24 h 21 92 -93 0,2-0,3

24 h 20 90 04-0,5

72h 18 88 0,4-0,5

48 h 18 85 0,3-04

Lagerung
34d 17 83-85 0,05-0,1

h = Stunden; d = Tage

Tab. 5: Reifeprogramm fir die Herstellung von edelschimmelpilzgereifter Rohwurst (Typ D)

Zeit Temperatur [°C] Rel. Luftfeuchte [%] Luftgeschwindigkeit [m/s]

4h 22 40-50 -

3d 20 92 -93 0,01 -0,05

4d 18 88 0,05-0,1

7d 17 85 0,1-0,2

7d 15 80 0,1-0,2

14d 15 75 0,1-0,2

7d 15 72 0,1-0,2
Lagerung

42d 15 72 0,01 -0,05

h = Stunden; d = Tage
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untersucht. Hierzu wurde die DNA aus
1 ml des inkubierten Voranreicherungs-
mediums extrahiert und mittels PCR
(MESSELHAUSSER et al., 2007) analysiert.

Fur den Nachweis von Listeria monocyto-
genes wurden die Rohwirste mit einem
sterilen Skalpell in der Mitte senkrecht
aufgeschnitten, anschlieBend unter steri-
len Bedingungen 10g Probenmaterial
entnommen und zusammen mit 90 ml
Peptonwasser flr zwei Minuten im Stoma-
cher (Seward, Worthing, UK) homogeni-
siert. Bei Proben mit Keimzahlen <10
KbE/g wurden die Proben fur 24 h in
Peptonwasser angereichert. Der Nach-
weis von Listeria monocytogenes erfolgte
auf PALCAM-Medium (VWR, Darmstadt,
Deutschland) und parallel dazu auf Chro-
mogen-Listeria-Agar (BioMerieux, Nurtin-
gen, Deutschland). Die Agarplatten wur-
den fur 48 Stunden bei 37 °C aerob be-
britet. Verdachtige Kolonien wurden auf
Standard I-Agar subkultiviert. Zur Bestati-
gung wurden die HENRY’sche Beleuch-
tung und der CAMP-Test durchgefihrt
sowie das Hamolyseverhalten, die Rham-
nose- und Xyloseverwertung tberprift.

Fur den Nachweis von Staphylococcus
aureus wurden jeweils 20 g Probe in 180
ml physiologischer Kochsalzlésung homo-
genisiert. Fir den quantitativen Nachweis
wurde eine dezimale Verdlinnungs-
reihe angelegt und auf MSE-Agar sowie
auf RPF-Medium ausgespatelt (LFGB
§ 64.00.00-55:2004-12). Die Agarplatten
wurden anschlielend fir 24 Stunden bei
37 °C aerob bebrutet. War kein direkter
Nachweis mdglich, wurden 25 g Probe in
225 ml Peptonwasser aufgenommen und
24 h bei 37 °C bebritet. AnschlielRend er-
folgte ein Nachweis der Keime auf MSE-
Agar (Mannitol-Salz-Eigelbagar) und pa-
rallel auf dem RPF-Nahrboden (Oxoid,
Wesel, Deutschland). Zur Bestatigung
wurde der Koagulase Test (VWR, Darm-
stadt, Deutschland) mit finf typischen
Kulturen durchgefihrt.

In vitro Hochdurchsatz-Wachstumsanaly-
sen am Modellkeim Listeria monocyto-
genes

Fir das Hochdurchsatzverfahren zum
Testen des Einflusses verschiedenster
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Parameter auf das Wachstum von L.
monocytogenes EGDe (GLASER et al,
2001) wurden Wachstumsanalysen in BHI-
Medium (Brain-Heart-Infusion) mittels des
automatisierten mikrobiologischen Lese-
gerats fur Tribungs- und Farbmessungen,
Bioscreen C (Oy Growth Curves Ab Ltd,
Helsinki), durchgefiihrt. Ubernachtkulturen
von L. monocytogenes EGDe wurden fir
die Wachstumsanalysen 1:100 verdinnt
und das Wachstum in 100-Well Honey-
comb Platten analysiert. Die Wachstums-
analyse der 200 pl Kulturen erfolgte Uber
halbstiindliche, automatisierte Aufzeich-
nung der Tribungszunahme bei ODgq
(Optische Dichte bei der Wellenlange
600). Fur die Kultivierung unter Sauerstoff-
mangelbedingungen wurden die Kulturen
mit je 200 pl Paraffin-Ol (iberschichtet.

Folgende Wachstumsbedingungen wur-

den in allen mdglichen Kombinationen

getestet:

Temperatur: 17 °C, 20 °C,
24 °C

pH-Wert 5;5,5;6;6,5; 7

(eingestellt mit Milchsaure):

NaCl-Konzentration: 0,1,2,3,4%

NaNO,: 0, 200 mgl/l

Sauerstoffverfligbarkeit: hoch/niedrig

Fir jede mégliche Parameter-Kombination
wurden 6 Wachstumskurven aufgezeich-
net (je 2 Duplikate von 3 biologisch un-
abhangigen Experimenten). Es wurde je-
weils der Mittelwert bestimmt. Fir die
Auswertung wurde analysiert, welche ma-
ximale Veranderung der OD bei der ent-
sprechenden Wachstumsbedingung zu
beobachten war. Die maximale Verande-
rung der OD (AOD) wurde berechnet, in-
dem die Differenz zwischen der héchsten
und der niedrigsten OD-Messung gebildet
wurde (AOD = ODmax-ODmin).

Entsprechend der berechneten AOD wur-
den die Wachstumsbedingungen in drei
Klassen eingeteilt:

AOD < 0,05: Bedingungen, die kein
Wachstum erlauben

AOD > 0,05 Bedingungen, die ein maRiges

und < 0,5: Wachsum erlauben

AOD > 0,5: Bedingungen, die ein gutes

Wachstum erlauben
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Ergebnisse
Challengeversuche

Produkttyp A: kurzgereifte, streichfahige
Rohwurst

Physikalisch-chemische Parameter. Unmit-
telbar nach der Beimpfung wurde ein ay-
Wert von 0,96 ermittelt. Auf Grund des
wasserundurchlassigen Darmes und des
damit behinderten Wasseraustausches
nahm der Wasseraktivitatswert nur gering-
fugig ab und erreichte nach 28 Tagen
Werte um 0,954.

Der Anfangs-pH-Wert lag zwischen 5,70
und 5,75 und fiel bei allen Chargen zugig
ab. Dabei sank der pH-Wert in den Roh-
wirsten mit den geringsten Nitritkonzent-
rationen am starksten und es konnten am
Tag 6 in den Ansatzen mit 0 und 50 mg/kg
Nitrit pH-Werte von 5,25 gemessen wer-
den. Zum selben Zeitpunkt wurde in den
Chargen mit 100 und 150 mg/kg Natrium-
nitrit ein pH-Wert von 5,4 festgestellt.

Aerobe mesophile Keimzahl (GKZ) und Lac-
tobacillenzahl. Die Verlaufe der GKZ und
Milchsaurebakterienzahl waren nahezu
identisch, wobei die Keimzahlen bei der
Ermittlung der GKZ durch die miterfassten
Mikrokokken der Starterkulturen hoher la-
gen. Nach 28 Tagen konnten Keimdichten
zwischen 8,4 Logso KbE/g (2,5x 108 KbE/g)

N

und 8,8 Logi, KbE/g (6,3x10° KbE/Q)
nachgewiesen werden.

Listeria monocytogenes. In den mit Listeria
monocytogenes belasteten  Produkten
konnte in den Chargen ohne Nitrit in den
ersten beiden Reifetagen ein Listerien-
Wachstum beobachtet werden. Mit zu-
nehmender Absduerung sank die Keim-
zahl bis zum Tag 28 auf Werte von ca.
1,8 Log1o KbE/g (63 KbE/g). Bei den nitrit-
haltigen Rohwirsten sank die Keimzahl
von Beginn an auf Keimdichten zwischen
20 und 50 KbE/g. Ein deutlicher Unter-
schied zwischen den eingesetzten Nitrit-
konzentrationen war nicht feststellbar.

Staphylococcus aureus. Das Ausgangs-
material wurde mit Keimsuspension von
ca. 2,5 logio KbE/g (320 KbE/g) angeimpft
(siehe Abb. 1). Innerhalb der ersten 24
Stunden konnte in allen Chargen ein
leichter Anstieg der Keimdichte beobach-
tet werden, dabei fiel die Zunahme in den
Woirsten am deutlichsten aus, die die nied-
rigsten Nitritkonzentrationen enthielten.

Mit fortschreitender Reifung nahm dann
die Zellzahl von Staphylococcus aureus
kontinuierlich ab, in den Chargen mit Nitrit
bis auf Keimzahlen von etwa 70 KbE/g. In
den Chargen ohne Nitrit waren nach 28
Tagen noch etwa 350 KbE Staphylococ-
cus aureus pro g Brat vorhanden (siehe
Abb. 1).
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Abb. 1: Verhalten von Staphylococcus aureus in kurzgereiften streichfahigen Rohwiirsten
(Produkttyp A) unter dem Einfluss von unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen

(c: 0, 50, 100 und 150 mg/kg).

Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung von Dreifachansatzen
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Clostridium perfringens. In den kurzgereif-
ten streichfahigen Rohwirsten nahm die
Keimzahl von Clostridium perfringens un-
abhangig von der eingesetzten Nitritkon-
zentration schnell ab. Nach 28 Tagen war
dieser Keim nur noch qualitativ nach An-
reicherung nachweisbar.

Produkttyp B: schnellgereifte schnittfeste
Rohwurst mit Glucono-delta-Lacton Zusatz

Physikalisch-chemische Parameter. Un-
mittelbar nach der Beimpfung wurde ein
aw-Wert von 0,961 ermittelt, der bis zum
Tag 28 kontinuierlich abnahm. Zum Ende
der Untersuchung konnten im Mittel ay-
Werte zwischen 0,897 und 0,906 gemes-
sen werden.

Die Anfangs-pH-Werte lagen zwischen
5,77 und 5,84 und reduzierten sich bei al-
len Chargen auf Grund des Zusatzes von
GDL gleichmaRig. Innerhalb von 24 Stun-
den wurden pH-Werte von ca. 4,95 er-
reicht. Im Laufe der Reifung und Lagerung
stiegen die pH-Werte leicht auf 5,0 an.

Aerobe mesophile Keimzahl und Lactoba-
cillenzahl. Die Verldufe der Gesamtkeim-
und Milchsaurebakterienzahl waren nahe-
zu identisch, wobei die Keimzahlen bei der
Ermittlung der Gesamtkeimzahl durch die
miterfassten Mikrokokken der Starterkultu-
ren hoher lagen. Im Vergleich zu den
kurzgereiften streichféormigen Rohwursten

konnte innerhalb der ersten 24 Stunden
eine Reduktion der Keimzahl um fast eine
Log Stufe festgestellt werden. Diese Be-
obachtung kann auf die schlagartige Ab-
senkung des pH-Wertes zuriickgefiihrt
werden. An diese Anderung des Milleus
missen sich auch die Milchsaurebakterien
anpassen und zeigten so in Folge des
GDL-Zusatzes ein stark verzdgertes
Wachstum. Erst ab dem Tag 6 konnten
Keimzahlen Uber 8 logio KbE/g nachge-
wiesen werden. Auf diesem stabilen
Niveau blieben sie bis zum Ende der
Untersuchungen.

Listeria monocytogenes

Das Verhalten von Listeria monocytoge-
nes in schnellgereiften schnittfesten Roh-
wuirsten mit GDL-Zusatz gibt Abbildung 2
wieder. Sowohl in den Chargen mit 0
mg/kg als auch in denen mit Natriumnitrit
konnte eine starke Reduktion der Liste-
rien-Keimdichte beobachtet werden.

Bis zum Tag 28 sank die Listerien-Zahl auf
ca. 10 KbE/g ab. Ein deutlicher Einfluss
der eingesetzten Nitritkonzentration war
hierbei nicht zu erkennen (siehe Abb. 2).

Staphylococcus aureus. Innerhalb der
ersten 24 Stunden konnte eine deutliche
Abnahme der Keimzahl von ca. 470 KbE
Staphylococcus aureus pro g auf etwa 36
KbE/g beobachtet werden. Auf diesem
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Abb. 2: Verhalten von Listeria monocytogenes in schnellgereiften schnittfesten Rohwirsten mit GDL-
Zusatz (Produkttyp B) unter dem Einfluss von unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen

(c: 0, 50, 100 und 150 mg/kg).

Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung von Dreifachansatzen
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niedrigen Niveau blieben die Staphylokok-
ken-Zahlen bis zum Tag 28. Ein deutlicher
Unterschied zwischen den einzelnen Nat-
riumnitritkonzentrationen wurde nicht fest-
gestellt.

Clostridium perfringens. In den schnell-
gereiften Rohwirsten starben die inoku-
lierten Clostridien (ca. 400 KbE/g) schnell
ab und waren nach 6 Tagen nur noch
qualitativ detektierbar. Ein Nachweis der
Keime war nach Anreicherung und mole-
kularbiologischer Diagnostik bis zum Tag
28 mdglich. Die unterschiedlichen Nitrit-
konzentrationen beeinflussten das Abster-
beverhalten der Clostridien nicht.

Produkttyp C: langgereifte schnittfeste
Rohwurst

Physikalisch-chemische Parameter. Der
aw-Wert betrug am Herstellungstag kurz
nach der Beimpfung ca. 0,962. Mit fort-
schreitender Reifedauer und Lagerung
nahm der aw-Wert kontinuierlich in allen
Chargen gleichmaRig ab. Am Tag 42 zum
Ende der Untersuchung lagen die aw-
Werte zwischen 0,87 bzw. 0,86.

Die Anfangs-pH-Werte (zwischen 5,79 und
5,85) fielen bei allen Chargen innerhalb
von drei Tagen auf Werte zwischen 5,2

und 5,3 ab und stiegen anschliefend im
Laufe der weiteren Reifung und Lagerung
auf pH-Werte von 5,56 an. Dabei wurden
vor allem in den ersten sechs Reifetagen
zwischen den einzelnen Nitritkonzentratio-
nen Unterschiede festgestellt. So lag der
pH-Wert in der Charge ohne Nitrit am Tag
3 bei 5,19 und in der mit 150 mg/kg Nitrit
am gleichen Reifungstag bei 5,27.

Aerobe mesophile Keimzahl und Lactoba-
cillenzahl. Die Entwicklungen der aeroben
mesophilen Keimdichte und Milchsaure-
bakterienzahl, die nahezu identisch waren,
zeigten keine Auffalligkeiten und erreich-
ten nach 3 Tagen Keimzahlen Uber 8
Log1o KbE/g (1 x 10% KbE/qg).

Listeria monocytogenes. Nach einem kur-
zen Anstieg der Keimzahlen innerhalb der
ersten 24 Stunden, der bei der Charge mit
0 mg/kg Nitrit deutlicher ausgepragter war,
fiel die Keimdichte von Listeria monocyto-
genes im weiteren Verlauf der Reifung ab,
wobei eine schnellere Reduktion in den
Chargen mit Natriumnitrit erzielt werden
konnte. Hinsichtlich der zugesetzten Nit-
ritmenge konnten keine wesentlichen Un-
terschiede festgestellt werden. Ab dem
Tag 42 waren die Listerien in den Ansat-
zen mit 100 und 150 mg/kg nur noch nach
Anreicherung detektierbar (siehe Abb. 3).
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Abb. 3: Verhalten von Listeria monocytogenes in langgereiften schnittfesten Rohwursten
(Produkttyp C) unter dem Einfluss von unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen

Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung von Dreifachansatzen
*Wert ist willkiirlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 logi, KbE/g) unterschritten
wurde und Listeria monocytogenes nur noch qualitativ nach Anreicherung nachgewiesen werden konnte
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Staphylococcus aureus. Innerhalb der
ersten 24 Stunden stiegen die Keimzahlen
von ca. 2,4 logso KbE/g (250 KbE/g) kurz-
fristig an. Mit fortschreitender Reifung und
Lagerung nahm die Keimdichte anschlie-
Rend kontinuierlich ab und erreichte am
Tag 42 Werte zwischen 20 und 40 KbE/g.
Die eingesetzte Nitritkonzentration hatte
dabei keinen Einfluss auf den Keimzahl-
verlauf.

Clostridium perfringens. Eine schnelle und
ausgepragte Absterbekinetik der Clostri-
dien wurde in allen Chargen beobachtet.
Die Reduktion fiel jedoch in den Roh-
wursten mit den hdchsten Nitritkonzentra-
tionen am deutlichsten aus. Von Tag 6 bis
zum Ende des Lagerungszeitraums nach
42 Tagen waren diese Keime nur noch
qualitativ nachweisbar.

Produkttyp D: Edelschimmelpilzgereifte
Rohwurst

Physikalisch-chemische Parameter. Unmit-
telbar nach der Beimpfung wurde ein ay-
Wert von 0,962 ermittelt, der bis zum Tag
8 abnahm. Mit fortschreitender Reifedauer
und Lagerung nahm der aw-Wert in allen
Chargen gleichmafig ab. Am Tag 84 zum
Ende der Untersuchung lagen die aw-
Werte zwischen 0,84 und 0,85.

Die pH-Werte lagen anfangs zwischen
5,75 und 5,82 und fielen in allen Chargen

innerhalb von drei Tagen auf Werte zwi-
schen 5,2 und 5,3 ab. Dabei wurden Un-
terschiede zwischen den einzelnen Nitrit-
konzentrationen festgestellt. So wurde in
der Charge ohne Nitrit am Tag 3 ein pH-
Wert von 5,2 und in den Proben mit 150
mg/kg Nitrit ein Wert von 5,3 gemessen.
Mit Zunahme der Lagerungszeit stieg der
pH-Wert produkttypisch durch die Bildung
von basischen Stoffwechselprodukten an.
Nach 84 Tagen wurden in den Wirsten
pH-Werte zwischen 6,18 und 6,3 gemes-
sen.

Aerobe mesophile Keimzahl und Lactoba-
cillenzahl. Der Verlauf der Gesamtkeim-
zahlen entsprach bei allen Versuchschar-
gen nach 3 Tagen weitestgehend dem
Verlauf der Milchsaurebakterienzahl. Die
héheren Werte bei den Gesamtkeimzah-
len erklaren sich durch die Miterfassung
der Micrococcaceae-Arten der Starterkul-
turen. Ein Einfluss der Edelschimmelpilz-
kultur auf die Héhe und Entwicklung der
Gesamtkeimzahlen oder Milchsaurebakte-
rien war in den durchgefiihrten Unter-
suchungen nicht zu erkennen.

Listeria monocytogenes. Nach einem Kkur-
zen Anstieg der Listeriendichte in den Pro-
dukten ohne Natriumnitrit von ca. 400
KbE/g auf ca. 800 KbE/g nahm die Zell-
zahl mit einsetzender Abtrocknung im
weiteren Verlauf der Reifung ab. In den
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Abb. 4: Verhalten von Clostridium perfringens in edelschimmelpilzgereifter Rohwurst
(Produkttyp D) unter dem Einfluss von unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen

(c: 0, 50, 100 und 150 mg/kg).

Die Datenpunkte reprasentieren Medianwerte mit Standardabweichungen aus der Messung von Dreifachansatzen.
*Wert ist willkiirlich gesetzt und dokumentiert, dass die quantitative Nachweisgrenze (1 log, KbE/g) unterschritten
wurde und Clostridium perfringens nur noch qualitativ nach Anreicherung und PCR nachgewiesen werden konnte
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Rohwirsten mit Zusatzstoff nahm die
Keimdichte kontinuierlich ab und erreichte
am Tag 6 anndhernd gleiche Keimzahlen
im Bereich von 50-80 KbE/g. Ab dem Tag
42 war ein Nachweis der inokulierten
Listerien in den Chargen mit Nitrit nur
noch qualitativ nach Anreicherung mog-
lich. Dagegen konnten die Keime in den
edelschimmelpilzgereiften Wirsten ohne
Natriumnitrit bis zum Tag 84 quantitativ in
einer Hohe von ca. 30 KbE/g nachgewie-
sen werden.

Staphylococcus aureus. Innerhalb der ers-
ten 24 Stunden stiegen die Keimzahlen
kurzfristig von 2,4 Logi, KbE/g (2,5x10?
KbE/g) auf Werte um 2,8 Logo KbE/g (6,3
x 10% KbE/g) an und fielen dann kontinuier-
lich infolge der starken Abtrocknung auf
Werte von 10 KbE/g am Tag 84 ab. Ein
deutlicher Unterschied zwischen den zu-
gesetzten Nitritkonzentrationen konnte
nicht beobachtet werden.

Clostridium perfringens. Clostridium per-
fringens starb in den mit Schimmelpilz ge-
reiften Produkten schnell ab. Ab Tag 6 war
der Keim bis zum Versuchsende nur noch
nach Anreicherung detektierbar (siehe
Abb. 4). Ein Einfluss der Nitritkonzentra-
tion auf die Keimzahlreduktion konnte
nicht festgestellt werden (siehe Abb. 4).

Wirkung von Natriumnitrit auf das Wachs-
tum von L. monocytogenes EGDe unter
Einbezug praxisrelevanter Parameter

Im Hochdurchsatzverfahren sollte analy-
siert werden, ob weitere Reifeparameter
der Rohwurstherstellung wie Temperatur
(17 °C, 20 °C, 24 °C), pH-Wert (5; 5,5; 6;
6,5; 7), NaCl-Konzentration (0, 1, 2, 3,
4 %) und Sauerstoffverfugbarkeit (hoch/
niedrig) die mogliche wachstumsinhibitori-
sche Wirkung von Natriumnitrit (0, 200 mg/
I) noch verstarken. 300 Wachstumspara-
meter wurden jeweils 6-malig getestet und
die Wachstumszunahme der Kulturen tber
die Bestimmung der AOD (s.oben) er-
mittelt. Es konnten dabei Bedingungen
ermittelt werden, die kein Wachstum,
maliges Wachstum oder gutes Wachstum
erlauben (Abb. 5).
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Alle untersuchten Parameter wurden mit-
einander kombiniert, so dass das Wachs-
tumsverhalten von L. monocytogenes
EGDe bei 300 verschiedenen Wachs-
tumsbedingungen analysiert wurde. Basie-
rend auf der maximalen Veranderung der
optischen Dichte (OD) konnten die
Wachstumsbedingungen in drei Katego-
rien eingeteilt werden: AOD <0,05 (kein
Wachstum maoglich), AOD >0,05 und <0,5
(maRiges Wachstum mdoglich), und AOD
>0,5 (gutes Wachstum mdglich).

Deutlich zu erkennen ist, dass sich unter
den getesteten Wachstumsbedingungen
die Zugabe von 200 mg/ml NaNO, nach-
teilig auf das Wachstum von L. monocyto-
genes EGDe auswirkt. Dabei ist festzu-
stellen, dass die gleichzeitige Einwirkung
von weiteren ,Stressfaktoren” wie niedrige
Sauerstoffverfugbarkeit, Erhéhung der
NaCl-Konzentration sowie Absenken des
pH-Wertes zu einer deutlicheren Vermin-
derung des Wachstums beitragt. Beson-
ders deutlich wird der inhibitorische Effekt
von Nitrit in Kombination mit einem Ab-
senken des pH-Wertes. Beispielsweise
kann bei einer Temperatur von 17 °C, 0 %
NaCl und einem pH-Wert von 7 sowohl in
Kulturen ohne, als auch in Kulturen, denen
Natriumnitrit zugesetzt wurde, ein gutes
Wachstum beobachtet werden. Wird der
pH-Wert auf 6,5 abgesenkt, so kann in
den Kulturen ohne Nitrit ebenfalls ein
gutes Wachstum, in Kulturen, denen Nitrit
zugesetzt wurde, nur ein maliges Wachs-
tum beobachtet werden. Ab einem pH-
Wert von 6 flhrt die Zugabe von Nitrit
zu einer vollstandigen Wachstumsinhibie-
rung.

Diese Daten decken sich auch mit Daten
aus globalen Transkriptionsstudien (Daten
nicht dargestellt). Hier konnte gezeigt wer-
den, dass bei einem pH-Wert von 7 die
Zugabe von Nitrit in geringen Anderungen
des Transkriptionsprofils resultiert. Bei
einem pH-Wert von 6 hat die Zugabe der
gleichen Menge Natriumnitrit (200 mg/l)
jedoch einen enormen Einfluss auf die
Transkription in L. monocytogenes EGDe.
Das Bakterium reagiert mit einer massiven
Stressantwort.
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gelb: AOD < 0,05 — Bedingungen, die kein Wachstum erlauben
orange: AOD > 0,05 und < 0,5 — Bedingungen, die ein maRiges Wachstum erlauben
rot: AOD > 0,5 — Bedingunaen, die ein qutes Wachstum erlauben

Abb. 5: Wirkung von Natriumnitrit auf das Wachstum von L. monocytogenes EGDe unter Einbezug
praxisrelevanter Parameter wie Temperatur, Sauerstoffverfliigbarkeit, NaCl-Konzentration

und pH-Wert

Fazit

In den Challengeversuchen wurden unter-
schiedliche Uberlebens-/Absterbekinetiken
von Gram positiven Lebensmittelinfekti-
onserregern in den verschiedenen Roh-
wursterzeugnissen ermittelt. FUr das Pro-
dukt Rohwurst sind die ersten Reifetage
entscheidend, da stabilisierende Faktoren
wie niedriger aw- und pH-Wert noch nicht
ausgepragt sind (KABISCH et al., 2009).
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Hier verhinderte der Zusatz von Natrium-
nitrit sehr effektiv das Wachstum von
Clostridium perfringens und Listeria mo-
nocytogenes. Mit fortschreitender Reifung
bzw. Lagerung sind es dann vor allem die
dynamischen Prozesse im Produkt, die
eine weitere Vermehrung der pathogenen
Erreger verhindern (LEISTNER, 1992;
LEISTNER, 2000; UYTTENDAELE et al.,
2001) und zu einer Stabilisierung tber den
Reifezeitraum hinaus fuhren.
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Fur Staphylococcus aureus konnte in allen
Produkten in den ersten 24 h eine leichte
Zunahme der Zellzahl beobachtet werden.
Diese Vermehrung wurde bereits in ande-
ren Arbeiten beobachtet (GAREIS et al.,
2010) und verdeutlicht, dass vor allem
Gram positive Infektionserreger in Roh-
wurstprodukten eine hoéhere Tenazitat als
Gram negative enterische Erreger besit-
zen und eine rasche Abtétung nicht immer
moglich ist (GAREIS et al., 2010).

Der Zusatz von unterschiedlichen Kon-
zentrationen Natriumnitrit hatte in den
schnellgereiften (Typ B), den langgereiften
(Typ C) und den edelschimmelpilzgereif-
ten (Typ D) Rohwirsten keinen Einfluss
auf das Wachstum-/Absterbeverhalten von
Staphylococcus aureus. Ausschliellich in
den kurzgereiften streichfahigen Wirsten
(Typ A) konnte ein Einfluss der zugesetz-
ten Nitritmenge festgestellt werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit Aus-
nahme der mit GDL-gereiften Rohwurst
ein Zusatz von Natriumnitrit unbedingt er-
forderlich ist, um die mikrobiologische Si-
cherheit der Produkte zu gewahrleisten.
Nach den vorliegenden Ergebnissen sollte
bei Rohwursterzeugnissen eine Zugabe
von mindestens 100 mg Natriumnitrit’kg
Rohwurstbrat erfolgen.

Die Wachstumsanalysen im Hochdurch-
satzverfahren  sowie  die  globalen
Transkriptionanalysen deuten darauf hin,
dass der Effekt von Nitrit auf L. monocyto-
genes EGDe umso deutlicher ist, je saurer
der pH-Wert ist. Die rasche Ansduerung
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Nitrit-
pokelsalz ist daher die wichtigste Mal3-
nahme fir die Gewahrleistung der mikro-
biologischen Stabilitat.
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