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1 EINLEITUNG

,ES kann kein Mikrobiologe gewesen sein, der die Rohwurst erfunden hat, denn es
handelt sich um einen ungeheuerlichen Vorgang: Rohes Fleisch und Fett werden in
den Darm gestopft und darin bis zum Verzehr aufbewahrt. Diese Bemerkung von
Leistner (1985) unterstreicht, dass es sich bei der Rohwurstreifung aus mikrobiologi-

scher Sicht um einen sensiblen Prozess handelt.

Der erste Infektionsausbruch durch enterohamorrhagische Escherichia coli (EHEC)
wurde im Jahr 1982 beschrieben. Ursache waren nicht genigend durcherhitzte
Hamburger einer Schnellimbisskette in den USA. Seit diesem Zeitpunkt wurden ver-
starkt Infektionen durch EHEC beschrieben. Wiederkauer gelten als das wichtigste
Erregerreservoir fur shigatoxinbildende Escherichia coli (STEC). In den letzten Jah-
ren wurden haufiger mit STEC kontaminierte Rohwdrste identifiziert. Dies liegt auch
in der verbesserten Diagnostik begrindet. Da bereits einige wenige Zellen flir eine
Erkrankung ausreichen und EHEC neben Durchfallen Krankheiten verursachen
kann, die insbesondere bei Kleinkindern und alteren Menschen tddlich verlaufen
konnen sind EHEC-freie Lebensmittel anzustreben. Die Problematik der STEC-
Kontamination von Rohwirsten wurde seit 2004 besonders im suddeutschen Raum
deutlich. Hier wurden von 2004 bis 2007 STEC aus funf Betrieben STEC in Rohwrs-
ten nachgewiesen. Bemerkenswerterweise stellten vier dieser Betriebe Oko-
Produkte her.

Ziel dieser Arbeit ist es, die konventionelle und 6kologische Herstellungsschiene ver-
gleichend, einen Uberblick darliber zu erhalten, in welchen Stadien der Produktion
STEC auftritt und wie sich lebensmittelrelevante mikrobiologische und physikalische

Parameter im Verlauf der Rohwurstreifung verandern.



2 LITERATUR

2.1 Technologie der Rohwurst

Rohwurst unterscheidet sich von den ubrigen Fleischerzeugnissen nicht nur in
Geschmack und Aussehen, sondern auch im Hinblick auf die Mikrobiologie und die
Qualitat. Da Rohwirste im Gegensatz zu Bruhwursten und Kochwursten nicht erhitzt
werden, muss besonderes auf die mikrobiologische Beschaffenheit geachtet werden
(Leistner, 1985).

2.1.1 Definition des Begriffes Rohwurst

Rohwirste sind nach Leitsatz Nr. 2.21 des Deutschen Lebensmittelbuches (2003)
umgerotete, ungekuahlt (Uber +10° C) lagerfahige, meist roh zum Verzehr gelangende
Wurstwaren. Sie sind streichfahig oder nach einer mit Austrocknung verbundenen
Reifung schnittfest. Leitsatz 2.212 des Deutschen Lebensmittelbuches gibt als

besonderes Merkmal fur streichfahige Rohwirste eine nur geringe Abtrocknung so-

wie den Hinweis, dass sie nicht zur langeren Lagerung vorgesehen sind, an.

Schnittfeste Rohwirste sind gereift und unangeschnitten ohne Kuhlung lagerfahig.
Es wird zwischen grob zerkleinerten (z.B. Plockwurst), mittelgrob zerkleinerten

(z.B. Salami) und fein zerkleinerten Rohwiursten (z.B. Cervelatwurst) unterschieden
(Coretti, 1971). Zudem wird bei schnittfesten Rohwursten zwischen kurzgereiften
(ca. vier bis zehn Tage Reifung) und langgereiften (ca. vier Wochen bis sechs Mona-

te Reifung) unterschieden.

Streichfahige Rohwiurste sind aufgrund mangelnder Trocknung zur ungekuhlten
Lagerung ungeeignet. Laut Fuchs (1984) betragt die Lagerfahigkeit maximal 7 bis 10
Tage. Es gibt grobe und feine streichfahige Rohwirste. Beispiele fur streichfahige
Rohwiirste sind Teewdlrste, Streichmettwirste und Zwiebelmettwirste (Coretti, 1971;

Knepper, 1991). Streichfahige Rohwurste reifen drei bis vier Tage (Langner u. Malek,



1977). Rohwirste setzen sich von unvollstandig gereift in den Verkehr gekommenen
Produkten wie ,Hackfleischzubereitungen®, ,Rohwursthalbfabrikaten®
oder rohwurstartigen Erzeugnissen durch abgeschlossene Pokelung mit Umrdtung

sowie durch die Reifung ab.

2.1.2 Rohmaterialien/Ausgangsmaterialien

Rohwurst wird aus zerkleinertem rohem Fleisch und Speck hergestellt. Zugesetzt
werden Pokelstoffe (Kochsalz, Nitritpdkelsalz oder Nitrat), Zucker, Glucono- Delta-
Lacton (GdL), Ascorbinsaure, Starterkulturen und Gewurze. Als Hullen werden Kunst

und Naturdarme verwendet.

Das zur Rohwurstherstellung verwendete Fleisch sollte nach der Schlachtung erst
zwei bis drei Tage gelagert werden. Dann ist der pH- Wert auf 5,4 bis 5,8 gefallen.

Fleisch mit einem pH- Wert von 5,4 bis 5,8 hat eine offene Struktur. So kénnen Po-
kelstoffe gut eindringen. Fleisch mit einem pH- Wert Uber 6,2 sollte nicht zur Herstel-
lung von Rohwirsten verwendet werden (Coretti, 1971). Zur Rohwurstherstellung
sollte das Fleisch alterer Tiere verwendet werden. Dieses hat eine dunklere Farbe

und eine bessere Farbhaltung als das jungerer Tiere.

Ruckenspeck ist der fur die Rohwurstherstellung am besten geeignete Speck. Wei-
cher Speck enthalt hdhere Anteile ungesattigter Fettsauren. Das verringert die Lager-
fahigkeit. Die Wurst wird schneller ranzig und die Farbstabilitat wird geringer. Der zu
verarbeitende Speck sollte fest, frisch und gesalzen sein (Blocher et al., 2002). Das
Fleisch und der Speck werden vorzugsweise gefroren gekuttert. Nicht gefrorenes
Rohmaterial ist derb elastisch und weicht den Kuttermessern aus (Fehlhaber u.

Janetschke, 1992). Das hatte zur Folge, dass das erwlnschte klare Schnittbild der
Rohwurst verschmiert. Nach einer Erhebung der Verbraucherzentrale NRW (2006)
enthalten traditionelle schnittfahige Rohwurste zwischen 25 und 35 % Fett, streichfa-

hige zwischen 30 und 40 %.



Der haltbar machende Effekt von Kochsalz beruht vor allem auf der Senkung der
Wasseraktivitat. Damit werden die Lebensbedingungen flr nicht erwiinschte Mikro-
organismen (MO) eingeschrankt. Die Salzkonzentration, die in Rohwursten vorliegt,
besitzt jedoch keine vollstandig konservierende Wirkung. Sie ist ein Faktor im Hur-
denkonzept (Sinell, 2004). Escherichia coli (E.coli) stellt bei einer Kochsalzkonzentra-
tion von 8% sein Wachstum ein. Durch die Auflésung und Diffusion der myofibrillaren
Proteine von der Muskulatur und Bildung einer Gelstruktur zwischen Fleischanteilen
untereinander sowie zwischen Fleisch und Fett hat Kochsalz Anteil an der Bindung
der Rohwurst (Erkkila, 2001). In der Bundesrepublik liegt die Kochsalzdosierung bei
durchschnittlich 28 bis 30g Kochsalz pro Kilogramm Rohmasse. Bio- Rohwurst wird
teilweise nur mit Kochsalz gepokelt. Dabei lassen sich bei entsprechender Reifedau-
er durchaus Produkte mit ansprechender roter Farbe herstellen (Licke, 2003). Zu-
dem wird die bei alleiniger Kochsalzverwendung oft vorherrschende graue Farbe des
Produktes insbesondere von Kunden, die ihre Wurste aus dem Naturkosteinzelhan-
del beziehen immer mehr akzeptiert (Hummerjohann, 2004). Bei alleiniger Verwen-
dung von Kochsalz muss nach Jakob (2003) moglichst schnell ein aw- Wert von 0,9

und ein pH- Wert von 5,0 bis 5,3 erreicht werden.

Im Gegensatz zu Bio-Betrieben wird in der konventionellen Rohwurstherstellung im-
mer mit Nitrat (mit Kochsalz) oder mit Nitrit (als Nitritpdkelsalz) gepdkelt. Bei der
Schnellreifung wird Nitritpdkelsalz (NPS), bei der Langsamreifung auch Nitrat und
Kochsalz verwendet. Einige Bio-Betriebe verwenden auch Nitrat mit Kochsalz oder
NPS zur Pdkelung, dies jedoch meist in geringerer Menge als gesetzlich moglich. Bei
Bio-Produkten sollen nach Anweisung der Arbeitsgemeinschaft dkologischer Land-
bau (AGOL, 1999) maximal 2% NPS (mit héchstens 0,5% Natriumnitrit) zugegeben
werden. Die maximale Nitratzugabe betragt 150mg/kg Kaliumnitrat (KNO3). Der Ein-
satz von Pokelstoffen ist bei Bio- Produkten klar kenntlich zu machen. Die Verwen-
dung von 0,03% Ascorbat ist hierbei zugelassen und empfohlen (Lucke, 2003). An-
dere Bio- Verbande wie die Bundesverbande Naturkost im Einzelhandel (BNN) be-
stehen auf einem strikten Verbot der Anwendung von Nitrat/ Nitrit.

Bei konventionell hergestellten Produkten durfen laut EU- Richtlinie 300mg/kg Nitrat

zugegeben werden (Sinell, 2004). Die Notwendigkeit der restriktiven



Nitrat/Nitritregelungen liegt weniger in der direkten Toxizitat als in den N- Nitroso-
Verbindungen begriindet (Hill, 1988). Albert et al. (2003) untersuchten 80 streichfahi-
ge Bio-Rohwidrste, die entweder ohne Nitrit oder einer Mischung aus NPS und Meer-
salz zu gleichen Anteilen gepdkelt wurden und sahen alle untersuchten Produkte als
mikrobiologisch unbedenklich an. Kihne (2003) untersuchte fertige Rohwirste be-
ziuglich Nitritrestmengen. Diese betrugen im Mittel 13,2 mg Natriumnitrit/kg. In einem
Challengeversuch wurden langereifte Rohwurste (Reifung mit NPS oder Meersalz)
eines von einer Ruckrufaktion betroffenen Herstellers mit 10 KbE/g E.coli und ande-
ren Enterobacteriaceae Spezies (10* KbE/g) beimpft. Nach Ablauf der Reifezeit von
sechs Wochen war in der mit Meersalz hergestellten Ware STEC nachweisbar
(PICHNER et al., 2005). Nitrat darf nur bei Rohwursten verwendet werden, die langer
als 4 Wochen reifen. Kurzgereifte Rohwurste konnen damit nur mit Kochsalz oder
Nitrit gepokelt werden. Die gleichzeitige Zugabe von Nitrat und NPS ist verboten. Nit-
rat und Nitrit bewirken die Umroétung des Produktes und tragen zur Bildung des er-
wunschten Pokelaromas bei. Als Antioxidanzien verhindern sie, dass das Produkt
ranzig wird. Die antimikrobielle Wirkung von Nitrit beruht auf den bei der Umrdtung
freigesetzten Stickoxiden, welche sich an die Aminogruppen des Dehydrogenase-
systems der Bakterien binden und dadurch eine Hemmwirkung auslosen. Die Wir-
kung von Nitriten steigt mit sinkendem pH- Wert. Die erwlnschte antibakterielle Wir-
kung wird nach Luck, (1977) bei Konzentrationen von 50- 160 ppm im Produkt er-
reicht. Abbildung 1 gibt einen Uberblick tiber den Pdkelvorgang.
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Abb.1: Vorgange beim Pdkeln (nach Hummerjohann, 2004; Sperner et al., 2006)

Glucono- delta- Lacton (GdL) ist ein inneres Anhydrid der Gluconsaure. GdL hydro-
lisiert in wassrigem Milieu zu Gluconsaure. Dadurch sinkt der pH- Wert der Wurst ab
(Kuchling u. Weber, 1968). Durch die schnelle Absenkung des pH- Wertes kommt es
zu einer schnelleren Trocknung des Fleisches und zu einer schnelleren Gelbildung.
Dadurch kann die Schnittfestigkeit des Produktes innerhalb weniger Tage erreicht
werden. Auch wird das Fleisch schneller umgerotet, da bei Anwendung von GdL die
Reduzierung von Nitrit zu Stickoxid schneller vonstatten geht. Unerwiinschte Keime
werden durch die schnelle Absenkung des pH- Wertes gehemmt, erwlnschte Keime
(Starterkulturen) gefordert (Lienhop, 1974; Belitz et al., 2001). Bei dem Einsatz von
Nitrat muss wahrend der Umrdtung eine Reduzierung des Nitrats zu Nitrit erfolgen.
Dies gelingt am besten bei einem pH- Wert Uber 5,5. Sinkt der pH- Wert zu schnell
ab, was bei dem Einsatz von Glucono- delta- Lacton (GdL) oder zu hohem Zuckeran-
teil der Fall sein kann, so ist die Umrotung fehlerhaft. Es soll damit bei Verwendung
von GdL nur NPS verwendet werden (Coretti, 1971).



Abbildung 2 zeigt den Verlauf des pH- Wertes von Rohwirsten bei verschiedenen
zugesetzten GdL- Mengen im zeitlichen Verlauf der Reifung. Ublicherweise wird GdL

in Mengen von 0,5- 0,8% zugesetzt (Coretti, 1971).
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Abb.2: pH- Verlauf in GdL- Wirsten bei verschiedenen GdL- Mengen (nach Coretti, 1971)

Fermentierbare Kohlenhydrate werden durch Mikroorganismen rascher als Mus-
kelprotein angegriffen. Gleichzeitig wird in Anwesenheit von Zuckerstoffen das
Wachstum der Keime gefordert, die Nitrat zu Nitrit reduzieren. Die Kohlenhydrate
werden von den in der Rohwurst vorhandenen Mikroorganismen zu Saure abgebaut.
Einfachzucker (vor allem Dextrose) werden von fast allen Mikroorganismen schnell
metabolisiert. Disaccharide (meist Saccharose) werden langsamer verstoffwechselt.

Zuckerstoffe werden bei der Rohwurstherstellung bis zu 2% zugesetzt (Frey, 1987;
Hummerjohann, 2004). Optimal ist nach Leistner (1985) der Zusatz von 0,3% Gluco-
se (Glc) oder Saccharose (Sac) bei langsamgereiften Produkten oder 0,5 bis 0,7%
bei schnellgereiften Produkten. Lactose (Lac) kann bei langsamgereiften Produkten
zu 0,5% und bei schnellgereiften Produkten zu 1,0% anstatt Glc oder Sac zugesetzt

werden.



Ascorbinsaure oder Ascorbat (vorwiegend in der Form von Natriumascorbat oder
Natriumisoascorbat) sind Reduktionsmittel, die die Reduktion von Nitrit zu Stickoxid
unterstutzen/beschleunigen und die Nitrosaminbildung effektiv hemmen. Die unter-
stltzende, beschleunigende Wirkung beruht auf einer verstarkten Bildung des Stick-
stoffmonoxidradikals. Es entspricht heute ,Good Manufacturing Practice” Ascorbat

als ,Umroétehilfsstoff” einzusetzen (Frey, 1987; Kihne, 2003; Hummerjohann, 2004).

Starterkulturen dienen der schnellen Initiation des Reifungsprozesses. Starterkultu-
ren sind relativ moderne Zusatzstoffe in der Rohwurstherstellung. So befand Farchim
(1965) die Verwendung von Starterkulturen als noch nicht praxisreif.

Nach Hechelmann (1981) sind Starterkulturen Reinkulturen oder Mischkulturen von
Bakterien, Hefen oder Schimmelpilzen, die aufgrund ihrer Stoffwechselleistungen
erwiunschte Veranderungen des Ausgangsproduktes herbeifihren. Die Veranderun-
gen betreffen Aroma, Aussehen, Konsistenz und die Konservierung. Starterkulturen
setzen sich im Verlauf der Reifung gegenuber den anderen im Fleisch vorhandenen
Mikroorganismen (insbesondere aus den Familien der Enterobacteriaceae und
Pseudomonaceae) durch (Lienhop, 1974; Stahnke, 1995). Diese Selektion wird
durch den aw- Wert, den pH- Wert, sowie Nitrat und Nitrit geférdert. Starterkulturen
sind nach Gonzales u. Diez (2002) eine der wichtigsten mikrobiologischen Hurden

bei der Rohwurstherstellung.

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht tber die gebrauchlichsten Mikroorganismen in Starter-
kulturen und ihre Eigenschaften. Industriell hergestellte Starterkulturen sind meist
Mischprodukte aus sauernden (Milchsaurebakterien) und nitratreduzierenden Mikro-
organismen (Mikrokokken und Staphylokokken).

Hefen werden vor allem in ungeraucherten Produkten zur Verbesserung des Aromas
hinzugegeben. Schimmelpilze werden meist als Oberflachenkultur ungerauchterter

Rohwiirste verwendet.



Tab. 1: Mikroorganismen in Starterkulturen und ihre Eigenschaften (nach Knauf,
1998; Hauller, 2004)

Milchsaurebakterien - Bilden Milchsaure, dadurch pH- Wert-
- Lactobacillus Senkung
(L. curvatus, L. sake) - Bilden Bakteriozine
- Leuconostoc - Aromabildung
- Pediococcus - Verzdgerung Ranzigwerden
- Laktococcus - Koénnen Wasserstoffperoxid bilden (uner
- Streptococcus wiinscht)

Hefen - Aromabildung
- Debaromyces hansenii - Verzdgerung Ranzigwerden
- Candida famata




Die Bakteriozine der Milchsaurebakterien sind beispielsweise organische Sauren,
Diacetyl und Wasserstoffperoxid. Dadurch kann das Wachstum von L. monocytoge-
nes, B. cereus, Cl. perfringens und St. aureus entscheidend verhindert werden
(Lewus et al., 1991). Die direkte Zugabe von Milchsaure stort die Bildung der Farbe
und der Konsistenz (Kuchling u. Weber, 1968) und wird deswegen nicht durchge-
fuhrt. Die Zahl der Milchsaurebakterien erreicht unmittelbar nach dem R&uchern
Werte von 10° bis 10° /g, teilweise noch hdhere. Im Verlauf der weiteren Reifung
bleibt der Gehalt an Milchsaurebakterien annahernd gleich oder erhoht sich noch
leicht (Farchim, 1965). Bei langerer Reifedauer kdnnen die Milchsaurebakterien je-
doch soviel Milchsaure produzieren, sodass der pH- Wert stark absinkt. Die Bedin-
gungen werden damit selbst fur die sauretoleranten Milchsaurebakterien inakzepta-
bel. Damit sinkt die Zahl der Milchsaurebakterien (Terplan, 1969; Leistner, 1985).

Gewdlrze wie Pfeffer, Kardamon, Wacholder, Rum, Paprika, Rosmarin oder Knob-
lauch tragen zur Geschmacksbildung des Endproduktes bei. Gewurze sind nach
Berger et al. (1987) Pflanzenteile ohne Nahrwert, jedoch mit hohem Aromawert. Ge-
wulrze wirken zudem antimikrobiell (Beuchat, 1976; Elgayyar et al., 2001; Fabio et al.,
2003) und antioxidativ (Chipault et al., 1952). Damit stellen sie eine weitere Hurde fur

unerwunschte Mikroorganismen in der Rohwurstherstellung dar.

Als Wursthulle werden Darme oder Kunststoffhullen verwendet. Die Hullen missen
vor dem Abfilllen gewassert werden, damit die Elastizitat beibehalten wird und das
Produkt wahrend des Reifungsvorganges mit der Hulle schrumpfen kann (Coretti,
1971).
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2.1.3 Ablauf der Rohwurstherstellung

Das Rindfleisch wird gekuhlt oder gefroren, Schweinefleisch und Speck werden ge-
froren. Unter Zugabe von Pd&kelhilfsmitteln, Starterkulturen, Gewdlrzen, Zucker und
NitritpOkelsalz bzw. Kochsalz oder Nitrat werden das Fleisch und der Speck gekut-
tert. Selten wird das Fleisch im Wolf zerkleinert. Bei der einphasigen Rohwursther-
stellung werden Magerfleisch und Speck gemeinsam gekuttert, gepdkelt und ge-
wurzt. Bei der zweiphasigen Rohwurstherstellung wird das vorgewolfte Magerfleisch
ein bis zwei Tage vorgepokelt. Danach werden Gewurze und Speck hinzugekuttert
(Coretti, 1971; Schnackel et al. 2000). Schnittfeste Rohwurste enthalten je nach Re-
zeptur einen Speckanteil von ca. 33%, nach Reifung und Trocknung resultiert daraus
ein Fettgehalt von ca. 43%. Bei der Herstellung streichfahiger feiner Rohwurst wird
zuerst das Fett und dann das Magerfleisch gekuttert, damit sich die Fettbestandteile
um das Magerfleisch legen und somit eine gute Streichfahigkeit erreicht wird. Aus
der Rohmasse wird die Luft entfernt und in Natur- oder Kunstdarme gespritzt. Durch
das Kuttern und die spatere Abflllung der Grundmasse unter Vakuum wird ein Sau-
erstoffaustrieb erzielt, der die Haltbarkeit des Produktes verbessern soll (von
Canstein, 2005). Die frisch gefullten Wurste werden in Klimakammern verbracht. Hier
kommt es durch geregelte Temperaturen, Luftfeuchtigkeit und Luftbewegung zur Rei-
fung des Produktes. Teilweise werden die Wirste auch gerauchert. Die bei der Rei-
fung der Rohwurst wichtigsten Vorgange sind die Umrotung, Bindung, Trocknung
und die Aromatisierung. Die einzelnen Vorgange laufen nebeneinander, nacheinan-
der, ineinander ab und sind auch zum Teil voneinander abhangig (Coretti, 1971; Si-
nell, 2004).

Bei der Umrdtung (siehe Abbildung 1) muss bei der Verwendung von Nitrat (NOs)
dieses erst durch bakterielle Mikroorganismen zu Nitrit reduziert werden. Nitrit zerfallt
unterhalb des pH- Wertes von 5,5 durch Einwirkung von Sauren und Mikroorganis-
men zu Stickoxid. Das Stickoxid verbindet sich mit Myoglobin zu Stickoxid- Myoglo-
bin, dem Pdkelrot (Belitz et. al., 2001).
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Bei der Bindung werden die an der Grenzflache zwischen Speck und Fleischteilchen
liegenden Muskeleiweille Myosin und Actin durch das zugegebene Salz herausge-
I0st (Solzustand). Mit dem Sinken des pH- Wertes wird das Eiweil3 gelartig (Gel-
zustand). Damit werden die einzelnen Wurstteilchen verbunden und die Wurst wird
schnittfest. Der Gelzustand wird bei einem pH-Wert von 5,3 bis 5,4 erreicht. Die
Schnittfestwerdung kann durch proteolytische Faulniskeime gestért werden, die ei-
nerseits das Eiweil abbauen, andererseits die Saurebildung beeintrachtigen (Coretti,
1971, HauRler, 2004).

Nachdem zu Beginn der Reifung die Wasseraktivitat nur durch Substanzen wie Salz,
Zucker oder NPS zu beeinflussen ist, nimmt die Bedeutung der Trocknung als mik-
robiologische Hurde im Verlauf der Reifung zu (Wallhauser, 1990). Durch die Trock-

nung wird die Konsistenz der Wurst fester und der a,,- Wert sinkt.
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Die in Tabelle 2 zusammengefassten mikrobiologischen Parameter verdeutlichen die
unterschiedlichen Anforderungen der lebensmittelrelevanter Mikroorganismen an die
Umgebung. Hier zeigt sich, dass St. aureus bei niedrigem pH- Wert einen Selekti-
onsvorteil hat. L. monocytogenes ist ein psychrophiler Mikroorganismus mit einer

enormen Kochsalztoleranz.

Tab 2: minimale Wasseraktivatswerte, pH- Wert Bereiche, Temperaturbereiche und

Kochsalzkonzentrationen, bei der lebensmittelrelevante Mikroorganismen wachsen
(nach Leistner et. al., 1971; Troller u. Christian, 1978, Sinell, 2004)

E. coli 0,935 [4,0;9,5] [2,5;45] 8,5

St. aureus 0,86 [4,2;9,3] [6; 45] 18,2

Y. enterocolica 0,95 [4,4;9,0] [0,5;44] 58
Cl. botulinum [0,93; 0,98] [4,5;9,0] [4;50] 3-10
(A, B) (je nach Typ) (je nach Typ)

Bacillus cereus 0,94 [4,3;9,3] [5; 50] 10,5



Bei der Sduerung steht zu Beginn der Reifung der heterofermentative Kohlenhydrat-
abbau im Vordergrund. Stoffwechselprodukte sind hier Kohlendioxid (CO;), Wasser-
stoff (Hz), Wasser, organische Sauren und Alkohole. Der heterofermentative Kohlen-
hydratabbau wird im Reifeverlauf von der homofermentativen Milchsaurebildung ab-
geldst. Milchsaurebildner kénnen eine Konzentration von 10® KbE/g erreichen und

dominieren nach wenigen Tagen die Reifungsflora.

Das Réauchern ist in nordeuropaischen Landern ublich, wahrend in sideuropaischen
Landern eher die Lufttrocknung des Produktes vorherrscht. Bei der Rohwurstherstel-
lung kommt die Kaltraucherung bei Temperaturen von ca. +18° C Uiber mehrere Tage
bis Wochen und seltener die Feuchtraucherung bei ca. +30° C Uber zwei bis drei Ta-
ge zum Einsatz. In den USA ist die Feuchtraucherung ublich. Das Rauchern dient
der Farbverstarkung und Geschmacksgebung sowie der Haltbarmachung durch anti-
bakterielle und antioxidative Effekte. Dies wird vor allem durch die beim Rauchern

freigesetzten Formaldehyde und Phenole bewirkt (Binder, 1995; Ternes, 1998).

2.1.4 Endprodukt

Das Grundkonzept der Rohwurstherstellung besteht darin, durch eine ausreichende
Verminderung von pH- Wert und/ oder a,~- Wert ein stabiles Erzeugnis zu bekommen
(N.N., 2002). In einer gut abgetrockneten schnittfesten Rohwurst findet eine Vermeh-
rung von Mikroorganismen praktisch nicht mehr statt. Jedoch sind biochemische
Veranderungen weiter mdglich. Dies kann zum Verderben der Rohwurst fihren.
Meist handelt es sich dann um ranzige Fettveranderungen. Seltener ist der Verderb
durch Veranderungen der Proteine begrundet (Coretti, 1971, Belitz et. al, 2001). Ta-
belle 3 verdeutlicht, dass in kurzgereifter und in streichfahiger Rohwurst die Halt-
barmachung durch Senkung des aw- Wertes von untergeordneter Bedeutung ist. Die
mikrobielle Stabilisierung wird hier vor allem durch einen niedrigen pH- Wert erreicht
(Frey, 1988).
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Tab. 3: Zielvorgaben flr Wasseraktivitats- und pH- Werte von Rohwurst- Endproduk-
ten (nach Leistner, 1986).

pH- Wert Wasseraktivitat
Schnellreifende Rohwurst <5,0 0,95-0,9
Langsamreifende Rohwurst 5,3-5,8 0,90-0,65
Streichfahige Rohwurst <5,5 0,94-0,91

2.1.5 Kritische Prozessschritte/HACCP

Bei der Herstellung von Lebensmitteln wurde schon seit jeher auf die flr die Qualitat
und Sicherheit der Produkte wichtigen Faktoren geachtet. Die Qualitatssicherung
beruhte oft auf Erfahrungen, die in den einzelnen Betrieben weitergeben wurden und
deren Niveau von Betrieb zu Betrieb verschieden war. Mit dem Beginn der industriel-
len Fertigung von Lebensmitteln und der staatlichen Lebensmitteliberwachung wur-
de die Kontrolle eingeflihrt. Daraus sind von grof3eren Herstellern innerbetriebliche
Standards und im Rahmen der Lebensmitteliberwachung verbindliche Hygiene-
Vorschriften entwickelt worden (Leistner, 1985). Die zunehmende Sensibilitat der
Verbraucher bezlglich der Lebensmittelsicherheit veranlasste 1998 die Verankerung
des Hazard- Analysis- and- Critical- Control — Point Systems (HACCP) in §4 der der
Lebensmittelhygieneverordnung (LMHV). Das am 1.1.2006 in Kraft getretene EU-
Hygienepaket I0ste die LMHV ab und erlaubt nur noch das Inverkehrbringen von Le-
bensmitteln, die nach dem HACCP- Konzept hergestellt wurden.

Die Verordnung (EG) 852/2004 verlangt von allen Lebensmittel- Unternehmen pro-
zessorientierte vorbeugende SicherheitsmalRnahmen entsprechend den Grundsatzen
des HACCP- Systems des Codex- Alimentarius. Eine Differenzierung zwischen in-
dustriellen und handwerklichen Betrieben entfallt. Somit mussen auch kleine und
mittlere Betriebe ein Eigenkontrollsystem erstellen und dokumentieren. Die Uberwa-
chung der Systeme wird von den zustandigen Behdérden vorgenommen.

Beim HACCP- Konzept werden aus der Analyse der hygienischen Risiken eines Le-
bensmittels die fur die Produktion kritischen Kontrollpunkte abgeleitet, die durch

Richtwerte Uberwacht und damit entscharft werden kdnnen (Sinell, 2004).
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Das HACCP-Konzept besteht nach Leistner (1985) auf drei Saulen:

- Ausbildung und Fortbildung der Mitarbeiter
- Kontrolle der Anlagen und Verfahren

- Mikrobiologische Untersuchung der Produkte und Anlagen

Tabelle 4 stellt die wesentlichen Grundsatze des HACCP- Konzeptes dar. Bevor in
einem Betrieb die Grundsatze in Angriff genommen werden, muss ein HACCP-
Team benannt werden, welches das Produkt beschreibt, ein Ablaufdiagramm des
Herstellungsprozesses erstellt und dieses mit den tatsachlichen Arbeitsvorgangen im

Unternehmen abgeglichen werden (Sinell, 2004).

Tab. 4: Grundsatze des HACCP- Systems (Sinell, 2004)

Grundsatz 1 Gefahrenanalyse

Grundsatz 2 Bestimmen der ,Critical Control Points” (CCP)

Grundsatz 3 Festlegen von einem oder mehreren Grenzwert(en) (=Critical Limit)
Grundsatz 4 Etablieren eines Systems zur stdndigen Uberwachung (=Monitoring)
Grundsatz 5 Festlegen von KorrekturmaBnahmen (=Corrective Actions), die er-

folgen miissen, wenn die Uberwachung/ Monitoring anzeigt, dass ein
bestimmter CCP nicht mehr beherrscht wird (not under control)

Grundsatz 6 Verification: Methoden, Verfahren, Tests und andere Auswertungen
anwenden, um die Erflillung des HACCP- Plans nachzuweisen

Grundsatz 7 Einfihrung einer Dokumentation, die alle Vorgange und Aufzeich-
nungen entsprechend den Grundsatzen und deren Anwendung be-
ricksichtigt
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Wesentliche Kontaminationen des Fleisches mit Mikroorganismen finden unmittelbar
in Zusammenhang mit dem Schlachtprozess statt. Das Fleisch gesunder Tiere ist in
der Tiefe keimfrei (HOne et al., 1976). Wenn der Schlachtprozess hygienisch erfolgt,
sind auf der Oberflache des Frischfleisches etwa 10° bis 10* Mikroorganismen pro
Quadratzentimeter (cm?) zu erwarten (Leistner, 1985). Bei schlechten Hygienebedin-
gungen (Kontamination durch tierische Fakalien) liegen diese Werte erheblich héher
(> 108/cm?). Durch das Entbeinen und Zerlegen kommt es zu einer starken Verteilung
der Mikroorganismen auf neu geschaffenen Oberflachen. Zusatzlich kann das
Fleisch durch Kettenhandschuhe, Hande, Schneidunterlagen, Transportbander etc.
verunreinigt werden (Lucke, 1993; Sinell u. Meyer, 1996). Der Keimgehalt nimmt im
Laufe der Aufbewahrung und Verarbeitung weiter zu. Bei Aufrechterhaltung einer
Klhlkette handelt es sich meist um psychrotrophe, saprophytare Mikroorganismen.
Es muss somit versucht werden, den Keimgehalt von Fleisch von Beginn an so ge-
ring wie moglich zu halten, um pathogene und potenziell toxinbildende Bakterienspe-
zies auszuschlief3en. Die Betreiber von Schlachtbetrieben sind gesetzlich verpflichtet
regelmaldige mikrobiologische Kontrollen durchzufuhren (EG VO 852/2004). Tabelle
5 fasst in Anlehnung an die Baden Wurttembergische Leitlinie fur eine gute Hygiene-
Praxis in Schlacht- Zerlegungs- und Verarbeitungsbetrieben (2004) die Risikostufen

im Schlacht und Kuhlprozess bei der Rinder- und Schweinschlachtung zusammen.
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Tab.5: Risikostufen beim Schlacht- und Kuhlprozess (nach Baden Wirttembergi-

scher Leitlinie fur eine gute Hygienepraxis in Schlacht- Zerlegungs- und Verarbei-

tungsbetrieben)

Tierart

Risikostufen

Rind

Abtrennen der Gliedmalien
Ausweiden (Darm- Pansenrupturen)
Enthauten

Kreuzkontaminationen: ungenigende Reinigung der Arbeitsgera-
te, Hin- und Herlaufen von der reinen zur unreinen Seite

manuelles Weiterschieben beim Transport
zu spate Kihlung

zu hohe Kuihltemperatur (>7°C)
Spritzwasser

Schwein

falsches Stechen (Eroffnung des Brustraumes)

Brihen: Temperatur « 60°C, ungenigende Wassererneuerung,
Schmutzwassereintritt in groRe Blutgefalie

Enthaarung: ungentigende Wassererneuerung (Keiminvasion in
Haut)

Kihlen mit Kontakt zu anderen Tierkdrpern und Nebenprodukten

Tabelle 6 weist auf die Risikostufen den der Schlachtung folgenden Prozelischritte

hin. Hier ist anzumerken, dass in jedem Produktionsschritt die Temperatur eine Rolle

spielt. Bei Transport und Lagerung sowie beim Zerlegen, Entbeinen, Zurichten, Um-

hallen und Verpacken von Fleisch muss eine Kerntemperatur von + 7 °C eingehalten

werden. Durch Uberwachung des Kiihiregimes wird die Gefahr der Vermehrung von

Krankheits- und Verderbniserregern auf ungenugend gekuhltem Fleisch auf ein an-

nehmbares Niveau reduziert.
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Tab. 6: Risikostufen beim Zerlegen (nach Baden Wirttembergischer Leitlinie fir eine

gute Hygienepraxis in Schlacht- Zerlegungs- und Verarbeitungsbetrieben)

ProzeR - Risikostufe

Anlieferung der Schlachtkorper - Temperatur,

- Hygiene des Transportmittels

- Personalhygiene

- Zustand der Ware und Verpackung

Kihlen - Temperatur im Kiahlraum

- Temperatur im Zerlegungsraum
Entbeinen - Abszesse

- Temperatur
Kuhllagern - Temperatur

- Kuhlraumbelegung

Versand - Temperatur

In Tabelle 7 sind die Kontrollpunkte und die Richtwerte fiur die Uberwachung der kri-
tischen Kontrollpunkte der Rohwurstherstellung ab der Zerlegung zusammengefasst.
Dazu ist anzumerken, dass ein funktionierendes HACCP- System nicht die Uberwa-
chung aller in Tabelle 7 aufgefihrten CCP’s verlangt. Die Baden Wurttembergische
Leitlinie fur eine gute Hygiene- Praxis in Schlacht- Zerlegungs- und Verarbeitungs-
betrieben (2004) beschreibt in diesem Zusammenhang lediglich einen CCP, namlich
das Reifen/ ggf. Rauchern. Ein HACCP- System muss fur jeden Betrieb erarbeitet
werden (Zechel et al., 2006).
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Tab. 7: Richtwerte fir die Uberwachung der kritischen Kontrollpunkte fiir Rohwurst
(Leistner, 1985)

1 Keimgehalt des Fleisch Gesamtkeimzahl (GKZ) <5*10°/g
Rohmaterials Enterobacteriaceae« 1*10°/g

3 pH- Wert des Roh- Fleisch pH < 5,8
materials

5 Kochsalzzusatz Rohmasse bis 3,0 %, nie weniger als 2,5%
(auch als NPS)

7 Nitrat- Zusatz Rohmasse bis 300 ppm, nur bei langgereiften
Rohwirsten zulassig

_ GdL- Zusatz 0,3% bei schnellgereifter Rohwurst

11 Temperatur bei der Raum Bei Reifebeginn < 22°C, bei Nitrat -
Reifung oder NPS Verwendung < 18°C
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Tab. 7:

wurst

Nummer | Bezeichnung des | Kontrollstelle | Richtwerte fur den CCP
CCP’s
12 Luftfeuchtigkeit bei Raum Reifebeginn bei 90% relativer Luft-
Reifung feuchte (rF)
Langsam auf 75% rF abfallend
13 Luftgeschwindigkeit Raum Reifebeginn 0,8- 0,5 Meter/ Sekun-
bei der Reifung de (m/s), spater 0,5- 0,2 m/s
14 MO im Innern der Produkt Im Reifeverlauf sollten sich Milch-
Wurst saurebakterien durchsetzen. Im
Endprodukt sollten < 1*10**/g Ente-
robacteriaceae sein
15 Erwinschte MO auf | Produkt Schimmelpilze (Penicilinium), Hefen
der Wurstoberflache (Debaromyces)
16 Unerwinschte Produkt Wachstumshemmung durch leichte
Schimmelpilze auf Réaucherung
der Wurstoberflache Vermeiden von Temperatur- und rF-
Schwankungen
Tauchen der Produkte in Kalium-
sorbat- Lésungen
17 Raucherung der Produkt Spezifisch je nach Wurstsorte
Rohwurst
18 pH- Wert der Roh- Produkt Bei schnellgereiften in ein bis zwei,

bei langsamgereiften Wursten in 4-6
Reifetagen auf 5,0 abfallend, bei
langgereiften Rohwirsten steigt der
pH auf 5,8 bis 6,0 an.

Das Wachstum pathogener Keime wird bei der nach guter Herstellungspraxis herge-

stellten schnittfesten Rohwurst im konventionellen Bereich durch Verwendung von

Pokelstoffen, Sauerung, Reifungsflora sowie der mit der Reifung verbundenen Ab-

trocknung ausreichend gehemmt. (Zechel et. al., 2006). Leistner (1985) beschreibt

dies als ,Hurden- Konzept®. In Bio-Betrieben wird haufig nur mit Kochsalz gepokelt.

Nitrit ist jedoch gerade zu Beginn der Reifung nach Leistner (1981) fur die mikrobio-

logische Sicherheit des Produktes maligebend. Deswegen miussen Rohprodukte aus

biologischer Herstellung einer strengeren hygienischen Kontrolle unterliegen, als

konventionell gepdkelte Produkte. Nach Sinell (2004) muss sich zur Vermeidung von

EHEC- Infektionen das Hauptaugenmerk auf eine hygienisch einwandfreie Herrich-
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tung der Schlachtkdrper richten. Bei streichfahigen Rohwirsten kann bei Ublichen
Technologien das Vorkommen von Salmonellen, Staphylococcus aureus, Listeria
moncytogenes und Escherichia coli nicht ausgeschlossen werden. Das Risiko ist be-

sonders hoch, wenn keine ausreichende Sauerung und Reifungsflora erreicht wird
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2.2 Faktoren, die den mikrobiellen Verderb bestimmen

2.2.1 Wasseraktivitat

Die Wasseraktivitat (a,- Wert) bertcksichtigt im Gegensatz zum Wassergehalt eines
Lebensmittels die Tatsache, dass durch osmotische Krafte und die Adsorption an
ungeloste Nahrungsbestandteile Wasser gebunden wird, welches von Mikroben nicht
genutzt werden kann. Somit ist die Wasseraktivitat ein Maf3 fur das nichtgebundene,
freiverfugbare Wasser eines Lebensmittels (Troller, 1986).

Ausgedrickt wird die Wasseraktivitat als Quotient der relativen Feuchte Uber der
Probe zur relativen Feuchte von reinem Wasser bei gleicher Temperatur (Rodel,
1993).

Der a,- Wert des Lebensmittels wird durch folgende Faktoren beeinflusst:

1. Wassergehalt

2. Art und Menge der gelosten Stoffe (Sauren, Zucker, Elektrolyte)

3. Form der Bindung des Wassers im Lebensmittel wie Adsorption an Bestandteile

oder Verteilung von Mikrotropfchen (Lautenschlager, 1998)

Die Haltbarkeit und der mikrobielle Verderb von Lebensmitteln hangen unter ande-
rem nicht vom Wassergehalt, sondern von der Wasseraktivitat ab. Abnehmende
Wasseraktivitat bremst das Wachstum von Bakterien, spater auch von durch Enzyme
katalysierten Reaktionen. Die Wasseraktivitat kann durch Zusatz von Stoffen mit ho-
hem Wasserbindungsvermdgen und Trocknung gesenkt werden (Lick, 1977). Die
meisten pathogenen Mikroorganismen sind bereits im Bereich mittlerer Wasseraktivi-
taten (intermediate moisture foods mit a,- Werten zwischen 0,6 und 0,9) nicht mehr
lebensfahig (Ternes, 1998). E. coli wachsen ab einem a,- Wert von 0,935 (siehe Ta-
belle 2).
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2.2.2 pH- Wert

Der pH- Wert ist der negative dekadische Logarithmus der Wasserstoffionenkon-
zentration. Bei einem pH- Wert von beispielsweise 7 sind 107 g Wasserstoffionen in
einem Liter Wasser. Der pH zeigt die saure (pH kleiner 7), neutrale (pH gleich 7)
oder alkalische (pH groRRer 7) Reaktion einer Losung an.

Im neutralen pH- Bereich vermehren sich Bakterien am besten. Ein pH- Wert von 5,0
wirkt auf die meisten Mikroorganismen bakteriostatisch (Wirth et al., 1990).

E.coli sind sehr sauretolerante Keime, die sich noch bei einem pH- Wert von 4,0
vermehren konnen. In Tabelle 3 finden sich die Zielvorgaben betreffend pH- Werten

von Rohwdrsten.
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2.3 Relevante Mikroorganismen bei der Rohwurstreifung

Aus Rohwirsten kbnnen neben erwinschten und unerwilinschten Bakterien auch
Viren, Hefen und Schimmelpilze isoliert werden. Folgend werden die wichtigsten

Bakterienarten, die wahrend der Rohwurstreifung vorkommen kénnen, abgehandelt.

2.3.1 Bedeutung fir den Menschen

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts war die Bevolkerung durch Lebensmittel von Tuber-
kulose, Brucellose, Milzbrand und Typhus bedroht. Heute beherrschen Salmonello-
se, Campylobakteriose, Yersiniose, Listeriose und durch enteropathogene E. coli

Stamme verursachte Enteritiden das Krankheitsgeschehen (Sinell, 2004).

2.3.1.1 Lebensmittelassoziierte Ausbhriiche

Mikrobiologische Ursachen spielen bei der Entstehung von Lebensmittelschadigun-
gen eine herausragende Rolle. So sind in den USA in den Jahren 1983-1992 bei den
Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 1995) 1910 durch Lebensmittel
verursachte Epidemien mit 91430 Einzelerkrankungen gemeldet worden, wobei 91%
der Einzelfalle und fast drei Viertel der Epidemien bakterielle Ursachen hatten (Bean
et al., 1997). Tabelle 8 zeigt die Zahl der Ausbruche in der Bundesrepublik Deutsch-
land durch potenziell lebensmittelassoziierte virale und bakterielle Erreger im Jahr
2005. Im Jahr 2005 wurden 6472 Ausbriche durch Erreger, die potenziell Uber Le-
bensmittel GUbertragen werden kénnen an das RKI Gbermittelt. Betroffen waren 51820
Personen, von denen 9147 im Krankenhaus behandelt werden mussten und mindes-
tens 13 gestorben sind. Im internationalen Vergleich werden in Deutschland héhere
Zahlen an Ausbrichen erfasst als in anderen EU- Landern und den USA. Da nicht
davon auszugehen ist, dass die Hygienestandards in Deutschland schlechter sind als
in anderen Landern, kann von einer effizienteren Ausbruchserfassung ausgegangen
werden (RKI, 2006,1).
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Tab. 8: Ausbriiche durch meldepflichtige bakterielle und virale Erreger, die durch Le-

bensmittel Gbertragen werden kénnen (RKI, 2006,1).

Erreger Ausbriche Erkrankte
Norovirus 2013 34298
Enteritis Salmonellen 1749 7039
Rotaviren 1580 7239
Campylobacter spp. 7587 2010
Hepatitis- A- Virus 70 203
Shigella 64 220
Enteropathogene E. coli 54 (ohne STEC) 165 (ohne STEC)
STEC/EHEC 39 134
Yersinia enterocolica 28 72
Salmonella typhi 4 14
Clostridium botulinum 3 19
Salmonella paratyphi 2 4

2.3.1.2 Bedeutung von STEC/ EHEC fur den Menschen

EHEC- Erkrankungen beim Mensch/ Inzidenz

Nach einer Inkubationszeit von 3 bis 4 Tagen kénnen EHEC sowohl einfache Durch-
falle als auch hamorrhagische Colitis verursachen. Eher selten sind Erbrechen und
Fieber. Wahrend die Krankheit meist selbstlimitierend und nach 7- 10 Tagen been-
det ist, kdnnen bei 10% der Patienten (insbesondere bei Kindern und alteren Men-
schen) schwere Komplikationen auftreten (Weber u. Schwarzkopf, 2003). Das hamo-
lytisch- uramische Syndrom (HUS) ist durch hamolytische Anamie und Nierenversa-
gen charakterisiert. Die thrombotisch- thrombozytopenische Purpura (TTP) fuhrt zu
diffusen Blutungen. Ebenfalls treten neurologische Komplikationen auf (RKI, 1999).
Der Verzehr von weniger als 100 EHEC O157 kann nach Peitz et al. (2000) beim
Menschen bereits eine Infektion auslésen. Nach Timm et al. (1998) genugt eine In-

fektionsdosis von 10 Keimen.
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Seit 2003 werden seitens des RKI enteropathische HUS getrennt von EHEC Ubermit-
telt und ausgewertet. In den RKI- Jahrbichern 2001 und 2002 wurden die HUS- Falle
noch in die Zahl der EHEC- Meldungen inkludiert. Dies ist in Tabelle 9 zu beachten,
die die Anzahl der EHEC- Meldungen von 2001 bis 2005 in der Bundesrepublik

Deutschland und im Freistaat Bayern zusammenfasst.

Tab. 9: Inzidenz der EHEC- Erkrankungen von 2001 bis 2005. Die in Klammern ge-
schriebene Zahl gibt die Zahl der Erkrankungen pro 100.000 Einwohnern an (RKI,
2006, 2)

2001 | 2001 | 2002 |2002 | 2003 | 2003 | 2004 |2004 | 2005 | 2005
EHEC | HUS | EHEC | HUS | EHEC | HUS | EHEC | HUS | EHEC | HUS

BRD 1018 | 64 1253 | 114 1135 | 82 927 54 1162 | 78
(1,2) |(<0,1) | (1,5) |(@©,1) |(1.4) |(@©1) |(1,1) |(©1) |(1.4) |(01)

Bayern 185 6 258 32 245 22 203 10 261 23
(1,5 |(<0,1) | (21) |(03) |(20) (02 |(1.6) |(©O1) |(21) |(02)

Die Serogruppe 0157 wurde 2005 in der Bundesrepublik Deutschland erstmals nicht
am haufigsten bei erkrankten Personen nachgewiesen. Sie wurde von der Serogrup-
pe O103 ubertroffen. (RKI, 2006, 2).

Es besteht gemal §7 Infektionsschutzgesetz (IfSG) seit 1998 namentliche Melde-
pflicht fur EHEC- Infektionen. Der Nachweis kann direkt oder indirekt gefuhrt werden
und muss eine akute Infektion nachweisen. Infizierte Personen, die mit Lebensmittel

in Beruhrung kommen, durfen ihren Beruf nicht austben (§ 42 IfSG).
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Ubertragung

Der Mensch infiziert sich meist durch kontaminierte Lebensmittel oder durch Mensch-
Mensch und auch Tier- Mensch Kontakte (Huber et al., 1997; Bulte, 2002). Die meis-
ten Krankheitsausbriche sind mit dem Verzehr von Hackfleisch oder nicht pasteuri-
sierter Milch verbunden (Chapman u. Wright, 1993; Weber u. Schwarzkopf, 2003).
Bei Mensch- Mensch Ubertragungen spielt der fako- orale Weg eine wesentliche Rol-
le (Reida et al., 1994). Bei Kindern unter drei Jahren ist nach RKI (2004) der direkte
Kontakt zu Wiederkauern die haufigste Infektionsquelle. Lebensmittelbedingte Infek-
tionen sind in dieser Altersgruppe von untergeordneter Bedeutung. Bei Uber 10 Jahre
alten Kindern sind Infektionen durch Lebensmittel (Lammfleisch, streichfahige Roh-
wurste) am haufigsten. Nach Gareis et al. (2000) stellt das Ausscheiden von STEC
durch gesunde Mitarbeiter eine mdgliche Kontaminationsquelle fir Rohwurst dar. Bei
einer Untersuchung von Stuhlproben von 22 klinisch gesunden Mitarbeitern eines
Fleisch verarbeitenden Betriebes Uber 21 Monate wurden zwei Mitarbeiter als STEC-
Ausscheider ermittelt. Bei einem der Mitarbeiter wurde sogar eine intermittierende

Langzeitausscheidung Uber 10 Monate festgestellt.
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EHEC- Ausbriiche

Tabelle 10 gibt einen Uberblick tiber nachgewiesene EHEC- Ausbriiche weltweit.
Haufig wurden Hamburger als Infektionsquelle genannt. Hier ist davon auszugehen,
dass die Produkte nicht ausreichend durcherhitzt wurden. Zudem macht die Tabelle
deutlich, dass EHEC- Infektionen vor allem in Landern mit hoch entwickelter Land-
wirtschaft auftreten (Sinell, 2004).

Tab. 10: EHEC- Ausbriche weltweit: Land, Zahl der Erkrankten und Toten, Vektor,

Referenz

USA 1982 25 0 Hamburger Riley et al. 1983

USA 1984 53 4 Hamburger Ryan et al 1986

CDN 1986 95 12 Sandwiches u. Carter et al. 1987
Mensch- Mensch

DEU 1990 3 0 Unpasteurisierte Bockemiihl et al.
Milch 1990

DEU 1992 53 1 Mensch- Mensch Reida et al. 1994

UK 1993 8 0 Beefburger Willshaw et al. 1994

USA 1994 24 0 Salami CDC, 1995
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Tab. 10:

Land Jahr Erkrankungen | Tote | Vektor Referenz

UK 1994 10 0 Milch Upton und Coia,
1994

DEU 1995/96 | 45 7 Teewurst RKI, 1996

AUS 1995 140 Mettwurst Paton et al, 1996

JPN 1996 8000 4 Rettichsprossen Watanabe et al.,
1996;

DEU 1998 6 0 Mensch-Mensch RKI, 1998

UK 1999 30 0 Ziegenkase N.N., 1999

CDN 1998 31 0 Salami Williams et al. 2000

DEU 2005 39 0 Kindergarten RKI, 2006, 1

DEU 2005 6 0 Waurst RKI, 2006, 1

2.3.2 Im Herstellungsprozess erwiinschte Bakterien

Die fur die Rohwurstherstellung wichtigsten Bakterien gehdren zu den Gattungen
Lactobacillus, Staphylococcus und Micrococcus. Die Eigenschaften dieser Bakterien
im Zusammenhang mit der Rohwurstreifung sind unter 2.1.2 (Starterkulturen) bereits
dargelegt.

Laktobazillen sind grampositive stabchenformige Bakterien. Sie bilden keine Sporen
aus. Sie sind anaerob, haufig aber aerotolerant. Die Katalasereaktion fallt negativ
aus. Laktobazillen bendétigen Kohlenhydrate zur Energiegewinnung und scheiden als
charakteristisches, wenn auch nicht immer einziges, Stoffwechselprodukt Milchsaure
aus (Rolle und Mayr, 2002). Die gebildeten Sauren tragen mafdgeblich zur Unterdru-
ckung unerwlnschter Bakterien in der Rohwurst bei.

Staphylokokken und Mikrokokken sind grampositive kugelformige Bakterien. Die
Katalasereaktion fallt positiv aus. Staphylokokken sind anaerob besser vermehrungs-
fahig als Mikrokokken. Dies ist jedoch kein zuverlassiges Kriterium zur Unterschei-

dung dieser beiden Gattungen (Lucke, 1985).
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2.3.3 Im Herstellungsprozess unerwinschte Bakterien

Im Herstellungsprozess unerwiunschte Bakterien konnen den Verderb der Lebensmit-
tel beschleunigen, Fehlfabrikate verursachen sowie Lebensmittelinfektionen und —

intoxikationen verursachen.

2.3.3.1 Listerien

Listerien sind grampositive, nicht sporenbildende, ca. 0,5 bis 2,0 ym grol3e Stab-
chenbakterien. Listerien sind psychrotroph und fakultativ anaerob. Listerien sind
durch zwei bis flnf peritrich angeordnete Geildeln (Flagellen) beweglich. Die Mobilitat
der Listerien ist jedoch temperaturabhangig. Bei 20 bis 25°C sind sie am beweglichs-
ten, bei 37°C sind sie praktisch immobil. Listerien haben eine hohe Natriumchlorid
(NaCl) Toleranz (bis 25%). Damit bleiben sie in gepokelten Produkten Uber Monate
infektios. Listerien kdnnen bei +60°C in 30 Minuten sicher abgetotet werden (Terplan,
1989). Die bei Erkrankungen des Menschen haufigsten Serovare sind 4b, 1/2a, 1/2c.
Alle pathogenen Stamme besitzen ein Hamolysin. Nichthamolysierende Stadmme
sind apathogen (Sinell, 2004). Das Listeriolysin O wird aufgrund der - Hamolyse
diagnostisch genutzt. Die Erkrankung verlauft haufig als Septikamie, seltener als
Meningitis oder Meningoencephalitis. Listerien sind Aborterreger. Bei Rindern ist
nach dem Deutschen Zoonosen Trendbericht eine Listerien- Pravalenz von 5%
nachgewiesen worden (Hartung, 2001). Nach Weber et al. (1996) liegt dieser Wert
erheblich hoher (33%).

Streichfahige Rohwtirste gelten als Risikoprodukte in Bezug auf Kontamination mit

L. monocytogenes. Hersteller haben sicherzustellen, dass eine Keimzahl von 100
KbE/g bis zum Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums nicht Uberschritten wird. Eine
vollige Abwesenheit von L. monocytogenes in Lebensmitteln zu fordern ware unrea-
listisch und nach dem gegenwartigen Stand der Lebensmittelherstellung nicht
machbar (Sinell, 2004).
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2.3.3.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (St. aureus) ist ein grampositives, kokkoides Bakterium. Die
Koagulasereaktion fallt positiv aus. St. aureus bildet Gewebstoxine (Leukozidine,
Hyaluronidase, Hamolysine, Fibrinolysin) und Enterotoxine (SEA bis SEK). Die Ente-
rotoxine sind die Ursache der Staphylokokken- Lebensmittelvergiftung. Fur den Men-
schen bedenkliche Toxinkonzentrationen entstehen, wenn im Lebensmittel Keimzah-
len (iber 10%g vorhanden sind. Die Leitsymptome einer St. aureus Infektion sind
Erbrechen und Durchfall. In schweren Fallen Schockzustande und Dehydratation.
Die Inkubationszeit betragt zwei bis vier Stunden. Die Erkrankung ist meist nach ei-
nem Tag Uberstanden. In Lebensmitteln ist die Ubertragung durch den Menschen
(Nasensekret, Speichel, Hustenaerosole, Partikel infizierter Wunden) am haufigsten
(Sinell, 2004). Eine Tier- Mensch- Ansteckung (Staphylokokken- Mastitis) ist eher
selten. Zudem bilden Rinderstaphylokokken selten Enterotoxine. Zur Bildung von
Staphylokokken- Enterotoxinen muss eine Vermehrung des Erregers im Lebensmittel
stattfinden. Ubliche Salz- und Pokelstoffkonzentrationen kénnen die Toxinbildung
nicht verhindern. Jedoch bendtigt der Erreger zu Toxinbildung reichlich Sauerstoff.
Einen Selektionsvorteil hat St. aureus nach einer die Begleitflora abtétenden Be-
handlung (,Post-process®) und bei niedriger Wasseraktivitat des Lebensmittels

(Minor u. Marth, 1978). Eine Kontamination zu Herstellungsbeginn des Produktes ist
unbedeutender, da St. aureus sich im Gegensatz zu anderen Mikroorganismen sehr
langsam vermehrt und sich nicht so kompetetiv durchsetzen kann wie andere Mikro-
organismen. Die kritische Erregerdosis im Lebensmittel kann dann nicht erreicht

werden.
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2.3.3.3 Clostridium botulinum

Clostridium botulininum (CI. botulinum) ist ein sporenbildendes, obligat anaerobes,
sulfitreduzierendes, grampositives stabchenformiges Bakterium. Clostridium botulini-
num bildet bei seiner Vermehrung das Botulinumtoxin. Aufgrund der Toxinbildung
unterscheidet man acht verschiedene Formen des Erregers. Die Intoxikation ist
durch ein neuroparalytisches Syndrom charakterisiert, das haufig mit gastrointestina-
len Stérungen einhergeht und eine hohe Sterblichkeitsrate aufweist. Das Bakterium
kann sich in geschlossenen Konserven, oder in grof3volumigen Lebensmitteln ver-
mehren (Sauerstoffabschluss). Bei 90 % aller beobachteten Vergiftungen handelt es
sich um im Haushalt hergestellte Konserven. Im Gegensatz zu autoklavierten Indust-
rieprodukten reicht die Kochtemperatur beim Einweckprozess nicht aus (Sinell,
2004). Nach Leistner (1986) stellt Cl. botulinum in Rohwursten keine Gefahr da. Spo-
ren von Cl. botulinum koénnen durch Staub- und Erdkontamination von Wasser oder

Geraten in das Lebensmittel gelangen (Kramer, 1992).

2.3.3.4 Enterobacteriaceae

Die Familie der Enterobacteriaceae umfasst wichtige Gattungen wie Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Citrobacter, Salmonella, Shigella und
Yersinia. Die gesamte Familie umfasst mindestens 30 verschiedene Gattungen
(Baumgart, 1999; Sinell, 2004).

Enterobacteriaceae sind gramnegative Stabchenbakterien. Meist sind sie beweglich.
Enterobacteriaceae bilden keine Sporen aus. Die Oxidasereaktion fallt negativ aus.
Ihr Stoffwechsel ist fakultativ anaerob. Sie vergaren Glucose und andere Kohlenhyd-
rate unter Saurebildung oder Saure- und Gasbildung. Ferner kénnen sie Nitrat zu
Nitrit reduzieren und besitzen das Enzym Katalase. Bei niedrigem pH-Wert konnen
sich Enterobacteriaceae nicht mehr vermehren und sind nicht gegenuber hohen und
nur bedingt gegenuber niedrigen Temperaturen resistent (s. Tabelle 2). Mikrosko-
pisch sind Enterobacteriaceae untereinander nicht zu unterscheiden. Zur Klassifizie-

rung dienen biochemische Merkmale. In der Familie der Enterobacteriaceae wird
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zwischen obligat pathogenen (Salmonella und Shigella) und fakultativ pathogenen
(Escherichia, Enterobacter u.a.) Gattungen unterschieden (Kramer, 1992).

Diverse Gattungen und Arten der Enterobacteriaceae befinden sich im Magen und
Darm von Saugetieren. Bei der Schlachtung kann es zur Kontamination durch Darm-
inhalte oder Fell kommen. Als Markerorganismen weisen sie auf unzureichende Be-
triebshygiene oder Rekontamination hin (Schmid- Lorenz u. Spillmann, 1988; Sinell,
2004). Nach Mossel et al. (1995) sind Markerorganismen Index- und/ oder Indikator-
organismen. Indexorganismen weisen auf eine mogliche Anwesenheit pathogener
Mikroorganismen hin. Indikatororganismen geben Hinweise auf mogliche Verunreini-
gungen wahrend des Herstellungsprozesses. Dieses Konzept ist schon seit dem 19.
Jahrhundert bekannt und hat den Vorteil, dass von der Anwesenheit einfach nach-
zuweisender Mikroorganismen auf eine potenzielle Gefahrdung durch pathogene
Mikroorganismen geschlossen werden kann. Zu Beginn der Reifung sind Enterobac-
teriaceae haufig in der Rohwurst- Rohmasse nachzuweisen. Der Anfangskeimgehalt
sollte jedoch nicht héher als 5,0 10* KbE/g sein. Innerhalb weniger Stunden bis Ta-
ge kommt es im Verlauf einer regularen Reifung zu einem starken Rickgang der
Enterobacteriaceae (Weber, 1996). Durch Enterobacteriaceae kann es bei Fehlern in
der Herstellung zu Kernfaulnis und Gasbildung kommen (Hechelmann, 1986). Die im
Folgenden beschriebenen Bakterien gehoren alle zu der Familie der Enterobacteria-

ceae.
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2.3.3.5 Salmonellen

Salmonellen sind 2- 3um lange, sporenlose, gramnegative und mit einer Ausnahme
(S. gallinarum- pullorom) bewegliche peritrich begeillelte Stabchenbakterien (Rolle u.
Mayr, 2002). Die serologische Differenzierung erfolgt tber die O-, H- und K- Antige-
ne. Es sind etwa 2500 Serovare bekannt, von denen jedoch nur 10 bis 20 bei der
Salmonellose des Menschen vorherrschen und welche immer wieder aus Lebensmit-
teln isoliert werden. Nach einer Auswertung der Daten aus 191 WHO- Mitgliedstaa-
ten waren 1995 10 Serovare fur 93% der naher untersuchten Falle verantwortlich
(Herikstadt et al., 2002). Salmonellen sind auBerhalb des Organismus sehr lange
lebensfahig. Sie kénnen in Gllle bis zu zehn Monaten Uberleben (Strauch, 1992).
Eine Gefrierlagerung bei — 20°C kdénnen sie jahrelang uberstehen (Schmidt, 1985).
Abgetotet werden Salmonellen durch handelsubliche Desinfektionsmittel und Tempe-
raturen von +55°C Uber 60 Minuten oder +60°C Uber 30 Minuten.

Pathogenitatsfaktoren der Salmonellen sind Oberflachenantigene, Endotoxine,
Fimbrien, Flagellen, Enterotoxine, Chemotaxis und Serumresistenz. Die Pathogeni-
tatsfaktoren sind fast ausschlie3lich chromosomal codiert und werden erst bei ihrer
Vermehrung im Dinndarmlumen exprimiert (Sinell, 2004). Am Erkrankungsgesche-
hen des Menschen sind S. enteritidis und S. typhimurium am haufigsten beteiligt.
Tieradaptierte Salmonellen sind eher selten Ursache flir eine Erkrankung des Men-
schen (Schiefer u. Stephan, 1999). Bis auf S. typhi sind alle Salmonellen Zoonoseer-
reger, die Gastroenteritiden auslésen kdonnen. Die Inkubationszeit betragt ca. 3 Wo-
chen. Das Leitsymptom ist wassriger Durchfall. Die Schwere der Erkrankung hangt
vom Erregertyp, von der Abwehrlage und vom Alter des Erkrankten ab. Der Nach-
weis von Salmonellen erfolgt qualitativ nach dem amtlichen Verfahren des §64 Le-

bensmittel- Bedarfsgegenstande und Futtergesetzbuches (LFBG).

Die Ansteckung des Menschen mit Salmonellen erfolgt durch Ausscheider, verunrei-
nigte Oberflachengewasser und kontaminierte Nahrungs- und Futtermittel. Haufig
sind Infektionen Uber kontaminierte Lebensmittel wie Fleisch, Fleischprodukte, Hack-
fleisch, Speiseeis, Salate und Majonase. Bedeutsamstes Reservoir der Salmonellen

ist jedoch nach wie vor das Schlachtgefliigel (Rolle u. Mayr, 2002). Leitsymptome

35



einer Salmonelleninfektion sind Kopfschmerzen, Unwohlsein, Leibschmerzen, bis-
weilen mildes Fieber und Durchfall. Die Inkubationszeit betragt 12 bis 36 Stunden.
Das akute Stadium der Krankheit ist meist nach zwei bis funf Tagen Uuberwunden
(Sinell, 2004). Als mdgliche Komplikation kann sich das Reiter- Syndrom entwickeln:
Urethritis, Konjunktivitis und vor allem aseptische Polyarthritis (Sinell, 2004). Nach
Boos (1979) waren durchschnittlich 20% der durch Salmonellen hervorgerufenen
Lebensmittelinfektionen durch Rohwdurste - insbesondere streichfahige - begrundet.
In Rohwursten soll durch Absenken des aw- Wertes unter 0,965, den niedrigen pH-
Wert (unter 5,8), NPS und durch die Reifeflora verhindert werden, dass im Endpro-

dukt Salmonellen vorhanden sind.

2.3.3.6 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) wurden erstmals 1885 von dem Padiater Dr. Theodor

Escherich aus dem Stuhl von Sauglingen isoliert. Es handelt sich um gramnegative,
fakultativ anaerobe, mesophile und nicht sporenbildende Stabchenbakterien der Fa-
milie der Enterobacteriaceae. Sie sind 1-1,5 ym breit und 2- 6 ym lang. Als lactose-
positive Keime sind sie gut gegenuber anderen Keimen abzugrenzen (Selbitz, 1992).
Sie sind meist beweglich. Die meisten Stamme bilden eine Kapsel aus. Innerhalb der
Spezies wird durch Oberflachen (O-), Kapsel (K-) und Geil3el (H-) — Antigene diffe-
renziert. Kauffmann fuhrte diese Differenzierung 1966 ein. Hat ein Bakterium keine
GeilRel, so kann kein H- Antigen bestimmt werden. Dies wird mit H- oder Hnm be-
zeichnet. Rechnerisch kdnnen sich dabei ca. 10000 Kombinationsmaoglichkeiten er-
geben. Wenn die F- Antigene der Fimbrien einbezogen werden, erhoht sich diese
Zahl weiter. Mukoide Colistamme bilden weiterhin das M- Antigen aus. Das O- Anti-
gen definiert den Serotyp/ Serogruppe, das O- und H- Antigen zusammen ergeben
den E.coli Serovar. E. coli sind in der Normalflora des Colons von Mensch und Tier
nachzuweisen. Im Kot von gesunden Meerschweinchen und Chinchillas sind E. coli
nicht nachzuweisen. In der Regel sind E. coli Kommensalen, einige Stamme kdnnen
aber Erkrankungen beim Menschen hervorrufen. E. coli gilt als Indikatorkeim fur die
fakale Verschmutzung von Trinkwasser, Lebensmitteln und Badewasser (Bettelheim
et al., 1974; Bulte, 2002). Fleisch kann wahrend der Schlachtung durch Darminhalt
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und Uber das Fell kontaminiert werden (Kramer, 1992). Als weit verbreiteter Konta-
minationskeim ist E. coli besonders bei kurz gereiften, streichfahigen Rohwdursten
relevant. Rodel und Scheuer (2001) weisen darauf hin, dass bereits eine Absenkung
des ay,- Wertes um 0,01 Einheiten die Belastung des streichfahigen Endproduktes
bei mit 10*° E. coli / g beimpften Rohwiirsten um eine Zehnerpotenz vermindert.
E.coli wachsen auf vielen Ublichen Nahrbdéden bei Temperaturen zwischen 30°C und
45°C. Auf Agar- Nahrboden wachsen sie in grau- weildlichen Kolonien. Der Rand
dieser Kolonien ist entweder glatt (S- Form) oder gezackt (R- Form). E.coli enthalten
eine Glucuronidase, die 4- Methylumbelliferyl-B- D-glucuronid (MUG) spaltet. Die
MUG Spaltprodukte fluoreszieren bei einer Wellenlange von 360-366 nm. Selektive
chromogene Nahrboden erlauben an Hand der positiven 3- Glucoronidase- Reaktion
die Differenzierung der E. coli Kolonien von anderen laktosepositiven coliformen Bak-

terien.
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2.3.3.7 Pathogene E. coli

Die meisten E. coli sind apathogen. Einige Varianten bilden jedoch pathogene Ei-

genschaften aus:

- Enterohamorrhagische E. coli (EHEC)

- Enteropathogene E. coli (EPEC)

- Enterotoxische E. coli (ETEC)

- Enteroinvasive E. coli (EIEC)

- Enteroaggretative E. coli (EAggEC oder EAEC)
- Diffus adarente E.coli (DAEC)

Enterohamorrhagische E. coli (EHEC) werden unter 2.4 gesondert abgehandelt.

Enteropathogene E. coli (EPEC) verursachen Diarrhéen bei Sauglingen und Klein-
kindern. Leitsymptom der Erkrankung ist ein starker fieberhafter Durchfall ohne Blut-
beimengungen, der nach 17 bis 72 Stunden Inkubationszeit einsetzt. Die Bakterien
heften sich an die Enterozyten und zerstéren die Mikrovilli. Sie dringen nicht in die
Enterozyten ein. Virulenzeigenschaften sind Adhasion und die Bildung von Zyotoxi-
nen (Nothdurft, 2004).

Im Zuge einer Infektion mit enterotoxischen E. coli (ETEC) kommt es nach Befall
des vorderen Dunndarms zu choleraartigen Durchfallen (wassrig, kombiniert mit
Ubelkeit, Bauchkrampfen und geringer Erhéhung der Kérpertemperatur). Virulenzfak-
toren sind Adhasine und Enterotoxine. Die Enterotoxine sind entweder hitzelabil (LT)
oder hitzestabil (ST). Die Adhasine sind meist, die Enterotoxine immer plasmidko-
diert (Levine, 1987). Die Wirkungsweise des LT entspricht der des Choleratoxins
(Smith u. Sack, 1973).
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Bei einer Infektion mit enteroinvasiven E.coli (EIEC) kommt es zu einer Invasion in
die Schleimhaut von lleum, Caecum und Colon. Das schwere Krankheitsbild ist von
Durchfall mit blutig- schleimigen Beimengungen, Fieber und Intoxikationserscheinun-

gen gepragt (Hoelscher u. Loscher, 2003).

Enteroaggretative E. coli (EAggEC oder EAEC) bilden Fimbrien aus.

Sie kolonisieren den Dickdarm. Zudem erfolgt die Bildung einen Zytotoxins, welches
dem ST- Toxin der ETEC ahnelt. Das Erkrankungsbild ahnelt dem von EPEC. Diffus
adarente E.coli (DAEC) sind von untergeordneter Bedeutung. Sie besiedeln den

Dickdarm.

2.3.2.8 Shigatoxin- bildende E. coli (STEC)

Mikrobiologische Eigenschaften

Unter 2.3.3.6 sind die mikrobiologischen Eigenschaften von E. coli beschrieben. Die-
se gelten auch fir STEC. STEC kdnnen jedoch kein MUG spalten, so dass sie im
fluorezenzoptischen Koloniezahlverfahren nicht erfasst werden. STEC sind mesophi-
le Keime. lhre Optimaltemperatur ist +37°C. Ein Wachstum ist bis +44,5°C maoglich.
Ein gutes Wachstum ist bereits mit einem organischen Substrat (als Kohlenstoff- und
Energiequelle) moglich. Unter optimalen Bedingungen (Temperatur, komplexes Me-
dium) verdoppelt sich die Bakterienzahl alle 20 Minuten. STEC sollten im Gegensatz
zu 95% der physiologischen E. coli nicht in der Lage sein, Sorbit zu verstoffwech-
seln. Es wurden jedoch aus dem Stuhl von HUS- Patienten STEC isoliert, bei denen
die Fermentation von Sorbit nachgewiesen wurde (Karch et al., 1993; Karch et al.,
1996). Der Nachweis des Sorbit fermentierenden Serovars 0157:H- wurde weltweit

erstmals 1988 in Bayern gefuhrt.
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Pathogenitatsfaktoren

STEC besitzen mehrere Pathogenitats bzw- Virulenzfaktoren (Karch et al., 1992). Als
wichtigste Virulenzfaktoren gelten die Vero- oder Shigatoxinbildung, die Intiminbil-
dung und die Bildung von Enterohamolysin (KARCH et al., 1997).

Die Verotoxine wurden erstmals von Konowalchuk et al. (1977) beschrieben. Vero-
toxine l6sen in Verozellen (Nierenzellen der grinen afrikanischen Meerkatze Cerco-
pithecus aethiops) charakteristische cytopathomorphologische Effekte aus.

Das Verotoxin wurde spater auch als Shigatoxin (stx) bezeichnet, da Shigatoxin |
mit dem Toxin von Shigella dysenteriae identisch ist (Heilkenhuber et al., 2005). Als
EHEC im engeren Sinne versteht man STEC, die beim Menschen Erkrankungen
auslosen. Gemaly der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach

§64 LFBG sollen alle STEC aus Sicherheitsgrinden als potenzielle EHEC bezeich-
net werden, da gegenwartig noch nicht bekannt ist, welche Eigenschaften einen
STEC zum EHEC machen. Verotoxine/Shigatoxine bestehen aus einer A- Unterein-
heit und 5 B-Untereinheiten, die Uber eine A2- Untereinheit miteinander verbunden
sind. Das Gesamtgewicht betragt ca. 70 Kilodalton (kDa). Die B- Untereinheiten be-
wirken die Bindung an die Zielzellen, die A- Untereinheit besitzt die eigentliche Wirk-
komponente (O Brien und La Veck, 1983; Karmali, 1989). Sie spaltet die

28s- rRNA der Zielzelle, wodurch die Proteinbiosynthese gehemmt wird (Lingwood
et al., 1987). Die beiden Haupttypen der Shigatoxine sind das stx1 und das stx2. Ei-
ne porcine Variante des Shigatoxins 2e 16st die Odemkrankheit bei Schweinen aus
(Weinstein et al., 1988). Bei schwerwiegenden Erkrankungen des Menschen werden

vorwiegend Stamme nachgewiesen, die das stx2 bilden (Bulte, 2002).

Das E. coli attaching and effacing (eae)-Gen kodiert ein Adhasin, das Intimin. Dieser
Virulenzfaktor bewirkt eine starke Bindung des Bakteriums an die Mukosazellen des
Darmes, wobei der Burstensaum der Zellen irreversibel geschadigt wird (Bulte,
2002). Wie das Shigatoxin- Gen befindet sich auch das eae- Gen auf dem Chromo-
som des Bakteriums. Das eae- Gen ist ein Teil des Locus of Enterocyte Effacement
(LEE), auf dem noch andere Pathogenitatsfaktoren codiert sind. Bockemuhl et al.
(1998) wiesen das Intimin determinierende eae- Gen bei 95,7% aller HUS- Falle

nach. Bei Isolaten von an Enteritis erkrankten Personen wurde es nur in 65,5% der
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Falle nachgewiesen Von dem eae- Gen sind zur Zeit 15 genetische Varianten be-
kannt (Oswald et al., 2000; Blanco et al., 2004).

Das Enterohdmolysin wird von dem Hamolysin hly- Gen (E-hly) kodiert, welches
sich auf dem Plasmid pO157 befindet. Wie auch von anderen Pathogenitatsfaktoren
ist auch die Bedeutung des Enterohamolysins noch nicht abschliellend geklart. Es ist
aber bei hochvirulenten Stammen deutlich haufiger als bei der Uberwiegenden An-

zahl anderer STEC- Stamme anzutreffen (Gallien et. al., 1998).

Serotypen/ Serovare

Der Serotyp 0157 stellt nach Bockemuhl et al. (1998) den grof3ten Anteil unter den
STEC. Non- 0157 Serotypen stellen weltweit einen steigenden Anteil. In den USA
stellt der Serovar O157:H7 noch immer den zahlenmaliig bedeutendsten Anteil aller
Isolate aus HUS- Patienten (Peacock et al., 2001). In Europa Ubersteigen andere
Serovare (026, 0103, O111, O118 und O145) in der Summe den Serovar O157
deutlich. Besonders die Serovare 026 und O103 gewinnen immer grof3ere Bedeu-
tung (Misselwitz et al, 2003; Beutin et al, 2004). 2005 wurde in der Bundesrepublik
Deutschland erstmals der Serotyp O103 am haufigsten nachgewiesen (RKI, 2006,1;
RKI 2006,2). Bulte (2002) gibt zu bedenken, dass die non- O157 STEC aufgrund der

einseitig auf den Serotyp O157 ausgerichteten Diagnostik unterschatzt werden.

Nachweis von STEC bei Tieren

In Landern mit hochentwickelter Landwirtschaft stellen STEC die wichtigste E. coli
Pathovare dar (Tschape, 1998). Wiederkauer, insbesondere Rinder sind das Haupt-
reservoir flr STEC (Olsen et.al. 1995; Tschape 1998; Bilte, 2002).

In Tabelle 11 sind die Haufigkeiten des Nachweises von STEC aus Kotproben von
Rindern in der Bundesrepublik Deutschland dargestellt. Tabelle 12 gibt Gber gleiches
bei anderen Haussaugetieren Auskunft. Die unterschiedliche Anzahl positiver Kot-
proben kann in unterschiedlicher Haltungsform, unterschiedlicher Stallhygiene und

im unterschiedlichen regionalen Vorkommen von STEC begriindet sein.
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Tab. 11: Nachweis von STEC in Kotproben von Rindern in der Bundesrepublik

Deutschland

Mastbullen 9,4 Montenegro et. al (1990)

Rinder 21,1 Beutin et. al. (1993)

Schlachtrinder | 47,6 Richter et. al. (1997)

Rinderherden | 50 Zschock et.al.(2000)

Rinder 12,24 Hartung (2003)

Tab. 12: Nachweis von STEC in Kotproben bei anderen Tieren in Deutschland

Schweine 5,6 Biilte et. al. (1990)

Hunde 4,8 Beutin et. al. (1993)

Ziegen 56,1 Beutin et. al. (1993)

Schweine 32,3 Gallien et. al. (1994)

Schafe 32,1 Zschdck et. al. (2000)

Beim Rind ist im Gegensatz zu Schaf und Ziege der stx2- Subtyp dominierend. Er
tritt alleine oder in Verbindung mit stx1 auf. STEC- Infektionen verlaufen beim Wie-
derkauer meist inapparent (Olsen et al. 1995; Tschape, 1998). Lediglich in Infekti-
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onsversuchen konnte man bei Kalbern durch E.coli O157:H7 wassrig- blutigen

Durchfall provozieren (Dean- Nystrom et al.; 1998).

2.4 Nachweismethoden von STEC

Im Folgenden werden Nachweismethoden fur den Lebensmittelbereich beschrieben.
Grundsatzlich kann zwischen phano- und genotypischen Nachweismethoden unter-

schieden werden.

2.4.1 phanotypische Nachweisverfahren

Zu den phanotypischen Nachweisverfahren gehéren Verfahren wie der Sorbitol-
Mac- Conkey- Agar (SMAC), der Enterohamolysin- Agar sowie die immuno-
magnetische Separation.

EHEC, vor allem O157:H7 kann kein Sorbit verstoffwechseln. Jedoch wiesen Karch
et al. (1996) eine Sorbitfermentation bei E. coli O157 Stdmmen nach, die aus dem
Stuhl von HUS- Patienten isoliert wurden. Hier wirde es bei Anwendung des SMAC
zu falsch negativen Ergebnissen kommen. Falsche Ergebnisse konnen auch bei
Verwendung des Enterohamolysin- Agars auftreten, da 75% der VTEC- Stamme
trotz Vorhandensein des codierenden Genes kein Enterohamolysin bilden (Beutin et
al.; 1996; Gallien et al., 2000).

Im Verozelltest kommt es bei der Inkubation von Verotoxin zu typischen cytopatho-
morphologischen Effekten der Verozellen. Diese miussen durch einen Neutralisati-
onstest mit spezifischen Antikdrpern bestatigt werden. Der Verozelltest verflgt tUber
eine hohe Sensitivitat und Spezifitat. Jedoch dauert es durch den Neutralisationstest
bis zu 6 Tage bis zur Vorlage eines gesicherten Ergebnisses (Konowalchuk et al.,
1977; Ritchie et al., 1992).
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2.4.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) kann man eine gesuchte DNA- Sequenz
amplifizieren. Voraussetzung ist die Kenntnis der Zusammensetzung der flankieren-
den Sequenzen des gesuchten DNA- Abschnittes. Diese In- Vitro- Methode ent-
spricht im Wesentlichen der Replikation in der Zelle. Die PCR wird angewandt, um
einen spezifischen DNA- Abschnitt zu vervielfaltigen oder um die Anwesenheit einer
bekannten DNA- Sequenz nachzuweisen. Der Nachweis von RNA ist durch Reverse-
Transkriptase-PCR moglich. Durch die PCR kénnen definierte DNA — Abschnitte bin-

nen kurzer Zeit millionenfach vermehrt werden (Schwagele, 1999).

Folgende Komponenten werden bendtigt:
- die DNA- Matrize
- eine hitzestabile DNA- Polymerase
- Desoxynucleotide
- zwei Oligonucleotid Primer
- ein Puffersystem, um die Verhaltnisse in der Zelle nachzuahmen und damit fur
die Polymerase eine geeignete chemische Umgebung darzustellen

- Magnesiumchlorid (MgCl, ) kann fakultativ hinzugefugt werden

Ein PCR- Zyklus besteht aus drei Einzelschritten:

1. Denaturierung : Durch kurzes Erhitzen werden die beiden Strange des DNA- Mo-
lekils getrennt. Das geschieht durch Brechen der Wasserstoffbrickenbindungen
zwischen den Einzelstrangen. Die Temperatur betragt tber 90°C.

2. Hybridisierung, Annealing: Die Losung wird abgekuhlt. Damit kdnnen die Primer
mit jeweils einem DNA- Strang hybridisieren. Die Primer werden in groBem Uber-
schuss zugegeben. Damit kommt es praktisch zu keiner Rickbildung der anfangs
eingesetzten DNA- Doppelstrange. In Abhangigkeit von der Lange und Zusammen-
setzung des Primers betragt hier die Temperatur 37 bis 72 °C.

3. DNA- Synthese, Polymerisation, Elongation: Die angelagerten Primer ermogli-
chen es der Polymerase den markierten Genabschnitt zu verlangern. Die Polymeri-

sation beginnt am 3’-Ende des DNA- Stranges.
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Diese drei Schritte konnen mehrmals hintereinander ablaufen, es wird im Thermo-
cycler einfach die Temperatur der Reaktionsmischung geandert. Dadurch wird eine
exponenzielle Vermehrung der gesuchten DNA- Sequenz erreicht. Ublicherweise
werden 25 bis 35 Zyklen angewendet. Ein Thermocycler ermdglicht einen automati-
sierten Ablauf der Einzelschritte (Olsen etal., 1995, Stryer, 1996, Schwagele, 1999).
Die darzustellenden Gene werden durch Agargelelektrophorese getrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt.

Bei der Real- Time- PCR konnen die Ergebnisse bereits wahrend des PCR- Laufes
abgelesen werden. Die Real- Time -PCR ermdéglicht zudem die Quantifizierung der
Ergebnisse durch Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen. Die Fluoreszenz nimmt
proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Die einfachste Methode der Real-
Time- PCR ist die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen wie SYBR- Green. Diese
lagern sich in die DNA ein (interkalieren), womit die Fluoreszenz der Farbstoffe an-
steigt. Damit besteht eine Korrelation zwischen der wahrend des PCR Laufes enste-
henden Target DNA und der Fluoreszenz. Fluoreszenzfarbstoffe reagieren jedoch
nicht spezifisch auf die gesuchten DNA- Sequenzen. Es kénnen auch Primer- Dime-
re fluoreszieren. Jedoch kann durch eine Schmelzkurvenanalyse die Spezifitat erhdht
werden. Bei einer Schmelzkurvenanalyse wird die DNA aufgeschmolzen und dann
die Temperatur erniedrigt (oder umgekehrt). Bei einer fur jede Sequenz typischen
Temperatur bildet sich wieder ein Doppelstrang, womit die Fluoreszenz ansteigt.
Kleine DNA- Fragmente weisen einen niedrigeren Schmelzpunkt auf als die langeren

spezifischen Sequenzen (Messelhauser, 2005).

Eine andere Variante der Real-Time- PCR besteht in der Verwendung von fluores-
zenzmarkierten Sonden. Bei der Verwendung von fluorescence- resonance energy-
transfer (FRET) wird die Energie eines angeregten Fluoreszenzfarbstoffs am 5°- En-
de (Donor- Fluorophor) strahlungsfrei auf einen zweiten Fluoreszenzfarbstoff am 3°-
Ende (Akzeptor- Fluorophor) Ubertragen. Der FRET ist nur méglich, wenn Donor und
Akzeptor in einem bestimmten Abstand voneinander liegen. FRET Sonden sind bei-
spielsweise Light- Cycler®-Sonden, Molecular Beacons oder TagMan®-Sonden (Bel-
lin et al., 2001; Ginzinger, 2002).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Entnahme von Proben

Stallboden

Bei der Probennahme vom Stallboden wurden in Betrieb 2 am 6. und 12. April 2006
Uber die Gummistiefel Uberziehschuhe angezogen. Der Stall wurde dann mehrmals
begangen. Die anhaftenden Kot- und Strohpartikel wurden in 225 ml modifizierte
Tryptose- Soja- Bouillon (mTSB) verbracht, bei +37°C im Wasserbad inkubiert und
am folgenden Tag mittels Real- Time- PCR auf STEC untersucht.

Tonsillen

Schweinetonsillen wurden aus Betrieb 2 am 6. April 2006 entnommen. Rindertonsil-
len am 12. April 2006 aus Betrieb 2. Die Tonsillen wurden nach der Schlachtung mit
einem sauberen Messer entfernt. Am selben Tag wurden sie in mTSB verbracht, bei
+37°C im Wasserbad inkubiert und am folgenden Tag mittels Real- Time- PCR auf
STEC untersucht.

Kotproben

Die Kotproben wurden aus Betrieb 2 am 6. und am 12. April entnhommen. Die Kot-
proben wurden, nachdem das Darmkonvulut entfernt wurde, mit einem Untersu-
chungshandschuh aus dem Darm entnommen. Die Proben wurden am selben Tag in
mTSB verbracht, bei +37°C inkubiert und am folgenden Tag mittels Real- Time- PCR
auf STEC untersucht.

Tupferproben Rind
Die Probennahme erfolgte am Schlachttag der Rinder in Betrieb 1 und Betrieb 2. Die
Rinderhaften wurden mittels eines befeuchteten Tupfer beprobt. Die Tupfer wurden

sofort in mTSB verbracht und bis zur Untersuchung gekunhlt gehalten. Die Tupferpro-

46



ben des zerlegten Rindfleisches fir die Rohwurstproduktion wurden an dem der Zer-
legung folgendem Tag genommen, sofort in mTSB verbracht und gekuhlt gelagert.
Spater wurden sie bei +37°C inkubiert. Die Proben aus Betrieb 1 wurden am folgen-
den Tag mittels PCR auf STEC untersucht. Die Proben aus Betrieb 2 wurden mit
Real- Time- PCR auf STEC untersucht. Die Proben aus Betrieb 1 wurden teilweise

gepoolt.

Bruhwasser

Die Proben wurden aus dem Brihtank entnommen und gekuihlt transportiert. 25 ml
der Probe wurde in 225 ml mTSB verbracht, bei +37°C inkubiert und am folgenden
Tag mittels Real- Time- PCR auf STEC untersucht.

Tupferproben Schwein

Die Tupferproben wurden am 6. April 2006 in Betrieb 2 genommen. Die Beprobung
erfolgte direkt nach der Schlachtung. Die Probennahme mit dem Tupfer erfolgte
caudal an der Schlachtkodrperhalfte innen und aul3en. Die Tupferproben wurden am
selben Tag in mTSB verbracht, bei +37°C inkubiert und am folgenden Tag mittels
Real- Time- PCR auf STEC untersucht.

Rohwurstproben

Die Probennahme aus Betrieb 1 erfolgte zwischen Juni 2005 bis August 2005 sowie
von Oktober 2005 bis Marz 2006. Die Proben aus Betrieb 2 wurden am 6. April 2006
sowie am 12. April 2006 entnommen. Die Proben wurden gegen Mittag aus dem
jeweiligen Betrieb abgeholt und gekunhlt bei ca. +7°C aufbewahrt. Danach wurden sie
gekuhlt transportiert. Am Abend desselben Tages wurde im Institut fur Hygiene und
Technologie der Lebensmittel tierischen Ursprungs mit der Untersuchung auf E. coli,
Milchsaurebakterien, Laktobazillen, Enterobacteriaceae und STEC begonnen. Zu-

dem wurden der pH- und der a,- Wert gemessen.
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3.1.2 Probenmaterial

Von beiden Betrieben wurden insgesamt 431 Proben untersucht. 323 Proben stamm-
ten von Betrieb 1 und 108 Proben von Betrieb 2. Betrieb 1 stellt Rohwurste im kon-
ventionellen Verfahren sowie Bio- Rohwurste her. Betrieb 2 stellt Bio- Wiirste her.
Die Rohwurstproben stammen von Rohwursten am ersten Tag der Reifung und von
fertigen Rohwdursten. Bei langgereiften Rohwtrsten wurden - wenn moglich - auch
Proben am siebten Tag der Reifung genommen. Tabelle 13 gibt Auskunft Uber die
Herkunft, Anzahl und Art der untersuchten Proben.

Tab. 13: Betrieb, Probenmaterial und Anzahl

e [
 |tercsmrea o
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Wie schon erwahnt wurden die Rohwiirste in verschiedenen Reifestadien untersucht.
Tabelle 14 gibt Art, Reifestadium und Anzahl der Rohwurstproben aus Betrieb 1 an.

Tab. 14: Rohwurstproben aus Betrieb 1, Reifestadium und Anzahl

Rohwurst Bio langgereift Tag1 der Reifung

Rohwurst Bio langgereift Endprodukt

Rohwurst konventionell Tag7 der Reifung 13
langgereift

Rohwurst Bio kurzgereift Tag1 der Reifung 22
Rohwurst konventionell Tag1 der Reifung 12
kurzgereift
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Tabelle 15 gibt Art, Reifestadium und Anzahl der Rohwurstproben aus Betrieb 2 an.

Tab. 15: Rohwurstproben aus Betrieb 2, Reifestadium und Anzahl

Art Reifestadium Anzahl
Rohwurst Bio langgereift Tag1 der Reifung 9
Rohwurst Bio langgereift Endprodukt 5
Rohwurst Bio kurzgereift Tag1 der Reifung 7
Rohwurst Bio kurzgereift Endprodukt 3
Rohwurst Bio streichfahig Tag1 der Reifung 1
Rohwurst Bio streichfahig Endprodukt 2

Von Betrieb 1 wurden Rindersalami, Bio- Rindersalami, Bio- Big- Salami, Bistrosala-
mi, Kantsalami, Haussalami, Bio- Feuerbeil3er, Feuerbeil’er, Bio- Salamini, Cacciato-
re, Bio- Cacciatore, Bio- Pfefferbeil3er und Pfefferbeil3er untersucht.

Von Betrieb 2 wurden Mettwurst, HinterbeiRer, Schinkenmettwurst, Pfefferbeiler,
Rohpolnische, Polnische, Haussalami, Pfeffersalami, Salami- Milano, Rinderrauchsa-

lami, Cervelatwurst und Sommerwurst untersucht.

3.2. Methoden

3.2.1 Wasseraktivitat

Die Messung der Wasseraktivitat erfolgte mit dem Roremeter RM- 10 (Fa. Nagy).
In die Messkammer des Gerates wurde eine Messdose mit der Probe eingelegt.
Durch Tastendruck wurde die Messung gestartet und der a,~- Wert automatisch mit

dem Tauspiegel- Verfahren bestimmt.
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3.2.2 pH- Wert

Die pH- Wert- Messung erfolgte nach §64 LFBG Methode L.06.00-2.

Die Messung des pH- Wertes wurde durch ein pH-Meter (pH535, Fa. WTW) mit der
elektrometrischen Methode durchgefuhrt. Das pH-Meter wurde vor den Messungen
kalibriert und zwischen den Messungen mit Diethylether und Ethanol gereinigt und

mit Aqua dest. abgespuilt.

3.2.3 Milchsaurebakterien/ Laktobazillen

Die Bestimmung der Milchsaurebakterien/ Laktobazillen erfolgte in Anlehnung an die
Methoden L. 06.00-35 und L. 06.00-31 der amtlichen Sammlung von Untersu-
chungsverfahren nach §64 LFBG.

Aerob wachsende Milchsaurebakterien wurden mit dem de Man- Rogosa- Sharpe-
Medium (MRS) nachgewiesen. Der Nahrboden wurde auf einen pH- Wert von 5,7
eingestellt. Anaerobe Laktobazillen wurden ebenfalls mit dem MRS- Medium nach-
gewiesen. Hier wurde der pH- Wert aber auf 5,0 eingestellt. Eine Erstverdinnung
wurde mit 10g der Probe und 90ml Peptonwasser nach ISO 6579 fur die Mikrobiolo-
gie hergestellt und im Stomacher bearbeitet. Auf eine Spatelplatte wurde 1ml der
Erstverdinnung getropft und verteilt. Eine zweite Spatelplatte wurde durch den Spi-
ralplater mit einer log 50 Verdinnung beimpft.

Der MRS — Agar mit dem pH- Wert 5,7 zum Nachweis der Milchsaurebakterien wur-
de aerob 72 Stunden bei +37°C bebrutet. Der MRS — Agar mit dem pH- Wert 5,0
zum Nachweis von Laktobazillen wurde anaerob 72 Stunden bei +30°C bebrutet.
Nach der Bebritung wurden weil3e bis grauweile, flache oder erhabene, glatte oder
raue Kolonien als Milchsaurebakterien/Laktobazillen bewertet und ausgezahlt. Die
Kolonien der mit dem Spiralplater beimpften Platten wurden dabei mit einer speziel-
len Schablone abgelesen und die Ergebnisse aus entsprechenden Tabellen ermittelt.
Aus beiden Ergebnissen wurde das arithmetische Mittel bestimmt und mit dem Fak-

tor 10 multipliziert.
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3.2.3 E.coli

Die Bestimmung der E. coli erfolgte in Anlehnung an die Methode L. 06.00-36 der
amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §64 LFBG.

E. coli wurden mit dem fluoreszenzoptischen Koloniezahlverfahren nachgewiesen.
Zum Nachweis von E.coli wurden 10 g der zerkleinerten Probe mit 90 ml Peptonwas-
ser nach ISO 6579 flr die Mikrobiologie im Stomacher bearbeitet. 1 ml der Probenl6-
sung wurde auf Escherichia coli Direkt Medium (ECD) Ubertragen und 18 Stunden
(h) bei 42°C bebrutet. ECD- Medium enthalt MUG. Unter ultraviolettem Licht (Wellen-
lange 366 nm) wurden die blau fluoreszierenden Kolonien ausgezahlt und das Er-

gebnis mit dem Faktor 10 multipliziert.

3.2.4 Enterobacteriaceae

Die Bestimmung der E. coli erfolgte in Anlehnung an die Methode L. 06.00-25 der
amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §64 LFBG.

Enterobacteriaceae wurden mit dem VRBG (Kristallviolett- Neutralrot- Galle- Gluco-
se- Agar) nachgewiesen. Kristallviolett und Galle sind hierbei Hemmstoffe flr gram-
positive Mikroorganismen. Neutralrot ist ein Indikator und Glucose dient dem
Wachstum der Enterobacteriaceae. Eine Erstverdinnung wurde mit 10g der Probe
und 90ml Peptonwasser nach ISO 6579 fur die Mikrobiologie hergestellt und im Sto-
macher bearbeitet. Auf eine Spatelplatte wurde 1ml der Erstverdinnung getropft.
Eine zweite Platte wurde mit dem Spiralplater in einer log 50 Verdinnung beimpft.
Die VRBG- Platten wurden 24h bei 30°C bebritet. Auf dem VRBG- Agar stellen sich
Enterobacteriaceae als rot- lilafarbene Kolonien dar. Diese wurden ausgezahlt. Die
Kolonien der mit dem Spiralplater beimpften Platten wurden dabei mit einer speziel-
len Schablone abgelesen und die Ergebnisse aus entsprechenden Tabellen ermittelt.
Aus beiden Ergebnissen wurde das arithmetische Mittel bestimmt und mit dem Fak-

tor 10 multipliziert.
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3.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde nach der Methode L. 07.18 der amtlichen Sammlung von Untersu-
chungsverfahren nach §64 LFBG durchgefuhrt.

Jeweils 25g der Rohwurstproben wurden in 225 ml mTSB verbracht und 24 Stunden
bei +37°C im Inkubationsschuttler inkubiert. Die Tupfer, die Kotproben und die Ton-
sillen wurden in 225 ml mTSBverbracht und wie die Rohwurstproben inkubiert. Diese
Voranreicherung soll den Anteil lebender STEC exponentiell erhdhen. Aus dieser
Bouillon wurden nach der Voranreicherung 100ul enthommen und eine Minute bei
13000 Umdrehungen/ min zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wurde verworfen und
das verbleibende Pellet wurde mit 50ul InstaGene Matrix (BioRad, USA) resuspen-
diert. Dieser Ansatz wurde im Schiittelmixer mit einer Schittelfrequenz von 300 min™
15 min bei 56°C und dann 8 Minuten bei 100°C geschiittelt. Der flissige Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefall dberfuhrt. Sodann wurden 3ul der Probe in den

MasterMix mit folgender Zusammensetzung Uberfihrt:

- 9l H.0 fur molekularbiologische Zwecke
- 12,5yl MasterMix (2,5x)
- 0,5l Primer KS7 und KS8 oder LP43 und LP44

Insgesamt wurden jeweils 25 pl zur PCR eingesetzt und in den Thermocycler ver-
bracht (Sequenzen und Zeit- Temperatur- Protokoll s. 8.1.4). Es wurden je Probe
zwei Ansatze mit den jeweiligen Primern hergestellt.

Das zur Gelektrophorese bendtigte Agarosegel hatte folgende Zusammensetzung:
- 1,0ml  Agarose

- 5,0ml  10x Tris BoricAcid EDTA (TBE)
- ad 100 ml Aqua destillata

53



Der Laufpuffer setzte sich wie folgt zusammen:

- 90 ml 10x Tris Boric Acid EDTA (TBE)
- ad 1710 ml Aqua destillata

Die folgende 40 minutige Gelektrophorese wurde mit den Proben, zwei Positivkon-
trollen (stx1 und stx2) und einer Negativkontrolle durchgefuhrt.

Die Farbung des Gels erfolgte in einer mit 0,5 ul/ml konzentrierten Ethidiumbromidlo-
sung. Anschlielend wurde das Ergebnis auf einem Geldokumentationssystem mit-

tels angeschlossenen PC betrachtet.

3.2.6 Real- Time- PCR

Die- Real- Time- PCR wurde mit dem i Cycler iQ (BioRad) durchgefuhrt. Mittels eines
angeschlossenen PCs und der darauf installierten i Cycler iQ Real Time Detection
Software konnte man die Ergebnisse auswerten. Der MasterMix wurde wie folgt zu-

sammengestellt:

- 7,6 ul H.0 fur molekularbiologische Zwecke
- 24 ul MgCl, — Lésung (25 mmol/l)

- 1,0l Primer (Sequenzen s. 8.1.5)

- 1,0l Sonde (Sequenzen s. 8.1.5)

- 2,0ul LC- Fast Start DNA MasterMix

8 ul des MasterMixes und 2 pl der wie unter 3.2.5 vorbehandelten Probe wurden in

ein PCR- Gefal} pipettiert und in den i Cycler iQ verbracht (Amplifikationsprotokoll s.
8.1.5).
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4. ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse aus Betrieb 1

Betrieb 1 ist ein zugelassener fleischverarbeitender Betrieb, der konventionelle und
Bio- Produkte herstellt. Die konventionellen Produkte werden Gber 10 Filialen in ei-
nem Umkreis von ca. 50 km, die Oko- Produkte werden bundesweit und auch in an-

grenzenden Nachbarlandern vermarktet.

4.1.1 Wasseraktivitat

Der a,- Wert wurde bei 63 Proben gemessen. Es wurden 33 Wurste am ersten Tag
der Reifung, 14 Wurste am siebten Tag der Reifung und 16 der Endprodukte unter-
sucht. Abbildung 3 verdeutlicht, dass die Wasseraktivitat im gesamten Reifeverlauf

stetig geringer wird.
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Tag 1 Tag 7 Endprodukt

Abb. 3: Wasseraktivitat der untersuchten Rohwirste in Abhangkeit vom Reifestadium (Whisker- Box-

Plot mit Darstellung von Median, Quartilen, Minimum und Maximum)
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Die konventionellen Endprodukte wiesen im Durchschnitt eine niedrigere Wasserak-

tivitat wie die Bio- Produkte auf. Bei den langgereiften fertigen Bio- Produkten wurde

ein durchschnittlicher a,- Wert von 0,833 gemessen, bei den konventionellen Pro-

dukten betrug dieser Wert 0,826.

4.1.2 pH- Wert

Bei insgesamt 137 Proben aller Reifungsstadien wurde der pH- Wert gemessen.

Tabelle 16 zeigt die Anzahl der jeweils gemessenen Proben. Wie bei den anderen

gemessen Werten fallt auch hier auf, dass erheblich mehr Proben aus der Bio- Pro-

duktion entnommen werden konnten. Der Grund dafiir ist, dass in diesem Betrieb

erheblich mehr Bio- Produkte hergestellt werden.

Tab. 16: Anzahl und Reifestadium der Proben, bei denen der pH- Wert gemessen

wurde

Art Reifestadium Anzahl
Rohwurst Bio langgereift Tag1 der Reifung 27
Rohwurst Bio langgereift Tag7 der Reifung 20
Rohwurst Bio langgereift Endprodukt 11
Rohwurst konventionell langgereift Tag1 der Reifung 9
Rohwurst konventionell langgereift Tag7 der Reifung 10
Rohwurst konventionell langgereift Endprodukt 5
Rohwurst Bio kurzgereift Tag1 der Reifung 22
Rohwurst Bio kurzgereift Endprodukt 12
Rohwurst konventionell kurzgereift Tag1 der Reifung 10
Rohwurst konventionell kurzgereift Endprodukt 11
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Abbildung 4 zeigt die Verteilung der pH- Werte der langgereiften Rohwirste als
Whisker Box- Plot. Hier ist auffallig, dass der pH- Wert im Reifeverlauf erst sinkt,
dann wieder ansteigt, jedoch das Niveau des ersten Reifetages nicht wieder erreicht.
Die langgereiften Bio- Rohwurst- Endprodukte wiesen im Durchschnitt pH- Werte
von 5,34 auf, wahrend in der konventionellen Herstellungsschiene ein Durch-
schnittswert von 5,30 erreicht wurde. Bei einer langgereiften Bio- Rohwurst erreicht

das Endprodukt sogar einen pH- Wert von 6,01.
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6,50 -

6,00

5,50 - —

5,00 - T [__j |

4,50 ‘ ‘
Bio Tag 1 Bio Tag 7 Bio Endpr. Konv. Tag1 Konv. Tag 7 Konv. Endpr.

Abb. 4: pH- Werte langgereifter Rohwurste im Reifeverlauf
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Abbildung 5 zeigt gleiches flr kurzgereifte Rohwurste. Hier wird deutlich, dass bei

den Bio- Rohwirsten der pH- Wert im Reifeverlauf meist nicht absinkt.

pH-Werte kurzgereifter Rohwirste

7,00

6,50
6,00

5,50 1 !

5,00 1

4,50 -

4,00
Bio Tag 1 Bio Endpr. Konv. Tag 1 Konv Endpr.

Abb. 5: pH- Werte kurzgereifter Rohwurste im Reifeverlauf

Der pH- Wert von 5,0 wurde von jeweils einem kurzgereiften Endprodukt aus kon-
ventioneller und einem Endprodukt aus der Bio- Produktion unterschritten. Im Durch-
schnitt wurden bei kurzgereiften Endprodukten pH- Werte von 5,45 (Bio- Produkte)

und 5,20 (konventionelle Produkte) nachgewiesen.
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4.1.3 Milchsaurebakterien/ Laktobazillen

Es konnten insgesamt 115 Proben bezlglich Laktobazillen untersucht und ausge-
wertet werden.

Tabelle 17 zeigt die Anzahl der beziglich Laktobazillen untersuchten und auswertba-
ren Warste aller Reifestadien und Herstellungsschienen.

Tab. 17: Anzahl und Reifestadium der Proben, bei denen Laktobazillen nachgewie-

sen wurden

Rohwurst Bio langgereift Tag1 der Reifung 21

Rohwurst Bio langgereift Endprodukt 7

Rohwurst konventionell langgereift Tag7 der Reifung 9

Rohwurst Bio kurzgereift Tag1 der Reifung 17

Rohwurst konventionell kurzgereift Tag1 der Reifung 8

Summe 108
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Abbildung 6 zeigt die Verteilung der Anzahl der Laktobazillen in den verschiedenen
Reifestadien getrennt nach Produktionsschiene als Whisker Box- Plot. Zu bemerken
ist die enorme Spannweite der Werte. Bei den kurzgereiften Endprodukten betragt
diese 2,8*10° KbE/g und bei den langgereiften Endprodukten 7,3*10° KbE/g.
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Abb. 6: Laktobazillen in Rohwirsten (Angabe in Kbe/g)

In Abbildung 7 werden die arithmetischen Mittelwerte der Anzahl der Laktobazillen
getrennt nach Reifestadium und Produktionsschiene dargestellt. Bei den Bio- Pro-
dukten steigt die Anzahl der Laktobazillen wahrend der Reifung stetig an. Bei den
konventionell hergestellten Produkten ist auffallig, dass das Wachstum der Laktoba-

zillen wahrend der Reifung weniger durchgesetzt werden konnte als bei den Bio-
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Produkten. Hier kommt es wahrend der Reifung sogar zu einem Absinken der Lakto-

bazillen.
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Abb. 7: Laktobazillen in Rohwursten (KbE/g)

Bei langgereiften Endprodukten wurden durchschnittlich 1,63*10° KbE/g (Bio) und
6,38*10° KbE/g (konventionell) Laktobazillen nachgewiesen. Bei den kurzgereiften
Produkten waren es 1,15*10° KbE/g (Bio) und 2,11*10° KbE/g (konventionell).

Es konnten insgesamt 129 Proben bezlglich Milchsaurebakterien ausgewertet

werden. Tabelle 18 zeigt die Anzahl der untersuchten und ausgewerteten Wiurste

aller Reifestadien und Herstellungsweisen.
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Tab. 18: Anzahl und Reifestadium der Proben, bei denen Milchsaurebakterien nach-

gewiesen wurden

Art Reifestadium Anzahl
Bio Rohwurst langgereift Tag1 der Reifung 20
Bio Rohwurst langgereift Tag7 der Reifung 18
Bio Rohwurst langgereift Endprodukt 16
Rohwurst konventionell Tag1 der Reifung 10
langgereift

Rohwurst konventionell Tag7 der Reifung 9
langgereift

Rohwurst konventionell Endprodukt 7
langgereift

Bio Rohwurst kurzgereift Tag1 der Reifung 17
Bio Rohwurst kurzgereift Endprodukt 15
Rohwurst konventionell Tag1 der Reifung 10
kurzgereift

Rohwurst konventionell Endprodukt

kurzgereift 7
Summe 129

Der Mittelwert aller untersuchten Wiirste in Betrieb 1 betrug 7,34*10° Milchs&urebak-
terien/g. Bei den fertigen Produkten waren 4,32*10° Milchsaurebakterien/g nach-
weisbar. Am Tag 1 der Reifung betrug dieser Wert bereits 5,15*10° KbE/g. Wie bei
den Laktobazillen fiel auch bei den Milchsaurebakterien die enorme Spannweite der
Ergebnisse auf. Sie betrug am ersten Tag der Reifung 1,9*10° KbE/g , bei den End-
produkten sogar 3,23*10° KbE/g. Bei konventionellen langgereiften Endprukten wa-
ren 7,28*10% , in der Bio- Produktion waren 1,21*10° KbE/g Milchsaurebakterien
nachweisbar. Eine ahnliche Tendenz war auch bei den kurzgereiften Rohwdtrsten
festzustellen. Die Werte betrugen hier 4,64*10° (konventionell) und 7,24*10° KbE/g
(Bio).
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4.1.4 Enterobacteriaceae

Insgesamt wurden 160 Rohwurstproben auf das Vorhandensein von Enterobacteria-
ceae untersucht. Be