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1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Obst und Gemuse bilden wohlverdient die Basis einer gesunden und
ausgewogenen Ernahrungsweise. Sie zeichnen sich durch ihre hohe
Nahrstoffdichte aus — sind demnach energiearm und weisen gleichzeitig hohe
Nahrstoffgehalte auf. Daruber hinaus liefern sie zahlreiche Vitamine, Mengen-
und Spurenelemente sowie sekundare Pflanzeninhaltsstoffe und sind gute
Ballaststoffquellen. Weitere ernahrungsphysiologische Vorteile sind die, in der
Regel, niedrigen Fettgehalte und das Fehlen von Cholesterin [DGE, 2011].
Pflanzlichen Lebensmitteln werden in der Pravention verschiedener chronischer
Erkrankungen positive Wirkungen zugesprochen. Bezuglich Hypertonie,
Koronaren Herzerkrankungen sowie Schlaganfall ist die Evidenz Uberzeugend,
dass ein erhohter Obst- und Gemusekonsum das Erkrankungsrisiko reduziert;
mogliche Evidenz besteht hinsichtlich Demenz. Die Korpergewichtszunahme
kann ebenfalls mit moglicher Evidenz durch den erhohten Verzehr von Obst
und Gemuse unterbunden werden, wodurch in weiterer Folge auch indirekt die
Inzidenz fur Diabetes mellitus Typ 2 reduziert werden kann. Daruber hinaus
weisen Studien mit moglicher Evidenz darauf hin, dass ein vermehrter Obst-
und Gemusekonsum bei bestimmten Augenkrankheiten, Osteoporose sowie
diversen Lungenkrankheiten praventiv wirken kann [DGE, 2012]. Der WCRF
empfiehlt, pflanzliche Lebensmittel in der eigenen Ernahrungsweise in den
Vordergrund zu stellen. Nicht starkehaltiges Gemuse sowie Obst kann vor der
Entstehung bestimmter Krebsarten schutzen. Eine Reduktion des
Erkrankungsrisikos ist bei Mund-, Rachen-, Kehlkopf-, Speiserdhren- und
Magenkrebs wahrscheinlich [WCRF, 2007].

Obst und Gemuse sollte den zentralen Bestandteil des taglichen Speiseplans in
jeder Altersgruppe darstellen. Seit dem Jahr 2000 wird dies der
Osterreichischen Bevolkerung mit dem Slogan ,5 am Tag — Obst und Gemuse®
vermittelt [EImadfa et al., 2009]. DarUber hinaus wird mit der Osterreichischen
Ernahrungspyramide, einer Initiative des Bundesministeriums fur Gesundheit,

eine bildliche Darstellung der Empfehlungen bereitgestellt, die die Umsetzung



im Alltag erleichtern soll. Drei Portionen Gemuse sowie zwei Portionen Obst
sollten somit taglich verzehrt werden, als Orientierungshilfe fur eine Portion gilt
eine geballte Faust, dies entspricht mengenmafig rund 375 bis 600 g Gemuse
und 250 bis 300 g Obst pro Tag [BMG, n.b.].

Inwieweit die Osterreicherinnen und Osterreicher diesen Empfehlungen
nachkommen, kann einerseits aus den Versorgungsbilanzen der Statistik
Austria abgelesen werden, andererseits werden im Rahmen des
Ernahrungsberichts Verzehrerhebungen in verschiedenen Bevolkerungs-
gruppen durchgefuhrt, die den individuellen Lebensmittelkonsum erfassen. Der
jahrliche Pro-Kopf-Verbrauch betrug in Osterreich im Zeitraum 2011/12 im
Durchschnitt 76,5 kg Obst und 111,2 kg Gemuse, wobei der Gemuseverzehr
einen steigenden Trend im Vergleich zu den Vorjahren aufweist; der
Obstkonsum unterliegt hingegen jahrlichen Schwankungen
[Statistik Austria, 2013a; 2013b]. Betrachtet man die Verzehrgewohnheiten in
den verschiedenen Altersgruppen, zeigt sich im Ernahrungsbericht 2012 ein
einheitliches Bild; bei den Schulkindern im Alter von 7 bis 14 Jahren liegen die
Konsummengen weit unter den Empfehlungen, sie decken diese zu weniger als
50 %. Auch erwachsene Manner und Frauen erreichen die wunschenswerten
Menge bei Obst lediglich zu zwei Dritteln, bei Gemuse zu einem Drittel. Der
geringste Obst- und Gemusekonsum ist bei Osterreichischen Seniorinnen und
Senioren zu verzeichnen; vor allem Obst wird nur in Malen gegessen
[EImadfa et al., 2012]. Im Rahmen der Erhebungen fur den Erndhrungsbericht
2008 wurde eine Studie zum Stellenwert von Obst und Gemduse in der taglichen
Ernahrung erwachsener Osterreicherinnen und Osterreicher durchgefiihrt. Salat
wurde als die beliebteste Gemusemahlzeit hierzulande ermittelt, gefolgt von
Tomaten, Gurken, Karotten, Zwiebeln und Paprika. Apfel sind die bevorzugten
Frichte der Osterreichischen Bevdlkerung, daruber hinaus werden
saisonabhangig gerne Bananen, Birnen, Erdbeeren, Trauben, Nektarinen und
Orangen gegessen. Generell wird Obst haufig als Zwischenmahlzeit konsumiert
[Schatzer, 2007].



Die empfohlenen funf Portionen Obst und Gemuse werden im Alltag einfacher
durch verschiedene, abwechslungsreiche Zubereitungsformen sowie gezielter
Auswahl erreicht. Neben frischer, moglichst saisonaler und regionaler Rohkost
konnen einzelne Portionen auch durch tiefgekuhlte Produkte oder frisch
gepresste Safte ausgetauscht werden [AMA, 2007]. Als weitere Alternative
konnen Convenience-Produkte aus dem Obst- und Gemusesektor dienen,
deren Angebot in den letzten Jahren stetig gestiegen ist. Hierbei handelt es sich
um rohes frisches, gewaschenes und geschnittenes Obst und Gemuse oder
Salatzubereitungen, die in Beuteln oder Kunststoffbehaltnissen verkauft werden
und gekuhlt gelagert werden mussen [DGHM, 2011] [Francis et al., 2012]. Vor
allem abgepackte Mischsalate konnen =zu kompletten Fertiggerichten
avancieren, wenn sie mit weiteren Zutaten wie Schinken, Kase oder Dressings
bereichert und in Schalen mit Kunststoffgabeln angeboten werden
[BfR, 2011b]. Einen weiteren Trend in diesem Bereich stellen Obst- und
Gemusesafte oder Smoothies, neuerdings haufig auch mit Krautern oder
grunem Blattgemuse kombiniert, dar, die entweder unmittelbar vor dem Verkauf
gepresst bzw. gemixt und in sogenannten ,Saftbars® offeriert werden oder auch

in groRer Auswahl gekuhlt im Supermarkt zu finden sind.

Ready-to-eat Produkte erfreuen sich immer grolRerer Beliebtheit, da sie den
Verbraucherinnen und Verbrauchern bequeme Handhabung und somit
Zeitersparnis bieten und sie erleichtern die Zubereitung gesunder und
abwechslungsreicher Mahlzeiten. Daruber hinaus kauft der Konsument nur die
essbaren Teile der Ware, wodurch sich der entstehende Kuchenabfall im
privaten Haushalt verringert [Santos et al.,, 2012]. Innovationen in
landwirtschaftlichen  Praktiken,  Herstellungsprozessen, Konservierungs-
methoden, Verpackungstechniken, Transport- und Vertriebsmaoglichkeiten auf
globaler Ebene ermdglichen es der Lebensmittelindustrie, den Kundinnen und
Kunden saisonunabhangig derartige Obst- und Gemuseprodukte anzubieten
[Beuchat und Ryu, 1997], wobei eine hohe Nachfrage haufig auch durch

importierte Ware gedeckt werden muss [Johannessen et al., 2002].



Verzehrfertige Obst- und Gemuseprodukte zahlen zu den leicht verderblichen
Lebensmitteln; geschnittene Pflanzenteile besitzen eine hohe primare
Keimbelastung und konnen daher naturgemal® auch nicht keimfrei hergestellt
werden. Somit werden hohe Anspriche an die Rohstoffe sowie
Verarbeitungsprozesse gestellt, die bei Nichterflllung mikrobiellen Verderb oder
Kontaminationen mit Pathogenen nach sich ziehen konnen [BfR, 2011b]. Auf
diese Problematik sind bereits zahlreiche Konsumentenschutz-Portale
aufmerksam geworden, betitelten v.a. verzehrfertige Salatmischungen als
.Keim- oder Bakterienschleudern® und warnen zum Teil sogar vor deren
Verzehr. Vorgeschnittene Obststliicke oder Smoothies stehen nicht weniger
haufig im Kreuzfeuer der Kritik, die oftmals zusatzlich mit Uberhohten Preisen
fur Unmut in den Verbraucherorganisationen sorgen. Die wissenschaftliche
Aussagekraft derartiger Schlagzeilen ist freilich begrenzt.

In den wissenschaftlichen Fokus ruckte die mikrobiologische Qualitat derartiger
Produkte, als lebensmittelbedingte Krankheitsausbriche mit dem Verzehr
geringfugig verarbeiteter Obst- und Gemuseprodukte assoziiert wurden.
[Little und Gillespie, 2008] [Doyle und Erickson, 2008] [FAO/WHO, 2008]
[Watanabe et al., 1999] Infolge wurden Pathogene, wie Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. oder Escherichia coli, aus derartigen Produkten isoliert
[Abadias et al., 2008] [Althaus et al., 2012] [Campos et al., 2013]. Pflanzliche
Lebensmittel sind potentiellen  Kontaminationsquellen im gesamten
Produktzyklus unterlegen; so wurden beispielsweise Verunreinigungen mit
Bacillus cereus [Santos et al., 2012], Staphylococcus aureus
[Vantarakis et al., 2011], Campylobacter jejuni oder Shigella spp.
[Buck et al., 2003] wiederholt dokumentiert. Aktuelle Forschungsergebnisse
zeigen daruber hinaus auf, dass Obst, Gemuse und verarbeitete Produkte auch
als Vehikel fur antibiotikaresistente = Bakterien fungieren  konnen
[Schwaiger et al., 2011] [Campos et al., 2013] [Walia et al., 2013].



Anhand ausgewahlter Literatur soll im ersten Teil dieser Arbeit folgenden
Fragen nachgegangen werden:
* Was wird unter verzehrfertigen Obst- und Gemuseprodukten sowie
Smoothies verstanden und wie werden sie industriell hergestellt?
* Welchen Einfluss nimmt die Verarbeitung auf die Qualitat der
Endprodukte?
* Welche gesetzlichen Bestimmungen und mikrobiologische Grenzwerte
liegen vor?
* Welche Mikroorganismen wurden bislang aus Obst, Gemuse und deren
Folgeprodukten isoliert und konnten lebensmittelbedingte
Krankheitsausbriche damit assoziiert werden?

Verzehrfertige Produkte, frisch gepresste Safte und Smoothies erobern auch
den oOsterreichischen Obst- und Gemusemarkt, dennoch ist bisher wenig uber
deren mikrobiologische Qualitat hierzulande bekannt; auch Ergebnisse aus
anderen Studien lassen sich nur bedingt Ubertragen. Ziel des praktischen Teils
ist es daher, ein umfangreiches mikrobiologisches Screening diverser
verzehrfertiger Obst- und Gemuseprodukte, die im Raum Wien verkauft
werden, durchzufuhren. Drei unterschiedliche Warengruppen, Salat- und
Gemusezubereitungen, Obstprodukte und frisch gepresste, nicht pasteurisierte
Safte und Smoothies, sollen auf das Vorkommen ausgewahlter
Mikroorganismen sowie relevanter Pathogene untersucht werden. Die Analysen
erfolgen mittels gebrauchlicher kultureller Methoden und Systeme zur
biochemischen Bestatigung. Zusatzlich soll die Pravalenz antibiotikaresistenter
S. aureus-, Enterobakterien- sowie Enterokokken-Stamme in den Produkten
ermittelt werden. Durch den Vergleich der Ergebnisse mit bereits vorhandener
Literatur und produktspezifischen Grenzwerten soll die Qualitat der Waren in
Anbetracht der Mikrobiologie beurteilt werden.



2 LITERATURUBERSICHT

Die Literaturibersicht soll als Einfuhrung in die Thematik dienen und
breitgefacherte Hintergrundinformationen zum praktischen Teil dieser Arbeit
erlautern. Neben Begriffsdefinitionen wird auf die industrielle Herstellung und
Verarbeitung verzehrfertiger Obst- und Gemuseprodukte, Qualitatsparameter
sowie den Verderb pflanzlicher Lebensmittel eingegangen. Im Anschluss
werden rechtlich relevante Bestimmungen und mikrobiologische Grenz- sowie
Richtwerte erortert, mit deren Hilfe die spateren Untersuchungs-ergebnisse
interpretiert werden konnen. Abschlielend wird die aktuelle Studienlage zur

mikrobiologischen Qualitat derartiger Waren dargestellt und diskutiert.

2.1 Begriffsdefinitionen

Nachfolgend werden jene Lebensmittel sowie Produktgruppen definiert, die in

dieser Studie diskutiert und schlieRlich analysiert werden.

2.1.1 Verzehrfertige Lebensmittel

Die Europaische Kommission definiert verzehrfertige Lebensmittel als
,Lebensmittel, die vom Erzeuger oder Hersteller zum unmittelbaren
menschlichen Verzehr bestimmt sind, ohne dass eine weitere Erhitzung oder
eine sonstige Verarbeitung zur Abtotung der entsprechenden Mikroorganismen
oder zu deren Reduzierung auf ein akzeptables Niveau erforderlich ist®
[Art 2 lit g VO (EG) 2073/ 2005].

2.1.2 Verzehrfertige Salat-, Obst- und Gemuseprodukte

Als verzehrfertige Salate, Misch-, Schnitt-, Fertig-, Rohkost- oder
Frischkostsalate ,werden solche Zubereitungen bezeichnet, die roh, frisch und
fertig zur Verwendung, also bereits geputzt, geschnitten, gewaschen oder
anderweitig vorbereitet, aber ohne wirzende/bindende Sofie angeboten
werden“ [DGHM, 2011]. Im Osterreichischen Lebensmittelbuch werden darunter



Halbfertigerzeugnisse verstanden, die aus einer oder mehrerer Gemusearten,
Salaten und salatahnlichen Pflanzen bestehen. Zusatzlich kdénnen frische
Krauter, Gewurze, Keimlinge und Sprossen beigegeben werden [BMG, 2013b].
Zur Gruppe der sogenannte Fresh-cut Produkte zahlen geschaltes und
zerkleinertes, frisches Obst und Gemuse [Francis et al., 2012], welches
geringfugiger Verarbeitung unterlegen ist; im Englischen wird haufig die
Bezeichnung ,minimally processed” verwendet [Legnani und Leoni, 2004]. In
der Regel werden sie weder mit Hitze behandelt, noch enthalten sie
Konservierungsstoffe [Tournas et al., 2006]. Derartige Erzeugnisse vereinen die
Qualitat von Frischwaren mit den Annehmlichkeiten von Convenience-
Produkten. @ Sie werden meist in  versiegelten Beuteln oder
Kunststoffbehaltnissen, die mit Folie verschlossen sind, angeboten
[Legnani und Leoni, 2004] und mussen gekuhlt gelagert werden
[Francis et al., 1999]. Verzehrfertige Salate sollten bei Temperaturen bis
maximal 6 °C gehalten werden, sobald sie den Herstellerbetrieb verlassen
haben; in Folge sollte das Mindesthaltbarkeitsdatum sechs Tage nicht
uberschreiten [DGHM, 2011]. Eine strikt eingehaltene Kuhlkette kann das
Wachstum von Pathogenen und den Verderb durch abtragliche
Mikroorganismen verhindern [Francis et al., 1999]. Die Haltbarkeit der Produkte
hangt u.a. von Sorte, initialer Keimzahl, Verpackungstechnologie, allgemeiner
Betriebshygiene und nicht zuletzt den Lagerbedingungen ab [BMG, 2013b].
Grundvoraussetzung fur die verlangerte Lagerfahigkeit derartiger Waren ist die
Verlangsamung des pflanzlichen Metabolismus; dies wird durch erhohte
Luftfeuchtigkeit und modifizierte Atmosphare, in Kombination mit permeablen
Verpackungsmaterialen  sowie niedrigen  Lagertemperaturen, erreicht
[Caponigro et al., 2010]. Konsumentinnen und Konsumenten kaufen derartige
Erzeugnisse, um sie unmittelbar nach dem Offnen verzehren zu kénnen. Daher
mussen alle Zutaten in der Verpackungseinheit, ohne dass sie weiterer
Zubereitung bedurfen, genussfertig sein [Barrett et al., 2010]. Heutzutage geht
der Trend bei Fresh-cut Produkten in Richtung Salatmahlzeiten; durch die
Beigabe von erganzenden Zutaten wie Kase, Schinken, Fisch oder Nudeln
[Little und Gillespie, 2008] avancieren vorgeschnittene Salate zu Fertiggerichten



mit zahlreichen Variationsmoglichkeiten, die durch die Darreichungsform in
Kunststoffschalen mit Kunststoffgabeln einen hohen Convenience-Faktor fur die
Verbraucherinnen und Verbraucher bieten [BfR, 2011b].

2.1.3 Frucht- und Gemisesafte

Die Osterreichische Fruchtsaftverordnung definiert Fruchtsafte als ,das
garfahige, jedoch nicht gegorene, aus dem geniel3baren Teil gesunder und
reifer Frichte (frisch oder durch Kalte haltbar gemacht) einer oder mehrerer
Fruchtarten gewonnene Erzeugnis® mit den, fur die Frucht charakteristischen,
sensorischen Eigenschaften [§ 1 Abs 8 lit a Fruchtsaft VO BGBI Il Nr. 83/2004].
Der Saft darf mit Fruchtmark, einem ,Erzeugnis, das durch geeignete
physikalische Verfahren, wie Passieren, Zerkleinern oder Mahlen des
geniel3baren Teils der ganzen oder geschalten Frucht ohne Abtrennen des
Saftes gewonnen wird“ [§ 1 Abs 2 Fruchtsaft VO BGBI Il Nr. 83/2004], gemischt
werden. Eine aquivalente Definition fur Gemusesafte findet sich im
Osterreichischen Lebensmittelbuch: ,Gemusesaft ist das unverdinnte, zum
unmittelbaren Verzehr bestimmte, garfahige und unvergorene oder milchsauer
vergorene, flussige Erzeugnis aus Gemuse®, wobei es ebenfalls als

handelsublich gilt, Gemusemark mitzuverwenden [BMG, 2010].

2.1.3.1 Smoothies

Smoothies stellen eine relativ neue Produktgruppe dar, fur die aktuell keine
lebensmittelrechtliche Definition vorliegt [LAVES, 2010]. Es handelt sich dabei
um Ganzfruchtgetranke bzw. Fruchtshakes, woflr ganze Frichte ohne Schale
und Kerne fein puriert werden [Horlemann, 2012]. Dadurch wird die dickflissig-
cremige und samige Konsistenz der Erzeugnisse erreicht — sie kdnnen somit
als Getrank oder Speise angesehen werden [LAVES, 2010]. Wahrend sich
Smoothies auf Obst- und/oder Gemusebasis am Markt bereits etabliert haben,
entwickelte sich mit den sogenannten ,Grinen Smoothies® erst in den letzten
Jahren ein neuer Trend. Diese Shakes bestehen zu einem grof3en Anteil aus
frischen grunen Blattgemusen oder Krautern, wie beispielsweise Spinat,

Lowenzahnblatter oder Petersilie [Horlemann, 2012].



2.2 Industrielle Herstellung und Verarbeitung

Im diesem Kapitel werden die einzelnen Herstellungs- und
Verarbeitungsprozesse verzehrfertiger Salat-, Obst- sowie Gemuseprodukte
erlautert und deren Einfluss auf Qualitatsparameter der Endprodukte diskutiert.

2.2.1 Herstellungsprozess

Verarbeitungstechniken in der Vergangenheit ermoglichten die Produktion
mikrobiologisch sicherer Lebensmittel, deren Qualitatsmerkmale jedoch
lediglich als akzeptabel angesehen werden konnten. Heutzutage gehen die
Entwicklungen in Richtung sanfter, aber zuverlassiger Technologien zur
Herstellung qualitativ. hochwertiger Produkte mit hohem N&hrwert und
Frischegrad [Soliva-Fortuny und Martin-Belloso, 2003].

| Rohstoff
)
manuelles Schneiden und vorbereitendes Waschen
(Entfernen von aulReren Blattern, Erde und Schmutz)

!

Schneiden bzw. Zerkleinern
¥
Waschen und/oder Tauchen in desinfizierende Losungen
(z.B. mit Chlorzusatz)

¥

Trockenen

(in der Luft oder mittels Schleudern)

¥

Verpacken

(z.B. mit modifizierter Atmosphare, idealerweise 2 -5 % O, und 3 - 10 % CO,)

!
gekuhlte Lagerung

(bei 2 - 5 °C)

Abbildung 1: FlieBdiagramm der Herstellung geringfligig verarbeiteter Gemise- und Salatprodukte,
modifiziert nach [Francis et al., 1999].

Wie aus Abbildung 1 ersichtlich, unterliegen die Rohstoffe wahrend der
Verarbeitung keinem Prozessschritt, der letal auf samtliche Pathogene wirkt.



Verunreinigungen, die im Zuge des Herstellungsprozesses entstehen, konnen
somit bis zum Zeitpunkt des Konsums bestehen bleiben [Abadias et al., 2006].

2.2.2 Einfluss der Verarbeitung auf Qualitatsparameter der Endprodukte

Die Lebensmittelindustrie nutzte derartige Herstellungsverfahren urspringlich
zur Verwertung von Obst und Gemuse minderer Qualitdt oder aus zweiter
Ernte. Die erhohte Verderblichkeit der Endprodukte erforderte jedoch rasch ein
Umdenken und den Einsatz von hochwertigen Naturalien, die Homogenitat
sowie gleichbleibende Charakteristika aufweisen [Artés und Allende, 2005a].
Fur die Qualitatsbeurteilung der Rohstoffe konnen diverse Merkmale, wie
aullere Erscheinung, Geruch, Geschmack, Gehalt wertgebender bzw.
-mindernder Inhaltsstoffe oder auch der lebensmitteltechnologische
Gebrauchswert herangezogen werden [Rimbach et al., 2010]. Grundsatzlich
sollten fur die Weiterverarbeitung ausschlieBlich jene Frischwaren ausgewanhlt
werden, die mikrobiologisch moglichst wenig belastet sind [BMG, 2013Db].

2.2.2.1 Rohstoffauswanhl

Bereits die Auswahl der Kulturpflanze beeinflusst die Haltbarkeitsdauer sowie
die allgemeine Qualitat des Endproduktes. Die Braunungsanfalligkeit differiert
beispielsweise sehr stark innerhalb verschiedener Kultivare und konnte
moglicherweise von den Unterschieden im Phenol- und Antioxidantiengehalt
sowie der Enzymaktivitat in der Pflanze abhangen [Degl Innocenti et al., 2007]
[Martinez und Whitaker, 1995] [Francis et al., 2012]. Metabolische
Charakteristika der Pflanze, die auf Herstellungsprozesse und Lagerfahigkeit
des Endproduktes Einfluss nehmen, werden als intrinsische Faktoren
bezeichnet. Dazu zahlen beispielsweise morphologische, physiologische und
biochemische Abwehrsysteme, Genotyp, stressinduzierte Seneszenz oder
Reifung. Extrinsische Faktoren stellen jene Umweltbedingungen dar, die die
Manifestation der intrinsischen Einflussgroien hemmen oder fordern, wie
Lagertemperatur, Luftfeuchtigkeit, chemische Behandlungen oder die Scharfe

der Schneidewerkzeuge [Hodges und Toivonen, 2008].
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2.2.2.2 Waschen der Naturalien

Im ersten Schritt des Herstellungsprozesses werden samtliche ungeniel3bare
Teile der Pflanze entfernt, wodurch einerseits die Gesamtkontamination
verringert [Francis et al., 1999], andererseits jedoch die Haltbarkeit des
Endproduktes im Vergleich zum unbehandeltem Rohstoff deutlich (auf 1 bis 3
Tage) gesenkt wird [Ahvenainen, 1996]. Das Waschen der unzerkleinerten
Naturalien mit Leitungswasser dient der groben Reinigung und
Entfernung von Schmutz, Pestizidrickstanden, Fremdkorpern,
Erde oder Insekten und verlangsamt enzymatische Verfarbungen
[Soliva-Fortuny und Martin-Belloso, 2003] [Artés und Allende, 2005a].

2.2.2.3 Schneiden und Zerkleinern

Durch die Verletzung des Gewebes wahrend des Zerkleinerns bzw. Schneidens
wird die Pflanze sogenanntem ,abiotischen Stress® ausgesetzt. Zu den in der
weiteren Folge auftretenden Reaktion zahlen u.a. Verfarbung bzw. Braunung
der Oberflache, vermehrte Respiration und Produktion von Ethylen, Verlust von
Geschmack und Textur, Gewichtseinbul3en, Abnahme des Vitamin C-Gehaltes,
Entwicklung von Off-Flavours, Zerstorung der Membrane oder Erweichung des
Gewebes [Hodges und Toivonen, 2008]. Das Ausmal} dieser Veranderungen
wird durch intrinsische und extrinsische Faktoren, wie Pflanzenspezies und
-kultivar,  Reifegrad, = Lagertemperatur, CO,- und Oy-Level oder
Wasserdampfdruck  beeinflusst  [Brecht, 1995]. Die  eingesetzten
Schneidewerkzeuge sollten aus rostfreiem Edelstahl gefertigt sein
[Ahvenainen, 1996] — sie stellen einen kritischen Punkt im Produktionsprozess
dar und mussen in regelmaligen Intervallen gereinigt und desinfiziert werden,

um organische Ruckstande zu vermeiden [Heard, 2000].

Das Pflanzengewebe wird durch das Schneiden verletzt, schutzende
epidermale Schichten werden zerstort und nahrstoffreiche, vaskulare sowie
zellulare Flussigkeiten treten aus und fuhren letztendlich zu physiologischen
Funktionsstorungen [Soliva-Fortuny und Martin-Belloso, 2003]. Deren Ausmal}
ist von der Schnittanzahl sowie der Scharfe der Messer abhangig; Portela und

Cantwell belegten dies anhand von Melonenstucken. Mit stumpfen Klingen
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zerkleinerte ~ Fruchte  wiesen  hohere  Ethanolkonzentrationen  und
Elektrolytverluste sowie vermehrtes Auftreten von Off-Flavours auf als jene, die
mit gescharften Messern geschnitten wurden. DarUber hinaus war deren
Haltbarkeitsdauer bei einer Lagertemperatur von 5 °C verkurzt und die Stlcke
entwickelten einen dunkleren Farbton [Portela und Cantwell, 2001]. Der Einfluss
der Klingenscharfe auf diverse Qualitatsparameter wurde bei Karotten bereits
sehr fruh beschrieben. Weilles Anlaufen der Karottenoberflache, im Englischen
als ,white blush® bezeichnet, durfte infolge der Zusammenlagerung von Lignin
entstehen [Boun und Huxsoll, 1991]. Dieser Effekt ist beim Verwenden stumpfer
Klingen oder Messer ebenso starker ausgepragt, wie die mikrobielle Belastung
und der Verlust des typischen Aromas [Barry-Ryan und O'Beirne, 1998].

2.2.2.4 Waschen der zerkleinerten Naturalien

In weiterer Folge werden die geschalten und zerkleinerten Naturalien grandlich
gewaschen und haufig zusatzlich in antimikrobielle Losungen getaucht, dieser
Verarbeitungsschritt reduziert die initiale mikrobiologische Belastung. Dazu
kann Trinkwasser ohne Zusatze verwendet werden; effizienter sind jedoch
Chlorlésungen mit einer durchschnittlichen Konzentration von 100 ppm oder die
Zugabe von 1%iger Citronen- oder Ascorbinsaure [Francis et al., 1999]. Die
Anwendung von Chlor ist jedoch nicht unumstritten. Aktuell wird dessen
Wirksamkeit in Frage gestellt, da beispielsweise internalisierte Mikroorganismen
nicht eliminiert werden konnen [Gomes et al., 2011]. Daruber hinaus werden
nachteilige Effekte auf die Umwelt sowie gesundheitliche Beeintrachtigungen
durch Ruckstande, die nach dem Waschvorgang auf dem Produkt verbleiben,
diskutiert [Goodburn und Wallace, 2013] [Hrudey, 2009]. Generell sollte etwaig
anhaftendes Waschwasser vor dem Verpacken weitgehend entfernt werden
[BMG, 2013b]. Gesetzliche Einschrankungen werden wahrscheinlicher
[Rico et al., 2007]; in zahlreichen Staaten der Europaischen Union, darunter
auch Osterreich, ist das Waschen von vorgeschnittenen Obst- und
Gemuseprodukten mit Chlorlosungen laut Verordnung (EG) Nr. 852/2004 nicht
erlaubt [Kap VII VO (EG) 852/2004]. Alternativen zum Chlorzusatz sind
entwickelt und teilweise bereits im Einsatz, als Beispiele lassen sich

Chlordioxid, organische Sauren, Hydrogenperoxid, Behandlungen mit Calcium,
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Ozon oder ,Electrolysed Water®* nennen. Moderne physikalische
Konservierungsmethoden wie Bestrahlung, UV-Licht oder Hochdruck sind
ebenfalls verfugbar, finden jedoch in der Industrie bislang geringe Akzeptanz
[Rico et al., 2007].

2.2.2.5 Verpackung und Modified Atmosphere Packaging

Wahrend die Verpackung Obst und Gemuse im Stuck primar vor mechanischen
Einflissen schutzt, Gbernimmt sie bei Fresh-cut Produkten mehrere Funktionen:
die Respiration soll verlangsamt, Feuchtigkeitsverlust und Verderb verzdgert
und die Haltbarkeit der Ware verlangert werden [Sandhya, 2010]. Abhangig von
Sorte und Verarbeitung werden die Erzeugnisse in Folien, Beutel oder Schalen
aus unterschiedlichen Materialen verpackt. Haufig bestehen diese aus
Polyethylen oder Polypropylen; beide Kunststoffe besitzen gute
Verarbeitungseigenschaften, sind wasserfest und permeabel fur Wasserdampf
[Pabel, 2008].

Modified Atmosphere Packaging, kurz MAP, ist im Prinzip eine
Konservierungsmethode, bei der die Luft in der Verpackung durch eine andere
Gaszusammensetzung ausgetauscht wird [Sandhya, 2010]; entsprechend
verpackte Produkte tragen die Bezeichnung ,unter Schutzatmosphare verpackt*
[Pabel, 2008]. Meist werden CO,, O, und N; verwendet, wobei das
Mischungsverhaltnis von Produkttyp, Verpackungsmaterial sowie
Lagertemperatur abhangig ist. Diese Gase sollen die Balance zwischen der
sicheren Haltbarkeitsverlangerung und optimalen sensorischen Eigenschaften
schaffen; CO, wirkt zusatzlich antimikrobiell [Sandhya, 2010]. Die modifizierte
Atmosphare kann passiv, durch das Versiegeln der Verpackung unter normalen
Luftbedingungen, oder aktiv, durch das Einleiten der Gasmischung, erreicht
werden [Rico et al., 2007]. Der empfohlene Anteil an O, in der veranderten
Gaszusammensetzung liegt zwischen 1 und 5 %, um Produktsicherheit und
-qualitat zu gewahrleisten [Sandhya, 2010]. Der O,-Gehalt in der Verpackung
kann beispielsweise auch Einfluss auf die Produktqualitat in sensorischer
Hinsicht nehmen indem enzymatische Reaktionen unterbunden werden.

Polyphenoloxidase bendtigt O2, um die Verfarbung der Schnittflachen zu
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induzieren — durch den Einsatz von MAP oder auch eines Vakuums kann dieser
Vorgang reduziert werden [Rico et al., 2007]. Daruber hinaus wird durch eine
modifizierte Atmosphare auch der pH-Wert gesenkt, dies kann in Verbindung
mit niedrigen Lagerungstemperaturen das Wachstum aerober Verderbnis-
Organismen inhibieren. Diese wurden jedoch in weiterer Folge hemmend auf
das Wachstum von L. monocytogenes wirken [Hanning et al., 2008], somit kann
eine modifizierte Atmosphare indirekt die Entwicklung dieses fakultativ
anaeroben Bakteriums fordern [Francis et al., 2007].

2.2.2.6 Temperaturbedingungen in der Produktkette

Vom Erntezeitpunkt der Rohstoffe bis zum Genuss der Ware mussen die Zeit-
Temperaturbedingungen einem kontinuierlichen Monitoring unterliegen, um die
Auswirkungen der Gewebeverletzung sowie das mikrobielle Wachstum zu

verringern [Brecht, 1995], siehe Tabelle 1.

Tabelle 1: Maximal empfohlene Temperaturbereiche in der Produktkette, [Artés und Allende, 2005a].

Prozessschritt °C max.
Ernte 25-30°C
Transport 10 °C
Vorkuhlung und gekuhlte Lagerung 5°C
§ < | manuelle Auswahl und Sortierung 10 °C
@ © | Waschen der Rohstoffe 10 °C
S @ | Kihlung 5°C
Zerkleinerung 10 °C
Waschen und Desinfektion 5°C
f, Spilen 5°C
g Trocknen 7°C
m | Wiegen, evt. Mischen 7°C
E’ Verpacken (MAP) 5°C
‘@ | Lagerung und Qualitatskontrolle 0-1°C
Transport und Vertrieb 5°C
Verkauf 5°C
Lagerung beim Konsumenten 5°C
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Die Lagertemperatur ist einer der wichtigsten Faktoren, der Wachstum und
Fortbestand von  Bakterien auf Fresh-cut Produkten beeinflusst
[Francis et al., 2012], vor allem bei jenen Lebensmitteln, deren pH-Wert >5
liegt, d.h. in der Regel bei Gemuse [De Roever, 1998]. Tabelle 2 zeigt auf, unter
welchen Lagerbedingungen Pathogene in verschiedenen Obst- und

Gemuseprodukten wachsen und fortbestehen kdnnen.

Tabelle 2: Lagerbedingungen fir Wachstum bzw. Fortbestand relevanter Pathogene auf diversen Obst-
und Gemiseprodukten, modifiziert nach [De Roever, 1998].

Pathogen Produkt Lagerbedingungen
2 | E coli O157:H7 Apfelcider 8°C
% Shigella spp. II\(/Iorl)fsaIat 225 2@; 75 ré h
o elonen - 27 °C,
E Salmonella spp. Sprossen 5°C 24 h
C. jejuni Melonenstiicke 25-29°C,6h
Kopfsalat 22 °C
Shigella spp. Melonen 22-26 °C
Weilkohl 22 °C
Tomaten 20 °C
S Salmonella spp. Melonen 23 °C
2 Sprossen 21°C
2 Melonen 23 °C
= E. coli O157:H7 Kopfsalat, geschnitten 12 °C
Gurke, geschnitten 21°C
Yersinia enterocolitica Frischwaren 4°C
L. monocytogenes Frischwaren 4°C

Alegre et al. zeigten anhand von Apfelsticken und aufgeschnittenen Pfirsichen
auf, dass E.coli 0O157:H7, Salmonella spp. sowie L.innocua bei
Raumtemperatur wachsen kdnnen, selbst wenn die Produkte unter modifizierter
Atmosphare verpackt oder Antioxidantien zugesetzt wurden. Dies
konnte bereits bei  Temperaturen >10 °C  beobachtet  werden
[Alegre et al., 2010a; 2010b].
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2.3 Sensorische Produktqualitat und Kaufmotive

Dieses Kapitel befasst sich mit sensorischen Attributen verzehrfertiger Obst-
und Gemuseprodukten sowie den Kaufmotiven der Konsumentinnen und

Konsumenten.

2.3.1 Sensorische Produkteigenschaften

Verzehrfertige Obst- und Gemuseprodukte reizen den Verbraucher zum Kauf,
da sie den Anschein erwecken, unverarbeitet und naturbelassen zu sein
[Rico et al., 2007]. Die Produktqualitat wird mit diversen Attributen wie
Aussehen, Textur oder Flavour, aber auch mit der ernahrungsphysiologischen
Wertigkeit und mikrobiologischen Sicherheit assoziiert. Konsumentinnen und
Konsumenten nehmen in ihrer Kaufentscheidung das optische
Erscheinungsbild der Ware zuerst wahr [Barrett et al., 2010], aus diesem Grund
solite sie frisch geschnitten erscheinen, eine kraftige und glanzende Farbe
besitzen, &aulerlich unversehrt sowie frei von Faulnismerkmalen sein
[Francis et al.,, 2012]. Des Weiteren wird eine feste und knackige Textur
erwartet [Fillion und Kilcast, 2002], die sowohl beim Anfassen des Produktes als
auch beim Abbeilen und Kauen wahrnehmbar sein sollte. Sufle und die
Abwesenheit von Off-Flavours stellen die wichtigsten gewilnschten Attribute
hinsichtlich des Geschmacks von Obstprodukten dar [Barrett et al.,, 2010].
Jeglicher Bittergeschmack bei Gemuse, insbesondere bei Blattsalaten, darf
nicht ausgepragt sein; er gilt als bedeutsamer Faktor fur die Akzeptanz der
Ware [Dinehart et al., 2006].

2.3.1.1 Veranderungen wahrend der Lagerung

Wahrend der Lagerung von Fresh-Cut Produkten verandern sich deren
sensorische Eigenschaften, wobei sich Qualitatseinbuf3en im Geschmack fruher
aulRern als in der Textur. Dies ist ebenfalls auf abiotischen Stress
zuruckzufuhren, dem die Frucht wahrend des Zerkleinerns im
Herstellungsprozess unterliegt. Dadurch kommt es zur Vermischung von

Enzymen mit den entsprechenden Substraten, was entweder zum Verlust
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fluchtiger, geschmacksassoziierter Substanzen oder zur Synthese von
fluchtigen Off-Flavours fuhrt [Beaulieu et al., 2004].

2.3.2 Kaufmotive und Wahrnehmung des Konsumenten

Ragaert et al. haben in einer Studie Wahrnehmung und Auswahl von Ready-to-
eat Obst- und Gemuseprodukten wahrend Kauf und Genuss aus
Konsumentensicht untersucht. Im Zuge der Kaufentscheidung im Supermarkt
spielen sogenannte ,search attributes®, dazu gehoren Erscheinungsbild,
Verpackung und Transparenz, eine wichtige Rolle. Spater beim Verzehr der
Ware ruacken ,experience attributes®, wie Geschmack, Geruch, Textur und
Mundgefuhl in den Vordergrund. Auf Frische, Form, Farbe sowie Gesundheits-
und Nahrwert achten die Verbraucherinnen und Verbraucher zu beiden
Zeitpunkten. Des Weiteren assoziieren die Befragten das
Mindesthaltbarkeitsdatum eines Produktes mit Attributen wie Gesundheit,
Nahrwert und Frische. Die vorrangigen Kaufmotive fur Fresh-cut Gemuse sind
deren Convenience-Faktor, Schnelligkeit und die geeignete Menge fur kleine
Haushalte. Vorgeschnittenes Obst wird hauptsachlich dann erworben, wenn die
gewlnschte Sorte nur verpackt angeboten wird und der Geschmack
Uberzeugen kann [Ragaert et al., 2004].

2.4 Lebensmittelrecht und nicht bindende Standards

Lebensmittelrechtliche Grundsatze, Herstellungsempfehlungen sowie
produktbezogene Bestimmungen und Richtlinien werden in nachfolgendem
Kapitel auszugsweise erlautert.

2.4.1 Rahmenbedingungen der Herstellung

In der Europaischen Union gibt die EU-Basisverordnung Nr. 178/2002 die
allgemeinen Grundsatze und Anforderungen des Lebensmittelrechts, zur
Errichtung der Europaischen Behorde fur Lebensmittelsicherheit und zur
Festlegung von Verfahren zur Lebensmittelsicherheit, vor
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[§ 2 Abs 1 LMSVG BGBI. | Nr. 13/2006]. An diese Gesetzgebung wurde das
nationale Lebensmittelsicherheits- und Verbraucherschutzgesetz angepasst,
das u.a. konkret die  Anforderungen  an Lebensmittel  auf
allen Produktions-, Verarbeitungs- und Vertriebsstufen regelt
[§ 1 Abs 1 LMSVG BGBI. | Nr. 13/2006].

2.4.1.1 Prinzipien der Lebensmittelhygiene
Verantwortungsvolles Handeln im gesamten Herstellungsprozess stellt
einwandfreie Endprodukte sicher — gesetzlich festgehalten ist dies in drei
Regelwerken:

* Gute landwirtschaftliche Praxis (Good Agricultural Practices, GAP)

* Gute Herstellungspraxis (Good Manufacturing Practices, GMP)

* Gefahrenanalyse und Kritische Kontrollpunkte (Hazard Analysis Critical

Control Point, HACCP) [Garrett et al., 2003] [Little und Gillespie, 2008]

Gesetzlich verankert werden diese auch in der Verordnung (EG) Nr. 852/2004
uber Lebensmittelhygiene, deren Hauptziel die Gewahrleistung eines hohen
Verbraucherschutzniveaus hinsichtlich der Lebensmittelsicherheit darstellt.
Darin enthalten sind darlber hinaus spezifische Hygienevorschriften fur
Erzeuger pflanzlicher Lebensmittel [Anhang Il VO (EG) Nr. 852/2004].

2.4.1.2 Nicht bindende Standards und Empfehlungen

Neben den gesetzlichen Bestimmungen sind diverse nicht bindende Standards,
Empfehlungen und Richtlinien fur die Verarbeitung derartiger Waren
veroffentlicht worden. Der Codex Alimentarius der FAO/WHO definiert in einem
Kapitel Standards fur gute Hygienepraktiken bei der Herstellung von Obst- und
Gemuseprodukten. Darin werden entsprechende GAPs sowie GMPs erlautert,
um mikrobielle, chemische und physikalische Gefahren in der Produktion auf
allen Verfahrensstufen, von der Primarproduktion bis zur Verpackung, zu
minimieren. Diese decken sich im Wesentlichen mit den allgemeinen
Grundsatzen der Lebensmittelhygiene, weisen daruber hinaus aber auf
Kernaspekte, die im Umgang mit geringfugig verarbeitetem Obst und Gemuse
beachtet werden muassen, hin [FAO/WHO, 2010]. Einen a&aquivalenten

18



umfangreichen Richtlinien-Katalog stellt die FDA mit dem ,Guide to Minimize
Microbial Food Safety Hazards for Fresh Fruits and Vegetables® zur Verfugung.
Darin werden die Prinzipien der Lebensmittelsicherheit bezuglich frischem Obst
und Gemuse zusammengefasst; erlautert werden potentielle Gefahrenquellen

wie Wasser- und Dungerqualitat oder Personalhygiene [FDA, 2008].

2.4.2 Produktbezogene Bestimmungen und Richtlinien

Ausgehend vom LMSVG, dessen Zielbestimmung ,der Gesundheitsschutz des
Verbrauchers sowie der Schutz des Verbrauchers vor Tauschung® ist
[§ 2 Abs 1 LMSVG BGBI. | Nr. 13/2006], mussen samtliche daraus
resultierende Verordnungen umgesetzt werden [BMG, 2013c]. Nachfolgend
werden auf diese Warengruppe zutreffende produktbezogene Bestimmungen

auszugsweise erlautert.

2.4.2.1 Zusatzstoff-Verordnung

Laut Zusatzstoff-Verordnung durfen fur die definierte Produktgruppe ,Nicht
verarbeitetes Obst und Gemuse, gefroren oder tiefgefroren; nicht verarbeitetes
verzehrfertiges Obst und Gemuse, vorverpackt und gekuhlt” folgende

Zusatzstoffe in der Herstellung verwendet werden:

e E300 Ascorbinsaure

« E 301 Natriumascorbat

» E302 Calciumascorbat

« E330 Citronensaure

» E 331 Natriumcitrate

» E332 Kaliumcitrate

« E333 Calciumcitrate [Anhang Il ZuV BGBI. Il Nr. 383/1998]

Diese diurfen laut dem Grundsatz ,quantum satis® zugesetzt werden
[§ 3 Abs 3 ZuV BGBI. Il Nr. 383/1998]. Dies bedeutet, dass keine
Hochstmengen definiert wurden, somit darf der Zusatzstoff ,gemal der guten
Herstellpraxis und, sofern der Verbraucher dadurch nicht irregefuhrt wird, nur in
der Menge zugesetzt werden, die erforderlich ist, um die gewlnscht Wirkung zu
erzielen [§ 4 Abs 3 ZuV BGBI. Il Nr. 383/1998]. Fruchtsaften gemal der
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Fruchtsaftverordnung durfen E 300 Ascorbinsaure (quantum satis) sowie E 330
Citronensaure (3 g/L) zugesetzt werden, wobei fur Ananas-, Passionsfrucht-
und Traubensafte sowie diverse Nektare zusatzlich gesonderte Bestimmungen
vorliegen [Anhang Il ZuV BGBI. Il Nr. 383/1998].

2.4.2.2 Kennzeichnungsverordnung

Far verzehrfertige Obst- und Gemuseprodukte sowie Safte sind die Regelungen
fur Frischobst oder -gemuse nicht mehr gultig, da sie ,geschalt, geschnitten und
anders behandelt* worden sind, somit sind alle
Bestimmungen der Lebensmittelkennzeichnungsverordnung einzuhalten
[§ 7 (1) LMKV BGBI Nr. 72/1993]. Die Verordnung gilt jedoch ,nicht fur Waren,
die in Gegenwart des Kaufers verpackt werden® [§ 2 LMKV BGBI Nr. 72/1993].

2.4.2.3 Fruchtsaftverordnung

Fir  Fruchtsafte und einige gleichartige  Erzeugnisse gilt die
Fruchtsaftverordnung, die Begriffsdefinitionen (siehe Kapitel 2.1.3),
zugelassene Zutaten und Behandlungen, Zusammensetzung sowie die
Kennzeichnung regelt [FruchtsaftVO BGBI. 1l Nr. 83/2004].

2.5 Mikrobiologische Kriterien, Richt- und Grenzwerte

Fir verzehrfertige Obst- und Gemuseprodukte liegen rechtlich bindende
mikrobiologische Kriterien sowie empfohlene Richt- und Grenzwerte vor, die

nachfolgend dargestellt werden.

2.5.1 Mikrobiologische Kriterien fiir Lebensmittel

Die Europaische Kommission hat in der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 Uber
mikrobiologische Kriterien fur Lebensmittel Grenzwerte fur bestimmte
Mikroorganismen sowie Durchfuhrungsbestimmungen festgelegt, ,die von
Lebensmittelunternehmern bei der Durchfihrung allgemeiner und spezifischer
Hygienemallhahmen gemal Artikel 4 der Verordnung (EG) Nr. 852/2004
einzuhalten sind“ [Abs 1 VO (EG) Nr. 2073/2007]. ,Der Erzeuger oder Hersteller
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eines Lebensmittels muss entscheiden, ob das Erzeugnis als solches
verzehrfertig ist, ohne gekocht oder anderweitig verarbeitet zu werden, damit
sichergestellt ist, dass es unbedenklich ist und die mikrobiologischen Kriterien
einhalt” [Abs 21 VO (EG) Nr. 2073/2005].

2.5.1.1 Lebensmittelsicherheitskriterien

Das Vorkommen von L. monocytogenes sowie Salmonella spp. gilt als Kriterium
fur die Lebensmittelsicherheit, ,mit dem die Akzeptabilitat eines Erzeugnisses
oder einer Partie Lebensmittel festgelegt wird und das fur im Handel befindliche
Erzeugnisse gilt* [Art 2 lit ¢ VO (EG) Nr. 2073/2005]. Bei frischen, nicht
zerkleinerten oder verarbeiteten pflanzlichen Lebensmitteln (ausgenommen
Keimlinge) ist die regelmaflige Untersuchung auf L. monocytogenes unter
normalen Umstanden nicht sinnvoll. Verzehrfertige, vorgeschnittene Obst- und
Gemuseprodukte sowie nicht pasteurisierte Safte sind jedoch der Kategorie
,<Andere als fur Sauglinge oder fur besondere medizinische Zwecke bestimmte,
verzehrfertige Lebensmittel, die die Vermehrung von L. monocytogenes
begunstigen kdnnen® zuzuordnen [Anhang | Kap 1 VO (EG) Nr. 2073/2008]. Sie
unterliegen somit den Bestimmungen, die aus Tabelle 3 ersichtlich sind.

Tabelle 3: Lebensmittelsicherheitskriterien fir ,Andere als fiir Sduglinge oder fiir besondere medizinische
Zwecke bestimmte, verzehrfertige Lebensmittel, die die Vermehrung von L. monocytogenes beglnstigen
kénnen® [Anhang | Kap 1 VO (EG) Nr. 2073/2005].

Probenahmen- Grenzwerte? Analytische
plan’ Referenz- | Stufe, fiir die das Kriterium gilt
n c m | M methode®
1.0x102 EN/ISO In .Verkehr ) gebrachte
5 0 KBE/q 11290-2 Erzeugnisse wahrend der
Haltbarkeitsdauer
Bevor das Lebensmittel die
5 0 in 25 g nicht EN/ISO unmittelbare Kontrolle des
nachweisbar 11290-1 Lebensmittelunternehmers, der
es hergestellt hat, verlassen hat

' Anzahl der Probeneinheiten der Stichprobe: c= Anzahl der Probeeinheiten, deren
Werte zwischen m und M liegen

‘m=M

® Es ist die neueste Fassung der Norm zu verwenden
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Fur die beiden Lebensmittelkategorien ,Vorzerkleinertes Obst und Gemuse
(verzehrfertig)® sowie ,Nicht pasteurisierte Obst- und Gemusesafte
(verzehrfertig)® gelten bezuglich des Vorkommens von Salmonella spp.
eigene Bestimmungen, die in Tabelle 4 ersichtlich sind
[Anhang | Kap 1 VO (EG) Nr. 2073/2008].

Tabelle 4: Lebensmittelsicherheitskriterien hinsichtlich Salmonella spp. fir ,vorzerkleinertes Obst und
Gemiise (verzehrfertig)® und ,nicht pasteurisierte Obst- und Gemisesafte (verzehrfertig)”
[Kap 1 VO (EG) Nr. 2073/2005].

Probenahmen- Grenzwerte? Analytische
plan’ Referenz- | Stufe, fiir die das Kriterium gilt
n c m M methode®
5 0 in 25 g nicht EN/ISO In Verkehr gebrachte Erzeugnisse
nachweisbar 6579 wahrend der Haltbarkeitsdauer

' Anzahl der Probeneinheiten der Stichprobe: c= Anzahl der Probeeinheiten, deren
Werte zwischen m und M liegen

‘m=M

® Es ist die neueste Fassung der Norm zu verwenden

Bezugnehmend auf diese zwei relevanten Lebensmittelsicherheitskriterien
konnen die Untersuchungsergebnisse in Folge interpretiert werden. Die
mikrobiologische Qualitat kann als befriedigend gesehen werden, ,wenn alle
gemessenen Werte auf Nichtvorhandensein des Bakteriums hinweisen® bzw.
als unbefriedigend, ,wenn das Bakterium in einer Probeneinheit nachgewiesen
wird“ [Anhang | Kap 1 VO (EG) Nr. 2073/2005].

2.5.1.2 Prozesshygienekriterien

Das Vorkommen von E. coli in verzehrfertigen Obst- und Gemuseprodukten
sowie nicht pasteurisierten Saften stellt ein Prozesshygienekriterium dar — gibt
somit die akzeptable Funktionsweise des Verarbeitungsprozesses an,
gilt aber nicht far im Handel befindliche Erzeugnisse
[Anhang Il Kap 2 VO (EG) Nr. 2073/2005]. § 14 der Verordnung besagt, dass
die SCVPH in einer Stellungnahme zu Verotoxin bildenden E. coli zu dem
Schluss gekommen ist, dass ,die Anwendung eines mikrobiologischen
Standards fur VTEC 0157 auf das Endprodukt wahrscheinlich nicht zu einer
bedeutenden Verringerung des damit verbundenen Risikos fur die Verbraucher
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fuhrt“. Jedoch konnten entsprechende Leitlinien zur Reduzierung der
Fakalkontamination in der gesamten Lebensmittelkette das Risiko fur die
offentliche Gesundheit verringern. Konkret werden in diesem Paragraph u.a.
Frischerzeugnisse bzw. Rohkost sowie nicht pasteurisierte Obst- und
Gemusesafte als jene Lebensmittel genannt, in denen Kontaminationen mit
VTEC eine Gefahr fur Konsumentinnen und Konsumenten darstellen konnte
[§14 VO (EG) Nr. 2073/2005].

2.5.2 Unverbindliche Richt- und Warnwerte der DGHM

Die DGHM hat rechtlich nicht bindende Richt- und Warnwerte fur Mischsalate
sowie geschnittenes und abgepacktes Obst erstellt. Richtwerte dienen als
Orientierungshilfe ,welche produktspezifischen Mikroorganismenspektren zu
erwarten und welche Mikroorganismengehalte in den jeweiligen Lebensmitteln
bei Einhaltung einer guten Hygienepraxis akzeptabel sind®. Zusatzlich werden
Warnwerte angegeben, ,deren Uberschreitung einen Hinweis darauf gibt, dass
die Prinzipien einer guten Hygiene- und/oder Herstellungspraxis verletzt
wurden.“ Bei der Uberschreitung letzterer kann eine Gesundheitsgefahrdung
des Verbrauchers nicht ausgeschlossen werden [DGHM, 2011]. Tabelle 5 zeigt
Richt- und Warnwerte relevanter Mikroorganismen fur Mischsalate, die bis zum
Ende des MHD eingehalten werden mussen.

Tabelle 5: Richt- und Warnwerte fiir Mischsalate, Mittelwerte flir abgepackte Ware bei Abgabe an den
Verbraucher, 2007 [DGHM, 2011].

Mikroorganismus Richtwert (KBE/g) | Warnwert (KBE/g)
Aerob.e mesophile 50107 )

Koloniezahl

E. coli 1,0x10° 1,0x10°

Hefen 1,0x10° -

Schimmelpilze 1,0x10° 1,0x10*

Salmonella spp. - nicht nachweisbar in 25 g
L. monocytogenes - 1,0x10?

In der Handhabung dieser Werte ist zu berucksichtigen, dass beim positiven

Nachweis von E. coli der Kontaminationsquelle nachzugehen ist [DGHM, 2011].

23




Aquivalente Empfehlungen sind fiir vorgeschnittene Obstprodukte verfasst

worden, diese sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Richt- und Warnwerte fiir geschnittenes und abgepacktes Obst [DGHM, 2011].

Mikroorganismus Richtwert (KBE/g) | Warnwert (KBE/g)
Aerobe mesophile

Koloniezahl ° 1.0x10° i
Enterobacteriaceae 1,0x10* 1,0x10°

E. coli 1,0x10? 1,0x10°

Hefen 1,0x10° -
Koagulase-positive

Stapghylokolsken 1,0x10° 1,0x10°
Schimmelpilze 1,0x10° -

Salmonella spp. - nicht nachweisbar in 25 g
L. monocytogenes - 1,0x10°

Fur verzehrfertige Obstprodukte gilt es zu beachten, dass die sensorischen
Eigenschaften des Produktes in die Qualitadtsbeurteilung mit einbezogen
werden missen, wenn der Richtwert von 1,0x10°KBE/g bei Hefen
uberschritten wird. Hinsichtlich der Untersuchung und Bewertung von
L. monocytogenes gelten fur beide Produktgruppen die Vorgaben der
Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 Uber mikrobiologische Kriterien flr
Lebensmittel in der jeweils gultigen Fassung [DGHM, 2011].

2.6 Verderb, mikrobiologische Beschaffenheit und

Verunreinigungen

Dieses Kapitel beschreibt jene Faktoren, die fur Verderb und mikrobielle
Verunreinigungen von pflanzlichen Lebensmitteln verantwortlich sind. Im
Anschluss werden die bakterielle Kolonisation von Obst und Gemuse sowie
mogliche Sicherheitsbedenken diskutiert.
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2.6.1 Verderb von pflanzlichen Lebensmitteln

Der Verderb von Obst, Gemuse und deren Folgeprodukten kann im
Allgemeinen mikrobiellen und nicht mikrobiellen Ursachen zu Grunde liegen
[Kramer, 1987]; dies kann sich in der Folge in unterschiedlichen
Verderbnismerkmalen aufdern, wie in Abbildung 2 dargestellt.

Mechanische
Beschadigung

Austrocknung
Faulnis
<)
Biochemische
Anderungen Mikrobielles
oberflachliche Braunung .
. Verderbnis- Wachstum
enzymatischer Verderb €
N merkmale Verderb
Anderung der Textur Pathogene
Off-Flavours g
Erweichung
v
Physiologische
Anderungen

erhohte Respiration
erhohte Ethylenproduktion
optische EinbulRen
braune Flecken
Austrocknung

Abbildung 2: Einflussfaktoren auf Verderb und Haltbarkeit geringfiigig verarbeiteter, frischer
Gemiuseprodukte, modifiziert nach [Artés und Allende, 2005b].

Qualitatsverlust durch Atmung, Wasserabgabe und Abbau von Reservestoffen
zahlen zu den nicht mikrobiellen Verderbnisfaktoren. In weiterer Folge fuhren
diese Vorgange zum Schrumpfen, Welken, Verlust von Gewicht und Vitamin C
sowie Geschmacks- und Farbveranderungen des Lagerguts. Durch die Atmung
der Produkte konnen sich diese erwarmen, wodurch die Reifung beschleunigt
wird. Bei erhohtem Oj-Verbrauch kommt es vermehrt zu anaeroben
Stoffwechselprozessen, die die Entwicklung von Fremdgeschmack fordern;
anfallig hierfir sind grof¥flachige Blatigemise wie Spinat oder Kopfsalat, die
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Reservestoffe aufgrund ihrer hohen Atmungsintensitat rasch verbrauchen.
Naturliche Schutzmechanismen der Pflanze kdnnen diese fur eine bestimmte
Zeit vor mikrobiellem Verderb bewahren. Dazu zahlen die Bildung von
Abschlussgeweben, antimikrobiellen Substanzen (z.B. Benzoesaure, Gerbstoffe
oder Senfdle) und pH-Wert senkender Fruchtsauren, wie Apfel- oder
Citronensaure [Kramer, 1987]. Jede Obst- bzw. Gemusesorte unterliegt dem
mikrobiellen Verderb in unterschiedlichem Ausmal — dies ist von intrinsischen
Faktoren der Pflanze (Nahrstoffgehalt, Zellstruktur, Selbstverteidigungs-
systeme, Wund-Response oder antimikrobielle Eigenschaften) abhangig. Den
grofRten Einfluss dirfte jedoch der pH-Wert haben; wahrend Gemuse zumeist
einen pH-Wert >5 aufweist und somit im Wachstumsoptimum fur zahlreiche
abtragliche Bakterien liegt, hemmt der saurere pH-Wert von Obst tendenziell
deren Wachstum [Francis et al., 2012] [Barth et al., 2009].

2.6.2 Mogliche Kontaminationsquellen und -wege

Pflanzliche Lebensmittel kbnnen vor oder nach der Ernte verunreinigt werden;

mogliche Kontaminationsquellen sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: mdgliche Quellen pathogener Mikroorganismen, modifiziert nach [Harris et al., 2003]
[Beuchat, 1996b].

vor der Ernte ,,preharvest® nach der Ernte ,,postharvest®
* Erdreich * Faces
* Faces * Erntewerkzeuge
* Bewasserung * Bearbeitung durch den Menschen
* unzureichend kompostierter Dinger * Luft, Staubwolken
* Schadlinge * Transport
* Gebrauchswasser * Schadlinge
 Luft, Staubwolken * verunreinigte Produktionsanlagen
* Bearbeitung durch den Menschen * Wasser zum Waschen/Spllen
* Verpackung unzureichend
* Unterbrechung der Kuhlkette
* Kreuzkontamination
* unsachgemafler Umgang mit den
Waren wahrend Lagerung und Verkauf

26




Die bakterielle Flora der Umwelt, in der die Feldfrucht Kkultiviert wurde,
spiegelt sich in der oberflachlichen Besiedelung des Produktes wider
[Johannessen et al., 2002]. So sind beispielsweise Sporen der Sporenbildner
Clostridium perfringens oder enterotoxischer B. cereus im Erdreich weit
verbreitet, deren gelegentliches Vorkommen auf Obst und Gemuse ist aus
diesem Grund durchaus zu erwarten [Beuchat und Ryu, 1997]. Die Prasenz von
L. monocytogenes in der Vegetation ist ebenfalls charakteristisch. Das
Bakterium kann bis zu zwolf Jahren auf bzw. in pflanzlichem Material
Uberleben. Weitere Ubertragungswege koénnen sich aus Abwassern, Faces
oder Insekten ergeben [Beuchat, 1996a). Salmonella spp., E. coli O157:H7,
Campylobacter spp., Parasiten und Viren kdnnen Feldfrichte Uber Vehikel wie
unzureichend  kompostierten  Dunger, Abwasser oder schmutziges
Waschwasser kontaminieren [Beuchat und Ryu, 1997]. Abbildung 3 zeigt die
moglichen Faktoren, Uber die Feldfrichte mit enteralen Pathogenen

verunreinigt werden konnen.

Bioaerosol
Contaminated
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Animal/human feces

Fungi, protozoa, and

nematodes as vectors -

Abbildung 3: Schematische Darstellung unterschiedlicher Faktoren, die zur Kontamination von
Feldfriichten mit Enteropathogenen fihren kénnen [Brandl, 2006].
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Zusétzlich erfolgt die Ubertragung von Pathogenen ,postharvest‘ (iber den
fakal-oralen Weg durch den Menschen — bei der Ernte, wahrend des gesamten
weiteren Verarbeitungsprozesses bis hin zum Verkauf und Konsum des
Produktes [Beuchat und Ryu, 1997]. Tabelle 8 listet unterschiedliche Obst- und
Gemusesorten auf, aus denen bereits pathogene Bakterien isoliert wurden.

Tabelle 8: Beispiele fiir frische Obst- und Gemiisewaren, aus denen pathogene Bakterien isoliert werden
konnten, modifiziert nach [Buck et al., 2003].

Pathogen Produkte

Alfalfa-Sprossen, Spargel, Brokkoli, Blumenkohl, Sellerie,
Kopfsalat, Paprika, Spinat

Alfalfa-Sprossen, Kresse-Sprossen, Gurken, Sojabohnen-
Sprossen

Frihlingszwiebeln, Kopfsalat, Pilze, Kartoffeln, Petersilie,
Paprika, Spinat

C. botulinum Weillkohl, Pilze, Paprika

Alfalfa-Sprossen, Apfelsaft, WeilRkohl, Sellerie, Koriander,
Kresse-Sprossen, Kopfsalat

Bohnen-Sprossen, Weiltkohl, Chicorée, Gurken, Auberginen,
Kopfsalat, Pilze, Kartoffeln, Rettich, Tomaten, Blattsalate
Alfalfa-Sprossen, Artischocken, Mangold, Sellerie, WeilRkohl,
Cantaloup-Melonen, Blumenkohl, Chili, Koriander, Auberginen,
Salmonella spp. Endivie, Fenchel, Frahlingszwiebeln, Kopfsalat,
Mungobohnen-Sprossen, Orangensaft, Petersilie, Paprika,
Blattsalate, Spinat, Erdbeeren, Tomaten, Wassermelonen

Aeromonas spp.

B. cereus

C. jejuni

E. coli O157:H7

L. monocytogenes

Shigelia spp. Sellerie, Cantaloup-Melonen, Kopfsalat, Petersilie,
Frihlingszwiebeln

Staphylococcus Alfalfa-Sprossen, Karotten, Kopfsalat, Petersilie, Rettich

spp.

Vibrio cholerae Weiltkohl, Kokosnuss-Milch, Kopfsalat

2.6.3 Interaktion zwischen Pflanze und enteralen Pathogenen

Humane Pathogene werden ublicherweise nicht als Teil der mikrobiellen
Population der Phyllosphare, der gesamten oberirdischen Oberflache der
Pflanze, angesehen [Berger et al., 2010]. Abbildung 4 zeigt die bisher geklarten
Interaktionen zwischen Pflanzen und enteralen Bakterien unterschiedlichen

Ursprungs auf.
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* Wasser

* Faces

* Diinger/Kompost
* Erdreich

* Insekten

» Saatgut

Kontaminationsquelle

* Biofilme
Adhéasion * Fimbrien
* Flagellen

* natiirliche Offnungen (Stomata)
Endophytische Kolonisation < verletztes Pflanzengewebe
* Chemotaxis

Abbildung 4: Faktoren fiir die Kolonisation von frischem Obst und Gemiise mit enteralen Pathogenen
[Critzer und Doyle, 2010].

2.6.4 Ubertragung von antibiotikaresistenten Bakterien

Die missbrauchliche Anwendung von Antibiotika in der Viehzucht kann die
Ausbildung resistenter Bakterien und die Ubertragung der Resistenz-Genen auf
den Menschen zur Folge haben. Pflanzliche Lebensmittel kbnnen in weiterer
Folge uber tierische Ausscheidungen oder Wasser mit den Bakterien
kontaminiert werden [WHO, 2011]. Erfolgt keine Verarbeitung der Waren, so
konnen die bakteriellen Zellen intakt bleiben und beim Verzehr in den
menschlichen Verdauungstrakt gelangen. Dort kdonnen sie schliellich ihre
Resistenzgene mit anderen Bakterien austauschen [Verraes et al., 2013].

2.6.5 Lebensmittelsicherheit von frischem Obst und Gemiise

Die FAO/WHO hat hinsichtlich der Lebensmittelsicherheit von frischem Obst
und Gemuse Prioritaten vergeben und diese anhand von sechs Kategorien
begrundet: Haufigkeit und Schweregrad der Erkrankungen, Produktionsumfang,
Diversitat und Komplexitat in der Produktionskette, Verbreitungspotential von
Pathogenen in der Nahrungskette, Kontrollmdglichkeiten sowie internationaler
Markt. Grinem Blattgemuse wurde die hochste Prioritat zugesprochen, die

Bedenken bezuglich mikrobiologischer Gefahren sind am grofdten. Sie werden
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in grolem Umfang produziert und exportiert, wurden als Quelle zahlreicher
lebensmittelbedingter Krankheitsausbriche identifiziert und die
Herstellungsprozesse reichen von der Verpackung direkt am Feld bis zur
Produktion von verpackten, vorgeschnittenen Salaten. Prioritdt 2 erhielten
Beeren, Fruhlingszwiebeln, Melonen, Sprossen sowie Tomaten; die grofRte
Gruppe besitzt Prioritat dritten Grades, wozu u.a. Karotten, Gurken oder
Mangos zahlen [FAO/WHO, 2008].

2.6.6 Bakterielle Kolonisation von Obst und Gemiise
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Abbildung 5: Artenvielfalt der Taxa (Operational taxonomic units, OTU) von konventionell (C) sowie
biologisch (O) produzierten Obst- und Gemusesorten [Leff und Fierer, 2013].

Obst und Gemuse besitzt eine naturliche, nicht pathogene mikrobielle Flora auf
der Oberflache [Europaische Kommission, 2002]. Diversitat sowie
Zusammensetzung dieser Bakterienpopulation ist sortenabhangig, wie in
Abbildung 5 ersichtlich. Die dominierende Familie ist jene der Enterobakterien,
Unterschiede ergeben sich auch durch die Kultivierungsmethode, wie der
Vergleich  konventionell und  biologisch  produzierter = Ware zeigt
[Leff und Fierer, 2013]. Wachstum und Fortbestand werden daruber hinaus von
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intrinsischen und extrinsischen Faktoren, das sind u.a. Nahrstoffgehalt, pH-
Wert, Redoxpotential, Temperatur und Gasatmosphare sowie in weiterer Folge
von Herstellungsprozessen, beeinflusst [Europaische Union, 2002].

2.7 Untersuchungsergebnisse zur mikrobiellen Belastung

In diesem Kapitel wird die Studienlage zur mikrobiologischen Qualitat von
pflanzlichen Lebensmitteln zusammengefasst und diskutiert. Zu Beginn wird die
mikrobielle Belastung von unverarbeitetem Obst und Gemduse erlautert, im
Anschluss werden Ergebnisse verzehrfertiger Produkte und aktuelle

Osterreichische sowie europaische Untersuchungsberichte vorgestellt.

2.7.1 Salat, Gemiise und Obst naturbelassen

Die mikrobiologische Qualitat von unverarbeitetem Gemuse kann durchaus als
zufriedenstellend beurteilt werden; in 3.200 biologisch produzierten,
unverarbeiteten Gemuseproben, darunter typische Salatzutaten wie Karotten,
Kopfsalat, Gurken, Paprika und Tomaten, wiesen Sagoo et al. keine
Kontamination mit L. monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter spp.
oder E. coli O157:H7 nach [Sagoo et al., 2001]. Diese Beurteilung kann durch
mehrere Studienergebnisse anderer Autoren bekraftigt werden. Die Pravalenz
pathogener Bakterienspezies liegt meist in geringen Prozentbereichen, wie aus
Tabelle 9 ersichtlich.
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Tabelle 9: Pravalenz pathogener Bakterien auf unverarbeiteten Salatkdpfen, Gemise und Obst als
relativer Anteil des Gesamtprobenumfanges.

Quellennachweis Probenumfang Anteil belasteter Proben
(0]
690 (Kopfsalat, Krauter, Salmonella spp. 0,0 %
Johannessen et al., 2002 Pilze, Erdbeeren) L. monocytogenes 0,4 %
’ E. coli O157:H7 0,0 %
o
Badosa et al., 2008 286 (Obst, Gemiise) Salmonella spp. 0.7 %
L. monocytogenes 0,7 %
I Il . 9
Abadias et al., 2008 28 (diverse Blattsalate) | Scrmoneliaspp. - 0,0%
L. monocytogenes 0,0 %
Salmonella spp. 0,8 %
De Giusti et al., 2010 265 (diverse Blattsalate) L. monocytogenes 1,6 %
E.coli O157:H7 0,0 %
Salmonella spp. 0,0 %
Oliveira et al., 2010 72 (Kopfsalat) L. monocytogenes 0,0 %
E. coli O157:H7 0,0 %
Metcalf et al., 2010 111 (Gemuse, Salate) C. difficile 4,5 %
112 (Obst, Gemidse, | Salmonella spp. 0,0 %
Seow etal., 2012 Kopfsalat) E. coli O157:H7 0,0 %
Eckert et al., 2013 44 (Gemise, Sprossen) C. difficile 23 %

Bedingt durch die grofl3e Oberflache sind jedoch Blattsalate, aber auch Krauter,
generell anfallig fur etwaige mikrobielle Kontaminationen. Aycicek et al. stellten
eine hohere mikrobielle Belastung (u.a. mit Coliformen Bakterien und E. coli)
auf den aulReren Blattern im Vergleich zu den Inneren bei diversen Salatkopfen
fest [Aycicek et al., 2006]. Widerspruchliche Studienergebnisse publizierten
Brandl und Amundson. Sie kultivierten Kopfsalat unter kontrollierten
Bedingungen und konnten beobachten, dass die inneren, jungen Blatter
grolRere Salmonella- sowie E. coli O157:H7-Populationen aufwiesen als die
Blatter in der Mitte der Pflanze. Chemische Analysen des Blattexudates
ergaben schliel3lich hohere Stickstoffkonzentrationen in den inneren Blattern,
dies konnte den limitierenden Wachstumsfaktor darstellen
[Brandl und Amundson, 2008]. Mikrobiologische Analysen von ganzen Frichten
zeigen durchschnittlich geringere Werte hinsichtlich der Gesamtkeimzahl und
Besiedelung mit Coliformen Bakterien sowie Schimmel und Hefen im Vergleich
zu Salat und Gemuse. Obwohl der Nachweis von Pathogenen, wie Salmonella
spp., Listeria spp. oder E. coli in bisher durchgefuhrten Untersuchungen
lediglich vereinzelt positive Ergebnisse hervor brachte [Badosa et al., 2008]
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[Seow et al., 2012] [Johannessen et al., 2002], unterstreichen sie dennoch die
Notwendigkeit von guten Hygienepraktiken in der gesamten Produktionskette
[Badosa et al., 2008].

2.7.1.1 Antibiotika-resistente Bakterien

Schwaiger et al. untersuchten 1.001 Gemusesorten, darunter Knollen- und
Wurzelgemuse, Salate sowie Cerealien, von deutschen Bauernhdfen und in
Supermarkten auf das Vorhandensein resistenter Bakterien. Insgesamt wurden
bei 861 Isolaten (Enterobacter cloacae, Enterobacter gergoviae, Pantoea
agglomerans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Enterococccus
faecalis) phanotypische Resistenzen festgestellt, deren Empfindlichkeit
gegenuber 30 Antibiotika getestet wurde. Hohe Resistenzraten gegen [3-
Lactame wiesen 41,0 % der P. agglomerans- und 29,0 % der E. gergoviae-
Isolate auf. Die Spezies E. faecalis zeigte Resistenzen gegenuber Rifampicin,
Doxycyclin sowie Erythromycin, E. cloacae gegenuber Spectinomycin und
Mezlocillin, Pseudomonas putida gegenuber Streptomycin. P. aeruginosa wies
geringe Resistenzraten gegen Aminoglycoside auf. Glycopeptid-resistente
Enterokokken wurden nicht beobachtet. Generell zeigten die Proben, die direkt
auf Bauernhofen erworben wurden, hohere Resistenzraten als jene aus

Supermarkten [Schwaiger et al., 2011].

2.7.2 Vorgeschnittene, abgepackte Salate

Im Gegensatz zu unverarbeiteten Pflanzen finden Mikroorganismen auf
zerkleinerten Obst- und Gemuseprodukten gute Wachstumsbedingungen vor,
da durch das Schneiden die Oberflache vergrofert und die
Nahrstoffverfigbarkeit erhoht wird [Badosa et al., 2008]. Das Ausmal} der
Gesamtkeimzahl stellt einen ersten Parameter fur die mikrobiologische Qualitat
eines Produktes dar, beeinflusst jedoch nicht dessen gesundheitliche
Unbedenklichkeit; sie ist vielmehr ein Indikator fur eine gute Hygienepraxis auf
allen Herstellungs- und Vertriebsstufen [Abadias et al., 2008]
[De Giusti et al., 2010]. Hinsichtlich der aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl
lasst sich ein Durchschnittswert von rund 1,0x10° bis 1,0x10” KBE/g
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bei diversen Ready-to-eat Salaten erkennen [Abadias et al., 2008]
[Althaus et al., 2012] [Seow et al., 2012]. 86,0 % der untersuchten Salatproben
einer aktuellen Untersuchung von Campos et al. haben den Gehalt von 1,0x10°
KBE/g an aeroben mesophilen Mikroorganismen uberschritten und wurden
somit hinsichtlich ihrer mikrobiologischen Qualitat als nicht zufriedenstellend
beurteilt. Ein Vergleich der Salatzutaten zeigte, dass Salate mit Karotten
deutlich hohere Werte der Gesamtkeimzahl aufwiesen; von diesen Produkten
uberstiegen 95,0 % die Richtwerte. Die vermehrte Keimbelastung von Karotten
konnte sich durch den direkten Kontakt mit Erdreich und Bewasserung bei der
Kultivierung ergeben [Campos et al., 2013]. Diese These wird von Abadias et
al. untermauert, die bei diversen von ihnen untersuchten Bakterienspezies die
hochsten Werte bei vorgeschnittenen Karotten nachgewiesen haben
[Abadias et al., 2008]. Mit der aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl
vergleichbare Ergebnisse zeigt das Vorkommen von psychrophilen
Mikroorganismen in derartigen Produkten, im Mittel werden zwischen 1,0x10*
[Abadias et al., 2008] bzw. 1,0x10° [Seow et al., 2012] und 1,0x108 KBE/g
[Santos et al., 2012] nachgewiesen. Hohe Gesamtkeimbelastungen gehen nicht
zwangslaufig mit auferlich sichtbaren Verderbnismerkmalen einher; auch
optisch einwandfreie Produkte konnen auffallig hohe Keimzahlen aufweisen
[Seow et al., 2012].

Coliforme Bakterien zahlen zur Familie Enterobakterien und umfassen mehrere
Gattungen mit aquivalenten Charakteristika (siehe Kapitel 3.1.2). Als typische
Genera konnen Citrobacter, Enterobacter, Escherichia oder Klebsiella genannt
werden, die allesamt natirlich in Wasser, Boden und in der Vegetation
vorkommen. Somit stellen sie keinen spezifischen Indikator fur fakale
Verunreinigungen dar [Environment Agency, 2002] und deren Vorkommen auf
Gemuseprodukten ist durchaus zu erwarten [Johannessen et al., 2002]. Die
nachgewiesenen Gehalte differieren in Abhangigkeit der untersuchten Salat-
und Gemisesorten; die Ergebnisse liegen im Bereich von rund 1,0x10° und
1,0x10® KBE/g [Badosa et al., 2008], wobei Durchschnittswerte von
>1,0x10* KBE/g in der Literatur haufiger genannt werden [Seow et al., 2012]
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[Campos et al., 2013] [Sant'Ana et al., 2011]. Maatta et al. verglichen Karotten
in unterschiedlichen Zubereitungsstadien (im Ganzen, geschalt, geschalt und
geschnitten, geschalt und gerieben) und zeigten auf, dass die mittleren Gehalte
mit steigendem Verarbeitungsgrad zunehmen [Maatta et al., 2013].

Frische und geringfugig verarbeitete Gemuse- und Salatprodukte konnen auch
als Vehikel fur jene Pathogene dienen, die traditionell mit tierischen
Lebensmitteln assoziiert werden [Berger et al., 2010]. Tabelle 10 zeigt das
Vorkommen von Salmonella spp., L. monocytogenes sowie E. coli als relativen

Anteil des Gesamtprobenumfanges.

Tabelle 10: Pravalenz von Salmonella spp. (SAL), L. monocytogenes (LIS) sowie E. coli (E.CO) in
verzehrfertigen Gemiise- und Salatprodukten als relativer Anteil des Gesamtprobenumfanges.

Quellennachweis Probenumfang SAL LIS E.CO
Johannessen et al., 2002 | 100 (diverse Blattsalate) 0,0 0,0 0,0
Abadias et al., 2008 236 (Blatt-, Gemusesalate) 1,7 0,8 11,4
Valentin-Bon et al., 2008 | 100 (Spinat, Kopfsalat) n. d. n. d. 16,0
Badosa et al., 2008 159 (Blatt-, Gemusesalate) 0,6 1,3 n. d.
De Giusti et al., 2010 699 (diverse Blattsalate) 0,0 0,3 0,0
Caponigro et al., 2010 579 (diverse Blattsalate) 0,0 0,0 27,0
Sant'Ana et al., 2011 512 (Blatt-, Mischsalate) 0,8 n. d. 2,7
Althaus et al., 2012 142 (diverse Blattsalate) 0,0 3,5 12,0
Santos et al., 2012 151 (diverse Blattsalate) 0,0 0,7 2,6
Kovacevic¢ et al., 2013 77 (Blatt-, Gemusesalate) n.d. 1,3 n.d.
Campos et al., 2013 50 (Blatt-, Mischsalate) 0,0 0,0 26,0

Salmonella spp. gilt als jene pathogene Familie, die vorrangig mit fakalen
Verunreinigungen von Gemuse assoziiert wird [Europaische Union, 2002]. Die
vorliegenden Studienergebnisse zeigen auf, dass eine Kontamination von
Ready-to-eat Salatprodukten mit Salmonella spp. moglich, die Pravalenz
generell jedoch niedrig ist [Abadias et al., 2008] [Sant'Ana et al., 2011]
[Badosa et al.,, 2008]. Im Vergleich dazu ist das Vorkommen von
L. monocytogenes in verzehrfertigen Salatzubereitungen haufiger, da derartige
Produkte ein relativ hohes Kontaminationspotential mit sich bringen
— Verunreinigungen sind wahrend der Kultivierung der Pflanzen durch die

Umwelt oder im spateren Produktionsprozess moglich. Daruber hinaus wird in
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der Regel keine Hitzebehandlung der Waren vorgenommen und das
grampositive Bakterium kann auch bei Kuhlschranktemperaturen wachsen
[Little et al., 2007]. Quantitative Analysen von L. monocytogenes ergaben
mehrheitlich Keimzahlen von <1,0x10? KBE/g [KovacCevi¢c et al., 2013]
[Santos et al.,, 2012] [Moreno et al., 2012], die Lebensmittelsicherheits-
kriterien der Europaischen Kommission sind somit dennoch eingehalten
[Anhang | Kap 1 VO (EG) Nr. 2073/2008]. E. coli dient als Indikatorbakterium fur
fakale Verunreinigungen von Wasser und Lebensmitteln [Manafi, n.b.]. In
einigen Arbeiten wurde die Spezies zusatzlich auf das Vorhandensein des
seltenen Serotypes E. coli O157:H7 untersucht, dieser wurde jedoch in keiner
Probe positiv nachgewiesen [Abadias et al., 2008] [Johannessen et al., 2002]
[Santos et al., 2012] [De Giusti et al., 2010].

Campylobacter spp. wird ebenfalls als einer der moglichen Pathogene genannt,
mit denen eine Kontamination pflanzlicher Lebensmittels vor der Ernte maoglich
istt da sie im Erdreich oder Wasser vorkommen  konnen
[Taban und Halkman, 2011]. Abadias et al. untersuchten 236 vorgeschnittene
Salate auf das Vorkommen thermotoleranter Campylobacter, wobei diese
Gattung in keiner Probe detektiert wurde [Abadias et al., 2008]. Die Studie von
Verhoeff-Bakkenes et al. brachte in funf von 2.549 gemischten Salat- bzw.
Gemuseprodukten positive Ergebnisse bezuglich einer Besiedelung hervor,
aullerdem konnte eine hohere Pravalenz in verpackten Produkten im Vergleich

zu unverpackten festgestellt werden [Verhoeff-Bakkenes et al., 2011].

Ebenfalls vereinzelt positive Ergebnisse brachte der Nachweis von C. difficile
[Bakri et al.,, 2009] [Eckert et al., 2013] oder Cronobacter sakazakii
[Althaus et al., 2012] [Baumgartner et al., 2009] in verzehrfertigen Salat- und
Gemuseprodukten hervor, bei letzterem kann dadurch die Hypothese
untermauert werden, dass Pflanzen naturgemal Cronobacter spp. beheimaten
[Althaus et al., 2012]. Santos et al. isolierten in einer Studie
Aeromonas hydrophila sowie geringe Koloniezahlen an B. cereus aus
vorgeschnittenen und verpackten Blattsalaten [Santos et al., 2012].
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Bislang konnte keine Kontamination derartiger  Produkte  mit
C. perfringens [Santos et al., 2012] oder Y. enterocolitica festgestellt werden
[Johannessen et al., 2002] [Abadias et al., 2008].

Die Determination von Schimmelpilzen und Hefen ist ebenfalls Bestandteil einer
umfassenden mikrobiologischen Untersuchung. Generell weisen
vorgeschnittene Produkte hohere Gehalte im Vergleich zu unverarbeitetem
Gemuse auf [Seow et al., 2012] [Abadias et al., 2008] [Tournas, 2005].
Alternaria, Cladosporium sowie Penicillium wurden als die am haufigsten

vorkommenden Spezies in Salaten identifiziert [Tournas, 2005].

Bezanson et al. isolierten Cytochrom-Oxidase-positive, gramnegative Bakterien
aus Kopfsalat, Spinat sowie Alfalfa-Sprossen. Bei 83,7 % wurden
Antibiotikaresistenzen nachgewiesen — rund ein Drittel der Stamme war
resistent gegenuber Chloramphenicol. Multiple Antibiotikaresistenzen wurden
bei 23,0 % der isolierten Stamme festgestellt [Bezanson et al., 2008].
Vergleichbare Ergebnisse brachte eine Studie von Walia et al. hervor; der
GrofRteil gramnegativer Bakterien auf Ready-to-eat Babyspinat zeigte
Resistenzen  gegenuber Cefoxitin, Amplicillin  oder  Chloramphenicol
[Walia et al., 2013]. Campos et al. bezeichneten Ready-to-eat Salate (in ihrem
Fall Blattsalate, Karotten sowie Mais) als unterschatzte Vehikel fur klinisch
relevante Antibiotikaresistenz-Gene. In ihrer Studie stellten sie diverse
Resistenzen in E. coli, Coliformen Bakterien und Enterokokken fest
[Campos et al., 2013].

2.7.3 Vorgeschnittenes Obst und Fruchtsalate

Aus der bislang sparlichen Studienlage fur vorgeschnittene Obstprodukte lasst
sich resumieren, dass diese Warengruppe eine bessere mikrobiologische
Qualitat als Salat und Gemuse aufweist. In bisherigen Untersuchungen wurden
in Obststucken deutlich geringere Durchschnittswerte in der Gesamtkeimzahl
ermittelt, ebenso liegen die Gehalte an Psychrotrophen Mikroorganismen,
Lactobacillen sowie Enterobakterien in Obstproben unter jenen von Salat- und
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Gemuseprodukten [Abadias et al., 2008] [Althaus et al.,, 2012]. Der im
Allgemeinen niedrige pH-Wert von Obst in Verbindung mit optimalen
Lagerungsbedingungen bei Kuhlschranktemperaturen, inhibiert tendenziell das
Wachstum von Mikroorganismen, des Weiteren bildet die Schale von Fruchten
eine naturliche Barriere gegenuber mikrobiellen Kontaminationen und
verhindert den direkten Kontakt mit dem Erdreich und Wasser wahrend des
Wachstums [Abadias et al., 2008].

E. coli bzw. E. coli O157:H7, Salmonella spp. sowie L. monocytogenes wurden
bisher aus vorgeschnittenen und verzehrfertigen Obstprodukten nicht isoliert
[Abadias et al., 2008] [Althaus et al., 2012]. Tournas et al. stellten die Belastung
mit Schimmel und Hefen in 97,0 % der untersuchten Fruchtsalate fest; die
Werte liegen je nach Obstsorte zwischen <1,0x10? und 1,0x10'° KBE/g. Eine
Analyse der Hefen ergab ein gehauftes Auftreten der Spezies Pichia spp.,
Rhodotorula spp., Candida pulcherrima, C. lambica, C. sake sowie
Debaryomyces polymorphus. Penicillium spp. und Cladosporium spp. konnten
als Vertreter filamentoser Pilze identifiziert werden. Manche Schimmelpilze sind
in der Lage, bei Kuhlschranktemperaturen zu gedeihen, wodurch generell
hohere Koloniezahlen bei jenen Produkten zu erwarten sind, die langer gelagert
wurden [Tournas et al., 2006].

2.7.4 Frucht- und Gemiisesafte, Smoothies

Fruchtsafte verderben, wie die meisten sauren Lebensmittel, in der Regel
aufgrund einer Kontamination mit aeroben sauretoleranten Bakterien oder
Schimmelpilzen und Hefen. Vantarakis et al. haben das Vorkommen
unterschiedlicher Mikroorganismen in 120 pasteurisierten Fruchtsaften auf dem
griechischen Markt untersucht. L. monocytogenes, Lactobacillen,
Salmonella spp., B. cereus, C. perfringens, Coliforme Bakterien sowie E. coli
wurden in keiner Probe nachgewiesen, jedoch wurden E. coli O157:H7 sowie
S. aureus aus jeweils vier Saften isoliert. 65,0% des gesamten
Probenumfanges in dieser Studie waren mit Schimmelpilzen belastet
[Vantarakis et al., 2011]. Hefen durften dominante Mikroorganismen in
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pasteurisierten Fruchtsaften darstellen, da sie bei Temperaturen um 4 °C
wachsen konnen. Somit wird der Verderb auch bei Kihlung der Produkte nicht
verzogert und manifestiert sich in Erscheinungen wie Fermentation,
Gasproduktion, vermehrte Trubung oder Aufblahen der Verpackungseinheit
[Tournas et al., 2006].

Sospedra et al. haben die mikrobiologische Qualitat von frisch gepressten
Orangensaften, die aus Entsaftern zur Selbstbedienung in spanischen
Gastronomiebetrieben stammten, erhoben. Der Nachweis von E. coli sowie
L. monocytogenes fiel in allen 190 Proben negativ aus, jedoch Uberstiegen
mehrere Proben die nationalen spanischen bzw. europaischen Grenzwerte fur
die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl, Enterobakterien und S. aureus — die
Qualitat wurde daher als inakzeptabel bewertet. Jene Safte, die im Laufe eines
Tages in einer Metallkanne gesammelt wurden, wiesen deutlich hohere
Bakteriengehalte auf, als jene, die direkt in ein Trinkglas gepresst wurden.
Salmonella spp. wurde aus einer Probe (Metallkanne) isoliert
[Sospedra et al., 2012].

2.7.5 Aktuelle Untersuchungsberichte aus Osterreich und Europa

2.7.5.1 Osterreichischer Lebensmittelsicherheitsbericht

Im Osterreichischen Lebensmittelsicherheitsbericht des Bundesministeriums fur
Gesundheit werden die Ergebnisse des Vollzugs des Proben- und
Revisionsplans gemal § 31 Abs. 1 LMSVG dargestellt. Im Jahr 2012 wurden in
der Warengruppe Obst und Gemuse von 1.469 Routineproben 164 (11,2 %)
beanstandet. Mikrobielle Kontaminationen und/oder sensorische Abweichungen
stellen die haufigsten Beanstandungsgrinde dar. Hygienemangel sowie
inadaquate Lagerbedingungen durften ursachlich fur den Verderb der Produkte
sein. 51 (3,5 %) der untersuchten Proben wurden als fur den menschlichen
Verzehr ungeeignet eingestuft. Eine Schwerpunktkontrolle bezog sich auf die
mikrobielle Verunreinigung von rohen, bodennahe wachsenden pflanzlichen

Lebensmitteln, wobei von 40 Proben zwei beanstandet und gleichzeitig als fur
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den menschlichen Verzehr ungeeignet beurteilt wurden; eine andere auf das
Vorkommen von Salmonellen und STEC in Sprossen, Erdbeeren und Salaten.
In diesem Fall wurde keine der 99 Proben beanstandet [BMG, 2013a].

2.7.5.2 Europaischer Zoonosenbericht der EFSA und ECDC

Die EFSA publiziert gemeinsam mit der ECDC jahrlich einen umfangreichen
Bericht zu Zoonosen und lebensmittelbedingten Krankheitsausbrichen in
Europa. Die Daten werden von teilnehmenden Staaten zur Verfugung gestellt;
im Jahr 2011 konnten Informationen aus 27 Landern zusammengefasst
werden. Ready-to-eat Produkte wurden schwerpunktmallig untersucht, darunter
auch vorgeschnittenes Obst sowie Gemuse und verzehrfertige Salate.
Bezugnehmend auf die Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 erfullen die, in
unterschiedlichen Staaten untersuchten, vorgeschnittenen Obst- und
Gemuseprodukte sowie nicht pasteurisierte Safte die Grenzwerte bezuglich des
Lebensmittelsicherheitskriteriums Salmonella spp. [EFSA und ECDC, 2013].
Die Ergebnisse aus dem Zoonosenbericht 2011 sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11: Ergebnisse aus dem Zoonosenbericht 2011 hinsichtlich des Lebensmittelsicherheitskriteriums
Salmonella spp. in verzehrfertigen Obst- und Gemiseprodukten [EFSA und ECDC, 2013].

vorgeschnittenes Obst und | 1.606 Einzelproben | nicht nachweisbarin 25 g
Gemiise 548 Chargen nicht nachweisbar in 25 g
nicht pasteurisierte Obst- | 123 Einzelproben nicht nachweisbar
und Gemiisesifte 255 Chargen nicht nachweisbar

Das zweite Kriterium fur Lebensmittelsicherheit, L. monocytogenes, wurde in
diesem Jahresbericht nicht gesondert ermittelt, in der Gruppe ,Other RTE
products® erfullten 1,6 % der Einzelproben bzw. 0,8 % der untersuchten
Chargen auf Produktionsebene die Kriterien nicht, im Verkauf 0,1 bzw. 0,0 %. In
sieben Mitgliedsstaaten wurden Untersuchungen hinsichtlich VTEC in diversen
Gemusesorten, vorrangig Fresh-cut sowie Ready-to-eat Produkte, mit einem
Probenumfang n= >25 durchgefuhrt. Das Bakterium wurde in keiner Probe
positiv nachgewiesen. In einer spanischen Studie mit geringerer Probenanzahl
wurde VTEC in vier von 24 Proben detektiert. Eine epidemiologische Studie in
Norwegen assoziierte einen lebensmittelbedingten Ausbruch, verursacht durch
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Y. enterocolitica 0:9, mit dem Verzehr von Ready-to-eat Salatprodukten
[EFSA und ECDC, 2013].

2.8 Lebensmittelbedingte Erkrankungen

Ready-to-eat Obst- und Gemuseprodukte werden roh konsumiert oder vor dem
Verzehr lediglich geringfugig zubereitet bzw. erhitzt — aus diesem Grund
konnen sie als madgliches Vehikel fur pathogene Mikroorganismen dienen.
Obwohl lebensmittelbedingte Krankheitsausbriche nach dem Genuss
derartiger Produkte im Vergleich zu Lebensmitteln tierischen Ursprungs
seltener sind, nahm die Anzahl dokumentierter Falle in den letzten Jahren
dennoch stetig zu [Europaische Kommission, 2002], wobei folgende Faktoren
wesentlich dazu beitragen:

* Marktsteigerung in dieser Produktgruppe

* zentralisierte Produktion

» steigender Automatisierungsgrad im Herstellungsprozess

* weitlaufiger Vertriebsradius der Waren und dadurch langere Lagerzeiten

* steigende Popularitat von Salatkonsum

* Wachstum empfindlicher Bevdlkerungsgruppen (z.B. altere oder

immunsupprimierte Personen)
* Zunahme des AulRer-Haus Verzehrs
* Aufkommen von hochinfektiosen Pathogenen

* verbesserte Nachweisverfahren [Brandl, 2006]

Gruner Salat, Kopfsalat, Sprossen, Tomaten sowie Cantaloup-Melonen sind
jene Gemuse- bzw. Obstsorten, mit deren Verzehr am haufigsten
lebensmittelbedingte Erkrankungsfalle assoziiert werden
[Olaimat und Holley, 2012]. Liegt den Ausbrichen eine Verunreinigung mit
Mikroorganismen zu Grunde, handelt es sich dabei in der Regel um Bakterien,
Viren oder Parasiten, wobei eine bakterielle Kontamination mit Spezies der
Enterobakterien  als  haufigste  Ursache genannt werden  kann
[Europaische Kommission, 2002]; sie spielen in der Lebensmittelmikrobiologie
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generell
[Maller, 1996a].

eine bedeutendere Rolle als

Index- und

Indikatororganismen

Tabelle 12: Lebensmittelbedingte Krankheitsausbriiche, modifiziert nach [Olaimat und Holley, 2012]
[Taban und Halkman, 2011] [Little und Gillespie, 2008] [Doyle und Erickson, 2008] [FAO/WHO, 2008]

[BfR, 2011a] [Watanabe et al., 1999].

betroffene Staaten Jahr | Pathogen Produkt
. . Fresh-cut
USA 1986 | Shigella sonnei Kopfsalat
USA 1990 C. botulinum Weiltkohl
USA, Mexiko 1993 | E. coli O6:NM gemischer Salat
Norwegen, - Grofbritannien, 1994 | S. sonnei Eisbergsalat
Schweden
Danemark 1998 | S. sonnei Babymais
Japan 1996 | E. coli 0157:H7 Radieschen-
Sprossen
Danemark, Deutschland, Salmonella typhimurium
Island, Grol3britannien, | 2000 Kopfsalat
. DT104
Niederlande
Grol3britannien 2000 S. typhimurium DT104 Kopfsalat
GroRbritannien 2001 ge;_lgonella newport Eisbergsalat
Schweden 2001 Hepatitis A Rucola
Grof¥britannien, Frankreich | 2002 E. coli 01567 PT34 VT2 | Gurkensalat
Grol3britannien 2003 | Salmonella Braenderup | Kopfsalat
Grol3britannien 2004 S. Newport Kopfsalat
Danemark, Norwegen, 2004 | Salmonella Thompson Rucola
Schweden
Finnland, Schweden 2005 S. Typhimurium DT104b | Eisbergsalat
Grof3britannien 2005 | S. Typhimurium DT104 | Kopfsalat
Norwegen, Schweden 2005 | E. coliO157 VT2 Eisbergsalat
USA 2006 | E.coli O157:H7 Presh-cut
Kopfsalat
USA, Kanada 2006 | Salmonella spp. Obstsalat
Israel 2007 Salmonella Senftenberg | Basilikum
Danemark 2007 S. sonnei Babymais
USA 2010 | L. monocytogenes Fresh-cut Sellerie
Deutschland 2011 | EHEC O104:H4 Bockshornklee-
Sprossen

Die Aussagekraft epidemiologischer Daten, wie sie in Tabelle 12 dargestellt

sind, ist jedoch
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Krankheitsausbriche werden die, den Fallen zugeordneten Lebensmittel,
haufig kategorisiert und mit Uberbegriffen wie ,Salat‘ oder ,griiner Salat*
bezeichnet. Weiters setzen sich Salatgerichte oftmals aus mehreren Zutaten
zusammen, von denen einzelne als mogliches Vehikel fur Pathogene dienen
konnen — die genaue ldentifizierung der Infektionsquelle ist somit aulerst
schwierig [FAO/WHO, 2008]. Daruber hinaus erreichen verunreinigte
Lebensmittel aus industrieller Produktion durch weitlaufige
Vertriebsmoglichkeiten eine grofle Anzahl von Konsumentinnen und
Konsumenten; dokumentiert werden jedoch meist lediglich
Krankheitsausbriche mit mehreren betroffenen Personen und keine
sporadischen Einzelfalle [Heaton und Jones, 2008]. Besonders gefahrdete
Bevolkerungsgruppen, deren Risiko an Lebensmittelinfektionen zu erkranken
erhoht ist, sind altere Personen, immunsupprimierte Patientinnen und Patienten
sowie Schwangere [Europaische Kommission, 2002]. Die DGE hat in einer
Meldung vom Oktober 2013 schwangeren Frauen geraten, auf den Verzehr von
abgepackten, geschnittenen Mischsalaten und Salatzubereitungen aus offenen
Vitrinen zu verzichten, um das Risiko einer Listeriose zu verringern
[DGE, 2013].

2.8.1 Osterreichischer Jahresbericht fur Lebensmittelbedingte

Krankheitsausbriiche

Der Bericht dokumentierte im Jahr 2012 122 Falle mit 561 Erkrankten, davon 97
hospitalisierte Patienten. 118 Ausbriche waren bakteriell bedingt, wovon
50,0 % durch Campylobacter spp. und 43,0 % durch Salmonella spp.
verursacht wurden. Den weiteren Fallen liegen Infektionen mit Verotoxin-
bildende E. coli und L. monocytogenes zugrunde. 2012 wurden erneut mehr
lebensmittelbedingte Krankheitsausbriche durch Campylobacter spp. als durch
Salmonella spp. verursacht, wobei sich diese Entwicklung bereits seit mehreren
Jahren abzeichnet. Die Infektion erfolgte bei insgesamt 105 Ausbrichen in
Osterreich bzw. durch Lebensmittel, die im Inland erworben wurden. Von

diesen war die Infektionsquelle lediglich bei 40,0 % bekannt; auf Obst, Gemuse
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oder deren Folgeprodukt war kein Krankheitsausbruch im Jahr 2012 direkt

zuruckzufuhren [Much, n.b.].

2.8.2 Europaischer Zoonosenbericht der EFSA und ECDC

In Europa wurden im Jahr 2011 insgesamt 5.648 lebensmittelbedingte
Krankheitsausbriche registriert, die 69.553 Krankheitsfalle, 7.125
Krankenhausaufenthalte und 93 Todesfalle zur Folge hatten. Eine starke
Evidenz fur die Verbindung zwischen einem Krankheitsfall und ein bestimmtes
Lebensmittel als Vehikel lag in 701 Fallen vor. Salmonella spp., bakterielle
Toxine, Campylobacter spp. sowie Viren wurden als hauptsachliche Erreger
eruiert. In den Fallen mit starker Evidenz konnten in 5,3 % der Falle Gemuse,
Safte und deren Folgeprodukte als Quelle identifiziert werden
[EFSA und ECDC, 2013].
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3 MATERIAL UND METHODEN

Nachfolgend werden die nachgewiesenen Mikroorganismen charakterisiert, die
untersuchten Produkte in Gruppen eingeteilt und die verwendete
Laborausstattung aufgelistet. Im Anschluss erfolgt die Darstellung der
Probenaufbereitung sowie der qualitativen und quantitativen

Nachweismethoden.

3.1 Charakteristika der ausgewahlten Mikroorganismen

Der Probenumfang wurde auf das Vorkommen von insgesamt elf
Mikroorganismen bzw. -gruppen untersucht. Ausgewahlt wurden diese nach
deren Bedeutung als Erreger mikrobieller Lebensmittelvergiftungen bzw.
-infektionen und Relevanz in der analysierten Produktgruppe.

3.1.1 Aerobe mesophile Gesamtkeimzahl

Die Gesamtheit der lebendigen Mikroorganismen in einer Lebensmittelprobe
wird Ublicherweise mit der aeroben Gesamtkeimzahl ausgedriuckt. Je nach
Inkubationsbedingungen und gewahltem Kultivierungsmedium werden Gruppen
mit unterschiedlichen Charakteristika, beispielsweise meso-, psychro- oder
thermophile Mikroorganismen, erfasst. Die Gesamtkeimzahl kann eine Grolle
von mikrobiologischen Kriterien fur ein bestimmtes Lebensmittel darstellen oder
in der Uberwachung von GMPs herangezogen werden. V.a. bei gekihlten
Produkten konnen durch deren Hohe auch Ruckschlisse Uber die Sauberkeit
der Produktionsanlagen und die Einhaltung der Kuhlkette gezogen werden;
geringe Aussagekraft besitzt die Gesamtkeimzahl jedoch bezuglich der
sensorischen Qualitat eines Lebensmittels [Montville und Matthews, 2008a].

3.1.2 Coliforme Bakterien

Coliforme Bakterien stellen eine heterogene Gruppe innerhalb der
Enterobakterien dar, die unterschiedliche Genera, wie Escherichia, Citrobacter,
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Enterobacter oder Klebsiella, einschliet [Manafi, n.b.]. Sie werden als
gramnegative, fakultativ anaerobe Stabchen beschrieben, die keine Sporen
bilden, Lactose innerhalb von 48 h bei 37 °C fermentieren und dabei Saure und
Gas bilden [FDA, 2002]. Das Vorhandensein des B-Galactosidase-Gens bildet
ein  neueres Kriterium fur die Einordnung in diese Gruppe
[Manafi, n.b.]. In der Lebensmittelindustrie gelten sie bis heute als routinemalig
erhobene Hygieneindikatoren bezuglich Produktqualitat und
Herstellungsprozesse [Halkman und Halkman, 2014].

3.1.3 E.coli

Das Bakterium gehort zur Gattung Escherichia, die gramnegative, 2,0 bis
6,0 um lange, fakultativ anaerobe, gerade, unbewegliche oder peritrich
begeilelte Stabchen umfasst. Sie vergaren Glucose und andere Kohlenhydrate
zu Milch-, Essig-, und Ameisensaure, fermentieren meist Lactose und bilden
Indol. Allgemein gilt es als harmloser Darmbewohner, fakultativ pathogene
Stamme konnen jedoch durch Lebensmittel Ubertragene Durchfallerkrankungen
auslosen — es gilt somit auch als wichtiger Indikator fur fakale Verunreinigungen
von Nahrungsmitteln und Trinkwasser [Muller, 1996a]. Eingeteilt werden
darmpathogene E. coli nach serologischen Eigenschaften in vier Pathovare:
Enteropathogene E. coli (EPEC), die eine Sauglingsdiarrhde verursachen;
Enterotoxische E. coli (ETEC), denen die meisten Falle von Reisediarrh6e zu
Grunde liegen; Enteroinvasive E. coli (EIEC) als Ausloser ruhrartiger Durchfalle
sowie Enterohamorrhagische E. coli (EHEC), die schwere
Lebensmittelinfektionen ~ mit  hamorrhagischer  Kolitis  bis  hin  zu

Nierenerkrankungen und -versagen verursachen konnen [Muller, 1996Db].

3.1.4 S. aureus

Die Gattung Staphylococcus spp. umfasst grampositive, 0,5 bis 1,0 um grol3e,
fakultativ anaerobe, einzelne, paarig oder haufen- bzw. traubenformig
angeordnete Kokken. Sie bilden Saure, jedoch kein Gas aus Kohlenhydraten
und sind Katalase positiv [Muller, 1996a]. S. aureus besitzt zahlreiche

Antibiotikaresistenzen und bildet mehrere extrazellulare Enzyme sowie Toxine,
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wie Koagulase oder Alphahamolysin. Lebensmittel werden direkt durch den
Kontakt mit eitrigen Wunden, durch Schnupfen und Niesen oder indirekt Uber
den Kontakt mit kontaminierten Gegenstanden verunreinigt. Werden
enterotoxinhaltige Speisen verzehrt, so kommt es wenige Stunden spater zu
Ubelkeit, Erbrechen, teilweise blutigem Durchfall und Leibschmerzen, aber
keinem Fieber. Spatestens nach einem Tag sind die Beschwerden meist
abgeklungen [Muller, 1996b].

3.1.5 B. cereus

B. cereus ist grampositiv, aerob, 2,0 bis 6,0 ym grof3, stabchenformig, peritrich
begeilRelt, vermehrt sich in einem Temperaturoptimum von 28 bis 35 °C und
bildet hitzeresistente Sporen. Das Bakterium bildet Saure, aber kein Gas aus
diversen Kohlenhydraten, reduziert Nitrat zu Nitrit und bildet ein Toxin.
Lebensmittelvergiftungen, die durch B. cereus verursacht werden, sind leichter
Art. Wenige Stunden nach dem Verzehr kontaminierter Speisen treten Ubelkeit
(ohne Fieber), Erbrechen sowie Durchfall auf und klingen nach 24 bis 36
Stunden wieder ab [Muller, 1996Db].

3.1.6 Enterococcus spp.

Aus dem Namen dieser grampositiven, kokkenformigen Gattung lasst sich
ableiten, dass es sich um Darmbewohner handelt. Enterokokken sind thermo-
und salztolerant sowie unempfindlich gegenuber hohen pH-Werten. Zwei der
haufigsten Arten, E. faecalis und E. faecium, zahlen zu den Index- und
Indikatorkeimen in der Lebensmittelhygiene und konnen in weiterer Folge als
Faulnisorganismen unspezifische Lebensmittelvergiftungen verursachen
[Maller, 1996a].

3.1.7 C. perfringens

Das grampositive, anaerobe, 4,0 bis 8,0 um lange, sporenbildende Stabchen ist
unbeweglich, wachst optimal zwischen 37 bis 45 °C, bildet Saure sowie Gas
und reduziert Nitrat. Das Bakterium bildet im Dunndarm des Menschen
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Enterotoxine. C. perfringens ist ubiquitar verbreitet. Lebensmittel, die mit
kontaminierten Erdreich, Wasser, Staub oder Faces in BerUhrung kommen,
konnen in weiterer Folge leichte Formen von Lebensmittelvergiftungen
verursachen. Abdominale Krampfe, wassriger Durchfall, Ubelkeit und
Erbrechen zahlen zu den haufigen Symptomen; Kopfschmerzen, Fieber und
Schuttelfrost sind seltener. Im Allgemeinen klingen die Beschwerden rasch
wieder ab [Muller, 1996Db].

3.1.8 Campylobacter spp.

Bei Campylobacter spp. handelt es sich um mikroaerophile, schlanke,
spiralformige Stabchen mit einer Lange von 0,5 bis 5,0 ym und einer Geil3el an
einem oder beiden Polen [Kayser, 1997]. Das Bakterium bildet ein Endotoxin
sowie ein hitzelabiles Enterotoxin. Erkrankungen, die durch C. jejuni verursacht
werden, treten vermehrt in den Sommermonaten zwischen Juni und September
auf. Durchfalle, die bei Kindern auch blutig sein konnen, Fieber, Bauch-,
Muskel- und Kopfschmerzen treten nach einer Inkubationszeit von zwei bis funf

Tagen auf und dauern mehrere Tage an [Muller, 1996b].

3.1.9 L. monocytogenes

Die Gattung Listeria spp. umfasst grampositive, peritrich begeil3elte und meist
kettenbildende Stabchen. Sie sind Katalase-positiv, bilden Saure aus
Kohlenhydraten, aber kein Gas [Muller, 1996a]. L. monocytogenes ist
beweglich, psychrotroph — kann also auf kuhl gelagerten Lebensmitteln
wachsen — und ist resistent gegenuber Kochsalz und Nitrit. Die durch das
Bakterium verursachte Listeriose betrifft in erster Linie Schwangere, Sauglinge
und Personen mit geschwachtem Immunsystem. Bei schwangeren Frauen ist
haufig die Plazenta vom Erreger betroffen, in weiterer Folge kann dies zu Fehl-
und Fruhgeburten fuhren [Muller, 1996b].
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3.1.10 Salmonella spp.

Gramnegative, 2,0 bis 5,0 ym lange, fakultativ anaerobe, Ublicherweise peritrich
begeillelte Stabchen werden der Gattung Salmonella spp. zugeordnet.
Abwesenheit von Indol, Saure- und Gasbildung aus Glucose, Maltose, Mannit
und Glucitol sowie Nitrat- und H>S-Bildung kdnnen als wichtige biochemische
Merkmale genannt werden [Muller, 1996a]. Die Spezies werden anhand
serologischer Eigenschaften, ihrer Antigene, unterschieden. Primar kommen
Salmonellen im menschlichen und tierischen Darm vor und werden mit dem
Faces ausgeschieden. Sie konnen die als Salmonellosen bezeichneten
Erkrankungen verursachen, wobei S. enteritidis und S. typhimurium die
wichtigsten Erreger fur eine Gastroenteritis oder Enteritis darstellen. Das durch
Enteritisbakterien hervorgerufene Krankheitsbild bleibt auf den Dunndarm
beschrankt und &ufert sich sehr unterschiedlich, meist kommt es =zu
Kopfschmerzen,  Ubelkeit, Erbrechen, wassrigen  Durchfallen und
Leibschmerzen [Muller, 1996b].

3.1.11 Schimmelpilze und Hefen

Wenn die Wachstumsbedingungen fur Bakterien nicht optimal sind, vermehren
sich tendenziell Schimmelpilze und Hefen [Montville und Matthews, 2008a]
— sie sind in der Lage, auch jene Lebensmittelinhaltsstoffe, die auf andere
Mikroorganismen eine hemmende Wirkung besitzen, zu verwerten. Daruber
hinaus tolerieren Schimmelpilze und Hefen niedrige pH- sowie a,-Werte, Kalte
und die Anwesenheit von Konservierungsmitteln [Huis in't Veld, 1996]. Die
Genera Aspergillus, Penicillium sowie Fusarium werden am haufigsten mit dem
Verderb von Lebensmitteln assoziiert; toxinogene Schimmelpilze kontaminieren
vor allem pflanzliche Lebensmittel [Montville und Matthews, 2008b]. Diese
konnen in weiterer Folge gesundheitsschadliche Mykotoxine produzieren. Im
Allgemeinen aufert sich der Verderb durch sensorische Veranderungen des
Produktes [Huis in't Veld, 1996].
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3.2 Proben

Analysiert wurden insgesamt 80 verzehrfertige Obst- und Gemuseprodukte, die
im Zeitraum von Februar bis April 2014 in Wiener Supermarkten, Saft- und
Salatbars sowie Take-away Restaurants gesammelt wurden. Der
Probenumfang umfasste drei Produktgruppen:

e 25 sortenreine und gemischte Blatt- und Gemdusesalate;

Gemusezubereitungen, die Ublicherweise roh verzehrt werden; Krauter
* 19 sortenreine und gemischte Obststlicke und -salate
* 36 nicht pasteurisierte, frisch gepresste Obst- und Gemusesafte sowie

Smoothies

Ausgewahlt wurden ausschlie8lich rohe und nicht erhitzte oder pasteurisierte
Obst- und Gemuseprodukte, die zum sofortigen Verzehr geeignet waren, d.h.
bereits gewaschen sowie geschnitten bzw. zerkleinert angeboten wurden und
vor dem Genuss keiner weiteren Zubereitung bedurften. Bei verpackten Waren
wurde dies meist mit Bezeichnungen wie ,essfertig® oder ,geschnitten und
gewaschen® gekennzeichnet. Weiters enthielten die Produkte weder zusatzliche
Zutaten (wie Kase, Nudeln, Milchprodukte, Fisch oder Fleisch), noch wirzende
Solden, Dressings oder Gewdurze. In die Untersuchung miteinbezogen wurden
sowohl verpackte, als auch offen angebotene Speisen und Getranke. Safte und
Smoothies wurden entweder frisch in den Lokalen hergestellt, selbst an

Zitruspressen in Supermarkten abgefullt oder stammten aus dem Kuhlregal.

3.3 Verwendete Laborausstattung und Hilfsmittel

* Kuhlschrank

* Brutschranke mit 37 °C und 44 °C (Heareus, Kendor Laboratory
Products)

* Laborwaage (sartorius laboratory)

* Stomacher (BagMixer®, interscience)

* Vortexer (Velp Scientifica)
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* Stomacherbeutel (BagFilter, interscience)

* Pipetten mit Pipettierhilfen

* Impfgerate: Kunststoffosen, Pasteurpipetten, Wattetupfer
* Drigalskispatel

* Glasgefale: Flaschen, Eprouvetten, Becherglaser, Messzylinder
* Eprouvetten mit je 9 ml BPW

» steriles Besteck

* Utensilien und Reagenzien zur Gramfarbung (bioMérieux)
* Bunsenbrenner (Integra Biosciences, Fireboy plus)

» Kolonienzahler (BZG 30 Colony Counter, WTW)

* Lichtmikroskop (Eclipse E200, Nikon)

* Anerobiertopf (Merck)

3.4 Probenvorbereitung

Die Proben wurden in Kuhltaschen ins Labor transportiert und bis zur Analyse
bei 6 °C im Kuhlschrank gelagert. Samtliche mikrobiologische Untersuchungen
erfolgten innerhalb von 24 Stunden nach Kaufzeitpunkt und vor Ablauf des
Mindesthaltbarkeitsdatums. Die Vorgehensweise flr die Probenvorbereitung ist
in Abbildung 6 ersichtlich.

25 g Probenmaterial mit 225 ml gepufferter Peptonlésung (BPW)
in sterilen Stomacherbeutel Uberflhren

!

‘ Homogenisation: interscience BagMixer®, 2 min, Stufe 7 ‘

!

‘ dezimale Verdinnungsreihe mit max. 4 Stufen ‘

Abbildung 6: FlieRdiagramm zur Vorbereitung der Proben.

In mehreren Vorversuchen wurde die zweckmaldige Anzahl der notwendigen
Verdlinnungsstufen und spater auszustreichenden Nahrboden ermittelt. Um
auszahlbare Platten zu erhalten, mussten von Salat- und Gemuseproben in der

Regel hohere Verduinnungsstufen angelegt werden als von den Obst- und
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Saftproben. Die verwendeten Nahrboden und Verdlinnungs- bzw.
Anreicherungsmedien wurden entweder in der hauseigenen Nahrbodenkuche
hergestellt oder gebrauchsfertig bezogen. Fur samtliche Kultivierungsmethoden
wurde das Oberflachenspatelverfahren angewandt; jeweils 0,1 ml der
entsprechenden Verdinnungsstufe wurden mit einer sterilen Pipette
aufgebracht und mittels Drigalskispatel gleichmaBig auf dem N&hrboden
verteilt. Die anschlieliende Inkubation der getrockneten Agarplatten erfolgte mit

dem Deckel nach unten bei entsprechenden Temperatur- und Zeitverhaltnissen.

Die spatere Gramfarbung erfolgte nach der standardisierten Methode mit
Farbemitteln von bioMérieux; fur die biochemische Bestatigung der einzelnen
Stamme wurden die Anweisungen fur die entsprechenden API-Systeme
(bioMérieux) befolgt.

3.5 Quantitative Nachweismethoden

3.5.1 Gesamtkeimzahl

Die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl wurde durch den Ausstrich der
Verdunnungsstufen auf Muller-Hinton-Agar ermittelt, siehe Abbildung 7.

Muller-Hinton (MH) Agar
72 h, 37 °C
!

Auszahlen samtlicher sichtbarer Kolonien

Abbildung 7: FlieRdiagramm zur Ermittlung der aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl.
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3.5.2 Coliforme Bakterien und E. coli

Abbildung 8 zeigt die Vorgehensweise zur Kultivierung Coliformer Bakterien
sowie E. coli.

Chromocult-Coliformen (CCA) Agar
24 h, 37 °C
!
Auszahlen der pinken (Coliforme Bakterien) und
blauen Kolonien (Verdacht auf E. coli)
!
fraktionierter Ausstrich der blauen Kolonien auf MH-Agar
24 h, 37 °C
!
Cytochromoxidase-Test (Microbiology Bactident® Oxidase, Merck)
biochemische Bestatigung mittels APl 10E oder API 20E (bioMérieux)

Abbildung 8: FlieRdiagramm zur Kultivierung von Coliformen Bakterien sowie E. coli.

3.5.3 S. aureus

In Abbildung 9 wird die Vorgehensweise zur Kultivierung und biochemischen
Bestatigung von S. aureus erlautert.

Baird-Parker (BP) Agar, angereichert mit Eigelb-Tellurite Emulsion

48 h, 37 °C

!
Auszahlen der Kolonien mit typischer Morphologie
(schwarze Kolonien mit Hemmbhofbildung)
!
fraktionierter Ausstrich auf Blut-Agar (Columbia Agar + 5 % Hammelblut, bioMérieux)

24 h, 37 °C
!

Gramfarbung

biochemische Bestatigung mittels API Staph (bioMérieux)

Abbildung 9: FlieRdiagramm zur Kultivierung von S. aureus.
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3.5.4 B. cereus

Zur Kultivierung von B. cereus wurde Bacillus cereus-Agar verwendet, siehe
Abbildung 10.

Bacillus cereus (BC) Agar

24 h, 37 °C

¥
Auszahlen der Kolonien mit typischer Morphologie
(dunkle Kolonien mit Farbumschlag des Nahrbodens)
¥
fraktionierter Ausstrich auf Blut-Agar

24 h, 37 °C
¥

Gramfarbung

biochemische Bestatigung mittels APl 50CH (bioMérieux)

Abbildung 10: FlieRdiagramm zur Kultivierung von B. cereus.

3.5.5 Enterokokken

Enterokokken wurden auf Kanamycin-Asculin-Azid-Agar kultiviert, siehe
Abbildung 11.

Kanamycin-Asculin-Azid (KANA) Agar
24 h,44 °C
¥
Auszahlen der Kolonien mit typischer Morphologie
(dunkle Kolonien mit Farbumschlag des Nahrbodens)

Abbildung 11: FlieBdiagramm zur Kultivierung von Enterococcus spp.
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3.5.6 C. perfringens

Fur die Kultivierung von C. perfringens wurden Nahrbdoden mit kleinerem
Durchmesser gewahlt und ausschliellich Verdunnungsstufe 0 ausgestrichen,
die weitere Vorgehensweise ist in Abbildung 12 dargestellt.

CP ChromosSelect Agar (Fluka)
24 h, 44 °C, anaerob (GENbag anaer und Anaer indicator, bioMérieux)

!

Auszahlen der Kolonien mit typischer Morphologie (grtinlich-blaulich)
¥
fraktionierter Ausstrich auf Blut-Agar
24 h, 44 °C, anaerob
¥
Gramfarbung
biochemische Bestatigung mittels rapid ID 32 A (bioMérieux)

Abbildung 12: FlieRdiagramm zur Kultivierung von C. perfringens.

3.5.7 Schimmelpilze und Hefen

Schimmelpilze und Hefen konnten auf einem gemeinsamen Na&hrboden
kultiviert werden, siehe Abbildung 13.

Hefeextrakt-Glucose-Chlormphenicol (YGC) Agar
72 h, 37 °C
)
getrenntes Auszahlen von Schimmelpilzen (filamentds, gefranst)
und Hefen (glatt, rund)

Abbildung 13: FlieRdiagramm zur Kultivierung von Schimmelpilzen und Hefen.

3.6 Qualitative Nachweismethoden

Untersuchungen auf das Vorkommen von  Campylobacter spp.,
L. monocytogenes sowie Salmonella spp. erfolgten in mehreren Schritten. Die
Homogenisierung des Probenmaterials erfolgte nicht mit gepufferter
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Peptonlosung, sondern mit entsprechenden Anreicherungsmedien, siehe
Abbildungen 14, 15 und 16.

3.6.1 Campylobacter spp.

Anreicherung: 25 g Probe mit 1 Beutel (225 ml) CampyFood Bouillon (bioMérieux)
72 h,44 °C

!

fraktionierter Ausstrich auf Campylosel Agar (bioMérieux)
24 h, 44 °C, mikroaerophil (GENbag microaerophil, bioMérieux)

!

fraktionierter Ausstrich verdachtiger Kolonien (grau) auf Blut-Agar
24 h,44 °C

!

Gramfarbung
biochemische Bestatigung mittels APICampy (bioMérieux)

Abbildung 14: FlieRdiagramm zur Anreicherung und Kultivierung von Campylobacter spp.

3.6.2 L. monocytogenes

Anreicherung: 25 g Probe mit 225 ml Fraser Bouillon
72 h, 37 °C

!

fraktionierter Ausstrich auf ALOA® Agar (bioMérieux)
24 h, 37 °C

!

fraktionierter Ausstrich verdachtiger Kolonien (groR3, blau) auf Blut-Agar
24 h, 37 °C

!

Gramfarbung
biochemische Bestatigung mittels API Listeria (bioMérieux)

Abbildung 15: FlieRdiagramm zur Anreicherung und Kultivierung von L. monocytogenes.
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3.6.3 Salmonella spp.

Anreicherung: 25 g Probe mit 225 ml Rappaport-Vassiliadis (RV) Bouillon
72 h, 37 °C
!
fraktionierter Ausstrich auf chromID™ Salmonella Agar (bioMérieux)
24 h, 37 °C
!
fraktionierter Ausstrich verdachtiger Kolonien (rot oder violett) auf Blut-Agar
24 h, 37 °C
!
Gramfarbung
biochemische Bestatigung mittels API 20E (bioMérieux)

Abbildung 16: FlieRdiagramm zur Anreicherung und Kultivierung von Salmonella spp.

3.7 Nachweis von Antibiotikaresistenzen

Im Anschluss an die Kultivierung sowie biochemische Bestatigung relevanter
Stamme wurden diese erneut auf Blut-Agar ausgestrichen (24 h, 37 °C).

Die jungen Kolonien wurden schlieRlich auf die entsprechenden chromogenen
Medien (von bioMérieux) zum Nachweis moglicher antibiotikaresistenter
Stamme aufgetragen, siehe Abbildung 17.

E. coli
E
nteroba_cter E. faecalis
S. aureus Serratia E faecium
Citrobacter ’
Proteeae
¥ y !
‘ chromID™ MRSA Agar chromID™ ESBL Agar chromID™ VRE Agar ‘
y
| 24 h, 37 °C |
V

| Interpretation des Farbumschlages |

Abbildung 17: FlieRdiagramm zum Nachweis von Antibiotika-resistenten S. aureus-, Enterobacteriacea-,
und Enterokokken-Stammen.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Insgesamt wurden 80 verzehrfertige Obst- und Gemuseprodukte sowie Safte
und Smoothies analysiert. Der Probenumfang setzte sich aus drei
Produktgruppen zusammen, wie aus Abbildung 18 ersichtlich.

Salat- und Gemuseprodukte (n= 25)
6 gemischte Salate (haufig mit Karotten, Mais, Tomaten, Blattsalaten)
7 Blattsalate (v.a. Rucola, Frisée, Endivie, Radicchio)
8 Gemuseprodukte (haufig mit Karotten, Tomaten, Gurken)
4 Krauter (Schnittlauch, Petersilie)

Obst (n=19)
8 sortenreine Obststlicke (Melonen, Ananas, Mango)
11 gemischte Fruchtsalate (haufig mit Apfeln, Trauben, Erdbeeren, Kiwi, Melonen)

Séfte und Smoothies (n= 36)
5 sortenreine Fruchtsafte (Orange, Grapefruit)
4 sortenreine Gemusesafte (Karotte, Rote Ruben)
5 gemischte Fruchtsafte (haufig mit Ananas, Orange, Banane)
12 gemischte Smoothies (haufig mit Karotten, Ingwer, Apfeln, Trauben)
10 Smoothies mit Krautern/Blattgemiise (v.a. mit Apfeln, Minze, Spinat, Bananen)

Abbildung 18: Zusammensetzung des Probenumfangs.

31 (38,8 %) Produkte wurden offen zum Verkauf angeboten, 49 (61,2 %) waren
bereits verpackt.

Von den ausgezahlten Kolonien auf den einzelnen Nahrboden wurde mittels
Berechnung auf die tatsachliche Keimzahl geschlossen; siehe Abbildung 19. Im
Anschluss wurden die Mittelwerte der ausgewerteten Platten berechnet. Der
Faktor 10 ist bei jenen Nachweismethoden zu berucksichtigen, bei denen 0,1 ml

der Keimsuspension auf die Agarplatte aufgetragen wurde.

Anzahl sichtbarer Kolonien x 1QVerdinnungsstufe y 4q

Abbildung 19: Formel zur Berechnung der tatsachlichen Keimzahl ausgehend von der Anzahl sichtbarer
Kolonien.
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Samtliche Berechnungen wurden in Microsoft Excel 2011 durchgefuhrt; die
statistischen Auswertungen mittels SPSS 22 fur Mac OS X 10.9. Ein p-value
<0,05 gilt als signifikant. Da keine Normalverteilung der Daten vorlag, wurde ein
Nicht parametrischer Test (Mann-Whitney-U-Test) herangezogen.

4.1 Quantitative Ergebnisse

Die hochste durchschnittliche Gesamtkeimzahl wies die Gruppe der Salat- und
Gemiiseprodukte mit 4,1x10° KBE/g (min= 1,0x10° KBE/g; Md= 1,1x10° KBE/g;
max= 4,3x10” KBE/g) auf; bei den Obstprodukten lag der Mittelwert bei
2,9x10° KBE/g (min= 0,0x10" KBE/g;Md= 1,6x10% KBE/g; max= 4,0x10° KBE/g)
und bei den Saften sowie Smoothies bei 1,1x10° KBE/g (min= 0,0x10" KBE/g;
Md= 9,7x10° KBE/g; max= 2,3x10° KBE/g). Wahrend sich die Werte der Salat-
und Gemiiseprodukte bei 52,0 % der Proben im Bereich >1,0x10° KBE/g
bewegten, zeigten 89,5 % der untersuchten Obstprodukte bzw. 80,6 % der
Safte und Smoothies Gesamtkeimzahlen <1,0x10° KBE/g; ersichtlich ist die
Verteilung der Proben in Abbildung 20.

60,0

50,0
40,0
E Salat/Gemiise
30,0 1 E Obst
Safte/Smoothies
20,0 -
10,0 - I
0,0 T T T T T ]
<10° 10°-10 10%-10° 10° - 10° >10°

4

Abbildung 20: Relative Haufigkeiten der durchschnittlichen Gesamtkeimzahl in KBE/g, differenziert nach
Produktgruppen.
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Die durchschnittlichen Gehalte an Coliformen Bakterien betrugen bei den
Salat- und Gemiseprodukten 7,6x10° KBE/g (min= 0,0x10' KBE/g;
Md= 5,9x10* KBE/g; max= 6,1x10° KBE/g), wobei die Werte bei 60 % der
Proben <1,0x10° KBE/g lagen. Bei den Obststiicken lieR sich ein Mittelwert von
1,8x10° KBE/g (min= 0,0x10" KBE/g; Md= 1,0x10" KBE/g; max= 3,5x10° KBE)
und bei den Saften sowie Smoothies von 1,9x10* KBE/g (min= 0,0x10" KBE/g;
Md= 6,0x10? KBE/g; max= 3,5x10° KBE/g) erkennen; 94,7 % bzw. 55,6 % der
Produkte wiesen Werte von <1,0x10° KBE/g auf. Die entsprechenden relativen
Haufigkeiten sind in Abbildung 21 dargestellt.

100,0
80,0
60,0
H Salat/Gemiise
H Obst
40,0 Sifte/Smoothies
N I I L
0’0 E 3 ! . 4 ! 4 5 ! 5 6 6 '
<10 10°-10 10°-10 10°-10 >10

Abbildung 21: Relative Haufigkeiten der durchschnittlichen Gehalte an Coliformen Bakterien in KBE/g;
differenziert nach Produktgruppen.

In dieser Studie wurde keine weitere Differenzierung in Genera vorgenommen.
Verdachtige blaue Kolonien auf CCA-Agar (siehe Abbildung 22), die auf E. coli
hindeuten, wurden mittels APl 20E identifiziert. Die biochemische Bestatigung
ergab in drei Proben das Vorkommen von Pseudomonas luteola sowie in einer

Probe Pantoea spp. 3.
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Abbildung 22: pinke und blaue Kolonien auf CCA-Agar [Eigene Aufnahme].

Kulturen (ohne weiterfihrender Differenzierung) von Schimmelpilzen und Hefen
wurde bei insgesamt 70 Proben angelegt (siehe Abbildung 23); es konnte
ein  Durchschnittswert von  2,3x10°KBE/g  (min=  0,0x10'KBE/g;
Md= 1,1x10° KBE/g; max= 1,5x10* KBE/g) bei Salat- und Gemiiseprodukten,
9,5x10°KBE/g  (min=  0,0x10' KBE/g; Md=  7,7x10" KBE/g; max=
6,9x10° KBE/g) bei Obstprodukten sowie 6,5x10? KBE/g (min= 0,0x10" KBE/g;
Md= 6,0x10" KBE/g; max= 7,9x10° KBE/g) bei Saften und Smoothies ermittelt
werden. Differenziert betrachtet wurden in allen drei Lebensmittelgruppen
hdohere Gehalte bei Hefen als bei Schimmelpilzen festgestellt, wobei der
gesamte Probenumfang, mit Ausnahme einer Schnittlauch-Probe, Werte im
Bereich <1,0x10* KBE/g aufwies.
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Abbildung 23: Schimmelpilze und Hefen auf YGC-Agar [Eigene Aufnahme].

B. cereus konnte aus dem Probenumfang nicht isoliert werden; keine Kultur
zeigte die charakteristischen Kolonien mit Farbumschlag des Nahrbodens. Der
Nachweis von C. perfringens (n= 70) brachte ebenfalls keine positiven
Ergebnisse hervor.

Enterokokken wurden in fiinf Proben (6,3 %) im Umfang von 1,0x10' bis
6,7x10° KBE/g nachgewiesen, wobei es sich dabei um buntes Gemiise auf
Blattsalat, Karottensaft, Jungzwiebelscheiben, gehackte Petersilie sowie
Schnittlauch handelte. Eine nahere ldentifizierung der Stdmme wurde nicht

vorgenommen.

Schwarze Kolonien mit deutlich erhelltem Hemmhof auf BP-Agar (siehe
Abbildung 24) weisen auf S. aureus hin; dies konnte bei 14 Proben festgestellt
werden, wobei die ermittelten Werte im Bereich von 1,0x10" bis 2,3x10° KBE/g

lagen.

62



Abbildung 24: S.aureus-Kolonien mit Hemmhof auf BP-Agar [Eigene Aufnahme].

Die Gramfarbung zeigte bei allen verdachtigen Kolonien unverkennbare
Staphylokokken; Hamolysetatigkeit auf Blut-Agar wurde bei funf deutlich. Mittels
API Staph (siehe Abbildung 25) wurde der Verdacht auf S. aureus letztlich bei
zwei Stammen (2,5 % des Probenumfanges) aus einer Mango- sowie
Schnittlauch-Probe bestatigt; in Anhang 3 werden die weiteren Identifizierungen

aufgelistet.

Abbildung 25: AP| Staph-Teststreifen eines S. aureus-Stammes nach Zugabe der Reagenzien
[Eigene Aufnahme].
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4.2 Qualitative Ergebnisse

Der Nachweis von Campylobacter spp. in jeweils 10 bzw. 25 g Probenmaterial
(n= 65) brachte ausschlieB3lich negative Ergebnisse hervor. Auffallige Kolonien
auf Campylosel Agar konnten unter dem Mikroskop nicht als charakteristisch
spiralformige Stabchen identifiziert werden; somit wurde keine weitere

Bestatigung mittels APl Campy vorgenommen.

Salmonella spp. konnte in den untersuchten Produkten dieser Studie ebenfalls
nicht nachgewiesen werden. Die Kulturen zweier Proben zeigten verdachtige
violette Kolonien auf chromID™ Salmonella Agar; mittels API 20E wurden diese
als Pantoea spp.1 bzw. spp. 3 identifiziert.

Verdachtige blaue Kolonien auf ALOA-Agar wurden nach Gram gefarbt (siehe
Abbildung 26) und zeigten in zwolf Fallen die typischen morphologischen
Merkmale von Listeria spp.; Hamolysetatigkeit auf Blut-Agar wurde bei sechs
Stammen deutlich sichtbar (siehe Abbildung 27).

Abbildung 26: Listerien nach Gram gefarbt; Aufnahme unter dem Mikroskop [Eigene Aufnahme].
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Das Vorkommen von L. monocytogenes konnte mit Hilfe von API Listeria
letztlich nicht bestatigt werden, jedoch deuteten die Ergebnisse dreimal auf
L. ivanovii hin; dabei handelte es sich um die isolierten Stdmme aus zwei
Smoothies mit Blattgemlsen sowie einmal gemischten Blattsalaten.

£

N\

Abbildung 27: Hamolysetatigkeit von Listerien auf Blut-Agar [Eigene Aufnahme].

4.3 Nachweis von Antibiotikaresistenzen

Die biochemisch bestatigten S. aureus-Stamme sowie Enterokokken-Kolonien
wurden auf die entsprechenden chromogenen Nahrmedien aufgetragen, um
etwaige Antibiotikaresistenzen zu ermitteln. Wahrend bei den zwei S. aureus-
Stdmmen kein Farbumschlag auf chromID™ MRSA Agar-Platten zu
beobachten war, brachte die Kultivierung der Enterokokken auf chromID™
VRE-Agar ein positives Ergebnis hervor. Die violette Farbung des fraktionierten
Ausstrichs aus einer Schnittlauch-Probe deutete auf E. faecalis mit erworbener

Vancomycin-Resistenz hin, siehe Abbildung 28.
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Abbildung 28: fraktionierter Ausstrich von Enterokokken auf chromID™ VRE-Agar [Eigene Aufnahme].

4.4 Diskussion

Die Salat- und Gemisezubereitungen wiesen im Vergleich zu den
Obstprodukten signifikant hohere Durchschnittswerte hinsichtlich  der
Gesamtkeimzahl (p= 0,000) sowie dem Gehalt an Coliformen Bakterien
(p= 0,000) auf. Diese Differenzen kdnnten auf mehrere Faktoren zurlickgefuhrt
werden; die Aciditat von Fruchten — ihr pH-Wert liegt in der Regel <5 — inhibiert
in  Kombination mit Kuhlschranktemperaturen tendenziell mikrobielles
Wachstum. Daruber hinaus kann die Schale vieler Obstsorten eine
wirkungsvolle Barriere gegen das Eindringen von Mikroorganismen darstellen.
Salatpflanzen, Wurzelgemise oder bodennah gedeihende Gemusesorten
hingegen kommen mit Erde, GieRwasser und Dunger in direkten Kontakt,
wodurch sich weitere Verunreinigungen ergeben kdnnen [Abadias et al., 2008].
Zusatzlich bieten Salatblatter und Krauter besonders gro3e Angriffsflachen fur
Mikroorganismen [Aycicek et al., 2006]. In diesem Zusammenhang ermittelten
Abadias et al. die hochsten Keimzahlen bei Salatzubereitungen mit Karotten als
Zutat [Abadias et al., 2008]; in dieser Studie konnten keine signifikant hdheren
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Werte hinsichtlich Gesamtkeimzahl (p= 0,611) oder Coliformen Bakterien

(p= 0,111) festgestellt werden.

Die analysierten Safte und Smoothies wiesen im Vergleich zu den anderen
beiden Produktgruppen die geringsten durchschnittlichen Gehalte hinsichtlich
Gesamtkeimzahl, Coliformen Bakterien sowie Schimmelpilzen und Hefen auf.
Zwischen den Darreichungsformen (unmittelbar vor dem Kauf zubereitet bzw.
vorverpackt) der Waren konnte kein signifikanter Unterschied der Keimzahlen
festgestellt werden (p= 0,144; p= 0,340; p= 0,093).

Die Gesamtkeimzahl stellt einen ersten Parameter flr die mikrobiologische
Beschaffenheit eines Produktes dar und kann als Indikator fur die Umsetzung
der guten Hygienepraxis auf allen Herstellungs- und Vertriebsstufen gesehen
werden [Abadias et al., 2008] [De Giusti et al., 2010]. Die durchschnittlich
erhobene Gesamtkeimzahl von vorgeschnittenen Salat- und Gemuseprodukten
lag in dieser Studie im Bereich von 1,0x10° KBE/g und spiegelt somit die
Ergebnisse vergleichbarer Studien wider [Abadias et al., 2008]
[Althaus et al., 2012][Seow et al., 2012] [Valentin-Bon et al., 2008]. Konkret
wiesen 52,0 % der analysierten Produkte Werte >1,0x10° KBE/g auf, jedoch
wurde der von der DGHM definierte Richtwert von 5,0x10” KBE/g fiir diese
Produktgruppe [DGHM, 2011] von keiner Probe Uberschritten. Ein aquivalenter
Richtwert liegt fur geschnittenes und abgepacktes Obst vor; dieser betragt
1,0x107 KBE/g [DGHM, 2011]. Die Gesamtheit der hier untersuchten
Obstwaren lag unter diesem Wert; in 47,4 % der Proben wurde eine
Gesamtkeimzahl von <1,0x10° KBE/g ermittelt. Andere Autoren konnten die im
Vergleich zu Salat- und Gemuseprodukten geringeren Keimgehalte ebenfalls
beobachten [Abadias et al., 2008] [Althaus et al., 2012]. Fur die dritte
analysierte Warengruppe dieser Arbeit — nicht pasteurisierte Frucht- und
Gemusesafte sowie Smoothies — wurden bis dato keine Richt- oder Warnwerte
empfohlen. Die Resultate bewegten sich in dieser Studie in 80,6 % der Falle im
Bereich <1,0x10° KBE/g, davon lag rund ein Drittel <1,0x10> KBE/g. Die hier
ermittelten Keimzahlen streuen auch innerhalb der drei Produktgruppen stark;
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rein optisch konnten diese Unterschiede nicht ausgemacht werden. Die
Gesamtkeimzahl besitzt generell geringe Aussagekraft hinsichtlich der
sensorischen Produktqualitat [Montville und Matthews, 2008a]; Ragaert et al.
kamen in einem Review zu dem Schluss, dass sich Qualitatseinbuf’en bei
mikrobieller Kolonisation im AusmaR >1,0x10" bis 1,0x10° KBE/g allmahlich
manifestieren [Ragaert et al., 2007]. Abgesehen vom aulReren Erscheinungsbild
wurden weitere Parameter der Sensorik in dieser Arbeit nicht beurteilt.

Die Gruppe der Coliformen Bakterien umfasst diverse Genera innerhalb der
Enterobakterien, die allesamt in Wasser, Boden und der Vegetation vorkommen
[Environment Agency, 2002]. Deren Prasenz, v.a. Enterobacter spp. sowie
Klebsiella spp., auf bzw. in Salat- und Gemuseprodukten war daher durchaus
zu erwarten [Johannessen et al., 2002]. In dieser Arbeit wurde keine weitere
Differenzierung in Genera vorgenommen, die Kolonien auf CCA-Agar wurden
lediglich anhand deren Farbung unterschieden; pinke Kolonien wurden als
Coliforme Bakterien erfasst, blaue als mutmaliliche E. coli-Stamme. 72,0 % der
Salat- bzw. Gemuseproben wiesen einen Gehalt an Coliformen Bakterien von
>1,0x10* KBE/g auf; somit korrespondieren die Ergebnisse mit gleichartigen
Studien [Seow et al., 2012] [Campos et al., 2013] [Sant'Ana et al., 2011]. Wie
bereits durch die Gesamtkeimzahl angedeutet, bewegten sich die Werte der
Obstwaren sowie Safte und Smoothies im Vergleich mit den Salat- und
Gemuseprodukten in geringeren Bereichen; die Gehalte liegen bei 94,7 bzw.
55,6 % der Proben <1,0x10° KBE/g, andere Autoren konnten dies ebenso
dokumentieren [Abadias et al., 2008] [Badosa et al., 2008].

Im Gegensatz zu nicht-fakalen Coliformen Keimen wird das Vorkommen von
E. coli als geeigneter Indikator fur fakale Verunreinigungen von Frischwaren
gesehen [De Roever, 1998]. Vorgeschnittene Blattsalate und Krauter sind
aufgrund ihrer groRen Oberflache besonders anfallig fur mikrobielle
Kontaminationen [Aycicek et al., 2006], E. coli wurde aus derartigen Produkten
wiederholt isoliert [Abadias et al.,, 2008] [Valentin-Bon et al., 2008]
[Caponigro et al., 2010] [Althaus et al., 2012]. E. coli kann neben S. enterica am
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haufigsten mit lebensmittelbedingten Krankheitsausbrichen nach dem Verzehr
von Ready-to-eat Obst- und Gemuseprodukten assoziiert werden
[Brandl, 2006]. Zwei Epidemien sorgten in den letzten 20 Jahren fur besonderes
Aufsehen. 1996 wurden mit E. coli O157:H7 verunreinigte Radieschen-
Sprossen als kausales Agens fur mehr als 6.000 Erkrankungsfallen in Japan
identifiziert [Watanabe et al., 1999]; dem EHEC-Ausbruch 2011 in Deutschland
(mit 3.842 Erkrankungsfallen und 53 Todesopfern) lagen Bockshornklee-
Sprossen zugrunde, deren Samen mit EHEC 0O104:H4 kontaminiert waren
[BfR, 2011a]. In dieser Arbeit konnten verdachtige blaue Kolonien auf CCA-
Agar nicht als E. coli bestatigt werden. Die API-Systeme identifizierten diese als
Pseudomonas luteola und Pantoea spp. 3. Beide besiedeln naturgemald die
pflanzliche Phyllosphare [Lindow und Brandl, 2003].

Die DGHM sieht bei Mischsalaten sowie geschnittenen und abgepackten
Obstwaren Richtwerte von 1,0x10° KBE/g fir Hefen und 1,0x10° KBE/g fir
Schimmelpilze vor [DGHM, 2011]; fur Frucht- und Gemusesafte oder Smoothies
sind keine aquivalenten Empfehlungen vorhanden — bei den untersuchten
Produkten kam es zu keiner Uberschreitung der entsprechenden Werte. Es
konnte dominierendes Wachstum der Hefekolonien gegenuber den
Schimmelpilzen beobachtet werden. Produkt- und sortenspezifisch unterlagen
die Resultate vergleichbarer Studien groflen Schwankungen, mehrheitlich
wurden — wie auch in dieser Studie — hohere Gehalte bei Salat- und
Gemuseproben als bei Obstwaren ermittelt [Abadias et al.,, 2008]
[Seow et al., 2012] [Tournas, 2005] [Tournas et al., 2006]. Exzessives
Wachstum in Frischwaren kann in Folge vernachlassigter Hygienepraktiken
oder Kuhlketten auftreten. Wahrend Hefen in der Regel zu sensorischen
Qualitatsverlusten der Ware fuhren, konnen mit dem Verzehr mykotoxin-
belasteter Produkte durchaus gesundheitliche Risiken, beispielsweise das
Auftreten von Allergien, verbunden sein [Tournas, 2005] [Tournas et al., 2006].

Die Endosporen von B. cereus oder C. perfingens sind weitverbreitete

Lebensmittel-Kontaminanten;  Verunreinigungen pflanzlicher Lebensmittel
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konnen sich bei der Kultivierung (siehe Kapitel 2.6.2) oder wahrend des
Herstellungsprozesses ergeben. Vegetative Zellen sind in der Lage, unter
vielfaltigen Temperatur-, pH- sowie Wasseraktivitatsbedingungen auszukeimen
[Carlin, 2011]. In dieser Arbeit konnten die beiden Sporenbildner nicht
nachgewiesen werden; vereinzelt wurden sie bereits in geringem Ausmal} aus
pflanzlichen Lebensmitteln isoliert [Valero et al., 2002] [Santos et al., 2012]
[Nguyen-The, 2012]. Um spezifische Erkrankungen (siehe Kapitel 3.1.5 sowie
3.1.7) auszuldsen, miissen sich beide im Lebensmittel erst auf 1,0x10°
bis 1,0x10® KBE/g vermehren [EFSA, 2005a] [EFSA, 2005b]. Nach dem
Verzehr von verunreinigtem Obst oder Gemuse wird bei B. cereus in Folge von
Beschwerden des Diarrhoe-Typs ausgegangen [Valero et al., 2002], bei
C. perfringens vom Typ A mit der Fahigkeit zur Enterotoxin-Bildung
[Messelhauler und Busch, 2011].

Die biochemische Bestatigung verdachtiger Kolonien auf BP-Agar identifizierte
zwei Stdmme als S. aureus, die im AusmaR von 7,0x10"' KBE/g in
Mangostiicken bzw. 9,0x10" KBE/g in  geschnittenem  Schnittlauch
nachgewiesen wurden. Voraussetzungen fur sogenannte Staphylokokken-
Enterotoxikosen sind die starke Vermehrung des Bakteriums im Lebensmittel
auf Keimzahlen >1,0x10°KBE/g und die Bildung von Enterotoxinen
[Bryan et al.,, 1997]. Fur die Sicherheitsbeurteilung eines verunreinigten
Lebensmittels gilt es in Folge zu beachten, dass der alleinige kulturelle
Nachweis hoher Keimzahlen keine Aussagen Uber die Anwesenheit der
Enterotoxine zulasst — erst durch deren direkten Nachweis kann die
Gesundheitsschadlichkeit des Produktes bestatigt werden [Bllte, 2004]. Die
DGHM empfiehlt fur geschnittenes und abgepacktes Obst den Richtwert von
1,0x102 KBE/g fiir Koagulase-positive Staphylokokken; dieser ist vom
verunreinigten Mango-Produkt nicht Uberschritten worden. In den
Empfehlungen fur Mischsalate wird dieses Bakterium hingegen nicht
bertcksichtigt [DGHM, 2011]. S. aureus besiedelt als Kommensale die Haut
sowie Schleimhaute der oberen Atemwege bei 30 bis 50 % der Bevolkerung,
Lebensmittel werden daher in erster Linie bei mangelnder Personalhygiene,
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konkret durch den direkten Kontakt mit Wunden oder Husten bzw. Niesen auf
das Produkt, kontaminiert. Inadaquate Lagertemperaturen oder das
Unterbrechen der Kuhlkette konnen das Wachstum des Bakteriums in weiterer
Folge begunstigen [Le Loir et al., 2003]. Beide S. aureus-Stamme zeigten bei
der Kultivierung auf chromID™ MRSA Agar keinen grunen Farbumschlag des
Nahrbodens und gaben somit keinen Hinweis auf Methicillin-Resistenz. MRSA
wurden zwar bereits in Lebensmitteln tierischen Ursprungs nachgewiesen, nach
aktuellem wissenschaftlichen Stand gelten sie jedoch primar nicht als
lebensmittelassoziierte Pathogene [Wendlandt et al., 2013]. S. /entus,
S. hominis, S. xylosus sowie S. warneri wurden ebenfalls aus dem
Probenumfang isoliert; sie sind allesamt Koagulase-negativ — kdnnen aber mit
Ausnahme von S. hominis Enterotoxine bilden. Aus diesem Grund muss auch
ihnen Beachtung als Lebensmittel-Kontaminanten geschenkt werden
[Jay et al., 2005].

Das Vorkommen von Enterokokken ist ubiquitar; vorwiegend besiedeln sie
allerdings den Gastrointestinaltrakt von Mensch und Tier. Gelangen sie uber
Ausscheidungen in die Umwelt, kdnnen sie selbst unter widrigen Bedingungen
fortbestehen bzw. wachsen und in weiterer Folge sowohl aus Lebensmitteln
tierischen Ursprungs, als auch aus Boden, Oberflachengewassern, Pflanzen
oder Feldfrichten isoliert werden und dienen daher als Hygieneindikatoren. Die
Pathogenitat von Enterokokken wird uUblicherweise als gering eingestuft;
gegenwartige Bedenken richten sich  gegen deren mogliche
Antibiotikaresistenzen und Virulenzfaktoren [Giraffa, 2002]. In dieser Arbeit
wurden Enterokokken aus 6,3 % der Proben, konkret vier Salat- und
Gemuseprodukten sowie einem Gemusesaft isoliert; die hochsten Werte
wurden in geschnittenem Schnittlauch bzw. gehackter Petersilie ermittelt. Das
Vorkommen von Enterokokken in diversen pflanzlichen Lebensmitteln wurde
von anderen Autoren ebenfalls dokumentiert [Mc Gowan et al., 2006]
[Allen et al., 2013] [Johnston et al., 2006] [Gomes et al., 2008]. Die Kolonien
aus der Schnittlauch-Probe zeigten daruber hinaus violette Farbung auf
chromlID™ VRE Agar, wodurch diese als E. faecalis mit erworbener
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Vancomycin-Resistenz  erfasst wurden. Die  Aussagekraft dieses
Einzelergebnisses ist freilich begrenzt, zumal die Resultate anderer Arbeiten
auf die Dominanz von E. faecium in pflanzlichen Lebensmitteln hindeuten und
die darin vorgefundenen Enterokokken keine Resistenzen gegenuber
Glykopeptiden aufwiesen [Allen et al., 2013] [Abriouel et al., 2008]
[Schwaiger et al., 2011] [Johnston und Jaykus, 2004].

Campylobacter spp. konnte in den untersuchten Produkten (n= 65) nicht
nachgewiesen werden. Die Abwesenheit dieses Bakteriums wurde von Sagoo
et al. bei Dbiologisch erzeugten Gemusesorten zum Rohverzehr
[Sagoo et al, 2001], Whyte et al. bei verzehrfertigen Salaten
[Whyte et al., 2004] und Abadias et al. bei diversen Ready-to-eat Obst- und
Gemuseprodukten [Abadias et al.,, 2008] dokumentiert. Generell werden
tierische Lebensmittel, allen voran Geflugelfleisch und Rohmilch sowie
Trinkwasser als primare Quellen fur Campylobacter spp. gesehen
[Kapperud et al., 2003] [Studahl und Andersson, 2000]. Obst und Gemuse wird
nach vorherrschender Meinung erst bei der Zubereitung Uber
Kreuzkontamination, beispielsweise mit rohem Huhnerfleisch, verunreinigt
[Verhoeff-Bakkenes et al., 2011]. Karenlampi und Hanninen beimpften
Eisbergsalat, Gurkenscheiben, geriebene Karotten, Melonenstiucke sowie
Erdbeeren mit C. jejuni-Stammen, die sie aus Huhnern sowie infizierten
Personen isolierten und beobachteten deren Uberlebensraten bei
unterschiedlichen Lagerbedingungen. Auf allen Lebensmitteln Uberlebten die
Bakterien in einem potentiell gesundheitsschadlichem  Ausmal}
[Karenlampi und Hanninen, 2004]. Das Vorkommen des Bakteriums auf
unverarbeiteten pflanzlichen Lebensmitteln wurde ebenso mehrfach aufgezeigt
[Chai et al., 2007] [Kumar et al., 2001] [Warriner, 2005]; mogliche
Kontaminationswege und -quellen wurden in Kapitel 2.6.2 diskutiert.
Niederlandische Autoren kamen dennoch zu dem Schluss, dass das
statistische Risiko an einer Campylobacteriose zu erkranken, nach dem
Verzehr abgepackter und vorgeschnittener Gemuseprodukte hoher liegt, als bei
unverarbeiteter Ware [Verhoeff-Bakkenes et al., 2011].
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Die qualitativen  Nachweisverfahren  von L. monocytogenes  sowie
Salmonella spp. brachten in dieser Arbeit keine positiven Ergebnisse hervor.
Samtliche Proben erfullten somit die Lebensmittelsicherheitskriterien laut VO
(EG) Nr. 2073/2005, wonach die Qualitat von verzehrfertigen Lebensmitteln bei
Nichtvorhandensein dieser beiden Pathogene mit befriedigend beurteilt werden
kann [VO (EG) Nr. 2073/2005]. Die veroffentlichten Richt- und Warnwerte der
DGHM beziehen sich bei Mischsalaten sowie geschnittenem und abgepacktem
Obst bei Abgabe an den Verbraucher ebenfalls auf diese Verordnung
[DGHM, 2011]. In den vergangenen Jahren wurden sowohl L. monocytogenes,
als auch Salmonella spp. wiederholt aus vorgeschnittenen Salatzubereitungen
isoliert; die Pravalenz lag mehrheitlich in geringen Prozentbereichen; siehe
Tabelle 11. Kontaminationen von Fresh-cut Obstprodukten per se wurden auch
in friheren Studien nicht festgestellt [Abadias et al., 2005] [Althaus et al., 2012].
Versuchsreihen, in denen unterschiedliche Fruchte mit L. monocytogenes-
Stammen beimpft wurden, zeigten dennoch auf, dass das Bakterium im sauren
Milieu fortbestehen kann [Ukuku und Fett, 2002] [Penteado und Leitdo, 2004]
[Flessa et al., 2005] [Caggia et al., 2009]. Das Wachstum von Salmonella spp.
wird beispielsweise ebenso wenig durch die Aciditat von Orangen inhibiert;
nicht  pasteurisierter ~ Orangensaft wurde  bereits mehrfach  mit
Krankheitsausbriuchen assoziiert [Khan et al., 2007] [Sospedra et al., 2012]
[Jain et al., 2009]. Die biochemische Bestatigung mittels API Listeria deutete bei
drei verdachtigen Kolonien auf L. ivanovii hin. Innerhalb der Gattung
Listeria spp. wird diese Spezies neben L. monocytogenes als pathogen
angesehen, wobei sie vorrangig mit Fehlgeburten bei Wiederkauern assoziiert
wird [Low und Donachie, 1997]; Infektionen bei Menschen wurden bislang
ausgesprochen selten dokumentiert [Snapir et al., 2006]. Nach derzeitigem
Standpunkt  wird L. jvanovii tendenziell geringe Bedeutung als
Lebensmittelpathogen  zugesprochen. Es wurde zwar bereits aus
verzehrfertigen Speisen isoliert [Soriano et al., 2001]
[Bouayad und Hamdi, 2012], in Gegensatz zu L. monocytogenes fehlt jedoch
der cytotoxische Faktor, wodurch es vermutlich geringere Virulenz aufweist
[Snapir et al., 2006].
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Es gilt noch zu erwahnen, dass sich frihere Studien hinsichtlich der Methodik,
v.a. bei den verwendeten Nahrmedien und analysierten Produkten, zum Teil
wesentlich von dieser Arbeit unterschieden haben. Ein Vergleich der
Ergebnisse konnte daher in vielen Fallen lediglich indikativ gezogen werden.
Verschiedenartige Kaultivierungs-, Ernte- oder Produktionsbedingungen der
Lebensmittel konnen sich ebenfalls in stark differierenden Resultaten

widerspiegeln.

Werden die vorliegenden Ergebnisse resumiert, so lasst sich die
mikrobiologische Qualitat der untersuchten Produkte als zufriedenstellend
beurteilen. Sowohl die verbindlichen Lebensmittelsicherheitskriterien der
Europaischen Kommission, als auch empfohlene Richt- und Grenzwerte der
DGHM wurden von samtlichen Proben eingehalten. Obwohl in dieser Studie
keine pathogenen E. coli, Salmonella spp., L. monocytogenes oder
Campylobacter spp. nachgewiesen wurden, unterstreichen einzelne Resultate
einmal mehr die Notwendigkeit der Implementierung guter Hygienepraktiken
sowie einwandfreier Personalhygiene auf allen Verarbeitungs- und
Vertriebsstufen. Um den Konsumentinnen und Konsumenten mikrobiologisch
einwandfreie Produkte anbieten zu konnen, ist die Gewahrleistung einer

durchgangigen Kuhlkette wohl ein entscheidender Faktor.

4.4.1 Einschrankungen

Der Untersuchungszeitraum in dieser Studie erstreckte sich lediglich von
Februar bis Ende April, somit konnten mdgliche saisonale Unterschiede der
mikrobiologischen Produktqualitat nicht evaluiert werden. Das BfR stellte bei
der Untersuchung von Mischsalaten fest, dass diese in den Wintermonaten
deutlich weniger haufig mit apathogenen Listeria spp. belastet waren als im
Frahjahr. Zuruckgefuhrt wurde dies auf unterschiedliche
Kultivierungsbedingungen und Dungeverhalten. Salat und Gemuse wird im
Winter vorrangig in Gewachshausern gezuchtet und ist nur bedingt dufReren
Umwelteinflissen ausgesetzt. Freilandgemise hingegen kann durch den
Kontakt mit Erde, Regen, Tieren oder Faces verunreinigt werden [BfR, 2011b].
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Die mikrobiologischen Analysen dieser Studie beschrankten sich auf kulturelle
Methoden sowie API-Systeme. Anspruchsvolle Sporenbildner werden jedoch
bei Koloniezahlverfahren haufig nicht erfasst [Postollec et al., 2010]. Daruber
hinaus befinden sich bakterielle Zellen zuweilen in stressinduzierten
Ruhestadien, in denen sie zwar lebendig, mit Routinemethoden der
Mikrobiologie jedoch nicht zu detektieren sind (im Englischen als ,VBNCY,
viable but nonculturable, bezeichnet). Beschrieben wurde dieses Phanomen
beispielsweise bei Campylobacter spp., Enterococcus spp., E. coli, Listeria spp.
oder Salmonella spp. in Lebensmitteln [Oliver, 2005]. Somit ist auch in dieser

Studie die Unterschatzung tatsachlich belasteter Proben moglich.

Die Auswahl verzehrfertiger Obst- und Gemuseprodukte, nicht pasteurisierter
Safte sowie Smoothies auf dem Wiener Markt ist umfangreich; aus diesem
Grund sollte mit dieser Studie ein Uberblick Uber deren mikrobiologische
Qualitat ermoglicht werden. Der daraus resultierende heterogene
Probenumfang schrankte jedoch auch die Aussagekraft produktspezifischer

Ergebnisse und statistischer Auswertungen ein.
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5 SCHLUSSBETRACHTUNG

Unter verzehrfertigen Obst- und Gemuseprodukten konnen rohe, gewaschene,
zerkleinerte und geringfugig verarbeitete Waren verstanden werden, die
unmittelbar und ohne weitere Zubereitung geniel3bar sind. Die Produktpalette
auf dem Osterreichischen Markt ist vielfaltig: vorgeschnittene Blattsalate in
Beuteln, Salatmahlzeiten in  Kunststoffschalen, gehackte  Krauter,
kuchenfertiges Gemuse oder aufgeschnittene Fruchtstlicke und -salate sind in
unzahligen Varianten erhaltlich. Frisch gepresste Safte und Smoothies zahlen
ebenfalls zu dieser Produktgruppe; hierbei sind Kombinationen mit Krautern
oder Blattgemuse derzeit sehr popular. Die Herstellung von Salatprodukten
erfolgt in der Regel industriell. Die Rohstoffe werden zu Beginn grob gereinigt,
anschlieBend geschnitten, gewaschen wund (haufig) unter modifizierter
Atmosphare verpackt. Grollere Supermarkte bereiten vorgeschnittene Obst-
und Gemusewaren oder Safte zum Teil hauseigen zu; sie bieten auch grofe
Zitruspressen oder offene Salattheken, an denen sich der Kunde selbst
bedienen kann. Eigene Saft- oder Smoothie-Bars haben sich in den
vergangenen Jahren ebenfalls etabliert; dort werden die Getranke meist

unmittelbar vor dem Kauf gepresst und gemixt.

Bereits gereinigte und zerkleinerte pflanzliche Lebensmittel bieten viele
Annehmlichkeiten fur die Konsumentinnen und Konsumenten, andererseits
erhohen diese Verarbeitungsschritte die Verderblichkeit der Produkte um ein
Vielfaches. In weiterer Folge konnen sich nicht nur sensorische
QualitatseinbufRen manifestieren; abtragliche Mikroorganismen oder Pathogene
finden auf den Schnittflachen ebenso gute Wachstumsbedingungen vor.
Mikrobielle Verunreinigungen konnen sich bereits vor der Ernte, wie auch
spater im Herstellungsprozess und Vertrieb — durch Kreuzkontaminationen,
missachtete Hygienepraktiken oder mangelnde Personalhygiene — ergeben.
Werden die Produkte schlieBlich bis zum Verzehr nicht ordnungsgemaf
gelagert bzw. gekuhlt, kdnnen sich die Mikroorganismen im Produkt vermehren

und gegebenenfalls Toxine bilden. Pathogene wie E. coli, L. monocytogenes,
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Salmonella spp. oder Shigella spp. wurden bereits aus den unterschiedlichsten
Produktvariationen isoliert und zum Teil mit Iebensmittelbedingten

Erkrankungsfallen assoziiert.

Die Europaische Kommission hat verbindliche Lebensmittelsicherheits- sowie
Prozesshygienekriterien erstellt, gemeinsam mit mikrobiologischen Richt- und
Grenzwerten konnen nachgewiesene Keimgehalte richtig interpretiert werden.
Mit Hilfe der vorliegenden Ergebnisse kann die mikrobiologische Qualitat der
analysierten verzehrfertigen Obst- und Gemuseprodukte auf dem Wiener Markt
als zufriedenstellend beurteilt werden. Einzelne Resultate unterstreichen
dennoch die Notwendigkeit guter Hygienepraktiken in der gesamten
Produktkette.

Konsumentinnen und Konsumenten sollten dahingehend sensibilisiert werden,
dass derartige Produkte empfindliche Lebensmittel darstellen, deren Kuhlkette
nicht unterbrochen werden darf und die nach dem Kauf moglichst rasch
verzehrt werden sollten. Als weitere MalRnahme zur Verringerung der
Keimbelastung von abgepackten Salaten kann das erneute grundliche
Waschen mit Trinkwasser vor dem Verzehr empfohlen werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Frisches Obst und Gemuse bildet die Basis einer gesunden Ernahrungsweise,
funf Portionen sollen davon pro Tag verzehrt werden. Bereits verzehrfertige
Obst- und Gemusezubereitungen konnen dazu beitragen, diese Empfehlung im
Alltag einfacher umzusetzen. Die Produktpalette umfasst mittlerweile eine
groRzugige Auswahl gewaschener und geschnittener Salate, kuchenfertiger
Krauter und Gemuse sowie zerkleinerter Obststicke, die ohne weitere
Zubereitung konsumiert werden konnen; nicht pasteurisierte Frucht- und
Gemusesafte sowie Smoothies versprechen darlber hinaus naturlich frischen
Trinkgenuss. Zweifelsohne bieten derartige Waren viele Annehmlichkeiten flr
Konsumentinnen und Konsumenten, dennoch handelt es sich um rohe,
empfindliche Lebensmittel, die in der Regel nicht erhitzt wurden. Aus diesem
Grund konnen sie als potentielle Vehikel fur pathogene Mikroorganismen
dienen. Verunreinigungen sind im gesamten Produktzyklus moglich und sind
haufig Folge missachteter Hygienepraktiken in der Herstellung oder mangelnder
Personalhygiene.

Ziel dieser Arbeit war ein umfangreiches mikrobiologisches Screening
verschiedenster verzehrfertiger Obst- und Gemuseprodukte, die im Raum Wien
verkauft wurden. Analysiert wurden insgesamt 80 Proben, davon 25 Salat- und
Gemusezubereitungen, 19 vorgeschnittene Obststliicke und Fruchtsalate sowie
36 nicht pasteurisierte Safte und Smoothies. Die Methodik umfasste etablierte
Verfahren zur Kultivierung ausgewahlter Mikroorganismen und deren
biochemische Bestatigung mit entsprechenden API-Systemen. Zusatzlich
wurden drei Bakteriengenera auf das Vorhandensein von Antibiotika-

Resistenzen untersucht.

Die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl lag bei Salat- und Gemuseprodukten
zwischen nicht nachweisbaren Gehalten und 4,3x10" KBE/g, bei den
Obstprodukten bis 4,0x10° KBE/g und bei den Saften bis zum Bereich von
2,3x10° KBE/g. 52,0 % der Salat- und Gemiiseprodukte wiesen Gehalte
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>1,0x10° KBE/g auf, die Werte der beiden anderen Warengruppen bewegten
sich in 89,5 bzw. 80,6 % der Falle <1,0x10° KBE/g. Das Ausmaf an Coliformen
Bakterien lag bei den Salat- und Gemiiseprodukten im Mittel bei 5,9x10* KBE/g,
respektive 1,0x10" KBE/g bei den Obstprodukten und 6,0x10? KBE/g bei den
Saften und Smoothies. In 6,3 % der Proben wurden Enterokokken im Bereich
von 1,0x10" bis 6,7x10° KBE/g nachgewiesen, wobei ausschlieRlich Salate,
Gemuseprodukte sowie Krauter belastet waren. Die Kultur aus einer
Schnittlauch-Probe deutete auf E. faecalis mit erworbener Vancomycin-
Resistenz hin. S. aureus wurde aus 2,5 % der untersuchten Waren isoliert, es
handelte sich dabei um Mango mit einem Gehalt von 7,0x10" KBE/g sowie
Schnittlauch mit  9,0x10" KBE/g; bei beiden Stdmmen konnten keine
Resistenzen gegenuber dem Antibiotika Methillicin festgestellt werden. Die
Durchschnittswerte bei Schimmelpilzen und Hefen lagen bei 98,6 % der
untersuchten Produkte im Bereich <1,0x10* KBE/g. Die Untersuchungen auf
E. coli, B. cereus und C. perfringens brachten keine positiven Ergebnisse
hervor. Campylobacter spp., Salmonella spp. sowie L. monocytogenes konnten
in den analysierten Produkten qualitativ nicht nachgewiesen werden.

Durch die vorliegenden Ergebnisse lasst sich die Qualitat der analysierten
verzehrfertigen Obst- und Gemuseprodukte, die im Raum Wien verkauft
wurden, als zufriedenstellend beurteilen — samtliche Lebensmittel-
sicherheitskriterien sowie Richt- und Grenzwerte wurden eingehalten. Dennoch
wurden unspezifische Indikatorkeime und Bakterien fakal-oralen Ursprungs
isoliert, wodurch einmal mehr die Notwendigkeit guter Hygienepraktiken in der
gesamten Produktkette unterstrichen wird. Dartber hinaus wies ein
Einzelresultat auf das Vorkommen Vancomycin-resistenter Enterokokken hin;
die Bedeutung verzehrfertiger Obst- und Gemuseprodukte als Reservoir fur
antibiotikaresistente Bakterien sollte in weiteren Studien geklart werden.
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7 SUMMARY

Fresh fruits and vegetables are the base of a healthy diet, five portions a day
should be eaten. Ready-to-eat foods contribute to implement this
recommendation. The array of products covers different pre-cut and already
washed salads, ready-to-use herbs as well as vegetables and fruit chunks.
None of them needs further preparation and can be consumed immediately.
Furthermore, unpasteurised fruit and vegetable juices or smoothies promise
“fresh and native drinking pleasure”. These products offer consumers
convenience, however they are eaten raw and have never been heated. Hence
they may act as vehicles for foodborne pathogens and pose a risk for public
health. Contaminants can be introduced onto fresh produce at any point of the
product cycle, when good hygiene practices are not implemented.

The aim of this study was a wide microbiological survey of different ready-to-eat
fruits and vegetables sold in Vienna. 80 samples were analysed, consisting of
25 salads and vegetables, 19 pre-cut fruits and 36 unpasteurised juices and
smoothies. Examinations of microorganisms were done with established plate
count methods, biochemical confirmations using API systems. In addition, three
Genera were tested for antibiotic-resistance.

The aerobic mesophilic count ranged from 1,0x10° to 4,3x10” CFU/g in salads
and vegetables, from detection limit to 4,0x10° CFU/g in fruits and up to
2,3x10° CFU/g in juices and smoothies. 52,0 % of salads and vegetables had
counts of >1,0x10° CFU/g. On the contrary, the number of aerobic mesophilic
microorganisms in fruits, juices and smoothies was <1,0x10° CFU/g in 89,5 and
80,6 % of cases, respectively. The median of Coliforms was 5,9x10* CFU/g in
salads and vegetables, 1,0x10" CFU/g in fruits and 6,0x10?> CFU/g in juices and
smoothies. Enterococci were found in 6,3 % of the samples (exclusive salads,
vegetables and herbs) and ranged from 1,0x10" to 6,7x10® CFU/g. One culture
isolated from chives indicated E. faecalis with aquired resistance to

Vancomycin. 2,5 % of the samples harboured S. aureus, it was found in mango
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(7,0x10" CFU/g) and chives (9,0x10" CFU/g); they were not resistant to
Methillicin. Counts of moulds and yeasts were <1,0x10* CFU/g in 98,6 % of the
samples. None of the samples was positive for E. coli, B. cereus,
C. perfringens, Campylobacter spp., Salmonella spp. or L. monocytogenes.

The microbiological quality of ready-to-eat salads, vegetables, fruits, juices and
smoothies sold in Vienna was satisfactory; all samples accomplished food
safety criteria and critical values. However some results emphasize the
importance of good hygienic practices throughout the food chain. Furthermore
one individual result indicated the presence of Vancomycin-resistant
Enterococci, further research is needed to estimate the relevance of antibiotic-
resistant bacteria in ready-to-eat fruits and vegetables.
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Anhang 3: Einzelergebnisse der biochemischen Bestatigung mit API-Systemen

Probe Code ID % | Ergebnis
6 | 6737770 | 99,9 | Staphyiococcus fentus
(ausgezeichnete ldentifizierung)
Staphylococcus aureus
8 73611 7 . e
6736113 | 86 (akzeptierbare Identifizierung)
9 6236123 | 78.0 Staph.y.lo.coccus homm/s.
(Identifizierung unakzeptierbar)
Staphylococcus
1 23611 -
3 6236110 (Gute Identifizierung auf Genusebene)
41 6736452 | 99.7 Staph ylococcus.).(y.losus
(sehr gute ldentifizierung)
51 7736152 | 77.7 Staphylococcus aL{reus
B (zweifelhaftes Profil)
o Staphylococcus warneri
1]
n o4 7334113 1 95,0 (zweifelhaftes Profil)
o Staphylococcus hominis
< 56 7236112 | 484 (zweifelhaftes Profil)
Staphylococcus hominis
7 7216112 1
> 6 81.0 (zweifelhaftes Profil)
Staphylococcus warneri
65 7214113 | 88,9 (zweifelhaftes Profil)
Staphylococcus warneri
2 7214113 | 88,9 (zweifelhaftes Profil)
Staphylococcus hominis
7 7236112 | 48,4
8 36 8, (zweifelhaftes Profil)
Staphylococcus hominis
83 7236112 | 484 (zweifelhaftes Profil)
Staphylococcus xylosus
85 7736552 | 99,8 (zweifelhaftes Profil)
8 7200 - unzulassiges Profil
11 7000 - unzulassiges Profil
12 3000 - unzulassiges Profil
15 7000 - unzulassiges Profil
© 33 3000 - unzulassiges Profil
§ 40 3000 - unzulassiges Profil
(1) p ;
5 Listeria ivanovii
|
o 42 7350 88,6 (zweifelhaftes Profil)
< 43 3000 - unzulassiges Profil
Listeria ivanovii
48 7350 88,6 (zweifelhaftes Profil)
51 7000 - unzulassiges Profil
52 3000 - unzulassiges Profil
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Probe | Code ID % | Ergebnis
Listeria ivanovii
80 7350 88,6 (zweifelhaftes Profil)
18 | 3000000 | 93,8 | Seudomonas luteola
(gute Identifizierung)
34 | 3001000 | 98,4 | Seudomonas luteola
w (gute Identifizierung)
o
N 38 | 3001000 | 98,1 | Seudomonas luteola
& (gute Identifizierung)
48 | 1005373 | 94,9 |Fantoeaspp.3
(gute Identifizierung)
77 | 1005113 | 97,9 | Fantoeaspp.3
(gute Identifizierung)
API10S | 31 7400 | 73,4 | Pantoeaspp.1

(Identifizierung unakzeptierbar)
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