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1 Zusammenfassende Bewertung und Empfehlungen

Das Max Rubner-Institut hat in einem 3-jahrigen Forschungsprojekt Erkenntnisse und
Ergebnisse zur mikrobiologischen Qualitat frischer, pflanzlicher Produkte und zum
Vorkommen von humanpathogenen Bakterien gewonnen. Neben eigenen
Forschungsarbeiten wurden auch Ergebnisse der aktuellen, einschlagigen Fachliteratur
bertcksichtigt.

Insgesamt wurden 600 Proben verschiedener pflanzlicher Produkte untersucht
(darunter 115 Kuchenkrauter, 40 Gurkenproben, 79 Karottenproben, 80 Kopf-/Blatt-/
Pflicksalate, 116 verzehrfertige Salate, 81 Proben Speisepilze und 89
Sprossenproben). Die Proben stammten aus konventionellem und biologischem Anbau
und wurden in Nord- und Suddeutschland aus dem Lebensmittelhandel bezogen.

Bei Gurken und Karotten wurden die Schalen beprobt, um die maximale
Keimbelastung zu erfassen. Die mikrobiologische Qualitét der untersuchten Gurken
und Karotten sowie auch der beprobten Speisepilze war gut. Bei den Gurkenproben
konnten keine humanpathogenen Bakterien nachgewiesen werden. Bei Karotten und
Speisepilzen konnten zwar vereinzelt humanpathogene Bakterien identifiziert werden,
jedoch war deren Vorkommen sehr gering, d. h. nur wenige Proben enthielten
humanpathogene Bakterien in geringer Zahl. Bei Speisepilzen ist zu bertcksichtigen,
dass diese in der Regel vor dem Verzehr erhitzt werden und die roh verzehrte Menge
eher gering ist.

Die mikrobiologische Qualitat der untersuchten Kichenkrauter ist als akzeptabel zu
bewerten. Zwar war die Gesamtkeimbelastung hoch, humanpathogene Bakterien
waren jedoch nicht nachzuweisen. Auch ist zu berlicksichtigen, dass die Menge roh
verzehrter Krauter im Vergleich zu anderen pflanzlichen Produkten gering ist.
Problematisch kdnnte hier aber sein, dass die Verwendung von belasteten Krautern zu
einer Kontamination anderer Lebensmittel oder Speisen fuhren kann.

Die mikrobiologische Qualitat der Kopf-, Blatt- und Pfliicksalate ist als gut bis mittel zu
bewerten. Zwar wurden vereinzelt humanpathogene Bakterien nachgewiesen, jedoch
fuhrt der Verbraucher vor dem Verzehr dieser Lebensmittel selbst noch
keimreduzierende MalRnahmen wie Putzen und Waschen durch, wodurch sich die
mikrobiologische Qualitat nochmals verbessert.

Im Vergleich hierzu war die mikrobiologische Qualitat der verzehrfertigen Mischsalate
ungenigend: Verzehrfertige Mischsalate zeigten den héchsten prozentualen Anteil
(6 %) an mit humanpathogenen Bakterien belasteten Produkten im Vergleich zu allen
anderen in dieser Studie untersuchten Produktgruppen (2,5 % bei Kopf-, Blatt- und
Pfliicksalaten; 1,3 % bei Karotten; 1,2 % bei Pilzen; 1,1 % bei Sprossen; 0 % bei
Krautern und Gurken). Im Gegensatz zu anderen Produktgruppen hat der Verbraucher
bei verzehrfertigen Salaten aber keine Madoglichkeiten durch kichentechnische



Malnahmen wie Waschen, Schélen oder Erhitzen die mikrobiologische Qualitat zu
verbessern.

Die mikrobiologische Qualitat der Sprossen war ebenfalls ungentigend. Die allgemeine
Keimbelastung war durchweg sehr hoch. Zudem wurden vereinzelt humanpathogene
Bakterien nachgewiesen.

Die DGHM (Deutsche Gesellschaft fur Hygiene und Mikrobiologie) definiert Richt- und
Warnwerte fur die Produktgruppen ,verzehrfertiger Mischsalate® und ,Sprossen’. Diese
sind rechtlich zwar nicht bindend, jedoch stellen sie eine Empfehlung hinsichtlich des
hygienisch-mikrobiologischen Produktstatus dar und ermdglichen so eine Einordnung
der erhaltenen Ergebnisse.

Bei Uberschreitung der DGHM-Richtwerte ist bereits eine sensorische
Beeintrachtigung der betroffenen  Produkte wahrscheinlich.  Aufgrund der
Uberschreitung der Warnwerte fur prasumtive Bacillus cereus in einigen Proben der
verzehrfertigen Mischsalate und Sprossen ist eine Gesundheitsgefahrdung des
Verbrauchers nicht auszuschliel3en. Da insbesondere Sprossen in der Vergangenheit
bereits Ursache von lebensmittelassoziierten Krankheitsausbriichen (z. B. 2011 EHEC-
Ausbruch in Deutschland) waren, empfiehlt das MRI bereits seit Jahren, Sprossen
nicht roh zu verzehren, sondern diese vor dem Verzehr zu blanchieren.

Die Versuche zur Lagerung von verzehrfertigen Salaten und Sprossen zeigten, dass
die Lagerbedingungen die Produktqualitat und -sicherheit stark beeinflussen. Die
Produkte erwiesen sich als anfallig fir eine Kontamination mit anschlieRender
Besiedelung durch pathogene Bakterien. Insbesondere bei nicht sachgemaflier
Lagerung (erhdhte Temperatur, lange Lagerdauer) kdnnen sich bereits vorhandene
Bakterien in diesen Produkten gut vermehren. Wir empfehlen daher die
Lagerungsdauer verzehrfertiger, abgepackter Mischsalate auf ein Minimum zu
reduzieren. Weiterhin sollten diese Produkte bei max. 4 °C gelagert werden und nach
Offnen der Verpackung vollstandig verzehrt werden. Aufgrund der ungeniigenden
mikrobiologischen Qualitdt und dem mdoglichen Vorkommen von humanpathogenen
Bakterien hat das MRI bereits in friiheren Stellungnahmen dringend empfohlen, fir
diese Produkte verpflichtend ein Verbrauchsdatum einzufuhren (Becker und Kulling,
2016; Steinberg 2017). Viele Produkte besitzen stattdessen ein
Mindesthaltbarkeitsdatum.

Exemplarisch wurde mit Hilfe moderner Verfahren (Hochdurchsatz-Sequenzierung) die
Bakteriengemeinschaft (sog. Mikrobiota) verzehrfertiger Mischsalate charakterisiert, die
hauptsachlich aus Pseudomonaden bestand. In weiteren Versuchen konnten Hinweise
gewonnen werden, dass eine bereits vorhandene Mikrobiota das Wachstum und
Vorkommen pathogener Mikroorganismen hemmen kann. Diese ,Schutzfunktion® ist bei
Produkten mit sehr geringer Begleitmikrobiota nicht vorhanden, sodass sich
humanpathogene Bakterien dann besser vermehren kénnen. Um der Vermehrung von
pathogenen Bakterien entgegenzuwirken, ware der Einsatz von Schutz- bzw.



Starterkulturen eine geeignete Malinahme. Ein weiteres vielversprechendes Verfahren,
ist der Einsatz von Bakteriophagen. Unsere Untersuchungen zeigen, dass die
Applikation von Phagen im Waschwasser zu einer zuséatzlichen Reduktion von
Salmonellen fuhrte. Jedoch ist die Anwendung im Waschwasser aus 6ékonomischer
Sicht nicht zielfihrend. Bis zur Entwicklung industriereifer Verfahren sind weitere
Untersuchungen notwendig, um die Wirksamkeit neuer Verfahren und kommerzieller
Produkte wissenschaftlich im Detail zu untersuchen. Daher empfehlen wir die
Durchfuhrung weiterer Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet.

Chemische Verfahren zur Entkeimung, wie z. B. eine Behandlung mit Zitronensaure
oder Natriumhypochlorit, fiUhrten erwartungsgemal zu einer unmittelbaren Reduktion
der Bakterienzahl. Wurden die so behandelten Produkte jedoch wenige Tage gelagert,
bestanden am Ende der Lagerung im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle
jedoch kaum mehr Unterschiede in der Bakterienanzahl.

Die isolierten humanpathogenen Bakterien (Salmonella, L. monocytogenes und STEC)
zeigten auf molekularer Ebene eine ahnliche, genetische Ausstattung wie Isolate aus
dem klinischen Bereich. Es ist davon auszugehen, dass pflanzliche Frischeprodukte zu
einem bisher noch unklaren Anteil Ursache von Lebensmittelinfektionen sind. Eine
starkere Zusammenarbeit zwischen Human-, Nutztier- und Lebensmittelforschung ist
anzustreben, um Risiken besser einschéatzen zu kénnen.

Untersuchungen zum Vorkommen von Antibiotikaresistenzen bzw.
antibiotikaresistenten Bakterien in frischen, pflanzlichen Erzeugnissen ergaben, dass
aktuell nur wenige auffallige oder besorgniserregende Antibiotikaresistenzen
vorhanden waren. Wir empfehlen dennoch, das Auftreten und Vorkommen
antibiotikaresistenter Bakterien in pflanzlichen Erzeugnissen weiterhin durch
regelmafige Untersuchungen zu erfassen und Eintragsquellen aufzuklaren.

Auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse und dem vermehrten Angebot von
verzehrfertigen Salaten im Lebensmittelhandel empfiehlt das MRI, den Verbraucher fiir
die notwendigen HygienemalRnahmen (unbedingte Einhaltung der Kihlkette, Lagerung
bei niedrigen Temperaturen) zu sensibilisieren. Sprossen sollten vor dem Verzehr
blanchiert werden. Nicht kiichenfertige, rohe, pflanzliche Lebensmittel sollten vor dem
Verzehr grindlich gewaschen werden, da zwischen Ernte und Verzehr oft kein
Dekontaminationsschritt stattfindet. Eine gute Kichenhygiene ist auch bei der
Verarbeitung pflanzlicher Lebensmittel obligatorisch. Dazu gehdrt u. a., dass die Hande
von Menschen sowie Utensilien und Oberflachen in der Kiiche sauber gehalten
werden. AufRerdem sollten rohe Speisen von gekochten getrennt zubereitet und
aufbewahrt werden.



2 Einleitung

2.1 Fragestellung und Ziel des Projektes

Der regelmagige Verzehr von pflanzlichen Lebensmitteln wie Obst und Gemise ist ein
wichtiger Bestandteil einer gesundheitsforderlichen Erndhrung. Laut der am Max
Rubner-Institut (MRI) durchgeflhrten nationalen Verzehrstudie (NVS II) werden in
Deutschland pro Tag und Person durchschnittlich ca. 280 g Obst und Gemiuse verzehrt
(Krems et al., 2013).

In den letzten Jahren konnte bei vielen Gemusesorten, insbesondere bei Salaten, ein
verandertes Konsumverhalten hin zu verzehrfertigen Produkten wie Misch- und
Schnittsalaten beobachtet werden (Markant Magazin). Dieser sogenannte ,fresh-cut’
Bereich verzeichnet ein stabiles Wachstum im Verkauf (plus 4-8 %/Jahr; Quelle:
FreshPlaza, 2018).

Da pflanzliche Erzeugnisse oft roh verzehrt werden, ist eine gute mikrobiologische
Qualitat Voraussetzung fir einen gesundheitlich unbedenklichen Verzehr. Der
Ausbruch von Escherichia (E.) coli O104:H4 im Jahr 2011 hat das offentliche
Bewusstsein flr das mogliche Vorkommen von humanpathogenen Mikroorganismen
gerade auch in pflanzlichen Produkten erhdht. Anhand epidemiologischer Daten wurde
der Verzehr von rohen, kontaminierten Sprossen als wahrscheinlichste Ursache
identifiziert (Robert Koch-Institut, 2011).

Diese Epidemie forderte innerhalb von 13 Wochen 52 Todesopfer bei ca. 4000
Infizierten (Robert Koch-Institut, 2011). Aufgrund des Ausbruchsgeschehens wurden
im Nachgang Wissensliicken zu den folgenden Themen identifiziert und definiert, die
im Rahmen eines institutsiibergreifenden Projekts am MRI im Institut fur Sicherheit und
Qualitat bei Obst und Gemise und im Institut fir Mikrobiologie und Biotechnologie
bearbeiten werden sollten:

1. Mikrobiologische Belastung von Gemiise auf Handelsebene

2. Eintrag und Verteilung gegebenenfalls vorhandener humanpathogener
Mikroorganismen

3. Vorkommen von antibiotikaresistenten Bakterien
4. Mdoglichkeiten der Reduzierung des Eintrages/BekampfungsmalRnahmen

Die Arbeitsschwerpunkte des dreijahrigen Projekts ,Humanpathogene in der
pflanzlichen Erzeugung: Status quo, Dekontamination, Eintragswege und
Einfluss der Lagerungsbedingungen‘ lagen in der Untersuchung der
mikrobiologischen Qualitdt und des Vorkommens relevanter humanpathogener
Bakterien wie Listeria (L.) monocytogenes, Salmonella, pathogene E. coli sowie
Staphylococcus (S.) aureus und Bacillus (B.) cereus als Toxinbildner. Untersucht
wurden verschiedene frische, pflanzliche Lebensmittel (Blatt-, Pflick- und Mischsalate,
verzehrfertige Salate, Gurken, Krauter, Karotten, Speisepilze und Sprossen). Obwohl
Pilze systematisch nicht dem Reich der Pflanzen zugeordnet werden, wurden diese



innerhalb dieser Studie ebenfalls miteinbezogen. Bei Nachweis von humanpathogenen
Bakterien sollten diese isoliert und molekularbiologisch charakterisiert werden. Weitere
Schwerpunkte waren Untersuchungen zur Eignung von Bakteriophagen zur Reduktion
von humanpathogenen Bakterien auf Gemiuse, die Klarung der Eintragswege, sowie
die Beschreibung des Einflusses der Lagerungsbedingungen auf die mikrobiologische
Qualitat von pflanzlichen Lebensmitteln.

2.2 Hintergrund: Pflanzliche Frischeprodukte und deren Mikrobiologie

Der regelmafige Verzehr von Obst und Gemiuse ist heute fester Bestandteil einer
gesunden und ausgewogenen Ernahrung. Die Verzehrmenge von Obst und Gemise
anderte sich in Deutschland in den letzten Jahren zwar nicht grundlegend (Gose et al.,
2016), jedoch zeigen sich auch hier Veranderungen bei den Lebens- und
Verzehrgewohnheiten. Erkennbar ist ein Trend in Richtung verzehrfertiger und
verarbeiteter Lebensmittel, die schnell und einfach zu konsumieren sind. Obwohl
gerade der Einkauf regionaler Produkte eine zunehmende Tendenz zeigt, ist
Deutschland ein Importland fir Obst und Gemiise. So stammen etwa 80 % des Obstes
und ca. 65 % des Gemuses aus europaischen und nicht europaischen Landern (Q.S.
und DFHV, 2012). Ein Grof3teil dieser pflanzlichen Produkte wird roh oder minimal
verarbeitet verzehrt. Im Hinblick auf die mikrobiologische Qualitét ist daher eine gute
Hygiene bei der Ver- und Bearbeitung unerlasslich, da vor dem Verzehr oft keine
weiteren Schritte zur Keimreduktion erfolgen (Chitarra et al., 2014; Jung et al., 2014).

Gemiusepflanzen werden in groBer Anzahl von Mikroorganismen besiedelt, vor allem
auf ihren Oberflachen, aber auch endophytisch (d. h. im Pflanzeninneren). Diese
vielfaltige mikrobielle Gemeinschaft bildet die Mikrobiota (Gemeinschaft aller
vorhandenen Mikroorgansimen) der Pflanze (Pérez-Jaramillo et al., 2018). Durch die
groRe geographische Variabilitat der Produkte gelangen die unterschiedlichsten
Mikroorganismen in den Produktionsprozess und somit letztendlich zum Verbraucher.
Daher ist die Zusammensetzung der Mikrobiota auf den verarbeiteten, pflanzlichen
Produkten von grundlegendem Interesse, um die natlrliche Besiedlung, deren
Interaktion und vor allem deren Beitrag bei einem mdglichen Verderbsgeschehen
besser einschéatzen zu kénnen.

Bisher wurden vor allem die bakteriellen Interaktionen im Wurzelbereich der Pflanzen
(Rhizosphére) in Zusammenhang mit einer Wachstumsférderung untersucht. Dabei
wurde gezeigt, dass die Mikrobiota des Wurzelbereichs stark von der Mikrobiota des
Bodens abhangig ist (Siebers et al., 2018; Pérez-Jaramillo et al., 2018) und wiederum
die bakterielle Mikrobiota im Blattbereich der Pflanzen (Phyllosphare) in direkter
Abhangigkeit zu Rhizosphare und Boden steht (vgl. Abbildung 1). Anhand der bisher
vorliegenden genetischen Analysen der Mikrobiota von pflanzlichen Produkten zeigte
sich, dass jeweils eine produktspezifische Mikrobiota vorliegt (Fiedler et al., in
Vorbereitung; Pérez-Jaramillo et al., 2018). Besonders relevant flr Lebensmittel ist die
Familie der Enterobakterien als Hygieneindikator und Ursache fir Verderbnis und



Krankheit. Zur Familie der Enterobakterien gehoren infektiose, fakale Bakterien (z. B.
E. coli, Salmonella), aber auch ungefahrliche Umweltkeime ohne direkte Bedeutung fir
die Gesundheit des Menschen (z. B. Erwinia, Rahnella).

Pflanzen-
oberflache
~10°- 10" cm™

Atmosphére
~10*-10°m?®

Fotoquelle: © Andreas Lehmann

Abbildung 1: Anzahl der Bakterien in der Rhizosphére, im Boden, der Atmosphére und auf der
Pflanzenoberflache (nach Bulgarelli et al., 2013).

Alleine das Vorhandensein von Mikroorganismen fihrt jedoch nicht zum schnellen
Verderb von pflanzlichen Lebensmitteln, denn Pflanzen sind durch ihre &uRerste
Zellschicht (Epidermis) zusammen mit der aufgelagerten Wachsschicht (Kutikula)
wirksam gegen Mikroorganismen geschutzt. Unverletzte Pflanzenteile konnen nur
durch wenige Gattungen wie z. B. Erwinia-Arten (Vertreter der Enterobakterien) und
einige filamentdse Pilze (Schimmelpilze) direkt angegriffen werden (Tournas, 2005).
Anders ist die Situation in Folge einer Verarbeitung wie Schélen oder Zerschneiden:
Aus den Pflanzenbestandteilen tritt nun nahrstoffhaltiger Zellsaft aus (Koukkidis et al.,
2017). Mikroorganismen nutzen die so frei verfugbaren Stoffe als Energie-,
Kohlenstoff- und Stickstoff-Quelle (Koukkidis et al., 2017). Im Zuge des Abbaus dieser
Stoffe werden u.a. auch leicht flichtige, oft stark riechende Produkte gebildet. Bei
fortschreitendem Verderb werden von den Mikroorganismen zahlreiche Enzyme
gebildet, die dann die Hauptbestandteile der Lebensmittel (héhermolekulare
Polysaccharide, Proteine, Lipide) in ihre niedermolekularen Bestandteile aufspalten.
Damit sind oft auch starkere strukturelle Veranderungen der Lebensmittel verbunden.
Bakterielle Weich- oder Nassfaule, verursacht durch Enterobakterien und
Pseudomonaden (Tournas, 2005), kann fast jede Gemdiseart befallen, insbesondere in
feuchter Atmosphére in Plastikbeuteln/-schalen. Das Gewebe der Pflanzen zerfallt
breiartig-schmierig mit unangenehmem Geruch. Aus diesem Grund werden
sogenannte Fresh Cut-Produkte (z. B. verzehrfertige Mischsalate) nur in der 4 °C



Kidhlung und mit einem relativ kurzen Mindesthaltbarkeitsdatum oder Verbrauchsdatum
von drei bis vier Tagen angeboten. Die zuldssigen, mikrobiologischen Kriterien fir
Lebensmittel werden durch die EU Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 beschrieben.
Zusatzlich bilden die Richt- und Warnwerte der Deutschen Gesellschaft fur Hygiene
und Mikrobiologie (DGHM) Empfehlungen fur ausgewéhlte Lebensmittel in Hinblick auf
deren hygienisch-mikrobiologische Beschaffenheit. Diese Richt- und Warnwerte sind
rechtlich nicht bindend und nur fir schnell verderbliche, pflanzliche Frischeprodukte
(verzehrfertige Mischsalate, Keimlinge) definiert.

Im Vergleich zu den nattrlicher Weise auf Pflanzen vorkommenden Bakterien wurden
humanpathogene Bakterien nur selten und in auf3erst geringen Konzentrationen auf
den Produkten gefunden (Becker et al., 2018; Bohaychuk et al., 2009; Fiedler et al.,
2017; Johnston et al., 2005; Korir et al., 2016; Olaimat und Holley, 2012). Eine
Kontamination fand in diesen Fallen meistens punktuell z.B. durch féakale
Verunreinigungen (Fazes von Voégeln, Rehen, Hasen oder verunreinigtes
Bewasserungswasser) statt (Cooley et al.,, 2014; Hoagland et al., 2018). Da die
meisten Produkte anschlieBend in WaschstraRen gereinigt werden, kann es zu
Kreuzkontaminationen und somit zur Verteilung der humanpathogenen
Mikroorganismen kommen.

2.3 Hintergrund: Relevante humanpathogene Bakterien und Ausbriche durch
kontaminierte, pflanzliche Lebensmittel

Lebensmittelinfektionen sind Erkrankungen, die durch den Verzehr von mikrobiologisch
kontaminierten Lebensmitteln auftreten und durch pathogene Bakterien, Viren oder
seltener Protozoen (Einzeller), Schimmelpilze und Helminthen (Wirmer) verursacht
werden. Dabei kann die Erkrankung durch den Erreger selbst oder durch dessen
Stoffwechselprodukte (z. B. Toxine) ausgeldost werden. Fir einen Grofdteil der
Lebensmittelerkrankungen sind tierische Produkte (Fleisch, Eier, Kase etc.) ursachlich.
Der Anteil durch frische, pflanzliche Lebensmittel (Obst, Gemulse) Ubertragener
Krankheitsausbriiche lag in der EU im Jahr 2016 bei etwa 4,5 % (EFSA und ECDC,
2017). Auch Berichte aus anderen Landern zeigen, dass frische, pflanzliche Produkte
weltweit die Ursache von Lebensmittel-bedingten Erkrankungen sein kénnen. Oftmals
werden diese Erkrankungen durch Bakterien wie pathogene E. coli, Salmonella
Spezies (spp.), Listeria (L.) monocytogenes, Shigella spp., Clostridium botulinum,
Aeromonas spp., Yersinia enterocolitica, Campylobacter spp., Bacillus cereus und
Staphylococcus aureus, Viren (Norovirus, Hepatitis-Virus A und E) und Parasiten
(Cryptosporidium, Cyclospora, Giardia) verursacht (Callején et al., 2015; Harris et al.,
2003).



Salmonellen

Salmonellen gehdéren zur Familie der Enterobacteriaceae (im Folgenden auch als
Enterobakterien  bezeichnet). Enterobakterien kommen natlrlicherweise im
Verdauungstrakt von Mensch und Tier vor. Einige Vertreter der Enterobakterien zu
denen auch Salmonellen z&hlen, konnen Erkrankungen hervorrufen. Diese kodnnen
mittlere bis schwere Durchfallerkrankungen (Salmonellose) ausldsen. Die Taxonomie
(Einteilung) und Nomenklatur (Benennung) von Salmonellen ist sehr komplex.
Besonders wichtig ist, dass Salmonellen taxonomisch neben der Gattung und Spezies
weiterhin sogenannten Serovaren (Variationen innerhalb der Spezies) zugeordnet
werden. Bekannt sind hier inshesondere die Serovare Enteritidis und Typhimurium,
welche oftmals Ausldser von Durchfallerkrankungen sind.

Die Inkubationszeit (Zeitraum zwischen Eindringen des Krankheitserregers und
Auftreten erster Krankheitssymptome) von Salmonellose betragt zwischen 18 und 72
Stunden. Fur eine Infektion werden im Allgemeinen relativ viele Bakterien benétigt
(Infektionsdosis ca. 100.000 Bakterien). Dies ist allerdings stark abhéngig vom
Gesundheitszustand der betroffenen Person. Ist die Person bereits geschwécht, ist
eine Infektionsdosis schon ab 100 Bakterien mdglich. Die Sterberate bei Salmonellose
liegt in der EU im Durchschnitt bei 0,25 % (EFSA und ECDC, 2017) und betrifft meist
altere und abwehrgeschwéachte Personen. Als Reservoir fir Salmonellen gelten
tierische (z. B. von Gefllgel, Schweinen) und humane Ausscheidungen. Im Jahr 2001
wurden in Deutschland noch tber 80.000 Erkrankungen registriert; durch umfangreiche
Kontrollprogramme konnte hier erfolgreich entgegengewirkt werden. So wurden nur
noch 16.318 Salmonellosen fur das Jahr 2017 gemeldet (Robert Koch-Institut, 2018).
Die Erkrankungen zeigen eine saisonale und demografische Abhéngigkeit mit erhdhten
Fallzahlen in den warmeren Monaten und ein verstarktes Auftreten bei Kindern unter
funf Jahren (Robert Koch-Institut, 2018). Zu den mit Salmonellen assoziierten
Lebensmitteln zahlen Eier und Eiprodukte sowie Gefliigel und rohes Fleisch allgemein.
Aber auch frische pflanzliche Produkte sind mittlerweile bedeutende Ubertrager von
Salmonellen (Barton Behravesh et al.,, 2011; Hanning et al., 2009) mit aktuellen
internationalen Ausbruchsgeschehen in Europa (EFSA und ECDC, 2018a).

Listerien

Als Umweltkeim ist die Listerien-Art L. monocytogenes ubiquitdr und weltweit verbreitet
und konnte selbst bei gesunden Menschen im Stuhl nachgewiesen werden. Das
Bakterium besitzt die Fahigkeit, sich intrazellular (im Gewebe) zu vermehren, kann
Gewebegrenzen aktiv Uberwinden (Blut-Hirn-Schranke) und schwerste Infektionen
(z. B. Sepsis, Hirnhautentziindung) ausldsen (Listeriose). Die Inkubationszeit betragt
zwischen 24 Stunden und finf oder mehr Wochen. Fir eine Infektion werden im
Allgemeinen relativ viele Bakterien benétigt (Infektionsdosis >10.000 Bakterien). Das
Zustandekommen einer Infektion und die Infektionsdosis ist bei L. monocytogenes



besonders stark vom Gesundheitszustand der betroffenen Person abhéngig
(Buchanan et al.,, 2017). Fast ausschlieBlich werden altere, schwangere und
Immunsystem-geschwachte Menschen infiziert. Die Sterberate liegt in der EU im
Durchschnitt bei 16,2 % (EFSA und ECDC, 2017) und betrifft insbesondere altere und
abwehrgeschwéchte Personen. Als Reservoir fur L. monocytogenes gelten Boden,
Abwasser und die Umwelt im Allgemeinen (inklusive Pflanzen). Im Jahr 2001 wurden in
Deutschland 248 Listeriose-Félle registriert. Im Gegensatz zu Salmonellen wurde in
den letzten Jahren ein Anstieg beobachtet; fur das Jahr 2017 waren 771 Listeriose-
Félle gemeldet (Robert Koch-Institut, 2018), die Ursachen hierfirr sind noch unklar. Die
Erkrankungen zeigen keine saisonale aber demografische Abhangigkeit mit ahnlichen
Fallzahlen im Jahresverlauf und einem stetigen Risikoanstieg bei Personen ab 55
Jahren. Zu den mit L. monocytogenes assoziierten Lebensmitteln zahlen tierische
Lebensmittel (z. B. R&ucherfisch, Rohwurst), Milchprodukte (z. B.
Rohmilcherzeugnisse) und frische, pflanzliche Produkte (z. B. Salate). Aufgrund der
schweren Verlaufsform einer Listeriose werden Virulenz, Infektionsdosis und Okologie
von L. monocytogenes aktuell intensiv diskutiert (Buchanan et al., 2017). Den Bedarf
dieser Forschung demonstriert ein Gemuse-assoziierter Ausbruch in finf EU-Landern
2015 mit bisher 47 Infizierten und 9 Toten (EFSA und ECDC, 2018b).

Pathogene Escherichia coli

Escherichia coli gehdren, wie auch Salmonellen, zu den Enterobakterien. Das
Bakterium E. coli ist ein natirlich vorkommender Keim (Kommensale) im Darm von
Mensch und Tier. Ein Kommensale ernadhrt sich zwar tber den Wirt, er schadigt ihn
jedoch nicht. Allerdings gibt es zahlreiche Varianten (Stdmme) von E. coli, welche
durch Virulenzfaktoren (z. B. Toxingene) leichte bis schwerste Durchfallerkrankungen
auslosen konnen (E. coli Enteritis). Pathogene Varianten von E. coli sind z. B.
enterohamorrhagische E. coli (EHEC/STEC). Aufgrund der Schwere der Erkrankung
besitzen EHEC eine besondere Bedeutung. Durch die Produktion von Shigatoxinen
(auch Verotoxin genannt) konnen diese Shigatoxin-produzierenden E. coli (STEC) zu
blutigen Durchfallen, Schadigungen der Blutgefal3e und roten Blutkdrperchen bis hin zu
Nierenversagen fuhren. Wird ein STEC als Infektionsausloser beim Menschen
identifiziert, wird dieser als EHEC bezeichnet. Im Infektionsfall kann dieser EHEC im
Anschluss an die Darmsymptomatik ein hamolytisch-urAmisches Syndrom (HUS)
auslésen. HUS fuhrt meist zu Nierenversagen, irreparablen neurologischen Stérungen
und dauerhaften Schéadigungen weiterer Organe. Die Inkubationsdauer fir EHEC
betragt zwischen 2 bis 10 Tagen. Fir eine Infektion werden im Allgemeinen nur wenige
Bakterien bendtigt (Infektionsdosis 10-1.000 Bakterien). Die Letalitat liegt im EU-
Durchschnitt bei 0,27 % fur EHEC-Infektionen (EFSA und ECDC, 2017). Als Reservoir
fur pathogene E. coli gelten tierische (z. B. Rinder und andere Wiederkduer) und
humane Ausscheidungen. Im Jahr 2001 wurden in Deutschland 1228 EHEC-
Erkrankungen registriert; im Epidemie-Jahr 2011 wurden 5801 Erkrankungen



gemeldet. In den folgenden Jahren (2012-2016) wurden etwa 2000-3000
Erkrankungen gemeldet; ein Grund hierfir kénnte die erhdhte Sensibilitat nach dem
Jahr 2011 gewesen sein (Robert Koch-Institut, 2018). Die Erkrankungen zeigen eine
leicht saisonale und stark demografische Abhangigkeit mit erhéhten Fallzahlen in den
warmeren Monaten und einem verstarkten Auftreten bei Kindern unter funf Jahren. Zu
den mit EHEC assoziierten Lebensmitteln zéhlen rohes Fleisch (z. B. von Rind, Ziege,
Schaf, Hirsch, Reh) und Rohmilchprodukte. Aber auch frische, pflanzliche Produkte
zahlen, nicht erst seit der Epidemie 2011 in Deutschland, zu bedeutsamen Ubertragern
von EHEC (Harris et al., 2003). Massive Ausbriche wie 1996 in Japan mit tber 6000
Infizierten (Watanabe et al., 1999) und 2011 in Europa (Robert-Koch-Institut, 2011) mit
fast 4000 Infizierten und 54 Toten zeigen die Ausmal3e von Lebensmittelinfektionen
durch pathogene E. coli. Beide Ausbriche wurden auf kontaminierte Sprossen
zuriickgefihrt.

Bakterielle Toxine: Staphylococcus aureus- und Bacillus cereus-Toxine

Staphylococcus (S.) aureus besiedelt bei Sdugetieren oft den Nasen- und Rachenraum
und wird haufig beim Menschen nachgewiesen. Seine krankmachenden Eigenschaften
werden durch die Bildung verschiedener, hitzebestandiger Toxine in kontaminierten
Lebensmitteln verursacht. Eine Anzahl an S. aureus von mehr als 100.000 Zellen je
Gramm Lebensmittel ist notwendig, um eine toxische Wirkung hervorzurufen. Diese
Besiedlungsdichte kann nur durch massive Vermehrung der Bakterien im Lebensmittel
erreicht werden und nicht durch alleinige Kontamination. In und auf frischen,
pflanzlichen Lebensmitteln sind die Bedingungen fur eine solche massive Vermehrung
von S. aureus in der Regel nicht gegeben. Auch das sporenbildende Bakterium
Bacillus (B.) cereus bildet Toxine, die zu Durchfall oder Erbrechen flihren kdnnen.
Verschiedene Vertreter mit sehr ahnlichen Eigenschaften werden zur B. cereus-
Gruppe (B. cereus sensu lato) zusammengefasst. Dieser Umweltkeim ist ubiquitar
vorhanden und kommt besonders haufig in organischen Substraten wie z. B. Boden
vor. Die Toxinproduktion und die schadigende Wirkung verschiedener Toxine sind
auRerst variabel und abhangig von genetischen und umweltbedingten Faktoren.
Dadurch ist die Anzahl an Bakterien, die notwendig ist, um eine ausreichende Menge
an Toxin zu bilden, um Erkrankungssymptome auszulésen, schwer zu beziffern. Sie
wird im Allgemeinen mit 10.000-100.000 Bakterienzellen je Gramm Lebensmittel
angegeben (Granum und Lund, 1997).

Weitere humanpathogene (Mikro)Organismen in pflanzlichen Produkten

In dieser Studie wurde das Vorkommen von Enterobakterien und Pseudomonaden
untersucht. Methodisch bedingt wurden diese beiden Gruppen gemeinsam erfasst.
Enterobakterien und Pseudomonaden kommen ubiquitdr vor. Einige Vertreter der
Enterobakterien und Pseudomonaden sind als opportunistisch pathogen fir den

10



Menschen eingestuft. Opportunistisch humanpathogene Bakterien fiihren bei einem
gesunden Menschen zunéchst nicht zu einer Erkrankung. Ist das Immunsystem jedoch
z. B. durch eine Vorerkrankung geschwacht, nutzen opportunistisch humanpathogene
Bakterien ein solches Defizit aus und kénnen eine Erkrankung auslésen.

Neben den oben genannten, wichtigsten und in dieser Studie untersuchten
humanpathogenen Bakterien fur frische pflanzliche Produkte existiert eine Vielzahl
weiterer, moglicher humanpathogener Mikroorganismen, welche in diesem Bericht
nicht thematisiert werden. Einen umfangreichen Uberblick tiber bakterielle, virale und
parasitare Gefahrdungen durch frische, pflanzliche Produkte bietet beispielsweise
Harris et al. (2003).

2.4 Projektplanung und methodische Durchfihrung

Zur Beantwortung der Schwerpunkte (1) Mikrobiologische Belastung von Gemise auf
der Ebene des Handels, (2) Eintrag/Verteilung humanpathogener Mikroorganismen
und (3) Moglichkeiten der Kontrolle wurde das Projekt an zwei Standorten des Max
Rubner-Instituts zeitlich parallel bearbeitet: In Karlsruhe im Institut flr Sicherheit und
Qualitat bei Obst und Gemise (OG) und in Kiel im Institut fir Mikrobiologie und
Biotechnologie (MBT). Durch die Bearbeitung an zwei Standorten in Nord- und
Suddeutschland war die Untersuchung der mikrobiologischen Belastung von Produkten
zweier unterschiedlicher geografischer Regionen moglich.

Das untersuchte Probenmaterial wurde im Einzelhandel (Supermarkte, Discounter,
Wochenmarkte, Fachgeschafte) gro3tenteils im naheren Umkreis von Karlsruhe und
Kiel bezogen. Wenige Proben stammten aus Rheinland-Pfalz. Ein Teil der
norddeutschen Proben wurde in Mecklenburg-Vorpommern und Hamburg bezogen.
Der Transport der im Handel erworbenen Proben zum Labor erfolgte bei gekihlten
Produkten stets in einer Kihltasche. Konnten die Produkte nicht am gleichen Tag
bearbeitet werden, wurden diese bis zur Untersuchung bei 4 °C kuhl gelagert, um eine
temperaturbedingte Vermehrung der vorhandenen Mikroorganismen zu reduzieren. Die
Untersuchung der Proben erfolgte bei verpackten Lebensmitteln stets vor Ablauf des
vom Hersteller angegeben Mindesthaltbarkeitsdatums bzw. Verbrauchsdatums. Lose
Ware ohne Mindesthaltbarkeitsdatum bzw. Verbrauchsdatum wurde zu einem
Zeitpunkt untersucht, an dem die Lebensmittel optisch frisch und ohne Méangel waren.

Untersucht wurden Produkten aus konventionellem und biologischem Anbau. Als Bio-
Produkte werden im folgenden Lebensmittel aus 0©kologischer Landwirtschaft
bezeichnet, welche entsprechende Giite- bzw. Prifsiegel aufwiesen.

Insgesamt wurden in Karlsruhe und Kiel 600 frische Produkte auf ihnre mikrobiologische
Qualitat und auf das Vorkommen von humanpathogenen Mikroorganismen untersucht.
In Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.Tabelle 1 sind die Produkte
und die jeweilige Anzahl dargestellt. Einige verzehrfertige Mischsalate enthielten auch
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nichtpflanzliche Anteile (z. B. Schinken, Eier, Thunfisch). Da diese stets separat
verpackt waren, wurden sie nicht in die Untersuchungen einbezogen, d. h., es wurden
immer nur die pflanzlichen Bestandteile beprobt.

Tabelle 1: Produktgruppen und Anzahl der untersuchten Proben.

MRI Standort Karlsruhe Kiel
Frische Krauter konventionell 50 28
Frische Krauter bio 25 12
Kopf-/Blatt-/Pfliicksalate konventionell 20 30
Kopf-/Blatt-/Pfliicksalate bio 20 10
Verzehrfertige Mischsalate konventionell 59 28
Verzehrfertige Mischsalate bio 15 14
Sprossen konventionell 25 27
Sprossen bio 25 12
Karotten konventionell 20 27
Karotten bio 20 12
Speisepilze konventionell 20 28
Speisepilze bio 20 13
Gurken konventionell - 25
Gurken bio - 15
Gesamt 319 281

Alle Proben wurden auf die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl (GKZ) und die
Keimzahl der Enterobakterien und Pseudomonaden, Hefen und Schimmelpilze
untersucht. Zuséatzlich wurde der Nachweis fur Salmonellen, B. cereus sensu lato, S.
aureus, E. coli und L. monocytogenes durchgefuhrt. Der Nachweis der verschiedenen
Gruppen von Mikroorganismen wurde in Anlehnung an die Methoden der amtlichen
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 864 des LFGB durchgefuhrt. Die
Keimzahlen werden im Folgenden als Kolonie bildende Einheiten (KbE) je Gramm (g)
angegeben, was grundséatzlich einer Angabe von Bakterien pro Gramm frische Probe
entspricht. Aufgrund der hohen Zahlenwerte werden Keimzahlen tblicherweise in der
Potenzschreibweise angegeben (z.B. 10° entspricht 100.000, 6x10’ entspricht
60.000.000 etc.). Zur Beprobung von Karotten- und Gurkenproben wurden diese
mittels eines sterilen (keimfreien) Gemuiseschélers geschalt und nur die Schale
hinsichtlich der mikrobiologischen Qualitat untersucht.

Zur Bestatigung und Serotypisierung von Salmonella spp. oder STEC Isolaten wurden
diese an das Nationale Referenzzentrum fir Salmonellen (Robert Koch Institut,

12




Wernigerode), an das Nationale Referenzlabor zur Durchfiihrung von Analysen und
Tests auf Zoonosen (Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin) oder das Nationale
Referenzlabor fur Escherichia coli (Bundesinstitut fur Risikobewertung, Berlin)
verschickt. Weiterhin wurden die Genome ausgewahlter humanpathogener Bakterien
(L. monocytogenes, STEC, Salmonella spp.) mittels Hochdurchsatz-Sequenzierung
sequenziert.

Anmerkung: Aufgrund der Ubersichtlichkeit und besseren Lesbarkeit des Berichtes
sind detaillierte Informationen Uber die verwendeten Materialien, Nahrmedien und
Methoden nicht in diesem Bericht aufgefiihrt. Sie kénnen jedoch jederzeit zur
Verfligung gestellt werden.
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3 Status quo ausgewahlter pflanzlicher Produkte

3.1 Mikrobiologische Qualitat von frischen Kiichenkrautern

Insgesamt wurden 115 frische Krauterproben (Basilikum, Barlauch, Bohnenkraut, Dill,
Estragon, Kerbel, Koriander, Majoran, Minze, Oregano, Petersilie glatt und kraus,
Rosmarin, Salbei, Schnittlauch und Thymian) im Einzelhandel nach saisonaler
Verflgbarkeit bezogen und auf ihre mikrobiologische Qualitat untersucht. Hierbei
wurden sowohl konventionell als auch biologisch erzeugte Produkte eingeschlossen.
Die Herkunftslander der Krauter waren neben Deutschland auch Athiopien, Indien,
Israel, Italien, Kenia, Niederlande, Spanien und Tansania.

Das Ergebnis der Untersuchung ist in Abbildung 2 zusammengefasst. Dargestellt sind
die Keimzahlen der untersuchten Mikroorganismen-Gruppen. Der Median der
Gesamtkeimzahl (GKZ) aller frischen Krauter lag bei 1,6x10° KbE/g, fir
Enterobakterien/Pseudomonaden bei 3,5x10° KbE/g und fiir prasumtive (als
wahrscheinlich angenommene) Bacillus (B.) cereus bei 1,4x10° KbE/g. Der Anteil von
Hefen und Schimmelpilzen lag im Median bei 9,4x10* KbE/g und 1,4x10* KbE/g.

Humanpathogene Bakterien konnten in frischen Krautern nicht detektiert werden
(Tabelle 2).
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Abbildung 2: Die aerobe, mesophile Keimzahl (Gesamtkeimzahl (GKZ)) und die Keimzahlen von
Enterobakterien/Pseudomonaden, B. cereus-Gruppe, Hefen und von Schimmelpilzen sind fir die
Produktgruppe ,frische Krauter' im Boxplot Format dargestellt.

Angegeben sind die Keimzahlen als Kolonie-bildende Einheiten (KbE) je Gramm (g) frische Probe. Die
gefarbte Box beschreibt jeweils 50 % der Stichproben (oberes und unteres Quartil) mit der innen liegenden
Linie als Median aller Datenpunkte. Die Antennen (Whisker) zeigen die Grenzen zu den oberen 90 % und
unteren 10 % der Datenpunkte. Die jeweils <10 % und >90 % der Datenpunkte werden punktférmig als
Ausrei3er dargestellt.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber das Vorkommen von Salmonella, Listeria monocytogenes und Shiga-
Toxin produzierenden E. coli in Krautern.

Humanpathogene | Anteil belasteter Prozentualer Produkt Pathogen
Bakterien Produkte/Anzahl Anteil Charakteristik
untersuchter Produkte

Salmonella 0/115 0%
Listeria

0/115 0%
monocytogenes
Shiga-Toxin
produzierende 0/115 0%
E. coli

Vergleich biologischer und konventioneller Anbau

Von den 115 frischen Krautern stammten 78 aus konventionellem und 37 aus
biologischem Anbau. Ein Vergleich der Ergebnisse der Keimzahlen von konventionell
und biologisch kultivierten Kréautern zeigte keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der GKZ, der Keimzah! der Enterobakterien/Pseudomonaden, der Hefen und der B.
cereus-Gruppe (vgl. Anhang Tabelle A 1).

Nur die Schimmelpilz-Keimzahlen lagen in biologischen Proben signifikant hdher als in
konventionellen Proben (Medianoiogischer anbau = 3,6x10* KbE/g vs. Medianonventioneller Anbau
= 1,0x10* KbE/g; p=0,01).

Bewertung der Ergebnisse:

In den 115 untersuchten frischen Kréuterproben konnten weder Salmonella, L.
monocytogenes noch STEC nachgewiesen werden (Tabelle 2). Jedoch wurden zwei
Isolate als S. aureus identifiziert. Die Keimzahl von S. aureus war nicht ausreichend
(<10* KbE/g), um von einer Gefahrdung des Verbrauchers durch von S. aureus
produzierten Toxinen auszugehen. Die Keimzahlen von prasumtiven B. cereus lagen
im Median unter Keimzahlen, welche zu einer Gefahrdung fuhren kénnten. Auch bei
der maximal detektierten Keimzahl von prasumtiven B. cereus ist nicht von einer
direkten Gefahrdung auszugehen, da in der Regel nur geringe Mengen an frischen
Krautern zum Verzehr verwendet werden. Die Keimzahlen der mikrobiologischen
Qualitat lagen bei frischen Krautern, im Vergleich zu anderen Produktgruppen, relativ
hoch (vgl. Anhang Tabelle A 1). Entsprechend der Pflanzenstruktur von Krautern
(groRRe, besiedelte Oberflache im Verhaltnis zu innenliegendem, keimarmen Gewebe)
und deren Wuchsform (Bodennahe) wurden diese Werte erwartet. Die Deutsche
Gesellschaft fur Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) definiert aktuell keine Richt- und
Warnwerte fur frische Kréauter.
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Fazit:

Frische Kichenkréuter zeigten in unseren Untersuchungen eine akzeptable
mikrobiologische Qualitat.

3.2 Mikrobiologische Qualitat von Kopf-/Blatt-/Pfllicksalaten

Insgesamt wurden 80 frische, nicht direkt verzehrfertige Kopf-/Blatt-/Pflicksalate im
Einzelhandel nach ihrer saisonalen Verfugbarkeit bezogen wund auf ihre
mikrobiologische Qualitat untersucht. Nicht direkt verzehrfertig bedeutet, dass der
Verbraucher die Salate vor dem Verzehr noch putzen, waschen und zerkleinern muss.
Die Produktgruppe umfasste Baby Leaf, Blattspinat, Eichblatt (griin und rot), Eisberg,
Endivie, Feld- und Kopfsalat, Lollo Bionda und Rosso, Pak Choi, Radicchio, Romana,
Rucola und Zuckerhut. Hierbei wurden sowohl konventionell als auch biologisch
kultivierte Produkte eingeschlossen. Die Herkunftslander der Produkte waren neben
Deutschland auch Belgien, Danemark, Italien, Niederlande, Spanien und Turkei.

Kopf-/Blatt-/Pflicksalate n=80
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Abbildung 3: Die aerobe, mesophile Keimzahl (GKZ) und die Keimzahlen von
Enterobakterien/Pseudomonaden, B. cereus-Gruppe, Hefen und Schimmelpilzen sind fir die
Produktgruppe ,Kopf-/Blatt-/Pfliicksalate‘ im Boxplot Format dargestellt.

Angegeben sind die Keimzahlen als Kolonie-bildende Einheiten (KbE) je Gramm (g) frische Probe. Die
gefarbte Box beschreibt jeweils 50 % der Stichproben (oberes und unteres Quartil) mit der innen liegenden
Linie als Median aller Datenpunkte. Die Antennen (Whisker) zeigen die Grenzen zu den oberen 90 % und
unteren 10 % der Datenpunkte. Die jeweils <10 % und >90 % der Datenpunkte werden punktférmig als
Ausreil3er dargestellt.
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In Abbildung 3 sind die Keimzahlen der untersuchten Mikroorganismen-Gruppen
dargestellt. Der Median der GKZ aller Kopf-/Blatt-/Pfliicksalate lag bei 1,8x10" KbE/g,
fur Enterobakterien/Pseudomonaden bei 3,6x10° KbE/g und fiir prasumtive B. cereus
bei 6,0x10' KbE/g. Der Anteil von Hefen- und Schimmelpilzen lag im Median bei
2,2x10° KbE/g und 8,4x10° KbE/g.

Aus jeweils einer Probe konnte Salmonella Enteritidis und L. monocytogenes isoliert
werden. Beide humanpathogenen Bakterien wurden erst nach Anreicherung detektiert,
(Tabelle 3). Mit zwei Proben aus einer Gesamtzahl von 80 Proben war somit nur ein
geringer Teil (2,6 % der untersuchten Proben) mit diesen Erregern kontaminiert.

Tabelle 3: Ubersicht {iber das Vorkommen von Salmonella, Listeria monocytogenes und Shiga-
Toxin produzierenden E. coli in Kopf-, Blatt- und Pflucksalaten.
Humanpathogene | Anteil belasteter Prozentualer Produkt Pathogen
Bakterien Produkte/Anzahl Anteil Charakteristik
untersuchter Produkte
Salmonella
Kopfsalat Enteritidis,
Salmonella 1/80 1,3%
rot Seroformel
(2),9,12:g,m:-
Listeria Salatherzen | Serovarengruppe
1/80 1,3% )
monocytogenes bicolor lla
Shiga-Toxin
produzierende 0/80 0%
E. coli

Vergleich biologischer und konventioneller Anbau

Von den 80 frischen Kopf-/Blatt-/Pflicksalaten stammten 50 aus konventionellem und
30 aus biologischem Anbau. Ein Vergleich der Ergebnisse der Keimzahlen von
konventionell und biologisch kultivierten Kopf-/Blatt-/Pfliicksalaten zeigte keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Keimzahl der Hefen und Schimmelpilze (vgl.
Anhang Tabelle A 1). Bei den prasumtiven B. cereus lagen die biologischen Proben
etwas hoher (aber nicht signifikant), als bei den konventionellen Proben
(Medianpioigischer anbau = 1,0x10° KbE/g vs. Medianyonventionetier anbau = 3,0x10" KbE/g;
p=0,056).

Die GKZ lag in biologischen Proben signifikant hoher als in konventionellen Proben
(Medianbiologischer Anbau — 310)(107 KbE/g VS. Mediankonventioneller Anbau — 1,5X107 KbE/g,
p=0,035).
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Bewertung:

Humanpathogene Salmonella und L. monocytogenes konnten in jeweils einer Probe
von Kopf-/Blatt-/Pfliicksalaten nachgewiesen werden. Ob die Konzentration an
humanpathogenen Bakterien fur eine Infektion eines gesunden Verbrauchers
ausreichend war, kann nicht mit Sicherheit beantwortet werden. Ein grundliches
Saubern und Waschen des Produktes durch den Endverbraucher sollte zur
ausreichenden Reduktion fuhren. 2,5% (2 von 80) der Kopf-/Blatt-/Pflicksalate
konnten eine mogliche Gefahrdung fir besonders empfindliche Personengruppen
(Kinder, Altere, Schwangere und Immungeschwachte) dargestellt haben. STEC
wurden nicht detektiert, ebenfalls konnten keine Isolate als S. aureus identifiziert
werden. Auch bei der maximal detektieren Keimzahl von prasumtiven B. cereus
(2,3x10* KbE/g) ist nicht von einer direkten Gefahrdung auszugehen.

Entsprechend der Produkteigenschaften (grof3es Oberflachen-zu-Volumen-Verhaltnis
und Wachstum in direkter Nahe zu Béden bzw. Substrat) wurden diese Werte erwartet.
Die DGHM definiert aktuell keine Richt- und Warnwerte fur Kopf-, Blatt- und
Pflucksalate.

Fazit:

Frische Kopf-/Blatt-/Pflicksalate zeigten in unseren Untersuchungen
produktabhangig eine gute bis mittlere mikrobiologische Qualitat.

3.3 Mikrobiologische Qualitat von verzehrfertigen Mischsalaten

Insgesamt wurden 116 verzehrfertige Mischsalate (z. B. Mischungen von Batavia,
Blattspinat, Eisberg, Endivie, Feldsalat, Frisée, Karotten, Lollo Bionda und Rosso,
Mangold, Porree, Radicchio, Rotkohl, Rucola, Sellerie, Tatsoi und Weil3kohl) im
Einzelhandel nach ihrer saisonalen Verfiigbarkeit bezogen wund auf ihre
mikrobiologische Qualitat untersucht. Hierbei wurden sowohl konventionell als auch
biologisch kultivierte Produkte eingeschlossen. Die Herkunftslander der Produkte
waren neben Deutschland auch Danemark, Italien, Niederlande und Spanien.
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Abbildung 4: Die aerobe, mesophile Keimzahl (GKZ) wund die Keimzahlen von
Enterobakterien/Pseudomonaden, B. cereus-Gruppe, Hefen und Schimmelpilzen sind fiir die
Produktgruppe ,verzehrfertige Mischsalate‘ im Boxplot Format dargestellt.

Angegeben sind die Keimzahlen als Kolonie-bildende Einheiten (KbE) je Gramm (g) frische Probe. Die
gefarbte Box beschreibt jeweils 50 % der Stichproben (oberes und unteres Quartil) mit der innen liegenden
Linie als Median aller Datenpunkte. Die Antennen (Whisker) zeigen die Grenzen zu den oberen 90 % und
unteren 10 % der Datenpunkte. Die jeweils <10 % und >90 % der Datenpunkte werden punktférmig als
Ausreil3er dargestellt.

In Abbildung 4 sind die Keimzahlen der untersuchten Mikroorganismen-Gruppen
dargestellt. Der Median der GKZ aller verzehrfertigen Mischsalate lag bei 3,8x10’
KbE/g, fiir Enterobakterien/Pseudomonaden bei 1,2x10" KbE/g und fiir prasumtive B.
cereus bei 5,0x10" KbE/g. Der Anteil von Hefen- und Schimmelpilzen lag im Median
bei 2,9x10° KbE/g und 2,2x10° KbE/g.

In den 116 untersuchten verzehrfertigen Mischsalaten konnten in drei Produkten L.
monocytogenes hachgewiesen werden (Tabelle 4). Diese konnten nach
Serotypisierung den Serovarengruppen lla, llb und IVb zugeordnet werden. Des
Weiteren konnten in drei Produkten Salmonellen nachgewiesen werden. Bei diesen
handelte es sich um Salmonella Enteritidis und Salmonella Szentes. Weiterhin konnte
in jeweils einem Mischsalat S. aureus identifiziert und STEC isoliert werden.
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Tabelle 4: Ubersicht iiber das Vorkommen von Salmonella, Listeria monocytogenes und Shiga-
Toxin produzierenden E. coli in verzehrfertigen Mischsalaten.

Humanpathogene | Anteil belasteter Prozentualer Produkt Pathogen
Bakterien Produkte/Anzahl Anteil Charakteristik
untersuchter Produkte
Salmonella
Enteritidis,
Hahnchensalat, Seroformel
Bunte (2),9,12:g,m:-
Salmonella 3/116 2,6 % Salatmischung,
Salmonella
Mischsalat Szentes,
Seroformel
16:k:1,2
) ) Feldsalat Mix,
Listeria . Serovarengruppe
3/116 2,6 % Mischsalat,
monocytogenes lla, l1lb und IVb
Gartensalat
Shiga-Toxin
. . 026:H11, (stx1+,
produzierende 1/116 0,9 % Mischsalat
E coli stx2+, eaet)

Vergleich biologischer und konventioneller Anbau

Von den 116 verzehrfertigen Mischsalaten stammten 87 aus konventionellem und 29
aus biologischem Anbau. Ein Vergleich der Ergebnisse der Keimzahlen von
konventionell und biologisch kultivierten verzehrfertigen Mischsalaten zeigte keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der GKZ, der Keimzahl der B. cereus-Gruppe
und der Hefen (vgl. Anhang Tabelle A 1).

Nur die Schimmelpilz-Keimzahlen lagen in biologischen Proben signifikant hoher als in
konventionellen Proben (Medianoiogischer Anbau = 5,2x10° KbE/g vs. Medianyonventionelier Anbau
= 1,6x10° KbE/g; p=0,03).

Bewertung:

In 7 von 116 (6 %) untersuchten verzehrfertigen Mischsalaten wurden Salmonella bzw.
L. monocytogenes oder STEC nachgewiesen. Weiterhin konnte in einem Produkt S.
aureus identifiziert werden.

Die DGHM definiert fur die Produktgruppe der abgepackten, verzehrfertigen
Mischsalate zur Abgabe an den Verbraucher Richt- und Warnwerte (Stand 2016). Die
GKZ von 42 % der untersuchten Proben lag iiber dem Richtwert von 5x10” KbE/g,
16 % der Proben lagen iiber dem Richtwert fiir prasumtive B. cereus von 5x10% KbE/g
und 76 % der Proben uberschritten den Richtwert fir Hefen von 1x10° KbE/g. Eine
Uberschreitung der Warnwerte erfolgte bei 9 % der Proben fiir die Gruppe prasumtive
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B. cereus (1x10° KbE/g) und fiir 22 % der Proben fir Schimmelpilze (1x10* KbE/qg).
Aufgrund der Definition der Richt- und Warnwerte der DGHM ist eine
Gesundheitsgefahrdung der Verbraucher in Bezug auf das Uberschreiten der
Warnwerte fur prasumtive B. cereus und dem Vorkommen von Salmonella nicht
auszuschlieRen. Weiterhin sind aufgrund der Uberschreitungen der Richtwerte
sensorische  Beeintrachtigungen  dieser  Produkte  wahrscheinlich.  Diese
Produktegruppe ist aufgrund der Deklaration ,verzehrfertig und der
Produkteigenschaften (u.a. Fertigsalatschale mit Gabel und Dressing) explizit fir den
direkten Verzehr bestimmt. Es ist nicht davon auszugehen, dass keimreduzierende
Mafnahmen vom Verbraucher (wie Waschen) durchgefuhrt werden.

Fazit:

Verzehrfertige Mischsalate zeigten in unseren Untersuchungen eine
ungenugende mikrobiologische Qualitat.

3.4 Mikrobiologische Qualitat von Sprossen

Insgesamt wurden 89 Sprossenproben (u.a. Adzuki-, Alfalfa-, Brokkoli-, Erbsen-,
Fenchel-, Linsen-, Luzerne-, Mungbohnen-, Radieschen-, Roggen-, Rettich-, Weizen-
und Zwiebelsprossen) im Einzelhandel nach saisonaler Verflgbarkeit bezogen und auf
ihre mikrobiologische Qualitat untersucht. Es wurden sowohl konventionell als auch
biologisch kultivierte Produkte eingeschlossen. Die Herkunftslander der Produkte
waren Deutschland und die Niederlande.

21
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Abbildung 5: Die aerobe, mesophile Keimzahl (GKZ) wund die Keimzahlen von
Enterobakterien/Pseudomonaden, B. cereus-Gruppe, Hefen und Schimmelpilzen sind fiir die
Produktgruppe ,Sprossen‘ im Boxplot Format dargestellt.

Angegeben sind die Keimzahlen als Kolonie-bildende Einheiten (KbE) je Gramm (g) frische Probe. Die
gefarbte Box beschreibt jeweils 50 % der Stichproben (oberes und unteres Quartil) mit der innen liegenden
Linie als Median aller Datenpunkte. Die Antennen (Whisker) zeigen die Grenzen zu den oberen 90 % und
unteren 10 % der Datenpunkte. Die jeweils <10 % und >90 % der Datenpunkte werden punktférmig als
Ausreil3er dargestellt.

In Abbildung 5 sind die Keimzahlen der untersuchten Mikroorganismen-Gruppen
dargestellt. Der Median der GKZ aller Sprossen lag bei 3,8x10° KbE/g, fiir
Enterobakterien/Pseudomonaden bei 1,0x10® KbE/g und fiir prasumtive B. cereus bei
1,0x10" KbE/g. Der Anteil von Hefen und Schimmelpilzen lag im Median bei 1,7x10*
KbE/g und 3,0x10% KbE/g.

Listeria monocytogenes konnte nur aus einer der 89 Sprossenproben isoliert werden
(Anteil von 1,1 %). Tabelle 5 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Tabelle 5:

Ubersicht (iber das Vorkommen
Toxin produzierenden E. coli in Sprossen.

von Salmonella, Listeria monocytogenes und Shiga-

Humanpathogene | Anteil belasteter Prozentualer Produkt Pathogen

Bakterien Produkte/Anzahl Anteil Charakteristik
untersuchter Produkte

Salmonella 0/89 0%

Listeria Serovarengruppe

1/89 1,1% Pfannentrio gripp

monocytogenes lla

Shiga-Toxin

produzierende 0/89 0%

E. coli

Vergleich biologischer und konventioneller Anbau

Von den 89 Sprossenproben stammten 52 aus konventionellem und 37 aus
biologischem Anbau. Ein Vergleich der Ergebnisse der Keimzahlen von konventionell
und biologisch kultivierten Sprossen zeigte keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der GKZ, der Keimzahl der B. cereus-Gruppe und der Hefen und
Schimmelpilze (vgl. Anhang Tabelle A 1).

Bewertung:

In den 89 Sprossenproben konnten weder Salmonellen noch STEC detektiert werden.
Jedoch konnten in einer Sprossenprobe zwei Isolate als L. monocytogenes identifiziert
und S. aureus in zwei Proben nachgewiesen werden.

Die DGHM definiert fur die Produktgruppe der Keimlinge und Sprossen zur Abgabe an
den Verbraucher Richt- und Warnwerte (Stand 2010). Eine Uberschreitung fir
prasumtive B. cereus fand bei 29 % der Proben fiir den Richtwert (1x10% KbE/g) und
bei 11 % der Proben fiir den Warnwert (1x10° KbE/g) statt. Aufgrund der Definition der
Richt- und Warnwerte der DGHM st eine Gesundheitsgefahrdung der Verbraucher in
Bezug auf das Uberschreiten der Warnwerte fiir prasumtive B. cereus nicht
auszuschlieen. Sprossen waren bereits in der Vergangenheit Ursache von
Lebensmittel-assoziierten Krankheitsausbrichen (z. B. 2011 EHEC-Ausbruch in
Deutschland). Aufgrund unserer Ergebnisse und der Historie dieser Produktgruppe ist
vor dem Verzehr ein Blanchieren empfohlen.

Fazit:

Frische Sprossen zeigten
mikrobiologische Qualitat.

in unseren Untersuchungen eine ungenigende
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3.5 Mikrobiologische Qualitat von Karotten

Insgesamt wurden 79 Karottenproben im Einzelhandel bezogen und auf ihre
mikrobiologische Qualitat untersucht. Hierbei wurden sowohl konventionell als auch
biologisch kultivierte Produkte eingeschlossen. Die Herkunftslander der Produkte
waren neben Deutschland auch Danemark, Frankreich, Israel, Italien, Niederlande und
Spanien.
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Abbildung 6: Die aerobe, mesophile Keimzahl (GKZ) und die Keimzahlen von
Enterobakterien/Pseudomonaden, B. cereus-Gruppe, Hefen und Schimmelpilzen sind fir die
Produktgruppe ,Karotten‘ im Boxplot Format dargestellt.

Angegeben sind die Keimzahlen als Kolonie-bildende Einheiten (KbE) je Gramm (g) frische Probe. Die
gefarbte Box beschreibt jeweils 50 % der Stichproben (oberes und unteres Quartil) mit der innen liegenden
Linie als Median aller Datenpunkte. Die Antennen (Whisker) zeigen die Grenzen zu den oberen 90 % und
unteren 10 % der Datenpunkte. Die jeweils <10 % und >90 % der Datenpunkte werden punktférmig als
AusreiRer dargestellt.

In Abbildung 6 sind die Keimzahlen der untersuchten Mikroorganismen-Gruppen
dargestellt. Der Median der GKZ aller Karotten lag bei 7,6x10° KbE/g, fiir
Enterobakterien/Pseudomonaden bei 1,4x10° KbE/g und fiir prasumtive B. cereus bei
1,0x10" KbE/g. Der Anteil von Hefen- und Schimmelpilzen lag im Median bei
2,1x10" KbE/g und 3,0x10% KbE/g.

In Karotten konnten weder Salmonellen noch L. monocytogenes nachgewiesen
werden. Ein STEC konnte in einer Probe identifiziert werden (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Ubersicht iiber das Vorkommen von Salmonella, Listeria monocytogenes und Shiga-
Toxin produzierenden E. coli in Karotten.

Humanpathogene | Anteil belasteter Prozentualer Produkt Pathogen
Bakterien Produkte/Anzahl Anteil Charakteristik
untersuchter Produkte

Salmonella 0/79 0% - -
Listeria

0/79 0% - -
monocytogenes
Shiga-Toxin

. 0146:H28,

produzierende 1/79 1,3% Karotten
E. coli (stx2+)

Vergleich biologischer und konventioneller Anbau

Von den untersuchten 79 Karotten stammten 47 aus konventionellem und 32 aus
biologischem Anbau. Ein Vergleich der Ergebnisse der Keimzahlen von konventionell
und biologisch kultivierten Karotten zeigte keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der GKZ, der B. cereus-Gruppe und der Hefen und Schimmelpilze (vgl. Anhang
Tabelle A 1).

Bewertung:

In den 79 untersuchten Karottenproben konnten weder Salmonella noch L.
monocytogenes detektiert werden. Jedoch konnte in jeweils einer Probe ein Isolat
eines STEC und ein Isolat von S. aureus nachgewiesen werden. Die Keimzahl von S.
aureus war nicht ausreichend, um von einer Gefahrdung des Verbrauchers durch von
S. aureus produzierten Toxinen auszugehen. Die Keimzahl der STEC konnte aufgrund
der Anreicherung nicht ermittelt werden. Da diese Bakterien jedoch ohne Anreicherung
nicht detektiert werden konnten, kann davon ausgegangen werden, dass sie in sehr
geringer Anzahl vorkamen Daher ist anzunehmen, dass auch hier keine Gefahrdung
fur den Verbraucher vorlag. Die Keimzahlen von prasumtiven B. cereus liegen im
Median unter Keimzahlen, welche zu einer Gefahrdung fihren kénnten. Auch bei der
maximal detektieren Keimzahl von prasumtiven B. cereus ist nicht von einer direkten
Gefahrdung auszugehen, da in den Untersuchungen nur die Karottenschalen beprobt
wurden. Es ist davon auszugehen, dass Verbraucher die Karotten vor dem Verzehr
bzw. der weiteren Verwendung schélen. Selbst bei Verzicht auf das Schéalen der
Karotten ist nicht von einer Geféahrdung auszugehen, da die Karottenschale
mengenmafig nur einen kleinen Anteil am Gesamtprodukt ausmacht. Die DGHM
definiert aktuell keine Richt- und Warnwerte fir Karotten.
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Fazit:

Frische Karotten zeigten in unseren Untersuchungen eine gute mikrobiologische
Qualitat.

3.6 Mikrobiologische Qualitat von Speisepilzen

Insgesamt wurden 81 frische Speisepilze (Austernpilze, Champignons braun und weif3,
Enoki, Krauterseitlinge, Pfifferlinge, Shiitake, Shimeji (Buchenpilz) und Steinpilze) im
Einzelhandel nach saisonaler Verfigbarkeit bezogen und auf ihre mikrobiologische
Quialitat untersucht. Hierbei wurden sowohl konventionell als auch biologisch kultivierte
Produkte eingeschlossen. Die Herkunftslander der Produkte waren China,
Deutschland, Niederlande, Polen, Russland und Korea.

Frische Pilze n=81
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Abbildung 7: Die aerobe, mesophile Keimzahl (GKZ) und die Keimzahlen von
Enterobakterien/Pseudomonaden, B. cereus-Gruppe, Hefen und Schimmelpilzen sind fir die
Produktgruppe ,Speisepilze® im Boxplot Format dargestellt.

Angegeben sind die Keimzahlen als Kolonie-bildende Einheiten (KbE) je Gramm (g) frische Probe. Die
gefarbte Box beschreibt jeweils 50 % der Stichproben (oberes und unteres Quartil) mit der innen liegenden
Linie als Median aller Datenpunkte. Die Antennen (Whisker) zeigen die Grenzen zu den oberen 90 % und
unteren 10 % der Datenpunkte. Die jeweils <10 % und >90 % der Datenpunkte werden punktférmig als
Ausreil3er dargestellt.

In Abbildung 7 sind die Keimzahlen der untersuchten Mikroorganismen-Gruppen
dargestellt. Der Median der GKZ aller frischen Speisepilze lag bei 1,7x10" KbE/g, fiir
Enterobakterien/Pseudomonaden bei 8,5x10° KbE/g und fiir prasumtive B. cereus bei
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1,0x10" KbE/g. Der Anteil von Hefen- und Schimmelpilzen lag im Median bei
1,2x10° KbE/g und 2,0x10? KbE/g.

Aus einer frischen Speisepilzprobe (Enoki) konnte das humanpathogene Bakterium L.
monocytogenes nachgewiesen werden (Tabelle 7). Salmonella und STEC konnten
nicht detektiert werden.

Tabelle 7: Ubersicht iiber das Vorkommen von Salmonella, Listeria monocytogenes und Shiga-
Toxin produzierenden E. coli in frischen Speisepilzen.

Humanpathogene | Anteil belasteter Prozentualer Produkt Pathogen
Bakterien Produkte/Anzahl Anteil Charakteristik
untersuchter Produkte

Salmonella 0/81 0%

Listeria Enoki- Serovarengruppe
1/81 1.2% . grupp

monocytogenes Pilze 1[o]

Shiga-Toxin

produzierende 0/81 0%

E. coli

Vergleich biologischer und konventioneller Anbau

Von 81 frischen Speisepilzen stammen 48 aus konventionellem und 33 aus
biologischem Anbau. Ein Vergleich der Ergebnisse der Keimzahlen von konventionell
und biologisch kultivierten Speisepilzen zeigte keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der GKZ, der Keimzahl der B. cereus-Gruppe und der Hefen und
Schimmelpilze (vgl. Anhang Tabelle A 1).

Bewertung:

In den 81 untersuchten frischen Speisepilzproben konnten weder Salmonella noch
STEC detektiert werden. Auch S. aureus konnte nicht nachgewiesen werden. Jedoch
konnte in einer Enoki-Pilzprobe L. monocytogenes nachgewiesen werden. Eine
mdgliche Gefahrdung durch prasumtive B. cereus wird als unwahrscheinlich
angenommen, da nur einzelne Proben héhere Keimzahlen uber 1,0x10* KbE/g
aufwiesen.

Die DGHM definiert aktuell keine Richt- und Warnwerte flr frische Speisepilze. Es ist
davon auszugehen, dass eine Gesundheitsgefahrdung fur den Verbraucher durch eine
mikrobiologische Kontamination von Speisepilzen gering ist. Zunachst ist die
Ausgangsqualitdt der Rohprodukte im Allgemeinen gut, weiterhin ist die Menge roh
verzehrter Pilze im Gegensatz zu Produktgruppen wie z. B. Salat eher als gering
einzuschéatzen.
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Fazit:

Frische Speisepilze zeigten in unseren Untersuchungen eine gute
mikrobiologische Qualitat.

3.7 Mikrobiologische Qualitat von Gurken

Insgesamt wurden 40 Gurkenproben (Einlege-, Mini-, Salat- und Schmorgurken) im
Einzelhandel aufgrund ihrer saisonalen Verflgbarkeit bezogen und auf ihre
mikrobiologische Qualitat untersucht. Hierbei wurden sowohl konventionell als auch
biologisch kultivierte Produkte eingeschlossen. Die Herkunftslander der Produkte
waren Bulgarien, Deutschland, Niederlande, Spanien und Turkei.

Frische Gurken n=40
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Abbildung 8: Die aerobe, mesophile Keimzahl (GKZ) wund die Keimzahlen von
Enterobakterien/Pseudomonaden, B. cereus-Gruppe, Hefen und Schimmelpilzen sind fir die
Produktgruppe ,frische Gurken‘ im Boxplot Format dargestellt.

Angegeben sind die Keimzahlen als Kolonie-bildende Einheiten (KbE) je Gramm (g) frische Probe. Die
gefarbte Box beschreibt jeweils 50 % der Stichproben (oberes und unteres Quartil) mit der innen liegenden
Linie als Median aller Datenpunkte. Die Antennen (Whisker) zeigen die Grenzen zu den oberen 90 % und
unteren 10 % der Datenpunkte. Die jeweils <10 % und >90 % der Datenpunkte werden punktférmig als
AusreiRer dargestellt.

In Abbildung 8 sind die Keimzahlen der untersuchten Mikroorganismen-Gruppen
dargestellt. Der Median der GKZ aller frischen Gurken lag bei 1,7x10° KbE/g, fiir
Enterobakterien/Pseudomonaden bei 1,0x10* KbE/g und fiir prasumtive B. cereus bei
1,0x10" KbE/g. Der Anteil von Hefen- und Schimmelpilzen lag im Median bei 1,5x10*
KbE/g und 1,0x10* KbE/g.
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Humanpathogene Bakterien konnten in frischen Gurken nicht detektiert werden
(Tabelle 8).

Tabelle 8: Ubersicht ber das Vorkommen von Salmonella, Listeria monocytogenes und Shiga-
Toxin produzierenden E. coli in Gurken.

Humanpathogene | Anteil belasteter Prozentualer Produkt Pathogen
Bakterien Produkte/Anzahl Anteil Charakteristik
untersuchter Produkte

Salmonella 0/40 0% - -
Listeria

0/40 0 % - -
monocytogenes
Shiga-Toxin
produzierende 0/40 0 % - -
E. coli

Vergleich biologischer und konventioneller Anbau

Von den 40 frischen Gurken stammten 25 aus konventionellem und 15 aus
biologischem Anbau. Ein Vergleich der Ergebnisse der Keimzahlen von konventionell
und biologisch kultivierten Gurken zeigte keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der GKZ, der B. cereus-Gruppe und bei Schimmelpilzen (vgl. Anhang Tabelle A 1).

Nur die Keimzahlen der Hefen lagen in biologischen Proben signifikant héher als in
konventionellen Proben (Mediangiogischer anbau = 3,0x10* KbE/g vs. Medianonventioneller Anbau
= 1,0x10* KbE/g; p=0,02).

Bewertung:

In den 40 untersuchten frischen Gurkenproben konnten weder Salmonella, L.
monocytogenes noch STEC nachgewiesen werden. Nur ein Isolat konnte als S. aureus
identifiziert werden. Die Keimzahlen von prasumtiven B. cereus lagen unter
Keimzahlen, welche zu einer Gefahrdung der Verbraucher fihren kénnten.

Die DGHM definiert aktuell keine Richt- und Warnwerte fur frische Gurken. Im Rahmen
unserer Untersuchungen wurde lediglich die Schale der Gurken mikrobiologisch
untersucht. Es ist davon auszugehen, dass das Gurkeninnere mikrobiell deutlich
geringer belastet ist. Selbst bei Verzehr von ungeschalten Gurken ist nicht von einer
gesundheitlichen Gefahrdung auszugehen.

Fazit:

Frische Gurken zeigten in unseren Untersuchungen eine gute mikrobiologische
Qualitat.
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Gesamtfazit:

Fasst man die vorliegenden Untersuchungsergebnisse zusammen, so kann eine
Einteilung der Produkte hinsichtlich der mikrobiologischen Qualitat in gut, gut
bis mittel und ungentigend vorgenommen werden.

Mikrobiologische Qualitat

gut

Gurken, Karotten und
Speisepilze

Die mikrobiologische Qualitat der untersuchten Gurken, Karotten und
Speisepilze kann im Allgemeinen als gut betrachtet werden. Bei Gurken konnten
keine humanpathogenen Bakterien nachgewiesen werden. Bei Karotten und
Speisepilzen konnten zwar vereinzelt humanpathogene Bakterien identifiziert
werden, jedoch erst nach Anreicherung. Die mikrobiologische Qualitat der Kopf-,
Blatt- und Pflicksalate wird als gut bis mittel bewertet. Grund hierfur ist, dass
vereinzelt humanpathogene Bakterien nachgewiesen wurden. Eine mittlere
Qualitat zeigten frische Krauter. Im Vergleich hierzu ergaben unsere
Untersuchungen der mikrobiologischen Qualitat verzehrfertiger Mischsalate und
Sprossen ein ungenlgendes Ergebnis. So war neben dem Vorkommen von
pathogenen Mikroorganismen die allgemeine Keimbelastung bei den
letztgenannten Produkten durchweg sehr hoch.
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4 Nachweis und Charakterisierung von opportunistisch pathogenen und
humanpathogenen Bakterien, isoliert aus pflanzlichen Produkten

4.1 Qualitativer Nachweis und Charakterisierung von Salmonellen

Bei Salmonella-verdachtigen Isolaten erfolgte entsprechend 864 LFGB eine
Aufreinigung auf den Selektivndhrmedien BPLS (Brilliantgriin-Phenolrot-Lactose-
Saccharose-Agar) und XLD (Xylose-Lysin-Desoxycholate-Agar). Zuséatzlich zu den
nach 864 LFGB vorgeschriebenen Medien wurden weitere, handelsubliche
Selektivhahrmedien ,RAPID‘Salmonella Agar’ (Bio-Rad), ,IBISA* (Biomérieux) und
,Rambach-Agar (Merck) verwendet (Abbildung 9). Die Isolate wurden im Anschluss
biochemisch charakterisiert, molekularbiologisch identifiziert und zur Serotypisierung
an die zustandigen nationalen Referenzlaboratorien verschickt.

In Karlsruhe wurden insgesamt sechs Salmonella-lsolate aus drei Salat-Proben
gewonnen. Diese Isolate wurden mittels der oben genannten Methoden als Salmonella
enterica ssp. enterica serovar Enteritidis bestétigt. In Kiel wurde ein Salmonella-Isolat
aus verzehrfertigem Mischsalat als Salmonella enterica ssp. enterica serovar Szentes
identifiziert.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die nach 864 LFGB vorgeschriebenen Medien XLD
und BPLS eine geringere Selektivitat als die verwendeten Alternativndhrmedien hatten.

Daher empfiehlt das MRI zum Nachweis von Salmonellen die zusatzliche Verwendung
kommerziell erhaltlicher Selektivndhrmedien wie ,RAPID‘Salmonella Agar’, ,IBISA" und
,Rambach-Agar, um den Anteil falsch positiver Isolate zu minimieren.

RAPID: j¢*

- Salmonella Rambach

Abbildung 9: Selektivnahrmedien zum Nachweis von Salmonellen. Zu sehen sind die jeweils
typischen Kolonieformen und Farben auf den verwendeten Agarplatten. Auf jeder Agarplatte sind jeweils
zwei Stimme ausgestrichen, links Salmonella enterica und rechts Citrobacter freundii (Negativkontrolle).
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4.2 Qualitativer Nachweis und Charakterisierung von Listerien

Bei L. monocytogenes-verdachtigen Isolaten erfolgte entsprechend 864 LFGB eine
Aufreinigung auf Selektivnahrmedien. Die Isolate wurden im Anschluss biochemisch
charakterisiert und molekularbiologisch identifiziert und serotypisiert. Weiterhin erfolgte
eine molekularbiologische Untersuchung der klonalen Verwandtschaft der Listerien-
Isolate zueinander (siehe Anhang Abbildung A 1).

Aus den untersuchten Proben im Projekt wurden 25 Listeria Isolate gewonnen, davon
wurden 8 Isolate als die humanpathogene Art L. monocytogenes und 17 als die nicht
humanpathogene Art Listeria (L.) innocua identifiziert.

Alle finf L. monocytogenes Isolate aus Karlsruhe wurden molekularbiologisch der
Serovarengruppe lla (entspricht den mithilfe klassischer Serologie bestimmten
Serovaren 1/2a, 3a) zugeordnet und stammten aus zwei Salatproben (drei Isolate) und
aus einer Sprossenprobe (zwei Isolate). Die L. monocytogenes Isolate aus Kiel
konnten weiteren Serovarengruppen zugeordnet werden: Ilb (1/2b, 3b, 7) (je ein Isolat
aus Enoki-Pilzen und einer Salatprobe) und IVb (4b, 4ab, 4d, 4e) (ein Isolat aus einer
Salatprobe).

In unseren Untersuchungen wurden die Serovarengruppen molekularbiologisch
bestimmt (romische Ziffern), welche wiederum den Serotypen zugeordnet werden
kbnnen (arabische Ziffern). Eine Bestimmung der Serovarengruppen von L.
monocytogenes ist hinsichtlich der Bewertung der Pathogenitét relevant. Die meisten
L. monocytogenes-Isolate, die allgemein aus Lebensmitteln und der Umwelt gewonnen
werden, entsprechen dem Serotyp 1/2, insbesondere 1/2a und 1/2b (Kathariou, 2002).
IVb und lla waren die haufigsten Serovarengruppen von 424 zwischen 2007 und 2017
in Deutschland aus infizierten Personen gewonnenen L. monocytogenes lIsolaten
(Halbedel et al., 2018).

4.3 Qualitativer Nachweis und Charakterisierung von Shiga-Toxin
produzierenden E. coli

Bakterielle Isolate, bei denen es sich nach Anreicherung und Differenzierung um
madgliche STEC handelte, wurden zur weiteren Identifikation und Charakterisierung an
das Nationale Referenzlabor fir Escherichia coli versandt.

Insgesamt konnten zwei STEC isoliert werden. Das Isolat aus einer verzehrfertigen
Mischsalat-Probe wurde als E. coli Serogruppe O26:H11 identifiziert. Dieser Serovar ist
der zweithaufigste klinische EHEC Erreger in Deutschland, nach der Serogruppe
0157. Dieses Isolat aus Salat verfugt Uber 26 Virulenzfaktoren (z. B. stx1, stx2, eae,
ehxA), gehoért dem weltweit haufigsten 026 Sequenztyp 15 an und stellt ein sehr hohes
Risiko fur den Verbraucher dar. Lebensmittelbedingte Ausbriiche mit diesem Erreger
kommen regelmalig vor (EFSA und ECDC, 2016) und verursachen schwere
Erkrankungen. Durch Genomsequenzierung konnte der Erreger umfangreich
charakterisiert werden. Fraglich bleibt eine direkte Verbindung zu Erkrankungen. Die
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dafir bendtigten Datenbanken mit Genomdaten aktueller Infektionserreger existieren in
Deutschland bisher nicht.

Das aus einer Karotten-Probe gewonnene Isolat gehdrt aufgrund der Pathogen-
Charakteristik dem eher seltenen Serovar 0146:H28 an. Fur die Jahre 2014-2017
wurden keine durch diesen E. coli ausgeldsten Infektionen in Deutschland gemeldet.
Das Risiko fur eine Erkrankung durch diesen Erreger ist daher unklar.

Zwar ist die Anzahl der Proben, in denen STEC nachgewiesen werden konnten, im
Hinblick auf die untersuchte Gesamtzahl aller Lebensmittelproben gering. Aufgrund der
niedrigen Infektionsdosis von <1000 Bakterien ist das potentielle Erkrankungsrisiko bei
Verzehr von mit STEC-kontaminierten, verzehrfertigen Mischsalaten allerdings als
hoch einzustufen. Durch die Prozessierung (z. B. durch Waschen von Salat und
Mohren) kénnen punktuelle Kontaminationen im unginstigen Fall zu kontaminierten
Chargen fuhren. Die regelmaRige, innerbetriebliche Kontrolle ist daher fir
Frischgemise prozessierende Betriebe besonders wichtig. Problematisch ist die
Diagnostik von S (Beutin et al., 2016), da sich die Analyse bei pflanzlichen Produkten
schwierig gestaltet und zudem zeit- und kostenintensiv ist. Hier besteht
Forschungsbedarf, um diese Situation zu verbessern.

4.4 Nachweis und Charakterisierung von prasumtiven Bacillus cereus

Insgesamt wurden 147 prasumtive B. cereus Isolate wahrend der Laufzeit des
Projektes aus Gurken, Karotten, Krautern und Salatproben gewonnen und
charakterisiert. Die Isolierung erfolgte durch die Verwendung unterschiedlicher
Selektivnahrmedien (BACARA-, MYP- und PEMBA-Agar). Ein wichtiges Kriterium zur
Einschatzung der Pathogenitat dieser Gruppe ist das Hamolyseverhalten auf Blutagar.
Der Grof3teil der pradsumtiven B. cereus Isolate (98,6 %) zeigte eine sogenannte (-
Hamolyse, d. h. durch bakterielle Enzymaktivitat werden umliegende Erythrozyten (rote
Blutkdrperchen) und der darin enthaltene Blutfarbstoff Hamoglobin abgebaut. Zur
Untersuchung der phanotypischen Toxinbildung wurde der kommerziell erhdltliche
Duopath Cereus Enterotoxin Test verwendet. Hierbei wird die Bildung der beiden
Durchfall-auslésenden Toxine i) nicht-hdmolytisches Enterotoxin (NHE) und ii)
Hamolysin-BL (HBL) nachgewiesen. NHE wurde von 83 % der Isolate und HBL von
63,3 % der Isolate gebildet. Um die genetische Ausstattung zur Bildung der Toxine zu
untersuchen, wurde das Vorhandensein spezifischer Toxingene untersucht. Hierbei
wurde das Vorkommen der Gene nhe, hbl, cytK und ces simultan in einem
molekularbiologischen Ansatz untersucht. Die Gene nhe, hbl, cytK und ces codieren fir
die Toxine NHE, HBL, Cytotoxin K und Cereulid. Cytotoxin K ist ein weiteres Durchfall-
auslosendes Toxin; die genetische Ausstattung zur Bildung dieses Toxins konnte bei
37,4 % der Isolate nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu verfligte keines der
untersuchten Isolate Uber die genetische Ausstattung zur Bildung von Cereulid, einem
Erbrechen-auslosenden Toxin. Die Gene zur Bildung der Toxine NHE und HBL
konnten bei ca. 73 % bzw. ca. 87 % der Isolate nachgewiesen werden.
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Die Charakterisierung der prdsumtiven B. cereus Isolate zeigte ein hohes Vorkommen
hamolytisch aktiver Stamme, welche zu einem Grof3teil auch in der Lage sind Toxine
zu bilden. Daher sollte diese Gruppe weiterhin im Fokus von Forschungsaktivitaten
stehen, insbesondere begrindet durch die Tatsache, dass sich eine eindeutige
Abgrenzung von potentiell pathogenen B. cereus (B. cereus sensu stricto) von anderen
Stammen der B. cereus-Gruppe (B. cereus sensu lato) aktuell als schwierig erweist.

4.5 Nachweis und Charakterisierung von Staphylococcus aureus

Isolate, die auf Baird-Parker-Selektiv-Agar durch ein fir S. aureus typisches Aussehen
und Wachstum gekennzeichnet waren, wurden im weiteren Verlauf biochemisch
identifiziert. In Karlsruhe wurden aus der Untersuchung von zwei Sprossenproben drei
S. aureus lIsolate gewonnen. In Kiel konnte S. aureus jeweils aus einer Salatprobe,
einer Gurke, einer Karottenprobe und aus zwei Krauterproben isoliert und identifiziert
werden. Das Vorkommen von S. aureus lIsolaten in den untersuchten pflanzlichen
Produkten war insgesamt gering, daher kann eine Gefahrdung von Konsumenten
durch S. aureus und dessen Toxine nahezu ausgeschlossen werden.

4.6 Biochemische Charakterisierung von Enterobakterien-lsolaten

Im Rahmen dieses Projektes wurde eine Anzahl von 699 Enterobakterien-Isolaten aus
Krautern, Salaten, Sprossen, Karotten und Speisepilzen isoliert und biochemisch, zum
Teil auch molekularbiologisch, identifiziert. Die Verteilungen dieser Enterobakterien-
Isolate auf die funf haufigsten Gattungen innerhalb der Produktgruppen sind in
Abbildung 10 dargestellt. Aufgrund der Vielfalt von Gattungen innerhalb der
Enterobakterien ist die Auswertung der Isolate auf die finf haufigsten Gattungen
beschrankt. Bei den pflanzlichen Produkten Kréuter, Salate, Sprossen und Karotten
dominierten die Gattungen Rahnella, Pantoea und Enterobacter. Zuséatzlich konnten
bei Salaten, Sprossen und Karotten Vertreter der Gattung Serratia identifiziert werden.
Die Verteilung der Enterobakterien aus Speisepilzen unterschied sich deutlich von den
anderen untersuchten Produktgruppen. Bei Speisepilzen dominierte die Gattung
Ewingella; mehr als die Halfte der Enterobakterien-Isolate wurden dieser Gattung
zugewiesen. Diese Gattung konnte bei Isolaten aus anderen Produktgruppen nicht
nachgewiesen werden. Eine mdgliche Erklarung fir die unterschiedliche
Zusammensetzung von Enterobakterien-Isolaten zwischen Speisepilzen und den
anderen Produktgruppen kénnte darin begriindet sein, dass es sich bei Speisepilzen
nicht um pflanzliche Lebensmittel im eigentlichen Sinne handelt. Pilze stellen in der
Biologie neben Pflanzen und Tieren ein eigenes Reich dar.

Die am haufigsten nachgewiesenen Gattungen Enterobacter, Ewingella, Pantoea,
Rahnella und Serratia beinhalten auch opportunistisch pathogene Vertreter. Dies
konnte ggfs. eine gesundheitliche Gefahrdung fur sensible Verbrauchergruppen
darstellen, insbesondere wenn bereits eine Vorerkrankung vorliegt und das
Immunsystem geschwacht ist.
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Abbildung 10: Verteilung der Gattungen der Enterobakterien isoliert aus Krautern, Salaten, Sprossen,
Karotten und Speisepilzen.

Fazit:

Die humanpathogenen Bakterien Salmonella, L. monocytogenes und STEC
konnten aus untersuchten, pflanzlichen, frischen Produkten isoliert werden. Ob
jedoch die Konzentration an humanpathogenen Bakterien flir eine Infektion eines
gesunden Verbrauchers ausreichend war, kann nicht mit Sicherheit beantwortet
werden. Grundsétzlich empfehlen wir dem Verbraucher daher, wenn maoglich,
diese Produkte grundlich zu saubern und zu waschen.

Hinsichtlich des Vorkommens Toxin-produzierender prasumtiver B. cereus
Isolate konnte festgestellt werden, dass diese in niedrigen Konzentrationen in
nahezu allen Produkten enthalten waren. Die Charakterisierung der Isolate zeigte
eine hohe Anzahl von hamolytisch aktiven Stammen, welche zu einem Grofteil
auch in der Lage sind Toxine zu bilden. Daher sollte diese Gruppe weiterhin im
Fokus von Forschungsaktivitdten stehen, insbesondere begriundet durch die
Tatsache, dass sich eine eindeutige Abgrenzung von potentiell pathogenen B.
cereus (B. cereus sensu stricto) von anderen Stammen der B. cereus Gruppe (B.
cereus sensu lato) aktuell als schwierig erweist. Das Vorkommen von S. aureus
Isolaten in den untersuchten pflanzlichen Produkten war insgesamt gering,
daher kann eine Gefahrdung von Konsumenten durch S. aureus und dessen
Toxine nahezu ausgeschlossen werden.

Es kann davon ausgegangen werden, dass pflanzliche Frischeprodukte zu einem
unklaren Anteil die Ursache von Lebensmittelinfektionen sind. Insbesondere weil
ein molekularbiologischer Vergleich von pflanzlichen und klinischen Isolaten
aufgrund fehlender Daten und Datenbanken zurzeit schwierig ist. Eine starkere
Zusammenarbeit zwischen Human-, Nutztier- und Lebensmittelforschung ist
empfehlenswert, um Risiken in der Zukunft besser einschatzen zu kénnen.
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5 Vorkommen antibiotikaresistenter Bakterien in frischen, pflanzlichen
Lebensmitteln

Die bisher ausgewerteten Ergebnisse zu diesem Thema wurden bereits im Bericht
,Forschung zu antibiotikaresistenten Bakterien in der Lebensmittelkette im Max-Rubner
Institut* ausfuhrlich beschrieben, welcher am 23. Marz 2018 an das BMEL (Referat
326) gesandt wurde. Aul3erdem wurde ein Teil der Ergebnisse im Bericht ,Forschung
zu Antibiotika-resistenten Bakterien in der Umwelt im Max Rubner-Institut’ vorgestellt,
welcher am 17. Mai 2018 an das BMEL (Referat 326) gesandt wurde.

Aus diesem Grund mdchten wir auf die oben aufgefiihrten Berichte verweisen und
beschreiben in diesem Kapitel nur exemplarisch die Problematik und Ergebnisse
antibiotikaresistenter Bakterien in pflanzlichen Frischeprodukten.

Die Studienlage zu antibiotikaresistenten Bakterien, isoliert aus pflanzlichen
Lebensmitteln, ist im Vergleich zu Untersuchungen bei tierischen Lebensmitteln
unzureichend. Die wenigen vorhandenen Publikationen zeigen, dass in diesem Bereich
durchaus Forschungsbedarf besteht, da auch pflanzliche Lebensmittel relevante
Verbreitungswege darstellen kénnen. Neben klinisch relevanten, antibiotikaresistenten
Bakterien (E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.) konnten vor allem
Antibiotikaresistenzen innerhalb der nattrlichen, bakteriellen Besiedlung von frischen
Pflanzen detektiert werden. Aus diesem Grund wurden die folgenden Gruppen von
Bakterien naher auf Antibiotikaresistenzen untersucht (Vorkommen und
Charakterisierung):

1. Natdrlich in der Umwelt und auf Pflanzen vorkommende Gram-positive
Bakterien (B. cereus-Gruppe) in frischen pflanzlichen Produkten

2. Natdrlich in der Umwelt und auf Pflanzen vorkommende Gram-negative
Bakterien (Enterobakterien) in frischen pflanzlichen Produkten

3. Humanmedizinisch relevante Problemkeime (Extended-Spectrum (-Lactamase
(ESBL) bildende E. coli/Klebsiella spp.) in frischen pflanzlichen Produkten.
ESBL-bildende Bakterien sind gegen mehrere Antibiotika, insbesondere
Penicilline, Cephalosporine und Monobactame, resistent.

5.1 Vorkommen antibiotikaresistenter Bakterien zugehdrig zur B. cereus
Gruppe isoliert aus frischen pflanzlichen Produkten

Vertreter der B. cereus-Gruppe (n=147) wurden aus unterschiedlichen frischen
Produkten (Gurken, Karotten, Kréuter und Salate) isoliert. Nahezu alle gewonnenen
Isolate waren resistent gegenlber B-Lactam Antibiotika (PenicillinG, Ampicillin,
Cefotaxim). Dieses Ergebnis wurde erwartet, da diese Bakterien eine natirliche
Resistenz gegeniber B-Lactam Antibiotika besitzen. Die Empfindlichkeit gegentber
human- und veterindrmedizinisch  relevanten  Antibiotika  (Aminoglykoside,
Fluorchinolone, Chloramphenicol, Erythromycin und Tetrazykline) zeigte ein
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grundsétzlich positives Bild mit einem geringen Vorkommen von Resistenzen (0 % bis
maximal 4,1 %) gegentber den genannten Antibiotika. Es konnten keine auffalligen
oder besorgniserregenden Resistenzen oder Resistenzgene ermittelt werden. Eine
Gefahrdung des Verbrauchers durch antibiotikaresistente Isolate, zugehdérig zur B.
cereus-Gruppe in pflanzlichen Frischeprodukten, ist aufgrund dieser Daten nicht
ableitbar.

5.2 Vorkommen antibiotikaresistenter, Gram-negativer Bakterien
(Enterobakterien) in frischen pflanzlichen Produkten

Eine Anzahl von 71 Enterobakterien-lsolaten aus verzehrfertigen Salaten und
Sprossen wurden gegen relevante Antibiotika getestet. Es wurden vor allem
Resistenzen gegen B-Lactam-Antibiotika detektiert, welche aber auf natirlichen
Resistenzmechanismen der Bakterien beruhen. Die Empfindlichkeit gegeniber
weiteren  human- und veterindrmedizinisch  relevanten  Antibiotikaklassen
(Aminoglykoside, Carbapeneme und Tetrazykline) zeigte ein positives Bild,
Resistenzen waren hier nicht nachweisbar. Die Resistenzraten bei Enterobakterien in
pflanzlichen Produkten sind im Allgemeinen gering, Resistenzen aber dennoch
vorhanden. Aufgrund der hier vorliegenden Ergebnisse ist eine Gefahrdung des
Verbrauchers  durch  antibiotikaresistente = Enterobakterien in  pflanzlichen
Frischeprodukten potentiell méglich, wird aber als gering eingeschatzt.

Zusatzlich wurden aus frischen pflanzlichen Produkten gezielt Tetrazyklin-resistente
Enterobakterien isoliert und auf weitere Resistenzen gepriift. Tetrazyklin wurde hierfr
ausgewahlt, da dieses Antibiotikum haufig in der Veterindrmedizin eingesetzt wird und
mit organischem Dunger in die Umwelt gelangen kann. Diese 45 isolierten Bakterien
gehorten zu den Gattungen Buttiauxella, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella und Serratia. Neben der Tetrazyklin-Resistenz wurden insbesondere
Resistenzen gegen f-Lactame und Aminoglykoside nachgewiesen. Die daflr
verantwortlichen Resistenzgene (mit Ausnahme fir die Gruppe B-Lactame) gehéren zu
ubertragbaren Genfamilien und koénnten sich daher durch Ubertragung auf andere
Bakterien ausbreiten.

Daraus kann geschlossen werden, dass Tetrazyklin-Resistenzen bei Enterobakterien
in der Umwelt etabliert sind und Tetrazykline nur bedingt fur eine Enterobakterien-
Antibiose geeignet sind. Aufgrund des seltenen Einsatzes von Tetrazyklinen in der
Humanmedizin (bessere Wirksamkeit anderer Antibiotika) ist eine direkte Auswirkung
im Bereich der Humanmedizin auf die Gesundheit des Menschen nicht zu erwarten.
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5.3 Vorkommen antibiotikaresistenter, humanmedizinisch relevanter
Problemkeime (ESBL- bildende E. coli/Klebsiella spp.) in frischen
pflanzlichen Produkten

Die Klinisch sehr relevante Gruppe von ESBL-produzierenden Enterobakterien wird vor
allem durch die Gattungen Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia und
Citrobacter vertreten. Die Analyse verzehrfertiger Mischsalate, frischer Krauter, Blatt-,
Pfliick- und Kopfsalate, Gurken und Karotten zeigte generell ein sehr geringes
Vorkommen von ESBL-produzierenden Enterobakterien (1,5 %). Allerdings wurden in
Uber der Halfte der untersuchten Sprossenproben ESBL-produzierende Vertreter von
Klebsiella spp., E. coli und Enterobacter spp. nachgewiesen. Insgesamt wurden diese
Bakterien aus 19 von 32 (59%) Sprossenproben isoliert und deren
Resistenzeigenschaften und Genetik durch Genomsequenzierung bestimmt. Alle
Isolate waren mehrfach resistent; zu den haufigsten Resistenzen (neben der ESBL
vermittelten) gehdrten Aminoglykosid-, Fluorchinolon- und Tetrazyklin-
Unempfindlichkeiten. Die Resistenzgene, wie auch genetische Linien (v.a. Klebsiella
pneumoniae) der Sprossenisolate, sind in der Literatur aus Krankenhaus-Infektionen
bekannt und an dortigen Ausbruchsgeschehen beteiligt.

Auswirkungen auf die Gesundheit des Menschen durch Verzehr entsprechender
Produkte kénnen nicht vollig ausgeschlossen werden. Unklar ist, ob die Anzahl von
ESBL-produzierenden Bakterien auf Sprossen fiir eine Besiedlung des Menschen
ausreicht. Im Falle einer Besiedlung des Verdauungstraktes ist eine spontane Infektion
bei gesunden Menschen durch diesen Erreger sehr unwahrscheinlich. Erst bei der
Notwendigkeit einer  Antibiotika-Behandlung  kénnten  diese  Erreger zu
Therapieversagen und Komplikationen flihren. Insbesondere bei verzehrfertigen
Nahrungsmitteln sollte daher eine Abwesenheit von besonders bedeutsamen
Resistenzmechanismen (z. B. ESBL, Carbapenemasen bei Enterobakterien)
angestrebt werden. Die Nachweisrate von ESBL-produzierenden Enterobakterien in
mehr als 50 % der untersuchten Sprossen deutet auf ein generelles Hygieneproblem
bei der Herstellung hin und sollte in Zukunft ndher untersucht werden.

Fazit:

Eine Anzahl von 147 Vertretern der B. cereus Gruppe und 71 Enterobakterien
wurden aus unterschiedlichen frischen Produkten (Gurken, Karotten, Krauter,
Sprossen und Salate) isoliert und gegen relevante Antibiotika getestet. Dabei
wurde festgestellt, dass viele detektierte Resistenzen (z. B. B-Lactam Antibiotika)
auf eine natirliche (intrinsische) Resistenz gegeniber dieser Subtanzgruppe
zurtickzufuhren ist. Dieses Ergebnis wurde erwartet.

Die Empfindlichkeit gegentiber human- und veterinarmedizinisch relevanten
Antibiotika (Aminoglykoside, Fluorchinolone, Chloramphenicol, Erythromycin,
Carbapeneme und Tetrazykline) zeigte ein grundsatzlich positives Bild mit
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Resistenzanteilen zwischen 0 % bis maximal 4,1 %. Antibiotikaresistenzen bzw.
antibiotikaresistente Bakterien kdnnen somit durch pflanzliche Produkte in
geringem Mafe in die Lebensmittelkette eingetragen werden. Im Sinne des
vorsorglichen Gesundheitsschutzes empfehlen wir daher, das Auftreten und
Vorkommen antibiotikaresistenter Bakterien in pflanzlichen Erzeugnissen
weiterhin durch regelmafige Untersuchungen zu erfassen und Eintragsquellen
und Verbreitungswege zu untersuchen.
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6 Biokontrolle durch Bakteriophagen

Bakteriophagen sind Viren, die auf Bakterien als Wirtszellen spezialisiert sind und
nahezu uberall in der Umwelt vorkommen. Bakteriophagen konnen nur Bakterien
infizieren und sind fir andere Lebewesen ungefahrlich. Diese Wirtsspezifitat
funktioniert nach dem ,Schllssel-Schloss-Prinzip® und fuhrt dazu, dass sich in der
Regel ein Phage auf Stamme einer bestimmten Bakterienart spezialisiert hat.
Potenziell eignen sich somit Bakteriophagen fir die Bek&mpfung bakterieller
Krankheitserreger und/oder Verderbniserreger in Lebensmitteln.

6.1 Eignung von Bakteriophagen zur Reduktion humanpathogener Bakterien

Die in dieser Studie untersuchten pflanzlichen Produkte sind roh bzw. minimal
prozessiert, d. h. sie sind eventuell auch gewaschen. Dieser Waschschritt dient der
Reinigung des Produktes, stellt aber auch eine Méglichkeit dar, um auf dem Produkt
vorhandene, evt. pathogene Mikroorganismen zu verteilen und den
Produktionsprozess zu kontaminieren (Jensen et al., 2015; Olaimat und Holley, 2012).
Aufgrund der industriellen Produktionsmengen von mehreren Tonnen verzehrfertigem
Salat pro Stunde betrifft die Kontamination einer industriellen Waschstrafl3e leicht
mehrere Tausend Abgabeeinheiten. Trotz Verbesserungen in der Wasseraufbereitung
(Filtration, Wasserwechsel etc.) wirde ein solcher Eintrag pathogener
Mikroorganismen nur langsam ausgedunnt werden (Jung et al., 2014). Eine Vielzahl
technischer, rechtlicher und 6konomischer Griinde verhindert eine schnelle, effektive
Reduktion von Bakterien im Waschwasser (Holvoet et al., 2012).

Ein neuer technologischer Ansatz ist die zielgerichtete Reduktion von pathogenen
Mikroorganismen durch Bakteriophagen. Dabei nutzt man das enge Wirtsspektrum von
Bakteriophagen (d. h. bestimmte Bakteriophagen konnen auch nur bestimmte
Bakterienarten infizieren), um gezielt Listerien, Salmonellen oder krankmachende
Varianten von E. coli abzutdéten. Von der potentiellen Wirksamkeit zeugen die
Zulassungen der kommerziellen Mittel ,ListShield* und ,Listex P100° (Anti Listeria
monocytogenes), ,EcoShield™* (Anti E. coli O157:H7), ,SalmoFresh™*, PhageGuard
S’ (Anti Salmonella) und ,ShigaShield™* (Anti Shigella), welche in den U.S.A. bereits
eingesetzt werden.

Unser Ziel war erstens die Suche nach geeigneten Bakteriophagen gegen pathogene
Bakterien (Phagen mit der Fahigkeit z. B. Salmonella oder E. coli aufzulésen und somit
abzuttten). Zweitens sollte eine WaschstralRensimulation entwickelt werden, in welcher
im experimentellen Ansatz die Reduktion von Salmonella durch Bakteriophagen
geprift werden sollte. Daftr wurde handelstblicher, verzehrfertiger Mischsalat mit
Salmonella kontaminiert. AnschlieBend sollte durch Bakteriophagen-haltiges
Waschwasser eine Dekontamination, d. h. Reduktion der Anzahl von Salmonella,
erzielt werden.
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6.2 Phagenscreening

Zum Beginn der Untersuchungen wurde zun&chst nach geeigneten Bakteriophagen
gesucht. Dazu wurden Proben aus dem ortlichen Klarwerk Bllk (Stadt Kiel) aus dem
Vorklarbecken sowie aus dem Belebungsbecken enthommen. Die Becken wurden
aufgrund der hohen organischen Dichte ausgewahlt, da hier auch mit einer hohen
Bakterien- und Phagendichte zu rechnen war. Parallel dazu wurden Wasserproben aus
ortlichen, stark belasteten Seen entnommen. AnschlieRend erfolgten die Isolation und
die Aufreinigung der Phagen aus den Klarwerks- und Wasserproben. Dafir wurden
ausgewahlte pathogene Bakterienstamme (STEC, Salmonella Typhimurium, L.
monocytogenes, S. aureus und B. cereus) mit sterilfiltrierten Umweltproben versetzt
und die Lyse (Auflésen und Zerstdren) der Bakterien gepriift.

Insgesamt konnten 12 Phagen gegen Salmonella spp., 19 Phagen gegen STEC und 3
Phagen gegen S. aureus isoliert werden (siehe Anhang Tabelle A 2). Fur L.
monocytogenes und B. cereus konnten keine Phagen isoliert werden. AnschlieRend
erfolgte die Charakterisierung des Wirtsspektrums der bisher isolierten E. coli und
Salmonella Phagen. So zeigte sich z. B., dass der Phage CS-01 ein sehr breites
Wirtsspektrum hatte und neun der getesteten E. coli Serovartypen lysieren konnte. Im
Vergleich dazu zeigte z. B. der Phage CS-08 ein Iytisches Potenzial nur fiir einen
Serovar (O8:H9). Bei den Salmonella Phagen war z. B. der Phage CS-11 (SZ) in der
Lage verschiedene Salmonellen und verschiedene E. coli zu lysieren, was zeigte, dass
dieser Phage sowohl Salmonellen als auch STEC infizieren und lysieren kann. Somit
wurden mit moderatem Aufwand passende Bakteriophagen aus Umweltproben isoliert,
die gegen humanpathogene Bakterien eingesetzt werden kénnen.

6.3 Dekontamination von Salmonellen auf Mischsalat durch Bakteriophagen

Durch die Simulation einer industriellen Waschstral3e sollten praxisnahe Bedingungen
geschaffen werden, um den experimentellen Ansatz der ,Biokontrolle von
humanpathogene Bakterien durch Phagen‘ zu prufen.

Fur diesen Versuch wurden Salmonellen als humanpathogene Bakterien in
Kombination mit abgepacktem, verzehrfertigen Mischsalat (Endivie, Frisee, Baby
Spinat, Radicchio) gewahlt. Anders als beispielsweise in der Gefligelmast sind bisher
keine Blattgemise-assoziierten Salmonellen bekannt. Die wenigen Salmonellen Isolate
aus frischen, pflanzlichen Produkten werden als Kreuzkontamination betrachtet. Aus
diesen Grinden wurde ein Isolat von S. Szentes ausgewahlt, welches 2015 am MRI
Kiel aus verzehrfertigem Mischsalat isoliert wurde (Fiedler et al., 2017). Insgesamt
konnten sechs Bakteriophagen fir S. Szentes isoliert werden. Aufgrund spezieller
Eigenschaften (Anzuchtverhalten und Wirtsspektrum) wurde der Phage ,SZ* fir den
Versuch eingesetzt (Abbildung 11). Die Sequenzierung seines Genoms zeigte kein
Vorkommen von Antibiotikaresistenzen, Virulenzen und Toxinen, so dass keine
Bedenken hinsichtlich der biologischen Sicherheit dieses Phagen bestehen.
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Abbildung 11: Bakteriophage ,SZ‘, der Familie Siphoviridae im Transmissionselektronenmikroskop,
Max Rubner-Institut. © Dr. Horst Neve

Durch Beimpfen wurden 6,2x10° KbE/g S. Szentes in den Salat eingebracht (Abbildung
12). Die Salmonellen-Dekontamination (Biokontrolle) erfolgte im Wasserbad durch den
Einsatz von 1,9x10° Phagen/ml (=Plaque bildende Einheiten pfu/ml) in konstanter
Stréomung fir 15 Minuten, bei einer Temperatur zwischen 4 °C (Anfang) und 12 °C
(Ende). AnschlieRend wurde der Salat fir 15 min abgetropft und zu je 10 Gramm in
Plastikbeuteln bei 4°C gelagert. Die verwendete Phagenkonzentration von
1,9x10° pfu/ml im Verhaltnis zu 6,2x10° KbE/g S. Szentes entspricht etwa einer MOI
(Multiplizitat der Infektion) von 3000. MOI beschreibt das zahlenmafiige Verhaltnis von
Bakteriophage zu Zielbakterium (in diesem Fall 3000 Phagen je Salmonelle). In der
Literatur wird eine MOI von mindestens 100 fur eine kommerzielle Phagenanwendung
(,ListexTM P100°) beschrieben (EFSA, 2016).

Die Untersuchungen zeigten, dass die gréf3te Reduktion der Salmonellen (ca. 86 %)
vor allem auf den reinen Waschschritt zurtickzuftihren ist (Abbildung 12). Nur weitere
10 % der Salmonellen wurden durch die Applikation des Phagen reduziert.
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Abbildung 12: Versuchsablauf der Biokontrolle durch Bakteriophagen (oben) und Reduktion von S.
Szentes auf Salat durch Waschen und Waschen mit Bakteriophagen im Waschwasser (unten).

Die Ergebnisse zeigen, dass in diesem Versuchsaufbau die Applikation des Phagen
als biologisches Agens im Waschwasser nicht zielfihrend war. Zum einen mussten
relativ groRe Mengen an Phagen eingesetzt werden, was technologisch schwer
umsetzbar ware, und zum anderen wurde die Reduktion der Salmonellen nicht
entscheidend verbessert. Somit stellt sich die Frage der Wirtschaftlichkeit flr diese
Applikation in Hinblick auf ihnren Nutzen. Aus der Literatur sind hohere Reduktionsraten
bekannt, wobei die verwendeten Methoden nur schwer vergleichbar sind (Sharma,
2013). Als Ursachen kommen einige Faktoren in Betracht. Moglicherweise hat die
niedrige Temperatur des Waschwassers (4 °C) einen negativen Einfluss auf die
Phagenadsorption an die Bakterienoberflache. Weiterhin ware eine zu geringe lytische
Aktivitdt des Phagen unter diesen Bedingungen moglich. Durch zuklnftige
Forschungsarbeit ist mit der Isolation von geeigneteren Bakteriophagen fur die
Biokontrolle zu rechnen.
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Fazit:

Der Einsatz von Bakteriophagen erscheint vielversprechend und konnte in der
getesteten Applikation die pathogenen Mikroorganismen um weitere 10 %
reduzieren. Fur zukinftige Anwendungen wird das Versprihen der Phagen als
Aerosolnebel als Alternative zum Tauchbad gesehen und bedarf weiterer
Forschung. Ein Vorteil dieses Verfahrens ist, dass die bendtigte Phagenanzahl
bedeutend geringer als beim Tauchbad und somit aus 6konomischen Grinden
empfehlenswerter ist. Jedoch mussten zuvor noch einige Fragen geltst bzw.
diskutiert werden (Zulassung als technologischer Hilfsstoff, Testung des
Wirtspektrums der Phagen, Resistenzentwicklung der Zielkeime).
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7 Klarung der Eintragswege humanpathogener Bakterien in pflanzliche
Produkte am Beispiel von Mungbohnenpflanzen

Weltweit wurden in verschiedenen Ausbrichen Salmonellen mit pflanzlichen Er-
zeugnissen (z. B. Krautertee, Tomaten, Melonen, Sprossen) in Verbindung gebracht. In
der hier vorliegenden Studie wurde untersucht, ob sich Salmonellen am Beispiel von
Salmonella Enteritidis MS 501 im Substrat (Topf- und Pikiersubstrat) vermehren und
dort Uber einen langeren Zeitraum Uberleben kénnen. Bei S. Enteritidis MS 501 handelt
es sich um ein Salmonella-Isolat, welches innerhalb dieses Projektes aus einer Probe
von rotem Kopfsalat gewonnen wurde. Des Weiteren wurde untersucht, ob
Salmonellen in der Lage sind uber den Wurzelbereich in die Sprossen und Pflanzen
der Mungbohne einzudringen. Zusatzlich wurde untersucht, ob Salmonellen die
Mungbohnenpflanze besiedeln, sich dort verbreiten und vermehren kénnen.

Uberdauerung von S. Enteritidis in Substrat

Die Ergebnisse zeigen, dass Salmonellen Uber finf Monate im Substrat Uberdauern
kénnen. Fir die Untersuchung wurde autoklaviertes (hitzebehandelt, zur Abtétung von
Mikroorganismen) und nicht-autoklaviertes Substrat mit derselben Keimzahl von S.
Enteritidis beimpft (9,5x10° KbE/g). Die Salmonellen in dem autoklavierten Substrat
konnten sich innerhalb von zwei Monaten bis zu einer Keimzahl von 1,0x10® KbE/g
vermehren. Im nicht-autoklavierten Substrat konnten sich Salmonellen ebenfalls
vermehren, hier betrug die hoéchste detektierte Keimzahl 1,9x10° KbE/g. Weiterhin
konnten Salmonellen im autoklavierten Substrat Uber einen langeren Zeitraum mit
hoheren Keimzahlen als in nicht-autoklaviertem Substrat berdauern. Nach 5 Monaten
Versuchslaufzeit betrug die Keimzahl von Salmonellen im autoklavierten Substrat
1,6x10° KbE/g und im nicht-autoklavierten Substrat 2,5x10°KbE/g. Eine Erklarung fiir
das bessere Wachstumsverhalten von Salmonellen in autoklaviertem Substrat ist, dass
die dort bereits vorhandene Mikroorganismengemeinschaft (Hintergrundmikrobiota)
durch die Hitzebehandlung abgetttet wurde und somit keine Konkurrenzsituation
bestand. Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass die vorhandene, natirliche Mikrobiota
das Wachstum und Vorkommen von pathogenen Mikroorgansimen hemmen kann.

Aufnahme und Besiedelung von S. Enteritidis in Mungbohnensprossen

Zur Untersuchung der Besiedelung von Mungbohnensprossen bei Kontamination
wurden Mungbohnen auf drei verschiedenen Wegen mit S. Enteritidis beimpft. Im
ersten Ansatz wurden die Samen von Mungbohnen vor der Aussaat durch Quellen in
einer Bakteriensuspension mit Salmonellen (1,3x10° KbE/ml) beimpft, im zweiten
Ansatz wurde das Medium (Watte und M/S Medium) vor der Aussaat beimpft (2,0x10*
KbE/ml) und im dritten Ansatz wurden die Sprossen erst nach vollstandiger
Auskeimung im Wurzelbereich mit S. Enteritidis beimpft (ca. 2,0x10* KbE/ml).
Salmonellen wurden nach zwei Wochen in allen drei Ansétzen im oberen Teil der
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Sprossen mit hohen Keimzahlen bis zu 1,0x10° KbE/g nachgewiesen. Diese
Ergebnisse deuten auf den mdéglichen Eintritt von Salmonellen in die Sprossen Uber
den Wurzelbereich bzw. tber die Stomata hin (Abbildung 13), und zeigen, dass sich
Salmonellen in den Sprossen vermehren konnten. Dies sollte in  weiteren
Forschungsarbeiten untersucht und bestatigt werden.

Tdet| HV |magO| WD [—— 11T | de HV |mag O] WD
ETD|5.00 kV | 2500 7.9 mm N vV HB 5.00 kV

Abbildung 13: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Mungbohnensprossen-Oberflachen,
beimpft mit Salmonella Enteritidis. Besiedelung der Vertiefungen der Blattoberflache (links), Stoma
(SchlieRapparat) der Mungbohnensprosse mit S. Enteritidis (rechts) (Aufnahme MRI, LBV).

Aufnahme und Uberleben von S. Enteritidis in Mungbohnenpflanzen

In dieser Versuchsreihe wurden Mungbohnen auf mit S. Enteritidis inokulierter Erde
(1,1x10° KbE/g) ausgesat und 10 Wochen kultiviert. Uber die Versuchslaufzeit wurden
Pflanzenteile (Blatter, Bliten, Hilsen, Stiele und Wurzeln) der Mungbohnenpflanzen
und das Substrat mikrobiologisch untersucht. Die Probenahmen erfolgten nach 4, 5, 8,
9 und 10 Wochen. Uber die gesamte Versuchslaufzeit wurden in den Pflanzen trotz
selektiver Anreicherung keine Salmonellen nachgewiesen.

Salmonellen waren jedoch Uber den gesamten Versuchszeitraum im Substrat
nachweisbar. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es Salmonellen nicht gelingt,
Uber das Wurzelsystem in ausgewachsene Mungbohnenpflanzen einzudringen bzw.
bereits eingedrungene Salmonellen konnten durch pflanzliche Abwehrsysteme
abgetottet worden sein. Insbesondere letztere Annahme erscheint als wahrscheinlich,
da innerhalb der vorherigen Versuchsreihe bereits gezeigt werden konnte, dass
Salmonellen durchaus in der Lage sind junge Mungbohnenpflanzen zu besiedeln,
wahrend in voll entwickelten Mungbohnenpflanzen der Nachweis des Erregers nicht
moglich war.
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Fazit:

Es konnte gezeigt werden, dass gerade junge Mungbohnenpflanzen bzw. deren
Keimlinge und Sprossen anfallig fur eine Kontamination mit anschlieBender
Besiedelung durch potentiell pathogene Bakterien sind. Es scheint hierbei
zunachst keinen wesentlichen Unterschied zu geben, ob es zu einer
Kontamination durch das Saatgut selbst oder wahrend der Keimung durch das
Wachstumsmedium kommt. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
Keimlinge selbst anféllig fur eine Besiedlung durch Salmonellen sind.

Da Salmonellen wéahrend der gesamten Vegetationsphase im
Wachstumssubstrat nachweisbar waren, stellt dieses in Hinblick auf die
Produktion von Saatgut ein mogliches Reservoir flir pathogene
Mikroorganismen dar. Das pflanzliche Abwehrsystem scheint jedoch in der Lage
zu sein, die Besiedelung der ausgewachsenen Pflanze und damit eine
Kontamination des neu gebildeten Saatguts zu verhindern.

Die Erkenntnisse wurden am  Beispiel einer Besiedelung von
Mungbohnenpflanzen durch Salmonella Enteritidis gewonnen. Weiterfihrende
Untersuchungen mit weiteren Pflanzen und Erregern sind in Zukunft
winschenswert, um ein besseres Verstandnis Uber Kontamination und
Eintragswege humanpathogener Bakterien in pflanzliche Produkte zu entwickeln.
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8 Einfluss verschiedener Lagerbedingungen auf die mikrobielle Be-
lastung der pflanzlichen Erzeugnisse

Die Auswirkungen unterschiedlicher Keimungstemperaturen, Behandlungen und
Lagerungsbedingungen auf die mikrobiologische Qualitdt und das Profil der
Metaboliten (Stoffwechselprodukte) von Mungbohnensprossen wurden untersucht.

Einfluss der Keimungstemperatur

Der Einfluss unterschiedlicher Keimungstemperaturen (25°C und 30 °C) auf die
mikrobiologische Qualitdit von Mungbohnensprossen wurde untersucht. Die
Keimungstemperatur hatte wenig Einfluss auf die GKZ, die Keimzahl der
Enterobakterien und Pseudomonaden sowie der Hefen und Schimmelpilze. Allerdings
konnte gezeigt werden, dass Milchsaurebakterien bei 30 °C mengenmalfig deutlich
starker vertreten waren mit Keimzahlen von 2,5x10° KbE/g, wohingegen diese bei einer
Keimungstemperatur von 25 °C nicht nachgewiesen werden konnten.

Der Prozess der Keimung hatte deutliche Auswirkungen auf das Profil der Inhaltsstoffe
(Metaboliten). Zwischen Bohnen und Sprossen waren drastische Verdnderungen zu
verzeichnen: Beobachtet wurden ein Abbau von Reservepolymeren und eine Zunahme
an Monomeren. Dieser Metabolismus war bei hoherer Temperatur beschleunigt und
spiegelte sich beispielsweise in hoheren Gehalten an Zuckerverbindungen und
Aminosauren wieder. Eine Vielzahl bereits bekannter metabolischer Veranderungen
wurde bestatigt. Der ungerichtete Ansatz der umfassenden zweidimensionalen
Gaschromatographie/Massenspektrometrie erméglichte zudem den Nachweis einiger
bisher noch nicht in Mungbohnen und deren Sprossen beschriebener Verbindungen.

Einfluss desinfizierender Behandlungen

Frische, bei 25°C gekeimte Sprossen wurden einer zweistufigen Behandlung mit
1,5% Polysorbat 20 (als Emulgator und Netzmittel) und einer desinfizierenden
Komponente (Zitronensdure bzw. Natriumhypochlorit) unterzogen. Die GKZ vor
Behandlung betrug 2,5x10° KbE/g. Nach der Behandlung mit 2 %iger Zitronensaure
wurde die GKZ auf 7,9x10° KbE/g reduziert. Eine Behandlung mit 200 ppm
Natriumhypochlorit war minimal effizienter und fiihrte zu einer GKZ von 6,3x10’ KbE/g,
wohingegen eine Behandlung mit 1000 ppm Natriumhypochlorit am effektivsten war
und zu einer GKZ von 7,9x10° KbE/qg filhrte.

Die Behandlungen der Sprossen beeinflusste deren Inhaltsstoff-Profil nur in geringem
Umfang.
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Einfluss der Lagerungsbedingungen auf die GKZ

Um die zu erwartenden Veranderungen der mikrobiologischen Qualitat von
Mungbohnensprossen auf dem Weg vom Hersteller zum Verbraucher zu beschreiben,
wurde ein Lagerungsversuch bei zwei verschiedenen Temperaturen durchgefihrt.
Hierfir wurden unbehandelte und behandelte Mungbohnensprossen bei 5 °C bzw.
8 °C flr sechs Tage gelagert und beprobt. Trotz der anfanglichen Reduktion der GKZ
durch die unterschiedlichen Behandlungen, war die GKZ nach sechstagiger Lagerung
in den einzelnen Proben vergleichbar hoch zwischen 1,0x108 und 1,0x10° KbE/g.

Die sechstagige Lagerung zeigte deutliche Auswirkungen auf das Inhaltsstoff-Profil;
insbesondere die Bildung von Stressmetaboliten war erhéht.

Uberleben und Wachstum von Salmonellen wahrend der Lagerung

Mungbohnensprossen wurden mit Salmonellen (1,3x10° bzw. 1,3x10°> KbE/g) beimpft,
um die Veranderung der Keimzahlen von Salmonellen auf Mungbohnensprossen
wahrend der sechstdgigen Lagerung bei 5°C bzw. 8 °C zu untersuchen. Frisch
ausgekeimte Sprossen wurden hierfir mit S. Enteritidis MS 501 beimpft. Nach
sechstagiger Lagerung waren Salmonellen bei beiden Lagerungstemperaturen
nachweisbar; in minimal geringeren Keimzahlen verglichen mit der Ausgangskeimzahl.
Dieses Ergebnis zeigt, dass Salmonellen sehr gut auf den Sprossen Uberdauern
konnten, unabhéngig von Anfangskeimzahl und Lagerungstemperatur.

Lagerung verzehrfertiger Mischsalate

Der Einfluss von Lagerungsbedingungen auf die Mikrobiota unter Schutzatmosphére
abgepackter, verzehrfertiger Mischsalate wurde untersucht. Ziel dieser
Untersuchungen war, den Einfluss unterschiedlicher Lagerungsbedingungen wie
Lagerungsdauer, wiederholtes Offnen und SchlieRen der Verpackungen (d. h.
mehrmalige Entnahme des Produktes mit Verlust der Schutzatmosphare) und
Lagerungstemperatur auf die mikrobiologische Qualitdt dieser Produkte zu
beschreiben. Hierzu wurden die Produkte bei drei Temperaturen (4 °C, 7 °C und 12 °C)
fur bis zu 168 Stunden gelagert.

Die mikrobiologische Qualitat der Proben war zu Beginn gut, da insbesondere die GKZ
und die Keimzahl der Hefen unter dem jeweiligen Richtwert der DGHM lagen. Eine
Lagerung der wiederholt gedffneten Proben bei der hochsten Lagerungstemperatur
(12 °C) war nur fur 48 Stunden moglich, da die Produkte danach einen sichtbaren,
starken Zerfall aufwiesen. Eine Lagerung der wiederholt gedffneten Proben Dbei
niedrigeren Temperaturen (4 °C und 7 °C) war bis zu 96 Stunden mdglich, ohne
sichtbare Beeintrachtigung des Produktes.
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Die GKZ in allen Proben (sowohl wiederholt geétffnet als auch geschlossen) bei allen
untersuchten Temperaturen lag nach 48 Stunden Uber dem von der DGHM
empfohlenen Richtwert von 5x10° KbE/g. Ebenso wurde der Richtwert fir Hefen
(1x10° KbE/g) bei einer Lagerungstemperatur von 7 °C und 12 °C innerhalb von 48
Stunden uberschritten. Eine Lagerung bei 4 °C zeigte ein deutlich verlangsamtes
Wachstum von Hefen, da hier der Richtwert erst nach 96 Stunden Uberschritten wurde.

Mittels  kulturunabhangiger,  molekularbiologischer = Methode (16S  Amplikon
Hochdurchsatz-Sequenzierung) wurde die Mikrobiota aller Proben bestimmt. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Mikrobiota bei Versuchsbeginn zum Grof3teil aus
Pseudomonas (89,9 %) zusammengesetzt war. Weiterhin konnte Rahnella (zugehorig
zu den Enterobakterien) mit 5,7 % als zweithaufigste Gattung identifiziert werden.
Humanpathogene Bakterien (Salmonella, Staphylococcus und Listeria) konnten hier
nicht detektiert werden.

Fazit:

Eine Reduktion der mikrobiellen Belastung von Mungbohnensprossen durch
Behandlung mit keimreduzierenden Substanzen (Zitronenséure und
Natriumhypochlorit) war erfolgreich, zeigte jedoch keinen nachhaltigen Effekt
wahrend der Lagerung. Insbesondere bereits zu Beginn der Lagerung
vorhandene Salmonellen zeigten trotz Lagerung bei Kihlschranktemperaturen
eine gute Uberlebensfahigkeit.

Die Lagerungsdauer verzehrfertiger, abgepackter Mischsalate sollte auf ein
Minimum reduziert werden. Auf3erdem sollten diese Produkte so kihl wie
moglich gelagert und nach Offnen der Verpackung vollstandig verzehrt werden.
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10 Anhang

Tabelle A 1:
unterschiedlichen pflanzlichen Produkten.
Minimum, Maximum und Mittelwerte sind angegeben (inkl. Standardabweichung).

Aerobe mesophile Gesamtkeimzahl, Anzahl der Enterobakterien/Pseudomonaden, prasumtiven Bacillus cereus, Hefen und Schimmelpilze (log10 KbE/g) aus

Produkt Proben- log1o KbE/g
anzahl MW£SD  [Min | Max <1 12 2-<3 3-<4 4-<5 5-<6 [6=<7 7-<8 8-<9 [>9
Aerobe mesophile Gesamtkeimzahl Anzahl der Proben (Prozentwert der Proben im angegebenen Intervall)
Pilze
konv. 48 8.56 £ 1.73 37 9.81 4 (8.33%) 5(10.42%) | 5(10.42%) 4(8.33%) | 17(35.42%) | 9(18.75%) 4 (8.33%)
bio 33 7.68 +£0.97 3.7 8.49 1(3.03%) 4(12.12%) | 10(30.30%) | 13(39.39%) | 5(15.15%)
Sprossen
konv. 52 9.12+068 | 7.15 10.20 17 (32.69%) | 25 (48.08%) 10 (19.23%)
bio 37 8.8 +£0.51 7.29 9.72 7(18.92%) | 23 (62.16%) 7(18.92%)
Mdhren
konv. 47 735+061 | 565 8.34 1(2.13%) | 25(53.19%) | 20 (42.55%) | 1(2.13%)
bio 32 798+071 | 572 9.32 1(3.13%) 16 (50.0%) | 12(37.5%) 2 (6.25%) 1(3.13%)
Gurken
konv. 25 726+1.04 | 40 8.34 2 (8.0%) 7 (28.0%) 11 (44.0%) 3(12.0%) 2 (8.0%)
bio 15 6.51+0.83 | 4.63 6.96 1(6.67%) 6 (40.0%) 8 (53.33%)
frische Krauter
konv. 78 811+099 | 40 9.32 1(1.28%) 7(8.97%) | 24(30.77%) | 33(42.31%) | 11 (14.19%) 2 (2.56%)
bio 37 829+1.04 | 508 9.62 5(13.51%) | 9(24.32%) | 17(45.95%) | 5(13.51%) 1(2.70%)
Mischsalate
konv. 125 810+0.76 | 557 9.34 4 (3.2%) 30 (24.0%) | 60 (48.0%) | 27 (21.6%) 4 (3.2%)
bio 29 829+0.65 | 640 9.18 3(10.34%) | 18(62.07%) | 5(17.24%) 3(10.34%)
Kopf-/Blattsalate
konv. 50 821+086 | 557 9.26 2 (4.0%) 16 (32.0%) | 25(50.0%) 3 (6.0%) 4 (8.0%)
bio 30 8.21+0.75 6.0 9.34 4(13.33%) | 17(56.67%) | 8(26.67%) 1(3.33%)




Enterobakterien/Pseudomonaden

Anzahl der Proben (Prozentwert der Proben im angegebenen Intervall)

Pilze
konv. 48 784159 | 37 [9.04 3(6.25%) | 11(22.92%) | 5(10.42%) | 7(14.58%) | 17(35.42%) | 4(8.33%) 1(2.08%)*
bio 33 75+125 | <4* |854 5(15.15%) 2(6.06%) | 10(30.30%) | 13(39.39%) | 3(9.09%)
Sprossen
konv. 51 8.7+0.92 411 10.16 5(9.80%) | 21 (41.17%) | 21 (41.17%) 4 (7.84%)™
bio 36 8424064 | 648 9.3 3(8.33%) | 13(36.11%) | 17 (47.22%) 3 (8.33%)*
Maohren
konv. 47 6.72+0.83 | 3.70 8.18 1(2.13%) 6(12.77%) | 17(36.17%) | 20 (42.55%) | 2 (4.26%) 1(2.13%)
bio 32 6.75+0.8 47 7.74 3(9.38%) 7(21.88%) | 18(56.25%) | 4(12.5%)
Gurken
konv. 25 4.57 £0.97 1.6 5.32 1(4.0%) 1(4.0%) 10 (40.0%) | 10 (40.0%) 3(12.0%)
bio 15 5.39+£1.39 248 6.98 2(13.33%) | 5(33.33%) 3 (20.0%) 3 (20.0%) 2 (13.33%)
frische Krauter
konv. 78 79+144 3.0 9.19 3(3.85%) | 13(16.67%) | 13(16.67%) | 20 (25.64%) | 17 (21.79%) | 10(12.82%) 2 (2.56%)**
bio 37 769+1.79 | <17 9.11 2(5.41%) 2 (5.41%) 4(10.81%) 3(8.11%) | 18(48.65%) | 6(16.22%) 1(2.7%) 1(2.7%)*
Mischsalate
konv. 125 750+147 | 2.04 8.82 1(0.8%) 9 (7.2%) 21(16.8%) | 18(14.4%) | 31(24.8%) | 35(28.0%) 10 (8.0%)
bio 29 7.23+£1.39 | 3.00 7.89 2 (6.89%) 4(13.79%) | 4(13.79%) 2(6.89%) | 17(58.62%)
Kopf-/Blattsalate
konv. 50 6.89+141 | 2.04 7.97 1(2.0%) 7(14.0%) 5(10.0%) 11(22.0%) | 19(38.0%) 7(14.0%)
bio 30 7.62+1.15 4.0 8.71 4(13.33%) | 4(13.33%) 6 (20.0%) 12 (40.0%) | 4(13.33%)
résumtive Bacillus cereus Anzahl der Proben (Prozentwert der Proben im angegebenen Intervall)
Pilze
konv. 48 344 +£1.07 | <1* 5.03 40 (83.33%) | 4(8.33%) 1(2.08%) 1(2.08%) 1(2.08%) 1(2.08%)
bio 33 326+1.31 | <1* 4.53 27 (81.82%) 4 (12.12%) 2 (6.06%)
Sprossen
konv. 52 372+12 <1* 5.28 32(61.54%) | 2(3.85%) | 14(26.92%) | 1(1.92%) 2 (3.85%) 1(1.92%)
bio 37 331+£125 | <17 4.65 25(67.57%) | 1(2.70%) 5(13.51%) | 4(10.81%) 2 (5.41%)
Maohren
konv. 47 252+1.0 <1* 34 27 (57.45%) | 1(2.13%) | 14(29.79%) | 5(10.64%)
bio 32 229409 <1* 3.15 19(59.38%) | 2(6.25%) 8 (25.0%) 3(9.38%)
Gurken
konv. 25 147037 | <1* 2.6 23 (92.0%) 2 (8.0%)
bio 15 1.96+063 | <1* 2.86 11(73.3%) | 2(13.33%) | 2(13.33%)
frische Krauter
konv. 78 564+166 | <17 7.08 7(8.97%) | 13(16.67%) | 15(6.41%) | 14 (17.95%) | 13(16.67%) | 10(12.82%) | 2(2.56%) 2 (2.56%)
bio 37 441+£139 | <1* 5.74 12(32.43%) | 3(8.11%) 6(16.22%) | 9(24.32%) | 6(16.22%) 1(2.7%)
Mischsalate
konv. 125 360+£099 | <1* 5.31 52 (41.6%) | 33(26.4%) | 27 (21.6%) 6 (4.8%) 5 (4.0%) 2 (1.6%)
bio 29 235077 | <1* 3.15 7(24.14%) | 11(37.93%) | 9(31.03%) 2 (6.89%)
Kopf-/Blattsalate
konv. 50 28+0.78 <1* 4.36 20 (40.0%) 14 (8.0%) 14 (8.0%) 1(2.0%) 1(2.0%)
bio 30 25+0.59 <1* 3.49 6 (20.0%) 5(16.67%) | 17(56.67%) | 2(6.67%)




Hefen

Anzahl der Proben (Prozentwert der Proben im angegebenen Intervall)

Pilze
konv. 48 6.04 +1.43 <1* 7.3 5(10.42%) 13(27.08%) | 17 (35.42%) | 5(10.42%) 4 (8.33%) 2(4.17%) 2(4.17%)
bio 33 557+1.42 <1* 6.81 6 (18.18%) 11(33.33%) | 9(27.27%) 3 (9.09%) 4 (12.12%)
Sprossen
konv. 51 7.79 £ 1.62 <1* 9.48 1(1.96%) 5(9.8%) 12 (23.53%) | 13(25.49%) | 12(23.53%) | 4 (7.84%) 4 (7.84%) 1(1.96%)*
bio 37 558 +1.24 2.0 6.86 6(16.22%) | 17 (45.95%) | 4(10.81%) | 7 (18.92%) 3 (8.11%)
Maohren
konv. 47 482+063 | 3.08 5.92 12(25.53%) | 29(61.7%) | 6(12.77%)
bio 32 50+0.73 2.6 6.18 1(3.13%) 7(21.88%) | 18(56.25%) | 5(15.63%) 1(3.13%)
Gurken
konv. 25 5.55 +1.16 <1* 6.81 2 (8.0%) 2 (8.0%) 18 (72.0) 1(4.0%) 2 (8.0%)
bio 15 544 +£0.72 4.0 6.49 10 (66.66%) | 4 (26.66%) 1(6.66%)
frische Krauter
konv. 76 6.17 £ 1.16 2.0 748 4 (5.26%) 7(9.21%) | 28(36.84%) | 24 (5.26%) 9(11.84%) 4 (5.26%)
bio 37 6.18+0.83 | 2.95 7.66 1(2.7%) 2 (5.41%) 16 (43.24%) | 14(37.84%) | 3(8.11%) 1(2.7%)
Mischsalate
konv. 125 6.80 £0.93 | 3.00 8.48 1(0.8%) |24 (19.2%) 52 (41.6%) 34 (27.2%) 13 (10.4%) 1(0.8%)
bio 29 6.86 £0.93 | 4.60 8.15 7(24.14%) | 13(44.83%) | 6(20.69%) 2 (6.89%) 1(3.45%)
Kopf-/Blattsalate
konv. 50 6.98+1.14 | 285 8.48 1(2.0%) 3 (6.0%) 17 (34.0%) 15 (30.0%) 9(18.0%) 4 (8.0%) 1(2.0%)
bio 30 6.74+1.02 | 3.76 8.15 1(3.33%) 10 (33.33%) | 12(40.0%) 6 (20.0%) 1(3.33%)
Schimmelpilze Anzahl der Proben (Prozentwert der Proben im angegebenen Intervall)
Pilze
konv. 48 482+1.05 <1* 6.46 10 (20.83%) 26 (54.17%) | 8(16.66%) 2 (4.17%) 1(2.08%) 1(2.08%)
bio 33 3.58+0.79 <1* 4.7 9(27.27%) 18 (54.54%) | 3(9.09%) 3 (9.09%)
Sprossen
konv. 52 4.8+0.97 <1* 6.49 13 (25.0%) 20 (38.46%) | 11(21.15%) | 7 (13.46%) 1(1.92%)
bio 37 3.97 £ 0.95 <1* 5.04 6 (16.22%) 17 (45.95%) | 8(21.62%) | 5(13.51%) 1(2.7%)
Maohren
konv. 47 34+0.74 <1* 47 10 (21.28%) | 4(8.51%) 13 (27.66%) | 17 (36.17%) | 3(6.38%)
bio 32 3.390.78 <1* 4.45 11 (34.38%) 12 (37.5%) | 6(18.75%) 3 (9.38%)
Gurken
konv. 25 454 £1.29 <1* 5.30 3(12.0%) 3(12.0%) 14 (56.0%) 5(20.0%)
bio 15 4.5%0.92 <1* 5.38 1(6.67%) 13 (86.67%) 1(6.67%)
frische Krauter
konv. 75 5.02+0.88 2.0 6.48 4(5.33%) | 28(37.33%) | 30(40.0%) | 11(14.67%) | 2(2.67%)
bio 37 514+0.77 | 318 6.0 9(24.32%) | 17 (45.96%) | 10(27.03%) 1(2.7%)
Mischsalate
konv. 125 6.38 + 1.06 <1* 8.48 9 (7.2%) 8 (6.4%) 17 (13.6%) | 44(35.2%) | 39(31.2%) 7 (5.6%) 1(0.8%)
bio 29 557 +£1.27 <1* 6.83 1(3.45%) 4 (13.79%) | 12(41.38%) | 7(24.14%) 2 (6.89%) 3 (10.34%)
Kopf-/Blattsalate
konv. 50 6.78+1.1 1.0 8.48 1(2.0%) 5(10.0%) 20 (40.0%) 18 (36.0%) 5(10.0%) 1(2.0%)
bio 30 546 +1.18 <1* 6.83 2 (6.67%) 4 (13.33%) 9 (30.0%) 12 (40.0%) 1(3.33%) 2(6.67%)

SD: Standardabweichung;*Minimales Detektionslimit; **Maximales Detektionslimit
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RAPD UBC 155 HLWL 85 RAPD UBC 155  __RAPD HLWL 85

2 ° g 8 Genus Species Strain number Serotyp town of isolation
— . Listeria monocytogenes 16P21S LM1 IIb Kiel
. Listeria monocytogenes 16P21P LM1 Ilb Kiel
. Listeria monocytogenes 16P21P LM2 IIb Kiel
. Listeria monocytogenes 16P21SLM2  llb Kiel
. Listeria monocytogenes 16P21S LM4 Ilb Kiel
. Listeria monocytogenes 16P21S LM3 Ilb Kiel
. Listeria monocytogenes 16P21SLM6  llb Kiel
. Listeria monocytogenes 16P21S LM7 Ilb Kiel
L . Listeria monocytogenes 16P21P LM3  llb Kiel
. Listeria monocytogenes 16P18 LM1 IIb Kiel
. Listeria monocytogenes MS 40/15 IIb Kiel
- Listeria monocytogenes MS 22/15 Vb Kiel
. Listeria monocytogenes Scott A Vb
. Listeria monocytogenes SLCC 8199 Ilb
. Listeria monocytogenes 16P21S LM5 lla Kiel
. Listeria monocytogenes SP-LM 01 lla Karlsruhe
] . Listeria monocytogenes SP-LM 02 lla Karlsruhe
. Listeria monocytogenes MS 642 lla Karlsruhe
- Listeria monocytogenes SLCC 8210 lla
. Listeria monocytogenes MS 130 lla Karlsruhe
. Listeria monocytogenes MS 129 lla Karlsruhe
[ Listeria innocua MS 32/15 Kiel
. Listeria innocua MS 37/15 Kiel
. Listeria innocua MS 50 Karlsruhe
. Listeria innocua MS 39/15 Kiel
. Listeria innocua PZ-LM 01 Karlsruhe
. Listeria innocua 16P21 S IX Kiel
. Listeria innocua 16P21 S VII Kiel
- Listeria innocua 16P21 S X Kiel
. Listeria innocua 16P21 S Il Kiel
. Listeria innocua 16P21 S| Kiel
[ Listeria innocua 16P21 S I Kiel
- Listeria innocua 16P21 SV Kiel
. Listeria innocua 16P21 S VI Kiel
. Listeria innocua 16P21P LI Kiel
L [ Listeria innocua 16P18 LI Kiel
I [ Listeria innocua 16529 Kiel
. Listeria innocua B 16/15 Kiel
[ Listeria innocua B 28/15 Kiel
. Listeria innocua MS 74 Karlsruhe
. Listeria innocua MS 76 Karlsruhe
- Listeria innocua MS 72 Karlsruhe
. Listeria innocua MS 21/15 Kiel
- Listeria innocua MS 77 Karlsruhe
. Listeria innocua MS 27/15 Kiel
[ Listeria innocua MS 28/15 Kiel

Abbildung A 1: Dendrogramm der Listeria-lsolate.
Die Isolate wurden farblich gekennzeichnet: rot=L. monocytogenes, griin=L. innocua, blau=Referenzstamm. Das
Clustern erfolgte mittels Pearson Korrelationskoeffizient und UPGMA.
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Tabelle A 2:

Charakteristika der Phagenisolate.

Familie

GenomgrofRe

Accession

Salmonella Szentes PMBT15 Siphoviridae | 113,4 kb
Salmonella Enteritidis | PMBT16 Myoviridae
Salmonella Enteritidis | PMBT32 Siphoviridae | 112,3 kb
Salmonella Napoli PMBT?20 Siphoviridae | 49,6 kb
Salmonella Napoli PMBT21 Siphoviridae | 59,1 kb
Salmonella Kottbus PMBT22 Siphoviridae | 81,0 kb
Saimonella PMBT23 Siphoviridae | 112,7 kb
Typhimurium
Salmonella : -
Typhimurium PMBT24 Siphoviridae | 106,9 kb
Salmonella Branderup | PMBT25 Siphoviridae | 59,8 kb
Salmonella Saintpaul | PMBT27 Siphoviridae | 89,8 kb
Saimonella PMBT28 Siphoviridae | 48,1 kb MG641885
Senftenberg
Salmonella Paratyphi | PMBT29 Myoviridae | 53,5 kb
E. coli EAEC PMBT17 Myoviridae | 88,1 kb

CS-6, CS-7,
E. coli E715 (091:H-)? | CS-37 bis CS- | Podoviridae | 41 kb

39
E. coli E788 (O8:H9)® | CS-8, CS-9 Podoviridae | 70 kb
E. coli VTEC E135 -
(O157:H7) CS-23 Myoviridae
E. coli VTEC E148 (2:75'(2:‘;32 C(;Q‘S Myoviridae | 24,9 kb, 69 kb,
(O157:H-) 52 CS-53 Siphoviridae | 104 kb, 35 kb
E. coli (VTEC) E159 CS-18 bis CS- -
(0103:H2) 20 Myoviridae | 150 kb
E. coli (VTEC) E160 -
(O111:H-) PMBT57 Podoviridae | 70 kb MG770228
Staphylococcus Ph5 Untersuchungen stehen noch aus
aureus
Staphylococcus Ph 7 Untersuchungen stehen noch aus
aureus
Staphylococcus Ph 8 Untersuchungen stehen noch aus
aureus
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