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1 Einleitung und Fragestellung

Milch und Milchprodukte mit verlangerter Haltbarkegewinnen immer mehr an
Bedeutung, was sich in einem gesteigerten Marktami@nifestiert. Der Kompromiss

zwischen Geschmack der Frischmilch und ConvenieimceForm von langerer

Haltbarkeit erweist sich dabei als wesentlichert&akir die Kaufentscheidung der
Konsumentinnen und bringt durch gebindelte Logistiken grof3en Vorteil fir

Produzent und Handler. Um den steigenden Anfordgmnan die Lebensmittel-
sicherheit gerecht zu werden, ist eine rasche Aufskiber den Hygienestatus des
Produkts zu jedem Zeitpunkt der Produktionskettéicl®ort Jlaufende Prozess-

kontrolle’) erforderlich. Aufgrund der kurzen Antwipeit werden Schnellmethoden
immer haufiger in der mikrobiologischen Qualitétdgirung eingesetzt. Die ideale
Schnellmethode zeichnet sich durch minimalen Adagitwand, hohe Schnellig-keit im
Erhalt der Ergebnisse und mindestens jener Geneaitigler Referenzmethode aus.
Referenzmethoden erfordern viele zeitaufwandigeeAsbchritte und liefern erst nach
langer Inkubation Resultate. Die Ergebnisse voeletpr Studien bescheinigen

Schnellmethoden teilweise vielversprechende Eideaften.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll anhand deodpktionsbegleitenden
Uberwachung von mikrofiltierter und anschlieRendrmé&behandelter ESL-Milch in
einer 0Osterreichischen Molkerei die Eignung der hdden zur mikrobiolgischen
Qualitatssicherung und Abschatzung der Haltbakeaduiert werden. Die eingesetzten
mikrobiologischen Schnellmethoden, CellScan InneJaSysten (Celsis International
BV, Briissel, Belgien), BacT/ALER® 3D* (bioMérieux SA, Marcy ['Etoile,
Frankreich), MicroFods 32 Systeri (Foss Analytical A/S, Hillergd, Danemark)
beruhen auf der Erfassung von Stoffwechselprodukiem Mikroorganismen. Die
Aussagekraft der Ergebnisse und die Praxistaugithder Schnellmethoden soll im
Hinblick auf ihre Empfindlichkeit, Moglichkeiten dnGrenzen, Eignung zur Haltbar-
keitsvorhersage, Antwortzeit, Kosten und Arbeitgaaufd evaluiert und mit

herkdbmmlichen in der industriellen mikrobiologisohkeebensmittelqualitatssicherung

1 Im weiteren Text: CellScan
2 |m weiteren Text: BacT/ALERT
% Im weiteren Text: MicroFoss
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angewandten Methoden (Referenzmethoden ISO 4833:2@0vie ISO 21528-2)

verglichen werden.
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2 Literaturubersicht

2.1 Milch und Milchprodukte mit verlangerten Haltbarkeiten

2.1.1 Einfuhrung und Definition

Die ersten ESL-Milchprodukte — Schlagobers und &bbers — wurden in den 1960-er
Jahren in Nordamerika auf dem Markt eingefuhrt [FYENN, 1999]. Im mittel-
europaischen Raum wurde in den 1990er Jahren miHdestellung von ESL-Milch
begonnen [HULSEN und RADEMACHER, 2005].

Trotzdem existiert bis heute noch keine gesetzlidleénition fur ESL-Milch- bzw.
Milchprodukte. Rysstad und Kolstad postuliertengéride Definition von ESL-
Produkten: ,ESL products are products that have beated in a manner to reduce the
microbial count beyond normal pasteurization, pgekia under extreme hygienic
conditions, and which have a defined prolonged fshié under refrigerated
conditions.” Der Anspruch der Konsumenten nach epagierter Milch mit langerer
Haltbarkeit, aber ohne dem vielfach konstatiert€nchgeschmack’ der UHT-Milch,
fuhrte zur Entwicklung eines Milchprodukts, dessemsorische Eigenschaften jenen
der pasteurisierten Milch &hnlich sind, jedoch ahm offensichtlichen Vorteil der
langeren Haltbarkeit [RYSSTAD und KOLSTAD, 2006].

ESL kann als ein Ansatz verstanden werden, weldagiSystem in seiner Gesamtheit —
vom Verarbeitungsprozess Uber das Abpacken biguriAuslieferung — erfasst.

Bei Kuhllagerung unter 10 °C weisen die heute antteteuropaischen Markt
befindlichen ESL-Milchen je nach Herstellungsvertaheine Haltbarkeit von 18 bis 25
Tagen auf.

2.1.2 Technologie

Milch mit verlangerter Haltbarkeit kann einerseitsttels Hocherhitzungsverfahren,
wobei die Erhitzung mittels direkter Dampfinfusioder -injektion bzw. indirekt mittels
Warmeaustauschern erfolgen kann, hergestellt werdemdererseits kann eine
verlangerte  Haltbarkeit ~mechanisch, durch  Baktdioga oder einen
Mikrofiltrationsprozess mit anschliel3ender therrhescBehandlung erreicht werden.
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Eine grobe Ubersicht (ber die einzelnen Verfahrex ihren Prozessablauf gibt
Abbildung 1.

Abbildung 1: Herstellungsverfahren fir ESL-Milch: a) Hocherhitzung b) Mikrofiltration +
thermische Behandlung

a. b, Robmilsh |
| Rohmileh %
- Rahm ‘ Magarmilch
[_Separieren = =
Stand. Milch oot Reftental 1 Mikrofiltration |
izen | e
HMhETlm“ Parmeal
Homogenisieran e, 1
: = Hocherhitzen Pasteurisation J
Asept, Ablollen |

ESL-Milch | I_J_.| Homogenisiaran :—-1
Asept. Abfoillen |

|  ESL-Mileh |

Quelle: KAUFMANN und KULOZIK (2008)

2.1.2.1 Hocherhitzung

Durch Hocherhitzung hergestellte ESL-Milch wird zAbtdétung der vegetativen
Keimflora auf maximal 127 °C erhitzt, wobei die Rbaltezeit drei Sekunden betragt.
Bei den direkten Erhitzungsverfahren wird zwischggektions- und Infusionsverfahren

unterschieden.
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Bei einer Erhitzung mittels Injektor wird, wie inbhAildung 2 dargestellt, kulinarischer
Dampf mit hohem Druck direkt in den Milchstrom m@rt. Der Strom durchlauft
danach einen Hei3halter und wird schlie3lich ireginFlashkihler abgekihlt wo der

vorher zugefihrte Dampf wieder entzogen wird.

Abbildung 2: Schema des Injektions- und Infusionspinzips

Injektionsprinzip Infusionsprinzip

Dampl l

Dampf

Produk

.

Quelle: SCHWERMANN und SCHWENZOW (2008)

Beim Infusionsprinzip gelangt der Milchstrom in dié@m Strahlen in den
Infusionsbehélter, wo unter Druck eine Durchmisachumt Dampf erfolgt (Abbildung
2). Durch fast identische Dampf- und Produktsystéicikk herrscht bei diesem
Verfahren eine geringere Temperaturdifferenz zwaschkdem Produkt und dem
Erhitzungsmedium Dampf, was zu einer schonendereoduRtbehandlung im

Vergleich zum Injektionsverfahren fuhrt.

Eine weitere Moglichkeit ESL-Milch herzustellen isine indirekte Hocherhitzung.
Dabei durchlauft die Milch eine Erhitzungsanlagey der ein regenerativer
Warmeaustausch von Produktstrom auf Wasser sthtfiin einer Erhitzerabteilung
wird die Milch schlie3lich fur etwa zwei Sekundenufal25 °C erhitzt
[SCHWERMANN und SCHWENZOW, 2008].
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2.1.2.2 Mikrofiltration mit anschliel3ender thermischer Behandlung

Neben Baktofugation in Kombination mit anschliefndPasteurisation, welche
allerdings eine untergeordnete Rolle fir Milch amark spielt und daher im Rahmen
dieser Arbeit nicht naher behandelt wird, stellte dMikrofiltration mit einer

anschlieBenden thermischen Behandlung eine welthode zur Produktion von

Milch mit verlangerter Haltbarkeit dar.

2.1.2.2.1 Definition

Membranfiltrationsverfahren sind Trennungsverfahrexzweier oder mehrerer
Komponenten in flissiger Phase, die vorrangig aokre GrofRRenunterschied der
Teilchen beruhen [GOULAS und GRANDISON, 2008].
Die in der Milchindustrie eingesetzten Membrantramfahren lassen sich in drei
Gruppen einteilen [POULIOT, 2008]:

» Alternativen zu bestehenden Trennverfahren allgeendéilatur

» 2) Mdoglichkeiten zur Trennung von Milchbestandteile

» 3) Herstellung neuer Produkte
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In Abh&ngigkeit der zu trennenden TeilchengréRend vawischen Umkehrosmose
(UO), Nanofiltration (NF), Ultrafiltration (UF) undikrofiltration (MF) unterschieden
(siehe Abbildung 3).

Abbildung 3: Abrennung von Milchinhaltsstoffen durch unterschiedliche Membrantrennverfahren

Anwendungsspektrum von Membrantrennverfahren in der Milchindustrie

Partikeldurch-

S 0,01 01 1,0 10 100
gﬂﬁﬁgﬂmm 100 1000 10000 100000 500000
gﬁ?‘rt?t-eristik ionisch molekular makromaolekular zellular u. mikropartikuliert

| Molkenproteine | |Fellkﬂgelchen]
Milch- [ Caseinmicellen | | ﬁamin-en 1

bestandteile
|Lactuse£:arh_.r._ “ Vitamine ] | Molkenprotainaggregate Kasestaub l
ol Fhaiakurds s | Tradiionele Fiftration |
Frenm Perm.: H;O
verfahren NF “
Parm.: H,0

1-wert. lonen

Quelle: KIESNER et al., (2005)

Mikrofiltrationsmembranen weisen eine Porengrof@e Om bis 5 um auf. Seit den
1980er Jahren wurde Mikrofiltration zur Entkeimuwtgy zur Késeherstellung benutzten
Kesselmilch angewandt und spater auch zur Herstglluon Konsummilch mit
reduzierten Keimzahlen und damit langerer Haltbarkmgesetzt [KIESNER et al.,
2005].

2.1.2.2.2 Technologie

Im weiteren soll ausschlief3lich auf die Technoladge Mikrofiltration zur Herstellung
von Milch mit verlangerter Haltbarkeit eingegangegrden.
Den heute eingesetzten Mikrofiltrationsanlagen Herstellung von ESL-Milch liegt

das patentierte Bactoca®hSystem zugrunde [HOLM et al., 1986]. Der scherchts
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Ablauf ist in Abbildung 1 zu sehen. In diesem Varen, wie auch in den Varianten
davon wird Rohmilch in Rahm und Magermilch sepéarider Magermilchstrom wird

mikrofiltriert, was zu einem keimarmen Permeatt(&t) und einem keimangereicherten
Retentat (Konzentrat) fuhrt, das Permeat wird dawtndem hocherhitzten Rahmstrom
zusammengefihrt und abhéngig von der Prozessfll@ineg Pasteurisation unterzogen

und aseptisch abgefullt.

Abbildung 4: Prozessfiihrung einer Mikrofiltration z ur Herstellung von ESL-Milch
[ RawMik |

| Separator |

| Cream | [ Skimmed Milk

C}oncent_r;te H E Filter
“Filtrate ]

[ Sterilization (HTT)
L _'E’éi'sé:t-e_'urization

Quelle: OLESEN und JENSEN (1989)

Eine Mdoglichkeit der Prozessfuhrung, wie Olesen diadsen sie fur ihre Versuche zur

Mikrofiltration verwendeten zeigt Abbildung 4.

Fur das Verfahren der Mikrofiltration kommen Menmea mit einer Porengrof3e von
0,8 um bis 1,4 um zum Einsatz. Milchfett wiirde diddembranen verstopfen, daher
wird nur Magermilch mikrofiltriert. Die Stutzschitlst aus keramischen Material und
die Oberflache der Membran kann wahlweise aus Alwmoxid, Titanoxid,
Zirkoniumoxid oder aus einer Mischung bestehen [SAR und MAUBOIS, 2000].
Heute zum Einsatz kommende Mikrofiltrationsanlagebeiten mit unterschiedlichen

Membran- und Prozessgrof3en. Porenstruktur, Memtatenmal. Transmembrane
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DruckdifferenZ, Wandschubspannungoder Konzentrationsgrd variieren von
Anlagenhersteller zu Anlagenhersteller und sind hinieuletzt abhangig vom

gewinschten Endprodukt.

2.2 Die Mikrobiologie der Milch

Milch stellt aufgrund ihrer N&hrstoffzusammensetzugin optimales Medium zur
Vermehrung von Mikroorganismen dar. Neben erwimsthWikroorganismen zur
Herstellung fermentierter Milchprodukte gedeiherm&itkeime, welche Qualitat und
Haltbarkeit vermindern sowie pathogene Keime, di¢ @ner gesundheitlichen
Beeintrachtigung bei Konsumentinnen flihren kon@@&NGERL, 2007].

Neben den gesetzlichen Anforderungen an Roh- umdrbeitet Milch wird im

Folgenden naher auf die Mikrobiologie der Milch auferschiedenen

Verarbeitungsstufen eingegangen.

2.2.1 Gesetzliche Anforderungen an Roh- und Trinknhch

Um sicherzustellen, dass keine Mikroorganismen deéeen Metaboliten und Toxine in
fur die menschliche Gesundheit gefahrlichen Menggthalten sind, tragt das
Lebensmittelunternehmen  die  Verantwortung der Hinhg  gesetzlich
vorgeschriebener mikrobiologischer Kriterien [VO3EL78/2002].

Fur Rohmilch im Erzeugerbetrieb gilt ein Grenzwaearh < 100.000 KbE/mL (Keimzahl
bei 30 °C). Vor der Verarbeitung im Verarbeitungsle®é dirfen maximal 300.000
KbE/mL vorliegen [VO (EG) 853/2004]. In der ¢stecteschen Rohmilchverordnung
ist ein Grenzwert von 50.000 KbE/mL fir Rohmilchstigehalten [BGBI 1l Nr
106/2006].

BezuglichEnterobacteriaceae gilt laut VO (EG) 1441/2007 fiur pasteurisierte éfilam
Ende des Herstellungsprozesses ein oberer Grenzaerb KbE/mL (Verfahren 1SO
21528-1), wobei bei funf gezogenen Proben maximadi zwischen 1 und 5 KbE/mL

enthalten durfen.

* Druckdifferenz zwischen Permeat und Retentatseite.
® Quer zur Filtrationsrichtung wirksame Scher- undftfebkrafte.
® Verhaltnis der Volumenstréme aus Permeat und Retéiusbeute” der Filtration).
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2.2.2 Die Mikrobiologie der Rohmilch

Rohmilch ist das unveranderte Gemelk von Nutztiedas nicht Gber 40 °C erhitzt und
keiner Behandlung mit &hnlicher Wirkung unterzogamde [VO (EG) 853/2004].

Die Mikroflora der Rohmilch kann betrachtliche \aronen aufweisen.
Typischerweise kontaminieren Mikrokokken, Coryndbalkn, Streptokokken,
Mikrobakterien, Laktobazillen, aerobe Sporenbilgner Enterobakterien,
Pseudomonaden, Aeromonaden und Flavobakterienngr &esamtzahl von imis
5x1¢ KbE/mL die Rohmilch. Mikrokokken, Corynebakterieund gelegentlich
Streptokokken sind im Falle niedriger Gesamtkeineahvorherrschend, wéahrend
Streptokokken und gramnegative Bakterien bei Probenh hoher Keimbelastung
dominieren. Die Thermoduren-Flora setzt sich hagbtkch aus Mikrobakterien und
Mikrokokken zusammen. Studien geben fir das Voelegthermodurer und
psychrotropher Mikroorgansimen in Rohmilch sehreustthiedliche Keimzahlen an
[ZANGERL, 2007, OTTE-SUDI, 2006, CHAMBERS, 2002, OSIN, 1982].

Euter, Melkpersonal, Einstreu, Futtermittel, Stdtll Melkanlage und Sammeltank sind
wichtige potentielle Kontaminationsquellen im Lawfer Milchgewinnung. Zitzen und
Euteroberflache werden von Staphylokokken dominierbbei ein Verhaltnis von
100:10:1 zwischen Staphylokokken, Streptokokken grdmnegativen Bakterien
vorherrscht [OTTE-SUDI, 2006]. Uber die Stalllulgngen Mikrokokken (ca. 30%),
coryneforme Bakterien (20,9%), gefolgt von Streptoeten (19,4%), Sporenbildner
(7,9%) und gramnegativen Bakterien (4,5%) in diecM[KURZWEIL und BUSSE,
1973]. Frisch ermolkene Milch zeichnet sich durégd Bominanz von Mikrokokken
und Staphylokokken aus, gefolgt von Streptokokké&ygryneformen, Bazillen,
Pseudomonaden sowie Hefen und Schimmelpilzen [ZARIGR2007]. Bis zu 90% der
in Rohmilch vorhandenen Mikroorganismen kann vom IKdgeschirr stammen.
Melkanlagen und Aufbewahrungssysteme sind Quellem S8aprophyten, besonders
gramnegativen psychrotrophen Bakterien. Diese Ehktung setzt sich bei der
Stapelmilch, welche gekuhlt gelagert wird, fort. lEmmmt zu einer Selektion hin zu
gramnegativen psychrotrophen Bakterien, wobei riohiforme, v.A. Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas fragi sowie Pseudomonas putida dominieren. Durch
Thermisieren kbnnen die gramnegativen psychrotopgkemme sehr stark reduziert
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werden [OTTE-SUDI, 2006]. Ihre Lipasen und Protearaallerdings sind hitzeresistent
und kdnnen daher zu Qualitatseinbussen bei ESL-UHIB-Milch fuhren [GARCIA et
al., 1989, SHELLEY et al., 1987].

2.2.3 Die Mikrobiologie pasteurisierter Trinkmilch

Pasteurisation ist laut VO (EG) 2074/2005 eine Kaiterhitzung von mindestens 72
°C fur 15 s; eine Dauererhitzung von mindestens@3ur 30 min oder jede andere
Zeit-Temperatur-Kombination mit gleicher Wirkung. (a. der Alkalinphosphatasetest

ist negativ).

Die Pasteurisation hat eine Anderung der Mikroflanar Folge. Etwa 10% der
Ausgangsflora Uberleben die Pasteurisation. Vor Hesteurisation dominierende
gramnegative psychrotrophe Keime werden abgetotwghrend thermodure
Mikroorganismen die Pasteurisation Uberleben. HEbetberleben sporenbildende
Mikroorganismen. Auch Enzyme von gramnegativen Rsytcophen lberdauern die
Pasteurisation.

Verderb von pasteurisierter Milch tritt durch dieefvthehrung von hitzeresitenten
psychrotrophen Bakterien ein, dabei sRagnibacillus (39%);Bacillus spp. (32%) und
Microbacterium lacticum (14%) dominant. Ein Gehalt von > 1®acillus cereus
Keimen/ml fuhrt zur St3gerinnung durch PhosphoBp@gdes Bakteriums, welches die

Fettkiigelchenmembran abbaut und somit Fettklumpevolruft.

Kommt es zu einer Rekontamination, so dominiereeuBsmonaden, Aeromonaden,
Enterobacteriaceae und Streptokokken die Flora [OTTE-SUDI, 2006].

Eneroth et al. fihrten einige Untersuchungen zuoR&kminationsquellen im Laufe der
Milchverarbeitung und der an dem Prozess beteiliggkroorganismen durch. Dabei
zeigte sich, dass es vor allem bei der AbfullungcdwAerosole und Luft im Umfeld der
Maschine zu einer Biofilmbildung und damit zur Retamination kam, wobeli
Pseudomonas fluorescens am haufigsten isoliert wurde [ENEROTH et al., 198800a,

2000Db]. Wahrend Lin et al. zum Ergebnis kamen, &asHlus cereus in pasteurisierter
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Milch  hauptsachlich aus der verarbeiteten Rohmilgdtammten, zeigten

Untersuchungen, das8acillus cereus sehr wohl durch Rekontamination Uber
Oberflachen des Warmeaustauschers, Leitungen namim d&asteur und der
Abflllmaschine in die Milch gelangen konnte [SALUBNO et al., 2009, ENEROTH

et al., 2001, LIN et al., 1998, Te GIFFEL et ab97,].

Die Lagertemperatur hat einen wesentlichen Einflugsdie Verderbsflora. Betragt sie
unter 7 °C, so konnen zum Verderbszeitpunkt vorenall psychrotrophe
Rekontaminanten nachgewiesen werden; bei Uber 10/diCallem hitzeresistente
Bakterien [STEPANIAK und ABRAHAMSEN, 1995]. In diesx Fall ist vor allem
Bacillus als sporenbildender Keim fiir den Verderb verantietr [ BOENEKE et al.,
2003].

2.2.4 Die Mikrobiologie der UHT-Milch

Fur die Herstellung von UHT-Milch muss die Milch trmicht weniger als 135 °C bei
geeigneter Heil3haltezeit behandelt werden, sodas®inen steril verschlossener
Packung bei Umgebungstemperatur keine lebensfahiijj@morganismen oder Sporen
vorhanden sind. Zudem muss der Prozess ausreiamersicherzustellen, dass die
Erzeugnisse nach einer Inkubation in verschloss®ashkungen bei 30 °C fir 15 Tage
oder bei 55 °C fiur 7 Tage oder nach Anwendung eareteren Methode, bei der
erwiesen ist, dass die geeignete Warmebehandlungchgkfihrt wurde,
mikrobiologisch stabil sind [VO (EG) 2074/2005].

In UHT-Milch kénnen durch die Hitzebehandlung numpo&n von aeroben

Sporenbildnern der GattungBacillus Uberleben. Aufgrund seiner extremen
Hitzeresistenz kommiGeobacillus stearothermophilus als Testkeim zur Prifung

ordnungsgemaller Erhitzung von UHT-Anlagen zum Emdditzeresitente Enzyme

sind fur den Verderb verantwortlich. Dies sind ese#s Bacillus spp.) Proteasen, die
zu einer SudRgerinnung fuhren, andererseits Pra@@mavon gramnegativen

psychrophilen Keimen wi@seudomonas fluorescens, welche sensorische Fehler und
Gerinnung hervorrufen [HELLER, 2006].
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2.2.5 Die Mikrobiologie der ESL-Milch

Um eine verlangerte Haltbarkeit der ESL-Milch zualigeren, muissen einige
Vorraussetzungen erfillt werden [RYSSTAD und KOLEX,A006, RYSSTAD und
SPIKKESTAD, 2005]:

* Rohmilch guter Qualitat

» optimale Erhitzungsbedingungen

* Freiheit von Rekontamination nach der Erhitzung

» luckenlose Kuhlkette

* moglichst lichtdichte Verpackung

Mayr et al. fuhrten Studien zur verderbsrelevamfigwrofiora von deutscher ESL-Milch
durch. Sie kamen zum Ergebnis, dass hauptsachiashppsitive Rekontaminanten ftr
den Verderb verantwortlich waren. In einer Untehauny zum Vorkommen aerober
Sporenbildner in ESL-Milch identifizierten siacillus licheniformis als die haufigste
Art, wobei sich bei einer Lagerung von 23 Wochem b@ °C kein mikrobielles
Wachstum zeigte. Erst bei 30 °C Inkubation trathni@ Tagen Verderb auf [MAYR et
al., 2004].

2.2.6 Die Mikrobiologie mikrofiltrierter Milch

Die in der Literatur genannten Werte zur Reduktien Keimzahlen in Milch und der
Zusammensetzung der Keimflora mikrofiltrierter Milsind auf Grund des Einsatzes

verschiedener Anlagenkonfigurationen und Prozegsgrdelativ heterogen.

Durch Mikrofiltration in Kombination mit thermischéBehandlung der Milch werden
dezimale Reduktionszahlen von 2 {e&tufen [KELLY et al., 1997], 2,6 lag
[TROUVE et al., 1991], 3 log-Stufen [HOFFMANN et al., 2006], 3,5 lag[SABOYA
und MAUBOIS, 2000], 4 log-Stufen [OLESEN und JENSEN, 1989], 5,6 1¢g
[ELWELL und BARBANO, 2006] angegeben. Mit dem vorifaALaval entwickelten
Bactocatct® Systems wurde eine Sporenreduktion von 3;ot&jufen erreicht
[KIESNER et al., 2005].
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Fur pathogene Mikroorganismen wikisteria monocytogenes, Brucella abortus,
Slmonella  typhimurium und Mycobacterium tuberculosis konnten dezimale
Reduktionzahlen von 3,4; 4,0; 3,5 und 3,7:40gachgewiesen werden, was in < 1
KbE/ml in der Magermilch nach erfolgter Mikrofiltian resultiert. [SABOYA und
MAUBOIS, 2000].

Thermostabile Sporen bildende Bakterien lassen slahch Mikrofiltration gut
abtrennen. So wird der Gehalt Bacillus cereus im Endprodukt deutlich verringert;
ebenso somatische Zellen [HOFFMANN et al. 2006, SXB. und MAUBOIS, 2000].

Uberblicksmassig kann festgehalten werden, dasMdeofiltrationsprozess, unter der
Voraussetzung der Vermeidung von Rekontaminatiah Kiidhlung des Produkts, sich
vorteilig auf eine langere Produkthaltbarkeit auktvi Im Vergleich zu alleiniger
Kurzzeiterhitzung fuhrt die Mikrofiltration zu eineweiteren Reduktion der
ursprunglich in der Rohmilch vorhandenen Keimzahlgar Prozess ermdéglicht eine
Keimreduktion um bis zu 5 lggStufen, was sonst nur durch Erhitzung tGber 130 °C
erreicht werden kann. Alleinige Mikrofiltration kanpathogene Mikroorganismen
reduzieren, allerdings nicht vollstandig eliminiereEine in den Herstellungsprozess
integrierte Warmebehandlung der Milch ist daher Marten [KIESNER et al., 2005].

Die Hitzestabilitat einzelner bakterieller Enzymat hmoglicherweise eine nicht zu
unterschatzende Relevanz fir die Haltbarkeit miltrighiter Milch. Kulozik und
Kaufmann wenden daher ein, dass eine thermischktidigaung der relevanten
Keimgruppen (Pseudomonaden bilden besonders hstgerste Enzyme) bisher nicht
in Betracht gezogen wurde. Eine Anderung der Pesobsitte, mit Pasteurisation vor
der Mikrofiltration kénnte sich laut den Autorengiiv auf die Lagerstabilitat und -
qualitat auswirken [KAUFMANN und KULOZIK, 2006].

2.2.7 Einflussfaktoren auf die Produktqualitat- und Stabilitat von
mikrofiltrierter ESL-Milch
Hohe Rohmilchkeimzahlen fihren zu einer hoheren robilellen Belastung der

Magermilch nach der Mikrofiltration und in Folgecdudes Endprodukts. Es kommt zu
einer Anlagerung an der Membran, was zu einem Bladaund ,Durchwachsen® der
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Membran fuhrt. Eine derartige Ausgangsqualitat bleweinen rascheren Verderb und
damit Erreichen des Inakzeptanzlevels von® 1RbE/mL durch schnelleres
Keimwachstum (Abbildung 5).

Abbildung 5: Haltbarkeit von mikrofiltrierter, kurz zeiterhitzter Milch mit unterschiedlicher
Ausgangskeimzahl
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Quelle: KAUFMANN (2007)

Ebenso kann eine langere Lagerung der Rohmilch W&schstum und die
Stoffwechselaktivitat psychrotropher Keime begigestii Was bakteriologisch von
Bedeutung ist, aber auch zur Bildung hitzeresisteBinzyme (Proteinasen, Lipasen)
fuhren kann, welche die Haltbarkeit herabsetzen.

Auch chemisch-physikalische Veranderungen (oxigatlymsetzungen, Hydrolyse-
vorgange) konnen haltbarkeitsrelevant sein, siredt bIs jetzt weitgehend ungeklart.
Die Anlagenkonzeption und prozesstechnische Faktbeeinflussen die Qualitat des
Endprodukts ebenfalls. Prozessparameter wie Teryper&chubspannungsgradient,
und transmembrane Druckdifferenz haben Einfluss ai# Entstehung von
Deckschichten, Filtrationsleistung und mdégliche rgdtiszeiten [KAUFMANN und
KULOZIK, 2008].
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Ahnlich der hitzebehandelten ESL-Milch ist die \aussetzung fir eine langere
Haltbarkeit die Einhaltung der Prozesshygiene, @asvahrleisten einer aseptischen

Abfillung in eine geeignete Verpackung und einddindose Kihlkette.

Eine Faustregel besagt, dass eine Erhéhung deré&ratupum 2 °C die Haltbarkeit um
50% reduziert. Fur mikrofiltrierte Milch (in Kombation mit HTST Pasteurisation)
werden unterschiedliche Haltbarkeiten angegeben2ll6lage bei Kihllagerung
[MALMBERG und HOLM, 1988], 17 Tage bei 10 °C (KESBR, 2002), 15 Tage bei
4-6 °C; 35 Tage bei Abfullung unter aseptischen iBgahgen [SABOYA und
MAUBOIS, 2000] und tber 92 Tage unter sehr kiihlediBgungen (0,1 bzw. 2°C) und
bei einer niedrigen Ausgangskeimzahl [ELWELL undBANO, 2006].
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2.2.8 Produktveranderungen durch Verfahren zur Hersellung von ESL-
Milch

Milch liefert wertvolle Mineralstoffe, dabei sindaicium und Phosphor hervorzuheben;
auch flur essentielle Aminosauren und Vitamine (ksighlich B-Vitamine) ist Milch
eine wichtige Quelle. Nicht nur fur Konsumentinnstellt sich daher die Frage, ob
diese ernahrungsphysiologisch positiven Bestamdtgitozessbedingten Einbul3en
unterliegen. Die meisten Vitamine und Mineralstdffeiben von der Hitzebehandlung
fast unbeeinflusst, aufgrund der Maillard Reaktikommt es zu Lysinverlusten
[KESSLER, 2002].

Wie aus Abbildung 6 ersichtlich, kommt es weder Mdirofiltration in Kombination
mit thermischer Behandlung, noch bei schonenderheiditzung zu gravierenden

Lysin- oder Vitamin B1-Verlusten.

Abbildung 6: Temperatur-Zeit Diagramm der Vorgéange bei Milcherhitzung
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Quelle: KESSLER (2002)

In der Literatur finden sich einige Parameter, disn Nachweis der Erhitzung von
Milch herangezogen werden koénnen. Tabelle 1 gilsterei Uberblick uber die
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Veranderungen einiger Parameter dreier untersctiil Verfahren zur Herstellung
von Trinkmilch. Die Werte fur 3-Laktoglobulin, Lakbse, (Rest)Enzymaktivitat der
Protease und Lipase mikrofiltrierter und warmebeletter Milch decken sich dabei mit
jenen der pasteurisierten Milch bei gleichzeitiché@r Keimreduktion und dadurch
langerer Haltbarkeit [KAUFMANN et al., 2009]. Di&heren Restenzymatkivitaten der
mikrofiltrierten ESL-Milch haben allerdings auchmeihdhere Aktivitat proteolyischer
und lipolytischer Enzyme zur Folge und damit unersdite hydrolytische Reaktionen
im Verlauf der Lagerung mit einem Anstieg der frei€¢ettsduern und damit
verbundenem ranzigen Geschmack nach 18 bis 21 T&genAbbau freier Fettsduren

fuhrt zur einer weiteren sensorischen Verschleahter

Tabelle 1: Thermisch-induzierte Veranderungen in pateurisierter und ESL-Milch

PAST | MF | HE | HE

+ PAST | direkt |indirekt

' (121°C/25)
Keimreduktion [log N/N,| 15 5-6 | >H
Phosphatase - _ | - -
Peroxidase o + +
Natives 3-Laktoglobulin [g/I] 31-34 (30-33| »22 | <18
Laktulose [mg/] 15-20 | 15-20 | <25 | <10
e —
(Rest-JEnzymaktivitit Protease (%] | >80 | Blss 6525
(Rest-)Enzymaktivitat Lipase [%] >55 Bdad 4013
Haltbarkeit bei 10 °C) [Tage] 710 | 18-21 | 24-30

Quelle: KAUFMANN und KULOZIK (2009)

Auch bei ESL-Milch, die durch Hocherhitzung erzeugtirde, treten sensorische
Defekte am Ende der Haltbarkeit — nach etwa 2436isTagen — auf. Diese sind
ebenfalls durch Reaktion proteolytischer und lipsgher Abbauprodukte bedingt,
allerdings treten sie auf Grund die niedrigeren yamaktivitaten, wie in Tabelle 1
gezeigt, in geringerem Mal3e auf [KAUFMANN und KUL®Z 2009].



|. Riickerl 19

2.3 Mikrobiologisches Monitoring von Milchprodukten mittels
Schnellmethoden

Die Europaische Gesetzgebung besagt, dass Leb&slantérnehmer mikrobiologische
Kriterien einhalten muissen und verpflichtet sindesdidurch HACCP-gestitzte
Verfahren oder andere HygienekontrollmaRnahmereszcistellen [VO (EG) 852/2005,
VO (EG) 1441/2007]. So qilt es in der innerbetrighén mikrobiologischen
Qualitatssicherung der Lebensmittelindustrie ein®l3g Anzahl an Proben zu
bewaltigen. Rohstoffe, Zwischen- sowie Endproduktessen hinsichtlich Erfallung der
festgelegten  Qualitatskriterien, wie Abwesenheit thpgener Keime und
Rekontamination oder produktspezifische GrenzwineGesamtkeimzahlen, getestet
werden um die Konsumentinnen mit qualitativ einwfegidn Produkten zu versorgen.
Dabei bedurfen die in der mikrobiolgischen Quadsiitherung routinemalig
eingesetzten Referenzmethoden langer Inkubatiaeszehoher Arbeitsintensitat und
ebenso hohen Materialbedarfs. Immer starker zésigdl operierende
Lebensmittelerzeuger sind stark auf eine rascheuRtfreigabe angewiesen. Hierbei
kann der Einsatz geeigneter Schnellmethoden zu Eingparung von Zeit und auch zu
Minimierung der Kosten fuhren. Ein weitere Vorteibhlreicher automatisierter
Schnellmethoden ist die Madoglichkeit, erhaltene [Brgese in die vorhandene
Laborsoftware zu Ubertragen. Rechtlich gesehen éwratternative Methoden, sofern
sie nach international anerkannten Protokollendiedi und von Behdrden genehmigt
wurden eingesetzt werden [VO (EG) 1441/2007].

2.3.1 Definition
Dem Begriff ,schnell” liegen zwei Bedeutungen zuggle [DUDEN, 2003]:

1) innerhalb kurzer Zeit, nur wenig Zeit in Anspnutehmend

2) mit hoher, groRer Geschwindigkeit

Schnellmethoden operieren in Bezug auf die herkoommh meist arbeits- und
zeitaufwandigen Referenzmethoden damit entwederchdudas Einfihren eines

andersartigen Messprinzips, welches rascher eiredarg liefert, oder durch ein
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Vornehmen der zugrundeliegenden Methode mit hohefgeschwindigkeit
[MATISSEK, 2006].

Mikrobiologen begannen sich ab Mitte der 1960errdamit Schnellmethoden
intensiver auseinander zu setzen. In der Leberamiltrobiologie werden
Schnellmethoden fur die Probenvorbereitung, Fridmamkng, Charakterisierung und
Isolation und Keimzahlbestimmung von Mikroorganismeind zum Nachweis
mikrobieller Stoffwechselprodukte eingesetzt [FUNG95].

Um einen Uberblick tber am Markt befindliche Sclmethoden mit Einsatzgebiet in
der Lebensmittelmikrobiolgie zu geben, sollen legige Methoden Erwéhnung finden
[zur Vertiefung siehe ZSCHALER 2006, FUNG, 2002]:

* Schnellmethoden zur Keimzahlbestimmung
0 Spiralplattenmethode: Die Probe wird vom Gerat afiirmig,
automatisiert auf Agarplatten aufgetragen.
Automatisierte Koloniezahlung mittels Laser
ISOGRID System
Petrifilm
Redigel System
SimPlate
Rida®Count
DEFT (Direkte Epifluoreszenz Filtertechnik)

Durchflusszytometrie

o O O O o o o o

* Miniaturisierte Nachweisverfahren und Teststreifen:
o Einsatz von Mikrotiterplatten

Vitek

API-Test, Enterotube

Clumping-Teststreifung

Aminopeptidase-Test

O O O O O

Cytochromoxidase Nachweis
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Messung mikrobieller Biomasse und Stoffwechselpkbetu

o Elektrochemische Verfahren zur Leitfahigkeits- umgpedanzmessung
* BacTra®
= Bactomete®
= Malthus®
= RABIT®

0 ATP-Biolumineszenz

o Colorimetrische Verfahren
= BacT/ALERT® 3D
= MicroFoss"

0 Limulus-Amdbozyten-Lysat (LAL)-Test:

Zum Nachweis gramnegativer Mikroorganismen durcltbi@eing zwischen

den Zellwandbestandteilen der Bakterien und den #onyien.

Immunologische Methoden:

Diese basieren auf der spezifischen Reaktion vaigém und Antikorper.

0 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) -Test
0 Automatisierte ELISA-Tests
= VIDAS-System
= Detex-System
0 Immunopréazipitation
o Latex Agglutinationstest

o Immonumagnetische Separation (IMS)

Molekularbiologische Methoden:

Die bisher erwdhnten mikrobiologischen Schnellmddm erfassen den

phenotypischen Ausdruck der genotypischen Eigefitezthanachzuweisender

Mikroorganismen. Genotypische Zelleigenschaftend simesentlich stabiler als

phenotypische und kénnen mittels molekularbiolggsdiethoden erfasst werden.
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Diese finden daher immer haufiger Anwendung inBlestatigung und endgultigen
Identifizierung mittels mikrobiolgischen Testverfah.
0 Hybridisierung

o0 PCR (Polymerase Chain Reaction)

» Biosensoren:

Biosensoren sind Molekulle respektive eine Gruppe Mwplekilen biologischer
Herkunft, die bei Kontakt mit einem Analyten (ToginPathogene, Kohlenhydrate,
Antibiotika u.a.) ein Signal unterschiedlicher Nat(elektrochemisch, otisch)
aussenden, welche von einem Messgeréat detektiett wi

0 Bio- und Microchips

Auf den folgenden Seiten soll naher auf jene milologischen Schnellmethoden

eingegangen werden, die im Rahmen der vorliegeAdegit zum Einsatz kamen.

2.3.2 Anforderungen an Schnellmethoden

* Genauigkeit: Falsch-positive und falsch-negativegebnisse durfen nur in
minimalem Ausmalf} auftreten. Die Spezifitat und 8eitsit sollen so hoch und
die Nachweisgrenze so niedrig wie moglich sein.

» Validierung: Die Methode muss wissenschatftlich kaent sein.

» Schnelligkeit: Ergebnisse sollen spatestens nach 2drliegen. Die Methode
soll im Stande sein mdglichst viele Proben zeitdleau analysieren

» Kosten: Die Anschaffungskosten sollen bei effizz&#nNutzung nach einem
halben Jahr gedeckt sein. Zu beriicksichtigen siroth &osten fur Reagenzien
und Zubehdr, sowie Betriebs- und Wartungskosten.

» Benutzerfreundlichkeit: Die Methode soll einfachduanaufwandig bedienbar
sein. Wobei von Anfang an ein moéglichst geringendbengsaufwand vorliegen
soll.

e Support: Die Herstellerfirma soll schnell, unkoramit und zuverlassig

ansprechbar sein.
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» Reagenzien: Sollten schnell verfigbar und moglidrsge haltbar sowie einfach
zubereitbar sein.

* Platzbedarf: Das Gerat soll mdglichst kompakt seind wenig Stellflache
benétigen [De BOER und BEUMER, 1999, FUNG, 1995].

2.3.3 Nachweis von Mikroorganismen durch ATP-Biolunmeszenz
(CellScan Innovatd] System)

Biolumineszenz ist von Lebewesen enzymatisch etesugsichtbares Licht
[MADIGAN et al., 2009].

Das energiereiche ATP kann durch den u. &hotinus pyralis (Leuchtkafer) naturlich
enthaltenen Enzym-Coenzym Komplex aus Luciferindeuse bestimmt werden.
Davon ausgehend, dass ATP in allen lebenden Zéllemahezu konstanter Menge
enthalten ist, kann durch die stochiometrische Undiang des energiereichen
Molektls in Photonen, von der Menge emittiertenhktscauf den Bakteriengehalt der
Probe rickgeschlossen werden [GRIFFITHS, 1993].

Der Nachweis von ATP mittels Biolumineszenz basiauf der in Abbildung 7
dargestellten Reaktion: Unter Anwesenheit von AT Magnesiumionen katalysiert
Luciferase die Oxidation von Luciferin. Es bildetts ein Luciferin-Luciferase-AMP-
Komplex und in einem weiteren Umwandlungschritt rgrexeiches Oxyluciferin,
welches durch Lichtemission wieder in den Grundaust zuriickkehrt. Durch die

Reaktion emittiertes Licht wird mittels Photomuligp erfasst.

Abbildung 7: Luciferin-Luciferase Reaktion

Luciferase
ATP + O, + Luciferin ‘ AMP + CO, + Oxyluciferin + Pyrophosphat + Licht

Mg2,

Quelle: Celsis (2007)

Das im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte CellScanvismté]l System (Abbildung 8)

wurde fur den Einsatz in der Milchindustrie entvattkund wird vom Hersteller speziell
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fur das Screening mikrobieller Kontamination von TJHund ESL-Milchprodukten
empfohlen. Die Nachweisgrenze liegt bei < 10 KbE/nilie Methode wurde fur
verschiedene Mikroorganismen validiert und liefarterhalb von langstens 48 Stunden
ein Ergebnis [Celsis, 2007].

Abbildung 8: CellScan Innovatd] System

Quelle: Celsis (2007)

Eine Studie zum Einsatz der ATP-Messung in der tdntthung von Kosmetika,
Waschrohstoffen, Weich- und Geschirrspilern, alsodékten mit sehr geringen
Ausgangskeimzahlen zeigte, dass die Methode im I&ielg zur Keimzahlmethode
schneller, rationeller und preiswerter ist. Die Ankder falsch positiv detektierten
Proben (2500) lag bei < 0,4% [ZSCHALER, 2006].

In der Literatur finden sich einige Beispiele, diem Biolumineszenzverfahren eine
Eignung zum  Hygienemonitoring in  der Lebensmittetiuktion als
Oberflachenabschwemmungstest —attestieren. Eine gutsereinstimmung von
Ergebnissen  des  Koloniezahlverfahren und der ATRBsMeg von
Oberflachenabschwemmungen, rascher Erhalt der Bisgps) die Maoglichkeit im
Herstellungsprozess rechtzeitig zu interveniererrder® als Vorzug der Methode
aufgefihrt [GRIFFITHS, 1993, KOTTFEROVA et al., Z)OMURPHY, 1998].
Allerdings muss darauf geachtet werden, dass fideneBetrieb eigene Grenzwerte

festzulegen sind.
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Um die UHT- und ESL-Milch auf Sterilitdt zu testeohlugen Waes et al. ein ATP-
Monitoring nach Produktinkubation bei 30° C vor. Hea konnten durch
Untersterilisierung hervorgerufene Kontaminationsech drei Tagen mittels ATP-
Methode detektiert werden. Kontamination in UHT-dhil konnten nach eintagiger
Vorinkubation bei 30° C mit hoher Signifikanz naelagesen werden [GRIFFITHS,
1993].

Limitationen der Methode sind insofern gegeben,dalss die Messung keine Aussage
dartuiber gibt welche Keimgruppe vorliegt. Im Vergleizum Koloniezahlverfahren
muss berlcksichtigt werden, dass verschiedene bligemismen unterschiedlich viel
ATP pro Zelle enthalten. Dabei wurde der ATP-Gekaler koloniebildenden Einheit
mit 0,22 bis 1,03 fg beziffert. Die zellulare Menge ATP variiert abhangig vom
Stadium des Wachstums in dem sich das Bakteriumdstf[FUNG, 2002].

Lange Zeit stellte das in der Milch vorliegendedr@TP und das ATP in somatischen
Zellen neben dem bakteriellen ATP, das eigentlidasst werden sollte eine grol3e
Herausforderung dar. Es war eine Zentrifugatiorr é¢dlération der Probe nétig um nur
bakterielles ATP messen zu konnen. Abhangig von msveils angewandten
Aufbereitung filhrte dies zu relativ hohen Nachweisgen von (iber fOKbE/mL
[REYBROECK, 1999]. Auch Te Giffel et al. bestatigtdiese Nachweisgrenze in ihrer
Untersuchung thermoresistenter Streptokokken uhldigen die Verwendung der ATP-
Methode daher nur als ,Notbremse* vor [Te GIFFElakt 2001]. Verbesserungen des
Verfahrens fiihrten zu einer Nachweisgrenze von KdB/mL [GRIFFITHS, 1999].

Zu beachten ist weiters, dass gewisse SubstanzienPeroxid oder Alkohole die

Messung stéren kénnen.

2.3.4 Colorimetrische Verfahren

2.3.4.1 BacT/ALERT

BacT/ALERT ist ein System zur Detektion mikrobiell&/achstums basierend auf

einem colorimetrischen Messverfahren, bestehendceimes Inkubationskammer in der
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sich einzelne Messzellen befinden, dem Computesysind Vials mit Nahrmedium

und eingebautem Sensor.

Fur das Messgerat konnen je nach Lebensmittel Kiditschchen mit unterschiedlichen
Nahrmedien eingesetzt werden. BacT/ALERT iAST-MediTryptic Soy Broth)
wurde in dieser Arbeit fur die Detektion mikrobexll Wachstums in Milch verwendet,
da es sich zum Nachweis aerober Mikroorganismenemém pH-Wert < 4,6 eignet.
Weiters stehen iLYM- und iINST-Medien zur Verfugurdje fur die Untersuchung
sauerer Proben und dem Nachweis anaerober Miknoisrgan vorgesehen sind.

Abbildung 9: BacT/ALERT ® 3D Messprinzip

———SRNEATr

Quelle: bioMérieux (2010)

Abbildung 9 zeigt das in der Messzelle der Inkubregkammer ablaufende Mess-
prinzip: eine lichtemittierende Diode sendet inrm@mutigem Intervall eine Lichtstrahl

auf den Sensor am Boden des Kulturflaschchens.
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Der Sensor reagiert auf eine durch £Eildung bzw. durch organische Sauren
hervorgerufene pH-Wert Anderung im Kulturmedium raihnem Farbumschlag von
grau nach gelb, wie in Abbildung 10 dargestellt.

Abbildung 10: BacT/ALERT iAST Kulturflaschen

Fung nennt mit BacT/ALERT ermittelte Detektionseaitvon 6 bis 8 h fiir eing. coli-
Kultur [FUNG, 2002].

Eine Photodiode erfasst das vom Sensor reflektladat und gibt die Information an
das Computersystem weiter, welches mittels einegorBhmus die entsprechende

Wachstumskurve generiert.

2.3.4.2 MicroFoss

MicroFoss basiert wie BacT/ALERT ebenfalls auf eioelorimetrischen Detektion von
mikrobiellen Stoffwechselprodukten. Die Vials, eatbn eine Nahrbouillon und haben
am Boden einen Agardiffusionszone eingearbeitet. s D&Vachstum der
Mikroorganismen fiihrt zu einer Verénderung des pEH#/ und des Redoxpotentials
im Medium. Die auftretende Farbanderung wird in deyarzone reflektiert. Eine
lichtemittierende Diode sendet alle sechs Minutanere Lichtstrahl durch die
Agardiffusionszone. Eine Photodiode detektiert Berbanderung im Agar und die
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Detektionszeit, welche umgekehrt proportional zahlZan Mikroorganismen in der
Probe ist, wird aufgezeichnet. Das Messprinzimigtbbildung 11 dargestellt.

Abbildung 11: Messprinzip von MicroFoss

Cap

Vial

Liquid Broth |[® <

Detector

Quelle: Foss (2004)

Fur das MicroFoss System sind unterschiedliche iétien erhéaltlich:
* TVC-Medium fur die Erfassung der Gesamtkeimzahl,
* Medien zum Nachweis von coliformen Keimen
» Enterobacteriaceae-Medium
» E.coli-Medium

* Schimmelpilze und Hefen-Medium

In einigen Studien wurde MicroFoss fur den Nachweigkrobiellen Wachstums in
Milch im Vergleich zu konventionellen Methoden angadt und evaluiert. Sowohl bei
der Gesamtkeimzahlbestimmung mittels TVC-Medium Wadoniezahlverfahren mit
PC-Agar als auch bei dem Vergleich desterobacteriaceae-Mediums mit VRBD-
Agar wurde mit MicroFoss schneller ein Ergebnisaten (2-12 h). Es konnten selbst
sehr niedrige Keimzahlen detektiert werden (bis1ziKbE/mL) [FIRSTENBERG-
EDEN et al, 2004, FIRSTENBERG-EDEN et al., 2002HESEF und
FIRSTENBERG-EDEN, 1997].
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Im Vergleich zur Referenzmethode lieferte MicroFgesauere Ergebnisse mit héherer
Selektivitat und Sensitivitat [FIRSTENBERG-EDENatt 2004 und 2002].

Auch bei der Detektion von pathogenen Mikroorgamismurden &hnliche Ergebnisse
erzielt [PENG und SHELEF, 2000, TAN und SHELEF, 99$HELEF und EDEN,
1996]. Odumeru et al. verglichen MicroFoss und Sliandardprozedur zur Detektion
von Listerien auf Oberflachenproben. Sie erhielne &hnliche Anzahl falsch
negativer Detektionen bei beiden Methoden, ebense &hnliche Sensitivitat der
Methoden. Mit MicroFoss wurden mehr falsch positiZegebnisse als mit dem
Referenzverfahren erhalten, was die Autoren damurfickfihren, dass einerseits
Mikroorganismen der in den Proben vorhandenen Bégla ebenfalls im Stande
waren die vorhandenen Nahrstoffe zu nutzen undrarghsts alle falsch positiven
Ergebnisse nach 30 h Inkubationszeit erhalten wyrdedass sie von einer derart
langen Probeninkubation abraten [ODUMERU et al040

White et al. zeigten, dass sich MicroFoss auch Abschéatzen der Haltbarkeit von
Trinkmilch eignet. Sie verglichen das MicroFoss TWlédium und jenes fur den
Nachweis von gramnegativen Bakterien mit dem MgsKleeping-Quality Test. Unter
der Vorraussetzung der vorherigen Inkubation deb@rbei 21 °C fir 18 h kam mit
MicroFoss nach 38 h ein Ergebnis zustande, wahdendloseley-Test erst nach 8 bis 9
Tagen eine Aussage lieferte. Sie kamen daher iasgesu dem Ergebnis, dass sich

MicroFoss gut zur Haltbarkeitsvorhersage eignet [ilHet al., 2006].
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3 Material und Methoden

3.1 Nahrmedien und Verdinnungslésungen

3.1.1 Gesamtkeimzahlbestimmung - Referenzverfahren

Die Gesamtkeimzahlbestimmung erfolgte gemald demN&O 4833:2003 bzw. IDF
Standard 100B:1991 im Koch’'schen PlattengussvesfahiZur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl wurde Plate-Count-Magermilch (PCM@A der Firma Merck,

Darmstadt, Deutschland verwendet.

Durch den Zusatz von Magermilch entstehen fir Mokganismen, welche in Milch zu
finden sind, optimale Wachstumsbedingungen. Im Mely zu anderen Kulturmedien
kénnen somit ein breiteres Spektrum an Bakteriaviessmehr Kolonien nachgewiesen
werden [TERPLAN et al., 1967].

e Zusammensetzung in g/L:

Caseinpepton 5,0
Hefeextrakt 2,5
Magermilchpulver (hemmstofffrei) 1,0
Glucose 1,0
Agar-Agar 10,5

* Herstellung:
In eine Schraubflasche wurden 20 g des dehydridfisshums eingewogen und mit
demineralisiertem Wasser auf einen Liter aufgefilinter Riuhren wurde das

Medium bis zum Kochen erhitzt und anschlieRend ikbbai 121 °C autoklaviert.

* Arbeitsablauf:

Das autoklavierte Medium wurde auf 48 °C abgekihtt in einem Warmeschrank
auf dieser Temperatur gehalten. Nachdem die Prolakeni jeweiligen Menge und
Verdinnung in sterile Petrischalen pipettiert wuredolgte die Zugabe von etwa
14 bis 15 mL des Nahrmediums pro Schale. Die Durstiming wurde durch 8er
Schleifen erreicht. Nach Erstarren des Nahrbodensler Schale erfolgte eine
Bebritung bei 30 °C fur 72 h und anschlielRende &hising der Kolonien.
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* Auswertung:

Bei der Koloniezdhlung wurden auch stecknadelkag$gr Kolonien mit
einbezogen. Laufkolonien wurden als Einzelkoloreevertet, aulRer sie bewuchsen
mehr als ein Viertel der Platte. In diesem Fall@eudie Schale verworfen.

3.1.2 Nahrmedium zur Stammbhaltung

» Herstellung von Schragagarrohrchen:

PCM-Agar wurde auch fir die Herstellung von Schgagedhrchen benutzt, um die
isolierten und differenzierten Keime lber den Vermverlauf aufbewahren zu
konnen. Dabei wurden jeweils etwa 4 mL autoklaeierPCM-Agar in einer
Sterilwerkbank in sterile, mit Schraubverschlusssgbene, Kunststoffeprouvetten
Uberfuhrt. Diese wurden in einem Winkel an einechikante gelegt, der eine

Schréagagarflache méglich machte, und dort Gber Narstarren lassen.

* Arbeitsablauf:

Die isolierten Keime wurden von einer 24 h altenldfee einer PCM-Agarplatte

mit einer Kunststoffose in 1 mL sterile Ringerloguiberfihrt. Diese Losung wurde
gut durchgemischt und mit einer weiteren Kunststdfwurde der Schragagar in
Schlangenlinienform beimpft. Die Schragagarrohrchemrden bei 30 °C 24 h

bebrutet. Die Rohrchen wurden bei 4 °C gelagert.

3.1.3 Na&hrbouillon zur Resuszitation

Zur Resuszitation der auf Schragagar kuhl gelagéfemisolate wurde Tryptone Soya

Broth der Firma Oxoid, Basingstoke, England vervetnd

e Zusammensetzung in g/L

Caseinpepton 17,0
Sojamehlpepton 3,0
Natriumchlorid 5,0

Dikaliumhydrogenphosphat 2,5
Glucose 2,5
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» Herstellung:

In eine Schraubflasche wurden 30 g des dehydridfistiums eingewogen und mit
demineralisiertem Wasser auf einen Liter aufgefllinter Rihren wurde das
Medium bis zum Kochen erhitzt und anschlie3end irbbmai 121 °C autoklaviert.

* Arbeitsablauf:

In einer Sterilwerkband wurden mittels Impfése Humststoff Schragagarkolonien
in die Nahrbouillon Gberimpft. Diese wurde gut geest und bei 30 °C 24 h
bebrutet.

3.1.4 Nahrmedien zur Uberimpfung

Fur die Durchfuhrung weiterer Keimdifferenzierungghoden, welche mit Kolonien
direkt von Selektivnahrbdden eine verfalschte Reaktiefern wirden, wurde auf
PCM-Agar (Zusammensetzung, Herstellung und Arbklted siehe oben) bzw. Keim-
zahlagar zuckerfrei nach FIL-IDF Uberimpft. Diesd&hrmedium enthalt keine
fermentierbaren Kohlehydrate und hat nur einenngen N&hrwert, daher kdnnen
Keime, die nicht zur individuellen Flora des Milebdukts gehdren identifiziert

werden.

* Zusammensetzung Keimzahlagar zuckerfrei (g/L):

Pepton aus Gelatine7,5
Pepton aus Casein 7,5
Natriumchlorid 50
Agar-Agar 15,0

* Herstellung:
In eine Schraubflasche wurden 35 g des dehydridfstiums eingewogen und mit
demineralisiertem Wasser auf einen Liter aufgefilinter Riuhren wurde das

Medium bis zum Kochen erhitzt und anschlieRend ibbmi 121 °C autoklaviert.

* Arbeitsablauf:
Es wurden 14 bis 15 mL des Nahrmediums in einelestPetrischale gegossen.

Nachdem der Nahrboden erstarrt war, wurden Kolongn jeweiligen
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(Selektiv-)Nahrboden mit einer Kunststoffose im kfranierten Ausstrich
aufgebracht. Die Bebritung erfolgte bei 30 °C flih2

3.1.5 Verdinnungslésung

Als Verdunnungslosung wurde fur samtliche Verdurgsschritte eine viertelstarke
Ringerlosung verwendet. Diese wurde aus Ringettablgemald Herstellerempfehlung
(Firma Fisher Scientific, Wien, Austria) zubereitet

e Zusammensetzung (g/L):

Natriumchlorid 2,250
Kaliumchlorid 0,105
Calciumchlorid, wasserfreD,120
Natriumhydrogencarbonat 0,050

* Herstellung:

Fur die Herstellung von einem Liter Ringerlésungraan zwei Ringertabletten in
einem Liter Aqua dest. gel6st. Die Losung wurdgez@0 mL (nach Autoklavieren
lagen 9 mL pro Eprouvette vor) in Eprouvetten moriert und danach bei 121 °C

fur 15 min autoklaviert.

3.1.6 Nahrmedien fur die Keimisolierung- und diffeenzierung
3.1.6.1 Selektivndhrmedien

3.1.6.1.1 Nachweis und Keimzahlbestimmung ioterobacteriaceae

Die Keimzahlbestimmung voBnterobacteriaceae wurde gemal der ISO Norm 21528-
2 durchgefuhrt. Zur Bestimmung vdenterobacteriaceae wurde VRBD-Agar (nach
Mossel, Merck) verwendet.

Die Wirkungsweise basiert darauf, dass Gallensaizk Kristallviolett die mikrobielle
Begleitflora inhibieren. Es kommt zu einem Abbauwnv@lucose und der Bildung von
Saure, welche zur Entstehung roter Kolonien bditrdgd durch Prazipitate der
Gallensalze hervorgerufene Hofe um die Kolonienltest. Alle Enterobacteriaceae

bilden Saure aus Glucose und sind daher mit VRBRrAgachweisbar. Diese
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Eigenschaft findet sich u.a. auch &romonas, wodurch das Medium nicht absolut

spezifisch fur Enterobacteriaceae ist. Daher sollte eine weitere Bestéatigung

verdachtiger Kolonien vorgenommen werden.

Zusammensetzung (g/L):

Pepton aus Fleisch7,000

Hefeextrakt 3,000
Natriumchlorid 5,000
D(+)Glucose 10,000
Gallensalze 1,500
Neutralrot 0,030
Kristallviolett 0,002
Agar-Agar 13,000
Herstellung:

In eine Schraubflasche wurden 39,5 g des dehydnévtediums eingewogen und

mit demineralisiertem Wasser auf einen Liter auitfefUnter Rihren wurde das

Medium bis zum Kochen erhitzt. Dieser Ndhrboder di@ht autoklaviert werden.

Arbeitsablauf:

Fur die Bestimmung ddenterobacteriaceae-Keimzahl wurde das Medium auf 48

°C abgekuhlt und in einem Warmeschrank auf diessmpleratur gehalten. Die

Beimpfung des Nahrbodens wurde mittels Koch’'schetattéhgussverfahren

erreicht. Nach Erstarren des Nahrbodens in derl&dréolgte eine Bebritung bei
37 °C fur 24 h und anschlie3ende Auszahlung undtBiung der Kolonien.

Zur Isolierung und anschlieBender Differenzierueg Ehterobacteriaceae wurden

14 bis 15 mL des Nahrmediums in eine sterile Rdtale gegosse. Nachdem der

Nahrboden erstarrt war, wurde Probenmaterial mierei Kunststoffose im

fraktionierten Ausstrich aufgebracht.

Auswertung:

Kol oniemorphologie Mikroorganismen

Rot, umgeben von rétlichen Prazipitationshofeénter obacteriaceae und andere
Farblos Keine Enterobacteriaceae
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3.1.6.1.2 Nachweis voRseudomonas

Fur den Pseudomonaden Nachweis wurde GSP-Agar Bsiglomonas-Aeromonas-
Selektivagar nach Kielwein) von Merck verwendet.

GSP-Agar enthalt Glutamat und Starke als Nahratetfgn. Viele Mikroorganismen
sind nicht in der Lage diese Bestandteile zu méigibeen. Starke wird voAeromonas

unter Saureproduktion abgebaut, was Phenolrot #u \gerden lasstPseudomonas

zeigen diese Reaktion nicht. Die Selektivitat desdMms wird durch Zugabe von

Penicillin verbessert.

* Zusammensetzung (g/L):

Natrium L(+)Glutamat 10,00
Starke, l6slich 20,00
Kaliumdihydrogenphosphat 2,00

Magnesiumsulfat 0,50
Phenolrot 0,36
Agar-Agar 12,00

» Herstellung:

In eine Schraubflasche wurden 45 g des dehydridissiums eingewogen und mit
demineralisiertem Wasser auf einen Liter aufgefilinter Ruhren wurde das
Medium bis zum Kochen erhitzt und anschlie3end rbbai 121 °C autoklaviert.

* Arbeitsablauf:

Das autoklavierte Medium wurde auf 48 °C abgekihihd gemal
Herstellerempfehlung 100.000 1U Penicillin-G-KalisalZ (Firma Calbiochem,
Darmstadt, Deutschland) pro Liter zugegeben. DasriNédium wurde in einem
Warmeschrank auf dieser Temperatur gehalten undesBetrischalen mit je 14 bis
15 mL des Mediums geflllt und erstarren lassen. Baempfung des Nahrbodens
erfolgte durch einen Oberflachenausstrich, wobeob®nmaterial mit einer
Kunststoffose in einem fraktionierten Ausstrich adie Nahrbodenoberflache
aufgebracht wurde. Die Bebriitung erfolgte bei 3GIC72 h.

" Eine 1U Penicillin G entspricht 0,6 pug.
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* Auswertung:

Koloniemorphologie Mikroorganismen
Grol3, Durchmesser 2-3 mm, blau-violett, umgebeB

. ) seudomonas
von einem rot-violetten Hof
Grof3, Durchmesser 2-3 mm, gelb, umgeben von
einem gelben Hof
Klein, mit verzogertem Wachstum, manchmal Enterobacteriaceae und
mucoid andere

Aeromonas

3.1.6.1.3 Nachweis vo&taphylococcus undMicrococcus

Um Staphylokokken sowie Mikrokokken nachzuweisearde BP-Agar (Baird Parker
Medium Base) der Firma LabM, Bury, GB verwendet.

Lithium-Chlorid und Tellurit unterdricken die milkolle Begleitflora. Pyruvat und
Glycin fordern selektiv das Wachstum von Staphykdden.

» Zusammensetzung (g/L):

Pepton aus Caseit0,0

Fleischextrakt 5,0
Hefeextrakt 1,0
Kaliumpyruvat 10,0
Glycin 12,0
Lithium-Chlorid 5,0
Agar-Agar 15,0

* Herstellung:
In eine Schraubflasche wurden 58 g des dehydridfstiums eingewogen und mit
demineralisiertem Wasser auf 950 mL aufgefillt.é&driRihren wurde das Medium

bis zum Kochen erhitzt und anschlieRend 15 miriB&i°C autoklaviert.

* Arbeitsablauf:

Autoklaviertes Medium wurde auf 48 °C abgekuhlt ugdmald Hersteller-
empfehlung 50 mL Eigelb-Tellurit (LabM) pro Liteugegeben. Das Nahrmedium
wurde in einem Warmeschrank auf dieser Temperawinalgen und sterile
Petrischalen mit je 14 bis 15 mL des Mediums gefiifid erstarren lassen. Die

Beimpfung des Nahrbodens erfolgte durch einen @uwrénausstrich, wobei
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Probenmaterial mit einer Kunststoffose in einenktfomierten Ausstrich auf die
N&ahrbodenoberflache aufgebracht wurde. Die Bebgiaufolgte bei 37 °C fur 48 h.

e Auswertung:

Koloniemorphologie Mikroorganismen
Schwarze, glanzende, konvexe Kolonien, 1-5 mm
. e aphylococcus
Durchmeser, umgeben von einem klarem Préazipatidnsho
: aureus
mit 2-5 mm Durchmesser.
. . : Saphylococcus
Schwarz, glanzend, unregelemassige ErschelnungsforerBidermidiS
Sehr kleine, braun bis schwarze Kolonien ohne Hof  Micrococcus sp.
Dunkelbraun, getrubt Bacillus sp.
Weil3, ohne Hof Hefen

3.1.6.2 Chromogene Selektivhdhrmedien

3.1.6.2.1 Isolierung voBacillus cereus

Zum Nachweis und zur Isolierung vdsacillus cereus wurde Brilliancé Bacillus
cereus Agar, ein selektiver chromogener Néahrboden den&i©xoid verwendet.

Die R-Glucosidase voBacillus cereus spaltet das chromogene Substrat 5-Bromo-4-
Chloro-3-Indolyl-R-Glucopyranosid, was zur Bildurgau-griner Kolonien flhrt.
Gramnegative Bakterien werden durch die Zugabe Pahymyxin B gehemmt.
Grampositive Mikroorganismen wi&aphylococcus aureus, Enterococcus spp. und
einige Bacillus spp., aul3eBacillus cereus werden durch Trimethoprim, welches die
Synthese von Folsaure und somit die DNA-Syntheseki@rt, gehemmt.

e Zusammensetzung (g/L):

Pepton 10,00
Hefeextrakt 4,00
Dinatriumhydrogenphosphat2,52
Kaliumdihydrogenphosphat 0,28
Natriumpyruvat 10,00
Chromogene Mischung 13,00
Agar 13,00
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» Herstellung:

In eine Schraubflasche wurden 20,5 g des dehyenédvtediums eingewogen und
mit demineralisiertem Wasser auf einen halben latggefillt. Unter Rihren wurde
das Medium bis zum Kochen erhitzt und anschlie&bdmin bei 121 °C

autoklaviert.

e Zusammensetzung
Brilliance™ Bacillus cereus-Selektiv-Supplement (Oxoid) (Zusammensetzung von

einem Rohrchen — zur Supplementation von 500 mLrib&iten):

Polymyxin B 53000,0 1U
Trimethoprim 5,0 mg

* Arbeitsablauf:

Das autoklavierte Medium wurde auf 48 °C abgekinld den in 2 mL sterilem
Aqua dest. gelosten Inhalt eines Brilliaftt®acillus cereus-Selektiv-Supplement
(Oxoid) pro halben Liter zugefigt um eine unerwimsc Keimflora zu

unterdriicken. Das Nahrmedium wurde in einem Warhras& auf dieser
Temperatur gehalten und sterile Petrischalen mit4ebis 15 mL des Mediums
geflllt und erstarren lassen. Die Beimpfung desrbli@dens erfolgte durch einen
Oberflachenausstrich, wobei Probenmaterial mit reifenststoffése in einem
fraktionierten Ausstrich auf die Nahrbodenoberfiéichufgebracht wurde. Die
Bebritung erfolgte bei 37 °C fur 24 h.

* Auswertung:

Koloniemorphologie Mikroorganismen
Blau-griin Bacillus cereus

3.1.6.2.2 Isolierung voascherichia coli

Zum Nachweis und zur Isolierung voBscherichia coli wurde Brilliancé" E.

coli/Coliform Agar, ein selektiver chromogener Nahrboder Firma Oxoid verwendet.
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e Wirkungsweise:

Die meisten Coliformen sind Laktoseverwerter. Datlusind sie in der Lage den
chromogenen Agar-Zusatz Rose-Gal zu spalten, wasEntstehung von rosa
Kolonien fuhrt. Die vonE. coli exprimierte R3-Glucuronidase verwertet das Agar-

Substrat X-Glu — Chromogen, was zur Bildung voreticgefarbten Kolonien fuhrt.

e Zusammensetzung (g/L)

Pepton 8,00
Dinatriumhydrogenphosphat2,20
Natriumchlorid 5,00
Kaliumdihydrogenphosphat 1,80
Natriumlaurylsulfat 0,10
Chromogene Substanzen 0,35
Agar-Agar 10,60

* Herstellung:

In eine Schott Schraubflasche wurden 28,1 g degdilighiten Mediums eingewogen
und mit demineralisiertem Wasser auf einen Litefgetiillt. Unter Rihren wurde
das Medium erhitzt und einmal kurz aufgekocht. Bieblahrboden darf nicht

autoklaviert werden.

* Arbeitsablauf:

Das auf 48 °C abgekihlte Nahrmedium wurde in eiMéarmeschrank auf dieser
Temperatur gehalten und sterile Petrischalen mit4ebis 15 mL des Mediums
geflllt und erstarren lassen. Die Beimpfung desrbi@dens erfolgte durch einen
Oberflachenausstrich, wobei Probenmaterial mit reidenststoffése in einem
fraktionierten Ausstrich auf die Nahrbodenoberfiichufgebracht wurde. Die
Bebrutung erfolgte bei 37 °C fur 24 h.

* Auswertung:

Koloniemorphologie Mikroorganismen
Violett Escherichia coli
Rosa Klebsiella pneumoniae und andere Coliforme
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3.1.6.3 Nahrmedium zur Bestimmung des Hamolyseverhans

Um Auskunft Gber das Vorliegen bestimmter Keimspeztu erlangen wurden alle
Isolate auf Columbia Agar mit 5% Schafblut (COSytfein (Ready-to-use) der Firma
bioMérieux (Marcy I'Etoile, France) ausgestrichen.

* Arbeitsablauf:

Die kuhlgelagerten Ready-to-use Platten wurden iivere Sterilwerkbank zum
Trocknen aufgelegt. Die Beimpfung des Nahrboden®lgte durch einen
Oberflachenausstrich, wobei Probenmaterial mit reifenststoffése in einem
fraktionierten Ausstrich auf die Nahrbodenoberfichufgebracht wurde. Die
Bebritung erfolgte bei 37 °C fur 24 h. Blutagaradvaur Anzucht anspruchsvoller

Mikroorganismen und zur Beurteilung des Hamolyskakens verwendet.

* Auswertung:

o-Hamolyse: Um die Bakterienkolonie findet sich eigeinlich gefarbte Zone
teilweise zerstorter Erythrozyten (=Vergrinung).

B-Hamolyse: Um die Kolonie befindet sich eine kibk@molysezone. Erythrozyten
sind vollstandig zerstort.

y-Hamolyse: Auf Blutagar rufen die Bakterien keinesr&derungen hervor
[RIEMELT, 2003].
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3.1.7 Cellscan System

CellScan von Celsis ist ein Messgerat fur die Mildaistrie, das nach dem Prinzip der

ATP-Biolumineszenzmessung funktioniert.

* Reagenzien:
Sensilux
Dilutor DS
Cellsolver DE
ATX
Dilutor DA

Microwash

» Herstellung:

Sensilux Reagenz wurde aus dem vorliegenden treckd?ulver durch Zugabe von
12 mL Dilutor DS mittels Dispenser hergestellt urath dem Auflésen in ein 50
mL PP-Ro6hrchen Uberfihrt. Nach Zugabe von weitdr@mmL Dilutor DS in das
PP-Rohrchen war die Lésung gebrauchsfertig. AucX Adgt als Trockenpulver in
einem Flaschchen vor. Das Pulver wurde mittels 9 Bilutor DA aus dem
Dispenser gelost und in ein 50 mL PP-Réhrchen tbetf

» Gerate und Material:
Mikrotiterplatte mit 96 Wells
50 uL Pipette
Pipettenspitzen
Dispenser

CellScan Innovaf® System mit Software

* Arbeitsablauf und Funktionsprinzip:
50 pL der vorbebriteten und gut gemischten Probedevu mit einer
Kolbenhubpipette in die Wells der Mikrotiterplatgoettiert. Die Mikrotiterplatte
wurde in das Luminometer eingesetzt.
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Die nachsten Schritte sind in Abbildung 12 und Adilong 13 dargestellt und
erfolgen automatisch im Gerat.

Abbildung 12: Messprinzip des CellScan System |

Mikroorganismus Deaktivierung des freien ATP

ATPase E—

+ (ATX) | [i5 min. Inkubation

L freies ATP
Quelle: Celsis (undatiert)

Das Instrument injiziert in jedes Well 25 pL ATX.id3es enthalt eine ATPase, die
freies ATP inaktiviert. Nach einer 10-minttigen ufdation, wobei die Proben
geschuttelt werden, erfolgt die Injektion von 50 @ellsolver. Dadurch wird die
Zellwand der Mikroorganismen angegriffen und mikelles ATP kann aus der Zelle
austreten. Durch Zugabe von 100 pL Sensilux, deaomteénzym, welches mit dem

freigesetzten ATP reagiert, kommt es zur Emittigruan Licht.

Abbildung 13: Messprinzip des CellScan System Il

mikrobielles ATP wicd fre:

Ccllsolver \
ﬁ
Fpa ‘

|1 min. Einwickung|

Messuny

Quelle: Celsis (undatiert)

Das emittierte Licht entspricht der Menge an ATRJ ust damit proportional zur
Keimbelastung.
Es wird erfasst und in RLU (Relative Light Unitsjgegeben.
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3.1.8 BacT/ALERT

BacT/ALERT ist ein mikrobiologisches Analysengeratyelches auf einem
colorimetrischen Messprinzip beruht. Zur Bestimmuiey Keimbelastung in Milch
wird BacT/ALERT iIAST-Medium verwendet. Dieses eigseh fur die Nachweis von
aerob wachsenden Keimen in Lebensmitteln mit eipelsWert > 4,6. Ein Flaschchen
enthalt 40 mL Fertigmedium. Mikrobielles Wachstunrdvdurch einen im Boden
eingearbeiteten Sensor, der auf €yoduktion reagiert erfasst. Dabei kommt es zu
einer Farbveranderung des Sensors von grau nabh@jelser Umschlag wird mittels

Photodiode gemessen und vom Gerat aufgezeichnet.

e Zusammensetzung des iIAST-Mediums (Gew./Vol.)

Pankreatisch abgebautes Casein 1,700%
Papaisch abgebautes Sojabohnenmenhl 0,300%
Natriumpolyanetholsulfonat 0,035%
Pyridoxin-HCI 0,001%
Komplexe Aminoséauren- und Kohlenhydratsubstraigereinigtem ns
Wasser "

* Arbeitsablauf:

Vor der Probeneinbringung wurde das Septum dess Vil Alkohol bespriht und

trocknen gelassen. Mit einer sterilen Einwegspritaed Kanile wurden 10 mL der
unverdinnten, gut homogenisierten Probe in das dpftitschchen eingebracht.
Danach wurden die Vials in die Inkubationskammes @acT/ALERT Gerats

eingesetzt.
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3.1.9 MicroFoss

MicroFoss basiert ebenfalls auf einem colorimekst Messprinzip. Ein Vial enthalt
ein bestimmtes Volumen des Nahrmediums. Am Boden\dals befindet sich eine
Agardiffusionszone. Kommt es im Nahrmedium zu eiRarbanderung aufgrund von
pH- und anderen biochemischen Reaktionen hervdggn mikrobiellen Wachstums,
so wird diese in der Agarzone reflektiert. Im Algtavon 6 min wird Licht einer
Leuchtdiode durch die Agardiffusionszone gelewatbei eine Photodiode am anderen
Ende Farbanderungen registriert. Kommt es zu éimelerung wird der Zeitpunkt der
Detektion (TTD) aufgezeichnet.

* Zusammensetzung TVC-Medium:
Das Nahrmedium enthalt Glucose als Kohlenstoffguddromkresolpurpur dient als
pH-Indikator.

* Zusammensetzurignter obacteriaceae-Medium:
Das Medium besteht aus Peptonhefeextrakt mit Lakabs Kohlenstoffquelle. Weiters
sind Gallensalze, Natriumlaurylsulfat, 1% Glucosad uandere inhibierend auf

Grampositive wirkende Substanzen enthalten. Brogokpeirpur dient als pH-Indikator.

* Arbeitsablauf:
Mit einer sterilen Pipette wurden 2 mL fur das TWiedium und 5 mL fur das
Enterobacteriaceae Medium der unverdinnten, gut homogenisierten Piolaas Vial
transferiert und einige Male geschittelt. Im AnssBl wurden die verschraubten
Probenroéhrchen in die Inkubationskammer das MicssF®ystems eingesetzt und der
Deckel um eine Viertelumdrehung gelockert.

3.1.10 Methoden zur Keimdifferenzierung

Ausgehend von Reinkulturen wurden neben dem Wagtssterhalten auf
Selektivndhrboden weitere Verfahren zur Differennng der Milchverderbskeime
angewandt. Die Gestalt und Anordnung der Kolonied das Vorhandensein von

Sporen wurden unter Verwendung von mikroskopisdPigiparaten bestimmt. Als ein
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wichtiges Kriterium zur Differenzierung wurde mide Gramfarbung eine
Unterscheidung zwischen grampositiven und -negatkeimen gefallt. Katalase- und
Oxidasetest lassen auf das Vorhandensein bestimiBreyme schlieRen, was eine
weitere Mdoglichkeit zur Differenzierung darstelltglittels API 20E und API 20NE
wurden zusatzliche Information innerhalb dé&nterobacteriaceae und Nicht-
Enterobacteriaceae generiert. Abbildung 14 gibt einen Uberblick (ibefie
Grobdifferenzierung milchwirtschaftlich relevanteikKeime. Die verwendeten

Mikroorganismen sind farblich gekennzeichnet.

Abbildung 14: Grobdifferenzierung milchwirtschaftli ch relevanter Mikroorgansimen

positiv,aerob
rpositiv Sporenbildun negativaerob  ———————— Bravibacterium
W negativ,anaerob ——————— Propionibacierium

N lachstum

PoSitV & aiacq ,

negativ,fakultativ anaerob Lactobacillus
. -negaliwﬂ: -
-Stabchen Sporenbildun ositiv, anaerob ——————— Clastridium
ram Wachstum P aii

positiv Pseudomonas

negativ positv - /

Katalase Oxidase L negativ ( Enlerobacteriaceae
Zellmorphologie N positiv Staphylocaccus
positiv anaerobe 5 \ .
Fermentation negatly Micrococeus
i

positiv Ralaas van Glucose

g. a, E Lactococeus
L negativ - o, By Streptococcus/Enterococcus
Kokken Serologie
Gram Hémotsse ohne, a, V ———————\firidans-Streptokokken

chne, y Leuconastoc/Pediococcus
A.BCEFGHa ———Pyogene Streptokokken

negativ milchwirtschaftlich nicht relevant

(Neisserfa, Veillonella)

Quelle: Riemelt (2003)

3.1.10.1 Katalasetest
* Testprinzip:
Viele Bakterien besitzen Katalase, ein Enzym das3#ispoffperoxid in Wasser
und Sauerstoff spaltet. Reaktionsgleichung>@+H> 2 H,O + G,

* Arbeitsablauf:
Die zu testende, maximal 24 h alte Kultur wurde Mdé&hrboden (PCM-Agar) mit
einer Kunststoffose entnommen und auf einem saob@®lgekttrager verrieben.

Darauf wurde ein Tropfen 3%iger8,-Losung gegeben.
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* Auswertung:

Die Bildung von Blaschen zeigt eine positive Kasel@aktion an.

3.1.10.2 Oxidasetest
» Testprinzip:
Die Oxidation reduzierter Cytochrome wird in Anwekeit von Sauerstoff durch

die Cytochromoxidase katalysiert. Reagktionsglenchu
Dimethyl-p-phenylendiamin + Alpha-Naphthel Indophenolblau

* Arbeitsablauf:
Die zu testende, maximal 24 h alte Kultur wurde viédhrboden (Keimzahlagar
zuckerfrei) mit einer Kunststoffose entnommen uantleanem mit Oxidase-Reagent

(bioMérieux) benetzten Streifen Filterpapier veran.

* Auswertung:
Im Falle eines Nachweises von Cytochromoxidase, eirfer positiven Reaktion,

kommt es innerhalb von 30 s zu einer Blau- bis &fitérbung.

3.1.10.3 Mikroskopische Differenzierung

3.1.10.3.1 Farbung mit Methylenblau

Zur allgemeinen Beurteilung der Zellmorphologie ukolonieanordnung wurde eine

Methylenblaufarbung durchgefiihrt (L6ffler's Methgldaulésung, Merck).

* Arbeitsablauf:

Auf einem Objekttrager wurde steriles, destillisrté/asser aufgetragen und mit
einer ausgeglihten Impfose eine Kolonie in dem \Wasgpfen verrieben. Das
Praparat wurde an der Luft getrocknet und danrefidiert. Gefarbt wurde mit

Methylenblau fir 180 s und anschlieRend unter Okmsion mikroskopiert.
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3.1.10.3.2 Gramfarbung

Aufgrund des Zellwandaufbaus kann man BakterientemsitGramfarbung in zwei
Gruppen unterteilen: Grampositive Bakterien lasseish nach Farbung mit
Kristallviolett und Jod nicht mit Alkohol entfarbemwéhrend gramnegative Bakterien

erst durch die Gegenfarbung mit einem roten Kotfadsstoff sichtbar werden.

* Arbeitsablauf:
Analog zur Methylenblaufarbung wurden die auf eined@bjekttrager
ausgestrichenen Bakterien hitzefixiert. Danach lgi#o der Farbeprozess (alle
Losungen Merck):

- Farben mit Kristallviolett — 30 s

- Spulen mit Wasser —5s

- Beizen in Lugol'scher Lésung — 30 s

- Spulen mit Wasser -5 s

- Trocknen

- Gegenfarben mit Safranin — 10 s

- Spulen mit Wasser -5 s

- Trocknen

Mikroskopiert wurde unter Olimmersion.

* Auswertung:

Im mikroskopischen Praparat sind grampositive Bakte blau-violett,
gramnegative hingegen rot. Zudem kann die Morpheldgeurteilt werden und
zwischen Stébchen und Kokken unterschieden werden.

3.1.10.4 API-Test

Um die gramnegativen Bakterien genauer zu diffaezam und identifizieren wurde ein
APl 20E Test, fur Enterobacteriaceae sowie ein APl 20NE Test, fur non-
Enterobacteriaceae, (beide bioMérieux) durchgefihrt. Dabei wurde nactheitung des

Herstellers vorgegangen.
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3.1.11 Gerate und Hilfsmittel

Tabelle 2: Gerate und Hilfsmittel

Gerat

Hersteller

50 mL PP-Rghrchen

Autoklav

BacT/ALERT

Brutschranke

CellScan Innovate

Dispenser

Einwegkanilen
Einwegkunststoffbecher steril 2100 mL
Einwegspritzen

Glaswaren: Eprouvetten, Glasflaschen
Kolbenhubpipetten 100-1000 pL
MicroFoss

Mikrotiterplatten 96-Well

Petrischalen

Pipetten 50 , 2000 pL

Vortex

Waage

Wasserbad

Greiner, Kremsmunster, Osterreich
Certoclav, Traun, Osterreich
BioMérieux, Marcy I'Etoile, Frankreich

Memmert, Schwabach, Deutschland

Celsis International BV, BrusBelgien

Celsis International BV, Brussel, Belgien

Braun, Melsungen, Deutschland

diverse

Braun, Melsungen, Deutschland

diverse
Fisher ScientificewiOsterreich
Foss Analytical A/S, Hilleragd, Danemark
Celsis International BBrussel, Belgien

Greiner, Kremsmunster, Osterreich

Eppendorf, Hamburg, Deutschla
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Grant, Cambridge, GB
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3.2 Durchftihrung

Die Durchfuhrung dieser Arbeit erfolgte, bis aué ddeimdifferenzierung, im mikro-
biologischen Qualitatssicherungslabor der FirmagBexdmilch reg.Gen.m.b.H., Werk
Aschbach. Die allgemeinen Techniken des mikrobisldgen (sterilen) Arbeitens
wurden eingehalten. Es wurde ausschlieRlich in reihaminar-flow-Werkbank

gearbeitet. Probenlagerung fur samtliche Versucfagee in einem Kiuhlraum bei 7

°C. Wurden Proben bei Raumtemperatur gelagert,riedgte dies bei 22 °C in den
Laborraumlichkeiten.

3.2.1 Keimisolierung

Um jene Keime zu Isolieren, die fir den Verderb Wifch verantwortlich sind, wurde

Milch unterschiedlicher Herkunft und aus untersdhaten Herstellungsprozessen
stammend herangezogen.

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Keimis@grung
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s||s| |8 |8 ||8 | |82 |82 |82 |58 |58
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Abbildung 15 zeigt schematisch den Ablauf der &wing relevanter Mikroorganismen.
Ausgehend von 24 Milchproben unterschiedlicher Hefkwurden unter Verwendung
verschiedener Verdinnungen PCM-Agar im Oberflachegiatren beimpft. Nach
Bebrutung erfolgte ein Uberimpfungsschritt auf &&le und Blutnahrbdden. Dadurch

wurden insgesamt 36 Isolate gewonnen.

3.2.2 Keimdifferenzierung

Nachdem Reinkulturen auf Selektivndhrmedien vorlageurde mit der weiteren
Differenzierung fortgesetzt. Abbildung 16 veransditht den Vorgang der
Differenzierung.

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Keimdifrenzierung

‘ ’ Selektivnéhrmedier.
N Y—/

‘ < ‘ Columbia-
PCM-Aga Blut-Agar

Methylenblau
v farbung

‘ _ _ PC-Agar
PCM-Aga PCM-Agal zuckerfrei
Y e

API 20E API 20NE Katalasetest Oxidasetest

N !
—,

Differenzierungsergebnis auf Genus-Ebene

Hamolyse
-verhalten

Gramfarbung

'
\.

Ausgehend von VRBD-, GSP-, BP-Agar sowie ColumbiatB\gar wurde auf PCM-
Agar uUberimpft und von den Isolaten mikroskopis€maparate angefertigt. Ein grober
Uberblick wurde durch die Farbung mit Methylenblexzielt. Mittels Gramfarbung
wurde eine Differenzierung in grampositive- und atege Keime ermdglicht. Anhand

des Ausstriches auf Columbia-Blut-Agar konnten awig des Hamolyseverhaltens
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Ruckschlisse auf das Vorliegen bestimmter Baktga#angen gezogen werden. Nach
einem weiteren Uberimpfungsschritt zur Erhaltungsctier Kolonien auf dafir
geeigneten Nahrmedien (PC-Agar zuckerfrei fur Osédest und PCM-Agar fir
Katalasetest) wurden ein Katalse- und Oxidase Tstthgefiuhrt. Zeigte sich
Wachstum auf VRBD- und GSP-Agar, kam — nach Ubefumg auf PC-Agar - ein API
20E respektive APl 20NE-Test zum Einsatz. Eben&ugte ein Nachweis voi. coli
sowie Bacillus cereus mittels chromogener Nahrmedien ausgehend von Keirdie

Wachstum auf VRBD, bzw. 3-Hamolyse auf ColumbiatBigar zeigten.

3.2.3 Durchfiihrung des Methodenvergleichs

Fur die Durchfuhrung des Methodenvergleichs wurtdeeinem ersten Schritt sterile
Milch mit den Keimisolaten aus Ubernachtkultur bpftn Die eingesetzten
Schnellmethoden sowie die Referenzmethode wurdenzvirei unterschiedlichen
Versuchsanordnungen evaluiert. Im  Anschluss  daranrfolgee  eine
produktionsbegleitende Anwendung der Methoden umerdeEignung fur die
mikrobiologische Routinequalitatskontrolle im Milgtrarbeitungsbetrieb zu prufen.

3.2.3.1 Versuch1

Fir diesen Versuchsdurchlauf wurde sterile Milch irei verschiedenen
Konzentrationen (A: 1xTOKbE/mL, B: 1x1G KbE/mL, C: 1x10 KbE/mL) mit
Isolaten von Saphylococcus spp., Bacillus spp. Pseudomonas spp. undE. coli
inokuliert. Mit allen Methoden wurde die Gesamtkeahl bestimmt. Abbildung 17

zeigt den Ablauf des Experiments.

Die Proben wurden fur den Versuchszeitraum von xdechen bei 7 °C gelagert. Die
Bestimmung der Gesamtkeimzahl mit Koch'schem Rigttesverfahren und die ATP-
Biolumineszenzmessung (mit CellScan) erfolgte nddh 24 h sowie 48 h, 1 Woche
und nach 2 Wochen. Messungen mit BacT/ALERT undrdfioss (TVC-Medium)

erfolgten nach 24 h, 1 Woche und 2 Wochen Lagedendgeimpften Probe. Es wurden

zwei Messreihen in zweifachem Ansatz durchgefihrt.
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* Methodenparameter:

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl wurde im Kolodlzerfahren bei 30 °C —
gemal ISO 4833:2003 - durchgefiihrt. Die Bebrutuagsd betrug 72 h. Bei der
ATP-Biolumineszenzmessung mit CellScan wurde — aivweead vom Arbeits-
protokoll und den Herstellerempfehlungen — ohneuli@tion gemessen. Messungen
mit BacT/ALERT (iIAST-Medium) und MicroFoss (TVC-Madn) erfolgten bei
einer Temperatur der Inkubationskammer von 30 G 8ih.

Abbildung 17: Schematische Darstellung des erstenevsuchs zum Vergleich der Methoden

Staphylococcus spp.  Bacillusspp.  Pseudomonas spp. E. coli

i Inokulation l

Messung O h
Messung 24 h
Messung 48 h
Messung 1 Woche

Messung 2 Wochen

EmEEm
LELLL
mmEEm

N
N
N
I
A

. Konzentration A . Konzentration B D Konzentration C

3.2.3.2 Versuch 2

In einem weiteren Versuch wurde sterile Milch imesn flinffachen Ansatz in drei
unterschiedlichen Konzentrationen (wie in Versugmit Isolaten vor&aphylococcus
spp.,Micrococcus spp.,Bacillus spp.,Pseudomonas spp.,Enterobacter spp,E. coli und
Mischflora &aphylococcus spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp., E. coli) beimpft.
Nach 24 h Lagerung bei 7 °C erfolgte eine Gesammkahlbestimmung mittels
Referenzverfahren, Keimzahlbestimmung #mber obacteriaceae gemaf 1SO 21528-2,
sowie Messungen mit BacT/ALERT wund MicroFoss (TV@dum und
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Enterobacteriaceae-Medium). Messungen mit CellScan wurden nach eid8r
stundigen Vorbebritung bei Raumtemperatur (22 1€¢lthefuhrt. Abbildung 18 zeigt

den Versuchsverlauf in vereinfachter Darstellung.

Abbildung 18: Schematische Darstellung des zweitéviersuchs zum Vergleich der Methoden
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Messung nach 24 h Lagerung bei 7°C
ATP-Biolumineszenz nach 48 h Lagerung bei 22°C

Bis auf den veranderten Ablauf bei der ATP-Bioluesrenzmessung wurden die

Methodenparameter aus Versuch 1 tbernommen.

3.2.3.3 Produktionsbegleitende Anwendung der Methaah

Die Eignung der einzelnen  Schnellmethoden zur  rhikdogischen
Routinequalitatskontrolle im Milchverarbeitungsloa;, sowie ein Vergleich mit dem
Koch'schen Plattengussverfahren als Referenzmethadde anhand unterschiedlicher

Verarbeitungsstufen im Rahmen der Herstellung veimirmer, pasteurisierter Milch

evaluiert.

3.2.3.3.1 Anlagenkonfiguration und Versuchsbedimggum
Fir diesen Veruch wurde die Produktion einer mikreften und anschlielRend

pasteurisierten Milch mikrobiologisch Uberwacht.
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Die Probenahmen, sowie sdmtliche mikrobiologisch&etsuchungen fanden ebenfalls
in der Molkerei Berglandmilch reg.Gen.m.b.H., Wadchbach, statt. Die Anlagen zur
Milchverarbeitung- sowie Abflllung wurden gemal @@smanagementsystem
Uberwacht und gereinigt.

Wie in Abbildung 20 ersichtlich wurde Rohmilch imem Separator in Magermilch
und Rahm getrennt. Der Rahmstrom wurde bei 12Aif@ & hocherhitzt. Der
Magermilchstrom durchlief die Mikrofiltrationsanlegbestehend aus drei
Filtrationseinheiten (siehe Abbildung 19).

Abbildung 19: Mikrofiltrationsanlage mit drei Filtr ationseinheiten

Quelle: Tetra Pak Deutschland (2010)

Porendurchmesser der eingesetzten Tami IsaflMembranen betrug 1,4 um. Die
Anlage wurde im Cross Flow Verfahren mit einer Ugimungsgeschwindkeit von 7
m/s und einem Cf von 20 betrieben. KeimangereiesdRetentat aus der Filtration
wurde nicht fir das Endprodukt verwendet, sondaedem Prozess geleitet. Das

keimarme Permeat und der Rahm wurden zusammengafitheiner Pasteurisation
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bei 73 °C fur 25 Sekunden unterzogen. Die Milchdeubis zur Abfullung in einem
gekuhlten Steriltank gelagert. Die Abfillung in keieie Verpackung erfolgte unter

hygienischen Bedingungen.

Abbildung 20: Anlagenkonfiguration und Probenahmesellen
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3.2.3.3.2 Probenahme- und Untersuchungsplan

Im Rahmen dieses Versuchs kamen neben den mikogisochen Schnellmethoden
BacT/ALERT und MicroFoss die im Qualitatssicherdagsr etablierten Methoden zur
mikrobiologischen Qualitatskontrolle - Koloniezadiahren nach 1SO 4833:2003 und
Messung mit CellScan - zum Einsatz.

Die Probenahme erfolgte unter sterilen Bedingungen, den jeweils dafir

vorgesehenen Probenahmeventilen- bzw. stellen.idalyde das Ventil mit 96%-igem
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Ethanol eingespruht, anschlieRend abgeflammt uneimer Einwegspritze und -kantile
Milch entnommen. Die Probe wurde in sterile Kuredtbehaltnisse Uberfihrt. Die
Packungen wurden der Abflullanlage unmittelbar n&gtfiillung entnommen.

Die schwarzen Punkte in Abbildung 21 markieren Bnathmepunkte. Wie in Tabelle 3
aufgelistet, wurden bis auf die Rohmilch alle Pidehnsschritte mehrmals beprobt,
und zwar am Anfang, in der Mitte und am Ende desl&ktionsprozesses.

Tabelle 3: Probenahme und Untersuchungsplan

Frisch 24 h
Probenahmen
GKZ |BacT/ALERT | MicroFoss Ent |CellScan |CellScan|VRBD 1:1
Rohmilch 1:10000 X X X
MM vor MF Anfang 1:10000 X X X
MM vor MF Mitte 1:10000 X X X
MM vor MF Ende 1:10000 X X X
MM nach MF Anfang 1:10 X X X
MM nach MF Mitte 1:10 X X X
MM nach MF Ende 1:10 X X X
Rahm nach Erhitzer Anfang| 1.1 X X X
Rahm nach Erhitzer Mitte 1:1 X X X
Rahm nach Erhitzer Ende 11 X X X
MF nach Pasteur Anfang 1:10 X X X X X
MF nach Pasteur Mitte 1:10 X X X X X
MF nach Pasteur Ende 1:10 X X X X X
Steriltank Anfang 1:10 X X X X X
Steriltank Mitte 1:10 X X X X X
Steriltank Ende 1:10 X X X X X
Abfillung Anfang 1:10 X X X X X
Abfullung Stundlich 1:10 X X X X X
Abflllung Ende 1:10 X X X X X

Die durchgefuhrten mikrobiologischen Analysen sindrabelle 3 aufgelistet. Fir die
Zeit bis zur Untersuchung wurden die Proben inreif@ihlschrank bei 5 °C gelagert.
Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl in der jeweiligggrdinnungsstufe und die
Messung mit BacT/ALERT wurden von jeder gezogenerozéssstufe ohne
vorangehende Inkubation durchgefiihrt. Eine Biollesaenzmessung mit CellScan
erfolgte ebenfalls von jeder Prozessstufe. Dabedam die Proben direkt nach Erhalt
und nach Inkubation fur 24 h bei Raumtemperatur egmen. Um Ruckschlul3 auf

etwaige Rekontaminationen bei der Produktion bzei. der Abflllung ziehen zu
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kbnnen wurde nach 24 h Inkubation der Proben beunRamperatur die
Enterobacteriaceae-Keimzahl unter Verwendung von VRBD-Agar sowie MIEDSS

Enterobacteriaceae-Medium bestimmit.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Ergebnisse

Der experimentelle Ablauf der vorliegenden Arbédiedert sich in drei Abschnitte.
Begonnen wurde damit, die fir die Fragestellungnogdtgeeigneten Einstellungen und
Probenbehandlungsmethoden (Ermittlung der Keimhelgs Vorinkubation,

Testdauer, Temperatur, Verdinnung) der einzelnafakien zu ermitteln und die als
relevant  eingestuften  Milchverderbskeime, welche r fidie folgenden

Kontaminationsversuche verwendet wurden, aus Fatdem und Rohmilch zu
isolieren und zu spezifizieren. Im zweiten Teil deirein Methodenvergleich mittels
Kontaminationsversuchen durchgefiihrt. Dabei wumdienViethoden unter vor allem in
Hinblick auf Genauigkeit und auf die jeweilige WeslHolbarkeit der Ergebnisse
Uberprift. Zudem wurden die Ergebnisse im zeitlichéerlauf beobachtet. In der
dritten Phase kamen die verschiedenen Methoden ukitiodsbegleitend unter
Verwendung pasteurisierter, mikrofiltrierter Milcils Probenmatrix im Betrieb zur

Anwendung.

4.1.1 Isolation und Charakterisierung relevanter Vederbskeime

Insgesamt 37 Proben von Fehlchargen pasteurisiartdr ultrahocherhitzter Milch,

abgelaufener pasteurisierter Milch sowie Rohmilchrden auf das Vorhandensein
milchtechnologisch bedeutsamer Verderbsorganismarsucht.

Tabelle 4 gibt einen Uberblick tUber die Charakterismgsergebnisse, der fir den
erfolgten Methodenvergleich verwendeten Verderlmskei
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Ubersicht der Charakterisierungsergebnise

Tabelle 4
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4.1.2 Methodenvergleich

In einem ersten Versuch wurden die beimpften Probereitlichen Abstanden mittels
Schnellmethoden und Referenzverfahren gemessen imm Aussage Uber das
Wachstum der Mikroorganismen und die Reaktion dewzetnen Methoden im
zeitlichen Verlauf zu prifen. Um die Schnellmethodéntereinander und mit dem
Referenzverfahren vergleichen zu kénnen, wurdeemigm fiinffachen Parallelansatz

gearbeitet, wobei ein deskriptiver, statistischergleich mdglich wird.

4.1.2.1 Versuch 1 — Methodenvergleich im zeitlichevierlauf

Fur diesen Versuch wurden vier verschieden Isolatevendet:Saphylococcus spp.,
Bacillus spp.,Pseudomonas spp. undE. coli. In zwei Messreihen mit jeweils identen
Ausgangsinokula wurden insgesamt 120 Proben in Blbpptimmung analysiert. Die
Proben wurden auf Gesamtkeimzahl mittels Koloniezifahren nach ISO in
Koch’'schem Plattenguss als Referenzverfahren, CallS BacT/ALERT sowie
MicroFoss untersucht. Die Biolumineszenzmessung @atiScan erfolgte wie alle

anderen Methoden auch aus bei 7 °C gelagerten ®erobe
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Tabelle 5: Mittels Referenzverfahrens und CellScaerhaltene Ergebnisse der Messungen innerhalb

14-tagiger Probenlagerung bei 7 °C

Referenzverfahren nach nach nach nach nach

0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 1 Woche 2 Wochen
Staphylococcuspp.
Konzentration A 18.800 20.480 23.500 54.560 100.000.000
Konzentration B 1.660 1.580 2.200 7.760 920.000
Konzentration C 220 170 290 1.440 62.000
Bacillus spp.
Konzentration A 300 310 710 1.560.000 100.000.000
Konzentration B 20 20 40 99.410 100.000.000
Konzentration C <1 <1 <1 16.120 1.850.000
Pseudomonaspp.
Konzentration A 8.320 9.440 14.200 25.840 100.000.000
Konzentration B 1.110 1.050 1.310 6.240 740.000
Konzentration C 920 70 160 720 26.240
E. coli
Konzentration A 16.000 17.360 19.560 21.760 100.000.000
Konzentration B 1.480 2.000 4.760 10.520 530.000
Konzentration C 210 150 520 920 21.120
nach nach nach nach nach

0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 1 Woche 2 Wochen
Staphylococcuspp.
Konzentration A 109 92 86 113 6.234
Konzentration B 112 96 84 66 1.672
Konzentration C 116 98 86 69 560
Bacillus spp.
Konzentration A 221 113 100 9.219 10.840
Konzentration B 123 109 95 2.461 9.986
Konzentration C 124 114 86 190 10.834
Pseudomonaspp.
Konzentration A 658 102 86 75 392
Konzentration B 113 93 87 68 96
Konzentration C 124 112 83 69 50
E. coli
Konzentration A 112 101 114 99 1.100
Konzentration B 101 84 94 74 431
Konzentration C 116 87 85 64 84

Zur Beurteilung der Verdorbenheit kann der Grentwen 1G KbE/mL herangezogen

werden, da bei dieser Gesamtkeimzahl h&ufig bemmsissorische Veradnderungen

auftreten. Biolumineszenzmessungen mit CellScannicint inokulierter, steriler ESL-
Milch ergaben bei frischen Proben im Mittel 100 RL28 RLU nach 24 h bei 7 °C,
nach 48 h 82 RLU, nach einer Woche 53 RLU und raehi Wochen Lagerung im
Kihlraum 39 RLU (nicht dargestellt).
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Wie aus Tabelle 5 ersichtlich, wurde bei Inokulatimit Staphylococcus spp. der
Grenzwert von 10KbE/mL nach zwei Wochen Lagerung bei 7 °C bei Karization A
und B Uberschritten, nachdem die Gesamtkeimzahi dée Verlauf der Lagerung in
allen drei Konzentrationen stetig anstieg. AuchBi@umineszenzmessung zeigte nach
zwei Wochen bei allen drei Konzentrationen erhdWerte, wahrend sich nur bei
Konzentration A nach einer Woche Lagerung ein keiclAnstieg im Vergleich zu den
Blindwerten bemerkbar machte und bei KonzentraBamd C auch nach einer Woche

Lagerung noch kein merkbarer Unterschied zu niobkulierten Proben bestand.

Saphylococcus aureus wachst in einem Temperaturbereich von 7-48 °C
[BAUMGART et al., 2004]. Staphylokokken sind gransfitve Mikroorganismen und
zusammen mit Mikrokokken die vorherrschende Keinaflm Rohmilch mit niedrigen
Keimzahlen. Ein milchhygienisch wichtiger Vertretemnerhalb der Gattung ist
Saphylococcus aureus als koagulasepositiver, enterotoxinbildender Egregon

Lebensmittelvergiftungen.

Bazillen kommen in rekontaminationsfrei abgefulltgrasteurisierten wie UHT-
behandelten Milchprodukten als Verderbskeime vehlt~eine aktive Begleitflora in
der Milch, so setzten sie sich durch. Bedeutsamnsbesondere die Fahigkeit des
Bakteriums hitzeresistente Sporen zu bilden und Bildung proteolytischer und
lipolytischer Enzyme, welche zu Geschmacksfehléhrdn. Innerhalb der Gruppe der
Bazillen finden sich mesophile, thermophile wie gfeptrophe Vertreter [ZANGERL,
2007]. Die optimale Vermehrungstemperatur Baillus cereus liegt zwischen 30 und
40 °C [BAUMGART et al., 2004].

Bei mit Bacillus spp. inokulierten Milchproben der niedrigsten Kentzation konnte im
Koloniezéhlverfahren erst nach einer Woche Lagerlmeg 7 °C ein Wachstum
festgestellt werden. Mit CellScan wurde nach einéfoche bei allen drei
Konzentrationen eine Erhéhung der Keimzahl fesaiestvobei Konzentration A und
B im Vergleich zu den vorigen Messungen deutliclyemtiegen sind. Nach zwel
Wochen wurden Gesamtkeimzahlen, sowie RLU-Werteittsin die auf Verderbnis

der Milch schlieRen lassen und weit Uber jenen ®vertler mit den Ubrigen Spezies
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inokulierten Milchproben lagen. Die ausgesprochédnmgen Werte bis 48 h nach
Inokulation sowie der starke Anstieg der Keimzahleacth einer Woche Lagerung
lassen darauf schliel3en, dass es zu einer Sporulbis dahin vegetativ vorliegender

Keime kam.

Pseudomonaden sind bedeutsame Rekontaminationskamde gelten daher als
Indikatorkeime fur Hygienemangel im Bereich des arbeitungsprozesses. Sie sind
gramnegative, psychrotrophe Stabchen und vermdgesh d@ildung von Proteasen und
Lipasen, welche auch hitzestabil sein kbnnen, Bwid Fett zu zersetzen [RIEMELT,
2003]. Die mit Pseudomonas spp. in den beiden ho6chsten Inokula beimpften
Milchproben Uberschritten nach vorherigem stetig@steigen der Keimzahlen, nach
zwei Wochen den festgelegten Grenzwert vohKISE/mL. Mit CellScan konnte nur in
der hochsten Konzentration und erst nach zwei Wochagerung ein deutlicher
Anstieg der mikrobiellen Belastung detektiert werd®er erhaltene RLU-Wert von
658 fur Konzentration A ohne vorangehende Lagerkengn als mdglicher Ausreil3er

interpretiert werden.

E. coli ist ein gramnegatives, stabchenférmiges Bakteriimerhalb der Familie der
Enterobacteriaceae. E. coli wird aufgrund der Fahigkeit, Gas aus Laktose mlehi zu
den coliformen Keimen gezahlt. Das Temperaturoptindes Keimes liegt bei 37 °C,
das Minimum bei 3-10 °C [ZANGERL, 2007]. Als Markeganismus lasst die
Anwesenheit vork. coli in Lebensmitteln auf mangelnde Hygiene schlieldah weist
auf eine eventuelle Anwesenheit anderer pathogéeiene, wie z. B. Salmonellen hin.
Bei Inokulation mit einer Ausgangskeimzahl von D®KbE/mL und 1.480 KbE/mL
wurden nach kontinuierlichem Anstieg tiber die Dader Kithllagerung TOKbE/mL
nach zwei Wochen Uberschritten. Die Messung mit@#dlScan ergab nach zwei
Wochen Lagerung bei Konzentration A einen deuthcherhohten Wert und
sprunghaften Anstieg im Vergleich zur Woche davad weinen erhéhten Wert bei
Konzentration B. Die Ubrigen Messungen ohne Laggrumach 24 h, 48 h und einer
Woche Lagerung zeigten keine wesentlichen Abweigbonzu den ermittelten

Blindwerten.
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Tabelle 6: Mittels BacT/ALERT und MicroFoss erhaltene Ergebnisse
der Messungen innerhalb 14-tagiger Probenlagerungds 7 °C

nach nach nach
BacT/ALERT 24 Stunden 1 Woche 2 Wochen
Staphylococcuspp.
Konzentration A 11,52 9,60 7,44
Konzentration B 13,44 10,80 8,88
Konzentration C 15,12 12,48 10,08
Bacillus spp.
Konzentration A 8,88 4,32 4,32
Konzentration B 10,80 5,04 4,80
Konzentration C 12,48 6,72 4,08
Pseudomonaspp.
Konzentration A 18,96 16,08 12,00
Konzentration B 22,80 18,72 15,12
Konzentration C 25,68 21,84 17,76
E. coli
Konzentration A 8,64 7,92 6,24
Konzentration B 10,08 8,64 7,44
Konzentration C 11,52 10,08 9,36
. nach nach nach
MicroFoss 24 Stunden 1 Woche 2 Wochen
Staphylococcuspp.
Konzentration A 8,20 6,70 4,40
Konzentration B 9,60 8,40 5,40
Konzentration C 11,40 8,90 6,50
Bacillus spp.
Konzentration A 8,20 2,30 2,30
Konzentration B 9,60 3,00 2,30
Konzentration C 11,40 4,00 2,40
Pseudomonaspp.
Konzentration A neg. neg. neg.
Konzentration B neg. neg. neg.
Konzentration C neg. neg. neg.
E. coli
Konzentration A 5,50 5,60 3,80
Konzentration B 6,50 6,10 4,90
Konzentration C 7,40 7,40 5,90

Wie in Tabelle 6 dargestellt konnten mit BacT/ALERAlle Mikroorganismen
nachgewiesen werden.

Die Detektionszeiten variierten von 4,08 h fBeacillus spp. in der niedrigsten
Konzentration nach zwei Wochen Lagerung bis 25,68irhPseudomonas spp. in

Konzentration C nach 24 h bei 7 °C. Auch mit diédethode wird die Eigenschaft von

Bacillus zur Sporulation deutlich: Ein Vergleich der Detekszeiten nach 24 h mit
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jenen vonE. coli, zeigt sehr dhnliche Ergebnisse. Bei BetrachtwergDeetektionszeiten
nach einer sowie nach zwei Wochen Lagerung, liejeriWWerte vornBacillus spp. in

einem deutlich niedrigeren Bereich als Becoli.

Pseudomonas spp. fermentieren keine Glucose und konnten datiieMicroFoss unter
Verwendung des Gesamtkeimzahl-Nahrmediums, welclesose als Kohlenstoff-
quelle enthalt nicht nachgewiesen werden.

MicroFoss lieferte Detektionszeiten von 2,30 h ®acillus spp. in der hdchsten
Konzententration nach zwei Wochen Lagerung bei,€11,40 h fuS&aphyl ococcus
spp., sowie Bacillus spp. in der niedrigsten Konzentration nach 24diter
Kdhllagerung. Auch an den mit MicroFoss erhalteW¥erten wird die Natur des
SporenbildnersBacillus im Vergleich zu den anderen eingesetzten Spezedlich
(vgl. Tabelle 6).

Beispiele fir im Rahmen dieses Versuchs erhalteiachstumskurven mittels
BacT/ALERT und MicroFoss finden sich im Anhang.

Um die mit den eingesetzten Methoden erhaltenenden Tabellen 4 und 5
aufgelisteten Ergebnisse besser gegenuberstell&brmen folgt hier eine Darstellung
nach den verwendeten Inokulat&aphylococcus spp., Bacillus spp., Pseudomonas

spp. unck. cali.
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Abbildung 21 zeigt die mit Koloniezdhlverfahren undlen eingesetzten
Schnellmethoden erhaltenen Ergebnisse der Messungan Milch, die mit
Saphylococcus spp. kiinstlich kontaminiert wurde. Bei einer Keahkzvon etwa 19
KbE/mL wurden zeitgleich Messwerte von 100 RLU, &tds h Detektionszeit mit
BacT/ALERT sowie etwa 11 h Detektionszeit mit MiEoss, erhalten. Nach
fortschreitender Lagerungsdauer lasst sich einiégsder Gesamtkeimzahl erkennen
und in Analogie ein Absinken der Detektionszeiten BacT/ALERT und MicroFoss.
RLU-Werte blieben dagegen bis zu einer Keimzahl ¥6hKbE/mL unverandert und
steigen erst dann an. Ein kontinuierliches Ansteigeer KbE/mL im Laufe der
Lagerzeit um jeweils ca. eine lggEinheit fuhrte zu einer entsprechend verkirzten
Detektionszeit bei BacT/ALERT und MicroFoss, woleem Ergebnis mit MicroFoss
durchschnittlich drei Stunden schneller erhaltemdsials mit BacT/ALERT.

Abbildung 21: Ergebnisse des Monitorings von mitStaphylococcusspp. inokulierten Milchproben
Uber einen Zeitraum von zwei Wochen

Staphylococcus spp.
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Bei einer Gesamtkeimzahl von 21&bE/mL wurde ein RLU-Wert von etwa 8.000
erreicht, sowie Detektionszeiten von 7,5 h und 4uh BacT/ALERT respektive

MicroFoss.
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Die erhaltenen Werte der nBacillus spp. gespikten Milchproben sind in Abbildung 22
dargestellt. Ein ahnlicher Verlauf wie b8iaphylococcus spp. zeigt sich auch hier:
Wahrend die Gesamtkeimzahl und die RLU-Werte imfeader Lagerzeit anstiegen,
wurden die Detektionszeiten der BacT/ALERT und Migrss Messungen
entsprechend kurzer. Bei einem anfanglichen RLUtWeon 100 sowie
Detektionszeiten von etwa 12 h und 11 h mit BacTHRO bzw. MicroFoss, war im
Koloniezéhlverfahren kein Wachstum erkennbar. Eeutlicher Anstieg der RLU-

Werte war in diesem Fall erst ab einer Keimzahl ¥6hzu verzeichnen.

Abbildung 22: Ergebnisse des Monitorings von mitBacillus spp. inokulierten Milchproben tber
einen Zeitraum von zwei Wochen

Bacillus spp.
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Bei einer Keimzahl von fOKbE/mL ergab die Messung mit CellScan einen Wert v
10.000 RLU; mit BacT/ALERT war die Probe nach e positiv und mit MicroFoss
betrug die Detektionszeit knapp Uber zwei Stundem.Falle der Inokulation mit
Bacillus spp. betrug die TTD bei MicroFoss etwa ein bisiz8tenden weniger als bei
BacT/ALERT.
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Wie bereits erwahnt, konnten mit dem bei MicroFaiskchen Gesamtkeimzahimedium
die mit Pseudomonas spp. beimpften Milchproben nicht detektiert werdemshalb in
Abbildung 23 MicroFoss nicht aufscheint.

Abbildung 23: Ergebnisse des Monitorings von mitPseudomonasspp. inokulierten Milchproben
Uber einen Zeitraum von zwei Wochen

Pseudomonas spp.
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Bei einer Ausgangskeimzahl von knapper KOE/mL, wurde gleichzeitig ein RLU-
Wert von etwa 100 und mit BacT/ALERT eine Deteksipeit von etwa 26 h gemessen.
Die ermittelten Keimzahlen stiegen kontinuierlias Buf 1§ KbE/mL an. Zum selben
Zeitpunkt lag, nach stetigem Sinken, eine mit BACHRT detektierte TTD von 12 h
vor, wahrend mit CellScan erst zu diesem Zeitpunktleicht erhéhter Wert gemessen

werden konnte.
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Die in Abbildung 24 dargestellten Ergebnisse detr Enicoli gespikten Milchproben
zeigen eine sich kontinuierlich verkirzende Deteidzeit mit BacT/ALERT und
MicroFoss, eine analogen Anstieg der KbE/mL, soswe Erhéhung der mit CellScan
erhaltenen RLU-Werte bei einer Gesamtkeimzahl viwaesx1G KbE/mL auf 500
RLU. Bei einer Gesamtkeimzahl von knapp (ibef KBE/mL wurde ein RLU-Wert
von knapp unter 100 RLU und Detektionszeiten voin 12it BacT/ALERT und 7 h mit

MicroFoss verzeichnet.

Abbildung 24: Ergebnisse des Monitorings von mik. coli inokulierten Milchproben tiber einen
Zeitraum von zwei Wochen

E. coli
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4.1.2.2 Versuch 2 — Methodenvergleich im funffacheRrallelansatz

In diesem Versuch wurde mit Isolaten v&maphylococcus spp., Micrococcus spp.,
Bacillus spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp, E. coli und einer Mischflora
bestehend au&aphylococcus spp.,Bacillus spp.,Pseudomonas spp. unck. coli in drei
unterschiedlichen Konzentrationen gearbeitet. Desdlingen erfolgten im funffachen
Parallelansatz nach 24 h Lagerung der inokulieM&chproben bei 7 °C mit jenen
Methoden des Versuch 1, wobei diesmal auchEdierobacteriaceae-Keimzahl durch
Plattengussverfahren mit VRBD-Agar und MicroFoSeterobacteriaceae-Medium
ermittelt wurden. Messungen mit CellScan wurden digsen Versuch gemaf der

Herstellerempfehlung nach einer 48-stiindigen Vailitelng bei Raumtemperatur (22
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°C) durchgefuhrt. Die detaillierten Messergebnistseses Versuchs finden sich im
Anhang (siehe Seite 117ff).

4.1.2.2.1 Gesamtkeimzahlbestimmung

Wie in Abbildung 25 dargestellt, zeigten die n8taphylococcus spp. beimpften

Milchproben nach 24-stiindiger Lagerung bei 7 °Geamittlere Gesamtkeimzahl von
876 KbE/mL in der hochsten Impfkonzentration, woldlgr niedrigste Wert 820
KbE/mL betrug und der hdchste 930 KbE/mL. Bei Kontzation B betrug der Mittel-

wert 87 KbE/mL mit 77 KbE/mL als Minimum und 97 KiviL als Maximum. Die mit

dem niedrigsten  Inokulationsvolumen beimpften  Midben  enthielten

durchschnittlich 11 KbE/mL. Die Standardabweichungedargestellt in Tabelle 7 — in
absteigender Konzentrationsreihenfolge betruge®34 3,08 sowie 2,77.

Abbildung 25: Mittelwerte der mit Staphylococcuspp. inokulierten Milchproben in drei
Konzentrationen nach 24- bzw. 48-stiindiger Lagerungpei 7- bzw. 22 °C

Staphylococcus spp.
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Tabelle 7: Standardabweichungen — Erganzung zu Ablalung 25
Staphylococcuspp. Konzentration A Konzentration B Konzentration C
KbE/mL 43,93 8,08 2,77
RLU 6.100 6.323 11.849
h (BacT/ALERT) 0,21 0,26 0,27

h (MicroFoss) 0,22 0,26 0,13
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Die Proben wurden mit CellScan nach 48-stiindig&ubation bei Raumtemperatur
gemessen. Dabei lag der mittlere RLU-Wert der Megsn bei 32.866 fur die héchste
Konzentration, 30.223 fur Konzentration B und 41.4Die Standardabweichungen
betrugen 6100 RLU, 6.323 RLU und 11.849 RLU fir Kemtrationen A, B und C. Im

Gegensatz zu den mittels Referenzverfahren erlealt¥vierten, welche eine deutliche
Abstufung nach Gesamtkeimzahl entsprechend deréddrationen A, B und C zeigen,
lasst sich von den mit CellScan ermittelten RLU-Werder jeweiligen Konzentration

nicht auf das urspringliche Inokulationsvolumenis@en.

Mit BacT/ALERT wurde nach 24-stindiger Lagerung &eoben bei 7 °C gemessen.
Dabei lagen die Detektionszeiten fir Proben derzeotration A zwischen 12,96 h und
13,44 h mit einer Standardabweichung von 0,21. R#phylococcus spp. in
Konzentration B beimpfte Proben ergaben Detektiemsz von 14,88 h bis 15,36 h,
wobei die Standardabweichung bei 0,26 lag. Beingedrigsten Konzentration zeigten
sich Messwerte von 17,52 h bis 18,24 h und einedaraabweichung von 0,27.

Die Probenhandhabung vor der Messung mit MicroFerésigte analog jener fur
BacT/ALERT. Ergebnisse lagen um etwa zwei Stundeinefr vor als bei einer
Messung mit BacT/ALERT und es wurden ahnliche Stas@bweichungen ermittelt.
Bei der niedrigsten Konzentration lagen die Detaidzeiten zwischen 14,10 h und
14,40 h. Die Standardabweichung betrug in diesdhOH:S.
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Die Ergebnisse der milicrococcus spp. inokulierten Milchproben sind in Abbildung
26 und Tabelle 8 dargestellt. Im Koloniezahlver&ahwurde fir Konzentration A ein
Mittelwert von 969 KbE/mL ermittelt, fir Konzentrah B 94 KbE/mL und fur
Konzentration C hingegen 8 KbE/mL. Die Standardablengen lagen bei 97,45;
15,37 und 2,70 (siehe Tabelle 8).

Abbildung 26: Mittelwerte der mit Micrococcusspp. inokulierten Milchproben in drei
Konzentrationen nach 24- bzw. 48-stiindiger Lagerundpei 7- bzw. 22 °C

Micrococcus spp.
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Tabelle 8: Standardabweichungen — Erganzung zu Ablalung 26

Micrococcusspp. Konzentration A Konzentration B Konzentration C
KbE/mL 97,45 15,37 2,70
RLU 1.546 913 2.034
h (BacT/ALERT) 0,31 0,00 0,26
h (MicroFoss) 0,21 0,53 0,61

Die Biolumineszenzmessung ergab im Vergleich zu deh Saphylococcus spp.
inokulierten Proben im Mittel in allen Konzentraten etwas niedrigere RLU-Werte

und auch eine jeweils geringere Standardabweichung.

Bei der Messung mit BacT/ALERT fur die Konzentragém in abnehmender
Inokulationsdichte wurden Mittelwerte der Deteksaaiten von 14,35 h, 17,04 h und
19,01 h mit den dazugehdrigen Standardabweichungen 0,31; 0,00 und 0,26
detektiert.
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Mit MicroFoss wurden Ergebnisse zwei bis drei Semdschneller als mit
BacT/ALERT erzielt, wobei die Detektionszeit flued onzentration A bei 11,84 h, bei
Konzentration B bei 14,06 h und bei Konzentration b€ 15,58 h lag. Die
Standardabweichungen von Konzentration A betrug.Qyat 0,53 fir Konzentration B
und 0,61 fur Konzentration C waren die Standardatiwegen etwas hoher als jene

mit BacT/ALERT fir das entsprechende Konzentratioreau ermittelten.

Die Ergebnisse des Gesamtkeimzahlmonitorings dérEnterobacter spp. gespikten

Proben sind in Abbildung 27 sowie Tabelle 9 darg#st

Abbildung 27: Mittelwerte der mit Enterobacterspp. inokulierten Milchproben in drei
Konzentrationen nach 24- bzw. 48-stiindiger Lagerundpei 7- bzw. 22 °C
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Tabelle 9: Standardabweichungen — Erganzung zu Abldlung 27
Enterobacterspp. Konzentration A Konzentration B Konzentration C
KbE/mL 52,20 3,16 4,39
RLU 2.208 897 1.263
h (BacT/ALERT) 0,20 0,17 0,27
h (MicroFoss) 0,13 0,13 1,20

Mit dem Referenzverfahren wurden fur die hochste nZzémtration
Gesamtkeimzahlwerte von 173 KbE/mL bis 300 KbE/nmiid unit Konzentration B
Werte zwischen 11 KbE/mL und 19 KbE/mL erhoben.
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Die mittels Koloniezahlverfahrens erhaltenen Ergedm der Konzentration C sind nur
der Vollstandigkeit halber angegeben. Da sich dmaleenen Keimzahlen grof3teils in
einem Bereich von < 1 bis 11 KbE/mL bewegen, ist Aussagequalitat deskriptiver
Statistik hier nicht mehr gewahrleistet. (Vgl. daEl-IDF Standard 100B:1991:

»Retain dishes containing more than 10 and fewan 800 colonies.”).

CellScan lieferte Mittelwerte von 38.709 RLU fur kaentration A, 25.115 RLU fir

Konzentration B und 26.616 RLU fir Konzentrationdiz Standardabweichungen, wie
in Tabelle 9 ersichtlich, betrugen, 2.208; 879 s0h263.

Die durch Funffachbestimmung mit BacT/ALERT ernitgéa Detektionszeiten ergaben
Mittelwerte von 11,33 h, 13,20 h und 15,22 h. Diezubehorigen Standard-
abweichungen betrugen 0,20; 0,17 und 0,27.

Die mit MicroFoss durchgefiihrten Messungen der Enterobacter spp. inokulierten
Proben ergaben fir die Konzentration A einen Miteet der Detektionszeit von 8,96 h
und eine Standardabweichung von 0,13. FUr Konzorird3 betrug der Mittelwert
10,62 h und die Standardabweichung 0,53. Bei dsirigisten Konzentration C war der
Mittelwert der TTD 14,04 h und die Standardabwergpim Vergleich mit zu jener der
Konzentrationen A und B relativ hoch.
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Wie in Abbildung 28 gezeigt, wurden bei der Gesamizahlbestimmung der mi.
coli inokulierten Proben fur die Konzentrationen A, BILC die Mittelwerte von 6412
KbE/mL, 470 KbE/mL und 72 KbE/mL ermittelt. Die S&tlardabweichungen dazu
betrugen 378,84; 32,75 und 4,09 (siehe Tabelle 10).

Abbildung 28: Mittelwert der mit E. coli inokulierten Milchproben in drei Konzentrationen nach
24- bzw. 48-stiindiger Lagerung bei 7- bzw. 22 °C

E. coli
1,00E+05 + - 20,00

= 1,00E+04 - -+ 16,00

4

- 1,00E+03 - + 12,00 £

S

0 [a)

o 1,00E+02 - +800 £

v

3 1,00E+01 - ~ 1 4,00

1,00E+00 0,00
A B C
Konzentration
OKbE/mL BRLU Oh (BacT/ALERT) Oh (MicroFoss) ‘

Tabelle 10: Standardabweichungen — Erganzung zu Aldldung 28
E. coli Konzentration A Konzentration B Konzentrat C
KbE/mL 378,84 32,75 4,09
RLU 2.853 2.786 3.667
h (BacT/ALERT) 0,13 0,17 0,11
h (MicroFoss) 0,30 0,13 0,16

Die Messung mit CellScan ergab fir die Konzentratloeinen Mittelwert von 25.049

RLU und eine Standardabweichung von 2.853. Derelttrt der Proben mit der

Konzentration B lag Uber dem der hochsten KonzgeatraDie Standardabweichung
betrug 2.786. Das Mittel der Messungen der Konagiomm C ist hoher als jenes der
beiden hoheren Konzentrationen. Fur KonzentratidretCagt die Standardabweichung
3.667.

Die Messung mit BacT/ALERT brachte Mittelwerte v8r50 h, 10,32 h und 11,95 h
mit dazugehdrigen Standardabweichungen von 0,13; @d 0,11. Die mit MicroFoss
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erhaltenen Ergebnisse &hneln jenen von BacT/ALERile Mittelwerte der
Konzentration A und C mit 7,14 h und 10,10 h sinterdings niedriger. Fur

Konzentration A war die Standardabweichung mit Gm80/ergleich leicht héher.

Neben einzelnen Gattungen von Mikroorganismen wards eine Mischflora, welche
aus Staphylococcus spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp., E. coli bestand mit der

Referenzmethode und den Schnellmethoden erfasst. Hjebnisse dazu sind in
Abbildung 29 und Tabelle 11 dargestellt.

Abbildung 29: Mittelwerte der mit einer Mischflora inokulierten Milchproben in drei
Konzentrationen nach 24- bzw. 48-stiindiger Lagerundpei 7- bzw. 22 °C
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Tabelle 11: Standardabweichung — Ergdnzung zu Abkdung 29
Mischflora Konzentration A Konzentration B Konzentration C
KbE/mL 220,34 26,87 0,84
RLU 2.693 1.901 4.015
h (BacT/ALERT) 0,13 0,26 0,98
h (MicroFoss) 0,28 0,66 2,77

Fir die im Koloniezahlverfahren ermittelten KbE/rder Konzentration C gilt die fur
Enterobacter spp. gemachte Beobachtung. Der Mittelwert der @&mahit Konzentration
A betrug 890 KbE/mL, die Standardabweichung 220R4. Konzentration C lagen
diese Werte bei 71 KbE/mL und 26,87.
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Die Messungen mit CellScan ergaben Mittelwerte 26979 RLU, 29.108 RLU und
23.961 RLU und dazugehorende Standardabweichurge.693; 1.901 und 4.015.

Mit BacT/ALERT lie3en sich Mittelwerte von 11,86 13,97 h und 15,94 h ermitteln.
Die Standardabweichungen der Konzentrationen A Bindit 0,13 und 0,26 sind mit
den Ergebnissen der isoliert beprobten Speziederenar, einzig Konzentration C
ergab eine Standardabweichung von 0,98. Ein aledi&ild ergibt sich auch aus den
Messungen mit MicroFoss. Auch hier ist die fir Kenization C erhaltene
Standardabweichung mit 2,77 im Vergleich zu dersggen erhaltenen Ergebnissen die
hochste.

4.1.2.2.2 DieEnterobacteriaceae-Keimzahl

Analog zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl wurdeinera weiteren Experiment die
Enterobacteriaceae-Keimzahl ermittelt. Statt PCM-Agar wurde VRBD-Agastatt
MicroFoss Gesamtkeimzahl Medium kam elnterobacteriaceae-Medium zum
Einsatz. Als Inokula dientek. coli, Enterobacter und eine Mischflora bestehend aus

Saphylococcus spp.,Bacillus spp.,Pseudomonas spp. unce. coli.

Abbildung 30 zeigt die bei der Inokulation der RenbmitE. coli erhaltenen Ergebnisse
der Enterobactericeae-Keimzahlbestimmung mit VRBD-Agar. Die Mittelwertér die
Proben der Konzentrationen A, B und C betrugen6LIBE/mL, 106 KbE/mL und 4
KbE/mL. Die Standardabweichungen - ersichtlich abdlle 12 - dazu betrugen 194,35;
28,24 und 1,22.

Die Messung mit CellScan ergab fiir die Konzentra#loeinen Mittelwert von 14.917
RLU und eine Standardabweichung von 1.906. Derelttrt der Proben mit der
Konzentration B lag Uber dem der hochsten Konz#eatraDie Standardabweichung
betrug 1.528. Der Durchschnitt aller Messungen Kienzentration C war hoher als
jener der beiden hoheren Konzentrationen. Fur Kamagon C betrug die
Standardabweichung 1.677.
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Die Messung mit BacT/ALERT brachte Mittelwerte ver81 h, 10,80 h und 12,38 h
mit dazugehdrigen Standardabweichungen von 0,29;nd 0,50.

Mit MicroFoss betrug die Detektionzeit nur wenig hmeals halb so lange wie mit
BacT/ALERT. Die erhaltenen Mittelwerte von Konzextiton A bis C waren 5,54 h,
6,74 h und 7,68 h. Die Standardabweichungen dazudsn 0,19; 0,23 und 0,08.

Abbildung 30: Mittelwerte der E. coli inokulierten Milchproben in drei Konzentrationen nach 24-
bzw. 48-stiindiger Lagerung bei 7- bzw. 22 °C
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Tabelle 12: Standardabweichungen — Erganzung zu Alildung 30
E. coli Konzentration A Konzentration B Konzentrath C
KbE/mL 194,35 28,24 1,22
RLU 1.906 1.528 1.677
h (BacT/ALERT) 0,11 0,29 0,50

h (MicroFoss) 0,19 0,23 0,08
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Die Ergebnisse der minterobacter spp. inokulierten Milchproben sind in Abbildung
31 und der zugehorigen Tabelle 13 dargestellt. lattéhgussverfahren mit VRBD-
Agar wurde fiur Konzentration A ein Mittelwert von6d KbE/mL ermittelt, fur
Konzentration B 43 KbE/mL und fur Konzentration C KbE/mL. Die
Standardabweichungen lagen bei 202,04; 49,48 @i 1,

Abbildung 31: Mittelwerte der mit Enterobacter spp. inokulierten Milchproben in drei
Konzentrationen nach 24- bzw. 48-stiindiger Lagerundpei 7- bzw. 22 °C
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1,00E+05 + - 20
= 1,00E+04 - — 4 16
x _
- 1,00E+03 -~ —1 | [ - e - 112 g
S
0 [a)
g LO0E+02 - LI [T --+8 E
3 1,00E+01 - 14
1,00E+00 0
A B C
Konzentration
OKbE/mL BRLU Oh (BacT/ALERT) Oh (MicroFoss) ‘
Tabelle 13: Standardabweichungen — Erganzung zu Ablolung 31
Enterobacterspp. Konzentration A Konzentration B Konzentration C
KbE/mL 202,04 49,48 1,52
RLU 4.347 2.921 3.981
h (BacT/ALERT) 0,17 0,84 0,36
h (MicroFoss) 0,36 0,57 0,49

Die Biolumineszenzmessung ergab im Vergleich zurd#rk. coli inokulierten Proben
im Mittel in allen Konzentrationen hohere RLU-Wendad auch eine jeweils htéhere

Standardabweichung.

Bei der Messung mit BacT/ALERT fir die Konzentragm in abnehmender
Inokulationsdichte wurden Mittelwerte der DetekBaaiten von 12,96 h, 13,97 h und
15,79 h mit den dazugehorigen Standardabweichungen 0,17; 0,84 und 0,36
detektiert.
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Mit MicroFoss wurden Ergebnisse um rund funf Stundehneller erzielt als mit
BacT/ALERT, wobei die Detektionszeit fir Konzeniat A bei 7,50 h, bei
Konzentration B bei 8,50 h und bei Konzentration b@i 9,92 h lag. Die
Standardabweichungen betrugen 0,36; 0,57 und 0,49.

Die Ergebnisse der Messungen von kinstlich inokelieMilch mit einer Mischflora,
bestehend auStaphylococcus spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp.,E. coli sind in
Abbildung 32 sowie Tabelle 14 dargestellt.

Abbildung 32: Mittelwerte der mit einer Mischflora inokulierten Milchproben in drei
Konzentrationen nach 24- bzw. 48-stiindiger Lagerundpei 7- bzw. 22 °C
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Tabelle 14: Standardabweichungen — Erganzung zu Alilblung 32
Mischflora Konzentration A Konzentration B Konzentration C
KbE/mL 150,32 4,51 0,71
RLU 7.800 6.281 3.561
h (BacT/ALERT) 0,20 0,43 0,63
h (MicroFoss) 0,19 0,18 0,43

Im Plattengussverfahren wurden Mittelwerte der Brolvon 642 KbE/mL und 22
KbE/mL in der Konzentration A und B erhalten. Diegébnisse der Messungen von
Proben der Konzentration C sind zu niedrig um si&iedenstellend auswerten zu
kénnen. Die Standardabweichungen fir Konzentrattonund B betrug 150,32

respektive 4,51 respektive.
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Die Messungen mit CellScan ergaben Mittelwerte 20r152 RLU, 24.261 RLU und
18.303 RLU und dazugehérende Standardabweichurayeid.800; 6.281 und 3.561.

Mit BacT/ALERT lie3en sich Mittelwerte von 10,37 12,05 h und 13,10 h ermitteln.
Die Standardabweichungen mit 0,20; 0,43 und 0,88 $nit den Ergebnissen der
isoliert beprobtenEnterobacteriaceae-Species vergleichbar. Ahnlich sind die durch
Messung mit MicroFoss erhaltene Standardabweichungs 0,19; 0,18 und 0,43.
Wiederum wurden, verglichen mit BacT/ALERT, die Bea um einige Stunden friher

als positiv detektiert.
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4.1.2.3 Produktionsbegleitende Anwendung der Methaah

Insgesamt wurden innerhalb von drei Monaten 16 #kiahen laut Probenahme- und
Untersuchungsplan im Betrieb begleitet.

Ausgehend von den bis dahin erhaltenen Ergebniskerzeigten, dass BacT/ALERT
und MicroFoss bei der Uberwachung der Gesamtkeimzatyleichbare Ergebnisse
liefern, wurde fir diesen Teil der Arbeit entsclded MicroFoss mit
Enterobacteriaceae-Medium einzusetzen und die Gesamtkeimzahl zushtziur
Referenzmethode mit CellScan und BacT/ALERT zuwhehen.

Messungen mit CellScan erfolgten direkt nach Erlkalt Proben, sowie nach 24 h
Inkubation der Proben bei Raumtemperatur. Die |akiohszeit wurde von 48 h
(Herstellervorschrift) auf 24 h verklrzt, weil sichder Vorversuchsphase zeigte, dass
bereits nach einem Tag Bebritung ein Trend erkenishaZzum Vergleich wurde die

Probe auch direkt nach Erhalt im CellScan gemessen.

Folgende mikrobiologische Kriterien wurden defihiezw. kamen zur Anwendung:

«  Rohmilchkeimzahl < 300.060

* BacT/ALERT Werte fur Proben Rahm nach Erhitzer, MBch Pasteur,
Steriltank und Abflullung <24 h TTD

* MicroFoss Enterobacteriaceae-Medium Werte fur Proben MF nach Pasteur,
Steriltank und Abfullung negativ, ansonsten wird k&w®amination
angenommen

» Enterobacteriaceae-Bestimmung auf VRBD-Agar nach 24 h Inkubation der
Probe <1 KbE/mL fir Proben MF nach Pasteur, $&mkl und Abfullung,
ansonsten wird Rekontamination angenommen

» Fur die Messung mit CellScan nach 24 h Probenirikubaurden die im Labor
festgesetzten Grenzwerte fir ESL-Milch zur Beuntajj der mikrobiologischen
Probenbeschaffenheit berticksichtigt:
0-300: ,,OK*
301-500: ,Retest”

501-0: ,Contaminated”

8 VO (EG) Nr. 853/2004: Rohe Kuhmilch unmittelbar Werarbeitung; Keimzahl bei 30 °C.
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Nachfolgend werden vier reprasentative Falle vogldseeten Produktionen dargestellt
und besprochen.

Tabelle 15 zeigt die Ergebnisse eines Produktionsiorings, bei dem nicht alle
definierten mikrobiologischen Kriterien erfullt wden. Die Rohmilch war jedenfalls
von einwandfreier mikrobiologischer Qualitat. Auftug des Steriltanks bei
Abfullungsbeginn kam es zu einer RekontaminatiomesP lag entweder an einer
Unsterilitat bei der Produktion oder war zumindesiweise auch in einer unsterilen

Probenahme begriindet.

Tabelle 15: Ergebnisse eines Produktionsmonitoringsit erfolgter Rekontamination auf Stufe des
Steriltanks und nicht erfillten Kriterien

Probenahmen F”S_Ch 24h
GKZ | BacT/ALERT | MicroFoss Ent | CellScan |CellScan|VRBD 1:1

Rohmilch 70.000 7,68 2.968 72.273
MM vor MF Anfang 40.000 7,92 1.275 250
MM vor MF Mitte 30.000 8,4 1.338 32
MM vor MF Ende 30.000 8,88 1.423 74
MM nach MF Anfang 310 13,92 996 462
MM nach MF Mitte 160 15,12 896 860
MM nach MF Ende 120 15,6 1.048 38.436
Rahm nach Erhitzer Anfang| <1 neg. 104 99
Rahm nach Erhitzer Mitte <1 neg. 148 2031
Rahm nach Erhitzer Ende <1 neg. 160 217
MF nach Pasteur Anfang 90 27,84 neg. 393 230.470 <1
MF nach Pasteur Mitte 60 neg. neg. 425 83 <1
MF nach Pasteur Ende 20 neg. neg. 467 162 <1
Steriltank Anfang >3.000 4,08 4,6 43.698 | 21.622 <1
Steriltank Mitte 10 19,2 neg. 278 3.435 <1
Steriltank Ende 10 20,88 neg. 219 19.521 <1
Abfiillung Anfang® 240 13,04 neg. 418 3.359 <1
Abfllung Stiindlich™ 20 17,76 neg. 414 5.863 <1
Abfiillung Ende™! 14 17,28 neg. 374 3.512 <1

Bei der Gesamtkeimzahlbestimmung mit dem Referefetveen, wie auch mit
BacT/ALERT und CellScan — frisch sowie nach 24 kulmation - zeigt deutlich erhdhte
Werte. Die Annahme der Rekontamination kann durnehMessung mit MicroFoss

® 10 11 a5 wurden fiinf Packungen beprobt, der Mittelwast diesen Bestimmungen ist dargestellt.



84 I. Ruckerl

(Enterobacteriaceae-Medium), welche eine Detektionszeit von 4,6 h brggtroffen
werden. Die alleinige Verwendung von VRBD-Agar nacB4-stundiger
Probenbebritung alleine zeigte jedoch keine erméWterte. Dies kdnnte eventuell auf
ungenigende Homogenisation der Proben zurlckzufiseer. In dem vorliegenden
Fall zeigte CellScan direkt nach Erhalt der Proine @rhohte Keimbelastung an. Mit
BacT/ALERT wurde ebendies nach etwa vier Stundenutlidh. Mittels
Koloniezahlverfahren mit Koch’schem Plattenguld veudiese Erkenntnis nach 72 h

bestétigt.

Ein weiteres Produktionsmonitoring zeigt Tabelle. 18uch diesmal war die
Rohmilchkeimzahl innerhalb des gesetzlich defieierRahmens. Bis zu der Stufe der
MF nach Pasteur ist mit allen angewandten Methaee kontinuierliche Reduktion

der mikrobiellen Belastung zu erkennen.

Tabelle 16: Ergebnisse eines Produktionsmonitoringsiit Rekontamination auf Stufe des
Steriltanks

Probenahmen F”S(_:h 24h
GKZ |BacT/ALERT | MicroFoss Ent |CellScan |CellScan|VRBD 1:1

Rohmilch 110.000 7,44 4.629 30.760

MM vor MF Anfang 70.000 8,64 1.246 10.757

MM vor MF Mitte 40.000 9,12 1.034 6.759

MM vor MF Ende 40.000 9,36 869 11.264

MM nach MF Anfang 130 14,64 530 1.290

MM nach MF Mitte 130 16,32 432 2.357

MM nach MF Ende 140 16,08 647 217

Rahm nach Erhitzer Anfang| <1 neg. 219 87

Rahm nach Erhitzer Mitte <1 neg. 157 58

Rahm nach Erhitzer Ende <1 neg. 194 64

MF nach Pasteur Anfang 60 28,32 neg. 521 261 <1
MF nach Pasteur Mitte 10 33,36 neg. 486 256 <1
MF nach Pasteur Ende 40 neg. neg. 568 283 <1
Steriltank Anfang 70 21,36 neg. 531 276 <1
Steriltank Mitte 20 neg. neg. 569 286 <1
Steriltank Ende 2.800 14,4 neg. 403 5.608 <1
Abflllung Anfang 26 38,28 neg. 578 339 <1
Abfillung Stindlich 24 32,98 neg. 609 367 <1
Abfullung Ende 35 27,84 neg. 545 358 <1
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Ein deutlicher Anstieg der Gesamtkeimzahl ist am Begebnissen der Steriltank Ende-
Probe ablesbar. Bei den Messungen mit BacT/ALERWiesdCellScan nach 24 h
Inkubation und auch unter Verwendung des Kolonikzifahrens konnten die
definierten Kriterien nicht mehr erflllt werden.elbeprobten Packungen unmittelbar

nach der Abfullung genigten wiederum den festgele@renzwerten.

Wie in Tabelle 17 abgebildet, war die fur die Pikittn verwendete Rohmilch von
guter mikrobiologischer Qualitat. Bei der mikrafirten Milch nach dem
Pasteurisieren sind im Vergleich zu den vorangehermesprochenen
Produktionsbegleitungen leicht erh6hte Keimzahktelagen erkennbar.

Tabelle 17: Ergebnisse eines Produktionsmonitoringsit erfolgter Rekontamination nach der
Erhitzung

Probenahmen F”S(_:h 24h
GKZ |BacT/ALERT | MicroFoss Ent [CellScan |CellScan |VRBD 1:1

Rohmilch 100.000 7,2 8.650 43.760
MM vor MF Anfang 80.000 8,4 1.365 239
MM vor MF Mitte 70.000 8,4 1.497 129
MM vor MF Ende 60.000 9,84 968 54
MM nach MF Anfang 420 16,32 1.428 1.226
MM nach MF Mitte 380 16,56 1.566 1.105
MM nach MF Ende 280 16,8 1.411 1.204
Rahm nach Erhitzer Anfang| <1 neg. 111 69
Rahm nach Erhitzer Mitte <1 neg. 168 72
Rahm nach Erhitzer Ende <1 neg. 170 104
MF nach Pasteur Anfang 330 14,88 neg. 620 251 <1
MF nach Pasteur Mitte 240 14,4 neg. 659 249 <1
MF nach Pasteur Ende 120 16,8 neg. 643 283 <1
Steriltank Anfang 210 15,6 7,8 653 349 >300
Steriltank Mitte 190 16,56 8,4 501 385 280
Steriltank Ende 220 16,56 6,2 527 482 >300
Abflllung Anfang 250 15,06 6,4 650 332 >300
Abflillung Stiindlich 310 16,8 8,8 597 398 130
Abfillung Ende 255 16,56 10 628 410 160

Nach dem Pasteurisierungsvorgang kam es zu eirlemRamination, was sich anhand
der mit MicroFoss erhaltenen Werte sowie der Beastimg derEnterobacteriaceae-
Keimzahl mit VRBD-Agar zeigte. Dies konnte mit Magtoss nach 6-10 h, mittels

Plattengussverfahren und vorangehender Probenitiknbd8 h nach Einlangen der



86 I. Ruckerl

Probe im Labor festgestellt werden. Bei der Gesamtkahlbestimmung zeigten sich
leicht erhdhte Keimzahlen beim Koloniezahlverfahremd leicht erniedrigte
Detektionszeiten bei der Messung mit BacT/ALERTe Messung der Biolumineszenz

nach 24 h Bebritung zeigte keine Uberhdhte Keinshatg an.

Tabelle 18 zeigt die Ergebnisse einer Produktiordar samtliche erhaltene Werte den
definierten mikrobiologischen Kriterien entsprechBie Keimzahl der Rohmilch war
sehr niedrig. Es kam entlang des Produktionspreseas keiner Rekontamination. Die
Gesamtkeimzahlen nach der Pasteurisation liegen waiter 50 KbE/mL. Die mit
BacT/ALERT ermittelten Detektionszeiten waren hig eine Probe nach dem Pasteur
tber 30 h. Die mit CellScan erhaltenen Werte watkssamt kleiner als 280 RLU.

Tabelle 18: Ergebnisse eines Produktionsmonitoringslie definierten mikrobiologischen Kriterien
werden erfullt

Probenahmen F”S_Ch 24h
GKZ | BacT/ALERT | MicroFoss Ent | CellScan |CellScan|VRBD 1:1

Rohmilch 40.000 7,2 46.209 | 85.764

MM vor MF Anfang 12.000 9,1 2.479 39

MM vor MF Mitte 14.000 9,6 3.298 41

MM vor MF Ende 14.000 9,6 3.469 11.036

MM nach MF Anfang 175 18,69 1.142 4.387

MM nach MF Mitte 100 17,76 1.205 320

MM nach MF Ende 60 18,24 1.101 186

Rahm nach Erhitzer Anfang| <1 neg. 234 48

Rahm nach Erhitzer Mitte <1 neg. 430 57

Rahm nach Erhitzer Ende <1 neg. 190 61

MF nach Pasteur Anfang 80 39,6 neg. 390 182 <1
MF nach Pasteur Mitte 40 21,6 neg. 494 244 <1
MF nach Pasteur Ende 10 neg. neg. 514 237 <1
Steriltank Anfang 30 neg. neg. 489 257 <1
Steriltank Mitte 40 neg. neg. 490 247 <1
Steriltank Ende 20 38,4 neg. 534 270 <1
Abfullung Anfang 33 neg. neg. 463 278 <1
Abflllung Stiindlich 30 30 neg. 587 190 <1
Abfillung Ende 22 neg. neg. 436 283 <1
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4.2 Diskussion

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche mittkidhskontaminierten Milchproben
zeigen, dass mit BacT/ALERT und MicroFoss beramserhalb einiger Stunden, in
Abhangigkeit des Inokulats und seiner Konzentrati@ngebnisse vorliegen. Die
eingesetzten Keime wurden von BacT/ALERT in alleonKentrationsstufen erfasst.
MicroFoss erzielte leicht kiirzere Detektionszeiténdie einzelnen Proben, bei einer
ahnlichen Genauigkeit, wie der Versuch 2 zeigtderdings konnten die im Rahmen
der Arbeit eingesetzten Inokulate vétseudomonas spp. mit dieser Methode nicht
detektiert werden. Bei stark kontaminierten Probeneiner Keimzahl > 1T0KbE/mL
liegen mit BacT/ALERT und MicroFoss innerhalb vor42h Ergebnisse vor. Im
Vergleich dazu bringt die Messung mit CellScan né8Hth Inkubation innerhalb von 15
min ein Ergebnis, wahrend das routineméRig angetwakdloniezéhlverfahren erst

nach 72 h und teilweise aufwandiger Auszahlung Resuiefert.

Ergebnisse aus Versuch 1 — wo erst nach einer Wdh#dagerung ein Anstieg der
RLU Werte deutlich wurde — zeigen, dass die ATP<deg nur mit vorheriger
Inkubation der Probe eingesetzt werden kann. @rifberichtet 1993 noch von einer
dreitdgigen Inkubation vor der Messung. Die Weitesgcklung vor allem in der
Sensitivitat der Methode [REYBROECK, 1999] erlaule@éme verkirzte Inkubationszeit
der Probe. Dies veranschaulichen die Ergebnisseatbegenden Arbeit. Der Einsatz
der Biolumineszenzmessung kann als Momentaufnahesendkrobiellen Status von
Milchprodukten angewandt werden. Haltbarkeitspregmosind mit dieser Methode
nicht maoglich.

Bei Einsatz an Produkten mit einer natirlichen Kmfastung, im Rahmen einer
Produktionsbegleitung von mikrofiltrierter, warméladelter Milch ermdglichten die
Schnellmethoden, und dabei vor allem jene auf cuktrischer Basis arbeitende, eine
rasche Beurteilung des Produktstatus. Die im Betpeoduzierte Milch zeigte bei
optimalen Bedingungen Reduktionsraten und Gesam#adlen wie sie auch in der
Literatur beschrieben wurden [vgl. KIESNER et &005]. Anhand der im Betrieb

durchgefuhrten sensorischen Begleituntersuchungemievfestgelegt, dass die ESL-
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Milch eine Detektionszeit von mindestens 24 h it BALERT erreichen muss um
eine entsprechende sensorische Qualitat und daaitibddkeit zu erzielen. White et al.
(2006) bescheinigten dem nach selbigen Prinzip itermen MicroFoss System
ebenfalls eine Eignung zur Haltbarkeitsvorhersagé méherer Genauigkeit und
wesentlich reduzierter Testdauer im Vergleich zké&emlichen Haltbarkeitstest.
BacT/ALERT und auch MicroFoss sind in der Lage Hudie Generierung von
Wachstumskurven den dynamischen Prozess des Kehstuacs aufzuzeichnen. Die
im Rahmen des Versuch 1 erhaltenen BacT/ALERT Waatskurven zeigen fir jede
jede der eingesetzten Keimgattung einen charakiseties Kurvenverlauf.

Der Einsatz eines grof3en Probenvolumens (10 miB&eT/ALERT und 2 bzw. 5 mL
bei MicroFoss) bedingt eine hohere Sensitivitdt déethode, so konnten mit
BacT/ALERT und MicroFoss selbst Proben mit sehinggn Keimzahlen als positiv
detektiert werden. In Versuch 1 war beispielsweigelnokulation der Milchproben mit
Bacillus spp. Uber 48 h lang mittels Referenzverfahren tnidbtektierbar. Mit
BacT/ALERT und MicroFoss war eine positive DeteRtlzereits nach etwa 11 bis 12 h
maoglich. Dieses Ergebnis deckt sich mit jenem varsténberg-Eden et al., die
MicroFoss als die genauere und sensitivere Methode Vergleich mit dem
Referenzverfahren bei der Untersuchung coliformeinte undEnterobacteriaceae
befanden [FIRSTENBERG-EDEN et al., 2002].

Es wurde deutlich gezeigt, dass sich die Zeitspdmeum Erhalt des Ergebnisses mit
den Schnellmethoden, insbesondere jenen, die aaifmecolorimetrischen Messprinzip
beruhen, deutlich verringern lasst. Wahrend fur AiEP-Messung eine vorherige
Inkubation der Proben fur mindestens 24 h bei Rammperatur Vorraussetzung fur den
Erhalt einer positiven Detektion ist, kann bei B&IJERT und MicroFoss in jedem
Fall auf eine Vorbebritung der Proben verzichtetder, was einen noch schnelleren
Erhalt der Ergebnisse bedingt.

Beim Koloniezahlverfahren zur Ermittlung der Gedegimhzahl ist eine Inkubation der
Petrischalen von 72 h vorgeschrieben, wohingegentdfoinationen in der Milch
innerhalb von einigen Stunden, in Abhangigkeitmérobiellen Belastung, vorliegen.
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Hinsichtlich des Arbeitsaufwands und Materialbeslader Methoden sind alle drei
angewandten Schnellmethoden im Vergleich zur Refenethode im Vorteil. Beim
Koloniezéhlverfahren wird eine grof3e Anzahl an iBeltralen, Pipetten und Eprouvetten
bendtigt. Bei der Benutzung von Glaspipetten untbiyetten muss neben dem hohen
Materialbedarf auch der zusatzliche Aufwand derniReng und Sterilisation der
Utensilien berlcksichtigt werden. Die Vorbereitufigy die ATP-Messung, also das
Einpipettieren der Probe in die Mikrotiterplattenkaauf sehr engem Raum erfolgen.
Neben dem Platzbedarf fur das relativ kompakte Geti ein Kihlschrank zur
Aufbewahrung der Reagenzien nétig. Gleiches giltBacT/ALERT und MicroFoss:
fur das Einbringen der Proben in die Vials werdedidlich Einwegspritzen und
Pipetten benotigt. Das MicroFoss Gerat ist Dankesekompakten Bauweise relativ
platzsparend unterzubringen. BacT/ALERT hingegemnmi eine relativ grol3e
Stellflache in Anspruch. Da die Proben unverdiunngesetzt werden, ist bei keiner
Schnellmethode ein zusatzlicher MaterialbedarMeérdiinnungsreihen gegeben.

Hohe Kosten in der Anschaffung der Gerate, soweeinh Fall der colorimetrischen
Schnellmethoden einfach zu berechnende und ebetfale Preis pro Analyse - d.h.
der Preis fur ein Probenflaschchen — sind mogliekexe ein Grund fir

Laborverantwortliche vom Kauf des Gerats Abstandielumen.

Hinsichtlich der Kosten-Nutzen Frage sollte neben Hereits erwahnten Vorteilen der
Schnellmethoden beziiglich des Arbeits-, Materiall Rlatzbedarfs auch bertcksichtigt
werden, dass die Vials fur die Schnellmethodendstahsiert sind und hinsichtlich
ihrer Qualitat zur Eignung von Analysen strengemntalen durch den Hersteller
unterliegen. Wird der Nahrboden hingegen im Betrvieb wechselndem Laborpersonal
selbst hergestellt, so ist neben einer grindlidéeschulung eine laufende, ebenfalls
zeitaufwandige Qualitatskontrolle der Nahrmedierbetreiben.

Im konkreten Fall stellt die Uberwachung des hyigiglmen Status der ESL-Milch nur
einen Teil der in der mikrobiologischen Qualitatbgirung im Betrieb anfallenden
Proben dar. Davon ausgehend, gestaltet sich dievenelung der evaluierten

Schnellmethoden fur die Routineanalytik schwier§p haben Joghurts einen zu



a0 I. Ruckerl

niedrigen pH-Wert um mit BacT/ALERT IAST untersucherden zu konnen. Von
MicroFoss wird zwar eine spezielles Medium fur dachweis von Schimmelpilzen in
Joghurt angeboten, der Anfall einer sehr grol3enaAhzan Proben, sowie die
Notwendigkeit mehrere Parameter gleichzeitig zass#$n, gestalten den Einsatz der

Schnellmethode wiederum &uf3erst schwierig.

Fur den Einsatz zur Validierung bzw. Evaluierungeeineu angeschafften Anlage oder
Einfuhrung eines neuen Prozesse kdnnen die coltorstieen Methoden gut eingesetzt
werden, was anhand der produktionsbegleitendeny8ealon mikrofiltrierter und

anschlieBend warmebehandelter Milch gezeigt wurde.
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5 Schlussbetrachtung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Praxistauglichéler Schnellmethoden im Hinblick
auf ihre Empfindlichkeit, Mdglichkeiten und Grenzekignung zur Haltbarkeits-
vorhersage, Antwortzeit, Kosten und Arbeitsaufwamdaluiert und mit der
Referenzmethode verglichen werden. Die Versuchgta®i dass alle eingesetzten
Schnellmethoden ein schnelleres Ergebnis als dier®@emethode liefern und weniger
Manipulationsschritte bedtrfen. Die mit BacT/ALERInd MicroFoss erhaltenen
Ergebnisse ermoglichen zusatzlich eine Haltbar&legshatzung des Produkts. Die in
dieser Arbeit eingesetzten Schnellmethoden zum ahi&ltogischen Monitoring von
Milchprodukten zeichnen sich durch Genauigkeit gude Wiederholbarkeit aus und

erfassen selbst geringe Keimgehalte.

In anderen Studien erhaltene Ergebnisse stimmemgetsind mit den erhaltenen

Resultaten dieser Arbeit tberein.

Im Betrieb wird im Einsatz der Schnellmethode B&4THRT eine gute Mdglichkeit
zur Anlagenvalidierung und dem Einsatz bei der @ining neuer Prozesse gesehen.
Besonders fir ein Hygienemonitoring von Sterilmgaddukten oder quasi-
Sterilmichlprodukten wie beispielsweise ESL-Milchank der Einsatz dieser
Schnellmethode zielfihrend sein. Fir die Routingdikaim Betrieb ist das Personal
rasch auf den neuen Geraten einschulbar, die Haodbgaist sehr einfach und alle
eingesetzten Schnellmethoden bieten die Moglichkké Ergebnisse ins LIMS

einzuspeisen.

Aufgrund der stetigen Weiterentwicklung und Verlggsag mikrobiologischer
Schnellverfahren werden in Zukunft immer mehr Sdhrethoden validiert werden und
damit Anerkennung in den Gesetzen zur Lebensmytjethe finden. Das sollte den
bisher zogerlichen Einsatz mikrobiologischer Sclmmethoden in der Lebensmittel-

industrie weiter vorantreiben.
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6 Zusammenfassung

Milch und Milchprodukte mit verlangerter Haltbarkeigewinnen Dank des
frischmilchahnlichen Geschmacks, erzielt durch néterfahren zur schonenden
Produktbehandlung und dem gleichzeitigen Vorterl wiErlangerten Haltbarkeit durch
nahezu Elimination in der Rohmilch vorhandener é¢eodkeime, immer mehr an

Bedeutung auf dem europaischen Markt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mikrobiolgische Stimmethoden auf ihre Eignung
zur mikrobiolgischen Qualitatssicherung im Molkéedrieb evaluiert. Die eingesetzten
Schnellmethoden — CellScédmovaté]l System, BacT/ALER® 3D, MicroFos§l 32
System beruhen auf der Erfassung von Stoffwechs#lipten von Mikroorganismen
und wurden mit routinemassig angewandten Kolonieegtahren hinsichtlich
Praxistauglichkeit mit besonderem Fokus auf ihrepamdlichkeit, Méglichkeiten und
Grenzen, Eignung zur Haltbarkeitsvorhersage, Antxeit; Kosten und Arbeitsaufwand
verglichen.

Die Proben wurden mit zuvor isolierten und spemfien Mikroorganismen
kontaminiert und in unterschiedlichen Konzentratginofen beimpft. Die Entwicklung
der Keimzahl wurde in Mehrfachbestimmungen sowieridne Lagerdauer von zwei

Wochen mit den Schnellmethoden und der Referenzydethrfasst.

Mittels ATP-Messung kann ein schneller Hygienestammittelt werden. Allerdings ist
dafir eine Inkubation der Milchprobe bei Raumterapar erforderlich. BacT/ALERT
und MicroFoss kommen ohne Vorinkubation aus underdie abhéngig von der

vorliegenden Keimflora und Konzentration innerha#niger Stunden ein Ergebnis.

Hinsichtlich der praktischen Benutzbarkeit zeichr@oh die Schnellmethoden bei
vorhandenen Anschaffungskosten durch einen geengeXrbeits-, Material- und
Medienbedarf sowie durch eine hohe Sensitivitat @Gedauigkeit im Vergleich mit der

Referenzmethode aus.
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7 Abstract

Milk and milk products with extended shelf life ganore and more relevance on the
European market. This development is due to sapaisti manufacturing-procedures
that preserve the fresh taste of consumer milkthadadvantage of an extended shelf
life through the elimination of spoilage microorgans at the same time.

The aim of this work was to check the validity andhlification of BacT/ALER® 3D,
MicroFoss]l 32 System and CellScan Innovatesystem, respectively, for the use in
routine microbiological quality control on dairyade application. The rapid methods
applied operate by detecting metabolites of migganisms and were evaluated with
reference to the routinely applied plate count mégpine regarding accuracy, possibilities
and limitations, their ability to predict shelfdiflabour input and usability.

Samples were inoculated with isolated and specifi@droorganisms at different
concentrations. Changes of microbial growth weraitooed during storage time, using
three rapid methods and plate count technique.

ATP-bioluminescence measurement provides rapidrnmition about the current
microbial status. To obtain satisfactory results tmethod requires pre-incubation of
the samples. With BacT/ALERT and MicroFoss an iratidm prior to the measurement
can be omitted. Depending on the microflora andc@scentrations the colorimetric

methods provide results within a few hours.

Regarding usability, rapid methods — albeit acgoisicost have to be considered - are
characterized by reduced labour input, high sesitsitand accuracy in comparison to

the plate count technique.
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9 Anhang

9.1 BacT/ALERT Wachstumskurven (IAST-Medium)

Abbildung 33: Pseudomonaspp. in Konzentration C nach 24 h Lagerung bei 7 °C
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Abbildung 34: Pseudomonaspp. in Konzentration C nach einer Woche Lagerung bei 7C
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Abbildung 35: Pseudomonaspp. in Konzentration C nach zwei Wochen Lagerung bei 7C
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Abbildung 36: Bacillus spp. in Konzentration C nach 24 h Lagerung bei 7 °C
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Abbildung 37: Bacillussspp. in Konzentration C nach einer Woche Lagerung bei 7C
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Abbildung 38: Bacillus spp. in Konzentration C nach zwei Wochen Lagerung bei 7C
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Abbildung 39: Staphylococcuspp. in Konzentration C nach 24 h Lagerung bei 7 °C
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Abbildung 40: Staphylococcuspp. in Konzentration C nach einer Woche Lagerung bei 7C
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Abbildung 41:Staphylococcuspp. in Konzentration C nach zwei Wochen Lagerung bei 7C
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Abbildung 42: E. coliin Konzentration A nach 24-stiindiger Lagerung bei7 °C
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Abbildung 43: E. coli in Konzentration B nach 24-stiindiger Lagerung beir °C
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Abbildung 44: E. coli in Konzentration C nach 24-stindiger Lagerung bei’ °C
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Abbildung 45: E. coliin Konzentration A nach einer Woche Lagerung bei 7C
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Abbildung 46: E. coli in Konzentration B nach einer Woche Lagerung bei 7C
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Abbildung 47: E. coli in Konzentration C nach einerWoche Lagerung bei 7 °C
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9.2 MicroFoss Wachstumskurven (TVC-Medium)

Abbildung 48: Bacillus spp. in Konzentration A, B und C — sowie Sterilkontolle — nach 24-
stundiger Lagerung bei 7 °C
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Abbildung 49: Bacillus spp. in Konzentration A, B und C — sowie Sterilkontolle — nach einer
Woche Lagerung bei 7 °C
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Abbildung 50: Bacillus spp. in Konzentration A, B und C — sowie Sterilkontolle — nach zwei

Wochen Lagerung bei 7 °C
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Abbildung 51: Staphylococcuspp. in Konzentration A, B und C — sowie Sterilkontrolle — nach 24-

stundiger Lagerung bei 7 °C
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Abbildung 52: Staphylococcusspp. in Konzentration A, B und C — sowie Sterilkontrolle — nach
einer Woche Lagerung bei 7 °C

Optical Units

500+

400+

300+

2004

1004

/ 1bp 4 1wo
- 89

/ 1bp 2 1wo
87

7 1bp 3 1wo
84

Abbildung 53: Staphylococcuspp. in Konzentration A, B und C — sowie Sterilkontolle — nach zwei
Wochen Lagerung bei 7 °C
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Abbildung 54: E. coli in Konzentration A, B und C — sowie Sterilkontrolle — nach 24-stiindiger
Lagerung
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Abbildung 55: E. coli in Konzentration A, B und C — sowie Sterilkontrolle — nach einwéchiger
Lagerung bei 7 °C
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Abbildung 56: E. coli in Konzentration A, B und C — sowie Sterilkontrolle — nach zweiwd6chiger
Lagerung bei 7 °C
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9.3 Ergebnisse des Versuchs 2 im Detail — Gesamtkeiahl-

bestimmung

Tabelle 19: Mittels Referenzverfahrens erhaltene Kyebnisse der Gesamtkeimzahlbestimmung

nach 24-stiindiger Lagerung bei 7 °C

ReferenzverfahrenAnsatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz j

M STD MEDIAN MIN MAX

Staphylococcuspp.

Konzentration A 910 860 860 930 820 876 43,93 860 820 930
Konzentration B 85 94 97 84 77 87 8,08 85 77 97
Konzentration C 13 10 10 15 8 11 2,77 10 8 15

Micrococcusspp.

Konzentration A 918 982 855 973 1118

969 97,45 973 855 1118

Konzentration B 104 74 85 113 96 94 15,37 96 74 113
Konzentration C 6 12 7 8 5 8 2,70 7 5 12
Enterobacterspp.

Konzentration A 182 245 173 300 245 229 52,20 245 173 300
Konzentration B 19 13 11 15 17 15 3,16 15 11 19
Konzentration C 0 2 11 3 1 3 4,39 2 0 11
E. coli

Konzentration A 6.200 7.000 6.200 6.580 6.08 6.4878,84 6.200 6.080 7.000
Konzentration B 466 510 492 426 454 470 32,75 466 426 510
Konzentration C 74 66 75 69 75 72 4,09 74 66 75
Mischflora

Konzentration A 730 890 640 1.200 990| 890 220,34 890 640 1.200
Konzentration B 82 64 36 109 64 71 26,87 64 36 109

Konzentration C 8 7 8 7 6

7 0,84 7 6 8
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Tabelle 20: Mittels CellScan erhaltene Ergebnisseed Gesamtkeimzahlbestimmung nach 24-
stuindiger Lagerung bei 7 °C

CellScan Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz§ M STD MEDIAN MIN MAX

Staphylococcuspp.
Konzentration A 28.978 25.407 31.972 40.074 37.901 32.86600 31.972 25.40740.074
KonzentrationB  29.654 32.491 39.605 26.278 23.089 30.22323 29.654 23.08939.605
KonzentrationC  36.571 39.942 37.329 31.354 61.860 41.411849 37.329 31.35461.860
Micrococcusspp.
Konzentration A 28.521 31.556 29.005 27.990 30.873 29.5B846 29.005 27.99081.556
KonzentrationB  25.179 23.720 24.745 26.245 25.234 25.0283 25.179 23.72@26.245
KonzentrationC  25.157 23.665 25.768 26.002 21.080 24.33034 25.157 21.08(026.002
Enterobacterspp.
Konzentration A 38.451 41.890 37.669 39.567 35.970 38.72208 38.451 35.97041.890
KonzentrationB  25.417 24.866 26.379 25.003 23.910 25.1B97 25.003 23.91@6.379
KonzentrationC  26.783 25.907 27.132 24,957 28.300 26.61.863 26.783 24.95728.300
E. coli
Konzentration A 28.978 24.689 24.078 21.232 26.268 25.02853 24.689 21.2328.978
KonzentrationB  30.428 27.134 34916 30.938 31.667 31.01786 30.938 27.13434.916
KonzentrationC  34.931 30.269 27.221 35.659 34.7b4 32.56667 34.754 27.22135.659
Mischflora
Konzentration A 25.639 23.241 26.828 30.109 24.0/6 25.9893 25.639 23.24130.109
KonzentrationB  29.335 29.533 26.452 28.502 31.717 29.1D801 29.335 26.45231.717
KonzentrationC  27.632 22.817 19.731 20.915 28.708 23.96015 22.817 19.73128.708

Tabelle 21: Mittels BacT/ALERT erhaltene Ergebnissaler Gesamtkeimzahlbestimmung nach 24-
stiindiger Lagerung bei 7 °C

BacT/ALERT Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz§ M STD MEDIAN MIN MAX

Staphylococcuspp.
Konzentration A 12,96 13,44 13,44 13,44 13,44 13,38,21 13,44 12,9613,44
KonzentrationB 14,88 15,36 15,36 15,36 14,88 15,10,26 15,36 14,88 15,36
KonzentrationC 17,52 17,76 17,76 18,24 18,00 17,86,27 17,76  17,5218,24
Micrococcusspp.
Konzentration A 14,40 14,64 14,64 14,16 13,92 14,38,31 14,40 13,9214,64
KonzentrationB 17,04 17,04 17,04 17,04 17,04 17,08,00 17,04 17,0417,04
KonzentrationC 19,20 19,20 19,20 18,72 18,72  19,00,26 19,20 18,7219,20
Enterobacterspp.
Konzentration A 11,04 11,28 11,52 11,52 11,28 11,38,20 11,28 11,04 11,52
KonzentrationB 13,20 13,20 13,44 13,20 12,96 13,20,17 13,20 12,9613,44
KonzentrationC 15,12 14,88 15,60 15,36 15,1  15,2D,27 15,12  14,8815,60
E. coli
Konzentration A 8,64 8,40 8,64 8,40 8,40, 8,50 0,13 8,40 8,40 8,64
KonzentrationB 10,08 10,32 10,32 10,56 10,3 10,3R,17 10,32 10,08 10,56

KonzentrationC 12,00 12,00 12,00 11,76 12,00 11,98,11 12,00 11,7612,00

Mischflora
Konzentration A 11,76 11,76 12,00 12,00 11,76 11,86,13 11,76 11,76 12,00
KonzentrationB 13,92 14,40 13,92 13,68 13,92 13,90,26 13,92  13,6814,40
KonzentrationC 17,52 15,60 16,08 15,60 14,88 15,90,98 15,60 14,8817,52
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Tabelle 22: Mittels MicroFoss erhaltene Ergebnissder Gesamtkeimzahlbestimmung nach 24-

stundiger Lagerung bei 7 °C

MicroFoss  Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz§ M STD MEDIAN MIN MAX
Staphylococcuspp.
KonzentrationA 10,20 10,60 10,80 10,60 10,50 10,540,22 10,60 10,2010,80
KonzentrationB 12,70 12,50 12,50 12,00 12,4p 12,4P,26 12,50 12,0012,70
KonzentrationC 14,20 14,10 14,30 14,10 144D 14,2P2,13 14,20 14,1014,40
Micrococcusspp.
Konzentration A 11,60 12,00 11,70 11,80 12,1p 11,80,21 11,80 11,6012,10
KonzentrationB 14,30 14,80 13,60 14,10 13,5p 14,06,53 14,10 13,5014,80
KonzentrationC 15,50 15,00 16,30 16,10 15,0p 15,58,61 15,50 15,0016,30
Enterobacterspp.
Konzentration A 8,80 8,90 9,10 8,90 9,10 8,96 0,13 8,90 8,80 9,10
KonzentrationB 10,60 10,50 10,80 10,70 10,5p 10,62,13 10,60 10,5010,80
KonzentrationC 14,50 12,50 15,40 14,70 13,1p 14,04,20 1450 12,5015,40
E. coli
Konzentration A 7,00 7,60 7,20 6,80 7,10 7,14 0,30 7,10 6,80 7,60
Konzentration B 8,80 8,80 8,50 8,60 8,60 8,66 0,13 8,60 8,50 8,80
KonzentrationC 10,10 10,20 10,30 9,90 10,0p 10,10,16 4,44 496 4,15
Mischflora
Konzentration A 9,70 9,70 9,40 10,00 10,10 9,78 0,28 9,70 9,40 Q10,1
KonzentrationB 12,90 11,80 12,70 11,30 11,90 12,1P,66 11,90 11,3012,90
KonzentrationC 19,90 16,30 13,30 13,20 16,6p 15,88,77 16,30 13,2019,90
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9.4 Ergebnisse des Versuchs 2 im DetailEnterobacteriaceae

Keimzabhl

Tabelle 23: Mittels Referenzverfahrens erhaltene Eyebnisse delEnterobacteriaceae

Keimzahlbestimmung nach 24-stiindiger Lagerung bei 7C

ReferenzmethodeAnsatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3Ansatz 4Ansatz§ M STD MEDIAN MIN MAX
E. colil)
Konzentration A 2.282 1.873 2.018 1.855 1.800 1.9664,35 1.873 1.800 2.282
Konzentration B 138 96 95 69 130 106 28,24 96 69 138
Konzentration C 4 4 5 2 5 4 1,22 4 2 5
E. coli 2
Konzentration A 1.040 560 690 530 935 751 227,17690 530 1.040
Konzentration B 64 45 27 45 36 43 13,72 45 27 64
Konzentration C 2 3 2 4 2 3 0,89 2 2 4
Enterobacterspp.
Konzentration A 710 490 880 1.030 730 768 202,04730 490 1.030
Konzentration B 36 55 155 36 64 69 49,48 55 36 155
Konzentration C 9 8 5 8 7 7 1,52 8 5 9
Mischflora
Konzentration A 764 782 418 673 573 642 150,32673 418 782
Konzentration B 26 24 19 24 15 22 4,51 24 15 26
Konzentration C 1 2 0 1 1 1 0,71 1 0 2

Tabelle 24: Mittels CellScan erhaltene Ergebnissead Enterobacteriacea&keimzahlbestimmung

nach 24-stiindiger Lagerung bei 7 °C

CellScan Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3Ansatz 4Ansatz3 M STD MEDIAN MIN MAX
E. colil)
Konzentration A 15.123 14.876 11.956 17.265 15.3p7 14.91906 15.123 11.95617.265
Konzentration B 19.770 20.713 21.730 18.200 21.901 20.465328 20.713 18.20®1.901
Konzentration C 21.284 22.340 19.230 20.105 23.410 21.27877 21.284 19.23®23.410
E. coli 2 .
Konzentration A 26.389 17.663 10.551 14.728 8.279 15.52P80 14.728 8.27926.389
Konzentration B 29571 35.432 27.484 19.434 27.362 27.8&737 27.484 19.43435.432
Konzentration C 30.466 18.613 28.198 33.237 45.1p4 31.18876 30.466 18.61315.154
Enterobacterspp.
Konzentration A 25.740 18.623 28.732 28.034 21.481 24.532347 25.740 18.6238.732
Konzentration B 32.017 30.147 24.468 29.551 30.944 29.42921 30.147 24.4682.017
Konzentration C 24315 34534 32.963 32504 31.4b5 31.1%981 32.504 24.31534.534
Mischflora
Konzentration A 34.992 38.422 19.050 24.560 28.734 29.15300 28.734 19.05(B8.422
Konzentration B 34,970 24580 20.017 19.865 21.8/3 24.26281 21.873 19.86534.970
Konzentration C 19.843 16.495 13.679 23.170 18.3p6 18.308361 18.326 13.6723.170
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Tabelle 25: Mittels BacT/ALERT erhaltene Ergebnissaler Enterobacteriaceae

Keimzahlbestimmung nach 24-stiindiger Lagerung bei 7C

BacT/ALERT Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3Ansatz 4Ansatz3 M STD MEDIAN MIN MAX
E. colil)
Konzentration A 9,12 9,36 9,36 9,36 9,36 9,31 0,11 9,36 9,12 9,36
Konzentration B 11,04 10,80 11,04 10,80 10,3 10,80,29 10,80 10,3211,04
Konzentration C 12,48 12,72 12,48 12,72 11,5p 12,38,50 12,48 11,5212,72
E. coli 2
Konzentration A 12,96 13,20 13,20 13,44 12,96 13,18,20 13,20 12,9613,44
Konzentration B 14,64 14,88 14,64 14,4 14,88 14,69,20 14,64 14,4014,88
Konzentration C neg. 17,76 16,80 17,04 17,04 17,16,42 17,04 16,8017,76
Enterobacterspp.
Konzentration A 12,72 12,96 13,20 12,96 12,96 12,96,17 12,96 12,7213,20
Konzentration B 12,96 14,40 14,88 13,20 14,40 13,99,84 14,40 12,9614,88
Konzentration C 16,32 15,84 15,6 15,36 15,84 15,79,36 15,84 15,3616,32
Mischflora
Konzentration A 10,56 10,56 10,32 10,32 10,08 10,39,20 10,32 10,0810,56
Konzentration B 11,28 12,24 12,24 12,24 12,24 12,08,43 12,24 11,2812,24
Konzentration C 12,00 13,44 13,44 13,44 13,20 13,10,63 13,44 12,0013,44

Tabelle 26: Mittels MicroFoss erhaltene Ergebnissder Enterobacteriacead&eimzahlbestimmung

nach 24-stiindiger Lagerung bei 7 °C

MicroFoss Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4Ansatz§ M STD MEDIAN MIN MAX
E. colil)
Konzentration A 5,30 5,80 5,40 5,60 5,60 554 0,19 5,60 5,30 5,80
Konzentration B 6,80 6,50 7,00 6,50 6,90 6,74 0,23 6,80 6,50 7,00
Konzentration C 7,60 7,70 7,70 7,60 7,80 7,68 0,08 7,70 7,60 7,80
E. coli 2
Konzentration A 7,00 7,40 7,40 7,30 7,60 7,34 0,22 7,40 7,00 7,60
Konzentration B 8,40 8,20 8,60 8,30 8,30 8,36 0,15 8,30 8,20 8,60
Konzentration C neg. neg. neg. neg. neg
Enterobacterspp.
Konzentration A 7,00 7,40 8,00 7,50 7,60 7,50 0,36 7,50 7,00 8,00
Konzentration B 7,60 9,00 8,50 8,40 9,00 8,50 0,57 8,50 7,60 9,00
Konzentration C 9,70 9,60 10,70 9,50 10,20 9,92 0,49 9,70 9,50 0,7
Mischflora
Konzentration A 6,00 6,00 5,90 6,40 6,10 6,08 0,19 6,00 5,90 6,40
Konzentration B 7,40 7,20 7,40 7,70 7,50 7,44 0,18 7,40 7,20 7,70
Konzentration C 8,50 8,50 8,70 8,50 9,50 8,74 0,43 8,50 8,50 9,50
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