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Sammendrag

| cateringbranchen og blandt molekylaere gastronomiske kokke er der opstaet en
interesse for at varmebehandle kgd i laengere tid, men ved lavere temperaturer
- en sakaldt LTLT-tilberedning (Lav Temperatur i Lang Tid). Fordelen ved en LTLT-
tilberedning er, at den sikrer en god kgdfarve samt mgrt og saftigt ked. Der er
dog visse sikkerhedsmaessige udfordringer ved LTLT-tilberedning, da en varme-
behandling under disse forhold ikke ngdvendigvis sikrer drab af eventuelle pato-

gene bakterier, men i vaerste fald fremmer vaeksten.

Vurdering af varmdrab af specifikke patogene bakterier er baseret pa log D/z-
konceptet, hvori det antages, at der er en linezer sammenhang mellem log til D-
veerdier og z-vaerdier. Ved at anvende mild varmebehandling (T < 58 °C) kan der

vaere afvigelser i den linecere sammenhang mellem log til D-veerdi og z-veerdier.

Formalet med forsgget er at teste, om der er god overensstemmelse mellem
teoretisk vurdering af varmedrab og reelt varmedrab ved varmebehandling til 53

°Cicentrum.

Ved varmebehandling til 53 °Ci centrum i udskaeringer med hgjder i intervallet 3
- 8 cm og en holdetid pa 6 timer ved 53 °C kan der opnas mere end 4 log
reduktion af en 5-stamme cocktail af L.monocytogenes, med Dss.c-veerdier i
intervallet 14 - 37 minutter. Det betyder at den teoretiske vurdering vil resultere
i leengere holdetider end ngdvendigt, svarende til en “fail safe” vurdering. Ud fra
sammenligningen mellem forsggsresultaterne og de teoretiske beregninger af
holdetider vha. log D/z-konceptet anbefales det at anvende den lidt mere
konservative Dgy-c-vaerdi pa 8,7 min for sikre, at evt. forekomst af mere
varmeresistent L. monocytogenes vil blive inaktiveret ved varmebehandlingen.
Ved at anvende Dgg-c-vaerdi pa 8,7 min og z = 6,3 °C vil holdetiderne ved 53 °C

variere mellem 6,4 h og 7,2 h i forhold til udskaeringens dimensioner.



Baggrund

Formal

Afgraensning af opgave

| cateringbranchen og blandt molekylaere gastronomiske kokke er der opstaet en
interesse for at varmebehandle kgd i lengere tid, men ved lavere temperaturer
- en sakaldt LTLT-tilberedning (Lav Temperatur i Lang Tid). Fordelen ved en LTLT-
tilberedning er, at den sikrer en god kgdfarve samt mgrt og saftigt ked. Der er
dog visse sikkerhedsmaessige udfordringer ved LTLT-tilberedning, da en varme-
behandling under disse forhold ikke ngdvendigvis sikrer drab af eventuelle pato-
gene bakterier, men i vaerste fald fremmer vaeksten.

Vurdering af varmedrab af specifikke patogene bakterier er baseret pa log D/z-
konceptet, hvori det antages, at der er en lineaer sammenhang mellem log D-
veerdier og z-veerdier. Ved at anvende mild varmebehandling (T < 58 °C) kan der

vaere afvigelser i den linesere sammenhang mellem log til D-vaerdi og z-vaerdier.

| et tidligere projekt pa DMRI er der udviklet et Excel-regneark, der beregner
bakteriedrab i forhold til et given tids- og temperaturforlgb og den valgte bakte-
ries D-veerdi. Regnearket er anvendt til vurdering af drabseffekten af varmebe-
handling i sous-vide kar, stegning i ovn og pa pande. Varmebehandlingens
drabseffekt er vurderet ved at varmebehandle til forskellige centrumstempera-
turer (53, 56, 59, 62, 65, 70, 75 og 80 °C). For at sikre at vurderingen for varme-
behandling til 53 °C i centrum er i overensstemmelse med virkeligheden, er der

gennemfgrt podeforsgg i fire udskaeringer med forskellige dimensioner.

Normalt er hele kgdstykker kun kontamineret pa overfladen, men der kan fore-
komme bakterier i centrum, f.eks. efter for langsom afblgdning, ved at bakteri-
erne etableres i eventuelle kgdlommer o.l., ved multistiksaltning eller mekanisk
mgrning. Tids- og temperaturprofilen for centrum af produktet er derfor valgt
som worst case varmebehandling. Samtidig giver det mulighed for at anvende
vurderingerne til neutralmarinerede produkter, hvor der via lage kan tilfgres

patogene bakterier til centrum af hele stege.

Fgdevarestyrelsen anbefaler, at hele kgdstykker varmebehandles til 60 °C i cen-
trum og derefter hviler i 20 min. Udskaret kgd, hakket kgd samt mekanisk mgr-
net og multistiksprgjtet kgd skal gennemsteges til en temperatur pa mindst 75
°C. (Fgdevarestyrelsen (b), 2005).

Formalet med forsgget er at teste, om der er god overensstemmelse mellem
teoretisk vurdering af varmedrab og reelt varmedrab ved varmebehandling til 53
°Cicentrum.

Opgaven omfatter kun en vurdering af varmebehandlingens bakteriedrab af
vegetative celler. Anbefalingerne vedr. sikker varmebehandling geelder derfor
kun tilberedt kgd, som enten konsumeres umiddelbart efter tilberedning eller
nedkgles fra 65°C til 10° C inden for 3 timer og efterfglgende opbevares ved 3°C
eller lavere.



Opgaven skal desuden beskrive fglgende:

Valg af L. monocytogenes som testorganisme

D-vaerdier for den anvendte cocktail af listeria-stammer
Argumenter for valg af D-veerdi til teoretisk beregning
Beskrivelse af metode til genfinding af L. monocytogenes

Fremgangsmade
Valg af L. monocytogenes L. monocytogenes er valgt som testorganisme, da den har en hgj varmeresistens,
som testorganisme hvilket afspejles i hgje D-veerdier i forhold til f.eks. Salmonella og vegetative

celler af C. perfringens (se tabel 1).

Tabel 1. Eksempler pa Dgy-c-veerdier og z-vaerdier for L. monocytogenes, Salmonella og
vegetative celler C. perfringens.

Bakterie Produkt Temp.°C | D-veerdi z-veerdi Kilde
L. mono Kyllingefilet 60 8,7 6,3 Doyle et
al. 2001
L. mono Svinekgd 60 5,61 5,92 Murphy et
al. 2003
L. mono Hakket okse- 60 3,8 5,98 Doyle et
kad al. 2001
Salmonella | Oksekgd 60 5,48 6,01 Juneja et
al. 2001
Salmonella | Svinekgd 60 6,65 7,1 Juneja et
al. 2001
Salmonella | Kylling 60 5,2 6,11 Juneja et
al. 2001
Salmonella | Svinekgd 60 5,07 5,89 Murphy et
al. 2004
C. perfrin- Oksekgd 60 53 6,74 Juneja &
gens (vege- Marmer,
tative celler) 1998
C. perfrin- Kalkunkgd 60 4,2 6,77 Juneja &
gens (vege- Marmer,
tative celler) 1998

Der eksisterer ikke mange undersggelser for praevalens af L. monocytogenes pa
slagtelinien. L. monocytogenes isoleres oftere fra detailudskaeringer, hvilket
skyldes, at kpdet kan forurenes med L. monocytogenes bade fra slagtekrop og

udstyr mm.
Rhoades et al. (2009) refererer FSIS’s undersggelse af hakket oksekgd (1996),
hvor der var 52 positive prgver ud af 99. De positive prgver havde et gennemsnit

pa 2,9 MPN/g.

Ngrrung et al (1999) har pavist Listeria monocytogenes i et niveau pa 10 - 100



Listeria monocytogenes/qg i 12 ud af 343 prgver af fersk kgd, hvilket svarer til 3,6
%. Det hgje indhold blev fundet i hakket kgd.

Antages det, at der er 100 Listeria monocytogenes/g fersk kgd, vil multistiksaltet
oksekgd i veaerst taenkelige tilfaelde indeholde 90 - 100 cfu/g i centrum af steg
eller bgf.

Listeria monocytogenes kan opformeres med 2 log i multistiksaltet kgd under
kglelagring (5 °C) i 19 dage i veerst taenkelige tilfaelde (Gunvig, 2006). Sammen-
holdt med at fersk kgd kan indeholde 100 Listeria monocytogenes/g, vil der
teoretisk kunne vaere maksimalt 10.000 L. monocytogenes/g i centrum. Hvis
varmebehandling af marineret kgd sikrer en 4 log reduktion af L. monocytoge-
nes, vurderes det derfor, at produktet er sikkert til konsum umiddelbart efter
varmebehandling. Sandsynligheden for overlevende bakterier vil veere lav, og
antallet af celler sa lavt, at sandsynligheden for sygdomsudbrud er negligeabel.
Marineret kgd er her anvendt som worst case i forhold til krav til varmebehand-
lingens drabseffekt af L. monocytogenes.

| en tidligere rapport (Gunvig, 2011a) er det praedikteret, at C. perfringens op-
formeres med mindre end 0,05 log cfu/g i forhold til de konkrete tids- og tempe-
raturprofiler under opvarmning til 53 °C i centrum i svinekam og tre oksekgds-
udskaeringer (se figur 1). Opformering med 0,05 log cfu/g udger ingen risiko, da
der ifglge EFSA (2005) skal indtages mere end 1*10° C. perfrigens/g for at frem-
kalde forgiftning.
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Figur 1. Vaekst af C. perfringens i forhold til den viste temperaturprofil (grgn
linje) preedikteret i CombasePredictor
(http://modelling.combase.cc/ComBase Predictor.aspx, accessed 25.11.2010)
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Valg af D-veerdi for L. mo-

nocytogenes

Teoretisk beregning af var-
medrab

Indledning

Kad

Doyle et al. (2001) har samlet D-vaerdier for L. monocytogenes, bl.a. for forskelli-
ge kgdtyper (se tabel 1). | fersk kgd er den hgjeste Dggec = 8,7 min (z=6,3 °C) i
kad (kylling), og den er derfor valgt til teoretisk vurdering af drabseffekt af L.
monocytogenes. | oksekgd med pH 6,2 er der fundet Dggoc = ca. 12 min for stati-
onzere celler af L. monocytogenes med og uden heat shock (Hansen et al, 1996),
men der er set bort fra disse, da pH er relativ hgj. | kgd anvendt til forsggene er
pH 5,8, som svarer til pH i fersk svinekgd.

Ifglge Doyle et al. (2001) kan opvarmningshastigheden ogsa have betydning for
D-vaerdiens stgrrelse, men i de refererede forsgg er Dgy-c ved langsom opvarm-
ning (< 10 °C/min) lavere end den valgte D-vaerdi i denne rapport (Degec = 8,7
min, z=6,3°C)).

Varmedrabet af L. monocytogenes er beregnet vha. log D/z-konceptet og Dgoec =
8,7, z=6,3 °C min., samt tids- og temperaturforlgb for opvarmning til 53 °C i
centrum af svinekam (Gunvig, 2011). Den teoretiske beregning resulterede i, at 6
timers holdetid efter det konkrete opvarmningsforlgb kan sikre mere end 4 logs

reduktion af L. monocytogenes.

Praktiske forsgg
Formalet med de praktiske forsgg er at bestemme drab af L. monocytogenes

efter 6 timers holdetid ved 53 °Ci fire forskellige udskeaeringer.

Til forsgget blev anvendt mgrbrad, kam u/sveer, skinkeyderlar m/lartunge og

oksesteg af yderlar.

Kam, 3 stege, lengde 15 cm, bredde 13 cm,
hgjde 5-5,5cm



Podekultur

Skinkesteg, yderlar m/lartunge og fedtkant, leengde 16 cm, bredde 14 cm,
hgjde 6 - 6,5 cm

Mgrbrad, 2 stege. Laengde 8 cm, bredde 5,5 - 7 cm, hgjde 3 - 3,5 cm

Der blev i alt anvendt 9 podede stykker til varmebehandling og 1 stykke upodet
til temperaturmaling og 9 stykker til kontrol. Efter udskaering blev kgdet opbeva-
ret ved 0 °C indtil opstart af podeforsgg. Alt kgd blev tempereret til 5 °C inden
start af varmebehandling.

Overnatskulturer af L. monocytogenes:
Der blev anvendt en cocktail af fglgende stammer:

e DMRICC 3012 (milj@), (Dsz-c = 28,28 min, Jacobsen 2011)

e DMRICC 4106 (human), (Ds3-c = 17,12 min, Jacobsen 2011)

e DMRICC 4124 (kgd, serotype 1), (Dsz-c = 36,60 min, Jacobsen 2011)
e DMRICC 4127 (pglse, serotype 4), (Ds3oc = 24,90 min, Jacobsen 2011)
e DMRICC 4140 (bacon), (Dszc = 14,93 min, Jacobsen 2011)

Kulturerne blev blandet i forholdet 1:1.

Podeblandingen bestod af: 1 del (cocktail af L. monocytogenes) + 2 dele Brain-
Heart Infusion Broth (BHI-B + 1 del sterilfiltreret frugtfarve 1 (Dr. Oetker). 0,1 ml
af den farvede listeria-cocktail blev injiceret i centrum.

Alle podede kgdstykker blev opbevaret ved 5 °Ci 15 min., inden varmebehand-

lingen startede.

Regr med listeria-cocktail blev opbevaret ved 5 °C under forsgget. Podecocktails
blev analyseret umiddelbart efter blanding (t = 0/5 °C) og ved afslutning af for-
sgget (opvarmningstid + 6 h). Resultaterne viste, at frugtfarven ikke havde en



Varmebehandling

Prgveudtagning

Analyser

reducerende effekt pa celletallet i podecocktailen.

De podede kgdstykker blev vakuumpakket i kogeposer (Mgrbrad Cryovac CN300
str. 130 x 550 mm, gvrige muskler Cryovac CN300 str. 300 x 400 mm).

Der blev anvendt to vandbade, som blev opvarmet til 53 °C. Vandbad 1 blev an-
vendt til mgrbrad (i alt 9 podede stykker og 1 stykke til temperaturmaling) og
vandbad 2 til kam (i alt 9 podede stykker og 1 stykke til temperaturmaling).
Forsgget blev gentaget med skinke- og okseyderlar.

Efter centrumtemperaturen pa 53 °C (T.) var opnaet, blev temperaturen holdt pa
53 °Ciyderligere 6 timer. Der blev udtaget prgver efter 2 timer og 6 timers hol-
detid til bestemmelse af antal listeria i centrum.

Tid Muskel Antal prgver pr. Antal kontrol- Antal prgver
(h) udskaering (varme- | prgver pr. udskae- | (kulturer 5 °C)
behandlet) ring (podet, 5 °C)
1 | Mgrbrad 3 3 1
" Skinkeyderlar 3 3 1
2" | Kam 3 3 1
Okseyderlar
142 | Mgrbrad 3 3 1
4+2 | Skinkeyderlar 3 3 1
2+2 | Okseyderlar 3 3 1
146 | Mgrbrad 1
4+6 | Skinkeyderlar 3 3 1
2+6 | Kam 3 3 1
Okseyderlar

*Estimeret tid til en centrumstemperatur pa 53 °C er opnaet.

Det farvede omrade blev udskaret med steril skalpel (se figur 2), og prgverne blev

analyseret for L. monocytogenes pa Oxford agar (Oxoid CM0856) og inkuberet
ved 37 °Ci 2 dggn.

Figur 2 : Prgveudtagning af grgnfarvet centrum




Resultater

Tabel 1. Malt reduktion (log cfu/g) af L. monocytogenes ved varmebehandling til 53 °C i centrum med 6 timers holdetid

Produkt Kimtal (log cfu/g) v/tid T=53°C|Tid til T=53°C |Red. u/opv.Kimtal (log cfu/g) efter 6 h v/53°C|Red. 6h v/53°C | Total reduktion
5°C 53°C h Log cfu/g** 5°C 53°C Log cfu/g** Log cfu/g
Kam 6.6 4.9 5,4* 1.7 6.6 0.7 4.2 5.9
Mgrbrad 6.7 10,1 5.6 10,1 1.7 1.2 6.8 10.1 0.910,2 47 5.9
Okseyderlar 6.7 0,2 5.5 10,1 2.8 1.3 6.8 10,1 0.7 4.8 6.1
Skinkeyderlar 6.6 0.2 45103 6.2 2.0 6.4 0,2 1.240.6 33 53

*= opvarmningstiden er 3 timer leengere end forventet
**= reduktion er beregnet som forskel mellem gns. af prgver opbevaret ved 5 °C (ingen reduktion) og prgver
varmebehandlet ved 53 °C

0,7 log cfu/g ~1 <1 log cfu/g

| tabel 1 ses, at under opvarmning til en centrumstemperatur pa 53 °C kan der
opnas en reduktion pa 1 - 2 log. Reduktionen stiger med stigende diameter pa
k@dstykket, hvilket resulterer i laveste reduktion i mgrbrad, hvor opvarmningstid
er kort og hgjeste reduktion i skinkesteg, hvor opvarmningstiden er lang. Det
betyder, at udskzeringer med lille diameter skal have relativt leengere holdetider
end udskaeringer med stor diameter. | skinkesteg er opvarmningstiden yderligere

forleenget pga. spaeklaget pa oversiden af stegen.

Ved en holdetid pa 6 timer ved 53 °C varierer reduktionen fra 3,2 log til 4,9 log L.
monocytogenes/g. | alle fire udskaeringer er den totale reduktion stgrre end 4 log
cfu/g, hvilket viser, at bade opvarmning og holdetid bidrager til reduktionen af L.

monocytogenes.

| stege med spaklag er reduktionen mindre end 4 log efter 4 h's holdetid, hvilket
formentlig skyldes, at en stor del af drabet foregar under opvarmningen, og at

den maksimale reduktion er opnaet i forhold til podeniveau (6 - 7 log cfu/g).

Ifplge L&F's vurdering (2011) er holdetiderne til at opna en 4 log reduktion under
opvarmning og holdetid beregnet til at vaere mellem 6,4 h og 7,2 h for de fire
udskzeringer. Forsggsresultaterne viser, at 4 log reduktion opnas inden for 6
timers holdetid. Forskellen skyldes, at den anvendte D-vaerdi til de teoretiske
beregninger er hgjere end D-vardierne for de enkelte stammer i podecocktailen.
Det understreger, at valget af D-veerdi er vigtigt i forhold til beregning af
holdetider. Det anbefales, at der veelges relativt hgje D-vaerdier, hvilket resulterer
i et mere konservativt estimat for holdetiden, som vil sikre inaktivering af evt.

forekomst af mere varmeresistente stammer.

Det kan derfor konkluderes, at den teoretisk vurdering af ngdvendig holdetid kan
anvendes ved 53 °C, pa trods af at den anvendte D-veaerdi er bestemt ved 60 °C.
Desuden er der god overensstemmelse mellem den teoretiske beregning og

forspgsresultaterne.

Ved anvendelse af teoretiske beregninger er det vigtigt at kende den konkrete



D-veerdier for anvendt
podecocktail

tids- og temperaturkurve, da beregning af holdetid er afhaengig af udskaeringens

dimensioner og evt. spaklag.

Ifglge Jacobsen, 2011 ligger Ds3.c for den anvendte podecocktail mellem 14,93
minutter og 36,60 min (se tabel 2), hvilket er lavere end den D-veerdi, der er
anvendt til de teoretiske vurdering (Dgg:c = 8,7 min og z = 6,3 °C, svarende til Ds3:¢
=112 min).

Asselt et al. (2006) har beregnet en gennemsnitlig Dyg-c-veerdi for L.
monocytogenes til 0,08 min og z = 7 (n = 940), svarende til hhv. Dgg-c = 2,33 min
0g Ds3oc = 23,36 min. Derudover har Asselt et al. beregnet Dgg-c = 14,06 min og
Dssec = 140,8 min for L. monocytogenes, svarende til et gvre konfidens interval pa
95%, som kan anvendes som et mere konservativt estimat. De malte D-vaerdier
for den anvendte podecocktail er teettere pa den gennemsnitlige Dggec -veerdi pa

2, 33 min end Doyles Dgg-c- veerdi pa 8,7 min.

Dgoec = 14,06 min (Asselte et al, 2006) er fravalgt til teoretisk vurdering, da
praevalensen af L. monocytogenes i fersk kgd er lav og at forekomsten i centrum
kun er mulig i multistiksaltet kgd. Samtidigt vil anvendelse af Dggoc = 14,06 min
resultere i en holdetid pa 8,5 h ved 53°C, hvilket gger risikoen for vaekst af C.
perfringens. Preediktion med ”perfringens predictor” viser, at opformering af C.
perfringens starter efter 6 h’s holdetid ved 53°C. Efter ca. 9,5 h ved 53°Cer C.
perfringens opformeret med 1 log cfu/g, svarende til den tilladte graense for

opformering af C. perfringens under afkgling.

Ud fra forsggsdata er Dss.c- vaerdier beregnet til at vaere mellem 75-112 min for
tre af de fire testede udskaeringer, se tabel 2. Disse vaerdier er i god
overensstemmelse med den valgte D-veerdi til den teoretisk vurdering. Det skal
bemaerkes at der til beregning af D-vaerdier for forsggsdata kun har veeret tre
malepunkter. Det betyder at beregningen er behaeftet med en del usikkerhed, da
sidste prgveudtagning ofte er under detektionsgransen, svarende til at de

beregnede D-vzerdier er for hgje.

Den anvendte podecocktail er en god reprasentant for de beregnede
gennemsnitlige D-vaerdier fra van Asselt et al. (2006), mens Dggec -vaerdien
anvendt i den teoretiske beregning inkluderer en passende sikkerhedsmargin i
forhold til inaktivering af evt. mere varmeresistente stammer af L.

monocytogenes.



Tabel 2. Sammenligning af beregnede, malte og gennemsnitlige D-vaerdier for L.
monocytogenes.

- Dsocc REference
Teoretisk vurdering 112 min 8,7 min Doyle, 2001
(z=6,3°C)
Cocktail (malt) 14-36 min 0,5-1,8 Jacobsen, 2011
Beregnet i dette 75-112 min Gunvig, 2011
forspg*
Gns. (n=940) 23,36 min 2,33 min Asselt et al, 2006
(z=7°C)
Pl 95% (n=940) 140,8 min 14,06 min  Asselt et al, 2006
(z=7°C)
Konklusion

Ved varmebehandling til 53 °C i centrum i udskaeringer med hgjder i intervallet 3 -
8 cm og en holdetid pa 6 timer ved 53 °C kan der opnas mere end 4 log reduktion
af en 5-stamme cocktail af L.monocytogenes, med Ds3-c-vaerdier i intervallet 14 -
37 minutter. Det betyder at den teoretiske vurdering vil resultere i leengere
holdetider end ngdvendigt, svarende til en “fail safe” vurdering. Ud fra
sammenligningen mellem forsggsresultaterne og de teoretiske beregninger af
holdetider vha. log D/z-konceptet anbefales det at anvende den lidt mere
konservative Dggoc-veerdi pa 8,7 min for sikre, at evt. forekomst af mere
varmeresistent L. monocytogenes vil blive inaktiveret ved varmebehandlingen.
Ved at anvende Dgyc-vaerdi pa 8,7 min og z = 6,3 °C vil holdetiderne ved 53 °C
variere mellem 6,4 h og 7,2 h i forhold til udskaeringens dimensioner.
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