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Background

M e a t b o r n e  p a t h o g e n s ,  s u c h  a s  Salm onella, E scherichia co li  0 1 5 7 : H 7  a n d  Listeria m onocytogenes,  a r e  n e u t r o p h i l e s  i n  n a t u r e  ( 4 ) ,  i n c l u d i n g  
e n v i r o n m e n t s  a s s o c i a t e d  w i t h  l i v e  a n i m a l s  a n d  f r e s h  m e a t  ( 1 , 3 ) .  H o w e v e r ,  a s  a n  a d a p t i v e  r e s p o n s e  t o  c o n t i n u o u s  a c i d  s t r e s s  d u r i n g  t h e i r  l i f e  
c y c l e ,  t h e s e  p a t h o g e n s  m a y  d e v e l o p  m u t a n t s  o f  i n c r e a s e d  p e r m a n e n t  a c i d  r e s i s t a n c e ,  c r o s s - p r o t e c t i o n  a n d  v i r u l e n c e  ( 4 ,  5 ) .  T h u s ,  a v o i d i n g  a c i d  
e x p o s u r e  o f  p a t h o g e n s  d u r i n g  p r o c e s s i n g  o f  m e a t  m a y  b e  a d v a n t a g e o u s  f o r  f o o d  s a f e t y .  M e a t  d e c o n t a m i n a t i o n  t e c h n o l o g i e s  h a v e  b e e n  s h o w n  
t o  a s s i s t  p a c k i n g  p l a n t s  i n  p a s s i n g  t h e  r e g u l a t o r y  c r i t e r i a  i n  t h e  U . S .  ( 1 ,  3 ,  9 )  b y  r e d u c i n g  b a c t e r i a l  c o n t a m i n a t i o n  o f  c a r c a s s e s  b y  1 t o  3  l o g s  ( 8 ,  
9 ) .  H o w e v e r ,  a c i d - b a s e d  i n t e r v e n t i o n s  m a y  a l s o  i n c r e a s e  t h e  r i s k  o f  d e v e l o p m e n t  o f  a c i d - p r o t e c t e d  s t r a i n s  a m o n g  t h o s e  t h a t  m a y  s u r v i v e  o n  t h e  
t r e a t e d  m e a t  ( 2 )  o r  i n  t h e  a c i d i c  w a s t e  f l u i d s  ( 6 ) .  R e c e n t l y ,  w e  s h o w e d  t h a t  E. co li  0 1 5 7 : H 7 ,  t h e  m o s t  a c i d - r e s i s t a n t  a m o n g  m e a t  p a t h o g e n s  ( 5 ) ,  
m a y  s u r v i v e  f o r  a t  l e a s t  2  w e e k s  i n  a c i d i c  w a s h i n g s  w h i l e  m a i n t a i n i n g  a  h i g h  a c i d  t o l e r a n c e  r e s p o n s e  ( A T R )  a t  1 0 ° C  ( 6 ) .  H o w e v e r ,  t h e  p a t h o g e n  
w a s  d r a m a t i c a l l y  s e n s i t i z e d  t o  a c i d  w h e n  i n o c u l a t e d  i n  n o n a c i d  w a s h i n g s  a l s o  s t o r e d  a t  1 0 ° C  ( 7 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  m e a t  d e c o n t a m i n a t i o n  c a n  b e  
m o n i t o r e d  t o  a v o i d  a c i d  a d a p t a t i o n .  I n  a c c o r d a n c e ,  w a t e r - b a s e d  m e a t  d e c o n t a m i n a t i o n  t e c h n o l o g i e s  m a y  a l s o  l e a d  t o  a c i d  s e n s i t i z a t i o n  o f  S. 
T y p h i m u r i u m  D T I 0 4  a n d  L. m onocytogenes  a f t e r  a  p e r i o d  o f  h a b i t u a t i o n  ( g r o w t h )  i n  n o n a c i d  m e a t  e n v i r o n m e n t s .

Objectives

T h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  a s s e s s  a c i d  t o l e r a n c e  r e s p o n s e  ( A T R )  o f  S. T y p h i m u r i u m  D T 1 0 4  a n d  L. m onocytogenes  f o l l o w i n g  
h a b i t u a t i o n / g r o w t h  i n  n o n a c i d  ( w a t e r )  s p r a y - w a s h i n g s  f r o m  f r e s h  m e a t  i n c u b a t e d  a t  1 0 ° C .  A T R  o f  s u r v i v o r s  w a s  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  p u r e  
c u l t u r e s  o f  t h e  p a t h o g e n s  g r o w n  i n  b r o t h  w i t h  1 %  ( a c i d - a d a p t e d )  o r  w i t h o u t  ( n o n a d a p t e d )  g l u c o s e  a t  1 0 ° C .

Methods

A  s t r e p t o m y c i n  ( S m ) - r e s i s t a n t  ( 8 0 0  p g / m l )  d e r i v a t i v e  o f  L  monocytogenes  N - 7 1 4 4  a n d  t h e  m u l t i - d r u g  r e s i s t a n t  Salmonella  T y p h i m u r i u m  D T 1 0 4  
s t r a i n  A T C C  7 0 0 4 0 8 ,  a l s o  g r o w n  i n  8 0 0  p g / m l  S m ,  w e r e  u s e d .  S t r a i n s  w e r e  c u l t u r e d  t w i c e  i n  1 0  m l  o f  t r y p t i c a s e  s o y  b r o t h  ( B B L ,  B e c t o n  D i c k i n s o n  C o . ,  
S p a r k s ,  M D )  w i t h  0 . 6 %  y e a s t  e x t r a c t  ( D i f c o ,  B e c t o n )  ( T S B Y E )  a t  3 0 ° C  f o r  2 4  h  p r i o r  t o  i n o c u l a t i n g  m e a t  d e c o n t a m i n a t i o n  w a s t e  f l u i d s  ( w a s h i n g s ) .  
W a s h i n g s  w e r e  p r e p a r e d  b y  s p r a y i n g  f r e s h  ( <  7 2  h  p o s t - m o r t e m  t o p  r o u n d  c u t s  ( ca. 2  k g  e a c h )  o f  b e e f  w i t h  2 1  o f  c o l d  ( 1 0 ° C )  o r  h o t  ( 8 5 ° C )  t a p  w a t e r .  
S p r a y i n g  w a s  a c c o m p l i s h e d  w i t h  a  m o d e l  s p r a y - w a s h e r  ( C H A D  C o m p a n y ,  O l a t h e ,  K S ) ,  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( 6 ) .  P o r t i o n s  ( 1 0 0  m l )  o f  w a t e r  ( 1 0 ° C  
° r  8 5 ° C )  w a s h i n g s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  1 0 5  c e l l s / m l  o f  e a c h  o f  t h e  s t r a i n s  a n d  i n c u b a t e d  s t a t i c a l l y  a t  1 0 ° C  f o r  1 4  d a y s .  F l a s k s  w i t h  1 0 0  
m l  o f  s t e r i l e  g l u c o s e - f r e e  t r y p t i c  s o y  b r o t h  ( T S B Y E - G ;  B B L )  o r  1 0 0  m l  o f  t h i s  m e d i u m  w i t h  1 %  a d d e d  g l u c o s e  ( S i g m a ,  S t .  L o u i s ,  M O )  ( T S B Y E + G )  
W e r e  a l s o  i n o c u l a t e d  a n d  i n c u b a t e d  a s  a b o v e .  T h i s  w a s  d o n e  t o  c o m p a r e  g r o w t h  a t  1 0 ° C  a n d  s u b s e q u e n t  A T R  o f  t h e  p a t h o g e n s  w h e n  i n  c o - c u l t u r e  w i t h  
n a t u r a l  f l o r a  i n  m e a t  w a s h i n g s  a s  c o m p a r e d  t o  t h e i r  p u r e  c u l t u r e s  i n  b r o t h .  A l l  s a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  m i c r o b i o l o g i c a l l y  a n d  f o r  p H  a t  0 , 2 , 4 , 7  a n d  1 4  
d a y s .  S a m p l e s  ( 1  m l )  w e r e  s e r i a l l y  d i l u t e d  i n  9  m l  o f  0 . 1  %  b u f f e r e d  p e p t o n e  w a t e r  ( B P W ) ,  a n d  p l a t e d  o n  t r y p t i c  s o y  a g a r  ( B B L )  w i t h  0 . 6 %  y e a s t  e x t r a c t  
a n d  8 0 0  p g / m l  S m  ( S i g m a )  ( T S A Y E + S m )  a n d  P A L C A M  ( f o r  L  monocytogenes)  o r  X L T 4  ( f o r  S. T y p h i m u r i u m  D T 1 0 4 )  a g a r s  ( D i f c o ) .  C o l o n i e s  w e r e  
c o u n t e d  a f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 0 ° C  f o r  4 8  h .  T h e  p H  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a  d i g i t a l  p H  m e t e r  ( A c c u m e t  5 0 ,  F i s h e r  S c i e n t i f i c ,  H o u s t o n ,  T X )  e q u i p p e d  w i t h  
a  g l a s s  e l e c t r o d e .  A c i d  t o l e r a n c e  w a s  a s s e s s e d  a f t e r  2  a n d  8  d a y s  o f  i n c u b a t i o n  a t  1 0 ° C  b y  e x p o s u r e  t o  T S B Y E  o r  n e w  w a t e r  w a s h i n g s  a c i d i f i e d  t o  p H  
3 - 7  o r  3 . 5 ,  r e s p e c t i v e l y ,  w i t h  l a c t i c  a c i d  ( D L - l a c t i c  a c i d ,  8 5 %  w t / w t ,  S i g m a ) .  T S B Y E  ( p H  7 . 2 )  o r  m e a t  w a s h i n g s  ( p H  6 . 8 )  w i t h o u t  p H  a d j u s t m e n t  w e r e  
n s e d  a s  c o n t r o l s .  O n e  m l  o f  c u l t u r e  d i l u t e d  a s  a p p r o p r i a t e  i n  0 . 1 %  B P W  w a s  p i p e t t e d  i n t o  9  m l  o f  a c i d i f i e d  m e d i a  t o  g i v e  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  ca. 1 0 5  
C e U s / m l .  S a m p l e s  ( 1  m l )  w e r e  t a k e n  a t  0 , 6 0  a n d  1 2 0  m i n ,  s e r i a l l y  d i l u t e d ,  a n d  p l a t e d  t o  d e t e r m i n e  s u r v i v i n g  p o p u l a t i o n s  o f  t h e  n a t u r a l  f l o r a  ( T S A Y E ) ,  
f -  monocytogenes  ( T S A Y E + S m ;  P A L C A M )  a n d  S. T y p h i m u r i u m  ( T S A Y E + S m ;  X L T 4 ) ,  r e s p e c t i v e l y .  C o l o n i e s  o n  a g a r  p l a t e s  w e r e  e n u m e r a t e d  a f t e r  
l r > c u b a t i o n  a t  3 0 ° C  f o r  4 8  t o  7 2  h .  E x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  t w i c e .

Results

B o t h  L. m onocytogenes  a n d  S. T y p h i m u r i u m  D T 1 0 4  g r e w  b y  1  t o  2  l o g  c f u / m l  i n  w a t e r  ( 1 0  o r  8 5 ° C )  m e a t  w a s h i n g s  a t  1 0 ° C  ( T a b l e  1 ) .  
G r o w t h  o f  t h e  p a t h o g e n s  i n  T S B Y E  w a s  m u c h  f a s t e r  a n d  g r e a t e r  c o m p a r e d  t o  t h e i r  g r o w t h  i n  t h e  w a s h i n g s .  T h i s  b e h a v i o r  a p p e a r e d  t o  b e  d u e  
t o  t h e  l o w e r  n u t r i e n t  c o n t e n t  o f  t h e  w a s h i n g s  a n d  t h e  c o m p e t i t i o n  b y  a  g r a m - n e g a t i v e ,  m a i n l y  ( > 9 0 %  o f  c o l o n i e s )  o x i d a s e - p o s i t i v e  n a t u r a l  f l o r a ,  
' v h i c h  r a p i d l y  o u t g r e w  ( > 1 0 8  c f u / m l )  t h e  p a t h o g e n s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  U n d e r  a l l  c o n d i t i o n s  a t  1 0 ° C ,  t h e  g r o w t h  o f  t h e  p a t h o g e n s  o n  P A L C A M  
0 r  X L T 4  ( d a t a  n o t  s h o w n )  w a s  s l i g h t l y  ( <  0 . 5  l o g  c f u / m l )  l e s s  p r o n o u n c e d  t h a n  g r o w t h  o n  T S A Y E + S m  ( T a b l e  1 ) .

T h e  a v e r a g e  p H  o f  t h e  m e a t  w a s h i n g s  i n c r e a s e d  f r o m  6 . 7 1 - 6 . 8 5  a t  d a y - 0  t o  7 . 0 9 - 7 . 5 1  a t  d a y - 1 4 ,  a n  i n c r e a s e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  a c c u m u l a t i o n  
° f  a l k a l i n e  c a t a b o l i c  p r o d u c t s  b y  t h e  p r e d o m i n a n t  n a t u r a l  f l o r a .  A s  i t  w a s  e x p e c t e d ,  t h e  p H  o f  p u r e  T S B Y E - G  c u l t u r e s  o f  t h e  p a t h o g e n s  d u r i n g  
' n c u b a t i o n  a t  1 0 ° C  r e m a i n e d  h i g h  ( p H  6 . 7 9 - 7 . 0 1  b y  d a y - 1 4 ) ,  w h i l e  m a j o r  d e c r e a s e s  i n  p H  o c c u r r e d  i n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  T S B Y E + G  c u l t u r e s  
¡ ? U e  t o  t h e  f e r m e n t a t i o n  o f  g l u c o s e .  T h e  f i n a l  p H  o f  T S B Y E + G  c u l t u r e s  o f  L. m onocytogenes  a f t e r  1 4  d a y s  a t  1 0 ° C  w a s  5 . 0 4 ,  w h i l e  t h e  p H  o f  

S B Y E + G  c u l t u r e s  o f  S. T y p h i m u r i u m  i n c r e a s e d  f r o m  d a y - 7  ( p H  5 . 4 7 )  t o  d a y - 1 4  ( p H  5 . 9 8 ) .
T h e  A T R  o f  L. m onocytogenes  a n d  S. T y p h i m u r i u m  D T I 0 4  f o l l o w i n g  g r o w t h  i n  b r o t h  w i t h  1 %  o r  w i t h o u t  g l u c o s e  o r  i n  w a t e r  m e a t  

b a s h i n g s  a t  1 0 ° C  w a s  s i m u l t a n e o u s l y  p a t h o g e n - ,  m e d i u m -  a n d  i n c u b a t i o n - t i m e - d e p e n d e n t .  A t  2  d a y s ,  r e d u c t i o n s  i n  v i a b l e  p o p u l a t i o n s  o f  b r o t h  
C u ' t u r e s  o f  L. m onocytogenes  a f t e r  a  1 2 0 - m i n  e x p o s u r e  a t  p H  3 . 7  i n  T S B Y E  w e r e  g r e a t e r  t h a n  t h e  r e s p e c t i v e  r e d u c t i o n s  i n  p o p u l a t i o n s  f r o m  
^ a s h i n g s ,  i r r e s p e c t i v e  o f  g l u c o s e  ( T a b l e  2 ) .  T h i s  c o u l d  b e  d u e  t o  a  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  e x p o n e n t i a l - p h a s e  c e l l s  i n  b r o t h  c o m p a r e d  t o  t h e  

S s  r a p i d l y  g r o w i n g  c e l l s  i n  t h e  w a s h i n g s .  A t  8  d a y s ,  h o w e v e r ,  t h i s  r e s p o n s e  w a s  r e v e r s e d ;  p a t h o g e n  p o p u l a t i o n s  f r o m  t h e  w a s h i n g s  b e c a m e  
^ , r  m o r e  a c i d - s e n s i t i v e  c o m p a r e d  t o  p o p u l a t i o n s  f r o m  b r o t h  c u l t u r e s ,  e s p e c i a l l y  t h e  a c i d - a d a p t e d  o n e s  w h i c h  s h o w e d  t h e  l o w e s t  r e d u c t i o n s ,  

a f l e r  a l l  c o n d i t i o n s  t e s t e d ,  l o w e r  n u m b e r s  o f  s u r v i v o r s  w e r e  r e c o v e r e d  o n  P A L C A M  c o m p a r e d  t o  T S A Y E + S m  ( T a b l e  2 )  d u e  t o  a c i d  i n j u r y ,  
e r e s t i n g l y ,  t h e  A T R  o f  L. m onocytogenes  c o u l d  n o t  b e  v e r i f i e d  a g a i n s t  a c i d i f i e d  ( p H  3 . 5 )  m e a t  w a s h i n g s  d u e  t o  i r r e v e r s i b l e  a t t a c h m e n t  o f  c e l l s  

° n  m e a t  p a r t i c l e s  i n  a l l  t r e a t m e n t s ,  i n c l u d i n g  t h e  c o n t r o l s ,  w h i c h  r e s u l t e d  i n  u n r e l i a b l e  m i c r o b i o l o g i c a l  d a t a  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .
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Salm onella  T y p h i m u r i u m  D T 1 0 4  w a s  f o u n d  t o  b e  m o r e  s e n s i t i v e  t o  a c i d  t h a n  L. m onocytogenes  a f t e r  e x p o s u r e  t o  m e a t  w a s h i n g s  a t  1 0 ° C .  
N o  p a t h o g e n  s u r v i v o r s  f r o m  m e a t  w a s h i n g s  w e r e  r e c o v e r e d  o n  T S A Y E + S m  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  a c i d i f i e d  ( p H  3 . 5 )  w a s h i n g s  f o r  6 0  m i n ,  a n d  
i r r e s p e c t i v e  o f  t i m e ,  2  ( d a t a  n o t  s h o w n )  o r  8  d a y s  ( T a b l e  3 ) .  A l s o ,  n o  s u r v i v o r s  o f  Salm onella  w e r e  d e t e c t e d  i n  b r o t h  c u l t u r e s  a t  d a y - 2 ,  p r o b a b l y  
b e c a u s e  o f  t h e  h i g h  a c i d  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  p a t h o g e n  w h e n  i n  i t s  e x p o n e n t i a l  p h a s e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  A t  8  d a y s ,  h o w e v e r ,  s u r v i v a l  o f  a c i d -  
a d a p t e d  Salm onella  i n  b r o t h  w a s  h i g h ,  w h i l e  n o n a d a p t e d  p o p u l a t i o n s  b e c a m e  u n d e t e c t a b l e  ( <  1 l o g  C F U / m l ) ,  b u t  a t  a  s l o w e r  r a t e  c o m p a r e d  
t o  p o p u l a t i o n s  f r o m  t h e  m e a t  w a s h i n g s  ( T a b l e  3 ) .  N o t a b l y ,  n o  s u r v i v o r s  o f  a c i d - c h a l l e n g e d  Salm onella  w e r e  d e t e c t e d  o n  X L T 4 ,  i r r e s p e c t i v e  o f  
t y p e  o f  c u l t u r e ,  p r e v i o u s  a c i d  a d a p t a t i o n  o r  i n c u b a t i o n  t i m e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  c o n d i t i o n s  o n  t h i s  m e d i u m  w e r e  h a r s h  t o  a l l o w  f o r  
r e c o v e r y  o f  a c i d - i n j u r e d  p o p u l a t i o n s .  N o n a c i d - t r e a t e d  Salm onella  w e r e  f u l l y  r e c o v e r e d  o n  a l l  t r e a t m e n t s  a n d  m e d i a ,  i n c l u d i n g  X L T 4 .

Conclusions
•  Listeria m onocytogenes  a n d  S. T y p h i m u r i u m  D T 1 0 4  m a y  g r o w  s i m i l a r l y  i n  n o n a c i d  ( w a t e r )  w a s t e  f l u i d s  f r o m  m e a t  d e c o n t a m i n a t i o n  a t  

1 0 ° C .  T h e i r  g r o w t h  m a y  b e  r e s t r i c t e d  d u e  t o  n u t r i e n t  l i m i t a t i o n  a n d  c o m p e t i t i o n  b y  t h e  n a t u r a l  f l o r a ,  b u t  c e l l  i n j u r y  i s  l i m i t e d .
•  S t a t i o n a r y - p h a s e  c e l l s  o f  L. m onocytogenes  a n d  S. T y p h i m u r i u m  D T I 0 4  t r a n s f e r r e d  t o  w a t e r  m e a t  w a s h i n g s  a t  1 0 ° C  a n d  h a b i t u a t e d  t o  

t h i s  n a t u r a l  e n v i r o n m e n t  f o r  e x t e n d e d  t i m e s  m a y  b e c o m e  m o r e  a c i d - s e n s i t i v e  c o m p a r e d  t o  t h e i r  p u r e  c u l t u r e s  g r o w n  a t  t h e  s a m e  t e m p e r a t u r e  i n  
b r o t h .  T h e  p r e s e n c e  o f l % g l u c o s e i n  b r o t h  i n c r e a s e s  A T R  o f  t h e  p a t h o g e n s  d u e  t o  i n d u c t i o n  o f  a c i d  a d a p t a t i o n  a t  1 0 ° C .

•  T h e  p o t e n t i a l  f o r  L. m onocytogenes  a n d  S. T y p h i m u r i u m  D T 1 0 4  t o  r e d u c e  t h e i r  A T R  f o l l o w i n g  s u r v i v a l / g r o w t h  i n  n o n a c i d  ( w a t e r )  w a s h i n g s  
m a y  b e  a  m e a n s  o f  l e s s e n i n g  p o t e n t i a l  s a f e t y  r i s k s  a s s o c i a t e d  w i t h  a c i d - a d a p t e d  p a t h o g e n s  i n  m e a t  p l a n t s  t h a t  u s e  a c i d i c  m e a t  d e c o n t a m i n a t i o n  
t e c h n o l o g i e s .  T h e  m o r e  i n t e n s e  u s e  o f  w a t e r - b a s e d  i n t e r v e n t i o n s  i n  r o t a t i o n  w i t h  l a c t i c  a c i d  t r e a t m e n t s  m a y  a s s i s t  i n  o p t i m i z i n g  p a t h o g e n  
r e d u c t i o n  d u e  t o  a c i d  o n  c a r c a s s e s  o r  p r i m a l  c u t s  o f  m e a t ,  w h i l e  m i n i m i z i n g  t h e  c h a n c e s  f o r  s u r v i v o r s  t o  d e v e l o p  o r  m a i n t a i n  h i g h  A T R .
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Table 1 .  G r o w t h *  ( l o g  c f u / m l ,  n  =  4 )  o f  i n o c u l a t e d  ( 1 0 s  c f u / m l )  p a t h o g e n s  i n  n o n a c i d  s p r a y - w a s h i n g s  f r o m  m e a t  s p r a y e d  w i t h  c o l d  ( 1 0 ° C )  o r  
h o t  ( 8 5 ° C )  w a t e r ,  o r  i n  c u l t u r e  b r o t h  w i t h  1 %  ( T S B Y E + G )  o r  w i t h o u t  ( T S B Y E - G )  g l u c o s e ,  a t  1 0 ° C

T y p e  o f  c u l t u r e  _ _ _ _ _ _ _ _ Listeria monocytogenes ( d a y s  a t  1 0 ° C ) _ _ _ _ _ _ _ _  _ _ _ _ _ Salmonella T y p h i m u r i u m  D T 1 0 4  ( d a y s  a t  1 0 ° C )
0 2 4 7 1 4 0 2 4 7 1 4

W a t e r  ( 1 0 ° C )  w a s h i n g s 5 . 5 5 . 6 6 . 7 6 . 8 6 . 5 5 . 1 5 . 7 6 . 3 6 . 7 7 . 1
W a t e r  ( 8 5 ° C )  w a s h i n g s 5 . 5 5 . 8 6 . 7 7 . 0 6 . 9 5 . 0 5 . 6 6 . 4 6 . 6 7 . 0

T S B Y E + G 5 . 1 8 . 2 9 . 4 9 . 4 9 . 0 5 . 1 7 . 8 9 . 1 9 . 1 8 . 9
T S B Y E - G 5 . 1 8 . 0 9 . 0 9 . 1 8 . 8 5 . 2 8 . 0 9 . 1 9 . 3 9 . 2

Values are the means of two replicate experiments with two samples analyzed per replicate 
♦Growth was determined on TSAYE agar supplemented with 800 mg/1 streptomycin (TSAYE+Sm).

Table 2 .  R e d u c t i o n s  ( l o g  N / N o ) *  i n  p o p u l a t i o n s  o f  L. m onocytogenes  i n  a c i d i f i e d  T S B Y E  ( p H  3 . 7 / l a c t i c  a c i d )  f o l l o w i n g  h a b i t u a t i o n / g r o w t h  
f o r  2  o r  8  d a y s  a t  1 0 ° C  i n  n o n a c i d  s p r a y - w a s h i n g s  f r o m  m e a t  s p r a y e d  w i t h  c o l d  ( 1 0 ° C )  o r  h o t  ( 8 5 ° C )  w a t e r ,  o r  i n  c u l t u r e  b r o t h  w i t h  1 %  
( T S B Y E + G )  o r  w i t h o u t  ( T S B Y E - G )  g l u c o s e .  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

T y p e  o f  c u l t u r e
C e l l s  e x p o s e d  t o  a c i d  a f t e r  2  d a y s  a t  1 0 ° C C e l l s  e x p o s e d  t o  a c i d  a f t e r  8  d a y s  a t  1 0 ° C  _

T S A Y E + S m P A L C A M T S A Y E + S m P A L C A M
6 0 1 2 0 6 0 1 2 0 6 0 1 2 0 6 0 1 2 0  _

W a t e r  ( 1 0 ° C )  w a s h i n g s - 2 . 6 - 3 . 7 - 3 . 5 - 3 . 8 - 1 . 6 - 3 . 1 - 2 . 4 - 4 . 9
W a t e r  ( 8 5 ° C )  w a s h i n g s - 2 . 6 - 3 . 7 - 3 . 7 - 3 . 9 - 0 . 9 - 2 . 5 - 2 . 1 - 4 . 3

T S B Y E + G - 4 . 6 - 4 . 9 - 4 . 9 X - 0 . 3 - 0 . 5 - 0 . 6 - 1 . 1
T S B Y E - G - 4 . 9 X - 4 . 9 X - 0 . 3 - 1 . 7 - 0 . 3 - 2 . 9  _ _

*N, surviving populations (cfu/ml) after 60 or 120 min o f exposure to acid; No, populations (cfu/ml) exposed to acid at time 0. 
X, no further reductions at 120 min because surviving populations were undetectable (<1 log cfu/ml) after 60 min o f exposure.

Table 3. R e d u c t i o n s  ( l o g  N / N o ) *  i n  p o p u l a t i o n s  o f  S. T y p h i m u r i u m  D T 1 0 4  i n  a c i d i f i e d  m e a t  w a s h i n g s  ( p H  3 . 5 / l a c t i c  a c i d )  f o l l o w i n g  
h a b i t u a t i o n / g r o w t h  f o r  8  d a y s  a t  1 0 ° C  i n  n o n a c i d  s p r a y - w a s h i n g s  f r o m  m e a t  s p r a y e d  w i t h  c o l d  ( 1 0 ° C )  o r  h o t  ( 8 5 ° C )  w a t e r ,  o r  i n  c u l t u r e  b r o t h  
w i t h  1 %  ( T S B Y E + G )  o r  w i t h o u t  ( T S B Y E - G )  g l u c o s e .  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _

E x p o s u r e  t o  a c i d  ( m i n ) W a t e r  ( 1 0 ° C )  w a s h i n g s W a t e r  ( 8 5 ° C )  w a s h i n g s T S B Y E + G T S B Y E - G  _
6 0 - 4 . 6 - 4 . 7 - 0 . 7 - 1 . 8

1 2 0 X X - 1 . 2 - 4 . 2  _
♦Reductions were calculated on the basis o f surviving populations o f S a lm onella  on TSAYE+Sm. For symbols see Table 2.
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