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1 Einleitung

Falle von Verderb bei vakuumverpacktem Rindfleisch durch psychrophile Vertreter
des Genus Clostridium wurden erstmalig 1989 bekannt (Dainty et al., 1989;
Kalchayanand et al., 1989). Solcher Verderb ist gekennzeichnet durch ein Aufblahen
der Verpackung als Folge von starker Gasbildung, begleitet von massiven
Geruchsabweichungen. Im Englischen wird fur diese Verderbssymptomatik die Be-

zeichnung Blown Pack Spoilage verwendet.

In den folgenden Jahren rickten kaltetolerante Clostridien vermehrt ins Interesse der
Forschung, was zur Isolierung einer Vielzahl an kaltetoleranten Clostridienstdmmen
und Erstbeschreibung einiger neuer Spezies fuhrte. Jedoch wurde nur bei einigen
dieser Stamme mit Challengeversuchen ein entsprechendes Verderbsgeschehen

reproduziert.

Mittlerweile wurde diese Art von Verderb bei Fleisch aus GroRbritannien, USA, Neu-
seeland, Sudafrika, Nordamerika und Nordeuropa beobachtet, allerdings gibt es kei-

nerlei wissenschaftliche Daten Uber die Haufigkeit solcher Falle.

Der bisher am haufigsten nachgewiesene Erreger von Blown Pack Spoilage bei Kuhl-
temperaturen ist C. estertheticum. Dieser Organismus ist in der Lage,
vakuumverpacktes Fleisch auch bei Kuhltemperaturen von -1,5 °C innerhalb weniger

Wochen zu verderben.

In der deutschsprachigen Literatur sind bisher keine wissenschaftlichen Arbeiten Uber
C. estertheticum verfugbar. In Standardwerken der Lebensmittelmikrobiologie finden
sich allenfalls kurze Zusammenfassungen unter Verweis auf englischsprachige Arbei-

ten.

Die Kontamination des Fleisches mit diesem Verderberreger erfolgt wahrscheinlich
mit der widerstandsfahigen versporten Form, die Ubertragungswege fir diese

Kontamination sind weitgehend unbekannt (Boerema et al., 2003; Broda et al., 2002).

Der Nachweis dieser Keime mit kulturellen Methoden ist aufwandig und langwierig.
Standardisierte Methoden sind bisher nicht verfugbar, und mangels geeigneter Selek-
tivmedien bereitet die Isolierung aus der gemischten Mikroflora von Fleischproben
besondere Probleme. Mittlerweile wurden auch molekularbiologische Methoden zum

Nachweis entwickelt, die einen schnelleren Nachweis ermdglichen (Broda et al.,
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2003a). Jedoch wurde die Erfassung von Sporen in dieser Arbeit nicht mit einbezo-

gen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen zuverlassigen PCR — Nachweis fur Sporen
von C. estertheticum sowie eine Methode zur gezielten Isolierung dieser Organismen
von festen Nahrmedien zu etablieren. Weiterhin sollten die Methoden anhand von
Rindfleischproben auf ihre Praxistauglichkeit Gberprift werden und erste Daten Uber
das Vorkommen von C. estertheticum bei Proben aus dem deutschen Handel gewon-
nen werden. Daruber hinaus stellt der Literaturteil dieser Arbeit die erste umfassende
Beschreibung der vorhandenen wissenschaftlichen Literatur zu diesem Thema in

deutscher Sprache dar.
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2 Schrifttum

2.1 Vakuumverpackung von Frischfleisch

2.1.1 Bedeutung fur den internationalen Rindfleischmarkt, Import- und

Exportsituation

Frisches, gekuhltes Rindfleisch wird im Zuge eines zunehmend liberalisierten
Welthandels heutzutage vermehrt Uber weite Strecken transportiert. Noch bis Mitte
des zwanzigsten Jahrhunderts war dies kaum der Fall, Rindfleisch wurde in Vierteln
oder Halften transportiert und der Export auf weiter entfernte Markte war durch das

sperrige Transportgut und die begrenzte Haltbarkeit limitiert.

Ende der 1970er Jahre setzte sich die Vakuumverpackung fur dieses Produkt durch,
da so erstmalig die volle Erhaltung der Qualitat und Haltbarkeit wahrend langerer
Transporte moglich war (Husband, 1982). Diese Entwicklung ging mit der Einfihrung
des sogenannten ,boxed-beef concept” einher, das gekennzeichnet ist durch zentrali-
sierte Schlachtung, Zerlegung und Vakuumverpackung der Teilsticke in der Nahe
der Produktionsstatten. Die Produktion und der Transport wurden durch dieses Kon-
zept wesentlich effizienter, und schon 1982 wurden nur noch 12% des Rindfleisches
im US — GroRhandel in Halften oder Vierteln (carcass beef) und 88% in Teilstlicken
(primal cuts) angeboten, von denen Uber 90% vakuumverpackt waren (Seideman
und Durland, 1983). Heute ist die Vakuumverpackung nach wie vor weit verbreitet bei
fur den Grol3- und AuBenhandel bestimmten Teilsticken, wahrend sie fur
Endverbraucherportionen von frischem Fleisch kaum Verwendung findet (Jeremiah,
2001).

Die groften Anbieter von Rindfleisch auf dem Weltmarkt sind derzeit Brasilien und
Australien, wobei Brasilien der fuhrende Anbieter bezogen auf das Produktvolumen
ist, wahrend Australien den fihrenden Exporteur bezogen auf den Produktwert dar-
stellt (Steiger, 2006). Traditionell spielt auch Nordamerika eine entscheidende Rolle
bei den wichtigsten Rindfleischexporteuren, es verlor jedoch im Zuge der BSE- Krise

2003 wesentliche Marktanteile an Brasilien (vgl. Abbildung 1).
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Abbildung 1: Rindfleischexporte in Millionen Tonnen nach Landern, weltweit, von
1995 bis 2005 (Adcock et al., 2006)

(NAFTA= North American Free Trade Agreement; Mitgliedsstaaten: USA, Kanada,
Mexico)

(1MT= 1 Metric ton = 1t)

Die Europaische Union ist mit einem Selbstversorgungsgrad von 99% Nettoimporteur
von Rindfleisch, im Jahr 2007 fuhrte die EU knapp 300000 Mio. t Rindfleisch ein,
mehr als die Halfte davon als frisches geklhltes Rindfleisch (Kohimduller, 2008). Der
wichtigste Lieferant bei den EU-Rindfleischeinfuhren ist Brasilien mit einem Anteil von
66%. Im europaischen Aullenhandel werden hauptsachlich Verarbeitungsfleisch aus
der EU aus- und edle Teilsticke eingefuhrt. Der Pro-Kopf-Verzehr von Rindfleisch in
Deutschland liegt mit 8,3 kg unter dem europaischen Durchschnitt (Deutscher Flei-
scher - Verband, 2007).
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2.1.2 Eigenschaften von vakuumverpacktem Rindfleisch
2.1.2.1 Fleischreifung im Vakuumbeutel

Schlachtfrische Muskulatur vom Rind bedarf stets einer Reifungsphase, um optimale
Verzehrseigenschaften auszubilden. Traditionell fand die Reifung von Rindfleisch
durch Abhangen von Rindervierteln oder -halften im Kihlraum fur etwa 2 Wochen
statt (Bohme, 1981; Tandler und Heinz, 1970a). Dabei entwickelt das Fleisch durch
die Einwirkung fleischeigener Enzyme die erwlnschte Zartheit. Dies ist auf Verande-
rungen der myofibrillaren Struktur zurtckzufihren, welche durch Proteolyse des
myofibrillaren Proteins entstehen. Die daran beteiligten Enzymsysteme sind Cal-
paine, Kathepsine und eventuell multikatalytische Proteasen (Koohmaraie und Gee-
sink, 2006). Zusatzlich zur Zartheit entwickelt sich wahrend der Reifung der typische
Rindfleischgeschmack und durch eine Zunahme des Wasserbindungsvermogens

auch eine bessere Saftigkeit.

Beim klassischen Abhangen treten jedoch relativ hohe Verluste durch Verdunstung
und damit verbunden eine Austrocknung sowie Oxidation der Oberflache auf. Ober-
flachliche Gewebsschichten trocknen manchmal so stark ab, dass sie nicht mehr ver-
wertbar sind und verworfen werden mussen. Mit zunehmender Reifungs- bzw. Lager-
dauer kommt es aufRerdem zu oberflachlicher Keimvermehrung, was zu schmierigen
Belagen fuhrt und die Haltbarkeit derart gereiften Fleisches einschrankt (Tandler und
Heinz, 1970a). Bei der aeroben Kuhllagerung findet man als Verderbnisflora
hauptsachlich psychrotrophe Gram-negative Stabchenbakterien, wie Pseudomonas,
Alcaligenes, Acinetobacter und Moraxella (Gill, 1983; Borch et al., 1996; Gill und
Newton, 1978; Fehlhaber et al., 2005), wobei die Pseudomonaden den grof3ten An-

teil stellen.

Die Vakuumverpackung bietet die Moglichkeit, Umwelteinflisse groRtenteils auszu-
schalten und damit die Probleme der herkdmmlichen Reifung zu umgehen. Hierbei
werden entbeinte Fleischteilsticke in weitgehend gasdichte Folien verpackt, unter
Vakuum verschlossen und bei Kuhltemperaturen in Gefrierpunktnahe gelagert. Ver-
luste durch Austrocknung treten nicht auf, die Verpackung bietet aul’erdem Schutz
vor Verschmutzung, und es wird ein hoherer Zartheitsgrad erreicht als bei herkommli-
cher Reifung. Teilstlcke, die fur entfernte Markte vorgesehen sind, konnen so wah-
rend des Transports (z.B. auf dem Seeweg) langsam reifen und erreichen den

Bestimmungsort mit dem erwlnschten Reifegrad. Vakuumverpackte Teilstlicke sind
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zudem um ein Vielfaches langer haltbar als aerob gelagertes Fleisch (vgl. 2.1.2.3),
und viele Autoren sprechen sich fur einen hdheren Genusswert des unter Vakuum
gereiften Fleisches aus (Bohme, 1981; Heinz, 1974; Tandler und Heinz, 1970b;
Tandler und Heinz, 1970a).

Die Farbe von vakuumverpacktem Fleisch ist im Gegensatz zu aerob gelagertem
Fleisch ein dunkleres Rot. Die Ursache hierfir ist das weitgehend anaerobe Milieu in
der Vakuumverpackung. Der Muskelfarbstoff Myoglobin liegt dann Uberwiegend in
der reduzierten Form vor, die eine dunkelrote Farbe besitzt (Heinz, 1974; Husband,
1982; Seideman und Durland, 1983; d' Alessandria und Pagliaro, 1975). Nach dem
Offnen der Vakuumverpackung und dem damit verbundenen Sauerstoffzutritt kehrt
die hellrote Farbe zurilick, der Muskelfarbstoff liegt wieder als Oxymyoglobin vor. Die-
ser Vorgang wird als Aufrotung bezeichnet. Da Verbraucher diese Zusammenhange
im Allgemeinen nicht kennen und eine hellrote Fleischfarbe bevorzugen, wird die
Vakuumverpackung fur Endverbraucherportionen von frischem, nicht mariniertem

Fleisch nur selten eingesetzt (Tewari, 2002; Jeremiah, 2001; Lambert et al., 1991).

2.1.2.2 Mikrobielle Flora

Durch den Ausschluss von Sauerstoff entwickelt sich in der Vakuumverpackung eine
anders zusammengesetzte Mikroflora als unter aeroben Bedingungen. Die aerobe,
proteolytische Verderbnisflora, welche Uberwiegend aus Pseudomonaden besteht,
wird bei der Vakuumverpackung durch den Sauerstoffausschluss und die erhohte
CO,- Spannung nahezu vollstandig gehemmt. Das anaerobe Milieu in Kombination
mit niedrigem pH- Wert und Temperaturen in Gefrierpunktndhe bietet ideale
Vorraussetzungen fur Milchsaurebakterien, vor allem Lactobacillus spp., die sich in
der Vakuumverpackung innerhalb von wenigen Wochen zur dominierenden Flora
entwickeln (Gill und Newton, 1978; Grau, 1981; Heinz, 1974; Tandler und Heinz,
1970b; Jones, 2004; Jones et al., 2008; Kaya und Schmidt, 1990).

Auch andere auf Fleisch vorkommende Mikroorganismen sind in der Lage, sich unter
anaeroben Bedingungen zu vermehren. Dazu gehoéren kaltetolerante Verteter der
Enterobacteriaceae, wie Hafnia alvei, Serratia liquefaciens und Enterobacter spp.
Diese weisen jedoch bei Temperaturen unter 10 °C auf Fleisch mit normalem pH-
Wert (5,6-5,8) eine wesentlich langsamere Wachstumsrate auf als Milchsaurebakte-

rien (Grau, 1981). Ein zusatzlicher wachstumshemmender Effekt auf diese Organis-
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men entsteht durch antimikrobielle Substanzen, welche von verschiedenen
Milchsaurebakterien produziert werden, wie z.B. organische Sauren und Bacteriocine
(Dubois et al., 1979; Bell und Garout, 1994; Jones et al., 2008; Katikou et al., 2005).
Enterobacteriaceae stellen daher nur geringe Anteile der Mikroflora von vakuumver-
packtem Frischfleisch (Grau, 1981; Borch et al., 1996; Egan, 1983; Gill, 1996; Jones,
2004).

Brochothrix thermosphacta, (friihere Bezeichnung Microbacterium thermosphactum),
ist ebenfalls grundsatzlich in der Lage, sich auf vakuumverpacktem Fleisch zu
vermehren. Auf Fleisch herrscht jedoch nach normalem Ablauf der postmortalen
Glykolyse ein pH — Wert von 5,8 oder weniger. Unter diesen Bedingungen, in
Kombination mit dem anaeroben Milieu in der Vakuumverpackung, wird Brochothrix
thermosphacta an der Vermehrung gehindert (Campbell et al., 1979). Ahnliches gilt
fur Shewanella putrefaciens, auch diese Organismen konnen auf vakuumverpacktem
Fleisch nur wachsen, wenn der pH-Wert bei 6 oder hdher liegt (Gill, 1983). Diese bei-
den Organismen werden flr vakuumverpacktes Fleisch nur dann relevant, wenn
Fleisch mit DFD—Kondition verwendet wird (vgl. Kap. 2.1.3.2.2.)

2.1.2.3 Haltbarkeit

Zur maximalen Haltbarkeit von vakuumverpacktem Rindfleisch finden sich in der Lite-
ratur unterschiedliche Angaben, da eine Reihe von Faktoren Auswirkungen auf die
Haltbarkeit haben. Als wichtigste EinflussgrofRe ist hier die Lagerungstemperatur zu
nennen, aber auch die Sauerstoffdurchlassigkeit des verwendeten Folienmaterials
sowie die Ausgangskeimbelastung und der pH-Wert des verpackten Fleisches spie-
len eine entscheidende Rolle fur die maximale Lagerdauer dieses Produkts (vgl.
2.1.3.2.1 und 2.1.3.2.2). Hinzu kommt, dass das Ende der Haltbarkeit von
verschiedenen Autoren unterschiedlich interpretiert wird (vgl. 2.1.3.1 und 2.1.3.2). Die
bei verschiedenen Temperaturen und Packstoffen gewonnenen Ergebnisse zur maxi-

malen Lagerdauer sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Tabelle 1:  Haltbarkeitsfristen von vakuumverpacktem Rindfleisch bei unterschiedli-
chen Temperaturen und O2-Durchlassigkeitswerten
Haltbarkeit = Temperatur- O,-Permeabilitat der Folie Quelle
in Wochen bereich in cm®m?/24h/ bar
bei 20 °C
4-5 0°C n.a. Tandler und Heinz (1970b)
3-4 +2°C n.a. Tandler und Heinz (1970b)
2-3 +4 °C n.a. Tandler und Heinz (1970b)
bis 2 +6 °C n.a. Tandler und Heinz (1970b)
10 -1 bis 0 °C Verschiedene Folien mit Heinz (1974)
unterschiedlicher
Permeabilitdt, ohne Angabe
definierter Werte
10 -1 bis 0 °C 7 d' Alessandria und Pagliaro (1975)
10 -1 bis 0 °C 150 d' Alessandria und Pagliaro (1975)
11-15 0°C 0-300 Rigg et al. (1978)
6-11 0°C 300 - 1000 Rigg et al. (1978)
bis 12 0 bis +1 °C 25 Egan, (1983)
12,8 <0°C 40 Bell und Garout (1994)
9,4 0°C n.a. Lee und Yoon (2001)

Aus den Angaben in Tabelle 1 geht hervor, dass eine maximale Haltbarkeit von vaku-
umverpacktem Rindfleisch nur bei strikter Einhaltung von Temperaturen in Gefrier-
punktnahe erreichbar ist. Als ideale Lagertemperatur gilt allgemein der Wert von -1,5
1+ 0,5 °C , da dies die niedrigste mogliche Temperatur ist, bei der das Fleisch noch
nicht gefriert, die Wachstumsraten von Mikroorganismen jedoch generell stark
verlangsamt sind (Borch et al., 1996; Gill et al., 1988; Gill, 1996). Bereits geringe
Abweichungen (im Bereich von 1-2 °C) von diesem Minimum haben erhebliche

Verklrzungen der maximalen Haltbarkeit zur Folge (Gill, 1996; Hess et al., 1980).

Die fur die Vakuumverpackung von Fleisch verwendeten Folien bestehen aus
verschiedensten Kunststoffen, meist in Verbunden (Laminate oder Coextrudate). So
konnen die Eigenschaften der verschiedenen Materialien zu einem Film mit speziel-
len Sperreigenschaften fur Gase und Wasserdampf kombiniert werden, die zugleich
den mechanischen Belastungen im Produktionsprozess und beim Transport

standhalten. Eine gute Sperrwirkung fir Sauerstoff besteht bei Werten unter
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100 cm®m?/24h/bar (gemessen bei 2025 °C und 75% relativer Feuchte) (Eustace,
1981; Egan, 1983). Bei vergleichenden Untersuchungen zur Vakuumverpackung mit
praxisublichen Folien verschiedener Sauerstoffdurchlassigkeit wurden keine
wesentlichen Unterschiede bezuglich der sich entwickelnden Mikroflora festgestellt,
jedoch zeigten die in hochgasdichten Folien verpackten Teilsticke ein besseres
Aufrétungsvermogen (d' Alessandria und Pagliaro, 1975; Rigg et al., 1978; Heinz,
1974; Tandler und Lee, 1985).

2.1.3 Verderb von vakuumverpacktem Rindfleisch
2.1.3.1 Definition und Abgrenzung

Die Abgrenzung der erwunschten Reifung vom unerwunschten Verderb bereitet bei
vakuumverpacktem Fleisch besondere Schwierigkeiten, da diese Prozesse langsam
ineinander Ubergehen. Der Begriff der Haltbarkeit ebenso wie des Verderbs unterliegt

sehr stark der subjektiven Einschatzung durch den Verbraucher.

Die deutsche Lebensmittelkennzeichnungsverordnung definiert Haltbarkeit als die
Frist, innerhalb welcher ein Lebensmittel unter angemessenen Aufbewahrungsbe-
dingungen seine spezifischen Eigenschaften behalt (LMKV, 1999). Gehen diese
spezifischen Eigenschaften verloren, so beginnt der allmahliche Prozess des
Verderbs, der mit einer fortschreitenden Minderung der Verzehrseignung einhergeht.
Massiv verdorbene Lebensmittel fallen rechtlich unter die Bezeichnung ,zum Verzehr
durch den Menschen nicht geeignet®, und die Europaische Verordnung (EG) Nr.
178/2002 zur Festlegung der allgemeinen Grundsatze und Anforderungen des
Lebensmittelrechts, zur Errichtung der Europaischen Behorde fur Lebensmittel-
sicherheit und zur Festlegung von Verfahren zur Lebensmittelsicherheit sowie das
deutsche Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch regeln, dass solche Lebensmittel
nicht in den Verkehr gebracht werden durfen. Nach Fehlhaber et al. (2005) und Sinell
(2004) umfasst diese Formulierung Lebensmittel, deren Genusstauglichkeit aufgrund
stofflicher Veranderungen nicht oder nicht mehr gegeben ist. Dazu gehodren Veran-
derungen der inneren und auflieren Beschaffenheit, des Aussehens, des Geruchs
und Geschmacks, die sich so nachteilig auswirken, dass nach allgemeiner Ver-
kehrsauffassung die Verzehrseignung verloren gegangen ist. Fur die Beurteilung
,zum Verzehr nicht geeignet” ist keine vollige UngenielRbarkeit vorausgesetzt. Selbst

ein makroskopisch und sensorisch unverandertes Produkt kann so beurteilt werden,
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wenn zum Beispiel Umstande bestehen, deren Kenntnis beim Verbraucher Ekel

hervorrufen wirden (Fehlhaber et al., 2005).

Laut Sinell (2004) beginnt Verderb, wenn in einem Lebensmittel stoffliche Um-
setzungen oder sonstige Veranderungen eintreten, die seinen Gebrauchswert ein-
schranken. Somit stellt Verderb einen dynamischen Vorgang mit flieRenden Uber-
gangen dar, der sein Endstadium im Verdorbensein des Lebensmittels findet
(Wiegner, 1985).

Die Tatigkeit von Mikroorganismen fihrt dann zum Verderb, wenn deren
Stoffwechselprodukte bzw. Zellmasse zu sinnfalligen, unerwunschten Veranderungen

fihren.

Die Unterscheidung der Zustande frisch / beginnender Verderb / verdorben bereitet
mitunter Schwierigkeiten, denn zum einen mussen geringfligige Abweichungen auch
beim Normalzustand toleriert werden, zum anderen sind Ubereinkinfte, regionale
Anschauungen, wirtschaftliche Gegebenheiten und subjektives Empfinden oft fur die
Beurteilung ausschlaggebend (Sinell, 2004; Fehlhaber et al., 2005).

2.1.3.2 Verderb ohne massive Gasbildung

Bei einwandfreier Kuhlung, guter Schlacht- und Zerlegehygiene und ungestortem
Ablauf der postmortalen Glykolyse (pH- Wert unter 6,0) entsteht im vakuumverpack-
ten Fleisch eine langsam wachsende, vorwiegend saccharolytische Flora von
Milchsaurebakterien, vor allem Lactobacillus spp. (vgl. 2.1.2.2). Der Verderb durch
solche Organismen setzt wesentlich spater ein als bei aeroben Bedingungen und
aullert sich in Geruchs- und Geschmacksabweichungen in Richtung sauer bis kasig
(Egan, 1983; Baumgart, 2004; Jones, 2004). Diese Abweichungen entstehen durch
die Akkumulation von Stoffwechselprodukten, vor allem kurzkettigen Fettsauren, wie
Milch-, Essig- und Buttersaure (Jones, 2004; Gill, 1983; Sutherland et al., 1976).

Solche Verderbssymptome treten in aller Regel erst mehrere Wochen nach Erreichen
der maximalen Keimzahl im vakuumverpackten Rindfleisch auf (Gill, 1983; Suther-
land et al., 1976).

Ein leichter sauerlicher Geruch, der nur unmittelbar nach dem Offnen der Ver-
packung wahrnehmbar ist und innerhalb weniger Minuten verfliegt, tritt bei

vakuumverpacktem Fleisch jedoch schon innerhalb der Haltbarkeit auf und wird von
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vielen Autoren als normal bezeichnet (Heinz, 1974; Husband, 1982). Persistiert der
Geruch jedoch oder kommen andere, unerwinschte Nuancen hinzu, wird dies als
Verderb betrachtet (Lee und Yoon, 2001).

Generell wird das Verderbspotential der Milchsaurebakterien als relativ gering einge-
schatzt, jedoch gibt es unter den einzelnen Vertretern dieser Gruppe erhebliche
Unterschiede. Stamme, die Buttersdure bilden, besitzen ein hoheres Verderbs-
potential (Jones, 2004), und einige Stamme von Milchsaurebakterien kbnnen zu ei-
ner Vergrunung an der Fleischoberflache durch Sulfmyoglobinbildung fuhren (Egan,
1983). Aufgrund des verzogerten Eintretens der Verderbssymptomatik bezogen auf
die Keimzahlentwicklung und des unterschiedlichen Verhaltens einzelner Vertreter
der Milchsaurebakterien ist die Bestimmung der Gesamtkeimzahl bzw. Zahl der
Milchsaurebakterien von sehr eingeschranktem Wert fur eine Aussage uber den
Verderb des Produktes. Hohe Keimzahlen von 107 KbE/cm? und mehr kommen
regelmalig bei vakuumverpacktem Fleisch vor, ohne dass Verderb sinnfallig wird
(Heinz, 1974; Bell und Garout, 1994; Sinell, 2004).

Vor diesem Hintergrund ist es nachvollziehbar, dass fir vakuumverpacktes Rind-
fleisch derzeit keine rechtlich bindenden mikrobiologischen Referenzwerte festgelegt
sind. Zur Beurteilung der Genuf3tauglichkeit von vakuumverpacktem Rindfleisch soll-
ten daher immer mikrobiologische und sensorische Methoden kombiniert werden
(Wagner, 2006).

Nach Meinung einiger Autoren wird die Haltbarkeit von vakuumverpacktem Rind-
fleisch bei absolut optimalen Lagerungsedingungen nicht durch den mikrobiellen Ver-
derb, sondern vielmehr durch einen etwa ab der 10. Lagerungswoche einsetzenden
Verlust des spezifischen Rindfleischaromas, der Fleischtextur sowie des Aufrotungs-

und Farbhaltevermogens begrenzt (Bell und Garout, 1994; Heinz, 1974).

2.1.3.2.1 Verderb bei erhdhter Lagertemperatur oder Unterbrechung der Kiihl-
kette

Liegt die Lagerungstemperatur oberhalb des Optimums (-1,5 £ 0,5 °C), so spielen mit
zunehmender Temperatur Enterobacteriaceae eine groRere Rolle fur den Verderb
von vakuumverpacktem Rindfleisch (Grau, 1981). Der Eintritt des Verderbs durch
diese Organismen hangt zeitlich stark von der Verfugbarkeit von Glucose auf der

Fleischoberflache ab. Da Glucose vor anderen Substraten bevorzugt verstoffwech-



Schrifttum 12

selt wird, wird dieses Substrat von den auf der Oberflache befindlichen Mikroorganis-
men standig entfernt, und es bildet sich ein Konzentrationsgradient zwischen
Oberflache und dem Inneren des Teilstlcks aus. Fallt nun die Diffusionsgeschwindig-
keit der Glucose unter die Rate der Verstoffwechselung durch die Mikroorganismen,
so greifen Enterobacteriaceae auf andere Substrate wie Aminosauren, Lactat, und
Glucose-6-Phosphat zurtick und bilden schliel3lich Proteasen, wodurch es zur Faul-
nis kommt (Grau und Macfarlane, 1980; Newton und Gill, 1978). Durch Kuhlbe-
dingungen in Gefrierpunktnahe in Verbindung mit niedriger Anfangskontamination
kann der Verderb durch diese Organismen effektiv verhindert werden (Grau, 1981;
Jones, 2004).

2.1.3.2.2 Verderb bei Vakuumverpackung von DFD-Fleisch

Grundsatzlich ahnlich verlauft der Verderb, wenn Fleisch von DFD-Kondition
vakuumverpackt wird. DFD steht fur Dark, Firm, Dry: Solches Fleisch hat ein dunkles
Aussehen sowie ein erhdhtes Wasserbindungsvermogen und eine leimige, klebrige
Konsistenz (Fischer, 1988b; Fischer, 1988a). Bei Rindfleisch wird auch die Abkur-
zung DCB (Dark Cutting Beef) verwendet. Ursache flir diese Abweichung ist eine
Erschopfung der Kohlehydratreserven ante mortem durch eine erhohte Stoffwechsel-
belastung des Tiers, zum Beispiel aufgrund von Transport- oder Hungerbelastung.
Bei gesunden, ausgeruhten Tieren werden die vorhandenen Kohlenhydrate im Zuge
der postmortalen Glykolyse zu Lactat abgebaut. Damit geht eine pH-Wert—Absen-
kung von etwa 7,0 im lebenden Muskel auf etwa 5,8 bis 5,4 nach 24 Stunden einher.
Bei DFD—Muskulatur findet diese Saurebildung durch Mangel an Substrat nur
unzureichend statt, und der pH-Wert stabilisiert sich bei Werten von 6,0 oder hoher.
Als definitive Grenze zur Unterscheidung von DFD- und normalem Fleisch werden
unterschiedliche Werte zwischen 5,8 und 6,4 angegeben, meist liegt die genannte
Grenze bei 6,0 oder 6,2 (Fischer, 1988b). Durch die verminderte Sduerung fehlt eine
wesentliche Hurde flr bestimmte Mikroorganismen, die sich ansonsten auf
vakuumverpacktem Fleisch nicht vermehren kdnnen. Die wichtigste Rolle spielen hier
Brochothrix thermosphacta und Shewanella putrefaciens (Borch et al., 1996). Bro-
chothrix thermosphacta verursacht bei DFD—Fleisch innerhalb kurzer Zeit Verderb
durch Sauerung und Faulnis, die Vermehrung von Shewanella putrefaciens fuhrt

Uber die Produktion von Schwefelwaserstoff zur Bildung von griinem Sulfmyoglobin
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und zu Faulnisgeruch (Gill und Newton, 1979). Auch die bereits erwahnten kaltetole-
ranten Enterobacteriaceae werden bei dem erhéhten pH-Wert von DFD-Fleisch weni-
ger gehemmt als bei Rindfleisch mit normalem Ablauf postmortaler Prozesse
(Patterson und Gibbs, 1977). Weiterhin weist Rindfleisch mit erhéhtem pH-Wert eine
niedrigere Glucosekonzenration auf als solches mit normalem pH-Wert. Die
Verfugbarkeit von Glucose als Substrat fir die Mikroorganismen nimmt schneller ab,
so dass diese schon zu einem friheren Zeitpunkt proteolytische Stoffwechselwege
aktivieren, was sich schliel3lich in vorzeitigem Verderb mit Faulnis dufert. DFD-
Fleisch sollte aufgrund der genannten Eigenschaften und der Maoglichkeit einer
Vermehrung von Listeria monocytogenes generell nicht zur Bevorratung und somit
auch nicht zur Vakuumlagerung eingesetzt werden (Bem et al., 1976; Kaya und
Schmidt, 1990; Grau und Vanderlinde, 1990).

2.1.3.3 ,Blown Pack Spoilage*

Der Ausdruck ,Blown Pack Spoilage® bezeichnet im englischen Sprachgebrauch den
Verderb vakuumverpackten Frischfleisches unter Produktion von teilweise erhebli-
chen Mengen Gas, was zum Aufblahen der Verpackung (Bombage) fuhrt. Diese Art
von Verderb tritt auch bei intakter Kuhlkette und teilweise deutlich vor Ablauf der Ubli-
chen Haltbarkeitsfristen auf und wurde Ende der Achtziger Jahre erstmalig beschrie-
ben (Dainty et al., 1989). Als Verursacher wurden verschiedene psychrotrophe und
psychrophile Clostridienarten, vor allem C. estertheticum, identifiziert ( vgl. 2.3.3),
deren Vermehrung neben der erwahnten Gasbildung auch 2zu massiven
Geruchsabweichungen fuhrt. Bisher liegen wenig Daten zum Vorkommen dieser Art
von Verderb und zur Verbreitung der verursachenden Clostridien vor (Broda et al.,
1997). Nach aktuellen Arbeiten ist eine zunehmende Haufung von Berichten Uber
diese Art von Abweichungen zu beobachten (Boerema et al., 2007; Broda, 2007),
und Hadorn et al. (2008) dokumentierten erstmalig Blown Pack Spoilage bei Rind-

fleisch im deutschsprachigen Raum.

Verderb von verpacktem Frischfleisch mit Gasbildung und Geruchabweichung nach
Unterbrechung der Kihlkette wurde bereits friiher beschrieben (Hanna et al., 1979),
und als verursachende Mikroorganismen Hafnia alvei und heterofermentative

Lactobacillus spp. genannt.
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In Neuseeland wurden Falle von Blown Pack Spoilage bei intakter Kihlung unter-
sucht, bei denen eine Beteiligung von Clostridien ausgeschlossen wurde. Im Zuge
der Untersuchungen wurden verschiedene Enterobacteriaceae isoliert, deren Fahig-
keit zur Gasbildung in vakuumverpacktem Lammfleisch bei 4 °C nachgewiesen
wurde. Die entsprechenden Mikroorganismen wurden als Vertreter der Genera Haf-
nia, Enterobacter, Serratia, Rahnella und Ewingella klassifiziert (Brightwell et al.,
2007).

Eine ahnliche Form von Verderb kann durch Leuconostoc gasicomitatum in marinier-
tem Huhnerfleisch (Bjorkroth et al., 2000) verursacht werden. Auch hier kommt es zu
massiver Gasproduktion und Aufblahen der Verpackung, jedoch in Verbindung mit
einem starken pH-Wert-Anstieg. Diese Art von Verderb wurde in Packungen mit
modifizierter Atmosphéare beobachtet. Die Gasbildung entsteht hier durch
Decarboxilierung von Aminosauren und der pH-Wert steigt aufgrund der nachfolgen-
den Desaminierung der Aminosauren. Diese Form des Verderbs wird auch ,protein

swell“ genannt.

2.1.3.4 Verderbspotential von Hefen auf Fleisch und Fleischerzeugnissen

Hefen wurden als potentielle Verderberreger von Fleisch und Fleischerzeugnissen
bis vor kurzem kaum beobachtet. Diese Organismen sind jedoch seit langem be-
kannt als Verderberreger von Obst, Gemuse, Milchprodukten und verschiedenen Ge-
tranken (Phaff et al., 1966; Samson et al., 1995). Es wird verschiedentlich erwahnt,
dass Hefen auch auf Fleisch regelmalig vorkommen, eine massive Vermehrung oder
ein Verursachen von Verderbsgeschehen wurden in diesem Zusammenhang jedoch
nicht beschrieben. Hefen kdnnen auflerdem einen Hauptanteil der Mikroflora von
bestimmten Fleischprodukten mit hohem Salzgehalt wie Schinken oder Speck stellen
(Phaff et al., 1966), ohne dass Verderberscheinungen auftreten. Lowry und Gill
(1984) fanden heraus, dass die Mikroflora von Lammfleisch bei verlangerter Lage-
rung bei -5 °C von Hefen dominiert wird, und wiesen auf eine potentielle Verderbsge-
fahr bei Fleisch durch diese Organismen hin. In der neueren Literatur wird auch der
Verderb von Wurst- und Fleischwaren durch Wachstum von Hefen auf der Oberfla-
che mit Farbveranderungen, Gasproduktion in Verpackungen und Geruchs- bzw. Ge-
schmacksabweichungen beschrieben (Diriye et al., 1993; Ismail et al., 2000; Loureiro
und Querol, 1999; Quiros et al., 2008; Sanz et al., 2005). Derzeit liegen keine Daten
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uber einen Fall von Verderb durch Hefen bei vakuumverpacktem frischem Rindfleisch

VOr.

2.2 Psychrotrophe und psychrophile Mikroorganismen

2.2.1 Begriffsklarung

Die Vorsilbe ,psychro—* stammt von dem griechischen Wort psychros und steht flr
kihl oder kalt. Mit Begriffen wie ,psychrotroph®, ,psychrotolerant oder ,psychrophil*
werden Mikroorganismen bezeichnet, die auch bei Kiuhl- oder Gefriertemperaturen
Uberleben und sich vermehren. Die genaue Definition dieser Begriffe wurde von ver-
schiedenen Autoren seit Beginn des 20. Jahrhunderts mehrfach diskutiert, wobei kein
Konsens fur eine allgemein gultige Definition dieser Ausdricke erzielt wurde (Kopke,
2002). In der Literatur werden die Begriffe zum Teil synonym verwendet, was mitun-
ter zu Missverstandnissen fuhrt. In dieser Arbeit werden die Begriffe psychrotroph

und psychrophil entsprechend der in Tabelle 2 dargestellten Einteilung verwendet.

Tabelle 2:  Einteilung von Mikroorganismen auf der Grundlage ihrer Temperaturan-
forderungen flir eine Vermehrung (Fehlhaber und Janetschke, 1992;
ICMSF, 1980; Kramer, 2002)

Keimgruppe Temperatur (°C)

Minimum Optimum Maximum
Psychrophile -10 bis 5 10 bis 15 15 bis 20
Psychrotrophe -5 bis 5 20 bis 30 30 bis 35
Mesophile 5 bis 10 30 bis 45 35 bis 47
Thermophile 25 bis 45 50 bis 80 60 bis 85

Nach dieser Tabelle werden die Organismen entsprechend der Temperaturbereiche
klassifiziert, in denen ihr Wachstumsoptimum liegt, was durch die Nachsilbe —phil
(philein [griech.] = lieben) zum Ausdruck kommt. Die Nachsilbe —troph (tréphein
[griech.] = ernahren) wird flr Organismen verwendet, die sich auch bei Temperaturen

weit unterhalb ihres Optimums, wenn auch erheblich eingeschrankt, vermehren kon-
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nen. In einigen Arbeiten wird fir diese Keime auch der Begriff psychrotolerant

verwendet.

Die Einteilung entsprechend der Temperaturbereiche wird auch in Abbildung 2 deut-
lich, in der die Wachstumsraten verschiedener Gruppen von Mikroorganismen bei
unterschiedlichen Temperaturen dargestellt sind. Die Vermehrungsrate nimmt bei
allen Gruppen mit sinkender Temperatur ab, jedoch kdénnen psychrophile Mikroorga-
nismen im Bereich von wenigen Grad Celsius schneller wachsen als die psych-
rotrophen. Solche an Kalte adaptierten Organismen werden primar in permanent kal-
ten Umgebungen, wie zum Beispiel Polarregionen und Ozeanen nachgewiesen
(Wynn-Williams, 1990; Morita, 1975; Bowman et al., 1997; Shcherbakova et al.,
2005; Gill, 2002).
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Abbildung 2: Wachstumsraten von Mikroorganismen mit unterschiedlichem

Temperaturoptimum nach Schmidt-Lorenz (1979)
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2.2.2 Lebensmittelrelevante psychrotrophe bzw. psychrophile

Mikroorganismen

Kaltetolerante Mikroorganismen spielen vor allem in gekuhlten Lebensmitteln eine
entscheidende Rolle. Durch die Kuhlung werden sich von den auf dem jeweiligen
Lebensmittel initial vorhandenen Keimen nur solche Organismen vermehren kdnnen,

die dazu auch bei Kihltemperaturen fahig sind.

Da die meisten pathogenen Mikroorganismen aufgrund ihrer hohen Spezialisierung
einen relativ engen Wachstumsbereich um 37 °C haben, gilt die Kihlung als effekti-
ves Mittel, um eine Vermehrung von Pathogenen auf Lebensmitteln zu verhindern.
Dadurch wird die Sicherheit von Lebensmitteln wesentlich erhdht, jedoch kdnnen
einige pathogene Spezies wie Listeria monocytogenes oder Yersinia enterocolitica

sich auch auf gekuhlten Lebensmitteln vermehren (vgl. Tabelle 3).

Die meisten Keime, die auf gekuhlten Lebensmitteln vorkommen, sind Psych-
rotrophe, welche sowohl vor Beginn der Kuhlung bei mittleren Temperaturen als auch
in der Kuhlphase (eingeschrankt) vermehrungsfahig sind. Zu dieser Gruppe gehodren
viele Verderberreger, wie die Pseudomonas—Acinetobacter—Moraxella-Assoziation
auf eiweilreichen Lebensmitteln wie Fleisch und Fleischprodukten, aber auch auf
Fisch und anderen Seetieren, Eiern und Milch (Kraft, 1992). Psychrotrophe Bacillus-
Arten kommen z.B. auf Eiern und bestimmten Milchprodukten vor (Griffiths und Phil-
lips, 1990; Collins, 1981). Weiterhin spielen bestimmte psychrotrophe Stamme der
Enterobacteriaceae, Aeromonas, Acinetobacter und Achromobacter spp. auf
verschiedenen Lebensmitteln eine Rolle. Eine Uberwiegend grampositive
milchsaurebildende, haufig psychrotrophe Flora aus Lactobacillus, Leuconostoc,
Carnobacterium, Streptococcus und Pediococcus spp. weisen Rohwurst, Pokel-
fleischerzeugnisse, Sauermilchprodukte und viele Kasesorten sowie Salzgemuse auf
(Baumgart, 2004; Sinell, 2004). Bei diesen Lebensmitteln tragen psychrotrophe
Mikroorganismen zum typischen Aroma und zur mikrobiologischen Stabilitat bei und
werden teilweise gezielt als Starterkulturen zugesetzt. In anderen Lebensmitteln wie
zum Beispiel Brihwurst sind solche Organismen unerwilnscht, und die Saurebildung
wird als Verderb betrachtet (Sinell, 2004).

Psychrophile Bakterien kommen auf Lebensmitteln relativ selten vor, da deren Ub-
liche Habitate sich Uberwiegend fern der Lebensmittelproduktion befinden (vgl.

2.2.1). Dies gilt jedoch nicht flr bestimmte Arten von Muscheln und Seefisch, da
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diese zum Teil aus eben solchen Habitaten stammen. Hier kdnnen neben Pseudomo-
naden zum Beispiel psychrophile Vibrio spp. Verderb verursachen (Schmidt-Lorenz
und Farkas, 1961; Makarios-Laham und Lee, 1993). Einige psychrophile Hefen und
Schimmelpilze koénnen noch bei -15°C wachsen und zu Schwarzfleckigkeit bei
Gefrierfleisch flihren (Sinell, 2004; Samson et al., 1995).

Verderb durch psychrotrophe und psychrophile Clostridium spp. wurde auller bei
Fleisch auch bei Kartoffeln und Milch beschrieben (Brocklehurst und Lund, 1982;
Bhadsavle et al., 1972).

Eine Zusammenfassung verschiedener kaltetoleranter Mikroorganismen, welche auf
Lebensmitteln vorkommen, gibt Tabelle 3. Die angegebenen Werte sind zum Teil
stammspezifisch und kdénnen nicht flr alle Stdmme einer Spezies verallgemeinert

werden.

Tabelle 3: Minimale  Wachstumstemperaturen von  psychrotrophen  bzw.
psychrophilen pathogenen und anderen lebensmittelrelevanten Mikroor-

ganismen (Sinell, 2004)

Art bzw. Gattung Minimale Wachstumstemperatur °C
Pathogene bzw.  Salmonella 53
potentielle o )
Pathogene Vibrio parahaemolyticus 5
Yersinia enterocolitica 0
Listeria monocytogenes 1-3
Clostridium botulinum Typ E** 3,3
Fusarium spp., Penicillium spp. -10 bis -18
Index- und Klebsiella spp., Enterobacter spp. 0
indikatorkeime Enterococcus faecalis 0
Verderberreger Enterococcus faecium 0 bis 3
Lactobacillus spp. 1
Pseudomonas fluorescens -3
Achromobacter spp. -4
Bacillus psychrophilus, Bacillus insolitus -5 bis -7
Hefen -12

** und einige nichtproteolytische Typ-B- und Typ-F-Stamme
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2.2.3 Psychrotrophe und psychrophile Clostridien auf Fleischerzeugnissen

Die meisten alteren Arbeiten, die sich mit Clostridien auf Fleisch und
Fleischerzeugnissen beschaftigen, konzentrieren sich vor allem auf C. botulinum und
C. perfringens (Hall und Angelotti, 1965; Eisgruber, 1986), welche als Lebensmittelin-
fektions— bzw. —intoxikationserreger von lebensmittelhygienischer Bedeutung sind.
Andere Clostridien werden als haufige Verderberreger, insbesondere von Fleisch-
und Wurstkonserven, genannt. Nach Eisgruber und Stolle (1992) ist die initiale Belas-
tung von Fleisch und Fleischerzeugnissen mit Clostridien als gering anzusehen. Eine
Vermehrung von Clostridien auf frischem Fleisch wurde vor allem im Zusammenhang
mit unsachgemaler Behandlung, wie schlechter Hygiene und unzureichenden Kuhl-
malnahmen, thematisiert (Roberts und Mead, 1986; Gill, 1979; Eisgruber, 1992).

Der Verderb von Frischfleisch durch Clostridien wurde erstmals als Tiefenfaulnis, vor
allem in Knochennahe (,bone-taint“) beschrieben. Als Verursacher wurden mesophile
Clostridien und C. putrefaciens (psychrotroph) festgestellt (Callow und Ingram, 1955;
Ingram, 1952; Ross, 1965). Mit der Entwicklung leistungsfahiger Kihlsysteme wurde
diese Art von Verderb als beherrschbar betrachtet (Roberts und Mead, 1986).

Die beiden ersten Studien Uber verderbsrelevante psychrophile Clostridien auf
Frischfleisch stammen aus den USA und Grol3britannien (Dainty et al., 1989;
Kalchayanand et al., 1989). Beide beschreiben das Bild von Blown Pack Spoilage bei
vakuumverpacktem Rindfleisch mit massiver Gasbildung und Verderbgeruch trotz
einwandfreier Kiihlung und weit vor Ablauf der erwarteten Haltbarkeitsfrist. In beiden
Fallen wurden psychrophile Clostridien aus dem verdorbenen Fleisch isoliert, welche
in Inokulationsversuchen den Verderb reproduzieren konnten. Die isolierten Organis-
men wurden jeweils als neue Spezies Clostridium estertheticum (Collins et al., 1992)
beziehungsweise Clostridium laramie (Kalchayanand et al., 1993) beschrieben. Der
Name C. laramie wurde zwischenzeitlich zu C. laramiense korrigiert (Truper und
DeClari, 1997). Spater wurden die beiden Organismen als Subspezies estertheticum
und laramiense von C. estertheticum zusammengefasst (Spring et al., 2003, siehe
auch 2.3).

Lawson et al. (1994) beschrieben eine weitere neue Spezies von anaeroben Sporen-
bildnern, die aus vakuumverpacktem gekuhltem Schweinefleisch isoliert wurde. In
diesem Fall wurde keine Gasbildung erwahnt, jedoch traten hochgradige Geruchsab-

weichungen auf. Der Organismus war psychrothroph mit einem Wachstumsoptimum
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im Bereich von 25-30 °C und vermehrte sich auch bei 4 °C (niedrigste getestete
Temperatur). Das Isolat konnte keiner bekannten Spezies zugeordnet werden und

wurde C. algidicarnis genannt.

1996 wurden in Neuseeland Falle von Blown Pack Spoilage untersucht, bei denen
vakuumverpackte Teilstuicke vom Rind, Lamm und Wild, sowie ein erhitztes
Fleischprodukt in gasdichter Folienverpackung betroffen waren (Broda et al., 1996a).
Auch in diesen Fallen wurden Kuhltemperaturen im Bereich von -1,5 bis +2 °C kon-
stant eingehalten. Aus den betroffenen Produkten wurden verschiedene psych-
rotrophe Clostridienstdmme isoliert, die zum Teil als C. difficile, C. beijerinckii und C.
lituseburense identifiziert wurden, zum Teil jedoch keiner bekannten Spezies
zugeordnet werden konnten. Nur einer der isolierten Stamme verursachte in
Inokulationsversuchen eine ahnliche Art von Verderb wie in den untersuchten
Produkten. Daher wurde vermutet, dass eventuell ein Synergismus mehrerer
Organismen fur den Verderb verantwortlich war. Alle anderen in der Arbeit untersuch-
ten Keimgruppen waren unauffallig. Die Gesamtkeimzahl lag fur die vakuumverpack-
ten Frischfleisch-Teilstlicke bei etwa 10" KbE/ml Tropfsaft, den Hauptanteil der Mikro-
flora stellten Milchs&urebakterien (10° bis 10" KbE/ml), Enterobacteriaceae kamen in
Zahlen von <10? bis etwa 10* KbE/ml vor. Bei den erhitzten Produkten lag die
Gesamtkeimzahl bei 10° KbE/ml, Enterobacteriaceae und Brochothrix thermosphacta
lagen unter 10? KbE/ml.

Von der gleichen Arbeitsgruppe wurden Falle von Tiefenfaulnis bei vakuumverpack-
ten GliedmalRen vom Lamm beobachtet (Broda et al., 1996b), bei denen ebenfalls
ein Versagen der Kuhlung ausgeschlossen werden konnte. Hier wurden
Geruchsabweichungen in Richtung ,kasig“ festgestellt, sobald das Kniegelenk eroff-
net wurde. Aus diesen Proben wurden psychrotrophe Clostridien aus dem
Gelenkinneren, nicht aber aus Tropfsaft nachgewiesen. Nach Broda et al. (1996b)
befanden sich daher in diesen Fallen die Organismen zum Zeitpunkt der Schlachtung
bereits im Gewebe und gelangten nicht in Folge einer nachtraglichen

Oberflachenkontamination auf das Fleisch.

In Neuseeland wurden daraufhin unverdorbene Teilstucke vom Rind und Lamm
unterschiedlicher geographischer Herkunft innerhalb Neuseelands (n=45) erworben
und nach Lagerung bei -1,5 °C beziehungsweise +15 °C mittels kultureller Methoden

auf das Vorkommen von psychrophilen und psychrotrophen Clostridien untersucht
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(Broda et al., 1997). Die Ergebnisse der Studie zeigten, dass 51% der Proben mit
Clostridien, die ein Wachstum bei 5 °C aufwiesen, kontaminiert waren. Die Mehrzahl
dieser Isolate war jedoch bei -1,5 °C nicht vermehrungsfahig. Psychrophile Clostri-
dien wurden nur vereinzelt nachgewiesen. Nach dieser Arbeit bestand kein
Zusammenhang zwischen der Kontaminationsrate mit kaltetoleranten Clostridien und

der Herkunft der Proben aus kuhleren Gebieten.

Kalinowski und Tompkin (1999) berichteten Uber sporadisch auftretende Falle von
Pack Blowing trotz adaquater Kihlung bei erhitzten vakuumverpackten Rindfleisch-
und Putenfleischprodukten in den USA. Es konnten zwei Typen von kaltetoleranten
Clostridien in diesem Zusammenhang isoliert werden, von denen die Isolate aus
Rindfleisch als C. laramie (jetzige Bezeichnung C. estertheticum subsp. laramiense)
identifiziert wurden, wahrend die Isolate aus Putenbrust keiner bis dahin beschriebe-

nen Spezies zugeordnet werden konnten.

1999 wurde erneut eine neue Spezies kaltetoleranter Clostridien beschrieben (Broda
et al., 1999), die im Zusammenhang mit Blown Pack Spoilage, jedoch nach Unterbre-
chung der Kihlkette, isoliert wurde. Die neue Spezies wurde Clostridium frigidicarnis
genannt. Dieser Organismus hat ein Wachstumsminimum von 3,8 °C, kann jedoch
mit einem Wachstumsoptimum von 30-38,5°C und einer maximalen
Vermehrungstemperatur von 40,5 °C nicht als psychrotroph im Sinne von Tabelle 2
bezeichnet werden. Diese Organismen fuhrten im Inokulationsversuch nicht zu Blown
Pack Spoilage bei Kuhltemperaturen und bilden mdglicherweise einen Teil der

Normalflora von gekuhltem vakuumverpacktem Fleisch.

Auch C. algidixylanolyticum (Broda et al., 2000b) wurde aus verdorbenem, ungenu-
gend gekihltem vakuumverpacktem Lammfleisch isoliert. Diese Spezies wurde
phylogenetisch unter Cluster XIVa (Collins et al., 1994) des Genus Clostridium einge-
ordnet, welcher einige phanotypisch und phylogenetisch sehr heterogene Organis-
men enthalt. Die Autoren halten deshalb eine taxonomische Reklassifizierung fur
wahrscheinlich. Diese Organismen sind psychrotroph, sie koénnen sich bei
Temperaturen von 2,5 bis 32,2 °C vermehren, das Temperaturoptimum liegt bei 25,5
bis 30,0 °C. Als besondere Eigenschaft dieser Spezies ist die Fahigkeit zur Xylan-
Degradation zu nennen. Eine Beteiligung an Blown Pack Spoilage wurde fur diese

Spezies nicht beschrieben.
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Aus vakuumverpacktem Lammfleisch wurde in Neuseeland eine weitere neue Spe-
zies, Clostridium gasigenes (Broda et al., 2000c), im Zusammenhang mit Blown Pack
Spoilage isoliert. Die Organismen produzierten im Inokulationsversuch Gas bei einer
Klhltemperatur von 2 °C in vakuumverpacktem Fleisch. Die Gasbildung war jedoch
weniger ausgepragt als in mit C. estertheticum inokulierten Packungen. C. gasigenes
hat ein Wachstumsminimum von -1,5°C oder weniger (niedrigste Uberprifte
Temperatur), die optimale Temperatur betragt 20-22 °C, Wachstumsobergrenze ist
26 °C. Der Organismus wird damit von den Autoren als psychrophil beschrieben, auf-
grund bereits genannter Uneinigkeit beztglich dieser Ausdricke (vgl. 2.2.1) bezeich-
nen Spring et al. (2003) ihn als psychrotroph. Entsprechend der in Tabelle 2 beschrie-
benen Einteilung wirde er ebenfalls als psychrotroph eingeordnet, jedoch liegt das

Wachstumsmaximum leicht unter dem fur Psychrotrophe angegebenen Bereich.

2.2.4 Toxinbildungsvermégen von kaltetoleranten Clostridien auf Fleisch

Einige aus vakuumverpacktem Rind- und Lammfleisch isolierte kaltetolerante Clostri-
dienstamme zeigten genetische Ubereinstimmungen mit C. botulinum (Moorhead
und Bell, 1999). Diese Stamme wurden mittels PCR auf codierende Gene flr Botuli-
numtoxin der Typen AB,E,F und G untersucht und die Toxinproduktion im
Inokulationsversuch mit Lammfleisch Uberpruft (Broda et al., 1998a; Moorhead und
Bell, 1999). Bei den Isolaten aus vakuumverpacktem Fleisch konnten weder Toxin-
codierende Gene, noch Toxinproduktion im inokulierten, vakuumverpackten Lamm-
fleisch nachgewiesen werden. Jedoch wurde in den mit psychrotrophen toxinogenen
C. Dbotulinum-Referenzstammen inokulierten Kontrollen die Produktion von
Botulinumtoxin bis zu einer Temperatur von +2 °C nachgewiesen. Eine naturliche
Kontamination mit toxinogenen psychrotrophen C. botulinum wurde bisher nicht be-
schrieben. Um die Produktsicherheit von vakuumverpacktem Fleisch zu gewahrleis-
ten, wurden dennoch Kuhltemperaturen von maximal 0 °C gefordert (Moorhead und
Bell, 1999; Moorhead und Bell, 2000).

Nach derzeitigem Kenntnisstand gibt es keine Hinweise auf Erkrankungen
beziehungsweise Intoxikationen, die mit dem Verzehr von Fleisch assoziiert wurden,

welches mit psychrophilen oder psychrotrophen Clostridien belastet war.
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2.3 Clostridium estertheticum / Clostridium estertheticum-like

Organismen

C. estertheticum ist neben C. gasigenes die einzige bisher klassifizierte
Clostridienspezies, die nachweislich und reproduzierbar Blown Pack Spoilage bei

Kahltemperaturen verursachen konnte (vgl.2.2.3).

Nach der Erstbeschreibung zweier Spezies, C. estertheticum und C. laramie (Collins
et al., 1992; Kalchayanand et al., 1993) wurden diese nach vergleichenden Untersu-
chungen von Spring et al. (2003) als C. estertheticum subsp. estertheticum und

C. estertheticum subsp. laramiense eingeordnet.

Das Verderbspotential von C. estertheticum wurde in verschiedenen Challengeversu-
chen bestatigt. Dainty et al. (1989) reproduzierten Gasbildung und Geruchsabwei-
chung in sterilen, mit etwa 10° Zellen von C. estertheticum subsp. estertheticum
inokulierten Steaks vom Rind, und auch Kalchayanand et al. (1993) stellten bei mit
C. estertheticum subsp. laramiense inokuliertem Rindfleisch das Auftreten von Blown
Pack Spoilage nach etwa 1-2 Wochen Lagerung bei 1-2 °C fest. In den von Boerema
et al. (2007) mit C. estertheticum subsp. estertheticum durchgefluhrten
Lagerungsversuchen mit inokuliertem Rindfleisch bei +2, 0 und -1,5 °C und zwei
verschiedenen Kontaminationsdosen (4 und 40 KbE/cm?) setzte Blown Pack
Spoilage durchschnittlich zwischen dem 25. und 43. Lagerungstag ein, wobei die bei
+2 °C gelagerten Stucke mit dem hoheren Inokulum am fruhesten Gasbildung

zeigten.

Als ,Clostridium estertheticum-like strains“ werden verschiedene in Neuseeland iso-
lierte psychrophile Clostridienstdmme bezeichnet, die ahnliche Eigenschaften wie
C. estertheticum aufweisen, deren taxonomischer Status jedoch noch ungeklart ist
(Broda et al, 2003b; Broda et al., 2000a). Diese Stamme wurden aus
vakuumverpacktem Wildfleisch isoliert, und mittels Inokulationsversuchen ihre Fahig-
keit, Pack Blowing von vakuumverpacktem Fleisch bei Kihltemperaturen von 2 °C zu

verursachen, bestatigt (Broda et al., 2002).
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2.3.1 Eigenschaften von C. estertheticum
2.3.1.1 Allgemeine Eigenschaften

C. estertheticum ist ein grampositives, obligat anaerob wachsendes Stabchenbakte-
rium, welches phylogenetisch dem Cluster | (Collins et al., 1994) des Genus Clostri-
dium zugeordnet ist. Clostridien gehoren zu den endosporenbildenden Mikroorganis-
men. Endosporen stellen eine resistente Dauerform dar, die es Bakterien ermoglicht,
bei Bedingungen, unter denen kein Wachstum maoglich ist bzw. unter denen die
vegetativen Formen absterben, lange Zeitraume zu Uberdauern und bei gunstigeren
Bedingungen wieder auszukeimen und sich zu vermehren. Bakterielle Sporen besit-
zen im Vergleich zu vegetativen Zellen generell eine erhohte Resistenz gegenuber
vielen schadlichen Umwelteinflissen wie Hitze, ionisierender Strahlung und
Chemikalien (Mardigan et al., 2000). Hinsichtlich der Widerstandsfahigkeit von Spo-
ren gegenuber verschiedenen Stressfaktoren gibt es spezies- und stammspezifische

Unterschiede, wobei fur C. estertheticum hierzu wenige Daten vorliegen (vgl 2.3.4).

2.3.1.2 Morphologie

Die vegetativen Zellen von C. estertheticum sind etwa 1,3 — 1,5 ym breite und 2,4 —
6 um, bei C. estertheticum subsp. laramiense auch bis zu 10 ym lange Stabchen, die
durch peritriche Begeil3elung beweglich sind. Sie kommen einzeln, in Paaren oder
gelegentlich in kurzen Ketten vor (Collins et al., 1992; Kalchayanand et al., 1993;
Spring et al., 2003).

Die Endosporen sind oval und befinden sich zumeist in subterminaler, manchmal

aber auch in zentraler oder terminaler Position.

Die Kolonien von C. estertheticum subsp. laramiense werden von Kalchayanand et
al., (1993) als klein, grau-weiBlich, glatt und konvex mit Ausbildung einer 3-Hamolyse
beschrieben. In der Erstbeschreibung von C. estertheticum subsp. estertheticum
(Collins et al.,, 1992) werden keine Angaben zur Koloniemorphologie und zum
Hamolyseverhalten gemacht. Helps et al. (1999) beschreiben C. estertheticum
subsp. estertheticum als R-hamolytisch. Spring et al., (2003) beschreiben die Kolo-
nien beider Subspezies als rund (1-2 mm Durchmesser), oft mit grob gekdrnten Ran-
dern, glatt, leicht erhaben, creme-weil} bis graulich und durchscheinend bis undurch-

sichtig. Bei Spring et al. (2003) wurde R-Hamolyse nur bei der Subspezies lara-
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miense beobachtet, wahrend die Subspezies estertheticum als nicht hamolytisch be-

schrieben wurde.

2.3.1.3 Temperaturbereich

Beide Subspezies von C. estertheticum sind psychrophil, jedoch bestehen Unter-
schiede hinsichtlich der optimalen und maximalen Wachstumstemperatur. Die in ver-

schiedenen Studien ermittelten Werte sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4:  Temperaturbereiche fur das Wachstum von C. estertheticum

Temperatur / °C C. estertheticum subsp. estertheticum C. estertheticum subsp. laramiense
Minimum <-3 v +1 @)

Optimum 6-8 ®) 15 (23)

Maximum 13 ® 15 Q) 21 23)

M. Kalchayanand et al. (1993). Der als Minimum angegebene Wert stellt die niedrigste Uberprifte
Temperatur dar.

@ Collins et al. (1992). Die Arbeit enthalt keine Angabe dariiber, ob tiefere Temperaturen als +1 °C
Uberprift wurden

®) . Spring et al. (2003)
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2.3.1.4 Biochemische Charakteristika

Die biochemischen Reaktionen von C. estertheticum sind in Tabelle 5 unter Angabe
der entsprechenden Quellen zusammengefasst. Zur Verstoffwechselung von Arabi-
nose, Cellobiose, Glycogen, Inulin und Xylose wurden in den unterschiedlichen Stu-

dien abweichende Ergebnisse erzielt.

Beim einem Wachstum von C. estertheticum entstehen relativ groRe Mengen an
Gas, dessen Hauptbestandteile Wasserstoff und Kohlendioxid stellen (Spring et al.,
2003; Collins et al., 1992). Weiterhin entstehen verschiedene flichtige Carbonsau-
ren, vor allem Buttersaure, aber auch Essigsaure, Ameisensaure, Milchsaure und
andere in variablen Anteilen (Collins et al., 1992; Kalchayanand et al., 1993; Spring
et al., 2003). Eine aktuelle Studie zum Stoffwechsel von C. estertheticum subsp.
estertheticum in Meat Juice Medium (MJM) zeigte, dass bei Verstoffwechselung von
Glucose vor allem Butyrat und Acetat gebildet werden, wahrend bei Ultilisation von
Lactat vor allem Butanol und Butyrat entstehen (Yang et al., 2009). Bei Wachstum
auf Fleisch wurde bei der Untersuchung der gasférmigen Bestandteile dartber hin-
aus eine komplexe Mischung von Ester- und Schwefelverbindungen nachgewiesen
(Collins et al., 1992; Dainty et al., 1989).
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Tabelle 5: Biochemische Reaktionen von C. estertheticum
Biochemische Reaktion C. estertheticum subsp. C. estertheticum subsp.
estertheticum laramiense

Verstoffwechselung von:

Amygdalin - @ - @

Arabinose + 13 - @ + ®

Cellobiose + M s ® - @ + @

Galactose + 13 + 3)

Glucose + 13) + @3)

Glycogen 3 ®) + ®) . 3)

Fructose + 13 + 23)

Inositol + ® + 23)

Inulin + ®3) _ @ + ®)

Lactose - @ - 3)

Maltose + 13) + @3)

Mannitol + 13 + 23)

Mannose + (.3) + 23)

Melezitose - @ - @

Melibiose + @ + 23)

Raffinose + @ + (2.3)

Rhamnose + ® + @3)

Ribose - ® - 23)

Salicin + 13 + ®

Sorbitol + 13 + ®

Starke + M s ® + 3)

Sucrose + ® + 3)

Trehalose - ® - @

Xylose + (1,3) } @ + 3)
Hydrolyse von:

Starke s ® + 23)

Esculin + M - @

Gelatin - ® - 3)
R - Hamolyse + “ - @) + @3)

M): Collins et al., (1992)
“): Helps et al.,(1999)

+ : positive Reaktion

@ Kalchayanand et al, (1993) ®): Spring et al., (2003)

®): Yang et al., (2009)

- : negative Reaktion s : schwach positive Reaktion
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2.3.2 Vorkommen

Uber die Verbreitung von C. estertheticum gibt es bisher nur wenige Daten. Berichte
Uber Blown Pack Spoilage mit Nachweis von C. estertheticum oder C. estertheticum-
like Organismen stammen aus GrolRbritannien (Dainty et al., 1989; Helps et al.,
1999), USA (Kalchayanand et al., 1993; Kalinowski und Tompkin, 1999) und Neusee-
land (Broda et al., 2002; Broda et al., 2003b). In GroRbritannien wurden auch Falle
von durch C. estertheticum verdorbenem Fleisch aus Stdafrika, Nordamerika und
Nordeuropa untersucht (Helps et al., 1999). C. gasigenes wurde dagegen bisher nur
in Neuseeland nachgewiesen. In der Regel handelte es sich bei den betroffenen Pro-
dukten um rohe vakuumverpackte Teilsticke vom Rind, zum Teil waren auch

vakuumverpacktes Wildfleisch und ein erhitztes Rindfleischprodukt betroffen.

Wissenschaftliche Daten Uber die Art und die Quelle der Kontamination von Schlacht-
korpern bzw. Teilsticken mit psychrophilen Clostridien sind noch unvollstéandig. Die
wichtigste Kontaminationsquelle fur Fleisch mit verderbsrelevanten Organismen sind
generell die Schlachttiere selbst, die im Gastrointestinal- und Respirationstrakt und
auf der Haut Mikroorganismen in den Schlachtbetrieb einbringen (Bell, 1997; Grau,
1979; Eisgruber und Stolle, 1992). Die Bedingungen auf bzw. in warmblatigen Tieren
und in deren Umgebung bei variierenden Temperatur- und Anaerobioseverhaltnissen
sind fUr psychrophile und zugleich strikt anaerobe Organismen allenfalls zeitweise
geeignet. Daher wird angenommen, dass diese Bakterien vor allem als Sporen auf
das Fleisch gelangen (Broda, 2007). Bei Untersuchungen in neuseelandischen
Schlachtbetrieben (Boerema et al., 2003; Broda et al., 2002), wurden C. estertheti-
cum-like Organismen und C. gasigenes vor allem aus Tierhauten, aber auch aus Fa-
zes- und Bodenproben im Schlachtbetrieb nachgewiesen. Boerema et al. (2003) ver-
muteten, dass Bodenpartikel und Futtermittel im landwirtschaftlichen Betrieb die
primaren Quellen fur diese Organismen darstellen. Hierzu gibt es derzeit keine doku-

mentierten Arbeiten.

Bowman et al. (1999) erwahnen in einer Untersuchung zur Zusammensetzung mikro-
bieller Okosysteme in der Antarktis, dass in einem Seesediment ein groRer Anteil der
Population aus C. estertheticum besteht. Ebenfalls aus einem antarktischen See wur-
den C. frigoris, C. lacusfryxellense, C. bowmanii und C. psychrophilum isoliert. Diese
vier psychrophilen Clostidienspezies sind phylogenetisch enge Verwandte von

C. estertheticum (Spring et al., 2003).
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2.3.3 Nachweis
2.3.3.1 Kultureller Nachweis / Isolierung aus Fleisch

Die Isolierung von C. estertheticum aus Fleisch- oder Umgebungsproben wird in der
vorhandenen Literatur durchwegs als problematisch beschrieben, insbesondere auf
festen Nahrmedien (Boerema et al., 2003; Broda et al., 2002; Dainty et al., 1989; Kal-
chayanand et al.,, 1989; Helps et al., 1999). Es existieren derzeit keine

Standardmethoden zum Nachweis von C. estertheticum.

Medien, die gewdhnlich zur Isolierung von mesophilen Clostridien aus Lebensmitteln
verwendet werden, basieren generell auf dem Nachweis der Sulfit-Reduktase-
Aktivitat, einer Eigenschaft, die aul3er Clostridien nur wenige andere Bakterien besit-
zen (Eisgruber und Stolle, 1993). Die Reduktion von Sulfit zu Sulfid fihrt zur Schwar-
zung des flussigen Mediums bzw. zur Bildung von schwarzen Kolonien auf festen
Medien. Zusatzlich kdnnen noch verschiedene selektive Hemmstoffe zur Unterdri-
ckung von Begleitkeimen enthalten sein. Problematisch hierbei ist die hemmende
Wirkung von Sulfit auf einige Clostridien. Daher ist die Eignung solcher Medien flr
die Isolierung von psychrophilen und psychrotrophen Vertretern fraglich (Mead, 1992;
Broda et al., 1998c). Die einzige Studie, die sich mit der Eignung verschiedener
Kulturmedien fur die Isolierung von kaltetoleranten Clostridien befasst (Broda et al.,
1998c), kommt zu dem Schluss, dass die besten Ergebnisse fur Clostridien mit
Wachstumsoptima zwischen 15 und 20 °C mit unselektiven Medien wie Restricted
Clostridial Medium (RCM), Pepton-Yeast-Glucose-Starch (PYGS)-Agar oder Colum-
bia Blutagar (CBA) zu erwarten sind. Fur Proben mit einem hohen Anteil an
Begleitkeimen wird Shahidi-Ferguson Perfringens (SFP)-Agar mit Eigelbzusatz als
bestes selektives Medium empfohlen. Jedoch lag die Wiederfindungsrate teilweise 4-
5 Zehnerpotenzen tiefer als bei unselektiven Medien. Kalinowski und Tompkin (1999)
gelang die Isolierung von C. estertheticum subsp. laramiense mit Thioglycolat
Bouillon und Schafblutagar. In neueren Veroffentlichungen aus Neuseeland
(Boerema et al., 2007; Boerema et al., 2003; Broda et al., 2003a; Broda, 2007)
wurde zur Anzucht und Anreicherung von C. estertheticum PYGS Bouillon nach Lund
et al. (1990) verwendet, wahrend als festes Nahrmedium zur Isolierung von einzel-
nen Kolonien und Subkultivierung ebenso wie fur Keimzahlungen im Spatelverfahren
Columbia Blutagar (CBA) mit 5% Schafblut zum Einsatz kam.



Schrifttum 30

Die Inkubationszeiten fur PYGS Bouillon variieren je nach Zielsetzung. Um eine
exponentiell wachsende Kultur von C. estertheticum zu erhalten, wird 96 Stunden bei
10 °C inkubiert (Broda et al., 2003a). Zur Anreicherung von C. estertheticum aus ei-
ner gemischten Mikroflora kdnnen 21 Tage bei 4 °C (Boerema et al., 2003) oder 7
Tage bei 10 °C (Broda et al., 2003a) angewendet werden. CBA wird zur Anzucht von
C. estertheticum 21 Tage bei 10 °C inkubiert (Boerema et al., 2003; Broda et al.,
2003a; Broda, 2007).

Die Inkubation erfolgt unter anaeroben Bedingungen. Aufgrund der
Sauerstoffempfindlichkeit der vegetativen Zellen und der generell schwierigen
Kultivierbarkeit kaltetolanter Clostridien wird moglichst strikt anaerobe Technik auch

bei der Probend6ffnung empfohlen (Broda et al., 1996a; Broda et al., 1997).

Wird die Probe einer Hitze- oder Alkoholbehandlung unterzogen, so werden vegeta-
tive Zellen (auch von Begleitkeimen) abgetotet und vorhandene Sporen zu einem
schnelleren und vollstandigeren Auskeimen aktiviert (Broda et al., 1998b). Erst durch
eine Behandlung bei 70 °C fur 10 min gelang es Kalchayanand et al. (1993),
C. estertheticum subsp. laramiense in Reinkultur zu isolieren. Broda et al. (1998b)
untersuchten die Eignung verschiedener Hitze- und Alkoholbehandlungen fur die An-
zucht von Sporen kaltetoleranter Clostridien. Es zeigte sich, dass von den untersuch-
ten Stdmmen mit niedrigem Temperaturoptimum vermehrt hitzesensitive Sporen
gebildet wurden, wahrend die Sporen von Stammen mit hdherem Temperaturopti-
mum eine groRere Hitzeresistenz aufwiesen. Auf dieser Grundlage wahlten Bell et al.
(2001) und Boerema et al. (2007) eine Hitzebehandlung bei 60 °C fur 10 min fir Spo-
rensuspensionen von C. estertheticum. Die neueste Studie zur Resistenz von
C. estertheticum-Sporen (Broda, 2007) zeigte jedoch, dass die Uberlebensrate auch
bei Temperaturen von 80 oder 90 °C fur bis zu 4 Minuten nur unwesentlich abnimmt.
Solche Behandlungen sind nur dann sinnvoll, wenn zumindest ein Teil der Population

als Sporen vorliegt.
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2.3.3.2 Molekularbiologischer Nachweis - Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine molekularbiologische Technik, die es ermdg-
licht, das Vorhandensein eines bestimmten Mikroorganismus direkt aus einer Probe
ohne vorhergehende Isolierung nachzuweisen. Dabei werden enzymatisch in vitro
millionenfache Kopien einer bestimmten Nukleotidsequenz hergestellt, wodurch auch
sehr geringe DNA-Mengen einer Analyse schnell zuganglich sind (Schrimpf, 2002).
Die erste Veroffentlichung eines molekularbiologischen Nachweises von C.
estertheticum mittels PCR (Helps et al., 1999) stammt aus Grol3britannien, der
vervielfaltigte DNA-Abschnitt ist ein Teil der 16s rDNA. Eine weitere Studie aus Neu-
seeland (Broda et al., 2003a) stellt ebenfalls einen PCR—Nachweis auf 16s rDNA-
Basis vor. Ein zweites, ebenfalls in dieser Arbeit entwickeltes PCR-System amplifi-
ziert einen Teil der 16s-23s Internal Transcribed Spacer Region von C. estertheticum.
Diese PCR ermdoglicht eine Unterscheidung von C. estertheticum und C.

estertheticum-like Stammen.

2.3.4 Dekontamination / Bek&mpfung von Blown Pack Spoilage

Bisher gibt es erst wenige Arbeiten, die sich mit Mallnahmen zur Bekampfung von
Blown Pack Spoilage durch C. estertheticum beschaftigen. Boerema et al. (2003)
nennen als wichtigen Punkt die Vermeidung einer hohen Anfangskontamination wah-
rend des Schlacht- und Zerlegevorgangs, insbesondere bei der Entfernung der Haute
und Klauenschuhe von Schlachttieren, da diese offensichtlich eine wichtige
Kontaminationsquelle darstellen. Eine geringgradige Kontamination der Schlachtkor-

per ist jedoch auch bei optimaler Prozesshygiene nicht zu vermeiden (Bell, 1997).

Ein weit verbreitetes Verfahren im Zusammenhang mit Vakuumverpackung ist die
Verwendung sogenannter Schrumpfbeutel in Verbindung mit einer kurzzeitigen Hitze-
behandlung. Durch die Hitze zieht sich die verwendete Folie zusammen und passt
sich noch enger an die Fleischoberflache an, wodurch eine Minimierung des Fleisch-
saftaustritts erreicht wird. Die Folie wird dabei dicker, was ihre Sperreigenschaften
gegenuber Sauerstoff und anderen Gasen sowie die mechanische Stabilitat verstarkt.
Hitzebehandlungen kénnen jedoch bei Sporenbildnern zu einer synchronen Aktivie-
rung aller Sporen einer Population fihren. Diese Tatsache wird auch zur Anzucht von
sporenbildenden Mikroorganismen ausgenutzt (vgl. 2.3.3.1). Da Pack Blowing

verursachende Clostridien wahrscheinlich zunachst als Sporen auf schlachtfrischem
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Fleisch vorliegen, kénnte ein beschleunigtes Auskeimen und schnellere Vermehrung
dieser Organismen als Folge von Hitzeeinwirkung auftreten. Den Einfluss
verschiedener praxisublicher Hitzbehandlungen auf das Auftreten von Blown Pack
Spoilage untersuchten Bell et al. (2001). In der Studie wurde mit Sporen von
C. estertheticum, C. estertheticum-like Stdmmen und anderen Clostridienisolaten
inokuliertes Rindfleisch im Vakuum-Schrumpfbeutel bei 70 °C fur 15 s, 80 °C flr 5 s
oder 90 °C fur 3s behandelt. Bei allen hitzebehandelten Packungen trat Blown Pack
Spoilage signifikant friher auf als bei den unbehandelten Kontrollen. Die Hitze-
Schrumpf-Technik hat also das Potential, das Einsetzen von Blown Pack Spoilage bei
mit C. esterthteticum oder C. estertheticum-like Organismen kontaminiertem Fleisch
zu beschleunigen. Die Autoren halten daher die Entwicklung einer Methode, die die
Vorzuge von Schrumpfbeuteln auf andere Weise als durch die Anwendung von Hitze

erreicht, fur sinnvoll.

In einer in vitro Studie wurde der Einfluss einer Peressigsaure—haltigen
Desinfektionslésung, verschiedener Hitzebehandlungen, sowie von
Ultraschallbehandlung auf das Uberleben von C. estertheticum-Sporen untersucht
(Broda, 2007). Die Peressigsaure—Behandlung wurde bei einer Konzentration von
180 ppm flr 5 min bei Raumtemperatur durchgeflhrt. Es wurden auch Ansatze mit
Zusatz von 20% tierischen Fetten mitgeflhrt, um deren Einfluss auf die Wirksamkeit
der Behandlung zu uberprufen. Die Ultraschallbehandlung bestand aus drei Interval-
len von je einer Minute mit einer Ultraschallsonde bei 90 W. Die Erhitzung der
Sporensuspensionen erfolgte bei 80, 90, 95, und 100 °C, die Dauer der Erhitzung lag
zwischen 10 und 240 s. Zur Bestimmung der Uberlebensrate wurden aus den behan-
delten Sporensuspensionen Keimzahlungen im Spatelverfahren auf CBA durchge-
fuhrt. Die Peressigsaure—Behandlung fuhrte in allen Ansatzen zu einer umfassenden
Inaktivierung der C. estertheticum—Sporen, so dass die Uberlebensrate jeweils unter
der Nachweisgrenze von 10? KbE/ml lag. Bei den angewandten Hitzebehandlungen
konnte nur bei massiver Erhitzung (100 °C fir 240 s) eine wesentliche Abnahme der
Uberlebensrate beobachtet werden. Eine Kombination von Ultraschall- und Hitzebe-
handlung bewirkte keinen synergistischen Effekt hinsichtlich der Inaktivierung der C.
estertheticum-Sporen, wie er z.B. fir Sporen von Bacillus subtilis nachgewiesen
wurde (Garcia et al., 1989; Raso et al., 1998).

Aufgrund der Ergebnisse der Peressigsaure-Behandlung in vitro wurde in einer

weiteren Studie die Wirksamkeit dieser Substanz als Spray-Behandlung von mit
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C. estertheticum-Sporen kontaminiertem Rindfleisch untersucht (Boerema et al.,
2007). In dieser Untersuchung wurde die Wirksamkeit von Peressigsaure-Sprays bei
zwei verschiedenen Sporenkonzentrationen (4 und 40 Sporen/cm? Fleischoberfldche)
und drei Lagerungstemperaturen (-1,5 °C, 0 °C und 2 °C) Uberpruft. Die vakuumver-
packten Fleischstliicke wurden Uber einen Zeitraum von 106 Tagen regelmaliig
begutachtet und mit einem Pack Blowing Score von 0 bis 5 bewertet (vgl. Tab. 17).
Alle mit C. estertheticum inokulierten Fleischstlcke der Studie (behandelt oder unbe-
handelt) zeigten am Ende Blown Pack Spoilage, wahrend die unbeimpften Kontrollen
kaum Gasbildung in den Vakuumbeuteln aufwiesen. Das Peressigsaure-Spray war
somit nicht in der Lage, Pack Blowing durch C. estertheticum zu verhindern. Auch der
Zeitpunkt des Auftretens von Pack Blowing konnte durch die Spray-Behandlung
generell nicht signifikant verzogert werden. Eine geringe Verzogerung war lediglich
bei den Ansatzen mit hdherer Sporenkonzentration zu beobachten, hier setzte Pack

Blowing nach durchschnittlich 33 statt 28 Tagen ein.

Die geringe Wirksamkeit der Behandlung im Vergleich zur in vitro Studie wird von
den Autoren auf die Anheftung der Sporen an Fett- und Bindegewebsstrukturen
zuruckgefuhrt, welche in einer hoheren Resistenz der Bakterien gegenuber

Desinfektionsmitteln resultierte.

Im Bereich der Europaischen Gemeinschaft ist zur Zeit eine Behandlung von fri-
schem Fleisch bzw. Schlachtkérpern mit desinfizierenden Ldsungen nicht zuge-
lassen, jedoch bietet die Verordnung (EG) Nr. 853/2004 in Artikel 3 Abs. 2 die
Madglichkeit, bestimmte Stoffe fur solche Anwendungen zuzulassen (Hugas und
Tsigarida, 2008). In USA sind nach dem Code of Federal Regulations (Title 21,
173.370) hingegen Spraybehandlungen wie oben beschrieben zur Dekontamination

von Schlachtkorpern erlaubt.

Ein weiterer Ansatz, um das Auftreten von Blown Pack Spoilage zu verhindern, ist die
Zugabe einer Schutzkultur. Dabei wird die Eigenschaft bestimmter Milchsaurebakte-
rien, andere Bakterien an der Vermehrung zu hindern, ausgenutzt. Der Einsatz sol-
cher Organismen dient der Kontrolle sowohl von Pathogenen als auch von
Verderbniserregern, und die Moglichkeiten ihrer Anwendung in verschiedenen
Lebensmitteln war in den letzten Jahren Gegenstand intensiver Forschung (Holzapfel
et al., 1995; Rodgers, 2001; Rodgers, 2008). Anders als bei Starterkulturen wird bei

Schutzkulturen moglichst keine sensorische oder metabolische Veranderung des
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Produktes gewlinscht. Dem Konzept der Hurdentechnologie (Leistner und Gorris,
1995) entsprechend sollten Schutzkulturen immer nur als zusatzliche MalRnahme
gegen unerwunschte Mikroorganismen in Kombination mit einwandfreier Hygiene,

Verpackungs- und Kuhltechnik angewendet werden.

Die Wirkung von Schutzkulturen beruht zum einen auf einem kompetitiven Wachstum
und zum anderen auf der Produktion inhibitorischer Substanzen. Zu den letzteren
zahlen beispielsweise organische Sauren, Diacetyl, Acetoin, Hypothiocyanat, Was-
serstoffperoxid und Bacteriocine (Jones, 2004; Jones et al., 2008; Holzapfel et al.,
1995).

Die Wirksamkeit einiger Schutzkulturen gegen bestimmte Clostridienarten ist wissen-
schaftlich belegt, zum Beispiel wurde Toxinproduktion durch C. botulinum in verschie-
denen Lebensmitteln durch Zugabe von Schutzkulturen verhindert (Hutton et al.,
1991; Skinner et al., 1999). Auch das Wachstum und die Aktivitat von C. tyrobutyri-
cum, Verursacher der sogenannten Spatblahung in Kase, konnte durch solche Kultu-

ren deutlich reduziert werden (Bogovic Matijasic et al., 2007; Rilla et al., 2003).

Mittlerweile berichten auch einige Arbeiten Uber den erfolgreichen Einsatz von
Schutzkulturen bei vakuumverpacktem Rindfleisch (Castellano und Vignolo, 2006;
Katikou et al., 2005; Signorini et al., 2006). Diese Studien konzentrieren sich jedoch
auf die klassischen Verderberreger fur dieses Produkt, wie Arten der Enterobacteria-
ceae, Brochothrix thermosphacta und Shewanella putrefaciens, beziehungsweise auf
die Inhibition von Listeria spp.. Auf Clostridium spp. wird in diesen Arbeiten nicht

eingegangen.

In einer aktuellen Studie (Jones et al., 2008) wurden verschiedene fleischassoziierte
Milchsaurebakterien auf inhibitorische Aktivitat gegenltber verschiedenen in vakuum-
verpacktem Frischfleisch relevanten Pathogenen und Verderbniserregern, unter
anderem C. estertheticum, Uberprift. Ein Lactococcus lactis-Stamm zeigte in dieser
Untersuchung eine wachstumshemmende Wirkung gegenuber C. estertheticum,
Listeria monocytogenes, Brochothrix thermosphacta und Campylobacter spp. Die
Autoren sprechen diesem Stamm daher ein mdgliches Potential flr die Verwendung
als Schutzkultur in vakuumverpacktem Fleisch zu, jedoch steht die Reproduktion der
im Agar-Stab-Test und Well-Diffusion-Assay ermittelten Ergebnisse im vakuumver-

packten Fleisch noch aus.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Material
3.1.1 Bakterienstamme
Alle verwendeten Stamme sind in Tabelle 6 aufgefuhrt.

Tabelle 6:  Ubersicht Giber die verwendeten Bakterienstimme

Stamm-Nummer Spezies

DSMZ 8809 Clostridium estertheticum subsp. estertheticum
DSMZ 14864 Clostridium estertheticum subsp. laramiense
DSMZ 12272 Clostridium gasigenes

B 44 Bacillus cereus

Co64 Clostridium sporogenes

E 163 Escherichia coli

En 65 Enterobacter aerogenes

Pr2 Proteus mirabilis

Die mit ,DSMZ* bezeichneten Stamme wurden von der Deutschen Sammlung fur
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, und die Ubrigen aus der
Stammsammlung des Institutes fur Mikrobiologie und Biotechnologie des Max

Rubner-Institutes, Standort Kulmbach, bezogen.

3.1.2 Kulturelle Verfahren

Agar-Agar (Merck, 1.01614.1000)
Anaerocult A mini Spezialbebrutungsbeutel (Merck, 1.01611.0001)
Anaerotest Anaerobiose-Indikator (Merck, 115112)
Columbia-Blut-Agar (5% Schafblut)
42 g Columbia-Agar-Basis (Merck, 1.10455.0500)
50 ml Schafblut defibriniert (Oxoid, SR0051D), nach Autoklavieren zugegeben
950 ml A. dest
CO-Reagenz: jeweils frisch zubereitete Losung zu gleichen Teilen aus
50 mM 1-Naphtol in 50%igem Ethanol
50 mM N,N-Dimethyl1,4-phenylendiamin in A. dest.
DHL-Agar nach Sakazaki (Merck 1.11435.0500)
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Drigalski Spatel
Glaspipetten 1 ml und 10 ml (Brand)
Glycerin 86-88% (Riedel de Haen, 33224)
Impfésen aus Platindraht
Impfésen aus Kunststoff, steril (VWR, 612-9354)
MEA + Agar,:
48 g Malzextrakt-Agar (Merck, 105398)
125 mg Novobiocin (Sigma, N1628-25G)
ad 1000 ml A. dest
MRS-Agar nach De Man, Rogosa und Sharpe (Merck 1.1.0660.0500)
Pipettierhilfe (Integra Biosciences, Pipet-Boy acu)
PBS, pH=7,5
8,5 g NaCl (Merck, 106404)
1,14 g NapHPO4x12 H,0 (Merck, 106579)
0,5 g KH,PO4 (Merck, 104873)
Natronlauge 2N (Einstellen des pH- Wertes)
ad 1000 ml A. dest
PYGS-Bouillon (Lund et al., 1990):
5 g Proteose Pepton (ACILA, ADA0420)
5 g Trypton (Pepton aus Casein pankreatisch verdaut, Merck, 1.02239.0500)
10 g Hefeextrakt granuliert (Merck, 1.03753.0500)
10 g Fleischextrakt granuliert (Merck, 1.03979.0500)
2 g Glucose-Monohydrat (Merck, 1.08342.1000)
1 g Starke I0slich (Merck, 1.01257.0050)
0,001 g Resazurin-Natriumsalz (Sigma-Aldrich, 199303-5G)
40 ml Salzlésung A, Zusammensetzung pro Liter:
0,265 g CaCl * 2 H,O (Merck, 1.02382.0250)
0,48 g MgSO, * 7 H,0 (Merck, 1.05886.0500)
2,0 g NaCl (Merck, 106404)
40 ml Salzlésung B, Zusammensetzung pro Liter:
1,0 g KH,POq4
1,3 g KoHPO4 *3 H20
10,0 g NaHCO3
ad 1000 ml A. dest.
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PYGS-Agar: Zusammensetzung wie PYGS Bouillon, zusatzlich 1,5% Agar-Agar
Sporulation Medium (Peck et al., 1992)
Untere feste Phase:
10,0 g Cooked Meat Medium (Difco, 0267-17-9)
1,5 g Agar-Agar
0,1 g Glucose (Merck, 108342)
100 ml A. dest
Obere flussige Phase:
13,3 ml A. dest, steril.
Standard-I-Agar (Merck, 1.07881.0500)
Standard-I-Bouillon (Merck, 1.07882.0500)

Gerate:

Anaerobe Arbeitsstation (Meintrup DWS, MiniMaks)
Analysenwaage (Sartorius, KB BA 100)

Brutraume 25 °C, 30 °C und 37 °C (Weiss)
Bunsenbrenner

Gefriertrocknungsanlage (Christ, alpha 2-4, Typ-Nr. 100402)
Glasperlen, Durchmesser 3 mm (VWR; 1.04015)
Klhlraum 4 °C (Weiss)

Nahrmedien-Abfulleinheit (Integra Biosciences, Tecnomat)
Schuttler (Abimed Labnet VX 100)

Stomacher (Seward, stomacher 400 circulator)
Thermostatschranke 2 °C und 4 °C (Aqualytic)
Thermostatschrank 10 °C (Ehret)

Waage (Sartorius, 2357)

Warmeschank (WTB Binder)

Wasserbad (Memmert)

Zentrifuge (Heraeus, multifuge 1 S-R)
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3.1.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Primer (Biometra, 120-200, Konzentration 0,1 nmol/pl):
16 SEF: 5-TCG GAATTT CACTTTGAG-3
16 SER: 5-AAG GAC TTC ACT CAT CTC TG-3
EISRF: 5-GTA GAT GTATTG ACT TCG G-3’
EISRR: 5-ACC TAT AAC ACATCT CGT-3’
HB10: 5’-ATT CCA CAC AAC ATA CGA GCC-3’
HB11: 5-GTT TCG CCA CCT CTG ACT TGA G-3’
DNA Marker ,Lambda Hindlll / phiX Hae IlI“ (Roth, CP49.1)
DNA Marker ,Hyper — Ladder I (Bioline, BIO-33039)
DNA Polymerase (Peqglab, SAWADI Tag-DNA-Polymerase, 01-1030)
inklusive Reaktionspuffer S (15 mM MgClz) und MgCl, Losung (25 mM)
dNTP- Set 1(Roth, K039.1), Einzelldésungen 100 mM, Gebrauchslésung 10 mM
Ethidiumbromidlésung 1% (Roth, 2218.1)
E.Z.N.A. Tissue DNA Mini Kit (Peqlab, 12-3496)
High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, 1 796 828)
Lysing Matrix E (MP Biomedicals, 6914-100)
Gel — Loading-Puffer:
62,5 mg Bromphenolblau (Merck, 108122)
62,5 mg Xylencyanol (Merck, 110590)
6,25 g Ficoll Typ 400 (Sigma-Aldrich, F4375-10G)
ad 25 ml A. dest.
peqGOLD Universal-Agarose (Peglab, 35-1020)
Pipetten (ABIMED Discovery und Labmate, 2, 20, 100, 200, 1000 ul)
Pipetten-Standard-Spitzen
10 pl (Roth, P866.1)
100 ul (VWR, 613-0252)
1000 ul (Eppendorf, 0030 015.002)
PrestoSpin D DNA-Reinigungskit (Molzym, D-060)
PUC 19 DNA (Sigma, D3404)
Reaktionsgefale 1,5 ml und 0,2 ml (Eppendorf)
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TBE-Puffer Stammldsung:
890 mmol Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck, 108382)
890 mmol Borat (Merck, 100165)
40 ml einer 500mM EDTA -Losung, pH 8,0 (Merck, 108418)
ad 1000 ml A. bidest
TBE-Puffer Gebrauchslésung
100 ml TBE-Puffer Stammlosung
ad 1000 ml A. bidest
Gerate:
Elektrophoresekammern (Biometra, Agagel mini und Agagel midi-wide)
Fast-Prep-Gerat (Hybaid, Ribolyser)
Heizblock fur Reaktionsgefalie (VLM, LS1)
Thermocycler (Biometra, T personal)
Transilluminator mit Fotoeinheit (Biometra)
PCR-Werkbank (erlab, biocap DNA/RNA)
Zentrifuge (Eppendorf, 5417R)

3.1.4 Koloniehybridisierung

Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments (Roche, 1 093 247)
X-Phosphat Lésung (BCIP) (Roche, 1 383 221)
DIG Easy Hyb Granules (Roche, 1 796 895)
DIG Wash and Block Buffer Set (Roche, 1 585 762)
NBT-L6sung (4-Nitrobluetetrazoliumchloride) (Roche, 1 383 213)
PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche, 1 636 090)
Proteinase K als Losung, 600 U/ml (Merck, 1.07393.0010)
Nylon Membranes for Colony and Plaque Hybridisation (Roche, 1 699 075)
Rundfilter WeilRband, Durchmesser 110 mm (Schleicher und Schuill)
Denaturierungslésung:

0,5 M NaOH (Merck, Art.-Nr. 6482)

1,5 M NaCl (Merck, 106404)

A. bidest, steril



Material und Methodik

40

Neutralisationslosung, pH 7.4, 21 °C
1,5 M NaCl (Merck, 106404)
1,0 M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck, 108382)
A. bidest, steril
HCI zum Einstellen des pH-Wertes (Merck,109970)
Sodiumdodecylsulfat (SDS) (Roth2326.2) als 10%ige Stammlésung
20x SSC (Stammlosung, pH 7.0)
3M NaCl (Merck, 106404)
0.3 M Trinatriumcitrat-Dihydrat (Merck, 106448)
Gerate:
Hybridisierungsofen (UNITHERM, Hybridisation Oven 6/12)

3.1.5 Sonstige Materialien und Gerate

Autoklav (Zirbus, LSA 500-2)

Deckglaser fur Objekttrager (24 x 24 mm)
Dosierpumpe (Integra Biosciences, Dose-it 803)
Einmal-Klvetten fur Fotometer (Brand, 7592 00)
Fotometer (Thermo, BioMate 3)
Glaspetrischalen (Schott, Durchmesser 90mm)
Heilluftsterilisator (Binder)

Kryoréhrchen (Simport Plastics, T310-2A)
Mikroskop (Leitz Diaplan)

Objekttrager (Marienfeld)

pH-Messgerat (WTW; pH 526) mit Einstab-Glaselektrode (WTW, SenTix Sp)

Reagenzglaser (Schott, Durchmesser 16mm)
sterile Skalpellklingen, einzeln verpackt (martin)
Ultraschallwasserbad (Bandelin Sonorex RK 100, 160 W, 35 kHz)

Zahlkammer nach Thoma
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3.1.6 Probenmaterial

3.1.6.1 Proben aus dem Handel

Vakuumverpackte Teilstlicke und vakuumverpackte Steaks vom Rind unterschiedli-

cher Herkunft wurden in einem lokalen Gromarkt oder Supermarkt erworben und in

einer verschlossenen Styroporbox gekuhlt in das Laboratorium transportiert. Die Pro-

ben wurden entweder sofort untersucht oder innerhalb eines Zeitraumes von bis zu

48 Stunden nach vorheriger Lagerung bei +4 °C. Eine Ubersicht Gber Herkunft, Teil-

stuck und Alter der Rindfleischproben zum Untersuchungszeitpunkt gibt Tabelle 7.

Tabelle 7:  Ubersicht der Handelsproben fiir die Untersuchung auf C. estertheticum
bzw. C. estertheticum-like Organismen

Proben-  Herkunftsland  Teilstlick Alter in Haltbarkeitsangabe des Herstellers

Nr. Wochen (Zeitspanne vom Produktionsdatum

bis Ende MHD)

H1 Brasilien Roastbeef 14,5 15 Wochen bei 0 bis +3 °C

H2 Argentinien Hochrippe 13,5 22 Wochen bei -1 bis +3 °C

H3 Argentinien Hufte 15,5 18 Wochen bei 0 bis +3 °C

H4 Brasilien Huftsteaks n.a. Ab Kauf: 5 Tage bei unter 4 °C

H5 Argentinien Hufte 10,5 22,5 Wochen bei 0 bis +3 °C

H6 Argentinien Hochrippe 21 22 Wochen bei -1 bis +3 °C

H7 Argentinien Hufte 7,5 22 Wochen bei 0 bis +3 °C

H8 Argentinien Hufte 8 18 Wochen bei unter 2 °C

H9 Brasilien Hochrippe 12,5 17 Wochen bei 0 bis +1 °C

H10 Deutschland Rumpsteak n.a. Ab Kauf: 5 Tage bei unter 4 °C

H11

Deutschland Falsches Filet 1 6 Wochen bei 0 bis +2 °C
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3.1.6.2 Verdachtsproben

Vakuumverpacktes Fleisch, das aufgrund von Gasbildung in der Packung und / oder
Geruchsabweichungen in der jeweiligen Charge auffallig geworden war, wurde von
verschiedenen Herstellern an das Institut geschickt (Tabelle 8). Die Verdachtsproben
wurden im Folgenden ebenso behandelt und untersucht wie Proben aus dem Han-
del. Zwei der Verdachtsproben (V8 und V9) waren vor dieser Untersuchung bereits
geoffnet worden und wurden bis zur Analyse bei -18 °C gelagert. Die Altersangabe

bezieht sich bei diesen Proben auf den Zeitpunkt der Erstoffnung.

Tabelle 8: Ubersicht der Verdachtsproben fir die Untersuchung auf C.

estertheticum bzw. C. estertheticum-like Organismen

Proben- Herkunftsland Teilstiick Alter in Haltbarkeitsangabe des Herstellers
Nr. Wochen (Zeitspanne vom Produktionsdatum bis
Ende MHD)

\Al Deutschland Hifte 6 n.a.

V2 Brasilien Roastbeef 8 17 Wochen bei 0 °C

V3 Brasilien Roastbeef 8 17 Wochen bei 0 °C

V4 Brasilien Roastbeef 8 17 Wochen bei 0 °C

V5 Brasilien Roastbeef 8 17 Wochen bei 0 °C

V6 Brasilien Roastbeef 8 17 Wochen bei 0 °C

V7 Brasilien Roastbeef 8 17 Wochen bei 0 °C

V8 Deutschland Roastbeef 16 n.a.

V9 Schweiz Roastbeef 5 n.a.
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3.2 Methoden

3.2.1 Anaerobe Arbeitstechnik

Um fur das Wachstum von C. estertheticum strikt anaerobe Bedingungen zu erhalten
fanden alle Arbeitsschritte, bei denen mit lebenden Kulturen gearbeitet wurde, in ei-
ner anaeroben Arbeitsstation statt. Samtliche Anzuchtmedien sowie Ver-
dinnungsflissigkeiten wurden mindestens 48h vor Gebrauch in die anaerobe
Arbeitsstation eingeschleust und so vorreduziert. Die Medien wurden vor dem Be-
impfen auf etwa 4 °C geklhlt und eine Erwarmung durch Aufbewahrung auf Eis
innerhalb der Werkbank vermieden. Schliel3lich wurden die beimpften Medien inner-
halb der Arbeitsstation in anaerobe Spezialbebritungsbeutel dicht verpackt, ausge-
schleust und in Kuhlbrutschranken inkubiert. Die Temperatur in der Arbeitsstation
wurde bei langer als 15 Minuten dauernden Arbeiten durch Einschleusen von 10 han-
delslblichen Kihlakkus und Herunterregeln der Solltemperatur bei Werten von 18-21
°C gehalten. Dieses Verfahren war notwendig, da die zur Verfligung stehende
Anaerobier-Werkbank nicht iber eine Kiihleinrichtung verfigte. Zur Uberpriifung der

anaeroben Bedingungen wurden Anaerotest-Indikatorstreifen verwendet.

3.2.2 Herstellung von Sporensuspensionen

Die Sporensuspensionen wurden in Anlehnung an die Methode von Peck et al.
(1992) hergestellt. Das dort beschriebene zweiphasige Sporenmedium wurde mit
einer 96 Stunden-Kultur in die flissige Phase beimpft und 8 Wochen bei 10 °C im
anaeroben Bebrutungsbeutel inkubiert. Die obere flussige Phase des Mediums
wurde entnommen und zunachst funf Mal bei 10000 x g unter Kihlung bei 4 °C
zentrifugiert und mit der gleichen Menge eisgekunhlter steriler 0,85% NaCl Lésung
gewaschen. Anschlief3end folgten drei Wiederholungen einer zehnminttigen Behand-
lung im Ultraschallwasserbad. Zwischen den Ultraschallzyklen wurde jeweils ein
weiterer Waschschritt wie oben beschrieben durchgefuhrt. Nach dem letzten Wa-
schen wurden die Sporen in 5 ml 0,85% NaCl Ldsung resuspendiert um die
Konzentration der Suspension zu erhdhen. Die so erhaltenen Sporensuspensionen
wurden zu 1 ml in 1,5 ml Reaktionsgefal3en aliquotiert und bis zur Verwendung bei -
18 °C aufbewabhrt.
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3.2.3 Optimierung der DNA-Aufbereitung aus Sporen

Um die Effizienz verschiedener DNA-Aufbereitungsverfahren flr Sporen von
C. estertheticum zu vergleichen, wurden aus Sporensuspensionen des Refe-
renzstammes DSMZ 8809 dezimale Verdunnungsreihen in PBS hergestellt. Die
einzelnen Verdunnungsstufen wurden zunachst einer mechanischen Behandlung im
Ribolyser Cell Disrupter in einer Matrix aus Glas- und Silicapartikeln unterzogen, wel-
che die Lyse bakterieller Sporen unterstitzt (Hammon, 2008). In diesem
sogenannten Fast-Prep-Gerat kommt es zur Zerstorung der Zellen infolge von
Kollisionen mit der Matrix unter starker Beschleunigung. AnschlieRend wurde von
den einzelnen Verdlinnungen parallel mit verschiedenen kommerziell erhaltlichen
Aufreinigungskits DNA isoliert. Das verwendete Protokoll wurde nach Empfehlungen
der jeweiligen Firmenvertreter ausgewahlt, da keine speziellen Protokolle fur
Bakteriensporen verfugbar waren. Die DNA wurde in einer PCR-Reaktion amplifiziert
und mittels Elektrophorese und Ethidiumbromidfarbung wie unter 3.2.4 beschrieben
sichtbar gemacht. Das Verfahren 3, das in diesem Vergleich die hochste
Empfindlichkeit aufwies (vgl. 4.1), wurde als Standardverfahren fur die
Probenuntersuchung gewahlt und einer umfangreicheren Sensitivitatsprafung

unterzogen. Eine Ubersicht Uber die getesteten Verfahren gibt Tabelle 9.

Tabelle 9:  Getestete DNA-Aufbereitungsverfahren aus Sporensuspensionen

Verfahren Kit Hersteller Protokoll, Modifikationen

1 Presto Spin D Molzym Herstelleranleitung zur Isolierung von

DNA aus Pflanzen und Lebensmitteln

2 E.Z.N.A Tissue DNA Mini Kit Peqlab Herstelleranleitung zur Isolierung von
DNA aus Zellsuspensionen
3 High Pure PCR Template Roche Herstelleranleitung zur Isolierung von
Preparation Kit DNA aus Saugergewebe
Modifikationen: wahrend des

einstindigen Proteinase K-Verdaus
alle 20 Minuten kurz schitteln; Elution
der DNA in zwei Schritten (Zugabe
von 2 mal 100ul Elutionspuffer mit
anschlieBender Zentrifugation anstelle

von 1 mal 200ul)
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3.2.4 PCR-Nachweise von Clostridium estertheticum

Der PCR-Nachweis erfolgte in Anlehnung an Broda et al. (2003a). Die beiden dort
beschriebenen spezifischen Primerpaare fur C. estertheticum binden an einer spezifi-
schen Region des 16s-rRNA-Gens (Primer 16SEF und 16SER) beziehungsweise an
der 16s-23s Internal Transcribed Spacer Region (Primer EISRF und EISRR). Das mit
dem Primerpaar 16SEF/16SER gebildete Amplifikat hat eine GréRe von 790 bp, die
PCR mit den Primern EISRF/EISRR erzeugt ein Amplifikat von 235 bp. Pipettier-
schema und Cyclerprogramm sind fur die beiden Nachweise identisch. Der PCR-Mix

wurde in der PCR-Werkbank unter Kiihlung nach folgendem Schema hergestellt:

Tabelle 10: Pipettierschema fiur die PCR-Systeme zum Nachweis von Clostridium

estertheticum

Reagenz Menge pro Ansatz/pl
10 x Reaktionspuffer S 2,5

Primer 16SEF bzw. EISRF 0,125

Primer 16SER bzw. EISRR 0,125

dNTP — Mix 0,5
Tag-Polymerase 0,125

A. bidest, steril 16,625
Aufbereitete Proben-DNA 5,0

Somit ergab sich ein Gesamtvolumen von 25 ul pro Ansatz. Bei jeder PCR-Reaktion
wurde eine Positivkontrolle (DNA des Referenzstammes DSMZ 8809) sowie eine
Reagentienkontrolle (A. bidest anstelle von DNA) mitgefluhrt. Die Reaktionsgefalle
wurden unmittelbar nach dem Pipettieren in den Thermocycler verbracht und die

DNA mit dem in Tabelle 11 beschriebenen Programm amplifiziert.
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Tabelle 11: Cyclerprogramm fur die PCR-Systeme zum Nachweis von Clostridium

estertheticum
Anzahl Schritt Temperatur Dauer
1x Initiale Denaturierung 93 °C 3 min
30x Denaturierung 92 °C 1 min
Annealing 55 °C 1 min
Extension 72°C 2 min
1x Extension 72 °C 3 min

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Reaktionsgefal’e bis zur weiteren
Verwendung bei 4 °C aufbewahrt. Je Reaktionsgefald wurden 3 pl Gel-Loading-Puffer
zugegeben und 10 pl der Reaktion auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen. Es
folgte die elektrophoretische Auftrennung fur 55 min bei 125V und eine Farbung des
Gels mit Ethidiumbromid. Das Ergebnis wurde mittels UV-Transilluminator sichtbar

gemacht und fotographisch dokumentiert.

3.2.5 Nachweisgrenze der PCR-Systeme im Fleischtropfsaft
3.2.5.1 Nachweisrate fur vegetative Zellen und nach Anreicherung

Zur Ermittlung der Nachweisgrenze der beiden in dieser Arbeit verwendeten PCR-
Nachweisverfahren fur vegetative Zellen von Clostridium estertheticum wurde zu-
nachst eine Verdunnungsreihe von einer 96 Stunden-Kultur des Referenzstammes
DSMZ 8809 hergestellt. Die Keimzahl in der Suspension wurde parallel mit 2
verschiedenen Verfahren bestimmt. Zum einen wurden je 0,1 ml der
Verdiinnungsstufen 102 bis 10° auf CBA ausgespatelt und die Keimzahl nach
Auszahlen der Kolonien mittels gewogenem arithmetischen Mittel berechnet (vgl.
3.2.8.5.3). Zum anderen wurde die Keimzahl durch Auszahlen in der Zahlkammer
nach Thoma direkt bestimmt (vgl. 3.2.5.3). Von den einzelnen Verdinnungsstufen
wurden 0,5 ml in 4,5 ml Fleischtropfsaft beimpft, was einer Verdliinnung um eine wei-
tere Zehnerpotenz entspricht. Die im beimpften Tropfsaft vorhandenen C. estertheti-
cum konnten so anhand der jeweiligen Verdlinnungsstufe errechnet werden. Aus
dem beimpften Tropfsaft wurde jeweils 1 ml zur DNA- Aufbereitung nach dem Verfah-
ren 3 (Kap. 3.2.3) verwendet und beide PCR-Nachweise durchgefiihrt. Von dem be-
impften Tropfsaft wurde auf3erdem je 1 ml in 9 ml PYGS Bouillon angereichert und im
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Anschluss die DNA Extraktion sowie PCR-Nachweise durchgefiihrt. Einen Uberblick
uber den Versuchsablauf gibt Abbildung 3.

ml
e Ve Y Ve Y Y Yk

Keimzahlbestimmung + Direkte Keimzahlung

Dezimale — . .
Verdiinnungsraihe in im Spatelverfahren (Z&hlkammer
PBS ie 0,1 ml nach Thoma)
Columbia Blutagar
o' 102 10° 10* 10° 10° 107 Verdiinnungsstufe (5% Schafbmt)g

ERgEREN

——> DNA-Aufbereitung und PCR von den
einzelnen Verdlnnungsstufen
(Nachweisgrenze direkt)

Beimpfen von je 4,5 ml
Fleischtropfsaft

101 102 10° 10% 10° 10° 107 1g® resultierende

ST =

Anteicharnivonmi ——> DNA-Aufbereitung und PCR der

beimpftem Tropfsaft Anreicherungen _
in je 9 ml PYGS Bouillon (Nachweisgrenze nach Anreicherung)

(21d bei 4°C, anaerob) =

Abbildung 3: Schema zur Ermittlung der Nachweisraten von C. estertheticum in

Tropfsaft von Rindfleischproben

Der verwendete Tropfsaft wurde aus 3 kg vakuumverpacktem Rindfleisch aus dem
Handel gewonnen, indem die gesamte Flussigkeit (ca. 100 ml) aus einem
Vakuumbeutel mittels steriler Pipette in eine sterile Schraubflasche Uberflhrt wurde.
Aus 1 ml des Tropfsaftes wurde zunachst DNA extrahiert und der PCR-Nachweis
durchgefuhrt, um eine naturliche Kontamination mit C. estertheticum weitgehend aus-
zuschlie®en. Erst wenn das negative PCR-Ergebnis vorlag, wurde der Gbrige Tropf-
saft fir den Beimpfungsversuch verwendet. Bis zur Verwendung wurde der Tropfsaft
zu 4,5 ml aliquotiert und bei -18 °C aufbewahrt. Neben dem beimpften Tropfsaft
wurde auch der unbeimpfte in PYGS-Bouillon angereichert und dann erneut mittels

PCR Uberpruft, um eine naturliche Kontamination auch mit geringen Mengen an
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C. estertheticum auszuschlieen. Dieser Versuchsansatz wurde drei Mal

durchgefuhrt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu Uberprifen.

Um die extrahierte DNA auf eventuell vorhandene inhibitorische Substanzen (Al-
Soud und Radstrom, 2000; Rossen et al., 1992) zu testen, wurde aul3erdem bei jeder
Verdunnungsstufe eine externe Amplifikationskontrolle durchgefuhrt (Gallien et al.,
1997). Dafur wurden zu der aufbereiteten DNA der Probe geringe Mengen einer ge-
nau definierten DNA- Sequenz (PUC 19) und spezifische Primer fur diese definierte
Sequenz (HB 10 und HB11) zugegeben. Der PCR-Mix fur die Amplifikationskontrolle

wurde wie folgt hergestellt:

Tabelle 12: Pipettierschema der eingesetzten Kontroll — PCR zur Uberpriifung auf

inhibitorische Substanzen im Probenmaterial

Reagenz Menge pro Ansatz/pl
10 x Reaktionspuffer S 2,5
Mg Cl, 1,5
Primer HB10 0,1
Primer HB11 0,1
dNTP — Mix 2,0
Tag-Polymerase 0,2
pUC 19 DNA 1,0
A. bidest, steril 12,6
Aufbereitete Proben - DNA 5,0

Die anschlieiende Amplifikation im Thermocycler erfolgte nach dem in Tabelle 13

beschriebenen Programm.

Tabelle 13: Cyclerprogramm fur die externe Amplifikationskontroll-PCR

Anzahl Schritt Temperatur Dauer

1x Initiale Denaturierung 95 °C 5 min

30x Denaturierung 95 °C 5 min
Annealing 65 °C 30s
Extension 72°C 1 min

1x Extension 72 °C 7 min
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Es folgte die elektrophoretische Auftrennung im Agarosegel und Farbung mit Ethidi-
umbromid (vgl. 3.2.4). Waren in der aufbereiteten DNA keine PCR-Inhibitoren

vorhanden, so entstand ein PCR-Produkt mit einer Lange von 429 bp.

3.2.5.2 Nachweisrate fur Sporen

Die Nachweisgrenze der PCR-Verfahren fur Sporen von C. estertheticum wurde auf
ahnliche Weise bestimmt wie diejenige flr vegetative Zellen. Als Ausgangsmaterial
fur die Verdlinnungsreihe diente anstelle der exponentiell wachsenden Kultur eine
gereinigte Sporensuspension (vgl. 3.2.2). Um ein mdglichst vollstandiges Auskeimen
der Sporen fur die Keimzahlung im Spatelverfahren zu ermoglichen, wurde die
Suspension zu Beginn des Versuches einer Hitzeaktivierung bei 60 °C fir 10 min
unterzogen (Bell et al., 2001). Die Nachweisrate nach Anreicherung wurde fir Sporen

nicht separat ermittelt.

3.2.5.3 Uberprufung der Vergleichbarkeit der Keimzahlungsverfahren

Die Keimzahl in der Bakteriensuspension wurde mittels Spatelverfahren und parallel
durch mikroskopische Zahlung in einer Zahlkammer nach Thoma ermittelt, um einen
eventuellen Fehler durch unvollstandiges Wachstum von C. estertheticum bei der
Zahlung im Spatelverfahren zu erfassen. Zum Ausschluss von methodisch bedingten
Unterschieden der Keimzahlen wurden beide Verfahren mit einem gut kultivierbaren
Organismus (Escherichia coli, E163) ebenfalls dreimal parallel durchgefuhrt. Als Aus-
gangsmaterial hierfir diente eine 24 Stunden-Kultur von E. coli in Standard-|
Bouillon. Es wurde eine dezimale Verdunnungsreihe angelegt, je 0,1 ml der Verdun-
nungsstufen 107 und 10® wurden auf Standard-I Platten ausgespatelt und bei 37 °C
24 h inkubiert. Nach Auszahlen der Kolonien erfolgte die Berechnung der Keimzahl

nach dem gewogenen arithmetischen Mittel (vgl. 3.2.8.5.3).

FUr die Keimzahlung in der Zahlkammer wurde ein dickes Deckglas so mit Druck
aufgelegt, dass sich Newton'sche Ringe bildeten. Die Flllung der Kammer erfolgte
mit einer Pasteurpipette vom Rand aus. Fur die Zahlung wurde eine Verdunnungs-
stufe gewahlt, bei der etwa 50-80 Zellen pro Gro3quadrat zu sehen waren (in diesem
Fall Verdiinnungsstufe 107). Die Zahlung erfolgte bei 400-facher VergréRerung unter

standiger Veranderung des Feintriebs der Hoheneinstellung. Es wurden je 4
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Grollquadrate ausgezahlt, dann die Zahlung mit neu geflllter Kammer wiederholt
und anschlieBend das arithmetische Mittel der Mikroorganismen je GroRRquadrat
gebildet. Die Zahl der Mikroorganismen pro ml (N) ergibt sich durch die MalRe der

Zahlkammer nach folgender Berechnung:

N= Zahl der Mikroorganismen je GroRquadrat x 2,5 x 10°

3.2.6 Etablierung der Kolonie-Hybridisierung

Flr eine gezielte Isolierung von C. estertheticum wurde die Technik der
Koloniehybridisierung (Grunstein und Hogness, 1975) angewendet. Hierzu wurden
entsprechend der Angaben des DIG System User’s Guide for Filter Hybridisation
(Boehringer Mannheim, 1995) die zu prufenden Kolonien auf eine Nylonmembran
Ubertragen und die DNA auf der Membran fixiert. Nach Entfernung der Zellreste wur-
den Kolonien von C. estertheticum durch Hybridisierung mit einer spezifischen
Digoxigenin-markierten Gensonde markiert. Die gebundene Sonde wurde anschlie-
Rend in einer enzymatischen Farbreaktion sichtbar gemacht und positive Kolonien

nach Vergleich von Agarplatte mit der Nylonmembran gezielt isoliert.

3.2.6.1 Herstellung der Gensonde

Die verwendete Sonde wurde in einer PCR-Reaktion durch partiellen Austausch
des Nukleotids dTTP mit dem Digoxigenin-markierten Nukleotid dig-dUTP herge-
stellt. Dies erfolgte mit Hilfe des PCR DIG Probe Synthesis Kit von Roche
Diagnostics nach Herstelleranleitung. Als Template diente wie unter Kap. 3.2.3 be-
schrieben extrahierte DNA des Referenzstammes DSMZ 8809. Es wurden Sonden
mit den Primersets 16SEF/16SER bzw. EISRF/EISRR (Broda et al., 2003a) herge-
stellt. Zur Anwendung kam die aus dem Primerpaar EISRF/EISRR entstandene
markierte Sonde. Diese war somit Teil der 16s-23s internal transcribed spacer re-
gion von C. estertheticum mit einer Lange von 235 bp. Der DNA-Gehalt des einge-
setzten Templates wurde fotometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt
und durch Verdunnen auf 2 ng/pl eingestellt, so dass pro Ansatz die ideale Menge
von 10 ng eingesetzt werden konnte. Der PCR-Mix fur die markierten Sonden und
die verschiedenen Kontrollen wurde nach dem in Tabelle 14 angegebenen Schema

entsprechend der Vorgaben des Herstellers pipettiert:
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Tabelle 14: Pipettierschema fur die Herstellung von DIG-markierten Gensonden

zum Nachweis von C. estertheticum

Reagenz DIG labeled | Unlabeled Negativ-
probe DNA control | kontrolle
A. bidest, steril 33,75 ul 33,75 ul 38,75 pl
PCR buffer with MgCl,, 10x conc. (vial 3) 5,00 pl 5,00 pl 5,00 pl
PCR DIG Labeling Mix (vial 2) 5,00 pl - 5,00 pl
dNTP stock solution (vial 4) - 5,00 pl -
Primer EISRF und EISRR je 0,25 pl je 0,25 pl je 0,25 yl
Enzyme Mix (vial 1) 0,75 pl 0,75 ul 0,75 pl
Template DNA 5,00 pl 5,00 pl -
Total 50,00 pl 50,00 pl 50,00 pl

3.2.6.2 Uberprufung der Markierungsreaktion durch Gelelektrophorese

Um die Markierung der Gensonde zu Uberprufen, wurden 5 pl jedes PCR-Amplifika-
tes auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen, wie unter 3.2.4 beschrieben aufge-
trennt und mit Ethidiumbromid gefarbt. Die Dokumentation erfolgte fotografisch nach

Visualisierung des Gels unter UV-Licht.

3.2.6.3 Spezifitatspriufung der Gensonde

Mittels DNA-Dotblot-Verfahren wurde die Spezifitat der eingesetzten Sonde mit DNA
von 8 Referenzstdammen der in Tabelle 15 aufgefUhrten Bakterienarten nach der im
DIG User’s Guide (Boehringer Mannheim, 1995) beschriebenen Technik durchge-
fuhrt. Die DNA-Extraktion erfolgte mit der gleichen Methode wie fir C. estertheticum
(vgl. 3.2.3). Der DNA-Gehalt der Extrakte wurde durch fotometrische Messung bei
260 nm Uuberpruft. Je Ansatz wurden zwei Spots von je einem pl DNA-Extrakt

aufgetragen.
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Tabelle 15: Verwendete Bakterienstdmme zur Spezifitatsprifung der eingesetzten

Gensonde
Spot Nr. Stamm Spezies
1 En 65 Enterobacter aerogenes
Pr2 Proteus mirabilis
B 44 Bacillus cereus
E 163 Escherichia coli
DSMZ 8809 C. estertheticum subsp. estertheticum

DSMZ 14864 C. estertheticum subsp. laramiense

DSMZ 12272 C. gasigenes
Co64 C. sporogenes

0o N o o b~ W DN

3.2.6.4 Uberprufung der Methode mit Reinkulturen

Das Verfahren zur Koloniehybridisierung wurde mit Verdinnungsausstrichen des
Typstammes DSMZ 8809 auf CBA etabliert. Die Methode wurde entsprechend der
Angaben des DIG User’s Guide (Boehringer Mannheim, 1995) mit den unter 3.1.4
genannten Materialien durchgefuhrt. Als Hybridisierungsgefalle dienten sterile
Glaspetrischalen. Als Hybridisierungspuffer wurde DIG-Easy-Hyb verwendet. Die
Gensonde wurde in 2 verschiedenen Ansatzen in einer Konzentration von 3 ul bzw 5
Ml pro ml Hybridisierungspuffer zur Ermittlung der optimalen Konzentration zugege-
ben. Die Detektion erfolgte colorimetrisch im Anschluss an eine immunologische
Reaktion mit dem Farbstoff NBT/BCIP.

3.2.7 Etablierung der Methode zur Konservierung von C. estertheticum /

C. estertheticum-like Organismen

Zur Konservierung von C. estertheticum wurden 3 verschiedene Methoden getestet.
Einen Uberblick (iber die unterschiedlichen Verfahren gibt Tabelle 16. Die Methoden
wurden je zweimal mit dem Referenzstamm DSMZ 8809 durchgefuhrt und die
Rekultivierbarkeit in PYGS Bouillon Uberpruft. Hierfir wurden die konservierten Orga-
nismen in 9 ml prareduzierte PYGS Bouillon verbracht und anschlieRend 21 Tage
anaerob bei 10 °C inkubiert. Das Wachstum wurde anhand von Tribung des Medi-

ums und mikroskopischem Befund im Nativpraparat (vgl. 3.2.8.3) festgestellt.
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Tabelle 16: Getestete Konservierungsverfahren flir C. estertheticum bzw.

C. estertheticum-like Organismen

Methode  Durchfiihrung

1 Je 0,5 ml einer 96 Stunden-Kultur in PYGS Bouillon wurde in ein Kulturfldschchen mit
2 ml autoklavierter, gefriergetrockneter Magermilch pipettiert und sofort bei -18 °C
eingefroren. Anschliefend Gefriertrocknung nach friihestens 3-4 Stunden. Die Trock-
nung erfolgte bei 1,030 mbar und einer Temperatur von -20 °C. Nach Abschluss des

Trocknungsvorgangs wurden die Isolate bei 4 °C aufbewahrt.

2 1 ml einer 96 Stunden-Kultur in PYGS Bouillon wurden in ein Kryoréhrchen mit 0,5 mi
86-88%igem Glyzerin und 3 mm Glasperlen pipettiert. Das Réhrchen wurde vorsichtig
geschwenkt und der Uberstand abpipettiert. Die Réhrchen wurden bei -70 °C aufbe-
wahrt. Zur Wiederanzucht wurde eine Glasperle mittels steriler Einweg-Impfése entnom-

men und in die Bouillon tberflhrt.

3 Wie Methode 1, jedoch mit einer Kultur als Ausgangsmaterial, die mindestens 50% Spo-

ren enthielt (Alter etwa 4 Wochen)

3.2.8 Probenuntersuchungsgang
3.2.8.1 Uberblick

Einen Uberblick Uber den Ablauf der verschiedenen Untersuchungen gibt
Abbildung 4. Die untersuchten Fleischproben wurden zur Entnahme des Materials fur
die Anreicherung und Isolierung von C. estertheticum bzw. C. estertheticum-like
Organismen unter Kuhlung (handelsibliche Kuhlakkus) in eine Anaerobier-
Arbeitsstation eingeschleust. Bei groRen Teilsticken wie z.B. ganzes Roastbeef,
wurde der Tropfsaft mittels steriler Einwegspritze und Kanule aus der noch
ungeodffneten, zuvor von aullen mit 70%igem Ethanol desinfizierten Verpackung
entnommen und unmittelbar in die vorreduzierte Bouillon uUberfihrt, welche

anschlie3end sofort in anaerobe Spezialbebrutungsbeutel verpackt wurde.
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3.2.8.2 Visuelle Uberpriifung der Verpackung

Die Vakuumbeutel wurden visuell sorgfaltig auf eventuelle Beschadigungen unter-
sucht. In der Packung vorhandene Gasansammlungen wurden auf einer Skala von 0
bis 5, dem Pack Blowing Score entsprechend Boerema et al. (2007), wie in Tabelle

17 angegeben, beurteilt.

Tabelle 17: Pack Blowing Score nach Boerema et al. (2007)

Score Zustand der Vakuumverpackung

Keine sichtbaren Gasblasen

Wenige kleine Gasblasen im Fleischsaft sichtbar
Aussehen wie bei Vakuumverlust

Offensichtlich aufgeblaht, puffig

Auf volle Grofie aufgeblaht, noch nicht straff gespannt

a A W N —» O

Auf volle GroRe aufgeblaht, Folie straff gespannt

Die Einstufung mit Score 0 und 1 wird nach Boerema et al. (2007) als Normalzustand
betrachtet, wahrend die Scores 2 bis 5 zunehmend starke produkt-untypische Abwei-

chungen beschreiben.

3.2.8.3 Sensorische Beurteilung des Geruchs

Die Beurteilung des Geruchs erfolgte etwa 3-5 Minuten nach dem Offnen der Verpa-
ckung im mikrobiologischen Labor durch mindestens 3 ungeschulte Personen. Es
wurde eine einfach beschreibende Prifung in Anlehnung an L00.90-60 der amtlichen
Sammlung von Untersuchungsmethoden nach §64 LFGB durchgefuhrt. Im Anschluss
wurde von den Prufern noch eine Punktzahl von 1 bis 5 im Bezug auf Verderbnisge-

ruch vergeben. Die Unterteilung der Punkteskala zeigt Tabelle 18.
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Tabelle 18: Punkteskala zur Bewertung von Verderbgeruch

Punktzahl Bewertung

1 Vollig einwandfrei

2 Akzeptabel, jedoch leichte Abweichung wahrnehmbar
3 Gerade noch akzeptabel, Abweichung vorhanden

4 Nicht mehr akzeptabel, deutlicher Verderbgeruch

5 Extremer Verderbgeruch

3.2.8.4 Bakterioskopische Untersuchung

Ein Tropfen Fleischsaft von jeder Probe wurde mittels steriler Einweg-Impfése auf
einen Objekttrager verbracht, mit einem Deckglas versehen und als Nativpraparat bei
1250-facher VergrolRerung mikroskopisch untersucht. Das Praparat wurde
maanderformig durchmustert und sowohl im Hellfeld als auch mittels Phasenkontrast
betrachtet, um eventuell vorhandene Endosporen als stark lichtbrechende Strukturen
identifizieren zu kénnen. Die bakterielle Flora wurde auf dem Probenprotokoll

beschrieben und skizziert.

3.2.8.5 Allgemeine Mikrobiologische Untersuchung
3.2.8.5.1 Probenaufbereitung

Die Verpackung der Probe wurde mit 70% Ethanol desinfiziert und anschlieRend mit
sterilem Skalpell so eroffnet, dass eine ausreichende Flache fir die Probennahme
zuganglich war. Die Probennahme erfolgte entsprechend der Methode L 06.00-16
der amtlichen Sammlung von Untersuchungsmethoden nach §64 LFGB. Mittels einer
sterilen scharfen runden Edelstahlschablone wurde an 4 verschiedenen Stellen eine
Flache von je 5 cm? Fleischoberfliche markiert, so dass insgesamt 20 cm? zur
Untersuchung kamen. Das Volumen der Erstverdinnung betrug 200 ml. Die Erstver-
dinnung wurde im Stomacher 1 min bei 260 rpm homogenisiert. AnschlieRend wurde

eine dezimale Verdinnungsreihe mit 0,85%iger NaCl-Losung hergestellit.
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3.2.8.5.2 Kulturverfahren

Je 0,1 ml der jeweiligen Verdlinnungsstufen wurden auf den in Tabelle 19 angegebe-
nen Medien ausgespatelt und wie dort angegeben in Brutraumen unter aeroben

Bedingungen inkubiert.

Tabelle 19: Nahrmedien und Inkubationsbedingungungen fur Keimzahlungen auf

der Oberflache von Rindfleischproben

Keimgruppe Néhrmedium Temperatur Zeit

Aerobe Gesamtkeimzahl Standard | - Agar 30 °C 48 Std.
Milchsaurebakterien MRS - Agar 30 °C 48 Std.
Enterobacteriaceae DHL - Agar 30 °C 48 Std.

Hefen und Schimmelpilze MEA+ - Agar 25 °C sowie 10 °C 4 Tage (25 °C)

7 Tage (10 °C)

Zur Erfassung der Pseudomonadenkeimzahl wurden die auf DHL-Agar gewachsenen
Kolonien der niedrigsten auswertbaren Verdiinnungsstufe durch Uberschichten der
DHL-Agarplatte mit CO-Reagenz nach Gaby und Hadley (1957) von Enterobacteria-
ceae differenziert. Kolonien, die sich innerhalb einer Minute blau farbten, wurden als

Oxidase-positiv beurteilt und in der Pseudomonadenkeimzahl erfasst.
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3.2.8.5.3 Ermittlung der Keimzahlen

Die Kolonien auf den verschiedenen Nahrmedien wurden ausgezahlt. Zur Berech-
nung der Keimzahlen wurden Agarplatten herangezogen, auf denen sich zwischen
20 und 300 gut abgrenzbare Kolonien befanden. Die Keimzahlen wurden nach dem

gewogenen arithmetischen Mittel berechnet:

__Xxc
n -1+n,-01
c Gewogenes arithmetisches Mittel der Koloniezahlen (cfu / cm?)
>c Summe der Kolonien aller Petrischalen, die zur Berechnung herangezogen werden

(niedrigste und nachst héhere auswertbare Verdinnungsstufe)

n; Anzahl Petrischalen der niedrigsten auswertbaren Verdinnungsstufe
n, Anzahl Petrischalen der nachsthéheren Verdiinnungsstufe
d Verdiinnungsfaktor der niedrigsten ausgewerteten Verdiinnungsstufe

3.2.8.6 pH-Wert-Messung

Der pH-Wert wurde mittels geeichtem pH-Meter und einer Einstab-Glaselektrode im
Homogenat der Erstverdinnung fur die allgemeine mikrobiologische Untersuchung

bestimmit.

3.2.8.7 Nachweis von C. estertheticum / C.estertheticum-like Organismen
3.2.8.7.1 PCR-Screening

Fir das PCR-Screening wurde insgesamt 1 ml Tropfsaft an mindestens 3
verschiedenen Stellen aus dem Vakuumbeutel entnommen. Der Tropfsaft wurde 2
Mal flr 5 min bei 5200 rpm abzentrifugiert und jeweils mit 1 ml steriler PBS resuspen-
diert. AnschlieRend wurde die Suspension 20 s im Ribolyser behandelt und daraus
DNA extrahiert wie unter Kap. 3.2.3, Verfahren 3, beschrieben. Nachfolgend wurde
die PCR mit anschlielfender Auswertung nach gelelektrophoretischer Auftrennung
durchgefuhrt (vgl. Kap. 3.2.4). Fur das Screening wurden die Primer 16SEF/16SER

verwendet, mit denen sowohl C. estertheticum als auch C. estertheticum-like-
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Organismen erfasst wurden. Bei allen Proben wurde aulierdem eine externe

Amplifikationskontrolle (vgl. 3.2.5.1) durchgefuhrt.

3.2.8.7.2 PCR nach Anreicherung

Von jeder Probe wurde zu Beginn der Untersuchung 1 ml Tropfsaft anaerob entnom-
men und in 9 ml PYGS Bouillon bei 4 °C fur 21 Tage anaerob inkubiert. Verlief das
PCR-Screening direkt aus dem Fleischsaft negativ, so wurde es nach DNA-Extrak-

tion aus der Anreicherungsflussigkeit wiederholt.

3.2.8.7.3 Anzucht kéaltetoleranter Clostridien

Bei positivem PCR-Ergebnis aus dem Fleischsaft bzw. der Anreicherungsbouillon
wurde in der anaeroben Arbeitsstation ein Verdunnungsausstrich der Anreicherungs-
flussigkeit auf prareduzierten CBA-Platten angefertigt und fur 21 Tage bei 10 °C an-

aerob inkubiert (Boerema et al., 2003).

3.2.8.7.4 Koloniehybridisierung und gezielte Isolierung

Die Koloniehybridisierung wurde mit den CBA — Platten der angereicherten Proben
nach Herstellerangaben, wie unter Punkt 3.2.6.4 beschrieben, durchgefuhrt. Die
Gensonde wurde in einer Konzentration von 3 pl pro ml Hybridisierungspuffer einge-
setzt. Bei jeder Hybridisierung wurde eine Positivkontrolle (CBA-Platte mit Einzelkolo-
nien des Typstammes DSMZ 8809) mitgeflihrt. Die entsprechenden Agarplatten wur-
den nach dem Blotten 4 Tage weiter anaerob bei 10 °C inkubiert und dann mit dem

Ergebnis auf der Nylonmembran verglichen.

Wurden nach Vergleich von Agarplatte und Nylonmembran positive Einzelkolonien
ermittelt, so wurden von diesen Kolonien Subkulturen auf CBA angelegt und bei
10 °C anaerob inkubiert. Die Kulturen wurden nach 7 bis 14 Tagen, sobald ein
Wachstum erkennbar war, durch Beurteilung der Koloniemorphologie und des mikro-
skopischen Befundes mehrerer Einzelkolonien auf Reinheit Uberpraft und

gegebenenfalls subkultiviert, bis eine Reinkultur vorlag.

Bei einigen Isolaten mit deutlicher Sporenbildung, die nicht in Reinkultur vorlagen

sowie keine gut abgegrenzten Einzelkolonien gebildet hatten, wurde mit einer
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Impfése Koloniematerial in PBS suspendiert, bei 60 °C fur 10 min erhitzt, und

schlieBlich erneut auf CBA bis zur Gewinnung von Reinkulturen ausgestrichen.

3.2.8.7.5 Bestatigung und Einordnung der Isolate

Die Reinkulturen wurden nach DNA-Extraktion mittels PCR und den beiden Primer-
sets 16SEF/16SER und EISRF/EISRR auf ihre Zugehodrigkeit zu der Spezies C.
estertheticum bzw. zu den C. estertheticum-like Organismen Uberprift (Broda et al.,
2003a). Als Clostridium estertheticum- Isolate wurden diejenigen Kulturen gewertet,
die ein positives Ergebnis in beiden PCR-Systemen aufwiesen. Isolate mit positivem
Ergebnis in der PCR mit dem Primerpaar 16SEF/16SER und einem negativem
Ergebnis in der PCR mit den Primern EISRF/EISRR wurden als C. estertheticum-like
Organismen klassifiziert.

Alle Isolate wurden daneben auf aerobes Wachstum bei 10 °C auf CBA Uberprift.
Falls Sporenbildung noch nicht im Zuge der Uberpriifung der Reinkultur festgestellt
worden war, wurde diese auf CBA, PYGS-Agar und in PYGS-Bouillon nach mindes-

tens 4-wochiger Inkubation bei 10 °C mikroskopisch Gberprift.

3.2.8.7.6 Konservierung der Isolate

Die Konservierung der gewonnenen C. estertheticum und C. estertheticum-like Iso-
late erfolgte wie unter 3.2.7 beschrieben mit dem Verfahren 3. Alle konservierten
Isolate wurden aul3erdem in der ebenfalls dort beschriebenen Weise hinsichtlich ihrer

Rekultivierbarkeit Uberpruft.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis von C. estertheticum / C. estertheti-
cum-like Organismen mittels PCR hinsichtlich der Erfassung von Bakteriensporen
optimiert. Hierfir wurden unterschiedliche DNA-Aufbereitungsverfahren an
Sporensuspensionen von C. estertheticum Uberprift. Weiterhin wurde ein Verfahren

zur gezielten Isolierung dieser Keime durch Kolonie-Hybridisierung etabliert.

Im Anschluss an die methodisch orientierten Arbeiten wurden insgesamt 20 va-
kuumverpackte Rindfleischproben auf Kontamination mit C. estertheticum / C. ester-
theticum-like Organismen, Verderbnisgeruch, den bakterioskopischen Befund sowie

allgemeine mikrobiologische Parameter und pH-Wert untersucht.

4.1 Optimierung der DNA-Aufbereitung aus Sporen

Zur DNA-Extraktion aus Sporen von C. estertheticum wurden 3 verschiedene
kommerziell erhaltliche Extraktionskits verglichen. Dazu wurden von einer
Sporensuspension Dezimalverdinnungen hergestellt und die DNA nach einer
Ribolyser-Behandlung parallel mit den verschiedenen Kits extrahiert. Nach PCR-
Amplifikation und Gelelektrophorese wurden die Banden der einzelnen Verfahren
verglichen und die in diesem Vergleich empfindlichste Methode als Standardverfah-

ren fur die Probenuntersuchung gewanhlt.

In Abbildung 5 sind die Ergebnisse der PCR von DNA-Extrakten der einzelnen Kits
dokumentiert. Mit dem Verfahren 1 (Presto Spin D Kit, Firma Molzym) waren positive
Ergebnisse bis zur Verdinnungsstufe 10* und insgesamt schwichere Banden als
bei den anderen getesteten Kits zu beobachten (Bahn 2-6). Verfahren 2 (E.Z.N.A
Tissue Mini Kit, Firma Peqlab) erbrachte bis zur Verdiinnungsstufe 10° positive
Ergebnisse, wobei die Bandenstarke unabhangig von der Verdinnungsstufe relativ
stark variierte (Bahn 8-13). Verfahren 3 (High Pure PCR Template Preparation Kit,
Firma Roche) lieferte bis zur Verdunnung 10 positive Signale. Dieses Verfahren
zeigte aulRerdem die beste Korrelation der Bandenstarke mit der Verdunnungstufe
(Bahn 14-19). Die Methode wurde daher anschliefiend einer umfangreicheren
Sensitivitatsprifung unterzogen und als Standardverfahren zur DNA-Extraktion in

dieser Arbeit gewahlt.
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Bahn 2-6 Bahn 8-13 Bahn 14-19

Verfahren 1 Verfahren 2 Verfahren 3
210%™+ 8 10% + 14 10% +
3 10° o+ 9 10 + 15 10°  +
4 10" +(s) 10 10 + 16 10"+
5 10° - 11 10° o+ 17 10° o+
6 N - 12 10°% - 18  10° +
13 N - 19 N -

*: jeweilige Verdiinnungsstufe der Sporensuspension
+ = positives Ergebnis, - = negatives Ergebnis, N = Negativkontrolle,

(s) =schwach Bahn 1 = Marker, Bahn 7 = frei

Abbildung 5: Elektrophoresegel der PCR-Produkte von  DNA-Extrakten
verschiedener Extraktionskits aus dezimalen Verdlinnungen von

C. estertheticum-Sporensuspensionen
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4.2 Nachweisgrenze der PCR-Systeme im Fleischtropfsatft

Um die Empfindlichkeit der PCR-Systeme zum Nachweis von C. estertheticum fur
Tropfsaftproben zu bestimmen, wurde unbelasteter Tropfsaft von vakuumverpacktem
Rindfleisch mit dezimalen Verdinnungsstufen einer C. estertheticum-Suspension
beimpft, anschlieRend DNA isoliert und der PCR-Nachweis durchgeflhrt. Als Inoku-
lum diente entweder eine Kultur im exponentiellen Wachstumsstadium (Nachweis-
grenze fur vegetative Zellen) oder eine gereinigte Sporensuspension (Nachweis-

grenze fur Sporen).

4.2.1 Vergleichbarkeit der Keimzahlungsverfahren

Die Ermittlung der Nachweisgrenze fur die PCR-Systeme beinhaltete die
Keimzahlbestimmung fur C. estertheticum mit zwei verschiedenen, parallel durchge-
fuhrten Methoden (vgl. Abbildung 3). Es zeigte sich, dass die ermittelten Keimzahlen
in Abhangigkeit von der jeweiligen Methode grof3e Unterschiede aufwiesen. Die di-
rekte Zellzahlung mittels Thomakammer ergab eine deutlich héhere Keimzahl als die
Bestimmung im Spatelverfahren. Dies galt sowohl flir Sporensuspensionen als auch
fur exponentiell wachsende Kulturen, die nur vegetative Zellen enthielten (Tabelle
20).

Tabelle 20: Vergleich der Ergebnisse der Keimzahlungen von C. estertheticum mit-

tels Spatelverfahren und Thomakammer

Durchfihrung Nr. Keimzahl (KbE bzw. gezahlte Zellen / ml)
Spatelverfahren Thomakammer
Vegetative 1 2,4x10° 1,7 x 10°
Vegetative 2 1,1x10° 1,6 x 10°
Vegetative 3 1,9 x 10° 4,3x10’
Mittelwert Vegetative 7,5 x 10° 1,2 x 10®
Sporen 1 1,3x 10" 9,6 x 10°
Sporen 2 7,2 x 10° 1,3x 10°
Sporen 3 9,9 x 10° 1,1x 10°
Mittelwert Sporen 1,0 x 10’ 1,1x 10°
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Die Uberpriifung der Keimzahimethoden mit 24-Stunden-Kulturen von E. coli ergab
hingegen eine weitgehende Ubereinstimmung der im Spatelverfahren und mittels

Thomakammer ermittelten Werte (vgl. Tabelle 21).

Tabelle 21: Vergleich der Ergebnisse der Keimzahlungen von E. coli mittels Spatel-

verfahren und Thomakammer

Durchfihrung Nr. Keimzahl (KbE bzw. gezahlte Zellen / ml)
Spatelverfahren Thomakammer

E. coli 1 1,4 x10° 1,8 x 10°

E. coli 2 1,5 x 10° 1,8 x 10°

E. coli 3 1,2 x 10° 1,5 x 10°

Mittelwert E. coli 1,4 x 10° 1,7 x 10°

Aufgrund dieser Ergebnisse dienten jeweils die direkt mittels Thomakammer ermittel-
ten Keimzahlen als Grundlage fir die Berechnung der Nachweisgrenzen der beiden

PCR-Systeme fir C. estertheticum aus Fleischtropfsaft.

4.2.2 Nachweisgrenze fur vegetative Zellen

Die Nachweisgrenze der PCR fur vegetative Zellen lag fur das Primerpaar
16SEF/16SER im Mittel bei 2,5 x 10? Organismen pro ml Fleischtropfsaft, fir das
Primerpaar EISRF/EISRR bei durchschnittlich 7,6 x 10? Organismen/ml. Die einzel-
nen Ergebnisse der drei Versuchsdurchfiihrungen sind in Tabelle 22 zusammenge-

fasst.
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Tabelle 22: Ergebnisse zur Nachweisgrenze der PCR-Systeme fur vegetative Zel-

len von C. estertheticum in Fleischtropfsaft

Primerset 16SEF / 16SER

Durchfiihrung Nr. Hochste Verdiinnungsstufe, bei der ein Konzentration C. estertheticum
positives PCR-Ergebnis erzielt wurde Zellen / ml Tropfsaft
Vegetative 1 Verdinnung 10 1,7 x 10°
Vegetative 2 Verdinnung 10 1,6 x 10?
Vegetative 3 Verdinnung 10 4,3 x 10?
Mittelwert 2,5 x 10

Primerset EISRF / EISRR

Durchflihrung Nr. Hoéchste Verdiinnungsstufe, bei der ein Konzentration C. estertheticum
positives PCR-Ergebnis erzielt wurde Zellen / ml Tropfsaft
Vegetative 1 Verdinnung 10° 1,7 x 10°
Vegetative 2 Verdlnnung 10 1,6 x 10°
Vegetative 3 Verdiinnung 107 4,3x10°
Mittelwert 7,6 x 10°

4.2.3 Nachweisgrenze nach Anreicherung

Nach Anreicherung von beimpftem Tropfsaft in PYGS Bouillon fur 21 Tage bei 4 °C
konnten etwa 10-100 Zellen von C. estertheticum pro ml Ausgangsmaterial (beimpf-

ter Tropfsaft) nachgewiesen werden. Die erhaltenen Daten zeigt Tabelle 23.
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Tabelle 23: Ergebnisse zur Nachweisgrenze der PCR-Systeme flr C. estertheticum

in Fleischtropfsaft nach Anreicherung in PYGS Bouillon

Primerset 16SEF / 16SER

Durchfiihrung Nr. Hochste Verdiinnungsstufe, bei der ein Konzentration C. estertheticum
positives PCR-Ergebnis erzielt wurde Zellen / ml Tropfsaft
Anreicherung 1 Anreicherung der Verdlnnung 10”7 1,7 x 10’
Anreicherung 2 Anreicherung der Verdiinnung 107 1,6 x 10"
Anreicherung 3 Anreicherung der Verdiinnung 107 4,3
Mittelwert 1,2 x 10"

Primerset EISRF / EISRR

Durchflihrung Nr. Hoéchste Verdiinnungsstufe, bei der ein Konzentration C. estertheticum
positives PCR-Ergebnis erzielt wurde Zellen / ml Tropfsaft
Anreicherung 1 Anreicherung der Verdinnung 10°® 1,7 x 10°
Anreicherung 2 Anreicherung der Verdinnung 10”7 1,6 x 10’
Anreicherung 3 Anreicherung der Verdinnung 107 4,3
Mittelwert 6,3 x 10

4.2.4 Nachweisgrenze fir Sporen

Die Ermittlung der Nachweisgrenze flr Sporen ergab flr beide Primersets identische
Ergebnisse. Die Nachweisgrenze lag bei durchschnittlich 1,2 x 10° Sporen pro ml
Tropfsaft (vgl. Tabelle 24), jedoch erschien die entsprechende Bande mit dem
Primerset EISRF/EISRR in allen drei Durchfihrungen schwacher als mit dem Primer-

set 16SEF/16SER (vgl. Abbildung 6)

Tabelle 24: Ergebnisse zur Nachweisgrenze der PCR-Systeme flir Sporen von C.

estertheticum in Fleischtropfsaft

Primerset 16SEF / 16SER und Primerset EISRF / EISRR
Durchflhrung Nr. Hoéchste Verdinnungsstufe, bei der ein Konzentration C. estertheticum
positives PCR-Ergebnis erzielt wurde Sporen / ml Tropfsaft
Sporen 1 Verdiinnung 10°® 1,3x 10°
Sporen 2 Verdiinnung 10°® 1,3x 10°
Sporen 3 Verdinnung 10°® 1,1 x 10°
Mittelwert 1,2 x 10°
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"1 12 13 12 15 16 17 18

Bahn 1-9: Primerset 16SEF/16SER Bahn 10-18: Primerset EISRF/EISRR
1 Marker 10  Marker

2 Verdlinnung 102 + 11 Verdinnung 107 +

3 Verdinnung 10° + 12 Verdinnung 107 +

4 Verdinnung 10™ + 13  Verdinnung 10 +

5  Verdiinnung 10° + 14  Verdiinnung 10° +

6  Verdiinnung 10°® + 15  Verdiinnung 10°® +(s)
7 Verdiinnung 107 - 16  Verdiinnung 10" -

8 Positivkontrolle + 17  Positivkontrolle +

9 Negativkontrolle - 18  Negativkontrolle -

+ = positives Ergebnis, - = negatives Ergebnis,  (s) = schwach

Abbildung 6: Elektrophoresegel der PCR-Produkte von mit C. estertheticum-

Sporen beimpftem Tropfsaft

4.2.5 Amplifikationskontrolle

Alle aus beimpftem und angereichertem Tropfsaft gewonnenen DNA-Extrakte wurden
einer externen Amplifikationskontroll-PCR unterzogen. Bei allen DNA-Extrakten er-
schien eine Bande bei 429 bp. Abbildung 7 zeigt ein Elektrophoresegel nach Ethidi-
umbromidfarbung mit Amplifikaten der Kontroll-PCR von DNA-Extrakten aus beimpf-

tem und angereichertem Tropfsaft.
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1 Marker

2 Anreicherung Verdiinnungsstufe 10°
3 Anreicherung Verdliinnungsstufe 10°®
4: Anreicherung Verdiinnungsstufe 107
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Anreicherung Verdiinnungsstufe 10°®
Anreicherung Verdiinnungsstufe 10°®
Anreicherung Verdiinnungsstufe 10™°

Abbildung 7: Elektrophoresegel der externen Amplifikationskontroll-PCR mit
pUC 19 DNA nach Gallien et al. (1997)

4.3 Etablierung der Kolonie-Hybridisierung

4.3.1 Markierungsreaktion der Gensonden

Das Elektrophoresegel der mit dem Primerpaar EISRF/EISRR unter Verwendung von
DNA des Referenzstammes DSMZ 8809 hergestellten Gensonde zeigt Abbildung 8.
Entsprechend den Herstellerangaben wanderte das Digoxigenin-markierte Produkt
im elektrischen Feld langsamer und bildete eine etwas schwachere Bande aus als

die unmarkierte Kontrolle.
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1: Marker

2 +3: DIG — markiertes Produkt
4:  Unmarkierte DNA Kontrolle
5: Negativkontrolle

Abbildung 8: Elektrophoresegel der DIG-markierten Sonde des Primerpaars
EISRF/EISRR

Das Elektrophoresegel des mit dem Primerpaar 16SEF/16SER hergestellten markier-
ten Produktes zeigt Abbildung 9. In Anwesenheit des markierten Nukleotids bildete
sich keine einzelne Bande, sondern mehrere schwer voneinander abgrenzbare Ban-
den mit einem flachigen verwaschenen Hintergrund (Smear). Dieses Produkt wurde

deshalb nicht als Gensonde verwendet.

1: Marker

2:  Negativkontrolle
3 +4: DIG - markiertes Produkt
5+ 6: Unmarkierte DNA Kontrolle

TN BB

Abbildung 9: Elektrophoresegel der DIG-markierten Produkte des Primerpaars
16SEF/16SER
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4.3.2 Spezifitat der eingesetzten Sonde

Die Spezifitat der eingesetzten DIG-markierten Gensonde (PCR—Produkt der Primer
EISRF/EISRR, 16s-23s internal transcribed spacer Region, 235 bp) wurde mittels
DNA-Dotblot—Technik Uberpruft. Die Sonde hybridisierte mit DNA der beiden Sub-
spezies von C. estertheticum und konnte bei den entsprechenden Spots colori-
metrisch mittels NBT / BCIP als blaues Farbprazipitat detektiert werden. Mit DNA der
Ubrigen Teststamme verlief die Hybridisierung negativ (Abbildung 10). Der DNA-
Gehalt aller eingesetzen DNA-Extrakte lag zwischen 20 und 45 pg/ml.

Enterobacter aerogenes

Proteus mirabilis

Bacillus cereus

Escherichia coli

C.estertheticum subsp. estertheticum  +
C. estertheticum subsp. laramiense +
C. gasigenes

C. sporogenes

+ = positives Ergebnis

- = negatives Ergebnis

Abbildung 10: Nylonmembran nach  Hybridisierung von  DNA-Dotblots
verschiedener Bakterienarten zur Uberpriifung der Spezifitat der

eingesetzten Gensonde

4.3.3 Uberprifung der Methode mit Reinkulturen

Die Koloniehybridisierung mit Reinkulturen des Referenzstammes DSMZ 8809 ergab
deutliche blaue Spots auf den Nylonmembranen an den Stellen, wo sich auf der
zugehdrigen Agarplatte Koloniematerial befand (vgl. Abbildung 11). Die beiden einge-
setzten Konzentrationen (3 pl/ml und 5 pl/ml) an Gensonde lieferten dabei eine
gleichwertige Intensitat des Signals. Eine Konzentration von 3 pl Sonde pro ml

Hybridisierungspuffer erwies sich daher als ausreichend.
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Abbildung 11: Nylonmembranen nach Koloniehybridisierung mit Reinkulturen von
C. estertheticum mit  unterschiedlichen = Konzentrationen an

eingesetzter Gensonde

4.4 Etablierung der Methode zur Konservierung von

C. estertheticum / C. estertheticum-like Organismen

Hierflr wurden drei verschiedene Verfahren Uberpruft: Gefriertrocknung (Verfahren 1)
Konservierung in Kryoréhrchen mit Glyzerin (Verfahren 2), jeweils mit exponentiell
wachsenden Kulturen sowie Gefriertrocknung von Uberwiegend versporten Kulturen
(Verfahren 3).

Fur die Konservierung von C. estertheticum war eine Rekultivierung der konservier-
ten Organismen nur bei dem Verfahren 3 (Gefriertrocknung von Uberwiegend
versporten Kulturen) in beiden Testdurchlaufen erfolgreich. Bei den anderen beiden
Verfahren, bei denen exponentiell wachsende Kulturen konserviert wurden, war

keine Wiederanzucht mdglich.

4.5 Untersuchung von vakuumverpackten Rindfleischproben

Insgesamt wurden 20 vakuumverpackte Rindfleischproben auf das Vorkommen von
C. estertheticum bzw. C. estertheticum-like Organismen, Verderbnisgeruch, bakte-
rioskopischen Befund im Tropfsaft, allgemeine mikrobiologische Parameter und pH-
Wert untersucht. EIf Proben wurden zufallig aus dem Handel gezogen, neun Proben

waren als Verdachtsproben zur Untersuchung eingesendet worden.
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4.5.1 Visuelle Uberprufung der Verpackung

Bis auf die Probe V6 wies keine der untersuchten Handels- und Verdachtsproben
eine makroskopisch sichtbare Beschadigung der Vakuumverpackung auf. Die Verpa-
ckung der Probe V6 wurde beim Entfernen der Umverpackung beschadigt, so dass
die Gasansammlung in der Packung nicht mehr beurteilt werden konnte. Die Beurtei-
lung der Ubrigen Proben mittels Pack Blowing Score (Boerema et al., 2007) ergab
Scores zwischen 0 und 2 bei den Proben aus dem Handel, wahrend die
Verdachtsproben Scores von 1-2 bis 5 aufwiesen (Tabelle 25). Entsprechend dieser
Einteilung wich eine der Handelsproben vom Normalzustand ab (H6), eine Handels-
probe wurde als grenzwertig beurteilt (H5), die Ubrigen Handelsproben waren mit
Scores von 0 und 1 unauffallig. Die Verdachtsproben zeigten bis auf eine grenzwer-

tige Probe (V7) eine produktuntypische starke Gasbildung in der Packung.

Die Abbildungen 12, 13 und 14 zeigen einzelne Proben zur Veranschaulichung der

Pack Blowing Scores.

Tabelle 25: Ergebnisse der Beurteilung der Rindfleischproben nach dem Pack

Blowing Score von Boerema et al. (2007)

Handelsproben Verdachtsproben
Proben-Nr. Score Proben-Nr. Score
H1 0 V1 2
H2 1 V2 4
H3 0 V3 4
H4 1 V4 3
H5 1-2 V5 3
H6 2 V6 n.d.
H7 0 V7 1-2
H8 0 V8 3
H9 1 V9 5
H10 1
H11 0
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Probe H8:

Pack Blowing
Score 0

Die Vakuum-
verpackung liegt an
allen Stellen direkt
am Fleisch bzw.
Tropfsaft an, es sind
keine Gasblasen

sichtbar

Probe H9:
Pack Blowing

Score 1

Die Verpackung liegt
direkt am Fleisch an,
im Tropfsaft sind ein-
zelne Gasblasen
erkennbar (betreffen-
der Bereich vergro-
Rert)

Abbildung 12: Vakuumverpackte Fleischproben mit Pack Blowing Scores 0 und 1
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Probe H6:

Pack Blowing

Score 2

Aussehen wie bei
Vakuum-Verlust;
zwischen Folie und
Fleisch befinden sich
groRflachige Hohl-

raume

Probe V5:
Pack Blowing

Score 3

Die Vakuum-
verpackung ist offen-
sichtlich aufgeblaht
und puffig

Abbildung 13: Vakuumverpackte Fleischproben mit Pack Blowing Scores 2 und 3
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Probe V2:

Pack Blowing

Score 4

Die Packung ist auf
| ihre volle GroRe auf-
geblaht, die Folie ist

\ | noch nicht straff

S gespannt
Probe V9:
- - Pack Blowing
* - o el -
i TORY Bt RISt Nl Score 5

Die Verpackung ist
auf ihre volle GroRRe

L prall aufgeblaht, die

Folie ist straff

 gespannt

Abbildung 14: Vakuumverpackte Fleischproben mit Pack Blowing Scores 4 und 5
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4.5.2 Sensorische Beurteilung des Geruchs

Die Rindfleischproben wurden durch drei Prufer sensorisch auf Geruchsabwei-
chungen untersucht. Die Ergebnisse der sensorischen Beurteilung sind in den Tabel-
len 26 und 27 dokumentiert. Der Geruch der Handelsproben wurde Uberwiegend als
leicht sauerlich, frisch und charakteristisch fur Rindfleisch beschrieben. Auf der
Punkteskala fir Verderbnisgeruch wurden die Proben am haufigsten mit der Zahl 1,
also ,vollig einwandfrei“ bewertet. Drei der Handelsproben (H5, H6 und weniger
ausgepragt H9) wiesen Geruchsabweichungen in Richtung ,faulig®, ,muffig®, ,sauer®
oder ,dumpf* auf. Diese Abweichungen wurden mit Punktzahlen von 2 und 3 zum Teil
als ,akzeptabel®, ,gerade noch akzeptabel® oder in einem Fall mit Punktzahl 4 als

»nicht mehr akzeptabel” bewertet (vgl. Tabellen 18 und 26).

Der Geruch der Verdachtsproben wurde vor allem mit Erbrochenem, zum Teil auch
mit verdorbenen Milchprodukten assoziiert, die Adjektive ,faulig®, ,sauerlich®, ,kasig",
und ,stechend” wurden haufig verwendet (Tabelle 27). Das Ausmall der
Geruchsabweichung wurde auf der Punkteskala Uberwiegend mit der Zahl 5, also

.extremer Verderbnisgeruch® bewertet.

Eine Ausnahme innerhalb der Verdachtsproben bildete die Probe V7, der Geruch
dieser Probe wurde vor allem als ,sauer beschrieben und der Verderbstatus mit 3

Punkten als ,gerade noch akzeptabel” bewertet.
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Tabelle 26: sensorische Beurteilung der untersuchten Rindfleischproben
(Handelsproben)
Proben- Beschreibung durch die einzelnen Prufer (a, b und c) Punktzahl
Nr. Verderbgeruch
H1l a: charakteristisch fur Fleisch 1
b: fleischig, frisch 1
c: frisch, leicht sauerlich 1
H2 a: sauerlich fleischig 1
b: sauerlich 1
c: sauerlich / kasig 2
H3 a: leicht sauerlich fleischig 1
b: charakteristisch fur frisches Fleisch 1
c: fleischig 1
H4 a: charakteristisch fir vakuumverpacktes Fleisch, leicht sduerlich 1
b: charakteristisch fur Fleisch 1
c: fleischig, leicht sauerlich 1
H5 a: zunachst leicht faulig, dann fleischig, leicht sduerlich 3
b: erst leicht faulig, dann Fleischgeruch 3
c: sauerlich, faulig 4
H6 a: leicht sauerlich 2
b: sduerlich bis sauer, Geruch verfliegt allmahlich 2
c: fischig, flach 3
H7 a: charakteristisch fr frisches Fleisch, leicht sduerlich 1
b: aromatisch, frisches Fleisch 1
c: typischer Reifegeruch (leicht sauerlich) 1
H8 a: leicht sauerlich, neutral fleischig, frisch 1
b: frisch, aromatisch 1
c¢: aromatisch frisch 1
H9 a: aromatisch — fleischig, aber leicht dumpfe Note 2
b: leicht muffig 2
c: frisch, leicht sauerlich, etwas dumpf 1
H10 a: aromatisch nach frischem Fleisch 1
b: frisch, leicht sauerlich 1
c: frisch, aromatisch, abgerundet 1
H11 a: aromatisch nach frischem Fleisch 1
b: frisches Rindfleisch 1
c: frisch, aromatisch 1




Ergebnisse

78

Tabelle 27: sensorische  Beurteilung der untersuchten

(Verdachtsproben)

Rindfleischproben

Proben- Beschreibung durch die einzelnen Prifer (a, b und c)
Nr.

Punktzahl
Verderbgeruch

V1 : sauerlich-kasig, wie Erbrochenes
: stechend, wie verdorbene Milch

: wie Erbrochenes

V2 : anfangs auch faulig H,S-artig, dann nach Erbrochenem, sauer
. erst faulig, dann stechend, wie Erbrochenes

: zunachst faul, dann stechend-estherartig und sauer

V3 . erst faulig (verfliegt), dann wie Erbrochenes
: erst faulig, dann sauerlich, nach Erbrochenem

: erst faulig (wie H,S), dann wie Erbrochenes

V4 : wie Erbrochenes, stechend
: nach Erbrochenem

: wie Erbrochenes, verdorbener Kase

V5 : zunachst faulig, dann sauer, nach Erbrochenem
: erst leicht faulig, sauer, nach Erbrochenem

: faulig, nach Erbrochenem

V6 : faulig, nach Erbrochenem
: faulig, dann kasig, nach Erbrochenem

: faulig, nach Erbrochenem

V7 : sauerlich bis sauer, fruchtig-silich
: sauer

: sauer, ansonsten nach Rindfleisch

V8 : wie Erbrochenes
: faulig-fischig — wie Erbrochenes

: faulig-sduerlich

V9 : faulig — sauerlich — etwas ranzig — zum Teil stechend

: sauerlich — faulig, nach Erbrochenem, etwas stechend

O T OO0 T OO0 T OO0 T OO0 T OO0 T OO0 T O 0 T o9 0 oo

: wie Erbrochenes

O o o0 OO aAlw W N oo O oo OO OO |Oo1 1 Dn
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4.5.3 Bakterioskopische Untersuchung

Die Ergebnisse der bakterioskopischen Untersuchung sind in den Tabellen 28 und 29
dokumentiert. Bei den Handelsproben bestand die Keimflora aus unterschiedlichen
Anteilen kurzer bis mittellanger Stabchen und einigen Kokken. Bei den Verdachtspro-
ben dominierten, mit Ausnahme der Probe V7, grol3e plumpe Stabchen, zum Teil mit
Endosporenbildung das mikroskopische Bild. Bei drei der neun Verdachtsproben

wurden aullerdem oval-formige Hefen beobachtet.

Tabelle 28: Bakterioskopische Befunde der untersuchten Rindfleischproben

(Handelsproben)

Proben-Nr. Dominante Keimflora Ubrige Keimflora

H1 Viele kleine plumpe Stabchen Wenige kleine schlanke
Stabchen

H2 Viele kurze und mittellange schlanke Stabchen -

H3 Schlanke mittellange und plumpe kurze Stabchen -

H4 Kurze plumpe Stabchen, oft in Paaren Wenige Kokken

H5 Viele kurze und mittellange Stabchen Einzelne lange Stabchen

H6 Viele kleine schlanke Stébchen, z.T. in Ketten Vereinzelt kleine Kokken

H7 Kurze plumpe Stabchen, viele in Paaren -

H8 Kurze plumpe Stabchen -

H9 Kurze und plumpe Stabchen Mittellange schlanke Stabchen

H10 Wenig kurze plumpe Stabchen Einige Kokken

H1l Insgesamt sehr wenig, kleine Stdbchen, Kokken -

-: keine weiteren Formen beobachtet
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Tabelle 29: Bakterioskopische Befunde der untersuchten Rindfleischproben
(Verdachtsproben)

Proben-Nr. Dominante Keimflora Ubrige Keimflora

V1 Grole plumpe Stabchen, ovale Hefen mit Wenige kleine Stabchen
Sprossung

V2 Grol3e plumpe Stabchen, teilweise subterminale Sehr wenige kleine Stabchen
Endosporen

V3 Grolde plumpe Stabchen, teilweise subterminale Wenig Kokken und kurze
Endosporen Stabchen

V4 GroRRe plumpe Stabchen, einzelne davon mit Wenig Kokken (teilweise in
subterminalen Endosporen Ketten), wenig schlanke

Stabchen
V5 Grole plumpe Stabchen Wenig kleine Stabchen,
einzelne Kokken

V6 Grole plumpe Stabchen, ovale Hefen mit Wenige kleine plumpe
Sprossung Stabchen und Kokken

V7 Kleine plumpe sowie schlanke Stdbchen Wenige Kokken

V8 Grolde plumpe Stabchen, ovale Hefen mit Wenige Kokken, einzelne
Sprossung kurze Stabchen

V9 Grol3e plumpe Stabchen Kurze plumpe und mittellange

schlanke Stabchen

Abbildung 15 zeigt ausgewahlte Aufnahmen des mikroskopischen Befundes von ver-

schiedenen Verdachtsproben. Deutlich erkennbar sind die zahlreichen gro3en plum-

pen Stabchen, zum Teil mit subterminalen Endosporen (vgl. Abb. 15, V2 und V4).
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Abbildung 15: Phasenkontrastmikroskopische = Aufnahmen des Befundes in

Tropfsaft-Nativpraparaten von  untersuchten  Verdachtsproben.

Rote Pfeile: Endosporen, Grine Pfeile: Hefen mit Sprossung

4.5.4 Allgemeine mikrobiologische Untersuchung und pH-Wert

Die Ergebnisse der allgemeinen mikrobiologischen Untersuchung sowie die
gemessenen pH-Werte der 20 untersuchten Rindfleischproben sind in den Tabellen
30 und 31 dargestellt. Die Gesamtkeimzahlen waren mit Werten zwischen 10? und
bis zu 10% KbE/cm? sehr unterschiedlich. Niedrige Keimzahlen von etwa 10% wiesen
die Handelsproben H10 und H11 auf. In einem mittleren Keimzahlbereich bei etwa
10* bis 10° KbE/cm? lagen zwei Handelsproben (H3 und H4) sowie sechs Verdachts-
proben (V1-V6). Hohe Keimzahlen von 107 bis 10® KbE/cm? wiesen drei
Verdachtsproben (V7-V9) und sieben Handelsproben (H1, H2, H5-H9) auf. Den

Hauptanteil der bakteriellen Flora stellten Uberwiegend Milchsaurebakterien. Entero-
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bacteriaceae waren meist in Keimzahlen um 10°-10%, in Einzelfallen auch bis 10°

KbE / cm? vorhanden.

Pseudomonaden wurden nur in den Proben H4, H10 und H11 im Bereich von etwa

10% KbE / cm? nachgewiesen.

Hefen wurden in zwei von elf Handelsproben und in drei von neun Verdachtsproben
in Keimzahlen bis zu 10* KbE / cm? nachgewiesen. Bei den 3 Verdachtsproben, in
denen mikroskopisch viele Hefen zu sehen waren (vgl. Tabelle 29), wurden diese
nach Inkubation bei 10 °C nachgewiesen. Eine Kultivierung dieser Hefen bei 25 °C

war nicht moglich.

Die gemessenen pH-Werte lagen insgesamt zwischen 5,1 und 6,2. Eine Verdachts-
probe wies einen Wert von 6,2 auf, bei allen anderen Proben lagen die Werte unter
6,0.

Tabelle 30: Mikrobiologische Untersuchungsbefunde (KbE / cm?) und pH-Werte der

untersuchten Rindfleischproben (Handelsproben)

Parameter
Proben- GKZ MSB Entero Ps Hefen Hefen pH-Wert
N 25 °C 10 °C
H1 2,9x 108 1,7x10% 2,7 x 10 <10? <10? <10° 55
H2 1,0 x 108 34x10"  3,2x10° <10? <10? 4,0x10° 5,6
H3 7,0x10° 6,0 x 10° <102 <10? <10? <10? 5,2
H4 5,0x 10* 8,0x10° <102 7,0 x 10? <102 <102 5,4
H5 1,3x 108 1,1 x 10° <10° <10? <10? <10° 53
H6 2,1x108 1,4x10°  1,3x10° <10? 6,8x10* 8,9x10° 5,7
H7 1,4 x 10" 6,7 x 10° <10? <10? <10? <102 55
H8 4,4x10" 35x10" 1,6 x10* <10? <102 <102 5,7
H9 1,0x 108 24x10"° 1,1x10° <10? <10? <10° 57
H10 6,0 x 10° 2,0 x 10? <102 1,0 x 10? <10? <102 55
H11 4,5x10° <102 <10? 5,0 x 10? <10? <102 5,8
GKZ= aerobe mesophile Gesamtkeimzahl MSB= Milchsaurebakterien-Keimzahl

Entero=  Enterobacteriaceae-Keimzahl Ps= Pseudomonaden-Keimzahl
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Tabelle 31: Mikrobiologische Untersuchungsbefunde (KbE / cm?) und pH-Werte der

untersuchten Rindfleischproben (Verdachtsproben)

Parameter
Proben- GKZ MSB Entero Ps Hefen Hefen pH-Wert
N 25°C 10 °C
Val 6,0x 10* 2,0 x 10* <102 <102 <102 1,9 x10* 5,6
V2 45x10° 35x10°  7,0x10? <10? <10? <10° 5,9
V3 2,1x10° <10° <102 <10? <10? <102 5,6
V4 8,8 x 10° <10° 4,0x10° <102 <10? <102 5,6
V5 4,8 x10° <10° <102 <102 <102 <102 55
V6 1,5x 10° 2,0x10° <10° <10? <10? <10° 5,6
V7 1,5x 108 3,0x10® <10° <10? <10? 2,0x10* 5,1
V8 2,1x10" 56x10° 3,5x10° <102 <10? <102 6,2
V9 32x10" 8,6 x 10° <102 <102 <102 <102 55
GKZ= aerobe mesophile Gesamtkeimzahl MSB= Milchsaurebakterien-Keimzahl
Entero= Enterobacteriaceae-Keimzahl Ps= Pseudomonaden-Keimzahl

4.5.5 Nachweis von C. estertheticum / C. estertheticum-like Organismen
4.5.5.1 PCR-Screening

Das PCR-Screening mit dem Primerpaar 16SEF/16SER erbrachte ein positives
Ergebnis bei acht der neun untersuchten Verdachtsproben, wahrend bei allen

Handelsproben der Nachweis negativ verlief.

Die externe Amplifikationskontrolle war bei allen untersuchten Proben positiv.

4.5.5.2 PCR nach Anreicherung

Bei den Proben, die im Screening direkt aus dem Tropfsaft ein negatives PCR-Ergeb-
nis aufwiesen, wurde die PCR nach Anreicherung wiederholt. Bei allen diesen Pro-

ben verlief der Nachweis nach Anreicherung ebenfalls negativ.
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4.5.5.3 Koloniehybridisierung und gezielte Isolierung

Die Koloniehybridisierung ergab bei sechs der acht Screening-positiven Proben
deutliche blaue Spots auf den Nylonmembranen, die entsprechenden Kolonien wur-
den nach Vergleich mit der entsprechenden Agarplatte ausgewahlt und zur Herstel-
lung von Reinkulturen ausgestrichen. Bei funf dieser sechs Proben gelang so die
Isolierung und Konservierung von Reinkulturen von C. estertheticum und/oder C.
estertheticum-like Organismen. Abbildung 16 zeigt die Agarplatte mit Ausstrich der
Anreicherung von Probe V2 nach erneuter Inkubation bei 10 °C und die zugehdrige

Nylonmembran nach durchgefihrter Koloniehybridisierung.

Bei Probe V8 wurde nach Koloniehybridisierung eine Kolonie abgeimpft, die auch mit
beiden PCR-Systemen (16SEF/16SER und EISRF/EISRR) bestatigt wurde. Es han-
delte sich jedoch um eine Mischkultur ohne mikroskopisch feststellbare Sporenbil-
dung, aus der sich C. estertheticum auch nach mehrmaligem Ausstreichen nicht

isolieren liefd.

rote Markierungen: gut abgegrenzte Spots auf der Nylonmembran
gelbe Markierungen:  entsprechende Kolonien auf der Agarplatte

Abbildung 16: CBA-Platte, Ausstrich von angereichertem Tropfsaft der Probe V2
(rechts im Bild) und zugehdrige Nylonmembran nach Kolonie-

Hybridisierung (links im Bild)
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4.5.6 Bestatigung und Einordnung der Isolate

Die Ergebnisse der PCR-Bestatigung und Einordnung der gewonnenen Isolate sind
in Tabelle 32 zusammengefasst. Zwei Isolate, die ein positives Ergebnis in beiden
PCR-Systemen erbrachten, wurden als C. estertheticum eingestuft. Alle anderen
(n=21) Isolate waren positiv in der PCR mit den Primern 16SEF/16SER und negativ
mit den Primern EISRF/EISRR. Diese Isolate wurden daher als C. estertheticum-like
Organismen klassifiziert. Ein Isolat zeigte deutliche R-Hamolyse auf CBA, die Ubrigen

zeigten ein Wachstum auf CBA-Agar ohne Hamolyse.

C. estertheticum subsp. estertheticum (Typstamm DSMZ 8809, entspricht ATCC
51377 und NCIMB 12511), dessen Hamolyseverhalten in der Literatur unterschied-
lich beschrieben wurde (vgl. 2.3.1.2), zeigte in dieser Untersuchung auf CBA durch-
wegs deutliche 3-Hamolyse (Abbildung 17). Die Hamolysezone bildete sich erst etwa
2 Tage nach dem Entstehen makroskopisch sichtbarer Kolonien aus und war auf
CBA meist nach 12 bis 14 Tagen Inkubation bei 10 °C sichtbar.

Die Koloniemorphologie der einzelnen Isolate aus Rindfleisch auf CBA konnte in drei
Gruppen eingeteilt werden (Tabelle 32). Abbildung 17 zeigt Agarplatten mit Reinkultu-
ren von Isolaten, welche die verschiedenen Wuchsformen ausbildeten, sowie vom
Typstamm DSMZ 8809.

Nach 21 Tagen aerober Inkubation bei 10 °C wurde bei keinem der Isolate Wachstum

auf CBA festgestellt. Somit wurden alle Isolate als obligate Anaerobier bestatigt.

Alle Isolate zeigten im mikroskopischen Bild Sporenbildung nach vierwdchiger
Inkubation bei 10 °C auf CBA und PYGS Agar. Bei Isolat Nr. 3 wurde auf CBA nur
sehr vereinzelt Sporenbildung beobachtet, wahrend auf PYGS Agar der Grol3teil der
Zellen versport vorlagen. Die ubrigen Isolate bildeten auf beiden Nahrbéden etwa

gleiche Anteile an Sporen aus.



Tabelle 32: Uberblick Uber die gewonnenen C. estertheticum- und C. estertheticum-like Isolate

Laufende Proben — PCR PCR Einstufung Aerobes R-Hamolyse auf  Sporenbildung Wuchsform auf
Nr. Isolat Nr. 16SEF/R EISRF/R Wachstum CBA CBA
1 V1 + + CE - - + 1
2 V2 + - CEL - - + 2
3 V2 + + CE - + + 1
4 V2 + - CEL - - + 2
5 V2 + - CEL - - + 2
6 V2 + - CEL - - + 2
7 V2 + - CEL - - + 3
8 V3 + - CEL - - + 3
9 V3 + - CEL - - + 3
10 V3 + - CEL - - + 3
1 V3 + - CEL - - + 3
12 V3 + - CEL - - + 3
13 V4 + - CEL - - + 2
14 V4 + - CEL - - + 2
15 V4 + - CEL - - + 2
16 V4 + - CEL - - + 2
17 V4 + - CEL - - + 2
18 V5 + - CEL - - + 2
19 V5 + - CEL - - + 2
20 V5 + - CEL - - + 2
21 V5 + - CEL - - + 2
22 V5 + - CEL - - + 2
23 V5 + - CEL - - + 2

CE= Clostridium estertheticum CEL= Clostridium estertheticum-like Isolat. Wuchsformen: 1=beige-weilllich, konvex, unregelmafig gelappter Rand,
2=grau-weildlich durchscheinend, flach oder knopfférmig, glatt, z.T gelappter Rand, 3=beige mit durchsichtigem Rand, konvex, glattrandig, glanzend
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A

C. estertheticum subsp. estertheticum (DSMZ 8809), entspricht Wuchsform 1
Isolat Nr. 3, Wuchsform 1

Isolat Nr. 19, Wuchsform 2
Isolat Nr. 8, Wuchsform 3

ocow>

Abbildung 17: CBA-Platten mit Reinkulturen von C. estertheticum und

C. estertheticum-like Stammen

4 5.7 Rekultivierbarkeit der Isolate

Alle aus Rindfleisch gewonnenen C. estertheticum- und C. estertheticum-like Isolate
konnten nach Konservierung mit der Methode 3 (Gefriertrocknung von versporten
Kulturen) in PYGS Bouillon nach anaerober Inkubation fur 21 Tage bei 10 °C erfolg-
reich rekultiviert werden.
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4.5.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Einen Uberblick tber die Ergebnisse des Nachweises von Blown Pack Spoilage
durch C. estertheticum aus den untersuchten Rindfleischproben gibt Tabelle 33. Alle
Proben, bei denen ein positiver PCR-Befund im Tropfsaft vorlag, wiesen die typi-
schen Kennzeichen von Blown Pack Spoilage (charakteristische Geruchabweichung,
Gasbildung) auf und zeigten einen bakterioskopischen Befund mit vielen grof3en,
plumpen Stabchen. Bei allen Proben, die nicht die typische Kombination der Sympto-
me zeigten (auler leichter abnormer Gasbildung mit Score 2 bei Probe HG6), fehlte
auch der auffallige bakterioskopische Befund. Ebenso verlief bei diesen Proben das
PCR-Screening sowohl direkt als auch nach Anreicherung negativ. Von den acht
Screening—positiven Proben zeigten sechs ein positives Ergebnis in der Kolonie-
Hybridisierung, welche bei funf Proben auch zur Isolierung von Reinkulturen fuhrte.
C. estertheticum wurde aus zwei Proben isoliert, wahrend C. estertheticum-like
Stamme in vier Proben gefunden wurden. Die Probe V2 enthielt sowohl C. estertheti-
cum als auch C. estertheticum-like Stamme. Die Ergebnisse der Handelsproben wur-

den in einer Spalte zusammengefasst.



Tabelle 33: Zusammenfassung von Verderbssymptomen und C. estertheticum-

bzw. C. estertheticum-like Befunden in Rindfleischproben

Probe H1-H11 Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9
Pack Blowing Score 0-2 2 4 4 3 3 n.d. 1-2 3 5
Auffalliger

bakterioskopischer Befund ) + + + + + + ) + +
Massiver typischer - (a) + + + + + + - + +
Verderbgeruch

PCR-Screening - + + + + + + - + +
PCR nach Anreicherung - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d.
Koloniehybridisierung n.d. + + + + + - n.d. + -
Isolierung von Reinkulturen n.d. + + + + + n.d. n.d. - (b) n.d.
Klassifizierung der Isolate n.d. CE CE+ CEL CEL CEL n.d. n.d. (CE) n.d.
mittels PCR CEL

CE = Clostridium estertheticum
CEL = Clostridium estertheticum-like Isolat n.d. = nicht durchgefiihrt
a) bei drei Handelsproben (H5 und H6 sowie H9) wurden Geruchabweichungen festgestellt, die im Charakter aul’er einer leicht fauligen

Komponente bei H5 nicht dem typischen Geruch der anderen Proben entsprachen, und deren Ausmalf} deutlich geringer bewertet wurde als bei

den anderen Proben mit sensorischen Abweichungen (vgl. Tabelle 26 und 27).

b) es wurde nach Koloniehybridisierung eine Kolonie abgeimpft, die auch mit beiden PCR-Systemen bestatigt wurde. Es handelte sich jedoch

um eine Mischkultur, aus der sich C. estertheticum auch nach mehrmaligem Ausstreichen nicht isolieren liel3.

assiuqebig
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5 Diskussion

Clostridium estertheticum, ein psychrophiler, anaerober Sporenbildner, kann Blown
Pack Spoilage bei vakuumverpacktem Rindfleisch verursachen. Bei dieser Form von
Verderb entstehen in der Verpackung zum Teil erhebliche Mengen an Gas, was zum
Aufblahen der Folie (Bombage) fuhrt. Diese Erscheinung wird von starken
Geruchsabweichungen begleitet, wodurch die betroffenen Produkte nicht mehr zum
Verzehr geeignet sind. Die psychrophile Natur dieser Organismen ist ausschlagge-
bend dafiir, dass Blown Pack Spoilage durch C. estertheticum meist trotz optimaler
Kdhlhaltung des Fleisches und deutlich vor Ablauf der erwarteten Haltbarkeitsfristen
auftritt.

Als C. estertheticum-like strains werden einige Clostridienstamme bezeichnet, die
ahnliche Eigenschaften wie C. estertheticum aufweisen, deren taxonomischer Status
jedoch nicht eindeutig ist. Diese Organismen kénnen ebenfalls das oben beschrie-

bene Verderbsgeschehen in Rindfleisch bei Kiihltemperaturen verursachen.

Neben C. estertheticum und C. estertheticum-like Stammen kann auch das Wachs-
tum von C. gasigenes auf Rindfleisch Blown Pack Spoilage bei Kuhltemperaturen
unter 2 °C verursachen. Die letztgenannte Spezies wurde bisher jedoch nur in
Neuseeland nachgewiesen, wahrend C. estertheticum bisher bei Fleisch aus
GroRbritannien, USA, Neuseeland, Sudafrika, Nordamerika und Nordeuropa gefun-

den wurde.

Diese Verderbnisform kann zu erheblichen wirtschaftlichen Schaden auf dem Rind-
fleischsektor flhren, insbesondere weil in der Regel grol’e und oft hochwertige

Teilstucke fur die Vakuumverpackung verwendet werden.

Erkrankungen bzw. Intoxikationen, die mit dem Verzehr von mit C. estertheticum oder
anderen kaltetoleranten Clostridium spp. belastetem Fleisch in Zusammengang ste-
hen, sind bisher nicht beschrieben worden. Es erscheint ohnehin wenig wahrschein-
lich, dass im Falle einer massiven Vermehrung solcher Organismen betroffenes
Fleisch noch verzehrt wird, da die Geruchsabweichungen den Verbraucher davon
abhalten werden. Allerdings wird gerade vakuumverpackte Ware haufig im Grol3han-
del und nur selten fur den Endverbraucher angeboten. Es ware zumindest denkbar,
dass solches Fleisch z.B. nach Reinigung, Umverpackung oder Verarbeitung noch in
den Verkehr gelangt, wie dies mit verdorbener Ware im Zuge verschiedener Fleisch-

skandale schon der Fall war (Schulze et al., 2008).



Diskussion 91

Blown Pack Spoilage durch C. estertheticum ist bisher im deutschen Sprachraum
kaum bekannt, und auch international sind nur wenige Daten zum Vorkommen dieser
Art von Verderb verfugbar. Es gibt keine standardisierten Methoden zum Nachweis
von C. estertheticum, und vor allem die Art der Ubertragung dieser Keime aus der

Umgebung der Schlachttiere auf das Fleisch ist noch weitgehend unerforscht.

Die Isolierung von C. estertheticum ist aufwandig, hierbei werden lange Inkubations-
zeiten bei tiefen Temperaturen bendtigt und es sind keine geeigneten Selektivmedien
verfugbar. Die Entwicklung von schnellen und zuverlassigen molekularbiologischen
Nachweismethoden (Broda et al., 2003a) war daher ein wichtiger Schritt fur die Dia-
gnostik dieser Erreger. Die Nachweisgrenzen der durch Broda et al. (2003a)
entwickelten PCR-Systeme wurden jedoch nur bei vegetativen Zellen von C.
estertheticum Uberpruft. Da die Kontamination von Fleisch mit C. estertheticum wahr-
scheinlich vor allem mit Sporen erfolgt, ist auch ein direkter PCR-Nachweis aus Spo-

ren von Interesse.

Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit die DNA-Extraktion fur den PCR—Nach-
weis von C. estertheticum—Sporen optimiert und im Anschluss die Nachweisgrenzen
fur Sporen und vegetative Zellen in Fleischsaft fur die beiden verwendeten PCR-Sys-

teme nach Broda et al. (2003a) bestimmt.

FUr die Routinediagnostik erscheint die Isolierung dieser Keime wegen der
mehrwochigen Dauer wenig geeignet, jedoch ist sie zwingend notwendig flr das
wissenschaftliche Arbeiten mit diesen Erregern. Um eine gezielte Isolierung von
C. estertheticum auch aus nicht-selektiven Medien zu ermdglichen, wurde in dieser
Arbeit ein Kolonie—Hybridisierungsverfahren mit einer Digoxigenin-markierten Gen-

sonde etabliert.

Im Anschluss an die Etablierung der Methoden wurden insgesamt 20 vakuumver-
packte Rindfleischproben auf das Vorhandensein von C. estertheticum bzw.
C. estertheticum-like Organismen sowie hinsichtlich physikalisch-chemischer,

sensorischer und mikrobiologischer Parameter untersucht.

Bei der Optimierung der DNA-Extraktion flr Sporen wurden die besten Ergebnisse
mit dem High Pure PCR Template Preparation Kit der Firma Roche erzielt. Das ver-
wendete Extraktionsprotokoll in Kombination mit der vorausgehenden mechanischen

Aufbereitung im Ribolyser gewahrleistete eine effektive Lyse der Sporen. Die mit die-
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ser Methode extrahierte DNA erbrachte positive PCR-Ergebnisse bis zur
Verdiinnungsstufe 10° der verwendeten Sporensuspension. Die Bestimmung der
Nachweisgrenzen der PCR-Reaktionen mit dem optimierten DNA-Extraktionsverfah-
ren in kinstlich kontaminiertem Fleischtropfsaft fur Sporen und vegetative Zellen so-
wie nach Anreicherung (21 Tage bei 4 °C) erbrachte folgende Ergebnisse: Mit beiden
PCR-Systemen konnten C. estertheticum im Bereich von 10% vegetative Zellen bzw.
10° Sporen je Milliliter Tropfsaft nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze nach

Anreicherung lag im Bereich von 10-100 Zellen/ml Tropfsaft (vgl. Tabellen 22 bis 24).

Somit wurden mittels der erarbeiteten Methodik sowohl Sporen als auch vegetative
Zellen von C. estertheticum erfasst. Dies ist insofern von entscheidender Bedeutung,
weil bisher davon ausgegangen wurde, dass die Kontamination von Fleisch mit
C. estertheticum hauptsachlich in Sporenform erfolgt (Broda, 2007). Eine sichere De-
tektion auch von Sporen mittels PCR kann zu einer moglichen Pravention von Blown
Pack Spoilage beitragen, da die Organismen schon vor dem Auskeimen und damit
vor dem Auftreten von Verderbniserscheinungen nachgewiesen werden kénnen.
Wurde bei einem positiven Nachweis von C. estertheticum bei frisch gewonnenem
Fleisch die entsprechende Ware nicht vakuumverpackt und zeitnah verbraucht oder
kurzfristig tiefgefroren, so kdnnten wirtschaftliche EinbufRen gemindert werden. Zu-
dem ermoglicht die Erfassung von Sporen eine effektivere Suche nach den
Kontaminationsquellen fur C. estertheticum in der Umgebung von Schlachttieren,

landwirtschaftlichen Betrieben, Futtermitteln etc..

Erste Untersuchungen in Schlachtbetrieben (Boerema et al., 2003; Broda et al.,
2002) deuten auf Tierhdute und Fazes als Hauptkontaminationsquelle mit
psychrophilen Clostridien hin. Da diese Organismen sich bei Kérpertemperatur nicht
vermehren konnen, ist demnach ein Habitat in der Umgebung der Tiere, im Futter

oder auch im Trankwasser, maglich.

Die Widerstandsfahigkeit der Sporen ermdglicht es sporenbildenden Organismen, bei
fur sie ungunstigen Bedingungen (fir psychrophile Clostridien Temperaturen ober-
halb von 15 bis 20 °C) lange Zeitrdume zu Uberdauern, bis die Verhaltnisse wieder
fur eine Vermehrung geeignet sind. Moglicherweise bendtigen daher psychrophile
Clostridium spp. nicht permanent, sondern nur voribergehend kalte Habitate und
sind eventuell sogar weit verbreitet. Eine solche Verbreitung kénnte nur mit einer ge-

zielten Untersuchung auf diese Organismen hin festgestellt werden, flr die nun eine
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robuste Methode zur Verfigung steht. Diese musste allerdings auf ihre Eignung fur

andere Probenmatrizes noch Uberpruft werden.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenzen der PCR-Methoden wurden die Keimzahlen
in den als Inokulum verwendeten Kulturen parallel mit zwei verschiedenen Methoden
ermittelt. Bei der Auswertung fiel auf, dass bei direkter Zellzahlung mit Thoma-Zahl-
kammer die Werte jeweils um einen Faktor von etwa zwei Zehnerpotenzen hdher
lagen als bei der Bestimmung im Spatelverfahren auf CBA (vgl. Tabelle 20). Diese
Unterschiede sind wahrscheinlich auf das unvollstandige Wachstum von C.

estertheticum auf den verwendeten Agarplatten zurickzuflhren.

Probleme bei der Kultivierung dieser Keime wurden schon mehrfach beschrieben
(Boerema et al., 2003; Broda et al., 2002; Dainty et al., 1989; Helps et al., 1999; Kal-
chayanand et al., 1989). Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit die
Versuchsbedingungen an die Bedurfnisse von C. estertheticum, soweit bekannt,
angepasst. Alle Pipettierschritte fanden unter Ausschluss von Sauerstoff in einer
anaeroben Arbeitsstation statt. Alle Medien sowie Verdinnungsflissigkeiten wurden
mindestens 48 Stunden in der anaeroben Arbeitsstation vorreduziert und vor
Gebrauch gekuhlt. Mit CBA wurde zudem ein reichhaltiges Medium ohne Hemm-
stoffe gewahlt. Offensichtlich herrschten dennoch nicht die idealen Bedingungen fur
ein Wachstum von C. estertheticum. Daher sollten weitere Studien durchgefihrt wer-
den, um die optimalen Anzuchtmedien und Inkubationsbedingungen flir Keimzah-
lungen von C. estertheticum zu ermitteln. Vor allem bei Verwendung fester Nahrme-
dien bereitet die Kultivierung dieser Keime Probleme (Broda et al., 1998c; Dainty et
al., 1989), hier konnte die Entwicklung eines MPN-Verfahrens mit flussigen Medien

von Vorteil sein.

Um rein methodisch bedingte Ursachen fir die beobachteten Unterschiede auszu-
schlie3en, wurden auflderdem vergleichende Keimzahlungen mit E. coli unter Verwen-
dung der gleichen Techniken durchgefuhrt. Bei diesen Keimzahlungen wurde mit
Spatelverfahren und mit Thomakammer eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse
erzielt (vgl. Tabelle 21). Ein methodisch bedingter Fehler kann daher als Ursache fir

die beobachteten Unterschiede weitgehend ausgeschlossen werden.

Die Nachweisgrenzen der PCR-Systeme wurden aufgrund der uneinheitlichen Ergeb-
nisse mit den beiden Keimzahlungsverfahren mit der direkten Zellzédhlung in der

Thomakammer ermittelt. Da die PCR sowohl kultivierbare als auch nicht kultivierbare
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Zellen erfasst, wirde mit einer Nachweisgrenze, welche sich an der im
Spatelverfahren auf festen Nahrmedien ermittelten Keimzahl orientiert, eine gréliere
Empfindlichkeit der Methode vorgetauscht. Beispielsweise waren aus Verdiunnungen,
die nach dem Spatelverfahren weniger als eine KbE/ml von C. estertheticum enthiel-
ten, noch positive PCR-Nachweise mdglich. Die direkte Zahlung in der Zahlkammer
wies jedoch darauf hin, dass in diesen Verdiinnungen etwa 10? Zellen bzw. Spo-

ren/ml vorhanden waren.

Entsprechend muss bei Keimzahlungen von C. estertheticum unter ahnlichen Be-
dingungen im Spatelverfahren damit gerechnet werden, dass ein Grolteil der vorhan-
denen Mikroorganismen nicht erfasst wird. Ob diese nicht erfassten Zellen tatsach-
lich nicht mehr lebensfahig oder nur mit den verwendeten Methoden nicht kultivierbar

sind, sollte in weiteren Untersuchungen geklart werden.

In Fleisch- und anderen Lebensmittelproben kommen haufig Substanzen vor, welche
durch eine Hemmung von PCR-Reaktionen zu falsch-negativen Ergebnissen fuhren
kénnen, sogenannte PCR-Inhibitoren (Al-Soud und Radstrom, 2000; Rossen et al.,
1992). Daher wurde bei allen DNA-Extrakten, die aus beimpftem Tropfsaft bzw. aus
Tropfsaft der untersuchten Rindfleischproben gewonnen wurden, eine externe
Amplifikationskontrolle nach Gallien et al. (1997) durchgefuhrt. Der hierbei amplifi-
zierte DNA Abschnitt von 429 bp war bei allen Proben nach elektrophoretischer Auf-
trennung im Agarosegel als deutliche Bande zu erkennen. Die DNA-Extrakte waren
somit weitgehend frei von PCR-Inhibitoren. Negative Ergebnisse beim Nachweis von
C. estertheticum bzw. C. estertheticum-like Organismen in Rindfleischproben wurden
demzufolge als richtig negativ bestatigt. Weiterhin kann die angewandte Technik zur
DNA-Extraktion als geeignet fur die Untersuchung von Fleischproben angesehen

werden.

Das in dieser Arbeit etablierte Kolonie-Hybridisierungs-Verfahren wurde angewendet,
um eine gezielte Isolierung von C. estertheticum zu ermdglichen. Die dabei ver-
wendete Gensonde war ein Digoxigenin-markiertes PCR-Amplifikat eines Teils der
16s-23s internal transcribed spacer region von C. estertheticum (Primer
EISRF/EISRR). Die Spezifitat dieser PCR-Reaktion wurde bereits umfangreich unter-
sucht (Broda et al., 2003a). Es konnte daher angenommen werden, dass bei
stringenten Hybridisierungsbedingungen die hergestellte Gensonde mindestens

ebenso spezifisch an DNA von C. estertheticum bindet wie die beiden (in ihr enthalte-
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nen) Primersequenzen in der PCR. Jedoch ist es mdglich, dass beim Einbau des
markierten Nukleotides unspezifische Nebenprodukte entstehen (Boehringer
Mannheim, 1995; Roche Applied Science, 2003), insbesondere dann, wenn die
eingesetzte Template-DNA-Menge zu hoch ist. Aus diesem Grund wurde die empfoh-
lene Template-Menge von 10 ng in der Reaktion eingesetzt und die Spezifitat der ein-
gesetzten Sonde mit DNA von acht Referenzstdmmen verschiedener Bakterienarten
mittels DNA-Dotblot (vgl. Abbildung 10) Uberpruft. Die Sonde zeigte eine hohe
Spezifitat: Nur mit C. estertheticum wurde bei diesem Test ein positives Signal bei der

Hybridisierung erzielt.

Mit Hilfe der Koloniehybridisierung wurden aus 5 von 20 untersuchten Rindfleischpro-
ben 23 kaltetolerante Clostridienstamme isoliert. Die Isolate zeigten positive Ergeb-
nisse in der PCR, welche C. estertheticum und C. estertheticum-like Stamme erfasst
(Primerpaar 16SEF/16SER). Somit wurden alle Uber das Kolonie-Hybridisierungsver-
fahren isolierten Stdmme auch durch die PCR als C. estertheticum bzw. C. estertheti-
cum-like Organismen bestatigt. Daher erscheint die hier angewandte Methodik auch
nach dem Ergebnis der Dot-Blot Spezifitatsprifung Uber eine ausreichende Spezifitat

zur Untersuchung von Fleischproben zu verflgen.

Auffallend war, dass die Mehrzahl der Isolate in der PCR mit den Primern
EISRF/EISRR negativ reagierte, obwohl sie mit der Gensonde, welche ein Amplifikat
der gleichen PCR-Reaktion ist, hybridisierten. Diese Stamme wurden entsprechend

Broda et al. (2003a) als C. estertheticum-like Stamme eingestuft.

Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung waren Sequenzunterschiede zwi-
schen C. estertheticum und den betreffenden Isolaten im Bereich einer Primerbin-
dungstelle bei ansonsten Ubereinstimmender Basensequenz im betreffenden Ab-
schnitt der 16s — 23s internal transcribed spacer region. Solche Unterschiede kdnn-
ten die korrekte Anlagerung der Primer und damit die Amplifikation des
Genabschnitts in der PCR-Reaktion verhindern, wahrend der ubrige, homologe Ab-

schnitt zum positiven Ergebnis der Hybridisierung fihrt.

Zur Bestatigung dieser Hypothese kdnnte eine Sequenzierung der entsprechenden

DNA-Abschnitte der betreffenden Isolate aufschlussreich sein.

Insgesamt erwies sich die Koloniehybridisierung als wertvolles Hilfsmittel bei der

Isolierung, da die gezielte Isolierung bei den fur psychrophile Clostridien ndtigen
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Arbeitstechniken und der langen Inkubationsdauer eine erhebliche Arbeits- und

Zeitersparnis bedeutet.

Fur die Konservierung von C. estertheticum-Stammen wurden in der Literatur bisher
keine Empfehlungen abgegeben. In dieser Arbeit erwies sich die Gefriertrocknung
von Uberwiegend versporten Kulturen in Magermilch als geeignete Methode, auch
die Konservierung und Rekultivierung der Isolate aus Rindfleischproben gelang mit
dieser Technik. Bei Konservierungsversuchen mit exponentiell wachsenden Kulturen

war hingegen keine Rekultivierung maoglich.

Die Untersuchung von vakuumverpackten Rindfleischproben umfasste neun
Verdachtsproben, welche aufgrund von Gasbildung oder Geruchsabweichungen an
das Institut gesendet wurden. Weiterhin wurden elf Handelsproben in lokalen Super-
markten und GroBmarkten erworben. Die Proben stammten aus Brasilien, Argenti-
nien, Deutschland und der Schweiz und waren vor der Untersuchung zwischen einer
und 16 Wochen vakuumverpackt gelagert worden (vgl. Tabellen 7 und 8). Das
vakuumverpackte Rindfleisch wurde mittels eines PCR-Screenings auf
C. estertheticum / C. estertheticum-like Organismen untersucht. Daneben wurden die
Probenverpackungen hinsichtlich Intaktheit und Gasbildung und nach dem Offnen
der Verpackung sensorisch der Geruch beurteilt. Weiterhin wurden der pH-Wert im
Fleisch und die wichtigsten fiur vakuumverpacktes Fleisch relevanten Keimgruppen
erfasst: Die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl, die Anzahl an Milchsaurebakterien
und Enterobacteriaceae sowie die Pseudomonaden-Keimzahl und Anzahl an Hefen
bei 10 und bei 25 °C. Bei allen Proben mit positivem PCR-Ergebnis wurde au3erdem
versucht, C. estertheticum aus angereichertem Tropfsaft unter strikt anaeroben

Bedingungen zu isolieren.

Insgesamt lagen die auf den untersuchten Rindfleisch-Teilstlicken angegebenen
Haltbarkeitsfristen teilweise erheblich Uber den in der Literatur dokumentierten
Empfehlungen. Bei Bell und Garout (1994) werden 12,8 Wochen bei <0 °C bzw. bei
Rigg et al. (1978) 11-15 Wochen bei 0 °C als Mindesthaltbarkeit angegeben. Die auf
den untersuchten Proben angegeben Fristen lagen bei Importware zwischen 15 und
22 Wochen. Aus logistischer Sicht ist eine solche Lagerungsdauer von frischem
Rindfleisch auch bei weiten Schiffstransporten nicht notwendig und konnte aus Grun-

den der Qualitatssicherung vermieden werden.
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Die allgemeine mikrobiologische Untersuchung der Proben ergab mit Werten von 10?
und bis zu 10® KbE/cm? sehr unterschiedliche Gesamtkeimzahlen. Dies war generell
zu erwarten, da die Proben unterschiedlich alt und die Ausganskontamination sowie
Lagerungsbedingungen bis zum  Untersuchungszeitpunkt unbekannt und
wahrscheinlich nicht identisch waren. Die besonders niedrigen Keimzahlen im Be-
reich von 10? bis 10* KbE/ml kdnnen mit dem geringeren Alter der betroffenen Pro-
ben erklart werden, so zum Beispiel die Keimzahl von 4,5 x 10> KBE/ cm? bei der
Handels-Probe H11, die nur eine Woche alt war. Bei den beiden anderen gering
keimbelasteten Proben (H4 und H10) handelte es sich um vakuumverpackte Steaks.
Das genaue Alter war bei diesen Proben mangels Angabe des Produktionsdatums
nicht bekannt, jedoch werden solche Endverbraucherportionen nach dem Zuschnitt
in der Regel wesentlich kirzer gelagert als Teilstiicke und enthalten auf den frischen

Anschnitten geringere Keimzahlen.

Mittlere Keimzahlen von etwa 10* bis 10° KbE/cm? kamen ebenso wie hohe
Keimzahlen von 10” und 10® sowohl bei Handels- als auch Verdachtsproben vor,
wobei die mittleren Werte bei den Verdachtsproben und die extrem hohen Zahlen bei
den Handelsproben haufiger waren. Eine mdgliche Erklarung fur diese Verteilung ist
die teilweise Unterdrickung der Ubrigen Mikroflora durch C. estertheticum /
C. estertheticum-like Organismen in den belasteten Proben. Aufgrund der bereits ge-
nannten Uneinheitlichkeit des Probenmaterials und der untersuchten Probenzahl
kann ein solcher Trend jedoch nur vermutet werden. Insgesamt konnte auch kein
erkennbarer Zusammenhang zwischen Probenalter und Gesamtkeimzahl festgestellt
werden. Den Hauptanteil der bakteriellen Flora der vakuumverpackten Rind-
fleischproben stellten Uberwiegend Milchsaurebakterien, was auch mit Angaben in
der Literatur korreliert (Gill und Newton, 1978; Grau, 1981; Heinz, 1974; Jones, 2004,
Jones et al., 2008; Kaya und Schmidt, 1990).

Die Enterobacteriaceae-Keimzahlen lagen meist unterhalb der Nachweisgrenze bzw.
bei Werten um 10%-10° KbE / cm?.

Bei zwei Handels-Proben (H6 und H9), die Enterobacteriaceae in Zahlen von etwa
10° KbE/cm? enthielten, wurden auch Geruchsabweichungen festgestellt. Diese wur-
den als muffig, dumpf, fischig, oder auch flach beschrieben. Die hohe Belastung mit
Enterobacteriaceae kdnnte zu diesem sensorischen Befund gefuhrt haben. Auch die

beobachtete leicht erhdhte Gasbildung bei Probe H6 kénnte durch
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Enterobacteriaceae verursacht worden sein (Brightwell et al., 2007). Als wahrschein-
lichste Ursachen fir die erhdhten Enterobacteriaceae-Keimzahlen kommen eine
hohe Ausgangskontamination und Erhohungen der Lagertemperatur in Betracht
(Grau, 1981).

Pseudomonaden wurden nur in den Handels-Proben H4, H10 und H11 im Bereich
von etwa 10? KbE/cm? nachgewiesen. Hier handelte es sich wiederum um die Pro-
ben, die wahrscheinlich am klirzesten vakuumverpackt gelagert wurden (s.o.). Diese
geringen Keimzahlen fuhrten nicht zu Geruchsabweichungen bei den betroffenen
Proben. Bei allen anderen untersuchten Teilsticken lag die Pseudomonadenkeim-
zahl unterhalb der Nachweisgrenze. Diese Beobachtung stimmt gut mit den Aussa-
gen in der Literatur Uberein, dass die aerobe psychrotrophe Verderbnisflora bei Vaku-
umverpackung weitgehend unterdruckt wird (Borch et al., 1996; Grau, 1981; Jere-
miah, 2001; Jones, 2004; Lambert et al., 1991).

Der Nachweis von Hefen verlief bei 2 von 11 Handelsproben und 3 von 9 Verdachts-
proben positiv, die ermittelten Keimzahlen betrugen bis zu 10* KbE/cm?®. Die
Interpretation dieser Ergebnisse ist schwierig, da bisher wenige Daten zum Vorkom-
men von Hefen auf vakuumverpacktem Rindfleisch verdffentlicht wurden. In der
Untersuchung von Heinz (1974) wurden Hefen in Zahlen bis etwa 10° KbE/cm? auf
vakuumverpacktem Rindfleisch nachgewiesen, ohne dass damit Verderbniser-

scheinungen assoziiert wurden.

Bei den untersuchten Rindfleischproben wurden pH-Werte zwischen 5,1 und 6,2 ge-
messen. Der Wert von 6,2 bei einer Verdachtsprobe ist als erhdht zu betrachten, bei
allen anderen Proben lagen die Werte unter 6,0 und somit im Normalbereich fur
Rindfleisch (Fischer, 1988b). Die screening—positiven Proben wiesen im Mittel einen
pH-Wert von 5,7 auf, wahrend der durchschnittliche pH-Wert der screening-
negativen Proben bei 5,5 lag. Diese Beobachtung entspricht den Ergebnissen von
Dainty et al. (1989). Hier wurden Unterschiede von etwa 0,5 pH-Einheiten zwischen
mit C. estertheticum belasteten und unbelasteten Teilsticken ermittelt. Allerdings
musste der in der vorliegenden Arbeit beobachtete Trend zu etwas hoheren pH-
Werten an der Oberflache bei mit C. estertheticum und C. estertheticum-like Organis-
men belasteten Proben durch eine Untersuchung einer grof3eren Probenanzahl

statistisch abgesichert werden.
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Das PCR-Screening auf C. estertheticum und C. estertheticum-like Organismen ver-
lief bei allen untersuchten Handelsproben sowie bei der Verdachtsprobe V7 sowohl
direkt aus dem Fleischsaft als auch nach Anreicherung negativ. Nach den hier
ermittelten Nachweisgrenzen waren folglich weniger als 10-100 Zellen/ml von C.
estertheticum oder C. estertheticum-like Organismen im Probenmaterial enthalten.
Die Bakterioskopie ergab bei diesen Proben ein unauffalliges Bild mit kurzen bis

mittellangen Stabchen und einigen Kokken (vgl. Tabelle 28).

Sensorisch waren diese Proben uberwiegend unauffallig. Die Proben H5 und V7 wie-
sen mit einem Pack Blowing Score von 1-2 eine grenzwertige Menge an Gasbildung
und Probe H6 mit einem Pack Blowing Score von 2 eine deutlich erhdhte Gasbildung
in der Verpackung auf. Diese drei Proben zeigten auch sensorisch feststellbare

Geruchsabweichungen, die mit ,leicht® bis ,deutlich® bewertet wurden.

Der negative Nachweis von C. estertheticum in allen elf Handelsproben Iasst ein
insgesamt eher seltenes Vorkommen von C. estertheticum und C. estertheticum-like
Stammen auf vakuumverpacktem Fleisch im deutschen Handel vermuten. Fur eine

statistisch sichere Aussage waren hierzu jedoch weitere Untersuchungen notwendig.

Bei 8 von 9 Verdachtsproben war das Ergebnis des PCR-Screenings positiv. Diese
Proben zeigten mit Pack Blowing Scores von 2 bis 5 produkt-untypische starke Gas-
bildung in der Verpackung, eine dieser Proben (V6) war aufgrund einer Verpackungs-
beschadigung hinsichtlich der Gasbildung nicht mehr beurteilbar. Die Proben wiesen
aullerdem deutliche Geruchsabweichungen auf, welche mehrheitlich als ,extrem*
eingestuft und am haufigsten mit Erbrochenem oder verdorbenen Milchprodukten
assoziiert wurden. Auch ein fauliger Geruch, welcher jedoch nach einigen Minuten
abnahm, wurde wahrgenommen. Dies entspricht den Beschreibungen bei Dainty et
al. (1989), Kalchayanand et al. (1989) und Helps et al. (1999), die den Geruch von

durch C. estertheticum verdorbenem Rindfleisch ahnlich beurteilt hatten.

Das bakterioskopische Bild bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Verdachtsproben wurde von grof3en plumpen Stabchen dominiert, die anhand ihrer
Grofle und gelegentlichen Ausbildung von Endosporen von der normalerweise
vorherrschenden Mikroflora aus einem Uberwiegenden Anteil an Milchsaurebakterien
deutlich differenziert werden konnten. Einzeln liegende Sporen wurden jedoch nur
sporadisch beobachtet, der Hauptanteil der Population bestand jeweils aus vegetati-

ven Zellen (vgl. Tabelle 29 und Abbildung 15). Bei sechs der acht screening-positiven
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Proben wurden Uber Koloniehybridisierung mehrere Kolonien isoliert. Bei funf dieser
Proben (V1-V5) konnten so Reinkulturen von C. estertheticum bzw. C. estertheticum-
like Organismen gewonnen werden. Bei der verbleibenden Probe (V8) reagierte eine
Kolonie positiv bei der Koloniehybridisierung, die daraus gewonnene Kultur stellte
sich als Mischkultur heraus, bei der auch nach mehrfacher Subkultivierung keine
Reinkulturen von C. estertheticum / C. estertheticum-like Organismen isoliert werden
konnten. Die aus der Mischkultur gewonnene DNA erzeugte positive Signale in
beiden PCR-Systemen.

Die Verdachtsproben V6 und V9 zeigten trotz positivem PCR-Screening negative
Ergebnisse bei der Koloniehybridisierung. Das PCR-Ergebnis konnte somit nicht
durch ein entsprechendes Isolat bestatigt werden. Da die PCR eine empfindliche Me-
thode ist, waren falsch-positive Ergebnisse aufgrund von Pipettierfehlern oder nach-
traglicher Kontamination des Probenmaterials denkbar. Jedoch gingen die positiven
PCR-Resultate mit einer deutlichen und typischen Verderbssymptomatik sowie cha-
rakteristischen bakterioskopischen Befunden einher, was wiederum flr eine
Anwesenheit und ursachliche Beteiligung von C. estertheticum oder
C. estertheticum-like Organismen am Verderb der Proben spricht. Aulderdem zeigten
alle anderen untersuchten Parameter keine Auffalligkeiten, die auf andere Verderbs-
ursachen schlieBen lassen konnten. Demnach kénnten diese Ergebnisse (PCR
positiv/Hybridisierung negativ) auf das allgemein schlechte Wachstum von
C. estertheticum in Kulturmedien zurickzufluhren sein. Zusatzlich war bei diesen Pro-
ben die Verpackung nicht intakt (vgl. 3.1.6.2 und Tabelle 25), so dass die Organis-
men einem besonderen oxidativen Stress ausgesetzt waren: Eine so bedingte
Schadigung der vegetativen Clostridien kdnnte zum Verlust der Kultivierbarkeit ge-
fuhrt haben.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 23 kaltetolerante Clostridienstamme aus funf Rind-
fleischproben isoliert. Die Isolate wurden mit Hilfe von zwei PCR-Systemen in zwei
C. estertheticum- und 21 C. estertheticum-like Stamme eingeteilt (Broda et al.,
2003a). Alle Isolate bildeten nach etwa vierwdchiger Inkubation Sporen und zeigten
unter aeroben Bedingungen kein Wachstum innerhalb von 3 Wochen. Die Isolate
bildeten auf CBA unterschiedliche Wuchsformen aus (vgl. Tabelle 32). Ein

C. estertheticum Isolat zeigte deutliche R-Hamolyse, wahrend alle Ubrigen Isolate
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keine Hamolysezone ausbildeten. Der taxonomische Status von C. estertheticum-like
Isolaten ist bisher noch ungeklart (Broda et al., 2000a; Broda et al., 2003b). In der
aktuell gultigen Einteilung werden bei C. estertheticum zwei Subspezies
unterschieden: C. estertheticum subsp. estertheticum und C. estertheticum subsp.
laramiense (Spring et al., 2003). Als phanotypische Unterscheidungskriterien werden
bei Spring et al., (2003) insbesondere die Verstoffwechselung von Glycogen und das
Hamolyseverhalten genannt. Zu diesen und anderen biochemischen Reaktionen
wurden jedoch in unterschiedlichen Studien (Collins et al., 1992; Helps et al., 1999;
Kalchayanand et al., 1993; Spring et al., 2003; Yang et al.,, 2009) voneinander
abweichende Aussagen getroffen (vgl. Tabelle 5). Yang et al. (2009) stellten aufgrund
ihrer Ergebnisse Uber die gebildeten Fermentationsprodukte und die
Verstoffwechselung von Glycogen die derzeitige Klassifikation dieser Organismen in
Frage. Eine Unterscheidung der Subspezies von C. estertheticum wurde deshalb in

der vorliegenden Arbeit nicht vorgenommen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die verschiedenen mikrobiologischen
Standard-Parameter (Gesamtkeimzahl, Anzahl an Enterobacteriaceae und
Milchsaurebakterien-Keimzahl) in dieser Untersuchung bei den mit C. estertheticum /
C. estertheticum-like Organismen belasteten Proben keine besonders auffalligen
Werte zeigten, obwohl starke Verderbniserscheinungen vorhanden waren. Dies

stimmt auch mit den Feststellungen von Dainty et al. (1989) Uberein.

Bei Fallen von Blown Pack Spoilage ist es daher von entscheidender Bedeutung,
gezielt auf psychrotrophe/psychrophile Anaerobier zu untersuchen, da mit routinema-
Rig eingesetzten Methoden diese Verderbsverursacher nicht detektiert werden. Mog-
licherweise tritt bei Rindfleisch Verderb durch C. estertheticum und C. estertheticum-
like Organismen haufiger als bisher beschrieben auf, was bislang nicht erkannt

wurde, weil Verdachtsproben nicht mit den adaquaten Methoden untersucht werden.

Besondere Bedeutung hat bei Verdachtsproben die bakterioskopische Untersuchung.
Diese einfache Methode kann ohne besonderen Aufwand innerhalb von wenigen Mi-
nuten durchgefuhrt werden. Sind im Fleischsaft groRe plumpe Stabchen und even-
tuell Endosporen vorhanden, so ist dies ein Hinweis auf das Vorkommen von Clostri-
dium spp. Da in dieser Arbeit bei den betroffenen Proben Uberwiegend vegetative
Zellen und nur vereinzelt Sporen im bakterioskopischen Bild zu sehen waren, sollte

bei der Abklarung der Ursachen die in Abbildung 4 dargestellte Reihenfolge der
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Untersuchungen eingehalten werden, insbesondere die Enthahme des Materials fur
die Anreicherung bzw. Kultivierung von C. estertheticum vor allen anderen Untersu-
chungen nach Offnen der Verpackung mit mdglichst strikt anaerober Technik. Eine
Schadigung der vegetativen Zellen durch Luftsauerstoff kann sonst eventuell einen
kulturellen Nachweis verhindern. Differentialdiagnostisch kommt neben C. estertheti-
cum theoretisch auch eine Kontamination mit C. gasigenes in Betracht, was
insbesondere bei einem C. estertheticum- negativem Befund mit berlcksichtigt wer-

den sollte.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Resultate stellen nach eigenem Kenntnis-
stand den ersten dokumentierten Nachweis von C. estertheticum und C. estertheti-
cum-like Stammen im deutschsprachigen Raum dar. Die betroffenen Rindfleischpro-
ben stammten aus Deutschland, Brasilien und der Schweiz. Der Nachweis dieser
Organismen bei Proben aus klimatisch vollig unterschiedlichen Gegenden wider-
spricht der mehrfach getroffenen Aussage, dass psychrophile Mikroorganismen nur
in permanent kalten Umgebungen vorkommen (Sinell, 2004; Gill, 2002; Schmidt-
Lorenz, 1979). Mdglicherweise wurden jedoch durch die Nutzung von Kuhlanlagen in
Zerlege- und Lagerraumen solche permanent kalten Umgebungen geschaffen, in
denen eine Kontamination von Fleisch stattfinden kénnte. Allerdings werden in Kihl-
raumen wenige Nischen mit strikt anaeroben Bedingungen zu finden sein, welche

Clostridien fur eine Vermehrung und Sporenbildung bendtigen.

Mit den in dieser Arbeit beschriebenen und angewendeten Methoden ist ein schneller
und zuverlassiger Nachweis von C. estertheticum und C. estertheticum-like Organis-
men in Fleischproben mdglich. So kdnnen bei bereits verdorbenen Proben die wich-
tigsten Erreger von Blown Pack Spoilage bei Kihltemperaturen als Verursacher
festgestellt bzw. ausgeschlossen werden, und auch eine Kontamination mit deren

Sporen kdnnte schon vor dem Auskeimen detektiert werden.
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6 Zusammenfassung

Clostridium estertheticum ist ein psychrophiler, anaerober Sporenbildner, der zum
Verderb von vakuumverpacktem Rindfleisch unter Gasbildung und Entwicklung star-
ker Verderbnisgeriche fuhrt. Diese Art von Verderb wird im englischen Sprach-
gebrauch als Blown Pack Spoilage bezeichnet. Daten zum Vorkommen von
C. estertheticum sind bisher kaum verfugbar, Standardmethoden zum Nachweis feh-

len.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren zum PCR-Nachweis von
C. estertheticum hinsichtlich der Erfassung von Sporen optimiert und eine Methode
zur Kolonie-Hybridisierung etabliert, die eine gezielte Isolierung dieser Erreger
ermoglicht. AnschlieRend wurden die etablierten Methoden zur Untersuchung von
insgesamt 20 vakuumverpackten Rindfleischproben eingesetzt. Diese setzten sich
aus 9 Verdachtsproben und 11 Handelsproben zusammen. Neben dem Vorkommen
von C. estertheticum wurde auch das Aussehen der Verpackung, der Geruch, die
aerobe Gesamtkeimzahl, die Anzahl an Enterobacteriaceae, Pseudomonaden, Milch-

saurebakterien und Hefen sowie der pH-Wert untersucht.

Mit dem optimierten DNA-Extraktionsverfahren konnten mittels PCR etwa 10? vege-
tative Zellen und 10° Sporen pro Milliliter Probenmaterial (Fleischsaft) nachgewiesen

werden. Die Nachweisgrenze nach Anreicherung lag bei 10 bis 100 Zellen/ml.

Das in dieser Arbeit etablierte Verfahren fur die gezielte Isolierung von Clostridium
estertheticum, eine Kolonie—Hybridisierung mit einer Digoxigenin-markierten Gen-
sonde, erwies sich im Spezifitatstest mittels DNA-Dotblot als hochspezifisch. Bei der
Untersuchung von Rindfleischproben zeigte sich, dass auch C. estertheticum-like

Stamme mit dieser Methode erfasst wurden.

Zur Konservierung von C. estertheticum und C. estertheticum-like Isolaten wurde die

Gefriertrockung versporter Kulturen als geeignete Methode ermittelt.

Bei der Untersuchung von Rindfleischproben reagierten im PCR-Screening acht von
20 Proben positiv. Hierbei handelte es sich durchwegs um Verdachtsproben, die typi-
sche Verderbniserscheinungen sowie ein auffalliges bakterioskopisches Bild mit gro-
Ren plumpen Stabchen zeigten. Bei sechs der acht screening-positiven Proben
zeigte auch die Koloniehybridisierung einen positiven Befund, was wiederum bei funf

dieser sechs Proben zur Isolierung von Reinkulturen von C. estertheticum bzw.
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C. estertheticum-like Organismen fuhrte. Die aus diesen Proben detektierten 23
kaltetoleranten Clostridienisolate wurden mittels PCR in zwei C. estertheticum- und

21 C. estertheticum-like Stamme differenziert.

Bei allen 11 Handelsproben und einer Verdachtsprobe verlief der Nachweis von

C. estertheticum und C. estertheticum-like Organismen negativ.

Die Bestimmung der aeroben Gesamtkeimzahl, Zahl an Milchsaurebakterien, Entero-
bacteriaceae und Pseudomonaden ergaben bei den screening-positiven Proben
keine Hinweise auf ein Verderbsgeschehen. Zum Nachweis von C. estertheticum als
Verursacher von Blown Pack Spoilage sind daher gezielte Untersuchungen mit mole-
kularbiologischen Nachweismethoden bzw. Kultivierung bei niedrigen Temperaturen,
langen Inkubationszeiten und unter anaeroben Bedingungen essentiell, wie sie in
dieser Arbeit etabliert wurden. Zur Ermittlung der idealen Kulturbedingungen waren

jedoch noch weitere Untersuchungen notwendig.

Um statistisch gesicherte Aussagen Uber das Vorkommen von Clostridium estertheti-
cum in vakuumverpackten Rindfleischproben treffen zu kdénnen, waren weitere
Studien erforderlich. Auch sollten fir gezielte PraventionsmalRnahmen die
Kontaminationsquellen dieses Keimes ermittelt werden. Die in der vorliegenden Ar-
beit etablierte Methodik bietet hierfur eine gute Grundlage, da mit ihr auch Sporen

von Clostridium estertheticum zuverlassig erfasst werden kénnen.
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7 Summary

Clostridium estertheticum, a psychrophilic anaerobic sporeforming bacterium, can
cause spoilage of vacuum-packaged refrigerated beef due to the production of gas
inside the pack and development of strong offensive odours. This spoilage condition
is referred to as blown pack spoilage. There is little information available about the
occurrence of C. estertheticum, and standard methods for its detection are lacking at

present.

In this study, a PCR-detection method for C. estertheticum was optimized to detect
spores of this organism. In addition, a colony-hybridisation procedure was estab-
lished in order to facilitate specific isolation of C. estertheticum. Subsequently, the
established methods were applied for the examination of 20 vacuum-packed beef
samples, nine of which were spoiled packs whereas the remaining eleven packs
were commercial samples bought from local wholesale traders and supermarkets. All
samples were investigated for contamination with C. estertheticum, appearance of
the packs, spoilage odours, aerobic plate count, counts of enterobacteriaceae, pseu-

domonads, lactic acid bacteria and yeasts as well as meat pH-value.

Using the optimized procedure for DNA-extraction, the PCR-method was capable of
detecting 10? vegetative cells and 10° spores of C. estertheticum per ml meat drip,

respectively. After enrichment, the limit of detection was 10-100 cells/ml.

The established procedure for specific isolation of C. estertheticum is a colony
hybridisation technique using a Digoxigenin-labelled DNA probe. In a DNA dot-blot
test, the probe showed high specificity for C. estertheticum. The following examina-
tion of meat samples revealed that C. estertheticum-like strains can also be detected
with this method.

For conservation of C. estertheticum and C. estertheticum-like strains, freeze-drying

of sporulated cultures proved to be suitable.

In the examination of vacuum packaged beef samples, eight out of 20 packs were
screened positive by means of PCR detection. All of these screening-positive sam-
ples were characteristically spoiled packs which revealed to contain predominantly
thick large rods when meat drip was microscopically examined. Six of the eight

screening-positive samples also generated positive results with the colony hybridisa-
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tion technique, which led to the isolation of pure cultures of C. estertheticum or
C. estertheticum-like strains from five beef samples. The 23 cold-tolerant clostridial
Isolates found in these samples were differentiated by means of two PCR-reactions

into two C. estertheticum and 21 C. estertheticum-like strains.

In all 11 commercial packs and one spoiled sample, detection of C. estertheticum and

C. estertheticum-like organisms was negative.

The numbers of microorganisms determined with aerobic plate count, counts of lactic
acid bacteria, enterobacteriaceae and pseudomonads did not indicate bacterial
spoilage in the screening-positive packs. This shows that the detection of
C. estertheticum as a causative agent in cases of meat spoilage requires specific
investigations. The methods applied in this study, combining molecular detection
techniques and cultivation at low temperatures, extended incubation times and under
anaerobic conditions were proved suitable for this purpose. Further investigations,

however, are necessary to determine the optimum conditions for cultivation.

To provide statistically relevant data on the occurrence of C. estertheticum in beef
samples, further studies should be undertaken. Furthermore, the sources of
contamination with this organism should be determined in order to allow preventive
measures against blown pack spoilage. The methods established in this study pro-
vide a solid foundation for such investigations, since spores of C. estertheticum can

be detected reliably.
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