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1 Abkiirzungsverzeichnis

aw Wasseraktivitat

AHLs N-acyl Homoserin Laktone

B. Brochothrix

Bac. Bacillus

BPS blown pack spoilage

°C Grad Celsius

Cfu Colony forming units

cm? Quadratzentimeter

CA-MRSA Community-associated MRSA

Car. Carnobacterium

Clos. Clostridium

CO: Kohlenstoffdioxid

DFD-Fleisch Fleisch, das dunkel (Dark), fest (Firm) und trocken (Dry) ist
DGHM Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie
DNA deoxyribonucleic acid

E. Escherichia

Ent. Enterococcus

EG/EU Européische Gemeinschaft/ Europaische Union

g Gramm

GHP Good Hygiene Practice / Gute Hygienepraxis

GMP Good Manufacturing Practice / Gute Herstellungspraxis
HACCP Hazard analysis and critical control points

HA-MRSA Healthcare-associated MRSA

KbE Kolonie bildende Einheiten

LAB Lactic acid bacteria / Milchsdurebakterien

Lac. Lactobacillus

LA-MRSA Livestock-associated MRSA

Leu. Leuconostoc

MA modifizierte Atmosphare
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SSO
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guantitative Polymerasekettenreaktion
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2 Einleitung

Die Verwertung von verdorbenem Fleisch in Lebensmitteln ist gemdlR §3 der
Lebensmittelhygieneverordnung (LMHV, 2016) und europaweit laut VO (EG) Nr. 178/2002
verboten. Dennoch werden immer wieder Falle bekannt, in denen in betriigerischer Absicht
verdorbenes Fleisch verwendet wurde (Handelsblatt, 2013). Hierbei handelt es sich um ,,Food
Fraud” oder Lebensmittelbetrug, was definiert wird durch die vorsatzliche Tauschung von
Verbrauchern durch das Inverkehrbringen von Lebensmitteln, um damit wirtschaftliche
Vorteile fir den Lebensmittelunternehmer zu erlangen (Bundesamt fir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit, 2020).

Verdorbenes Fleisch weist sensorische Veranderungen wie inakzeptable Gerliche,
Verfarbungen und Texturverdanderungen auf (Borch et al. 1996; Gram et al., 2002). Darliber
hinaus verandert sich die Fleischmikrobiota und spezifische Verderbserreger nehmen
Uberhand (Borch et al., 1996, Nychas et al., 2008).

Die Goldstandard-Methode fiir den qualitativen und quantitativen Nachweis von
Mikroorganismen ist deren kulturelle Anzucht. Voraussetzung dafir ist die Unversehrtheit der
Mikroorganismen. Jedoch werden vegetative Zellen bei Temperaturen von 65 - 75 °C, wie
beispielsweise bei der Briihwurstherstellung angewendet, inaktiviert (Borch et al., 1996).
Somit kann der mikrobiologische Kontaminationslevel der verwendeten Rohwaren in
hitzebehandelten Fleischerzeugnissen kulturell nicht mehr rekonstruiert werden. Da jedoch
die Desoxyribonucleisdure (DNA) sehr hitzebestandig ist, kann diese auch von nicht mehr
kultivierbaren Mikroorganismen mittels molekularbiologischer Methoden, z. B. mit Hilfe der

Polymerasekettenreaktion (PCR), amplifiziert und detektiert werden (Saiki et al., 1988).

Ziel der Studie war, eine quantitative PCR (qPCR) fiir den Nachweis von verdorbenem Fleisch
in erhitzten Lebensmitteln zu entwickeln. Die dafiir nétigen Kenntnisse der Dynamik der
Fleischmikrobiota im Laufe des Verderbsprozesses wurden anhand artifizieller
Verderbsversuche mit anschlieBenden mikrobiologischen und molekularbiologischen
Untersuchungen gewonnen. Hierauf basierend fokussieren sich die zwei entwickelten
Multiplex gPCRs auf vier Bakteriengruppen, die haufig auf Fleisch vorkommen: Pseudomonas

spp., Enterobacteriaceae, Brochothrix thermosphacta und Staphylococcus spp.
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3 Literatur

3.1 Fleischverderb

3.1.1 Begriffsbestimmungen

3.1.1.1 Fleisch

Der Begriff ,Fleisch” wird in der Verordnung (EG) Nr. 853/2004, Anhang | Nr. 1.1. definiert als
alle genielRbaren Teile einschlieBlich Blut von Huftieren, Geflligel, Hasentieren, freilebendem
Wild, Farmwild, Kleinwild und GroRwild.

Die Leitsatze fir Fleisch und Fleischerzeugnisse (Neufassung vom 25.11.2015, zuletzt gedndert
durch die Bekanntmachung vom 17.04.2019) definieren Fleisch als alle Teile von
geschlachteten oder erlegten warmblitigen Tieren, die zum menschlichen Verzehr
vorgesehen sind (Leitsatze fur Fleisch und Fleischerzeugnisse, 2015).

Werden Fleischerzeugnisse gewerbsmaRig hergestellt, so trifft auf die Bezeichnung der Zutat
»Fleisch” nur die Verwendung der Skelettmuskulatur mit eingelagertem oder anhaftendem
Fett- und Bindegewebe, genauso wie eingelagerte Lymphknoten, GefdRen, Nerven und
Schweinespeicheldriisen zu (Leitsatze fir Fleisch und Fleischerzeugnisse, 2015). Bei
Fleischerzeugnissen am Stlick und solchen, die im Verbraucherhaushalt zubereitet werden,
schlieft die Bezeichnung ,Fleisch” auch eingewachsene Knochen und Knorpel ein, bei
Schweinefleisch zudem auch Schwarte, wenn es sich um Teile aus Keule, Brust, Bauch, Schulter

und Riickenspeck handelt (Leitsatze fir Fleisch und Fleischerzeugnisse, 2015).

Die Verordnung (EG) Nr. 853/2004 definiert zudem in Anhang |, Nr. 1.10. ,frisches Fleisch” als
Fleisch, das aus Griinden der Haltbarmachung ausschlielRlich gekiihlt, gefroren oder
schnellgefroren, vakuumverpackt oder in kontrollierter Atmosphare umhiillt wurde. Zudem
muss frisches Fleisch beim Zerlegen, Entbeinen, Zurichten, Zerschneiden in Scheiben oder
Wiirfel, Umhiillen und Verpacken bei einer Raumtemperatur von maximal 12 °C bearbeitet
werden, und das Fleisch darf eine Temperatur von 7 °C nicht Uberschreiten (Anhang lIl,

Abschnitt I, Kapitel V, Nummer 2b, VO (EG) Nr. 853/2004).
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3.1.1.2 Verderb

Der Verderb von Lebensmitteln geht mit jeglicher Veranderung einher, mit der das
Lebensmittel fiir den menschlichen Verzehr inakzeptabel wird (Hayes, 1985). Die Kombination
mikrobiologischer und biochemischer Aktivitaten macht den Verderb von Lebensmitteln zu
einem komplexen Vorgang (Huis in't Veld, 1996).

Generell wird der Verderb subjektiv vom Konsumenten beurteilt und unterliegt dem Einfluss
von 6konomischen, kulturellen und individuell sensorischen Hintergriinden (Nychas et al.,
2008). Der Verderb kann offensichtlich sein, wie es zum Beispiel bei Schleimbildung,
Insektenbefall, duBerlicher Beschadigung oder sichtbarem Wachstum von Mikroorganismen
der Fall ist (Huis in't Veld, 1996). Auch die Abnahme von Nahrstoffen unter die deklarierte
Menge im Lebensmittel wird als Verderb angesehen (Singh und Anderson, 2004). Die haufigste
Ursache fir Lebensmittelverderb liegt in mikrobiellem Wachstum und manifestiert sich in
Texturveranderung, Fehlaromen, Geruchsveranderung, Schleimbildung und Verfarbung
(Gram et al., 2002; Nychas et al., 2008). Es wird geschatzt, dass 33 % aller produzierten

Lebensmittel weltweit durch Verderb fiir den Menschen verloren gehen (Batt, 2016).

Fleisch gehort zu den verderblichsten Lebensmitteln (Ercolini et al., 2006). Die Haltbarkeit wird
nach Borch (1996) definiert als Lagerungsdauer bis zum Verderb. Voraussetzung fiir
mikrobiellen Fleischverderb ist das Wachstum einer groRen Anzahl an Bakterien (Borch et al.,
1996). Durch variierende initiale Kontamination, Lagerungsbedingungen und
Fleischzusammensetzung weichen die organoleptischen Verdanderungen des Fleischverderbs
von Fall zu Fall ab (Ercolini et al., 2006; Gill, 1983). Die Temperatur stellt die wichtigste
Komponente fiir den Verderb und die Lebensmittelsicherheit von Fleisch dar (Koutsoumanis
et al., 2006).

Von Fleischverderb kann gesprochen werden, wenn definierte Grenzwerte in Kolonie
bildenden Einheiten pro Gramm bzw. pro Quadratzentimeter (KbE/g bzw. KbE/cm?)
Uberschritten werden: 107 KbE/cm? als Grenzwert fir Milchsdurebakterien (Lactic Acid
Bacteria/LAB) und Pseudomonas spp. (EFSA, 2016; Kamenik, 2013), 107 bis 10° KbE/cm? fur
die gesamte Keimzahl (Borch et al., 1996) und 108 KbE/g fiir mesophile aerobe Bakterien
(Carrizosa et al.,, 2017). Abhédngig von initialer Atmosphdre und anderen
Wachstumskonditionen, tritt nach sieben bis 14 Tagen der Fleischverderb bei kiihlgelagertem

Fleisch auf (Ercolini et al., 2006). Da es einen direkten Zusammenhang zwischen dem
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Vorkommen von Verderbserregern und pathogenen Mikroorganismen auf Fleisch gibt, spielt

der Fleischverderb zudem eine wichtige Rolle in der Risikobeurteilung (Koutsoumanis, 2009).

3.1.2 Bakterielle Mikrobiota von Fleisch

3.1.2.1 Mikrobiota von Frischfleisch

Mikrobielles Wachstum stellt die wichtigste GroRe in Bezug auf die Erhaltung der Qualitat
frischen Fleisches dar und ist der limitierende Faktor flir dessen Haltbarkeit (Lambert et al.,
1991). Wahrend tiefes Muskelgewebe von Tieren, die unter guten hygienischen Bedingungen
geschlachtet wurden, steril und somit frei von mikrobiellen Belastungen ist, wird die
exponierte Fleischoberflache durch Mikroorganismen kontaminiert (Gill, 1979; Lambert et al.,
1991). Zur Kontamination kommt es wahrend der Schlachtung, Weiterverarbeitung und dem
Vertrieb des Fleisches (Labadie, 1999; Nychas et al., 2008). Die initiale Fleischmikrobiota
variiert je nach Kontaminationsquelle (Dainty et al., 1983). Der Hauptanteil an Bakterien, die
mit Fleisch assoziiert sind, befindet sich auf den ersten Millimetern der Oberflaiche und
stammt aus der Umwelt (Gill, 1979, 1983).

Die initiale Mikrobiota frischen Fleisches ist sehr komplex (De Filippis et al., 2013; Pennacchia
et al., 2011). Nicht alle Bakterien der initialen Mikrobiota, sondern nur eine gewisse Fraktion,
tragen - in Abhangigkeit der Lagerungsbedingungen - zum Fleischverderb bei, was dazu fiihrt,
dass die Keimdiversitat im Laufe des Fleischverderbs abnimmt (Ayres, 1960; Chaillou et al.,
2015; De Filippis et al., 2013; Gram et al., 2002; Jay et al., 2003; Nychas et al., 2008). De Filippis
et al. (2013) zeigen beispielsweise in einer Studie, dass von 15 Bakterienstaimmen, die auf
frischem Rindfleisch am Tag der Schlachtung nachgewiesen wurden, nur finf nach einer

Woche bei dem inzwischen verdorbenen Fleisch wiedergefunden wurden.

Nach der Schlachtung soll das Fleisch unverziiglich auf 7 °C gekihlt werden (Verordnung (EG)
Nr. 853/2004). Die bakterielle Fleischmikrobiota besteht aus kéaltetoleranten und mesophilen
Bakterien, wovon nur die kaltetolerante Fraktion bei Kihltemperaturen wachst (Gill und
Newton, 1978). Eddy (1960) teilt kaltetolerante Bakterien in psychrotrophe und psychrophile
Keime ein: Psychrophile Keime wachsen bei Temperaturen von 5 °C und darunter und besitzen
ein niedriges Temperaturoptimum, wahrend psychrotrophe Keime bei Temperaturen von
< 5 °C, unabhéangig von ihrem Temperaturoptimum, wachsen kdonnen.

Psychrophile und psychrotolerante Clostridium spp. wurden sowohl aus der Umwelt (Boden,
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Schlamm und Abwasser), als auch von Haut, Faeces und Fleisch von Hauswiederkauern, Rehen
und Wildschweinen isoliert (Bonke et al., 2016; Brightwell und Clemens, 2012; Dorn-In et. al,
2018). Psychrophile und psychrotrophe Clostridium spp. werden Uber Faeces von
Wiederkduern ausgeschieden und gelangen so auf das Fell. Haut und Fell von Nutztieren sind

folglich eine der Eintragsquellen von Bakterien wahrend der Schlachtung, was das

Vorkommen psychrophiler Bakterien auf frischem Fleisch erklart (Broda et al., 2009).

Tabelle 1: Haufige Vertreter der Mikrobiota frischen Rind-, Schwein -und Gefliigelfleisches

Tierart Mikrobiota des Quellen
Fleisches

Rind Acinetobacter spp. De Filippis et al. (2013)
B. thermosphacta Pennacchia et al. (2011)
Carnobacterium
divergens
Pseudomonas spp.
Psychrobacter spp.
Staphylococcus spp.

Schwein Acinetobacter spp. Blickstad et al.(1981)
Flavobacterium spp. Dainty et al. (1983)
Macrococcus spp Dainty und Mackey (1992)
Micrococcus spp. Olsson et al. (2003)
Moraxella spp.
Pseudomonas spp.
Staphylococcus spp

Geflugel Aeromonas spp. Bruckner et al. (2012)

B. thermosphacta

Carnobacterium spp.

Enterococcus spp.
Lactobacillus spp.
Leuconostoc spp.
Pseudomonas spp.
Serratia spp.

Mead (2004)
Nieminen et al. (2012)
Rouger et al. (2017)
Rouger et al. (2018)

3.1.2.2 Kontaminationsquellen

Die heterogene Mikrobiota von Fleisch hat verschiedene Eintragsquellen. Vom Schlachttier
selbst stammende Bakterien, wie beispielsweise Keime der Haut und des

Gastrointestinaltrakts sowie der Umwelt, tragen zur Kontamination des Fleisches bei (Lambert



3 LITERATUR 20

et al.,, 1991; Nychas et al., 2007). Weitere Kontaminationsquellen finden sich im

Schlachtprozess und in der nachfolgenden Verarbeitung des Fleisches (Nychas et al., 2007).

Vom Tier ausgehende Kontaminationen sollen durch die Regelung in Verordnung (EG) Nr.
853/2004, Anhang Ill Abschnitt | Kapitel IV Nr. 4 reduziert werden. Laut dieser muss der
Lebensmittelunternehmer sicher stellen, dass die zur Schlachtung vorgesehenen Tiere sauber
sind. In Artikel 11 Nummer 4 der Durchflihrungsverordnung (EU) Nr. 2019/627 wird darauf
hingewiesen, dass bei der Schlachttieruntersuchung sicherzustellen ist, dass der
Lebensmittelunternehmer diese Regelung erfiillt, um einer Kontamination des Fleisches
wahrend der Schlachtung vorzubeugen.

In Verordnung (EG) Nr. 853/2004, Anhang Il Abschnitt | Kapitel IV Nr. 7 bis 9 finden sich
weitere Regeln zur Vorbeugung von Kontaminationen, die wahrend dem Schlachtprozess vom
Tierkorper ausgehen: Die Schlachttierkdrper, auRer die von Schweinen sowie die Képfe und
FliRe von Schafen, Ziegen und Kalbern, miissen enthdutet werden; die Schlachttierkdrper von
Schweinen miissen gebriht und entborstet werden.

Ohne diese Mafhahme kann es zum Transfer von Schmutz, Haaren und Bakterien auf das
Fleisch kommen (Grau, 1986). Bei Rindern gilt die Haut als eine wichtige Quelle fir
mikrobiologische Kontamination (Gill und Newton, 1978). Serraino et al. (2012) zeigen in einer
Studie, dass ein hoherer Verschmutzungsgrad der Tiere zu einer hoheren bakteriellen

Kontamination der Schlachttierkorper fihrt.

Kommt es im Laufe des Schlachtprozesses zu fakalen Kontaminationen des Fleisches, miissen
diese nach Verordnung (EG) Nr. 853/2004, Anhang IIl Abschnitt | Kapitel IV Nr. 10 unverziglich
weggeschnitten werden. Die Erfassung und Beseitigung sichtbarer Kontaminationen auf
Schlachttierkorpern ist ein effektives Mittel ist, um die mikrobiologische Sicherheit von Fleisch
zu gewahren (Gill, 2004).

Zudem zeigen Gill und Bryant (1993) in einer Studie, dass durch Darmentleerungen der
Schlachttierkérper von Schweinen in Brith- und Enthaarungsanlagen E. coli und
Campylobacter spp. in die Maschinen und das Briihwasser gelangen kdnnen. Der bei diesem
Prozess entstehende Detritus soll auch die Hauptkontaminatiosquelle fiir Verderbserreger auf

den gebriihten Schweineschlachtkdrpern sein (Gill und Bryant, 1992).
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Fiir den Schlachtprozess ist die Gute Hygienepraxis von groBer Wichtigkeit, um
Kontaminationen zu vermeiden. Vor allem die Enthautung, das Ausweiden und die
anschlieBende Zerlegung spielen dabei eine Rolle (Lambert et al., 1991). Jedoch kann es an
jeder Stelle innerhalb der Schlachtkette zu Kreuzkontaminationen kommen (Petruzzelli et al.,
2016). Diese Kreuzkontaminationen werden beeinflusst von der Struktur des Schlachtsystems,
dem Schlachthofpersonal, der Geschwindigkeit des Schlachtbandes und dem

Verschmutzungsstatus der Schlachttiere (Bacon et al., 2000; Blagojevic und Antic, 2014).

Die Ausarbeitung und Anwendung eines individuellen HACCP-Konzepts (hazard analysis and
critical control points) ist nach Verordnung (EG) Nr. 852/2004 Kapitel Il Artikel 5 fir jeden
Schlachthof vorgeschrieben. Um die Lebensmittelsicherheit und die Fleischqualitat aufrecht
zu erhalten, ist die Analyse des Schlachtprozesses anhand schlachthofspezifischer
mikrobiologischer Uberwachung gemiR dem HACCP-Konzept nétig (Zweifel et al., 2005).
Blagojevic und Antic (2014) beschreiben in ihrer Arbeit allgemein glltige kritische
Kontrollpunkte fir die Vermeidung von mikrobiellen Kontaminationen am Schlachthof:
Bei Enthautung und Ausweiden darf es zu keiner sichtbaren Kontamination des
Schlachttierkorpers kommen, die Brihtemperatur und -dauer darf nicht unterschritten
werden, bei Wiederkauern dirfen nach der Spaltung und Entfernung des Riickenmarks keine
Rickstande davon auf den Schlachttierkérper gelangen und die an die Schlachtung

anschlieRende Kiihltemperatur darf nicht Gberschritten werden.

Neben den (iberwiegend vom Schlachttier stammenden Kontaminationen gehen weitere
Kontaminationen des Fleisches aus der Umwelt und durch menschliche Kontaktpunkte mit der
Weiterverarbeitung einher (Bjorkroth und Korkeala, 1997; Normanno et al., 2007). Die
menschliche Haut beherbergt zahlreiche Mikroorganismen, die das Mikrobiom der Haut
bilden und dem Schutz des Organismus gegen Umwelteinfliisse und Pathogene dienen (Byrd
et al.,, 2018). Auch im menschliche Magen-Darm-Trankt befindet sich eine hochkomplexe
Mikrobiota (Xu und Knight, 2015). Durch Nichteinhalten der Guten Hygienepraxis (GHP)
gelangen Keime der menschlichen Haut, des menschlichen Respirations- und Magen-Darm-
Trakts wahrend des Schlachtprozesses, der Zerlegung und des weiteren Warenverkehrs auf

das Fleisch (Dainty und Mackey, 1992; Rho et al., 2001).
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In der Luft befindliche Bakterien sind eine weitere Kontaminationsquelle fiir das Fleisch. Es
besteht ein Zusammenhang zwischen dem Kontaminationsniveau der Luft in verschiedenen
Bereichen des Schlachthofs und den sich darin befindlichen Schlachttierkérpern (Rahkio und
Korkeala, 1997). Rhakio und Korkeala (1997) zeigen in einer Studie aullerdem, dass das
Kontaminationslevel von Schlachttierkérpern in Schlachthoéfen, in denen sich die Mitarbeiter
zwischen verschiedenen Stationen entlang des Schlachtbands bewegen, hoher ist als in
Schlachthéfen, in denen keine derartige Bewegung stattfindet.

Einige Studien stellen zudem das Vorkommen von pathogenen Bakterien und
Verderbserregern auf lebensmittelassoziierten Oberflichen und Geratschaften von
Fleischverarbeitungsbetrieben dar (Giaouris et al., 2014; Hultman et al., 2015; Nychas et al.,
2008). Somit ist auch im Hinblick auf die Vermeidung von Kontaminationen aus der Umwelt

eine gute Hygienepraxis unumganglich.

3.1.2.3 Fleisch als Nahrsubstrat fir Bakterien

Fleisch beinhaltet neben der Skelettmuskulatur anhaftendes oder integriertes Fett- und
Bindegewebe sowie Blut-, Nerven- und LymphgefaRe. Es besteht aus den Hauptkomponenten
Wasser, Protein und Fett, wahrend Kohlenhydrate, Enzyme, Vitamine, Aromastoffe, Pigmente
und I6sliche Komponenten den kleinsten Anteil ausmachen (Lambert et al., 1991; Nychas et
al., 2007). Aus Tabelle 2 lassen sich die durchschnittlichen prozentualen Anteile der

Zusammensetzung eines Sdugetiermuskels nach Nychas et al. (2007) entnehmen.

Aufgrund seines Reichtums an Nahrstoffen ist Fleisch ein sehr verderbliches Lebensmittel
(Ercolini et al., 2006). Die Konzentration bestimmter Nahrstoffe wie Glucose, Milchsdure,
Aminosauren, Harnstoff, Nukleotide und wasserldsliche Proteine in Fleisch bestimmt die
Geschwindigkeit des Verderbs (Koutsoumanis und Nychas, 1999; Nychas et al., 1998; Nychas
et al., 2007; Tsigarida und Nychas, 2001).

Mit dem Tod der Schlachttiere wird die ATP-Synthese in den Zellen beendet. Aus der
fortlaufenden Glykolyse reichert sich Laktat an, was eine Absenkung des pH-Wertes mit sich
bringt. Somit ist der postmortale pH-Wert und der Gehalt an Glykogen im Fleisch abhangig
von den urspriinglichen Glykogenreserven im Saugetiermuskel, welcher wiederum mit Tierart,

Geschlecht, Alter und Erndhrungszustand zusammenhangt. Der pH-Wert von magerem Fleisch
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liegt durchschnittlich zwischen 5,5 bis 6,5, wobei pH-Werte Uber 6 auf stressinduzierten

Glykogenabbau im noch lebenden Tier hinweisen kénnen (Dainty und Mackey, 1992).

Tabelle 2: Durchschnittliche chemische Zusammensetzung eines Saugetiermuskels
nach dem Rigor Mortis und vor der Zerlegung (nach Nychas et al., 2007)

Komponente % Nassgewicht
Wasser 75,0
Protein 19,0
Myofibrillar 11,5
Sarkoplasmatisch 5,5
Fett 2,5
Kohlenhydrate und Laktat 1,2
Laktat 0,9
Glykogen 0,1
Losliche Substanzen 2,3
Kreatin 0,55
Aminosauren 0,35
Monophosphate 0,1
Anorganische Substanzen 0,65
Vitamine Spuren

Die Verderbsmikrobiota nutzt hauptsachlich die niedermolekularen Substrate auf den ersten
Millimetern der Fleischoberflaiche, wie Glykogen, Glukose, Glukose-6-Phosphat,
Aminosauren, Peptide, Nukleotide und Kreatin (Dainty und Mackey, 1992; Gill, 1983; Gill und
Newton, 1978). Diese bevorzugte Substrate werden im Lauf des bakteriellen Wachstums
aufgebraucht, was einerseits einen Konzentrationsgradienten vom Inneren des Fleisches zur
Oberflache hervorruft (Gill, 1983), andererseits aber auch zum Verbrauch sekundarer
Substrate fuhrt (Gill, 1976).

Proteine und Lipide miissen zur Verwertung durch Bakterien mit Hilfe von Proteasen und
Lipasen abgebaut werden, da sie nicht 16slich und somit unbrauchbar fir Bakterien sind (Gill,
1983). Bakterien, die die Fahigkeit haben, proteolytische Enzyme zu produzieren und damit
die Fleischstruktur zu zerstoren, produzieren diese Enzyme erst in der spdten exponentiellen
Wachstumsphase (Gill und Penney, 1977). Zu diesem Zeitpunkt hat der Verderbsprozess
seinen Hohepunkt erreicht (Gill und Penney, 1977).

Auf fettreichen Geweben ist die bakterielle Wachstumsrate gleich hoch wie auf
Muskelgewebe, jedoch sind auf Fett weniger Ndhrstoffe vorhanden. Diese werden schneller
aufgebraucht und daraus folgt eine geringere Bakterienzahl (Gill, 1983; Gill und Newton,

1978). Zudem sind fettreiche Oberflachen von Schlachttierkérpern fir bakterielles Wachstum
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oftmals zu trocken, da sie dazu neigen, wahrend der Kihlung Flissigkeit zu verlieren (Gill,
1983). Dies resultiert wiederum in einer Senkung der Wasseraktivitat, welche ein limitierender

Faktor fiir das Bakterienwachstum darstellt (Scott, 1953).

3.1.3 Beeinflussende Faktoren

Umweltfaktoren beeinflussen die Wachstumsrate, Stoffwechselaktivitat und die natirliche
Selektion der Mikrobiota auf Fleisch (Borch et al., 1996). Unterschiedliche
Lagerungsbedingungen Uben einen signifikanten Einfluss auf die Fleischmikrobiota und damit
die Fleischqualitat aus (Ercolini et al., 2011). Die Entwicklung der Verderbsmikrobiota wird
durch verschiedene Faktoren beeinflusst, die nach Mossel (1971) in vier Gruppen eingeteilt

werden:

1) Intrinsische Faktoren, die neben der chemischen Zusammensetzung auch die
physikalischen Eigenschaften des Lebensmittels beinhalten.

2) Verarbeitung des Lebensmittels, wie zum Beispiel Erhitzen, Trocknen, Rauchern oder
Sduern.

3) Extrinsische Faktoren, die von auRRen auf das Lebensmittel einwirken.

4) Implizite Faktoren, wie Wachstumsrate, Symbiosen und Antagonismus innerhalb der

bakteriellen Mikrobiota.

3.1.3.1 Intrinsische Faktoren

Intrinsische Faktoren beinhalten die chemische Zusammensetzung und die physikalischen

Eigenschaften des Lebensmittels (Mossel, 1971).

3.1.3.1.1 pH-Wert

Zum Zeitpunkt der Schlachtung betragt der pH-Wert von Fleisch 7,0 bis 7,2 (Gill und Newton,
1978). Durch postmortale Glykolyse von Glykogen zu Milchsdure wird der pH-Wert von Fleisch
auf 5,8 bis 5,4 gesenkt (Gill und Newton, 1978; Odeyemi et al., 2020). Kommt es pramortal
durch langanhaltenden Stress zum Glykogenabbau, steht postmortal weniger Glykogen zur
Absenkung des pH-Wertes zur Verfligung, der pH-Wert bleibt tber 6,0 und es entsteht DFD-
Fleisch (dark, firm, dry) (Borch et al., 1996; Gill, 1983).

Zu PSE-Fleisch (pale, soft, exsudative) kommt es, wenn der Glykogenabbau unmittelbar vor
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der Schlachtung durch akuten Stress beschleunigt ablduft und der pH-Wert des Fleisches
postmortal unter 5,4 fallt (Gill und Newton, 1978).

Das Angebot schnell verfligbarer Nahrstoffe flir Bakterien, insbesondere Glukose, ist in Fleisch
mit hohem pH-Wert (> 6,0) und hohem Fettanteil verringert, was zu einem schnellen Abbau

von Aminosauren und letztendlich zu schnellerem Verderb fihrt (Borch et al., 1996).

Gill und Newton (1982) stellten in einer Studie dar, dass sich die Zusammensetzung der
Mikrobiota auf Fleisch bei einem pH-Wert von 5,5 nicht signifikant von der Zusammensetzung
bei einem pH-Wert von 6,0 unterscheidet. Faucitano et al. (2010) verglichen in einer Studie
die Gesamtkeimzahl und die Anzahl prasumtiver Milchsdurebakterien auf Schweinefleisch
unterschiedlicher Qualitat, das 35 Tage lang bei 4 °C gelagert wurde. Sie fanden dabei heraus,
dass auf DFD-Fleisch aufgrund des hoheren pH-Wertes ( > 6,0) beide Keimzahlen signifikant
hoher waren als auf PSE-Fleisch (pH Wert < 5,4) und Fleisch anderer Qualitat (Faucitano et al.,

2010).

In der Studie von Blixt und Borch (2002) wurde die Haltbarkeit von vakuumverpacktem
Schweinefleisch und Rindfleisch mit anfanglich hohem pH-Wert (> 5,6) verglichen mit der
Haltbarkeit von Schweine- und Rindfleisch mit niedrigerem pH-Wert (< 4,5). Nach drei bis vier
Wochen bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C wurden dabei die Hochstwerte an
Milchsdurebakterien und an Pseudomonas spp. auf dem Fleisch mit anfanglich héherem pH-
Wert erreicht, wahrend auf dem Fleisch mit anfanglich niedrigerem pH-Wert nach sechs bis
acht Wochen dieselbe Keimzahl erreicht wurde. Ein niedrigerer Fleisch pH-Wert wirkt sich
demnach positiv auf die Haltbarkeit des Fleisches aus, wobei anzumerken ist, dass PSE-Fleisch

nicht von guter Fleischqualitat ist.
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Tabelle 3: pH-Werte fiir das Wachstum ausgewahlter Verderbserreger und S. aureus

Mikroorganismus pH-Wert Literatur
Brochothrix thermosphacta 7,0 (Optimum) Leroi et al.
(2012)

4,8 (Minimum)

Pseudomonas fragi 7,0 (Optimum) Lebert et al.
- (1998)
5,5 (Minimum)
Serratia proteamaculans 5,0 - 9,0 (Wachstumsbereich) Raffi (2014)
Staphylococcus aureus 4,0 - 10,0 (Wachstumsbereich) Schelin et al.
(2011)

3.1.3.1.2 aw-Wert

Der Begriff der Wasseraktivitat (aw) wurde durch Scott im Jahr 1953 eingefihrt (Leistner und
Rodel, 1975) und ist das MaR fur frei verfligbares Wasser in Lebensmitteln (Rodel, 1993). Scott
(1953) =zeigte, dass das Wachstum von Staphylococcus (S.) aureus-Isolaten trotz
ausreichendem Nahrstoffangebot durch abnehmende Wasseraktivitdt sinkt und die
Wasseraktivitat somit einen limitierenden Faktor bezlglich bakterieller
Stoffwechselleistungen darstellt. Fir Wachstum und Stoffwechselaktivitat von Bakterien ist
Wasser essentiell, jedoch ist nicht all das im Lebensmittel vorhandene Wasser frei fir sie
verfligbar (Rodel, 1993). Durch Bindung des Wassers in Zellen oder an Salzionen steht ein Teil
davon nicht fiir bakterielle Nutzung zur Verfiigung. Wachstum, Uberlebensfihigkeit und
metabolische Aktivitdit von Mikroorgansimen hangen daher von der Wasseraktivitat im

Lebensmittel ab (Leistner und Rodel, 1975).

Frisches Fleisch hat einen aw-Wert von 0,99, der wahrend der Kiihlung auf 0,96 - 0,97 sinkt
(EFSA, 2016). Dabei verdunstet das Wasser der Fleischoberflache und wird von dem darunter
liegenden Gewebe nicht ausreichend durch Diffusion ersetzt (Gill und Newton, 1978).
Bakterielles Wachstum auf der Fleischoberflache wird durch die reduzierte Wasseraktivitat
gehemmt, wahrend Hefen und Schimmelpilze unter den herrschenden Bedingungen

weiterwachsen (Gill und Newton, 1978).
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Die Haltbarkeit von Lebensmitteln mit hoher Wasseraktivitdt wird durch mikrobiologische
Aktivitat begrenzt (Rodel, 1993). Durch Absenkung des aw-Wertes wird folglich die Sicherheit
und Stabilitat erhoht (Leistner, 1992).

Schon eine geringe Anderung des aw-Wertes hat Einfluss auf das bakterielle Wachstum; so
wachsen B. thermosphacta und Lactobacillus spp. bei niedrigeren aw-Werten von 0,93 bis 0,94
als Pseudomonas, die bei 0,95 bis 0,96 wachsen (Leistner und Rodel, 1975). Das
Keimwachstum von S. aureus ist bei aw-Werten zwischen 0,99 bis 0,86 zu verzeichnen,
wahrend die Wachstumsrate und die Keimzahl ab einem aw-Wert von < 0,94 erheblich

abnimmt (Scott 1953).

Fiir die Konservierung von Lebensmitteln durch Senkung des aw-Werts werden verschiedene
Methoden angewandt, wie beispielsweise die Zugabe von Salz oder Zucker, Trocknen oder
Gefriertrocknen. Die gangigste Methode, um die Wasseraktivitdt in Fleischprodukten zu
senken und somit einen antimikrobiellen Effekt zu erzielen, ist die Zugabe von Salz (Mariutti
und Bragagnolo, 2017). Werden 4 % Salz zu Fleischprodukten hinzugegeben, wird deren
Wasseraktivitait von 0,99 auf 0,97 reduziert. Dies schrankt das Wachstum von
Enterobacteriaceae und Pseudomonas ein, wahrend Milchsdurebakterien und Hefen
weiterhin wachsen (Blickstad und Molin, 1983b). Bei Reduzierung der Wasseraktivitat in
Wirsten von 0,98 auf 0,96 wird die lag-Phase von Milchsdaurebakterien in ihrer Zeit

verdreifacht und deren Wachstumsrate halbiert (Borch et al., 1996).

Tabelle 4: Minimaler aw-Wert flir das Wachstum ausgewahlter Verderbserreger und S. aureus

Mikroorganismus Minimaler aw-Wert Literatur

Brochothrix thermosphacta 0,93 (Leistner und Rodel,
1975)

Pseudomonas fragi 0,97 Lebert et al. (1998)
Singh und Anderson
(2004)

Serratia proteamaculans 0,91 Rafii (2014)

Staphylococcus aureus 0,86 Scott (1953)
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3.1.3.1.3 Néhrstoffangebot

Fleisch ist aufgrund seines Reichtums an Nahrstoffen ein sehr verderbliches Lebensmittel
(Ercolini et al., 2006). Beim Fleischverderb fiihrt der bakterielle Abbau von Nahrstoffen zu
fliichtigen organischen Verbindungen (Casaburi et al., 2015; Ercolini et al., 2009). Die von der
Verderbsmikrobiota gebildeten fllichtigen organischen Verbindungen umfassen Ketone,
Alkohole, Aldehyde, Fettsdauren, Esther und Schwefelverbindungen (Casaburi et al., 2015;
Dainty et al., 1985; La Storia et al., 2012). Sie fiihren zum organoleptischen Verderb des
Fleisches (Ercolini et al., 2006). Das Verderbspotential eines Verderbserregers kann demnach
anhand seines Vermogens, verderbsassoziierte Metabolite zu bilden, bestimmt werden

(Casaburi et al., 2015).

Die bevorzugten Substrate der Fleischmikrobiota sind losliche Stoffe mit niedrigem
Molekulargewicht (Gill, 1983). Einfache Zucker wie Glukose, gefolgt von Glucose-6-Phosphat,
werden unter aeroben Bedingungen hauptsachlich von Pseudomonas spp. zuerst
verstoffwechselt (Carrizosa et al., 2017; Gill und Newton, 1977). Auch B. thermosphacta
bevorzugt Glukose, hat jedoch durch sein langsameres Wachstum Nachteile gegeniiber
Pseudomonas spp. (Carrizosa et al., 2017).

Bei limitiertem Zuckerangebot wechseln einige Bakterien von saccharolytischem zu
Aminosaure-abbauendem Stoffwechsel (Nychas et al., 2008). Ab einer Keimzahl von 108 KbE/g
Fleisch wurde die Bildung von Ammoniak detektiert, genauso wie eine Abnahme an
Kohlehydraten, Nucleotiden und freien Aminosduren (Gardner und Stewart, 1966a; Gill und
Newton, 1977; Ingram und Dainty, 1971). Jedoch wurde in einer anderen Studie die Zunahme
an freien Aminosauren gezeigt (Gardner und Stewart, 1966b). Auch Carrizosa et al. (2017)
beschrieben den Beginn der Aminosiaureverwertung ab einer Keimzahl von 10% KbE/g mit

einhergehender Faulnis.

Auf fettreichen Oberflachen trocknet Fleisch schnell aus und ist demnach oftmals zu trocken,
um bakterielles Wachstum zu beginstigen (Gill, 1983). Zudem ist das Nahrstoffangebot auf
Fettgewebe gering und die Diffusion von Nahrstoffen verlangsamt, was in einer geringeren

bakteriellen Wachstumsrate resultiert (Gill, 1983).
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3.1.3.2 Extrinsische Faktoren

Parameter der Lagerungsumgebung des Lebensmittels werden unter dem Begriff

»Extrinsische Faktoren” zusammengefasst (Bruckner et al., 2012a).

3.1.3.2.1 Temperatur

Die Lagerungstemperatur wird als Hauptfaktor fiir den Verderb und die Sicherheit von Fleisch
angesehen (Koutsoumanis und Taoukis, 2005). Sowohl die Zusammensetzung der Mikrobiota
von Fleisch als auch das bakterielle Wachstum wird durch die Temperatur beeinflusst (Borch
et al., 1996). Auch beeinflusst die Lagerungstemperatur das Verderbspotential verschiedener

Bakterien (Stanbridge und Davies, 1998).

Das Wachstum von sowohl Gram-positiven Verderbserregern wie zum Beispiel
Milchsdurebakterien, als auch von Gram-negativen Verderbserregern, wie Pseudomonas spp.
oder von psychrotoleranten Pathogenen, wird durch Kihllagerung begiinstigt (Gill und
Newton, 1978; Labuza und Fu, 1993). Mesophile Lebensmittelinfektionserreger wie
beispielsweise S. aureus oder Bacillus cereus wachsen dagegen bei hoheren
Lagerungstemperaturen (Labuza und Fu, 1993).

Das Wachstum von Enterobacteriaceae wird bei-1,5 °C reduziert, wahrend eine Erhdhung der
Temperatur auf 4 °C das Bakterienwachstum wieder initiiert (Borch et al., 1996). Auch
McMullen und Stile (1994) zeigen in einer Studie, dass die Zusammensetzung der
Fleischmikrobiota von der Temperatur beeinflusst wird. So waren Carnobacterium spp. die
dominante Spezies in Schweinefleisch, gelagert bei-1,5 °C, wahrend Lactobacillus spp. bei 4 °C
und 7 °C dominierten.

Tabelle 5: Optimale Wachstumstemperatur ausgewahlter lebensmittelassoziierter
Verderbserreger und Staphylococcus aureus

Mikroorganismus Temperatur °C Literatur

Brochothrix thermosphacta 21 Sneath und Jones, 1976
Pseudomonas fragi 26 DSMZ (2021)

Serratia proteamaculans 30 DSMZ (2021)
Staphylococcus aureus 37 Medvedova und Valik

(2012)
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3.1.3.2.2 Atmosphare

Ein weiterer Parameter ist die Atmosphdre, in der das Fleisch verpackt ist. Die
Sauerstoffverfligbarkeit beeinflusst neben der Lagerungstemperatur die Anzahl und Art der

Bakterien, die auf Fleisch dominieren (Labadie, 1999).

Rindfleisch wird im Allgemeinen vakuumverpackt oder in modifizierter Atmosphare (MA)
gelagert, wahrend Schweinefleisch bei aerober oder modifizierter Atmosphare gelagert wird
(Borch et al.,, 1996). In folgender Reihenfolge nimmt die Haltbarkeit von Fleisch in
verschiedenen Atmospharen zu: Luft, MA mit hohem Sauerstoff (O;) Anteil, Vakuum, MA ohne
02 und 100 % Kohlenstoffdioxid (COz) (Borch et al., 1996). Kommen zur CO; -Atmosphdre ein
(0O2) oder zwei (O, Stickstoff (N2)) weitere Gase dazu, verkirzt sich die Haltbarkeit von Fleisch

(Labadie, 1999).
Aerobe Atmosphare

Wird Fleisch in aerober Atmosphare gelagert, dominiert eine psychrotrophe Gram-negative
Mikrobiota (Dainty und Mackey, 1992), wobei Pseudomonas spp. die Hauptvertreter sind und
schnell die Fleischmikrobiota beherrschen (Gill, 1983; Jay et al., 2003; Koutsoumanis et al.,
2006; Labadie, 1999; McMeekin, 1975; Stanbridge und Davies, 1998). Pseudomonas (P.) fragi
stellt dabei die dominante Spezies auf kiihl gelagertem Fleisch unter aeroben Bedingungen
dar, was an dessen Vermogen, Kreatin, Kreatinin und aminosdureartige Substrate zu
verstoffwechseln, liegt (Drosinos und Board, 1994). Auch Vertreter der Enterobacteriaceae,
wie Enterobacter agglomerans, Hafnia alvei und Serratia liquefaciens, kommen auf aerob

gelagertem Fleisch vor (Dainty und Mackey, 1992,Nychas et al., 2008).

Ercolini et al. (2006) beschrieben das Vorkommen von Rhanella aquatis und anderen Rahnella
spp., Pseudomonas spp. und Carnobacterium divergens auf Rindfleisch, das unter aerober
Atmosphéare gelagert wird. Die Gattung Acinetobacter wird von Gill (1983) neben
Pseudomonas spp. als wichtiger Verderbserreger unter aerober Atmosphédre genannt.
B. thermosphacta ist ein weiterer Vertreter, der hauptsachlich auf aerob gelagertem
Schweine- und Lammfleisch auftritt und einen geringeren Anteil an der Verderbsmikrobiota
ausmacht (Blickstad, 1983; Dainty und Mackey, 1992). Auch auf aerob gelagertem Rindfleisch
wurde B. thermosphacta nachgewiesen (Erichsen und Molin, 1981).

Ercolini et al. (2011) zeigten, dass B. thermosphacta in aerob bei 4 °C gelagertem Rindfleisch
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in der frihen Phase der Lagerung dominiert und anschlieRend von Pseudomonas spp.
Uberlagert wird.

Auch das Vorkommen von LAB unter aeroben Bedingungen ist beschrieben, jedoch werden
sie nicht zu den Hauptakteuren des Verderbsprozesses unter aeroben Bedingungen gezahlt

(Borch et al., 1996; Holzapfel, 1998).
Modifizierte Atmosphare

Um die Haltbarkeit von Fleisch zu erhdhen, wird CO; als haltbarmachendes Gas in
verschiedenen Anteilen eingesetzt und somit eine modifizierte Atmosphare (MA) erzeugt.
Gleichzeitig werden Produkte in MA bei Kiihltemperaturen gelagert. Zudem wird bei der
Verpackung Material verwendet, das den Austausch von Gasen zwischen der Verpackung und
der umgebenden Atmosphare verhindert (Gill, 2003).

Eine Mischung von 20 - 40 % CO2 mit 60 - 80 % O, ist die am meisten verwendete Kombination
im Handel (Dainty und Mackey, 1992). CO; inhibiert und verlangsamt das Wachstum Gram-
negativer Verderbserreger wie Pseudomonas spp. und Enterobacteriaceae, indem die
lag- Phase und die Generationszeit verlangert wird und Substrate verlangsamt aufgenommen
werden (Jeremiah, 2001; Singh et al., 2011). O erhalt die rote Farbe des Fleisches (Dainty und
Mackey, 1992; Gill, 2003). Auch verlangert die Verpackung in MA die Haltbarkeitsdauer,

reduziert 6konomische EinbuBen und erhalt die Qualitat des Produktes (Farber, 1991).

In MA verdndert sich die Fleischmikrobiota im Vergleich zur Lagerung unter aeroben
Bedingungen. Der erhohte CO,-Gehalt ermoglicht es LAB wie Leuconostoc spp. und
Lactobacillus spp. zu wachsen; folglich werden aerobe Verderbserreger wie Pseudomonas
spp., B. thermosphacta und Enterobacteriaceae verdrangt (Gill, 2003). Innerhalb der LAB
variieren die dominierenden Spezies je nach CO; Gehalt (Nieminen et al., 2015). So beglinstigt
eine hohe CO;-Konzentration das Wachstum von Lactobacillus spp., eine hohe O;-
Konzentration Leuconostoc spp. und MA mit 80% N2 und 20% CO; Lactococcus spp.
(Nieminen et al., 2015)

Auf Rindfleischsteaks dominieren nach 14 Tagen Lagerung in 75% Oz und 25% CO;
Leuconostoc spp., nachdem die initiale Mikrobiota von Micrococcus spp., Moraxella spp. und
Acinetobacter spp. beherrscht wurde (Hanna et al., 1981). Ercolini et al. (2006) fanden
Lactobacillus sakei und Pseudomonas spp. auf Rindfleisch, das 14 Tage bei 5 °Cin MA mit 60 %

O2 und 40% CO; gelagert wurde; Rhanella spp. und Lactobacillus sakei waren die
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Hauptvertreter in MA mit 20 % O, und 40 % CO,. Gleichzeitig wurden auf bei 5 °C aerob
gelagertem Rindfleisch Carnobacterium divergens, Pseudomonas spp. und Rhanella spp.

nachgewiesen.

Carrizosa et al. (2017) untersuchten in ihrer Studie frisches Ziegenfleisch, das 14 Tage bei 10 °C
in zwei unterschiedlichen MA gelagert wurde. Bei Ziegenfleisch in MA mit 20 % O, 45 % CO;
und 35 % N2 war Hafnia alvei die dominante Spezies, wahrend bei dem Fleisch in MA mit 55 %
03, 20% COz und 25% N; Serratia proteamaculans dominierte. Aullerdem fiihrte eine
Lagerung in MA mit 20% Oz, 45% CO; und 35% N; zu signifikant niedrigerer arober
mesophiler Keimzahl und niedrigerer Anzahl an B. thermosphacta und P. fragi im Vergleich zu

der MA mit niedrigerem CO; Gehalt.

In der Studie von Holl et al. (2016) wurde die Verderbsmikrobiota von Hithnerbrust in MA mit
hohem O, Gehalt (80 % O, und 20 % CO3) und mit niedrigem Oz Gehalt (65 % N, und 35 % COx)
verglichen. Dabei wurde das Hihnerfleisch bei zwei Temperaturansatzen, 4 °C und 10 °C,
gelagert. Die Ergebnisse der Studie zeigten das Vorkommen von Pseudomonas spp.,
B. thermosphacta und Carnobacterium spp. in MA mit hohen O, Gehalt bei sowohl 4 °C als
auch bei 10 °C Lagertemperatur. In MA mit niedrigem O, Gehalt war Hafnia alvei der
Hauptvertreter; bei 10 °C wurden Carnobacterium spp., Yersinia spp. und Serratia spp.
nachgewiesen. Die Autoren schlugen aufgrund des Vorkommens pathogener Keime wie
Yersinia spp. die MA mit hohem O, Gehalt als glinstigere Gasatmosphare fir Hihnerfleisch
vor.

In einer Studie von Jaaskeldinen et al. (2016) wurde Rindfleisch unter anderem in MA mit
hohem 0O; Gehalt von 80 % untersucht. Nach zwei Wochen Lagerung dominierte Leuconostoc
und das Fleisch wurde mittels sensorischer Evaluierung als zehn Tage friher verdorben
wahrgenommen als vergleichbares Rindfleisch in Vakuumverpackung.

In einer anderen Studie, in der Rindfleisch in MA mit 60 % O, und 40 % CO; gelagert wurde,
konnte ein Shift von anfanglich dominierenden B. thermosphacta zu Pseudomonas spp. nach
14 Tagen Lagerung beobachtet werden (Ercolini et al., 2011). Nach weiteren sieben Tagen

Lagerung wurde zusatzlich Carnobacterium divergens nachgewiesen.
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Vakuum

In einer Vakuumverpackung nimmt das vorhandene O, ab, wahrend CO; zunimmt. Die
Fleischmikrobiota verschiebt sich dabei zugunsten von CO,-toleranten, langsam wachsenden
Bakterien (Borch et al., 1996; Ingram und Dainty, 1971). Milchsaurebakterien dominieren die
Mikrobiota, darunter vor allem Carnobacterium spp., Leuconostoc spp. und Lactobacillus spp.
(Borch und Molin, 1988; Shaw und Harding, 1984).

Erichsen und Molin (1981) fanden in einer Studie heraus, dass sich die Vakuumierung von
Rindfleisch im Vergleich zur Verpackung in MA mit 20 % CO>, beides bei 4 °C, als effizienter
herausstellt. Die langste Haltbarkeit von Rindfleisch bei 4 °C wird jedoch in einer Atmosphare
mit 100% CO: erreicht. Auch hier dominierten Milchsdurebakterien unter
Vakuumverpackung. B. thermosphacta wurde in vakuumverpacktem Rindfleisch bei 4 °C
Lagerungstemperstur mit einem pH-Wert von 6,6 zusatzlich nachgewiesen. Bei hoheren
Temperaturen kénnen auch Vertreter der Enterobacteriaceae die Mikrobiota dominieren (Gill

und Newton, 1980).

Ercolini et al. (2011) beobachteten eine verldangerte lag-Phase des bakteriellen Wachstums
unter Vakuum und beschrieben Carnobacterium divergens als Hauptvertreter auf
vakuumverpacktem Rindfleisch, das 21 Tage bei 4 °C gelagert wurde. Auch Pantoea spp.,
Serratia liquefaciens und Pseudomonas spp. wurden darauf nachgewiesen.

Pennacchia et al. (2011) verglichen die Verderbsmikrobiota zwischen aerob und unter Vakuum
gelagertem Rindfleisch bei 4 °C. Dabei wurde unter Vakuum ein geringerer Keimgehalt an
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. und B. thermosphacta beobachtet, wahrend das
Wachstum von LAB nicht beeinflusst wurde. Auch Photobacterium spp. wurden unter beiden
Lagerungsbedingungen nachgewiesen. Die Gesamtkeimzahl wurde unter Vakuum im

Vergleich zur aeroben Lagerung beeinflusst, jedoch nicht die Speziesdiversitat.

Im Vergleich zur Vakuumverpackung, in der die Keimselektion allmahlich vonstatten geht,
erfolgt die Selektion unter 100 % CO; sofort (Blickstad, 1983). LAB wachsen unter 100 % CO;
langsamer, und im Vergleich zur aeroben Lagerung dauert es bei 4 °C 30 Tage langer, um
Verderbsgeruch und Keimzahlen von 107 KbE/cm? bei Schweinefleisch zu erreichen (Blickstad,

1983).
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Psychrophile und psychrotolerante Clostridium (Clos.) spp. spielen eine bedeutende Rolle im
Verderb von vakuumverpacktem Fleisch. Psychrophile Clostridien besitzen die Fahigkeit, in
vakuumverpacktem Fleisch bei Temperaturen zwischen -1,5 °C und 15 °C zu wachsen (Bonke
et al.,, 2016).

Zu den Verderbserregern unter psychrophilen Clostridien gehoren Clos. algidicarnis,
Clos. frigidicarnis, Clos. bowmanii, Clos. ruminantium, Clos. algidixylanolyticum und
Clos. frigoris (Adam et al. 2010; Broda et al., 1999, 2000a, 2000b; Cavill et al. 2011).

Clos. estertheticum und Clos. gasigenes sind die Hauptverursacher des sogenannten , blown
pack spoilage” (BPS) von vakuumverpacktem Fleisch (Dorn-In et al. 2018). Zudem wurden
Clos. frigoriphilum und Clos. tagluense-like Gruppe Il als Verursacher von BPS bei Rindfleisch
beschrieben (Dorn-In et al., 2018). BPS ist das Resultat bakterieller Gasproduktion, welche zur
Ausdehnung der Verpackung fiihrt (Bonke et al., 2016). Rohes und gekochtes Rind-, Lamm-
und Rehfleisch kdnnen von BPS betroffen sein (Bonke et al., 2016, Broda et al., 1996; Dorn-In
et al., 2018).

Der Fleischverderb durch Clostridien zeichnet sich durch reichliche Exsudatproduktion,
Weichwerden des Fleisches, Gasbildung und kasige oder schwefelige Geruchsabweichungen
aus (Brightwell und Clemens, 2012).

Bisher werden keine Gesundheitsrisiken mit kaltetoleranten Clostridien in Verbindung
gerbacht, jedoch verursacht der Fleischverderb durch Clostridien schwere finanzielle

EinbuRen fur die Fleischindustrie.

3.2 Verderbserreger

3.2.1 Ubersicht

Jedes Lebensmittel beinhaltet eine charakteristische und spezifische Mikrobiota, abhangig
von dem rohen Ausgangsmaterial, der Haltbarmachung, der Verarbeitung und den
Lagerungskonditionen (Gram et al., 2002). Zum Zeitpunkt des Verderbs besteht die Mikrobiota
aus den sogenannten ,specific spoilage organism(s)“ (SSO) des Lebensmittels (Gram et al.,
2002). Der Begriff der SSO wurde urspriinglich eingefiihrt, um eine Spezies zu definieren, die
flir den Verderb verantwortlich ist (Casaburi et al.,, 2015). Jedoch deckt der Begriff SSO
vielmehr eine Gruppe verschiedener Mikroorganismen ab, die durch Interaktion zum Verderb

eines bestimmten Produktes beitragen (Gram et al., 2002; Huis in't Veld, 1996; Nychas et al.,
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2008).
Durch die Kenntnis der SSO eines Lebensmittels, deren Keimdynamik und der jeweiligen
Umweltbedingungen kann die Haltbarkeit des Lebensmittels modellhaft vorausgesagt werden

(Dalgaard, 1995; Koutsoumanis und Nychas, 2000).

Sowohl| Gram-positive als auch Gram-negative Bakterien sind am Verderbsprozess von Fleisch
beteiligt. Bakterien der Familie Enterobacteriaceae, der Gattung Pseudomonas, der Ordnung
Lactobacillales und die Spezies B. thermosphacta zahlen zu den wichtigsten Vertretern (Borch
et al., 1996; Casaburi et al., 2015; Doulgeraki et al., 2012; Gill und Newton, 1978; Labadie,
1999; Nychas et al., 2008; Pennacchia et al., 2011).

3.2.2 Ausgewadhlte Verderbserreger

Die Verderbserreger von Fleisch bilden einen komplexen Themenbereich. Je nach Tierart,
intrinsischen und extrinsischen Faktoren variiert die vorherrschende Verderbsmikrobiota
(Ercolini et al., 2011; Johanson et al., 1983, Mossel, 1971). In dieser Studie wurde Augenmerk
auf den aeroben Verderb von Schweinefleisch gelegt und die darauf am haufigsten
vorkommenden Bakterien Pseudomonas, B. thermosphacta, Enterobacteriaceae und
Staphylococcus (Labadie, 1999; Blickstad und Molin, 1983a) untersucht. Diese Erreger werden

in den folgenden Abschnitten beschrieben.

3.2.2.1 Brochothrix thermosphacta

B. thermosphacta wurde erstmals von Mc Lean und Sulzbacher (1953) als Microbacterium
thermosphactum beschrieben, nachdem es wiederholt von frischer Wurst aus Schweinefleisch
isoliert wurde (Mc Lean und Sulzbacher, 1953). Das mit dem Genus Listeria eng verwandte
Bakterium ist ein wichtiger Verderbserreger von Fleisch und Fleischprodukten (Collins et al.,
1991; Gribble und Brightwell, 2013). Innerhalb des Genus Brochothrix gibt es zwei Spezies:
B. thermosphacta und B. campestris (Talon et al., 1988). Die unbeweglichen, fermentativen
und Katalase-positiven Stdbchen sind Gram-positiv, jedoch verlieren manche Zellen die
Fahigkeit, die Gram-Farbung zu erhalten (Sneath und Jones, 1976). Die Unfahigkeit, Sporen zu
bilden und die Unféhigkeit zur Hdmolyse sind weitere Eigenschaften des fakultativ anaeroben

Bakteriums (Sneath und Jones, 1976).
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Charakteristisch ~ fir  B. thermosphacta  sind  verschiedene  morphologische
Erscheinungsformen innerhalb unterschiedlicher Wachstumsphasen: Neu kultiviert bilden
sich zunachst kokkoide Formen und Stabchen, wahrend der lag-Phase nehmen die Stabchen
dann an Lange zu (Rattanasomboon et al., 1999). Gram-Farbungen von Kulturen in der
exponentiellen Phase zeigen einzelne Stdabchen oder kurze Ketten sowie lange, geknickte
Ketten, die durch Kurven- und Schleifenbildung charakteristisch verknotete Massen darstellen
(Sneath und Jones, 1976). Wahrend der stationaren Phase kommen neben vereinzelten oder
paarweise gelagerten Keimen auch kokkoide Formen vor, die sich durch Subkultivierung zur

Stabchenform entwickeln (Davidson und Hartree, 1968; Rattanasomboon et al., 1999).

Der optimale pH-Wert fur das Wachstum von B. thermosphacta liegt bei 7,0; das pH-Wert-
Minimum bei 4,8 (Leroi et al.,, 2012). Die Temperatur fir das Wachstumsoptimum von
B. thermosphacta liegt zwischen 20 und 22°C, jedoch ist Wachstum auch bei
KiGhlhaustemperaturen von 3 °C moglich (Gill und Harrison, 1989; Sneath und Jones, 1976).
Dies ermoglicht das Wachstum auf gekiihltem Fleisch und ist somit ausschlaggebend fiir das
Vorkommen von B. thermosphacta auf Fleisch und Fleischprodukten (Borch et al., 1996;
Gribble und Brightwell, 2013).

Neben dessen Isolierung aus Tieren und Produkten tierischer Herkunft wurde
B. thermosphacta auch von Tischen und Ausristungsgegenstanden fleischverarbeitender

Betriebe isoliert (Nychas et al., 2008).
Lebensmittelrelevanz

B. thermosphacta wird hauptsachlich mit dem Verderb frischen Fleisches in Verbindung
gebracht (Ercolini et al., 2006; Pennacchia et al., 2009; Rattanasomboon et al., 1999; Russo et
al., 2006). Die Fahigkeit, sowohl unter aeroben Konditionen, als auch in Vakuumverpackung
und modifizierten Atmospharen zu wachsen, macht B. thermosphacta zu einem wichtigen Teil
der Verderbsmikrobiota und bei hohem O,-Gehalt gelegentlich neben Pseudomonaden zum
vorherrschenden Verderbserreger (Borch et al.,, 1996; Ercolini et al., 2006; Gribble und
Brightwell, 2013; Labadie, 1999; Pennacchia et al., 2011; Pin et al., 2002).

Jedoch wird B. thermosphacta mit abnehmendem O,-Gehalt von Milchsdaurebakterien durch
den abfallenden pH-Wert und die Konkurrenz um N&hrstoffe zunehmend verdrangt (Russo et

al., 2006; Sakala et al., 2002). Beim Fleischverderb werden Gasproduktion, kasige und
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unangenehme Geruchsabweichungen, Farbveranderungen des Fleisches und leicht griinliche
Verfarbung des Tropfsaftes mit B. thermosphacta assoziiert (Casaburi et al., 2015; Gribble et

al., 2014; McClure et al., 1993; Russo et al., 2006).

3.2.2.2 Enterobacteriaceae

Die Familie der Enterobacteriaceae beinhaltet sowohl pathogene Keime als auch nicht
pathogene oder fakultativ pathogene Kommensalen (Schierack et al., 2007). Viele Genera
dieser Familie sind Teil der Darm-Mikrobiota von Saugetieren (Stecher et al., 2012). Zudem

spielen einige Genera eine Rolle als Verderbserreger von Fleisch (Dainty und Mackey, 1992).

Enterobacteriaceae sind Gram-negative, fakultativ anaerobe Stabchen, die keine Sporen
bilden (Ewing et al., 1980). Durch peritriche Flagellen sind einige Vertreter der
Enterobakterien beweglich (z.B. Proteus); andere sind unbeweglich (z.B. Klebsiella) (Ewing et
al., 1980; Guentzel, 1996). Sie haben die Fahigkeit, Kohlehydrate und Polyhydroxylalkohole zu

Sauren und Gasen zu fermentieren (Ewing et al., 1980).
Lebensmittelrelevanz

Enterobacteriaceae werden neben lhrer Rolle als Teil der Fleischmikrobiota auch als
Indikatorbakterien betrachtet (Nychas et al., 1998; Ojer-Usoz et al., 2013). In der Verordnung
(EU) Nr. 2073/2005 tiber mikrobiologische Kriterien werden fiir Fleisch und Fleischerzeugnisse
Salmonella, E. coli und Enterobacter sakazakii als Lebensmittelsicherheitskriterien aufgefiihrt,
wahrend die Familie Enterobacteriaceae, das Genus Salmonella und die Spezies E. coli als
Prozesshygienekriterien aufgelistet sind. lhre Bedeutung als Indikatoren besteht darin, dass
sie als Marker fiur fakale Kontaminationen sowohl in der Umgebung als auch auf
Schlachttierkdrpern zu finden sind (Ghafir et al.,, 2008) und somit Rickschliisse auf

hygienisches Arbeiten geben kdénnen.

Neben nicht-pathogenen Vertretern kénnen Lebensmittel pathogene Enterobacteriaceae, wie
Yersinia spp., Salmonella spp., Shigella spp. oder E. coli 0157:H7 aufweisen, deren Verzehr zu
lebensmittel-assoziierten Erkrankungen fiihren kann (Ackers et al., 1998; Bhaduri, 2003;

Callejoén et al., 2015; Newell et al., 2010; Wang et al., 2007).

Die Genera Klebsiella, Proteus, Hafnia, Serratia, Enterobacter und Pantoea gelten als

Verderbserreger innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae (Borch et al., 1996; Kamenik,
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2013), wobei Hafnia alvei, Serratia liquefaciens und Pantoea agglomerans das hochste
Verderbspotential besitzen (Samelis, 2006). Das am haufigsten auf Fleisch zu findende Genus
ist Serratia (Doulgeraki et al., 2012), wovon Serratia proteamaculans und Serratia liquefaciens
auf frischem Fleisch vorkommen (Doulgeraki et al., 2011). Auf geklhltem, aerob gelagertem
Fleisch sind meist kaltetolerante Enterobakterien, wie Serratia liquefaciens, Pantoea
agglomerans und Hafnia alvei in verhaltnismaRig geringerer Zahl im Vergleich zu anderen
Verderbserregern vorhanden (Nychas et al., 2008). Dennoch stellen Enterobacteriaceae eine
nicht zu vernachldassigende Komponente der Verderbsmikrobiota von Fleisch dar, wie
zahlreiche Studien belegen (Ercolini et al., 2006; Li et al., 2014; Pennacchia et al., 2011; Seydim
et al., 2006).

Auf Fleisch, das unter MA mit hohem CO;-Gehalt verpackt wurde, besteht der Hauptanteil der
Verderbsmikrobiota aus B. thermosphacta und Milchsdurebakterien, jedoch tragen auch die
Enterobacteriaceae in geringerem Anteil zum Fleischverderb bei (Sdde et al., 2013). Die
Gaskomposition in MA-Verpackungen von Fleisch beeinflusst die Zusammensetzung der
Enterobacteriaceae (Sade et al., 2013). Serratia liquefaciens ist dabei der am haufigsten
vorkommende Vertreter in unterschiedlichsten Gasatmospharen (Doulgeraki et al., 2011; Lee

et al., 1985).

Hafnia alvei wurde mehrfach in Fleisch unter MA-Verpackung oder Vakuumverpackung
nachgewiesen (Borch et al., 1996; Carrizosa et al., 2017; Doulgeraki et al., 2011; Lee et al.,
1985). In einer Studie von Doulgeraki et al. (2011) wurde Proteus vulgaris auf
Rinderhackfleisch in MA-Verpackung gefunden und Citrobacter freundii in aerob gelagertem
Fleisch. In spaten Phasen der gekiihlten Lagerung von Rindfleisch in MA-Atmosphéare und
Vakuum spielen Rahnella spp. und Serratia grimesii eine dominierende Rolle unter den
Enterobacteriaceae (Ercolini et al., 2006; Pennacchia et al., 2011).

Auch die Lagertemperatur hat neben der Gaskomposition Auswirkung auf die
Zusammensetzung der Spezies innerhalb der Enterobacteriaceae. So konnten Doulgeraki et al.
(2011) zeigen, dass bei Temperaturen von 0 - 5 °C Serratia liquefaciens auf Rinderhackfleisch

dominiert; bei Temperaturen zwischen 10 - 15 °C dominiert Hafnia alvei.

Durch Gas aufgebldhte Vakuumverpackungen, griinliche Farbabweichungen und
unangenehme Gerliche sind wahrend des Fleischverderbs aufkommende Defekte, die durch

Pantoea agglomerans, Serratia liquefaciens und Hafnia alvei verursacht werden (Brightwell et
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al., 2007; Chaves et al., 2012; Dainty et al., 1989; Stanbridge und Davies, 1998). Die Fahigkeit
von Enterobacteriaceae, Aminosdauren zu (belriechenden fllchtigen Substanzen zu
verstoffwechseln, tragt zusatzlich zu deren Beteiligung am Fleischverderb bei (Borch et al.,

1996; Sade et al., 2013; Samelis, 2006).

3.2.2.3 Pseudomonas spp.

Die Gattung Pseudomonas beinhaltet ubiquitar vorkommende Bakterien, die sich unter
anderem sowohl aus opportunistischen Pathogenen von Tieren und Menschen, als auch aus
Phytopathogenen zusammensetzt (Cezard et al., 2015; Marcelletti und Scortichini, 2014).
Auch gibt es unter ihnen Spezies, die das Wachstum von Pflanzen durch Interaktion mit deren
Wourzeln positiv beeinflussen (Bona et al., 2017).

In der Humanmedizin spielt Pseudomonas (P.) aeruginosa bei anfilligen Patienten eine
zunehmend bedeutende Rolle als opportunistischer Verursacher nosokomialer Infektionen
und weist haufig multiple Antibiotikaresistenzen auf (Abdouchakour et al., 2018; de
Bentzmann und Plésiat, 2011; Esposito und De Simone, 2017). Zudem sind einige Spezies unter
den Pseudomonaden die vorherrschenden Verderbserreger auf aerob gelagertem, gekihltem

Fleisch (Molin und Ternstrom, 1982).

Die Gattung Pseudomonas umfasst Gram-negative Bakterien in Stabchenform (Stainer et al.,
1966). Sie sind durch eine oder mehrere polare Flagellen beweglich und bilden keine Sporen
(Stainer et al.,, 1966). Aulerdem zeichnen sich alle Arten durch einen aeroben
Energiestoffwechsel aus, wobei manche Vertreter auch Denitrifikation als anaerobe
Alternative betreiben konnen (Stainer et al.,, 1966). Manche Spezies der Gattung
Pseudomonas sind der Lage, fluoreszierende Pyoverdine, die als Eisentransporter fungieren,
zu produzieren (Cezard et al., 2015). Auf dieser Grundlage kdnnen Pseudmonas-Spezies in
zwei Gruppen eingeteilt werden: fluoreszierende Pseudomonas spp., wie beispielsweise
P. aeruginosa, P. putida und P. fluorescens und nicht fluoreszierende Pseudomonas spp., wie

beispielsweise P. fragi und P. alcaligenes (Cezard et al., 2015).
Lebensmittelrelevanz

Im Lebensmittelbereich tragen einige Spezies in groBem Umfang zum Verderbsprozess von
proteinreichen Lebensmitteln, die gekiihlt und aerob gelagert werden, bei (Nychas et al.,

2008; Remenant et al., 2015). Hauptsachlich sind gekihltes Rindfleisch, Fisch, Gefligel, Milch



3 LITERATUR 40

und Gemiuse betroffen (Dominguez und Schaffner, 2007; Doulgeraki und Nychas, 2013; Lee et
al., 2013; Quigley et al., 2013; Reynisson et al., 2008). Durch ihre proteolytische Aktivitat und
die Fahigkeit, bei Kiihlhaustemperaturen zu wachsen, verschaffen sie sich einen 6kologischen
Vorteil fir das Wachstum auf den genannten Lebensmitteln (Gill und Penney, 1977; Nychas et
al., 2008; Robertson et al., 2013).

Auf Oberflachen in lebensmittelherstellenden bzw. -verarbeitenden Betrieben sind sie
ebenfalls zu finden (Brightwell et al., 2006; Stellato et al., 2016). Die Fahigkeit hauptsachlich
psychrotropher Pseudomonaden, Biofilme zu bilden, stellt dabei eine Herausforderung fir die
Reinigung von Geradten und Oberflachen in diesen Betrieben dar (Giaouris et al., 2014;

Robertson et al., 2013; Wirtanen et al., 2001).

Die Spezies P. fragi, P. fluorescens, P. putida, P. gessardii und P. lundensis wurden haufig aus
verdorbenen  Lebensmitteln isoliert und gehdéren zu den bedeutendsten

Lebensmittelverderbserregern (De Jonghe et al., 2011; Ercolini et al., 2006).

Auf aerob gelagertem, gekiihltem Fleisch sind Pseudomonas die dominierenden
Verderbserreger (Gill und Newton, 1978). Am haufigsten wurde P. fragi auf verdorbenem
Fleisch nachgewiesen, gefolgt von P. lundensis, P. putida und P. fluorescens (Dainty und
Mackey, 1992; Ercolini et al., 2007; Erichsen und Molin, 1981; Molin und Ternstrom, 1982;
Shaw und Latty, 1982; Stellato et al., 2017).

Vertreter der Gattung Pseudomonas werden hauptsachlich auf Fleisch, das in aerober
Atmosphare gelagert wurde, nachgewiesen und beherrschen dabei schnell die
Verderbsmikrobiota (Labadie, 1999). Trotzdem kommt P. fragi auch in vakuumverpacktem
Fleisch und in MA gelagertem Fleisch vor (Ercolini et al., 2010b; Ercolini et al., 2007;
Pennacchia et al., 2011). Diese Spezies hat die Fahigkeit, bei niedrigen O,-Konzentrationen zu
wachsen und besitzt eine gewisse Toleranz gegentiber CO; (Ercolini et al., 2010a; Gill und
Jeremiah, 1991; La Storia et al., 2012).

Die meisten anderen Spezies kbnnen unter anaerober Lagerung von Fleisch nicht wachsen,
wobei CO; das Wachstum von fluoreszierenden Pseudomonaden starker hemmt als das
Wachstum nicht-fluoreszierender Pseudomonaden (Gill und Tan, 1980). P. fluorescens wurde
haufig auf frischem Fleisch nachgewiesen, jedoch wird diese Spezies wahrend der aeroben
Lagerung durch P. fragi, fiir den Fleisch eine oOkologische Nische darstellt, verdrangt

(Doulgeraki et al., 2012; Labadie, 1999; Lebert et al., 1998).
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Eine Erhohung der Lagertemperatur von Fleisch auf tiber 2 °C beschleunigt das Wachstum von
Pseudomonas spp. (Bruckner et al., 2012a). Durch den pH-Bereich, den gekiihltes Fleisch
aufweist, wird das Wachstum von Pseudomonas spp. nicht beeinflusst (Gill und Newton,
1982).

Beim Fleischverderb sind Pseudomonas spp. sowohl verantwortlich fir die Bildung von
Schleim, also auch fir den Strukturverlust des Lebensmittels durch die Bildung von
extrazelluldren Lipasen und Proteasen (Lebert et al., 1998; Nychas et al., 2008). Zudem werden
Fremdgeriiche durch die Bildung von Ketonen, Esther, Alkoholen und Aldehyden freigesetzt

(Casaburi et al., 2015; Stanborough et al., 2018).

3.2.3 Interaktion zwischen Verderbserregern

Beim mikrobiellen Verderb von Lebensmitteln besteht eine stdndige Interaktion der
vorherrschenden Mikrobiota. Dabei handelt es sich zumeist um Antagonismus, Zell-zu-Zell
Kommunikation und Metabiose (Gram et al., 2002). Die Interaktion zwischen den Organismen
beginnt erst bei hohen Keimzahlen von 108 KbE/cm?(Gill, 1996). Keimwachstum und -selektion
werden zudem von den chemischen und physikalischen Parametern beeinflusst (Gram et al.,
2002).

Die Interaktion innerhalb der Verderbsmikrobiota kann sowohl schadliche als auch
vorteilhafte Auswirkungen fiir die Mikroorganismen haben (Fredrickson, 1977). Durch das
Wachstum oder durch Stoffwechselvorgdange eines Organismus kann das Wachstum eines
Anderen gefordert werden (Gram et al., 2002), wie beispielsweise durch die Produktion von
Nahrstoffen, die ein anderer Organismus benétigt (Mossel, 1971).

So wird was Wachstum von Milchsdurebakterien in ndahrstoffarmen Lebensmitteln durch die
Vitamin B-Synthese von Hefen oder Schimmelpilzen ermdoglicht (Mossel, 1971; Purko et al.,
1951). Auch die Anderung des pH-Werts durch einen Organismus kann sich vorteilhaft auf das
Wachstum eines Anderen auswirken. So beschreiben Purko et al. (1951) die Anhebung des
pH-Werts durch Hefen wahrend der Kasereifung, was weniger sduretoleranten Bakterien
sekundar das Wachstum ermoglicht.

Doch auch die Konkurrenz zwischen den Mikroorganismen spielt eine Rolle. Eine bedeutende
Komponente ist das Vorhandensein von 0O,. Pseudomonas spp. dominieren auf aerob
gelagertem Fleisch (Gill, 1996), wahrend Sauerstoffmangel, zum Beispiel durch

Vakuumverpackung oder Folienverpackung mit geringer Gaspermeabilitdt, das Wachstum von
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Milchsdurebakterien begilinstigt (Dainty et al., 1983; Egan, 1983). Milchsdurebakterien sind
zudem in der Lage, durch Produktion von Bakteriozinen die Konkurrenzmikrobiota zu
hemmen, was jedoch erst bei Erreichen ihres Wachstumsmaximums geschieht (Ahn und Stiles,
1990; Gill, 1996; Leisner et al., 1996). Organische Sauren, die als Fermentationsprodukt von
Milchsdurebakterien gebildet werden, tragen zusatzlich zu unglinstigen

Wachstumsbedingungen fiir andere Mikroorganismen bei (Egan, 1983).

Die Konkurrenz um Eisen ist ein weiterer Aspekt mikrobieller Interaktionen, da Eisen fiir die
meisten Mikroorganismen ein essenzielles Spurenelement ist. Das Eisenangebot ist ein
limitierender Faktor fiir bakterielles Wachstum. Daher sind viele Bakterien in der Lage,
Siderophore zu bilden, die als Eisen-Komplexbildner von den Zellen sezerniert werden (Gram
et al., 2002). Das gebundene Eisen wird komplexiert und anschlieend von den Bakterien in
die Zelle aufgenommen (Crosa, 1997). Pseudomonaden sind vorherrschend in der Produktion
von Siderophoren, die eine hohe Eisenbindungskonstante haben und verschaffen sich dadurch

einen Wachstumsvorteil (Gram et al., 2002).

Bakterielle Verhaltensmuster gehen unter anderem auch mit der Populationsdichte einher
(Gram et al., 2002). Die Genexpression wird abhdngig von der Zelldichte reguliert; ein
Phdanomen, das ,quorum sensing” genannt wird (Fuqua et al., 1994). Die Kommunikation
basiert dabei auf chemischen Signalen wie Peptiden bei Gram-positiven Bakterien, oder N-
acyl Homoserin Laktonen (AHLs) bei Gram-negativen Bakterien (Eberl, 1999; Kleerebezem et
al., 1997). In Fisch, Rindfleisch und Truthahnfleisch wurden AHLs bereits nachgewiesen (Gram
et al.,, 1999). Die Bedeutung des Vorhandenseins von AHLs in Lebensmitteln ist fiir den

Verderbsprozess jedoch noch unklar (Gram et al., 2002).

3.3 Kontamination von Fleisch mit Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. sind Gram-positive Kokken, die sich unter aeroben und aneroben
Bedingungen vermehren konnen (Becker et al., 2014; Gatermann und Miksits, 2009). Sie sind
ubiquitar vorkommende Umweltkeime, die die Haut und Schleimhaut von Menschen und
Tieren kolonisieren (Cerca et al., 2005; Cramton et al., 1999; Planchon et al., 2006; Seo et al.,
2008). Haufig sind Staphylococcus spp. fir nosokomiale Infektionen sowie Infektionen aus der

Umwelt verantwortlich (Mack, 1999; Martineau et al., 2001). Zudem sind Staphylococcus spp.
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in der Lage, bedeutende Virulenzfaktoren wie Exotoxine, Oberflachenproteine und Biofilme

zu produzieren (Cucarella et al., 2001; Schelin et al., 2011; Vasudevan et al., 2003).

Die Einteilung in koagulasepositive und koagulasenegative Staphylokokken beruht auf der
Fahigkeit, freie Koagulase zu bilden. S. aureus ist der bedeutendste Vertreter der
koagulasepositiven Staphylokokken (Becker et al., 2014; Gatermann und Miksits, 2009).
Zudem unterscheiden sich koagulasenegative Staphylokokken von S. aureus durch die von
ihnen ausgeldsten Krankheitsverlaufe (Gatermann und Miksits, 2009): Koagulasenegative
Staphylococcus spp. spielen eine bedeutende Rolle als Bakteriamie-verursachende,
nosokomiale Pathogene, wovon S. epidermidis und S. haemolyticus die Hauptvertreter sind
(Becker et al., 2014; Kloos und Bannerman, 1994). S. aureus ist bekannt als Lebensmittel-
Intoxikationserreger und zudem Verursacher von eitrigen Hautentziindungen,
Wundinfektionen, Abszessen, septischen Krankheitsverlaufen, Endokarditiden und anderen

schwerwiegenden Entziindungen (Archer, 1998).
Lebensmittelrelevanz

Der Nachweis koagulasepositiver Staphylokokken wird als Prozesshygienekriterium fir Milch
und bestimmte Milch- und Fischereierzeugnisse aufgefiihrt (VO (EG) Nr. 2073/2005). Auch
sind Staphylokokken-Enterotoxine in derselben Verordnung (iber mikrobiologische Kriterien
flir Lebensmittel als Lebensmittelsicherheitskriterium fir Kase, Milch- und Molkepulver
gemal denselben Kriterien fir koagulasepositive Staphylokokken gelistet und dirfen hierbei
in 5 Probeeinheiten einer Stichprobe jeweils in 25g nicht nachweisbar sein (VO (EG) Nr.
2073/2005).

In den Richt- und Warnwerten der Deutschen Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie
(DGHM) sind koagulasepositive Staphylokokken als Kriterium fir unter anderem Briihwurst,
Kochwurst, Kochpokelware, Siilzen und Aspikwaren; rohes, gewirztes oder mariniertes
Schweinefleisch und ungewdrztes und gewiirztes Hackfleisch aus Schweine- und/oder

Rindfleisch auf Handelsebene aufgefiihrt (DGHM, 2014a, 2014b, 2018b).

Auf frischem Fleisch ist das Vorkommen verschiedener Staphylococcus spp., wie S. cohnii,
S. xylosus, S. succinus, S. saprophyticus und S. pasteuri beschrieben (Blickstad und Molin,
1983a; Dainty und Mackey, 1992; Doulgeraki et al., 2012; Ercolini et al., 2006; Nychas et al.,

2008; Olsson et al., 2003). Die Kontaminationsquellen dafir sind einerseits landwirtschaftliche
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Nutztiere; andererseits ist die Personalhygiene des Schlachthof- und Zerlegepersonals von

Belang fiir deren Ubertragung auf Fleisch (Blagojevic und Antic, 2014; Rho et al., 2001).

Die groRte Bedeutung von Staphylococcus spp. auf Fleisch liegt bei der Spezies S. aureus, die
zu den auf Fleisch vorkommenden fakultativen Pathogenen zahlt (Huffman, 2002; RKI, 2016).
Enterotoxische S. aureus-Stamme sind in der Lage, hitzestabile Staphylokokken-Enterotoxine
(SE) zu produzieren und gehoéren zu den Hauptverursachern von Lebensmittelintoxikationen
(Le Loir et al., 2003; Pu et al., 2010).

SE kommen hauptséachlich in Fleisch, Fleischerzeugnissen, Gefllgel, Fisch, Schalentieren und
Milchprodukten vor (Wieneke et al., 1993). Bislang sind 23 verschiedene niedermolekulare SE
mit strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten bekannt (Abolghait et al., 2020). Sie sind
hitzebestdndig und resistent gegentiber einer Inaktivierung durch gastrointestinale Proteasen
(Balaban und Rasooly, 2000). Im Lebensmittel muss eine Bakterienkonzentration von 10° bis
102 KbE/g vorhanden sein, um eine effektive Dosis an SE zu produzieren (BfR, 2005). SE werden
hauptsachlich in proteinreichen Lebensmitteln, wie Fleisch und Milchprodukten produziert
(Sergelidis und Angelidis, 2017). Temperaturen zwischen 10 - 46 °C, pH-Werte zwischen
5,0-9,6, aw -Werte zwischen 0,86 - 0,99 und Redoxpotentiale von -100 bis +200 mV haben

einen verstarkenden Einfluss auf die Produktion von SE in Lebensmitteln (Schelin et al., 2011).

Zu den Symptomen, die durch die Aufnahme der SE verursacht werden, gehéren Ubelkeit,
Erbrechen, Bauchkrampfe und Durchfall (Pu et al.,, 2010). Charakteristisch fir eine
Lebensmittelintoxikation mit SE ist zudem eine kurze Inkubationszeit von zwei bis sechs
Stunden und ein nicht letaler, selbstlimitierender Verlauf nach ca. 24 Stunden (Balaban und
Rasooly, 2000; Le Loir et al., 2003). Neben der stark emetischen Komponente der SE fungieren
diese auch als Superantigene, die einen toxischen Schock durch unspezifische T-Zell

Stimulierung hervorrufen kénnen (Balaban und Rasooly, 2000).

Eine groRe Bedeutung flr die Gesundheit von Mensch und Tier besitzen Methicillin-resistente
S. aureus (MRSA) (Kock et al, 2013a). MRSA sind aufgrund ihrer Methicillin-
Resistenzdeterminante (mec), die unter anderem aus dem mecA-Gen und regulatorischen
Elementen besteht, gegen nahezu alle verfligbaren Beta-Laktam Antibiotika resistent (EFSA,
2009; RKI, 2016). Die Methicillinresistenz ergibt sich aus der Bildung des zusatzlichen

Penicillinbindeproteins PBP2a, das eine nur geringe Affinitat fiir B- Laktamantibiotika besitzt
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und daher eine Kreuzresistenz gegen alle Vertreter dieser Antibiotikagruppe bedingt (RKI,

2016).

Healthcare-associated MRSA (HA-MRSA) sind seit den 1970er Jahren dafiir bekannt,
Infektionen zu verursachen, die im Zusammenhang mit Krankenhausaufenthalten stehen
(Deurenberg et al., 2007; EFSA, 2009). Die Verbreitung von community-associated MRSA
(CA- MRSA) wird beim Menschen auBerhalb von Krankenhdusern seit den friihen 1990er
Jahren beobachtet (Deurenberg et al., 2007). Zudem wird in jlngerer Vergangenheit
zunehmend von livestock-associated MRSA  (LA-MRSA)  berichtet, die von
lebensmittelliefernden Nutztieren wie Schweinen, Rindern und Gefliigel isoliert werden
(EFSA, 2009). Auch Haustiere spielen eine Rolle als Trager von MRSA (EFSA, 2009).

Das Vorkommen von LA-MRSA ist ein hochaktuelles Thema, da eine Ubertragung auf den
Menschen sowohl Gber direkten Tierkontakt oder die Umwelt als auch tGber Fleisch von MRSA-
tragenden Nutztieren erfolgen kann (Kock et al., 2013b). Auch wurden LA-MRSA Stamme aus
dem Umfeld von Krankenhdusern isoliert (van Rijen et al., 2008).

In vielen Studien wurde MRSA von Fleisch und aus Milch und Milchprodukten isoliert
(Abolghait et al., 2020; Bernier-Lachance et al., 2020; Hanson et al., 2011; Normanno et al.,
2007). Auf Lebensmitteln kommen sowohl HA-MRSA als auch CA-MRSA und LA-MRSA vor, da
die Pathogene mittlerweile innerhalb der Nischen (Krankenhduser, Pflegeeinrichtungen,

Menschen, Nutztiere, Haustiere und Lebensmittel) zirkulieren (Sergelidis und Angelidis, 2017).

Normanno et al. (2007) stellten in einer Studie fest, dass 10 % der von ihnen untersuchten
Fleischprodukte und 17 % der Milchprodukte mit S. aureus kontaminiert waren. Dabei war die
Kontaminationsrate von Milchprodukten signifikant hoher als die der Fleischprodukte. Von
allen isolierten Stammen zeigten 68,8 % antimikrobielle Resistenz gegen mindestens ein

getestetes Antibiotikum; 47,2 % aller Isolate waren multiresistent (Normanno et al., 2007).

Der Verzehr von Lebensmitteln, die mit resistenten Erregern kontaminiert sind, kann zur
asymptomatischen Besiedelung des Verdauungstraktes fiihren. Wird wahrend dieser
Kolonisierung die physiologische Darm-Mikrobiota durch die Einnahme eines Antibiotikums
geschwacht, kann dies in schwerer klinischer Erkrankung durch den resistenten Erreger enden
(Glynn et al., 2004).

Werden Lebensmittel korrekt gekocht, ist das Risiko, durch den Verzehr von mit MRSA
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kontaminierten Lebensmitteln zu erkranken, meist irrelevant (Sergelidis und Angelidis, 2017).
Das Risiko einer Infektion mit MRSA durch ein Lebensmittel ist grundsatzlich abhangig von der
Lebensmittelhygiene, der MRSA-Population im Lebensmittel und der Fahigkeit des MRSA-

Stammes, den Konsumenten zu kolonisieren (Sergelidis und Angelidis, 2017).

Um eine weitere Verbreitung von MRSA und das Vorkommen von Staphylokokken-
Lebensmittelvergiftungen zu minimieren, gilt es, effektive Kontrollsysteme innerhalb der
ganzen Produktionskette von Lebensmitteln tierischen Ursprungs anzuwenden (EFSA, 2009).
Dazu gehoren beispielsweise die Gute Herstellungspraxis (good manufacturing practice,

GMP), Gute Hygienepraxis (good hygiene practice, GHP) und HACCP-Konzepte.
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Abstract

Culturing methods are conventionally applied to investigate the contamination of food with
several microorganisms after heat processing. However, with these methods, it is not possible
to evaluate whether heat-treated meat products, such as cooked sausages, contained parts
of spoiled meat. Therefore, two specific multiplex qPCRs were developed in this study in order
to determine the microbiological quality of the raw materials used for these products. The
PCR targets focused on four bacterial groups often found on meat (family Enterobacteriaceae,
genus Pseudomonas, genus Staphylococcus and species Brochothrix thermosphacta).
Specificity as well as sensitivity of the developed multiplex qPCRs, validated by using 68
microbial species, were 100%. The applicability of both multiplex gPCRs compared to culturing
methods was performed using 96 meat samples (fresh and naturally spoiled) and 12 inhouse-
made “Lyoner” sausages containing variable ratios of spoiled meat (0%, 5%, 12% and 25%; n
= 3 for each group). Both methods showed similar results by evaluating the Alogio cfu/g, the
relative accuracy and the t-test analysis (p > 0.05). Comparing gPCR results of the different
sausage groups, a significant difference between sausages containing fresh meat and sausages
containing spoiled meat (12% and 25%) was found only for Pseudomonas and B.
thermosphacta in both raw and cooked sausages. The statistical difference between 5% vs.
12% and 25% spoiled meat in cooked sausages, was also found only for these two bacterial
groups. The developed multiplex gPCRs were further applied to 30 commercially available
“Bologna-type” sausages. The results showed a total of 14 sausages considered to be
suspicious for Food Fraud. While the role of Staphylococcus spp. in meat spoilage remains
unclear, Pseudomonas, Enterobacteriaceae and B. thermosphacta could together be used as
an indicator for “spoiled meat” used in sausages. The developed qPCR systems in this study
allow the detection of four relevant bacterial groups in the heated Bologna-type sausages and
provide information about the hygienic quality of raw materials used. This method could thus

be helpful for screening food suspected of Food Fraud.

Keywords: spoilage; sausage; microorganism; retail; Food Fraud
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1 Introduction

Meat is an important nutrient source and, therefore, an ecological niche for various species of
bacteria (Ercolini et al., 2010; Labadie, 1999). The overgrowth of undesirable microorganisms
and changes of meat characteristics such as off-odors, off-flavors, gas production and color
change result in spoilage of meat (Borch et al., 1996; Casaburi et al., 2015). Microorganisms
which are often responsible for meat spoilage are Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae and
Brochothrix (B.) thermosphacta (Pennacchia et al., 2011). Pseudomonas species, such as P.
fragi, P. putida and P. fluorescens, are mainly a cause of spoilage if the meat is stored
aerobically at low temperatures (EFSA, 2016; Ercolini et al., 2007; Kamenik, 2013; Nychas et
al., 2008), while cold-tolerant species of the family Enterobacteriaceae, such as Serratia
liquefaciens, Serratia proteamaculans, Hafnia alvei, Enterobacter agglomerans, Proteus spp.,
Klebsiella spp. and Pantoea spp., contribute to spoilage of chilled meat stored under
inadequately maintained conditions (Doulgeraki et al., 2012; Ercolini et al., 2006; Nychas et
al., 2008; Odeyemi et al., 2020). Brochothrix thermosphacta is also an important spoilage
microorganism of meat stored either in aerobic, anaerobic or modified atmosphere (Ercolini
et al., 2006; Gribble and Brightwell, 2013; Odeyemi et al., 2020; Pennacchia et al., 2009; Pin
et al., 2002).

Besides the above-mentioned spoilage microorganisms, bacteria which are ubiquitous in the
environment were also isolated from meat, e.g. Staphylococcus spp., Streptococcus spp. and
Micrococcus spp. (Doulgeraki et al.,, 2012; Ercolini et al., 2006; Stellato et al., 2016).
Staphylococcus spp. are commonly found on fresh meat. Some strains of coagulase negative
staphylococci such as S. carnosus and S. equorum were commonly used as starter cultures for
cured meat products (Landeta et al., 2013), while S. aureus plays an important role in Food
Safety due to its heat-stable enterotoxins (Kadariya et al., 2014; Le Loir et al., 2003 Nychas et
al., 2008). Although many Staphylococcus species, such as S. epidermidis, S. hyicus, S.
haemolyticus, S. intermedius, S. lugdunensis, S. pasteuri, S. saprophyticus, S. succinus and S.
xylosus, were often isolated from fresh and from chilled raw meat (Doulgeraki et al., 2012;
Ercolini et al., 2006; Nychas et al., 2008; Osman et al., 2016), their role in meat spoilage is

rarely addressed.

In the food industry, spoilage of meat can cause a significant economic loss, when a huge

amount of spoiled meat has to be discarded. When processing such spoiled raw materials to
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heat-treated or cooked products, routine microbiology using culture methods would not be
able to detect Food Fraud. Inactivated microorganisms in food may not necessarily cause
health problems for consumers. However, according to the European Regulation (EC) No
178/2002, unsafe food and food unsuitable for human consumption, such as spoiled food, is
prohibited to be sold for human consumption. Thus, the processing of spoiled meat is
considered as Food Fraud and forbidden by law. Culturing is conventionally used as the official
“gold standard method” to detect and to quantify microorganisms in food. It is also applied
for heat-treated meat products to investigate recontamination after heating. However, it
cannot be applied to evaluate the original microbial contamination level of raw material in
cooked products, since most food microorganisms are inactivated by heat. Thus, further
methods such as molecular biological methods are required to reconstruct the DNA of target
microorganisms in raw material in cooked products. By using quantitative PCR (qPCR), it is
possible to quantify the relative amount of target microorganisms by so-called “colony
forming units per gram equivalent” (cfu/g equivalent). According to their common presence
in food and their relevance to meat spoilage as mentioned above, four bacterial groups,
namely Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, B. thermosphacta and Staphylococcus spp.
were selected as target organisms in this study. The objective was to develop multiplex gPCRs
in order to detect and to quantify these four bacterial groups in heat-treated meat products,
such as spoiled “Lyoner-type” sausages (produced in-house) and “Bologna-type” sausages

(German: “Briihwurst”) purchased at retail.

2 Material and Methods
2.1 Samples
2.1.1 Reference microbial strains

A total of 68 microbial species (69 strains, see Table 1) were included in this study in order to
validate the specificity and sensitivity of the developed multiplex gPCRs. Almost all of these
species were isolated from different food items in-house at the Chair of Food Safety, LMU
Munich. Eleven species/strains from four bacterial target groups from the family
Enterobacteriaceae (n = 3), and the genera Staphylococcus (n = 3), Pseudomonas (n = 3) and
B. thermosphacta (n = 2, see Table 2) were used to establish standard curves for the multiplex

qPCRs.
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2.1.2 Meat samples

During 2018 - 2019, fresh meat samples (n = 15, each 1 - 2 kg) from pork shoulder were
collected independently from five butchers in Southern Bavaria, Germany. All fresh meat
samples were collected within 24 hours after slaughtering. Twelve samples thereof were
purposefully spoiled through storage under natural conditions (see Section 2.2). An additional
three fresh meat samples (including fat from the back) were used for the production of

Lyoner-type sausages with variable ratios of spoiled meat (see Section 2.3).

Ground meat used for evaluating potential matrix effects was obtained from a local
supermarket. Ten grams of ground meat were filled in a falcon tube and submitted for Gamma
ray irradiation (200 kGy, Synergy Health GmbH, Germany) in order to destroy any DNA. Other
samples used for matrix effect evaluation were spoiled meat (stored at 22 °C for 2 days) and
inhouse-made raw sausage. The latter two samples were chosen on condition that the original
amount of target bacteria had to be lower than the amount of each inoculated bacterial group

(< 7.0 vs. 8.4 logio cfu/g, respectively, see Section 2.5).

After development and validation of the multiplex qPCRs with all samples described above,
they were further applied to 30 “Bologna-type” sausages (German: “Brihwurst”) such as
Lyoner, Gelbwurst, Wiener Wirstchen, Bockwurst, Jagdwurst, Mortadella, Schinkenwurst,
Fleischwurst, Bierschinken and Leberkdse. Bologna-type sausages are defined by German
guiding principles for meat and meat products (Leitsatze fiir Fleisch und Fleischerzeugnisse,
2019). The main compositions of these heated sausages are raw minced meat, sodium
chloride or other salts for technological solubilization and water or ice. The mixture is finally
treated with heat (e.g. boiling, baking and frying) until the core temperature of the sausages
is approximately 72 - 75 °C (Beck et al., 2008; Leitsatze fiir Fleisch und Fleischerzeugnisse,
2019). By treating with heat, the muscle protein of the meat coagulates and the sausage
becomes and stays firm. Eighteen of these Bologna-type sausages were sampled in seven
supermarkets, the other twelve sausages were obtained from seven butchers in Southern

Bavaria, Germany.
2.2 Spoilage of meat under natural conditions

Twelve fresh meat samples were naturally spoiled and investigated independently. About 1 kg

of each pork sample was cut under sterile conditions into small pieces (approximately
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5 x5 x 5cm) which were equally separated into two subsamples. Each subsample was placed
in a sterile plastic box and loosely covered with a top. The subsamples were stored aerobically
at 4 °Cfor 20 days and at 22 °C for 6 days, respectively. The microbial investigation (see Section
2.5) of each subsample was carried out on day 0 (day of acquisition, = fresh meat) and day 6,
day 13 and day 20 for meat stored at 4 °C. Meat stored at 22 °C was investigated on day 1, day
2, day 3 and day 6 after acquisition. Additionally, each subsample of meat was grossly
investigated for spoilage appearance on the day of microbial investigation. According to the
deviation of odor, color and consistency, they were classified on a spoilage scale including

“moderately” or “strongly spoiled”.
2.3 Production of Lyoner-type sausages containing spoiled meat

For the validation of the multiplex gqPCRs, three independent replicates of Lyoner-type
sausages, containing spoiled meat were produced in-house at the Chair of Food Safety (LMU
Munich, Germany). Each replicate was divided into four subsamples of sausages, with each
having a different percentage of fresh meat being replaced by spoiled meat (stored at 22 °C

for 2 days): 0% (only fresh meat), 5%, 12% and 25% spoiled meat.

For a single approach, each fresh pork sample from the shoulder (2 kg) was divided into two
parts. The first part (1.5 kg) was stored at -20 °C for 2 days and the second part (0.5 kg) was
naturally spoiled at 22 °C for 2 days. The microbiological investigation of both meat parts was
carried out as described in Section 2.5 on the day they were processed into Lyoner. The
inhouse-made Lyoner-type sausage contained about 48.6% fresh and variable ratios of spoiled
meat (as described above), 24.3% fresh pork backfat , 24.3% ice, 1.8% nitrate pickling salt,
0.5% cutter aids and 0.5% Lyoner condiment. All ingredients (about 1.0 kg) were mixed
together in a meat cutter (Retsch, Germany) and then filled in a synthetic sausage-casing. One
sausage was taken as a control for microbial investigation prior to heating (see Section 2.5).
The remaining sausages were heated in a convector oven (Rational, Germany) up to a core-
temperature of 72 °C for 2 min. After that, they were cooled down at a room temperature of

18 °C.
2.4 Sample preparation for culturing and for DNA extraction

All samples were aseptically taken out from their packages and sausage-casing. For irradiated

ground meat, fresh and spoiled meat and raw Lyoner-type sausages produced from fresh meat
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(see Section 2.1, 2.2 and 2.3), 10 g of the sample and 90 ml peptone water (Merck, Germany)
were homogenized for 90 sec using a laboratory stomacher. Since all Bologna-type sausages
from retail/butchers (see Section 2.3) possessed a firm and elastic consistence, the
preparation of samples was modified as follows: 20 g of the sample and 180 ml peptone water
were homogenized for 20 sec using a food mixer (Krups, type KB3031, Germany), and after
that the homogenate was transferred into a stomach bag and further homogenized for 5 sec
in a stomacher. The homogenates (dilution 10-1) of all sample types were processed for DNA
extraction (see Section 2.6), while only homogenates from raw meat (fresh and spoiled) and

raw sausages were further serially diluted for culturing (see Section 2.5).
2.5 Cultural methods

For pork and raw sausage samples described in Section 2.2 and Section 2.3, each homogenate
sample (10-1, see Section 2.4) was serially diluted up to dilution 10-8. After that, 100 pl of 3
appropriate dilutions were spread on 4 selective agars: Violet-Red-Bile-Dextrose Agar (VRBD;
Merck, Germany) for Enterobacteriaceae, Cetrimid-Fucidin-Cephalothin Agar (CFC; Oxoid,
United Kingdom) for Pseudomonas spp., Streptomycin-Thallium-Acetate Agar (STA; Oxoid,
United Kingdom) for B. thermosphacta and Baird-Parker Agar (BP; VWR International and
Merck, Germany) for Staphylococcus spp. Each selective agar was incubated under the
following conditions: anaerobically at 30 °C for VRBD, aerobically at 25 °C for CFC and STA and
aerobically at 37 °C for BP. Colony counting of all agar plates was performed after 48 hours of

incubation.

Each bacterial species (n = 11, Table 2) used for establishing standards for multiplex qPCRs
was subcultured on columbia blood agar (Oxoid, United Kingdom) and incubated aerobically
for 48 hours at temperatures as described above. After that, the colonies were harvested by
flushing the plate with 4 ml of 0.9% sterile sodium chloride (NaCl). One milliliter of cell
suspension was serially diluted in 9 ml of 0.9% NaCl up to dilution 10-12. Then, 100 pl of
dilutions 10® - 102 were spread on plate count agars (Merck, Germany), which were
subsequently incubated aerobically for 48 hours at the same temperatures as described
above. The rest of the original cell suspension was stored at -20 °C to prevent further growth
of bacteria. After the plate counting was completed, the number of cells in the original
suspension (cfu/ml) was calculated accordingly. Each bacterial suspension was adjusted to 10°

cfu/ml sodium chloride. Then, they were mixed equally with other bacteria within the same
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group (Enterobacteriaceae | Pseudomonas / B. thermosphacta / Staphylococcus). After that,
all four groups were mixed together in equal amounts, until bacterial numbers reached 2.5 x
102 cfu/ml sodium chloride within each group. This mixture of the four bacterial target groups
was further diluted (1:10, final concentration = 2.5 x 107 cfu/ml) in sodium chloride and in each
homogenate of irradiated meat, spoiled meat and raw sausage (see Section 2.4).
Subsequently, all bacterial suspensions (with matrices) were processed for DNA extraction and
for gPCR in order to evaluate the effect of sample matrices and to establish a standard dilution

for the quantification of the bacterial target groups in multiplex qPCRs.
2.6 DNA extraction

First, the influence of sample matrices (sodium chloride, meat, irradiated meat, sausage) on
the efficiency of DNA extraction was evaluated. The pure culture suspension and artificially
contaminated homogenate samples (see Section 2.4) were processed for DNA extraction using
a commercially available ISOLATE Il Genomic DNA Kit (Bioline, United Kingdom). 200 pl of
sample suspension were first mixed with 10 pl of lysozyme (20 mg/ml in 10 mM Tris-HCl, pH:
8.0; final concentration = 1 mg/ml) and incubated for 30 min at 37 °C. The following steps from
pre-lysis with buffer GL, protein digestion with enzyme proteinase K to the extraction of DNA
were performed according to the instruction manual of the DNA extraction kit. After
evaluation of the matrix effect by qPCR, the DNA extraction of all other homogenate samples
(dilution 10 - 1, see Section 2.4) was carried out as described above. Each sample was

extracted twice and the extracts were independently subjected to multiplex gPCRs.
2.7 Multiplex gPCRs

Primers and probes were designed using the online software provided by NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). The 16S rRNA genes of representative
species of each bacterial group from NCBI (Pseudomonas putida (accession: KF278708),
Serratia proteamaculans (AB334771), B. thermosphacta (AY543024) and Staphylococcus
aureus (BX571856)) were used as templates to design primers and probes. The primarily
selected sequences were individually compared with the 16S rRNA gene of about 205 bacterial
species provided in the Genbank (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome, data not
shown), to make sure that there were at least 2 - 3 mismatching base pairs with other bacterial
groups. These 205 bacterial species included lactic acid producing bacteria (n = 54),

Enterobacteriaceae (n = 34), Pseudomonas (n = 7), Staphylococcus (n = 24), Clostridium (n =
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30), B. thermosphacta (n = 3 strains) and other bacteria (n = 54). Additionally, the selected
sequences were also tested for binding to mitochondria and chloroplasts of eight plant
species, as well as mitochondria of four live stock animal species. After that, the specificity
and sensitivity of the final primer pair and probe combinations were determined according to
Lemmon and Gardner (2008) by testing DNA extracts of 63 bacterial and five yeast species
(see Table 1). The equation for the sensitivity is false negatives divided by (true positives +
false negatives) and for the specificity is false positives divided by (true negatives + false
positives). Table 3 shows the sequences of primers and probes of the two multiplex qPCRs
developed in this study. The first multiplex gPCR aimed to detect and quantify
Enterobacteriaceae and Staphylococcus spp., whereas the second multiplex qPCR was
designed for Pseudomonas spp. and B. thermosphacta. While three bacterial groups could be
detected using one probe for each group, two probes were required to detect all species of
Staphylococcus. Probe Staph 151-Hex detected only 10 Staphylococcus species including S.
aureus, since it had 3 base mismatches with the other 12 species of Staphylococcus. Therefore
probe Staph 154-Hex was additionally designed and combined with probe Staph151-Hex. Both
probes were used in the same reaction tube of the multiplex gPCR in order to detect almost

all Staphylococcus species, if present in meat products.

For quantification of bacterial target groups in samples, a 10-fold dilution of the DNA extract
with matrix (spoiled meat) was applied as a standard dilution in both multiplex gPCRs. The
concentration of each bacterial group in the standard dilution ranged from 2.5 x 108 to 2.5 x
10! cfu equivalent/g meat. Two DNA extracts of each sample were quantified independently
using the multiplex gPCRs. The mean values of both DNA extracts were used to evaluate the

bacterial contamination level of meat.

Each PCR reaction, either for single or multiplex gPCRs, contained 0.25 uM primer, 0.1 uM
probe, 10 pl SensiFAST™ Probe No-ROX Kit (Bioline, United Kingdom) and 2 pl DNA template.
The volume was filled up to 20 ul with H20. The amount of DNA in each extract used for PCR
amplification was variable between very low (or not detectable in some fresh meat samples)
to 4.5 ng/ul (in spoiled meat), measured by using a NanoPhotometer (type NP80 mobile,
Implen GmbH, Germany). The multiplex gPCR runs were carried out using the Biorad CFX96
Touch™ (Biorad, United States). The qPCR program started with initial denaturation at a
temperature of 95 °C for 5 min, followed by 45 cycles in a series of denaturation at 95 °C for

10 sec and annealing and elongation at 60 °C for 30 sec.
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2.8 Statistical analysis

The results obtained by culturing (cfu/g) and by multiplex qPCRs (cfu/g equivalent) were
compared for their relative accuracy (RA) as described by Pennacchia et al. (2009) and Martin
et al. (2006). Relative accuracy is a method to determine how close a measured value
(multiplex gPCR) is to a standard value (culture). The relative accuracy (%) was applied to 12
pork samples (naturally spoiled at 4 °C and 22 °C) and to all inhouse-made raw/cooked Lyoner-
type sausages including their raw material (fresh and spoiled meat). Additionally, t-test
analysis (OriginPro 2020, Origin Labs) with level of significance p < 0.05 was applied to inhouse-
made raw/cooked sausages and their raw material in order to evaluate the comparability

between both laboratory methods.
3 Results
3.1 Development of two multiplex gPCRs

In this study, a total of 4 single qPCR systems (reactions and reagents, see Section 2.7) were
primarily developed in order to detect and to quantify four bacterial groups, namely
Pseudomonas, Enterobacteriaceae, B. thermosphacta and Staphylococcus. All four gPCR
systems were independently analyzed for their specificity and sensitivity by testing DNA
extracts of 68 bacterial species (see Table 1). The gPCR systems to detect Pseudomonas,
Enterobacteriaceae and B. thermosphacta showed specificities and sensitivities of 100%. The
sensitivity of the qPCR for Staphylococcus was 100%, but the specificity was 99%, since one of
the two probes for Staphylococcus slightly binds to the 16S rRNA gene of Bacillus cereus. At
bacterial concentrations of 107 cfu/ml, the Ct-value of the false positive Bacillus was above
36.0 PCR cycles, while Ct-values of Staphylococcus spp. were between 19.2 and 20.2 PCR

cycles.

The influence of matrix types on the efficiency of DNA extraction and PCR amplification was
analyzed by comparing the Ct-values obtained from each matrix type (sodium chloride,
irradiated meat, spoiled meat and raw sausage, see Section 2.1) artificially contaminated with
the mixture of four bacterial target groups (contained 2.5 x 107 cfu/ml per group, see Section
2.5). The Ct-values and standard deviations obtained from all artificially contaminated matrix
types were 19.82+0.49, 18.35+0.22, 17.35+0.27 and 19.84+0.25 PCR cycles for Pseudomonas,

Enterobacteriaceae, B. thermosphacta and Staphylococcus, respectively. The results show that
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the matrix types such as irradiated meat, spoiled meat and raw sausage had no significant
effect on the efficiency of DNA extraction and PCR amplification, since the Ct-values obtained
from those matrices are almost the same as the Ct-values obtained from artificially

contaminated sodium chloride.

DNA extracts of spoiled meat suspensions artificially contaminated with four bacterial groups
as described above were serially diluted, containing 2.5 x 102 to 2.5 x 102 cfu/g per group of
target bacteria, in order to establish the standard dilutions for qPCRs. Fig. S1 (see
supplementary data) exemplarily shows the fluorescence signal of samples as well as standard
curves obtained from a single run of two multiplex qPCRs. The slopes and PCR efficiencies of

standard curves from all PCR runs (n = 9) were -3.15 (+0.14) and 107.8 (+6.6)% for

Pseudomonas, -3.55 (+0.08) and 91.1 (+2.8)% for Enterobacteriaceae, -3.51 (+0.12) and 92.8
(+4.3)% for B. thermosphacta and -3.52 (+0.17) and 92.4 (+5.7)% for Staphylococcus. The limit
of quantification was 2.5 x 103 cfu/g for Pseudomonas and Enterobacteriaceae and 2.5 x 10?
cfu/g for B. thermosphacta and Staphylococcus. The limit of detection of all multiplex qPCRs

was 1.0 logio under the limit of quantification.

In order to reduce the time of investigation and material costs of using four independent qPCR
systems, a single multiplex gPCR was subsequently developed. Primers and probes for all
bacterial groups were included in one gPCR reaction tube. However, the results showed that
the intensity of fluorescence signals of some probes was impaired; the limit of quantification
was one logio level higher than that of the single qPCR systems. Therefore, two multiplex
gPCRs were finally developed as shown in Table 3. The limit of quantification and limit of
detection of both multiplex gPCRs for target bacterial groups were similar to those obtained

by the above-described single gPCR systems.
3.2 Growth of target microorganisms

Growth of target microorganisms on naturally spoiled meat (n = 12) was determined by
cultural methods (see Fig. 1). The original amount of target bacteria on fresh meat, sampled
at the day of acquisition (day 0) from butchers, was variable from less than 2.0 logio cfu/g for
all target bacterial groups to 4.0 logio cfu/g for Enterobacteriaceae and Staphylococcus and up

to 6.0 logio cfu/g for Pseudomonas and B. thermosphacta.
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For almost all meat samples stored at 22 °C, all target organisms reached a growth plateau
between day 2 and day 3 of storage (see Fig. 1). The number of target bacteria on the last day
of testing (day 6) was between 9.0 and 10.0 logio cfu/g for Pseudomonas and
Enterobacteriaceae, independent from their initial contamination at day 0. For B.
thermosphacta and Staphylococcus, growth started to stagnate at day 3 and their number at
day 6 was variable (between 6.0 and 10.0 logio cfu/g), which corresponded to their initial
contamination load at day 0. No growth of B. thermosphacta and Staphylococcus was

observed in 5 and in 4 meat samples investigated at day 6, respectively.

For meat samples stored at 4 °C (data not shown), almost all target organisms reached their
growth plateaus by day 13. Only Pseudomonas reached the same number as obtained from
meat stored at 22 °C, namely 8.5 - 10.0 logio cfu/g. The highest amounts of the other 3 target
bacteria between day 6 and day 20 were between 6.0 and 10.0 logio for Enterobacteriaceae,
6.0 - 9.0 logio for B. thermosphacta and 4.0 - 7.5 logio cfu/g for Staphylococcus. Only in one
sample from day 20, Pseudomonas could not be isolated. Enterobacteriaceae,
B. thermosphacta and Staphylococcus were not detectable in 5, 2 and 4 samples at day 6, in

2, 3 and 5 samples at day 13, and in 6, 6 and 8 samples at day 20 of storage, respectively.
3.3 Comparison of qPCR and culture

Cultivation is a gold standard method to detect and quantify target microorganisms in meat
and meat products. Therefore, in order to validate the applicability of the developed multiplex
gPCRs, results have to be compared. Difference (A) of logio cfu/g and relative accuracy (RA)

were evaluated for comparison.

For this purpose, all meat suspensions (n = 96, dilution 10°!) previously used for serial dilution
for culturing (see Section 3.2) were processed for DNA extraction and subsequent multiplex
gPCRs. The target organisms were quantified using standard dilutions of DNA extracts of
spoiled meat artificially contaminated with four groups of bacteria as described in Section 3.1.
The quantitative results of all samples obtained from multiplex gPCRs were converted to their

log1o cfu/g equivalent.

Fig. 2 shows the Alogio cfu/g and relative accuracy (RA, in percentage) of the results obtained
from both methods. As these results in Fig. 2 show, the RA values were between 89 and 125%

for Pseudomonas, 87 - 141% for Enterobacteriaceae, 68 - 147% for B. thermosphacta and
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76 - 152% for Staphylococcus within the A +1.0 logio cfu/g. Higher A (+) logio values (> A (+)2.0
logi0) were mostly from samples with no growth on agar as described in Section 3.2, but the
DNA could be detected and quantified. Samples with Alogio values of less than A (-)2.0 logio,
especially samples tested for Staphylococcus and B. thermosphacta, were solely from meat
with obvious spoilage appearance (day 2, 3 and 6 stored at 22 °C and day 13 and 20 stored at
4 °C). The results of this Section show that samples with A (+)1.0 log1o cfu/g were 56.8%, 46.3%,
50.5% and 41.1% for Pseudomonas, Enterobacteriaceae, B. thermosphacta and
Staphylococcus, respectively. Percentages of samples with A > (-)1.0 logio values were 77.9%,
85.3%, 71.6% and 66.3% for Pseudomonas, Enterobacteriaceae, B. thermosphacta and

Staphylococcus, respectively.
3.4 Reconstruction of target DNA in Lyoner-type sausages

After comparing the results of multiplex gPCRs and cultures obtained from 96 subsamples of
fresh and naturally spoiled meat, three independent Lyoner-type sausages with variable ratios
of spoiled meat (0%, 5%, 12% and 25%) were produced in-house, at the Chair of Food Safety,
LMU Munich (Germany). Culturing was applied for fresh and spoiled meat as well as for raw
sausages, whereas the multiplex gPCRs were applied to all types of samples including cooked
sausages. The results of both methods were, again, compared using relative accuracy (RA) and

additionally t-test analysis (OriginPro 2020, Origin Labs).

Fig. 3 shows the results obtained from culturing (logio cfu/g) and from multiplex gPCRs (logio
cfu/g equivalent) of all six sample groups (fresh meat, spoiled meat, sausage with 0%, 5%,
12%, 25% of spoiled meat). For two fresh meat samples and their raw/cooked Lyoner-type
sausages (0% spoiled meat), the number of target microorganisms detected by multiplex
gPCRs was higher than by cultivation (RA > 130%). In one fresh meat sample all target
microorganisms were below the limit of detection, tested by both cultivation and qPCR (RA =
100%). For spoiled meat and raw/cooked Lyoner-type sausages containing 5%, 12% and 25%
of spoiled meat, the logio cfu/g obtained by multiplex qPCR and culture was similar (RA =90 -
110%). By using t-test analysis, the difference (A) of logio cfu/g between gqPCRs and culturing
obtained from samples within the same group (six groups, see Fig. 3) was not statistically

significant (p > 0.05).

When comparing the different sausage groups using t-test analysis, the detected amounts

(both by culturing and by qPCR) of Pseudomonas, Enterobacteriaceae, B. thermosphacta and
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Staphylococcus were increasing (or at least tended to increase) in sausages containing higher
ratios of spoiled meat (0% < 5% < 12% and < 25%, Fig. 3). Howeuver, it has to be stated that
differences between plate count and gPCR or within the same method lower than 1 logiocfu/g
could be considered as experimental error. Table S1 (supplementary file) shows the results of
t-test analysis between the sausage groups. For the culturing method, the amount of three
target bacteria (Pseudomonas, Enterobacteriaceae and B. thermosphacta) in raw sausages
containing spoiled meat (5%, 12% and 25%) compared to raw sausages containing only fresh
meat were statistically significant (p < 0.05). However, there was no statistical difference
between raw sausages containing 5% vs. 12% and vs. 25% spoiled meat. For the multiplex
gPCRs, only Pseudomonas and B. thermosphacta in sausages containing spoiled meat (12%
and 25%) were statistically different from sausages containing only fresh meat, in both raw
and cooked sausages. Regarding the genus Staphylococcus, there was no difference between

groups of sausages, neither using culturing methods nor multiplex qPCRs.

In order to classify the sausage quality, the guidance and critical values for fresh pork and
ground meat (DGHM, 2014) were used as reference values for sausages in this study. In Fig. 3,
the red lines are the guidance and critical values, namely 6.0, 5.0 and 3.5 logio cfu/g for
Pseudomonas, Enterobacteriaceae and coagulase positive Staphylococcus, respectively. No
reference value is available for B. thermosphacta. Thus, the value for B. thermosphacta was
based on the results of fresh and spoiled pork obtained in this study and on the values which
were reported to be found in fresh and spoiled beef by Ercolini et al., 2006, Pennacchia et al.,
2009 and Russo et al., 2006, namely 6.0 logio cfu/g. All Lyoner-type sausage samples (raw and
cooked) containing spoiled meat (5%, 12%, 25%) showed contamination levels of all four
target bacteria around or above the guidance and critical values, investigated with both

multiplex gPCRs and culturing.

The target microorganisms in Lyoner condiment, nitrate pickling salt and cutter aids were
guantified using the developed multiplex gPCRs and standard dilutions as described above.
The amounts of Pseudomonas, Enterobacteriaceae, B. thermosphacta and Staphylococcus in
Lyoner condiment were 6.7, 6.9, 5.8 and 3.4 logio cfu/g equivalents, respectively. The amount
of all target microorganisms in cutter aids and nitrate pickling salt ranged from not detectable
to 3.5 logio cfu/g equivalent. According to the production of these sausages, 5 g Lyoner
condiment were mixed to a total volume of 1000 g sausage. Therefore, numbers of target

microorganisms in Lyoner condiment supposed to be found in sausages were 4.4, 4.6, 3.5 and
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1.2 logio cfu/g for Pseudomonas, Enterobacteriaceae, B. thermosphacta and Staphylococcus,
respectively. Thus, the high amount of target microorganisms in Lyoner condiment had no
guantitative influence on the total amount of investigated bacteria in all sausages, except for
one raw/cooked Lyoner-type sausage, which was produced only from fresh meat and where

target microorganisms were below the limit of detection.
3.5 Quantification of target organisms in commercially available sausages

Thirty “Bologna-type” sausages (in German: Briihwurst, see Section 2.1.2) randomly sampled
at retail and butchers in the region of Munich and Southern Bavaria (Germany) were analyzed
with the developed multiplex gPCRs. Fig. 4 shows the amounts of all four target
microorganisms found in each Brihwurst sample. The average number of target bacteria in
all samples (n=30) was 4.7+0.7 (2.0 - 5.9) logio for Enterobacteriaceae, 4.2+0.7 (2.8 - 8.4) log1o
for Staphylococcus, 5.3+0.7 (3.8 - 6.8) logio for Pseudomonas and 3.9+1.4 (1.6 - 7.2) logio cfu/g
for B. thermosphacta. Among all target bacterial groups, the amount of B. thermosphacta
found in samples was very variable. The red lines are the adopted guidance and critical values
as described in Section 3.4. Nine samples concerning Enterobacteriaceae, four samples
concerning Pseudomonas and two samples concerning B. thermosphacta had contamination
levels at or above the guidance and critical values. A total of 25 samples contained
Staphylococcus above the critical values for fresh pork and ground meat according to DGHM

(2014), which is applied for coagulase positive Staphylococcus.

A total of 14 samples, marked with blue filling (Fig. 4), contained high values of either
Pseudomonas, Enterobacteriaceae, or both species in quantities higher or only slightly below
the guidance and critical values. They were categorized as suspicious samples regarding the
microbial contamination of meat or of other components used for sausage production.
Suspicious samples tested for B. thermosphacta and Staphylococcus are also marked in blue

in order to present the complexity of microorganisms in each sample.
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4 Discussion

The quantification of Pseudomonas, Enterobacteriaceae, B. thermosphacta and
Staphylococcus in fresh meat, spoiled meat and raw sausages using the developed multiplex
gPCRs provided similar results to the culturing method, and was later successfully applied to
cooked sausages in this study. Fresh meat is generally not sterile and contaminated with
microorganisms. It contains variable amounts of bacteria from not detectable (< 2.0) up to 5.8
logio for Pseudomonas, < 2.0 to 4.0 logio for Enterobacteriaceae, < 2.0 to 6.3 logio for B.
thermosphacta and about 2.0 to 6.0 logio cfu/g for Staphylococcus (this study; Al-Tarazi et al.,
2009; Ercolini et al., 2006; Li et al., 2014; Pennacchia et al., 2009; Pennacchia et al., 2011;
Russo et al., 2006; Shale et al., 2005). According to the European Regulation No. 178/2002,
meat containing a high number of undesirable bacteria is classified as spoiled and is not
allowed to be further processed for human consumption either as a fresh or a heated product.
During storage of meat, spoilage microorganisms grow continuously and can reach growth
plateaus which are above the guidance and critical values for fresh and ground meat, e.g. 6.0,
5.0 and 3.5 logio cfu/g for Pseudomonas, Enterobacteriaceae and coagulase positive
Staphylococcus, respectively (DGHM, 2014). For B. thermosphacta, the defined guidance value
of 6.0 logio cfu/g in this study is a summarized result from various studies. Although the counts
of B. thermosphacta found in fresh pork and fresh beef were very variable, all meat samples
stored aerobically and classified as spoiled contained this species > 6.0 logio cfu/g (this study;

Ercolini et al., 2006; Pennacchia et al., 2009; Russo et al., 2006).

In this study, the growth of Pseudomonas and Enterobacteriaceae was not influenced by
temperature conditions and apparently not by the growth of other microorganisms or the
level of meat spoilage. Both bacterial groups reached their maximal counts at a similar level
of 9.0 - 10.0 logio cfu/g, independent of their initial contamination and storage temperatures.
Similar results were also observed in other studies (such as Bruckner et al., 2012; Ercolini et
al., 2006; Giannuzzi et al., 1998; Koutsoumanis, 2001; Li et al., 2014; Pennacchia et al., 2011
and Seydim et al., 2006). Pseudomonas and some psychrotrophic Enterobacteriaceae, such as
Serratia liquefaciens and Proteus vulgaris, can produce protease to break down the myosin of
meat (Beldk et al., 2011; Losantos et al., 2000; Signorini et al., 2007; Wickramasinghe et al.,
2019), thus they can compete better with other bacteria in meat to gain their own nutrient
for their metabolism. In this study, both bacterial groups were identified as the main spoilage

microorganisms of pork meat under aerobic conditions. Unlike Gram-negative Pseudomonas
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and Enterobacteriaceae, the growth curve of Gram-positive B. thermosphacta and
Staphylococcus depended on the initial contamination levels and their growth plateau was
variable between 6.0 and 10.0 logio cfu/g. Many strains of B. thermosphacta and
Staphylococcus found in food could produce none or very few protease enzymes, thus they
may not be able to compete with proteolytic bacteria such as Pseudomonas and
Enterobacteriaceae, as described above (Casaburi et al., 2015; Ruaro et al., 2013; Signorini et
al., 2003). This could be an explanation as to why the growth stagnation of B. thermosphacta
was observed in some samples in this study and in the studies of Jiang et al. (2010) and
Pennacchia et al., (2011). Additionally, high loads of competitive microorganisms such as
growth of Pseudomonas (Doulgeraki and Nychas, 2013; Ercolini et al., 2006) and lactic acid
bacteria could inhibit the growth of B. thermosphacta (Russo et al., 2006). According to the
results, the involvement of Staphylococcus in spoilage of meat is still unclear and until now,
there are no reports which allow comparison with the results of the present study. Their

growth stagnation may be caused by similar factors as described for B. thermosphacta.

In order to detect these four target microorganisms in heat-treated meat products, two
multiplex gPCRs were developed in this study. The sensitivity (100%), specificity (99 - 100%)
and the limit of quantification (2.0 - 3.0 logio cfu/g of each microorganism) were deemed to
be sufficient for further application in meat samples. The analysis of applicability of the
developed multiplex gPCRs compared to the standard culturing method was performed using
fresh and spoiled meat samples (n = 96). There were samples of which the values obtained
from culture were higher than from gPCR, especially in some heavily spoiled meat samples
from day 2, 3 and day 4 stored at 22 °C and from day 20 stored at 4 °C. This could be due to
PCR inhibitors produced by rotten meat and/or due to an inhibitory influence of a high load
of background microorganisms (Pennacchia et al., 2009; Taylor et al.,, 2005; Wolffs et al.,
2004). Although the matrix effects were tested in this study and no significant difference was
observed among four types of matrices (sodium chloride, irradiated meat, meat moderately
spoiled for two days and raw sausage), the condition of moderately spoiled meat may not
represent the exact condition of strongly spoiled meat. In our opinion, the differences of
gPCRs and cultures > -1.0 logio cfu/g are acceptable, since gPCRs can detect inactivated
microorganisms. Allin all, percentages of samples with an acceptable applicability of multiplex
gPCR were 77.9% for Pseudomonas, 85.3% for Enterobacteriaceae, 71.6% for

B. thermosphacta and 66.3% for Staphylococcus.
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The developed multiplex qPCRs were further applied to inhouse-produced Lyoner-type
sausages and their raw materials. Spice (Lyoner condiment) was found to be highly
contaminated with target microorganisms but had no or only little influence on the total
guantity of target bacteria in almost all Lyoner-type sausages. Two fresh meat samples were
found to be highly contaminated with target microorganisms by multiplex gPCRs, whereas the
culturable cells were much lower. This could be due to the fact that fresh meat samples were
frozen for two days before they were thawed and used for sausage production, so parts of the
target bacteria probably died, which led to a lower culturable number of target bacteria. For
spoiled meat and raw/cooked Lyoner-type sausages containing 5%, 12% and 25% of spoiled
meat, the logio cfu/g obtained from multiplex gPCRs and culture were similar (RA =90 - 110%).
Additionally, by using t-test analysis, no statistically significant difference was observed
between multiplex gPCRs and culture applied to the same samples (except boiled sausages,
of which no cultures were made). Therefore, the results showed a similar applicability of
multiplex gPCRs and culture. After treatment with heat, the detected amounts of target
bacteria were slightly decreasing compared to raw sausages, however not statistically
significant by t-test. Additionally, their RA of 97.2% + 6.8 was in the optimal range. Therefore,
a combination of homogenization techniques with a food mixer followed by a stomacher,
which was applied for all Bologna-type sausages, was found to be an optimal sample

preparation technique to achieve the highest possible amount of DNA extract.

By using t-test analysis to compare the sausage groups tested with the same methods, the
statistical difference depended on the amount of bacteria in fresh meat (variable, up to 6.0
logio) and the level of spoiled meat (generally > 8.0 logio cfu/g), quantified either by culture
or gqPCR. In this study, if spoiled meat contained 1 x 10® cfu/g and fresh meat contained
1.0 - 5.0 x10° cfu/g, sausages containing 5%, 12% and 25% spoiled meat, should consequently
contain 5 x 108, 1.2 x 107 and 2.5 x 107 cfu/g, respectively. The differences were within the
same log level, and may not be significantly displayed by either culturing method or gPCR.
However, as found in both cultures and multiplex gPCRs in this study, the differences in the
amounts of Pseudomonas and B. thermosphacta in sausages containing 12% and 25% spoiled
meat and sausages containing only fresh meat, were statistically significant. If the amount of
bacteria in fresh meat was very low (e.g. < 5.0 logio), the statistical difference may also be
found for sausages containing fresh meat and sausages containing 5% spoiled meat, as found

by using the cultural method. According to the results of t-test analysis, Pseudomonas and
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B. thermosphacta should be considered as indicators for spoiled meat being used in the

sausage production process.

Apart from the statistical analysis as described above, in terms of food safety and food quality,
a quantitative result of each food sample has to be evaluated individually by comparing to the
provided guidance and critical values. For Lyoner-type sausages containing spoiled meat (5%,
12% and 25%), the amounts of three target organisms (Pseudomonas, Enterobacteriaceae and
B. thermosphacta) were above the guidance and critical values (6.0, 5.0 and 6.0 logio cfu/g,
respectively) for the same samples measured by both methods as described above. The critical
value for Staphylococcus (3.5 logio cfu/g, DGHM, 2014) applies to coagulase positive strains,
while the multiplex gPCR used in this study was able to detect most of Staphylococcus species
independently of their ability to produce coagulase. Consequently, all Lyoner-type sausages
seemingly contained Staphylococcus above the critical values established only for coagulase
positive staphylococci such as S. aureus. Similar results were obtained from culture, since all
Staphylococcus-like colonies were counted without differentiation between coagulase
positive or negative. Therefore, the findings of culturing and molecular signals higher than the
critical value for coagulase positive staphylococci in this study, do not represent a potential

risk for human consumption.

For Bologna-type sausages sampled at retail/butchers, 14 of 30 samples had a contamination
level of Pseudomonas and/or Enterobacteriaceae around or above the guidance and critical
values and were thus preliminary classified as suspicious. The amount of B. thermosphacta in
each Bologna-type sample from retail/butchers was very variable, but only 2 of 14 suspicious
samples showed values above the defined guidance values in this study. The contamination
levels of Staphylococcus in these products were as variable as the contamination levels of
Pseudomonas and Enterobacteriaceae. Because the numbers of Staphylococcus in individual
samples had no relation to both main spoilage species, it might be interesting to further
investigate if these Staphylococcus originated from the environment of processing plants.
According to all the results, Pseudomonas, Enterobacteriaceae and B. thermosphacta play an
important role in meat spoilage and the high amount of at least one of these species may
indicate the use of spoiled meat in the production process of sausages. Additionally, a
molecular biological method to detect coagulase positive staphylococci such as S. aureus
should be further established since its heat-stable enterotoxins are an important aspect of

Food Safety (Kadariya et al., 2014; Le Loir et al., 2003 Nychas et al., 2008). For products
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identified as “suspicious”, further investigations are required to clarify whether the presence
of the bacteria was a result of recontamination after heating or if they were originally in/on

the meat and/or in other ingredients.
5 Conclusion

In total, 15 pork samples and 12 inhouse-made Lyoner-type sausages containing variable
ratios of spoiled meat (0%, 5%, 12% and 25%) were used to demonstrate the applicability of
two new multiplex gPCR methods. Both were successfully used as a rapid and reliable method
to quantify the original microbial contamination in heat-treated meat products regarding
three spoilage microorganisms (Pseudomonas, Enterobacteriaceae and B. thermosphacta)
and one environmental bacterium (Staphylococcus). Furthermore, 30 Bologna-type sausages
from retail and randomly chosen butchers were exemplarily investigated with these multiplex
gPCRs. The results showed that there are some suspicious samples occurring in retail and
provided evidence, that some sausages may have been produced using meat contaminated
with bacterial levels above the guidance and critical values. Consequently, the developed
multiplex gPCRs of this study can help to detect possible cases of Food Fraud and thus may be

supportive tools to improve consumer protection.

Supplementary data to this article can be found online at

https://doi.org/10.1016/].ijfoodmicro.2020.108932.
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Tables and figure legends

Table 1: Microorganisms for validation of the specificity and sensitivity of multiplex qPCRs

Microbial group

Species

Enterobacteriaceae

Staphylococcus

Pseudomonas

Brochothrix

Lactobacillales

Other bacteria

Yeasts

Citrobacter freundii*, Enterobacter cloacae*, Erwinia persicina**,
Escherichia coli*, Hafnia alvei*, Klebsiella oxytoca**, Klebsiella
pneumoniae*, Kluyvera ascorbata**, Pantoea agglomerans**,
Pectobacterium carotovorum**, Proteus mirabilis*, Rahnella
aquatilis**, Salmonella Enteritidis*, Serratia proteamaculans**,
Shigella sonnei*, Yersinia intermedia**

Staphylococcus aureus*, S. capitis**, S. epidermidis*,

S. equorum™*, S. haemolyticus**, S. hominis**, S. hyicus*,
S. intermedius*, S. pseudintermedius®, S. saprophyticus**,
S. succinus**, S. warneri**, S. xylosus**

Pseudomonas aeruginosa*, P. fluorescens*, P. fragi*, P. lundensis*,
P. putida™

Brochothrix thermosphacta*/**(2 strains)

Carnobacterium divergens**, Car. maltaromaticum**, Leuconostoc
citreum**, Leu. mesenteroides**, Enterococcus faecalis*, Ent.
faecium*, Ent. hirae**, Ent. mundtii**, Lactobacillus agilis**, Lac.
curvatus**, Lac. fuchuensis**, Lac. plantarum**, Lac. sakei**, Lac.
versmoldensis**, Lactococcus vividescens, Streptococcus infantis**,
Str. oralis**, Str. sanguinis**

Acinetobacter pittii**, Arthrobacter castelli **, Bacillus cereus*,
Bac. licheniformis**, Brevibacterium casei**, Clostridium
estertheticum*, Clos. perfringens*, Micrococcus luteus¥,
Rhodococcus hoagii* Solibacillus silvestris**

Candida zeylanoides*, Debaromyces hansenii*, Kazachstania
psychrophila*, Rhodotorula glutinis**, Yarrowia deformans*

* Species provided by the German collection of Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ,

Braunschweig, Germany)

** Species originating from various food samples (meat, sausages, musk melon) isolated in-house at
the Chair of Food Safety, Ludwig Maximilian University (LMU) of Munich, Germany and identified to
species level by MALDI-TOF MS



4 PUBLIKATION

72

Table 2: Bacterial species for establishing a standard curve for multiplex qPCRs

Bacterial group Species Source*
Enterobacteriaceae Citrobacter freundii DSM 30039
Hafnia alvei DSM 30079
Proteus mirabilis DSM 788
Staphylococcus Staphylococcus epidermidis DSM 1798
Staphylococcus hyicus DSM 20459
Staphylococcus intermedius DSM 20373
Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa DSM 1128
Pseudomonas lundensis DSM 6252
Pseudomonas putida DSM 291
Brochothrix Brochothrix thermosphacta DSM 20171

Brochothrix thermosphacta

Chair of Food
Safety, LMU

*DSM: The reference species are from the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(DSMZ); Chair of Food Safety, LMU: Isolated from ground meat (pork) and confirmed by MALDI-TOF

MS
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Table 3: Multiplex qPCRs with primers and probes used for detection and quantification of

the bacterial target groups

Multiplex  Specificity Primers and Sequence (direction 5°-3") Fragment
gPCR probes length
Enterobacteriaceae Eb 707-F ATCTGGAGGAATACCGGTGG
Eb 1066-R CAACATTTCACAACACGAGCTG 359 bp
1 Eb 848-Cy5 Cy5-CGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGT-BHQ2
Staphylococcus spp. Staph 123-F TGGATAACCTACCTATAAGACTG
Staph 413-R ATCCGAAGACCTTCATCACTC 290 bp
Staph 151-Hex  Hex-ACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACC-BHQL
Staph 154-Hex  Hex-CCGGGAAACCGGGGCTAATGC-BHQL
Pseudomonas spp. Pseu 658-F AGAGGGTGGTGGAATTTCCTG
Pseu 733-R TCAGTGTCAGTATCAGTCCAGG 75 bp
Pseu 694-Cy3.5  Cy3.5-GTAGATATAGGAAGGAACACCAGTG-BHQ2
2 Brochothrix Bro 70-F ACGGATAAAGAGCTTGCTCTTTTG
thermosphacta Bro 281-R TCGGCTATGGATCGTCGCCT 211 bp

Bro 157-FAM

FAM-AGAAATCGATGCTAATACCGAATGTGCTG-BHQ1
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Fig. 1: Box whisker plots are showing growth behavior of four target microorganisms (cfu/g)
on meat (n = 12) stored at 22 °C for six days, determined by cultivation. Lines above and
below the box plots are maximal and minimal values of the dataset. The boxes indicate
ranges between the median of the lower and upper half of the dataset. The bars within the

boxes are the median values of all samples.
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Fig. 2: Bar charts showing distribution of samples according to their Alogio cfu/g and relative
accuracy (RA, in percentage) between multiplex qPCRs and culturing obtained from a total of

96 subsamples of fresh and naturally spoiled meat.
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Fig. 3: Box whisker plots showing a comparison of results obtained by qPCRs and culture with
a total of six sample groups: two meat (fresh and spoiled meat as raw material for sausage
production) and four sausage types (raw/cooked Lyoner-type containing 0%, 5%, 12% and 25%
of spoiled meat). Methods used for comparison were relative accuracy (RA, %) and t-test
analysis. Red lines (-----) are guidance and critical values adopted for meat and inhouse-made
sausages in this study. Lines above and below the box plots are maximal and minimal values
of the dataset. The boxes indicate ranges between the median of the lower and upper half of
the dataset. The bars within the boxes are the median values of all samples. The slope and
PCR efficiencies (%) of the standard curve of each bacterial group were -3.64 (+0.11) and 88.3%
(+3.5) for Enterobacteriaceae, -3.61 (+0.08) and 89.2% (+2.9) for Staphylococcus, -3.18 (+0.08)
and 104.9% (+3.3) for Pseudomonas and -3.50 (+0.10) and 93.0% (+3.7) for B. thermosphacta.
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Fig. 4: Results of multiplex gPCRs obtained from 30 Bologna-type sausages. Red lines (-----) are
guidance and critical values adopted for products in this study. Bars with blue filling were
considered as suspicious samples according to the high contamination with Pseudomonas and
Enterobacteriaceae. The slope and PCR efficiencies (%) of the standard curve of each bacterial
group were -3.56 and 90.8% for Enterobacteriaceae, -3.55 and 91.2% for Staphylococcus, -3.24
and 103.3% for Pseudomonas and -3.43 and 95.6% for B. thermosphacta.
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Supplementary Data

Table S1: Results of t-test analysis by comparing between sausage groups (containing 0%, 5%, 12%
and 25% spoiled meat) using the same quantification methods. P < 0.05 = statistically significant
(marked with color).

% Culture-raw gPCR-cooked
. . gPCR-raw sausages
Bacterial group Spoiled sausages sausages
meat 5% 12% 25% 5% 12% 25% 5% 12% 25%
Pseudomonas 0% 0.011 0.007 0.005|0.099 0.040 0.021|0.500 0.005 0.007
5% 0.357 0.186 0.185 0.074 0.005 0.007
12% 0.250 0.238 0.088
Enterobacteriaceae 0% 0.028 0.016 0.011|0.202 0.110 0.073|0.500 0.112 0.047
5% 0.237 0.119 0.268 0.158 0.112 0.047
12% 0.285 0.324 0.173
B. thermosphacta 0% 0.043 0.035 0.024|0.094 0.052 0.041|0.500 0.003 0.004
5% 0.481 0.321 0.146 0.052 0.003 0.004
12% 0.206 0.224 0.085
Staphylococcus 0% 0.127 0.099 0.059|0.497 0.272 0.284|0.500 0.330 0.185
5% 0.479 0.342 0.336 0.335 0.330 0.185
12% 0.305 0.482 0.363
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5 Diskussion

5.1 Wachstum der Zielkeime auf verdorbenem Fleisch

Die Komplexitdat und die Menge an initialen Mikroorganismen auf frischem Fleisch werden
vom Schlachtprozess und den nachfolgenden Verarbeitungsschritten beeinflusst (Nychas et
al., 2008; Schwaiger et al., 2012). Die anfangliche mikrobielle Kontamination des Fleisches, die
Temperatur und die Lageratmosphdre haben grofRen Einfluss auf das Wachstum und die
Zusammensetzung der Verderbsmikrobiota von Fleisch (Gill und Newton, 1978).

Vier bakterielle Gruppen (Pseudomonas, Enterobacteriaceae, B. thermosphacta und
Staphylococcus) wurden aufgrund ihrer Prasenz in Lebensmitteln und ihrer Relevanz in den
Bereichen Fleischhygiene und Fleischverderb als Zielkeime fiir diese Studie ausgewahlt. In den
vorliegenden kulturellen Untersuchungen von frischem und verdorbenem Fleisch dieser

Studie wurde die Auswahl bestatigt.

Frisches Fleisch ist nicht steril sondern mit Mikroorganismen kontaminiert, auch wenn diese
nicht mittels Kultur oder molekularbiologischer Methoden, wie beispielsweise PCR, detektiert
werden kénnen, da der Kontaminationslevel haufig unterhalb der Nachweisgrenze liegt
(Ercolini et al., 2006; Li et al., 2014; Pennacchia et al., 2011). Trotzdem wurde innerhalb der
vorliegenden Arbeit und in Ubereinstimmung mit anderen Studien, in frischem Fleisch eine
variable Anzahl an Bakterien gefunden, welche von nicht nachweisbar (< 2,0 logio) bis zu 5,8
logio KbE/g fur Pseudomonas (diese Studie;Ercolini et al., 2006; Pennacchia et al., 2011), < 2,0
bis zu 4,0 KbE/g logio flr Enterobacteriaceae (diese Studie; Ercolini et al., 2006; Li et al., 2014;
Russo et al., 2006), < 2,0 bis 6,3 logio KbE/g flr B. thermosphacta (diese Studie; Ercolini et al.,
2006; Pennacchia et al., 2011; Russo et al., 2006) und 2,0 bis 6,0 log1o KbE/g flir Staphylococcus
(diese Studie; Al-Tarazi et al., 2009; Shale et al., 2005) betrug.

Pseudomonas sind Gram-negative Bakterien, die die Verderbsmikrobiota von aerob
gelagertem Fleisch dominieren (Gill und Newton, 1978). Dies wurde auch im Rahmen dieser
Studie bestatigt .

Die Familie der Gram-negativen Enterobacteriaceae spielt hauptsachlich dann eine Rolle beim
Fleischverderb, wenn die Kihlkette nicht eingehalten wurde (Nychas et al.,, 2008). In der
vorliegenden Arbeit wurden Enterobacteriaceae sowohl in kihl gelagertem verdorbenem

Fleisch nachgewiesen als auch in verdorbenem Fleisch, das bei Raumtemperatur gelagert
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wurde. Deren Anzahl war jedoch in dem verdorbenen Fleisch, das bei Raumtemperatur
gelagert wurde, hoher und wurde schneller erreicht.

B. thermosphacta ist ein Gram-positives Bakterium, das auf Fleisch wachsen kann, welches
entweder aerob oder anaerob oder in MA gelagert wird (Gribble und Brightwell, 2013;
Pennacchia et al., 2009; Pin et al., 2002). Sein Wachstum wird hauptsachlich mit dem Verderb
von frischem Fleisch und Fleischprodukten in Verbindung gebracht (Borch et al., 1996;
Pennacchia et al.,, 2009). Auch in der hier vorliegenden eigenen Studie wurde
B. thermosphacta regelmafig auf frischem Fleisch nachgewiesen. Wahrend des
Verderbsprozesses kam es jedoch im Vergleich zu Pseudomonas oder Enterobacteriaceae zu
einem variableren Anstieg in der Keimzahl.

Gram-positive Staphylokokken sind vornehmlich auf frischem Fleisch vorhanden, wobei die
Spezies S. aureus aufgrund seiner hitzestabilen Enterotoxine eine wichtige Rolle fiir die
Lebensmittelsicherheit spielt (Dainty und Mackey, 1992; Le Loir et al., 2003; Nychas et al.,
2008). AuBerdem ist das Vorkommen Methicillin-resistenter S. aureus auf Fleisch ein zentrales
Thema im Bereich Public Health (Bernier-Lachance et al., 2020). In der eigenen Arbeit wurde
zudem das Vorkommen von Staphylococcus auf verdorbenem, aerob gelagertem Fleisch

nachgewiesen.

Die Wachstumskurve der Zielkeime (Pseudomonas, Enterobacteriaceae, B. thermosphacta
und Staphylococcus) in den natirlich verdorbenen Fleischproben (n = 12) wurde mittels Kultur
ermittelt und analysiert. Pseudomonas und Enterobacteriaceae wurden dabei in dieser Studie
als die Hauptverderbserreger von Schweinefleisch unter aeroben Lagerungsbedingungen
identifiziert.

Das Wachstum der beiden Bakteriengruppen wurde weder von der Lagerungstemperatur
(4 °Coder 22 °C), noch von dem Wachstum anderer Mikroorganismen oder dem Verderbsgrad
des Fleisches beeinflusst. Pseudomonas und Enterobacteriaceae erreichten ihre
Maximalwerte auf einem &dhnlichen Niveau von 9,0 - 10,0 logio KbE/g, unabhéngig von der
Lagertemperatur und ihrer anfanglichen Konzentration (< 2,0 bis 6,0 logio KbE/g
beziehungsweise < 2,0 bis 4,0 logio KbE/g). Von ahnlichen Ergebnissen berichten auch andere
Studien (Bruckner et al., 2012b; Ercolini et al., 2006; Giannuzzi et al., 1998; Koutsoumanis,
2001; Li et al., 2014; Pennacchia et al., 2011; Seydim et al., 2006).

Pseudomonas und psychrotrophe Enterobacteriaceae, wie Serratia spp., sind in der Lage,

Proteasen zu produzieren, die das Myosin des Fleisches auflosen (Fox et al., 1989; Signorini et
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al., 2007; Wickramasinghe et al., 2019). Diese Fahigkeit tragt dazu bei, im Konkurrenzkampf
mit anderen Bakterien einen Vorteil zu erlangen und an Nahrstoffe flir den eigenen

Stoffwechsel zu gelangen.

Anders als die Wachstumskurven der Gram-negativen Pseudomonas und Enterobacteriaceae,
waren die der Gram-positiven B. thermosphacta und Staphylococcus von ihrem jeweiligen
anfanglichen Kontaminationslevel abhangig. Deren Wachstumsplateau lag zwischen 6,0 - 10,0
log1o KbE/g.

Casaburi et al. (2014) kommen in einer Studie zu dem Schluss, dass B. thermosphacta nicht
von der Fleischmikrobiota beeinflusst wird. Im Gegensatz hierzu ergab die hier vorliegende
Studie den Einblick, dass B. thermosphacta beim fortschreitenden Fleischverderb oftmals im
Wachstum stagniert, was mit den Ergebnissen von Jiang et al. (2010) und Pennacchia et al.
(2011) Gbereinstimmt.

Einige Stamme von B. thermosphacta und Staphylococcus, die aus Lebensmitteln isoliert
wurden, kénnen keine oder wenig Protease produzieren. Daher kdnnten B. thermosphacta
und Staphylococcus gegeniber den Protease-produzierenden Pseudomonas und
Enterobacteriaceae im Nachteil und unfahig sein, sich gegen diese zu behaupten (Casaburi et
al., 2014; Ruaro et al., 2013; Signorini et al., 2007). Dieser Aspekt konnte eine Erklarung dafur
sein, dass in der hier vorliegenden Studie und den Studien von Jiang et al. (2010) und
Pennacchia et al. (2011) in manchen Proben eine Stagnation des Wachstums von
B. thermosphacta beobachtet wurde.

Ein anderer Grund fiir den Wachstumsstillstand von B. thermosphacta kdonnte die stark
vorhandene Begleitmikrobiota im verdorbenen Fleisch sein (Drosinos und Board, 1995; Russo
et al., 2006). Zudem fiihrt eine groRe Anzahl an Milchsdurebakterien in verdorbenem Fleisch
zu einem pH-Wert Abfall, was sich negativ auf das Wachstum von B. thermosphacta auswirkt

(Russo et al., 2006).

Die Wachstumskurve von Staphylococcus verhielt sich &dhnlich zu derjenigen von
B. thermosphacta, mit maximalen Keimzahlen in verdorbenem Fleisch von 5,0 - 10,0 logio
KbE/g. Die Stagnation im Wachstum konnte an denselben Ursachen liegen wie fur
B. thermosphacta beschrieben. Staphylokokken sind Bewohner von Haut und Schleimh&uten

von Menschen und Sdugetieren (Byrd et al., 2018; Rho et al., 2001). Zwar wurden einige
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Spezies wie S. xylosus, S. succinus und S. pasteuri von frischem und gekihltem rohen Fleisch
isoliert (Doulgeraki et al., 2012; Ercolini et al., 2006; Nychas et al., 2008), jedoch scheinen sich
Staphylokokken nicht ausschlieBlich an Fleisch als 6kologische Nische angepasst zu haben. lhre
Beteiligung am Fleischverderb ist bislang unklar und es gibt keine Studien, die einen Vergleich

mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit dieser Studie erlauben.

Fleisch, das eine hohe Anzahl an unerwiinschten Mikroorganismen enthalt, wird als verdorben
angesehen. Es ist verboten, verdorbenes Fleisch fiir den menschlichen Verzehr in den Verkehr
zu bringen, unabhangig davon ob es roh oder verarbeitet ist (VO (EG) Nr. 178/2002).
Mikrobiologische Richt- und Warnwerte zur Beurteilung von Lebensmitteln sind von der
Deutschen Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie veréffentlicht. Diese Richtwerte
informieren (ber produktspezifische Mikroorganismen und akzeptable Keimbelastungen bei
guter Herstellungs- und Hygienepraxis (DGHM, 2018a).

Wird ein Richtwert durch Verderbserreger lberschritten, fir die es keine Warnwerte gibt,
miissen weitere Kriterien wie sensorische Eigenschaften zur Beurteilung des Lebensmittels
herangezogen werden (DGHM, 2018a). Bei Uberschreiten der Warnwerte werden die
Grundsatze der guten Hygiene- und Herstellungspraxis verletzt und im Falle pathogener

Mikroorganismen ist eine Gesundheitsgefahrdung der Verbraucher moglich (DGHM, 2018a).

Wahrend des Fleischverderbs wachsen Verderbserreger kontinuierlich und koénnen
Wachstumsplateaus erreichen, die Gber den Warn- und Richtwerten der DGHM fir frisches
Fleisch und Hackfleisch liegen, wie 6,0 logio KbE/g fir Pseudomonas, 5,0 logio KbE/g fir
Enterobacteriaceae und 3,5 logio KbE/g flir koagulasepositive Staphylococcus (DGHM, 2014b).
B. thermosphacta ist in den Richt- und Warnwerten der DGHM nicht aufgefiihrt, daher wurde
in dieser Studie der Wert von 6,0 logio KbE/g als Richtwert festgelegt. Dieser Wert wurde auf
Grundlage mehrerer Studien gewahlt: Obwohl die Anzahl von B. thermosphacta auf frischem
Schweine- und Rindfleisch zwischen < 2,0 und 6,3 logio KbE/g variierte, enthielten alle aerob
gelagerten, fur verdorben befundenen Fleischproben einen Gehalt von > 6,0 KbE/g an

B. thermosphacta (Ercolini et al., 2006; Pennacchia et al., 2009; Russo et al., 2006).
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5.2 Entwicklung der Multiplex gPCRs

Ziel dieser Studie war es, eine Methode zu entwickeln, um das Vorkommen von
Verderbserregern in erhitzten Fleischprodukten nachzuweisen. Kulturelle Methoden gelten
als Goldstandard, um Bakterien in Lebensmitteln nachzuweisen und zu quantifizieren. Fiir den
Nachweis von Rekontaminationen nach der Herstellung erhitzter Fleischprodukte kdénnen
diese Methoden angewandt werden. Jedoch kann mittels Kultur nicht der urspriingliche
mikrobielle Zustand der verwendeten, rohen Ausgangsmaterialien ermittelt werden, da die
Uberwiegende Zahl der lebensmittelrelevanten Mikroorganismen durch Erhitzung abgetotet
wird.

Daher sind andere diagnostische Werkzeuge no6tig, um die urspringliche Mikrobiota
evaluieren zu kénnen. Mittels quantitativer PCR (qPCR) ist es moglich, die hitzestabile DNA zu
detektieren und dariiber Art und Anzahl der Zielkeime als ,koloniebildende Einheiten pro

Gramm dquivalent” (KbE/g dquivalent) zu quantifizieren.

Aufgrund der in 4.1. beschriebenen Kriterien wurden vier Keimgruppen (Pseudomonas,
Enterobacteriaceae, B. thermosphacta und Staphylococcus) als Zielkeime fiir die Entwicklung
zweier multiplex qPCRs ausgewahlt. Die beiden multiplex gPCRs wurden mit insgesamt vier
spezifischen Primerpaaren und finf Sonden entwickelt, um die Zielkeime in erhitzten
Fleischprodukten zu detektieren und zu quantifizieren.

Die Primer und Sonden wurden anhand eines Sequenzabgleichs des 16S rRNA Genabschnitts
zwischen den Zielkeimgruppen und anderen Fleisch- und Umweltbakterien (n = 205)
entwickelt, die in der Genbank (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) bereitgestellt
werden. Die Sensitivitdt und Spezifitdt der Primer und Sonden wurde anhand der DNA-
Extrakte von diversen Mikroorganismen (n=68 Spezies und 69 Stamme, siehe Tabelle 7)
evaluiert.

Die 68 Spezies beinhalten sowohl Bakterien und Hefen der Mikrobiota von frischem und
verdorbenem Fleisch als auch ubiquitdar vorkommende Keime und pathogene Erreger, die

regelmaRig auf Fleisch zu finden sind.
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Tabelle 6: Multiplex gPCRs mit Primern und Sonden fiir die Detektion und Quantifizierung
der Zielkeime
Multiplex Spezifitat Primer Sequenz (5°- 3") Fragment-
qPCR lange in
und
Basen-
Sonden paaren
1 Entero- Eb707-F ATCTGGAGGAATACCGGTGG 359
bacteriaceae
Eb1066-R CAACATTTCACAACACGAGCTG
Eb848- Cy5-CGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGT-BHQ2
Cy5
Staphylococcus ~ Staph123-F  TGGATAACCTACCTATAAGACTG 290
spp.
Staph413-R  ATCCGAAGACCTTCATCACTC
Staph151-  Hex-ACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACC-
Hex BHQ1
Staph154-  Hex-CCGGGAAACCGGGGCTAATGC-BHQ1
Hex
2 Pseudomonas Pseu658-F  AGAGGGTGGTGGAATTTCCTG 75
spp.
Pseu733-R  TCAGTGTCAGTATCAGTCCAGG
Pseu694- Cy3.5-GTAGATATAGGAAGGAACACCAGTG-
Cy3.5 BHQ2
Brochothrix Bro70-F ACGGATAAAGAGCTTGCTCTTTTG 211
thermosphacta
Bro281-R TCGGCTATGGATCGTCGCCT
Brol57- FAM-
EAM AGAAATCGATGCTAATACCGAATGTGCTG-

BHQ1
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Tabelle 7: Mikroorganismen fiir die Validierung der Spezifitat und Sensitivitat der

Multiplex gPCRs

Keimgruppe

Spezies

Enterobacteriaceae

Citrobacter freundii*, Enterobacter cloacae*, Erwinia persicina**,
Escherichia coli*, Hafnia alvei*, Klebsiella oxytoca**, Klebsiella
pneumoniae*, Kluyvera ascorbata**, Pantoea agglomerans*¥*,
Pectobacterium carotovorum**, Proteus mirabilis*, Rahnella
aquatilis**, Salmonella Enteritidis*, Serratia proteamaculans**,
Shigella sonnei*, Yersinia intermedia**

Staphylococcus

Staphylococcus aureus*, S. capitis**, S. epidermidis*,

S. equorum**, S. haemolyticus**, S. hominis**, S. hyicus*,
S. intermedius*, S. pseudintermedius®, S. saprophyticus**,
S. succinus**, S. warneri**, S. xylosus**

Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa*, P. fluorescens*, P. fragi*, P. lundensis*,
P. putida*

Brochothrix

Brochothrix thermosphacta*/**(2 Stamme)

Lactobacillales

Carnobacterium divergens**, Car. maltaromaticum**, Leuconostoc
citreum**, Leu. mesenteroides**, Enterococcus faecalis*, Ent.
faecium*, Ent. hirae**, Ent. mundtii**, Lactobacillus agilis**, Lac.
curvatus**, Lac. fuchuensis**, Lac. plantarum**, Lac. sakei**, Lac.
versmoldensis**, Lactococcus vividescens, Streptococcus infantis**,
Str. oralis**, Str. sanguinis™**

Andere Bakterien

Acinetobacter pittii**, Arthrobacter castelli **, Bacillus cereus*,
Bac. licheniformis**, Brevibacterium casei**, Clostridium
estertheticum*, Clos. perfringens*, Micrococcus luteus¥,
Rhodococcus hoagii* Solibacillus silvestris**

Hefen

Candida zeylanoides*, Debaryomyces hansenii*, Kazachstania
psychrophila*, Rhodotorula glutinis**, Yarrowia deformans*

*Spezies aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig,

Deutschland)

**Spezies aus verschiedenen Lebensmittelproben (Fleisch, Wurst, Zuckermelone), isoliert am
Lehrstuhl flr Lebensmittelsichereit, Ludwig-Maximilians-Universitat (LMU) Minchen, Deutschland
und identifiziert auf Speziesebene mittels MALDI-TOF MS

Alle Primer-Sonden-Kombinationen wiesen eine Sensitivitdat von 100 % und somit eine hohe

richtig-positiv-Rate ohne falsch-negative Ergebnisse auf. In der Studie von Lemmon und

Gardner (2008) wird offensichtlich, dass PCR-Assays oftmals mangelhafte Sensitivitaten

aufweisen. Den Grund dafiir sehen Lemmon und Gardner (2008) in der PCR-Entwicklung auf

Grundlage konservierter Genregionen, ohne dabei die Variationen der Zielregionen in
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Betracht zu ziehen.

In der Vergangenheit hat sich jedoch das Wissen um die bakterielle Genetik stetig erweitert
und in Gendatenbanken sind zahlreiche DNA-Sequenzen frei zuganglich. Die Sensitivitat der
gPCRs in dieser Studie liegt nun bei 100 %. Zudem wurden spezifische Primerpaare und
spezifische Sonden fir die jeweiligen Zielkeime entwickelt, die im Vergleich zu der
Verwendung von universal auf alle Bakterien anwendbare Primern eine hohere Sensitivitat
erzielen kénnen.

Die Spezifitat der Primer und Sonden lag bei 100 % fiir Pseudomonas, Enterobacteriaceae und
B. thermosphacta. Das qPCR System flir den Nachweis von Staphylococcus wies eine Spezifitat
von 99 % auf, da eine der beiden Staphylococcus-Sonden auch leicht an das 16S rRNA Gen von
Bacillus cereus bindet. Jedoch liegt der Ct-Wert bei einer Bakterienkonzentration von
107 KbE/ml fur Bacillus cereus bei iber 36,0; bei Staphylococcus liegt der Ct-Wert hingegen
zwischen 19,2 und 20,2 PCR-Zyklen. Aufgrund der hohen Ct-Werte von Bacillus cereus und der
Tatsache, dass Bacillus cereus beim Verderbsprozess von Fleisch keine Rolle zu spielen scheint,

kann dieser falsch-positive Wert vernachlassigt werden.

Die Nachweisgrenzen der gPCRs fir die Zielkeime, ermittelt durch Standardkurven, betragen
2,5 x 10® KbE/g fir Pseudomonas und Enterobacteriaceae und 2,5 x 102 KbE/g fur
B. thermosphacta und Staphylococcus. Zwar sind die Nachweisgrenzen fiir Pseudomonas und
Enterobacteriaceae eine Log-Stufe hoher als diejenigen fir B. thermosphacta und
Staphylococcus, jedoch erreichten die beiden zuerst genannten Keimgruppen die hochsten
Keimzahlen in den Verderbsexperimenten. Nur drei von 96 Proben, ausgenommen die Proben
ohne jegliches Wachstum, wiesen Werte unterhalb der Nachweisgrenze fiir Pseudomonas auf.
Dies macht eine hohere Nachweisgrenze fiir Pseudomonas und Enterobacteriaceae im
Vergleich zu B. thermosphacta und Staphylococcus, die in niedrigeren Konzentrationen
vorkamen, akzeptabel.

Die Nachweisgrenzen fiir B. thermosphacta und Staphylococcus sind zufriedenstellend. Diese
Keime wurden haufig in frischem Fleisch nachgewiesen (Nychas et al., 2008; Pennacchia et al.,
2009), bei dem eine geringere Anzahl zu erwarten ist und daher eine niedrige Nachweisgrenze

(2,5 x 10? KbE/g) fir deren Nachweis benétigt wird.

Ein Grund fiir hohere Nachweisgrenzen kénnte sein, dass das Multiplex qPCR-Assay jeweils

zwei Bakteriengruppen simultan nachweist und daher fiir das PCR-Programm ein Kompromiss
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in der Annealing-Zeit und -Temperatur, die fir die jeweiligen Bakterien optimal waéren,
gefunden werden muss.

Auch fallt auf, dass die beiden Gram-negativen Vertreter Pseudomonas und
Enterobacteriaceae hohere Nachweisgrenzen haben. Es konnte daher flr das Erreichen einer
niedrigeren Nachweisgrenze erwogen werden, eine andere DNA-Extraktionsmethode zu

wahlen, die als effektiv flir Gram-negative Keime bestatigt wurde (McOrist et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit stellten sich die Paarungen Enterobacteriaceae + Staphylococcus
(Multiplex gqPCR 1) und Pseudomonas + B. thermosphacta (Multiplex qPCR 2) aufgrund
niedrigerer Nachweisgrenzen und intensiveren Fluoreszenzsignalen der qPCRs als jeweils
beste Kombination heraus. Dabei werden jeweils ein Gram-positiver mit einem Gram-
negativen Zielkeim kombiniert, weshalb ein universell anwendbares DNA-Extraktionskit
verwendet wurde.

Bei der DNA-Extraktion gestaltet sich die Zell-Lysis von Gram-positiven Keimen aufgrund ihrer
Peptidoglykan-Schicht innerhalb der Zellwand schwieriger als bei Gram-negativen Keimen
(Litzinger und Mayer, 2010; Ulrich und Hughes, 2001). In der eigenen Studie weisen die Gram-
positiven Keime dagegen eine niedrigere Nachweisgrenze auf. Eine Ursache dafiir konnte sein,
dass das verwendete DNA-Extraktionskit durch einen zusatzlichen Schritt, der eine
vorausgehende Lysozym-Inkubation beinhaltet, erganzt wurde, um die Effizienz der DNA-
Extraktion fiir Gram-positive Keime zu erhdhen. Das Enzym Lysozym spaltet Mucokomplex-

Polymere und kann somit die Zellwand Gram-positiver Keime auflésen (Jawetz et al., 2013).

Neben den genannten Aspekten, die die Nachweisgrenzen beeinflussen kdnnen, muss zudem
die Gute der Primer wie beispielsweise deren Sequenzliange, Basenreihenfolge und
Schmelztemperatur bedacht werden. Unterschiede innerhalb der Spezifizitat oder
Konzentration der Primer kénnen die Ausbeute einer PCR deutlich beeinflussen (Konrad und
Busch, 2010), was zu unterschiedlichen Nachweisgrenzen fiihren kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Primer aus Griinden der praktischen Handhabung fir
die Routinediagnostik jeweils in derselben Konzentration verwendet. Um die Nachweisgrenze
fiir den jeweiligen Zielkeim zu erhohen, kénnten die Konzentrationen von Primer und Sonden
der Multiplex gPCRs entsprechend optimiert werden. Dieser Schritt ist aufwendig und wurde
nicht naher verfolgt, da die Nachweisgrenze der Zielkeime zwischen 2,5* 102 und 2,5*103

KbE/g fir den Zweck dieser Studie ausreichen, wie bereits oben beschrieben.
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Auch die Anzahl des bakteriellen 16S rRNA Gens, das als Zielsequenz der gPCRs in dieser Studie
dient, kdnnte eine Rolle in Bezug auf unterschiedliche Nachweisgrenzen spielen. Die rRNA
Gene sind oftmals auf einem Operon zusammen gelagert, von welchem es mehrere Kopien
pro Bakterienzelle gibt (Stoddard et al., 2015).

Vergleicht man die Anzahl dieser Operone von Vertretern der vier Zielkeimgruppen dieser
Studie (Tabelle 8), so fallt auf, dass B. thermosphacta die hochste Anzahl an Kopien der rRNA
Operone aufweist und gleichzeitig die Multiplex gPCR fiir diesen Keim eine niedrigere
Nachweisgrenze (2,5*102 KbE/g) im Vergleich zu Pseudomonas und Enterobacteriaceae
(jeweils 2,5*103 KbE/g) erreicht. Auch Vertreter der Familie der Staphylokokken besitzen
weniger Kopien des rRNA Operons im Vergleich zu B. thermosphacta. Allerdings ist die
Nachweisgrenze fur Staphylococcus gleich hoch wie fiir B. thermosphacta. Dies konnte daran
liegen, dass sich Staphylokokken traubenférmig zusammen lagern (Gatermann und Miksits,
2009) und daher im Vergleich zu der komplexen Morphologie von B. thermosphacta
(Rattanasomboon et al., 1999; vergleiche Abschnitt 2.2.2.1) mehr Bakterienzellen pro Kolonie
aufweisen kénnten.

Tabelle 8: Anzahl der Kopien des 16S rRNA Gens.
Quelle: https://rrndb.umms.med.umich.edu

Keimgruppe Spezies Anzahl der Kopien des 16S
rRNA Gens

Pseudomonas P. aeruginosa 4

P. lundensis 7

P. putida 5-8
Enterobacteriaceae Citrobacter freundii 8

Hafnia alvei 7-8

Proteus mirabilis 7
Brochothrix B. thermosphacta 9
Staphylococcus S. epidermidis 5-6

S. hyicus 6

S. aureus 4-6
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5.3 Vergleich zwischen Kultur und Multiplex qPCRs

Um die Anwendbarkeit der entwickelten Multiplex gPCRs im Vergleich zu kulturellen
Methoden zu evaluieren, wurden frische und verdorbene Schweinefleischproben (n =96)
verwendet. Zwei Vergleichsmethoden, der Unterschied (A) der logio KbE/g und die ,relative
accuracy” (RA), wurden dafiir angewandt. Werte von A logio KbE/g nahe 0 und RA-Werte nahe
100 % deuten auf eine hohe Ahnlichkeit der Ergebnisse beider Werte hin. Unterschiede von

A+1,0 logio KbE/g wurden als akzeptabel bewertet.

Bei einigen Proben (siehe Abbildungen 1- 4) waren die mittels Kultur ermittelten Werte hoher
als diejenigen der qPCR. Dies war vor allem bei stark verdorbenen Proben von Tag 2, 3 und 6,
gelagert bei 20 °C, der Fall. Ein Grund dafiir konnten PCR-Inhibitoren im verdorbenen Fleisch
sein (Wolffs et al., 2004). Zwar wurden in dieser Studie Matrixeffekte getestet und dabei kein
signifikanter Unterschied zwischen den vier Matrices (Natriumchlorid, bestrahltes Fleisch,
leicht verdorbenes Fleisch von Tag 2 und rohe Wurst) festgestellt, jedoch reprasentiert die
Matrix von leicht verdorbenem Fleisch nicht die Konditionen von stark verdorbenem Fleisch.
Eine DNA-Aufreinigung oder eine Filtration der DNA vor der PCR um die PCR-Inhibitoren zu
minimieren (Rodriguez-Lazaro et al.,2004) konnten Optionen sein, um die Ausbeute der PCR
zu erhohen. Dies hatte jedoch auch einen héheren Zeitaufwand zur Folge.

Auch eine hohe Anzahl von Begleitkeimen im Fleisch kann einen hemmenden Effekt ausiiben,
was in niedrigeren Werten der gPCRs im Vergleich zur Kultur resultiert (Pennacchia et al.,
2009). Eine Verdlinnung der Proben vor der DNA-Extraktion und anschlieRender gPCR ware

ein Ansatz, um diesen Effekt zu minimieren.

Die Wahl des Baird-Parker-Agars ist eine weitere Komponente, die die vergleichsweise
hoheren Werte der Kultur fir den Nachweis von Staphylococcus erklaren kénnte. Bei der
Auswertung der Baird-Parker-Agarplatten wurde mittels MALDI-TOF MS bestatigt, dass auch
die Gattungen Micrococcus und Macrococcus auf diesem Agar wachsen. Beide Gattungen
stellten sich als schwarze, kleine (< 1 mm im Durchmesser) Kolonien dar und wurden fir die
Quantifizierung von Staphylococcus nicht mitgezahlt, da nur Kolonien mit einer GrofSe von
> 1 mm berlcksichtigt wurden. Jedoch ist nicht auszuschlieBen, dass trotzdem Kolonien von
Micrococcus oder Macrococcus, die nahezu 1 mm Durchmesser hatten, falschlicherweise als

Staphylococcus gehalten wurden. Dies konnte eine Erklarung fiir die gréBere Menge an
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detektierten Staphylococcus mittels Kultur im Vergleich zur qPCR sein, da die beiden Sonden

Staph 151 und Staph 154 spezifisch fur Staphylococcus sind.

Erstaunlicherweise wurde in dieser Studie, wie unter 4.2. beschrieben, eine niedrigere
Nachweisgrenze fir die Gram-positiven Zielkeime im Vergleich zu den Gram-negativen
festgestellt, obwohl Erstere im Vergleich zu Gram-negativen Bakterien eine robustere
Zellwand haben, die fiir die DNA-Extraktion aufgespalten werden muss (Cremonesi et al.,
2006; Ulrich und Hughes, 2001).

Die robustere Zellwand konnte jedoch eine Rolle beim Vergleich zwischen Kultur und qPCR
der zwei Gram-positiven Zielkeime spielen, wenn die Werte derselben Probe bei der
kulturellen Untersuchung hoher ausfallen als bei der gPCR. Allerdings wurden die Proben, wie
schon in 4.2. erwahnt, vor der DNA-Extraktion mit Lysozym inkubiert, was die Effizienz der
Zell-Lysis, vor allem bei Gram-positiven Bakterien, erhdht (Bostréom et al., 2004; Jawetz et al.,
2013). Daher ist die Rolle einer robusteren Zellwand Gram-positiver Keime in dieser Studie

vernachlassigbar.

Andererseits gab es auch Proben, deren Werte fir die jeweiligen Zielkeime, ermittelt durch
die qPCRs, héher waren als die der Kultur (siehe Abbildungen 1 - 4 ). Ein Grund dafir liegt in
der Tatsache, dass die PCR DNA von sowohl lebendigen als auch toten Bakterienzellen
amplifiziert. Dies ist fir den Nachweis bakterieller DNA in erhitzten Wurstwaren essenziell, da
mithilfe der entwickelten gPCRs eine Rekonstruktion des urspriinglichen Bakteriengehalts der
Rohware erfolgen soll und keine Risikobeurteilung des erhitzten Lebensmittels. Da die
kulturelle Untersuchung hierbei an ihre Grenzen kommt, stellen die qPCRs deren Erganzung
fiir die Beurteilung der Keimbelastung der Ausgangsprodukte dar.

Anwendungsfehler wie ungeniigende Homogenisierung vor dem Ausplattieren, falsche
Bebriitungskonditionen, zu kurze Bebritungsdauer der Agarplatten oder Fehler im Auswerten
und Berechnen der KbE/g kénnen in dieser Studie aufgrund strenger interner Kontrollen

ausgeschlossen werden.

Hohe Werte der Relative Accuracy sind erstrebenswert, insbesondere wenn pathogene Keime
untersucht werden, um falsch negative Ergebnisse der gPCR auszuschlieSen (De Cesare et al.,
2014). Von hohen RA- Werten (89,1 % bis 116,2 %) wurde in der Studie von Rodriguez-Lazaro

et al. (2004) berichtet, bei der die Proben mit einer bestimmten Konzentration von
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L. monocytogenes (KbE/g Probe) kinstlich kontaminiert wurden. De Cesare et al. (2014)
erreichten RA-Werte zwischen 69,1% und 79,2% fir L. monocytogenes in natirlich
kontaminierten Proben. Die Autoren der Studie bewerteten diese RA-Werte als gut, da die
Proben natirlich kontaminiert waren und die Konditionen den realen Bedingungen bei
Lagerung und Transport von Fleisch entsprachen, was die Ergebnisse sowohl der Kultur als
auch der PCR unterschiedlich beeinflussen kann (De Cesare et al., 2014).

In der Studie von Pennacchia et al. (2009) wurden die Proben vor der DNA-Extraktion mit
Propidium Monoazid behandelt, um keine toten Bakterienzellen zu detektieren. Somit
wurden RA-Werte von 56,7% bis maximal 101,9 % erreicht.

In der hier vorliegenden Studie wurde eine Behandlung mit Propidium Monoazid aus den oben
genannten Griinden nicht vorgenommen; daher werden alle RA-Werte von tiber 100 % als
akzeptabel bewertet. Zusammengefasst erreichten 77,9 % der Proben fiir Pseudomonas
(RA>89 %), 85,3 % flir Enterobacteriaceae (RA > 87 %), 71,6 % fir B. thermosphacta
(RA > 68 %) und 66,3 % flir Staphylococcus (RA > 76 %) akzeptable Werte fir den Vergleich
beider angewandten Methoden (Kultur vs. gPCR) mit A > [-]1,0 logio KbE/g.

Pseudomonas spp.

35,0
30,0
c 250
@
§ 20,0
T 150
=
© 10,0
I
0,0
A logao <-3.0 2130) 1120) 0110) +0010) +1120)+2130) >+3.0
RA (%) 51-67 71-76 79-89 89-99 100- 125 116-202 204 239 173-468
PCR < Kultur PCR >/= Kultur

Alog,, KbE/g & relative accuracy (RA, %) zwischen PCR vs Kultur

Abbildung 1: Verteilung der Proben mit detektierten Pseudomonas spp. entsprechend ihrer
A logio cfu/g und relative accuracy (RA, in Prozent) zwischen den Multiplex gPCRs
und Kultur, gewonnen aus insgesamt 96 Proben frischen und natirlich
verdorbenen Fleisches.
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Enterobacteriaceae
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Abbildung 2: Verteilung der Proben mit detektierten Enterobacteriaceae entsprechend ihrer
A logio cfu/g und relative accuracy (RA, in Prozent) zwischen den Multiplex gPCRs
und Kultur, gewonnen aus insgesamt 96 Proben frischen und natdrlich
verdorbenen Fleisches.

Brochothrix thermosphacta
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% der Proben

o,
RA (%) 53-58 65-77 67-88 68-98 99-147 166-187 | 153-251 | 263-426
PCR < Kultur PCR >/= Kultur

Alog,, KbE/g & relative accuracy (RA, %) zwischen PCR vs Kultur

Abbildung 3: Verteilung der Proben mit detektierten Brochothrix thermosphacta
entsprechend ihrer A logio cfu/g und relative accuracy (RA, in Prozent)
zwischen den Multiplex gPCRs und Kultur, gewonnen aus insgesamt 96
Proben frischen und natiirlich verdorbenen Fleisches.
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Staphylococcus spp.
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RA (%) 37-60 54-75 62-80 76-99 99-152 119-195 | 221-246 | 159-417

PCR < Kultur PCR >/= Kultur

Alog,, KbE/g & relative accuracy (RA, %) zwischen PCR vs Kultur

Abbildung 4: Verteilung der Proben mit detektierten Staphylococcus spp. entsprechend ihrer
A logio cfu/g und relative accuracy (RA, in Prozent) zwischen den Multiplex gPCRs
und Kultur, gewonnen aus insgesamt 96 Proben frischen und natdrlich
verdorbenen Fleisches.

5.4 Untersuchung der Briihwiirste mit artifiziell verdorbenem Fleisch

Fiir die Herstellung von Brihwiirsten vom Typ ,Lyoner” wurde das Ausgangmaterial 'rohes
Fleisch' teilweise durch verdorbenes Fleisch (natirlicher Verderb herbeigefiihrt durch aerobe
Lagerung fiir 2 Tage bei 20 °C) in verschiedenen Anteilen ersetzt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass das verdorbene Fleisch die geruchlichen Eigenschaften der fertig gebrihten
Lyoner nicht beeintrachtigt, um einen fiktiven Lebensmittelbetrug so real wie mdglich zu
simulieren.

Zudem wurde das verdorbene Fleisch vor dessen Verwendung mit Wasser abgespilt, um die
oberflachliche Schleimbildung abzuwaschen. Dieser hatte die technologischen Eigenschaften
des Fleisches fir die Wurstherstellung negativ beeinflusst. Durch das Abwaschen des
verdorbenen Fleisches fiir die Untersuchungen soll ein Lebensmittelbetrug so nahe wie
moglich nachgestellt werden. Trotz des Abspllens mit Wasser wurde sowohl bei der
kulturellen Untersuchung als auch bei Anwendung der Multiplex qPCRs eine so hohe
Keimbelastung in den Wirsten festgestellt, dass die Richtwerte der DGHM (Uberschritten

wurden.
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Neben verdorbenem Fleisch gibt es noch andere Quellen fiir den Eintrag von Keimen bei der
Herstellung von Wirsten, was bei der Bewertung der Ergebnisse der angewandten qPCRs
berlicksichtigt werden muss.

Auch frisches Fleisch enthélt eine gewisse Anzahl an Mikroorganismen auf seiner Oberflache
(Lambert et al., 1991). Zudem stellen Krauter und Gewdirze eine Quelle fiir mikrobiologische
Kontamination dar (McKee, 1995), was auch in dieser Studie fiir das verwendete
Lyonergewiirz durch Anwendung der Multiplex gPCRs festgestellt wurde. Die Oberflachen der
Rdaume, in denen Lebensmittel hergestellt werden, sowie die daflir verwendeten Gerate und

die Hande der Metzger sind weitere Eintragsquellen von Keimen (Stellato et al., 2016).

Was zudem bei der Anwendung der gPCR an Wiirsten im Allgemeinen bedacht werden muss,
ist die Verwendung von Starterkulturen. Diese werden hauptsachlich bei der Herstellung von
Rohwirsten eingesetzt (Leroy et al.,, 2006) und gehoéren gewodhnlich zur Familie der
Milchsdurebakterien. Doch auch Katalase-positive Kokken, wie Staphylococcus spp., werden
mitunter verwendet (Liicke, 2000). Da Milchsdaurebakterien mit den hier entwickelten gPCRs
nicht detektiert werden, stellen sie kein Problem fiir die numerische Auswertung der
Ergebnisse dar. Jedoch konnte ihre Anwesenheit die Ergebnisse der gPCRs indirekt durch den
hemmenden Effekt eines hohen mikrobiellen Hintergrundes auf den PCR-Prozess beeinflussen
(Pennacchia et al., 2009; Wolffs et al., 2004).

Als Starterkulturen verwendete Staphylococcus spp. erhéhen unmittelbar die logio KbE/g
Aquivalent-Werte des gPCR-Moduls fiir die Quantifizierung von Staphylococcus und miissen
bei der Auswertung mit bedacht werden, um hohe falsch positive Ergebnisse zu verhindern.
Da die entwickelten Multiplex gPCRs jedoch in erster Linie flir die Beprobung von Briihwiirsten
entwickelt wurden, fir deren Herstellung in der Regel keine Starterkulturen verwendet

werden, ist dieser Aspekt vernachlassigbar.

Die selbst hergestellten Lyoner mit verschiedenen Anteilen an verdorbenem Fleisch wurden
sowohl im rohen als auch im gebriihten Zustand mittels der entwickelten qPCRs auf ihren
Zielkeimgehalt untersucht. Die rohen Wiirste wurden zudem kulturell beprobt. Die Menge an
Zielkeimen in Nitratpokelsalz und Kutterhilfen wurde mittels gPCR ermittelt. Diese stellte sich
dabei als sehr gering dar (unterhalb der Nachweisgrenze) und hatte somit keinen Einfluss auf
die Ergebnisse der beprobten Wiirste.

Auch das Lyonergewiirz wurde mittels der Multiplex gPCRs untersucht. Die dabei
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festgestellten hohen Mengen an Pseudomonas, Enterobacteriaceae und Brochothrix (6,7; 6,9
und 5,8 logio KbE/g dquivalent) konnten die Gesamtmenge dieser Zielkeime in den Wirsten
beeinflusst haben, die ausschlieBlich aus frischem Fleisch hergestellt wurden. Das frische
Fleisch wies Keimzahlen unterhalb der Nachweisgrenze (< 1,0 logio) in der kulturellen
Untersuchung auf, weshalb hier der Keimgehalt des Gewiirzes mitberlicksichtigt werden

muss.

Die Ergebnisse der gPCRs und der Kultur von frischem Fleisch, verdorbenem Fleisch, rohen
und gebrihten Wirsten wurden mittels t-Test und relative accuracy (RA) verglichen. Dabei
wurden bei zwei Proben frischen Fleisches mittels den Multiplex qPCRs hohe Zahlen der
Zielkeime nachgewiesen, wahrend die mittels Kultur ermittelten Werte niedriger waren (RA:
155,4 % + 25,8). Dies konnte darin begriindet sein, dass das frische Fleisch fiir zwei Tage
eingefroren war, bevor es fiir die Wurstherstellung aufgetaut wurde. Durch das Einfrieren
kdnnte ein Teil der Fleischmikrobiota abgestorben sein, was zu einer niedrigeren Anzahl an
kulturell nachweisbaren Zielkeimen gefiihrt haben kénnte (Elliott und Straka, 1964; Ray und
Speck, 1973).

Die anhand der Multiplex gPCRs und Kultur ermittelten Werte fiir verdorbenes Fleisch, rohe
und gebrihte Lyonerwiirsten mit 5 %, 12 % und 25 % verdorbenem Fleisch waren sich sehr
dhnlich (RA 90 % - 110 %). Obwohl das verdorbene Fleisch eine hohe Anzahl an Zielkeimen
besalR, wurde es aufgrund der moderaten sensorischen Abweichungen als leicht verdorben
eingestuft und im Brat verdiinnt. Daher sollten die PCR-Inhibitoren dieser Proben einen
geringeren Einfluss auf die PCR-Amplifikation gehabt haben als bei den Proben des stark
verdorbenen Fleisches der Verderbsversuche (siehe 4.3.).

Zudem wurde mittels t-Test kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Ergebnissen der Multiplex gPCRs und der Kultur bei den nicht gebriihten Wiirsten festgestellt
sowie zwischen den gPCR Werten der rohen und gebriihten Wiirste. Somit kann von einer
identischen Anwendbarkeit der Multiplex gPCRs und der Kultur bei deren Anwendung auf

nicht gebriihte Briihwiirste ausgegangen werden.

Die Menge an Zielkeimen stieg in Wiirsten mit hoheren Anteilen an verdorbenem Fleisch
stetig an (Pseudomonas, Enterobacteriaceae und Brochothrix) beziehungsweise tendierte zum
Anstieg (Staphylococcus). Im Vergleich zu den rohen Wiirsten fiel die detektierte Anzahl an

Zielkeimen in den gebrihten Wirsten etwas geringer aus, jedoch war der Unterschied nicht
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statistisch signifikant. AuRerdem lagen die Werte der RA zwischen roher und gebriihter Wurst

in einem optimalen Bereich zwischen 93 % und 111 % (Mittelwert 97,2 % + 6,8).

Nach Dashti et al. (2009) wird die Zellwand von Mikroorganismen wahrend der Erhitzung
aufgebrochen, sodass die DNA einfacher zu extrahieren ist. Dennoch beeinflusst die
Probenmatrix die Menge an DNA-Ausbeute bei der Extraktion.

Die Konsistenz der Wiirste verandert sich wahrend des Briihvorgangs von weich und breiig zu
fest und elastisch. Es war daher schwieriger, die gebriihten Wiirste fir die DNA-Extraktion mit
Verdinnungsflissigkeit zu homogenisieren, weshalb eine zusatzliche Zerkleinerung im Mixer
vor der Homogenisierung im Stomacher bei allen gebrihten Wiirsten angewandt wurde.
Dennoch koénnte hierdurch noch nicht vollstandig das Homogenisierungsniveau der
ungebriihten Wiirste erreicht worden sein. Die Schwierigkeit in der Homogenisierung konnte
der Grund dafiir sein, dass in den gebriihten Wirsten eine leicht geringere Anzahl an

Zielkeimen detektiert wurde.

5.5 Untersuchung der Brithwurstproben aus dem Handel

Vierzehn der dreilig Brihwurstproben von zufillig gewahlten Supermarkten und Metzgern
wurden als ,,verdachtig” klassifiziert. Dies wurde anhand des mithilfe der qPCRs ermittelten
Kontaminationsniveaus von Pseudomonas und/oder Enterobacteriaceae festgelegt, welches
Uber oder nahe an den Richt- und Warnwerten der DGHM lag.

Die Anzahl von B. thermosphacta war sehr variabel innerhalb der Brihwiirste, jedoch wiesen
nur zwei der vierzehn verdachtigen Proben Werte (iber dem in dieser Studie definierten
Richtwert auf. Der Kontaminationslevel von Staphylococcus war ebenso variabel wie die von
Pseudomonas und Enterobacteriaceae, hatte aber keinerlei Bezug zu den beiden
Verderbserregern. Daher waren weitere Untersuchungen zu der Frage interessant, ob die
nachgewiesenen Staphylococcus aus der Umgebung des Schlachthofes stammten oder durch

nachtraglichen Eintrag eine Kontamination stattfand.

AuBerdem waren fiir die als verdachtig klassifizierten Brihwiirste weitere Analysen notig, um
zu ermitteln, welchen Ursprung die nachgewiesenen Zielkeime hatten. Die Quellen dafr
konnten sowohl das fiir die Wurstherstellung verwendete Fleisch als auch andere Zutaten, die

Geratschaften oder Hande der Metzger sein (Bjorkroth und Korkeala, 1997; Metaxopoulos et
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al., 2003; Normanno et al, 2007). Falls die Kontamination vor dem Briihvorgang stattgefunden
hat, musste eine kulturelle Untersuchung deutlich weniger Keimgehalte ergeben als die
Multiplex gPCRs. Im Gegensatz dazu wirde bei einer Rekontamination der Wirste mit den
Zielkeimen nach dem Erhitzen eine kulturelle Untersuchung Werte nahe derer der Multiplex

gPCR aufweisen.

5.6 Konsequenzen fiir den Verbraucherschutz

Lebensmittelbetrug oder ,Food Fraud“ wird definiert als die vorsatzliche Tauschung von
Verbrauchern durch das Inverkehrbringen von Lebensmitteln, um damit finanzielle oder
wirtschaftliche Vorteile flir den Lebensmittelunternehmer zu erlangen (Bundesamt fir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, 2020). Dabei kann es sich um bewusste
Falschdeklaration des Lebensmittels handeln oder um die Verwendung unerlaubter Zusatze
(Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, 2020). In Europa gibt es
bislang keine einheitliche rechtliche Definition des Begriffs ,Food Fraud” oder
,Lebensmittelbetrug”, weshalb jeder Mitgliedsstaat eigene Ansichten vertritt.

Die Gesetzgebung verbietet die Verwendung verdorbener Lebensmittel fiir die Herstellung
jeglicher Nahrungsmittel (VO (EG) Nr. 178/2002 und LMHV, 2016). Die Verwendung
verbotener Inhaltsstoffe machte im Jahr 2014 in Europa 10 % der Lebensmittelbetrugsfalle
aus (Europdische Kommission, 2014), worunter auch die Verarbeitung verdorbenen Fleisches

als Zutat in Brihwurstprodukten fallen wiirde.

Unter den Begriff ,Verbraucherschutz” fallt neben dem Schutz des Verbrauchers vor
wirtschaftlicher Benachteiligung auch die umfassende Information des Verbrauchers als
Grundlage fiir dessen Kaufentscheidung, sowie dessen Sicherheit (Polzin et al., 2016).

Bei der Verwendung von verdorbenem Fleisch fiir die Herstellung von Briihwiirsten und deren
Inverkehrbringen wiirde neben dem Aspekt der Rechtswidrigkeit sowohl die umfassende
Information des Verbrauchers umgangen, als auch unter Umstdnden dessen Gesundheit
gefahrdet werden. Vermehrungsfiahige Mikroorganismen werden in Abhéngigkeit der
Intensitat des Erhitzungsprozesses wahrend der Wurstherstellung reduziert oder irreversibel
inaktiviert (Koch und Fuchs, 2016) und dabei das Infektionsrisiko fiir den Verbraucher gesenkt.
Dennoch kann der Verzehr von erhitzen Wurstwaren mit mikrobiell hochkontaminierten
Ausgangsprodukten die Gesundheit des Konsumentens beeintrachtigen, z.B. durch

hitzestabile Toxine von S. aureus (BfR, 2005).
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Auch die Ekel erregende Komponente fir den Verbraucher, auf die in § 2 der
Lebensmittelhygieneverordnung hingewiesen wird, darf nicht aulRer Acht gelassen werden

(LMHV, 2016).

Die Kontrolle der Einhaltung oben genannter Vorschriften in Bezug auf die verwendeten
Ausgansprodukte von Brihwirsten gestaltete sich bisher schwierig, da es mit kulturellen
Anzuchtverfahren nicht moglich ist, die mikrobiologische Qualitdt der Ausgangsprodukte
erhitzter Wurstwaren zu rekonstruieren. Kultur-unabhangige Verfahren, wie beispielsweise
der Nachweis von Endotoxinen oder fliichtiger organischer Verbindungen, besitzen fiir die
Beurteilung der Frische der Rohwaren keine bis nur begrenzte Aussagekraft. Daher war es Ziel

dieser Studie, eine PCR-basierte Methode zu entwickeln.

Durch die entwickelten Multiplex qPCRs ist es madglich, eine Aussage Uber den
mikrobiologischen Zustand der verwendeten Rohware (in diesem Falle Fleisch) bezliglich der
vier Zielkeime auch im erhitzten Endprodukt zu treffen. Sie stellen somit ein neues Werkzeug
fir die Uberpriifung der Einhaltung der Lebensmittelhygiene dar und kénnen direkt zum

Verbraucherschutz beitragen.

Einige Verbraucher sind durch die ,Gammelfleischskandale” (Badenschier et al., 2013;
Handelsblatt, 2013) der letzten Jahre verunsichert und legen folglich zunehmend Wert auf
Transparenz und Produktqualitat. Mit den etablierten Multiplex qPCRs dieser Studie wird es
dem Lebensmittelunternehmer ermdoglicht, sich tGberprifbar von der illegalen Verwendung
verdorbener Ausgangsprodukte zu distanzieren.

Lebensmittelunternehmen kénnten sich mit Hilfe solcher Testsysteme vor Imageverlusten
und wirtschaftlichen Schaden durch falschen Verdacht schiitzen. Auch das Risiko, dass
einzelne Hersteller, die die Verwendung verdorbener Rohstoffe bisher unentdeckt betrieben

haben, weiterhin solche Methoden anwenden, wird gesenkt.

Zuletzt kann das Vertrauen und der Schutz des Verbrauchers innerhalb des Fleisch- und
Wourstsektors durch zukiinftige routinemafRige Anwendung solcher Testsysteme deutlich
erhoht und gestarkt werden. Durch Erkennen und Vorbeugen betriigerischer Handlungen wird

zudem der Konsument effektiv vor Taduschung geschuitzt.
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6 Zusammenfassung

Kulturelle Methoden sind der Goldstandard, um die Kontamination von Lebensmitteln mit
Mikroorganismen zu ermitteln. Jedoch ist es damit nicht moglich, den bakteriellen Status der
verwendeten Rohwaren von erhitzten Fleischprodukten zu evaluieren. Aus diesem Grund
wurden zwei Multiplex gPCRs entwickelt, die vier hadufig auf Fleisch vorkommende
Bakteriengruppen (Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, Brochothrix thermosphacta und
Staphylococcus spp.) detektieren und quantifizieren. Fir die Auswahl der vier
Bakteriengruppen wurden umfangreiche kulturelle Voruntersuchungen durchgefiihrt.
Sowohl die Spezifitat als auch die Sensitivitdit der gPCRs, die beide anhand von 68
verschiedenen Bakterienreferenzstammen validiert wurden, lag bei 99 % bis 100 %. Insgesamt
wurden 96 Schweinefleischproben in verschiedenen Stadien der Frische und des Verderbs (an
Tag1, 2,3 und 6 bei 22 °Csowie an Tag 6, 13 und 20 bei 4 °C), sowie 12 selbstgemachte Lyoner
mit verschiedenen Anteilen an verdorbenem Fleisch (0 %, 5 %, 12 % und 25 %) verwendet, um
die Anwendbarkeit der entwickelten Multiplex gPCRs zu validieren.

Dafiir wurden die Ergebnisse der gPCRs mit denen der konventionellen kulturellen Methoden
anhand des Unterschiedes Alogio KbE/g, der relative accuracy und des t-Tests (p > 0,05)
verglichen. Die Ergebnisse der beiden Methoden Kultur und gPCR erwiesen sich dabei in den
nicht erhitzten Proben als ahnlich. Auch die Menge an per Mulitplex qPCR detektierter DNA in
den selbst hergestellten Lyonern war nach einer Optimierung des Extraktionsprotokolls vor
und nach deren Erhitzung dhnlich, sodass die verdanderte Konsistenz der Wiirste nach dem
Briihen die Methode nicht beeintrachtigt. Nach der Entwicklung und Validierung der Multiplex
gPCRs wurden diese auf 30 verschiedene Brihwiirste von zufdllig ausgewahlten
Supermarkten und Metzgern angewendet. Dabei zeigte sich, dass hinsichtlich der Keimzahlen
teilweise auffallige Briihwirste im Handel erhaltlich sind. Dies lieR wiederum den Verdacht
entstehen, dass einige Brihwirste (n = 14) mit Fleisch hergestellt wurden, das eine
Keimbelastung, insbesondere mit Pseudomonas (> 6,0 logio KbE/g) und Enterobacteriaceae (>
5,0 logio KbE/g) tiber den Richt- und Warnwerten der DGHM aufwies.

Mithilfe der entwickelten Multiplex gPCRs kdnnen vier auf Fleisch relevante Bakteriengruppen
in erhitzten Wurstwaren detektiert werden und dabei Informationen tiber den hygienischen
Status der verwendeten Rohwaren liefern. Damit erweisen sich die gPCRs als Instrument zur
Verifizierung der mikrobiologischen Qualitdt und kénnen folglich zur Lebensmittelsicherheit

und zum Schutz der Verbraucher beitragen.
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7 Summary

Cultural methods are the gold standard to determine the contamination of food with
microorganisms. However, with these methods it is not possible to evaluate the bacterial
status of the raw products of heat-treated meat products. For this reason, two multiplex
gPCRs were developed which detect and quantify four bacterial groups frequently occurring
on meat (Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, Brochothrix thermosphacta and
Staphylococcus spp.). For the selection of four bacterial groups, extensive cultural preliminary
investigations were carried out.

The specificity as well as the sensitivity of the qPCRs, validated by using 68 different microbial
reference strains, was 99% to 100 %. All in all, 96 pork samples of different stages of freshness
and spoilage (on day 1, 2, 3 and 6 at 22 °C and on day 6, 13 and 20 at 4 °C) as well as 12 self-
made Lyoner with variable ratio of spoiled meat (0%, 5%, 12 % and 25 %).were used to
validate the applicability of the developed multiplex gPCRs. For that, the results of the qPCRs
were compared with the results of the conventional cultural methods by using difference
Alogo cfu/g, relative accuracy and t-test (p > 0,05). The results of both methods, culture and
gPCR, turned out to be similar in the not heat-treated samples. Also, the amount of DNA in
self-produced Lyoner detected by multiplex gPCR was similar after an optimization of the
extraction protocol before and after heating, so that the changed consistency of the sausages
after cooking doesn’t restrict the method. After the development and validation of the
multiplex gPCRs, they were applied to 30 different ,Bologna-type” sausages from randomly
chosen supermarkets and butchers. They showed that suspicious Bologna-type sausages
concerning the amounts of bacteria are available in retail. This aroused suspicion that some
Bologna-type sausages (n = 14) were produced with meat which contained a bacterial load
especially of Pseudomonas (> 6,0 logio cfu/g) and Enterobacteriaceae (> 5,0 logio cfu/g) above
the guidance and critical values of DGHM.

With the help of the developed Multiplex qPCRs, four bacterial groups relevant for meat can
be detected in heat-treated meat products, which gives information about the hygienic status
of the raw material used. It is evident that the gPCRs are an instrument of verifying the

microbiological quality and thus can contribute to food safety and protection of consumers.
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