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1 Einleitung

1.1 Problemstellung und Produktspezifikation

Ein Osterreichisches Lebensmittelunternehmen produziert auf der Grundlage von Pilzen
(Pleurotus eryngii (Krauterseitling)), Reis, Pflanzendl und Hiihnerei, vegetarische
Bratwiirstchen, Faschiertes, Bratstreifen und Schnitzel. Im européischen Lebensmittelrecht ist
festgeschrieben, dass jeder Lebensmittelunternehmer die Sicherheit seiner Produkte
gewdhrleisten muss. Die Produkte diirfen keine potentiell pathogenen Mikroorganismen
enthalten und miissen bis zum angegebenen Mindesthaltbarkeitsdatum eine gute Qualitdt
aufweisen. Die Qualitét der Produkte wird wéhrend der Lagerung von verschiedenen Faktoren,
wie Temperatur, Verpackung, aber auch den vorhandenen Mikroorganismen beeinflusst. Die
im Betrieb produzierten Produktgruppen werden vor der Verpackung erhitzt, sodass sich im
Endprodukt nur noch sporenbildende Bakterien befinden sollten. Diese kdnnen sich unter
Umstidnden auch wéhrend der Kiihllagerung vermehren und so die Qualitdt der Produkte bis
hin zum Verderb verindern. Weiterhin ist es moglich, dass es wihrend des Handlings, nach der
Erhitzung zur Rekontamination der Produkte mit diversen Bakterienarten, Hefen oder
Schimmelpilzen kommen kann. Diese Keimgruppen konnen auch Qualititsverluste und
Verderb noch vor Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums verursachen.

Ziel der Arbeit war es deshalb, diese Erzeugnisse bei 7,0 °C und 12,0 °C zu lagern und nach 10
und 20 Tagen die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl zu bestimmen und die vorherrschenden
Bakteriengruppen anhand der Koloniemorphologie und mittels biochemischer Tests zu
selektieren.

Urspriinglich war geplant, die in den Proben hauptsdchlich vorkommenden Bakteriengruppen
mittels 16S-rDNA Analyse zu sequenzieren und daraus Erkenntnisse, liber die vorherrschenden
Spezies in den Produkten zu gewinnen. Aufgrund der gesetzlichen Vorgaben in Zusammenhang
mit der Coronavirus-Pandemie mussten die praktischen Untersuchungen im Labor zum 16.
Mirz 2020 beendet werden. Aus diesem Grund wurde im Literaturteil ein weiterer Schwerpunkt
gesetzt. Dabei sollte die Bedeutung von Enterobacteriaceae und Pseudomonas spp., die im
Zusammenhang mit dem Verderb von pflanzlichen Lebensmitteln und Speisepilzen stehen,
herausgearbeitet werden. Die dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf alle Daten, die bis

Ende Miérz 2020 erhoben wurden.



2 Typische Mikroorganismen und Héhe der Keimbelastung

2.1 Vermehrungsverhalten von Mikroorganismen in Lebensmitteln

Allgemein kann das Wachstum und die Vermehrung von Bakterien in vier Phasen eingeteilt
werden: die Anlaufphase, die exponentielle Wachstumsphase, die stationidre Phase und die

Absterbephase (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Stadien des Bakterienwachstums

In der Anlaufphase erfolgt die Anpassung der Bakterien an neue Néhrstoffe und
Umweltfaktoren. Die Produktion von Enzymen, die nun nicht mehr bendtigt werden, wird
eingestellt, dafiir miissen notwendige Enzyme noch hergestellt werden. Das Wachstum der
Bakterien verlduft in dieser Phase langsam bzw. verzogert.

In der exponentiellen Phase vermehren sich die Keime rasant und die Individuenzahl steigt
exponentiell an. Die Verdopplungsdauer ist dabei von Faktoren wie Nahrstoffverfiigbarkeit,
Konkurrenz mit anderen Mikroorganismen, Temperatur, pH-Wert, Ndhrmedium und den
Bakterien selbst abhéngig.

In der stationdren Phase stagniert das Wachstum der Keime. Durch immer weniger Nahrstofte,
vermehrte Bildung von Toxinen und Platzmangel sterben Keime ab oder wachsen nur sehr

schlecht. [1]



In der Absterbephase vermindert sich die Zahl der lebenden Zellen drastisch. Die Umsténde
sind so schlecht, dass der GroBteil der Zellen stirbt oder, wenn moglich, Sporen bildet, um unter
besseren Bedingungen wieder auszukeimen.

Diese vier Phasen gelten sowohl im Labor in Reinkulturen als auch auf Lebensmitteln, bei
denen Mischpopulationen vorherrschen. Das Wachstum kann aus verschiedenen Griinden zum
Erliegen kommen. Einer der Griinde kann der Mangel an Néhrstoffen sein. Fiir die Teilung und
Vermehrung werden Substrate, zum Beispiel Zucker oder Aminosduren, bendtigt. Stehen diese
nicht mehr zur Verfligung, konnen sich die Zellen nicht mehr vermehren und sterben ab. Fiir
aerobe Bakterien kann auch Sauerstoffmangel zum Absterben der Bakterien fithren. Diese
Gegebenheit nutzt man bei der Verpackung von Lebensmitteln mittels Vakuums aus, um so das
Wachstum von aeroben Bakterien zu hemmen. [1]

Ein weiterer Grund fiir das verminderte Wachstum kann auch die Konkurrenz der Keime
untereinander sein. Da in Mischpopulationen verschiedenste Keime aufeinandertreffen und
diese unterschiedlichste Stoffwechselprodukte an die Umgebung abgeben, kann die Séure des
einen Keims zum Absterben des anderen fithren. Die Lebensmittel ,,versauern beim Verderben
durch organische Sduren oder Kohlendioxid. Vor allem Milchsdurebakterien sind an niedrige
pH-Werte gut angepasst und konnen sich bis zu einem pH-Wert von 3,8 gut vermehren.
Pseudomonaden hingegen sind nicht sduretolerant und kénnen nur bis zu einem pH-Wert von
5,6 wachsen. Aber auch Alkohol, wie das von Hefen produzierte Ethanol, kann die
Zellmembran von Bakterien zerstdren oder zur Proteingerinnung fiihren. Neben organischen
Sauren und Alkoholen kénnen Mikroorganismen auch in geringen Mallen Bakterizide bilden.
Beispielsweise bilden Milchsdurebakterien das Bakterizid Nisin, welches das Wachstum von
Listerien hemmt. Weiters wird von aeroben, fettabbauenden Keimen Wasserstoffperoxid
gebildet, welches auch zu Zellwandschiden fiihren kann. [1]

Um die Keimzahlen in Lebensmitteln zu vermindern und somit die Dauer der Haltbarkeit zu
erhohen, werden viele Produkte auf entsprechend hohen Temperaturen erhitzt. Meist werden
Temperaturen iiber 65,0 °C angewendet. Die Effektivitit der Erhitzung wird als D-Wert
angegeben und beschreibt die Zeit in Minuten, die bei einer bestimmten Temperatur notwendig
ist, um die Keimzahl auf 10% des Ausgangswertes zu reduzieren. [1] Salmonellen haben zum
Beispiel bei 65,6 °C einen D-Wert von 0,2-0,25 Minuten (12-15 Sekunden). Verderbniserreger

und Pilze wie Hefen und Schimmelpilze haben im Allgemeinen bei 65,0 °C einen D-Wert von



0,5-3,0 Minuten. Bacillus cereus kann erst bei 121,1 °C fiir 0,007 Minuten (0,42 Sekunden)
dezimiert werden. Pseudomonaden kdnnen beispielsweise unter Temperaturen von 65,0 °C nur
um drei log-Stufen vermindern. Uber 65,0 °C konnte nachgewiesen werden, dass kein
iberlebender Keim mehr vorhanden ist. [2], [3]

Allerdings konnen die Produkte unter gegebenen Umsténden sehr leicht rekontaminiert werden.
Die groBte Quelle fiir Rekontaminationen ist der Mensch. Bereits durch Husten, Niesen oder
auch Sprechen konnen erneut Keime, die an Aerosole oder Staubpartikel gebunden sind, auf
die bereits erhitzen Produkte gelangen. [1] Zur Vermeidung von unerwiinschter Kontamination
ist daher auf duBerste Hygiene in allen Verarbeitungsstufen der Produktion und Verpackung zu

achten.

2.2 Sporenbildner
Sporenbildner, auch Endosporen genannt, sind ubiquitdr vorkommend und bilden ihre Sporen
im Inneren der Zelle. Die Sporen werden erst durch die Autolyse der Mutterzelle freigesetzt.
Bakteriensporen sind ruhende Zellen. Dabei dienen die Sporen als Dauerform, die
Nahrstoffméngel, physikalische und chemische Einwirkungen tiberstehen. In dieser Dauerform
konnen Jahre tiberstehen. [4]
Ein wichtiger Faktor bei dieser Resistenz ist dabei die Zusammensetzung der unterschiedlichen
Schichten, die die Spore nach auB3en hin schiitzen (siche Abbildung 2). Die duBerste Schicht
der Spore ist das Exosporum und besteht aus Proteinen und Glykoproteinen. Das Exosporum
ist fiir die Interaktion mit Zielorganismen verantwortlich. Bei Bacillus subtilis folgt der ,,Coat*,
auch Mantel genannt, auf das Exosporum. Der ,,Coat* besteht aus mehr als 50 Proteinen und
schiitzt die darunter liegenden Schichten vor Chemikalien und lytischen Enzymen, trigt aber
nicht zum Schutz vor Hitze oder Strahlung bei. Die nidchste Schicht, die d&ullere Membran, ist
eine essentielle Struktur bei der Sporenbildung. Weiter innen befindet sich der Kortex. Dieser
besteht iiberwiegend aus Peptidoglykanen. Der Kortex spielt eine wesentliche Rolle bei der
Resistenz gegen Hitze und Strahlung. Um diese Hitzeresistenz zu erlangen, wirkt der Kortex
bei der Reduktion des Wassergehaltes mit. Je niedriger der Wassergehalt in der Spore ist, umso
resistenter ist sie auch gegen Hitze. Aus der darunterliegenden ,,germ cell wall“ wird beim
Auskeimen der vegetativen Zelle deren Aulenmembran. Auf die ,,germ cell wall“ folgt die

innere Membran, die eine starke Barriere gegen Chemikalien, die DNA-Schéiden hervorrufen,



darstellt. Im Zentrum der Spore befindet sich der Kern. Darin befinden sich die Enzyme der

Spore sowie deren DNA, Ribosomen und tRNAs. [5]
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Abbildung 2: Skizze einer Spore,[5)

Unter glinstigeren Bedingungen keimen diese Sporen wieder aus, indem sie Wasser aufnehmen
und die schiitzende Hiille enzymatisch abbauen. Aus den Sporen werden wieder vegetative
Zellen, die sich durch Teilung vermehren, Toxine bilden kénnen und so zum Verderb von
Lebensmitteln flihren. [4]

Im Falle einer Kontamination eines Lebensmittels mit Endosporen kénnen diese bereits in der
Erde, in der Produkte angebaut werden, vorhanden sein und so in die verarbeiteten Lebensmittel
gelangen. Sie konnen aber auch wihrend des Verarbeitungsprozesses eingebracht werden.
Durch die Fahigkeit mancher Sporenbildner stark anhaftende Biofilme zu bilden, sind sie auch
durch griindliches Reinigen der verwendeten Gerite nur schwer zu beseitigen. In jedem Fall
sind Sporenbildner fiir die Qualitit der Lebensmittel und die Sicherheit der Konsumenten ein
wesentlicher Faktor. [6]

Die wichtigsten Sporenbildner, die fiir den Verderb von Lebensmitteln verantwortlich sind,
sind die Vertreter der Bacillus cereus-Gruppe. Einige Arten konnen Toxine bilden. Es ist
bekannt, dass Bacillus cereus spp. zwei Arten von Toxinen bildet. Das erste Toxin, ist das
Erbrechen verursachende Cereulid. Dieses Toxin wurde vor allem in Reis nachgewiesen. [7]

Das zweite Toxin, das von Bacillus cereus spp. gebildet wird, ist ein Exotoxin. Es wird wéhrend



der exponentiellen Phase des Wachstums gebildet. Dieses Exotoxin ist hitzelabil und kann
durch niedrige pH-Werte und Proteasen inaktiviert werden. Das Toxin wird im Diinndarm des
Menschen resorbiert und verursacht abdominale Schmerzen und Durchfall. [8], [9] Bacillus
cereus spp. ist fakultativ anaerob und grampositiv. Sein Wachstumsspektrum liegt zwischen
5,0 °C — 55,0 °C, weshalb das Bakterium sich auch bei Kiihlschranktemperaturen langsam

vermehren kann. [1]

2.3 Gramnegative Bakterien

Die grofe Klasse der Gammaproteobakterien umfasst 20 Ordnungen, die von
unterschiedlichster Bedeutung fiir den Menschen sind. Sie ist mit mehr als 250 Genera eine der
groBBten Gruppen in der Taxonomie der Bakterien. Diese Einteilung wurde anhand 16S-rDNA
Analysen durchgefiihrt. [10] Bakterien dieser Klasse bevorzugen sehr unterschiedliche
Temperaturoptima, verfiigen iiber aerobe und anaerobe Atmungswege und verfligen {iber
verschiedenste Metabolisierungsstrategien wie chemoorganotrophe, phototrophe oder
chemolithotrophe Mechanismen. Morphologisch sind sie meist Stdbchen zum Teil auch
Kokken. [11], [12]

Alle Bakterien der Klasse Gammaproteobakterien verfiigen iiber den gleichen Zellwandaufbau.
Dieser besteht aus einer einzigen Mureinschicht, die von einer dulleren Membran umschlossen
wird. Auflerdem finden sich an der duleren Membran der gramnegativen Bakterien auch noch
Lipopolysaccharide (LPS), die eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese menschlicher
Infektionen spielen. [13] Gramnegative Bakterien besitzen im Vergleich zu grampositiven
Bakterien keine Teichonsdure. Diese ist bei der Gramfirbung von Bedeutung, da das
Kristallviolett an diesen Strukturen auskristallisieren kann. [14] Bei der Gramfirbung wird
deshalb der Farbstoff Kristallviolett bei den Gramnegativen mit FEthanol wieder
herausgewaschen, so dass die Bakterienzellen im Mikroskop rétlich erscheinen. Grampositive
Bakterien besitzen eine mehrschichtige Mureinschicht in die Teichonsdure eingebaut ist, so
dass bei der Farbung ein stabiler Komplex entsteht. Die Bakterien erscheinen im Mikroskop

blau. [15]



2.3.1 Enterobacteriaceae in pflanzlichen Lebensmitteln und Pilzen

Die Enterobacteriaceae sind fakultativ anaerobe, katalasepositive und oxidasenegative, nicht
sporenbildende Bakterien. Viele Enterobacteriaceae sind als Verursacher von Verderb in
Lebensmitteln beschrieben. Enterobacteriaceae sind wie die Sporenbildner ubiquitir
vorhanden und finden sich sowohl in der Erde, in und auf Pflanzen, sowie im Darm von
warmbliitigen Tieren. [1], [16]

Allgemein fiihren Enterobacteriaceae zur Girung von Nitraten, die beispielsweise durch
Sauerstoffmangel ausgeldst werden kann. Das Ergebnis dieser Giarung kann unterschiedlich
sein. Manche Bakterien bilden dabei Essigsdure, Milchsdure oder Ameisensdure. Dabei kommt
es zu Erniedrigungen des pH-Wertes, was zur Hemmung des Wachstums mancher nicht
sduretoleranten Bakterien fiihrt. Zu den Keimen mit hoher S&uretoleranz gehdren unter
anderem auch Escherichia coli und Salmonellen. Diese Bakterien haben durch die hohe
Sduretoleranz den Vorteil, dass andere Keime schon zugrunde gegangen sind, und sie selbst
nun mehr Néhrstoffe und Platz zur Vermehrung haben. Neben den Sduren kdnnen noch Gase
wie Wasserstoff, Kohlendioxid oder Substanzen wie Alkohole gebildet werden, wodurch
Lebensmittel verderben und ungenie3bar werden konnen. [1]

Um die Enterobacteriaceae am Wachsen zu hindern, sind Faktoren wie das Andern des pH-
Wertes, der Salzkonzentration oder der Temperatur ausreichend. Grundsétzlich wird durch das
Vermindern der Temperatur das Wachstum der Bakterien gehemmt. Jedoch gibt es
psychrotrophe Stimme, die sich auch noch bei Temperaturen um 5,0 °C — 10,0 °C vermehren.
Sie stellen in der Lebensmittelindustrie ein Problem dar, da sie allein durch Kiihlung nicht in
threr Vermehrung gehemmt werden konnen was zum Verderb der Produkten fiihrt. [16]
Enterobacteriaceae sind hitzelabil und konnen daher beim Erhitzen der Produkte abgetotet
werden. [17]

Verschiedene Vertreter der Familie Enterobacteriaceae kommen in pflanzlichen Lebensmitteln
und Speisepilzen haufig vor und sind in diesen Lebensmittelgruppen als Pflanzen-pathogene
und als Verursacher von Verderb beschrieben.

Pectobacterium carotovorum gehort zur Familie der Pectobacteriaceae (ehemals Erwinia
carotovorum). Diese Anderung ergab sich infolge der genaueren Untersuchungen der 16S

rDNA-Sequenzierung. [18] Das Wachstumsmaximum liegt bei 34,0 °C. [19] Das



Pectobacterium carotovorum ist katalasepositiv und oxidasenegativ. Die Generationszeit von
Pectobacterium carotovorum betragt bei 28,0 °C ungefdhr 75 Minuten. [20]

Pectobacterium carotovorum kommt vor allem im Erdboden vor, wodurch die Bakterien auf
Pflanzen gelangen und zur ,.Blackleg® Krankheit, auch Weichfdule genannt, bei Kartoffeln,
Chicorée, Lauch, und Zuckerriiben fiihren. [21], [22]

Die Bakterien kommen dabei durch Lasionen an den obersten Schichten der Pflanzen in diese
hinein. Im Inneren der Pflanze angekommen, bleiben sie im Interzellularraum oder im weichen,
diinnwandigen Parenchymgewebe. Bei optimalen Umweltfaktoren, abhéngig von Wasser,
Sauerstoffverfiigbarkeit und Temperatur, wird die gesamte Pflanze geschidigt und es kommt
zum Ausbruch der Krankheit. Die drei Hauptklassen der vorhandenen Enzyme sind Pektinasen,
Zellulasen und Proteasen. Alle drei Enzyme fiihren dazu, dass die Zellwénde abgebaut werden
und die in den Zellen vorhandenen Nihrstoffe zum Bakterienwachstum beitragen. Die
Proteasen degradieren Proteine, welche wichtig fiir die Abwehr in der Pflanze sind. Die
wichtigsten der drei Enzyme sind die Pektinasen. Diese bauen Pektin ab, wodurch es zum
Gewebekollaps der Pflanzen und somit zum Austritt von Fliissigkeiten aus den Zellen kommt.
[23] Da Pectobacterium carotovorum auch in Pflanzenresten auf dem Feld und in der Erde gut
tiberlebt, stellt es eine Gefahr fiir eine Infektion bei erneut gepflanztem Gemiise dar. Da die
chemische Inaktivierung auf dem Feld nur sehr limitiert ist, wir dieses Bakterium durch Aussaat
von Hiilsenfriichten reduziert. Hiilsenfriichte konnen nicht von der Weichfdule angegriffen
werden, wodurch das Bakterium keine Pflanzen als Ndhrboden zur Verfiigung hat und
ausgerottet wird. [23]

Serratia spp. sind unbewegliche, biofilm- und prodigiosinpigmentbildende und proteolytisch
aktive, anaerobe Stdbchen. [24] Serratia sind katalasepositiv und oxidasenegativ. [25] Die
Vermehrungstemperatur liegt, je nach Spezies, zwischen 4,0 °C — 40,0 °C. [26] Unter den
Serratia spp. ist Serratia plymuthica ein wichtiger Verderbniserreger der Pflanzen.[27] Serratia
plymuthica konnte bereits in der Erde, in der Luft und im Wasser nachgewiesen werden. Diese
Spezies ist auch an kiihlere Temperaturen angepasst. [27]

Serratia bendtigen Schutz gegentiber fiir die Bakterien schlechte Umweltbedingungen. Durch
die Bildung eines Biofilms ist dieser Schutz gewéhrleistet. Um diesen Biofilm aufzubauen und
zu erhalten ist Quorum sensing notwendig. Ein unter anderem dabei verwendeter Autoinducer

ist das N-acyl-L-Homoserin Lacton (kurz AHL). [24]



Serratia plymuthica produziert extrazelluldre Pektinasen, Proteasen und Nukleasen, welche
auch durch Quorum sensing reguliert werden. Auf Gemiise bildet das Bakterium nach wenigen
Tagen eine schleimige Schicht und braune Flecken. [28], [29]

Zu Beginn ihres Wachstums fermentieren Serratia plymuthica Zucker. Durch Quorum sensing
wird ein Wechsel ausgeldst, der die Bakterien Butandiol fermentieren ldsst. Dieser Wechsel ist
wichtig, da es durch zu lange Zuckerfermentation zu einer starken Versauerung kommen wiirde
und Serratia plymuthica unter solchen Bedingungen nicht mehr wéchst. Der pH-Wert, bei dem
diese Bakterien sich gut vermehren kénnen, liegt zwischen 6,0 und 7,0. [28]

Der Genus Dickeya (ehemals Erwinia chrysanthemi) ist fiir Weichfaule mit einem grof3en
Wirtsspektrum verantwortlich. Dickeya chrysanthemi gehort wie die Pektobakterien zu jenen
Arten, die das Gemiise eher selten am Feld, sondern erst nach der Ernte verderben lassen. Wie
auch Pseudomonaden oder Pektobakterien fiihren auch die Dickeya chrysanthemi zum
Weichwerden und Verrotten der Produkte. Der Verfall beginnt entweder an der Wurzel oder
am oberen Ende des Gemiises und ldsst dieses braun, weich und tibelriechend werden.

Das AusmaBl des Verderbs des Gemiises durch Dickeya chrysanthemi hingt von der
Umgebungstemperatur ab. Bei Raumtemperatur konnten massive Verluste bereits nach 24
Stunden verzeichnet werden, wohingegen bei 15,0 °C keine Reduktionen des Gewebes erkannt
werden konnten. [30]

In der Gattung der Erwinia gibt es viele phytopathogene Bakterien. Eines der bekanntesten ist
Erwinia persicina. Dieses Bakterium wurde bereits auf verschiedensten Gemiisearten wie
Zwiebel, Bohnen, Erbsen, Petersilie und Knoblauch nachgewiesen. Erwinia persicina ist ein
fakultativ anaerobes, oxidasenegatives Bakterium. Es kann bis zu Temperaturen von 36,0 °C
wachsen und bezieht seine Energie groBiteils aus Saccharose. Das Bakterium kann bereits im
Samen der Pflanzen oder in der Anbauerde vorkommen, in der das Erbsen angebaut werden,
befinden. [31]

Am markantesten sind die Folgen des Bakteriums aber vor allem auf Zwiebeln und Knoblauch,
da es auf diesen Gemiisen zu rosafarbenen Verfarbungen und Weichfdule kommt. Die Wurzel
des Gemiises wird dabei sehr weich und hat verschiedenste Verfarbungen, die von braun bis
zur charakteristischen rosa Farbe reichen. [32], [31]

Erwinia persicina wurde im Friithjahr 2016 in Kiihlhdusern in Japan auf sechs Monate alten

Zwiebeln gefunden, was darauf hinweist, dass diese Bakterien psychrotroph oder zumindest



10

psychrotolerant sind. [32] Gefunden wurden die Bakterien im Kompost und in der Deckerde,
in der die Produkte geziichtet werden. [33] Da Erwinia persicina noch nicht allzu lange bekannt
ist, wird vermutet, dass weitere Erkrankungen von Gemiisearten, Blumen und Friichten auf
dieses Bakterium zuriickgehen. Die am héufigsten vorkommenden Enzyme bei Erwinia sind
Pektinasen, die das Pektin in den Zellwidnden abbauen und somit zum Verfaulen der Pflanze
beitragen. [34]

Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick zu den wichtigen Enterobacteriaceae spp., zu deren

Vorkommen, Verderbnisbild und Enzymaktivitt.
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Tabelle 1: Ausgewdhlte Enterobacteriaceae, die zum Verderb von pflanzlichen Lebensmitteln
und Pilzen fiihren

Pectobacterium Erdboden Weichfaule Pektinasen,
carotovorum Zellulasen,
Proteasen
Serratia plymuthica  Erdboden, Weichfaule Pektinasen,
Luft, Proteasen,
Wasser Nukleasen
Dickeya Erdboden Weichfaule, Pektinasen,
chrysanthemi Verrotten Zellulasen,
Proteasen
Erwinia persicina Erdboden, Weichfiule, Pektinasen

Samen des Gemiises = Verfarbungen
Ewingella Kompost, Verderb im Pilzstiel =~ Endochitinasen

americana Deckerde

Ewingella americana ist der bedeutendste Vertreter der Enterobacteriaceae, der im
Zusammenhang mit dem Verderb von Speisepilzen beschrieben wurde. [35] Dieses Bakterium
verursacht braune Verfiarbungen und nekrotische Verdnderungen bei Speisepilzen. Die
Verianderungen beginnen dabei im Stiel und wandern innen nach oben bis in den Hut. [36] Ein
grofer Bestandteil der Zellwand in Pilzen ist das Chitin. Daher wird angenommen, dass diese
Endochitinase eines der Hauptenzyme von Ewingella americana, fir den Abbau des Pilzes

verantwortlich ist. Das pH-Optimum liegt bei 6,5. [37]

2.3.2 Pseudomonadaceae in pflanzlichen Lebensmitteln und Pilzen

Pseudomonaden sind gramnegative, aerobe, polar begei3elt, bewegliche, nicht-fermentative,
psychrotolerante oftmals sogar psychrotrophe, nicht-sporenbildende Stébchen. Sie sind nur
gering sduretolerant, daher stellen sie ihr Wachstum ein, wenn der pH-Wert unter 5,6 fallt. [1]
Dieser Genus ist an verschiedenste Bedingungen gewo6hnt und kann daher auch im Wasser, auf

Pflanzen oder im Erdboden vorkommen. [38] Da Pseudomonaden gramnegativ sind, ist die
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KOH-Reaktion positiv. [39] Die Katalasereaktion und die Oxidasereaktion sind bei den
Pseudomonaden positiv. [40] Da Pseudomonaden hitzelabil sind ist die Inaktivierung bereits
bei 53,0 °C mit einer Dauer von 1,16 Minuten erfolgreich. [18]

Pseudomonas fluorescens ist einer der bedeutendsten Pseudomonaden fiir den Verderb von
Lebensmitteln wie Gemiise, Milchprodukten und auch Speisepilzen. [39] Dabei werden von
den Pseudomonaden die in den Lebensmitteln verarbeiteten Kohlenhydrate abgebaut und
verstoffwechselt. Der grofite Anteil der Endprodukte sind Laktate, Acetate, und Kohlendioxid,
wodurch die Produkte ungenieBbar werden. Fiir den Abbau von Nihrstoffen werden
proteolytische Enzyme wie Proteasen verwendet. Eine Besonderheit der Pseudomonaden ist,
dass diese eine hitzestabile Protease produzieren konnen, die auch durch Erhitzen und
Pasteurisieren der Produkte nicht inaktiviert werden kann. [41] Diese Protease kann
Temperaturen bis 140,0 °C standhalten. [42] Das bendtigte Substrat der Protease ist Casein,
welches in Milchprodukten wie Rohmilch, Kése, Joghurt und Milchpulver vorhanden ist. [43]
In Milch fiihrt die von Pseudomonas fluorescens produzierte Lipase zum Versauern. Da diese
Lipase aber nicht hitzestabil ist, wird sie durch das Pasteurisieren inaktiviert. [44] Die Lipase
wird aber auch im Gemiise, wie Karotten und Salat gefunden, wo sie ein wichtiger Bestandteil
des Verderbs ist. Der optimale pH-Wert fiir die Lipase liegt bei 8,0-9,0. Das
Temperaturoptimum fiir die Lipase liegt unter 25,0 °C, weshalb sie auch bei gekiihlter
Umgebungstemperatur aktiv ist. [45], [46]

Neben den proteolytischen Enzymen sind die Pseudomonaden auch fiir die Bildung von
Biofilmen bekannt. Diese Biofilme werden ab ungefihr 107 Keimen pro cm2 optisch fiir den
Menschen erkennbar. Die Produkte werden schmierig und ungenief3bar. [1]

Pseudomonaden sind nicht sdurestabil, weswegen sie Amine und Nitrite produzieren. Durch
diese Produkte wird der méglicherweise durch Milchsdurebakterien sehr niedrige pH-Wert
wieder angehoben. [41]

Im Erdboden ist die Anwesenheit von psychrotrophen, aeroben Bakterien sehr hoch. Daher
kann es schon beim Pflanzen oder Ernten zur Kontamination kommen.

Pseudomonas tolaasii ist ein Erreger der Braunfleckenkrankheit. Bei dieser Erkrankung
kommt es zu einer leichten braunen Verfirbung und zum Gewebskollaps der Pilze. [47] Um
diese Krankheit auszulosen, verwendet das Bakterium das Toxin Tolaasin. Tolaasin ist ein

Lipodepsipeptid, das in der Lage ist die Membran der Zellen zu durchléchern, wodurch es zum
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Kollaps der Zelle kommt. [48] Entscheidend ist, dass das Bakterium bereits in den junge
Fruchtkorpern zu finden ist und wéahrend des Wachstums nie vom Pilz ablésst. [49] Dieses
Bakterium konnte in Kompost und in der Deckerde, in der die Pilze angebaut werden,
nachgewiesen werden. [50] Pseudomonas tolaasii bevorzugt Temperaturen um 20,0 °C und
feuchte Bedingungen. [49]

Um das Bakterium zu bekdmpfen wird derzeit sterilisiertes Wasser zum Bewissern der Pilze
verwendet. Dennoch kann auch mit dieser Methode das Ausbrechen der Krankheit nicht zur
Giénze verhindert werden. Auflerdem sollte sichergestellt werden, da die Bakterien feuchte
Bedingungen bevorzugen, dass die Pilze nach zwei bis drei Stunden nach der Bewésserung
wieder trocken sind. Es gibt verschiedene neue Ansitze das Bakterium auszurotten, wie zum
Beispiel Bakteriophagen, die das Bakterium lysieren und somit der Ausbruch der Krankheit
verhindert werden kann. [52]

Pseudomonas agarici ist ein weiteres fiir den Verfall von Pilzen bedeutsames Bakterium.
Dieses Bakterium befillt die Lamellen der Pilze und behindert deren Wachstum. [50] Dabei
bilden sich an der Unterseite der Lamellen der Pilze kleine graue cremige Bakterientropfchen
(,,Drippy gill*) und der Stiel ist mit braunen vertikalen Lédsionen gezeichnet. [53] In extremem
Fillen laufen diese Bakterientropfen den Stiel hinab und kommen durch Lésionen in den Stiel
hinein. Dort fiihren sie zu weiteren Verderbnisprozessen. [54] Aullerdem steht dieser Keim im
Verdacht fiir eine weitere Erkrankung bei Pilzen verantwortlich zu sein, die zu braunen
Verfarbungen der Pilze fiihrt. Diese Verfarbungen bleiben, im Gegensatz zu den Verfarbungen
von Ewingella americana, an der duBleren Oberflache des Pilzes. [50] Pseudomonas agarici
kommt wie so viele andere Verderbniserreger bereits im Kompost und der Deckerde, in der die
Pilze angebaut werden, vor. [55]

Um diesen Keim zu bekdmpfen, wird in Pilzhdusern regelméBig die Deckerde, in der die Pilze
wachsen, desinfiziert und versucht die Oberflache der Pilze mdglichst trocken zu halten. [53]
In der Tabelle 2 sind die wichtigsten Merkmale und Unterschiede der einzelnen Bakterien

tibersichtlich aufgelistet.
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Tabelle 2: Ausgewdhlte Pseudomonadaceae, die zum Verderb von pflanzlichen Lebensmitteln
und Pilzen fiihren

Pseudomonas Erdboden lytischer Abbau Protease

fluorescens Lipase

Pseudomonas Kompost, Braunfleckenkrankheit Lipodepsipeptid

tolaasii Deckerde

Pseudomonas Kompost, ,Drippy gill* Pektinasen

agarici Deckerde Verfarbungen Zellulasen
Proteasen

2.3.3 Milchsaurebakterien

Milchsdurebakterien sind grampositive, nicht sporenbildende Stibchen. Sie konnen
aerotolerant oder auch anaerob sein. Milchsdurebakterien sind auf Néihrstoffe wie
Kohlenhydrate, Aminosédure, Peptide, Fettsduren, Salze und Vitamine angewiesen, da sie diese
nicht selbst synthetisieren konnen. [56] Milchsdurebakterien sind ubiquitdr vorkommend. Sie
kommen nicht nur bei Menschen und Tieren in der Mundhohle und im Darm vor, sondern auch
auf Pflanzen, wo sie Verderb verursachen konnen. [57]

Bei den Milchsdurebakterien gibt es zwei Arten der Fermentation. Homofermentative Arten
bilden ausschlieBlich Milchsdure als Girprodukt. Heterofermentative Milchsdurebakterien
produzieren als Garprodukte Milchsdure, Kohlendioxid, Ethanol und Sduren. Das Substrat fiir
die Gérung sind Kohlenhydrate. Durch die Gédrung sinkt auch der pH-Wert ab. Dieser Prozess
wird auch bei der Herstellung von Lebensmitteln wie Sauermilchprodukten, Joghurt oder
Sauerkraut zu Nutze gemacht und dient dabei der biologischen Konservierung. Durch die
Milchséduregirung werden diese Produkte hergestellt und haltbar gemacht. [1] Die
Milchsduregirung fiihrt zu einem sehr niedrigen pH-Wert von ca. 3,8. Somit werden nicht
sduretolerante Bakterien und auch potentielle Krankheitserreger oder Toxinbildner, an der
Vermehrung gehindert.

Je nach Art konnen Milchsdurebakterien bei Temperaturen zwischen 60,0 °C — 72,0 °C

abgetotet werden. Dafiir reicht eine Dauer der Erhitzung von 40,0 Sekunden aus. [1]
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2.4 Biochemische Nachweisreaktionen zur Differenzierung von Bakterien
Um Bakterien zu unterscheiden, werden oftmals ihre Zwischenprodukte des Stoffwechsels oder
Girungsprodukte herangezogen. Durch die Ergebnisse, die bei den unterschiedlichen

Reaktionen erzielt werden, kann die Art der Bakterien bestimmt werden. [58]

2.4.1 Katalase-Reaktion

Die Katalase verhindert Schiaden an der Zellmembran durch die eigene Oxidation, indem es
Wasserstoffperoxid (H202) zu Wasser (H20) und Sauerstoff (O2) umwandelt (siche Reaktion
1). [59] Wasserstoffperoxid féllt unter natiirlichen Umstdnden als Nebenprodukt beim
Sauerstoffmetabolismus an und ist fiir Bakterien toxisch. [60] Bei dieser Oxidation werden zwei
Reaktionen durchgefiihrt. Fiir die erste Reaktion wir die Katalase in den Compound I oxidiert.
Im zweiten Schritt wird dieser Compound I wieder zuriick zur Katalase reduziert. Bei beiden
Schritten ist jeweils Wasserstoffperoxid das Substrat. [59]

2H,0, - 2H,0+ 0, (1)
Die Bindung zwischen dem Wasserstoffperoxid Molekiil und der Katalase beruht dabei
groBteils auf Wasserstoftbriickenbindungen. [59]
Fiir die Katalasereaktion wird 3,0%iges Wasserstoffperoxid verwendet. Bei der Testung wird
Material von der Platte genommen und in einen Tropfen H202 gehalten. Da das Enzym H202
in H20 und O2 umwandelt, entstehen Blasen, die auf eine positive Reaktion schlielen lassen.
[61]
Katalasepositiv sind unter anderem Sporenbildner wie Bacillus, Staphylokokken, Salmonellen,

Shigellen, Vibrionen, Campylobacter und viele mehr. [18]

2.4.2 KOH-Reaktion

Die KOH-Reaktion wird durchgefiihrt, um das Gramverhalten von Bakterien zu untersuchen.
Dieser Test ist schnell und es wird nur Kaliumhydroxid (KOH) als Reagenz benétigt.

Bei der Durchfiithrung des KOH-Tests wird dhnlich wie bei der Katalasereaktion ein Tropfen
einer 3,0%igen Kalilauge auf einen Objekttriger gegeben. Dann wird eine 2,0 mm Ose mit

Bakterienmaterial in diesen Tropfen gegeben und in kreisformigen Bewegungen durch den
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Tropfen gezogen. Wenn das Tropfen-Material-Gemisch sehr viskos wird und beim langsamen
Herausziehen der Ose Fiden zustande kommen, ist die Reaktion positiv. [62] Bei einer
positiven KOH-Reaktion handelt es sich um gramnegative Bakterien.

Durch Kaliumhydroxid wird bei gramnegativen Bakterien die Zellwand so stark beschédigt,
dass Zellorganellen und Zellbestandteile aus der Zelle heraustreten, was die Viskositdt der
Losung erhoht. Es dauert nur wenige Sekunden bis die Viskositdtserhdhung des
Kaliumhydroxid-Bakterien-Gemisches eintritt. Im Gegensatz dazu wird die Zellwand bei
grampositiven Bakterien nicht zerstort und die Reaktion bleibt aus. [63]

Die Methode ist sehr beliebt, da sie sehr schnell durchgefiihrt werden kann und die Kosten
gering sind. Dennoch kann es zu falsch-positiven Reaktionen durch Kolonien kommen, die in
ithrer Physiologie schon sehr viskos und schleimig sind. Durch zu kurze Reaktionszeiten oder

auch falsches Wachstumsmedium kann es zu falsch-negativen Reaktionen kommen. [63]

2.4.3 Oxidase-Reaktion

Bei der Oxidasereaktion wird getestet, ob die Bakterienkolonie Cytochromoxidase aufweist.
Die Cytochromoxidase ist ein in der Membran eingebautes Enzym, welches eine wesentliche
Rolle bei der Zellatmung spielt. Dieses Enzym wird bei Bakterien an der zytoplasmatischen
Membran lokalisiert und es unterstiitzt die Wasserbildung aus Wasserstoff und Sauerstoff. Bei
dieser Umwandlung wird Energie frei, welche kontrolliert abgebaut und als
Adenosintriphosphat (ATP) gespeichert wird. [64]

Dieser Mechanismus wird auch bei der Nachweisreaktion verwendet. Es gibt unterschiedlichste
Reagenzien, welche durch die Cytochromoxidase oxidiert werden. Die Reagenzien sind dabei
vor der Reaktion farblos und werden erst durch die Cytochromoxidase dunkelblau bis violett.
Wenn dieser Farbumschlag auftritt, ist die Reaktion positiv. [65]

Oxidasepositiv sind unter anderem Pseudomonaden, manche Vibrionenarten und
Campylobacter. Zu den oxidasenegativen Bakterien gehdren unter anderem Enterobakterien,

Erwinia oder auch Staphylokokken. [18]
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2.5 Nachweis der Verderbnisaktivitdt von Bakterien

Um den Verderb von Lebensmitteln nachzuweisen, wurden verschiedenste Arten von
Untersuchungen  herangezogen. Dabei  werden  Methoden wie  enzymatische
Aktivitdtsbestimmungen mit angereicherten Agar, Absorbtionsmessungen mittels Photometer
und Triibungsreaktionen verwendet.

Um die chitinolytische Aktivitit von Serratia spp. zu untersuchen, kann Chitin in den
Uberstand einer Bakterienkultur geben werden, worin sich die extrazelluldren lytischen
Enzyme des Bakteriums befinden. Wenn die Enzyme und das Chitin miteinander reagieren,
wird die Triibung des Uberstandes wihrend der Reaktion immer weniger. Diese immer stirker
werdende Transparenz kann optisch bestimmt werden. [29]

Die enzymatische Aktitvit von Exoenzymen wie Pektinasen, Zellulasen und Proteasen wird
mit einem Photometer gemessen. Dabei wird das Enzym mit einem geeigneten Substrat
inkubiert und die Bildung von ungeséttigten Oligomeren durch Absorption des Lichts bei einer
Wellenlidnge von 230,0 nm gemessen. [66]

Die proteolytische und lipolytische Aktivitdit von Pseudomonas viridiflava kann durch
fettarmen Milch-Agar, auf den die Pseudomonaden aufgetragen und getestet werden. Wenn sie
in Milch proteolytische Aktivitdt aufweisen wird nach dreitdgiger Inkubation auf 22,0 °C eine
klare Zone rund um die Beimpfungsstelle gebildet. Um die lipolytische Aktivitét zu testen, wird
Tributyrin-Agar verwendet. [43] Tributyrin ist ein kurzkettiges Neutralfett, welches durch die
Lipase der Pseudomonaden abgebaut wird. [67] Die lipolytische Aktivitit ist positiv, wenn sich
eine klare Zone um die Beimpfungstelle bildet. [43]

Beim Gelatinasetest wird die Gelatinaseaktivitét eines Bakteriums gepriift. Die Gelatinase baut
dabei die Gelatine zu Aminoséduren ab, die dann vom Bakterium aufgenommen werden. Bei der
Testung wird das Gelatineagar mit Bakterien beimpft. Die Reaktion gilt als positiv, wenn sich
die Gelatine verfliissigt. [68]

Um die Beweglichkeit von Bakterien zu iiberpriifen, werden Motilitétstest durchgefiihrt. Dabei
wird ein semi-solider Agar mit den zu untersuchenden Bakterien beimpft. Wenn die Bakterien
beweglich sind, kommt es zur Triibung des Agars durch die ausschwéirmenden Bakterien. Wenn

Bakterien nicht mobil sind, bleibt der Agar klar.
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3 Aufbau der Studie und Proben

Ziel der Studie ist es, die Gesamtkeimzahl der drei verschiedenen vegetarischen
Convenienceprodukten (Rostbratwiirstchen, Bratstreifen und Faschiertes) unmittelbar nach der
Herstellung und Verpackung sowie nach Lagerung zu untersuchen. Zudem sollten die in den
Proben dominierenden Bakterien auf Basis der Kulturmorphologie isoliert und mittels
Nigrosin-Farbung, KOH-, Katalase- und Oxidase-Test gruppiert werden. (Abbildung 3). Die
Hauptbestandteile der Produkte sind Krauterseitlinge (Pleurotus eryngii), Reis, Pflanzendl und
Hiihnerei. Die Kréuterseitlinge werden in der firmeneigenen Zucht kultiviert. Der Anteil des
verwendeten Krauterseitlings liegt bei den drei getestet Produkten zwischen 68 % und 76 %. In
allen Produkten wird Hiihnereiwei3 in getrockneter Form verwendet. Zum Wiirzen werden
beim Faschierten Rapsdl, Salz, Gewiirze, Senfsaat und getrocknete Zitronenschale verwendet.
Die Bratsteifen werden mit Salz, Gewiirzen und Rapsol verfeinert und bei den
Rostbratwiirstchen werden Salz, Karamell, getrocknetes Hiihnereigelb, Gewiirze, Senfsaat,
Honig, Knoblauch und gemahlene Zitronen zugegeben. [69] Alle drei Produkte werden bei
ausgewdhlten Supermérkten wie Spar, Billa und Merkur 6sterreichweit verkauft. Die Produkte
werden in einem recyclebaren Foodtainer aus Plastik angeboten.

Die drei Produktgruppen wurden am Tag der Verpackung bzw. in einem Fall drei Tage danach
an die Abteilung fiir Lebensmittelmikrobiologie der Veterindrmedizinischen Universitdt
versandt. Der Versand erfolgte gekiihlt, beim Offnen der Pakete wurde die Eingangstemperatur
gemessen und dokumentiert. Um einen guten Uberblick iiber die Belastung der Proben mit
verschiedensten Bakterien zu erhalten, wurden die Proben am Tag der Ankunft (IS) und 10
bzw. 20 Tage und im Einzelfall 30 Tage nach der Verpackung untersucht. Die 43 Proben
wurden bei 7,0 °C und 12,0 °C im Klimaschrank (Climacell MMM Group, Miinchen,
Deutschland) gelagert.
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o

Abbildung 3: v.l.n.r.: Rostbratwiirstchen, Bratstreifen, Faschiertes
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4 Methoden

4.1 Bestimmung der Gesamtkeimzahl

Die Analyse der Gesamtkeimzahl erfolgte mittels Spatelverfahren nach den Vorgaben der ISO
4833-2:2014. Fiir die Analysen wurden 25,0 g des Produktes in einen Stomacherbeutel ®
(Seward, Worthing, Vereinigtes Konigreich) geschnitten. Dabei wurde darauf geachtet, dass
moglichst verschiedene Produktstellen getestet wurden, um alle darin vorkommenden Keime
aufzunehmen. Zur Zerkleinerung der Proben wurden sie in einem Stomacherbeutele gefiillt mit
225,0 ml gepufferten Peptonwasser (Biokar, Allonne, Frankreich) in einem Stomacher® 400
Lab Blender (Seward, Worthing, Vereinigtes Konigreich) 30 Sekunden lang homogenisiert.
Diese Suspension wurde als V1 festgelegt. Fiir die Herstellung von weiteren Verdiinnungen
wurde arithmetisch verdiinnt. Dazu wurden jeweils 9,0 mL Ringer-Losung (Braun, Melsungen,
Deutschland) vorgelegt und 1 mL der Suspension der vorhergehenden Verdiinnungsstufe
hinzugegeben. (siche Tabelle 3).

Tabelle 3: Verdiinnungsstufen

Verdiinnungsstufe Vi1 V2 AR V4 \& Vo6 Vi

Verdiinnungsfaktor 1:10  1:100 1:103  1:104  1:10s  1:106  1:107

Danach wurden aus der V1 300 pL mit einer 1000 pL Pipette (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) auf drei TSA-Platten verteilt und ausgespatelt und dann aus V1 bis
V3100 pL mit einer 100 uL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) auf jeweils zwei TSA-
Platten. Mit zunehmender Lagerdauer wurden die Verdiinnungen bis V7 erweitert. Die TSA-
Agar-Platten wurden fiir 24 — 72 h bei 30,0 °C inkubiert (Incucell, MMM Group, Miinchen,
Deutschland). Fiir die Berechnung der Keimzahl wurden die Verdiinnungsstufen ausgewihlt,
bei denen 10 bis maximal 300 Kolonien gut abgetrennt auf den Platten gewachsen waren.
Danach wurde die Keimzahl mit der in der Abbildung 4 veranschaulichten Formel berechnet.
[43] Zudem wurden die bewachsenen Platten auf die am haufigsten vorkommenden Kolonien

untersucht, deren Morphologie beschrieben und diese ausgezéhlt (siche Tabelle 8 im Anhang).


https://de.wikipedia.org/wiki/Waltham_(Massachusetts)
https://de.wikipedia.org/wiki/Waltham_(Massachusetts)
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c=gewichteter Mittelwert der gezahlten Kolonien (mindestens 10 auf der
niedrigsten Verdiinnungsstufe

Zc= Summe der Kolonien aller ausgezihlten Platten
n,= Anzahl der Platten der niedrigsten auswertbaren Verdiinnungsstufe

n,= Anzahl der Platten der ndchsthdchsten auswertbaren
Verdiinnungsstufe

107 ™= niedrigste auswertbare Verdiinnungsstufe
v= Verdiinnungsfaktor

Abbildung 4: Errechnung der Gesamtkeimzahl [18]

4.2 Gewinnung der Isolate
Fiir die Gewinnung der Isolate wurden Platten herangezogen, die zur Berechnung der Keimzahl
verwendet wurden. Die Auswahl der Kolonien erfolgte auf Basis der Kulturmorphologie. Es
wurden Koloniemorphologien beriicksichtigt, die auf den Platten der jeweiligen
Verdiinnungsstufe vorherrschend waren. Von diesen wurden fiir weitere Differenzierungen
Subkulturen angelegt. Dazu wurde von den moglichst einzeln liegenden Kolonien mithilfe einer
1,0 uL Ose (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) vorsichtig Material abgenommen und wie in
Abbildung 5 dargestellt auf einer 2 TSA-Agarplatte verdiinnt ausgestrichen. Zunéchst wurde
das Koloniematerial direkt, in zwei Parallelen am Rand der Platte aufgetragen (blau), danach
wurde diese Ose um 90 Grad gedreht (roter Ausstrich), und der griine Ausstrich mit einer
gewechselten Ose fortgesetzt. Die TSA-Platten wurden bei 30,0 °C fiir 24 h inkubiert (Incucell,
MMM Group, Miinchen, Deutschland). Am néchsten Tag wurden die Subkulturen auf Reinheit
gepriift. Kontaminierte Kulturen wurden erneut subkultiviert bis sie in Reinform vorlagen. Die
reinen Subkulturen wurden unmittelbar nach der Inkubation mittels KOH (3%
Kaliumhydroxidlosung Merck, Darmstadt, Deutschland) Katalase- (Sigma Aldrich, Merck,
Darmstadt, Deutschland) und Oxidasetest (Bactident® Oxidase, Merck, Darmstadt,
Deutschland) weiter differenziert. Zusitzlich wurde eine Nigrosin-Farbung (Sigma Aldrich,
Merck, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt und im Mikroskop (Nikon Alphaphot, Tokio,

Japan) mit Olimmersion und dem 100x-Objektiv die Bakterienmorphologie bestimmit.
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Abbildung 5: Skizze des Verdiinnens der Kolonien auf der Subkulturplatte

Anhand dieser Reaktionen wurden die Bakterien gruppiert und mindestens ein Vertreter pro
Gruppe und Probe fiir weitere Differenzierungen kryokonserviert.

Fiir das Einfrieren der Isolate wurden 1,5 mL Kryogefdfe (Biologic Group Limited Shandong,
China) mit 700 pL BHI und 300 pL Glycerol befiillt (siehe Tabelle 4). Fiir die Konservierung
wurde eine 0,1 mL Ose mit Koloniematerial befiillt und in dem Kryomedium verquirlt und nach
dem VerschlieBen des Tubes auf dem Vortexer (Vortex-Genie 2, Scientific Industries,
Bohemia, USA) kriftig gemischt.

Tabelle 4: Zusammensetzung Kryomedium

Brain Hearth Broth (Biokar Diagnostics) 70%
Glycerol (Sigma-Aldrich) 30%

Danach wurden die Isolate unverziiglich bei -80 °C in einem Gefrierschrank (Sanyo, Ultra low,

Osaka, Japan) bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.
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5 Ergebnisse

5.1 Gesamtkeimzahl

In der Tabelle 5 ist zu erkennen, dass die mittlere aerobe mesophile Gesamtkeimzahl der
Produkte iiber die Dauer der Lagerung bei den drei Produkten zunimmt. Alle drei Produkte
weisen am ersten Tag der Untersuchung (Tag 0, IS) eine mittlere Gesamtkeimzahl von < log
2,0 bis log 2,5 KbE/g auf (Kontaminationslevel ,,niedrig®). Diese Keimzahl entwickelt sich mit
der Dauer der Lagerung unterschiedlich. Die hochsten Werte finden sich beim Faschierten nach
20 Tagen Lagerung bei 12,0 °C, mit einem Wert von log 8,2 KbE/g. Bei den Bratstreifen und
den Rostbratwiirstchen liegt der Wert im Vergleich dazu nur bei log 5,5 bis log 6,0 KbE/g
(Kontaminationslevel ,,mittel®). Auffillig ist auch, dass die Keimzahlen bei 12,0 °C nicht
immer hoher sind als zum gleichen Tag bei 7,0 °C. Wie in der Tabelle 5 ersichtlich, gibt es
teilweise starke Schwankungen der Standardabweichung bei allen drei Produkten und in jeder
Produktgruppe weisen einzelne Proben nach der Lagerung mikrobiologische Kontaminationen

> log 6,0 KbE/g auf (Kontaminationslevel ,,hoch®).

Tabelle 5: Zusammenstellung der mittleren aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl und
Kontaminationslevel

Anzahl der Proben im Kontaminationslevel/dominante

Bakteriengruppe (BG)
Produktgruppe/ log GKZ NIEDRIG BG MITTEL BG HOCH BG
Probenzahl cfu > |
(cfue) 030 >log3.0-< 6‘c’)g
cfu/g log 6 cfu/g cft;/g
BS/15
2,071+0,56°
IS/4 (1.30-2.53)° 4 A CD 0 / 0 /
2,86%2,70° B, C
10d,7,0° ¢ ! 2 A, D 1 '
0d,7.0°C/3  (0,70-5,80)" p | % [/
. 6,05+2,832 A, B,
10d, 12,0 °C/3 (4,04-8,05)° 1 C 1 A C 1 C.D
. 5,59+3,36°
20d, 7,0 °C/3 (3,61-9,47)° 0 / 2 C,D 1 C
. 5,96+1,29°
20d,12,0°C/2 (5,05-6,87)° 0 / 1 C,D 1 D

RB/12
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1,8810,262
IS/3 (1.70-2.18)" 3 A C 0 / 0 /
4,533,332
o ’ ’ 1 1 0
10d, 7,0 °C/2 (1.00-7.62)° A D /
+ a
10d, 12,0 °C/2 (’;’gj:g 'Z;)b 0 / 0 / 2 C,D
o 6,743,222
20d,7,0°C/3 (3.17.9.43)" 0 / 1 E 2 C
5,505,942
o 14 ’ 1
20d, 12,0 °C/2 (1.30.9,69)" A 0 / 1 C
F/16
2,270,207
IS/4 (2.00-2.43)° 4 A 0 / 0 /
. 6,731,592 A C, C,D,
10d, 7,0°C/3 (4.93-7.95)b 0 / 1 S 2 .
. 8,04+1,01° A C,
10d,12,0°C/3 (6.89-8,78)° 0 / 0 / 3 5
. 7,412,512 A C,
20d,7,0°C/3 (4,53-9,06) 0 / 1 A, C 2 D, E
+ a
20d, 12,0°C/3 (i'zgj;'gz)b 0 / 1 A, D 2 C E

Abkiirzungen: BS - Bratstreifen; RB - Rostbratwiirstchen; F - Faschiertes; IS - IS, log GKZ
(cfu/g) - mittlere aerobe Gesamtkeimzahl +Standardabweichung a, Minimum — Maximum b;
BG - Bakteriengruppe; A - acrobe Sporenbildner; B - gramnegative Oxidase-positive Stidbchen;

C - gramnegative Oxidase-negative Stibchen; D - Kokken; E - Milchsdurebakterien

5.2 Isolatergebnisse

Die aus allen Produkten isolierten Bakteriengruppen (n = 108 Isolate) sind iiberwiegend
gramnegative Bakterien, Kokken und Sporenbildner sowie vereinzelt Milchsdurebakterien
(siche Abbildung 6). In der Abbildung 10 sind alle Kulturmorphologieformen fotografisch
dargestellt, die als Ergebnis der Keimzidhlung auf TSA-Agar angeziichtet wurden. Die weitere
Gruppierung erfolgte mittels Mikroskopie, KOH-, Katalase-, und Oxidase-Test. Die
Beschreibung der Koloniemorphologie und die Ergebnisse der KOH-, Katalase- und Oxidase-
Tests findet sich im Anhang, Tabelle 8.



25

25
22 e Gramnegative Bakterien
e Kokken
20 e  Sporenbildner
18 Milchséaurebakterien
15
=
g
< 11
<
10 9 9
6
5 5
5 44
3 3 3
I I I I : : :
; ARENER a il
G I B A F E L (0] K Q C H N D J P
Morphologieeinteilung

Abbildung 6: Verteilung der in den Proben nachgewiesenen Bakteriengruppen gruppiert nach Bakterienmorphologie,
gramnegative Bakterien, Kokken, Sporenbildner und Milchsdurebakterien

Vor der Lagerung (IS — IS, Tag 0) wird in keinem der drei Produkte (Bratstreifen,
Rostbratwiirstchen, Faschiertes) das Kontaminationslevel ,,Mittel” und ,,Hoch* erreicht (siche
Tabelle 5, Abbildungen 7, 8, 9). Zu diesem Zeitpunkt werden in den Produkten regelméaBig
verschiedene aerobe Sporenbildner, z. Teil auch gramnegative, Oxidase-negative Stabchen und
Kokken nachgewiesen. Wie in Tabelle 5 und in den Abbildungen 7, 8, 9 weiterhin ersichtlich,
nimmt die Anzahl der Proben im mittleren und hoheren Kontaminationslevel mit der Dauer der
Lagerung zu und im Kontaminationslevel ,,hoch* wird die Flora von gramnegativen Bakterien
beherrscht.

Bratstreifen, Rostbratwiirstchen und Faschiertes erreichen bei unterschiedlicher Lagerdauer
und Temperatur verschiedene Kontaminationslevel (siche Abbildungen 7, 8, 9). Bratstreifen
und Rostbratwiirstchen verhalten sich sehr &hnlich. Beim Faschierten wird das hohere
Kontaminationslevel schneller erreicht. Auffallig ist, dass manche Keimgruppen bei ein und
derselben Produktcharge nachweisbar waren und im Laufe der Lagerung dann nicht mehr
isoliert wurden. Bei allen Produkten féllt auf, dass von allen mdglichen Keimgruppen

(Sporenbildner, gramnegative Oxidase-positive Stidbchen, gramnegative Oxidase-negative



Stabchen, Kokken, Milchsdurebakterien) nur gramnegative oxidasenegative Bakterien und

Kokken iibrigbleiben am Tag 20 nachgewiesen werden konnten.

_D
20 d, 12°C C,D
5
20 d, 7°C C, D

A,B,C,.D
10d, 12°C AC
C

10d,7°C

Lagertemperatur und Lagerdauer

B,C,D
D
Initialer Status AI il D

Anzahl der Proben im Kontaminationslevel

#HOCH > log 6.0 cfu/g m MITTEL > log 3.0 - <log 6 cfu/g mNIEDRIG < log 3.0 cfu/g

Abbildung 7: Kategorisierung der mikrobiologischen Kontamination von Bratstreifen (BS) (Anzahl der Proben im
Kontaminationslevel bezogen auf die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl (GKZ) zum initialen Status und nach 10 und 20 d
Lagerung, bei 7,0 °C, 12,0 °C)

Abkiirzungen: A - aerobe Sporenbildner; B - gramnegative Oxidase-positive Stidbchen; C -

gramnegative Oxidase-negative Stibchen; D - Kokken; E - Milchsdurebakterien
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Anzahl der Proben im Kontaminationslevel

Lagertemperatur und Lagerdauer

= HOCH > log 6.0 cfu/g = MITTEL > log 3.0 - < log 6 cfu/g m NIEDRIG < log 3.0 cfu/g

Abbildung 8: Kategorisierung der mikrobiologischen Kontamination von Rostbratwiirstchen (RS) (Anzahl der Proben im
Kontaminationslevel bezogen auf die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl (GKZ) zum initialen Status und nach 10 und 20 d
Lagerung, bei 7,0 °C, 12,0 °C)

Abkiirzungen: A - aerobe Sporenbildner; B - gramnegative Oxidase-positive Stibchen; C -

gramnegative Oxidase-negative Stiabchen; D - Kokken; E - Milchsdurebakterien
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Abbildung 9: Kategorisierung der mikrobiologischen Kontamination von Faschiertem (F) (Anzahl der Proben im
Kontaminationslevel bezogen auf die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl (GKZ) zum initialen Status und nach 10 und 20 d
Lagerung, bei 7,0 °C, 12,0 °C)

Abkiirzungen: A - aerobe Sporenbildner; B - gramnegative Oxidase-positive Stidbchen; C -

gramnegative Oxidase-negative Stabchen; D - Kokken; E - Milchséurebakterien
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Abbildung 10: In den Proben nachgewiesene Kulturmorphologieformen, anziichtbar auf TSA-Agar (Kristina Schmidhofer).
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6 Diskussion

Unmittelbar nach der Herstellung und Verpackung (IS) ist die aerobe mesophile
Gesamtkeimzahl bei allen Produktgruppen niedrig (Kontaminationslevel ,,niedrig®) Mit
zunehmender Lagerungszeit steigen die Keimzahlen an, wobei hohe Kontaminationslevel vor
allem durch gramnegative, oxidasenegative Stibchen verursacht werden. Es werden nach 20
Lagertagen bei 7,0 °C vereinzelt Keimzahlen von bis log 9,5 KbE/g erreicht. Das zeigt, dass
diese Vertreter zu den psychrotrophen Mikroorganismen zédhlen. Es zeigt sich aulerdem, dass
eine hohere Lagertemperatur erwartungsgemdl zu einem hoheren Anstieg der
Gesamtkeimzahlen fiihrt. Bei dieser Lagertemperatur vermehren sich Kokken deutlich besser,
als bei 7,0 °C.

Die Standardabweichung ist teilweise sehr grof3, das heiflt, dass die Werte der Keimzahlen in
denselben Probentypen sehr stark wvariieren. Grundsitzlich benodtigen Bakterien bei
Kiihltemperaturen einige Zeit, um sich zu vermehren (Anlaufphase). Generell sind zum
initialen Untersuchungszeitpunkt, sowohl in Proben, welche spédter hohe Keimzahlen
aufweisen, als auch jene Proben, die auch spéter noch niedrige Keimzahlen haben, nur niedrige
Keimzahlen (niedriges Kontaminationslevel) beobachtet worden. Die Entwicklung mittlerer
und hoher Kontaminationslevel in den Produkten ist entscheidend von der Bakterienart
abhéngig. In der vorliegenden Studie waren in den Produkten immer gramnegative Oxidase-
negative Stidbchen, selten aerobe Sporenbildner und Kokken beteiligt.

Insgesamt wurden 108 Isolate aus den Proben gewonnen und mittels KOH-, Katalase- und
Oxidase-Test differenziert und gruppiert. Dabei féllt auf das 27,78 % der Isolate zu den
gramnegativen, Oxidase-negativen Stdbchen gehorten und in 46,67 % der mittleren und 60 %
hoch kontaminierten Proben nach Lagerung zu finden sind. 4,62 % der gramnegativen Oxidase-
positiven Isolate kommen in 6,67 % der mittleren und 0,00% der hoch kontaminierten Proben
nach Lagerung vor. 28,70% der Proben waren Sporenbildner. Im mittleren
Kontaminationslevel machten sie 26,67 % und im hohen Kontaminationslevel 20,00 % der
Isolate aus. Die Kokken machen 26,85 % der Proben aus. Im mittleren Kontaminationslevel als
auch im hohen Kontaminationslevel machten sie 40,00 % der gefundenen Bakterien aus.
Milchsdurebakterien machen 3,70 % der Isolate aus und wurden in nur 6,67 % der mittel- und

20,00 % der hochkontaminierten Proben nachgewiesen.
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Die gewonnenen Ergebnisse zeigen dem Betrieb auf, dass die Verarbeitungshygiene nicht
kontinuierlich umgesetzt wird. Die schwankenden Keimzahlen und die unterschiedlichen
Keimzusammensetzungen in den gelagerten Produkten, zeigen, dass die Hygiene in der
Verarbeitung und im Handling mit den Produkten unterschiedlich gut angewendet wird.
Besonderes Augenmerk muss auf den Umgang mit den Produkten nach der Erhitzung gelegt
werden. Neben einer guten Personalhygiene, z&hlt die Reinigung und Desinfektion von
lebensmittelberithrenden Kontaktflichen und Maschinen, wie der Wolf zum Herstellen des
Faschierten oder die Wourstschilmaschine, unbedingt dazu. Uber die Herkunft der
gramnegativen Bakterien kann aufgrund der vorliegenden Daten nur spekuliert werden. So
konnten diese auch aus der Rohware (Pilz) stammen. Weiterfiihrende Untersuchungen zur
Charakterisierung der Isolate (16s rDNA-Sequenzierung), Nachweis von Enzymaktivitéten (z.
B. Proteasen, Lipasen), die Inkubation bei verschiedenen Temperaturen und die Anwendung
geeigneter Fingerprintmethoden, kénnen helfen im Produktionsbetrieb gezielte MaBBnahmen zu
setzten und somit die Lagerstabilitdit der Produkte langfristig und kontinuierlich zu

gewdhrleisten.



32

7 Zusammenfassung

Ein Osterreichisches Lebensmittelunternehmen produziert auf Grundlage des Kriuterseitlings
(Pleurotus eryngii) Bratstreifen, Rostbratwiirstchen und Faschiertes. Diese werden in
ausgewdhlten  Osterreichischen  Supermarktketten verkauft. Da 1im  europiischen
Lebensmittelrecht festgehalten ist, dass Sauberkeit und Hygiene der Produkte bis zum
Mindesthaltbarkeitsdatum gewdahrleistet sein miissen, ist es notwendig, dass die Produkte bis
zu diesem Zeitpunkt eine gute Qualitét aufweisen.

Im Projekt wurden 43 Produktproben einen Tag nach der Verpackung (IS) und nach 10 und 20
tagiger Lagerung bei 7,0 und 12,0 °C auf ihre mikrobiologische Qualitdt gepriift. In den
erhitzten Produkten wurden aerobe Sporenbildner erwartet, da deren Sporen den
Erhitzungsprozess iiberleben. Gramnegative Bakterien, wie Enterobacteriaceae und
Pseudomonadaceae, Kokken sowie Milchsdurebakterien sollten in den Produkten nicht mehr
nachweisbar sein.

Enterobacteriaceae und Pseudomonadaceae kommen in der Hauptzutat Pilz vor und einige wie
Ewingella americana, Pseudomonas agarici, Pseudomonas tolaasii und Pseudomonas
fluorescens, sind wichtige Verderbniserreger. Sie verursachen bei den Pilzen unterschiedlichste
Erkrankungen wie die Braunfleckenkrankheit, lytischen Abbau und Verderbnisprozesse im
Inneren des Pilzes oder auch an dessen Auf3enseite.

Zum Untersuchungszeitpunkt wurde bei den Proben die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl auf
TSA-Agar (ISO 4833-2:2013) bestimmt. AnschlieBend wurde die dominierende Bakterienflora
auf TSA-Agar anhand der Kulturmorphologie fiir die weitere Charakterisierung subkultiviert.
108 Isolate wurden fiir eine genauere Unterscheidung mit biochemischen Nachweisverfahren
wie KOH,- Katalase,- und Oxidase-Tests gruppiert und in einer Kryokultur abgelegt.
Unmittelbar nach der Herstellung wurden in den Produkten meist Sporenbildner, aber zum Teil
auch gramnegative Stibchen und Kokken nachgewiesen. Wéhrend der Lagerung bei 7 und
12,0 °C wurde oft eine Zunahme der gramnegativen Stibchen beobachtet, bei 12,0 °C konnten
sich auch Kokken in den Produkten vermehren. Insgesamt waren Produkte, die keine
Kontaminationen mit gramnegativen Stédbchen aufwiesen bis zum 20. Tag auch in der Qualitit
stabil. Waren die Produkte mit gramnegativen Bakterien kontaminiert, wurden auch
Abweichungen in der Produktqualitdt festgestellt. Grundsétzlich gilt es in der Produktion nach

der Erhitzung der Produkte die Rekontamination bis zur Verpackung zu vermeiden. Dabei ist
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besonders auf eine gute Personalhygiene, auf eine erfolgreiche Reinigung und Desinfektion und
die Vermeidung von Biofilmen zu achten. Fiir die die genaue Ursachenanalyse sind
weiterfiilhrende Untersuchungen, wie mikrobiologische Stufenkontrollen in der gesamten

Produktionskette notwendig.
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8 Abstract

An Austrian food company produces roast strips, sausages and minced meat on the basis of the
king oyster mushroom (Pleurotus eryngii). These are sold in selected Austrian supermarket
chains. As European food law stipulates that cleanliness and hygiene of the products must be
guaranteed until the best-before date, it is necessary that the products are of good quality until
that date.

In the project, 43 product samples were tested for their microbiological quality one day after
packaging (initial status) and after 10 and 20 days of storage at 7.0 °C and 12.0 °C. Aerobic
spore formers were expected in the heated products, as their spores survive the heating process.
Gram-negative bacteria such as Enterobacteriaceae and Pseudomonadaceae, cocci and lactic
acid bacteria should no longer be detectable in the products.

Enterobacteriaeceae and Pseudomonadaceae occur in the main ingredient mushroom and some
such as Ewingella americana, Pseudomonas agarici, Pseudomonas tolaasii and Pseudomonas
fluorecens are important spoilage organisms. They cause a wide variety of diseases in
mushrooms, such as brown spot disease, lytic decomposition and spoilage processes inside the
mushroom or on its outside.

At the time of investigation, the aerobic mesophilic total bacterial count was determined on
TSA agar (ISO 4833-2:2013). Subsequently, the dominant bacterial flora was subcultivated on
TSA-agar for further characterization based on the culture morphology. 108 isolates were
grouped for more precise differentiation using biochemical detection methods such as KOH,
catalase and oxidase tests and placed in cryoculture.

Immediately after production, the products mostly contained spore formers, but sometimes also
gram-negative rods and cocci were detected. During storage at 7.0 °C and 12.0 °C, an increase
in gram-negative rods was often observed; at 12.0 °C, coccus was also able to multiply in the
products. In total, products that were not contaminated with gram-negative rods were stable in
quality until the 20th day. If the products were contaminated with gram-negative bacteria,
deviations in product quality were also detected. As a matter of principle, it is important to
avoid recontamination in production after the products have been heated until they are
packaged. Particular attention must be paid to good personal hygiene, successful cleaning and

disinfection and the prevention of biofilms. Further investigations, such as microbiological
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step-by-step controls in the entire production chain, are necessary for a precise analysis of the

causcs.
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10 Abklirzungsverzeichnis

BS Bratstreifen

F Faschiertes

GN Gramnegative oxidasenegative Stibchen
GNOX Gramnegative oOxidasepositive Stibchen
GZK Mittlere aerobe mesophile Gesamtkeimzahl
IS Initialer Status

KG Keimzahl

KOK Kokken

LAB Milchsdurebakterien

Log GKZ [(cfu/g)] Mittlere aerobe Gesamtkeimzahl + Standardabweichung
Max Maximum

Min Minimum

RB Rostbratwiirstchen

SPB Aerobe Sporenbildner

16S rDNA Ribosomale DNA
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Tabelle 6: Produkt-1D Bratstreifen und Faschiertes

14 Anhang
Bratstreifen

Produkt- Lagerdauer
ID (Tage)
1-1 0
1-2 10
1-3 10
1-4 20
1-5 20
1-6 30
1-7 30
4-1 0
4-2 10
4-3 10
4-4 20
4-5 20
4-6 30
4-7 30
7-1 0
7-2 10
7-3 10
7-4 20
7-5 20
10-1 0
10-2 12
10-3 12
10-4 20
10-5 20

(°C)
frisch
7
12
7
12

7

12
frisch
7
12
7
12
7
12
frisch
7
12
7
12
frisch

12

12

Lagertemperatur Produkt-

D
3-1
3-2
3-3
3-4
3-5
6-1
6-2
6-3
6-4
6-5
9-1
9-2
9-3
9-4
9-5
15-1

Faschiertes
Lagerdauer Lagertemperatur
(Tage) °O)
0 frisch
10 7
10 12
20 7
20 12
0 frisch
10 7
10 12
20 7
20 12
0 frisch
10 7
10 12
20 7
20 12
0 frisch
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16-1 0 frisch
16-2 12 7
16-3 12 12
16-4 20 7
16-5 20 12

Tabelle 7: Rostbratwiirstchen Produkt-1D

Produkt-ID Lagerdauer (Tage) Lagertemperatur (°C)
2-1 0 frisch
2-2 10 7
2-3 10 12
2-4 20 7
2-5 20 12
5-1 0 frisch
5-2 10 7
5-3 10 12
5-4 20 7
5-5 20 12
8-1 0 frisch
8-2 10 7
8-3 10 12
8-4 20 7
8-5 20 12
11-1 0 frisch
11-2 12 7
11-3 12 12
11-4 20 7

11-5 20 12



Tabelle 8: Morphologieeinteilung

Weilllich, Radchen,

mit Faden, grau
Turmbildend, weil3,
innen schleimig
Glatt, stumpf,
beige, flach
wachsend
Leicht glanzend,
flach
Ahnlich Bacillus
cereus
Erhaben, konvex,
gldnzend, cremig
Transparent,
glanzend, leicht
gelblich
Kugelig, weil,
erhoben
Gléanzend, feucht,
weill
Gelb, erhoben
Sehr klein, weiB3lich,
rund, Mitte gelblich,
»Zygotenartig®
Gleiche
Morphologie wie F

k.A.

k.A.

k.A.

Sporenbildner

Sporenbildner

Sporenbildner

Sporenbildner

Sporenbildner

Kokken

Kokkoide
Stabchen

Kokken

Diplokokken
Kokken

Kurze plumpe
Stabchen
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