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1.1 Die Spezies Escherichia coli

Theodor Escherich isolierte 1885 Escherichia (E.) coli, zunachst Bacterium coli commune
genannt, aus dem Fazes eines gesunden Sauglings (Escherich 1989). E. coli ist ein
stdbchenformiges, gramnegatives Bakterium, das kommensal im Verdauungstrakt von
Saugetieren, Vogeln und anderen Wirbeltieren vorkommt (Ferens und Hovde 2011; Kradmer
2011; Weber 2010). Hier bringt E. coli dem Wirt verschiedene Vorteile, wie zum Beispiel die
Aufrechterhaltung des Mikrobioms und des intestinalen Immunsystems. Des Weiteren
unterstitzt E. coli die Verdauung und Vitaminsynthese (Schierack et al. 2009; Kaper et al.
2004; Gordon und Cowling 2003; Haller et al. 2002; Palaniappan et al. 1992; Bentley und
Meganathan 1982). Zusatzlich kdnnen kommensale E. coli vor Entzindungen des zentralen
Nervensystems schutzen und als Probiotikum der Kolonisierung pathogener
Mikroorganismen, wie zum Beispiel Salmonellen oder E. coli O157:H7, im Darms vorbeugen
(Sonnenborn 2016; Ochoa-Reparaz et al. 2011; Leatham et al. 2009; Hudault et al. 2001).

Das ubiquitare Vorkommen von E. coli spiegelt die Fahigkeit wider, sich an unterschiedlichen
Umgebungen, wie Erde oder Wasser, anpassen zu kénnen (Holden et al. 2014; Ishii et al.
2006; McLellan 2004). E. coli ist ein sehr umfangreich untersuchter und bekannter
Modelorganismus. Wissenschaftliche Verwendung findet es in der biotechnischen Produktion
von Proteinen, im Genetic-Engineering und in der Molekularbiologie (Kamionka 2011).
Neben den ungefahrlichen kommensalen E. coli-Stammen gibt es auch verschiedene
pathogene Vertreter, die eine grolie Spannbreite von Krankheiten bei Menschen und Tieren
verursachen kénnen. Zu diesen zahlen unter anderen Enteropathogene E. coli (EPEC),
Enteroaggretative E. coli (EAEC) und Enterohamorrhagische E. coli (EHEC).
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1.2 Taxonomie, Morphologie und Klassifikation

Bei E. coli handelt es sich um ein ca. 1,3 x 2,0-6,0 ym grofRes, stabchenférmiges,
heterotrophes, gram-negatives und nicht-sporenbildendes Bakterium, das zur Familie der
Enterobacteriaceae und zur Gattung Escherichia gehort. Des Weiteren ist E. coli fakultativ
anaerob und reagiert auf den Oxidasetest negativ (Schlegel 2007; Madigan und Martinko
2006; Brenner et al. 2005; Chaudhury et al. 1999). E. coli kann sowohl unbeweglich als auch
bei peritricher Begeilelung beweglich sein (Darnton et al. 2007). Durch seine fakultativ
anaeroben Eigenschaften ist E. coli dazu in der Lage, Energie aus der Atmungskette oder
aber auch aus der gemischten Sauregarung zu gewinnen. Endprodukte der verschiedenen
Stoffwechselwege kénnen Laktat, Bernsteinsaure, Ethanol, Acetat und Kohlenstoffdioxid sein
(Tortora et al. 2010; Schlegel 2007; Madigan und Martinko 2006). E. coli ist zwischen
Temperaturen von 7 bis 49 °C vermehrungsfahig mit einem Optimum bei ca. 37 °C (Rudolph
et al. 2010; Fotadar et al. 2005; Jones et al. 2004). In der Zellmembran befinden sich
verschiedene Transportproteine zum aktiven und passiven Stoffaustausch (Facey und Kuhn
2004).

Zur Differenzierung einzelner E. coli-Subtypen kann die Serotypisierung herangezogen
werden. Die Serotypisierung von E. coli- Stammen liefert Aufschluss Uber eine spezifische
Kombination aus unterschiedlichen O- und H-Antigenen. Hierbei werden die Antigene der
Zellwand (O) und Flagellaren (H) zur Klassifizierung genutzt. In der Vergangenheit wurde
zusatzlich auch noch ein Kapsel-(K)-Antigen zur Klassifizierung verwendet. Mittlerweile wird
im Wesentlichen jedoch die Serotypisierung Uber die O- und H-Antigene als
Standardserotypisierung verwendet. Bei den O-Antigenen handelt es sich um den dullersten
der drei Teile von Lipopolisacchariden, die typisch fur gramnegative Mikroorganismen sind.
Das O-Antigen weist durch Variationen in der Kombination, Position, Stereochemie und
Verbindungen in den Zuckerresten eine relativ hohe Diversitat der Struktur auf. O-Antigene
bilden einen passiven Schutz gegen immunologische Effektoren und werden auch fir die
bakteriologische Routinediagnostik genutzt. Uber 180 O-Gruppen, durchnummeriert von O1
bis > 0180, kénnen mit Agglutinationreaktionen des O-Antigens mit Antiseren differenziert
werden (DebRoy et al. 2016; Hahn et al. 2001; Guentzel 1996). Fir die Spezifizierung der
Flagellen Uber die H-Gruppen wurden mit H1 bis > H55 ebenso fortlaufende Zahlen
eingefuhrt. Hinzu kommt die Mdoglichkeit zur Bezeichnung als H-Antigen negativ fir
unbewegliche Vertreter. Die Differenzierung erfolgt ebenfalls serologisch Uber eine
Agglutinationsreaktion mit monovalenten Antiseren oder einem PCR-
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus, bei dem das fliC-Gen, auf welchem die
Flagellen kodiert sind, amplifiziert wird (Prager et al. 2003; Guentzel 1996). Die

Serotypisierung wird angewendet, um Stdmme mit humanmedizinischer Relevanz zu
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identifizieren. Diese Methode ist allerdings relativ aufwendig und durch Kreuzreaktionen bei
den adsorbierten O-Antigen-Antiseren aus Kaninchen kann es oft zu Fehlern kommen. Des
Weiteren konnen einige Stdmme zum Beispiel aufgrund von Autoagglutination nicht
identifiziert werden. Hier bietet die Ganz-Genom-Sequenzierung eine neue zuverlassigere
Methode (Prager et al. 2003).
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1.3 Physiologie und humanmedizinische Relevanz

E. coli ist sowohl Teil des normalen Mikrobioms im menschlichen Verdauungstrakt als auch
haufige Ursache bakterieller Infektionen. E. coli ist die haufigste Ursache fir Infektionen des
Blutkreislaufes und des Harntraktes. Des Weiteren wird E. coli mit intra-abdominale
Infektionen in Verbindung gebracht, verursacht neonatale Meningitis und ist eine der
haufigsten Ausloser lebensmittelbedingter Infektionen weltweit (European Centre for Disease
Prevention and Control 2017; WHO 2014). Im Wesentlichen kénnen pathogene E. coli daher
in zwei grof3e Gruppen eingeteilt werden: die Intestinal Pathogenic E. coli (InPEC), die den
Gastrointestinaltrakt infizieren kénnen, und die Extraintestinal Pathogenen E. coli (EXPEC).
Die Kombinationen spezifischer Virulenzfaktoren, die phanotypische Darstellung in in vitro-
Infektionsmodellen und das klinische Erscheinungsbild im Zusammenhang mit Infektionen

werden genutzt, um E. coli in bestimmte Pathotypen zu gliedern (Kaper et al. 2004).

Vertreter der EXPEC sind:

Uropathogene E. coli (UPEC), die Infektionen des Harntraktes von Tier und Mensch
verursachen konnen, Neugeborenen-Meningitis verursachende E. coli (NMEC), zu
Septikédmie in Verbindung stehende E. coli (SePEC) und Avian Pathogenic E. coli (APEC),

die Colibacillose auslésen konnen (Moulin-Schouleur et al. 2007).

Vertreter der INPEC sind:

EHEC sind haufig die Ursache fir lebensmittel- und wasserassoziierte Infektionen in
Entwicklungslandern. Wichtigste Vertreter sind die des Serotypen O157:H7. Hierbei handelt
es sich um Verotoxinproduzierende E. coli (VTEC), welche das Darmepithel beschadigen.
Daraus koénnen sich schwere Krankheitsbilder wie hamorrhagische Kolitis oder das
hamolytisch-uramische Syndrom (HUS) entwickeln (Hartland und Leong 2013). Trotz der
nahen Verwandtschaft zu EHEC sind EPEC keine Toxin-Bildner. Diese Vertreter der
pathogenen E. coli 16sen haufig akute und langer andauernde Diarrhdé bei Kindern in
Entwicklungslandern aus (Sherman et al. 2005; Nataro und Kaper 1998). Enteroinvasive
E. coli (EIEC) sind nicht-toxin-produzierend, aber hoch invasiv. Ihr
Pathogenitatsmachanismus fuhrt zu Schadigungen der Darmwand durch die Zerstérung
derer Zellen (Lan et al. 2004). Enterotoxische E. coli (ETEC) werden haufig mit der
Reisediarrhd in Verbindung gebracht. Sie produzieren sowohl hitzelabile als auch -stabile
Toxine (Bourgeois et al. 2016). Per Definition produzieren EAEC weder die hitzelabilen noch
die hitzestabilen Toxine der ETEC, zeigen aber eine aggregative Adharenz an HEp-2-Zellen,
wobei sie ein typisches Mauersteinmuster (,stacked brick®) bilden. Dieser Pathotyp steht in
Verbindung mit persistenter Diarrhé bei Kindern (Boisen et al. 2013; Nataro et al. 1998).
Diffus Adhéarente E. coli (DAEC) bilden keine klaren Adharenzmuster an HEp-2-Zellen. lhre
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Rolle in der Auslésung von Diarrh6 ist noch nicht abschlieRend geklart (Kaper et al. 2004).

Die verwandtschaftlichen Beziehungen dieser Vertreter sind in Abbildung 1 dargestellt.

Abbildung 1: Darstellung der Verwandtschaft pathogener E. coli nach Donnenberg (2002)
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1.4 ESBL/AmpC-bildende E. coli

ESBL/AmpC-bildende Bakterien sind dazu in der Lage, Enzyme zu produzieren, die die
Wirkung von Antibiotika wie Penicillin und Cephalosporin reduzieren oder sogar komplett
inhibieren kénnen. Dadurch reagieren die entsprechenden Bakterien nicht mehr sensitiv auf
diese Antibiotika. Wahrend ESBL-bildenden (extended-spectrum betalactamases) Bakterien
resistent gegen Cephalosporine der 4. Generation sind, sind AmpC Beta-Laktamase -
bildende (Ampicillinase C) Bakterien resistent gegen Cephalosporine der 2. und 3.
Generation. Diese Resistenzen sind auf unterschiedlichen Genen kodiert, auch auf
Plasmiden. Diese mobilen Elemente kdénnen zwischen unterschiedlichen Spezies aber auch
Gattungen ausgetauscht werden. Somit kdnnen auch die Antibiotikaresistenzen weitergeben
werden (BfR 2015; Vaidya 2011; Cullik et al. 2010; Canton et al. 2008). In fast allen Gram-
negativen Bakterienspezies kdnnen ESBL/AmpC -bildende Vertreter vorkommen, sowohl in
nicht-pathogenen kommensalen E. coli des Verdauungstraktes als auch in pathogenen
Bakterien wie z. B. Salmonellen. Die Ausbreitung ESBL/AmpC -bildender Bakterien im

Allgemeinen wird durch die Verwendung von Antibiotika begunstigt (BfR 2015, 2011).

Beta-Laktam-Antibiotika bilden kovalente Bindungen mit bakteriellen Penicillin-
Bindungsproteinen und storen die Funktion der Zellwand von Bakterien durch die
Unterbrechung der Peptidoglycansynthese und einer daraus resultierenden Stérung des
Mureinschichtaufbaus. Dies wirkt bakterizid wahrend der Vermehrung (Rolle und Mayr 2007;
Frei und Ldscher 2002). Die Wirksamkeit der einzelnen Beta-Laktamgruppen hangt von der
Starke der Bindung an die Penicillin-Bindungsproteine, der Abbaurate durch Beta-
Laktamasen und der Fahigkeit, die aul’eren Membranen der Bakterien zu durchdringen, ab
(Simon und Stille 1993).

Die Hauptursache fir mikrobielle Resistenz gegen Beta-Laktame liegt in der Fahigkeit, Beta-
Laktamase zu produzieren (Livermore 1995). Dieses Enzym hydrolisiert den Beta-Laktam-
Ring von Beta-Laktam-haltigen Wirksoffen, der fur die Hemmung von Penicillin-
Bindungsproteinen entscheidend ist (Abraham und Chain 1988). Die Resistenz gegen
Breitbandpenicilline, wie Ampicillin und Amoxicillin, wird hauptsachlich durch plasmidcodierte
Beta-Laktamasen des TEM-Typs (Temoneira beta-lactamase) und seltener durch die des
SHV-Typs  (Sulfhydryl-variable  beta-lactamase) induziert. Resistenzen  gegen
Cephalosporine der 3. Generation, wie Cefotaxim und Ceftazidim, werden hingegen
hauptsachlich durch ESBL ausgel6st. Der am haufigsten festgestellt Resistenzmechanismus
in Amoxicillin-Clavulansaure-resistenten E. coli sind die OXA-1 (Oxacillinase) Produktion,
eine Uberproduktion von Penicillinasen, die Produktion plasmidaler AmpC, eine
Uberproduktion chromosomaler AmpC und die Produktion Inhibitor-resistenter TEM. Die

ersten ESBL, die sich in E. coli verbreiteten, waren Varianten von TEM oder SHV-Enzymen,
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in welchen einzelne oder mehrere Aminosauresubstitutionen die Hydrolyse von
Cephalosporinen der 3. und 4. Generation der neuen MRSA Cephalosporine und
Monobactamen erméglichten. Diese Enzyme wurden in den letzten Jahren weitestgehend
durch CTX-M-Typen der ESBL abgeldst, welche einen der wichtigsten Faktoren fir die
weltweite Dominanz darstellen. Die meisten ESBL kénnen durch Beta-Laktamase-Inhibitoren
wie Clavulansaure, Sulbactam Tazobactam oder Avibactam inhibiert werden. Die WHO
verzeichnet in einem 2014 verdéffentlichten Bericht eine Weltweit hohe Resistenzrate
gegenlber Cephalosporinen der 3. Generation (European Centre for Disease Prevention
and Control 2017; WHO 2014).

In Europa sind die AmpC E. coli weniger verbreitet als die ESBL E. coli deren
Nachweishaufigkeit EU- und auch deutschlandweit in den vergangenen Jahren zunahm.
Haufiger verbreitet sind die AmpC in den USA (European Centre for Disease Prevention and
Control 2017).

Abbildung 2 zeigt die verwendeten Mengen von Beta-Laktam-Antibiotika (in DDD, daily
defined dose: definierte Tagesdosis) in der EU und in Deutschland. Es ist zu erkennen, dass
es erst seit 2018 zu einer deutlichen Verringerung der Verwendungsmengen kam. Beta-
Laktame sind nur einige der heute erhaltlichen Antibiotika, die Verwendung in der

Humanmedizin finden (European Centre for Disease Prevention and Control 2018c).
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Abbildung 2: Verwendung von Beta-Laktam-Antibiotika in Deutschland und der EU

von 2011 bis 2018; DDD daily defined dose: definierte Tagesdosis (European Centre for Disease Prevention and
Control 2019a, 2018a, 2018b)
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1.5 Epidemiologie ESBL-bildender E. coli
1.5.1 Préavalenz in der Umwelt

Bei Untersuchungen in Schweden konnten aus 17 % der 170 getesteten Méwenkotproben
ESBL-bildende E. coli isoliert werden. Es zeigte sich eine ahnliche Genetik der Isolate zu
denen, die in zwei weiteren Studien aus Humanisolaten erhoben wurden. Die Autoren
schlussfolgerten aus ihren Ergebnissen, dass die Verbreitung von ESBL-bildenden E. coli
eine Art von Umweltverschmutzung sei, die Uber die Vogel weiterverbreitet werden kdénne
(Atterby et al. 2017). Auch in Spanien konnten in 14 % der untersuchten Vogel
unterschiedlicher Spezies ESBL-bildende E. coli nachgewiesen werden (Alcala et al. 2016).
Einen entscheidenden Beitrag zur Verbreitung neuer Resistenzen kdnnen unter Umstanden
Zugvogel leisten (Mohsin et al. 2017; Baez et al. 2015; Guenther et al. 2012). Verschiedene
Tierarten wurden Weltweit als Trager und potentielle Verbreiter ESBL-bildender E. coli

identifiziert (Wang et al. 2017). Eine Auswahl davon ist in Tabelle 1 dargestellt.

Auch Oberflachen- und Brunnenwasser oder gesammeltes Regenwasser kann mit ESBL-
bildenden E. coli, zum Teil auch pathogenen Vertretern, wie zum Beispiel Enteroaggregative
und Enterotoxische E. coli (EAEC und ETEC), kontaminiert sein. Wird dieses zur
Bewasserung von Obst und Gemiuse eingesetzt, kann es zu einer Kontamination dieser
Produkte kommen (Gekenidis et al. 2018; Franz et al. 2015). Im Boden kann E. coli Uber
Monate hinweg verweilen und auch Uber diesen Weg Lebensmittel kontaminieren (Ishii et al.
2006). Eine groRraumige Verbreitung in der Umwelt kann neben den infizierten Zugvogeln
auch durch kontaminiertes Fluss- und Meerwasser ermoglicht werden (Leonard et al. 2018;
Chen et al. 2016; Rashid et al. 2015; Alves et al. 2014).

Bei Untersuchungen in den Niederlanden und in Spanien konnten ESBL-bildenden E. coli
auf Fliegen, die in der Nahe von Masthahnchen- und Legehennenbetrieben gefangen
wurden, nachgewiesen werden (Sola-Gines et al. 2015; Blaak et al. 2014). In einer
umfangreichen Studie wurden zwischen 2011 bis 2012 in der Umgebung von 8 Legehennen-
(n = 5) und Masthahnchenbetrieben (n = 3) 330 Proben auf ESBL-bildende E. coli hin
untersucht und ausgewertet. Untersucht wurden hierbei Oberflachen- und Schmutzwasser,
Erde, Staub, Stallluft, Fliegen und der Fazes anderer auf dem Betriebsgelande gehaltener
Tiere. Hierbei konnten 183 Isolate gewonnen werden. Lediglich in der Stallluft und den
Ablaufrinnen in den Legebetrieben konnten keine ESBL-bildende E. coli nachgewiesen
werden (Blaak et al. 2015). Durch die bereits genannten Vektoren kdnnen sich die
Mikroorganismen in der Umwelt ausbreiten und in andere Tierbestdnden oder zum

Menschen gelangen.
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Tabelle 1: Beispiele fiir Tiere weltweit, in denen ESBL-bildende E. coli nachgewiesen werden
konnten

Tierart Land Quelle
Wildschwein Algerien (Bachiri et al. 2017)
Wildschwein Portugal (Poeta et al. 2009)
Prariemowe Chile (Baez et al. 2015)
Prariemowe Kanada (Bonnedahl et al. 2015)
Saatkréhe Tschechien, Deutschiand, Polen, (Jamborova et al. 2015)
Serbien, Spanien
Wildfisch Mittelmeer (Brahmi et al. 2015)
Wildvogel Niederlande (Veldman et al. 2013)
Rotfuchs Portugal (Radhouani et al. 2013)
Wilde Nagetiere China (Ho et al. 2015)
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1.5.2 Pravalenz ESBL/AmpC-bildender E. coli in lebensmittelproduzierenden Tieren
und Lebensmitteln

Im Rahmen von Untersuchungen zur Antibiotikaresistenz in Zoonoseerregern und
Indikatorkeimen wurden unter anderem E. coli-Stdmme, die zunachst aus Hygieneanalysen
in verschiedenen Landern der EU isoliert wurden, auf eine eventuelle Antibiotikaresistenz hin
untersucht. Diese Untersuchungen sind in Berichten der EFSA zusammengefasst, die seit
2009 angefertigt werden (European Food Safety Authority and European Centre for Disease
Prevention and Control 2011). Tabelle 2 und Tabelle 3 zeigen die Haufigkeit an cefotaxim-
und ceftazidimresistenten E. coli, die aus E. coli Isolaten in der EU und Deutschland
zwischen 2009 und 2014 identifiziert werden konnten. Diese E. coli-Isolate wurden im
Rahmen von Hygieneindikatoruntersuchungen gewonnen und stichprobenartig auf die
Anwesenheit dieser Antibiotikaresistenzen gegen Cephalosporine der 3. Generation hin

untersucht.

Aufgrund der zunehmenden Bedeutung der Resistenz gegen Cephalosporine der dritten und
vierten Generation fir die offentliche Gesundheit, wurde in der EU eine Rechtsvorschrift zur
harmonisierten  Uberwachung der Resistenz gegen antimikrobielle Mittel bei
lebensmittelproduzierenden Tieren und in Lebensmitteln festgelegt. Diese verpflichtet seit
2014 alle EU-Mitglieder zur Uberwachung der Resistenz gegen relevante Substanzen dieser
antimikrobiellen Klassen bei Salmonellen und als Indikator isolierten E. coli (European Food
Safety Authority and European Centre for Disease Prevention and Control 2016). Die in
diesem Zusammenhang festgestellten prozentualen Anteile ESBL und AmpC-bildender
E. coli sind in Tabelle 4 (EU) und Tabelle 5 (Deutschland) zusammengefasst. Des Weiteren
wurden ab 2015 in einer Vielzahl von EU-Staaten Proben von lebensmittelproduzierenden
Tieren direkt auf die Anwesenheit von ESBL und AmpC-bildenden E. coli hin untersucht
(Tabelle 6). Es zeigte sich, dass EU-weit 5 bzw. 7 % der Schweinefleisch- bzw.
Rindfleischproben mit ESBL-bildenden E. coli kontaminiert waren. Bei Mastschweinen und
Kalbern lagen die Pravalenzen bei ca. 32 bzw. 37 %. Die Menge AmpC-positiver Befunde
war bei diesen Untersuchungen deutlich geringer. Jeweils vergleichbare Werte konnten auch
in Deutschland erfasst werden (Tabelle 7) (European Food Safety Authority and European

Centre for Disease Prevention and Control 2018, 2017).

Im Rahmen des Zoonosen-Monitorings des Bundesamtes fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) von 2016 wurden in Deutschland insgesamt 3305 Proben auf
das Vorkommen von ESBL/AmpC-bildenden E. coli hin untersucht. Hierbei konnten in 6,4 %
der untersuchten Kotproben von Wildschweinen ESBL/AmpC-bildende E. coli nachgewiesen
werden. In 50,2 % der untersuchten Kotproben aus konventionellen Masthdhnchenbetrieben

und 52,6 % der Proben von Blinddarminhalt von Masthahnchen am Schlachthof wurden
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ebenfalls ESBL/AmpC-bildende E. coli nachgewiesen. In den Kotproben, die von nach
Okologischen Richtlinien arbeitenden Erzeugerbetrieben genommen wurden, konnten bei
25,7 % ESBL/AmpC-bildende E. coli nachgewiesen werden. Ein Anteil von 49,8 % des
untersuchten frischen Hahnchenfleisches ohne Haut und 38,8 % des frischen Putenfleisches
ohne Haut war ebenso mit ESBL/AmpC-bildende E. coli belastet. Von den Lebensmitteln
pflanzlichen Ursprungs wurden Tomaten und Sprossen untersucht. Wahrend auf Tomaten
keine ESBL/AmpC-bildende E. coli nachgewiesen werden konnten, waren 2,2 % der
untersuchten Sprossen hiermit kontaminiert (Bundesamt fir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (BVL) 2017). Untersuchungen in den Niederlanden, bei denen von
2008 bis 2009 Isolate von ESBL-bildenden E. coli, die von Hahnchenfleisch und aus
menschlichem Faeces gewonnen wurden, verglichen wurden, zeigten klare genetische
Ahnlichkeiten zwischen den Gruppen. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass
Hahnchenfleisch mit hoher Wahrscheinlichkeit fir die Ausbreitung ESBL-bildender E. coli im

Menschen mitverantwortlich sein kénnte (Kluytmans et al. 2013).
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Tabelle 2: Nachweis cefotaxim- und ceftazidimresistenter E. coli aus den Untersuchungen zu

Indikator-E. coli in der EU

Resistenz gegen

Tierart Jahr MS Cefotaxim Ceftazidim
N p N p

Haushihner 2009 7 1.869 9 900 7
2010 6 2.156 5 1.686 7

2011 10 2.814 6,4 1.772 54

2012 8 1.751 10,2 1.276 11,1

2013 4 (nur Broilerfleisch) 656 9,1 440 8,2

10 2.606 6,3 1.342 7,2

2014 27 5.046 5,1 5.046 5,0

Schweine 2009 7 1.242 2 433 1
2010 6 1.059 1 480 2

2011 10 2.337 1,7 1.694 1,5

2012 7 1.239 1,4 1.019 1,6

2013 10 1.954 1,3 1.035 0,9

Rinder 2009 9 1.877 0,7 617 2
2010 5 1.039 3 752 4

2011 7 2.075 0,9 1.622 0,6

2012 7 2.294 2,4 1.901 2,6

2013 8 2.527 1,2 1.609 1,2

MS: Anzahl teiinehmender Mitgliedstaaten, N: Anzahl untersuchter E. coli-Isolate; p: prozentualer Anteil von
Isolaten mit jeweiliger Resistenz (European Food Safety Authority and European Centre for Disease Prevention
and Control 2016, 2015, 2014, 2013, 2012, 2011)
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Tabelle 3: Nachweis cefotaxim- und ceftazidimresistenter E. coli aus den Untersuchungen zu
Indikator-E. coli in Deutschland

Resistenz gegen

Tierart Jahr Cefotaxime Cefotaxime Anmerkung
N p N p
Haushuhner 2009 514 3 514 3
2010 200 14 200 14 Broiler
1.001 3 1.001 3 Legehennen
2011 246 7,7 246 7,3 Broiler
642 1,6 642 1,7 Legehennen
2013 440 8,6 440 8,2 Broiler
599 5 599 5 Alle
2014 227 1,3 227 1,3 Broiler
Schweine 2009 46 2 46
2011 859 1,9 859 1,5
Rinder 2009 361 1 361 3
2010 272 10 272 8  Nur Mastkalber
2011 909 0,4 909 0,6
2012 515 25 515 1,7
2013 526 0,8 526 0,6

N: Anzahl untersuchter E. coli-Isolate; p: prozentualer Anteil von Isolaten mit jeweiliger Resistenz (European Food
Safety Authority and European Centre for Disease Prevention and Control 2016, 2015, 2014, 2013, 2012, 2011)
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Tabelle 4: ESBL- und AmpC-bildende E. coli Isolate aus den Untersuchungen der Indikator
E. coliin der EU von 2014 bis 2016

% dieser Isolate bilden

Jahr MS N Anmerkung
ESBL AmpC AmpC +ESBL

2014 21 4179 3,6 1,7 0,5 Broilerherden
9 1.457 21 0,4 - Puten

2015 16 2.956 1,5 0,4 0,03 Schweine
6 1.113 2,2 0,2 0,1 Kalber

2016 23 4.350 25 2,0 2,0 Broilerherden
9 1.599 2,8 0,1 0,1 Puten

MS: Anzahl teiinehmender Mitgliedstaaten; N: Anzahl getesteter E. coli Isolate; (European Food Safety Authority
and European Centre for Disease Prevention and Control 2018, 2017, 2016)

Tabelle 5: ESBL- und AmpC-bildende E. coli Isolate aus den Untersuchungen der Indikator
E. coli in Deutschland von 2014 bis 2016

% dieser Isolate bilden

Jahr N Anmerkung
ESBL AmpC AmpC + ESBL

2014 227 1,3 - - Broilerherden
170 2,4 - - Puten

2015 212 2,4 0,9 - Schweine
191 1,6 0,5 - Kalber

2016 177 1,1 0,6 0,6 Broilerherden
188 1,6 - - Puten

N: Anzahl getesteter E. coli Isolate; (European Food Safety Authority and European Centre for Disease
Prevention and Control 2018, 2017, 2016)
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Tabelle 6: Haufigkeit ESBL- und AmpC-bildende E. coli Isolate, nachgewiesen im spezifischen

Monitoring in der EU von 2015 bis 2016

%
Jahr MS AmpC + Anmerkungen
ESBL AmpC
ESBL
2015 22 5.350 7,0 2,3 04 Schweinefleisch
23 5.329 50 1,8 0,3 Rindfleisch
27 6.167 31,9 9,7 1,5 Mastschweine
9 2.343 36,8 4.8 2,0 Kalber
2016 27 6.241 359 26,8 2,0 Broilerfleisch
27 9.273 354 244 2,6 Broiler
11 2.727 36,6 7,2 1,7 Mastpute

MS: Anzahl teiinehmender Mitgliedstaaten; N: Anzahl getesteter Proben; %: Prozentualer Anteil Proben bei
denen ESBL/AmpC-bildenden E. coli nachgewiesen werden konnten (European Food Safety Authority and
European Centre for Disease Prevention and Control 2018, 2017)

Tabelle 7: Haufigkeit ESBL- und AmpC-bildende E. coli Isolate, nachgewiesen im spezifischen

Monitoring in Deutschland von 2015 bis 2016

Jahr N % Anmerkung
ESBL AmpC AmpC + ESBL

2015 454 55 0,5 0,5 Schweinefleisch
452 3,7 0,5 0,3 Rindfleisch
352 39,5 8,7 1,8 Mastschweine
363 57,5 55 2,3 Kalber

2016 360 42,8 18,9 50 Broilerfleisch
344 35,8 19,5 2,9 Broiler
323 34,6 4,5 2,6 Mastpute

N: Anzahl getesteter Proben; %: Prozentualer Anteil Proben bei denen ESBL/AmpC-bildenden E. coli
nachgewiesen werden konnten (European Food Safety Authority and European Centre for Disease Prevention

and Control 2018, 2017)
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1.5.3 Pravalenz beim Menschen

Die vom europaischen Zentrum flr Krankheitspravention und -kontrolle (European Centre for
Disease Prevention and Control - ECDC) erhoben Daten zeigen, dass es bei den
untersuchten E. coli-Isolaten seit 2009 zu einem kontinuierlichen Anstieg im Nachweis gegen
Cephalosporine der dritten Generation resistenter E. coli-lsolate in der EU und in
Deutschland kam (Abbildung 3 und Abbildung 4). Die fur die Untersuchungen auf Resistenz
herangezogenen invasiven Stamme wurden bei Infektionen des Blutes und der Gehirn-
Ruckenmark-Flussigkeit isoliert und sind somit von klinischer Relevanz (European Centre for
Disease Prevention and Control 2019b, 2018c, 2017, 2014, 2010).

Die Nachweisrate an Cephalosporin-resistenten E. coli in Patienten und Patientinnen in
ambulanter und stationarer Versorgung ist nach Angaben des Robert Koch-Institutes in den
vergangenen Jahren in Deutschland fast kontinuierlich gestiegen. Lagen die Nachweisraten
von Cephalosporin-Resistenzen in den untersuchten E. coli-lsolaten 2008 noch zwischen 2,7
und 3,9 % bei den ambulant versorgten Patienten und Patientinnen und zwischen 6,3 und
8,9 % bei den stationar versorgten, stieg die Nachweisrate bis 2018 auf 6,4 bis 12,4 % bei
den ambulant und auf 8,9 bis 17,2 % bei den stationar versorgten Patienten und
Patientinnen (s. Abbildung 5) (RKI 2019a, 2019b, 2019c, 2019d, 2019e, 2019f, 2019g,
2019h).

Im Rahmen einer Studie, die in den Jahren 2009 bis 2012 in Bayern durchgefiihrt wurde,
wurden bei etwa 6,3 % der Normalbevdlkerung ESBL-bildende E. coli nachgewiesen
(Valenza et al. 2014).
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Abbildung 3: Anzahl untersuchter E. coli-lsolate und deren Anteil gegen Cephalosporine dritter
Generation resistenter Isolate in der EU

von 2009 bis 2018 (European Centre for Disease Prevention and Control 2019b, 2018¢, 2017, 2014, 2010)
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Abbildung 4: Anzahl untersuchter E. coli-lsolate und deren Anteil gegen Cephalosporine dritter
Generation resistenter Isolate in Deutschland

von 2009 bis 2018 (European Centre for Disease Prevention and Control 2019b, 2018c, 2017, 2014, 2010)
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(RKI 2019a, 2019b, 2019c, 2019d, 2019e, 2019f, 2019g, 2019h)
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3.1 Abstract

The effects of modified atmosphere packaging (MAP) on an ESBL-producing E. coli strain
and product quality characteristics of skinless chicken meat were determined. The samples
were packed separately in air, 100 % N2 and in prefabricated gas mixtures with 75 % O, +
25% COz2 and 70 % CO2 + 15 % O2 + 15 % N2 and incubated at 3 °C for 7 days. To
investigate the influence of the headspace ratio, samples were packed in identical trays to
600 g and 120 g, respectively. After 0, 2, 5 and 7 days of incubation the samples were
analyzed microbiologically, photometrically and pH was measured. The results show that the
development of the microorganisms depends on the atmosphere, with the 70 % CO, +
15 % Oz + 15 % N2 atmosphere having the highest development inhibiting effect. This effect
is increased with increased headspace. No significant effects on the pH and color of the

samples were observed.

3.2 Key Words

ESBL-producing E. coli
chicken meat
shelf-life

modified atmosphere packaging
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3.3 Introduction

In 2017, more than 11.2 billion tons of chicken meat (carcass weight) were consumed in the
EU (Statista 2018). The typical microflora on chicken carcasses consists of shelf life
decreasing microorganisms, pathogenic or facultative pathogen microorganisms such as
Campylobacter spp., Salmonella spp., Arcobacter spp., Helicobacter spp., Pseudomonas
spp., Escherichia coli (E. coli) and other bacteria (Mead 2004, Nieminen et al. 2012,
Bhaisare et al. 2014, Rouger et al. 2017). In particular, Salmonella spp. and E. coli are able
to carry antibiotic resistance genes like the extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) gene
(EFSA Panels on Biological Hazards (BIOHAZ) 2012). As a result, these microorganisms
can deactivate beta-lactam antibiotics such as cephalosporin, penicillin and monobactam,
which are commonly used in human medicine (Bush et al. 1995, Sturenburg and Mack 2003,
Paterson and Bonomo 2005, Dhaniji et al. 2010). This antibiotic resistance is mainly encoded
on plasmids, which facilitates horizontal interspecies gene-transfer to other microorganisms
to confer antibiotic resistance (Pfeifer et al. 2010).

Zarfel et al. (2014) observed ESBL-producing E. coli with a prevalence of 42 % in Austrian
chicken meat (Zarfel et al. 2014). In Germany, out of 418 retail chicken meat samples 137
(33 %) were contaminated with ESBL-producing E. coli in 2016 (BVL 2017). A Dutch study
compared the prevalence of ESBL-producing bacteria in organic and conventional retail
chicken meat. These results showed a higher prevalence in conventionally (100 %) than in
organically (84 %) produced chicken meat samples (Stuart et al. 2012).

Different non-thermal methods are known to reduce the development or number of
microorganisms on food, for example active packaging and the use of non-thermal plasma
(Conrads and Schmidt 2000, Panea et al. 2014, Dohlen et al. 2016, Lee et al. 2017, Yildirim
et al. 2017, Souza et al. 2018, Moutiq et al. 2020).

Furthermore, modified atmosphere packaging (MAP) has become a routinely used non-
thermal technology for food preservation, due to its potential for increasing the shelf-life of
many kinds of food products as compared to air packaging (Daniels et al. 1985, Farber 1991,
Lambert et al. 1991). Typically oxygen (O3), nitrogen (N2) and carbon dioxide (CO.) gases
are used in MAP (Air Products 2015, Dansensor 2018).

Oxygen is responsible for several undesirable reactions in food, including oxidation of fats
and oils. Color changes and spoilage due to aerobic microbial development are also induced
by oxygen. Oxygen generally promotes the development of aerobic microbes, but inhibits the
development of anaerobic microorganisms (He and Hoseney 1990, Jayasingh et al. 2002,
Seydim et al. 2006). Due to the negative effects of oxygen on the preservation of food

quality, it is generally avoided in the MAP of many products (Paul and Pandey 2014). But in
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the case of meat, especially red meat, a high oxygen concentration is used to preserve the
red color (Jayasingh et al. 2002, Dansensor 2018).

Nitrogen is an inert and tasteless gas, without any antimicrobial activity in food products,
similar to the noble gas argon (Herbert et al. 2013). It is not very soluble in water, and is
primarily used to displace oxygen and prevent package collapse (Floros and Matsos 2005).

Carbon dioxide is soluble in water and lipids and, with decreasing temperatures, its
solubility increases. This characteristic can result in package collapse (Gill and Penney
1988). CO. slows down the respiration of many products and reduces the growth of different
microorganisms on poultry meat by inhibiting their metabolism and, therefore, cell division
(Lee et al. 1991). When dissolved in the cellular fluids, CO freely permeates the bacterial
membrane. Once inside the cells, it can form bicarbonate ions (HCO;) and liberate protons.
To maintain the internal pH, protons are actively transported out of the cells, resulting in the
dissipation of energy (Dixon and Kell 1989, Ma et al. 2017). Because of complex effects of
carbon dioxide on bacterial development, different inhibitory mechanisms have been
described, including the alteration of cell membrane function, decreases in the rate — or
complete inhibition - of enzymatic reactions, changes in the physico-chemical characteristics
of proteins and intracellular changes of the pH (Parkin et al. 1982, Daniels et al. 1985, Dixon
and Kell 1989, Farber 1991).

The optimal concentration of each gas depends on the matrix, the target microorganism
and the desired effect. To increase the positive and reduce the negative effects to the matrix
and the microbiome, the optimal gas concentration must be determined for each product
(Floros and Matsos 2005).

To test the effect of MAP on an ESBL-producing E. coli, the present study investigated the
effect of three different modified atmospheres (MAs) compared to atmospheric air. The first
MA consisted of 75 % Oz and 25 % CO.. These concentrations are similar to typical MA-
conditions in poultry packaging with 70 % O, and 30 % CO; or 80 % O, and 20 % CO; being
typical (Air Products 2015, Dansensor 2018). The second MA consisted of 100 % N». The
inert properties of N2 had the effect of simulating a skin package without changes in the study
design. Additionally, dissolved gases from inside of the samples were diluted and less
available for the microorganisms. The third MA consisted of 70 % CO,, 15 % O, and
15 % N2. This MA was described as being able to reduce the number of E. coli on chicken
drumsticks by 2 log cfu g™ after 7 d of incubation at 3 °C (Al-Nehlawi et al. 2013).
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3.4 Materials and Methods
3.4.1 Strain Used

An extended-spectrum beta-lactamase (TEM-52)-producing strain of E. coli 10714 assigned
to phylogroup B1, isolated from a chicken meat sample, was used in this study. The strain
was stored at - 20 °C in Luria-Bertani (LB) Miller broth (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany) containing 25 % (vol/vol) glycerol and cultured at 37 °C on Tryptone Soya Agar
(TSA) (Oxoid, Wesel, Germany) for 24 h. Colony material was passaged in LB to a
concentration of 7 - 8 log cfu ml'. The concentration was verified by inoculating 50 ul of
appropriate dilutions in maximum recovery diluent (MRD) (Merck) by the drop-plating method
on Tryptone Bile X-glucuronide agar (TBX-Agar) (Oxoid). Incubation conditions were 37 °C

for 24 h. The suspension was stored at 4 °C for 24 h until use in the experiments.

3.4.2 Chicken Meat Weight/Volume Ratio

For this study, two different types of meat were obtained from a local slaughterhouse directly
after slaughter - fresh chicken breast filets and inner breast filets. These products are
expected to show similar slaughtering and cutting caused surface contaminations in terms of
type and amount of contamination per gram. Samples were immediately chilled and
maintained as such during transport to the laboratory. The chicken breast filet samples were
packaged according to common industrial specifications. Approx. 600 g chicken breast filet
(2-3 pieces per package) were sealed under gas in trays with a final volume of approx.
860 ml. The samples were weighed by the chicken slaughter company. These samples were
designated as “regular headspace”. To examine the influence of the headspace ratio, the
amount of chicken meat was reduced to approx. 120 g per package, by packaging three
pieces of inner breast filet. The volume of the package was maintained at 860 ml. These

samples were designated as “increased headspace”.

3.4.3 Sample Preparation and Packaging

Chicken breast filets from each 600 g package were cut into six pieces (each approx. 100 g)
and transferred into a new tray. Three of these pieces were inoculated with E. coli 10714.
One of the three uninoculated pieces was used for the color and the pH measurement on the
subsequent sampling days. On the remaining two pieces, the development of the
microbiological contamination was investigated.

For tests with increased headspace, two inner filets were halved. Two of these pieces
(each approx. 20 g) were inoculated with E. coli 10714. The third inner filet was used for the
color and the pH measurements.

The experimental meat samples were inoculated to a concentration of 4 - 5 log cfu g.

Directly after inoculation, the samples were packed under the specific gas mixtures. The gas
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mixtures used were: atmospheric air (air), an oxygen dominated gas mixture with 75 % O- +
25 % CO; (O>), a carbon dioxide dominated gas mixture with 70 % CO2 + 15 % O, + 15 % N2
(CO2) and 100 % nitrogen (N2). The packaged samples were stored at 3 °C + 1 °C.

3.4.4 Sampling

Samples were analyzed on days 0, 2, 5 and 7 after packaging. On day 0, two samples were
analyzed before packaging. At each following sampling day, two trays held under the same
incubation conditions, were examined. One piece of meat from each package was examined
for color and pH measurement. For examination of E. coli 10714 and bacterial contamination,
two pieces for each were sampled out of each tray. Tests were repeated three times

independently for each gas and headspace ratio.

3.4.5 Microbiological Analysis

For the microbiological assessment, samples were analyzed after 0, 2, 5 and 7 days of
incubation. Two samples from each tray were analyzed separately for enumeration of total
viable aerobic bacteria (TAB), Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae and E. coli 10714. On
day 0, the initial number of E. coli was analyzed on uninoculated meat samples. Only
batches of meat with less than 2 log cfu E. coli g were used for this study. Directly after
opening the packages, samples were placed in stomacher bags (Interscience, Saint Nom,
France). The higher weight pieces of chicken breast filets (approximately 100 g) were
homogenized in 100 g MRD. The lower weight pieces of inner breast filets (approximately
20 g) were homogenized in 20 g MRD. All samples were homogenized for 4 min in a bag
mixer (Interscience). Thereafter, a decadal dilution series in MRD + 0.75 g Agar I'' was
spread on the following culture media by the drop-plating method (50 pl).

The amount of TAB was determined on TSA by incubation at 30.0 °C + 1.0 °C for
72 h £ 2 h with a pre-counting after 48 h. The E. coli 10714 cell count was determined on
TBX-Agar incubated at 37.0 °C £ 1.0 °C for 24 h £ 2 h. Enterobacteriaceae were determined
on Violet Red Bile Glucose agar (VRBG) (Merck), incubated at 37.0 °C £ 1.0 °C for
24 h £ 2 h. The number of Pseudomonas spp. was determined on glutamate starch phenol
red agar (GSP-Agar Pseudomonas Aeromonas selective agar) (Merck), incubated at
28.0°C £ 1.0 °C for 48 h = 2 h. The initial amount of E. coli on day 0 was determined by the
spread-plate method using 0.5 ml homogenate on TBX-Agar, incubated at 37.0 °C + 1.0 °C
for24 h+ 2 h.

The calculations of the results were performed with the respective exact sample weights.

We refer to the growth or cell multiplication of these organisms under the conditions tested

throughout the text as "development”.
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3.4.6 Color Assessment

The superficial color on one meat sample out of each package was measured with a
colorimeter (Chroma Meter CR-210, Konica Minolta Sensing, Japan). To get representative
measurements of the sample, three measurements were taken, for each replication, each
time on the surface that was directly in contact with the gas mixture. The assessed
parameters were lightness (L*), the balance between green and red (a*) and the balance

between blue and yellow (b*).

3.4.7 pH Measurement

The pH was measured according to 1ISO 2917:1999 (ISO 2917, 1999). After conditioning the
meat samples at room temperature (approx. 25 £ 2 °C) measurements were performed using
a Knick pH meter (Knick laboratory-ph-meter-766, Berlin, Germany), with an insertion
electrode (InLab Solids, Mettler Toledo, Mississauga, Canada). The measurement of the pH
in high weight samples was performed in one piece of chicken breast filet at three different
positions. For the measurement of the pH in low weight samples, a 40 g piece of inner breast

filet was placed into a cup and covered with deionized water.

3.4.8 Statistical Analyses

The described experiment was repeated three times separately with each gas and
headspace ratio. All results of microbiological investigations beneath the detection limit were
set to the respective detection limits of approx. 1.6 log cfu ml* for the statistical analyses.
Results were summarized as the mean count. The statistical analyses of the influence of the
present atmosphere and the headspace ratio were performed with the nonparametric Mann-
Whitney U test for independent samples using SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 21) (Sachs 2003). Results were considered significant at p < 0.008 for the influence
of the atmosphere by comparing all atmospheres to each other. Multiple testing was taken
into account using a corresponding Bonferroni-adjusted significance level of a < 0.008 and at
p < 0.05 for the influence of the headspace ratio. A significance level of a < 0.05 was applied

when analyzing the influence of headspace ratio on the development of microorganisms.
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3.5 Results
3.5.1 Microbiological Examination

Changes in microbial populations are shown in Figure 1 a/b. Microbial counts were
expressed as differences in the mean on the respective day to the mean on day 0 in
Alog cfu g'. Significant differences in the development of microorganisms were induced by

gas conditions (p < 0.001) and the headspace ratio (p < 0.001).

3.5.1.1 Influence of the Atmosphere
3.5.1.1.1 Regular Headspace

All measurements of bacterial development showed continuously increasing numbers of
TAB, Pseudomonas spp. and Enterobacteriaceae during incubation of the samples at 3 °C
(Figure 1 a). The development of these microorganisms was significantly increased
(p <0.001) after 7 d of incubation in the presence of air compared to incubation in the
presence of the other gases (Table 1). No significant influence of the other gases on the
development of TAB was observed. CO, was able to hinder the development of
Pseudomonas spp. significantly in comparison to the development under the Oz-atmosphere
(p < 0.008) and in presence of N> (p < 0.008). The development of Enterobacteriaceae was
also significantly decreased (p < 0.001) in the presence of CO, as compared to N,. After 7 d
of incubation, the count for E. coli 10714 had decreased under all atmospheres. The greatest
decrease of E. coli 10714 was determined in the presence of Oz, though no significant

difference induced by the atmospheres was observed.

3.5.1.1.2 Increased Headspace

Already after 5 d of incubation, the development of TAB, Pseudomonas spp. and
Enterobacteriaceae had increased significantly (p < 0.001) in the presence of air as
compared to the other gases (Figure 1 b, Table 1). Comparing the influence of N, to the
influences of O, and CO;, the development of TAB was significantly higher (p < 0.008) at day
5 and later. While the count for TAB increased continuously in the presence of CO,, the
development of Pseudomonas spp. and Enterobacteriaceae was inhibited under the same
conditions. CO: significantly reduced the development of these three bacterial groups also
already after 5 d incubation (p < 0.008). Similar to the investigations with regular headspace,
the count of E. coli 10714 had decreased by day 7. No significant impact by the atmosphere

on E. coli 10714 was determined.
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3.5.1.2 Influence of the Headspace Ratio

The influences of the headspace ratio to the development of the investigated microorganisms
are shown in Table 1. The development of TAB was not influenced by the headspace ratio in
the presence of an O atmosphere. However, the increased headspace significantly
facilitated development of TAB under the air and N> atmospheres (p < 0.05). Furthermore a
significant reduction of the rate of development of TAB was observed in the presence of CO»
in samples with increased headspace.

While the increased headspace supported the development of Pseudomonas spp. in the
presence of air significantly (p < 0.008) already after 5 days of incubation, O, and CO:
significantly reduced the rate of development (p < 0.05) already after 5 days of incubation.

The observations of Enterobacteriaceae as a function of the headspace ratio showed a
significant (p < 0.01) inhibition of their development in the presence of all tested MAs after 5
days of incubation.

No significant influence of the headspace ratio on E. coli 10714 was observed after 7 days
of incubation in the presence of all tested MAs. In the presence of air, significant differences
(p < 0.05) in the development were observed after 2 and 5 days of incubation. While the
counts of E. coli 10714 were reduced after 2 and 5 days of incubation with regular

headspace, an increase in counts was observed with increased headspace.

3.5.2 pH Assessment

The means of the pH values of all samples under different atmospheric conditions, weight
and different incubation times (0, 2, 5 and 7 d) are shown in Figures 2 a) and b) and Table 2.
The initial pH of samples with regular headspace ratio varied between 5.70 in samples
packed under O, and 5.93 in the samples packed under N,. After 7 d of incubation, the pH
varied between 5.66 in Ozx-samples and 5.91 in the Nz-samples. Samples stored in the
presence of O, showed a significantly reduced (p < 0.001) pH in comparison to the influence
of the other gases. In comparison to CO; the samples stored in N2 showed an increase
(p < 0.008) in pH (Table 2).

The initial pH of the samples with increased headspace varied between 5.94 in samples
packed under air and O; and 6.06 in samples packed under N,. After 7 days of incubation,
the pH varied between 5.87 in COz-samples and 5.91 in the Nz-samples. The increased
headspace did not result in a significant change in the development of the pH of the meat

samples.
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3.5.3 Surface color measurements

The mean results of the color measurements (Lightness (L*), redness (a*) and yellowness
(b*)) are shown in Figure 3. The values of L*, a* and b* were compared in each possible
combination for the respective incubation atmospheres. The significance values of the
comparisons between the influences of the individual gases are shown in Table 3.

The initial values of L* of the samples stored with regular headspace ratio varied between
64.50, measured on samples packed in N2, and 67.90, measured on samples packed in air.
After 7 days of incubation, the L* values varied between 64.60 (N2) and 69.09 (air). The rank
order of the respective gases did not change. After 7 days of incubation, the L*values of the
meat stored in the presence of N differed significantly (p < 0.008) from those of the samples
incubated in the presence of the other atmospheres. The a* values were also influenced by
the incubation under N2. There was an increase (p < 0.001) in this parameter as compared to
the results of the samples incubated in the presence of the other gases after 5 days of
incubation. After 7 days of incubation the b* values varied significantly between almost all
individual gases. Except for the comparison of the samples packed under O, to the samples
packed under CO;, a significant difference in this parameter was also determined on day 0.
After 7 days of incubation, only the comparison of the samples packed under air to the
samples packed under O, showed no significant differences in the b* values.

The L*-values of the samples with increased headspace showed significant differences
only between the samples packed under CO, and the samples packed under N.. The a*
values differed partially significant since day 0. Only the differences of the values between
CO- and Nz has developed to significance differences (p < 0.001) during the incubation. After
7 days of incubation, only samples stored in O, and samples stored in CO- did not differ

significantly from each other (p < 0.008).
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3.6 Discussion

In the present study, the effect of modified packaging atmosphere with different gas mixtures
and headspace ratios on an inoculated ESBL-producing E. coli strain and the typical
microflora on skinless chicken meat was examined. The aim was to identify a gas-headspace
combination generating a safer product with an increased shelf life.

In comparison to the development in air, the Oz-atmosphere, similar to common MAs used
in praxis, slowed the development of TAB and Pseudomonas spp. significantly (p < 0.001)
(Air Products 2015, Dansensor 2018). Similar results concerning the development of TAB
and Pseudomonas spp. were reported by Bingol and Ergun (2011). Their investigations have
shown that a MA consisting of 80 % O. + 20 % CO: reduces the development of TAB and
Pseudomonas spp. in comparison to air-packed samples. However, the results of Bingol and
Ergun (2011) did not show an increased development of TAB and Pseudomonas spp. in the
presence of air in samples packed with increased headspace compared to samples packed
with regular headspace, as investigated in the present study. This difference could be linked
to the different sampling method we used in comparison to the Bingol and Ergun study.
While Bingol and Ergun (2011) have used similar meat samples to examine the influence of
the different headspace ratios, whole chicken breast filets and inner filets were used in the
present study to achieve the different headspace ratios. These meat parts had different initial
microbial loads. CO2 and N2 were also able to reduce the development (p < 0.001) of TAB
and Pseudomonas spp. in comparison to air. The most inhibiting effect on Pseudomonas
spp. in both headspace ratios was observed for CO,. Compared to the influence of the other
atmospheres, this MA significantly reduced the development of Pseudomonas spp.
(p < 0.008). Inhibiting effects on the development of Pseudomonas spp. were increased
significantly (p < 0.05) by an increased headspace in samples packed under O, and CO..
The development of TAB was also decreased (p < 0.05) by increased headspace in the
presence of CO.. Inhibiting effects of high CO.-atmospheres to TAB and Pseudomonas spp.
on chicken breast meat, fresh beef, minced beef and broiler meat have also been observed
in other studies (Skandamis and Nychas 2002, Chouliara et al. 2007, Esmer et al. 2011,
Zhang et al. 2015).

The initial counts for Enterobacteriaceae per gram meat were nearly the same in the
600 g and 120 g packages (Table 1), and the differences in development seem to be
affected by both the atmospheric conditions and the headspace ratio: in the 600 g packages,
the development decreased in the MA atmospheres compared to in air (p < 0.001).
Comparing the results of incubation with regular compared to increased headspace, the
increased headspace was able to reduce the development of Enterobacteriaceae (p < 0.01)
in the presence of all investigated atmospheres. The development of the Enterobacteriaceae

was completely inhibited in the presence of CO, in samples packed with increased
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headspace. The decelerated development of the Enterobacteriaceae in the presence of the
80 % O + 20 % CO, mixture compared to the development in air, as well as the decelerating
effect of the increased headspace were well described by Bingol and Ergun (2011).
Chouliara et al. (2007) described a slower development of Enterobacteriaceae on chicken
breast meat packed under a high CO»-atmosphere compared to the development in air. The
influence of a high CO»-atmosphere on the development of Enterobacteriaceae on minced
beef was described by Esmer et al. (2011) as completely inhibiting during the first seven
days of incubation, with similar findings in a highly concentrated O;-atmosphere. Also
Skandamis and Nychas (2002) have reported that the development of Enterobacteriaceae on
fresh beef was inhibited by a high CO»-atmosphere.

As expected, in contrast to the development of the Enterobacteriaceae, no increase in the
E. coli 10714 number induced the atmosphere nor the headspace ratio by was detected in
the investigations. A temperature of 3 °C was completely inhibiting and slight decreases in
the cell numbers were detected under all testing conditions. The main influencing
atmosphere was O,. The cell number was decreased by approx. 0.3 log cfu g™ after 7 days
of incubation in both investigated headspace ratios. These results are similar to those found
by Jones et al. (2004). Their investigations have shown a decreased count for E. coli caused
just by storing at 2 °C. Heinrich et al. (2016) also determined a decreased count for E. coli
inoculated on ham, with values similar to those reported in the present study. But the results
of the present study differ from the results of Bingol and Ergun (2011) and Al-Nehlawi et al.
(2013). While Bingol and Ergun (2011) reported increasing E. coli counts during storage in all
tested atmospheres, Al-Nehlawi et al. (2013) observed lower E. coli counts under the same
COz-atmosphere used in the present study. The reasons for this may be the different set ups
compared to the present study. In the present study the effect of the atmospheres on a
known and inoculated E. coli strain was investigated. The initial counts for E. coli on all
samples were known and similar at day 0. Differences from day 0 were therefore not due to
different initial cell counts. Furthermore, the incubation temperature in the present study
(3 °C) was lower than in the investigations of Bingol and Ergun (2011) (4 °C).

Significant differences (p < 0.008) were observed in the effect of the atmosphere on the
pH in samples packed with regular headspace. The values varied from 5.57 to 5.89 in the
mean of the single samples at day 0 and from 5.57 to 5.92 after 7 days of incubation. No
significant differences were observed in samples packed with increased headspace. The pH
varied from 5.87 to 6.04 at day 0 and from 5.68 to 6.32 after 7 days of incubation. Therefore,
the significance of the regular headspace sample simply resulted from the low standard
derivation, not by large differences caused by the atmospheres. The differences between the
means of the pH-measurements per atmosphere and headspace ratio were less than 0.16

from day O to day 7 (regular headspace, Oz) in all pH investigations. Similar observations
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were also reported by Mbaga et al. (2014). Al-Nehlawi et al. (2013) reported that the
incubation of chicken drumsticks under a COz-atmosphere decreases the pH from approx.
6.5 to 6.2. Bingol and Ergun (2011) reported a decrease in pH under all investigated
atmospheres with both tested headspace ratios, but the increased headspace reduced the
differences in pH induced by the atmosphere. The investigations of Lorenzo et al. (2014)
have shown that a high Oz-atmosphere does not influence the pH of pork patties. The results
of the present study suggest that the final pH was reached before the chicken meat was
packed and investigated in this study. Additionally, no further influence of the atmosphere on
the meat samples was investigated. The data of the statistical analysis of the comparison
between the headspace ratio and the pH are not shown, since the initial pH at day 0 differs
significantly.

After 7 days of incubation with regular headspace, the L* and a*-values differed
significantly (p < 0.008) only in N2 compared to the results of the samples packed in
presence of the other atmospheres. These Nz-samples were darker and more reddish.
Excepting the gas combinations being significantly different since day 0 in b*-value, only
samples packed in O, compared to samples packed in CO; developed a significant
difference (p < 0.001) during incubation samples packed in O, and with regular headspace
were more yellowish. Comparing the L*-values of the samples packed with increased
headspace, a significant difference (p < 0.001) was detected only between CO,-samples and
N2-samples, with samples packed in CO. being brighter. Significant differences in the
b*-value developed in samples packed in air compared to samples packed in O,. Samples
packed in O, became more reddish. Also, samples packed in CO; differed from samples
packed in Nz, with CO, samples becoming more greenish. With increased headspace, except
for the samples packed in O, compared to samples packed in CO2, all comparisons of the
influence of the atmosphere on the b*-value showed significant differences. With regular
headspace, the b*-values only of air packed and O, packed meat did not differ significantly.
Comparisons of the effect of the headspace would not be purposeful caused by significant
differences of L*, a* and b* since the first measurements at day 0 (Table 3). Chouliara et al.
(2007) have also found nearly constant L*, a* and b*-values on chicken meat over an
incubation period of 12 days.

Seydim et al. (2006) have reported effects on the L*-value of ostrich meat in air and in an
80 % Oz + 20 % CO2 atmosphere similar to those of the respective atmospheres in the
present study. They described an almost constant L*-value over an incubation period of 6
days in the presence of both gases. Bingol and Ergun (2011) also described nearly constant
values of L* of ostrich meat packed with two different headspace ratios after 7 days of
incubation. But in both studies the a*-value decreased over the incubation time of 6 and 7

days, respectively. The b*-value also decreased slightly in the presence of air and the
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80 % O2 + 20 % CO2 atmosphere in both studies. Slight decreases in the L* and a*-values
and an increased b*-value were reported by Lorenzo et al. (2014) on pork patties packed
under a high Oz-atmosphere. Except for the slightly darker initial color, the a* and b*-values
were similar to the values measured in the present study. Even when some differences of the
influence of the atmosphere on the color parameters L*, a* and b* were significant, no
unappetizing colors were detected in the present study. The meat was still pink in different

nuances and did not become pale or dark.

3.7 Conclusion

The use of MAP has increased the shelf life of chicken meat. The atmosphere with the
highest potential for reducing the development of the corresponding microorganisms is
composed of 70 % CO2 + 15 % Oz + 15 % Na. Samples packed with increased headspace
have shown an increased shelf life depending on the composition of MA, but no significant
decrease of the number of E. coli 10714 has been observed. However, before using the most
efficient MA in praxis, it is necessary to investigate the influence on the flavor and the odor of

chicken meat during incubation.
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3.11 Tables

Table 1: Influence of the respective atmosphere and the headspace ratio on the

development of microorganisms.

Weight per  Microbiological Atmosphere Days of incubation
package parameter 0 2 5 7
600 g TAB Air 4.40 4.58 6.61" 7.68%"brc™
O, 4.68 4.52 6.30" 6.992*
CO, 4.43 4.68 5.95" 6.74°
N, 4.33 4.84 6.04 6.92°"
Pseudomonas spp. Air 3.77 4.03%"  6.182hbHcr 7 2gat brotT
0, 4.03 3.792% 5.373" 5728 ¢
CO; 3.75 3.95 4.52°* 4,830+ d e+
N, 3.70 4.13° 4.79%* 5.62¢+¢*
Enterobacteriaceae Air 2.12 2.22 3.45%  4.97% b
O, 2.24 2.44 3.38" 4.05*"
CO, 2.14 2.65 3.28%" 3.93b+d”
N, 2.13 2.40 3.26" 4.37°%9"
E. coli 10714 Air 7.66 7.59 7.54 7.53
O, 7.60 7.55 7.48 7.31
CO, 7.71 7.60 7.63 7.50
N, 7.90 7.83 7.81 7.70
120 g TAB Air 3.01 3.432° 5 7Qanbror 7 qGat bro
0O, 3.16 3.052 42139 5.373+
CO; 3.13 3.12° 3.83v+ 4.800* e
N> 3.14 3.43 5.03°hd.e G 4qchdh e
Pseudomonas spp. Air 2.12 2.8520.¢" 5 3@aHbrer g ggat bt ot
0O, 2.12 2.27% 2.84% 3.393+ ¢
CO, 1.86 2.02° 2.05°d" 2 1QP+d+ e+
N, 2.13 2.33° 3.11¢+d 3.99¢* e*
Enterobacteriaceae Air 1.75 1.77  2.833Hbhe 4 463 brct
O, 1.75 1.67 1.822+" 2.123+ &+
CO, 1.74 1.62° 1.610% ¢+ 1.76° ¢
N, 1.71 1.80 2.03°H 4" 3 25cHdh et
E. coli10714 Air 7.70 7.74 7.72 7.60
O, 7.70 7.62 7.55 7.42
CO; 7.73 7.66 7.62 7.64
N, 7.77 7.77 7.67 7.58

Means of Microbial population (log cfu g™').

@¢ Means with same superscript (in the respective bacterial group and weight) suggest
significant differences (p < 0.008) in the development of the microorganisms.

ate* Means with same superscript (in the respective bacterial group and weight) suggest
significant differences (p < 0.001) in the development of the microorganisms.

" Differences in the mean are significantly (p < 0.05) influenced by the headspace ratio.
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" Differences in the mean are significantly (p < 0.001) influenced by the headspace ratio.
The statistical analyses were performed with the Mann—Whitney U test by comparing the

development of the respective parameter in the presence of the respective atmosphere.

Table 2: Influence of the atmosphere on the development of pH.

Weight per Days of incubation

package MA combination 5 5 5 -

600 g Air 5.7 5.8 5.8 5.82
0O, 5.8 5.82 5.8 5.7ab¢
CO; 5.8 5.8 5.8 5.8d
N 5.9 5.92 5.7 5.9¢d

120 g Air 5.9 6.0 6.0 6.0
0O, 5.9 6.0 5.9 6.0
CO; 6.0 5.9 5.9 5.9
N2 6.1 6.0 6.1 6.0

Means of the pH.

a¢ Means with same superscript (in the respective weight) suggest significant differences
(p < 0.008) of the pH.

The statistical analyses were performed with the Mann-Whitney U test by comparing the

respective pH values in the presence of the respective atmosphere.
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Table 3: Influence of the atmosphere on the development of color.

Weight per MA Days of incubation
package Attribute combination 0 2 5 7
600 g L Air 67.90 70.03 65.47 68.98%*
0O, 67.79 64.57 66.79 69.09%
CO; 66.28 64.98 66.85 66.92°¢
N 64.50 65.86 64.53 64.60%"b"c
a Air 12.81 12.23 12.43* 11.07*
0O, 12.12 13.28 12.50° 11.62°*
CO; 12.23 12.66 12.00¢* 11.55%
13.90a+, b+,
N2 13.63 12.55 14.493b.cr o
b Air 10.723.b* 10.792b* 9.96%"b* 11.5120*
11.79%% %
0, 8.93¢* 11.09% 9" d+ 12,739
CO; 7.99% ¢ 8.11&°¢ 9.17¢¢ 9.242 o+ ¢
N2 5.27b e 7.380%4*  g.5@vmdme 6,800 e
120 g L Air 60.26 60.87 59.88 60.07
0O, 60.26 61.51 60.10 60.20
CO; 58.10 59.86 59.57 61.44%*
N2 58.56 60.06 59.15 58.96%*
a Air 13.172° 13.92 13.37 12.24
0O, 13.17%4 15.513" b+ 15.162" 14.95%*
CO; 15.11&°¢ 12.627* 12.383+ b+ 9.68%+ b+
N> 14.14>4 13.17° 14.61°* 14.03%
b Air 11.17 12.182 13.75 12.892 b ¢
0O, 11.17 14,923 +c* 15.25%b* 14.40> ¢
CO, 11.47 11.87°" 13.30° 15.300" ¢
N2 11.30 11.46%* 12.58°%  11.23%de*

Means of the color parameters L*, a* and b*.

@¢ Means with same superscript (in the respective color parameters group and weight)

suggest significant differences (p < 0.008) of the color parameters.

aret Means with same superscript (in the respective bacterial group and weight) suggest

significant differences (p < 0.001) in the development of the microorganisms.

The statistical analyses were performed with the Mann—Whitney U test by comparing the

respective color parameter in the presence of the respective atmosphere.
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3.12 Figures
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Figure 1: Development of microorganisms. Effect of the atmospheres (air, Oz, CO, and
N2) on the development of TAB, Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae and E. coli 10714 in
samples of meat packed to 600 g (a) and 120 g (b) per tray, stored for 7 days at 3 °C + 1 °C.
Pictured are the differences in the mean of the respective day from the mean of day 0O in
Alogcfug’. Day0->n=6;Day2,5and 7 ->n=12.
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Figure 2: Development of pH. Trend of the pH in samples of chicken meat packaged under
different atmospheres with regular headspace (hs) (a) and increased headspace (b), stored
for7daysat3°C+1°C.Day0->n=3;Day2,5and7->n=6.
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Figure 3: Development of color. Effect of the atmospheres (air, O,, CO, and N2) on the
color parameters L*, a* and b* in samples of meat packed with regular (a) and increased (b)
headspace, stored for 7 daysat3°C+1°C. Day0->n=3;Day2,5and 7 -> n =6.
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Kapitel 4: Ubergreifende Diskussion

In den letzten Jahren gewannen antibiotikaresistente Mikroorganismen sowohl in der
Humanmedizin als auch in der Veterinarmedizin immer mehr an Bedeutung. Im
Zusammenhang mit der Veterinarmedizin ist neben dem damit verbundenen Wegfallen von
Behandlungsmaglichkeiten fir kranke Tiere der Aspekt der Produktion sicheren Fleisches fir
den menschlichen Verzehr zu beachten (WHO 2019, 2011; Renwick et al. 2016). Uber
kontaminiertes frisches Fleisch kann es im Rahmen der Zubereitung durch mangelnde
Klchenhygiene oder nicht ausreichend gegartes Fleisch zu einer Infektion mit diversen
Mikroorganismen, darunter auch mit solchen, die Resistenzen tragen, kommen (BfR 2018,
2017, 2011). Im Rahmen des EsRAM-Projektes (Entwicklung stufenibergreifender
Reduktionsmallinahmen fur Antibiotikaresistente Erreger beim Mastgefligel) sollen
verschiedene Mdglichkeiten zur Reduzierung antibiotikaresistenter Mikroorganismen entlang
der Hahnchenfleisch produzierenden Kette auf ihre Wirksamkeit hin untersucht werden. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Effektivitat einer On-Line-Desinfektion, wie sie
wahrend der laufenden Zerlegung von Hahnchen eingesetzt werden kann, und die Wirkung
modifizierter Atmospharen auf einen ESBL-bildenden E. coli und weitere Mikroorganismen

untersucht.

Desinfektionsmittelpriifung im Labor

Fur die Untersuchungen zum ersten Teil der Arbeit, der Desinfektionsmittelprifung, wurde
zunachst eine Methodik entwickelt, mit der unter praxisnahen Bedingungen die Effektivitat
unterschiedlichster Desinfektionsmittel getestet werden kann. Die Methodik orientiert sich im
Wesentlichen an den entsprechenden Vorgaben der DIN EN 13697 und der DVG bezlglich
der Desinfektionsmitteltestung im Oberflachenverfahren mit dem Keimtragertest (DIN EN
13697:2015-06; DVG-Prifrichtlinien 2007). Angepasst wurden die Einwirkzeit, die
Temperatur, die Fixierung der Mikroorganismen und die Zusammensetzung der
Belastungssubstanz. Die Einwirkzeit wurde reduziert von 5 bzw. 30 min. auf 5, 30 und 60
Sekunden, wobei 5 Sekunden bereits eine relativ lange Einwirkzeit im Bereich der
Geflugelzerlegung reprasentieren, wie Schlachthofbegehungen zeigten. Als Temperatur
wurden 7 °C gewahlt, was etwa der Umgebungstemperatur im Bereich der Zerlegung
entspricht. Im Gegensatz zu den Vorgaben nach DIN EN 13697 und der DVG wurden die
Mikroorganismen nicht auf der Keimtrageroberflache festgetrocknet, sondern in Suspension
aufgegeben. Dieser wurden neben der nach DVG festgelegten Proteinbelastung noch Agar
(0,2 %) hinzugegeben, um eine gelartige Struktur ahnlich der Rickstande auf den Geraten

und fleischfiihrenden Oberflachen der Zerlegung zu schaffen. Dadurch wurde zusatzlich die
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Diffusionszeit der zu testenden Desinfektionsmittel verlangert. AulRerdem wurde das
vorgegebene Rinder-Serum-Albumin durch Albumin von Hihnereiklar substituiert. In einem
Screening-Verfahren wurden verschiedene gangige Desinfektionsmittelwirkstoffe und
organische Sauren auf ihr Effektivitat hin geprift. Als Zielvorgabe sollte eine Reduktion der
Mikroorganismen durch sehr hohe Konzentrationen des Desinfektionsmittels in 60 Sekunden
ohne die Gegenwart der wirkungsreduzierenden Belastungssubstanz um zwei Log-Stufen
erreicht werden. Erst nach Erreichen dieser Vorgabe wurde das entsprechende
Desinfektionsmittel in der bereits getesteten und einer niedrigeren Konzentration in die
weiteren Versuche einbezogen. Lediglich Peressigsaure (PES) (5000 ppm) und Milchsaure
(MS) (66.666 ppm) konnten diese Vorgabe erfullen. AnschlieRend wurde die
Desinfektionsmittelwirkung auf einen ESBL-bildenden E. coli 10714 und Pseudomonas (P.)
aeruginosa ATCC 15442 berprift. Um den Einfluss der Belastungssubstanz zu tberprifen,
wurden die Tests vergleichend in Gegenwart und in Abwesenheit dieser durchgeflihrt. Es
zeigte sich, dass es nur in Abwesenheit der Belastungssubstanz nach fiinfseklndiger
Einwirkzeit zu signifikanten Reduktionen des E. coli 10714 und P. aeruginosa 15442 durch
PES kam. Aufierdem war die Konzentration der verwendeten PES mit 5.000 ppm so hoch,
dass sie aus Griinden des Arbeitsschutzes nicht in grofieren Mengen in offenen Bereichen
angewendet werden kann. Nach 30 Sekunden Einwirkzeit konnten sowohl bei E. coli 10714
als auch bei P. aeruginosa 15442 signifikante Reduktionen um mehr als 2 log-Stufen
verzeichnet werden. Jedoch wurden diese Ergebnisse ebenfalls in Abwesenheit der
Belastungssubstanz erzielt. AuBerdem ware eine 30-seklindige Einwirkzeit zu lang, als dass
sie zwischen zwei aufeinanderfolgenden Karkassen wahrend des Schlachtbetriebes erreicht
werden konnte. In Anwesenheit der gewahlten Belastungssubstanz waren signifikante

Reduktionen um 0,5 bis 0,8 log-Stufen erst nach 30 Sekunden Einwirkzeit zu verzeichnen.

Milchsaure zeigte in den verwendeten Konzentrationen gegenitber E. coli 10714 eine
geringere Wirkung mit einer Reduktion der Zellzahl um maximal 2,4 log-Stufen (vgl. PES >
4,2 log-Stufen). Unter gleichen Bedingungen konnte die Zellzahl von P. aeruginosa 15442
allerdings starker reduziert werden als durch PES. Die Gegenwart der verwendeten

Belastungssubstanz inhibierte jedoch nahezu vollstandig die antimikrobielle Wirkung der MS.

Neben der durch den Agar erhéhten Diffusionszeit verursacht die Gegenwart von Proteinen
einen Eiweilfehler, der die Wirkung des Desinfektionsmittels reduziert, was unter anderem
bei Desinfektionsmittel auf Basis von Persauren typisch ist (IHO 2019; DVG 2019). Beide
wirkungsreduzierenden Eigenschaften waren in Abhangigkeit der Zeit ursachlich fur die
festgestellt signifikante Reduktion der Desinfektionsmittelwirkung in Gegenwart der
Belastungssubstanz. In Gegenwart dieser war die Zellzahlreduktion von E. coli 10714 und

P. aeruginosa 15442 induziert durch PES bzw. MS signifikant geringer. In zuséatzlich
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getatigten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sowohl die Anwesenheit der
Proteinbelastung als auch die Anwesenheit des Agar, jeweils separat, zu einer signifikanten

Reduktion der Desinfektionsmittelwirkung gegen E. coli 10714 beitragen.

Desinfektionsmittelpriifung im Schlachthof

Parallel zu den Untersuchungen im Labor wurde durch die Projektpartner der FU Berlin die
Wirkung einer PES-Lésung mit 210 ppm im Schlachthof UGberprift. Hierbei wurden im
Bereich der Schlachtung mit Tupfern die mikrobielle Belastung auf diversen Oberflachen mit
Fleischkontakt untersucht. Jeweils sechsmal wurden hierbei Proben nach einem Arbeitstag
mit ca. 120.000 geschlachteten Tieren mit und ohne einer kontinuierlichen Beaufschlagung
der Oberflachen mit dem Desinfektionsmittel genommen. Wahrend der kontinuierlichen
Beaufschlagung wurde das Desinfektionsmittel tiber Disen auf die Oberflachen gespriht.
Bei der Kontrolle ohne Beaufschlagung blieben die Oberflachen unbehandelt. Untersuchte
Parameter waren die aerobe mesophile Keimzahl und Enterobacteriaceae. Es zeigten sich
an nahezu allen Oberflachen signifikante Reduktionen sowohl bei der untersuchten aeroben
mesophilen Keimzahl als auch bei den Enterobacteriaceae. Literaturdaten deuten darauf hin,
dass dieser Effekt mit Wasser allein nicht erreicht werden kénnte (Julido et al. 2018; Soaresa
et al. 2018). Die Untersuchungen, die im Labor durchgeflihrt wurden, zeigen, dass die
ublichen Einwirkzeiten wahrend der Geflugelschlachtung zu kurz fur diese Reduktion sind.
Der nachgewiesene Effekt der Reduktion im Schlachthof kann unterschiedlichen Ursprungs
sein. Zum einen ist die Einwirkzeit des Desinfektionsmittels durch die Art der Probenahme
erhdht gewesen. Aus Sicherheitsgrinden musste das Schlachtband erst vollstandig stehen,
bevor die Proben genommen werden konnten. Hierbei wurde weiterhin Desinfektionsmittel
auf die Oberflachen gespriht, ohne dass sie unmittelbar davor mit Karkassen in Kontakt
waren, was zu einer erhohten Einwirkzeit flihrte. Des Weiteren beinhaltet das
Desinfektionsmittel Oktansaure, das eine grenzflachenaktive Substanz ist und somit das
Abspllen der Oberflachen beginstig, wodurch die Mikroorganismen nicht abgetotet sein
mussen und dennoch nicht mehr auf den Oberflachen nachweisbar sind und auch keine
Kreuzkontaminationen uUber diese verursachen konnen. Ein weiterer Punkt, der zu dem
gezeigten Bild flihren koénnte ist, dass das Desinfektionsmittel (ber den gesamten
Produktionstag auf die Oberflachen gespriiht wurde. Dadurch kdnnte sowohl kontinuierlich
eine leichte Reduktion der Mikroorganismen stattgefunden haben, als auch ein Ansammelin
oder Stapeln Gber den Tag hinweg reduziert worden sein. Ein eventueller Stapeleffekt und
damit eine Kontamination folgender Karkassen kann dadurch reduziert und somit Fleisch mit
geringerer Ausgangsbelastung produziert werden. Den gleichen Effekt kann das

kontinuierliche Aufbringen einer Desinfektionsmittelldsung im Bereich der Zerlegung haben.
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Eine vergleichbare Reduktion der Mikroorganismen konnte durch die Verwendung einer PES
mit 750 ppm bei der Reinigung eines Schlachthofes nachgewiesen werden. Rodrigues et al.
(2018) untersuchten den Effekt verschiedener Desinfektionsmittel wahrend einer Reinigung
und Desinfektion am Ende eines Prozesstages in einem Schlachthof. Sie wiesen eine
Reduktion der aeroben mesophilen Keimzahl von ca. 4 log je Flacheneinheit nach. Allerdings

konnte hierbei das Desinfektionsmittel 15 Minuten einwirken (Rodrigues et al. 2018).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass es zu einer signifikanten Reduktion der untersuchten
Mikroorganismen auf den Oberflachen im Bereich der Schlachtung wahrend der
Verwendung des Desinfektionsmittels kam, wobei nicht abschliellend geklart wurde, ob es
sich um eine desinfizierende oder reinigende Wirkung durch den mechanischen Spuleffekt

handelte.

Einfluss modifizierte Atmospharen auf ESBL-bildenden E. coli

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss verschiedener modifizierter Atmospharen auf
E. coli 10714 untersucht. Modifizierte Atmospharen in Fertigverpackungen setzen sich
Uberwiegend aus den Gasen Sauerstoff (O2), Kohlenstoffdioxid (CO2) und Stickstoff (N)
zusammen (Floros und Matsos 2005). Besonderes Augenmerk sollte hierbei auf die
maogliche Reduktion der Zellzahl des Teststammes durch die Anwesenheit der Atmospharen
gelegt werden. Hierzu wurde mit E. coli 10714 inokuliertes Hahnchenfleisch in Gegenwart
von drei verschiedenen modifizierten Atmospharen verpackt und 7 Tage bei 3 °C gelagert.
Als Vergleichsatmosphare diente hierbei atmosphérische Luft. Eine der drei gewahlten
modifizierten Atmospharen ahnelte solchen, die aktuell in Gefllgelfleischverpackungen
verwendet werden. Diese bestand aus 75 % Oz + 25 % CO: (im Folgenden abgekurzt als O2
-reiche Atmosphare bezeichnet). In der industriellen Verpackung Ubliche Atmospharen
setzen sich zu 70 - 80 % aus O, und erganzend CO, zusammen (Dansensor 2018; Air
Products 2015). Einer Publikation von Al-Nehlawiet al. (2013) konnte eine
Gaszusammensetzung mit 70 % CO2 + 15 % O2 + 15 % N (im Folgenden abgekurzt als
CO,-reiche Atmosphare bezeichnet) entnommen werden (Al-Nehlawi et al. 2013). AuRerdem
wurde als dritte Variante der Einfluss reinen Stickstoffes (im Folgenden abgekirzt als N> -

Atmosphare bezeichnet) auf den Teststamm untersucht.

Es zeigte sich, dass bei einem Verhaltnis von Verpackungsvolumen zu Fleischeinwaage
(600 g), wie es in der industriellen Verpackung ublich ist, mit den in den Untersuchungen
verwendete Atmospharen eine Reduktion des E. coli 10714 um maximal 0,3 log erreicht

werden konnte. Diese Reduktion war in Gegenwart der Og-reichen Atmosphare zu
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verzeichnen und nicht signifikant starker ausgepragt, als in Gegenwart der weiteren

verwendeten Atmospharen inklusive Luft.

Um zu prifen, ob eine vergroRRertes Gasvolumen einen gesteigerten Effekt auf den
Teststamm hat, wurde die Einwaage bei beibehaltenem Packungsvolumen auf 20 % (120 g)
reduziert, wahrend alle weiteren Parameter unverandert blieben. Hierbei zeigte sich, dass

das Gasvolumen keinen Einfluss auf E. coli 10714 hatte.

Einfluss modifizierte Atmospharen auf weitere mikrobiologische Parameter

Bei zusatzlichen Untersuchungen wurde der Einfluss der Atmospharen und des vergrofRerten
Gasvolumens in der Verpackung auf die Aerobe Mesophile Keimzahl (TAB),
Enterobacteriaceae und Pseudomonas spp. untersucht. Hierbei zeigte sich, dass diese
Mikroorganismen sich in Gegenwart von atmosphéarischer Luft am starksten vermehrten. In
Gegenwart von O2 und CO; vermehrten sich die TAB und die Enterobacteriaceae am
langsamsten, wahrend Pseudomonas spp. sich in Gegenwart von CO, am langsamsten
vermehrten. Einen vergleichbaren Einfluss zeigten auch die Untersuchungen von Bingol und
Ergun (2011), bei deren Untersuchungen eine sauerstoffreiche Atmosphare ebenfalls die
Vermehrung von TAB und Pseudomonas spp. verlangsamen konnte (Bingol und Ergun
2011). Dieser Effekt wurde in der vorliegenden Arbeit durch die Reduzierung der Einwaage
teilweise signifikant verstarkt. Hierbei hatte die CO2-reiche Atmosphare (70 % CO, + 15 % O-
+ 15 % N) den starksten vermehrungsinhibierenden Effekt auf TAB, Enterobacteriaceae und
Pseudomonas spp.. Auch bei Bingol und Ergun (2011) hatte eine Reduktion der Einwaage
bei gleichem Verpackungsvolumen eine reduzierte Vermehrung der untersuchten

Mikroorganismengruppen zur Folge.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen somit keinen signifikanten Effekt auf den
untersuchten E. coli 10714, deuten jedoch darauf hin, dass mit einer reduzierten Einwaage
bei gleichbleibender VerpackungsgroRe und der Verwendung einer CO: -reichen

Atmosphare die mikrobiologische Haltbarkeit von Gefllgelfleisch verlangert werden kann.

Einfluss modifizierte Atmosphéaren auf Farbe und pH-Wert

Weitere in den Untersuchungen aufgezeichnete Parameter waren der pH-Wert und die
Farbe (L*a*b*) des Fleisches. Bei diesen Parametern konnten nach siebentagiger Inkubation
teilweise signifikante Unterschiede gemessen werden. Jedoch zeigten sich diese

Unterschiede bereits teilweise am Tag der Verpackung. Die Mediane der Farbwerte lagen
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nach 7 Tagen Inkubation bis auf wenige Ausnahmen innerhalb der Spannbreiten, der am

Tag der Verpackung ermittelten Ausgangswerte (s. Tabelle 8).

Tabelle 8: Farbwerte L*a*b* am Tag der Verpackung und nach siebentédgiger Inkubation in
Gegenwart der jeweiligen modifizierten Atmosphare

Regulare Einwaage Reduzierte Einwaage
Farbe Min. - Max. Median Min. - Max. Median
Tag 0 L*: 62,1-70,8 L*: 66,5 L*: 55,8 - 61,6 L*: 59,6
a*:10,5-14,6 a*: 13,0 a*: 12,6 - 16,3 a*: 13,5
b*:4,8-11,7 b*: 7,9 b*:9,0-13,0 b*: 11,2
Tag 7 Luft L*: 66,6 - 73,3 L*: 68,4 L*: 56,5 - 64,7 L*: 59,8
a*9,2-13,0 a* 11,2 a*:8,0-155 a* 12,7
b*:9,0-13,7 b*: 11,3 b*: 10,7 - 13,9 b*: 13,3
Tag 7 Oz - L*: 63,6 -73,5 L*: 69,7 L*: 58,2-62,2 L*: 60,5
reiche a*9,5-13,0 a*: 11,8 a*:13,6-17,6 a*: 13,8
Atmosphare | b*: 10,4 - 14,6 b*: 12,9 b*:.8,2-17,1 b*: 15,8
Tag 7 CO2- | L*:64,3-70,0 L*: 66,9 L*: 59,4 - 64,7 L*: 61,3
reiche a*:10,2-13,7 a* 11,3 a*:8,5-10,8 a*: 9,8
Atmosphare | b*: 5,12 - 11,26 b*: 9,8 b*:. 13,6 - 17,1 b*: 15,5
Tag 7 N2 - L*: 62,0 - 66,6 L*: 64,6 L*: 57,8 - 60,3 L*: 58,9
Atmosphare | a*: 13,2 - 14,8 a*: 13,9 a*:12,3-16,0 a*: 14,1
b*:5,8-9,1 b*: 6,4 b*: 8,7 - 13,3 b*: 11,4

Tag 0: Tag der Verpackung; Tag 7: nach siebentégiger Inkubation; in Gegenwart des jeweiligen Gases

Zu beachten ist hierbei jedoch, dass der Einfluss auf die Sensorik in der vorliegenden Arbeit
nicht untersucht wurde. AuRerdem kam es durch die Zehrung von CO; zu einem Kollaps der
Verpackungen, der jedoch bei der niedrigeren Einwaage deutlich geringer ausgepragt war.
Dieser Kollaps lasst sich durch einen leichten Uberdruck bei der Verpackung oder durch eine
kurzzeitige Lagerung des Fleisches in einer CO.-reichen Atmosphare vor der Verpackung
reduzieren (Al-Nehlawi et al. 2013).

Schlussfolgerung

Die Ergebnisse, die in beiden Arbeiten gesammelt werden konnten zeigen, dass der ESBL-
bildende E. coli 10714 weder wahrend der Zerlegung auf den fuhrenden Oberflachen durch
Desinfektionsmittel noch in der Verpackung auf dem Fleisch unter den getesteten
Bedingungen reduziert werden konnte. Jedoch zeigen die weiteren mikrobiologischen
Parameter, TAB und Enterobacteriaceae im Bereich der Schlachtung und TAB,
Pseudomonas spp. und Enterobacteriaceae in Gegenwart der modifizierten Atmosphéaren,
dass durchaus das Potenzial besteht, geringfligiger kontaminiertes Fleisch zu produzieren

und zusatzlich dessen Haltbarkeit weiter zu verlangern.
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Entwicklung von MaBnahmen zur Verringerung der Kreuzkontamination mit ESBL-

bildenden E. coli im Rahmen der Zerlegung und Verpackung von Mastgefliigel

Bei E. coli handelt es sich in erster Linie um ein kommensales Darmbakterium, das in
warmblitigen aber auch in wechselwarmen Tieren zu finden ist. Daher dient dieser zu den
Enterobacteriaceae zahlende Mikroorganismus in der Regel als Indikatorkeim flir fakale
Kontamination von Wassern aber auch Lebensmittel. Neben den kommensalen, von denen
keine gesundheitliche Gefahr ausgeht, gibt es auch pathogene Vertreter, die gesundheitliche
Schaden verursachen kdnnen. Zu diesen zdhlen zum Beispiel Enterohamorrhagische E. coli
(EHEC) oder Enterotoxische E. coli (ETEC).

In den vergangenen Jahren rlckten antibiotikaresistente Enterobacteriaceae immer mehr ins
Rampenlicht. Wichtige Vertreter sind hierbei die ESBL- und AmpC-bildenden E. coli. Diese
produzieren bestimmte Enzyme, die dazu in der Lage sind, die Wirkung von

Cephalosporinen der dritten und vierten Generation zu reduzieren oder gar zu inhibieren.

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des EsRAM-Projektes (Entwicklung
stufenlbergreifender ReduktionsmaRnahmen fiir Antibiotikaresistente Erreger beim
Mastgefligel) angefertigt. In diesem Projekt ging es darum, die Belastung von
Geflugelfleisch mit antibiotikaresistenten Erregern zu reduzieren. Hierbei werden Verfahren
entlang der gesamten gefligelfleischproduzierenden Kette gepruft, beginnend mit der
Bruteihygiene, Uber die Mast, Haltung, Transport, Schlachtung, Zerlegung und Verpackung.
In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst geprift, ob eine kurzzeitige Desinfektion dazu in
der Lage ist, Kreuzkontaminationen wahrend der Zerlegung zu reduzieren und ob modified
atmosphere packaging (MAP) das Potential hat, die Belastung ESBL-bildender E. coli auf

verpacktem Hahnchenfleisch zu reduzieren.

Fur die PrOfung der Effektivitdt einer Kurzzeit-Desinfektion wurde eine Methodik in
Anlehnung an die Prufrichtlinien der Deutschen Veterindrmedizinischen Gesellschaft
entwickelt, mit der praxisnahe Einwirkzeiten, Temperaturen und Oberflachenkonditionen im
Labor reproduziert werden sollten. Im Ergebnis der Untersuchungen konnte die Dynamik, mit
der die zur Untersuchung verwendeten Desinfektionsmittel die Mikroorganismen abtdten,
dargestellt werden. Mit zunehmender Einwirkzeit (untersuchte Zeiten: 5, 30 und 60
Sekunden) zeigte sich ein deutlicher Anstieg der bakteriziden Wirkung der
Desinfektionsmittel, wobei 5 Sekunden bereits eine lange Einwirkzeit, verglichen mit denen
in der Praxis, darstellt. Allerdings zeigten sich relevante und auch signifikante Reduktionen

der in den Untersuchungen verwendeten Mikroorganismen erst nach 30 Sekunden bei
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Desinfektionsmittelkonzentrationen, die wahrscheinlich unwirtschaftlich sind, aber vor allem

nicht hinsichtlich der Arbeitssicherheit vertretbar sind.

Um die Wirkung modifizierter Atmospharen auf ESBL-bildende E. coli auf Hahnchenfleisch
zu untersuchen, wurde schlachtfrisches Fleisch mit einem Teststamm inokuliert und in
Gegenwart atmospharischer Luft, einer sauerstoffreichen, einer kohlenstoffdioxidreichen und
einer ausschlie3lich stickstoffhaltigen Atmosphare verpackt und 7 Tage bei 3 °C gelagert.
Die sauerstoffreiche Atmosphare entspricht in ihrer Zusammensetzung in etwa der in der
Industrie zur Verpackung von Hahnchenfleisch verwendeten Atmosphéaren. Es zeigte sich
keine signifikante Reduktion des Teststammes, im Vergleich des Einflusses der einzelnen
Atmospharen. Um zu prifen, ob ein erhdhter Gasanteil einen anderen Effekt induziert, wurde
weniger Produkt in gleichgroRen Packungen gelagert. Auch hier zeigte sich kein signifikanter
Einfluss durch die Atmospharen. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde zusatzlich der
Einfluss auf die Gesamtkeimzahl, Pseudomonas spp. und Enterobacteriaceae, die als
Kontamination wahrend der Schlachtung und Zerlegung auf das Fleisch gelangten,
untersucht. Hierbei zeigten sich deutliche Einflusse der Atmospharen auf die Entwicklung der
Mikroorganismen. Die sauerstoffreiche und die kohlenstoffdioxidreiche Atmosphéare konnten
die Vermehrung wahrend der Lagerung im Vergleich zur Lagerung in Gegenwart der beiden
anderen Atmospharen signifikant reduzieren. Am effektivsten war hierbei die
kohlenstoffdioxidreiche Atmosphare. Verstarkt wurde dieser Effekt durch die VergréRerung
der Gasvolumina. Somit ist zu diesen Versuchen zu sagen, dass sowohl die Verwendung der
kohlenstoffdioxidreichen Atmosphare als auch eine reduzierte Fleischeinwaage bei gleicher

VerpackungsgrofRe den mikrobiologischen Verderb von Hahnchenfleisch verzégern kénnen.

67



Kapitel 5: Zusammenfassung/Summary

Development of methods to reduce cross-contamination with ESBL-producing E. coli

during the cutting and packaging of fattening poultry

E. coli is primarily a commensal intestinal bacterium that is found as well in warm-blooded as
in poikilotherm animals. Therefore, this to the Enterobacteriaceae belonging microorganism
is usually used as an indicator germ for fecal contamination of water and food. Beside the
commensal E. coli, which pose no health hazard, there are also pathogenic agents that can
cause infections. Examples for these pathogene E. coli are enterohemorrhagic E. coli
(EHEC) or enterotoxigenic E. coli (ETEC).

In the recent years, antibiotic resistant Enterobacteriaceae became more and more important
in human medicine. Important agents are ESBL- and AmpC-producing E. coli. These
bacteria produce certain enzymes that are able to reduce or even inhibit the effectiveness of

cephalosporins of the third and fourth generation.

The presented research was part of the EsRAM project (“Development of measures for
reduction of antibiotic resistant bacteria along the entire poultry production chain”). The aim
of the project is to reduce the amount of antibiotic resistant pathogens on poultry meat.
Therefore, methods along the whole poultry producing chain were tested, starting with
hatching hygiene, fattening, farming methods, transport, slaughtering, cutting and packaging.
First part of the present work was the examination whether a short-term disinfection is able to
reduce cross-contamination during cutting. In the second part the effect of modified
atmosphere packaging (MAP) to the microbiome of chicken meat was investigated and if this

method has the potential to reduce the burden of ESBL-producing E. coli on chicken meat.

To investigate the efficacy of a short-time disinfection, a method based on the DVG Test
Guidelines was developed, which should reproduce in the laboratory the conditions in
slaughteries like the exposure time, temperature and surface conditions. As a result of the
investigations, the disinfection dynamics against the microorganisms could be displayed.
With increasing exposure time (times tested: 5, 30 and 60 seconds) a significant increase in
the bactericidal effect of disinfectants was shown. However, 5 seconds reaction time, already
a long exposure time in praxis, where not enough to reduce the microorganisms in a relevant
and also significant amount. Just after 30 seconds treatment time with disinfectant
concentrations, which are probably uneconomical and not justifiable with occupational safety,

a relevant reduction of the microorganisms was observed.
To investigate the effect of modified atmosphere packaging on ESBL-producing E. coli on

chicken meat, chicken filets were inoculated and packaged in the presence of atmospheric

air, a high oxygen, a high carbon dioxide and an only nitrogen-containing atmosphere. These
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samples were stored at 3 °C for 7 days. The high oxygen atmosphere corresponds in
composition to the atmospheres used in industry for packaging chicken meat. There was no
significant reduction of the test strain comparing the influence of the individual atmospheres.
To investigate whether an increased atmosphere volume induces a different effect, less
product was stored in equally sized packages. Again, there was no significant influence
induced by the atmospheres. In addition, the influence of the gases on the amount of Total
Aerobic Bacteria, Pseudomonas spp. and Enterobacteriaceae was investigated. These
bacteria were part of the microbiota on the chicken meat, caused by contaminations while
slaughtering and cutting. Significant influences of the atmosphere on the development of
these microorganisms were observed. The high oxygen and the high carbon dioxide
atmosphere were able to reduce the proliferation of the microorganisms significantly during
the storage comparing the proliferation in the presence of the other two atmospheres. The
highest effect was observed in presence of the high carbon dioxide atmosphere. This effect
was increased by an increased gas volume. Thus, these experiments have shown that both,
the use of the high carbon dioxide atmosphere and a reduced amount of meat with the same

packaging size can extant the microbial shelf-life of chicken meat.
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