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Zusammenfassung 

In Zeiten des Klimawandels, der sich unter anderem auf die Getreideernte und in weiterer 

Folge auf die Nahrungsmittelproduktion auswirkt, gewinnt die Reduktion von 

Nahrungsmittelverlusten zunehmend an Bedeutung. Die Produktion von Fleisch, insbesondere 

jene von Rindfleisch, ist ressourcenintensiv. Daher tragen Fleischverluste – verursacht etwa 

durch mikrobiellen Verderb – direkt sowohl zu wirtschaftlichen Verlusten als auch zu 

negativen Auswirkungen auf die Umwelt bei. Aus diesem Grund sollten das Ausmaß sowie 

potenzielle Eintragsquellen von Verderbserregern in Rindfleisch ermittelt werden. Rindfleisch 

wird in der Regel vakuumverpackt und durchläuft während der Lagerung bei Kühltemperatur 

eine lange Reifungsphase. Unter diesen Bedingungen können jedoch viele kältetolerante 

Spezies des Genus Clostridium gedeihen und in weiterer Folge das betroffene Fleisch 

verderben. Das natürliche Habitat dieser Bakterien ist der Boden in gemäßigten und 

subtropischen Klimazonen. In Österreich wird Rinderhaltung, wie z. B. in den alpinen 

Regionen, oft als Weide- oder Freilandhaltung praktiziert. Das bedeutet, dass die Tiere mit 

hoher Wahrscheinlichkeit mit den Lebensräumen kältetoleranter Clostridien in Kontakt 

kommen. Ziel dieser Studie war es daher, die Prävalenz kältetoleranter Clostridien in 

Rinderbeständen in Österreich zu bestimmen (Arbeitspaket, AP1). Die isolierten Clostridium-

Spezies des AP1 wurden anschließend für das AP2 (über den Verderb von Sous-vide-Fleisch 

durch kältetolerante Clostridien) und für das AP3 (über die Prüfung der Toxinbildung) 

verwendet. Im AP4 wurden die Fleischproben von AP2 mittels Gaschromatographie-

Massenspektrometrie (GC-MS) auf von C. estertheticum gebildete Substanzen analysiert.  

Zentrale Aussagen dieser Studie sind:  

• Kältetolerante Clostridien sind in österreichischen Rinderbetrieben weit verbreitet. 

• Rinderkot und mit Kot verschmierte Haut stellen wichtige Kontaminationsquellen für 

Schlachtkörper und Fleisch dar.  

• Mit kältetoleranten Clostridien kontaminiertes Fleisch weist eine kürzere 

Haltbarkeitsdauer auf als Clostridien-negative Proben.  

• Sporen von C. estertheticum, der bekanntesten kältetoleranten Clostridien-Spezies, 

überleben die Hitzebehandlung wie Sous-vide-Garen (SV). SV-Fleisch verdirbt dadurch 

sogar schneller als frisches Fleisch, da SV-Fleisch nach der Hitzebehandlung weniger 

konkurrierende Mikroorganismen enthält.  
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• Um Fleischverluste durch Verderb infolge kältetoleranter Clostridien zu verhindern, sind 

gezielte Hygienemaßnahmen, Reinigungs- und Desinfektionsmethoden sowie ein 

Überwachungsplan erforderlich - insbesondere in Schlachthöfen und 

Fleischverarbeitungsbetrieben. 

Die Ergebnisse von AP1 und AP2 wurden bereits im Journal Food Microbiology (2025) und im 

International Journal of Food Microbiology (2025) veröffentlicht. Darüber hinaus wurden Teile 

der Ergebnisse der beiden Arbeitspakete als Beiträge (wie Poster, Vorträge, Kurzfassungen bei 

Konferenzen, Proceedings oder in agrarischen Fachzeitschriften), die sowohl an 

Wissenschaftler als auch an die Öffentlichkeit adressiert sind, präsentiert und veröffentlicht 

(siehe Anlagen 1 bis 6). AP3 und AP4 liefern ebenfalls interessante neue Erkenntnisse, 

allerdings sind für eine statistische Auswertung weitere detaillierte Studien mit höheren 

Probenmengen erforderlich, um die Ergebnisse der beiden Arbeitspakete bestätigen zu 

können.  

Zusammengefasst: Diese Studie untersucht das Vorkommen kältetoleranter Clostridien in 

österreichischen Tierbeständen, etabliert und validiert verbesserte Nachweismethoden, 

bewertet deren Pathogenitätspotential und analysiert deren Rolle als Verderbserreger von 

vakuumverpacktem, frischem und Sous-vide-Rindfleisch. Eine Zusammenarbeit von 

Wissenschaft und relevanten Behörden würde die Etablierung eines 

Überwachungsprogramms sowie die Entwicklung von Maßnahmenplänen zur Reduzierung 

der Kontaminationsgefahr ermöglichen. Das Projekt unterstützt somit eine nachhaltigere 

Fleischproduktion und die Umsetzung des SDG 2: den Hunger beenden, Ernährungssicherheit 

und eine bessere Ernährung erreichen und eine nachhaltige Landwirtschaft fördern. 
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Abstract 

Cold-tolerant clostridia in Austrian cattle herds: prevalence, pathogenicity and role as 

spoilage microorganisms 

In times of climate change, which has an impact on the grain harvest and subsequently on food 

production, the reduction of food losses is becoming increasingly important. The production of 

meat, especially beef, is resource-intensive. Therefore, meat losses - caused by microbial 

spoilage, for example - contribute directly to both economic losses and negative impacts on the 

environment. For this reason, the extent and potential sources of spoilage organisms in beef 

should be determined. Beef is usually vacuum-packed and undergoes a long maturation phase 

during storage at refrigeration temperature. Under these conditions, however, many cold-

tolerant species of the genus Clostridium can thrive and subsequently spoil the affected meat. 

The natural habitat of these bacteria is the soil in temperate and subtropical climate zones. In 

Austria, cattle farming, such as in the alpine regions, is often practiced as pasture or free-range 

farming. This means that the animals are highly likely to come into contact with the habitats of 

cold-tolerant Clostridia. The aim of this study was therefore to determine the prevalence of 

cold-tolerant Clostridia in cattle herds in Austria (work package, WP1). The isolated 

Clostridium species of WP1 were subsequently used for WP2 (on the spoilage of sous-vide meat 

by cold-tolerant Clostridia) and for WP3 (on the testing of toxin formation). In WP4, the meat 

samples from WP2 were analysed for substances formed by C. estertheticum using gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS).  

The key findings of this study are:  

• Cold-tolerant clostridia are widespread in Austrian cattle farms.  

• Cattle faeces and faeces-smeared skin play an important role as sources of contamination 

for cattle carcasses and their meat.  

• Meat contaminated with cold-tolerant clostridia has a shorter shelf life than clostridia-

negative meat samples. 

• Spores of C. estertheticum, the best-known cold-tolerant clostridial species, survive heat 

treatment such as sous-vide cooking (SV) and spoil SV meat even faster than fresh meat, as 

after heating, there are few competing meat microorganisms in SV meat. 
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• To prevent meat losses due to cold-resistant Clostridium induced spoilage, targeted hygiene 

measures, cleaning and disinfection methods, and a monitoring plan are necessary, 

especially in slaughterhouses and meat processing plants. 

The results of WP1 and WP2 have already been published in the Journal Food Microbiology 

(2025) and the International Journal of Food Microbiology (2025). In addition, parts of the 

results of the two work packages have been presented and published as contributions (such as 

posters, lectures, abstracts at conferences, proceedings or in agricultural journals) addressed 

to both scientists and the public (see Appendices 1 to 6). WP3 and WP4 also provide interesting 

new findings, but further detailed studies with larger sample quantities are required for a 

statistical evaluation in order to confirm the results of the two work packages.  

Summarized: This study investigates the occurrence of cold-tolerant Clostridia in Austrian 

livestock, establishes and validates improved detection methods, evaluates their pathogenicity 

potential and analyses their role as spoilage microorganisms of vacuum-packed, fresh and 

sous-vide beef. Collaboration between science and relevant authorities would enable the 

establishment of a monitoring programme and the development of action plans to reduce the 

risk of contamination. The project thus supports more sustainable meat production and the 

implementation of SDG 2: end hunger, achieve food security and improved nutrition and 

promote sustainable agriculture. 
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1. Einleitung 

1.1 Hintergrund und Ziel der Arbeit 

Mit einem Fleischkonsum von 60,5 kg pro Person und Jahr gehört Österreich in Europa und 

weltweit zu den Ländern mit dem höchsten Pro-Kopf-Verbrauch von Fleisch (Statista, 2022; 

WWF, 2022). Die Fleischherstellung verbraucht enorme Ressourcen. Daher bedeutet jeder 

Fleischverlust gleichzeitig einen hohen wirtschaftlichen Verlust mit negativen Auswirkungen 

auf die Umwelt. Fleischverderb wird meist durch mikrobielle Kontamination verursacht. 

Diesem Risiko ist Fleisch auf allen Stufen der Lebensmittelkette ausgesetzt, beginnend bei der 

Schlachtung über die Zerlegung, Verarbeitung, Verpackung und Lagerung bis hin zu Transport 

und Verkauf bis zum Verbraucher. Der Verderbsprozess durch mesophile aerobe Keime kann 

durch Maßnahmen wie Vakuumverpackung und Kühllagerung verlangsamt werden. Unter 

diesen Bedingungen können sich jedoch bislang wenig bekannte, kältetolerante 

(psychrotolerante) obligate Anaerobier, wie z. B. bestimmte Clostridium spp., etablieren. 

Aufgrund des hierdurch gewonnenen Selektionsvorteils spielen diese Nischenkeime 

mittlerweile eine bedeutende Rolle als Verderbserreger. 

Kältetolerante Clostridium spp. (z. B. C. estertheticum, C. frigoriphilum, C. algidicarnis und 

C. gasigenes) sind erst seit relativ kurzer Zeit als Verderbserreger von vakuumverpacktem 

frischem Fleisch bekannt (Broda et al., 2000; Dorn-In et al., 2012; EFSA, 2016; Mang et al., 

2021). Ihre natürlichen Habitate sind Permafrost- sowie Böden des gemäßigten und 

subtropischen Klimas (Pecheritsyna et al., 2007; Spring et al., 2003; Suetin et al., 2009). Als 

Kontaminationsquellen für Fleisch gelten Kot und Felle von geschlachteten Tieren. Ähnlich wie 

Sporen von mesophilen Sporenbildnern (z. B. C. perfringens, C. botulinum und Bacillus cereus) 

sind Sporen kältetoleranter Clostridien auch resistent gegenüber Umwelteinflüssen und 

Desinfektionsmitteln. Der Verderb von vakuumverpacktem Fleisch durch kältetolerante 

Clostridien ist teilweise an der Aufblähung der Verpackung erkennbar, der sogenannte „Blown Pack Spoilage“ (BPS). Diese wird durch die Bildung von CO₂ und H₂ verursacht (Boerema et al., 

2007). Der Druckanstieg in der Verpackung führt zu einem erheblichen Fleischtropfsaftverlust. 

Die beschriebene Problematik wurde in vielen Ländern beschrieben, insbesondere jenen mit 

hoher Fleischproduktion und/oder hohem Fleischkonsum, darunter Brasilien, Irland, 

Neuseeland, das Vereinigte Königreich und die Vereinigten Staaten. In Deutschland sind laut 

eigenen Studien 34 – 53 % des vakuumverpackten Fleisches mit kältetoleranten Clostridien 

belastet (Bonke et al., 2016; Mang et al., 2021). In Österreich gibt es bisher keine Daten zum 
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Vorkommen von kältetoleranten Clostridien in Tierbeständen, Schlacht- und 

Fleischverarbeitungsbetrieben und in vakuumverpacktem Fleisch und Fleischprodukten im 

Handel. Abgesehen von der Rolle als Verderbserreger von vakuumverpacktem, frischem 

Fleisch wurden die Pathogenität der kältetoleranten Clostridien und ihr Potential als 

Verderbserreger von erhitztem Fleisch bis dato nicht untersucht. 

Ziele des Projekts waren daher:  

1. Die Prävalenz kältetoleranter Clostridien in Rinderbeständen in Österreich 

festzustellen 

2. Den Verderb von Sous-vide Fleisch durch kältetolerante Clostridien zu charakterisieren  

3. Das Pathogenitätspotential kältetoleranter Clostridien-Isolate mittels Zellkulturmodell 

zu untersuchen 

4. Schnelle Nachweismethoden für kältetolerante Clostridien in Lebensmitteln zu 

etablieren 

Dazu wurden in Arbeitspaket 1 (Ziel 1) Kot- und Fellwischproben von Rindern von 

verschiedenen Tierbeständen in Österreich molekularbiologisch und kulturell auf das 

Vorkommen kältetoleranter Clostridien untersucht. In Arbeitspaket 2 (Ziel 2) wurde der 

Verderb eines erhitzten Fleischproduktes, nämlich Sous-vide-Rindfleisch, durch 

C. estertheticum - die bekannteste Spezies der kältetoleranten Clostridien - untersucht. Sous-

vide (SV) ist eine Form des Niedrigtemperaturgarens. Temperatur und Dauer richten sich 

dabei nach der Art des Lebensmittels, der Tierart und dem Gewicht beziehungsweise der Dicke 

des Fleisches (Grillfuerst, 2024). Bereits in den 1960er Jahren wurde dieses Verfahren zur 

Produktion von Convenience Food und später auch in Gastronomiebetrieben eingesetzt. 

Mittlerweile sind auf dem Markt fertige SV-Bäder und SV-Sticks erhältlich. Diese 

kostengünstige Alternative und die einfache Anwendungsart sorgen für eine immer häufigere 

Verwendung in privaten Haushalten. SV-Garen kann die vegetativen Zellen der 

Fleischmikrobiota reduzieren, wodurch sich das Verbrauchsdatum des vakuumverpackten 

Fleisches verlängern lässt. Dennoch können Pathogene wie Salmonellen, Listerien und E. coli 

SV-Garen zum Teil überleben und Erkrankungen bei Verbrauchern auslösen (Ismail et al., 

2022; Onyeaka et al., 2022). Dazu können nach eigenem Vorversuch Sporen von 

Verderbserregern wie jene kältetoleranter Clostridien SV-Garen überleben, bei 

Kühlschranktemperaturen anschließend weiterwachsen und so Fleischverderb verursachen 

(Beindorf et al., 2021).  
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In Arbeitspaket 3 (Ziel 3) wurden die gewonnenen Clostridien-Isolate des Weiteren auf 

Toxinbildung untersucht, indem die Toxizität bzw. Zellviabilität der Caco-2-Zellen mittels 

Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivitätstest geprüft wurde. Da die kulturelle Anzucht von 

kältetoleranten Clostridien aufgrund deren extrem langsamen Wachstums sehr zeitintensiv ist 

(bis zu 8 Wochen), wurde weiterhin überprüft, ob sensitive Methoden wie 

Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) zum Nachweis von lebenden 

kältetoleranten Clostridien in Fleischproben verwendet werden konnten (Arbeitspaket 4, 

Ziel 4). Diese State-of-the-art Techniken werden dazu beitragen, Fleischverderb durch 

kältetolerante Clostridien schnell, frühzeitig und effektiv zu erkennen, damit entsprechende 

Gegenmaßnahmen eingeleitet werden können. 

Gemäß der europäischen Verordnung (EG) Nr. 178/2002 darf verdorbenes Fleisch nicht für 

den menschlichen Verzehr oder als Futtermittel verarbeitet werden (Regulation (EC) No 

178/2002). Um das Bewusstsein der Lebensmittelunternehmer sowie der Verbraucher für die 

Möglichkeiten, Verderb zu erkennen und zu vermeiden, zu schärfen, wurden die Ergebnisse 

des Projekts zusätzlich zu ihrer Veröffentlichung in wissenschaftlichen Publikationen in peer-

reviewed Journals zielgruppengerecht aufbereitet und im Rahmen der Arbeitstagung des 

Arbeitsgebietes Lebensmittelhygiene der Deutschen Veterinärmedizinischen Gesellschaft 

(DVG) sowie der Tagung der österreichischen Arbeitsgemeinschaft für Lebensmittel-, 

Veterinär- und Agrarwesen (ALVA) vorgestellt. 

Das Projekt ermöglicht somit eine nachhaltigere Fleischproduktion und unterstützt daher die 

Umsetzung des SDG 2 (den Hunger beenden, Ernährungssicherheit und eine bessere 

Ernährung erreichen und eine nachhaltige Landwirtschaft fördern). Zudem unterstützen die 

erzielten Projektergebnisse auch die Umsetzung von SDG 3 (ein gesundes Leben für alle 

Menschen jeden Alters gewährleisten und ihr Wohlergehen fördern) sowie SDG 12 

(nachhaltigen Konsum- und Produktionsmuster sicherstellen).  

1.2 Kältetolerante Clostridium spp. 

 Allgemeiner Überblick 

Bei Clostridium spp. handelt es sich um eine große, heterogene Gattung von Bakterien, die dem 

Phylum Firmicutes angehört und rund 231 beschriebene Spezies umfasst (Brasca et al., 2022). 

Clostridien sind stäbchenförmig und zeigen sich in der Gram-Färbung positiv. Die meisten 

Spezies wachsen nur unter strikt anaerober Atmosphäre, können Sulfat nicht reduzieren und 
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sind in der Lage, Endosporen zu bilden (Brasca et al., 2022; Neumeister et al., 2009). 

Endosporen von Clostridien sind resistent gegen extreme Umwelteinflüsse, wie beispielsweise 

Hitze, die Gegenwart vieler Desinfektionsmittel und Trockenheit (Brasca et al., 2022). 

Clostridien sind ubiquitär und kommen häufig in Umgebungen mit wenig oder ohne Sauerstoff 

vor, wie z. B. im Boden, in Sedimenten, im Kot von Tieren wie Rindern, kleinen Wiederkäuern 

und Wildschweinen, sowie in pflanzlichen und tierischen Produkten (Blaschek, 2014; Dorn-In 

et al., 2018). 

Im Lebensmittelbereich gehören unter anderem C. perfringens und C. botulinum zu den 

humanmedizinisch bedeutsamsten Spezies (Neumeister et al., 2009). Sie kommen im Fleisch 

und in Lebensmitteln vor, insbesondere bei unsachgemäßer Verarbeitung oder Konservierung 

(WHO, 2023b). C. perfringens ist eine der am weitesten verbreiteten pathogenen Spezies der 

Gattung Clostridium. Es ist in der Lage, Wundinfektionen (z. B. Gasbrand), Enteritis und 

Enterokolitis auszulösen. Ursächlich hierfür ist die Produktion verschiedenster Toxine, die sich 

je nach C. perfringens-Stamm unterscheiden (Mehdizadeh et al., 2021). Die von C. botulinum 

produzierten Botulinum-Neurotoxine zählen zu den potentesten natürlichen Toxinen. Sie 

rufen Botulismus hervor, der meist mit den klinischen Symptomen einer akuten, afebrilen, 

symmetrisch absteigenden schlaffen Lähmung einhergeht (Lonati et al., 2020). Es wird 

zwischen Lebensmittelbotulismus, Wundbotulismus, Säuglingsbotulismus und 

Inhalationsbotulismus unterschieden, wobei Lebensmittelbotulismus die am häufigsten 

vorkommende Form in Europa darstellt (RKI, 2022). Lebensmittelbotulismus wird in vielen 

Fällen durch hausgemachte Konserven hervorgerufen. Betroffene Patienten zeigen 

gastrointestinale Symptome wie Erbrechen, Übelkeit und Diarrhoe (Anniballi et al., 2017). 

Kältetolerante Clostridien sind im Vergleich zu mesophilen und pathogenen Clostridien wie 

C. perfringens und C. botulinum deutlich weniger bekannt. Während die beiden genannten 

Clostridien-Spezies wegen ihrer Toxine hinsichtlich Lebensmittelsicherheit von Bedeutung 

sind, spielen die kältetoleranten Clostridien eine Rolle als Verderbserreger, insbesondere bei 

vakuumverpacktem Fleisch. Aufgrund noch fehlender Einteilung einiger Spezies umfasst der 

Begriff „kältetolerant“ in dieser Arbeit sowohl psychrophile als auch psychrotrophe Stämme, 

die jeweils bei einer Temperaturspanne von -5 °C bis 20 °C (optimal bei 12 °C bis 15 °C) und 

von -5 °C bis 35 °C (optimal bei 25 °C bis 30 °C) wachsen (Broda et al., 1997).  

Die bekanntesten Spezies der verderbserregenden kältetoleranten Clostridien sind 

C. estertheticum und C. gasigenes. Andere kältetolerante Clostridien-Spezies, die aus Fleisch 
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isoliert wurden, sind zum Beispiel C. algidicarnis, C. frigoriphilum, C. bowmanii und 

C. frigidicarnis sowie C. tagluense-like (Dorn-In et al., 2018; Mang et al., 2021). Da kältetolerante 

Clostridien strikt anaerob sind, bei niedrigen Temperaturen nur sehr langsam wachsen können 

und oft von fakultativ anaeroben, psychrotoleranten Mikroorganismen, wie 

Milchsäurebakterien, überwachsen werden, können sie in klassischen mikrobiologischen 

Untersuchungen oft nicht nachgewiesen werden. Der kulturelle Nachweis dieser Bakterien 

erfordert eine strikt anaerobe Umgebung, nährstoffreiche Nährmedien, einen speziellen 

Anreicherungsprozess und lange Inkubationszeiten bei niedrigen Temperaturen. Daher ist die 

kulturelle Untersuchung auf kältetolerante Clostridien in Fleisch oder Umweltproben generell 

sehr aufwendig und zeitintensiv (Dorn-In et al., 2018; Mang et al., 2021). 

 Verderb vom Fleisch durch kältetolerante Clostridien 

Temperatur und Sauerstoffverfügbarkeit sind entscheidende Faktoren für das Wachstum von 

Mikroorganismen (Húngaro et al., 2016). Während die niedrige Temperatur das Wachstum 

von Enterobacteriaceae hemmt, gilt dies im Allgemeinen nicht für aerobe Bakterien wie 

Pseudomonaden, wohl aber für das Vakuumieren. Daher ist die Kombination aus 

Vakuumierung und Kühllagerung von Fleisch eine gängige Methode zur Verlängerung dessen 

Haltbarkeit (Bahlinger et al., 2021; Dorn-In et al., 2023). Unter dieser Bedingung können jedoch 

sowohl kältetolerante Milchsäurebakterien als auch kältetolerante/psychrophile Clostridien 

gedeihen (Dorn-In et al., 2023).  

Wie in Abschnitt 1.2.1 erläutert, können kältetolerante Clostridien, insbesondere 

C. estertheticum und C. gasigenes, für den Verderb von kühlgelagertem, vakuumverpacktem 

Fleisch verantwortlich sein. Eines der wichtigsten Anzeichen für den Verderb ist die „Blown Pack Spoilage“ (BPS), die durch eine hohe Gasproduktion, bestehend aus Kohlendioxid (CO2) 

und Wasserstoff (H2), gekennzeichnet ist (Broda et al., 1996; Dorn-In et al., 2018). Wasserstoff 

kann sich mit Schwefel verbinden, der in einigen Aminosäuren enthalten ist. Dabei entsteht 

Schwefelwasserstoff, der sich durch seinen äußerst unangenehmen charakteristischen 

(schwefeligen oder fauligen) Geruch auszeichnet (Broda et al., 2000). 

Einzelne Stämme der Spezies C. estertheticum sind in der Lage, beträchtliche Mengen an Gas zu 

bilden, während andere diesbezüglich kaum Aktivität zeigen. Entsprechend variiert auch das 

Erscheinungsbild des durch C. estertheticum verursachten Fleischverderbs: Es reicht von 

vereinzelten Gasblasen im Fleischsaft, die Vakuumverlusten ähneln, bis hin zu deutlich 

sichtbaren Aufblähungen der Verpackung. (Dorn-In et al., 2018; Boerema et al., 2007). Es gibt 
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weitere kältetolerante Clostridien-Spezies, die häufig in vakuumverpacktem Fleisch 

nachgewiesen wurden, wie C. frigoriphilum und C. algidicarnis (Dorn-In et al., 2018; Mang et 

al., 2021). Obwohl die beiden Arten weniger Gas produzieren können als C. estertheticum und 

C. gasigenes, können sie geruchsaktive Substanzen produzieren, insbesondere Butanol, 

Buttersäure sowie Essigsäure, Ameisensäure und Butylester (Broda et al., 1996; Lawson et al., 

1994; Spring et al., 2003). Diese Substanzen verleihen betroffenem Fleisch einen typisch 

käsigen Verderbsgeruch. 

Betroffen sind in der Regel Rind-, Lamm- und Wildfleisch, da diese eine lange Reifungsphase 

unter anaeroben Bedingungen (vakuumverpackt) und bei niedrigen Temperaturen (< 4 °C) 

durchlaufen. Der Verderb von Fleisch durch kältetolerante Clostridien tritt meist während der 

Lagerung zur Reifung bei der richtigen Temperatur, ohne Verpackungsfehler und innerhalb 

des Verbrauchsdatums auf.  

 Pathogenität 

Zum Toxinbildungsvermögen von kältetoleranten Clostridien gibt es derzeit keine Kenntnisse. 

Der Verzehr von Lebensmitteln, die kältetolerante Clostridien wie C. estertheticum enthalten, 

wird als nicht gesundheitsschädlich bewertet (BfR, 2010). Eine Studie hat gezeigt, dass 

kältetolerante Clostridium botulinum ähnliche Stämme (n = 259), die aus vakuumverpacktem 

Fleisch und Schlachthöfen isoliert wurden, 16S rRNA Gene haben, die dem Referenzstamm von 

C. botulinum Typ B ähneln. Allerdings war kein Isolat davon PCR-positiv für das 

Botulinumtoxin-Gen (Broda et al., 1998). Diese Ergebnisse ähneln denen von Moorhead und 

Bell (1999), die bei sechs psychrophilen Clostridien, die aus vakuumverpacktem Fleisch 

isoliert wurden, kein Botulinumtoxin produzieren konnten. 

Mehrere Studien konnten belegen, dass einige in Fleisch vorkommende psychrotolerante 

Clostridium spp. (z. B. C. estertheticum, C. frigidicarnis und C. tagluense-like) Hämolysin 

und/oder Lecithinase produzieren (Broda et al., 1999, Dorn-In et al., 2018; Dorn-In et al., 

2022b). Hämolysine gehören zu bakteriellen Exotoxinen. Das Enzym Lecithinase ist eine 

Phospholipase, die von vielen Bakterien produziert werden kann. Sie wird oft mit dem 

Potential zur Toxinproduktion oder gesundheitsschädlichen Aktivitäten in Verbindung 

gebracht. So ist beispielsweise Phospholipase C, eine von C. perfringens produzierte 

Lecithinase-Art, als α-Toxin bekannt, das bei Menschen und Tieren Symptome wie Myonekrose 

und Hämolyse verursachen kann. Außerdem ähnelt das von C. perfringens produzierte α-Toxin 

in seiner Struktur toxischen Phospholipasen, die von Bacillus cereus, C. bifermentans und 
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Listeria monocytogenes produziert werden (Sakurai et al., 2004; Tittball, 1993). Nicht alle Arten 

von Lecithinase oder Phospholipase C sind für tierische und menschliche Zellen toxisch. 

Andere Kofaktoren oder Enzyme können jedoch ihre Toxizität auslösen oder verstärken 

(Hatheway, 1990; Tittball, 1993). Dies wurde bei Staphylococcus aureus beobachtet, bei dem 

Lecithinase produzierende Stämme gesichert auch Koagulase-Aktivität aufweisen (Baird und 

Lee, 1995; Davis et al., 2016). Eine Untersuchung kältetoleranter Clostridien bezüglich deren 

Fähigkeit zur Toxinbildung ist deshalb unter dem Aspekt der Lebensmittelsicherheit geboten. 

Dies trifft insbesondere auf Stämme zu, die sowohl Hämolysin als auch Lecithinase 

produzieren können (Dorn-In et al., 2022b). 

 Vorkommen und Kontaminationsquelle 

Kältetolerante und psychrophile Clostridien finden sich in Permafrost- und in allen Böden der 

gemäßigten und subtropischen Klimazonen. So wurde beispielsweise C. frigoriphilum erstmals 

aus Salzwasser von sibirischem Permafrost isoliert (Pecheritsyna et al. 2007). C. bowmanii und 

C. frigoris wurden im Permafrost um einen Süßwassersee in der Antarktis (Spring et al., 2023) 

und C. tagluense in der kanadischen Hocharktis erstmals entdeckt (Suetin et al., 2009). Daher 

könnte das Schmelzen des Permafrosts aufgrund des Klimawandels dazu beitragen, die 

Verbreitung dieser Keime zu beschleunigen. 

Da kältetolerante Clostridien in der Regel im Erdboden vorkommen, können Tiere wie Rinder, 

kleine Wiederkäuer und Wildtiere die Bakterien beim Grasen aufnehmen. Dies bedeutet, dass 

Kot von geschlachteten Tieren und deren Häute, wenn sie mit Erde und Fäkalien verunreinigt 

sind, eine potenzielle Kontaminationsquelle für Fleisch darstellen. Die für den Verderb von 

vakuumverpacktem Fleisch wichtigsten Spezies wurden zwar zuerst aus Fleisch isoliert, z. B. 

C. estertheticum aus vakuumverpacktem Rindfleisch im Vereinigten Königreich (Dainty et al., 

1989), C. algidicarnis aus vakuumverpacktem gekühltem Schweinefleisch (Lawson et al., 1994) 

und C. gasigenes aus vakuumverpacktem Lammfleisch in Neuseeland (Broda et al., 2000). Im 

Laufe der Jahre wurden sie aber ebenfalls in Kot und Haut von Wiederkäuern nachgewiesen, 

z. B. in Irland (Esteves et al., 2020; Moschonas et al., 2009), der Schweiz (Wambui et al., 2021) 

und Neuseeland (Esteves et al., 2021). 

Daher sind Hygiene und Sauberkeit der geschlachteten Tiere von großer Bedeutung, um die 

Ausbreitung von kältetoleranten Clostridien im Schlachthof und die anschließende 

Kontamination des Fleisches zu vermeiden und so den Verderb des Fleisches durch die 

genannten Bakterien zu verhindern. 
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2. Arbeitspaket 1: Prävalenz kältetoleranter Clostridien in 

Rinderbetrieb 

2.1. Zusammenfassung 

Viele kältetolerante Clostridium-Spezies sind für den Verderb von vakuumverpacktem Fleisch 

verantwortlich. Das Habitat dieser Bakterien ist vor allem der Boden in gemäßigten und 

subtropischen Klimazonen. Tiere wie Rinder können die Bakterien über den Boden und die 

Umwelt beim Weidegang oder über das Futter aufnehmen. Da die Rinderhaltung in Österreich 

oft als Weide- oder Freilandhaltung betrieben wird, war es das Ziel dieses Arbeitspakets, die 

Prävalenz von kältetoleranten Clostridien bei diesen Rindern zu untersuchen. Die Clostridien-

Isolate wurden auf Spezies-Ebene identifiziert und ihr Wachstum bei verschiedenen 

Temperaturen (4, 10, 22, 30 und 37 °C) überprüft. Insgesamt wurden 260 Kot- und 260 

Fellwischproben von 260 gesunden erwachsenen Rindern aus 26 Betrieben in den 

Bundesländern Salzburg und Tirol entnommen. Die Proben wurden zuerst in einer Peptone-

Yeast-Glucose-Starch (PYGS) Bouillon anaerob bei 4 °C für 4 bis 5 Wochen angereichert. Die 

PYGS-Anreicherungen wurden mit molekularbiologischen (qPCR und Sequenzierung) und 

kulturellen Methoden untersucht. Während fast alle Kotproben stark und mäßig positiv für 

Clostridium spp. waren (Ct-Werte < 30 und 30 bis 36), lag der Anteil bei den Fellwischproben 

nur bei 15 %. Eine Untersuchung mit Spezies-spezifischen qPCR-Sonden ergab, dass 88,5 % 

der Rinderbetriebe bzw. 22,3 % der Tiere positiv für C. estertheticum, 80,8 % bzw. 33,8 % für 

C. tagluense-like, 65,4 % bzw. 32,7 % für C. bowmanii, 38,5 % bzw. 11,2 % für C. frigoriphilum 

und 19,2 % bzw. 14,2 % für C. gasigenes waren. Die Erfolgsquoten der Isolierung der Spezies 

aus den PCR-detektierten Proben reichten von 4,7 % (C. bowmanii) bis 59,5 % (C. gasigenes).  

Darüber hinaus wurden neun Clostridium spp. isoliert, am häufigsten C. subterminale (10,3 % 

der Tiere), C. algidixylanolytica (7,7 %), C. tagluense (7,3 %) und C. botulinum (4,2 %). Die 

mittels qPCR bestimmte Prävalenz kältetoleranter Clostridien in den Kotproben von Rindern 

in Österreich ist relativ hoch, während die Prävalenz in den Fellwischproben sehr niedrig ist. 

Letzteres könnte mit der geringeren Kontamination der Haut mit Schmutz und Fäkalien 

zusammenhängen. Die Ergebnisse dieser Studie liefern nützliche Informationen für 

Rinderbetriebe und Schlachthöfe. Da das Enthäuten der Tiere zu den hygienisch kritischen 

Schritten im Schlachtprozess zählt, ist die Sauberkeit der Tiere bei Anlieferung hinsichtlich der 

Verschmutzung mit Fäkalien neben der hygienischen Durchführung von Enthäutungs- und 
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Ausweideprozessen entscheidend, um eine Kontamination des Rindfleisches mit 

kältetoleranten Clostridien zu vermeiden.  

 

2.2. Veröffentlichung 

Die Ergebnisse des Arbeitspaketes 1 wurden bereits im peer-reviewed Journal „Food Microbiology„ veröffentlicht: 
Dorn-In, S., Zand, V., Angerer, J., Özbek, K., Eibl, C., Schwaiger, K., 2025. Cold-tolerant 

Clostridium spp. related to meat spoilage in cattle farms in Austria. Food Microbiology. 

430. https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2025.111069 (siehe Anlage 1). 

Darüber hinaus wurden Teile der Ergebnisse als Posterpräsentation und/oder Beitrag auf 

Konferenzen vorgestellt oder in agrarischen Fachzeitschriften veröffentlicht: 

Dorn-In, S., Angerer, J., Zand, V., Eibl, C., Khol, J.C., Schwaiger, K., 2023. Vorkommen 

kältetoleranter Clostridien in Rinderbeständen in Österreich. 63. Arbeitstagung des 

Arbeitsgebietes Lebensmittelhygiene der Deutschen Veterinärmedizinischen Gesellschaft; SEP 

26-29, 2023; Garmisch-Partenkirchen, Deutschland. (siehe Anlage 2) 

Dorn-In, S., Zand, V., Angerer, J., Özbek, K., Eibl, C., Schwaiger, K., 2025. Vorkommen 

kältetoleranter Clostridien, Verderbserreger von Fleisch, in Rinderbetrieben in 

Österreich. 79. Arbeitsgemeinschaft für Lebensmittel- Veterinär- und Agrarwesen (ALVA)-

Tagung; MAI 26-27, 2025; HBLFA Raumberg-Gumpenstein, Raumberg, Österreich. 

https://www.alva.at/images/Publikationen/Tagungsband/Tagungsband_2025.pdf (siehe 

Anlage 3) 

Dorn-In, S., Angerer, J., Zand, V., Casarin, S., Eibl, C., Schwaiger, K., 2025. Kältetolerante 

Clostridien in vakuumverpacktem Rindfleisch aus Österreich: Vorkommen und 

Kontaminationswege. Klauentierpraxis: Die Zeitschrift der Österreichischen Buiatrischen 

Gesellschaft (wird im Dezember 2025 erscheinen). ( siehe Anlage 4) 

 

 

https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2025.111069
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3. Arbeitspaket 2: Verderb von Sous-vide Fleisch durch 

kältetolerante Clostridien 

3.1 Zusammenfassung 

Die zunehmende Beliebtheit der Sous-vide (SV) Garmethode erfordert die Erforschung der 

mikrobiologischen Qualität, der sensorischen Veränderungen und der Haltbarkeit der SV-

Produkte. Zahlreiche Studien zeigen, dass SV-Garen die Anzahl der (pathogenen) 

Mikroorganismen deutlich verringert, was sich positiv auf die Haltbarkeit und Sicherheit von 

SV-Produkten auswirkt. Allerdings können Sporenbildner, insbesondere kältetolerante 

Clostridien wie die Spezies Clostridium estertheticum, das SV-Garen überleben und sich 

anschließend weiter vermehren. Diese Bakterien können eine große Menge an Gasen und 

flüchtigen Verbindungen wie Butanol, Butylester und Buttersäure produzieren, die die 

Aufblähung der Verpackung, die so genannte „Blown Pack Spoilage" (BPS) und die typischen 

Verderbsgerüche des vakuumverpackten Fleisches verursachen. Ziel der Studie war es, den 

Verderb von SV-Fleisch durch C. estertheticum zu charakterisieren, nämlich Gasbildung, 

Verderbsgeruch, Verlust von Fleischtropfsaft und Veränderung des pH-Wertes. Zusätzlich 

wurden die SV- und Nicht-SV-Fleischproben mikrobiologisch und molekularbiologisch 

analysiert, um die Anzahl der Bakterien im Allgemeinen und C. estertheticum im Speziellen zu 

bestimmen. Darüber hinaus wurden die Kolonien aus verschiedenen Nährböden mittels 

MALDI-TOF-MS auf Spezies-Ebene identifiziert. Insgesamt wurden 90 Fleischteilproben 

untersucht, darunter 54 Fleischproben, die mit drei Stämmen von C. estertheticum artifiziell 

kontaminiert und vakuumverpackt wurden, um die Veränderung des Mikrobioms unter 

Einfluss dieser Spezies zu analysieren. Davon wurden 27 Fleischproben SV gegart (55 °C, 70 

Minuten). Nach 28 Tagen Lagerung bei 4 °C zeigten die SV-Fleischproben eine statistisch 

signifikant höhere Menge an Gas und deutlichen Verderbsgeruch im Vergleich zu Nicht-SV-

Fleischproben (p < 0,05). Der Fleischtropfsaftverlust und der pH-Wert von SV-Fleisch waren 

ebenfalls höher, wurden aber nicht als Verderbsmerkmale von SV-Fleisch durch 

C. estertheticum betrachtet. Die mikrobiologische Untersuchung zeigt, dass SV-Fleischproben 

niedrige anaerobe/aerobe mesophile Keimzahlen und eine sehr niedrige bis nicht 

nachweisbare Anzahl an Milchsäurebakterien, Enterobacteriaceae und Hefen aufwiesen. 

Allerdings gab es deutliche Verderbsanzeichen, wenn sie mit C. estertheticum kontaminiert 

waren. In den Nicht-SV-Proben konnte eine Wachstumshemmung bei zwei der drei 

C. estertheticum-Stämme durch die konkurrierende Fleischmikrobiota beobachtet werden. 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass kontaminiertes SV-Rindfleisch schneller deutliche 

Verderbsanzeichen aufweist und im Vergleich zu nicht SV-gegartem Rindfleisch kürzer haltbar 

ist. Die Ergebnisse dieser Studie konnten zu einem besseren Verständnis der Rolle von 

C. estertheticum beim Verderb von SV-Fleisch beigetragen.  

 

3.2 Veröffentlichung 

Die Ergebnisse des Arbeitspaketes 2 wurden bereits im peer-reviewed Journal „International Journal of Food Microbiology „ veröffentlicht: 

Dorn-In, S., El-Seniti, R., Schwaiger, K., 2025. Spoilage characteristics of sous-vide beef 

caused by Clostridium estertheticum. International Journal of Food Microbiology 430. 

https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2025.111069 (siehe Anlage 5). 

Darüber hinaus wurden Teile der Ergebnisse als Vortrag und Beitrag auf Konferenzen 

vorgestellt: 

Dorn-In, S., El-Seniti, R., Schwaiger, K., 2025. Verderbscharakteristiken von Sous-Vide-

Rindfleisch, verursacht durch Clostridium estertheticum. 65. Arbeitstagung des 

Arbeitsgebietes Lebensmittelhygiene der Deutschen Veterinärmedizinischen Gesellschaft; SEP 

23-26, 2025; Garmisch-Partenkirchen, Deutschland (siehe Anlage 6). 
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4. Arbeitspaket 3: Prüfung der Pathogenität isolierter 

kältetoleranter Clostridien 

4.1 Zusammenfassung 

Hinsichtlich der Toxinbildung durch kältetolerante Clostridien gibt es nur wenige Daten. 

Bislang wurde in keiner Studie eine potenzielle Zelltoxizität dieser Bakterien mittels 

Zellkulturmodellen überprüft. Ziel des Arbeitspakets 3 war es daher, einen Überblick über den 

Einfluss kältetoleranter Clostridien auf lebende Zellen zu geben. Insgesamt wurden 20 Isolate 

von 8 Spezies kältetoleranter Clostridien auf ihre Toxinbildung getestet: C. botulinum, C. 

bowmanii, C. estertheticum, C. frigidicarnis, C. gasigenes, C. subterminale, C. tagluense und 

Lacrimispora algidixylanolytica. Von den 20 Isolaten stammten 16 aus Kot und Haut von 

Rindern aus dem Arbeitspaket 1; 4 Isolate stammten aus Stammsammlungen der Deutschen 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ). Alle Isolate wurden anaerob in 

einer PYGS-Bouillon bei 10 °C und 37 °C für 4, 5 und 6 Wochen (biologische Replikate) 

angereichert. Es konnte nachgewiesen werden, dass bei 10 °C inkubierte C. frigidicarnis Caco-

2-Zellen schädigten. Die verbleibenden Stämme produzierten bei dieser Temperatur keine 

zelltoxischen Substanzen. Die Testisolate, die bei 37 °C wuchsen (zwei von drei Stämmen von 

C. frigidicarnis und einer von zwei Stämmen von C. botulinum) waren in der Lage, zelltoxische 

Substanzen zu produzieren. Die Dauer des Kontakts spielt dabei offensichtlich eine wichtige 

Rolle, da Caco-2-Zellen bei einer 24-stündigen Bebrütung mit den Überständen der Testisolate 

nicht so stark geschädigt wurden wie bei einer 48-stündigen Inkubation. Die Ergebnisse des 

Arbeitspakets 3 deuten darauf hin, dass einige kältetolerante Clostridien-Spezies toxische 

Substanzen produzieren. Insbesondere für die Lebensmittelsicherheit von Bedeutung ist die 

Spezies C. frigidicarnis, da sie sowohl bei 10 °C als auch bei 37 °C toxische Substanzen 

produziert. Daher können diese auch in vakuumverpacktem, gekühltem Fleisch entstehen. 

Eine detaillierte und umfassende Studie mit weiteren Stämmen der beiden Spezies (C. 

frigidicarnis und C. botulinum) und weiteren Isolaten aus der Gruppe der kältetoleranten 

Clostridien ist jedoch erforderlich, um die bisherigen Ergebnisse zu bestätigen und eine 

zuverlässige Risikoeinschätzung vornehmen zu können. 
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4.2 Proben 

Insgesamt wurden 20 Clostridien-Isolate (siehe Tabelle 1) auf ihre Toxinbildung getestet. 

Isolate Nr. 1 bis Nr. 16 wurden aus Kot oder Haut von Rindern in Arbeitspaket 1 isoliert. Isolate 

Nr. 17 bis Nr. 20 sind aus der Stammsammlung der DSMZ. Lacrimispora algidixylanolytica weist 

genetische Ähnlichkeit mit Clostridien auf, somit wurde sie zuvor von Broda et al. (2000a) als 

C. algidixylanolyticum bezeichnet und später von Haas und Blanchard (2020) neu klassifiziert.  

Caco-2-Zellen (DSMZ-Nr. ACC 169) wurden von Prof. Dr. med. vet. Franziska Dengler (ehemals Abteilung fu r Physiologie, Pathophysiologie und experimentelle Endokrinologie, Veterina rmedizinische Universita t Wien) zur Verfu gung gestellt. 
4.3 Methode 

Vorbereitung des Clostridien-Inokulums 

Die Testisolate wurden initial auf Blutagar (CBA, Columbia Blut Agar + 5 % Scharfblut, 

BioMérieux™) subkultiviert und anaerob bei 10 °C für 3 Wochen bebrütet. Die resultierenden 

Kolonien wurden jeweils in 10 ml Peptone-Yeast-Glucose-Starch (PYGS) Bouillon (Lund et al., 

1990) subkultiviert. Ein Ansatz wurde bei 10 °C, der andere bei 37 °C für 4, 5 und 6 Wochen 

bebrütet. Die jeweilige Bebrütungsdauer repräsentiert die jeweilige biologische Replikation 

(Durchgänge). 

Die Inkubationstemperatur von 10 °C wurde gewa hlt, um die fu r die Fleischlagerung typischen niedrigen Temperaturen (< 4 °C) mo glichst realita tsnah nachzuahmen, gleichzeitig aber ein beschleunigtes Wachstum der Testisolate zu ermo glichen. Zusa tzlich wurde eine Bebru tung bei 37 °C durchgefu hrt, um zu pru fen, ob die Isolate auch bei Ko rpertemperatur von Mensch und Tier wachsen und potenziell Toxine bilden ko nnen. Nach vierwo chiger Anreicherung in PYGS-Bouillon wurden jeweils 20 µl auf Blutagar aufgebracht und anaerob fu r 2–3 Wochen bei 10 °C bzw. 37 °C weiter inkubiert. Auf diese Weise sollte u berpru ft werden, ob die Isolate unter den gewa hlten Bedingungen in PYGS kultivierbar sind. Da Clostridien beim Wachstum toxische oder scha dliche Substanzen freisetzen ko nnen, dienten die PYGS-Anreicherungen im Anschluss als Ausgangsmaterial fu r die Untersuchung der Toxinbildung sowie der zellula ren Toxizita t gegenu ber Caco-2-Zellen. Nach 4, 5 und 6 Wochen (entsprach 1., 2. und 3. Durchgang) Bebru tung wurden 0,5 ml der PYGS-Anreicherungen der jeweiligen Clostridien-Isolate in 1,5 ml-Ro hrchen transferiert und 
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bei 16.000 × g fu r 1 min zentrifugiert. Die U bersta nde wurden in ein neues 1,5-ml-Ro hrchen u bertragen und als Ausgangsmaterial fu r den Test auf die Toxinproduktion verwendet.  
 

Vorbereitung Caco-2-Zellkultur 

Fu r die drei Passagen (drei biologische Wiederholungen) in dieser Studie befanden sich die Caco-2 in den Passagen 51, 52 und 53. Das Zellkulturmedium wurde zuvor aus Dulbecco's Modifiziertem Eagle Medium (DMEM), Fetalem Ka lberserum, Penicillin-Streptomycin und L-Glutaminlo sung (Merck/Sigma Aldrich) hergestellt. In diesem Zellkulturmedium wurden die Caco-2-Zellen in einer Zellkulturflasche (175 cm2 Flasche) bei 37 °C im Zellkulturbrutschrank mit 5 % CO2 kultiviert.  Nach 3 bis 4 Tagen Bebru tung wurde das alte Medium verworfen und neues Medium hinzugefu gt. Drei Tage spa ter, wenn die Caco-2-Zellen zu 90 % konfluent sind (90 % des Bodens sind von Caco-2-Zellen angewachsen), werden sie gesplittet. Die Caco-2-Zellen wurden unter dem Mikroskop geza hlt. Danach wurden insgesamt 1 × 106 Zellen in eine 175 cm2 Flasche mit 35 ml Zellkulturmedium gegeben. Diese Subkultur wurde bei 37 °C in einem Inkubator mit 5 % CO2 als neue Passage (neues biologisches Replikat), wie oben beschrieben, inkubiert.  
Durchführung des Tests auf die Toxinbildung 

Pro Durchgang wurden zwei Mikrodilutionsplatten (96 Wells, Flachboden) vorbereitet. Caco-2-Zellen, die 7 Tage alt und zu 90 % konfluent waren, wurden nach der Teilung (Splitten) geza hlt. Danach wurden 90 µl der Caco-2-Suspension, die zwischen 1 x 104 und 1 x 105 Caco-2-Zellen entha lt, in jedes Well (37,4 mm2) der Mikrodilutionsplatte pipettiert. Die beiden Mikrodilutionsplatten wurden im Zellkulturbrutschrank mit 5 % CO2 fu r 24 h bzw. 48 h bebru tet, wenn sie nach 24 h Inkubationszeit noch nicht konfluent waren.  
Danach wurden 10 µl des U berstands jeweiliges Clostridien-Isolat in 3 Wells transferiert (= 3 technische Replikate, siehe Abbildung 1). Die erste Mikrodilutionsplatte wurde fu r 24 h, die zweite Platte fu r 48 h inkubiert. Anschließend wurde der LDH-Assay durchgefu hrt.  
Das beschriebene Verfahren wurde in drei Durchla ufen (drei biologische Replikate) durchgefu hrt, wobei jeder Durchlauf drei technische Replikate enthielt. 
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Abbildung 1: Plattenbelegung für Test auf die Toxinbildung der Clostridien-Isolate (C1 – C20); 

NK = Negativkontrolle (Caco-2-Zellen-Suspension mit PYGS-Bouillon ohne Clostridien); PK = 

Positivkontrolle für den LDH-Assay; NADH: Konzentrationen 0 bis 10 = Standard für den LDH-

Assay 

Durchführung der Laktatdehydrogenase-Aktivität (LDH)-Assay 

Laktatdehydrogenase (Lactate Dehydrogenase, LDH) ist ein Oxidoreduktase-Enzym, das die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat katalysiert. Zellen setzen LDH nach einer Scha digung frei. Da LDH ein relativ stabiles Enzym ist, wird es ha ufig zur Bewertung von Gewebescha den und Zelltoxizita t verwendet.  
Nach 24- und 48-stu ndiger Inkubation wurde die Platte 15 Minuten lang bei 4 °C mit 10.000 × g zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde eine Mikrodilutionsplatte (Flachboden) mit der Lo sung fu r den LDH-Assay vorbereitet. Das Verfahren zur Herstellung der Positivkontrolle und des Master-Reaktionsmixes entsprach den Anweisungen des Herstellers des LDH-Assay-Kits (Produkt Nr.: MAK066, Sigma-Aldrich®). Zuna chst wurden 50 µl der Mischung von Clostridien-U berstand und Caco-2-Zellen ins entsprechende Well der Mikrodilutionsplatte gegeben. Dann wurden jedem Well 50 µl des Master-Reaktionsmixes hinzugefu gt. Das Gesamtvolumen betrug somit 100 µl. Unmittelbar nach der Vorbereitung wurde die Platte mit Plattenlesegera t bei einer Wellenla nge von 450 nm ausgewertet (1. Messung, circa 5 Minuten nach der Fertigung der Vorbereitung) und gleich danach bei 37 °C inkubiert. Die 2., 3. und 4. Messungen wurden jeweils 10, 15 und 30 Minuten nach der Inkubation durchgefu hrt. 
4.4 Ergebnisse 

Nach einer Inkubationszeit von 4 Wochen bei 10 °C oder 37 °C wurde das Wachstum der 

Clostridien-Isolate in den PYGS-Anreicherungen überprüft, indem sie auf CBA subkultiviert 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A NK NK NK C1 C1 C1 C2 C2 C2 C3 C3 C3

B C4 C4 C4 C5 C5 C5 C6 C6 C6 C7 C7 C7

C C8 C8 C8 C9 C9 C9 C10 C10 C10 C11 C11 C11

D C12 C12 C12 C13 C13 C13 C14 C14 C14 C15 C15 C15

E C16 C16 C16 C17 C17 C17 C18 C18 C18 C19 C19 C19

F C20 C20 C20

G NADH: 0 NADH: 0 NADH: 2 NADH: 2 NADH: 4 NADH:4 NADH: 6 NADH: 6 NADH: 8 NADH: 8 NADH: 10 NADH: 10

H PK PK
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und bebrütet wurden. Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, waren alle Testisolate in der Lage, bei 

10 °C zu wachsen, aber nur 10 Isolate wuchsen bei 37 °C. 

Tabelle 1: Clostridien-Isolate unterschiedlicher Herkunft und Wachstum bei 10 °C und 37 °C 

    Wachstumsgrad bei* 

Nr. Spezies Isolat Nr. Herkunft 10 °C 37 °C 

1 C. gasigenes 3K3-3 Rinderkot  +++ - 

2 C. gasigenes 6K2-1 Rinderkot  +++ - 

3 C. tagluense 24K1-1 Rinderkot  +++ - 

4 C. tagluense 25K10-1 Rinderkot  +++  +++ 

5 C. frigidicarnis 22K7-1 Rinderkot  +++ + 

6 C. frigidicarnis 1T8-1 Rinderkot  +++  +++ 

7 C. estertheticum 10K1 Rinderkot  +++ - 

8 C. estertheticum 15K6 Rinderkot +++ - 

9 C. botulinum 1K8-2 Rinderkot + + 

10 C. botulinum 22K8-3 Rinderkot ++ ++ 

11 C. bowmanii 2T9-2 Rinderhaut ++ - 

12 C. bowmanii 3K1-2 Rinderkot ++ - 

13 C. subterminale 14K9-2 Rinderkot + ++ 

14 C. subterminale 22K5-1 Rinderkot + ++ 

15 La. algidixylanolytica 2T2-1 Rinderhaut  +++  +++ 

16 La. algidixylanolytica 31T1-2 Rinderhaut  +++ +++ 

17 C. estertheticum - DSM 8809  +++ - 

18 C. tagluense - DSM 17763  +++ - 

19 C. gasigenes - DSM 12272  +++ - 

20 C. frigidicarnis - DSM 12271  +++  +++ 

* Wachstumsgrad; +++ = sehr gut (Rasenwachstum), ++ = gut (Einzelkolonien nicht zählbar), 
+ = schwach (Einzelkolonien zählbar) und - = kein Wachstum 

Alle Isolate, die bei einer Inkubationstemperatur von 10 °C wuchsen (n = 20) und jene, die bei 

37 °C wuchsen (n = 10), wurden auf ihre Toxizität mittels Caco-2-Zellen getestet. Abbildung 2 

zeigt die LDH-Werte von 4 verschiedenen Bebrütungskonditionen der drei biologischen und 

drei technischen Replikate. Es handelt sich um Überstände von PYGS-Kulturen aus der 

Inkubation bei 10 °C bzw. 37 °C, die eine Kontaktzeit von 24 h und 48 h mit Caco2-Zellen hatten. 

Lediglich die LDH-Werte aus der ersten Messung (5 Minuten nach der Fertigung der 

Vorbereitung) wurden für die Auswertung verwendet. Die LDH-Werte der Messungen nach 

einer Inkubation von 10, 15 und 30 Minuten waren bereits gesättigt und somit nicht 

auswertbar. 
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Abbildung 2: Ergebnis LDH-Assay von Testisolaten. K = Negativkontrolle; Isolate Nr. 1-20 

entspricht der Tabelle 1. Hohe LDH-Werte deuten einen hohen Schädigungsgrad der Caco-2-

Zellen an. Die Messung der LDH-Aktivitäten wurde innerhalb von 5 Minuten nach der 

Vorbereitung des LDH-Assays durchgeführt. 

Die Ergebnisse der Clostridien-Isolate, die bei 10 °C in PYGS angereichert wurden, zeigen, dass 

das Testisolat Nr. 6 (C. frigidicarnis) und Nr. 20 (C. frigidicarnis, DSM 12271) zelltoxisch sind. 

Die entsprechenden LDH-Werte sind signifikant höher als die der Negativkontrolle und der 

anderen Isolate. Der toxische Effekt steigerte sich bei einer Bebrütung der Platte für 48 

Stunden (siehe Abbildung 2).  

Die Isolate, die bei 37 °C inkubiert wurden, zeigten ein ähnliches Bild: Caco-2-Zellen, die mit 

dem Isolat Nr. 6 (C. frigidicarnis) 24 Stunden inkubiert wurden, wiesen ein höheres Maß an 

Schädigung auf (hohe LDH-Werte). Nach 48-stündiger Inkubation verursachten neben Isolat 

Nr. 6 ebenfalls die Isolate Nr. 10 (C. botulinum) und Nr. 20 (C. frigidicanis) eine hohe Schädigung 

der Caco-2-Zellen (siehe Abbildung 2). Die Isolate Nr. 5 (C. frigidicarnis) und Nr. 9 

(C. botulinum) zeigten bei 37 °C ein geringes Wachstum (siehe Tabelle 1), so dass sie nur sehr 
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geringe Mengen an Toxin produzieren konnten und daher die Caco-2-Zellen nicht schädigten 

(niedrige LDH-Werte). 

4.5 Diskussion 

Wie in den Arbeitspaketen 1, 2 und 4 erwähnt, werden kältetolerante Clostridien oft mit dem 

Verderb von vakuumverpacktem Fleisch in Verbindung gebracht. Diese Punkte sind wichtig im 

Hinblick auf Lebensmittelverschwendung, Lebensmittelverluste und nachhaltige 

Landwirtschaft. Obwohl die Aspekte Lebensmittelsicherheit und Toxinproduktion durch 

kältetolerante Clostridien gelegentlich diskutiert wurden, gibt es bisher nur wenige relevante 

Studien (siehe Einleitung, Abschnitt 1.2.3). In keiner dieser Studien wurde die potenzielle 

Toxinproduktion von kältetoleranten Clostridien anhand von Zellkulturen untersucht. 

Die in diesem Arbeitspaket untersuchten Clostridien-Isolate wurden aus Kot und Haut von 

Rindern aus dem Arbeitspaket 1 isoliert. Unter den Isolierten Spezies befinden sich 

C. estertheticum und C. gasigenes, die als Ursache der BPS, einer Aufgasung von 

vakuumverpacktem Fleisch, bekannt sind. Die anderen Test-Spezies, nämlich C. botulinum, 

C. frigidicarnis, C. tagluense, C. bowmanii und Lacrimispora algidixylanolytica, wurden nur 

selten in vakuumverpacktem Fleisch detektiert. Über ihre Rolle als Verderbserreger von 

vakuumverpacktem Fleisch ist wenig bekannt bzw. wurde diese bislang wenig untersucht. Da 

sie im Arbeitspaket 1 aber relativ häufig in Kot und Haut von Rindern nachgewiesen wurden, 

wurden sie in den Toxizitätstest mit aufgenommen. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Inkubationstemperatur ein wichtiger Einflussfaktor für die 

Toxinbildung zu sein scheint. Abgesehen von C. frigidicarnis (Isolate Nr. 6 und Nr. 20) konnte 

kein weiteres Testisolat bei 10 °C Caco-2-Zellen-schädigende Toxine produzieren. Die bei 37 

°C wachsenden Testisolate, insbesondere C. frigidicarnis (Isolate Nr. 6 und Nr. 20) und 

C. botulinum (Nr. 10), waren zelltoxisch. Das Isolat Nr. 5 von C. frigidicarnis konnte bei 37 °C 

nur geringgradig wachsen, wodurch sich erklären könnte, warum es wenig oder keine Toxine 

produzierte. Diese Phänomene wurden auch bei C. botulinum, Isolat Nr. 9, beobachtet. Auch die 

Kontaktzeit spielt eine wichtige Rolle. Caco-2-Zellen, die 24 Stunden lang mit dem Überstand 

der PYGS-Anreicherung der Testisolate bebrütet wurden, nahmen weniger Schaden (niedrige 

LDH-Werte) als jene, die einer 48-stündigen Inkubation unterzogen wurden. 

Die Ergebnisse dieses Arbeitspakets deuten darauf hin, dass einige kältetolerante Clostridium-

Spezies in der Lage sind, Toxine zu produzieren, insbesondere C. frigidicarnis und C. botulinum. 
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Alle Isolate, die nur bei 10 °C wuchsen, produzierten kein oder nur sehr wenig Toxin. Die 

Faktoren Temperatur und Wachstumsgrad beeinflussten die Toxinproduktion direkt. Eine 

verlängerte Kontaktzeit zwischen Caco-2-Zellen und Clostridien-Überstand erhöhte den Grad 

der Schädigung der Caco-2-Zellen. Da zwei von drei Isolaten der Art C. frigidicarnis selbst bei 

10 °C Toxine produzierten, ist die Spezies für die Lebensmittelsicherheit von Bedeutung. Über 

C. frigidicarnis ist bis dato nur wenig bekannt. Die Testisolate von C. botulinum konnten bei 

10 °C überleben oder langsam wachsen. Sie spielen eine Rolle für die Lebensmittelsicherheit, 

wenn sie den Herstellungsprozess von Konserven überleben und bei der angewandten 

Lagertemperatur (normalerweise bei Raumtemperatur) wachsen. Zur Überprüfung der Frage, 

ob die beiden toxinbildenden Spezies in gekühltem, vakuumverpacktem Fleisch wachsen 

können oder ob sie den Prozess der Lebensmittelherstellung überleben und während der 

Lagerung weiterwachsen können, sind weiterführende Studien erforderlich. Darüber hinaus 

sollte eine größere Anzahl der Stämme der beiden Spezies untersucht werden, um einen guten 

Überblick zu erhalten und die Daten statistisch auswerten zu können. 
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5. Arbeitspaket 4: Nachweis von C. estertheticum mittels GC-MS 

Analyse 

5.1 Zusammenfassung 

Kältetolerante Clostridien können zahlreiche Substanzen produzieren, die potenziell 

Geruchsabweichungen in Lebensmitteln verursachen. Ihr Wachstum hängt von den 

Bedingungen in den vakuumverpackten Fleischproben ab, insbesondere von der Anwesenheit 

konkurrierender fakultativ anaerober psychrotropher Bakterien, wie z. B. 

Milchsäurebakterien, die auch bei niedrigen Lagertemperaturen wachsen. Ziel dieses 

Arbeitspakets war es daher, mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)-

Analyse die Substanzen, die typischerweise von kältetoleranten Clostridien produziert 

werden, zu identifizieren. Für diesen Zweck wurden Fleischproben (n = 90) aus dem AP2 

verwendet. Dabei handelte es sich um frisches Fleisch, Sous-vide-(SV)- und Nicht-SV-

behandeltes Fleisch, beide mit und ohne artifizielle Kontamination mit C. estertheticum. Die 

Analyse wurde mit der manuellen Headspace-Festphasen-Mikroextraktions-GC-MS-Methode 

(HS-SPME-GC-MS) durchgeführt. Die Ergebnisse wurden mit dem Ergebnis von AP2 

verglichen, d. h. mit dem Grad der Gasbildung (Blown Pack Spoilage (BPS)-Score) und dem 

Fehlgeruch (Geruch-Score) sowie mit der Anzahl der mittels qPCR quantifizierten 

C. estertheticum in den untersuchten Fleischproben. Das Ergebnis der GC-MS-Analyse zeigte: 

Zwei Substanzen, Buttersäure-n-Butylester und 1-Butanol, sind ausschließlich in den mit 

C. estertheticum kontaminierten Proben vorhanden. Ihr Auftreten korreliert mit dem Auftreten 

von Gasbildung und Fehlgeruch der entsprechenden Fleischproben. Allerdings konnten die 

beiden Substanzen nicht in allen mit C. estertheticum kontaminierten Fleischproben 

nachgewiesen werden. Dies betraf insbesondere jene Proben, die nur eine geringe Keimzahl 

von C. estertheticum aufwiesen, nämlich < 3,5 log10 KbE/g bei SV-Fleisch oder < 4,5 log10 KbE/g 

bei Nicht-SV-Fleisch. Es bleibt offen, ob C. estertheticum in diesen Proben keine ausreichenden 

Mengen an beiden Stoffe gebildet hat oder ob die mittels qPCR nachgewiesene DNA aus 

inaktiven oder toten Zellen stammte, die keine relevanten Stoffe bilden können. Da die GC-MS-

Analyse als sensitive Nachweismethode gilt, sollten offene Fragen zur Bildung von 

Buttersäure-n-Butylester und 1-Butanol durch C. estertheticum und andere kältetolerante 

Clostridium-Spezies in weiterführenden Untersuchungen geklärt werden. Dabei sollten 

insbesondere potenzielle Einflussfaktoren wie die Wachstumsbedingungen und das 

Vorhandensein konkurrierender Fleischmikrobiota berücksichtigt werden. 
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5.2 Proben 

Sämtliche Fleischproben (n = 90) stammten aus dem Arbeitspaket 2 und teilten sich in 

10 Gruppen. In drei Durchläufen (= 3 biologische Replikate), wurden je 30 Proben und 

3 Proben pro Gruppe (= 3 technische Replikate) getestet. Daraus ergab sich für alle 

3 Durchläufe eine Gesamtzahl von 9 Proben pro Gruppe (siehe Tabelle 1). Gruppe 1 war 

frisches Fleisch, Gruppe 2 war frisches Fleisch, das vakuumverpackt und einer SV-Behandlung 

unterzogen wurde. Diese beiden Gruppen wurden am selben Tag analysiert. Die 

Fleischgruppen 3 bis 5 wurden jeweils mit den C. estertheticum-Stämmen C1 (DSM 8809), C2 

(isoliert aus vakuumverpacktem Rindfleisch) und C3 (isoliert aus Rinderkot) kontaminiert, 

während es sich bei Gruppe 6 um natives Fleisch handelt. Die Fleischproben der Gruppen 3 bis 

6 wurden vakuumverpackt, einer SV-Behandlung (55 °C, 70 Minuten) unterzogen und 

anschließend 28 Tage lang bei 4 °C gelagert, bevor sie analysiert wurden. Fleischproben der 

Gruppen 7 bis 10 wurden jeweils wie Gruppen 3 bis 6 vorbereitet, aber nicht der SV-

Behandlung unterzogen. Weitere relevante Informationen über Fleisch und über die 

Vorbereitung des C. estertheticum-Inokulums sind in der Veröffentlichung des Arbeitspakets 2 

zu finden. 

Tabelle 1: Rindfleischprobengruppen 1 bis 10 (insgesamt n = 90) für alle drei biologischen 

Replikate (Durchläufe) 

     Sous-vide Lagerungs- Tag der 

Gruppe Probe* n Behandlung temperature Untersuchung 

1 Frisches Fleisch 9 - - 1 

2 Fleisch 9 √ - 1 

3 Fleisch & C1 9 √ 4 °C 28 

4 Fleisch & C2  9 √ 4 °C 28 

5 Fleisch & C3 9 √ 4 °C 28 

6 Fleisch 9 √ 4 °C 28 

7 Fleisch & C1 9 - 4 °C 28 

8 Fleisch & C2  9 - 4 °C 28 

9 Fleisch & C3 9 - 4 °C 28 

10 Fleisch 9 - 4 °C 28 

* Gruppe 1 war nicht vakuumiert. Rindfleischproben, die mit jeweiligem C. estertheticum-
Stamm kontaminiert waren: C1 = DSM 8809; C2 = isoliert aus vakuumverpacktem Rindfleisch; 
C3 = isoliert aus Rinderkot 
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5.3 Methode 

Die GC-MS-Analyse wurde mittels manueller Headspace-Solid-Phase Microextraction-GC-MS 

Methode (HS-SPME-GC-MS) gemäß Argyri et al. (2015) durchgeführt. Bei der verwendeten 

Faserbeschichtung handelte es sich um eine Divinylbenzol-Carboxen-Polydimethylsiloxan 

Beschichtung (DVB-CAR-PDMS) mit einer Schichtdicke von 50/30 µm. Rindfleischproben 

wurden zerkleinert, jeweils 1 g in ein Vial gefüllt und bei -20 °C bis zur Analyse gelagert. Für 

die Analyse wurde das Vial mit der Probe direkt aus dem Gefrierschrank entnommen und mit 

5 ml 25 % NaCl und einem kleinen Magnetrührstäbchen versetzt. Die Proben wurden unter 

Rühren bei 40°C für 15 min erhitzt. Danach wurde die Hohlnadel des Faserhalters, in der die 

SPME-Faser verborgen ist, durch die Membran im Deckel des Vials gestochen, die SPME-Faser 

wurde für 30 min bei 40 °C unter Rühren dem Kopfraum des Vials ausgesetzt und dabei mit 

den sich darin befindlichen volatilen organischen Verbindungen aus der Probe inkubiert. 

Während der Inkubation adsorbieren die volatilen organischen Verbindungen an der SPME-

Faser und reichern sich in weiterer Folge auf ihr an. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die SPME-Faser in die Injektionsvorrichtung des GC-

MS-Geräts gesteckt und der GC-Lauf gestartet. Durch die hohe Temperatur in der 

Injektionsvorrichtung wurden die volatilen organischen Verbindungen, die sich auf der SPME-

Faser befanden, desorbiert. Nach 5 min wurde die SPME-Faser entnommen und für weitere 

Messungen verwendet. 

Zur Durchführung der GC-MS-Analysen wurde ein GC-MS-System von Agilent (GC 8890, MSD 

5977B) verwendet, das mit einer HP-5MS-Säule (Länge 30 m; 0,25 mm Innendurchmesser; 

0,25 µm Innenschichtdicke) ausgestattet war. Als Trägergas wurde Helium mit einer Flussrate 

von 1,0 ml/min verwendet. Beim Einspritzen der Probe wurde der Split-Modus mit einer Split-

Rate von 1:10 verwendet. Das Gerät wurde im SCAN-Modus betrieben, wobei ein Bereich 

zwischen 29 und 350 m/z bei einer Frequenz von 4,4 Scans/s abgedeckt wurde. Es wurde 

folgendes Temperaturprogramm verwendet: Die initiale Temperatur von 40 °C wurde für 5 

Minuten gehalten, anschließend mit einer Rate von 4 °C/min auf 150 °C, dann mit einer Rate 

von 30 °C/min auf 250 °C erhöht und für 5 min auf 250 °C gehalten. Die Laufzeit betrug 

insgesamt 40 min. Die Daten wurden mit dem Programm MassHunter Unknowns Analysis von 

Agilent ausgewertet. Die Peaks in den Chromatogrammen wurden mit einer Bibliothek bzw. 

Datenbank (NIST20) verglichen und anhand ihrer charakteristischen Massenspektren 

identifiziert. 
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5.4 Ergebnis 

Insgesamt konnten in der vorliegenden Studie mehr als 98 Substanzen mittels GC-MS-Analyse 

nachgewiesen werden. Argyri et al. (2015) brachten 15 Substanzen (siehe Abbildung 1) mit 

dem Verderb von Fleisch in Verbindung. Diese Substanzen sind zusammen mit ihrer 

durchschnittlichen Fläche unter den Peaks in der Abbildung 1 dargestellt. Von den 15 

ausgewählten Substanzen kamen drei in den mit C. estertheticum kontaminierten 

Fleischproben vor, jedoch konnten sie in den anderen Fleischproben kaum nachgewiesen 

werden. Dabei handelte es sich um Buttersäure-n-Butylester, Buttersäureethylester und 1-

Butanol. 

 

Abbildung 1: Ausgewählte Substanzen, die in den Fleischproben (Gruppen 1-10, Definition 

siehe Tabelle 1) detektiert wurden, und die durchschnittliche Fläche unter den Peaks 

Abbildung 2 zeigt die Fläche unter den Peaks der drei Substanzen (Buttersäure-n-Butylester, 

Buttersäureethylester und 1-Butanol) in Form eines Boxplots. Die Fläche unter den Peaks stellt 

keine absolute Menge der Substanzen in den Proben dar, sondern eine Hilfsgröße, die der 

Intensität des gemessenen Signals entspricht. Sie ist näherungsweise proportional zur 

tatsächlichen Stoffmenge und kann daher zur semiquantitativen Bestimmung der Substanzen, 

die mittels GC-MS-Analyse nach dem beschriebenen Verfahren gemessen wurden, verwendet 

werden. Zusätzlich werden die mittels qPCR bestimmten KbE/g-Äquivalente von 

C. estertheticum, die Gasbildung (BPS-Score) und der Geruch-Score der untersuchten Proben 

in Abbildung 2 dargestellt (Dorn-In et al., 2025). In den Proben der Gruppen 1 (Frischfleisch) 

und 2 (frisches SV-Fleisch) wurde kein C. estertheticum nachgewiesen und es gab keine 
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Anzeichen von Verderb. In diesen Proben wurden die drei Substanzen ebenfalls nicht in 

relevanter Menge nachgewiesen. Die SV-Proben (Gruppen 3 bis 5), die zuvor mit 

C. estertheticum artifiziell kontaminiert worden waren, wiesen ein hohes Wachstum von 

C. estertheticum und deutlich höhere Werte (Scores) im Bezug auf Gasbildung und 

Verderbsgeruch auf. Übereinstimmend hiermit waren auch die Werte (Fläche unter den Peaks) 

von Buttersäure-n-Butylester, Buttersäureethylester und 1-Butanol sehr hoch. Es stellte sich 

heraus, dass die als Negativkontrolle dienende Probengruppe 6 ebenfalls Clostridien enthielt, 

jedoch war der Kontaminationsgrad war so gering, dass er weder zu einem erhöhten BPS-Score 

noch zu einem Verderbsgeruch führten. In einer Probe der Gruppe 6 wurde C. estertheticum 

mit 3,5 log10 KbE/g nachgewiesen. Sie war die einzige Probe dieser Gruppe, in der Buttersäure-

n-Butylester, nicht jedoch Buttersäureethylester oder 1-Butanol nachgewiesen wurde. 

Wie beschrieben in der Veröffentlichung des Arbeitspakets 2 konnte die konkurrierende 

Fleischmikrobiota (wie etwa Milchsäurebakterien) in den Gruppen 7 bis 9 das Wachstum von 

C. estertheticum, insbesondere von den Stämmen C2 und C3, negativ beeinflussen. In einer 

Probe der Gruppe 9 betrug die Anzahl von C. estertheticum 5,0 log10 KbE/g. Es handelte sich 

um die einzige Probe der Gruppen 8 und 9, in der Buttersäure-n-Butylester und 1-Butanol in 

hohen Mengen nachgewiesen wurden. Buttersäure-n-Butylester und 1-Butanol wurden in 

keiner Probe der Gruppe 10 (ohne Kontamination mit C. estertheticum) in relevanter Menge 

nachgewiesen, wohl aber Buttersäureethylester. Dies bedeutet, dass Buttersäureethylester 

abgesehen von C. estertheticum auch noch von weiteren Mikroorganismen gebildet werden 

können.  

Im Rahmen dieser Studie erwiesen sich Buttersäure-n-Butylester und 1-Butanol als 

Indikatorsubstanzen für das Wachstum von C. estertheticum in vakuumverpacktem Fleisch. 

Eine erhöhte Konzentration dieser Verbindungen wurde insbesondere dann gemeinsam mit 

sensorischen Verderbsmerkmalen (BPS-Score ≥ 2; Geruchs-Score ≥ 2) festgestellt, wenn die 
Keimzahlen von C. estertheticum in hitzebehandeltem Fleisch (Sous-vide) ≥ 3,5 log₁₀ KbE/g bzw. in nicht hitzebehandeltem Fleisch ≥ 4,5 log₁₀ KbE/g lagen. 
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Abbildung 2: Vergleich der Fleischproben (Gruppen 1–10, Definition siehe Tabelle 1) 

hinsichtlich des Gehalts an C. estertheticum, der Gasbildung (BPS-Score), des Geruch-Scores 

und der Fläche unter den Peaks von Buttersäure-n-Butylester, Buttersäureethylester und 1-

Butanol. Beurteilung BPS-Score: 0: Keine Gasbildung, 1: Wenige, kleine Gasblasen im 

Fleischsaft sichtbar, 2: Aussehen wie bei Vakuumverlust, 3: Offensichtlich aufgebläht, puffig, 4: 

Auf volle Größe aufgebläht, Folie noch nicht straff gespannt, 5: Auf volle Größe aufgebläht, Folie 

straff gespannt; Beurteilung Geruch-Score; 0: Völlig einwandfrei, 1: Akzeptabel, leichte 

Abweichung, 2: Gerade noch akzeptabel, Abweichung vorhanden, 3: Nicht mehr akzeptabel, 

deutlicher Verderbsgeruch, 4: Extremer Verderbsgeruch 

 

5.5 Diskussion 

Da die Isolierung von kältetoleranten Clostridien aufgrund ihres extrem langsamen 

Wachstums sehr zeitintensiv ist (bis zu 8 Wochen), sollte überprüft werden, inwieweit 

schnellere und dennoch sensitive Methoden wie GC-MS zum Nachweis lebender und aktiver 

kältetoleranter Clostridien in Fleisch eingesetzt werden können. In dieser Studie wurden 
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Fleischproben mit und ohne Kontamination mit C. estertheticum mittels GC-MS analysiert. In 

insgesamt 90 Fleischproben konnten mindestens 98 Substanzen nachgewiesen werden. Als 

spezifisch mit dem Wachstum von C. estertheticum assoziiert erwiesen sich jedoch lediglich 

zwei Substanzen, in Zusammenhang standen, nämlich Buttersäure-n-Butylester und 1-

Butanol.  

Es ist zwar bereits bekannt, dass C. estertheticum und einige kältetolerante Clostridien-Spezies 

wie C. gasigenes und C. algidicarnis Buttersäure und 1-Butanol produzieren und dem Fleisch 

einen käseähnlichen Geruch verleihen (Broda et al., 2000b, Lawson et al., 1994), jedoch gibt es 

bislang nur wenige Studien, die untersuchen, unter welchen Umständen sie die genannten 

Stoffe produzieren. Im Zuge dieser Studie wurde beobachtet, dass bei geringer C. estertheticum-

Zahl (< 3,5 log10 KbE/g in SV-Fleisch und < 4,5 log10 KbE/g in nicht SV-Fleisch; siehe Gruppen 

6, 8, 9) nur geringe, mit GC-MS-Methoden nicht nachweisbare Mengen an Buttersäure-n-

Butylester und 1-Butanol gebildet wurden,. Dementsprechend wiesen diese Fleischproben 

auch keinen Verderbsgeruch auf (Geruch-Score < 2) und produzierten nur wenig Gas (BPS-

Score < 2). In dieser Studie sollte darüber hinaus geklärt werden, welche Faktoren das 

Wachstum von C. estertheticum derart beeinflussen, dass sie sich in den Nicht-SV-

Fleischproben nach 28 Tagen nicht vermehren können. Die Ergebnisse zeigen zum einen, dass 

die Diversität der C. estertheticum-Stämme eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von 

Fehlgerüchen spielt. Zum anderen scheint das Vorhandensein der Fleischmikrobiota, 

insbesondere der Milchsäurebakterien, ebenfalls bedeutend, da diese in der Regel in großer 

Zahl in vakuumverpacktem Fleisch vorhanden sind. Letztere senken durch 

Milchsäureproduktion den pH-Wert von vakuumverpacktem Fleisch, was das Wachstum von 

C. estertheticum hemmen kann. Diese wurden bei den Proben, die mit den Stämmen C2 (isoliert 

aus vakuumverpacktem Fleisch) und C3 (isoliert aus Rinderkot) in den Probengruppen 8 und 

9 beobachtet werden, nicht jedoch der Stamm C1 (DSM 8809) in der Probengruppe 7. Nicht-

SV-Proben mit niedrigen C. estertheticum-Zahlen wiesen meist pH-Werte von 5,0 ± 0,4 auf, 
während SV-Proben mit hoher Belastung pH-Werte von 5,7 ± 0,4 zeigten (vgl. AP2). Da das 
Wachstum von C. estertheticum im Bereich von pH 5,5–7,5 (optimal 5,8–6,8) liegt (Wambui & 

Stephan, 2019), sind die Bedingungen in Nicht-SV-Fleisch tendenziell ungünstiger.  

Die Fragestellung, ob sich C. estertheticum in bestimmten Proben nicht vermehren kann, 

jedoch lebensfähig ist oder, weil er tot ist, ist hinsichtlich der Entwicklung einer Strategie 

zur Verhinderung des Wachstums dieser Bakterien in Fleischproben relevant. Die 

Kulturmethode kann zwar zu diesem Zweck angewendet werden, ist aber zeitaufwändig. 
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Darüber hinaus ist C. estertheticum generell schwer zu kultivieren, vor allem unter 

suboptimalen Bedingungen (z. B. niedriger pH-Wert, vielfältige Konkurrenzmikrobiota; s.o.). 

Die verwendete qPCR quantifiziert sowohl DNA von toten als auch von lebenden 

C. estertheticum. Daher könnte eine alternative Methode eingesetzt werden, beispielsweise die 

Propidiummonoazid (PMA)-qPCR. In eigenen Studien wurde diese Methode bereits zum 

Nachweis und zur Quantifizierung von lebenden Mykobakterien des Tuberkulose-Komplexes 

in Fleisch (Wildbret) oder Campylobacter jejuni/Campylobacter coli in Eierschalen (Dorn-In et 

al., 2019; Dorn-In et al., 2024) entwickelt und erfolgreich eingesetzt. Die Entwicklung einer 

PMA-qPCR-Methode für kältetolerante Clostridien fiel nicht in den Rahmen dieser Studie, 

bietet jedoch Potenzial für zukünftige Untersuchungen. Ein Abgleich mit den vorliegenden GC-

MS-Daten erscheint dabei besonders vielversprechend. 
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6. Schlussfolgerung und Ausblick 

Das Vorkommen kältetoleranter Clostridien in Tierbeständen in Österreich (AP1), die 

Verderbsmerkmale sowohl von rohem als auch von SV-Fleisch (AP2) sowie die potenzielle 

Toxizität einiger Spezies in der Gruppe der kältetoleranten Clostridien (AP3) wurden in dieser 

Studie erstmalig beschrieben. Anhand der GC-MS-Analyse (AP4) und mit Unterstützung 

weiterer Methoden wie qPCR kann mit vermehrungsfähigen Clostridien kontaminiertes 

Fleisch bereits vor dem Auftreten sensorischer Abweichungen frühzeitig erkannt werden.  

Angesichts der hohen Prävalenz kältetoleranter Clostridien in Rinderkotproben aus 

österreichischen Rinderbeständen (AP1) sind gezielte Hygienemaßnahmen zu ergreifen, um 

eine Kontamination der Rinderhaut mit Kot zu vermeiden. Andernfalls könnten diese 

Bakterien während des Schlachtens und Enthäutens in den Schlachthof eingetragen und in 

weiterer Folge auf Schlachtkörper und Fleisch übertragen werden. Wenn Rindfleisch mit 

kältetoleranten Clostridien wie C. estertheticum kontaminiert ist und Sous-vide gegart wird, ist 

es kürzer haltbar als vakuumverpacktes frisches Fleisch, das ebenfalls mit C. estertheticum 

kontaminiert wurde (AP2). Beim SV-Garen wird der größte Teil der Fleischmikrobiota 

abgetötet, nicht aber die Sporen der Spezies C. estertheticum. Dank fehlender 

Konkurrenzmikrobiota können diese ungehemmt wachsen und somit den Verderb von SV-

Fleisch bei eigentlich korrekten Lagerungstemperaturen unter 4 °C beschleunigen. Diese 

Informationen sind für Lebensmittelunternehmer wichtig, um ggfs. geeignete Maßnahmen 

ergreifen zu können. Verbraucher sollten ebenfalls über den Verderb von vakuumverpacktem 

Frischfleisch und SV-Fleisch durch diese kältetoleranten Clostridien informiert sein.  

Zwei von 8 aus AP1 isolierte Spezies, erwiesen sich als toxisch für Caco-2-Zellen nämlich 

C. frigidicarnis und C. botulinum (AP3). Unter den mittels GC-MS nachgewiesenen Substanzen 

konnten Buttersäure-n-Butylester und 1-Butanol eindeutig als Indikator für das Wachstum 

von C. estertheticum in vakuumverpacktem Fleisch identifiziert werden (AP4). Zur 

Absicherung der Ergebnisse und statistischen Auswertungen in AP3 und AP4 ist eine größere 

Anzahl von Clostridien-Stämmen sowie von vakuumverpackten Clostridien-positiven und -

negativen Fleischproben erforderlich. 

Die Ergebnisse dieser Studie verdeutlichen die Relevanz gezielter Hygienemaßnahmen zur 

Vermeidung von durch kältetolerante Clostridien bedingtem Fleischverderb – insbesondere 

im Hinblick auf potenzielle Kontaminationsquellen wie fäkal verunreinigte Tierhäute bei der 
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Anlieferung zur Schlachtung. Darüber hinaus erscheinen ein systematisches Monitoring 

kältetoleranter Clostridien in Fleischerzeugnissen sowie die Bereitstellung der entwickelten 

Schnellnachweismethoden für Kontrollbehörden im Sinne eines vorbeugenden Qualitäts- und 

Risikomanagements sinnvoll. Im Weiteren ist eine enge Zusammenarbeit zwischen 

Wissenschaft und zuständigen Behörden erforderlich, um die Entwicklung geeigneter 

Überwachungsprogramme und Aktionspläne zur Reduktion des Kontaminationsrisikos zu 

unterstützen. Eine Verringerung des durch Clostridien verursachten Verderbs trägt nicht nur 

zur Ressourcenschonung und damit zum Umweltschutz bei, sondern reduziert auch 

wirtschaftliche Verluste entlang der Produktions- und Vermarktungskette. 
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Vorkommen kältetoleranter Clostridien in Rinderbeständen in Österreich 
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Abstract 

Kältetolerante Clostridium spp. (z. B. C. estertheticum, C. algidicarnis und C. gasigenes) sind als 

Verderbserreger von vakuumverpacktem frischem Rindfleisch bekannt (Mang et al., 2021). Sie 

befinden sich in Permafrostböden und verbreiten sich in allen Böden des gemäßigten und 

subtropischen Klimas. Als Kontaminationsquellen für Fleisch gelten Kot und Felle von 

geschlachteten Tieren. Der Verderb von vakuumverpacktem Fleisch durch kältetolerante Clostridien ist teilweise an der Aufblähung der Verpackung erkennbar, die sogenannte „Blown Pack Spoilage“ (BPS), verursacht durch CO2- und H2-Bildung. Auch wenn einige Clostridien 

Spezies/Stämme Gas nur in geringer Menge produzieren, kann das betroffene Fleisch deutliche 

Verderbszeichen zeigen, z. B. starker Verlust von Fleischtropfsaft, Entfärbungen, Änderung der 

Fleischkonsistenz und sensorische Abweichungen wie der an faule Eier erinnernde 

Sulfidgeruch (EFSA, 2016; Mang et al., 2021).  

Die beschriebene Problematik wurde für viele Länder, insbesondere für solche mit hoher 

Fleischproduktion und/oder hohem Fleischkonsum beschrieben, wie Brasilien, Irland, 

Neuseeland, das Vereinigte Königreich und die Vereinigten Staaten. In Deutschland sind laut 

eigener Studien 34 – 53 % des vakuumverpackten Rindfleischs mit kältetoleranten Clostridien 

belastet (Bonke et al., 2016; Mang et al., 2021). In Österreich gibt es bisher keine Daten zum 

Vorkommen von kältetoleranten Clostridien in Tierbeständen, Schlacht- und 
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Fleischverarbeitungsbetrieben sowie in vakuumverpacktem Fleisch und Fleischprodukten im 

Handel.  

Ziele des Projekts sind daher, die Prävalenz kältetoleranter Clostridien in Rinderbeständen in 

Österreich festzustellen. Dazu werden Kot- (n = 600) und Fellproben (Schwammproben, n = 

600) von Rindern aus verschiedenen Tierbeständen (n = 60) in Österreich kulturell auf das 

Vorkommen kältetoleranter Clostridien untersucht. Clostridien-Isolate werden auf Spezies-

Ebene identifiziert. Die Ergebnisse werden präsentiert und diskutiert, womit erstmals Daten 

bezüglich des Vorkommens kältetoleranter Clostridien in Rinderbetrieben in Österreich und 

in Europa dargestellt werden. Anhand der Daten kann die Kontaminationsgefahr für 

Rindfleisch abgeschätzt werden, woraus sich ggfs. risikominimierende hygienische 

Maßnahmen während der Rinderschlachtung sowie in den weiteren Schritten der 

Fleischverarbeitung ableiten lassen. 
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Anlage 4: Beitrag in Fachzeitschrift Klauentierpraxis 

Kältetolerante Clostridien in vakuumverpacktem Rindfleisch aus 
Österreich: Vorkommen und Kontaminationswege 

 

Auf einen Blick 

• Hohe Nachweisrate von kältetoleranten Clostridien in Rinderkotproben aus 
österreichischen Rinderbetrieben 

• 31 % des vakuumverpackten Rindfleischs aus dem österreichischen Einzelhandel sind 
mit kältetoleranten Clostridien kontaminiert. 

• Hohe Gasproduktion und/oder käsiger Geruch sind Anzeichen für den Verderb von 
vakuumverpacktem Fleisch durch kältetolerante Clostridien. 

• Eine Kontamination mit kältetoleranten Clostridien führt zu einer kürzeren 
Haltbarkeitsdauer von vakuumverpacktem Fleisch 

Einleitung 

Clostridien sind obligat anaerobe sporenbildende Bakterien. Sie werden häufig im Erdboden, 

in Schlämmen und Abflüssen, in Ablagerungen, in pflanzlichen und tierischen Produkten sowie 

im Verdauungstrakt von Menschen und Tieren nachgewiesen. Rinder können diese Bakterien 

über den Boden und die Umwelt beim Weidegang oder über das Futter aufnehmen. Die 

Clostridiensporen weisen eine hohe Tenazität gegenüber Umwelteinflüssen und vielen 

Desinfektionsmitteln auf, weshalb sie in der Umwelt sehr lange (mehrere Jahre) Jahre 

überleben können. 

Aufgrund ihrer Fähigkeit zur Toxinproduktion sind unter anderem C. perfringens und 

C. botulinum von großer Bedeutung für die Gesundheit von Tieren und Menschen. Die Toxine 

von C. perfringens sind in der Lage, Wundinfektionen (z. B. Gasbrand), Enteritis und 

Enterokolitis auszulösen. Die von C. botulinum produzierten Botulinum-Neurotoxine zählen zu 

den stärksten natürlichen Toxinen und können Botulismus verursachen. Betroffene Patienten 

weisen oft eine akute, fieberfreie, beidseitig absteigende, schlaffe Lähmung auf, welche 

unbehandelt fast immer tödlich verläuft. Andere Spezies wie C. tyrobutyricum und C. butyricum 

können bei niedrigen pH-Werten wachsen. Zudem können sie Butanol, Buttersäure, 

Wasserstoff und Kohlendioxid produzieren, welche für den Verderb von Silage verantwortlich 
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sind. C. tyrobutyricum und C. butyricum können von der Silage auf die Milch übergehen, wo sie 

anschließend eine Rolle als Verursacher der Spätblähung von Hart- und Schnittkäse spielen. 

Dadurch kommt es zu erheblichen Verlusten in der Milchindustrie. Die oben genannten 

Clostridien-Spezies wachsen ausschließlich unter sauerstofffreien Bedingungen bei Raum- bis 

Körpertemperatur. 

In den letzten Jahren wird zunehmend über das Vorkommen kältetoleranter und 

kälteliebender Clostridien berichtet2, vor allem über die Spezies C. estertheticum, 

C. frigoriphilum, C. algidicarnis und C. gasigenes. Diese Gruppe von Clostridien kann 

vakuumiertes Fleisch verderben, auch wenn dieses sachgemäß verpackt und bei maximal 

4 Grad gelagert wurde. Während Schweinefleisch direkt nach der Schlachtung und Zerlegung 

meist zu entsprechenden Fleischprodukten wie Wurst weiterverarbeitet wird, werden 

Rindfleisch, Lamm oder Wildfleisch in der Regel vakuumverpackt und durchlaufen während 

der Lagerung bei Kühltemperatur eine lange Reifungsphase, sogenannt Wet Aging (Reifung im 

Vakuumbeutel). Unter diesen Bedingungen wird das Wachstum der meisten Verderbserreger 

von Fleisch gehemmt, jedoch können sich Milchsäurebakterien und die oben genannten 

kältetoleranten Clostridien-Spezies etablieren. Der Verderb von vakuumverpacktem Fleisch 

durch kältetolerante Clostridien ist teilweise an der Aufblähung der Verpackung erkennbar, die sogenannte „Blown Pack Spoilage“ (BPS). Diese wird durch die Bildung von Kohlendioxid 
und Wasserstoff verursacht (s. Abb. 1 und Abb. 2 A). Wasserstoff brennt mit einer schwach 

bläulichen Flamme, wenn er mit einem Oxidationsmittel wie Luft oder Sauerstoff vermischt 

und in Kontakt mit einer Zündquelle kommt (s. Abb. 2 B). Wie bei C. tyrobutyricum in der Silage 

können kältetolerante Clostridien ebenfalls Butanol und Buttersäure produzieren, die einen 

käsigen Geruch aufweisen. Die Spezies C. estertheticum produziert nach aktuellem 

Kenntnisstand keine Toxine, daher ist der Verzehr von Fleisch, das mit diesem Bakterium 

kontaminiert ist, nicht gesundheitsschädlich (BfR, 2010). Über die Toxinproduktion der 

anderen kältetoleranten Clostridien-Spezies ist derzeit nichts bekannt. Unabhängig davon darf 

verdorbenes Fleisch nach EU-Recht (EU-VERORDNUNG (EG) Nr. 178/2002) nicht für den 

menschlichen Verzehr in Verkehr gebracht und auch nicht an der Lebensmittelgewinnung 

dienenden Tiere verfüttert werden. 

Als Kontaminationsquellen für Fleisch gelten Kot und Felle von geschlachteten Tieren. Diese 

Bakterien wurden in vielen Ländern wie Brasilien, Irland, Neuseeland, der Schweiz, dem 

Vereinigten Königreich und den Vereinigten Staaten nachgewiesen. In Deutschland sind laut 

eigenen Studien 34 – 53 % des vakuumverpackten Fleisches mit kältetoleranten Clostridien 
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belastet (BONKE et al., 2016; MANG et al., 2021); in Österreich existieren bislang keine 

entsprechenden Daten. Ziel dieser Studie war es daher, einen Überblick über die Prävalenz 

kältetoleranter Clostridien-Spezies in Kot und Fellen von Tieren aus Rinderbetrieben und in 

vakuumverpacktem Fleisch im Lebensmitteleinzelhandel in Österreich zu geben. Die 

Ergebnisse ermöglichen eine Einschätzung des Übertragungsrisikos dieser Bakterien vom Tier 

auf das Fleisch. Dadurch kann diese Studie zur Entwicklung von Empfehlungen zur Etablierung 

effektiver Hygienemaßnahmen bei geschlachteten Rindern beitragen und so die 

Kontamination von Rindfleisch mit kältetoleranten Clostridien verhindern. 

Material und Methodik 

Betriebe und Kot- und Fellwischproben 

Im Rahmen der Studie wurden von März 2023 bis Juli 2023 insgesamt 520 Proben (davon 260 

Kot- und 260 Fellwischproben) von 260 Rindern aus 26 Betrieben in den Bundesländern 

Salzburg und Tirol gewonnen. Pro Betrieb wurden zehn erwachsene Tiere zur 

Probengewinnung herangezogen, von denen je eine Kot- und eine Fellwischprobe gewonnen 

wurde. Die Kotproben wurden rektal oder, wenn das Rind frischen Kot abgesetzt hatte und die 

Zuordnung zum Tier eindeutig möglich war, vom Boden genommen. Zur Gewinnung der 

Fellwischproben wurde ein 1 m2 großer Bereich am Hinterviertel der Rinder mit einem 

angefeuchteten handelsüblichen Schwammtuch mehrmals vertikal und horizontal abgewischt. 

Die Proben wurden bei 4 °C gelagert und innerhalb von 24 bis 48 h nach der Beprobung in 

flüssigem Nährmedium homogenisiert und angereichert.  

Fleisch aus dem Einzelhandel 

Insgesamt wurden 71 vakuumverpackte Rindfleischproben aus fünf verschiedenen 

Einzelhandelsgeschäften in Wien erworben. Die Fleischproben wogen zwischen 0,15 kg und 

0,8 kg. Sie wurden unter der Bedingung ausgewählt, dass alle Produktionsschritte, von der 

Geburt der Rinder bis zur Verpackung des Fleisches, in Österreich stattfanden. Die ersten 30 

Proben wurden zwischen Mai und Juli 2023 bezogen, während die restlichen 41 

Rindfleischproben zwischen Mai und Juli 2024 gesammelt wurden. Alle Proben stammten aus 

verschiedenen Chargen. Alle Rindfleischproben wurden bei 4 °C 1 bis 2 Wochen lang nach dem 

Ablauf des Verbrauchsdatums gelagert. Anschließend wurden sie auf Anzeichen von Verderb 

und auf das Vorkommen kältetoleranter Clostridien untersucht. 
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Charakterisierung der Fleischprobe und Verderbsparameter 

Die Fleischproben wurden nach der Lagerung visuell und sensorisch charakterisiert. Vor dem 

Öffnen der Packung wurde die Gasproduktion bzw. der Grad der Gasbildung (Blown Pack 

Spoilage, BPS) mittels eines Scores von 0 bis 5 bewertet. Nach dem Öffnen der Packung (ca. 10 

min) wurden die Geruchsabweichungen von zwei Personen bestimmt und der Geruch-Score 

(0 bis 4) vergeben. Die Beschreibung von BPS und Geruch-Score wird zusammen mit den 

Ergebnissen dargestellt (siehe Abschnitt Ergebnisse und Diskussion). Anschließend wurde der 

Fleischtropfsaft mittels einer Pipette entnommen und in ein Röhrchen überführt. 

Nachweis von kältetoleranten Clostridien 

Zu den Schwammtuchproben (Fellwischproben) in den Stomacherbeuteln wurden je 50 ml 

PYGS (Peptone-Yeast-Glucose-Starch)-Bouillon hinzugefügt. Es wurden 10 g der Kotprobe in 

einen Stomacherbeutel eingewogen und mit 90 ml PYGS-Bouillon vermischt. Danach wurden 

die Proben in einem Schüttler (Bag Mixer) für 30 sec homogenisiert. Die Probensuspensionen 

(14 ml) der Fellwisch- und Kotproben wurden jeweils in Glasröhrchen überführt. Für den 

Fleischtropfsaft wurde je 1 ml Probe mit 10 ml PYGS in einem Glasröhrchen vermischt. Alle 

Probensuspensionen in Glasröhrchen wurden anaerob bei 4 °C für 4 bis 6 Wochen bebrütet 

(s. Abb. 3). Im Anschluss an die Anreicherung wurden eine DNA-Extraktion (mittels InhibitEX-

Buffer der Firma Qiagen und DNA-Extraktionskit High Pure Template Preparation Kit der 

Firma Roche) und drei Multiplex-qPCR mit Sonden durchgeführt. Mit Hilfe dieser qPCR-

Verfahren kann die DNA aller Bakterien der Gattung Clostridium detektiert und gleichzeitig 7 

Clostridien-Spezies identifiziert werden, im Einzelnen: C. estertheticum, C. frigoriphilum, 

C. bowmanii, C. tagluense-like, C. algidicarnis, C. putrefaciens und C. gasigenes (DORN-IN et al., 

2018; MANG et al., 2021). 

Im Falle jener PYGS-Anreicherungen, die per qPCR positiv auf Clostridien getestet wurden, 

erfolgte eine kulturelle Untersuchung. Hierfür wurden 0,5 ml der jeweiligen PYGS-

Anreicherung in ein 1,5-ml-Reaktionsröhrchen übertragen und für 5 min bei 80 °C erhitzt, um 

die nicht-sporenbildende, vegetative Begleitmikrobiota abzutöten und so den Nachweis der 

hitzeresistenten Clostridiensporen zu erleichtern. Unmittelbar nach der Erhitzung wurden 400 

µl der hitzebehandelten Anreicherungsproben auf eine Blutagarplatte ausplattiert (s. Abb. 3). 

Anschließend wurden die Blutagarplatten anaerob für 3 bis 4 Wochen bei 10 °C bebrütet. Im 

letzten Schritt wurden die gewonnenen Kolonien auf neuen Blutagarplatten subkultiviert und 

wieder bei 10 °C für 2 bis 3 Wochen bebrütet. Die gewachsenen Reinkulturen wurden zur 
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Speziesbestimmung nach der DNA-Extraktion einer qPCR und ggf. einer Sequenzierung 

unterzogen.  

Ergebnisse und Diskussion 

Rinderbetrieb, -kot und -haut 

Abb. 4 zeigt die mittels qPCR und Kultivierung detektierten Clostridien-Spezies in Kot- und Hautwischproben in Prozent. Ein Betrieb wurde dann als „positiv“ eingestuft, wenn 
mindestens eine Kot- oder Fellwischprobe von einem der jeweils 10 beprobten Tiere positiv 

für eine Clostridien-Spezies war (s. Abb. 4).  

Mittels qPCR waren 88,5 % (n = 23/26) der Rinderbetriebe positiv auf C. estertheticum. Dies 

ist die bekannteste Spezies in der Gruppe kältetoleranter Clostridien und der 

Hauptverursacher der Aufblähung kühlgelagerten, vakuumverpackten Fleisches, gefolgt von 

C. tagluense-like, C. bowmanii, C. frigoriphilum und C. gasigenes. In dieser Studie waren 22,3 % 

der Kotproben positiv für C. estertheticum, 33,8 % für C. tagluense-like, 32,7 % für C. bowmanii, 

11,2 % für C. frigoriphilum und 14,2 % für C. gasigenes. Die Isolierungsraten der Spezies aus 

den PCR-positiven Proben reichten von 4,7 % bis 59,5 % (s. Abb. 4). Die Spezies C. algidicarnis 

wurde in keiner Probe detektiert, jedoch aus 2 Proben mittels Kultivierung isoliert. 

Während die Prävalenz kältetoleranter Clostridien in den Rinderkotproben, die mittels qPCR 

bestimmt wurden, relativ hoch ist, fiel sie in den Hautwischproben sehr niedrig aus. Letzteres 

könnte auf eine geringe Kontamination der Haut mit Schmutz und Fäkalien zurückzuführen 

sein. In dieser Studie wurde der Verschmutzungsgrad der Rinderhaut nicht explizit 

protokolliert; bei den Probenahmen fielen jedoch keine nennenswerten Kotmengen oder 

sonstige Verschmutzungen ins Auge. Dies deutet darauf hin, dass gut geführte weidebasierte 

Haltungssysteme nicht nur aus Sicht des Tierwohls, sondern auch hinsichtlich hygienischer 

Aspekte vorteilhaft sein können. Im Gegensatz dazu kann es beispielsweise bei sehr beengten 

Ställen zu einem häufigeren Kontakt der Tiere mit Kot oder verschmutztem Boden und in der 

Folge zu einem erhöhten Kontaminationsrisiko für die Fleischproduktion kommen. 

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass Kot eine wesentliche Kontaminationsquelle für 

kältetolerante Clostridien auf dem Fleisch geschlachteter Rinder darstellt. Insbesondere die 

Tierhaut spielt eine zentrale Rolle, wenn sie bei der Anlieferung mit Kot verschmutzt ist. 

Während des Enthäutens können trockene Kotpartikel durch Luftzug in der Schlachthalle 
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verteilt werden und so Clostridiensporen auf Schlachtkörper, Arbeitsflächen oder Personal 

übertragen. Dies kann zu einer weiterführenden Kontamination des Fleisches auch nach der 

Enthäutung führen. Da das Enthäuten zu den hygienisch kritischsten Schritten im 

Schlachtprozess zählt, sind sowohl der hygienische Zustand der Tiere bei der Anlieferung als 

auch eine sorgfältige Durchführung von Enthäutungs- und Ausweideschritten entscheidend, 

um eine Verunreinigung des Rindfleisches mit kältetoleranten Clostridien zu vermeiden.  

Fleisch aus dem Einzelhandel 

Die vakuumverpackten Rindfleischproben wurden 1 bis 2 Wochen nach Ablauf des 

Verbrauchsdatums auf Anzeichen von Verderb wie Gasbildung (BPS-Score) und Fehlgeruch 

untersucht. Anschließend wurde der Fleischtropfsaft entnommen, im Anreicherungsmedium 

angereichert und auf das Vorhandensein von kältetoleranten Clostridien untersucht. Abb. 5 

zeigt, dass insgesamt 7 Clostridien-Spezies detektiert und identifiziert wurden. Insgesamt 

waren 31,0 % (n = 22/71) der Fleischproben positiv für Clostridien, wobei die Spezies 

C. frigoriphilum am häufigsten mit qPCR detektiert wurde. Die niedrigen Isolierungsraten 

lassen sich vermutlich durch die hohen Ansprüche dieser Bakterien an die 

Kultivierungsbedingungen erklären. Die schwierige Anzucht auf Agarplatten kann dazu führen, 

dass die tatsächliche Prävalenz unterschätzt wird. Auch in einer deutschen Studie wurden, 

ähnlich zu den vorliegenden Ergebnissen, in 34,4 % der untersuchten Proben (n = 33/96, 

vakuumiertes Lamm- und Rindfleisch, BONKE et al., 2016) Clostridien mittels qPCR 

nachgewiesen. Eine weitere deutsche Studie von MANG et al. (2021) ergab einen mittels qPCR 

nachgewiesenen Anteil von 53,3 % (n = 32/60) in vakuumiertem Rindfleisch. 

Hinsichtlich der Verderbsanzeichen wurde Fleisch mit einem BPS-Score von 1 (wenige, kleine Gasblasen im Fleischsaft sichtbar) nicht als „verdorben“ beurteilt, da kleine Bläschen auch auf 
die Freisetzung von Gas aus dem Muskel oder dem Fett zurückzuführen sein können. Ein 

Geruch-Score von 1 könnte ebenfalls auf die Vakuumverpackung zurückzuführen sein und 

wird nicht unbedingt als Verderb angesehen. Aus diesen Gründen wurde nur 

vakuumverpacktes Rindfleisch mit einem BPS- und/oder einem Geruch-Score von ≥ 2 als 

verdorben beurteilt. 

Abb. 6 und Abb. 7 zeigen jeweils die Verteilung der BPS- und Geruch-Scores von Fleischproben 

aus dem Einzelhandel in Abhängigkeit der Clostridien-Spezies. Einige Proben waren für zwei 

Clostridien-Spezies positiv. Nicht alle Clostridien-Spezies sind in der Lage, große Mengen an 

Gas oder deutlichen Verderbsgeruch zu produzieren – aber auch innerhalb der gleichen 
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Spezies führten unterschiedliche Stämme zu verschiedenen Ergebnissen, unter anderem 

abhängig von der Clostridienzahl in den Fleischproben. Es ist anzumerken, dass die Spezies 

C. estertheticum, C. frigoriphilum und C. algidicarnis einen ausgeprägten Verderbsgeruch 

erzeugen. Insgesamt kam es bei 45,5 % (n = 10/22) der positiven Proben zu einer verstärkten 

Gasbildung (BPS-Score ≥ 2: Verlust des Vakuums aufgrund von Gasbildung durch Bakterien), 
während dieser Anteil bei den negativen Proben 14,3 % (n = 7/49) ausmachte. Fehlgerüche 

(Geruch-Score ≥ 2: Abweichung vorhanden) konnten bei 77,3 % (n = 17/22) der positiven 
Proben und nur bei 8,2 % (n = 4/49) der negativen Proben nachgewiesen werden. Die 

Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass Fleisch, das mit kältetoleranten Clostridien kontaminiert 

ist, eine kürzere Haltbarkeitsdauer aufweist als die Clostridien-negativen Fleischproben. 

Schlussfolgerung 

Kältetolerante Clostridien sind in österreichischen Rinderbetrieben weit verbreitet. Die 

Nachweisrate dieser Bakterien in Kotproben von Rindern war relativ hoch. Allerdings konnten 

sie nur in wenigen Hautwischproben nachgewiesen werden, da die Tiere in einem guten 

Haltungssystem untergebracht waren und die Haut der Tiere trocken und sauber gehalten 

wurde. Die Ergebnisse dieser Studie verdeutlichen, dass die kotkontaminierte Haut auch eine 

bedeutende Kontaminationsquelle für das Fleisch darstellen kann. Aus diesem Grund ist es 

wichtig, dass die Rinderbetriebe auf die Sauberkeit der zur Schlachtung angelieferten Rinder 

und die Schlachthöfe auf die Hygiene beim Enthäuten der Tiere achten, um eine Kontamination 

der Schlachtkörper zu verringern. Zur Beurteilung der Verderbsanzeichen wurden 

vakuumverpackte Rindfleischproben kühl gelagert und 1 bis 2 Wochen nach dem 

Verbrauchsdatum analysiert. Es zeigte sich, dass Rindfleischproben, die positiv auf Clostridien 

getestet wurden, eine hohe Gasbildung oder einen ausgeprägten Verderbsgeruch aufwiesen 

und daher kürzer haltbar waren als Clostridien-freie Rindfleischproben. Die 

Rindfleischerzeugung ist mit einem hohen Verbrauch an Ressourcen wie Agrarflächen, 

Futtermitteln und Wasser verbunden und trägt erheblich zu Umweltproblemen bei. Um 

Fleischverluste durch vermeidbaren mikrobiellen Verderb zu vermeiden, sind effektive 

Maßnahmen und eine enge Zusammenarbeit der beteiligten Akteure erforderlich.  
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Abb. 1: A: Verdächtiges vakuumverpacktes Rindfleisch aus dem Fleischhandel (Blown Pack 
Spoilage, BPS-Score = 2) bei der Anlieferung für die Untersuchung ; B: Aufblähung der gleichen 
Fleischproben nach 21 Tagen Lagerung bei 4 °C (BPS-Score = 5). Ergebnis der 
Laboruntersuchung: positiv für C. estertheticum (Bildquelle: Samart Dorn-In) 

 

 

Abb. 2: A: Aufblähung eines vakuumverpackten Rindfleisches aus dem Fleischhandel (BPS-
Score = 5); B: Dasselbe Fleischproben mit bläulicher Flamme bei dem Verbrennungstest. 
Ergebnis der Laboruntersuchung: positiv für C. estertheticum (Bildquelle: Samart Dorn-In) 
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Abb. 3: Material für die Kultivierung kältetoleranter Clostridien: Glasröhrchen mit PYGS-
Anreicherung, Anaerobiertopf mit Anaerobiererzeuger und Blutagarplatten (Bildquelle: 
Samart Dorn-In) 

 

 

Abb. 4: Prozentsatz der positiv auf Clostridien getesteten Rinderbetriebe, Rinderkot und 
Hautproben, ermittelt mittels qPCR und Kultur 
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Abb. 5: Prozentsatz der positiv auf Clostridien getesteten Fleischproben aus dem 
österreichischen Handel 

 

Abb. 6: Per PCR detektierte Spezies und Grad der Aufblähung von Fleisch aus dem Handel. 
Aufblähungsgrad (BPS-Score): 0: Keine Gasblasen, 1: Einzelne Gasblasen sichtbar; 2: Aussehen 
wie Vakuumverlust; 3: Großflächige Hohlräume zwischen Folie und Fleisch; 4: Packung ist auf 
volle Größe aufgebläht; 5: Verpackung ist prall aufgebläht, Folie straff gespannt. Die Linien 
über und unter den Boxplots sind die Maximal- und Minimalwerte des Datensatzes. Die Boxen 
zeigen die Bereiche zwischen dem Median der unteren und der oberen Hälfte des Datensatzes 
an. Die Sterne innerhalb der Boxen sind die Medianwerte aller Proben. 
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Abb. 7: Per PCR detektierte Spezies und Grad der Geruchabweichung von Fleisch aus dem 
Handel: Geruch-Score: 0: einwandfrei (neutral); 1: Akzeptabel, leichte Abweichung; 2: Gerade 
noch akzeptabel, Abweichung vorhanden; 3: Nicht mehr akzeptabel, deutlicher 
Verderbsgeruch; 4: Extremer Verderbsgeruch.  
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Anlage 5: Publikation im „International Journal of Food 

Microbiology“ 
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Anlage 6: Beitrag für Kongressband und Powerpoint-Präsentation 

bei DVG-Tagung, 2025 

Verderbscharakteristiken von Sous-Vide-Rindfleisch, verursacht durch 
Clostridium estertheticum 

 

Samart Dorn-In, Riem El-Seniti, Karin Schwaiger 

 

Unit Hygiene und Technologie von Lebensmitteln, Zentrum für Lebensmittelwissenschaften 

und Öffentliches Veterinärwesen, Veterinärmedizinische Universität Wien 
 

Einleitung 

Die zunehmende Beliebtheit des Sous-Vide-Garens (SV) macht die Erforschung der 

mikrobiologischen Qualität, der sensorischen Veränderungen und der Haltbarkeit von SV-

Produkten erforderlich. Studien zeigen, dass das SV-Garen die Anzahl an Verderbserregern 

und Pathogenen deutlich reduziert, was sich positiv auf die Haltbarkeit und Sicherheit von SV-

Produkten auswirkt. Clostridium estertheticum, ein Verderbserreger von vakuumverpacktem 

Fleisch, kann aufgrund seiner Fähigkeit zur Bildung hitzeresistenter Endosporen jedoch das 

SV-Garen überleben. Diese Sporen können während der Lagerung bei 

Kühlschranktemperaturen auskeimen und sich vermehren, was zum Verderb von SV-Fleisch 

führt, erkennbar an der aufgeblähten Verpackung (blown pack spoilage, BPS). Außerdem hat 

das betroffene Fleisch durch Bildung von Butanol und Buttersäure einen käsigen Geruch. Ziel 

dieser Studie war es daher, den durch C. estertheticum verursachten Verderb von SV-

Rindfleisch im Vergleich zu Nicht-SV-Rindfleisch visuell (Gasbildung) und sensorisch 

(Geruchsabweichung) zu charakterisieren [1, 2]. Zusätzlich zur Bestimmung der 

Verderbsanzeichen wurden alle Rindfleischproben einer mikrobiologischen und qPCR-

Untersuchung unterzogen, um die Anzahl aerober und anaerober mesophiler koloniebildender 

Einheiten (Gesamtkeimzahl, GKZ) und die Anzahl von Milchsäurebakterien, 

Enterobacteriaceae, Hefen und C. estertheticum zu bestimmen.  

Untersuchungsvorgang und Ergebnis 

Die Tests wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten mit unterschiedlichen Fleischproben 

(drei biologische Replikate: Durchläufe) durchgeführt. Insgesamt wurden 90 Rindfleisch-

Teilproben (jeweils 240-260 g) analysiert (siehe Tabelle 1). Die Anzahl der Sporen und 

vegetativen Zellen von C. estertheticum, mit denen das Rindfleisch artifiziell kontaminiert 
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wurde, betrug im Durchschnitt 2,4 log10 KbE/g Rindfleisch. Beim SV-Garen wurden die 

vakuumverpackten Rindfleischproben in einem SV-Bad bei 55 °C 70 Minuten lang erhitzt. Die 

Proben der Gruppen 1 und 2 wurden am ersten Tag analysiert, während die Proben der 

Gruppen 3 bis 10 bei 4 °C 28 Tage lang gelagert wurden. 

Tabelle 1: Probengruppen (1 - 10) für alle drei biologischen Replikate mit insgesamt n = 90 
Rindfleisch-Teilproben 

     Sous-Vide Lagerungs- Tag der 

Gruppe Proben * n Garen temperatur Untersuchung 

1 Frisches Rindfleisch 9 - - 1 

2 Rindfleisch 9 √ - 1 

3 Rindfleisch & C1 9 √ 4 °C 28 

4 Rindfleisch & C2  9 √ 4 °C 28 

5 Rindfleisch & C3 9 √ 4 °C 28 

6 Rindfleisch 9 √ 4 °C 28 

7 Rindfleisch & C1 9 - 4 °C 28 

8 Rindfleisch & C2  9 - 4 °C 28 

9 Rindfleisch & C3 9 - 4 °C 28 

10 Rindfleisch 9 - 4 °C 28 
* Frische Rindfleischproben (Gruppe 1) sind nicht vakuumiert. Mit C. estertheticum kontaminiertes 
Rindfleisch: C1 = DSM 8809; C2 = isoliert aus vakuumverpacktem Rindfleisch; C3 = isoliert aus Rinderkot 

Nach 28 Tagen Lagerung bei 4 °C wiesen die kontaminierten SV-Rindfleischproben (Gruppen 

3-5) im Vergleich zu den kontaminierten Nicht-SV-Proben (Gruppen 7-9) eine statistisch 

signifikant höhere Gasproduktion und einen stärkeren Verderbsgeruch auf (p < 0,05). Obwohl 

der Fleischtropfsaftverlust (11,5±3,6 % vs. 2,9±1,7 % w/w) und der pH-Wert (5,7±0,4 vs. 

5,0±0,4) bei kontaminierten SV-Rindfleischproben ebenfalls höher waren, wurden diese nicht 

als spezifische, durch C. estertheticum verursachte Verderbsmerkmale angesehen. Der hohe 

Verlust des Fleischtropfsafts der Gruppen 3-6 ist auf das SV-Garen zurückzuführen, während 

die niedrigen pH-Werte im Nicht-SV-Fleisch (Gruppen 7-10) durch das Wachstum von 

Milchsäurebakterien verursacht wurden.  

Die mikrobiologischen Ergebnisse zeigten, dass das SV-Garen den größten Teil der 

Fleischmikrobiota abtötete. Frisches Fleisch (Gruppe 1) wies folgende Werte auf: GKZ (aerob 

und anaerob) 3,8-7,5 log10 KbE/g (= log10), Milchsäurebakterien 3,0-5,6 log10, 

Enterobacteriaceae < 2,0-4,5 log10 und Hefen 2,6-5,0 log10. Nach dem SV-Garen waren die 

meisten Proben in Gruppe 2 negativ für GKZ, Milchsäurebakterien, Enterobacteriaceae und 

Hefen; nur in drei Fällen konnten Werte von 2,4 bis 3,3 log10 nachgewiesen werden. Nach der 

Lagerung für 28 Tage bei 4 °C wiesen kontaminierte SV-Rindfleischproben (Gruppen 3–5) 
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weiterhin sehr niedrige Keimzahlen auf. Die GKZ (aerob und anaerob) lagen bei < 3,5 log10, 

während Milchsäurebakterien, Enterobacteriaceae und Hefen nicht nachweisbar (< 2,0 log10) 

waren. In den kontaminierten Rindfleischproben, die nicht SV-gegart wurden (Gruppe 7–9) 

liegt die GKZ (aerob und anaerob) und Milchsäurebakterien bei 6,7–8,5 log10, 

Enterobacteriaceae bei 4,3–6,5 log10 und Hefen bei 2,5–5,6 log10.  

Da C. estertheticum schwer zu kultivieren ist und oft von der konkurrierenden 

Fleischmikrobiota überwuchert wird, wurde diese Spezies mittels qPCR für C. estertheticum 

quantifiziert [3]. In allen artifiziell kontaminierten SV-Proben (Gruppen 3–5) wurden sehr 

hohe Zahlen von C. estertheticum (5,5–6,5 log10) nachgewiesen. In den artifiziell 

kontaminierten, aber nicht SV-behandelten Fleischproben (Gruppe 7–9) variierten die Zahlen 

jedoch von 2,0 bis 6,5 log10, wobei 70,4 % (n = 19/27) der Proben die Werte unter 5,0 log10 

hatten. Die Proben mit hohen Zahlen von C. estertheticum korrelierten stark mit den 

sensorischen Veränderungen (Aufgasung und Geruchsabweichung). Abgesehen von drei 

Fällen in Gruppe 6 des ersten Durchgangs, die leicht positiv (2,3 bis 3,5 log10) für 

C. estertheticum waren, waren alle anderen Kontrollproben (Gruppen 6 und 10) negativ für das 

Bakterium. Alle Kontrollproben, auch diejenigen, die leicht positiv für C. estertheticum waren, 

zeigten keine Verderbsanzeichen. 

Fazit 

Im Allgemeinen kann das SV-Garen die Haltbarkeit von Rindfleisch verlängern, da die 

überwiegende Anzahl der Mikroorganismen abgetötet, inaktiviert oder gestresst und somit die 

Vermehrung verhindert wird. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen jedoch, dass bei 

vakuumverpackten Rindfleischproben, die mit C. estertheticum kontaminiert sind und dem SV-

Garen unterzogen werden, die Sporen das SV-Garen überleben. Da es in SV-Proben keine oder 

nur eine geringe Anzahl an konkurrierender Fleischmikrobiota (insbesondere 

Milchsäurebakterien) gibt, können die auskeimenden Sporen von C. estertheticum in SV-

Rindfleisch sehr gut wachsen. Darüber hinaus kann die große Menge an beim SV-Garen 

entstehende Fleischtropfsaft als Nährstoffquelle für diese Bakterien dienen. Das Wachstum 

von C. estertheticum führt nach 28 Tagen Lagerung bei 4 °C zu Gasproduktion und 

Verderbsgeruch. Dies belegt, dass SV-Rindfleisch, das C. estertheticum enthält, eine kürzere 

Haltbarkeitsdauer hat als kontaminiertes Nicht-SV-Rindfleisch. In dieser Studie wurde 

erstmals der Einfluss des Sous-vide-Garens auf den durch C. estertheticum verursachten 

Verderb von Rindfleisch untersucht [4]. 
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 eurteilung der  P   core :
0: Keine Gasblasen
1: Wenige, kleine Gasblasen im Fleischsaft sichtbar
2: Aussehen  ie bei  akuum erlust
 : Offensichtlich aufgebla ht, puffig
 : Auf volle Gro ße aufgebla ht, Folie noch nicht straff gespannt
5: Auf volle Gro ße aufgebla ht, Folie straff gespannt

                                  
                                   
               

                                   

                                      
          

 eruch  core ;
0: Vo llig einwandfrei1: Akzeptabel, leichte Abweichung
2:  erade noch ak e tabel,Ab eichung  orhanden
 : Nicht mehr akzeptabel, deutlicher Verderbsgeruc h4: Extremer Verderbsgeruch
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