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A.lLJ.N. Association of the Industries of Juices and Nectars from Fruits and

Vegetables of the European Union
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AC Relative Genauigkeit
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dATP Desoxyadenosin-5"-triphosphat

dCTP Desoxycytidin-5"-triphosphat

dGTP Desoxyguanosin-5-triphosphat
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DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

dTTP Desoxythymidin-5"-triphosphat
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G Guanin

GfL Gesellschaft fir Lebensmittelforschung
HCI Chlorwasserstoffsaure (Salzsaure)
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KbE Kolonie bildende Einheiten
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PCR
PD
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SE
SP
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Anmerkung:

Gesamtanzahl der Proben

Gesamtanzahl negativer Ergebnisse des Referenzverfahrens
Gesamtanzahl positiver Ergebnisse des Referenzverfahrens
negative Ubereinstimmungen

Negativabweichung

positive Ubereinstimmungen

Plate-Count-Nahrmedium

polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Positivabweichung

Negativergebnisse des Referenzverfahrens
Positivergebnisse des Referenzverfahrens

Relative Empfindlichkeit

Relative Spezifitat

Mehrzahl

Thymin

Thermus aquaticus

Tris-hydroxymethyl-aminomethan

Teilungsrate

Ab Kapitel 3 wird h&aufig die Methode real-time PCR erwéahnt. Hier handelt es sich

um eine real-time PCR zum Nachweis von Alicyclobacillus spp., da hier spezifi-

sche Alicyclobacillus-Primer eingesetzt wurden.



1. Einleitung

1 Einleitung

Fruchtséafte und Fruchtsaftkonzentrate z&hlen im Allgemeinen zu den mikro-
biologisch unproblematischen Lebensmitteln. Aufgrund der thermischen Behand-
lung durch Pasteurisation und ihres niedrigen pH-Wertes sind sie relativ selten

mikrobiologischem Verderb ausgesetzt.

Immer wieder treten jedoch Falle auf, in denen Fruchtsafte trotz des niedrigen pH-
Wertes durch Mikroorganismen verdorben werden. Als Verderbniserreger wurde

hier unter anderem die Gattung Alicyclobacillus spp. identifiziert.

Die Gattung Alicyclobacillus spp. gehért zu den apathogenen, strikt aeroben,
acidophilen und thermophilen Sporenbildnern. Ihr Wachstumsoptimum liegt zwi-
schen 40°C — 60°C und das pH-Optimum bei 3,5 — 4,5. Die Sporen von Alicyclo-
bazillen sind hitzeresistent und Uberleben den normalen Pasteurisationsprozess
der Saftherstellung. Aus diesem Grund ist auch in pasteurisierten Getranken mit
dem Vorkommen zu rechnen. Einige Arten der Gattung Alicyclobacillus spp., wie
beispielsweise A. acidoterrestris, bilden die Stoffwechselprodukte Guajakol, 2,6-
Dibromphenol und 2,6-Dichlorphenol. Diese Stoffwechselprodukte rufen einen
fremdartig chemisch-phenolischen Geruch und Geschmack hervor (Yokota, A. et
al., 2007, S. 14ff).

Dieser ,Off-Flavour® wird vom Verbraucher nicht akzeptiert und flhrt zu groBen

wirtschaftlichen Verlusten fiir die Safthersteller.

Eine Untersuchung von Fruchtsaften und Fruchtsaftkonzentraten auf das Vorhan-
densein von Alicyclobacillus spp. wird daher von vielen Herstellern routinemasig

im mikrobiologischen Labor in Auftrag gegeben.

Derartige Untersuchungen werden von der LADR GmbH MVZ Dr. Kramer und
Kollegen in  Geesthacht durchgefiihrt. Die Untersuchungen erfolgen nach den
Vorgaben der IFU-Methode Nr. 12. Diese Untersuchungen sind zeitintensiv - bis
zum Ergebnis vergehen bis zu zwdlf Tage. Haufig sind jedoch schneller Er-
gebnisse von den Saftherstellern gewinscht.
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Zielsetzung

Ziel dieser Diplomarbeit ist es, zu klaren, ob durch den molekularbiologischen
Nachweis mittels real-time PCR die Ergebnisse schneller zur Verfiigung stehen.
Aufgrund bisheriger Erfahrungen mit molekularbiologischen Nachweisverfahren
wird ein sicheres PCR-Ergebnis nach zwei bis drei Tagen erwartet.

Anhand der Validierungsvorschrift DIN EN ISO 16140:2003 galt es, die Alterna-
tivmethode real-time PCR mit der Referenzmethode IFU- Nr. 12 zu vergleichen
und die Eignung der real-time PCR zum Nachweis von Alicyclobacillus spp. an-
hand statistischer Berechnungen zu Uberprifen. Weiterhin sollte die Nachweis-
grenze der real-time PCR ermittelt werden.

Dazu wurden umfangreiche Untersuchungen mit 60 ,natlrlich® kontaminierten
Fruchtsaftkonzentraten sowie mit dem Bakterienstamm A. acidoterrestris ATCC
49025 durchgefihrt.

AnschlieBend erfolgte ein Verfahrensvergleich gemas DIN EN ISO 16140:2003.

Aufbau der Arbeit

Die vorliegende Arbeit umfasst einen theoretischen und einen praktischen Teil.

Der theoretische Abschnitt (Kapitel 2) beinhaltet die Grundlagen zur Mikrobiologie
von Fruchtsaften und Fruchtsaftkonzentraten. Des Weiteren werden hier die
Eigenschaften und Charakteristika des Bakteriums Alicyclobacillus spp. aufgefiihrt

sowie die Grundlagen der Polymerasekettenreaktion dargelegt.

Im praktischen Teil (Kapitel 3) dieser Diplomarbeit wird die Vorgehensweise im
Labor beschrieben und die angewandien Materialien und Untersuchungs-

methoden werden genauer erlautert.

Im Anschluss an den praktischen Teil erfolgt eine Auflistung aller Untersuchungs-
ergebnisse (Kapitel 4) sowie eine Diskussion dieser Ergebnisse (Kapitel 5).

In Kapitel 6 und 7 sind die wichtigsten Ergebnisse dieser Diplomarbeit zusammen-
gefasst.
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2 Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden grundlegende Eigenschaften der Mikrobiologie von
Fruchtséaften sowie verderbnisférdernde und verderbnishemmende Faktoren auf-
gezeigt. Weiterhin werden die wichtigsten Eigenschaften der Gattung Alicyclo-
bacillus spp. beschrieben und die Methoden zum Nachweis dieser Bakterien
werden dargelegt. Zudem werden die Grundlagen der Polymerase-Kettenreaktion

erlautert.

2.1 Mikrobiologie von Fruchtsaften

2.1.1 Chemische Zusammensetzung von Fruchtsaften

Die Produktgruppe der Fruchtsafte und Nektare gehért im Allgemeinen aufgrund
der niedrigen pH-Werte zu den mikrobiologisch unproblematischen Lebensmitteln.
FuUr verschiedene Mikroorganismen stellen sie jedoch einen geeigneten Nahrbo-
den dar, da es nahrstoffreiche, naturliche Substrate sind (Back, W., 2000, S. 2).
Die nachfolgende Tabelle zeigt die chemische Zusammensetzung verschiedener

Fruchtsafte.

Tab. 1: Chemische Zusammensetzung von Fruchtséften

Apfelsaft/ Birnenmark/ Sauerkirsch-  Aprikosen- Pfirsich- Erdbeer-
-mark -saft saft/-mark mark/-saft mark/-saft saft/-mark

Relative Dichte 20°/20°

Direktsaft min. 1,040 1,044 min. 1,050 min. 1,041 min. 1,036 min. 1,025

Saft aus Konzentrat min. 1,045 1,048 min. 1,055 min. 1.045 min. 1,040 min. 1,028
Glucose g/l 15-35 10-35 35-70 15-50 7.5-25 15-35
Fructose @/l 45-85 50-90 32-60 10-45 10-32 18-40
Glucese: Fructose 0,3-0,5 max. 0.4 1,0-1,35 1,025 0.80-1.0 0.75-1.0
Saccharose g/l 5-30 Spuren-15 prakt. 0 Spuren-55 12-60 max. 10
Zuckerfreier Extrakt g/l 18-29 24-80 45-100 35-70 35-70 15-35
Sorbit e/l 2.5-7 10-25 10-35 1.5-10 1,0-5 max. 0,25
Titrierbare Sédure pH 8.1 mval 52-117 30-110 200-350 100-300 50-125 80-180
Citronenséure g/l 0,05-0,20 max. 4,0 max. 0.40 1.5-16 1,5-5.0 5-11
D-Isocitronensiure max. 40 75-200 30-160 30-90
Citronensiure: 15-130 15-100 100-230
Isocitronenséure
L-Apfelsiure o/l min. 3.0 0.8-5.0 ¥5.5-27 5-20 2-6 0,6-5,0
Asche g/l 1,9-3.5 2,240 3,7-7.0 4,5-9.0 3-7 2,8-6.0
Natrium meg/l max. 30 max. 30 max.30 max. 35 max. 35 max. 30
Kalium mg/l 900-1500 1000-2000 1600-3500 20004000 1400-3300 1000-2300
Magnesium mg/l 40-75 45-95 80-200 65-130 50-110 70-170
Calcium mg/l 30-120 35-130 80-240 85-200 40-150 80-300
Phosphor mg/l 40-75 65-200 150-280 100-300 110-230 100-300
Nitrat me/] max. 5 max. 10 max. 10 max. 15 max. 15
Sulfat mg/l max. 150 max. 150 max. 300 max. 350 max. 150 max. 150
Formolzahl ml 0.1 mol 3-10 2-17 15-50 12-50 15-35 5-26
NaOH/100 ml
Prolin mg/l max. 20 30-500 50-400 50-800 10-100 Spuren-30

(Quelle: Schobinger, U., 2001, S. 75)
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Zucker liegt in Saften und Saftkonzentraten meist in héheren Konzentrationen vor,
als von den Mikroorganismen benétigt wird, namlich bis zu 10,0%. Glucose und
Fructose bilden hierbei den grdBten Anteil. Saccharose liegt h&dufig in geringeren
Mengen vor. Fur die Vermehrung von Hefen reichen bereits 0,1% dieser Zucker
aus. Pentosen, die beispielsweise von Milchsaurebakterien genutzt werden kon-

nen, sind nur in sehr geringen Mengen in Séaften enthalten.

Freie Aminoséduren liegen in allen Saften und Saftkonzentraten in ausreichender
Menge vor und bieten den Mikroorganismen somit eine geeignete Stickstoffquelle.
Das Stickstoffminimum fir eine sichtbare Infektion liegt bei 0,2 mg N/L Getrank.

Organische Séduren wie Zitronen- und Apfelsdure kénnen von den Mikroorganis-
men umgesetzt werden. Durch den Saureabbau wird der pH-Wert angehoben und
somit werden die Vermehrungschancen fir Verderbniserreger, wie beispielsweise
Milchsaurebakterien, verbessert. Ameisen- und Essigsaure haben dagegen eine
antibakterielle Wirkung. Phenolcarbonsaure, die in einigen Saften vorliegt, ist
ebenfalls gegen Mikroorganismen wirksam.

Séfte enthalten zudem Vitamine, die von den Mikroorganismen genutzt werden
kébnnen. Einige wasserldsliche Vitamine, die von Milchsaurebakterien bendtigt
werden, sind in Saften in ausreichenden Mengen vorhanden. Hefen und Schim-
melpilze sind in der Lage, die von ihnen benétigten Vitamine zu synthetisieren,
falls die im Saft vorhandenen Mengen nicht ausreichen.

Ein weiterer Bestandteil der Safte sind Mineralstoffe. Diese sind flr Mikroorganis-
men unter anderem als Enzymeffektoren, fir den Energiestoffwechsel sowie die
Synthese schwefelhaltiger Aminosduren lebensnotwendig. Haufig vorkommende
Mineralstoffe sind beispielsweise Kalium, Magnesium, Calcium, Phosphor und

Natrium.

Wasser bildet mit Gber 90% den Hauptbestandteil der Safte.

Durch Konzentrationsprozesse wird jedoch der a,-Wert vermindert und das Saft-
konzentrat wird fir die Vermehrung von Mikroorganismen immer ungeeigneter
(Schobinger, U., 2001, S. 518f).

10



2. Theoretische Grundlagen

Mikroorganismen hemmende Stoffe, wie beispielsweise atherische Ole aus
Schalen von Zitrusfriichten, sind in Saften nur in geringen Konzentrationen ent-
halten. Sie kénnen nur in Verbindung mit chemischen und physikalischen Metho-

den zur Konservierung dienen (ebd.).

2.1.2 Fruchtsafte verderbende Mikroorganismen

Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben, sind Fruchtséfte und Fruchtsaft-
konzentrate geeignete Nahrbdden flr spezialisierte Mikroorganismen. Fruchtsafte
weisen jedoch einen wirkungsvollen Eigenschutz auf, da sie in Folge der hohen
Konzentration an Fruchtsduren niedrige pH-Werte besitzen. Diese liegen meist im
Bereich von 2,5 — 4,5. Somit haben hier nur acidophile und acidotolerante Mikro-
organismen die Méglichkeit zur Vermehrung (Back, W., 2000, S. 2).

Fruchtséafte kdnnen im Wesentlichen auf drei verschiedene Arten verderben. Sie
kdnnen vergaren, verschimmeln oder es werden sensorisch abstoBende Verderb-
nisprodukte gebildet, die das Produkt ungenieBbar machen. Dieser Verderb wird
durch drei verschiedene Arten infizierender Mikroorganismen verursacht: durch
Schimmelpilze, Hefen und Bakterien (Dittrich, H. H., 1998, S. 55).

Zu den Bakterien, die einen Fruchtsaftverderb verursachen kdénnen, gehdren vor

allem die Essigsaurebakterien, Milchsaurebakterien sowie aerobe Sporenbildner.

Essigséurebakterien findet man haufig auf der Oberflache von Friichten. Wenn sie
beim Pressen heruntergespilt werden und stark infizierte Friichte in den Saft ge-
langen kann es zum sogenannten ,Essigstich“ fihren. Durch die Bildung der ge-
ruchlich und geschmacklich charakteristischen Essigsdure kommt es zum Verlust
der Verkehrsfahigkeit (Schobinger, U., 2001, S. 508f).

11



2. Theoretische Grundlagen

Milchs&urebakterien findet man ebenfalls auf Blattern und Friichten. Milchsaure-
bakterien sind sauretolerant und gehéren zu den Zucker umsetzenden Organis-
men. Ein Verderb der Safte erfolgt durch die Bildung von Milchsaure, Essigsaure
oder CO,. Zudem kann es zur Bildung von Polysacchariden aus dem Zucker der
Safte kommen. Dies fihrt zu Viskositatsveranderungen, die Safte werden ,zah“
(ebd., S. 509f).

Ein Saftverderb durch aerobe Sporenbildner erfolgt vorwiegend durch die Arten
der Gattung Bacillus spp. Diese sporenbildenden Bakterien kommen im Erdboden
vor und kénnen somit durch ungenligend gereinigte Friichte in den Saft gelangen.
Durch die Hitzeresistenz der Sporen Uberleben diese den Pasteurisationsprozess
und werden im Gegensatz zu den meisten Bakterien nicht abgetétet. In Frucht-
saften und Fruchtsaftkonzentraten wurde zudem weltweit Alicyclobacillus acido-
terrestris entdeckt. Diese Spezies gehért zu den stark séauretoleranten Mikroorga-
nismen. Bakterien kénnen in Fruchtsaften, Fruchtsaftkonzentraten und Nektaren
zum Verderb flhren indem sie einen phenolartigen ,Off-Flavour hervorrufen
(ebd., S. 511).

Hefen haben als Verderber von Séften die gréBte Bedeutung. Einige Arten, sind
extrem sauretolerant, bendtigen nur wenig Sauerstoff und weisen auch bei niedri-
gen Temperaturen hohe Vermehrungsraten auf. Hefen, die beispielsweise in
Fruchtsaften und Konzentraten auftreten kénnen, gehéren zur Gattung Saccharo-
myces. Diese Hefen sind in der Lage Aldehyde, Ketosauren, Glycerin und Ester zu
bilden. Zudem besitzen sie die Fahigkeit, Zucker in Ethanol und CO, zu vergéren
und kénnen somit eine Getrdnkeschadigung hervorrufen. Die wichtigsten Arten
sind Saccharomyces cerevisiae sowie die osmotolerante Art Zygosaccharomyces
bailii (ebd., S. 511f).

Ein Saftverderb kann weiterhin durch Schimmelpilze hervorgerufen werden.
Schimmelpilze sind Aerobier und wachsen meist an der Oberflache des Sub-
strates. Besonders haufig ist ein Befall durch die Schimmelpilze der Gattung Peni-
cillium zu verzeichnen. Ein haufiger Verderber von Fruchtsaften ist beispielsweise
Penicillium velutinum. Dieser wurde aus Apfel-, Trauben — und Mehrfruchtsaften

isoliert. Ebenso haufig treten auch Penicillium notatum sowie Penicillium digitatum

12
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auf. Zu den Aspergillus-Arten, die ebenfalls in Fruchtséaften auftreten kénnen, ge-
héren Aspergillus sydowi und Aspergillus amstelodami. Diese haben jedoch eine
geringere Bedeutung als die Penicillium-Arten (ebd., S. 513).

Besonders ernstzunehmende Schadlinge sind vor allem die Schimmelpilz-Arten
Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, Neosartorya fischeri und Talaromyces
flavus. Diese weisen eine Resistenz gegen Hitzebehandlung auf (Back, W., 2000,
S.2).

Eventuell gesundheitlich bedenkliche Bakterien wie beispielsweise Salmonellen,
Shigellen, Listerien oder Clostridien spielen in Fruchtséften aufgrund der niedrigen
pH-Werte eine eher geringe Rolle. Diese Organismen kdnnen sich unter pH 4,5
weder vermehren noch Toxine bilden (Schobinger, U., 2001, S. 511).

Visuelle und sensorische Verdnderungen

Durch die Aktivitat der Mikroorganismen kommt es zu visuellen sowie zu senso-

risch wahrnehmbaren Veranderungen in den Séaften.

Zu den visuellen Veranderungen zahlt beispielsweise die Eintribung klarer Safte.
Sollten Infektanten die Méglichkeit haben, sich in den Saften zu vermehren, nimmt
zunachst die Klarheit ab. Eine schnelle Eintriibung der Séfte ist vor allem bei einer
Hefeninfektion sichtbar, wahrend die Trlbung bei einer Bakterieninfektion meist
viel schwéacher ist.

Durch die Aktivitat von Hefen und Schimmelpilzen kommt es zum Abbau von Pek-
tin und einer damit verbundenen Viskositatsabnahme. Dies ist besonders gefahr-
lich fir naturtribe Safte, weil es zum Ausfall der Tribstoffe kommt. Die Séafte
klaren aus (Schobinger, U., 2001, S. 532).

Die Bombagen-Bildung bei Weichpackungen, die Bildung eines Biofilms an der
Oberflache der Séafte durch mikroaerophile und aerobe Mikroorganismen sowie
Farbveranderungen sind weitere Folgen der mikrobiellen Aktivitat in Saften. (Back,
W., 2008, S. 50ff).

13



2. Theoretische Grundlagen

Sensorisch wahrnehmbare Veranderungen sind vor allem durch die Bildung von
Alkohol, Bitternoten, Medizinténen bzw. Schimmel- und Muffténen charakterisiert
(Back, W., 2008, S. 50ff).

Ebenso kann es durch die Aktivitdt von Milchsaurebakterien und Essigsaure-
bakterien zu einer Viskositdtszunahme kommen. Die Safte werden in diesem Fall
zah und schleimig (Schobinger, U., 2001, S. 532).

Tabelle 2 gibt einen Uberblick tber die Auswirkungen mikrobieller Aktivitat in
Saften.

Tab. 2: Auswirkungen mikrobieller Aktivitat in Saften

A. visuelle Verdnderungen Ursachen

Eintribung klarer Produkie, Sedimenibil- | Vermehrung: Hefen, Milchsdure-, Essig;

dung, Biofilmbildung sdurebakierien, Schimmelpilze

Bombagen bei Weichpackungen, Vermehrung mit CO--Bildung:

Farbverdnderungen Hefen, heterofermentative Milchsaure-
bakterien

Auskiaren triiber Séfie Peklinabbau: Hefen, Schimmelpilze

B. sensorisch wahrnehmbare Verdnderungen

Ethanol, Diacetylbildung, Kohlenséure Aktivitat von:
Milchsaurebakterien, Hefen

Fllchtige Saure, Milchsaurebildung Milchsaurebakterien

Saureverminderung (mit pH-Wert- Milchsdurebakterien

Erh6hung)

Bitternoten Milchsaurebakterien (= Lactobacillus)

Medizinténe Brettanomyces-Hefen, Alicyclobacillus
acidoterrestris

Erh&hung der Viskositat (,Schieimbil- Milchs&urebakterien, (,Schleimhefen®,

dung®) Essigsaurebakterien)

C. weitere Verdnderungen

Biogene Aminbildung Milchsaurebakterien

Toxin-Freigabe Enterobacteriaceen, insb. pathogene
Escherichia coli = E. coli 0157:H7

(Quelle: Back, W., 2008, S. 51)
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2.1.3 Verderbnisfordernde und verderbnishemmende Faktoren

Die Vermehrung einer Bakterienkultur erfolgt durch Zweiteilung der Zelle. Dies
fihrt zur exponentiellen Erh6hung der Zellzahl. Somit wird keine konstante Menge
an Zellen in einem bestimmten Zeitraum gebildet, sondern die bereits vorhandene
Biomasse wird verdoppelt. Die Zeitdauer, die eine Bakterienkultur bendtigt, um die
Zellzahl zu verdoppeln nennt man Generationszeit (Keweloh. H., 2008, S. 34).

Die Wachstumsphasen der Vermehrung verlaufen nach der in Abbildung 1 dar-

gestellten Abfolge.

Zell- 4 Aplauf- i Exponentielle | Stationare :
zahl phase Wachstumsphase Wachstumsphase Absterbephase
i Zellen teilen
sich mit
maximaler
Geschwindig-
keit
Wachstum |
nimmt
stetig zu
L v N v ) Zeit
Wachstumsbedingungen optimal Wachstumsbedingungen schlecht
Nahrstoffe im Uberfluss Nahrstoffe im Mangel

Abb. 1: Wachstumsphasen der Mikroorganismen
(Quelle: Keweloh. H., 2008, S. 36)

In der Anlauf-Phase oder lag-Pase (engl. lag=Verzégerung) werden Enzyme und
Transportsysteme ausgebildet um die angebotenen Substrate zu verwerten. Die
Bakterien vermehren sich in dieser Phase nur langsam. In der exponentiellen
Phase kommt es zur maximalen Wachstumsrate bei optimaler Nutzung der ange-
botenen Nahrstoffe. Das Wachstum schreitet fort, bis das Substrat verbraucht ist
und geht dann in die stationdre Wachstumsphase Uber. Es findet kein weiteres
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Wachstum mehr statt, da durch die Stoffumsetzung die Lebensbedingungen flr
die Keime verschlechtert sind. In der Absterbephase kommt es zur Abnahme der
Lebendzellzahl. Die Bakterien sterben ab und kénnen sich auch in frischem Sub-
strat nicht mehr vermehren. Einige Bakterien kénnen in dieser Phase Dauer-
formen bilden um diese schlechten Bedingungen zu Uberleben (Cypionka, H.,
2005, S. 94f).

Fir das Wachstum und die Vermehrung von Mikroorganismen sind bestimmte
Wachstumsbedingungen notwendig. Je nach Beschaffenheit des Substrates, kann
dieses das Wachstum von Mikroorganismen begunstigen oder unterdriicken und

somit verderbnisférdernd bzw. verderbnishemmend wirken.

Im Folgenden werden die wichtigsten Wachstumsbedingungen fur Mikroorganis-

men aufgefuhrt.

H-Wert

Je nach pH-Optimum unterscheidet man acidophile, neutrophile und alkaliphile
Organismen (Fuchs, G., 2007, S. 161f). Die meisten Mikroorganismen haben ihr
pH-Optimum im schwach sauren bis neutralen Bereich von etwa pH 5 - 8. Wie aus
Tabelle 3 zu entnehmen ist, liegt das pH-Minimum bei den meisten Verderbnis
erregenden Organismen in Bereichen von pH 4 — 5 und das pH-Maximum bei
Werten von 8 — 9. Hefen und Schimmelpilze sind pH-stabil und wachsen auch in
pH-Bereichen von 1 - 9 (Kramer, J., 2007, S. 136).

Wie bereits in Kapitel 2.1.2 beschrieben, besitzen Fruchtséafte haufig einen pH-
Wert zwischen 2,5 — 4,5. Dadurch wird das Wachstum der meisten Mikroorganis-
men unterdrickt. Einen Fruchtsaftverderb kénnen daher nur acidophile und acido-
tolerante Mikroorganismen hervorrufen (Back, W., 2000, S. 2).
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Tab. 3: pH-Werte fiir das Wachstum von Mikroorganismen

Mikroorganismen Minimum Maximum Sauretoleranz
(Beispiele) pH pH
Micrococcus sp. 5,6 8,1 Geringe
Pseudomonas aeruginosa 5,6 8.0 Sauretoleranz
Bacillus stearothermophilus 5,2 9,2 pH i, > 50
Clostridium botulinum Typ E 50-5,2 Mittlere
Clostridium sporogenes 5.0 9,0 Sauretoleranz
Clostridium perfringens 5,0 83 pH, i, 5,0-4,0
Campylobacter jejuni 4,9 8,0
Listeria monocytogenes 4.5 9,0
Yersinia enterocolitica 4,5 9,0
Vibrio parahaemolyticus 4,8 11,0
Clostridium botulinum 4.5 8,5
Typ A, B
Staphylococcus aureus 4,0 9,8
Salmonellen 4,0-4,5 8,0-9,0
Escherichia coli 4.4 9,0
Proteus vulgaris 4.4 9,2
Streptococcus lactis 4,3-4,8 9,2
Bacillus cereus 4,3-4,9 9,3
Milchsaurebakterien Hohe
Lactobacillus spp. 3,8-4,4 T Sauretoleranz
Essigsédurebakterien pH_ . <40
Acetobacter acidophilu 2.6 4,3
Alicyclobacillus acidoterrestris,
A. acidocaldarius 2,2 6,0
Hefen
Saccharomyces cerevisiae 2,3 8,6
Pilze
Penicillium italicum 1,9 9,3
Aspergillus oryzae 1,6 - 9,3 % h

(Quelle: Kramer, J., 2007, S. 138)

Redoxpotential

Das Redoxpotential (En) beschreibt das Verhéltnis von oxidierten und reduzierten

Stoffen. Ein  hohes Redoxpotential weist auf ein sauerstoffreiches Milieu hin

wahrend ein niedriges Redoxpotential bei geringen Sauerstoffmengen vorliegt.

Der Sauerstoffbedarf von Bakterien kann art- und stammspezifisch stark variieren.

Aerobe Mikroorganismen benétigen hohe En-Werte in Bereichen von +100mV -

+500mV. Fakultativ anaerobe Mikroorganismen tolerieren dagegen sowohl

positive als auch negative En-Werte fir das Wachstum. Anaeroben Organismen
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wachsen nur bei sehr geringen Ex-Werten von etwa -300mV (Kramer, J., 2007, S.
142).

Frucht- und Gemusesafte weisen oft erhdhte En-Werte in  Bereichen von
+300mV — +400mV auf (ebd.). Aus diesem Grund kann es an der Oberflache von
Fruchtséaften durch eine gute Sauerstoffversorgung zum Wachstum von Hefen und
Schimmelpilzen sowie Essigsdurebakterien kommen, da diese zur Gruppe der
Aerobier gehéren. Milchsaurebakterien sind mikroaerophil und kénnen sich somit
in Fruchtsaften gut vermehren, falls die pH-Werte dies zulassen (Back, W., 2008,
S. 77). Ebenso ist ein Verderb durch Alicyclobacillus spp. méglich, da diese zur
Gruppe der obligat aeroben Organismen gehdren. Bei Sauerstoffausschluss kdn-
nen vegetative Zellen sporulieren und anschlieBend unter ginstigen, aeroben Be-
dingungen auskeimen (Yokota, A. et al., 2007, S. 21).

Wasseraktivitat

Die Wasseraktivitat (ay-Wert) ist ein MaB flr das frei verfiUgbare Wasser in einem
Lebensmittel. Sie ist definiert als Quotient des Wasserdampfdruckes Uber einem
Lebensmittelsubstrat (p) zu dem Wasserdampfdruck Gber reinem Wasser (po) bei
der gleichen Temperatur (aw = p/po) (Jay. J. M., 2005, S. 45).

Mikroorganismen benétigen flr die Stoffwechselaktivitat freies Wasser, ein
Wasserentzug fuhrt zur Verlangsamung des Wachstums. Lebensmittelinhaltsstoffe
wie Zucker, Salz oder Proteine binden das frei verfigbare Wasser. Dieses steht

somit den Mikroorganismen nicht mehr zur Verfigung.

Lebensmittel mit einem a,-Wert >0,95 gelten als leicht verderblich. Mittelgradig
verderbliche Lebensmittel sind gekennzeichnet durch a,-Werte in Bereichen
zwischen <0,95 und >0,91. Kaum verderblichen Lebensmitteln besitzen a,-Werte
unter 0,90 (Kramer, J., 2007, S.139ff). Bei einem a,-Wert von <0,60 ist das
Wachstum aller Mikroorganismen gehemmt (Kopra, N., 2006, S. 3).
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Abbildung 2 verdeutlicht den Einfluss der Wasseraktivitat auf das Wachstum der

Mikroorganismen.

Wasser- a iiber 0,98:
aktivitat (a) fast alle Mikroben vermehren
1.00 sich gut

ay unter 0,95:
Schimmelpilze und Hefen
wachsen; Bakterien wie
Staphylokokken vermehren
sich nur noch langsam

0,90

0,80

ay, unter 0,85:

Erreger von Lebensmittel-
infektionen vermehren sich
nicht mehr; xerotolerante
Schimmelpilze und Hefen,
sowie salztolerante Bakterien
wachsen noch

0,70

0,60

0,50

ay, unter 0,60:
kein Wachstum von Mikro-

0,40 — organismen mehr moglich

0,30 M Keimarten in der Natur B Keimarten in Lebensmitteln

@

Abb. 2: Einfluss der Wasseraktivitit auf das Wachstum von Mirkoorganismen
(Quelle: Keweloh. H., 2008, S. 111)

In Saften und Saftkonzentraten liegen hohe Zuckergehalte vor. Zudem kann durch
Konzentrierprozesse der Trockensubstanzgehalt auf 60% — 75% erhéht werden.
Die Wasseraktivitat sinkt damit auf Werte von 0,73 — 0,94 ab. Ein Konzentrat-
verderb durch Bakterien ist daher selten (Schobinger, U., 2001, S. 314).
Osmotolerante Hefen hingegen, sind in der Lage, sich auch in hdchst-
konzentrierten Zuckerldsungen zu vermehren. Die mit der Garung verbundene
CO.-Bildung kann somit zum Platzen des Vorratsbehalters fihren (ebd., S. 516).
Durch unsachgeméaBe Lagerung von Saften und Konzentraten in Behaltern mit
Wasserresten oder durch Schwitzwasserbildung wird die Oberflache der Substrate
stark verdinnt. Durch die Erhéhung des a,-Wertes und die optimale Sauerstoff-
versorgung ist eine Besiedlung der Oberflache mit Bakterien, Hefen oder
Schimmelpilzen mdglich (Dittrich, H. H., 1998, S. 59f).
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Temperatur

Hinsichtlich ihrer Temperaturanspriche verhalten sich Mikroorganismen ver-
schieden. Nach ihren Temperaturbereichen teilt man sie in vier Gruppen ein, wie

auch in Abbildung 3 verdeutlicht wird.

Psychrophile Mikroorganismen haben ihr Wachstumsoptimum bei 12°C - 15°C,
wachsen jedoch auch unter 0°C. Psychrotolerante Bakterien wachsen optimal in
Temperaturbereichen von 25°C - 30°C. Mesophile Organismen haben ihr Opti-
mum bei 30°C — 40°C und thermophile Mikroorganismen vermehren sich am bes-
ten bei 55°C - 75°C (Kramer, J., 2007, S. 143f).

Woachstums- & Kiihlschrank- Raum- Kérper-

geschwin- temperatur  temperatur temperatur
digkeit

Thermophile

Mesophile

Psychro-
tolerante
Psychro-
phile

T ™ T T T T T T T
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temperatur in °C

@

Abb. 3: Einteilung der Mikroorganismen nach ihrem Temperaturverhalten
(Quelle: Keweloh. H., 2008, S. 103)

Alicyclobazillen gehéren zur Gruppe der thermophilen Mikroorganismen und ver-
mehren sich in Bereichen von 20°C - 70°C. Das Wachstumsoptimum liegt zwi-
schen 40°C - 60°C (Yokota, A. et al., 2007, S. 14). Alicyclobacillus acidoterrestris
bildet hitzeresistente Sporen, sodass auch in pasteurisierten Getranken mit dem
Vorkommen zu rechnen ist (ebd., S. 24).
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Néahrstoffangebot

Mikroorganismen kdénnen sich in Lebensmitteln nur dann vermehren, wenn ein
bestimmtes Nahrstoffangebot zur Verfligung steht. Safte und Saftkonzentrate sind
komplexe Substrate und enthalten somit eine Vielzahl wichtiger Substanzen (Kapi-
tel 2.1.1). Somit stellen Fruchtsafte einen optimalen Nahrboden fir viele Mikroor-

ganismen dar.

2.1.4 Die Infektion der Safte

Far die mikrobielle Infektion der Séfte gibt es zwei Hauptinfektionsquellen. Zum
einen ist dies der Keimgehalt der verarbeiteten Frichte und zum anderen die In-
fektionsmdglichkeit im Betrieb.

Auf der Oberflache von Frichten und Blattern befindet sich eine Vielzahl von
Mikroorganismen. Werden diese Mikroorganismen durch fauliges oder verun-
reinigtes Obst in die Betriebe eingeschleppt, kann dies schnell zu einer Konta-
mination der Safte filhren und somit zum Verderb.

Das Vorkommen der Mikroorganismen unterliegt jahreszeitlichen Schwankungen.
Die Hefezahlen nehmen beispielsweise gegen Herbst zu, wahrend Milchsaure-
bakterien bereits Ende Juni bis Mitte Juli ihr Maximum erreichen und das Vor-
kommen der Essigsaurebakterien hauptsachlich Ende Juni zu verzeichnen ist.

Die Verteilung der Mikroorganismen ist meist nicht gleichmaBig. Viele Hefen be-
finden sich in kleinen Rissen, aus denen Saft austritt. Durch diese Bedingungen
koénnen sich die Hefen dort gut vermehren. Auf der Fruchtoberflache befinden sich
dagegen nur wenige Hefen, da sich diese dort nicht vermehren kénnen. Verletzte

Frichte weisen somit h6here Mikroorganismenzahlen auf.

Der Erdboden ist ein natdrlicher Lebensraum der Mikroorganismen. Durch Erde
erfolgt nicht nur eine Kontamination der Frichte mit Schimmelpilzen und Hefen
sondern auch mit Bakterien. Dazu gehéren vor allem die aeroben Sporenbildner
der Gattung Bacillus sowie die anaeroben Sporenbildner der Gattung Clostridium.
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Mit Zunahme der Keimgehalte steigt die Infektions- und Verderbnisgefahr der
Séafte. Grundsétzlich sollte verletztes, angefaultes sowie mit Erde verunreinigtes
Fallobst aufgrund der hohen Keimgehalte nicht zur Versaftung genutzt werden
(Schobinger, U., 2001, S. 520f).

Infektionsmdglichkeiten im Betrieb ergeben sich beim Bearbeiten und Abflllen der
Safte. Hier kdnnen beispielsweise Flllventile, Zentrifugen, Verdampfer oder
Plattenerhitzer Infektionsquellen sein. Beim Abfillen der Safte kdnnen diese mit
Mikroorganismen aus Leitungen und Geréaten belastet werden. Eine Verkeimung
kann auch durch mangelhaft gereinigte Flaschen und Flaschenverschlisse er-
folgen. Bei erhéhten Temperaturen kommt es zu einer schnellen Vermehrung der
Mikroorganismen und somit zum Verderb des Saftes.

Kurze Verweilzeiten, niedrige Verarbeitungstemperaturen und grindliche Reini-
gung und Desinfektion sowie die Einhaltung der Hygienevorschriften durch das
Personal sind daher unbedingt notwendig um die Keimzahlen mdéglichst gering zu
halten (ebd., S. 523f).
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2.2 Alicyclobacillus spp.

Wie bereits in Kapitel 2.1.2 erwahnt, gehéren zu den getrankeschadigenden
Mikroorganismen die aeroben Sporenbildner.

Ein Fruchtsaftverderb wird haufig ausgelést durch die aeroben Sporenbildner der
Gattung Alicyclobacillus spp.

Zur Gattung Alicyclobacillus spp. gehéren die Spezies: Alicyclobacillus (A.) aci-
diphilus, A. acidoterrestris, A. acidocaldarius, A. cycloheptanicus, A. disulfidooxy-
dans, A. herbarius, A. hesperidum, A. pomorum, A. sendaiensis, A. tolerans und
A. vulcanalais (Baumgart, J., 2008, S. 4429).

2.2.1 Eigenschaften

Morphologische Merkmale:

Vegetative Zellen der Gattung Alicyclobacillus spp. sind bewegliche Stdbchen mit
elliptischen Endosporen, welche durchschnittlich 0,7um — 1um breit und 3um —
5um lang sind. Die Sporenposition ist terminal oder subterminal. Abhéngig von

der Spezies sind die Sporangien geschwollen.

Die Anordnung der Zellen zu Ketten erfolgt selten. Die Zellen sind gram-positiv bis

gram-variabel.

Die GréBe der Bakterienkolonien ist abhdngig vom Wachstumsmedium und er-
reicht beispielsweise auf YSG-Agar bei optimalen Temperaturen zwischen 2mm —
5mm, unter der Agaroberflache aufgrund des niedrigen Sauerstoffgehalts 0,5mm —
imm. Die Form der gebildeten Kolonien ist meist rund. Die Farbe der Kolonien
variiert zwischen weif3 und beige und wird zunehmend dunkler, je langer die Be-
britungsdauer (Yokota, A. et al., 2007, S. 13).
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Abbildung 4 zeigt die morphologischen Merkmale verschiedener Spezies der Gat-

tung Alicyclobacillus spp.

Alieyelobacillus : : ) "
A. pomorum - : A. acidocaldarius A. acidoterrestris
genomic species 1

Abb. 4: Morphologische Merkmale von Alicyclobacillus spp.
(Quelle: Yokota, A. et al., 2007, S. 13)

Physiologische und biochemische Merkmale:

Die Gattung Alicyclobacillus spp. gehért zu den apathogenen, strikt aeroben,

acidophilen und thermophilen Organismen.

Sie vermehren sich im Temperaturbereich zwischen 20°C - 70°C und haben ihr
Wachstumsoptimum bei 40°C - 60°C. Da sie zu den acidophilen Sporenbildnern
gehbéren, sind sie in der Lage sich bei pH-Werten zwischen 2,0 — 6,0 zu ver-
mehren. Das pH-Optimum liegt zwischen 3,5 - 4,5 (Yokota, A. et al., 2007, S. 14f).

Alicyclobazillen gehéren zur Gruppe der obligat aeroben Organismen. Abhangig
von der Spezies reichen jedoch Sauerstoffmengen von 0,1% aus, um Zellwachs-
tum hervorzurufen. Zudem sind vegetative Zellen in der Lage unter Sauerstoffaus-

schluss zu sporulieren (ebd., S. 21).
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Die Sporen sind hitzeresistent und Uberleben den normalen Pasteurisationspro-
zess der Saftherstellung. Aus diesem Grund ist auch in pasteurisierten Getranken
mit dem Vorkommen zu rechnen. Wenn Sauregehalt und Temperaturen dies zu-
lassen, kdnnen die Sporen auskeimen und einen Saftverderb hervorrufen (ebd., S
24f).

Typisch fir den Genus Alicyclobacillus spp. ist die Bildung zwei verschiedener w-
alicyclischer Fettsauren in den Membranen: w-Cyclohexyl bzw. w-Cycloheptyl.
Diese Fettsauren treten nur selten auf und wurden nur in wenigen Bakterien-
kulturen nachgewiesen. Die Anwesenheit dieser w-alicyclischen Fettsauren er-
leichtert den Bakterien das Uberleben unter acidophilen und termophilen Bedin-
gungen (ebd., S. 14).

2.2.2 Vorkommen und Bedeutung

Die Sporenbildner der Gattung Alicyclobacillus spp. kommen vorwiegend in
heiBen Quellen sowie im Erdboden vor. Bei der Ernte kénnen die Bakterien tber
den Staub an die Oberflache von Friichten gelangen und somit die Ursache fir
den Verderb von Fruchtsaften, Fruchtsaftkonzentraten oder alkoholfreien Er-
frischungsgetranken mit Fruchtzusatz sein (Baumgart, J., 2004, S. 184).

A. acidocaldarius, A. cycloheptanicus und A. acidophilus sind die Arten, die einen
Verderb verursachen kdnnen. Die gréBte Bedeutung fur die Fruchtsaftindustrie hat
jedoch A. acidoterrestris. Diese Spezies wurde erstmals in den 80er Jahren mit
dem Verderb von pasteurisierten Fruchtsaften in Verbindung gebracht und er-
langte eine bedeutende Rolle fir die Hersteller von Fruchtsaftgetranken (Yokota,
A. et al., 2007, S. 6).

Weltweit wurde diese Spezies aus zahlreichen Getrankerohstoffen und Séften, wie
beispielsweise Traubensaft, Apfelsaft, Tomatensaft, Citrussaften sowie Eistee,
isoliert. In Deutschland wurde dieser Verderber hauptsachlich in Apfelsaft-
konzentraten und pasteurisiertem Apfelsaft nachgewiesen (Baumgart, J., 2004, S.
184).
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Ein Verderb der Produkte &uBert sich durch einen fremdartig chemisch-
phenolischen Geruch und Geschmack. Dieser wird hervorgerufen durch die Bil-
dung der Stoffwechselprodukte Guajakol, 2,6-Dibromphenol und 2,6-Dichlorphenol
(Yokota, A. et al., 2007, S. 37).

Die Strukturformeln dieser Verbindungen sind in Abbildung 5 dargestellt.

OH OH OH

Guaiacol 2,6-Dibromophenol 2,6-Dichlorophenol

Abb. 5: Strukturformeln der Geruchskomponenten
(Quelle: Yokota, A. et al., 2007, S. 37)

Guajakol ist die signifikanteste Komponente. Es ist charakterisiert durch einen
sauren und rauchig-medizinischen Geruch. Bereits geringste Mengen sind senso-
risch wahrnehmbar, denn die Aromaschwelle liegt bei 1ppb Guajakol in Wasser
bzw. 10ppb Guajakol in Orangensaft. 2,6-Dibromphenol und 2,6-Dichlorphenol
verursachen ebenfalls diesen ,medizinischen” Geruch. Die Aromaschwellen liegen
hier bei 0,5ng/L bzw. 6,2ng/L (Yokota, A. et al., 2007, S. 37ff).

Voraussetzung fir die Bildung dieser Komponenten ist das Vorhandensein von
Sauerstoff (ca. 3,2mg/l), pH-Werte zwischen 3,0 und 5,0 sowie eine Lagertempe-
ratur von tber 25°C (Schobinger, U., 2001, S. 511). Aus diesem Grund haben Ali-
cyclobazillen vor allem in tropischen Landern groBe Bedeutung, kénnen jedoch
auch bei uns zu Problemen fihren, wenn Getranke nach der HeiBabfullung fur
langere Zeit hohen Temperaturen ausgesetzt sind (Back, W., 2008, S. 107).
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Eine groBe Herausforderung fiir die Fruchtsaftindustrie ist, wie bereits im vorheri-
gen Kapitel erwahnt, die Hitzeresistenz der Sporen.

Wie in Tabelle 4 dargestellt, betragt der Dgsc-Wert in Orangensaftkonzentraten je
nach Stamm 60,8min — 94,5min. Der Dgo-c Wert liegt bei 10,0min — 12,0min und
der Dgsc-Wert betragt 2,5min — 8,7min. Somit reichen die handelslblichen Pas-
teurisationsprozesse von 90°C — 95°C fur 15s — 20s nicht aus, um die Sporen ab-
zutéten (Yokota, A. et al., 2007, S. 25).

In alkoholhaltigen Getranken mit einem Alkoholgehalt von mindestens 6% keimen
die Sporen jedoch nicht aus (ebd., S. 23).

Tab. 4: Hitzeresistenz von Alicyclobacillus-Sporen in Orangensaftkonzentrat

Spain ~ Dwalue(min)  zvalue
' 85 °C 90 °C g5 0
No.46* 60.8 10.0 2.5 7.2
No.70* 67.3 15.6 8.7 11.3
No.145* 94.5 20.6 3.8 T2
DSM2498 50.0 16.9 2.7 79

(Quelle: Yokota, A. et al., 2007, S. 25)

Ein weiteres bedeutendes Problem fir die Fruchtsaftindustrie ist der nicht sicht-
bare Verderb der Produkte. A. acidoterrestris produziert wahrend des Wachstums
kein Gas. Somit kann ein verkaufsfertiges Produkt wahrend der Lagerung unbe-
merkt verderben, da es nicht zur Bombage des Behaltnisses kommt. Den hervor-
gerufenen ,Off-Flavour* bemerkt der Verbraucher erst nach dem Offnen der
Packung (Maldonado, M.C. et al., 2008, S. 141ff).

Aufgrund dieser Tatsache ist es unbedingt notwendig, dass die Hersteller von
Fruchtsaftgetranken ihre Produkte regelmaBig kontrollieren lassen, um eine Ver-
kehrsféhigkeit der Safte zu garantieren und die Zufriedenheit der Kunden nicht zu
beeintrachtigen.
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2.2.3 Untersuchungsmethoden

Durch Filtrationen oder Anreicherungen mittels geeigneter Selektivmedien unter
Beachtung bestimmter Inkubationsbedingungen wird der Nachweis von Alicyclo-

bacillus spp. ermdglicht.

Dabei ist es wichtig, zwischen filtrierbaren und nicht filtrierbaren Produkten zu
unterscheiden. Bei der Filtrationsmethode wirden beispielsweise feste Bestandtei-
le in den zu untersuchenden Saften zur Verstopfung der Filter flihren. Eine Filtra-

tion ist somit nicht mdéglich.

Die IFU-Methode Nr. 12 (Internationale Fruchtsaft Union) unterscheidet folgende

Routineverfahren:

1. Presence-Absence-Test:

Dieses Verfahren wird hauptsachlich flr nicht filtrierbare Produkte verwendet. Bei
dieser Methode werden mindestens 10g des Produktes in 90ml BAT-
Anreicherungsbouillon far Alicyclobacillus spp. angereichert. Dazu sollte nach
Madglichkeit ein Weithalskolben verwendet werden, da es sich um obligat aerobe
Organismen handelt. Um vegetative Zellen zu deaktivieren und die Sporenbildner
zu aktivieren wird die Probe erhitzt. Dazu wird die Anreicherung in einem 80°C
heiBen Wasserbad flr 10min erwarmt und anschlieBend in einem kalten Wasser-
bad schnellstméglich auf ca. 45°C abgekuhlt. Die Anreicherungsbouillon wird bei
45+1°C fiir sieben Tage bebriitet. AnschlieBend erfolgt ein Osenausstrich auf
BAT-Agar (pH 4,0) und auf neutralem PC-Agar (pH 7,0). Diese Medien werden
ebenfalls bei 45+1°C fur weitere drei - finf Tage inkubiert. Zum Schutz vor Aus-
trocknung sollten die Petrischalen in einer PlastiktUte verpackt werden. Die Petri-
schalen werden taglich auf Wachstum Gberprift.

Erfolgt innerhalb von finf Tagen ein Wachstum auf BAT-Agar, jedoch nicht auf
PC-Agar, gilt die Probe als Alicyclobacillus spp. positiv (IFU-Method No. 12, Jan.
2004/Feb. 2006, S. 2f).
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Angabe des Ergebnisses - qualitativ: positiv/10g bzw. negativ/10g

Ein positives Ergebnis gibt jedoch keine Auskunft, um welche Spezies der Gattung
Alicyclobacillus spp. es sich genau handelt.

2. Membranfiltration:

Diese Methode kann nur bei filtrierbaren Flissigkeiten angewendet werden. Bei
diesem Verfahren werden Ublicherweise 100ml der erhitzten Probe bzw. 10ml
Konzentrat (1:10 Verdinnung mit A. dest.) Uber einen sterilen Filter mit einem
Porendurchmesser von 0,45um filtriert. Sollten in der Probe Bakterien vorhanden
sein, befinden sich diese nach der Filtration auf dem entsprechenden Filterpapier.
Die Filtermembran wird anschlieBend auf eine Petrischale mit BAT-Agar gelegt
und bei 451 °C fir drei - finf Tage bebritet. Sichtbare Kolonien kénnen nach der
Inkubationszeit ausgezahlt werden.

Zur Bestatigung erfolgt auch hier ein Osenausstrich auf BAT-Agar (pH 4,0) und
neutralem PC-Agar (pH 7,0) und eine Bebritung dieser Medien bei 45£1°C flr
weitere drei - finf Tage.

Erfolgt innerhalb von finf Tagen ein Wachstum auf BAT-Agar, jedoch nicht auf
PC-Agar, gilt die Probe als Alicyclobacillus spp. positiv (IFU-Method No. 12, Jan.
2004/Feb. 2006, S. 2f).

Angabe des Ergebnisses - quantitativ: KbE/10g bzw. <1/10g

Auch ein Ergebnis >1/10g sagt nicht aus, ob es sich tatsachlich um die Alicyclo-
bazillen handelt, die den ,Off-Flavour® hervorrufen.

3. Spatelverfahren:

Auch diese Methode wird mit einer vorher erhitzten (80°C, 10min, Kihlung auf ca.
45°C) Probe durchgefuhrt. Es werden von einer 1:10 Verdinnung mit physika-
lischer Kochsalzlésung 0,1ml auf BAT-Medium gegeben und mit einem sterilen
Spatel ausgespatelt. Die Bebritung der BAT-Platten erfolgt bei 45+1°C flir zwei -
funf Tage.

29



2. Theoretische Grundlagen

Zur Bestatigung, ob es sich tatsachlich um Alicyclobacillus spp. handelt, werden
verdachtige Kolonien auf BAT-Agar (pH 4,0) und neutralem PC-Agar (pH 7,0) aus-
gestrichen und bei 45+1 °C flr zwei - finf Tage bebritet.

Auf PC-Agar erfolgt auch hier keine Vermehrung der Gattung Alicyclobacillus spp.
(IFU-Method No. 12, Sept. 2004, S. 4).

4. Peroxidase-Test zum Nachweis der Guajakol-Produktion:

Der Guajakol-Nachweis ist ein biochemischer Test zum Nachweis der Alicyclo-
bacillus-Stdmme mit besonderem Potential zur Getrankeschadigung. Auch dieser
Test ist Bestandteil der IFU-Methode Nr. 12 (Sept. 2004).

Durch die oben beschriebenen, klassischen Untersuchungsmethoden mit BAT-
Anreicherungsbouillon und BAT-Agar kann nur die gesamte Gruppe der Alicyclo-
bacillus-Bakterien nachgewiesen werden. Der Guajakol-Test ermdéglicht es, die
Bakterien der Gattung Alicyclobacillus spp. hinsichtlich ihres Geféahrdungs-
potentials zu differenzieren.

Das Testprinzip beruht auf einer enzymatischen Reaktion, bei welcher der farblose
Stoff Guajakol in einen braun gefarbten Komplex umgewandelt wird. AnschlieBend
ist eine einfache visuelle Auswertung maglich.

Zur Durchfihrung des Tests wird eine ausreichende Menge der zu untersuchen-
den Kolonien mit einer sterilen Impfése in BAT-IB (auf Basis BAT-Bouillon) sus-
pendiert und fir mindestens drei Stunden bei 45+1 °C inkubiert. AnschlieBend wer-
den 1mL Pufferlésung, 20ul Wasserstoffperoxid und 20ul Enzymlésung zugege-
ben. Die Testlésung wird gut gemischt und bei Raumtemperatur 5min — 10min ste-
hen gelassen. Sofern eine deutliche Braunfarbung der Testlésung im Vergleich zur
Negativkontrolle sichtbar ist, liegen getrankeschadigende Bakterien mit hohem
Potential zur Fehlaromabildung vor. Sollte der Farbwechsel nicht eindeutig sein,
muss eine weitere Inkubation von 24 Stunden erfolgen (Fa. Déhler GmbH, Sept.
2006).
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Da die beschriebenen kulturellen Untersuchungsmethoden einen hohen Zeitauf-
wand (bis zu zwolf Tage) erfordern und der Zeitfaktor eine immer gréBere Rolle

spielt, ist es wichtig, geeignete Alternativen zu finden.

Die A.lLJ.N. (Association of the Industries of Juices and Nectars from Fruits and
Vegetables of the European Union) empfiehlt hier unter anderem die Methode der
real-time PCR. Dieses Verfahren liefert ein Untersuchungsergebnis innerhalb

weniger Stunden (A.l.J.N., 2008, S. 24).

Im nachfolgenden Kapitel wird das Verfahren der PCR genauer erlautert.
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2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR (engl. poymerase chain reaction) ist eine in vitro Technik, die es er-
moglicht, vielfache Kopien einer spezifischen Nukleotidsequenz eines bestimmten
Organismus herzustellen. Das Ziel der PCR ist es, bestimmte Sequenzen der
DNA eines Zielorganismus zu vervielfaltigen, um ausreichend Material zur Analyse
und Sequenzierung zu gewinnen (Clark, D. P., 2006, S. 635).

Diese Methode wurde von Kary Mullis entwickelt und erstmals 1985 durch die Ce-
tus Corporation von R. Saiki et al. in Science publiziert (Saiki, R. et al., 1985, S.
1350ff).

Die PCR wird heute vor allem fir klinische Diagnostik, genetische und biologische
Forschung und kriminaltechnische Analysen verwendet (Clark, D. P., 2006, S.
635).

2.3.1 Die Struktur der DNA

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) ist ein in allen Lebewesen vorkommendes
Biomolekdl und Trager der Erbanlagen.

Chemisch gesehen ist die DNA eine Nukleinsaure, deren Einzelbausteine die
Nukleotide sind. Jedes Nukleotid hat drei Bestandteile: den Zucker Desoxyribose,
Phosphorsaure und eine der vier organischen Basen Adenin (A), Cytosin (C),
Guanin (G) und Thymin (T). Die Reihenfolge der vier Basen hat groBe Bedeutung
for die genetischen Informationen. Man nennt diese Reihenfolge der Basen
Basensequenz (Renneberg, R., 2006, S 50).

Die Desoxyribose- und Phosphoreinheiten sind bei jedem Nukleotid gleich. Sie
bilden das Rickrat des Molekils. Das Zuckermolekiil ist ein Pentosering. Es tragt
am 3’-C-Atom eine Hydroxylgruppe, das 5°-C-Atom ist Teil einer Methylgruppe.
Das 3°-C-Atom und das 5°-C-Atom sind die Bindungsstellen fir die Phosphat-
gruppen (Roche Diagnostics GmbH, 1998, S. 10).
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Jeweils zwei Einzelstrange der DNA sind zu einer Doppelhelix gewunden. Diese
werden durch Wasserstoffbrickenbindungen gehalten, welche zwischen den
gegentberliegenden Basen wirken. Thymin bindet immer mit Adenin Uber zwei
Wasserstoffbriicken und Guanin mit Cytosin Gber drei Wasserstoffbriicken (Ren-
neberg, R., 2006, S 50).

Die nachfolgende Abbildung verdeutlicht den Aufbau der DNA.

Wasserstoffbricken

Cytosin (C)

Adenin (A)

Thymin (T)

Guanin (G) —= - im Adenin (A)

Cytosin (C)

Desoxyribose Phosphorsdure
(Zuckermolekl) (Phosphatmolekil)

Abb. 6: Die Struktur der DNA
(Quelle: Roche Diagnostics GmbH, 1998, S.11)

2.3.2 Das Reaktionsprinzip der PCR

Die gesamte Reaktion der PCR verlauft in drei Teilschritten mit jeweils unter-
schiedlichen Temperaturen, die stédndig wiederholt werden. Zuerst wird die DNA-
Doppelhelix in die beiden Einzelstrange aufgetrennt. AnschlieBend werden so ge-
nannte Primer an die Zielsequenz angelagert und schlieBlich wird durch ein
spezielles Enzym, der Taq DNA-Polymerase, der neue DNA-Doppelstrang synthe-
tisiert. Dieser neue DNA-Strang dient im nachsten Zyklus wieder als Vorlage far
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die Synthese (Mackay, I. M., 2007, S. 2f). Diesen Vorgang bezeichnet man als
Kettenreaktion. Somit verdoppelt sich nach jedem Zyklus die Menge der Ziel-DNA.
Nach ca. 30 bis 40 Zyklen verfugt man Uber gentigend Material um einen Nach-
weis der gesuchten DNA durchflhren zu kénnen (Roche Diagnostics GmbH,
1998, S. 13ff).

2.3.3 Die Teilschritte der PCR

1. Schritt: Denaturierung

Der erste Teilschritt der PCR ist die Aufspaltung des DNA-Doppelstrangs in zwei
Einzelstrange. Dies erfolgt bei Temperaturen von 94°C (Milhardt, C., 2006, S.
80ff). Zwischen den Phosphatgruppen und der Desoxyribose herrschen starke ko-
valente Bindungen, die den hohen Temperaturen standhalten. Die Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen den organischen Basen brechen jedoch bei hohen
Temperaturen auf, sodass die beiden Einzelstrange entstehen (Roche Diagnostics
GmbH, 1998, S. 13).

2. Schritt: Annealing

Dieser Prozess findet bei Temperaturen von 50°C - 60°C statt. Hierbei werden zur
Zielsequenz komplementare Primer an die DNA-Einzelstrange angelagert. Diese
Primer sind synthetische Oligonukleotide mit 15 — 20 Basen. Da es sich bei der
DNA um zwei homologe Strange handelt, die Gber die Basenpaarung A-T und G-C
zusammengehalten werden, braucht man zwei Primer - auf jedem Strang einen.
(Clark, D. P., 2006, S. 638). Sie haben die Aufgabe, den Beginn und das Ende der
Zielsequenz zu markieren. Die Primer besitzen ein biotinmarkiertes 5™-Ende,
welches sich an das 3-Ende der Zielsequenz anlagert. Durch die Bindung der
Primer wird somit der Startpunkt flir das Enzym Polymerase festgelegt (Roche Di-
agnostics GmbH, 1998, S. 14).
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3. Schritt: Elongation

Wenn die Primer an die DNA gebunden sind, wird die Temperatur auf 72°C er-
héht. Das ist das Temperaturoptimum der Tag DNA-Polymerase (Mulhardt, C.,
2006, S. 80). Die Tag DNA-Polymerase ist ein Enzym, welches aus dem hitze-
stabilen Bakterienstamm Thermus aquaticus isoliert wird. Diese Polymerase be-
sitzt eine 5°-3"-DNA-Polymeraseaktivitat (ebd., S. 88). Die Polymerase verlangert
nun die Primer, indem sie die komplementaren Nukelotide aneinanderfligt. Die
Verlangerung beginnt jeweils am 3’-Ende der Primer. Somit erhdlt man zwei neue
DNA-Doppelstrange, die mit der DNA-Zielsequenz identisch sind (Roche Di-
agnostics GmbH, 1998, S. 15).

In Abbildung 7 werden die Teilschritte der PCR vereinfacht dargestellt.

Zielsequenz

Zielsequene

Zielsequenz

1. Schritt: Denaturierung des DNA-Doppelstrangs 2. Schritt: Annealing — Bindung der Primer an die Zielsequenz

Zielsequenz
3

. PPAPPRDERPERLTTT L9
CLerpbd ‘
M piotin

mnﬁ““*

Tag DNA
ol.ymerase

PRIMER 2

Biotin W
\

o, e, e b e
—

Zielsequenz

Zielsequen?

3. Schritt: Elongation — Verlangerung der Primer durch Ende des Zyklus: Zwei Kopien der Zielsequenz sind entstanden
Tag DNA-Polymerase

Abb. 7: Die Teilschritte der PCR
(Quelle: Roche Diagnostics GmbH, 1998, S. 13ff); leicht modifiziert
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Waéhrend einer PCR flr Alicyclobacillus spp. binden spezifische Primer an die aus
der Probe isolierte DNA. Wenn Alicyclobacillus-DNA vorhanden ist, wird diese
wahrend der Kettenreaktion vervielféltigt und kann somit nachgewiesen werden.
Die Mindestzellzahl fir dieses Verfahren wird von der A.l.J.N. auf 100KbE pro ml
Probe geschatzt. Aus diesem Grund ist eine Voranreicherung und Inkubation der
Anreicherungsmedien erforderlich (A.l.J.N., 2008, S. 24).

Die Ermittlung der Nachweisgrenze der Polymerase-Kettenreaktion fir Alicyclo-
bacillus spp. und der Vergleich dieses Verfahrens zur IFU-Methode Nr. 12 sind
Teil der Praktischen Arbeit.
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3 Praktischer Teil

In diesem Kapitel wird die praktische Vorgehensweise im Labor, einschlieBlich der

angewandten Untersuchungsmethoden und verwendeten Materialien beschrieben.

3.1 Begriffsbestimmung

Referenzverfahren

Das Referenzverfahren ist ein international anerkanntes und akzeptiertes Ver-
fahren (DIN EN ISO 16140:2003, S. 6).

Alternatives Verfahren

Das alternative Verfahren ist ein Analyseverfahren, das bei einer bestimmten
Kategorie von Produkien den gleichen Analyt nachweist, wie das Referenz-
verfahren (DIN EN I1ISO 16140:2003, S. 5).

Qualitatives Verfahren

Das qualitative Verfahren ist ein Analyseverfahren, aus dem sich das Vorhanden-
sein oder Nichtvorhandensein eines Analyten ergibt, der in einer bestimmten
Probenmenge indirekt oder direkt nachgewiesen werden kann (DIN EN ISO
16140:2003, S. 6).

Quantitatives Verfahren

Das quantitative Verfahren ist ein Analyseverfahren, aus dem sich die Menge des
Analyten ergibt, der in einer bestimmten Probenmenge indirekt oder direkt nach-
gewiesen werden kann (DIN EN ISO 16140:2003, S. 6).
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Validierung eines alternativen Verfahrens

Bei der Validierung eines alternativen Verfahrens geht es darum, einen aus-
reichenden Vertrauensnachweis dafir zu liefern, dass mittels alternativer Ver-
fahren erzielte Ergebnisse mit denen durch das Referenzverfahren gewonnenen
Ergebnissen vergleichbar sind (DIN EN ISO 16140:2003, S. 6).

Verfahrensvergleichsuntersuchung

Die Verfahrensvergleichsuntersuchung ist eine Untersuchung des alternativen
Verfahrens im Vergleich zum Referenzverfahren (EN ISO 16140:2003, S. 5).

3.2 Arbeitsvorschrift fur die Validierung qualitativer Verfahren

Die Arbeitsvorschrift fir die Validierung alternativer Verfahren auf dem Gebiet der
mikrobiologischen Untersuchung von Lebensmitteln und Futtermitteln (DIN EN
ISO 16140:2003) schreibt fir die Validierung eines mikrobiologischen, qualitativen
Verfahrens die Untersuchung von 60 Proben jeder Lebensmittelkategorie vor.
Diese Proben missen mit dem nachzuweisenden Analyt, mit méglichst geringen

Keimzahlen, kontaminiert sein.

Um mindestens 60 Gesamtergebnisse mit jedem Verfahren zu erzielen, missen
die Proben jeweils mit dem Referenzverfahren sowie mit dem vorgeschlagenen

Alternativverfahren untersucht werden.

Wenn bei beiden Verfahren der erste Untersuchungsschritt gleich ist, wie
beispielsweise in diesem Fall die Voranreicherungsbouillon, wird die Doppel-

untersuchung vom zweiten Untersuchungsschritt an durchgefthrt.

Die Untersuchungsdaten aus dem Referenzverfahren und dem Alternativverfahren
werden anschlieBend in einer Tabelle erfasst und es erfolgt die statistische Be-
rechnung und Auswertung der Ergebnisse (DIN EN ISO 16140:2003, S. 8f).
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3.3 Material

3.3.1 Probenmaterial

Bei dem Probenmaterial handelt es sich um verschiedene mit Alicyclobacillus spp.
,haturlich“ kontaminierte Apfel- und Birnensaftkonzentrate unterschiedlicher Pro-
duzenten. Diese wurden von GfL (Gesellschaft fir Lebensmittelforschung GmbH,
LandgrafenstraBe 16, 10787 Berlin) zur Verfigung gestellt. Dabei handelt es sich
um Ruckstellmuster marktfahiger Proben.

Von den verwendeten Saftkonzentraten lagen bereits quantitative Ergebnisse vor,
die vor der Validierung nochmals Uberprift wurden.

Bei den Proben handelt es sich ausschlieBlich um filtrierbare Produkte. Nicht
filtrierbare Produkte sind fir die Validierung der Methodenvergleiche nicht ge-
eignet, da die Animpfkonzentrationen bekannt sein missen. Die Anzahl an Ali-
cyclobacillus spp. kann zwar auch aus nicht filtrierbaren Produkten ermittelt
werden, jedoch kénnen hier aus methodischen Grinden Keimgehalte < 100KbE /

mL nicht ermittelt werden.
Die Proben weisen unterschiedliche Lagerzeiten auf.

Um die DIN EN ISO 16140:2003 zu befolgen, wurden 60 mit Alicyclobacillus spp.
Lhattrlich“ kontaminierte Saftkonzentrat-Proben mit dem qualitativen Verfahren der
IFU-Methode Nr. 12 und mittels real-time PCR flr Alicyclobacillus spp. untersucht.

3.3.2 Bakterienstamme

Fir die Beimpfungsversuche zur Festlegung der Nachweisgrenze der PCR sowie
far die Positivkontrolle in der PCR wurde der Bakterienstamm A. acidoterrestris
ATCC Nr. 49025 verwendet. Durch regelmaBiges Ausstreichen auf frischem BAT-
Agar wurde gewahrleistet, dass die Arbeitskulturen fir jeden Versuch ,frisch* wa-

ren.
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3.3.3 Nahrmedien und Reagenzien

Nachfolgend werden die fir die kulturellen Methoden sowie fir die real-time PCR

verwendeten Nahrmedien und Reagenzien aufgefihrt und es wird die Zusammen-

setzung der Medien beschrieben.

Nahrmedien und Reagenzien fur die kulturellen Methoden

BAT-Anreicherungsbouillon (Fa. Déhler GmbH)

BAT-Agar (LADR GmbH)

PC-Agar (Heipha Dr. Muller GmbH)

Mc Farland-Lésung 0,5 (bio Merieux)

NaCl-Verdinnungslésung (LADR GmbH)

Zusammensetzung und Herstellung des BAT-Mediums

A.

CaClz x H20

MgSO4 x 7 H0O
(NH4)2SO4

KH2PO4

Hefeextrakt

Glucose
Spurenelementlésung
A. dest

0,25 ¢
0,50 ¢
0,20 g
3,009
2,009
5,00 g
1,00 mL
500 mL

Den pH-Wert mit 1 N H.SO4 oder 1 N NaOH auf 4,0 einstellen, anschlie-

Bend fur 15 min bei 121 °C autoklavieren und auf 50°C abk(hlen lassen.

Agar
A. dest

15-20 g
500 mL

Autoklavieren (15 min bei 121 °C) und abkihlen lassen auf 50°C.
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C. Spurenelementlésung

CaCl, x H.O 0,66 g
ZnS0O4 x 7 H0 0,18 g
CuSO4 x 5 HO 0,16 ¢
MnSO4 x H.O 0,15¢
CoCl> x 5 H.O 0,18 ¢g
H3;BO; 0,109
Na,MoO4 x 2 H,O 0,309
A. dest 1000 mL

Die Spurenelementlésung autoklavieren und im Kihlschrank aufbewahren.

Aseptisch gleiche Volumina von A und B mischen und in sterile Petri-
schalen ausgieBen. (IFU-Method No. 12, Jan. 2004/Feb. 2006, S. 6)

BAT-Agar sowie BAT-Bouillon sind Selektivnahrmedien zum Nachweis von Ali-
cyclobacillus spp. Der niedrige pH-Wert in Kombination mit den hohen Inku-
bationstemperaturen hemmt das Wachstum der Begleitflora. Alicyclobazillen sind
jedoch in der Lage, diese Kulturbedingungen optimal fir ihr Wachstum zu nutzen.

Zusammensetzung PC-Agar

Caseinpepton 5,009
Hefeextrakt 2,509
Glucose 1,00 ¢
Agar 9,009
Leitungswasser 1000 mL

pH-Wert 7,0 £ 0,2

Den Agar fir 15min bei 121°C autoklavieren und abkihlen lassen (Oxoid Hand-
buch, S. 263).
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PC-Agar ist ein neutrales Nahrmedium, welches hauptséchlich zur Bestimmung

der mesophilen, aeroben Keimzahl in Milchprodukten, Wasser und diversen
Lebensmitteln verwendet wird (Oxoid Handbuch, S. 263).

Reagenzien fur die Durchfiihrung der real-time PCR

Isolierung und Reinigung der DNA

Die verwendeten Reagenzien sind Bestandteil des High-Pure PCR Template

Preparation Kit, der Fa. Roche Diagnostics, Mannheim.

Im Kit enthalten sind:

Proteinase K
(als Lyophilisat zum Auflésen in 4,5ml doppelt destilliertem Wasser)

Binding Buffer (Bindungspuffer)

(6M guanidine-HCI, 10mM urea, 10mM Tris-HCI, 20% Triton-X-100, pH 4,4 bei
25°C)

Inhibitor Removal Buffer (Entfernungspuffer)

(5M guanidine-HCI, 20mM Tris-HCI, pH 6,6 bei 25°C; Endkonzentration nach
Zugabe von 20mL Ethanol)

Wash Buffer (Waschpuffer)
(20mM NaCl, 2mM Tris-HCI, pH 7,5 bei 25°C; Endkonzentration nach Zugabe
von 80mL Ethanol)

Elution Buffer (Elutionspuffer)
(10mM Tris-HCI, pH 8,5 bei 25°C; vor Gebrauch auf 70°C erwarmen)
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Weiterhin wurde bendtigt:
e Ethanol

e |sopropanol (100%)

Amplifikation der DNA

Die verwendeten Reagenzien wurden von der Firma Roche Diagnostics GmbH
aus Mannheim bezogen und sind Bestandteil des Light Cycler Tag Man Master
Kit.

Im Kit enthalten sind:

e Light Cycler Tag Man Master H,O PCR-grade

e Light Cycler Tag Man Master 5xconc. Master Mix
(enthélt: FastStart Taqg DNA Polymerase, reaction buffer (PCR-Puffer), MgCls,
dNTP-Mix)

Zusatzlich wurden die entsprechenden Primer bendtigt.

Es wurden die von der Firma Metabion nach einer Veréffentlichung von
Christopher J. Connor et al. im ,International Journal of Food Microbiology*, 2005,
fir die LADR GmbH hergestellten Primer CC16S-F und CC16S-R sowie die
CC16S-Probe eingesetzt. Die Primer eignen sich zur Amplifikation der DNA von
Alicyclobacillus spp. (Connor, C.J. et al., 2005, S. 231ff).

e Primer CC16S-F (Metabion)
Sequenz: 5-CGT AGT TCG GAT TGC AGGC-3

e Primer CC16S-R (Metabion)
Sequenz: 5-GTG TTG CCG ACT CTC GTG-3°

e Probe CC16S (Metabion)
Sequenz: 5-CGG AAT TGC TAG TAATCGC-3
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3.3.4 Gerate, Hilfsmittel und Chemikalien

In diesem Abschnitt werden alle Gerate, Hilfsmittel und Chemikalien aufgeflihrt,
die far den Nachweis von Alicyclobacillus spp. mittels kultureller Methoden und
real-time PCR benétigt wurden.

Gerate

e Kiuhlschrank 5°C (Liebherr profiline)
e Waage (AND EK-2000)

e Wasserbad 80°C (GFL)

e Wasserbad 45°C (GFL)

e Brutschrank 45°C (Memmert)

e Filtrationsanlage (Faster BHA 36)

Dreifach-Absaugvorrichtung
Absaug-Pumpe
100mL-Aufsatz
Filtermembran

Silikon-Flachringe
e Vortexer Genius 3 (IKA)
e Vortexer (Jahnke + Kunkel IKA Labortechnik VF2)
e Heizblock (Techne DRI-Block DB-2D)
e Thermomixer 5436 (Eppendorf)
e Zentrifuge 5417C (Eppendorf)
e Zentrifuge LC Carousel Centrifuge 2.0 (Roche)

e Light Cycler 2.0 (Roche)
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Hilfsmittel

Filterpapier Porendurchmesser 0,45um (Whatmann GmbH)
e Erlenmeyerkolben 250mL (Borosilicatglas)

e Falconrdhrchen 50mL (Sarstedt)

e sterile Pinzette

e Bunsenbrenner/Gaskartusche (Labogaz 206)

e Spezial Vernichtungsbeutel 200x300x0,5mm, autoklavierbar (Nerbe plus)
e Sterile Impfésen (Intermed Service Spezial)

e Sterile Pipetten (10mL) (VWR)

e Sterile Plattierungsspatel (VWR)

e Reagenzglasstander

e Pipettierhilfe (IUL)

e Zahlstift

e Lupe

e ReaktionsgeféaBstéander (Roth, Sarstedt)

e Collection Tubes (2mL) (Roche)

e High Pure Filter Tubes (700uL) (Roche)

e Eppendorftubes (1,5mL) (Eppendorf)

e Multipette (Eppendorf)

e Combitips plus (10uL, 50uL, 100uL, 250uL) (Eppendorf)
e Eppendorfpipette (10uL) (Eppendorf)

e Eppendorfpipette (100uL) (Eppendorf)

e Eppendorfpipette (1000uL) (Eppendorf)

¢ Pipettenspitzen-Biosphere Filter Tips (10uL) (Sarstedt)
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e Pipettenspitzen-Biosphere Filter Tips (100uL) (Sarstedt)

e Pipettenspitzen-Biosphere Filter Tips (1000uL) (Sarstedt)

e Kuhlblock (Roche)

e Glaskapillaren mit entsprechenden Verschlussklappen (20uL) (Roche)
e Latex-Handschuhe, puderfrei (Intermed Service Spezial)

e steriles A. dest. (LADR GmbH)

Chemikalien

Ethanol (70%) zum Abflammen der Pinzette

Handedesinfektionsmittel (Asepto Man)

Instrumentendesinfektionslésung (Intermed Service Spezial)

0,05%ige Natriumhypochloridlésung fur 2 Liter Desinfektionsbad
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3.4 Methoden

3.4.1 Bestimmung der Animpfkonzentration von Alicyclobacillus spp.

Um sicher zu stellen, dass die mit dem Referenzverfahren sowie mit dem alterna-
tiven Verfahren zu untersuchenden Proben mit Alicyclobacillus spp. belastet sind,
bzw. zur Ermittlung der Animpfkonzentration flr die BAT-Anreicherungsbouillon
wurde zu Beginn von jeder Probe der Keimgehalt von Alicyclobacillus spp. / 109

Probe durch Membranfiltration bestimmt.

Das quantitative Verfahren der Membranfiltration ist Bestandteil der IFU-Methode
Nr. 12 und kann ausschlieBlich fir filtrierbare Produkte angewendet werden. Es ist
ein Analyseverfahren, aus dem sich die Menge an Alicyclobacillus spp. in einer

bestimmten Probenmenge ergibt.

Nahrmedium

e BAT-Agar (Zusammensetzung siehe 3.3.3)

Durchfiithrung

e 10g der jeweiligen Saftkonzentrat-Probe in einen sterilen Erlenmeyerkolben

einwiegen und mit 90mL sterilem A. dest verdiinnen
e Verdinnung far 10min auf 80°C im Wasserbad erhitzen

e anschlieBend die Verdiinnung schnell auf 45°C abklhlen

Membranfiltration

¢ sterile Silikon-Flachringe mit einer sterilen Pinzette auf die Filtriertische legen

e anschlieBend eine sterile Filterunterstitzung (Fritte) mit einer sterilen Pinzette
auf die Silikon-Flachringe aufgelegen
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das sterile Filterpapier (Porendurchmesser 0,45um), mit dem Gitternetz-
aufdruck nach oben, auf die sterile Fritte legen

den sterilen Filtrationsaufsatz (100mL) auf den Filtriertisch setzen und die Ver-
schlussklammer schlieBBen

die Probenlésung nach mehrmaligem Schwenken vorsichtig in den Filtrations-
aufsatz gieBBen

Vakuumpumpe anschalten und Absperrhahne 6ffnen
die Probe wird filtriert

nach dem Abschalten der Pumpe die Verschlussklammern |6sen und den

Filtrationsaufsatz entnehmen

nach der Filtration die Anlage mit Instrumentendesinfektions-L6sung, Alkohol
und A. dest. reinigen

Bebritung

den Filter mit einer sterilen Pinzette am &uBersten Rand fassen und mit der
Probenschichtseite nach oben auf eine beschriftete Petrischale mit BAT-Agar
legen (darauf achten, dass zwischen dem Filter und dem N&hrboden keine
Luftblasen entstehen)

Bebritung der Petrischalen bei 45+1°C fir finf Tage (um Austrocknung des
Nahrbodens zu verhindern, Petrischalen in einer Plastiktlte verpacken)

Auswertung

Sollten in der Probe Alicyclobazillen vorhanden sein, befinden sich diese nach

der Filtration auf dem Filterpapier.

nach einer Inkubationszeit von finf Tagen sichtbare Kolonien mit Hilfe eines
Zahlstiftes und einer Lupe auszahlen

Ergebnisse dokumentieren
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Abbildung 8 zeigt typische Filterkolonien von Alicyclobacillus spp. auf BAT-Agar

Abb. 8: Typische Filterkolonien von Alicyclobacillus spp. auf BAT-Agar

3.4.2 Qualitativer Nachweis von Alicyclobacillus spp. — IFU-Nr. 12

Das Verfahren zur Untersuchung auf Anwesenheit / Abwesenheit von Alicyclo-
bacillus spp. geman IFU-Methode Nr. 12 wird fir nicht filtrierbare Produkte ange-
wendet. Zu den nicht filtrierbaren Proben zahlen beispielsweise triibe Safte, Safte
mit Fruchtfleischzusatzen oder hochviskose Produkte. Bei der Filtrationsmethode
wirden die festen Bestandteile in den zu untersuchenden Séaften zur Verstopfung
des Filters fihren. Die Methode der Membranfiltration ist somit nicht mdéglich.
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Bei diesem Methodenvergleich wurde die BAT-Anreicherungsbouillon far Alicyclo-
bacillus spp. mit einer bekannten Konzentration von Alicyclobacillus spp. / 10g
Probe beimpft. Die Animpfkonzentrationen wurden vor der Beimpfung durch

Membranfiltration quantitativ bestimmt. (Abschnitt 3.4.1)

Néhrmedien (siehe 3.3.3)

e BAT-Bouillon
e BAT-Agar

e PC-Agar
Durchfuhrung

e 10g der jeweiligen Saftkonzentrat-Probe in einen sterilen Erlenmeyerkolben
einwiegen und mit 90mL BAT-Anreicherungsbouillon fir Alicyclobacillus spp.

anreichern (1:10)
e Anreicherung fir 10min auf 80°C im Wasserbad erhitzen
e anschlieBend die Anreicherung schnell auf 45°C abklihlen

e Bebritung der Anreicherung bei 45+1°C flir sieben Tage

Abb. 9: Anreicherung von Alicyclobacillus spp. in BAT-Anreicherungsbouillon
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e nach der Inkubation der Anreicherung mit einer sterilen Impfése einen Osen-
ausstrich aus der BAT-Bouillon auf BAT-Agar (pH 4,0) und neutralem PC-Agar
(pH 7,0) vornehmen

e diese Medien fur weitere drei — funf Tage bei 45+1°C bebriten (um Austrock-
nung des Nahrbodens zu verhindern, Petrischalen in einer Plastiktite ver-
packen)

Auswertung

Erfolgt, wie in Abbildung 10 und 11 verdeutlicht, innerhalb von finf Tagen ein
Wachstum auf BAT-Agar, jedoch nicht auf PC-Agar, qgilt die Probe als Alicyclo-

bacillus spp. positiv.

Ein positives Ergebnis gibt jedoch keine Auskunft, um welche Spezies der Gattung
Alicyclobacillus spp. es sich genau handelt. Eine zuverlassige Bestimmung der
Spezies ist nur molekularbiologisch mittels 16S rRNA-Gensequenzierung mdglich.

Abb. 10: Positiver Osenausstrich auf BAT-Agar Abb. 11: Negativer Osenausstrich auf PC-Agar
unter dem Licht des colony counter unter dem Licht des colony counter
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3.4.3 Nachweis von Alicyclobacillus spp. — real-time PCR

Parallel zum Osenausstrich aus der BAT-Anreicherungsbouillon auf BAT- und PC-
Agar nach der kulturellen Methode der IFU-Nr. 12 (Abschnitt 3.4.2), wurde aus der
BAT-Bouillon je 1Tml der Anreicherung in ein Eppendorftube (1,5mL) abgefillt. Dies
diente zur Durchflihrung der real-time PCR.

Abb. 12: Alicyclobazillen-Anreicherung in einem Eppendorftube

3.4.3.1 Isolierung und Reinigung der DNA

Zur Isolierung und Reinigung der DNA wurde das High-Pure PCR Template
Preparation Kit fur die Isolierung hochmolekularer Nukleinsauren der Firma Roche
Diagnositics, Mannheim verwendet. Die Lyse der Zellen erfolgte durch das Enzym
Proteinase K bei einer Temperatur von 74°C. Zur Inaktivierung von Nukleasen
wurde Guanidin-HCI verwendet (Fa. Roche Diagnostics GmbH, Feb. 2008, S. 21).
Das Isolationsprinzip beruht auf der selektiven Bindung der DNA an so genannte
Anionenaustauschersaulen. Bei dieser Methode bindet die negativ geladene DNA
an positiv geladene Gruppen des Saulenmaterials (Mulhardt, C., 2006, S. 28). Die
so gebundene DNA konnte durch Wasch-Zentrifugationsschritte von den brigen
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Zellkomponenten getrennt und gereinigt werden. Nach dem Waschen konnte die
DNA mit einem niedrig konzentrierten Puffer eluiert werden.

(Fa. Roche Diagnostics GmbH, Feb. 2008, S 21).

Abb. 13: Anionenaustauschersaulen

Reagenzien (siehe 3.3.3)
High-Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH)

Durchfiihrung

zur Verteilung des Proben-Sediments in der Lésung die Proben-Suspensionen

zu Beginn vorsichtig vortexen

e anschlieBend 200pL der Suspension in ein beschriftetes 1,5mL Eppendorftube
mit der Eppendorfpipette Uberfihren

e Zugabe von 40pL Proteinase K mit der Multipette
e Zugabe von 200uL Bindungspuffer mit der Multipette
e Eppendorftubes far 10min bei 74 °C im Thermomixer auf Stufe 13 erhitzen

e anschlieBend je Tube 100uL Isopropanol (100%) mit der Multipette zugeben
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Suspension im Vortexer so lange mischen, bis keine Schlieren mehr sichtbar
sind

Suspension in ein beschriftetes kombiniertes Filter-Tube/Collection-Tube Uber-

fihren
Filter-Tube/Collection-Tube flr 1Tmin bei 8000U/min zentrifugieren

Unterstand verwerfen und das Filter-Tube auf ein neues Collection-Tube Uber-
fuhren

zur Waschung und Elution mit der Multipette 500uL Entfernungspuffer in das
Filter-Tube pipettieren

erneut fir 1Tmin bei 8000U/min zentrifugieren

den Unterstand verwerfen und das Filter-Tube auf ein neues Collection-Tube

setzen
Zugabe von 500uL Waschpuffer in das Filter-Tube mit der Multipette
1min bei 8000U/min zentrifugieren

Unterstand erneut verwerfen und das Filter-Tube auf ein neues Collection-
Tube Uberflhren

Waschvorgang mit 500uL Waschpuffer wiederholen

Unterstand anschlieBend verwerfen und das Filter-Tube auf ein beschriftetes
1,5mL Eppendorftube Uberflihren

200uL Elutionspuffer (vorher auf 70°C erwarmt) mit der Multipette in das Filter-
Tube pipettieren

1min bei 8000U/min zentrifugieren

das Filter-Tube verwerfen und das Eppendorftube verschlieBen

Im Eppendorftube befindet sich nun die reine DNA.

(Fa. Roche Diagnostics GmbH, Feb. 2008)
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Zur Vermeidung von Kontaminationen nach Beendigung der Arbeit den Tisch so-
wie die gebrauchten Pipetten grindlich mit 0,05% Natriumhypochloridlésung

saubern und mit A. dest nachwischen.

3.4.3.2 Amplifikation der DNA

Zur Amplifikation der DNA wurde das Verfahren der real-time quantitativen PCR
angewendet.

Diese Methode beruht auf dem herkémmlichen Prinzip der PCR und ermdglicht
zusatzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA durch die Messung eines
Fluoreszenssignals. Bei der real-time PCR wird ein fluoreszierender Farbstoff
verwendet, welcher an die doppelstrangige DNA bindet. Dadurch kommt es mit
fortschreitender PCR-Reaktion zu einem Fluoreszensanstieg, da die Fluoreszenz
proportional mit der Produktmenge ansteigt. Die Messung findet am Ende der
Elongation in jedem Zyklus statt. Die Hohe des Peaks der Schmelzkurve gibt Aus-
kunft Uber die Menge der gebildeten DNA-Fragmente (Mdalhardt, C., 2006, S.
105ff).

Reagenzien (siehe 3.3.3)
Light Cycler Tag Man Master Kit (Roche Diagnostics GmbH)

Im Reaktionsansatz einer PCR mussen enthalten sein: alle vier Nukleotide dATP;
dCTP, dGTP, dTTP sowie PCR-Puffer mit KCI, Tris-HCI und MgCl,. Dabei dienen
KCI und Tris-HCI zur Stabilisierung des pH-Wertes. Freies Mg?* wird von der Poly-
merase bendtigt. Weiterhin missen enthalten sein: zwei Primer und eine thermo-

stabile Polymerase (Petersmann, A., 2005, S. 12).
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Durchfiihrung

Die PCR flr Alicyclobacillus spp. umfasst jeweils ein Reaktionsvolumen von 20pL.

e in einem 1,5mL Eppendorftube PCR-Master Mix, wie in Tabelle 5 beschrieben,

herstellen

N = Anzahl der zu untersuchenden Proben
+1 - Negativkontrolle

+1 - Positivkontrolle

+1 — aufgrund von Pipettierfehlern

Tab. 5: Pipettierschema zur Erstellung des PCR Master Mix

Menge Reagenz Bemerkungen

Light Cycler Tag Man Vial 2

Nx SuL Master H,O-grade

Nx 4uL Light Cycler Tag Man Vial 1
Master 5xconc. Master-Mix | Vial 1a (Enzyme)
Viel 1b (Reaktionsmix)
Je 10uL zusammen pipettie-
ren (ergibt Vial 1)
Nx 2uL Primer/Probes 10xconc. 10uL CC16S-F (Metabion)

10uL CC16S-R (Metabion)
10uL CC16S (Metabion)
+ 70uL H,O-PCR-grade

e den Ansatz vorsichtig vortexen

e je nach Anzahl der zu untersuchenden Proben eine entsprechende Anzahl an

Light Cycler Glaskapillaren in einen Kiihlblock einstecken

e in jede Reaktionskapillare 15uL des hergestellien PCR-Master Mixes

pipettieren
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e zu den 15uL Master Mix in jede Kapillare 5uL isolierte DNA der Probe pipettie-
ren und das Reaktionsgemisch durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette

vorsichtig mischen

e bei der Negativkontrolle zum vorgelegten Master Mix 5uL H.O PCR-grade

pipettieren

e Dbei der Positivkontrolle zum vorgelegten Master Mix 5uL A. acidoterrestris
ATCC 49025 pipettieren

e Kapillaren sofort nach dem Beflllen mit dem entsprechenden Verschlussstop-

fen verschlieBen

e die einzelnen Glaskapillaren vorsichtig in das Light Cycler Karussell einsetzen
(bei Position 1 mit der Negativkontrolle beginnen)

e anschlieBend das Light Cycler Karussell in die LC Carousel Centrifuge 2.0 ein-
setzen und bei 3000U/min 30sek. zentrifugieren

e das Karussell aus der Zentrifuge entnehmen und in den Light Cycler 2.0 ein-
setzen

e PC-Programm Macro-Alicyclobacillus spp. starten
(Fa. Roche Diagnostics GmbH, April 2006)

PCR-Bedingungen

Die Temperaturen und Zeiten der PCR-Phasen kénnen je nach Ziel-DNA und
Primern sehr unterschiedlich sein. Die optimalen Bedingungen mtssen im Vorfeld
durch mehrere Versuche ermittelt werden.

Zu Beginn einer PCR und zum Abschluss werden meist gesonderte Reaktions-
schritte durchgefihrt. Am Anfang wird haufig ein langerer Denaturierungsschritt
als in den folgenden Zyklen durchgefihrt, um zu gewéhrleisten, dass alle Molekile
als Einzelstrange vorliegen. Ahnliches fiinrt man auch zum Abschluss der PCR
durch, um sicher zu gehen, dass alle Polymerisationen zu Ende gefluhrt wurden
(Petersmann, A., 2005, S. 12f).
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Bei der real-time PCR flr Alicyclobacillus spp. wurde auf diese gesonderten
Reaktionsschritte verzichtet, da das Ziel eine Gesamtlaufzeit der real-time PCR

von unter einer Stunde war.

Die verwendete FastStart Tag DNA Polymerase wird durch die Erhitzung auf 95°C

in der Denaturierungs-Phase aktiviert.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Reaktionsbedingungen der real-time PCR flr

Alicyclobacillus spp.

Tab. 6: PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation von Alicyclobacillus-DNA

40 Zyklen Denaturierung 95°C 30s
Amplifikation 58°C 30s
Kihlung 40°C 30s

Gesamtlaufzeit der real-time PCR: ca. 50 Minuten

Auswertung

Bei der Auswertung des Light Cycler Laufes wird die Amplifikationsanalyse ausge-
fihrt. Es kann beurteilt werden, ob und zu welchem Zeitpunkt der PCR-Reaktion
Amplifikationsprodukte entstanden sind, die durch Hybridisierung mit den spezifi-

schen Light Cycler Sonden zu einem messbaren Fluoreszenssignal gefuhrt haben.
Bei der Negativkontrolle darf kein Anstieg des Fluoreszenssignals erkennbar sein.

Bei der Positivkontrolle muss ein eindeutig wahrnehmbarer Anstieg der Fluores-

zenswerte sichtbar sein.
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Einzelne Untersuchungsproben werden als positiv bewertet, wenn die Ampli-
fikationskurve bei steigender Zyklenzahl einen deutlich wahrnehmbaren Anstieg
der Fluoreszenswerte zeigt und die Sonden einen Schmelzpunkt im erwarteten

Temperaturbereich aufweisen.

Qualitative Detection [CC 28.01.09]

J Channel (530] = Color Compensation [On] = Frogram [2] « |J Advanced
Samples
Include | Color| Pos | Name Amplification Curves
B 1 negativ Kontolle
2 positiv Kontrolle -
B 3 A acidocald ATCC ]
W 4 10
H 5 23 14.5
134
1.5
104
g
o~
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[
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25
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o
......................................
1234567 8 9101112131445 1617 18192021 222324 2526 27 25293031 3233343536 37 35 30 40
Cycles

Abb. 14: Typische Amplifikationskurven positiver real-time PCR
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3.4.4 Ermittlung der Keimgehalte nach jeweils 24 Stunden

Neben dem qualitativen Verfahren gemas IFU-Nr. 12 und dem Verfahren real-time
PCR wurden nach jeweils 24 Stunden die Keimgehalte von Alicyclobacillus spp. /

10mL durch Membranfiltration bestimmt.

Damit wurden die einzelnen Wachstumskurven aufgezeichnet und die Genera-
tionszeiten ermittelt.

Zudem dienten die Ergebnisse zur Ermittlung der Nachweisgrenze der real-time
PCR (siehe Abschnitt 3.4.5).

Néhrmedien (siehe 3.3.3)

e BAT-Bouillon
e BAT-Agar

e PC-Agar
Durchfliihrung

e aus der mit Alicyclobacillus spp. in bekannten Konzentrationen angeimpften
und bebriteten BAT-Anreicherungsbouillon (Abschnitt 3.4.2) nach je 24 Stun-
den mit einer sterilen Pipette 10mL in einen sterilen 250mL Erlenmeyerkolben

Uberfihren und mit 90mL sterilem A. dest. verdiinnen

e Suspension nach der in Abschnitt 3.4.1 beschriebenen Methode der Membran-

filtration filtrieren

e den Filter auf BAT-Agar legen und bei 451 °C fir finf Tage bebrlten

Auswertung

Falls in der Probe Alicyclobazillen vorhanden sind, befinden sich diese nach der
Filtration auf dem Filterpapier. Sichtbare Kolonien kénnen nach einer Inkubation
von funf Tagen ausgezéhlt und die Ergebnisse entsprechend dokumentiert wer-
den.
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e zur nochmaligen Uberpriifung, ob es sich um Alicyclobacillus spp. handelt,
einen Osenausstrich auf BAT- und PC-Agar vornehmen

e Bebrltung der Medien fir weitere drei — funf Tage bei 45+1°C

Auswertung

BAT-Agar: Wachstum
PC-Agar:  kein Wachstum

— Alicyclobacillus spp. positiv

Aus den ermittelten Keimgehalten von Alicyclobacillus spp. / 10mL nach je 24
Stunden, konnte flr jede Probe eine Wachstumskurve aufgezeichnet werden.
Zudem war es mdglich die Generationszeiten zu berechnen.

3.4.5 Nachweisgrenze der real-time PCR fur Alicyclobacillus spp.

Die Nachweisgrenze der real-time PCR wurde zum einen durch Untersuchungen
mit dem Bakterienstamm A. acidoterrestris ATCC 49025 bestimmt und zum
anderen durch die Ermittlung der Keimgehalte der 60 untersuchten Saft-
konzentrat-Proben.

3.4.5.1 Ermittlung der Nachweisgrenze anhand einer Verdinnungsreihe des
Stammes A. acidoterrestris

Die Nachweisgrenze der real-time PCR wurde anhand einer quantifizierten Ver-
dinnungsreihe mit dem Stamm A. acidoterrestris ATCC 49025 Uberprift. Fir

diese Untersuchung wurde einer Doppelbestimmung durchgefihrt.
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Nahrmedien und Reagenzien (siehe 3.3.3)

Mc Farland 0,5

6 Reagenzglaser mit je 9mL NaCl-Verdiinnungslésung
BAT-Agar

BAT-Bouillon

Durchfihrung

1. Herstellung der Verdiinnungsreihe und Ermittlung des Keimgehaltes / 1mL

mit einer sterilen Impfése zwei - drei Kolonien des A. acidoterrestris Stammes
ATCC 49025 abnehmen und in ein steriles Reagenzglas mit A. dest. Uber-
fihren, bis die Tribung der Mc Farland-Lésung 0,5 entspricht

Suspension ca. 10s vortexen

mit einer sterilen Pipette 1mL aus der Suspension entnehmen und in das Rea-
genzglas ,10™" mit 9mL NaCl Uberfiihren

die Suspension ebenfalls ca. 10s vortexen

aus der Suspension ,10™“ mit einer sterilen Pipette 1mL in das Reagenzglas

,10* tiberfiihren und Suspension vortexen

in dieser Weise bis zur Verdiinnung , 10 verfahren

Eine entsprechende Verdinnungsreihe ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abb. 15: Verdiinnungsreihe von A. acidoterrestris in NaCl-L6sung

e aus der Verdinnungsreihe je 1,0mL und 0,1mL auf BAT-Agar pipettieren und

mit einem sterilen Plattierungsspatel ausspateln

e Petrischalen bei 45+1°C fir finf Tage bebritet

Die Zellzahl pro 1mL erhdlt man, indem man das Z&hlergebnis mit dem Ver-

dunnungsfaktor multipliziert und durch das eingesetzte Volumen (in mL) dividiert.

2. Beimpfung der BAT-Bouillon und Ermittlung des Keimgehaltes / 10mL durch

Membranfiltration

e 99mL BAT-Bouillon in einen sterilen 250mL Erlenmeyerkolben einflllen

e mit einer sterilen Pipette 1mL der Verdinnungslésung mit bekannter Animpf-
konzentration von A. acidoterrestris in den Kolben pipettieren

e Suspension gut mischen und fiir 10min auf 80°C im Wasserbad erhitzen

e anschlieBend die Anreicherung schnell auf 45°C abkihlen
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e Bebrltung der Anreicherung bei 45+1°C

e nach je zwei Stunden Ermittlung des Keimgehaltes von A. acidoterrestris /
10mL durch das Verfahren der Membranfiltration (Abschnitt 3.4.1)

e Durchfiihrung einer real-time PCR

3. Real-time PCR

Die Durchfihrung der real-time PCR ist bereits in Abschnitt 3.4.3 ausfihrlich be-

schrieben.

3.4.5.2 Ermittlung der Nachweisgrenze anhand der untersuchten Saft-
konzentrat-Proben

Wie in Abschnitt 3.4.4 beschrieben, wurden von den 60 mit Alicyclobacillus spp.
Lhaturlich® kontaminierten Saftkonzentrat-Proben nach jeweils 24 Stunden die
Keimgehalte von Alicyclobacillus spp. / 10mL durch Membranfiltration bestimmt.

Parallel dazu wurde eine real-time PCR far Alicyclobacillus spp. durchgefihrt. An-
hand der quantitativen Ergebnisse durch das Verfahren der Membranfiltration

konnte somit die Nachweisgrenze der real-time PCR bestimmt werden.
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4 Ergebnisse

Im nachfolgenden Kapitel erfolgt eine Darstellung und Auswertung aller Unter-

suchungsergebnisse.

4.1 Animpfkonzentration von Alicyclobacillus spp.

Wie in der nachfolgenden Tabelle aufgeflihrt, konnten von 60 untersuchten Saft-

konzentrat-Proben durch die Methode der Membranfiltration in 16 Proben Keim-

gehalte von Alicyclobacillus spp. < 10KbE / 10g ermittelt werden. Das Minimum
betrug hier 1KbE / 10g, das Maximum betrug 6KbE / 10g.

In 44 Proben konnten Keimgehalte von Alicyclobacillus spp. > 10KbE / 10g er-

mittelt werden. Hier betrug das Minimum 11KbE / 10g, das Maximum betrug
602KbE / 10g.

In Tabelle 7 sind die Keimgehalte von Alicyclobacillus spp. / 10g der 60 unter-

suchten Proben aufgeflhrt.

Tab. 7: Animpfkonzentrationen von Alicyclobacillus spp. fiir die BAT-Bouillon

Nr. | Produkt Ergebnis Nr. |Produkt Ergebnis

1 Apfelsaftkonzentrat 2 KbE/10g Probe 31 Apfelsaftkonzentrat 61 KbE/10g Probe
2 Apfelsaftkonzentrat 55 KbE/10g Probe 32 Apfelsaftkonzentrat 17 KbE/10g Probe
3 Apfelsaftkonzentrat 2 KbE/10g Probe 33 Apfelsaftkonzentrat 17 KbE/10g Probe
4 Apfelsaftkonzentrat 86 KbE/10g Probe 34 Birnensaftkonzentrat | 106 KbE/10g Probe
5 Apfelsaftkonzentrat 6 KbE/10g Probe 35 Birnensaftkonzentrat | 19 KbE/10g Probe
6 Apfelsaftkonzentrat 4 KbE/10g Probe 36 Apfelsaftkonzentrat 2 KbE/10g Probe
7 Apfelsaftkonzentrat 28 KbE/10g Probe 37 Apfelsaftkonzentrat 1 KbE/10g Probe
8 Apfelsaftkonzentrat 43 KbE/10g Probe 38 Birnensaftkonzentrat 4 KbE/10g Probe
9 Apfelsaftkonzentrat 3 KbE/10g Probe 39 Birnensaftkonzentrat | 56 KbE/10g Probe
10 | Apfelsaftkonzentrat 35 KbE/10g Probe 40 Birnensaftkonzentrat 3 KbE/10g Probe
11 | Apfelsaftkonzentrat 12 KbE/10g Probe 41 Birnensaftkonzentrat 6 KbE/10g Probe
12 | Apfelsaftkonzentrat 12 KbE/10g Probe 42 Apfelsaftkonzentrat 1 KbE/10g Probe
13 | Apfelsaftkonzentrat 17 KbE/10g Probe 43 Apfelsaftkonzentrat | 115 KbE/10g Probe
14 | Birnensaftkonzentrat 12 KbE/10g Probe 44 Apfelsaftkonzentrat 1 KbE/10g Probe
15 | Apfelsaftkonzentrat 27 KbE/10g Probe 45 Apfelsaftkonzentrat 1 KbE/10g Probe
16 | Apfelsaftkonzentrat 16 KbE/10g Probe 46 Birnensaftkonzentrat | 63 KbE/10g Probe
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17 | Apfelsaftkonzentrat 27 KbE/10g Probe 47 Apfelsaftkonzentrat 1 KbE/10g Probe
18 | Apfelsaftkonzentrat 1 KbE/10g Probe 48 Apfelsaftkonzentrat 86 KbE/10g Probe
19 | Apfelsaftkonzentrat 11 KbE/10g Probe 49 Apfelsaftkonzentrat 18 KbE/10g Probe
20 | Apfelsaftkonzentrat 145 KbE/10g Probe 50 Apfelsaftkonzentrat 77 KbE/10g Probe
21 | Apfelsaftkonzentrat 207 KbE/10g Probe 51 Apfelsaftkonzentrat | 115 KbE/10g Probe
22 | Apfelsaftkonzentrat 1 KbE/10g Probe 52 Apfelsaftkonzentrat | 413 KbE/10g Probe
23 | Apfelsaftkonzentrat 11 KbE/10g Probe 53 Apfelsaftkonzentrat | 251 KbE/10g Probe
24 | Apfelsaftkonzentrat 174 KbE/10g Probe 54 Apfelsaftkonzentrat | 110 KbE/10g Probe
25 | Apfelsaftkonzentrat 36 KbE/10g Probe 55 Apfelsaftkonzentrat | 368 KbE/10g Probe
26 | Apfelsaftkonzentrat 55 KbE/10g Probe 56 Apfelsaftkonzentrat | 271 KbE/10g Probe
27 | Apfelsaftkonzentrat 38 KbE/10g Probe 57 Apfelsaftkonzentrat | 208 KbE/10g Probe
28 | Apfelsaftkonzentrat 15 KbE/10g Probe 58 Apfelsaftkonzentrat | 196 KbE/10g Probe
29 | Apfelsaftkonzentrat 44 KbE/10g Probe 59 Apfelsaftkonzentrat 27 KbE/10g Probe
30 | Apfelsaftkonzentrat 65 KbE/10g Probe 60 Apfelsaftkonzentrat | 602 KbE/10g Probe

4.2 Qualitativer Nachweis von Alicyclobacillus spp. — IFU-Nr. 12

Von den 60 verwendeten Alicyclobacillus spp. positiven Saftkonzentrat-Proben,
konnten sich in 19 BAT-Anreicherungsbouillons Alicyclobacillus spp. nicht ver-
mehren. Durchschnittlich wurden diese mit 22KbE / 10g angeimpft. (1 — 86KbE /

10Q)

Bei diesen Proben erfolgte nach den Vorgaben der qualitativen Methode der IFU-
Nr. 12 nach einer Bebriitung der Anreicherungsbouillon fiir sieben Tage ein Osen-
ausstrich auf BAT-Agar und PC-Agar und eine Bebritung dieser Medien fir
weitere flunf Tage.

In allen 19 Fallen war innerhalb von funf Tagen weder ein Wachstum auf PC-Agar
noch auf BAT-Agar zu verzeichnen.

Dies fUhrte zu dem Ergebnis: Alicyclobacillus spp. negativ.

In 41 von 60 untersuchten Proben konnte sich Alicyclobacillus spp. vermehren.
Hier wurden neun BAT-Anreicherungsbouillons mit Keimgehalten von Alicyclo-
bacillus spp. < 10KbE / 10g (1 — 6KbE/10g) und 32 BAT-Anreicherungsbouillons
mit Keimgehalten von Alicyclobacillus spp. > 10KbE / 10g (11 — 602KbE / 10g) be-
impft.
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Auch bei diesen Proben erfolgte nach sieben Tagen Bebritung der Bouillon ein
Osenausstrich auf BAT-Agar und PC-Agar. Hier war bei allen 41 Proben innerhalb
von funf Tagen auf BAT-Agar ein Wachstum zu verzeichnen. Auf PC-Agar erfolgte
auch nach funf Tagen kein Wachstum.

Somit galten diese Proben als Alicyclobacillus spp. positiv.

In 100% der wachstumsféhigen Proben konnte somit durch das Verfahren der
IFU-Methode Nr. 12 Alicyclobacillus spp. nachgewiesen werden.

Wachstumsverhalten von Alicyclobacillus spp.
n=60

100%

90% -
80% -
70% A
60%

50%
40%

30%
20% A

10% 4
0%

@ wachstumsfahige Proben m nicht wachstumsfahige Proben

Abb. 16: Wachstumsverhalten von Alicyclobacillus spp. in BAT-Bouillon

Im Anhang 1 (Seite A-3) ist die Tabelle mit den Ergebnissen der Ausstriche auf
BAT-Agar und PC-Agar aufgefuhrt.
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4.3 Nachweis von Alicyclobacillus spp. — real-time PCR

Zur Amplifikation der DNA wurde das Verfahren der real-time PCR mit spezifi-
schen Alicyclobacillus-Primern angewendet. Nach jeweils 24 Stunden Bebritung
der BAT-Anreicherungsbouillon wurde eine real-time PCR durchgefihrt.

Die zu Beginn einer PCR nahezu exponentielle Vermehrung der DNA verlangsamt
sich mit dem Verbrauch der Reagenzien, die PCR verliert an Effizienz. Daher wird
eine PCR nach 30 bis 40 Zyklen beendet. Fir die real-time PCR zum Nachweis
von Alicyclobacillus spp. wurde eine Anzahl von 40 Zyklen gewéhlt. Da es in den
letzten Zyklen vermehrt zur Anh&ufung von ,Schmutz-DNA* kommt, wurden bei
der Auswertung der real-time PCR nur solche Proben als Alicyclobacillus spp.
positiv gewertet, die einen Anstieg der Schmelzkurve bis einschlieBlich Zyklus 37

verzeichneten.

Im Anhang 2 (Seite A-6) ist die Tabelle mit den Ergebnissen der real-time PCR
nach unterschiedlichen Bebritungszeiten aufgefihrt.

Im Anhang 3 (Seite A-9) sind die zugehoérigen Amplifikationskurven der real-time
PCR aufgelistet.

Proben nicht vermehrungsfihiger Alicyclobazillen

Bei 19 Proben, war Alicyclobacillus spp. in der BAT-Anreicherungsbouillon nicht

wachstums- und vermehrungsfahig.

Hier konnte einerseits mittels Methode IFU-Nr. 12 und andererseits mit dem Ver-
fahren der real-time PCR Alicyclobacillus spp. nicht nachgewiesen werden.
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Proben vermehrungsfahiger Alicyclobazillen

Menge in %

real-time PCR-Ergebnisse (n=41)
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Abb. 17: Ergebnisse der real-time PCR bei Proben mit vermehrungsfahigen Alicyclobazillen

In 41 von 60 untersuchten Proben konnte sich Alicyclobacillus spp. vermehren.

Hier konnte bei neun Proben mittels real-time PCR bereits nach 24 Stunden

Bebrutung der BAT-Anreicherungsbouillon Alicyclobacillus spp. nachgewiesen

werden. Dies entspricht 21,95% der Proben mit vermehrungsfahigen Alicyclo-

bazillen.

Bei elf weiteren Proben (entspricht 26,83%) konnte nach 48 Stunden An-

reicherung ein Nachweis von Alicyclobacillus spp. mittels real-time PCR er-

folgen.

Acht Proben waren nach 72 Stunden in der real-time PCR Alicyclobacillus spp.

positiv. Dies entspricht 19,51%.

Bei vier der 41 Proben mit wachstumsfahigen Alicyclobazillen erfolgte ein posi-

tiver Nachweis nach 96 Stunden Bebrttung der Bouillon (entspricht 9,76%).
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Bei zwei weiteren Proben zeigte sich nach 120 Stunden ein real-time PCR

positives Ergebnis. Dies sind 4,88%.

In vier Proben waren nach 144 Stunden mittels real-time PCR Alicyclobazillen

nachweisbar (entspricht 9,76%).

Eine Probe war nach einer Anreicherung von 168 Stunden real-time PCR posi-
tiv (entspricht 2,44%).

Bei zwei Proben (Nummer 10 und 23) (entspricht 4,88%) konnte auch nach
einer Bebrltung der Bouillon far 168 Stunden mittels real-time PCR Alicyclo-
bacillus spp. nicht nachgewiesen werden. In diesen Proben konnte sich Ali-
cyclobacillus spp. jedoch vermehren und die Methode der IFU-Nr. 12 zeigte ein
positives Ergebnis. Auch bei mehrfachen Wiederholungen der real-time PCR
aus der BAT-Bouillon konnte kein Nachweis von Alicyclobacillus spp. erfolgen.
Die entsprechenden Amplifikationskurven sind im Anhang 3 (Seite A-17) zu

finden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass nach zwei Tagen Bebritung der BAT-

Anreicherungsbouillon in 48,79% der Proben mit wachstumsféhigen Alicyclo-

bazillen mittels real-time PCR Alicyclobacillus spp. nachgewiesen werden konnte
(Abb. 18 A). Nach drei Tagen konnte in 68,29% dieser Proben ein Nachweis von
Alicyclobacillus spp. mittels real-time PCR erfolgen (Abb. 18 B). Nach sieben

Tagen Bebritung der Bouillon konnte in 95,12% der Proben mit wachstums-

fahigen Alicyclobazillen mittels real-time PCR Alicyclobacillus spp. nachgewiesen

werden (Abb. 18 C).

Alicyclobacillus spp.-Nachweis
PCR-Ergebnisnach 48 h
(n=41 wachstumsféhige Proben)

m positiv

W negativ

Alicyclobacillus spp.-Nachweis
PCR-Ergebnis nach 72h
(n=41 wachstumsféhige Proben)

 positiv

B negativ

Alicyclobacillus spp.-Nachweis

(n=41 wachstumstahige Proben)

4,88%

@ positiv

W negativ

95,12%

A

Abb. 18: Zusammengefasste Ergebnisse der real-time PCR

70



4. Ergebnisse

4.4 Verfahrensvergleich IFU-Nr. 12 — real-time PCR

Von 60 mit Alicyclobacillus spp. natirlich kontaminierten Saftkonzentrat-Proben
konnte mit dem Referenzverfahren (IFU-Methode Nr. 12) in 41 Proben Alicyclo-
bacillus spp. nachgewiesen werden. Bei 19 Proben konnte der Nachweis von Ali-
cyclobacillus spp. nicht erfolgen.

Mit dem Alternativverfahren (real-time PCR) konnte in 39 Proben Alicyclobacillus
spp. nachgewiesen werden. Bei 21 Proben ergab sich ein real-time PCR nega-
tives Ergebnis.

Somit ergeben sich folgende Ubereinstimmungen / Abweichungen zwischen dem
Referenzverfahren und dem Alternativverfahren:

Tab. 8: Ubereinstimmungen/Abweichungen zwischen IFU-Nr. 12 und real-time PCR

Ergebnisse

Referenzverfahren positiv
(IFU-Nr. 12)

(R+) 41

Referenzverfahren negativ
(IFU-Nr.12)

(R-) 19

Alternatives Verfahren

Positive

Positivabweichungen

positiv (PCR) Ubereinstimmungen
(A+) 39 (PA) 39 (PD) 0
Alternatives Verfahren Negativabweichungen Negative

negativ (PCR)

(A)) 21

(ND) 2

Ubereinstimmungen

(NA) 19

Definition Positivabweichung (PD):

Wenn das Alternativverfahren ein positives Ergebnis ergibt, wahrend das Refe-

renzverfahren ein Negativergebnis zeigt,

abweichung (DIN EN ISO 16140:2003, S. 8).

spricht

man von einer Positiv-
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Definition Negativabweichung (ND):

Das Alternativverfahren zeigt eine Negativabweichung, wenn es ein negatives Er-
gebnis erbringt, wahrend das Referenzverfahren ein Positivergebnis zeigt (ebd.).

Statistische Berechnungen:

1.) Relative Genauigkeit (AC)

Die relative Genauigkeit ist der Grad der Ubereinstimmung zwischen dem Refe-

renz- und dem Alternativverfahren.
AC = (PA + NA) /N * 100%
AC = (39 +19)/60 * 100%

AC = 96,7%

2.) Relative Spezifitat (SP)

Die relative Spezifitat ist die Eignung des alternativen Verfahrens den Analyt nicht
nachzuweisen, wenn er mit dem Referenzverfahren nicht nachgewiesen werden

kann.
SP = NA/N-*100%
SP=19/19 * 100%

SP = 100%

3.) Relative Empfindlichkeit (SE)

Die relative Empfindlichkeit ist die Eignung des alternativen Verfahrens, den Ana-
lyt nachzuweisen, wenn er mit dem Referenzverfahren nachgewiesen werden

kann.
SE = PA/ N+ *100%

SE =39/41*100%

SE =95,1%
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N Gesamtanzahl der Proben
N- Gesamtanzahl negativer Ergebnisse mit dem Referenzverfahren (NA + PD)
N+  Gesamtanzahl positiver Ergebnisse mit dem Referenzverfahren (PA + ND)
(DIN EN ISO 16140:2003, S. 10)

4.5 Wachstumskurven und Generationszeiten

Nach jeweils 24 Sunden wurden die Keimgehalte von Alicyclobacillus spp. / 10mL
Anreicherungsbouillon durch Membranfiltration ermittelt. Dies diente zur Aufzeich-

nung der Wachstumskurven und zur Ermittlung der Generationszeiten.

Die Tabelle mit den Keimgehalten von Alicyclobacillus spp. / 10ml Bouillon nach je
24 Stunden ist im Anhang 4 (Seite A-18) aufgefihrt.

Die Zahl 1000 steht hier far einen Rasen, d.h. der Filter war so stark bewachsen,
dass einzelne Kolonien nicht ausgezéhlt werden konnten. Durch die Berechnung
der Generationszeiten konnte jedoch der genaue Keimgehalt ermittelt werden. Die
Werte lagen hier zwischen 946KbE / 10mL - 1097KbE / 10mL.

Wie aus der Tabelle zu entnehmen ist, gibt es Alicyclobazillen, die sich in der
BAT-Anreicherungsbouillon nicht vermehren konnten. Hier war nach sieben Tagen
entweder kein Koloniewachstum auf dem Filter zu verzeichnen (beispielsweise
Probe-Nr. 1 und 18) oder die Koloniezahl hat sich im Vergleich zum Zeitpunkt tg
nicht signifikant verandert (beispielsweise Probe-Nr. 27 und 29).

Weiterhin verdeutlicht die Tabelle, dass es zwei Gruppen von Alicyclobazillen gibt.

Alicyclobazillen, mit einer kurzen lag-Phase, die bereits nach zwei — drei Tagen
eine starke Vermehrung zeigen (beispielweise Probe-Nr. 3 und 4) und Alicyclo-
bazillen mit einer lag-Phase von bis zu drei Tagen. Hier ist eine signifikante Ver-
mehrung erst nach vier — sieben Tagen sichtbar (beispielsweise Probe-Nr. 2 und
16).

Dieses unterschiedliche Wachstumsverhalten wird in den nachfolgenden Ab-
bildungen verdeutlicht.
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Wachstumskurven von Alicyclobacillus spp.

In Abbildung 19 sind die Wachstumskurven aller 60 untersuchten Saftkonzentrat-
Proben aufgezeigt.

Wachstumskurven von Alicyclobacillus spp. (n=60)

1000
900 -

800 -

ol I ) Y|

//// /]
e / ////7/ / ////
S //%/ ;/_

Abb. 19: Wachstumskurven von Alicyclobacillus spp.

Wie bereits oben beschrieben, wird hier sichtbar, dass es Proben gibt, bei denen
sich Alicyclobacillus spp. in der BAT-Anreicherungsbouillon innerhalb von sieben

Tagen nicht vermehren konnte.

Des Weiteren wird deutlich, dass Alicyclobazillen durch unterschiedliche lag-
Phasen charakterisiert sind und somit unterschiedliche Bebritungszeiten fir eine
signifikante Vermehrung bendtigen.

Um die unterschiedlichen lag-Phasen zu verdeutlichen, wurden in den nach-
folgenden Abbildungen die vereinzelten Wachstumskurven nach Wachstums-
zeiten aufgeteilt.
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Kultur positiv / PCR positiv nach 24h; (n=9) Kultur positiv / PCR positiv nach 48h; (n=11)
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700 / 00
— 0 / g 600
£ S
2 500 E 500
"é 00 ¥ 400

300 300 A

200 200

A
100 100
—"/
0 . ——
10 t1-24n 10 t1-24h t2-48h
th th
Abb. 20: Wachstumskurven nach 24h Abb. 21: Wachstumskurven nach 48h
Kultur positiv/ PCR positiv nach 72h; (n=8)
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Abb. 22: Wachstumskurven nach 72h

Die Abbildungen 20 — 22 zeigen Wachstumskurven von Alicyclobazillen mit einer
kurzen lag-Phase. Die real-time PCR war hier innerhalb von drei Tagen positiv.

Kultur positiv / PCR positiv nach 96h; (n=4) Kultur positiv / PCR positiv nach 120h; (n=2)
1000 — 1000
900 900
800 800 /
700 700 /
3 600 g 600
E 500 E 500
€ 40 ¥ 400
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100 p— 100 —
0 I i ' 0
to t1-24h t2-48h 13-72h 14-96h 10 t1-24h t2-48h 13-72h 14-96h 15-120h
th th
Abb. 23: Wachstumskurven nach 96h Abb. 24: Wachstumskurven nach 120h
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Kultur positiv / PCR positiv nach 144h; (n=4) Kultur positiv / PCR positiv nach 168h; (n=1)
1000 F3—— 1000
900 900
800 / 800 /
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E 600 E 600
g 500 / E 500 /
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to t1-24h t2-48h t3-72h t4-96h t5-120h t6-144h t0 t1-24h t2-48h t3-72h t4-96h t5-120h t6-144h  t7-168h
t,h t,.h
Abb. 25: Wachstumskurven nach 144h Abb. 26: Wachstumskurven nach 168h

Die Abbildungen 23 — 26 zeigen Wachstumskurven von Alicyclobazillen mit einer
lag-Phase von bis zu drei Tagen. Hier erfolgte der positive Nachweis mittels real-
time PCR nach vier - sieben Tagen.

Generationszeiten von Alicyclobacillus spp.

Als Generationszeit (g) bezeichnet man das Zeitintervall fir die Verdopplung der
Zellzahl, als Teilungsrate (v) bezeichnet man die Anzahl der Zellteilungen pro Zeit
(Fuchs, G., 2007, S. 171).

Die Generationszeiten der 60 untersuchten Saftkonzentrat-Proben wurden wie
folgt berechnet:

1.) Berechnung der Teilungsrate (v)
v=IgN-Ig No/Ig2 (t-to) No = Anfangskeimgehalt
N = Keimgehalt nach n Teilungen

2.) Berechnung der Generationszeit (g)
g= 1/v
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Beispiel: Probe Nr. 4
No = 6 KbE / 10mL
N =1000 KbE / 10mL

T =24h

Teilungsrate (v) Generationszeit (g)
v=IgN-IgNp/Ig2 (t-to) g=1/v

v =1g 1000 —Ig 6/ 1g2 (24) g=1/0,307

V= 7 = 3,25h

Die Generationszeiten der 60 untersuchten Proben sind in aufsteigender Reihen-
folge in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Tab. 9: Generationszeiten von Alicyclobacillus spp.

Probe-Nr. Generationszeit Probe-Nr. Generationszeit
1 kein Wachstum 26 3,7h
7 kein Wachstum 46 3,7h
8 kein Wachstum 58 3,8h
11 kein Wachstum 52 4,0 h
12 kein Wachstum 14 41h
13 kein Wachstum 41 41h
15 kein Wachstum 50 41h
18 kein Wachstum 57 41h

22 kein Wachstum 38 4.3 h
27 kein Wachstum 36 4.8 h
28 kein Wachstum 56 4,8h
29 kein Wachstum 17 5,0h
31 kein Wachstum 39 50h
35 kein Wachstum 54 53h
37 kein Wachstum 43 5,6 h
42 kein Wachstum 60 59h
45 kein Wachstum 53 6,1h
47 kein Wachstum 16 6,2 h
48 kein Wachstum 44 7,3h
5 2,4 h 25 7,7 h
6 2,4h 32 79h
49 2,4h 10 8,0h
21 2,8 h 33 9,4 h
3 29h 23 11,0h
59 2,9h 9 12,8 h
4 3,2h 34 16,1 h
20 3,4h 24 16,4 h
51 3,4h 30 18,5h
55 3,4 h 19 22,7 h
40 3,5h 2 23,8h
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Alicyclobazillen mit einer kurzen Anlaufphase (lag-Phase), die in der real-time
PCR bereits nach ein - drei Tagen positiv waren, haben im Mittel eine Generati-

onszeit von vier Stunden.

Alicyclobazillen mit einer Anlaufphase (lag-Phase) von bis zu drei Tagen, die mit-
tels real-time PCR nach vier — sieben Tagen positive Ergebnisse zeigten, haben

im Mittel eine Generationszeit von zwolf Stunden.

4.6 Nachweisgrenze der real-time PCR fir Alicyclobacillus spp.

4.6.1 Ermittlung der Nachweisgrenze anhand einer Verdinnungsreihe des
Stammes A. acidoterrestris

Anhand einer quantifizierten Verdinnungsreihe mit dem Stamm A. acidoterrestris
ATCC 49025 wurde die Nachweisgrenze der real-time PCR Uberprift.

Aus den beimpften BAT-Anreicherungsbouillons wurden die Keimgehalte / 10 mL

nach je zwei Stunden ermittelt sowie eine real-time PCR durchgefiihrt.

Die Untersuchung erfolgte in einer Doppelbestimmung.

Ergebnisse Untersuchung I:

Tab. 10: Wachstum der Kultur - Beimpfungsversuch |

Nr. | Beimpfung pro 10mL t0 t1-2h | t2-4h | t3-6h | t4-8h | t5-10h | t6-12h

1A | ca. 1000 KbE/10mL KbE/10ml | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

2A | ca. 200 KbE/10mL KbE/10Oml | 275 289 447 | 1000

3A | ca. 30KbE/[1OmL | KbE/1Oml | 30 39 64 374 | 1000

Legende: 1000 = Rasen

Durch Membranfiltration konnten die Keimgehalte von A. acidoterrestris / 10mL,
wie in Tabelle 10 dargestellt, ermittelt werden. Davon konnten die Keimgehalte
von A. acidoterrestris / 1mL fur die real-time PCR abgeleitet werden.
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Tab. 11: PCR-Ergebnisse - Beimpfungsversuch |

Nr | Beimpfung t0 t1-2h t2-4h t3-6h t4-8h t5-10h | t6-12h
1A | ca.100KbE/1mL | KbE/1ml 100 100 100 100 100 100 100
PCR pos. Z. 36
2A | ca. 20KbE/1mL KbE/1ml 28 29 45 100
PCR neg. neg. | pos.Z.37
3A |ca. 3KbE/1mL KbE/1ml 3 4 6 37 100
PCR neg. neg. neg. neg. | pos.Z.37

Legende: neg. = PCR negativ,

Bsp: pos. Z. 36 = PCR positivim 36. Zyklus

Wie aus Tabelle 11 zu entnehmen ist, ergaben sich bei der Probe 1A und 3A real-

time PCR positive Ergebnisse bei Keimgehalten von = 100KbE / 1mL, wahrend bei

der Probe 2A ein positives PCR-Ergebnis bereits bei ca. 45KbE / 1 mL erzielt wer-

den konnte.

Ergebnisse Untersuchung Il:

Tab. 12: Wachstum der Kultur - Beimpfungsversuch Il

Nr. | Beimpfung pro 10mL t0 t1-2h | t2-4h | t3-6h | t4-8h | t5-10h | t6-12h
1B | ca. 1000 KbE/1OmL | KbE/10ml | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
2B | ca. 300 KbE/1OmL | KbE/1Oml | 319 | 325 | 442 | 1000

3B | ca. 40KbE/1OmL | KbE/1OmI | 41 56 73 362 | 1000

Legende: 1000 = Rasen

Auch im 2. Versuch wurden die Keimgehalte von A. acidoterrestris / 10mL durch

Membranfiltration ermittelt (Tabelle 12) und davon die Keimgehalte von A. acido-

terrestris / 1mL fUr die real-time PCR abgeleitet.
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Tab. 13: PCR-Ergebnisse - Beimpfungsversuch li

Nr | Beimpfung t0 t1-2h | t2-4h t3-6h t4-8h t5-10h | t6-12h
1B | ca.100KbE/1mL | KbE/1ml 100 100 100 100 100 100 100
PCR pos. Z. 34
2B | ca.30KbE/imL | KbE/1ml 32 33 44 100
PCR neg. neg. | neg. | pos.Z. 35
3B ca.4KbE/imL | KbE/1ml 4 6 7 36 100
PCR neg. neg. neg. neg. pos. Z. 37

Legende: neg. = PCR negativ, Bsp: pos. Z. 34 = PCR positivim 34. Zyklus

Aus Tabelle 13 ist zu entnehmen, dass beim Beimpfungsversuch Il bei allen Pro-
ben positive real-time PCR-Ergebnisse erst bei Keimgehalten von = 100KbE / 1mL
erzielt werden konnte.

4.6.2 Ermittlung der Nachweisgrenze anhand der untersuchten Saft-
konzentrat-Proben

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze der real-time PCR wurde zudem nach je-
weils 24 Stunden der Keimgehalt von Alicyclobacillus spp. / 10mL der 60 unter-
suchten Saftkonzentrat-Proben aus den entsprechenden BAT-Anreicherungs-
bouillons bestimmt. Parallel dazu wurde von diesen Proben die real-time PCR
durchgefihrt.

In Abbildung 27 sind die Ergebnisse verdeutlicht.
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Abb. 27: Nachweisgrenze PCR-positiver Proben

In 82% (n=32) der real-time PCR-positiven Proben wurde ein positives Ergebnis
bei Keimgehalten von = 100KbE / 1mL ermittelt, in 18% (n=7) der positiven Pro-
ben bei Keimgehalten < 100KbE / 1mL.

Die Nachweisgrenze der real-time PCR flr Alicyclobacillus spp. liegt bei = 100KbE
/ 1mL.

Bei einem Keimgehalt von < 100KbE / 1 mL kann es zu falsch negativen real-time
PCR-Ergebnissen kommen.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Diplomarbeit bestand darin, zu Gberprifen, ob durch das Alter-
nativverfahren der real-time PCR zum Nachweis von Alicyclobacillus spp. Ergeb-
nisse schneller zur Verflgung stehen als durch das Referenzverfahren der IFU-
Methode Nr. 12. Hierzu wurden 60 Saftkonzentrat-Proben mit beiden Verfahren
untersucht. AnschlieBend erfolgte ein Verfahrensvergleich gemaB DIN EN I1SO
16140:2003. Weiterhin galt es, die Nachweisgrenze der real-time PCR zu bestim-

men.

Nachfolgend sind die Ergebnisse der Untersuchungen zusammengefasst:

In 41 von 60 untersuchten Saftkonzentrat-Proben war Alicyclobacillus spp. in der
BAT-Anreicherungsbouillon vermehrungsfahig, in 19 von 60 untersuchten Proben
konnte sich Alicyclobacillus spp. in der Anreicherungsbouillon nicht vermehren.
Durch das Referenzverfahren IFU-Nr. 12 konnte in 100% der wachstumsfahigen
Proben Alicyclobacillus spp. nachgewiesen werden. Das Alternativverfahren real-
time PCR lieferte in 95,12% der Proben mit wachstumsfahigen Alicyclobazillen ein
positives Ergebnis nach einer Bebritung der BAT-Bouillon fir sieben Tage. Die
Wahrscheinlichkeit falsch negativer Ergebnisse liegt nach sieben Tagen Bebri-
tung der Anreicherung bei 4,88%.

Weiterhin wurde deutlich, dass Alicyclobazillen durch unterschiedliches Wachs-
tumsverhalten charakterisiert sind und somit unterschiedliche Generationszeiten
aufweisen.

Die Nachweisgrenze der real-time PCR liegt bei 2 100KbE / 1ml.

Anhand der Untersuchungsergebnisse ergeben sich folgende Diskussionspunkte:
e Ergebnisse des Referenzverfahrens IFU-Nr. 12

e Ergebnisse des Alternativverfahrens real-time PCR

e Verfahrensvergleich

e Wachstumsverhalten und Generationszeiten

e Nachweisgrenze der real-time PCR
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5.1 Ergebnisse des Referenzverfahrens IFU-Methode Nr. 12

In 19 von 60 untersuchten naturlich kontaminierten Saftkonzentrat-Proben, konnte
sich Alicyclobacillus spp. in der BAT-Anreicherungsbouillon nicht vermehren. In
allen 19 Faéllen konnte Alicyclobacillus spp. mittel IFU-Methode-Nr. 12 und mittels
real-time PCR nicht nachgewiesen werden.

Eine eventuelle Ursache daflir kdnnte sein, dass sich die Bakterien in einem Zu-
stand befinden, der als ,viable but not culturable* (VBNC) bezeichnet wird. Mikro-
organismen, die sich in diesem Zustand befinden, sind mit den Ublichen Nahr-
medien zwar nachweisbar, die Zellen sind jedoch nicht vermehrungsfahig. Es wird
vermutet, dass der VBNC-Zustand eine physiologische Anpassung der Zellen ist,
um schadliche Umweltbedingungen und Stresssituationen zu Uberleben. Hierzu
zahlen beispielsweise der plétzliche Abfall der Temperatur, zu geringes Sauer-
stoffangebot, geringes Nahrstoffangebot oder intensive Lichteinstrahlung. Zellen,
die sich im VBNC-Zustand befinden, sind durch eine Reduktion der GréBe sowie
durch Anderungen der Membranstruktur und Proteinzusammensetzungen charak-
terisiert (Oliver, J.D., 2005, S. 94ff).

Um Bakterien nachzuweisen, die sich im VBNC-Zustand befinden, werden spe-
zielle Wiederbelegungsverfahren eingesetzt. Danach sind einige Spezies, wie
beispielsweise Listeria spp. in der Lage ihre Vermehrungsfahigkeit wiederzu-
erlangen (ebd., S. 96).

Far Alicyclobacillus spp. sind keine WiederbelebungsmaBnahmen in der Literatur
beschrieben.

In den 19 Proben, in denen sich Alicyclobacillus spp. nicht vermehrt hat, kdnnten
die Mikroorganismen durch Einwirkungen wahrend des Produktionsprozesses
oder durch radikale Veranderungen der Umgebungsbedingungen, wie beispiels-
weise Kuhlung, so stark beschadigt sein, dass sie ihre Vermehrungsféahigkeit ver-

lieren.

Auch niedrige Keimgehalte kdnnten fur eine Nicht-Vermehrungsfahigkeit der Ali-
cyclobazillen ursachlich sein.
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In 41 von 60 untersuchten Proben konnten sich Alicyclobacillus spp. in der BAT-
Anreicherungsbouillon vermehren. In diesen Proben konnte zu 100% mittels Refe-
renzmethode IFU-Nr. 12 Alicyclobacillus spp. nachgewiesen werden.

In neun dieser Anreicherungen vermehrte sich Alicyclobacillus spp. trotz Keimge-
halten von < 10KbE / 10g. Hier waren die Bakterien vermutlich keinen schadlichen
Umgebungsbedingungen ausgesetzt und konnten die Kulturbedingungen optimal

flr ihr Wachstum zu nutzen.

Die Lagerzeit der Probe, hat nach den hier durchgeflihrten Untersuchungen, kei-
nen signifikanten Einfluss auf die Wachstums- und Vermehrungsfahigkeit der Ali-
cyclobazillen.

5.2 Ergebnisse des Alternativverfahrens real-time PCR

Parallel zum qualitativen Nachweis von Alicyclobacillus spp. nach IFU-Methode
Nr. 12 wurde die real-time PCR mit spezifischen Alicyclobacillus-Primern durchge-
fihrt. Dieses Verfahren liefert Untersuchungsergebnisse innerhalb weniger Stun-
den. Um jedoch einen zuverlassigen Nachweis auf Alicyclobacillus spp. zu flihren
ist eine Anreicherung in der BAT-Bouillon unerl@sslich.

Nach zwei Tagen Bebritung der beimpften BAT-Bouillon konnte mittels real-time
PCR in 48,79% der wachstumsfahigen Proben Alicyclobacillus spp. nachgewiesen
werden, nach drei Tagen Bebritung der beimpften BAT-Bouillon erfolgte der
Nachweis in 68,29% der wachstumsfahigen Proben. Diese Proben wiesen eine
kurze lag-Phase auf. Die exponentielle Wachstumsphase ist bei diesen Proben
durch eine Generationszeit von durchschnittlich vier Stunden charakterisiert.
Durch diese schnelle Vermehrung erreichen die Proben in kurzer Zeit die fur die
real-time PCR notwendige Nachweisgrenze von = 100KbE / 1 mL und sind bereits

nach ein — drei Tagen mittels real-time PCR nachweisbar.
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Mit dem Referenzverfahren IFU-Methode Nr. 12, konnten in allen wachstumsfahi-
gen Proben (n=41) Alicyclobazillen nachgewiesen werden. Das Alternativver-
fahren real-time PCR lieferte in 95,12% ein positives Ergebnis nach einer Bebr(-

tung der BAT-Anreicherungsbouillon fir sieben Tage.

In zwei untersuchten Proben mit wachstumsféhigen Alicyclobazillen konnte der
Nachweis von Alicyclobacillus spp. aus der BAT-Anreicherung mittels eingesetzter
real-time PCR nicht erfolgen. Auch mehrfache Wiederholungen lieferten ein nega-
tives PCR-Ergebnis. Die Wahrscheinlichkeit falsch negativer Ergebnisse bei An-
wendung der real-time PCR liegt nach einer Bebritung der Anreicherung flr
sieben Tage somit bei 4,88%.

Die isolierten Bakterien der beiden abweichenden Proben wurden mittels 16S
rRNA-Gensequenzierung untersucht. In beiden Fallen wurde A. acidocaldarius
identifiziert. Die Vermutung, dass die Ursache fiir die Abweichung auf den ver-
wendeten Primer bzw. eine Sequenzveranderung des identifizierten Wildstammes
von A. acidocaldarius in der definierten Zielregion zuriickzufilhren sein kdnnte,
wurde widerlegt. Mittels IFU-Methode Nr. 12 konnte in diesen Proben Alicyclo-
bacillus spp. nachgewiesen werden. Mit den auf BAT-Agar gewachsenen Kolonien
wurde erneut eine real-time PCR mit denselben spezifischen Alicyclobacillus-
Primern durchgefihrt. Hier konnte Alicyclobacillus spp. nachgewiesen werden.

Eine eventuelle fehlerhafte Durchfiihrung der real-time PCR ist unwahrscheinlich,
da die Ergebnisse mehrfach reproduziert werden konnten.

Zur eindeutigen Klarung dieser beiden unplausiblen Ergebnisse waren weitere
Untersuchungen erforderlich, empfehlenswert waren eventuell PCR-Versuche mit
veranderten Reaktionsbedingungen, wie beispielsweise langere Denaturierungs-
schritte.
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5.3 Verfahrensvergleich IFU-Nr. 12 — real-time PCR

In Tabelle 14 sind die Ergebnisse der statistischen Berechnungen nochmals

zusammengefasst.

Tab. 14: Zusammenfassung der statistischen Berechnungen

PA | NA | ND | PD | Summe Relative N+ Relative N- Relative
Genauigkeit Empfindlichkeit Spezifitat
AC (%) SE (%) SP (%)
N 100*(PA+NA) | PA+ND 100*PA Na+PD | 100*NA
N N+ N-
39(19| 2 | O 60 96,7% 41 95,1% 19 100%

(DIN EN ISO 16140:2003, S. 11)

Die Untersuchung auf Abwesenheit (negative Ergebnisse) von Alicyclobacillus
spp. im Vergleich des Referenzverfahrens der IFU-Methode Nr.12 zum Alternativ-
verfahren real-time PCR, erbrachte eine vollstdndige Ubereinstimmung der Er-
gebnisse. Die relative Spezifitat betragt 100%.

Die Ubereinstimmung der mit dem Referenzverfahren ermittelten positiven Ergeb-
nisse betrug im Vergleich mit dem real-time PCR-Verfahren 95,1% (relative Em-
pfindlichkeit). Falsch negative real-time PCR-Ergebnisse wurden in 4,9% gefun-

den.

Insgesamt betragt der Grad der Ubereinstimmung (relative Genauigkeit) zwischen

dem Referenzverfahren und dem Alternativverfahren 96,7%.

Die IFU-Methode Nr. 12 zur Untersuchung auf Anwesenheit / Abwesenheit von
Alicyclobacillus spp. ist die zuverlassige Methode, wenn es um den Nachweis von
Alicyclobazillen geht. Die Zeit bis zum sicheren negativen Ergebnis betragt zwdlf

Tage.
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Da der Grad der Ubereinstimmung zwischen den beiden Verfahren 96,7% betragt,
ist auch die real-time PCR zum Nachweis von Alicyclobacillus spp. geeignet. Wie
aus den Daten hervorgeht, ist eine siebentagige Anreicherung der Proben in BAT-
Bouillon unerlasslich, um ein zuverlassiges Ergebnis mittels real-time PCR-
Verfahren zu erzielen. Das Ergebnis liegt hier bereits nach sieben Tagen vor.

5.4 Wachstumsverhalten und Generationszeiten

Anhand des Wachstumsverhaltens konnten zwei Gruppen von Alicyclobazillen
unterschieden werden.

Erstens, Alicyclobazillen mit einer kurzen lag-Phase, die bereits nach ein - drei
Tagen mittels real-time PCR nachgewiesen werden konnten. Diese haben im
Mittel eine Generationszeit von vier Stunden.

Zweitens, Alicyclobazillen mit einer lag-Phase von bis zu drei Tagen, die mittels
real-time PCR nach vier — sieben Tagen nachweisbar waren. Die Generationszeit
betragt im Mittel zwdélf Stunden.

Die Vermutung, dass es sich um verschiedene Arten der Gattung Alicyclobacillus
spp. handelt, die ein unterschiedliches Wachstumsverhalten in der BAT-Bouillon
aufweisen, konnte nicht bestéatigt werden.

Mittels 16S rRNA-Gensequenzierung wurden stichprobenartige Identifizierungen
durchgefihrt. Hier konnte in beiden Wachstumsgruppen A. acidocaldarius nach-

gewiesen werden.

Das unterschiedliche Wachstumsverhalten kdnnte jedoch auf die verschiedenen
Anpassungsmaglichkeiten der Alicyclobazillen an die BAT-Anreicherungsbouillon
zurickzufihren sein.

Die Anlaufphase umfasst das Zeitintervall zwischen dem Beimpfen und dem Errei-
chen der maximalen Teilungsrate. Die Bakterien vermehren sich in dieser Phase

nur langsam, da hier die Ausbildung von Enzymen und Transportsystemen
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stattfindet, um die angebotenen Substrate zu verwerten. Die Dauer der Anlauf-
phase ist insbesondere von der Eignung der Nahrlésung und des Impfmaterials
abhangig (Fuchs, G., 2007, S. 174).

Alicyclobazillen, die durch schadliche Umweltbedingungen und Stresssituationen,
wie beispielsweise Klhlung, intensive Lichteinstrahlung oder durch Einwirkungen
wahrend des Produktionsprozesses, eine subletale Schadigung der Zellen erlitten
haben, bendtigen demzufolge langer, um sich an die neuen Bedingungen in der
N&hrldsung anzupassen und entsprechende Enzyme neu zu synthetisieren.

Bei Alicyclobazillen, die keine Schadigung der Zellen erlitten haben, lauft dieser
Prozess vermutlich schneller ab und dementsprechend sind hier kirzere lag-

Phasen und eine schnelle Vermehrung zu verzeichnen.

5.5 Nachweisgrenze der real-time PCR fir Alicyclobacillus spp.

Die Mindestzellzahl fir das Verfahren der real-time PCR fir Alicyclobacillus spp.
wird von der A.l.J.N. auf 100KbE pro ml Probe geschatzt (A.l.J.N., 2008, S. 24).
Diese Angabe galt es zu Gberprufen.

Zur Bestimmung dieser Nachweisgrenze wurden nach jeweils 24 Stunden die
Keimgehalte von Alicyclobacillus spp. / 10g aus den entsprechenden BAT-
Anreicherungsbouillons bestimmt und parallel dazu eine real-time PCR durchge-
fahrt.

In 18% der real-time PCR positiven Proben wurde ein positives Ergebnis bereits
bei Keimgehalten von <100KbE / 1imL ermittelt. In 82% der real-time PCR positi-
ven Proben bei Keimgehalten von =2 100KbE / 1mL.

Mittels real-time PCR aus der Verdinnungsreihe des Stammes A. acidoterrestris
ATCC 49025 ergaben sich positive Ergebnisse bei Keimgehalten von = 100KbE /
imL.
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Die Angaben der A.l.J.N. wurden somit bestatigt. Die ermittelte Nachweisgrenze
der real-time PCR fiir den Nachweis von Alicyclobacillus spp. liegt bei = 100KbE /
imL. Bei einem Keimgehalt von < 100KbE / 1 mL kann es zu falsch negativen

real-time PCR-Ergebnissen kommen.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollte die Frage geklart werden, ob beim Nach-
weis von Alicyclobacillus spp. mittels real-time PCR Verfahren, Ergebnisse
schneller zur Verfligung stehen, als durch die kulturelle Methode gemaR IFU-
Nr. 12. Erwartet wurde ein sicheres PCR-Ergebnis nach zwei — drei Tagen.

Hierzu wurden 60 mit Alicyclobacillus spp. ,natlrlich® kontaminierte Saft-
konzentrat-Proben sowohl mit der kulturellen Methode der IFU-Nr. 12, als auch mit
dem Verfahren der real-time PCR untersucht. AnschlieBend erfolgte ein Vergleich
der beiden Verfahren gemafi DIN EN ISO 16140:2003.

Des Weiteren galt es, die Nachweisgrenze der real-time PCR zu ermitteln. Dies
erfolgte zudem anhand einer quantifizierten Verdinnungsreihne mit dem Stamm
A. acidoterrestris ATCC 49025.

Die Untersuchungen ergaben, dass ein Nachweis von Alicyclobacillus spp. mittels
real-time PCR bei Keimgehalten von = 100KbE / 1mL erfolgen konnte. Um
diesen Keimgehalt von = 100KbE / 1mL zu erhalten, ist eine Voranreicherung der
Proben in BAT-Anreicherungsbouillon fur Alicyclobacillus spp. unerlasslich.

Nach zwei Tagen Bebritung der beimpften BAT-Bouillon konnte in 48,79% der
Proben mit wachstumsfahigen Alicyclobazillen mittels real-time PCR Aliyclo-
bacillus spp. nachgewiesen werden, nach drei Tagen konnte mittels real-time PCR
ein Nachweis in 68,29% dieser Proben erfolgen. Nach sieben Tagen Bebritung
der beimpften Bouillon konnte in 95,12% der Proben mit wachstumsfahigen Ali-
cyclobazillen mittels real-time PCR Alicyclobacillus spp. nachgewiesen werden.
Falsch negative real-time PCR-Ergebnisse ergaben sich bei zwei Proben mit
wachstumsfahigen Alicyclobazillen (entspricht 4,88%).

Mit dem Referenzverfahren IFU-Methode Nr. 12 konnte in 100% der wachstums-

fahigen Proben Alicyclobacillus spp. nachgewiesen werden.

Insgesamt betragt der Grad der Ubereinstimmung zwischen dem Referenzver-
fahren (IFU-Methode Nr. 12) und dem Alternativverfahren (real-time PCR) 96,7%.
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Fazit:

Aufgrund der ermittelten Untersuchungsergebnisse ist eine siebentagige An-
reicherung der zu untersuchenden  Saftkonzentrat-Proben in  BAT-
Anreicherungsbouillon unerld@sslich, um einen zuverlassigen Nachweis auf Ali-
cyclobacillus spp. mittels real-time PCR-Verfahren zu flhren. Das Ergebnis liegt
bereits nach sieben Tagen vor. Die Wahrscheinlichkeit falsch negativer Ergeb-

nisse nach einer siebentagigen Anreicherung betragt nahezu 5%.

Eine vorzeitige real-time PCR-Untersuchung der Anreicherungsbouillon auf Ali-
cyclobacillus spp., beispielsweise nach drei Tagen, ist nicht empfehlenswert. Hier
liegt die Wahrscheinlichkeit falsch negativer Ergebnisse bei fast 32%.

Das Referenzverfahren IFU-Methode Nr. 12 zur Untersuchung auf Anwesenheit /

Abwesenheit von Alicyclobacillus spp. ist weiterhin die zuverlassige Methode. Die
Zeit bis zum sicheren negativen Ergebnis betragt jedoch zwdlf Tage.
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7 Abstract

Within the framework of this diploma thesis there should be examined, if the
molecular-biological method of real-time PCR supplies a faster result in detection
of Alicyclobacillus spp. than the cultural method of IFU-No. 12. A certain PCR-

result within two — three days was expected.

For this, 60 with Alicyclobacillus spp. “naturally” contaminated samples were
examined with both methods. Subsequently, the two methods were compared
according to DIN EN ISO 16140:2003.

Further the detection limit of real-time PCR was to be specified. This was
examined with a quantified dilution row with the bacteria A. acidoterrestris ATCC
No. 49025.

The analysis resulted a detection limit of real-time PCR of = 100cfu / 1ml. For this
reason preincubation of samples in BAT-Bouillon is absolutely necessary.

After two days of incubation 48.79% of the samples with viable of growth
Alicyclobacillus spp. show a positive result in real-time PCR, after three days of
incubation 68.29% of these samples were positive. After an incubation-time of
seven days in 95.12% of the mentioned samples Alicyclobacillus spp. could be
proven by using the method of real-time PCR. False negative real-time PCR-
results were given in two samples with viable of growth Alicyclobacillus spp.
(4.88%).

By using the reference-method IFU-No. 12 100% of viable of growth
Alicyclobacillus spp. could be proven.

Altogether the degree of correlation between IFU-method No. 12 and real-time
PCR is 96.7%.
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Result:

Due to the determined results a preincubation of juice-concentrate-samples in
BAT-Bouillon for seven days is essential for a reliable proof of Alicyclobacillus spp.
by using the method of real-time PCR. The result is already present after seven

days. The probability of false negative results is nearly 5%.

A premature investigation by using real-time PCR, for example after three days, is
not recommendable. Here the probability of false negative results amounts to

nearly 32%.

The reference-method IFU-No. 12 for investigation of presence / absence of
Alicylobacillus spp. is still the reliable method. However the time to the correct

negative result amounts to twelve days.
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