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Schwarzverfarbung von Schweine- und Rinderfett
durch Pseudomonas fluorescens
Black spots on pork and beef fat caused by Pseudomonas fluorescens

L. KROCKEL

Zusammenfassung

Aus Proben von kihl gelagertem, verdorbenem Rinder- und Schweinefett mit schwarz-
fleckigen Verfarbungen wurden Melanin bildende Stdmme von Pseudomonas fluorescens
isoliert. Derartige Stamme wurden bisher in der Literatur nicht beschrieben. Reinkulturen
dieser Isolate waren in der Lage schwarze Farbabweichungen auf gezielt beimpftem
Schweinespeck und Gelbwurst hervorzurufen. Die Schwarzfarbung bei Schweine- und Rin-
derfett ist ein relativ seltenes, daflir aber umso auffalligeres Phanomen und weist deutlich auf
einen fortgeschrittenen Verderb der betroffenen Fleischoberflichen hin. Die Umstande der
Isolierung der verantwortlichen Bakterien deuten auf eine enge Verderbsassoziation (Biofilm)
aus Hefen und Bakterien hin, bei der die Hefe méglicherweise das Wachstum der Melanin-
bildner férdert.

Summary

Melanin-producing strains of Pseudomonas fluorescens were isolated from refrigerated
spoiled pork and beef fat displaying spots with black discolourations. Such strains have not
been described in the literature so far. Pure cultures of the isolates were able to produce
black discolourations on deliberately inoculated pork-back fat and white emulsion-type sau-
sage (gelbwurst). Black discolouration of pork and beef fat is a relatively rare but quite eye-
catching phenomenon and an obvious sign of advanced spoilage of the affected meat sur-
faces. The circumstances of isolation of the responsible bacteria point to a spoilage associa-
tion or biofilm in which the yeasts possibly promote bacterial growth.

Rinderfett — Schweinefett — Schwarzfarbung — Pseudomonas fluorescens

Schlusselworter Melanin — Bakterien — Hefen — Biofilm

beef fat — pork fat — black discolouration — Pseudomonas fluorescens —

Key Words melanin — bacteria — yeast — biofilm
Einleitung (LUCKE und TROEGER, 2007). Pilze und
Hefen spielen beim Verderb von Frisch-
Unverpacktes oder in sauerstoff- und CO.- fleisch normalerweise nur eine Rolle, wenn
durchlassige Folie verpacktes Fleisch wird dieses bei Temperaturen um -5°C ge-
im  Allgemeinen  durch  psychrotrophe lagert wird. Arten der Pilz Gattungen
GRAM-negative Bakterien verdorben. Im Thamnidium und Chrysosporium kénnen
Temperaturbereich zwischen 0 und 5 °C unter diesen Bedingungen WeiR- und
iberwiegen bei normalen pH-Werten von Schwarzfleckigkeit hervorrufen (LOWRY
.fotem Fleisch* die Pseudomonas Arten und GILL, 1984 cit. in LUCKE und
Ps. fragi, Ps. fluorescens und Ps. lun- TROEGER, 2007).
densis. Fett und Bindegewebe verderben
leichter. Aufgrund ihrer héheren pH-Werte Bei spanischen Pokelfleischprodukten
und ihres geringeren Gehaltes an Milch- (Rohschinken, Rohwirsten) wurde Carni-
saure und Kohlenhydraten setzt der monas nigrificans, ein den Bakteriengat-
Aminosaureabbau sehr frihzeitig ein tungen Halomonas und Zymobacter nahe-
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stehendes apathogenes, GRAM-negati-
ves, Katalase-positives, obligat aerobes
unbegeilReltes Stabchen als Verursacher
einer Schwarzfleckigkeit identifiziert
(ARNAU und GARRIGA, 1993, 2000;
GARRIGA et al., 1998). Frische Flecken
auf Rohschinken erscheinen zunachst
rostfarben, werden dann aber innerhalb
von 24 h tiefschwarz.

Nicht beschrieben wurde bisher hingegen
eine mit Pseudomonaden assoziierte
Schwarzverfarbung (grau- bis  blau-
schwarz) bei kihlgelagertem Rinder- und
Schweinefett. Im Folgenden wird gezeigt,
dass derartige Verfarbungen auf Rinder-
und Schweinefett durch Pseudomonas flu-
orescens verursacht werden. Entspre-
chende Stamme wurden von auffalligen
Proben aus Hefe/Bakterien-Assoziationen
isoliert, identifiziert und als Verursacher
verifiziert. Der biochemische Hintergrund
ist den verfigbaren Literaturdaten zu
Folge die Bildung eines Melanins aus der
Aminosaure Tyrosin.

Material und Methoden

Mikroorganismen. Die Melanin bildenden
Bakterienstamme wurden von MEA*-Agar
(Malzextrakt-Agar pH 5,6 [Merck] mit 125
mg Novobiocin/l [Serva] aus Abstrichen
einer schwarz verfarbten Stelle des Speck-
anteils eines verdorbenen, mehr als 7
Tage aerob bei 7 °C gelagerten Schweine-
koteletts (nicht in Abb. 1 gezeigt; Isolate
Ps. fluorescens C und D) und von Primar-

e

Abb. 1: Mikrobiell bedingte Schwarzverfarbung auf einem unter aeroben Bedingungen kihlgelagerten
Rinderfett (Fotos: Dr. Annegret Bantleon, Versmold)
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platten (RBCA-Agar [Rose Bengal Chlor-
amphenicol Agar], Oxoid) aus Abstrichen
von verdorbenem, kihl gelagertem Rin-
derfett isoliert (Abb. 1; Isolate Ps. fluo-
rescens M1/2, M2/2 und M3/2). Als Refe-
renzstamme dienten Ps. fluorescens DSM
50090, Ps. putida DSM 291 und ein Pseu-
domonas-Isolat von frischem Rindfleisch
(Stamm PS79 von Y.J. Lee [1985], mittels
APl 20NE zu 98 % als Ps. putida/fluor-
escens identifiziert). Die Anzucht der
Mikroorganismen erfolgte routinemafig
auf Standard-I-Medium (Merck) bei 30 °C
(Bakterien) sowie auf MEA® bei 25°C
(Hefen).

Identifizierung und Charakterisierung von
Bakterienisolaten. Zur Identifizierung der
Isolate wurde ein polyphasischer Ansatz
auf der Grundlage morphologischer, bio-
chemischer, physiologischer und geneti-
scher Merkmale herangezogen. Zellmor-
phologie, Beweglichkeit, GRAM-Verhalten,
sowie Katalase- und Oxidase-Reaktion
wurden mittels mikrobiologischer Stan-
dardmethoden erfasst.  Biochemische
Merkmale wurden mittels API-20NE Gale-
rie (Biomerieux) getestet und mit Hilfe
eines miniAPI-Systems (Biomérieux) aus-
gewertet. Die Fahigkeit zur Bildung fluo-
reszierender Pigmente wurde auf King's B
Agar uberprift (KING et al., 1954). Zuséatz-
lich wurde das Wachstum auf einem Mini-
malmedium (KROCKEL und FOCHT, 1987)
und auf Czapek Hefe-Autolysat-Agar
(CYA-Agar) (PITT und HOCKING, 1997)
untersucht.
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Der Nachweis der Zugehdrigkeit der Iso-
late zur Gattung Pseudomonas erfolgte
durch spezifische Amplifikation eines 986-
988 bp grolRen DNA-Abschnittes im 16S
rRNA Gen nach WIDMER et al. (1998).
PCR-Primer wurden von Sigma-Genosys
(Steinheim) bezogen. Genomische DNA
fur PCR-Reaktionen wurde nach CAN-
CILLA et al. (1992) isoliert (KROCKEL,
1997). Eine vorlaufige molekulargeneti-
sche Charakterisierung erfolgte mittels
DNA-Fingerprinting (BOX-PCR) (LOUWS
et al.,, 1994; SELENSKA-POBELL et al.,
1995; KROCKEL, 1997). Als DNA-Polyme-
rase wurde illustra™ rTaq DNA-Polyme-
rase von GE Healthcare (Freiburg) einge-
setzt. Die PCR-Reaktionen wurden in
einem PxE 0.5 Thermal Cycler mit Heiz-
deckel im TubeControl Modus (Thermo
Electron Corp.) durchgefihrt.

Beimpfungsversuche. Frischer Schweine-
rickenspeck sowie Gelbwurstscheiben
wurden mit den Melanin bildenden Isolaten
Ps. fluorescens C, M1/2, M2/2 und M3/2,
den Referenzstammen (s.0.) sowie Rein-
kulturen der Hefeisolate inokuliert und ae-
rob 2-5 Tage bei RT sowie 5-13 Tage bei
5-7 °C inkubiert. Dazu wurden je 10 ul
einer verdinnten Suspension aus ge-
waschenen Zellen (10°-10" KBE/ml) einer
FlUssigkultur auf dem mdoglichst keimarm
vorbereiteten Testsubstrat verteilt oder
Koloniematerial direkt auf dem Speck/
Wurst-Substrat verrieben.

Ergebnisse

Isolierung und ldentifizierung. Die schwarz
verfarbten Stellen beim Rinderfett (Durch-
messer >2 cm) zeigten unter der Stereo-
Lupe keinen offensichtlichen Hinweis auf
mikrobielles Wachstum. Beim Schweine-
speck war im Bereich der Schwarzverfar-
bung (Durchmesser >5 mm) eine Kolonie
mit einer wollfilzartigen Morphologie zu er-
kennen. Die lichtmikroskopische Unter-
suchung dieser Kolonie wies auf eine Bak-
terien/Hefe-Assoziation hin (kleine beweg-
liche Stabchen, Hefen mit Pseudomycel).
Auf den RBCA-Priméarplatten der Abstriche
vom Rinderfett lagen vor allem
Pseudomonaden und Hefen (Geotrichum
sp.) vor (BANTLEON, 2007). Die Pseudo-
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monaden erschienen auf RCBA als

dunkelrote, schleimige Kolonie.

Aus den Abstrichen vom Schweinespeck
entwickelten sich auf Standard-lI-Agar
ausschlie3lich  Bakterienkolonien  (Bro-
chothrix, sowie nicht n&her untersuchte
braunliche und gelbliche Bakterienkolo-
nien). Auf Malzextraktagar wurden braun-
liche, schleimige Kolonien mit einem
schwarzen Zentrum beobachtet (Misch-
kulturen aus Hefen und Bakterien). Die
lichtmikroskopische Untersuchung dieser
Kolonien wies auf eine Mischung von
Hefen und stdbchenférmigen Bakterien
hin. Sequentielle Reinheitsausstriche auf
Standard-1 und MEA" Agar fiihrten schlieR-
lich zur Isolierung nicht pigmentierter He-
fen und schwach pigmentierter Bakterien-
kolonien, waobei letztere das Agarmedium
braunlich erscheinen lieRen (Abb. 2a).
Standard-I-Flussigkulturen der Bakterien-
isolate zeigten eine typische grauschwarze
Zone im Bereich der Gas/flissig-Grenz-
schicht. (Abb. 3).

Bei den Melanin bildenden Isolaten han-
delte es sich um GRAM-negative, Oxi-
dase-positive, bewegliche, obligat aerobe,
kleine Stabchenbakterien, die mittels API
20NE Galerie zu 99,9 % als Ps. fluor-
escens identifiziert wurden. Auf King's B
Agar wurde ein wasserlosliches, unter UV-
Licht grunlich fluoreszierendes Pigment
gebildet. Auf einem Saccharose haltigen
Nahrboden (CYA-Agar) erfolgte Levan-
produktion (Abb. 2). Die spezifische PCR
nach WIDMER et al. (1998) zur Identifi-
zierung von Pseudomonas (sensu stricto)
war positiv fur die Melaninbildner und die
Referenzstamme.

Wachstum auf verschiedenen Nahrmedien.
Auf Standard-l-Agar erfolgte eine wenig
ausgepragte, auf Minimalmedium und
CYA-Agar eine sehr markante Produktion
von Melanin durch die Ps. fluorescens Iso-
late (Abb. 2). Der wasserlosliche Charak-
ter des gebildeten Melanins ist gut zu
erkennen. Auf Minimalmedium erschienen
die Kolonien mehr oder weniger farblos bis
weildlich, auf CYA dagegen tiefschwarz.
Ursache dafur durfte sein, dass ein grof3er
Teil des Melanins in der die Bakterien-
zellen umgebenden Schleimhiille (Levan)
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Abb. 2: Wachstum von Ps. fluorescens Stamm C auf Standard-I-Agar (A), Minimalmedium (B)

und CYA-Agar

zurickgehalten wird. Eine durch Melanin-
produktion hervorgerufene hellbraune bis
schwarze Verfarbung der Substrate der
APl 20NE Galerie zeigte sich bei Ps.
fluorescens C und D bei Glucose (GLU),
L-Arabinose (ARA), D-Mannose (MNE), D-
Mannitol (MAN), N-Acetyl-Glucosamin
(NAG), Kalium-Gluconat (GNT), Caprat
(CAP), Malat (MLT), Tri-Natrium-Citrat
(CIT) (Abb. 4). Die hellbraune Verfarbung
des Nahrmediums mit Malat und Citrat
zeigte eine nur schwache Melaninpro-
duktion an. Am intensivsten war die Mela-
ninproduktion (Schwarzfarbung!) in Ge-
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Abb. 3: Wachstum Melanin bildender Ps. fluorescens
Isolate (Stamme C und D) in Standard-I-
Flussigmedium

genwart von Glucose und Mannitol. Die
Isolate Ps. fluorescens M1/2, M2/2 und
M3/2 zeigten aul3er bei MLT und CIT eine
graue Einfarbung der Substrate.

Die genetischen Fingerabdricke der
Isolate C und D von Schweinekotelett
waren identisch. Sie unterschieden sich
deutlich von jenen der Referenzstdmme,
insbesondere auch von Ps. fluorescens
DSM 50090 (Abb. 5). Fingerprints der Iso-
late Ps. fluorescens M1/2, M2/2 und M3/2
wurden bisher noch nicht erstellt.
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Abb. 4: Wachstum Melanin produzierender Ps. fluorescens Stamme auf den Substraten der APl 20NE
Galerie im Vergleich zu Melanin negativen Referenzstammen. A, Stamm C; B, Stamm, D;
C, Ps. fluorescens DSM 50090; D, Ps. putida DSM 291; Pseudomonas sp. PS 79 von Rindfleisch

1, Ps. fluorescens Stamm D

2, Ps. fluorescens Stamm C

3, Pseudomonas sp. Stamm Ps79
4, Ps. putida DSM 291

5, Ps. fluorescens DSM 50090
M1, 100 bp Leiter (Roche)

M2, Lamda EcoRI/Hindlll

Abb. 5: Genetischer Fingerabdruck (BOX-rep-APD) der Melanin bildenden Ps. fluorescens Stamme C
und D im Vergleich zu drei Referenzstammen der Gattung
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Abb. 6: Schwarzverfarbung von gezielt beimpftem Schweinespeck durch Ps. fluorescens Stamm C
nach 4 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur. A, unbeimpft; B, mit Ps. fluorescens;
C, mit Hefe aus der ursprunglichen Bakterien/Hefe-Assoziation

Abb. 7: Schwarzverfarbung von gezielt beimpfter Gelbwurst durch Ps. fluorescens Stamm C
nach 4 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur. A, Ps. fluorescens; B, Ps. fluorescens + Hefe

Beimpfungsversuche. In Beimpfungsversu-
chen konnte nur in Gegenwart Melanin bil-
dender Pseudomonaden eine Schwérzung
von Schweinespeck und Gelbwurst be-
obachtet werden. Die Reinkulturen der iso-
lierten Hefen waren dazu nicht in der Lage
(Abb. 6 und 7). Auf Gelbwurst flhrte die
gleichzeitige Anwesenheit von Bakterien
und Hefen zu einer lokal starker ausge-
pragten Schwarzung. Ursache daflr ist
moglicherweise eine Melaninanreicherung
in der Mischkolonie oder eine ver-
starkende Wirkung der Hefe auf die
Melaninbildung. Bei Kihl- und Zimmer-
temperatur wurden vergleichbare Ergeb-
nisse erhalten.

Diskussion

Die beobachtete Schwarzverfarbung des
Speckanteils an einem unter aeroben Be-
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dingungen kihl gelagerten Schweine-
kotelett und einer Partie Rinderfett war
eindeutig auf Melanin bildende Bakterien
der Gattung Pseudomonas zurtickzufiih-
ren. Daflr sprechen die Ergebnisse so-
wohl der genetischen (Nachweis der Gat-
tungszugehorigkeit) als auch der morpho-
logischen und physiologischen Unter-
suchungen der isolierten Reinkulturen in
Verbindung mit deren Fahigkeit zur
Schwérzung verschiedener Substrate. Die
weitere Identifizierung der Isolate deutete
mit hoher Wabhrscheinlichkeit auf eine
Variante von Pseudomonas fluorescens
hin. Hinweise darauf ergaben sich aus der
Fluoreszenz auf King's B Medium, der
Auswertung der biochemischen Tests (API
20NE Galerie) und der Levanproduktion in
Gegenwart von Saccharose. Eine Identifi-
zierung der Art Ps. fluorescens mittels
spezifischer PCR ist gegenwartig nicht
moglich (ERCOLINI et al., 2007). Aus den
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mittels BOX-PCR erhaltenen genetischen
Fingerabdriicken kénnen zurzeit noch
keine eindeutigen Pseudomonas-spezifi-
schen Muster angegeben werden. Die vor-
laufigen Ergebnisse deuten jedoch auf
eine prinzipielle Eignung der Methode zur
Unterscheidung von Stammen hin.

Verantwortlich flr die Melaninbildung bei
Pseudomonaden ist in vielen Fallen das
Enzym Tyrosinase, das zur Gruppe der
Phenoloxidasen zahlt und (ber einen
weiten Temperatur- und pH-Bereich stabil
ist. Tyrosinasen sind nahezu ubiquitér in
allen Doméanen des Lebens verbreitet. Ihre
bekannteste Funktion ist die Bildung von
Melanin aus L-Tyrosin Uber L-Dihydroxy-
phenylalanin  (L-Dopa) (CLAUS und
DECKER, 2006). Das braune aeruginosa-
Melanin entsteht bei Melanin bildenden
Stdmmen von Ps. aeruginosa beim Abbau
von Tyrosin Uber Homogentisinsaure
(MANN, 1969). Bei diesen Stammen (Ver-
lustmutanten mit einem Defekt der Homo-
gentisicase) wird Homogentisinsaure nicht
Uber Maleylacetacetat zu Fumarséaure
und Acetessigsaure abgebaut, sondern

Uber Benzochinonessigsaure zu einem
zunachst roétlichen und dann braunen
Melanin.

Melanine sind enigmatische Pigmente, die
bei Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Tieren
weit verbreitet sind. Melanine &hnlicher
Bauart aber unterschiedlicher biologischer
Herkunft koénnen allerdings sehr unter-
schiedliche spektroskopische und photo-
chemische  Eigenschaften  aufweisen
(HOGAN und KOLTER, 2002). Melanin
spielt eine Rolle als Photoprotektans,
insbesondere gegen UV-Strahlung (Dou-
glas, 2003). Melanine absorbieren, streuen
und reflektieren UV-Licht unterschiedlicher
Wellenlangen, kdnnen aber auch sehr gut
erbgutschadigende reaktive Sauerstoff-
formen (ROS) absorbieren und so die Zel-
le vor Strahlungseinflissen schitzen
(GENG et al. 2008). ROS entstehen z.B. in
Losung nach UVA-Bestrahlung (400-320
nm). Bei Krankheitserregern ist die Fahig-
keit zur Bildung von Melanin ein Patho-
genitatsfaktor (NOSANCHUK und CASA-
DEVALL, 2003), da es die Keime gegen die
Immunabwehr des Wirts unempfindlicher
macht.
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Positive wie negative wechselseitige In-
teraktionen zwischen Hefen und Pseudo-
monaden spielen eine grof3e Rolle in
Biofilmen (DOUGLAS, 2003; HOGAN und
KOLTER, 2002; GIBSON, SOOD und
HOGAN, 2009; ROMANO und KOLTER,
2005). In wie weit die in dieser Studie nicht
naher identifizierten Hefen das Wachstum
von Melaninbildnern auf Rinder- und
Schweinefett unter Kuhlhausbedingungen
fordern, bleibt vorerst unklar. Hefen sind
bei Fleisch und Fleischerzeugnissen weit
verbreitet. Sie sind aber beim Verderb von
Frischfleisch gegeniiber Bakterien kaum
konkurrenzfahig.

Ebenso bleibt die Frage offen, woher die
Melanin bildenden Varianten von Ps. fluo-
rescens kommen. Sie zahlen jedenfalls
nicht zur ,normalen“ Kihlhausflora. Die
hier beobachteten Assoziationen mit
Hefen legen die Vermutung nahe, dass sie
nur in dieser Verbindung mit nicht Melanin
bildenden Pseudomonaden konkurrieren
kénnen.

Schlussfolgerungen fir die Praxis

Die hier beschriebene schwarze Farb-
veréanderung bei Rinder- und Schweinefett
stellt einen nicht alltdglichen Lager-
schaden von unverpacktem bzw. unter
aeroben Bedingungen kihl gelagertem
Fleisch bzw. Fett dar. Er ist ein deutliches
Zeichen fur einen fortgeschrittenen
mikrobiellen Verderb. Eine weitere Ver-
wertung der betroffenen Partien ist aus-
zuschlieBen. Die Uberschreitung der mi-
krobiellen Verderbsschwelle weist auf eine
unhygienische Behandlung des Fleisches
in Verbindung mit einer unsachgemalien

Lagerung  hin  (Uberschreitung  der
empfohlenen Lagerzeiten und Lager-
temperaturen).
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