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Baggrund | forleengelse af et tidligere projekt "Udvikling af en PCR metode til pavisning af

”blown pack” clostridier”, gnsker KAF gennemfgrt en litteratur-undersggelse om
"blown pack”. Undersggelsen skal omfatte, hvor clostridierne findes, hvor ofte
og i hvilket niveau de findes, samt om der findes effektive metoder til at elimine-
re dem fra fersk kgd.

Konklusion Rapporten konkluderer fglgende om de clostridier, der forarsager "blown pack”:

e C(Clostridierne tilfgres oftest kgdet via huder og feeces; oprindeligt kommer
clostridierne fra jord/miljg

e Typisk findes kun fa sporer pa kgadet, men selv fa sporer kan forarsage
"blown pack”

o  Krympning af vakuumpakket oksekgd gger risikoen for “blown pack”

e Der blev ikke fundet beskrevne metoder, som effektivt eliminerer ”blown
pack” clostridierne fra oksekgdet efter slagtning/opskaering, men fglgende
er forsggt:

o Behandling med peroxysyre (ingen effekt pa kgd)

o Afskylning med koldt/varmt vand (nogen effekt pa kgd)

o Tilseetning af maelkesyrebakterier (nogen effekt pa gasproduktion,
men giver darlig lugt/smag)



Diskussion

Der er i litteraturen enighed om, at de fleste tilfaelde af "blown pack” pa kgleop-
bevaret vakuumpakket okse-, lamme- eller vildtkgd skyldes psykrofile eller psy-
krotrofe clostridier. De psykrofile clostridier kan ikke vokse ved sa hgje tempera-
turer, som findes i dyrene, sa deres tilstedevaerelse ma skyldes, at de findes i
dyrenes omgivelser eller foder. En enkelt artikel omtaler, at psykrotrofe clostri-
dier kan vaere opformeret i lymfe eller vaev. Den primaere kilde til de psykrofile
clostridier kendes ikke, men clostridierne er fundet i jord, vand og plantemateri-
ale. Der er tilsyneladende en saeson variation i forekomsten af clostridierne, idet
der bliver fundet flest positive prgver om foraret og faerrest om efteraret. Uden-
landske undersggelser viser, at de psykrofile eller psykrotrofe clostridier kan
findes pa en stor andel af prgver fra faeces og huder (fra ca. 10 % til taet pa 100
%). Flere undersggelser konkluderer, at clostridierne pa kgdudskeeringer findes i
meget lavt antal, men ogsa at fa sporer kan give "blown pack”. Der er enighed
om, at hovedkilden til forurening af kgdet med clostridierne skyldes forurening
fra faeces eller huder. Clostridieforekomsten pa huder kan enten skyldes forure-
ning med faeces eller, at bakterierne er pafgrt fra omgivelserne.

Clostridierne er obligat anaerobe og mange af dem kan kun vokse ved lave tem-
peraturer. Det har vist sig vanskeligt at dyrke de psykrofile og psykrotrofe clo-
stridier, idet der skal anvendes mange forskellige substrater for at fa den hgjeste
genfinding af de forskellige stammer, og ofte er genfindingen lav eller helt fra-
vaerende, selv fra pustede pakker. DNA baserede metoder er udviklet, dog ho-
vedsageligt til de vegetative celler af clostridier. Da der er adskillige stammer af
clostridier, der kan forarsage pustning skal de DNA baserede metoder daekke
flere stammer. Da de forskellige clostridiers DNA ikke er gennemgribende karak-
teriseret, findes der kun sekvens fra 16s rRNA generne. Af den arsag kan det
vaere vanskeligt at konstruere primere og prober, der er 100 % specifikke. Med
DNA metoderne findes normalt en hgjere frekvens af positive prgver end med
dyrkningsbaserede metoder. Nogle positive prgver fra DNA metoder kan vaere
fra vegetative celler, som ikke er aktive, men det kan ikke afggres, hvor stort et

problem, det udger pga. vanskelighederne med de dyrkningsbaserede metoder.

| oksekgd podet med forskellige clostridier giver varmekrympning af plastembal-
lagen en hurtigere fremvaekst af clostridierne og dermed stgrre problemer med
"blown pack” end ikke varmekrympet emballage. Temperaturen af varme-
krympningen er 70-90 °C og varighed ca. 15-3 sek. Der er ikke forskel pa, hvilken
temperatur, der anvendes til varmekrympning for fremvaekst af clostridierne. En
artikel finder, at hvis der traekkes vakuum til 9 mbar i stedet for 6 mbar udsaettes
tidspunktet for dannelse af “blown pack”. Effekten af krympning kan skyldes, at
varmebehandlingen gger spiringen af clostridiesporer, eller at det heemmer den
gvrige folgeflora. Podeniveau og lagringstemperatur har stor betydning for, hvor
hurtigt der dannes gas i pakkerne. En lagringstemperatur pa -1,5 °C giver naesten
en fordobling af holdbarheden i forhold til 4 °C lagring. Ligeledes betyder et
podeniveau pa 1-2 sporer/100 cm’ i forhold til 1000 sporer/cm’ at holdbarheden
ca. halveres ved hgjt podeniveau.



Forskellige metoder til at heemme fremvaekst og gasdannelse fra clostridierne
har vaeret afprgvet i podede vakuumpakkede oksek@gds udskaringer. | en under-
spgelse afprgves afskylning med enten vand eller 180 mM peroxyeddikesyre.
Der ses ingen effekt af behandlingerne i forhold til ikke-vaskede hold. | en anden
undersggelse afprgves enten varmt (80 °C) eller koldt (24 °C) vands skylning. |
dette forsgg gges tiden til gasdannelse fra 40 dage uden vask til 51 dage med
vask. Der var ikke forskel pa varmt eller koldt vand. Arsagen til, at der er forskel
pa resultaterne i de to undersggelser kan vaere vaskeanlaeggets udformning,
mangden af vand, der anvendes, eller at der i det ene forsgg er et 30 min. tgrre
interval efter podning. Tilseetning af meaelkesyrebakterierne Leuconostoc mesen-
teroides, Leuconostoc carnosum eller Lactobacillus sakei i forskellig maengde til
vakuumpakkede oksekgdsstykker podet med clostridier, kan nedszette eller
hindre gasdannelse fra clostridierne. Virkemaden for denne effekt er ikke kendt.
| forsgget med L. mesenteroides er der ikke signifikant forskel pd antallet af clo-
stridier i pakker med og uden malkesyrebakterier, hvilket kunne forventes at
veere tilfaeldet, hvis det var naeringskonkurrence, der forarsagede effekten. |
forsgget, hvor prgverne er podet med et hgjt antal L. carnosum eller L. sakei blev
prgverne efter 29 dages lagring ved 4 °C bedgmt til at vaere sensorisk meget
ringere end ikke podede prgver. Den sensoriske effekt af L. mesenteroides er
ikke underspgt. Afprgvning af at tilfgre luft (ilt) i 30 min. til de vakuumpakkede
k@dstykker, nar sporerne er spiret (efter 3 dggn) havde ingen effekt, selvom de
vegetative celler er fglsomme over for ilt. Nar de vegetative celler vokser pa

kgdoverflader, kan de dog overleve i flere dggn i atmosfaereluft.

Da der ikke findes effektive metoder til at fjerne clostridierne, hvis de er kommet
pa kgdet eller metoder, der forhindrer fremvaeksten af clostridierne, er det vig-
tigt, at der opretholdes en meget hgj slagtehygiejne, sa faekal forurening af kg-
det undgas i videst muligt omfang. Ligeledes skal det ved afhudningen sa vidt
muligt undgas, at ydersiden af huden kommer i kontakt med slagtekroppen. Af
udenlandske undersggelser fremgar, at problemet er stgrst ved starten af op-
ridsningen, hvor hudens yderside kan rulle tilbage, idet den stgrste forekomst af
clostridier pa de udskeaeringer, som har veeret undersggt er fundet pa slag. En
undersggelse af, hvordan clostridierne kommer i dyrenes foder og pafgres hu-
derne kunne maske nedsaette antallet af kuldetolerante clostridier i faeces og pa

huder inden slagtning af dyrene.



Litteratur review

Der er foretaget en litteratursggning med Web of Knowledge v. 5.10 i FSTA da-
tabasen med sggeordene “"blown pack”, algidicarnis eller frigidicarnis eller
estertheticum eller gasigenes eller bowmani. Der er fundet 148 hits ved de 2
sggninger. Sggningen er sidst foretaget juli 2013.

Pa baggrund af titler og abstract er der udvalgt 37 artikler hvoraf 21 er anvendt i
dette notat.

Definition

Psykrofile ("kulde-elskende”) bakterier defineres normalt som bakterier, der har
vaekst i temperaturomradet +1,5 - 5°C med et veekstoptimum omkring 15 - 20°C
og ingen vaekst ved temperaturer over ca. 22°C.

Psykrotrofe ("kulde-tolerante”) bakterier defineres normalt som bakterier der
har vaekst bade ved temperaturer mellem 0 — 5°C og ved 30 — 37°C, typisk med
et vaekstoptimum omkring 30°C.

Forekomst af psykrofile og psykrotrofe clostridier

De psykrofile clostridier, som giver "blown pack” i vakuumpakket fersk kgd kan
ikke vokse ved temperaturer over max. 18-25°C. Der kan derfor ikke ske opfor-
mering af disse clostridier i dyrene. Det antages derfor, at forurening med disse
bakterier skyldes sporer, som enten er blevet pafgrt dyrenes huder, eller sporer,
som dyrene har indtaget og som efterfglgende pafgres kedet som fakal forure-
ning. Psykrotrofe clostridier kan muligvis opformeres i dyrene, og nogle af dem
(C. algidicarnis) kan forarsage fordeerv i vakuumpakket kgd.

Moschonas et al. (2009) har undersggt forekomsten af C. estertheticum og C.
gasigenes pa 4 Irske kvaegslagterier. Der er udtaget prgver fra transportvogn,
opstaldning, jord, huder, faeces, hove, afblgdningsomrade, hudeaftrakker, or-
ganudtagning, slagtekrop, transportband, udbening, og vakuumpakkemaskine.
Der er i alt udtaget 1680 prgver. Der blev udtaget 35 prgver pa hvert slagteri
(ens prgvesteder pa slagterierne), med prgveudtag hver maned i et ar. Prgverne
er analyseret bade med traditionelle dyrkningsbaserede metoder og med PCR.
Til PCR anvendes de primere som ogsa har vaeret afprgvet af DMRI (Broda et al.
2003).

Den hgjeste frekvens af positive prgver findes ved afhudning og afblgdnings-
arealerne, hvor op til 37,5 % af prgverne var positive. Dernzaest bliver der fundet
25,4 og 20,8 % positive prgver fra henholdsvis faeces og hove. Pa huder findes
18,8 % af prgverne positive. 2,1 % af slagtekroppene blev fundet positive, lige-
som samme frekvens pa 2,1 % blev fundet pa transportband og vakuumpakke
maskinen. Disse tal gaelder for prgver identificeret med PCR. Tallene for positive
prgver med dyrkning er vaesentligt lavere, szerligt for C. estertheticum, mens der
for C. gasigenes bliver fundet ca. halvt s3 mange positive prgver ved dyrkning
som ved PCR analyse. Da disse clostridier normalt er ”strict anaerobe” kan en del
af de prgver, der findes positive med PCR udmaerket stamme fra vegetative



celler, som formodentlig ikke laengere er levedygtige og derfor ikke kan pavises
ved dyrkning.

Der er generelt en hgjere frekvens af prgver, der er positive med C. gasigenes
end med C. estertheticum. Der er en arstidsvariation i antallet af positive prgver,
idet der bliver fundet flest positive prgver i marts-maj og faerrest positive prgver
i oktober-november.

Broda et al. (2009) har undersggt forekomsten af psykrofile og psykrotrofe clo-
stridier fra 2 New Zealandske fareslagterier og fra 5 leverandgrer til hvert slagte-
ri. I alt er 357 prgver undersggt. Prgverne er opformeret i PYGS i 3 uger ved 7 °C,
hvorefter DNA er ekstraheret og clostridierne pavist med PCR.

Der er anvendt 3 primer szat. Et saet primere, der er specifikke for C. gasigenes,
et st for C. estertheticum og et saet, der paviser C. algidicarnis og C. putrefaci-
ens.

C. gasigenes og/eller C. estertheticum blev fundet pa graesningsarealer til farene,
i mudder og i vandlgb. Fra farenes pels og feeces kunne der pavises “blown pack”
clostridier med en hgj frekvens (teet pa 100 % af prgverne). Pa slagteriet kunne
clostridierne pavises fra gulve ved afhudning og slagtning (15 - 60 % af prgver-
ne). For de afhudede slagtekroppe blev der fundet “blown pack” clostridier med
en frekvens fra ca. 4 % til 38 % af slagtekroppene. | kgletunnellen blev der fun-
det enkelte positive prgver, mens der i 42 prgver fra udbeningsomradet blev
fundet 1 positiv prgve. Pa et slagteri blev 24 kgller undersggt og 1 prgve var
positiv for C. estertheticum. Pa det andet slagteri var 29 — 58 % af prgverne fra
”lamb flaps” (lammeslag) positive. Af de vakuumpakkede udskarne kgdstykker,
blev der ikke fundet kasserede pakninger ("blown pack”) selvom der blandt de
48 prgver var 14, der blev fundet positive fro clostridierne. Broda et al. konklu-
derer heraf, at antallet af clostridier pa slagtekroppene og k@dstykkerne har
vaeret meget lavt og at de kun er blevet pavist pga. den 3 uger lange opforme-
ring ved 7 °C. For de clostridier, som er psykrotrofe, men kan vokse ved dyrenes
kropstemperatur mener Broda et al, at der kan komme forurening pa slagte-
kroppen fra veekst af disse clostridier i lymfesystem eller fra veekst i “deep tis-

”

sue.

Silva et al.(2011) har undersggt vakuumpakket oksekgd og et oksek@dspakkeri-
og slagteri i Brasilien. De anvender dyrkningsbaserede metoder, og behandler
preverne med alkohol eller varme for at identificere sporedannere. Prgverne
inkuberes i 4 uger ved 4, 15 og 37 °C, hvorefter de dyrkbare clostridier identifice-
res med 16S rRNA sekventering. De finder C. gasigenes og C. algidicarnis bade i
prover af pustet og ikke pustet oksekgd og C. gasigenes pa huder i slagteri og
transportband i kgdpakkeri. De finder vaesentligt hgjere kimtal af sporedannen-
de psykrotrofe bakterier i de fordaervede pakkede kgdstykker end i tilsvarende
ikke-fordaervede kgdstykker.

Moschonas et al. (2011) har undersggt diversiteten af psykrotrofe anaerobe
bakterier fra 4 Irske kvaegslagterier, samt fra pustede pakker af vakuumpakket
oksekgd. | alt er der undersggt 431 anaerobe psykrotrofe bakterier. De fleste



bakterier isoleres fra huder og feeces, men 3 er isoleret fra pustede pakker. Alle
isolater fra de pustede pakker er clostridier. Langt de fleste af de undersggte
bakterier tilhgrer clostridierne. Den bakterie, der hyppigst isoleres er C. gasige-
nes som udggr 315 af de 431 isolater. Den naesthyppigste bakterie (52 isolater)
er en ukendt clostridie (kaldet TC1), som ikke kan identificeres med 16S rRNA, og
derfor kan vaere en ny art. C. estertheticum forekommer 17 gange blandt de 431
isolater. Mange forskellige arter af clostridier er forekommet en enkelt gang og 8
forskellige 16S rRNA sekvenser matcher ikke tidligere undersggte bakterier.

Moschonas og Bolton (2013) har karakteriseret den nye art “blown pack” clo-
stridier (TC1). Denne art har stgrst lighed med C. lituseburense nar 16S rRNA
sekvenser anvendes til sammenligning, men adskiller sig fra denne pa en raekke
punkter. Dette viser blot, at identifikation og navngivning af psykrotrofe clostri-
dier ikke kan ggres med 100% sikkerhed, baseret pa 16SrRNA teknikken.

Broda et al. (2002) har undersggt “blown pack” clostridier i forbindelse med
slagtning og vakuumpakning af hjortevildt. | alt 359 isolater af psykrotrofe clo-
stridier blev isoleret fra 100 slagtedyr og fra 33 prgver fra slagterimiljget. Bakte-
rierne blev isoleret ved en anaerob kuldeopformering og efterfglgende karakte-
riseret med ”PCR — restriction fragment length polymorphism” (RFLP). De finder
6 % af huder og 5 % af faeces positive for psykrotrofe clostridier med samme
RFLP profil som C. gasigenes. Interessant nok fandt de, at ingen af isolaterne fra
slagterimiljget tilhgrte gruppen af “blown pack” clostridier. Da de bakterier, der
bliver isoleret ikke kan opformeres ved temperaturer over 25 °C, og derfor ikke
kan opformeres i dyrenes fordgjelsessystem, antages det, at bakterierne stam-
mer fra hjortenes levesteder, fx fra foder og planteoverflader. Da bade en del
faecesprgver og prgver af huder indeholder de psykrotrofe clostridier, diskuteres
det, om clostridier pa huderne skyldes faekal forurening. Det anfgres ogsa i artik-
len, at det kan vaere meget vanskeligt at fa isoleret de psykrotrofe bakterier med
dyrkningsbaserede metoder og at resultaterne derfor kan vaere fejlbehaeftede.

Byrne et al. (2009) har forsggt at dyrke psykrotrofe clostridier fra pustede pakker
af irsk okse- og lammekgd fra forskellige kgdopskaeringsvirksomheder. Prgver af
kgdsaften fra de pustede pakker blev dyrket anaerobt i flydende RCM (reinfor-
ced clostridium medium) og derefter CBA (columbia blood agar), TSC (tryptose
sulphite cycloserine), RCA (reinforced clostridial agar) og BHI ved 10°C. Det lyk-
kedes ikke at isolere psykrotrofe clostridier fra nogen af prgverne. Sidelgbende
blev der oprenset DNA direkte fra kgdsaften. Til den efterfglgende PCR blev der
anvendt primere som amplificerer et 641 bp stykke af 16S rRNA fra C. estertheti-
cum. | de pustede oksekgdsprgver blev C. estertheticum pavist, idet det amplifi-
cerede PCR produkt havde 100 % overensstemmelse med C. estertheticum i
blast analyse. Derimod blev der ikke fundet C. estertheticum i lammekgdsprg-
verne. Byrne at al. mener, at dette skyldes, at det er en anden clostridieart, der
giver pustning i lammekgdet. Studiet viser igen tydeligt, at der er vanskeligheder

med de dyrkningsbaserede metoder til pavisning af psykrotrofe clostridier.



Detektion af psykrofile og psykrotrofe clostridier

Som det fremgar af ovenstaende afsnit er psykrotrofe clostridier vanskelige at
pavise med dyrkningsbaserede metoder. Hvis clostridierne forventes at vaere pa
sporeform har Broda et al. (1998) udviklet en metode, hvor halvdelen af prgven
behandles med absolut alkohol (1:1) i 60 min. og den anden halvdel behandles
ved 80 °Ci 10 min. Derefter kuldeopformeres prgverne anaerobt i 3 uger ved 7
°C. Dette skulle give den stgrste genfinding af bade psykrofile og psykrotrofe
clostridiesporer. Ethanol- eller varmebehandlingen sikrer, at vegetative celler
elimineres i prgven og ikke overvokser clostridiesporerne i kuldeopformeringen.
Efter opformeringen ekstraheres DNA og med PCR kan eventuelle clostridier
efterfglgende pavises. Metoden er tidskraevende og paviser kun de clostridier
som PCR primerne er rettet imod. Metoden kan kun anvendes til pavisning af
sporer og da clostriderne typisk findes som vegetative celler i de pustede pakker,
kan metoden ikke benyttes til dette formal.

Direkte dyrkning af vegetative clostridier fra "blown pack” lykkes sjaldent (Byr-
ne et al. 2009). Broda et al. (1998a) foreslar, at en raekke forskellige substrater
anvendes for at optimere isolering af “blown pack” clostridier, da der ikke findes
et enkelt substrat som giver god recovery af alle typer clostridier.

De forskellige PCR metoder til pavisning af psykrotrofe clostridier er gennemgaet
eller afprgvet i det tidligere “blown pack” projekt, og den udviklede multiplexe
PCR har mindst lige sa god fglsomhed og specificitet som de metoder, der er
beskrevet i litteraturen. Der er ikke i litteraturen fundet procedurer for direkte
pavisning af “blown pack” clostridier i sporestadie. | produktionsmiljget, pa hu-
der og i faeces ma de psykrofile clostridier findes som sporer for at kunne overle-
ve. | det tidligere "blown pack” projekt er der derfor udviklet en metode til DNA
ekstraktion fra sporer, som giver ca. 10 gange stgrre DNA udbytte end kommer-
cielle DNA oprensningskit giver. Det er dog endnu ikke afklaret, om metoden har
tilstraekkelig fglsomhed til at kunne forudsige om et givent stykke kad vil udvikle
pustede pakker ved vakuumlagring.

De i litteraturen beskrevne metoder til pavisning af clostridier i sporestadie an-
vender alle en 14-21 dages kuldeopformering inden DNA ekstraktion og PCR
identifikation.

Temperatur, antal og varmebehandlings betydning for "blown packs” dannel-
se.

Silva et al. (2012) har undersggt betydningen af vakuum (6 mbar eller 9 mbar) og
temperatur af krympeproces (83, 84 eller 87 °Ci 3 sec.) i vakuum/krympe pakket
oksekgd. Kgdet var inden forsgget dekontamineret i 70 % ethanol for at fjerne
fglgeflora. De dekontaminerede kgdstykker blev podet med ca. 10° CFU af en
blanding af vegetative celler og sporer af 10 forskellige isolater af C. gasigenes
eller 2 forskellige isolater af C. algidicarnis. De finder, at krympning ved 87 °C og
mindre vakuum (9 mbar) kan forsinke “blown pack” dannelsen. Ved 83 °C
krympning og 6 mbar vakuum, giver nogle af stammerne tydelig gasdannelse
allerede efter 14 dage ved 1 °C, hvorimod gasdannelsen udsaettes med flere uger



ved at anvende 9 mbar vakuum og 87 °C krympning. Effekten af den hgje
krympningstemperatur kan skyldes, at der er podet med en blanding af vegetati-

ve celler og sporer.

Moschonas et al. (2011) har ligeledes undersggt betydningen af forskellige var-
mekrympningstemperaturer og temperatur ved den efterfglgende kglelagring
for, hvornar der optraeder gasdannelse i podede vakuumpakket okse- og lam-
mekgd. De poder prgverne med sporer af enten C. estertheticum, C. laramiense
(2 stammer), C. gasigenes og en C. spp. (TC1). Der podes med ca. 10° CFU/cm™.
De vakuumpakkede kgdstykker blev derefter behandlet ved enten 50 °Ci 15
sec., 70 °Ci 10 sec. eller 90 °Ci 3 sec., samt et kontrolhold, der ikke blev varme-
behandlet. Pakkerne blev kglelagret ved -1,5; 1 og 4 °Ci op til 100 dage. Pakker-
ne blev bedgmt som vaerende “blown pack” nar der var tydelig gasdannelse og
de havde mistet vakuum. Maschonas et al. Finder, at alle 3 varmebehandlinger
nedszetter tiden til pakkerne puster. Varmebehandling til 90 °C nedsatter tiden
til pakkerne mister vakuum mest, dette gaelder for alle 3 lagringstemperaturer.
Ved 1 °C lagring er "tiden til pustning” 36 dage for kontrolhold, der ikke er var-
mebehandlet, mens den for tilsvarende pakker varmebehandlet til 90 °C er 20

dage. Ved 4 °C lagring er "tiden til pustning” henholdsvis 27 dage og 14 dage.

Clemens et al. (2010) har underspgt sporeantallets betydning for, hvor hurtigt
der er gasdannelse i vakuumpakket okse- eller ammekgd. De har anvendt en
sporesuspension af C. estertheticum som podemateriale i et niveau fra 1-2 spo-
rer pr. pakke op til ca. 100.000 sporer pr. pakke. Kgdstykkerne bliver podet,
vakuumpakket og krympet ved 78 °Ci 3 sec. Derefter opbevares prgverne ved -
1,5 eller 2 °Ci op til 105 dage. Ved hgjt podeniveau (ca. 100.000 sporer pr. pak-
ke) var der begyndende gasdannelse efter 37 dage ved -1,5 °C og efter 20 dage
ved 2 °C. Ved lavt podeniveau (1-2 sporer pr. pakke) begyndte gasdannelsen
efter 72 dage ved -1,5 °C og 41 dage ved 2 °C opbevaring. Undersggelsen viser,
at bade podeniveau og temperatur har stor betydning for, hvornar der er synlig
gasdannelse i pakkerne, men ogsa, at et meget lavt podeniveau er nok til at give

gasdannelse i produktets almindelige holdbarhedsperiode.

Moschonas et al. (2010) har ogsd undersggt effekten af podeniveau og lagrings-
temperatur p3, hvor lang tid der gar fgr der dannes “blown pack”. De afprgver
11 forskellige stammer af clostridier, som er isoleret fra slagterier eller vakuum-
pakket kgd.

De poder prgverne med fra <10 til 10° CFU/cm2 og inkuberer de vakuum pakke-
de okse-eller lammekgds stykker ved -1,5; 1 og 4 °C. Pakkerne er varmekrympet
ved 90 °Ci 3 sek. C. estertheticum er den af de afprgvede stammer, der hurtigst
giver gasdannelse. Ved hgjt podeniveau og 4 °C lagring er tiden 14 dage og ved
lavt podeniveau 28 dage. For lagring ved -1.5 °C er tiden henholdsvis 35 og 52
dage. Flere af de afprgvede stammer er > 100 dage om at danne gas i pakkerne,

nar de lagres ved -1,5 °C.



Bell et al. (2001) har undersggt effekten af varmekrympning pa vakuumpakket
oksekgd podet med 6 forskellige clostridiestammer der kan give “blown pack”.
De forskellige kulturer var podet til et niveau pa 10’ CFU/cm’. De vakuumpakke-
de k@dstykker blev varmekrympet ved 70 °Ci 15 sec., 80 °Ci 5 sec. eller 90 °Ci 3
sec., samt et kontrolhold, der ikke var varmekrympet. Derefter blev pakkerne
inkuberet ved enten -1,5; 1 eller 4 °C. De finder, at varmekrympning signifikant
nedszetter tiden til gasdannelse i pakkerne i forhold til kontrolholdene, mens der
ikke er statistisk signifikant forskel pa de 3 varmebehandlinger. Kontrolholdet
var 49 dage om at begynde at danne synlig gas, mens holdet som var varme-
krympet ved 90 °Ci 3 sec. begyndte at danne gas efter 34-35 dage.

Adam et al. (2011) har undersggt, hvilke faktorer, der far C. frigidicarnis sporer
til at spire. De afprgver en lang raekke stoffer fx lysozym, bryostatin, inosin,
taurocholate, sukkerstoffer og aminosyrer. Ingen enkeltkomponent gav spore-
spiring ved 10 °C efter 72 timer. Alle reagenser og inkuberinger var anaerobe.

De afprgver bade varmebehandlede (60 °C 10 min.) og ikke varmebehandlede
sporer. Varmebehandlede sporer spirer hurtigere end ikke-varmebehandlede. L-
lactate i kombination med forskellige aminosyrer giver den hurtigste spiring,
seerlig kombinationen af L-lactate og L-valine gav kraftigt forgget sporespiring.

Begge stoffer vil vaere til stede pa overfladen af kgd.
Metoder til at eliminere ”"blown pack”

Da der i litteraturen er enighed om, at de psykrotrofe clostridier pafgres kgdet
fra huder eller faeces, er det vigtigt, at slagtningen foregar sa hygiejnisk som
muligt. Forskellige forholdsregler har vaeret afprgvet for at nedsaette risikoen for

kontaminering med bakterierne.

Boerema et al. (2007) har undersggt effekten af peroxy eddikesyre skylning pa
"blown pack” gasdannelse i vakuumpakket oksekgd podet med clostridier. De
anvender flank steaks som bliver podet med enten 4 eller 40 sporer pr. cm’.
Sporerne er pafgrt i 0,2 ml vaeske, og er derefter tgrret ind i 30 min. inden be-
handlingen. De ophangte kgdstykker blev behandlet med en 180 ppm peroxy
eddikesyreoplgsning i vand med en temperatur pa 15-17 °C. Der blev anvendt et
system med roterende dyser, og en afstand mellem dyser og kgdoverflade pa 30
cm. Der blev anvendt et tryk pa 6*10° Pa ved dyserne. Efter behandlingen hang
kgdet og terrede i 30 min. ved stuetemperatur. Der blev anvendt kontrolhold,
der blev skyllet med vand i stedet for peroxy eddikesyre, samt et hold, der var
ubehandlet. Stegene blev derefter vakuumpakket og lagret ved -1,5; 0 og 2 °C.
Upodede vakuumpakkede stege gav ikke gasdannelse i Ipbet af 100 dages lag-
ring. Behandling af de podede stege med enten vand eller peroxy eddikesyre
havde ingen effekt pa, hvornar der var gasdannelse i pakkerne. Med lavt podeni-
veau var der gasdannelse efter 30 dage ved 2 °C og ved hgjt podeniveau efter 25
dage.

I modsaetning hertil, har Broda (2007) vist, at peroxy eddikesyre giver en 4 til 5
logs inaktivering af clostridiesporer i vandige oplgsninger samt i vandige oplgs-



ninger med 20 % oksefedt.

Adams et al. (2013) har set pa effekten af varmtvandsvask, koldtvandsvask, og
tilfgrsel af ilt som metoder til at begraense clostridier pa vakuum pakket lamme-
kgd. Kgdet var podet med 2,7 CFU/cm? sporer af C. estertheticum. Vask blev
udfgrt med roterende dyser i 10 sec. og en vandhastighed pa 18 m/sec. tempe-
raturen af varmt og koldt vand var henholdsvis 80° og 24,5 °C. Adams et al. fin-
der, at vask af kgdstykkerne udsaetter tidspunktet for, hvornar der er gasdannel-
se i pakkerne, idet ikke-vaskede podede prgver havde gasdannelse efter ca. 40
dage, mens vaskede prgver havde gasdannelse efter ca. 51 dage. Der var ikke
forskel pa anvendelse af koldt og varmt vand. De afprgver ogsa, om det er muligt
at reducere vaeksten af vegetative celler, ved 3 dage efter pakning at abne pak-
kerne i 30 min. og derefter vakuumpakke igen. Teoretisk skulle de spirede spo-
rer/vegetative celler vaere fglsomme over for ilt, men det havde ingen effekt pa

tiden til gasdannelsen.

Yang et al. (2011), har undersggt gasdannelsen i sterilt oksekgd ved at tilseette C.
estertheticum i kombination med Leuconostoc mesenteroides i forskellige blan-
dingsforhold. De afprgver alle kombinationer af hver organisme op til 10°
CFU/cmz. Gasdannelsen nedsaettes kraftigt, nar der er tilsat 10% L. mesenteroides
i forhold til prgver uden. Med 100 clostridiesporer pr. cm’var volumenforggel-
sen af pakkerne ved 4 °C i gennemsnit 538 cm® uden L. mesenteroidestilsat og
med 1000 CFU/cm2 L. mesenteroides var volumenforggelsen kun 44 cm’. Ved
podning med 1000 clostridier pr. cm’ og et tilsvarende antal L. mesenteroidesvar
volumenforggelsen 150 cm®. L. mesenteroides har siledes en heammende effekt
pa gasdannelsen fra clostridierne. Yang et al. undersgger ikke effekten af L. me-
senteroides pa smagen af produkterne.

Meibom (2003) har undersggt effekten af at tilseette Leuconostoc carnosum
(DMRICC 4010) eller Lactobacillus sakei (10 CFU/cmZ) sammen med clostridier
(10° CFU/cm®). Pakkerne blev lagret ved 4 °Ci op til 62 dage. Uden tilseetning af
meelkesyrebakterier ggedes volumen af pakkerne med op til 300 cm3, mens der
ikke blev malt nogen volumenforggelse i pakker der var tilsat en af maelkesyre-
bakterierne.

Meibom undersggte ogsa effekten pa smag og lugt af oksekgdet efter 3 og 29
dages lagring. Prgver podet med maelkesyrebakterier adskilte sig ikke vaesentligt
fra kontrolprgver pa dag 3, men pa dag 29 blev prgverne med maelkesyrebakte-
rier bedgmt til at have meget mindre kgdsmag, samt en mere syrlig smag og en
mere smgragtig og syrlig lugt end kontrolholdet. Meibom konkluderer, at an-
dringen af smag og lugt ved tilseetning af maelkesyrebakterier er for stor til at

metoden kan anvendes i den afprgvede form.

Yang & Badoni (2013) og Yang et al. (2009) har undersggt, hvilke substrater for-
skellige clostridier anvender i et kgdjuicesystem. Clostridierne vokser eksponen-
tielt pa den glukoserest, der er i kgdet og flere stammer af clostridier er i stand
til samtidig at bruge glykogen. Under vaeksten falder pH i kgd modelsystemet
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(mange af clostridierne kan opformeres ned til pH 5,2). Tilsyneladende gar clo-
stridierne i stationaer fase, nar glukosen er opbrugt. Nogle stammer fx C.
estertheticum forbruger dog fortsat glykogen, samtidig med at de anvender
laktat, som omdannes til alkoholer, hvorved pH igen stiger til udgangspunktet pa
pH 5,9. Yang et al. (2009) mener, at en stor del af gasproduktionen sker i statio-
naerfasen, nar bakterierne omsaetter laktat.
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