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Background

I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  a p p l i c a t i o n s  o f  p r e d i c t i v e  m o d e l s  o n  f o o d  s h o u l d  b e  r e - e v a l u a t e d  s i n c e  t h e  b a c t e r i a ’ s  b e h a v i o r  i s  d i f f e r e n t  o n  d i f f e r e n t  
m e d i a  ( b a c t e r i a l  d i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t  i s  s m a l l e r  i n  s o l i d  f o o d ;  D e n s  a n d  V a n  I m p e ,  2 0 0 1 ) .  T h i s  e x p e r i m e n t  i n v e s t i g a t e d  t h e  e f f e c t  o f  L A B  ( l a c t i c  
a c i d  b a c t e r i a )  s t r a i n  ( L actobacillu s )  a l o n g  w i t h  t h e  m a j o r  b a c k g r o u n d  b a c t e r i a  ( P seudom onas) i n  m e a t  o n  t h e  m i c r o b i o l o g i c a l  g r o w t h  o f  E. coli 
u t i l i z i n g  a s e p t i c a l l y - s e p a r a t e d  f r e s h  g r o u n d  b e e f  ( s o l i d  f o o d )  a t  t w o  d i f f e r e n t  s t o r a g e  t e m p e r a t u r e s  ( 4  a n d  2 5  ° C ) .

M o r e  r e d u c t i o n s  o f  E. co li  w i t h  h i g h e r  P seudom onas  i n o c u l a t i o n  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  b u t  n o t  i n  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  ( w i t h  
o n l y  E. co li  a n d  P seudom onas)  w h e n  m e a t  w a s  s t o r e d  a t  4  ° C .  T h e  r e s u l t s  i m p l i e d  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  L actobacillu s  h a d  a  s y n e r g i s t i c  e f f e c t  o n  
r e d u c i n g  E. co li  a t  4  ° C  s t o r a g e .  I t  a l s o  s u g g e s t e d  t h e  p r o b a b i l i t y  t h a t  m o r e  s t r a i n s  o f  b a c k g r o u n d  b a c t e r i a  a l o n g  w i t h  r e f r i g e r a t e d  s t o r a g e  w o u l d  
r e s u l t  i n  m o r e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  s p e c i e s  a n d  p r o b a b l y  b e t t e r  i n h i b i t i o n  e f f e c t s  o n  t h e  g r o w t h  o f  f e c a l  s o u r c e  b a c t e r i a .

Objectives

T h e  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  r e s e a r c h  w a s  t o  a s s i s t  w i t h  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  m i c r o o r g a n i s m s  a n d  t o  h e l p  e v a l u a t e  
i f  m o r e  v a r i e t i e s  o f  b a c k g r o u n d  b a c t e r i a  c a n  p r o t e c t  m e a t  a g a i n s t  c o l o n i z a t i o n  f r o m  f e c a l  c o n t a m i n a t i o n  ( o r  p a t h o g e n s )  a n d  t h e  p o s s i b l e  
a n t a g o n i s t i c  e f f e c t  f r o m  b a c k g r o u n d  o r g a n i s m s  i n  a s e p t i c a l l y - p r e p a r e d  f r e s h  g r o u n d  b e e f  s t o r e d  a t  4  a n d  2 5  ° C .

Methods

B a c t e r i a l  c u l t u r e s  a n d  m e a t  p r e p a r a t i o n  a n d  i n o c u l a t i o n

Pseudom onas fluorescens  ( O S U  6 9 7 )  a n d  E. co li  ( O S U  X K 5 1 )  w e r e  
g r o w n  f o r  1 8  h o u r s  i n  T r y p t i c  S o y  B r o t h  ( T S B ,  D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  D e t r o i t ,  
M l )  a t  3 5 ° C  w h i l e  L actobacillu s p lantarum  ( O S U  3 3 )  w a s  g r o w n  i n  
L a c t o b a c i l l i  M R S  ( d e M a n  R o g o s a  & S h a r p e )  b r o t h  a t  3 5 ° C .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  
c u l t u r e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  9 0 3  x  g  a n d  p r o p e r  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  
u t i l i z i n g  o p t i c a l  d e n s i t i e s  a t  6 0 0  n m  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  2  l o g  a n d  4  l o g  
c e l l s / g m  o f  m e a t  w e r e  d e t e r m i n e d )  b e f o r e  i n o c u l a t i o n  i n t o  a s e p t i c  f r e s h  
g r o u n d  b e e f .  E a c h  o u t e r  s u r f a c e  o f  b e e f  r o u n d s  ( a t  a p p r o x i m a t e l y  1 4  d a y s  o f  
P o s t  m o r t e m )  w a s  h e a t e d  w i t h  a  h o t  p l a t e  a t  4 5 0 ° F  ( 2 3 2 ° C )  f o r  3 0  s e c o n d s .  
T h e  e x t e r n a l  p a r t s  w e r e  a s e p t i c a l l y  r e m o v e d  a n d  t h e  i n t e r n a l  p a r t s  g r o u n d .

T h e  i n o c u l a t i o n  p l a n  f o r  t r e a t m e n t s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  1 .  Z e r o  i n o c u l a t i o n  
l e v e l s  w e r e  d i l u t e d  w i t h  e q u a l  a m o u n t s  o f  s t e r i l e  0 . 1 %  p e p t o n e  w a t e r .  A f t e r  
i n o c u l a t i o n ,  t i s s u e s  w e r e  t h e n  s t o r e d  e i t h e r  a t  4  o r  2 5 ° C  f o r  t h e  d e s i g n a t e d  
s a m p l i n g  t i m e s .  T h e  i n o c u l a t e d  s a m p l e s  w e r e  e v a l u a t e d  a t  0 ,  4 t h ,  7 t h ,  1 0 t h  
a n d  1 4 t h  d a y s  a t  4 ° C  a n d  e v a l u a t e d  a t  0 ,  5 t h ,  1 0 t h ,  1 5 t h ,  2 0 t h ,  2 5 t h ,  a n d  
3 0 t h  h o u r s  w h e n  s t o r e d  a t  2 5 ° C .  P seudom onas  c o u n t s  w a s  d e t e r m i n e d  w i t h  
P seudom onas  i s o l a t i o n  a g a r  ( P I A ,  D i f c o )  a t  2 5 ° C  f o r  4 8  h o u r s  a n d  E. co li  w a s  
d e t e r m i n e d  w i t h  V i o l e t  r e d  b i l e  a g a r  ( V R B A ,  D i f c o )  a t  3 5 ° C  f o r  2 4  h o u r s .  
M R S  a g a r  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  g r o w t h  o f  L actobacillu s  ( L a c t o b a c i l l i  
M R S  b r o t h  w i t h  1 . 5 %  a g a r ,  D i f c o )  a t  3 5 ° C  f o r  4 8  h o u r s .
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s

A l l  b a c t e r i a l  c o u n t s  w e r e  t r a n s f o r m e d  t o  l o g a r i t h m s  f o r  s t a t i s t i c a l  
a n a l y s e s .  T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  a  r a n d o m i z e d  c o m p l e t e  b l o c k  d e s i g n  
E x p e r i m e n t a l  d e s i g n )  w i t h  t w o  t r e a t m e n t  d e s i g n s  o f  3  x  3  x  3  x  t i m e  f a c t o r i a l  
d e s i g n s  c o n d u c t e d  f o r  d i f f e r e n t  t e m p e r a t u r e s .  G e n e r a l  L i n e a r  M o d e l  ( G L M )  
W a s  u s e d  f o r  A n a l y s i s  o f  V a r i a n c e  ( S A S  I n s t i t u t e ,  2 0 0 1 ) .  L e a s t  s q u a r e  m e a n s  
W e r e  c h o s e n  f o r  m e a n  s e p a r a t i o n s  ( H a r v e y ,  1 9 8 2 ) .

R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n

M o l e t  r e d  b i l e  a g a r  ( V R B A )  u t i l i z e d  f o r  E. co li  c o u n t s  a t  4 ° C

T r e a t m e n t s  w i t h  P seudom onas  i n o c u l a t i o n  ( P 2  a n d  P 4 )  c a u s e d  
s ' g n i f i c a n t  r e d u c t i o n s  ( p <  0 . 0 5 )  i n  V R B A  (E. coli)  c o u n t s  c o m p a r e d  t o  
T e a t m e n t s  w i t h o u t  P seudom onas  i n o c u l a t i o n  ( P 0 )  w h e n  s t o r e d  a t  4 ° C  ( T a b l e  

T  L  i n d i c a t e d  t h a t  h i g h e r  P seudom onas  l e v e l s  i n h i b i t e d  t h e  g r o w t h  o f  E. 
C°H  ( r e d u c t i o n  i n  V R B A  c o u n t s )  m o r e  t h a n  l o w e r  l e v e l s  o r  z e r o  Pseudom onas  
w h i c h  a g r e e s  w i t h  J a y ’ s  h y p o t h e s i s  i n  1 9 9 6  ( h i g h e r  n u m b e r s  o f  b a c k g r o u n d  

a c t e r i a  w i l l  i n h i b i t  t h e  g r o w t h  o f  E. co li  m o r e  t h a n  l o w e r  n u m b e r s  o f  
a c k g r o u n d  b a c t e r i a ) .

Decreasing trends ( p < 0 . 0 5 )  in V R B A  ( £ .  co li)  counts were found for 
o t h  treatments with 2  and 4  logs of E. co li  inoculation ( E 2  and E 4 )  during 1 4

Table 1. Treatment inoculation plans and descriptions (Pseudomonas,
E. coli and Lactobacillus stored at both 4 °C and 25 °C).

Inoculation levels (log cells/gm of 
meat)

Treatment Symbol* E. coli Lactobacillus Pseudomonas
1 E0L0P0 0 0 0
2 E2L0P0 2 0 0
3 E4L0P0 4 0 0
4 E0L2P0 0 2 0
5 E2L2P0 2 2 0
6 E4L2P0 4 2 0
7 E0L4P0 0 4 0
8 E2L4P0 2 4 0

9 E4L4P0 4 4 0
1 0 E0L0P2 0 0 2
1 1 E2L0P2 2 0 2
1 2 E4L0P2 4 0 2
13 E0L2P2 0 2 2
14 E2L2P2 2 2 2
15 E4L2P2 4 2 2
16 E0L4P2 0 4 2
17 E2L4P2 2 4 2
18 E4L4P2 4 4 2
19 E0L0P4 0 0 4

2 0 E2L0P4 2 0 4

2 1 E4L0P4 4 0 4

2 2 E0L2P4 0 2 4

23 E2L2P4 2 2 4

24 E4L2P4 4 2 4

25 E0L4P4 0 4 4

26 E2L4P4 2 4 4

27 E4L4P4 4 4 4

* E: E. c o li , L: L a c to b a c i l lu s  and P: P s e u d o m o n a s

* E2L4P2: 2 log E. c o li , 4 log L a c to b a c i l lu s  and 2 log P s e u d o m o n a s  inoculated, 
etc.
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d a y s  o f  s t o r a g e  a t  4 ° C .  A t  D a y  7 ,  t r e a t m e n t s  w i t h  4  l o g  E. co li  i n o c u l a t i o n  ( E 4 )  b e g a n  t o  s h o w  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  V R B A  ( E . coli)  c o u n t s  
c o m p a r e d  t o  t h o s e  a t  D a y  0  a n d  D a y  4  d u r i n g  1 4  d a y s  o f  s t o r a g e  a t  4 ° C  s t o r a g e  ( 4 . 0 1  t o  2 . 8 2  l o g s  C F U / g ) .  H o w e v e r ,  t r e a t m e n t s  w i t h  4  l o g  E. 
co li  i n o c u l a t i o n  m a i n t a i n e d  h i g h e r  V R B A  c o u n t s  t h r o u g h o u t  t h e  w h o l e  1 4  d a y s  o f  s t o r a g e  a t  4 ° C  e v e n  t h o u g h  i t  h a d  m o r e  r e d u c t i o n s  i n  V R B A  
c o u n t s  d u r i n g  s t o r a g e  w h e n  c o m p a r e d  t o  t r e a t m e n t s  w i t h  2  l o g s  o f  E. co li  i n o c u l a t i o n .  T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  o n  T a b l e  3 .
V i o l e t  r e d  b i l e  a g a r  ( V R B A )  u t i l i z e d  f o r  E. co li  c o u n t s  a t  2 5 ° C

D i f f e r e n t  f r o m  t h e  r e s u l t s  a t  4 ° C  s t o r a g e ,  t h e  t r e a t m e n t s  w i t h  4  l o g  Pseudom onas  i n o c u l a t i o n  ( P 4 )  h a d  h i g h e r  V R B A  ( 3 . 6 6  l o g s  E. coli 
C F U / g )  c o u n t s  t h a n  t h o s e  o f  z e r o  o r  2  l o g  P seudom onas  ( P O :  3 . 0 2  l o g s  E. co li  C F U / g  a n d  P 2 :  3 . 1 2  l o g s  E. co li  C F U / g )  w h e n  s t o r e d  a t  2 5 ° C  
f o r  3 0  h o u r s .  I t  a p p e a r s  t h a t  4  l o g  P seudom onas  e n h a n c e d  t h e  g r o w t h  o f  E. co li  w h e n  s t o r e d  a t  2 5 ° C .  T r e a t m e n t s  w i t h  z e r o  E. co li  i n o c u l a t i o n  
( E 0 )  m a i n t a i n e d  a  r e l a t i v e  l o w  c o u n t s  d u e  t o  m i n o r  c o n t a m i n a t i o n  ( a r o u n d  2  l o g s  C F U / g ,  w h i c h  i s  e q u a l  t o  1 0 0  C F U  p e r  g r a m  o f  m e a t  a t  H o u r  
2 5  a n d  3 0 )  d u r i n g  t h e  w h o l e  3 0  h o u r s  w h e n  s t o r e d  a t  2 5 ° C .  T r e a t m e n t s  w i t h  2  o r  4  l o g s  o f  E. co li  i n o c u l a t i o n  ( E 2  a n d  E 4 )  s h o w e d  i n c r e a s e s  
i n  V R B A  (E. coli)  c o u n t s  a t  H o u r  1 5  a n d  k e p t  i n c r e a s i n g  a s  s t o r a g e  t i m e  i n c r e a s e d  ( a p p r o x i m a t e l y  6  l o g s  E. co li  C F U / g  a t  H o u r  2 5  a n d  3 0 )  
w h e n  s t o r e d  a t  2 5 ° C .

T h i s  d e c r e a s e  o f  E. co li  g r o w t h  a t  4 ° C  c o u l d  b e  d u e  t o  t h e  h i g h e r  Pseudom onas  l e v e l  w h i c h  r e s u l t e d  i n  g r e a t e r  i n h i b i t i o n s  o n  E. coli 
c o u n t s  i n  a d d i t i o n  t o  l o w  t e m p e r a t u r e .  H o w e v e r ,  t h e  h i g h e r  t h e  P seudom onas  i n o c u l a t i o n  l e v e l s ,  t h e  h i g h e r  t h e  E. co li  c o u n t s  w h e n  s t o r e d  a t  
2 5  C .  T h e  r e a s o n  c o u l d  b e  d u e  t o  m e t a b i o s i s  ( r e a d y - t o - u s e  n u t r i e n t s  t h a t  h a d  b e e n  d e g r a d e d  b y  P seudom onas)  a n d  t h e  d e p l e t i o n  o f  o x y g e n  b y  
P seudom onas  ( G r a m  e t  a l . , 2 0 0 2 )  t h a t  a l l o w  E. co li  t o  g r o w  b e t t e r  a t  i t s  p r e f e r a b l e  t e m p e r a t u r e .

Conclusions

T h e  i n h i b i t i o n  o f  E. co li  b y  P seudom onas  a l o n g  w a s  n o t  o b v i o u s  i n  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  b u t  w a s  o b s e r v e d  w h e n  a n  a d d i t i o n a l  s t r a i n  
( L A B )  w a s  p r e s e n t .  T h e  e x i s t i n g  o f  o t h e r  s t r a i n s  o f  b a c t e r i a  w i l l  a f f e c t  t h e  g r o w t h  o f  e a c h  o t h e r ,  b u t  t h e  e f f e c t s  o f  s t o r a g e  t e m p e r a t u r e  w e r e  a l s o  
v e r y  s i g n i f i c a n t .  T h e r e f o r e ,  t h e  i n h i b i t i o n  o f  E. co li  s t r a i n  w i t h  l o w  s t o r a g e  t e m p e r a t u r e  a l o n g  w i t h  m u l t i p l e  b a c t e r i a  s t r a i n s  c o - e x i s t i n g  c o u l d  
b e  a  w a y  t o  i n h i b i t  t h e  n u m b e r s  o f  u n w a n t e d  b a c t e r i a .

I n  o u r  r e s e a r c h ,  t o t a l  e x c l u s i o n  o f  E. co li  w a s  n o t  
a c h i e v e d  e i t h e r  a t  4 ° C  f o r  1 4  d a y s  o r  2 5 ° C  f o r  3 0  h o u r s .  
C o l d  s t e r i l i z a t i o n  b y  i r r a d i a t i o n  ( g a m m a  i r r a d i a t i o n ;  R o l l e r ,  
1 9 9 9 )  m i g h t  b e  t h e  o n l y  m e t h o d  f o r  t o t a l l y  e l i m i n a t i n g  
t h e  e x i s t i n g  E. co li  o r  o t h e r  p a t h o g e n s  ( f r e e  o f  m i c r o b i a l  
c o n t a m i n a t i o n )  i n  f r e s h ,  u n c o o k e d  m e a t .  B a l a n c i n g  
b e t w e e n  s p o i l a g e  ( h i g h  b a c k g r o u n d  m i c r o o r g a n i s m s ,  
m i x t u r e s )  a n d  s a f e t y  ( l o w e r  b a c k g r o u n d  m i c r o o r g a n i s m s  
f r o m  t r i m m i n g ,  c l e a n i n g  o f  m e a t  t h a t  a l l o w  p a t h o g e n s  
l i k e  E. co li  h a v i n g  a  b e t t e r  c h a n c e  t o  m u l t i p l e )  i s  d i f f i c u l t .  
T h u s ,  t h e  r e s u l t s  w o u l d  s u g g e s t e d  t h a t  h i g h e r  b a c k g r o u n d  
b a c t e r i a  c a n  b e  u s e d  a s  a  b i o l o g i c a l  p r e s e r v a t i o n  h u r d l e  i n  
i n h i b i t i n g  E. co li  g r o w t h  w h e n  s t o r e d  a t  4 ° C  r e f r i g e r a t e d  
t e m p e r a t u r e .

T a b l e  2 .  V i o l e t  R e d  B i l e  A g a r  ( V R B A ;  E. coli)  c o u n t s *  i n f l u e n c e d  b y  d i f f e r e n t  
P seudom onas  i n o c u l a t i o n  l e v e l s  a v e r a g e d  a c r o s s  d i f f e r e n t  L actobacillu s, E. coli 
i n o c u l a t i o n  l e v e l s ,  a n d  s t o r a g e  h o u r s  w h e n  s t o r e d  a t  4  ° C

Violet red bile agar (VRBA) counts (E. co li) at 4 °C*

P seudom onas  I n o c u l a t i o n  L e v e l s  ( c e l l s / g r a m s  o f  m e a t * * )
0 102 1 0 4

V R B A  ( C F U / g )  2 . 3 4 ±  0 . 0 7 A 2 . 1 4 ± 0 . 0 7 b 1 . 8 7 ± 0 . 0 7 c

* Data shown as Least Square Mean ± Standard Error (log CFU/g) of VRBA counts. Counts are 
illustrated as log,0 numbers, CFU of E. c o li  counts/g.

A , B ’ c  D i f f e r e n t  l e t t e r s  o f  s u p e r s c r i p t  m e a n  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  s a m e  r o w  
( p < 0 . 0 5 ) .
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_________ Violet red bile agar (VRBA) counts (E. co li) at 4 °C*

E. co li  I n o c u l a t i o n  L e v e l s  ( c e l l s / g r a m s  o f  m e a t * * )

S t o r a g e  D a y s 0 1 0 2 1 0 4

0 0 . 3 8  ± 0 . 1 6 A a  ( E s t . ) 2 . 4 5  ±  0 . 1 6 B a 4 . 0 1  ±  0 . 1 5 C a

4 0 . 9 0  ±  0 . 1 5 A b  ( E s t . ) 2 . 4 2  + 0 . 1 5 B a b 3 . 8 2  ±  0 . 1 5 C a

7 0 . 8 2  ±  0 . 1 5 A b  ( E s t . ) 2 . 1 0  ±  0 . 1 5 B a b 3 . 2 8  ±  0 . 1 5 c b

1 0 0 . 6 5  ± 0 . 1 5 A a b  ( E s t . ) 2 . 0 1  ± 0 . 1 5 B b 3 . 0 3  ± 0 . 1 5 c b c

1 4 1 . 0 2  ±  0 . 1 5 A b  ( E s t . ) 1 . 9 8  ±  0 . 1 6 B b 2 . 8 2  ±  0 . 1 5 C c
H a r v e y ,  W .  R .  1 9 8 2 .  L e a s t - S q u a r e  A n a l y s i s  o f  D i s c r e t e  D a t a .  J .  
A n i m a l  S c i .  5 4 ( 5 )  1 0 6 7 - 1 0 7 1 .
J a y ,  J .  M .  1 9 9 6 “ . M i c r o o r g a n i s m s  i n  F r e s h  G r o u n d  M e a t s :  T h e  
R e l a t i v e  S a f e t y  o f  P r o d u c t s  w i t h  L o w  V e r s u s  H i g h  N u m b e r s .  M e a t  
S c i .  4 3 ,  s 5 9 - s 6 6 .

* Data shown as Least Square Mean ± Standard Error (log CFU/g) of VRBA counts. Counts are 
illustrated as log,0 numbers, CFU E. c o li  counts/g.
a’b,c Different letters of superscript mean significant difference in the same column (p<0.05). 
a . b . c different letters of superscript mean significant difference in the same row (p<0.05).
Est. = Estimated counts VRBA counts at E0 levels indicated contaminations.
** Cells/g of meat = samples final concentrations after inoculations with indicated bacteria.

R o l l e r ,  S .  1 9 9 9 .  P h y s i o l o g y  o f  F o o d  S p o i l a g e  O r g a n i s m s .  I n t .  J .
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