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ZUSAMMENFASSUNG/ RESUME/ SUMMARY

Verhalten von potentiell humanpathogenen Bakterien der Arten

Aeromonas hydrophila, Campylobacter jejuni, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Staphylococcus aureus

und Yersinia enterocolitica in Halbhart- und Hartkäse aus Rohmilch

In der Schweiz werden etwa 40 % der gesamten Rohmilch ohne

vorgängige Hitzebehandlung direkt zu Käse verarbeitet, was immer wie¬

der Anlass zu Diskussionen über deren hygienische Unbedenklichkeit

gibt.
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung des Risikos, dass aus

Rohmilch hergestellte Hart- und Halbhartkäse eine Lebensmittelver¬

giftung verursachen könnten. Dazu wurden von den sieben folgenden

potentiell humanpathogenen Bakterien je zwei bis sechs Stämme aus¬

gewählt: Aeromonas hydrophila, Campylobacter jejuni, enteropathogene
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Staphylo¬
coccus aureus und Yersinia enterocolitica.

Ein festgelegtes Züchtungsverfahren stellte eine ausreichende Adaption
der Stämme an das Medium Milch sicher. Eingehende Untersuchungen
über das Verhalten in Abhängigkeit von den wichtigsten Parametern bei

der Käseherstellung (Temperatur, pH) führten zur Auswahl des resis-

tentesten Stammes von jeder potentiell humanpathogenen Bakterienart.

Mit jedem der sieben ausgewählten Mikroorganismen wurde anschlies¬

send die Rohmilch kontaminiert (105 -106 KbE / ml) und in einem speziel¬
len Steril-Käsefertiger nach den Richtlinien eines spezifischen Sicher-

heitsdispositives je vier Modellhartkäse (Emmentaler-Typ) und Modell¬

halbhartkäse (Tilsiter-Typ) hergestellt. Für die Fabrikationsparameter

wurden Werte festgelegt, die einerseits eine gute Käsequalität und ander¬

erseits ein möglichst langes Überleben der potentiell humanpathogenen
Bakterien erwarten liessen. Während der Käsefabrikation und der an¬

schliessenden dreimonatigen Reifung wurde zu bestimmten Zeitpunkten

die Anzahl potentiell humanpathogener Bakterien nach zwei verschie¬

denen Verfahren quantitativ analysiert.
Beim Modellhartkäse waren bereits im eintägigen Käse, mit Ausnahme

von zwei Käsen mit S.aureus, keine potentiell humanpathogene Bakterien



Zusammenfassung / Resume / Summary - 2 -

mehr nachweisbar. Spätere Proben waren ausnahmslos frei von den un¬

tersuchten Stämmen und allfälligen Toxinen. Im Modellhalbhartkäse ver¬

mochten die potentiell humanpathogenen Bakterien zwar länger zu über¬

leben, ohne aber dabei Toxine zu synthetisieren. Spätestens bei der Kon¬

sumreife der Käse waren alle untersuchten Stämme unterhalb der Nach¬

weisgrenze.

Die Resultate zeigen, dass die hygienische Unbedenklichkeit von schwei¬

zerischen Rohmilch-Hartkäsen (Emmentaler, Greyerzer, Sbrinz) unter

guten und kontrollierten Produktionsbedingungen mit einem hohen

Sicherheitsgrad garantiert werden kann. Auch die schweizerischen

Rohmilch-Halbhartkäse (Tilsiter, Appenzeller) sind bei einwandfreier Pro¬

duktionsweise im Alter der Konsumreife mit grosser Gewähr frei von den

untersuchten potentiell humanpathogenen Bakterien und deren toxischen

Metaboliten. Es konnte aufgezeigt werden, dass die hygienische Unbe¬

denklichkeit zusammen mit der Rheologie und der Sensorik elementarer

Bestandteil einer Guten Käsequalität ist und durch die Anwendung einer

Guten Herstellungspraxis vollumfänglich sichergestellt werden kann.

Darauf basierend wurden Anforderungen für die Herstellung von Hart-

und Halbhartkäsen aus Rohmilch erstellt, die ausnahmslos zu erfüllen

sind, damit die konsumreifen Käse mit grösster Wahrscheinlichkeit frei

von potentiell humanpathogenen Bakterien sind.

Resume

Comportement des bacteries potentiellement pathogenes pour

l'homme, du genre Aeromonas hydrophila, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp.,

Staphylococcus aureus et Yersinia enterocolitica, contenues dans

les fromages ä päte mi-dure et dure, produits ä base de lait cru

En suisse, environ 40 %de l'ensemble du lait cru sont transformes direc-

tement en fromage sans echauffement prealable, ce qui donne lieu ä des

discussions sur l'hygiene de ces produits.

Le but de la presente etude est de determiner le risque d'infection d'un

fromage ä base de lait cru. A cet effet, deux ä six souches des sept
bacteries suivantes, potentiellement pathogenes pour l'homme, ont ete
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choisies: Aeromonas hydrophila, Campylobacter jejuni, Escherichia coli

enteropathogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Staphylo¬
coccus aureus et Yersinia enterocolitica.

Une methode de cuiture definie a permis aux souches de s'adapter suffi-

samment au milieu lactique. Des tests detailles au sujet du comporte¬

ment, dependant des parametres les plus importants lors de la fabrication

du fromage (temperature, pH), ont conduit ä la selection de la souche la

plus resistente de chaque espece de bacteries potentiellement

pathogenes pour l'homme. Le lait cru a ete contamine (105 -106 ufc / ml)

avec chacune des sept souches selectionnees et, dans une cuve asep-

tique, 4 fromages experimentaux ä päte dure (type emmental) et 4 ä päte
mi-dure (type tilsit) ont ete fabriques selon les directives de securite

specifiques. Des valeurs ont ete fixees pour les parametres de fabrication

qui supposaient d'une pari une bonne qualite de fromage et d'autre part la

survie prolongee des bacteries, potentiellement pathogenes pour

l'homme. Le nombre des souches examinees a ete determine quantita-

tivement lors de la fabrication et de la maturation (d'une duree de trois

mois) selon deux methodes differentes.

Dans le fromage ä päte dure d'un jour, aucune bacterie potentiellement

pathogene pour l'homme n'etait presente, ä l'exception de S.aureus en

deux cas. Les echantillons suivants ne contenaient aucune des souches

examinees, ni memed'eventuelles toxines. Dans le fromage ä päte mi-

dure, les bacteries potentiellement pathogenes pour l'homme ont certes

survecu plus longtemps, sans pour autant avoir synthetise des toxines.

Plus tard, au terme de la maturation du fromage, toutes les souches

examinees etaient sous la limite de detection.

Les resultats demontrent que l'hygiene des fromages suisses ä päte dure

produits avec du lait cru (emmental, gruyere, sbrinz) peut etre garantie

avec un degre de certitude elevee. De meme, les fromages suisses ä

päte mi-dure, produits avec du lait cru (tilsit, appenzell) sont, apres la

maturation, exempts de bacteries potentiellement pathogenes pour

l'homme, et de metabolites toxiques. II a pu etre montre que l'hygiene, de

memeque la rheologie et les attributs sensoriels, sont partie integrante
d'une bonne qualite de fromage, garantie par une Bonne Pratique de

Fabrication. Sur la base de ce qui precede, les exigences pour la fabrica¬

tion des fromages ä päte mi-dure et dure du lait cru ont ete posees. Afin

que les fromages soient, au terme de leur maturation, exempts de



Zusammenfassung / Resume / Summary - 4 -

bacteries potentiellement pathogenes pour l'homme, ces exigences
doivent etre respectees.

Summary

Behaviour of potentially humanpathogenic bacteria of the genera

Aeromonas hydrophila, Campylobacter jejuni, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus and Yersinia enterocolitica in semihard and hard cheese

made from raw milk

Approximately 40 % of milk produced in Switzerland is processed to

cheese without a prior heat treatment. This gives rise to discussions

about hygienic safety of raw milk cheeses.

The aim of the present investigation was to determine the risk in connec-

tion with the consumption of semihard and hard cheese made from raw

milk. Of the following seven potentially pathogenic bacteria for humans,

i.e. Aeromonas hydrophila, Campylobacter jejuni, enteropathogenic
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Staphylo¬

coccus aureus and Yersinia enterocolitica, 2-6 strains of each were

chosen for the investigation. In order to assure a sufficient adaptation to

the medium milk, a defmed cultivation method was applied.

In the first part of the study, the resistance to some of the most important

Parameters in cheese manufacture (temperature, pH) was determined in

order to select the most resistant strains of the above bacteria. Following

this, raw milk was contaminated with the selected strain (105 -106 cfu /

ml) and processed to cheese in an aseptic cheese-making system by

observing specific safety measures. From each strain, 4 semihard (Tilsit

type) and 4 hard (Emmental type) cheeses were made. The manufactur-

ing parameters applied for the cheeses were determined in the way to

assure high quality as well as the longest survival of the potentially

pathogenic microorganism. During manufacture as well as the ripening

period of 3 months, the potentially pathogenic bacteria were detected by

two different methods.
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With exception of S.aureus in two cases, none of the potentially patho¬

genic microorganisms was found in the one day old hard cheese. All

subsequent determinations were free from potentially pathogenic bacte¬

ria and their toxins. In semihard cheese the potentially pathogenic bac¬

teria were able to survive longer, but did not synthesise toxins. At the

time of commercial ripeness the pathogenic microorganisms were in all

cheeses below the detection limit.

The results of our investigations show that the hygienic safety of Swiss

hard cheese varieties made from raw milk (Emmental, Gruyere, Sbrinz)
under controlled conditions can be guaranteed with a high degree of

certainty. Also the Swiss semihard cheese varieties made from raw milk

(Tilsit, Appenzell) are, with faultless production, at the age of consump-

tion, with a large safety margin, free of potentially pathogenic bacteria

and their toxic metabolites. It has to be emphasized that the hygienic

safety, along with the rheology and the sensory attributes, are elemen¬

tar/ for a high quality of cheese and can be achieved entirely with a

Good Manufacturing Practice. Finally, requirements in the manufacture

of hard and semihard cheese made from raw milk were defined, in order

to assure, with a high degree of certainty, that cheeses at time of con-

sumption are free from potentially pathogenic bacteria.
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1. EINLEITUNG UNDPROBLEMSTELLUNG

Trotz allseitig verstärkten Hygieneanstrengungen ist es nicht restlos zu

verhindern, dass potentiell humanpathogene Mikroorganismen sporadisch
über eine subklinisch infizierte Milchdrüse oder über Kontaminationen

während des Melkvorganges oder der nachfolgenden Lagerung und Ver¬

arbeitung in die Rohmilch gelangen können. In der Schweiz werden etwa

40 %der gesamten Rohmilch ohne vorgängige Hitzebehandlung direkt zu

Käse verarbeitet, was immer wieder Anlass zu Diskussionen über deren

hygienische Unbedenklichkeit gibt.
Gemessen am Produktionsvolumen ist Käse nur sehr selten die Ursache

von Lebensmittelvergiftungen. Die dokumentierten, aktuellen Fälle betref¬

fen in der Regel entweder oberflächengereifte Weichkäse oder Käse aus

pasteurisierter Milch. So wurden in der Mitte der Achtzigerjahre in der

Schweiz zwei Epidemien verzeichnet, die auf einen aus Rohmilch herge¬
stellten Weichkäse zurückgeführt werden konnten, was eine starke Sen¬

sibilisierung der Konsumenten nach sich zog. Heute wird in der Schweiz

Weichkäse, im Gegensatz zu Hart- und Halbhartkäse, in der Regel nur

noch aus pasteurisierter Milch fabriziert. Von den potentiell humanpatho¬

genen Mikroorganismen stehen in Milch oder Milchprodukten nur die Bak¬

terien im Vordergrund des Interesses. Aus diesen beiden Gründen be¬

schränkte sich die vorliegende Arbeit darauf, das Verhalten von potentiell

humanpathogenen Bakterien bei der Herstellung von Hart- und Halbhart¬

käse aus Rohmilch abzuklären.

Verschiedene internationale Publikationen haben sich schon mit dieser

Problematik befasst, doch sind die daraus gewonnenen Erkenntnisse ent¬

weder nicht auf die schweizerischen Verhältnisse übertragbar oder aber

nicht mehr aktuell, da bedingt durch verbesserte Nachweismethoden und

veränderte Lebensgewohnheiten in den letzten Jahren das Auftreten bis¬

her nicht bekannter oder unterschätzter Krankheitserreger registriert wer¬

den musste.

Neben dem eindeutigen Anspruch der Konsumenten auf unbedenkliche

Lebensmittel gaben auch wirtschaftliche Hintergründe Anstoss zu dieser

Arbeit, da für die schweizerische Landwirtschaft die Verarbeitung von

Milch zu exportfähigen Halbhart- und Hartkäsen von prioritärer Bedeutung
ist. Für viele Exportländer müssen indes Zertifikate und Gutachten über
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die hygienische Undenklichkeit der Käse ausgestellt werden, was

entsprechend dokumentierte Unterlagen bedingt. Zusätzlich sieht die

Gesetzgebung in immer mehr Staaten bei den Konsumentenrechten eine

Produktehaftpflicht vor, die bei Schadenfällen dem Hersteller die

Beweispflicht zuweist.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag darin, das Verhalten der in Käse

wichtigsten potentiell humanpathogenen Bakterien während der Herstel¬

lung von Hart- und Halbhartkäse aus Rohmilch zu bestimmen. Zur Erlan¬

gung einer möglichst hohen Praxisrelevanz der Arbeit und einer möglichst
umfassenden Gültigkeit der Aussagen, stützte sich der angewandte

Versuchsaufbau auf folgende Grundgedanken:

. Auswahl von Stämmen mit hoher Resistenz gegenüber den Fabrikati¬

onsparameter bei der Käseherstellung
• Adaption der ausgewählten Stämme an das Medium Milch

. Maximale Übereinstimmung zwischen den gewählten Versuchs- und

den gegebenen Praxisbedingungen bei der Käseherstellung
• Fabrikationsparameter, die einerseits eine gute Käsequalität und ande¬

rerseits ein möglichst langes Überleben der potentiell humanpathoge¬

nen Bakterien erwarten lassen

• Minimale Schwankungen innerhalb der gewählten Fabrikationsparame¬
ter

Für den Nachweis der potentiell humanpathogenen Bakterien wurden

möglichst international anerkannte Verfahren ausgewählt. Besonderes

Gewicht lag dabei auf der Wiederbelebung von subletal geschädigten
Bakterien und auf der Abgrenzung zwischen originärer Rohmilchflora und

den inokulierten potentiell humanpathogenen Bakterien.
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2. LITERATURÜBERSICHT

2.1. Potentiell humanpathogene Bakterien in der Rohmilch

Nach TOLLE (1984) galt die Rohmilch bis weit in dieses Jahrhundert als

das hygienisch bedenklichste aller Nahrungsmittel. Sie war oft der Vektor

für Tuberkulose, Brucellose, Diphtherie, Typhus und andere Krankheiten.

Dabei traten nicht selten grosse Epidemien auf. Diese Risiken sind heute

in den industrialisierten Ländern durch systematische Seuchenbekämp¬

fung, eine stark verbesserte Hygiene sowie die Pasteurisation und rekont-

aminationsfreie Verpackung eines Grossteiles der Konsummilch weitge¬

hend eliminiert. Doch selbst heute noch kann die Rohmilch mit ubiquitär

verbreiteten, potentiell humanpathogenen Keimen kontaminiert sein,

wobei jedoch andere Arten als früher im Vordergrund des Interesses

stehen (Tab.1).

Tab.1: Wichtigste Krankheitserreger in Milch und Milchprodukten

(VASAVADA, 1988)

Jahre Bedeutende Krankheitserreger

1900 -1940 Corynebacterium spp., Mycobacterium spp., Brucella spp.,

Coxiella bumeti

1950 -1975 Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Brucella spp., Bacillus

cereus, enteropathogene Escherichia coli

1975 -1986 enteropathogene Escherichia coli, Yersinia enterocolitica,

Campylobacterjejuni, Salmonella spp., Listeria monocytogenes

Als "Rohmilch" werden nach der Richtlinie 92 / 46 / EWGdes Rates der

europäischen Gemeinschaften, die unveränderten Gemelke einer oder

mehrerer Kühe, Schafe, Ziegen oder Büffel bezeichnet, die nicht über 40

°C erhitzt und keiner Behandlung mit ähnlicher Wirkung unterzogen

wurden. Die vorliegende Arbeit beschränkt sich aus Gründen der Rele¬

vanz für die schweizerische Milchwirtschaft auf Kuhmilch.

Als "potentiell humanpathogen" gelten alle Keime, die bei einem Men¬

schen eine Erkrankung provozieren können. "Opportunistisch human¬

pathogene" Keime können dies nur bei immungeschwächten Personen.

Als "Lebensmittelvergifter" werden in der Folge alle Mikroorganismen
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verstanden, die eine Lebensmittelinfektion oder -intoxikation auszulösen

vermögen.

Die Zahl der erfassten Lebensmittelvergiftungen steigt in den letzten Jah¬

ren wieder kontinuierlich an. Als Gründe für diese Tatsache werden ge¬

nannt (Anon., 1991a; NOTERMANSund HOOGENBOOM-VERDEGAAL,

1992):
- vollständigere Erfassung der Erkrankungsfälle (Meldepflicht)

-Entdeckung bisher unbekannter Keime durch verbesserte Nachweis¬

methoden

- Massentierhaltung
- industrielle Lebensmittelproduktion
- schonendere Konservierungs- und Zubereitungsverfahren
- zunehmende Missachtung küchenhygienischer Grundregeln
- verminderte Widerstandskraft der Menschen

- zunehmende Überalterung der Bevölkerung
Nach DOYLE(1992) kann bei weniger als jeder zweiten Lebensmittelver¬

giftung der Erreger schlüssig identifiziert werden. Zur Zeit sind Milch und

Milchprodukte noch für 2 - 8 %der Lebensmittelvergiftungsausbrüche und

10 -15 %der dabei erkrankten Personen verantwortlich (NOTERMANS
und HOOGENBOOM-VERDEGAAL,1992; BEAN und GRIFFIN, 1990).

Zunehmend häufiger können diese Ausbrüche auf eine Rekontamination

der Milch nach erfolgter Wärmebehandlung zurückgeführt werden

(SHARP, 1987). Industrielle Produktion kann durch die grössere Marktab¬

deckung zur Folge haben, dass gleichzeitig sehr viele Leute infiziert

werden. So erkrankten 1985 in der USAnach dem Konsum von rekont¬

aminierter Milch über 16'000 Menschen an Salmonellose (LECOS, 1986).
Solche Epidemien erzeugen jeweils ein grosses Aufsehen und führen zu

beträchtlichem Imageverlust für die gesamte milchverarbeitende Branche.

JOHNSONet al. (1990b) listen in ihrem Übersichtsartikel die aktuell

bedeutendsten Krankheitskeime in der Rohmilch auf (Tab.2). Diese

Zusammenstellung entspricht weitgehend derjenigen von SKOVGAARD

(1990). Die vorliegende Arbeit beschränkt sich auf die potentiell human¬

pathogene Bakterien. Rohmilch kann daneben auch noch mit Rickettsien,

Viren, toxigenen Schimmelpilzen und Protozoen kontaminiert sein. Diese

Mikroorganismen stehen aber in der aktuellen Bedeutung als Lebensmit-

telvergifter deutlich hinter den Bakterien zurück (NOTERMANSund

HOOGENBOOM-VERDEGAAL,1992).
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Tab.2: Wichtigste potentiell humanpathogene Bakterien in der Rohmilch

(modifiziert nach JOHNSONet al., 1990b)

Bakterienart wichtigste
Kontamina¬

tionsquellen

Isolationsraten aus roher

Mischmilch

[%] Referenz

Aeromonas hydrophila K, U 9 IBRAHIM et al., 1991

Bacillus spp. U 9 D'AOUST, 1989a

Brucella spp. E 0-1 SHARPEetal., 1977

Campylobacterjejuni K 0-6 D'AOUST, 1989a

Clostridium spp. K, U 16-80 JOHNSONet al., 1990b

Corynebacterium spp. M

enteropathogene E.coli K, M 2-4 D'AOUST, 1989a

Listeria monocytogenes U 1 -45 D'AOUST, 1989a

Mycobacterium spp. E, K 0 SHARPEetal., 1977

Pseudomonas aeruginosa U 9 MICKOVAetal., 1990

Salmonella spp. K, M 0-5 D'AOUST, 1989a

Shigella spp. M

Staphylococcus aureus E, M 100 FORSTERet al., 1987

Streptococcus (A, B, C) E 38 SHARPEetal., 1977

Vibrio cholerae M, U

Yersinia enterocolitica U 11-84 D'AOUST, 1989a

Legende: E = Euter, K = Kot, M= Mensch, U = Umgebung

2.2. Käse als Verursacher von Lebensmittelvergiftungen

In Anbetracht der produzierten Mengen ist Käse in den industrialisierten

Ländern nur sehr selten in Lebensmittelvergiftungen involviert (Tab.3).
Die dokumentierten Epidemien wurden vor allem von oberflächengereif¬
ten Weichkäsen ausgelöst (ZOTTOLA und SMITH, 1991). Nach

JOHNSONet al. (1990b) und D'AOUST (1989a) ist die Rekontamination

der Milch nach der Pasteurisation heute die wichtigste Kontaminations¬

quelle bei der Käseherstellung.
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Tab.3: Lebensmittelvergiftungen durch Käse aus Kuhmilch in Nordame*

rika und Europa seit 1970

Jahr Land Käsesorte Milch Keimart Fälle Referenz

1971 USA Camem- past. enteropatho- 387 MARIERet

bert gene Esche- al., 1973

richia coli

1974 Frankreich Brie k.A. Clostridium 77 JOHNSON

Schweiz botulinum et al., 1990b

1976 USA Cheddar past. Salmonella 16'000 FONTAINE

heidelberg et al., 1980

1977 Kanada "Swiss past. Staphylococcus 12 TODDet

type" aureus al., 1981

1982 Kanada Cheddar roh Salmonella 8 WOODet

muenster al., 1984

1982 Schweden Brie k.A. Shigella sonnei > 50 SHARP,

Norwegen 1987

1983 Grossbri- Cheddar k.A. Staphylococcus 2 SHARP,
tannien aureus 1987

1983 Finnland "Farm- k.A. Salmonella 35 SHARP,
house" 1987

1983 USA Weichkäse roh Streptococcus 16 SHARP,

zooepidemicus 1987

1983 USA, Brie k.A. enteropatho- >350 McDONALD

Holland, gene Esche- et al., 1985

Schweden richia coli

1983 Griechen- Frischkäse k.A. Brucella 23 SHARP,
-84 land 1987

1984 Kanada Cheddar past. Salmonella >1500 D'AOUST et

typhimurium al., 1985

1985 USA Weichkäse past. Listeria mono- >100 SHARP,

cytogenes 1987

1985 Schweiz Vacherin roh Salmonella 215 Anon., 1986

Mont-d'Or typhimurium

1983 Schweiz Vacherin roh/ Listeria mono- ca.100 Anon.,
-87 Mont-d'Or therm, cytogenes 1988a

Legende: past.= pasteurisiert, therm.= thermisiert (60 °C), k.A.= keine Angaben
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Berichte über Lebensmittelvergiftungen durch Rohmilchkäse sind selten

und beschränken sich fast ausschliesslich auf Weichkäse, so z.B. die

Salmonellen- und Listerien-Epidemien durch den "Vacherin Mont-d'Or" in

der Schweiz (Anon., 1986; Anon., 1988a). Bei der Weichkäseherstellung

drängt sich deshalb eine vorgängige Pasteurisation der Milch auf (EYLES,

1992).
Ein erhöhtes Risiko kann nach NORTHOLT(1984) auch auftreten, wenn

die verwendeten Starterkulturen ungenügend aktiv sind oder die Herstel¬

lungspraxis den aktuellen Anforderungen an Hygiene nicht zu genügen

vermag.

Grundsätzlich verschieden präsentiert sich die Situation in den Entwick¬

lungsländern. Die wesentlich ungünstigeren Standortbedingungen führen

zu einer Verschärfung der Problematik. Käse hat aber in diesen Ländern

nur eine untergeordnete Bedeutung in der Ernährung (NOUR et al.,

1991).
Als aktuell bedeutenste potentiell humanpathogene Bakterien beim Käse

sind Salmonella spp., Listeria monocytogenes und enteropathogene

Escherichia coli anzusehen. JOHNSONet al. (1990c) unterteilten diese in

drei Risikostufen (Tab.4).

Tab.4: Einschätzung des Risikopotentials von potentiell humanpathoge¬

nen Bakterien in Käse (nach JOHNSONet al., 1990c)

Risiko- potentiell humanpathogene Bakterienarten

stufe

hoch Salmonella spp., Listeria monocytogenes, enteropathogene
Escherichia coli

mittel Streptococcus (Gruppen A & C), Yersinia enterocolitica, Brucella

abortus, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa,
Vibrio spp., Aeromonas hydrophila

klein Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium perfrin-

gens, Corynebacterium diphtheriae, Bacillus cereus, Campylobac¬

terjejuni
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2.3. Auswahl der potentiell humanpathogenen Bakterien

Die Auswahl basierte im wesentlichen auf dem von JOHNSONet al.

(1990c) definierten Risikopotential bei der Käsefabrikation (Tab.4). Fol¬

gende 7 potentiell humanpathogene Bakterienarten wurden für die vorlie¬

gende Arbeit ausgewählt:

- Aeromonas hydrophila
- Campylobacterjejuni
- enteropathogene Escherichia coli

- Pseudomonas aeruginosa
- Salmonella spp.

- Staphylococcus aureus

- Yersinia enterocolitica

Da bereits weltweit Gegenstand umfangreicher Forschungsarbeiten

(FARBER und PETERKIN, 1991), wurde von den Bakterien der Risiko¬

stufe "hoch" Listeria monocytogenes nicht in die Versuche eingeschlos¬

sen. Das Verhalten in schweizerischem Hart- und Halbhartkäse aus roher

Milch wurde von KAUFMANN(1989,1991) untersucht.

Bei den Bakterien der Risikostufe "mittel" wurde davon abgesehen,
Brucella abortus und Mycobacterium tuberculosis einzubeziehen, da sie

in der Schweiz aus der Rinderpopulation eliminiert sind (NICOLET, 1985;

Anon., 1990). Auch Vibrio spp. und Streptococcus (Gruppen A & C) sind

in der Schweiz als Lebensmittelvergifter nur von marginaler Bedeutung.
Von den Bakterien der Risikostufe "klein" wurden Staphylococcus aureus

bzw. Campylobacter jejuni trotz des geringen gesundheitlichen Gefähr¬

dungspotentials in die Versuchsdurchführung eingegliedert, da diese als

Lebensmittelvergifter zahlenmässig von grosser aktueller Bedeutung sind

(Anon., 1991b; BERANetal., 1991).

Die sieben ausgewählten potentiell humanpathogenen Bakterienarten

sind in den Tabellen 5 und 6 nach grundlegenden Kriterien charakterisiert.

Die durch diese Keime verursachten Krankheiten haben meist gastroin-

testinale Symptome und sind in der Regel selbstheilend. Bei Personen mit

besonderer Prädisposition (z.B. Immunschwäche) können nach erfolgter
Infektion zum Teil schwerwiegende klinische Komplikationen auftreten.

Durchfall kann zudem zu einem Defizit an Elektrolyten und essentiellen
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Aminosäuren führen und dadurch Sekundärinfektionen begünstigen
(D'AOUST, 1989a).

Tab.5: Charakterisierung der ausgewählten potentiell humanpathogenen
Bakterien nach "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology"
(SNEATH et al„ 1986; KRIEG und HOLT, 1984)

Bakterienart Systematik
Familie

Gram-

Farb
Morpho¬
logie

Beweg¬
lichkeit

02-
Bedarf

Kata¬

lase

Lacto-

Aeromonas

hydrophila

Vibno-

naceae

neg Stabchen beweg¬
lich

fak an¬

aerob
pos neg/

pos

Campylo¬

bacterjejuni

keiner Farn

zugeordnet
neg spiralige

Stabchen

beweg¬
lich

mikro-

aerophil
neg neg

Eschenchia

coli

Enterobac-

tenaceae

neg Stabchen beweg¬
lich

fak an¬

aerob

pos pos

Pseudomonas

aeruginosa

Pseudo-

monaceae

neg Stabchen beweg¬
lich

aerob pos neg

Salmonella

spp

Enterobac-

tenaceae
neg Stabchen beweg¬

lich

fak an¬

aerob

pos neg

Staphylo¬
coccus aureus

Micro-

coccaceae

pos Kokken¬

haufen

unbe¬

weglich

fak an¬

aerob
pos pos

Yersinia en¬

terocolitica

Enterobac-

tenaceae
neg kokkoide

Stabchen
beweg¬
lich

fak an¬

aerob

pos neg

1) Vergärung

2.3.1. Aeromonas hydrophila

Nach WADSTRÖMund LJUNGH (1991) sowie MAJEEDund McRAE

(1991) ist es ist bis anhin noch nicht gelungen, eine Lebensmittelvergif¬
tung einwandfrei A.hydrophila zuzuordnen. Trotzdem wird dieser Keim

häufig als ein bedeutender Lebensmittelvergifter bezeichnet. Dies stützt

sich auf die Tatsachen, dass diese Bakterien häufig aus dem Stuhl von

Patienten mit Diarrhoe isoliert werden und auch in Tierversuchen entero¬

pathogene Wirkung zeigen sowie praktisch in allen Lebensmittel tierischer

Herkunft gefunden werden können (BUCHANANund PALUMBO, 1985;

FRICKER und TOMPSETT,1989).
Man unterscheidet vier Arten, die unbeweglichen A.salmonicida, und die

beweglichen A.hydrophila, A.caviae und A sobria Letztere werden oft

nicht weiter differenziert sondern insgesamt als A.hydrophila oder als

A/iydrop/)/7a-Gruppe bezeichnet (KRIEG und HOLT, 1984). Die bioche-



-15- 2 Literaturübersicht

mische Ähnlichkeit mit Eschenchia coli führte dazu, dass A hydrophila

häufig als hämolytischer Ecoli missgedeutet wurde (KLEEBERGER,

1975; WADSTRÖMund LJUNGH, 1991).

Tab 6 Wichtige Parameter für die Vermehrung Wachstum der potentiell

humanpathogenen Bakterien

Bakteri¬

enart

Temperatur pH-Wert NaCI aw- Referenz

[°C] [%] Wert

Min Opt Max Mm Opt Max Max Min

A hydro¬ 4- 28 42- 4 0- 6 5- 101

phila 5 44 53 75

Cjejuni 30 42 45-

47

4 9-

55

6 5-

75

80

Ecoli 3-

10

37 45 46 6 5-

75

95

P aeru¬ 5 37 42- 5 0- 6 3- 80

ginosa 45 56 68

Salmo¬ 5- 35- 45- 4 0- 6 5- 90

nella spp 7 37 47 55 75

Staph 6- 30- 40- 42 7 0- 93

aureus 12 37 50 75

Y entero¬ 0- 28- 42- 4 0- 7 2- 10<

colitica 4 29 44 50 74

6-8

15

0 97 STELMA, 19S9

KN0CHEL, 1990

0 98 STERN& KAZM1,1989
DOYLEet al ,1981

0 95 JOHNSONet al,1990b

GIBSONetal, 1986

0 96 JOHNSONet al, 1990b

GROVERetal,1989

0 95 EL-GAZZ et al, 1992

THOMASet al, 1992

0 86 HALPIN-D et al, 1989

SCHMITTet al, 1990

0 96 KRIEG & HOLT, 1984

SCHIEMANN, 1989

Pathogenität
A hydrophila ist infektiös, toxigen und zum Teil invasiv (BUCHANANund

PALUMBO, 1985; STELMA, 1989). A.hydrophila werden zwei verschie¬

dene Formen von Gastroenteritis zugeschrieben. Nach einer Inkubations¬

zeit von 6-36 Stunden tritt einerseits eine Erkrankung analog der

Cholera mit einem wässrigen Stuhl und mildem Fieber, andererseits eine

Erkrankung analog der Dysenterie mit einem blutigen und schleimigen
Stuhl auf Das erstere Krankheitsbild ist häufiger. Die Diarrhoen sind

gewöhnlich verhältnismässig mild und selbstheilend. A hydrophila zeigt
zudem das Verhalten eines opportunistischen Pathogenen (WADSTRÖM
und LJUNGH, 1991).
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Epidemiologie
Aeromonaden sind ubiquitär verbreitet. A.hydrophila ist ein primär aquati-

scher Mikroorganismus, sodass Wasser recht häufig kontaminiert ist

(MASCHERet al., 1988; VAN DER KOOIJ, 1988). Selbst in chloriertem

Trinkwasser kann A.hydrophila vorkommen (BURKE et al., 1984;

KN0CHELund JEPPESEN, 1990). WADSTRÖMund LJUNGH (1991)
bezeichnen Wasser als den wichtigsten Übertragungsvektor. Weiter wer¬

den Fische, Meeresfrüchte, Fleisch (IBRAHIM und McRAE, 1991) und

Milch (KIROV et al., 1993) als Überträger erwähnt. FRICKER und

TOMPSETT(1989) sind der Ansicht, dass die hohen Isolationsraten von

A.hydrophila aus Lebensmitteln häufig auf die Verwendung von kontami¬

niertem Wasser bei der Verarbeitung zurückzuführen sind.

Bedeutung bei der Käsefabrikation

Über das Verhalten von A.hydrophila während der Käseherstellung finden

sich in der Literatur keine Angaben. Unter Berücksichtigung von der

Kontaminationsgefahr über das Wasser und von der Ähnlichkeit mit

Escherichia coli kann ein gewisses Gefährdungspotential nicht völlig

ausgeschlossen werden.

2.3.2. Campylobacterjejuni

C.jejuni ist als Lebensmittelvergifter erst seit etwa einem Jahrzehnt in den

Vordergrund wissenschaftlichen und praktischen Interesses vorgedrun¬

gen. Die Entwicklung neuer Isolierungs- und Identifizierungsverfahren
führte zur Erkenntnis, dass C.jejuni eine häufige bakterielle Ursache von

akuten gastrointestinalen Infektionen des Menschen ist und in jüngster

Zeit, zumindest in den meisten entwickelten Ländern, sogar die Salmonel¬

len an Bedeutung übertrifft (NEUMANN, 1989; BUTZLER und

OOSTEROM,1991). Bei der Gattung Campylobacter wird zwischen fünf

Arten unterschieden: C.fetus, C.jejuni, C.coli, C.sputorum und C.concisus

(KRIEG und HOLT, 1984).

Pathogenität
Die Infektionen haben beim Menschen in den häufigsten Fällen einen

gastrointestinalen Charakter. C.jejuni ist hoch invasiv und toxinbildend

(Anon., 1991a). Die infektiöse Dosis liegt mit einigen hundert Keimen per-
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oral aussergewöhiich tief (DOYLE, 1992). Die Symptome der Campylo-
bacteriose stellen sich nach einer Inkubationszeit von 1 - 7 Tagen mit

starken Bauchschmerzen, teilweise blutigem Durchfall und Fieber ein. Die

Enterocolitis ist meist selbstheilend. Die Erkrankung anderer Organ¬

systeme ist selten (BUTZLER und OOSTEROM,1991).

Epidemiologie

Als Erregerreservoir dient offenbar der Verdauungstrakt meist gesunder,

C.jejuni ausscheidender Nutztiere. Als wichtigste Vektoren gelten Poulet¬

fleisch, Rohmilch und Wasser (Anon., 1991a). Rohes Pouletfleisch ist bis

zu 100 %mit C.jejuni kontaminiert (FRANCO, 1988). Unzureichende Er¬

hitzung und Kreuzkontaminationen führen zu zahlreichen kleineren Aus¬

brüchen, die epidemiologisch kaum zu erfassen sind (BERAN et al., 1991;

HUMPHREY,1992). Die Dunkelziffer bei diesen sporadischen Ausbrü¬

chen ist sehr gross. Je nach Gewichtung führt dies zu sehr kontroversen

Interpretationen. Grosse Epidemien sind ungewöhnlich und fast immer

durch kontaminiertes Wasser oder Milch bedingt (SKIRROW, 1991). So

erkrankten 1981 in der Schweiz mehr als 500 Personen nach dem Ge-

nuss eines Getränkes, das aus offensichtlich kontaminierter Rohmilch

hergestellt worden war (STALDER et al. 1983). Von den Milchprodukten

sind als Vektoren nur rohe oder ungenügend erhitzte Milch relevant

(BRYAN, 1983; NEUMANN,1989).

Bedeutung bei der Käsefabrikation

C.jejuni kann sich in der Milch zwar nicht vermehren, doch bei Kühltempe¬
raturen während längerer Zeit überleben (NEUMANN, 1989; WEIK und

KAUFMANN,1991). Das Absterben erfolgt in Rohmilch schneller als in

pasteurisierter Milch (BEUMER et al., 1985). Über das Verhalten von

C.jejuni bei der Käseherstellung sind bis anhin nur wenige Arbeiten veröf¬

fentlicht worden. Diese dokumentieren, dass C.jejuni im Käse nur kurze

Zeit überleben kann (EHLERS et al., 1982; BUTZLERund OOSTEROM,

1991).
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2.3.3. Enteropathogene Escherichia coli

Die enteropathogenen E.coli sind ein relativ neues epidemiologisches und

auch analytisches Problem. Die vermehrte Aufmerksamkeit ist auf einige

spektakuläre Ausbrüche in Europa und Nordamerika in den Jahren 1971

und 1983 durch enteroinvasive bzw. enterotoxigene E.coli in

französischem Weichkäse zurückzuführen (MARIER et al., 1973;

McDONALDet al., 1985). Bis dahin galten E.coli als weitgehend harmlose

Darmbewohner bei Warmblütern. Aufgrund ihrer weiten Verbreitung die¬

nen sie häufig als Indikator für Faekalkontamination (OLSVIK et al.,

1991).

Bei E.coli wird auf der Basis der somatischen (O), flagellären (H) und

kapsulären (K) Antigenen in verschiedene Serotypen differenziert (KRIEG
und HOLT, 1984). Potentiell humanpathogene Serotypen sind dabei die

Minderheit. Viele enteropathogene E.co//-Stämme wachsen bei den für

Eco//-Nachweis verwendeten Inkubationstemperaturen von 44 - 45.5 °C

nicht oder nur schlecht (SCHMIDT-LORENZund SPILLMANN, 1988).

Pathogenität

KORNACKIund MARTH(1982a) und PADHYEund DOYLE(1992) unter¬

teilen die enteropathogenen E.coli entsprechend ihrer Pathogenität in

folgende fünf Gruppen:
- klassische enteropathogene Escherichia coli {EPEC): Diese können,

vor allem bei Kindern meist harmlos verlaufenden, wässrigen Durchfall

auslösen.

-fakultativ enteropathogene Escherichia coli (FEEC): In dieser Grup¬

pe werden Stämme zusammengefasst, die nur sporadisch mit Durchfall

assoziiert werden, in der Regel aber Bestandteil der normalen Intestinal-

flora sind.

-enterotoxigene Escherichia coli (ETEC): Diese vermögen entweder

ST- (hitzestabil), LT-Enterotoxine (hitzelabil) oder beide zu synthetisie¬

ren. ETEC sind die häufigste Ursache für Durchfall bei Touristen in

Gebieten mit einem tieferen Hygienestandard (traveler's diarrhea).
- enteroinvasive Escherichia coli (EIEC): Diese bewirken, wie Shigella,

eine invasive, dysenterische Form der Diarrhoe.

- enterohämorrhagische Escherichia coli (EHEC): E.coli 0157.H7 ist

der bedeutendste enterohämorrhagische Serotyp, unterscheidet sich in

vielen biochemischen Eigenschaften von den andern E.co//-Stämmen
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und kann mit den klassischen Nachweismethoden nicht erfasst werden.

Neben der hämorrhagischen Colitis werden den EHECzwei weitere

Symptome, die durchaus tödlich enden können, zugeschrieben: das hä¬

molytisch urämische Syndrom und die thrombotische thrombocytopeni-

sche Purpura.

Die minimale Infektionsdosis ist bei den enteropathogenen E.coli mit 106 -

109 Keimen recht hoch (KORNACKI und MARTH, 1982a; SCHMIDT¬

LORENZund SPILLMANN, 1988). Die Enterotoxine liegen nicht präfor¬

miert im Lebensmittel vor, sondern werden erst nach der Anheftung des

Erregers an die Darmschleimhaut synthetisiert (FRANKE et al., 1984;

HEESCHEN, 1988). Die Kolonisationsfaktoren sind sehr spezifisch, so

dass tierpathogene Stämme zumeist apathogen sind für den Menschen

(OLSVIK et al., 1991). Toxinbildungsfähigkeit und Invasidität sind Plas-

mid-gebunden und somit auch auf andere E.co//-Stämme (PADHYE und

DOYLE, 1992) oder gar auf andere Coliforme (lactosevergärende Entero-

bacteriaceaen) übertragbar (TOLLE et al., 1984).

Epidemiologie

Infektionen durch enteropathogene E.coli treten bevorzugt in Gebieten mit

einem mangelhaften Hygienestandard auf.

Symptomatische und symptomfreie, immune menschliche Träger werden

als wichtigste Reservoirs für EPEC-, ETEC-, E/EC-Stämme angesehen.

Die bedeutendsten Infektionsquellen sind faekalkontaminierte Lebensmit¬

tel und verseuchtes Wasser. In Anbetracht der hohen Infektionsdosis ist

dabei für eine Epidemie auch eine signifikante Vermehrung der Keime im

kontaminierten Lebensmittel unerlässlich (KORNACKI und MARTH,

1982a; Anon., 1991b).

Die wichtigste Quelle für EHEC ist der Intestinaltrakt von Nutztieren

(Anon., 1991b; PADHYEund DOYLE, 1992). Meist ist verseuchtes unge¬

nügend erhitztes Fleisch für die Übertragung verantwortlich. Kontami¬

nierte Rohmilch ist nur selten involviert (DOYLE, 1991; Anon., 1993).

Bedeutung bei der Käsefabrikation

E.coli gehört zu der Gruppe der Coliformen-Keime und ist in der Rohmilch

weit verbreitet. Bei der Käseherstellung kann eine Keimzahl von > 107

Coliformen pro Grammzu Fehlgärungen, der sogenannten Frühblähung,
führen. Dieser Käsefehler tritt auf, wenn die Starterkulturen eine ungenü¬

gende Aktivität aufweisen, so zum Beispiel nach einem Phagenbefall oder
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bei Antibiotika-Rückständen in der Milch (KORNACKI und MARTH,

1982a). Diese technologische Relevanz führte dazu, dass bei vielen

Forschungsprojekten die Coliformen nicht weiter taxonomisch differenziert

wurden. Das Verhalten von E.coli muss aber nicht zwingend mit

demjenigen der Coliformen übereinstimmen. Grundsätzlich kann fest¬

gehalten werden, dass im Normalfall der prozentuale Anteil von E.coli an

der Coliformen-Flora im Laufe der Käselagerung kontinuierlich abnimmt

(SPILLMANN und SCHMIDT-LORENZ, 1986b).

Ist die Starterkultur genügend aktiv, kann bei dem Verhalten der Colifor¬

men während der Käseherstellung aufgrund der zahlreichen Erhebungen

grundsätzlich zwischen zwei Verhaltensmustern mit fliessendem Über¬

gang unterschieden werden (GRIEM, 1982):
- Bei Weich- und Halbweichkäse ist mit einer praktisch unvermeidbaren

Vermehrung der Coliformen während der Herstellung, Reifung und

Lagerung zu rechnen (FRANK et al., 1978; SPILLMANN und SCHMIDT¬

LORENZ, 1986a). Entsprechend oft und stark sind die reifen Käse

kontaminiert. E.coli vermehrt sich langsamer während der Fabrikation

und nimmt schneller ab während der Lagerung als die anderen

Coliformen (MOURGUESet al., 1977; SCHMIDT-LORENZet al., 1986).
Um das Kontaminationsrisiko kontrollieren zu können, sollten diese

Käsesorten aus erhitzter Milch hergestellt werden (HEESCHEN, 1988).

Technologisch weitgehend vermeidbare innerbetriebliche Rekontami-

nationen führen aber dazu, dass selbst Käse, die aus pasteurisierter
Milch fabriziert werden, Lebensmittelvergiftungen auslösen können

(MARIER et al., 1973; McDONALDet al., 1985).
- Bei Hart- und Halbhartkäse können sich die Coliformen nur während der

Milchlagerung, -reifung und in der Anfangsphase der Milchsäuregärung

vermehren (NORTHOLT, 1984). Die beim Hartkäse angewandten

Brenntemperaturen von über 50 °C wirken auf diese Keimgruppe letal

(THOMPSONund MARTH, 1986). Während der Lagerung der Käse er¬

folgt eine kontinuierliche Abnahme von Ecoli (KORNACKI und MARTH,

1982b). Hart- und Halbhartkäse wurden bisher nicht als Ursache für eine

Epidemie von enteropathogenen E.coli beschrieben.

Die aus Käse isolierten Eco//-Stämme sind selten potentiell humanpatho¬

gene Serotypen (GLATZ und BRUDVIG, 1980; FRANKEet al., 1984).
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2.3.4. Pseudomonas aeruginosa

P.aeruginosa ist ein klassisches Beispiel eines opportunistisch human¬

pathogenen Keimes.

Pathogenität

P.aeruginosa ist in der Lage verschiedene Verbindungen zu synthetisie¬

ren, die zu seiner Pathogenität beitragen können (GROVERet al., 1990).
Gesunde Menschen werden selten von einer Infektion betroffen. Bei Kin¬

dern kann P.aeruginosa eine heftige Diarrhoe auslösen. Gefürchtet sind

diese Erreger vor allem in Spitälern, wo sie durch das häufige Überleben

der chemischen Desinfektion bei Patienten ernsthafte Komplikationen wie

Endokarditis, Endophtalmitis, Meningitis, Pneumonie oder Septikämie ver¬

ursachen können. STILES (1989) bezeichnet P.aeruginosa als einen der

wichtigsten Keime, der Spitalinfektionen (Hospitalismus) auslösen kann.

Epidemiologie

P.aeruginosa ist ubiquitär verbreitet. Bis zu 15 %der Leute scheiden ihn

mit den Faeces aus. Der wichtigste Infektionsweg ist die direkte

Übertragung von Mensch zu Mensch. Lebensmittelvergiftungen treten nur

sporadisch auf. Milch wird als Verursacherin einer Epidemie aus dem

Jahre 1946 vermutet, bei der mehr als 400 Personen an akuter Gastro¬

enteritis erkrankten und neun Kinder starben (STILES, 1989).

Bedeutung bei der Käsefabrikation

Bei der Käseherstellung sind Pseudomonaden vor allem wegen ihrer pro¬

teolytischen und lipoiytischen Aktivitäten, die zu einer kleineren Ausbeute

und einem fehlerhaften Geschmack führen können, unerwünscht

(GROVERet al., 1989; KIELWEIN, 1975). Während die Enzyme ausser-

gewöhnlich stabil sind, sterben die Keime im Käseteig rasch ab

(CROMIE, 1992).
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2.3.5. Salmonella spp.

Unter den Erregern von Lebensmittelinfektionen und -intoxikationen sind

die Salmonellen zusammen mit Campylobacterjejuni von grösster aktuel¬

ler Bedeutung. Dies trifft auch für Lebensmittelvergiftungen zu, die im Zu¬

sammenhang mit dem Verzehr von Milch und Milchprodukten stehen

(BRYAN, 1988; EL-GAZZAR und MARTH, 1992). Bei den Salmonellosen

werden hauptsächlich zwei Krankheitsbilder unterschieden, das typhöse
bzw. das enteritische Syndrom. Während das typhöse Syndrom in den

industrialisierten Ländern zunehmend seltener wird, nimmt die Bedeutung
des enteritischen Syndroms seit Jahren stetig zu (BAUMGARTNER,

1990; TAUXE, 1991).

Es existieren verschiedene Klassifizierungsschemen, um die Salmonellen

nach biochemischen und serologischen Kriterien einzuordnen. Das Ge¬

bräuchliste ist das "Kauffmann-White-Schema", bei dem aufgrund der An¬

tigenstruktur über 2'000 verschiedene Serotypen unterschieden werden,

die alle als potentiell humanpathogen anzusehen sind (D'AOUST, 1989b).
Die Identifikation basiert dabei auf den somatischen (O), kapsulären (Vi)

und flagellären (H) Antigenen.

Pathogenität
Beim typhösen Krankheitsbild handelt es sich um Allgemeinerkrankun¬

gen, verursacht durch S.typhi (Typhus) oder S.paratyphi (Paratyphus), mit

oft schwerem Verlauf (BAUMGARTNER,1990). Viel häufiger und in den

meisten Fällen harmloser ist dagegen das enteritische Krankheitsbild.

Dieses kann durch alle ausser die beiden oben erwähnten Salmonellen

ausgelöst werden. Die Inkubationszeit liegt zwischen 8 - 72 Stunden. Der

Krankheitsverlauf ist durch akuten Brechdurchfall, Fieber und Kopf¬

schmerzen charakterisiert. Die Salmonellose hält meist nur wenige Tage

an, wobei Todesfälle selten sind und sich in der Regel auf alte oder ge¬

schwächte Menschen beschränken. Als klinische Komplikationen sind

unter anderem Blutvergiftung, Herzmuskelentzündung und neurale Infek¬

tionen bekannt (D'AOUST, 1991; EL-GAZZAR und MARTH, 1992). Die

minimale Infektionsdosis beträgt in der Regel 105 -106 Keime. Es gibt in

der neueren Zeit einige Beobachtungen, die darauf hindeuten, dass die

Infektionsdosis möglicherweise deutlich geringer sein könnte (SILLIKER,

1980; D'AOUST et al., 1985). EYLES (1992) weist darauf hin, dass ei-
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weiss- und fettreiche Lebensmittel, wie z.B. Käse, die Salmonellen vor der

Inaktivierung während der Magenpassage schützen.

Epidemiologie

Typhus und Paratyphus sind in der Schweiz sehr selten geworden und

werden zumeist bei Touristen und Gastarbeitern aus dem Mittelmeerraum

diagnostiziert (BAUMGARTNER,1990). Für die Infektion des Menschen

mit enteritischen Salmonellen stehen primär Lebensmittel im Vorder¬

grund. Für die Mehrzahl der Erkrankungen sind nur einige wenige Seroty¬

pen verantwortlich. So wurden 1988 in der Schweiz bei über 70 %der

Enteritis-Salmonellosen S.enteritidis oder S.typhimurium isoliert

(BAUMGARTNER,1990). In der Rohmilch ist S.typhimurium der vorherr¬

schende Serotyp (BARRET, 1989; DONNELLY, 1990). Die geographi¬

sche Verbreitung ist sehr unterschiedlich und zeitlich starken Fluktuatio¬

nen unterworfen (D'AOUST, 1989b). Wegen der relativ hohen Infektions¬

dosis ist die direkte Übertragung von tierischen oder menschlichen Aus¬

scheidern weniger wahrscheinlich als die mit Speisen, in denen sich Sal¬

monellen bei unsachgemässer Lagerung anreichern können. Rohe

Lebensmittel tierischer Herkunft sind als Salmonellen-Kontaminations-

quellen besonders prominent (WRAYund SOJKA, 1977). Eine häufige

Infektionsquelle geht vom Abwasser über Pflanzen zum Nutztier und

schliesslich über die Nahrung zum Menschen. Dies weist, so LANG

(1975), auf die Schlüsselposition des Abwassers beziehungsweise des

Klärschlammes als Salmonellen-Reservoir hin. Amhäufigsten werden die

Krankheitsausbrüche mit Eiern und Eispeisen assoziiert (DOYLE, 1992).

Milch und Milchprodukte machen von den ermittelten Infektionsquellen

dagegen nur 1 - 4 %aus (BECKERund TERPLAN, 1986; TAUXE, 1991).

Eine gewisse hygienische Bedeutung bei der Kontamination der

Lebensmittel haben auch klinisch unauffällige, symptomlose Ausscheider

unter dem Personal in den Lebensmittel-Verarbeitungsbetrieben. Diese

Personen sind nur schwer zu ermitteln, dass es sich nur sehr selten um

Dauerausscheider handelt (LANG, 1975).

Bedeutung bei der Käsefabrikation

BECKERund TERPLAN (1986) schreiben den Rückgang der Zahl an

durch Käse hervorgerufenen Salmonellen-Infektionen der verbesserten

Produktionshygiene und vor allem der vermehrt durchgeführten Pasteuri-

sation der Milch zu. Sie weisen aber darauf hin, dass es in Europa immer
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noch Länder gibt, die verschiedene Käsesorten traditionell aus Rohmilch

herstellen und dennoch keine Erhöhung der Zahl an Salmonellosen in¬

folge von Käsekonsumation registrieren.
In Weichkäse finden viele Enterobacteriaceaen, speziell die Coliformen,

gute Vermehrungs- und Überlebensbedingungen. Für die lactose-negati-
ven Salmonellen scheint dies aber nur bedingt zu gelten, sonst wären

Epidemien nicht derart selten. Der 1985 in der Schweiz verzeichnete

Ausbruch (Anon., 1986) ist der einzige aktuellere Fall, der von Weichkäse

verursacht wurde. NEVOT et al. (1962) räumten dem raschen

Säuerungsverlauf im Käsebruch die grösste Bedeutung für den Rückgang
der Salmonellen bei der Weichkäseproduktion ein.

Im Zentrum des Interesses im angelsächsischen Raum stehen Cheddar

und verwandte Käsesorten wie Colby, bei denen die Salmonellen relativ

gute Überlebensbedingungen vorfinden. Niedrige Brenntemperaturen (ca.
40 °C), zum Teil milde Säuerung mit vergleichsweise hohen pH-Werten
nach erfolgter Milchsäuregärung (bis 5.9) und die Reifung bei Kühltempe¬
raturen begünstigen nach EL-GAZZAR und MARTH(1992) das Überle¬

ben der Salmonellen im Käseteig und führten zu Beginn der 80-er Jahre

in Kanada zur gesetzlichen Forderung, so BRODSKY(1984a), die Käse

entweder aus pasteurisierter Milch herzustellen oder sie mindestens zwei

Monate reifen zu lassen. Das Überleben der Salmonellen im Käseteig
dauert umso länger, je kühler dieser gelagert wird (WHITE und CUSTER,

1976; EL-GAZZAR und MARTH, 1992). Cheddar-Käse aus pasteurisierter
Milch waren verantwortlich für die grössten dokumentierten, durch Käse

hervorgerufenen Epidemien in der jüngeren Zeit, die 1976 in der USA

bzw. 1984 in Kanada ausbrachen und bei der mehr als 16'000 bzw. mehr

als 2700 Leute infiziert wurden (FONTAINE et al., 1980; D'AOUST et al.,

1985). Als Gründe wurden im ersten Fall eine sehr schlechte Milchqualität
und eine unsachgemäss durchgeführte Erhitzung der Milch und im

zweiten Fall eine Vermischung der pasteurisierten Milch mit Rohmilch

ermittelt.

Nach JOHNSONet al. (1990c) beinhaltet die charakteristische Fähigkeit
der Salmonellen, sich ausgeprägter als andere potentiell humanpatho¬

gene Bakterien an ungünstige Milieubedingungen wie Hitze (BUNNING et

al., 1990) oder Säure (LEYER und JOHNSON, 1992) adaptieren zu

können, zusammen mit der möglicherweise niedrigen Infektionsdosis und

der ubiquitären Verbreitung, ein beträchtliches Gefahrenpotential bei der

Käseherstellung.
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2.3.6. Staphylococcus aureus

S.aureus gehört nach wie vor zu den wichtigsten Lebensmittelvergiftern

(NOTERMANSund HOOGENBOOM-VERDEGAAL,1992). Pathogen

wirkt dabei nicht der Keim per se, sondern verschiedene von ihm syntheti¬

sierte Enterotoxine, was eine Vermehrung im Lebensmittel voraussetzt.

Die gebildeten Enterotoxine sind ausserordentlich beständig gegen Erhit¬

zungseinflüsse (MINOR und MARTH, 1972; GENIGEORGIS, 1989). Be¬

dingt durch den raschen Krankheitsverlauf, wird bei einer Staphylokok-
ken-lntoxikation nur selten ärztliche Hilfe beansprucht. Die statistische

Erfassung der Häufigkeit ihres Auftretens ist daher sehr schwierig

(SCHWAB, 1976).

Pathogenität

Bei der Pathogenität (Anon., 1982) ist grundsätzlich zu unterscheiden zwi¬

schen den Erkrankungen die durch S.aureus per se ausgelöst werden

und der Staphylokokken-Lebensmittelvergiftung, welche auf die gebilde¬

ten Enterotoxine zurückzuführen ist. Erstere sind zumeist subklinisch und

unspezifisch. Die Lebensmittel sind bei der Übertragung unbedeutend.

Die Staphylokokken-Lebensmittelvergiftung andererseits führt zu abdomi¬

nalen Krämpfen, starkem Durchfall, Übelkeit, Erbrechen und je nach Hef¬

tigkeit sogar zu einem Kreislaufkollaps. Die Inkubationszeit beträgt 1 - 6

Stunden und in der Regel klingen die Symptome nach 1 - 2 Tagen wieder

ab. Weniger als die Hälfte der aus Lebensmitteln tierischer Herkunft iso¬

lierten Stämmen sind unter Laborbedingungen Toxinbildner (HESS und

KAUFMANN,1987; HALPIN-DOHNALEKund MARTH, 1989). SCHWAB

(1976) beschreibt sieben verschiedene Enterotoxine (A, B, C1, C2, D, E,

F), eine heterogene Gruppe von hitzestabilen, wasserlöslichen Polypepti¬

den. Normalerweise bilden die Staphylokokken tierischen Ursprungs
Enterotoxin C oder D und diejenigen humanen Ursprungs Enterotoxin A

(BERGDOLL, 1989). Nach GILMOURund HARVEY(1990) synthetisieren

die aus Milch und Milchprodukten isolierten Stämme am häufigsten
Enterotoxin D. Staphylokokken-Lebensmittelvergiftungen werden meis¬

tens durch Enterotoxin A provoziert (GENIGEORGIS; 1989).

Epidemiologie

Staphylokokken sind in der Natur weit verbreitet und ihre wichtigsten
Habitate sind die Haut, Hautdrüsen und Schleimhäute von Säugetieren
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und Vögeln (BERGDOLL, 1989). Ausgehend davon besiedeln sie weite

Teile der Umwelt. Als permanentes Keimreservoir ist das infizierte Euter

anzusehen. S.aureus kann bei Kühen subklinische oder klinische Mastitis

provozieren und die Milch ist dementsprechend häufig kontaminiert. Kli¬

nisch bzw. subklinisch infizierte Kühe können bis 108 bzw. bis 105 KbE /

ml Milch ausscheiden (TOLLE, 1980). Unzureichende Melkgeräte- und

Milchgeschirrhygiene wirken dabei verschlimmernd. Zusätzliche

Kontaminationen der Milch durch mit S.aureus infizierte Hautwunden oder

Nasen-Rachen-Raum des Melk- und Milchverarbeitungspersonals,

vervollständigen den dauernden Kontaminationsfluss zwischen den

Keimreservoirs und der Verarbeitungsmilch (SCHWAB, 1976). Milch und

Milchprodukte sind für ungefähr 1 % der Staphylokokken-Vergiftungen
verantwortlich. Im Vordergrund stehen Eier, Teigwaren und Fleischwaren

(BRYAN, 1988; GENIGEORGIS; 1989). Von den Milchprodukten ist er¬

hitzte Milch am meisten gefährdet. Wenn rekontaminierte Milch ungekühlt
aufbewahrt wird, muss mit einer unkontrollierten Vermehrung von

S.aureus gerechnet werden (BERGDOLL, 1989). Die Toxinbildung ist bei

Bedingungen, die nur wenig von den idealen abweichen, erheblich redu¬

ziert (SMITH et al., 1983; SCHMITTet al., 1990).

Bedeutung bei der Käsefabrikation

Gemessen am häufigen Vorkommen von S.aureus in der Milch, ist Käse

sehr selten für eine Intoxikation verantwortlich. Die beschriebenen Fälle

sind vorwiegend älteren Datums (JOHNSONet al., 1990b). Der Haupt¬

grund hierfür liegt in der Tatsache, dass S.aureus zwar einerseits sehr

resistent ist gegenüber verschiedenen Umwelteinflüssen, andererseits

aber auch ausgesprochen konkurrenzschwach (GENIGEORGIS; 1989;

HALPIN-DOHNALEK und MARTH, 1989). Durch die Konkurrenz der

Rohmilchflora oder der Milchsäurebakterien vermehrt sich S.aureus nur

schlecht und bildet auch nur wenig bis gar kein Enterotoxin (TATINI,

1973; MINORund MARTH, 1972), ausser er dominiert rein zahlenmässig

(IBRAHIM et al., 1981a). Die Literatur über das Verhalten von S.aureus

bei der Käseherstellung ist ausserordentlich umfangreich und wird von

verschiedenen Autoren zusammengefasst (KEOGH, 1971; MINOR und

MARTH, 1972; Anon., 1980; GENIGEORGIS, 1989; HALPIN-DOHNALEK

und MARTH, 1989). Die publizierten Arbeiten bestätigen, dass S.aureus

bei normaler Säuerung in seiner Vermehrung gehemmt wird und keine

bedenklichen Enterotoxinkonzentrationen synthetisieren kann.
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Käse bleibt trotzdem von zwei Seiten her gefährdet, einerseits können bei

unkontrollierter Lagerung der Milch, vor allem bei Rekontamination nach

erfolgter Hitzebehandlung, grössere Enterotoxinmengen gebildet werden,

die später die Käseproduktion überstehen, und andererseits kann sich

bei einem gestörten Säuerungsverlauf (schwache Kultur, Phagen,

Hemmstoffe) S.aureus stärker vermehren und Enterotoxin erzeugen

(TODD et al., 1981; IBRAHIM et al., 1981a). Einmal gebildete Entero¬

toxine können zu einer Hemmung der Milchsäurebakterien führen

(SCHWAB, 1976). Gesundheitsgefährdende Enterotoxinmengen werden

ab etwa 106 -108 S.aureus pro GrammKäse gebildet. Die Toxine über¬

stehen die Käselagerung unbeschadet (TATINI et al., 1971b; VAN

SCHOUWENBERG-VANFOEKENet al., 1979). In der Schweiz waren

früher mit den kessiabhängigen Kulturen Säuerungsprobleme bei der Kä¬

sefabrikation weit verbreitet. Die heutigen kessiunabhängigen Kulturen

garantieren im Normalfall eine ungestörte Säuerung (GLÄTTLI, 1990).

2.3.7. Yersinia enterocolitica

Y.enterocolitica gewinnt als Krankheitserreger beim Menschen zuneh¬

mend an Bedeutung (JOHNSON, 1987; DOYLE, 1992) und kann in 1 - 2

%der Fälle von akuter humaner Enteritis isoliert werden (KAPPERUD,

1991). Pathogene Bedeutung besitzen nur drei von sieben Yersinien-Ar-

ten: Y.pestis (der Erreger der Pest), Y. enterocolitica und

Y.pseudotuberculosis. Als Lebensmittelvergifter ist nur Y. enterocolitica

von Wichtigkeit (ANDERSENet al., 1991). Aufgrund der somatischen

Antigenen (O-Antigene) unterscheidet man zwischen verschiedenen

Serotypen (STERN, 1982).

Pathogenität
Y.enterocolitica ist infektiös, invasiv und toxigen (WALKER und

GILMOUR, 1990). Die infektiöse Dosis liegt bei ca. 109 Keimen. Die Inku¬

bationszeit beträgt 2-3 Wochen und die klinischen Symptome sind zum

Teil recht unspezifisch: Das häufigste Symptom ist eine Gastroenteritis

mit stark wässrigem, selten blutigem Durchfall, abdominalen Krämpfen,
Fieber und Erbrechen. Die Erkrankung dauert in der Regel nur 1 - 2 Tage
und ist meist selbstheilend. Als weitere Symptome können unter anderem
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mesenterische Lymphadenitis, Pseudo-Appendicitis, Arthritis und Blut¬

vergiftung auftreten (SCHIEMANN, 1989; FARRAGund MARTH, 1992).

Epidemiologie
Aus Lebensmitteln isolierte Stämme sind zumeist apathogene Serotypen

(STERN, 1982; DE BOERet al., 1986). Beim Menschen werden in Zu¬

sammenhang mit Erkrankungen am häufigsten die Serotypen 0:3 und

0:9 (Europa), bzw. 0:8 und 0:5,27 (Nordamerika) nachgewiesen

(SCHIEMANN, 1989; KAPPERUD,1991).

Y.enterocolitica ist ein ubiquitäres Bakterium, das seinen Ursprung im

Darmtrakt von Warmblütern hat. Vor allem Schweine gelten als wichtige

Reservoirs (ANDERSEN et al., 1991). Der wichtigste Vektor für die

Übertragung ist Wasser, sei dies auf direktem Weg oder aber indirekt

über die Verwendung während des Fabrikationsprozesses oder der Reini¬

gung (SCHIEMANN, 1978; BIMET, 1983). Im Gegensatz zu den europäi¬
schen Serotypen 0:3 und 0:9 ist die Epidemiologie des nordamerikani¬

schen Serotypes 0:8 durch Lebensmittelvergiftungen geprägt

(SWAMINATHANet al., 1982; SCHIEMANN, 1989). Die meisten der le¬

bensmittelbedingten Yersiniosen konnten auf pasteurisierte, rekontami¬

nierte Milch oder Milchprodukte zurückgeführt werden (GREENWOOD
und HOOPER, 1985; MOLENDA, 1989). Rohmilch ist zwar häufig mit

Y.enterocolitica kontaminiert, doch gelingt die Isolierung potentiell patho-

gener Serotypen nur äusserst selten (BRANDER, 1987; REA et al.,

1992).

Y.enterocolitica wird wegen des psychrotrophen Verhaltens bei der

Kühllagerung von Nahrungsmitteln begünstigt, dabei aber oft von anderen

psychrotrophen Bakterien verdrängt (STERN et al., 1980; HELLMANN

und HEINRICH, 1985).

Bedeutung bei der Käsefabrikation

Bis anhin konnte noch keine Yersiniose dem Verzehr von Käse zuge¬

schrieben werden (JOHNSONet al., 1990b). Käse ist offensichtlich kein

bedeutender Vektor bei der Übertragung von Y.enterocolitica

(SCHIEMANN, 1978), obwohl schon Isolierungen aus Weich- und

Frischkäse gelungen sind (SWAMINATHANet al., 1982; DE BOERet al.,

1986). Yersinien werden während der Käseherstellung von den

Milchsäurebakterien unterdrückt (WENZEL und MARTH, 1991). Sie

vermögen zwar die Fabrikation zum Teil noch zu überleben, sterben dann
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aber während der Reifung kontinuierlich ab (MOUSTAFAet al., 1983;

SCHIEMANN, 1987). Relativ tiefe Temperaturen und hohe Luft¬

feuchtigkeiten in den Käsekellern fördern das Wachstum der Yersinien in

der Schmiereflora (WEIK, 1991).

2.4. Die Vermehrung beeinflussende Faktoren für potentiell

humanpathogene Bakterien bei der Käseherstellung

2.4.1. Antibakterielle Systeme in der Rohmilch

Trotz eines reichhaltigen Angebotes an Nährstoffen ist Rohmilch kein

ideales Medium für das Wachstum von Bakterien. Sie besitzt eine Reihe

von Stoffen mit antibakteriellen Eigenschaften, deren Wirkungen durch

Interaktionen überproportional verstärkt werden (REITER, 1978). Die anti¬

bakteriellen Systeme dienen zur Infektionsabwehr der bovinen Milchdrüse

und als Schutz für das säugende Kalb (HEESCHEN, 1987). Sie führen

dazu, dass potentiell humanpathogene Bakterien in der Rohmilch

schlechter wachsen als in der erhitzten Milch. Bei der Pasteurisation

werden die antibakteriellen Systeme weitgehend inaktiviert (NORTHOLT,

1984; FARRAGund MARTH, 1992).

Laktoperoxidasesystem
Das Laktoperoxidasesystem ist ein originäres antibakterielles System in

der Milch. Die Laktoperoxidase oxidiert bei Anwesenheit von H202
Thiocyanat zu Hypothiocyanat und die Reaktionszwischenprodukte rea¬

gieren spezifisch mit Sulfhydrilgruppen von Proteinen. Zahlreiche lebens¬

notwendige bakterielle Stoffwechselprozesse wie die Glycolyse und die

Proteinsynthese werden dadurch inaktiviert und zudem kommt es auch

noch zur Schädigung der Struktur der Cytoplasmamembran. Gegen

Gram-positive Bakterien besteht überwiegend ein bakteriostatischer und

gegen Gram-negative ein bakterizider Effekt (REITER und HÄRNULV,
1984; Anon., 1988b; FARRAGund MARTH, 1992).
Rohmilch kann mittels künstlicher Aktivierung des Laktoperoxidase-

systems, d.h. Zugabe von geringen Mengen von H202 kurzfristig haltbar

gemacht werden. Es wird jedoch ausdrücklich darauf hingewiesen, dass

dieses Verfahren nur dann eingesetzt werden soll, wenn eine ausrei¬

chende Kühlung der Rohmilch nicht möglich ist (Anon., 1988b). Der anti-
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bakterielle Effekt des Laktoperoxidasesystems ist zeitlich auf einige Stun¬

den beschränkt. Er hält länger an, je kühler die Rohmilch gelagert wird

(BJÖRCKetal., 1979).

Milchproteine

Von den vielen in der Milch vorkommenden Proteinen weisen einige eine

antibakterielle Wirkung auf. Untersuchungen haben gezeigt, dass das ei¬

senbindende Laktoferrin eine antimikrobielle Aktivität gegenüber Gram¬

negativen Bakterien aufweist, indem die Permeabilität ihrer Zellmembra¬

nen verändert wird (ELLISON et al., 1988). Lysozym vermag Zellwände

und Membranen vieler Bakterien, nicht aber der Milchsäurebakterien zu

lysieren (LODI et al., 1983; HUGHEYund JOHNSON, 1987). Verschie¬

dene agglutinierende Immunglobuline und das Molkenprotein a-Laktal-

bumin werden ebenfalls den antibakteriellen Systemen in der Rohmilch

zugerechnet (REITER, 1978).

2.4.2. Konkurrenz durch Milchsäurebakterien

Die Konkurrenz zwischen den Milchsäurebakterien und anderen Mikro¬

organismen basiert nach ASPERGER(1986) auf sehr unterschiedlichen

Mechanismen, die von Veränderungen bestimmter Wachstumsparameter

bis zur Bildung einfacher und höchst komplizierter Stoffwechselprodukte

mit antagonistischer Wirksamkeit reichen. Die Hemmwirkung der Milch¬

säurebakterien auf die potentiell humanpathogenen Bakterien ist dabei

ein kumulativer Effekt von Faktoren, deren alleinige Wirkung (ausser der

Milchsäure) häufig nicht nachzuweisen ist.

Als Konkurrenzflora wird in der Folge die unerwünschte Flora in der Ver¬

arbeitungsmilch verstanden, die sich aus der Rohmilchflora und anfälligen
Kontaminanten zusammensetzt. In der sehr heterogenen Konkurrenzflora

können potentiell humanpathogene Bakterien vertreten sein.

Organische Säuren

Bei den von den Mikroorganismen gebildeten Säuren handelt es sich aus¬

schliesslich um schwache organische Säuren. Diese können im Zellinnern

eine wesentlich stärkere Absenkung des basischen pH-Wertes als anor¬

ganische Säuren herbeiführen, indem ihre undissozierte, lipophile Form

durch die Zellmembran diffundiert und im Zellinnern dissoziert (ADAMS
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und HALL, 1988; PIARD und DESMAZEAUD,1991). LÜCK(1977) stellt

die konservierende Wirkung verschiedener organischer Säuren ausführ¬

lich dar.

Organische Säuren werden in fermentierten Milchprodukten als

Zwischen- oder Endprodukte des mikrobiellen Stoffwechsels gebildet.

Ausgangsprodukt ist dabei die Lactose, aus der die homofermentativen

Milchsäurebakterien über den Embden-Maierhof-Weg Milchsäure bilden.

Bei den heterofermentativen Milchsäurebakterien entstehen nach dem

Pentosephosphat-Weg neben der Milchsäure auch noch Essigsäure und

Ethanol. Lactose kommt in der Natur im wesentlichen nur in der Milch vor.

Der Stoffwechsel zur Vergärung der Lactose ist zumindest bei den

Laktokokken nicht im normalen genetischen Instrumentarium der Bakte¬

rien verankert, sondern auf Plasmiden codiert (TEUBER, 1981). Milch¬

säurebakterien können die Lactose schneller und effizienter verwerten als

potentiell humanpathogene Bakterien und verfügen dadurch über einen

wichtigen Konkurrenzvorteil.

Die Hemmwirkung der Milchsäure ist im Vergleich mit anderen organi¬

schen Säuren relativ schwach. Ein konservierender Effekt stellt sich erst

bei einer Konzentration oberhalb von 0.5 %ein und richtet sich bevorzugt

gegen Gram-negative Bakterien (ASPERGER, 1986; MOTLAGHet al.,

1991). Die Milchsäure ist der wichtigste direkte Antagonismus, der durch

die Milchsäurebakterien auf die Konkurrenzflora ausgeübt wird

(SPILLMANN, 1981).

Wasserstoffperoxid

Mikroorganismen können bei Einwirkung von H202 irreversibel geschädigt
werden. Die von den Milchsäurebakterien gebildeten Peroxidmengen sind

zwar für eine direkte Hemmwirkung zu klein, können aber in der Rohmilch

über die Aktivierung des Laktoperoxidasesystems eine indirekte Hemm¬

wirkung auf die Konkurrenzflora ausüben. Potentiell humanpathogene
Bakterien zeigen sich dabei besonders empfindlich, auch wenn sie häufig
über H202-spaltende Enzymsysteme (Katalase) verfügen (PIARD und

DESMAZEAUD,1991).

Vielfach wird die Wirkung des Wasserstoffperoxids falsch eingeschätzt.
Aus der Tatsache, dass die Zugabe von Katalase die Hemmwirkung von

den Milchsäurebakterien nicht verringert, wird fälschlicherweise gefolgert,
dass H202 nicht hemmend wirke. Dabei wird aber nicht berücksichtigt,
dass die Affinität von H202 zur Laktoperoxidase grösser ist als zur
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Katalase (NORTHOLT, 1984). Auf diesem Irrtum fussen zahlreiche

Fehlinterpretationen.

Redoxpotential
Das Redoxpotential charakterisiert den Sauerstoffpartialdruck eines

Substrates. Die aerobe und fakultativ anaerobe Mikroflora der Milch ver¬

braucht im Käse rasch den Sauerstoff und schafft dadurch anaerobe Ver¬

hältnisse (negatives Redoxpotential). Dadurch werden Aerobier verdrängt

und viele fakultativ anaerobe Bakterien, wie die Staphylokokken, in ihrer

Vermehrung gehemmt, die anaeroben Milchsäurebakterien jedoch

gefördert (ASPERGER, 1986; GUDKOV,1986). Die rasche Abnahme des

Redoxpotentials führt bereits in der Anfangsphase der Milchsäuregärung

zu einer Hemmwirkung gegenüber den potentiell humanpathogenen
Bakterien. Dies unterstreicht die Wichtigkeit einer aktiven Starterkultur

(STADHOUDERSetal., 1978; NORTHOLT,1984).

Nisin und Bacteriocine

Seit langer Zeit wird den Milchsäurebakterien die Fähigkeit zugeschrie¬

ben, antibiotische Stoffwechselprodukte bilden zu können und dadurch

eine therapeutische Wirkung zu besitzen. Dies ist nach SPILLMANNet al.

(1978) jedoch nur bei speziellen Einzelstämmen unter bestimmten Bedin¬

gungen wahrscheinlich und zudem nur in Mengen, die zwar von wissen¬

schaftlichem Interesse aber kaum von technologischem Nutzen sein dürf¬

ten.

Verschiedene Streptokokken-Stämme besitzen die Fähigkeit das Antibio¬

tikum Nisin zu bilden. Die Wirkung richtet sich gegen die Cytoplasma-
membran. Das Wirkungsspektrum ist relativ eng und richtet sich aus¬

schliesslich gegen Gram-positive Bakterien einschliesslich der Sporen¬

bildner (GEIS, 1989).

Bei den Bacteriocinen handelt es sich nach TEUBER(1981) um Proteine,

die von Bakterien synthetisiert und in ihre Umgebung ausgeschieden wer¬

den und die nahe verwandte Mikroorganismen abtöten oder im Wachstum

hemmen. GEIS et al. (1983) stellten fest, dass bei 5 %der Milchsäure¬

bakterien bacteriocinähnliche Aktivitäten feststellbar sind. Bacteriocinbil-

dende Stämme können einen Einfluss auf die Stabilität des Artenspek¬

trums einer mehrstämmigen Starterkultur haben (GEIS et al., 1980).

PIARD und DESMAZEAUD(1992) und GUDMUNDSDOTTIR(1992) be¬

schreiben in ihren aktuellen Literaturübersichten über 20 verschiedene,
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von Milchsäurebakterien gebildete Bacteriocine und deren Wirkungs¬

spektren. Wie beim Nisin werden in keinem Fall Gram-negative Bakterien,

zu denen die meisten Lebensmittelvergifter gehören, beeinträchtigt.

Weitere Faktoren

Zur Hemmwirkung von Milchsäurebakterien auf die Konkurrenzflora kön¬

nen weitere Stoffwechselprodukte einen begrenzten, kumulativen Beitrag
liefern. PIARD und DESMAZEAUD(1991) erwähnen in diesem Zusam¬

menhang Diacetyl und Acetaldehyd und TEUBER(1981) führt zusätzlich

die Benzoesäure auf.

Das Zusammenwirken all dieser Faktoren minimiert das Vermehrungs¬

potential von möglicherweise anwesenden potentiell humanpathogenen
Bakterien in fermentierten Milchprodukten in einem entscheidendem

Ausmasse. Die Überlebenschancen vergrössern sich aber, wenn die

Milchsäurebakterien in ihrer Wirkung beeinträchtigt werden. NORTHOLT

(1984) und LIMSOWTIN (1992) erwähnen folgende mögliche Ursachen:

- Die Milch weist Hemmstoffrückstände auf. Die Milchsäurebakterien sind

darauf meist anfälliger als die konkurrierende Flora.

- Kolostral- und Mastitismilch können zu einer Hemmungder Starterkultur

führen.

- Die Starterkultur ist von Bakteriophagen befallen. Gefährdet sind davon

in erster Linie Einstammkulturen.

- Die Starterkultur ist zu kurz oder zu lang bebrütet. Die dadurch teilweise

stark verlängerte Adaptionsphase zu Beginn der Fermentation ermög¬

licht der Konkurrenzflora einen Vorsprung.
- Das mengenmässige Verhältnis zwischen den Milchsäurebakterien und

der Konkurrenzflora ist ungünstig, sei es weil zu wenig Starterkultur

geimpft wurde oder weil die Konkurrenzflora stark angewachsen ist.
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2.4.3. Technologische Parameter

Bei der Käseherstellung aus pasteurisierter Milch führt die Pasteurisation

zu einem vollständigen Absterben der potentiell humanpathogenen Bak¬

terien. Keime, die nach der Erhitzung als Rekontaminanten ins Produkt

gelangen, finden aber gute Vermehrungsbedingungen vor (JOHNSON,

1990a).

im Gegensatz dazu beinhaltet die Technologie der Käseherstellung aus

Rohmilch keinen Schritt, der alleine zu einem vollständigen Absterben der

potentiell humanpathogenen Bakterien führen würde. Die Temperatur¬

führung während der Käseherstellung überschreitet, ausser bei einigen

Hartkäsen, keine letalen Werte. Die Fermentation führt nur bei einem

kleinem Teil der potentiell humanpathogenen Bakterien zu bakteriziden

Milchsäurekonzentrationen. Der Salzgehalt und die Wasseraktivität im

Käseteig würden, isoliert betrachtet, häufig gar eine Vermehrung erlau¬

ben. Zusammen mit den antibakteriellen Systemen in der Rohmilch und

der antagonistischen Wirkungen der Rohmilchflora und der Milchsäure¬

bakterien ergibt sich aber nach LEISTNER (1984) ein sogenannter

Hürdeneffekt, der im Normalfall bewirkt, dass potentiell humanpathogene
Bakterien im Halbhart- und im Hartkäse absterben. Eine direkte Ver¬

käsung der Rohmilch scheint deshalb bei diesen Käsetypen zulässig. Die

Hürdentechnologie nach LEISTNER zielt darauf ab, die mikrobiologische
Stabilität in einem Lebensmittel durch eine Aneinanderfügung mehrerer

Hürden zu erreichen, wobei die einzelnen Hürden für sich betrachtet

keine vollständige bakterizide Wirkung haben. Beim Weichkäse hingegen
ist dieser Hürdeneffekt zu wenig selektiv, vor allem wegen der deutlich

höheren Wasseraktivität im Käseteig und wegen der starken Entsäuerung
durch die Oberflächenflora während der Reifung. Deshalb drängt sich

eine vorgängige Hitzebehandlung der Milch und anschliessend eine

möglichst rekontaminationsfreie Verarbeitung auf (JOHNSON et al.,

1990c; EYLES, 1992). Diese Forderung ist in der Praxis weitgehend ver¬

wirklicht.

Die Inaktivierungsraten der potentiell humanpathogenen Bakterien

während der Käselagerung sind grösser, je tiefer der pH-Wert und die

Wasseraktivität und je höher die Reifungstemperaturen sind

(NORTHOLT, 1984; EL-GAZZAR und MARTH, 1992). Beim Weichkäse

hingegen drängt sich wegen der Gefahr einer zusätzlichen Keimvermeh-
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rung eine Kühllagerung auf (SPILLMANN und SCHMIDT-LORENZ,

1986b).
Auf Käseoberflächen mit Rotschmiere vermögen potentiell humanpatho¬

gene Bakterien lange zu überleben und können sich zum Teil sogar

vermehren (ASPERGER, 1986; WEIK, 1991). Das Ansinnen, die Käse¬

rinde des konsumreifen Käses als eine Art nicht genusstaugliche Umhül¬

lung zu bezeichnen, gewinnt heutzutage international an breiter

Akzeptanz. Das Abschneiden der Käserinde vor dem Verzehr ist bei

vielen Konsumenten üblich. Die Käserinde wurde deshalb bei der vorlie¬

genden Arbeit nicht in den Versuchsaufbau eingegliedert.
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3. MATERIALUNDMETHODEN

3.1. Die verwendeten Stämme von potentiell humanpathogenen
Bakterien

3.1.1. Herkunft und Identität

Pro ausgewählte Art wurden aufgrund ihrer Signifikanz und Diversität 2 -

6 Stämme in die Versuche einbezogen (Tab.7a + b). Die Auswahl basier¬

te dabei auf folgenden vier Kriterien:

- Referenzstamm nach "Bergey's manual of systematic bacteriology"

(KRIEG und HOLT, 1984; SNEATHet al., 1986)
- wichtigste, potentiell humanpathogene Serotypen
- Stämme, die in Lebensmittelvergiftungen involviert waren

- Stämme aus Milch oder Milchprodukten

Tab.7a: Herkunft und Identität der ausgewählten phpB-Stämme

Bez. Bakterienart Herkunft Num¬

mer

Bemerkungen

AE1 Aeromonas

hydrophila
DSM1} 30187 ATCC

2)
7966

(Referenzstamm)
AE2 Aeromonas

hydrophila

DSM 30014 aus pasteurisierter Milch

AE3 Aeromonas

hydrophila

FAM aus Wasserablauf in Käserei

("api 20 E"-Code 7047106 3))
CA1 Campylo¬

bacterjejuni

DSM 4688 ATCC33560

(Referenzstamm)
CA2 Campylo¬

bacterjejuni

FAM ATCC33292 (WEIK und

KAUFMANN,1991)
CA3 Campylo¬ Kant. Labor. Stamm von Epidemie durch

bacterjejuni Liestal, BL Rohmilch (STALDER, 1983)

EC1 Escherichia

coli

DSM 30083 ATCC11775

(Referenzstamm)
EC2 Escherichia CCTM

4)
La enteroinvasiver Serotyp

coli 2005 O124:H30 5)

EC3 Escherichia CCTM La enteropathogener Serotyp
coli 1993 026:H-

5)

EC4 Escherichia CCTM La enterotoxigener Serotyp
coli 2949 0148:H28 &
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Tab.7b: Herkunft und Identität der ausgewählten phpB-Stämme

Bez. Bakterienart Herkunft Num¬

mer

Bemerkungen

EC5 Escherichia CCTM La enterohämorrhagischer
coli 2947 Serotyp 0157.H7

PS1 Pseudomonas CCTM La ATCC10145

aeruginosa 2773 (Referenzstamm)
PS2 Pseudomonas

aeruginosa

CCTM La

2766

ATCC27853

SA1 Salmonella CCTM La ATCC13311

typhimurium 2694 (Referenzstamm)
SA2 Salmonella

dublin

Universität

Bern
6)

#83 Isolat aus Patientenmaterial

SA3 Salmonella Universität 960-91 Klinisches Isolat aus

enteritidis Bern Lebensmittel

SA4 Salmonella Universität 946-91 Klinisches Isolat aus

senftenberg Bern Lebensmittel

SA5 Salmonella Universität 958-91 Klinisches Isolat aus

typhimurium Bern Lebensmittel

SA6 Salmonella

typhimurium

CHUV
7)

54382 von Epidemie durch Weich¬

käse (Anon., 1986)

ST1 Staphylococ¬ CCTM La ATCC12600

cus aureus 2350 (Referenzstamm)
ST2 Staphylococ¬

cus aureus

CCTM La

3214

bildet B-Enterotoxin

ST3 Staphylococ¬ Lab. cantonale Tl 918 aus Käse, bildet A- und D-

cus aureus Lugano, Tl Enterotoxin

YE1 Yersinia

enterocolitica

CCTM La

3251

ATCC9610 (Referenzstamm)

YE2 Yersinia

enterocolitica

Institut

Pasteur, Paris

IP134 Serotyp 0:3

YE3 Yersinia Institut IP Serotyp 0:8

enterocolitica Pasteur, Paris 1105

YE4 Yersinia

enterocolitica

Institut

Pasteur, Paris

IP383 Serotyp 0:9

YE5 Yersinia Institut IP Serotyp 0:5, Isolat aus Milch

enterocolitica Pasteur, Paris 21991

1) DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, Braunschweig

2) ATCC: American type cuiture coilection, Rockviile, Maryland
3) BioMerieux SA, Marcy-l'Etoile, France

4) CCTM: Centre de coilection de types microbiens, Lausanne

5) Pathogenität nach KRIEG und HOLT(1984)
6) Nationales Zentrum für Lebensmittelvergiftungen
7) CHUV: Centre hospitalier universitaire vaudois, Institut microbiol., Lausanne
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3.1.2. Züchtung und Konservierung

Direkt nach Erhalt wurde von den zumeist lyophilisierten Bakterienstäm¬

men gemäss Abbildung 1, ein für die gesamte Versuchsdauer ausrei¬

chender "langfristiger" Stamm-Pool in Form von Kulturenkonserven ange¬

legt. Bacto-Glycerin (DIFCO: 0282-17-0) diente dabei als Gefrierschutz.

Die Vorbereitung der Kulturen für die einzelnen Versuche startete von

einem "kurzfristigen" Stamm-Pool aus. Dieser kurzfristige Stamm-Pool

wurde auf Blutagarplatten (bioMerieux 43041) monatlich mit einem

Stamm aus dem langfristigen Pool neu angelegt und zudem wöchentlich

über Passagen in TS-Bouillon (Tryptone Soya Broth; OXOIDCM129) auf¬

gefrischt.

Ausgewählter Stamm

Anreicherung des Lyophilisates in TS-Bouillon

Ausstrich auf Blutagar

zweimalige Passage (0.1 %) in TS-Bouillon

Verdünnen (10 :1) mit TS-Bouillon (mit 10 %Bacto-Glycerin)

langfristiger Stamm-Pool: gelagert bei - 40 °C

Auftauen in Wasserbad (20 °C)

Passage (10 %) in TS-Bouillon

Ausstrich auf Blutagar <

•Jy

kurzfristiger Stamm-Pool gelagert bei 4 °C

dreimalige Passage (0.1 %) in TS-Bouillon —

vi/

zweimalige Passage (0.1 %) in Magermilch

Arbeitskultur

Abb.1: Herstellung der Arbeitskulturen der potentiell humanpathogenen
Bakterien
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Die Inkubationsparameter im Brutschrank variierten in Abhängigkeit von

der Bakterienart (Tab.8). Die Züchtung verfolgte drei Ziele:

- Aktivieren durch Passagen über TS-Bouillon

- Adaptieren durch Passagen über Magermilch
-Verhindern des Einschleppens milchfremder Bestandteile in den Ver¬

such.

Die Züchtung von Campylobacterjejuni erfolgte in modifizierter TS-Bouil¬

lon mit Zusatz von Campylobacter-Growth-Supplement (OXOID: SR 84)

und unter mikroaeroben Bedingungen (8 %02, 5 - 8 %C02; Generbox

microaer; bioMerieux: 96122). In Abweichung zu den anderen potentiell

humanpathogenen Bakterien wurde auf die zweimalige Passage in

Magermilch verzichtet, da sich dieser Keim in der Milch nicht vermehren

kann. Als langfristiger Stamm-Pool wurden Zentrifugate eingefroren.

Tab.8: Inkubationsparameter für die Testorganismen

Bakterienart Temp. [°C] Dauer [h] Athmosphäre

Aeromonas hydrophila 30 24 aerob

Campylobacterjejuni 37 48 mikroaerob

Escherichia coli 37 18 aerob

Pseudomonas aeruginosa 37 24 aerob

Salmonella spp. 37 21 aerob

Staphylococcus aureus 37 18 aerob

Yersinia enterocolitica 30 24 aerob

3.1.3. Nachweismethoden

Beim Untersuchungsgang zum Nachweis der potentiell humanpatho¬

genen Bakterien im Produkt kamen, in enger Anlehnung an das schwei¬

zerische Lebensmittelbuch (1988), zwei verschiedene Verfahren zur An¬

wendung (Abb.2):

Beim "direct plating"-Verfahren wurde die aufgearbeitete Probe direkt auf

einen selektiven Nährboden ausplattiert. Von jeder Verdünnungsstufe
wurden zwei Parallelplatten angesetzt. Von den typischen Kolonien wur¬

den jeweils 10 ausgewählt und zwei verschiedenen Bestätigungskriterien

unterzogen.
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Beim "MPN" (most probable number) -Verfahren war das Ziel, auch ver¬

einzelte oder subletal geschädigte Keime erfassen zu können. Bei der

vorliegenden Arbeit wurde die 3-3-3-Methode nach schweizerischem Le¬

bensmittelbuch in modifizierter Form eingesetzt: die Verdünnungreihen
wurden vor dem Impfen in die selektive Bouillon in Nährbouillon vorange¬

reichert, mit dem Ziel subletal geschädigte Keime zu regenerieren.

Bei der Angabe der Resultate wurde die Keimzahl nach dem "direct pla-

ting"-Verfahren gewählt, falls sie sich innerhalb der 95% Vertrauensgren¬

zen der MPN-Zahl befand. Lag sie jedoch ausserhalb dieser Vertrauens¬

grenzen, wurde die MPN-Zahl als gültiges Resultat bezeichnet.

"direct plating"-Verfahren "M£N"-Verfahren

Probenahme

4-

Probenaufarbeitung
4-

Verdünnungsreihen

Oberflächenkultur auf

selektiven Nährboden

4-

Auszählen der

typischen Kolonien

4-

2 Bestätigungsreaktionen
4>

KEIMZAHL

Voranreicherung

4-

selektive Anreicherung
4-

Ausstreichen auf

selektiven Nährboden

4>

2 Bestätigungsreaktionen
vi/

<- Vergleich -> MPN-ZAHL

Abb.2: Untersuchungsgang beim Nachweis der potentiell humanpathoge¬
nen Bakterien

Bei den Nachweismethoden (Tab.9) wurden, ohne gegenteiligen Hinweis,

im wesentlichen die Anweisungen des mikrobiologischenTeils des

schweizerischen Lebensmittelbuches (1988) befolgt. Ausnahmen waren

Aeromonas hydrophila und die enterohämorrhagischen Escherichia coli
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(EHEC), für die noch keine offiziell gültigen Methoden vorhanden sind.

Der Untersuchungsgang stützt sich bei A.hydrophila auf die weithin

anerkannten Arbeiten von PALUMBOet al. (1985) und bei den EHECauf

diejenigen von PADHYEund DOYLE(1992).

Tab.9: Angewandte Methoden zum Nachweis der potentiell humanpatho¬

genen Bakterien

Art nicht selektive selektiver Bestätigungs¬
selektive Anreicherung Nährboden reaktionen

Vorkultur

Aeromonas TS-Bouillon alkal.Pepton- PSA-Agar Amylase,
hydrophila 30°C/24h, wasser30°C/ 30 "C/ 48 h, Oxidase

aerob 24 h, aerob aerob

Campylo- keine

bacterjejuni

Escherichia TS-Bouillon

coli ausser 37 °C/ 24 h,
EHEC aerob

CE-Bouillon

37°C/48h,
mikroaerob

LST-Bouillon

37°C/24h,

aerob

EHEC

Pseudo¬

monas

aeruginosa

Salmonella

spp.

Staphylo¬
coccus

aureus

Yersinia

entero¬

colitica

TS-Bouillon LST-Bouillon

37°C/24h, 37°C/24h,
aerob aerob

TS-Bouillon Acetamidnähr-

37°C/24h, lösung37°C/
aerob 24 h, aerob

mTS-Agar
37°C/48h,
mikroaerob

ECD-Agar
37°C/48h,
aerob

ECD-Agar
37°C/48h,
aerob

Cetrimide-Agar
37°C/48h,
aerob

Nativpräparat,
Nigrosin-
präparat

Fluoreszenz,
Indolnachweis

Fluoreszenz,
Sorbitolabbau

Wachstum bei

42 °C,
Oxidase

TS-Bouillon Rappaport- BS- und XLD- Phagolysetest,
37°C/24h, Bouillon 37 °C/ Agar 37 °C/ 48 h, Agglutination
aerob 24 h, aerob aerob

TS-Bouillon NaCI-TS-

37 °C/ 24 h,
aerob

TS-Bouillon

30 °C/ 24 h,
aerob

Bouillon 37 °C/

24 h, aerob

BOS-Bouillon

30 °C/ 24 h,
aerob

Baird-Parker-Agar Thermo-

37°C/48h,
aerob

CIN-Agar
30°C/48h,
aerob

nuklease,

Nativpräparat

Urease-Test,
Citratabbau

Erläuterungen zu den Nachweismethoden

• Nicht selektive Vorkultur:

TS-Bouillon: Tryptone-Soya-Broth (OXOID: CM129)
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Aeromonas hydrophila
- Selektive Anreicherung:

Alkalisches Peptonwasser (DIFCO: 1807-17-4), mit KOH (MERCK:
5033) auf pH 8.6 eingestellt (BUCHANAN& PALUMBO,1985).

- Selektiver Nährboden:

PSA-Agar: Phenolred-Starch-Ampicillin-Agar, nach PALUMBOet al.

(1985)
- 31 g Phenolred Agar Base (DIFCO: 0098-01-2)
-10 g Soluble Starch (DIFCO: 0178-17-7)
-1000 ml dest. Wasser

autoklavieren: 121 °C /15 min.

-10 mgAmpicillin (OXOID: SR 136)

A.hydrophila bildet runde, gelbliche, glänzende, 2-4 mmgrosse Kolonien

mit gelbem Hof.

- Bestätigungsreaktionen:
Oxidase- und Amylase-Test (PALUMBOet al., 1985).
A.hydrophila ist Amylase-positiv und Oxidase-positiv

Campylobacterjejuni
- Selektive Anreicherung:

CE-Bouillon: Campylobacter-Enrichment-Broth (DIFCO: 0495-01-1)
- Selektiver Nährboden:

mTS-Agar: modifizierter Tryptic-Soy-Agar (DIFCO: 0369-01-4). Modifika¬

tion nach WEIK und KAUFMANN(1991): Zusatz von Campylobacter-
Growth-Supplement (OXOID: SR 84) und Campylobacter-Antibiotic-

Supplement (OXOID: SR 85).

C.jejuni bildet kugelige, leicht gräuliche, opake Kolonien von 1 - 2 mm

Durchmesser.

- Bestätigungsreaktionen:

Nativpräparat: C.jejuni fällt durch seine korkenzieherartige und starke

Bewegung auf.

Nigrosinpräparat: Campylobacter sind charakteristische, vibroide Stäb¬

chen.

Escherichia coli

- Selektive Anreicherung:
LST-Bouillon: Lauryl-Sulfate-Tryptose-Broth (DIFCO: 0241-01-8)
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- Selektiver Nährboden:

ECD-Agar: Escherichia-Coli-Direct-Medium (OXOID: CM649) mit MUG-

Supplement (OXOID: BR71)

E.coli bilden weissliche, glänzende, polymorphe Kolonien

- Bestätigungsreaktionen:
Fluoreszenz: E.co/f-Kolonien fluoreszieren im UV-Licht (A, = 366 nm),

EHEC-Kolonien fluoreszieren nicht.

Indolnachweis: E.coli bildet Indol.

Sorbitolabbau: EHECbauen im Gegensatz zu den anderen Ecoli Sorbi-

tol nicht ab (PADYE & DOYLE, 1992).

Pseudomonas aeruginosa
- Selektive Anreicherung:

Acetamid-Nährlösung (MERCK: 1394); nach WRIGHTet al. (1976)
- Selektiver Nährboden:

CET-Agar: Cetrimide-Agar-Base (DIFCO: 0854-01-6) mit 1 % Bacto-

Glycerol (DIFCO: 0282-17-0); zusätzlich Pseudomonas-C-N-Supplement

(OXOID: SR102).

P.aeruginosa bilden kugelige, 1 - 2 mmgrosse Kolonien, mit charakte¬

ristischer gelb-grüner Pigmentierung.
- Bestätigungsreaktionen:

Oxidase-Test: P.aeruginosa ist Oxidase-positiv

Wachstum in Trypton-Soya-Bouillon (OXOID: CM 129) bei 42 "C:

P.aeruginosa wächst im Gegensatz zu den anderen Pseudomonaden.

Salmonella spp.

- Selektive Anreicherung:

Rappaport-Bouillon (MERCK: 10236)
-Selektive Nährböden:

stark selektiv: BS (Bismuth-Sulfite)-Agar (DIFCO: 0073-01-1)
Salmonellen bilden runde, schwarze, 1 - 3 mmgrosse Kolonien von me¬

tallischem Glanz mit dunklem Hof.

schwach selektiv: XLD (Xylose-Lysine-Desoxycholate)-Agar (DIFCO:

0788-01-7)

Salmonellen bilden runde, rote Kolonien mit schwarzem Zentrum.
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- Bestätigungsreaktionen:

Phagolysetest mit Bakteriophage 0:1 (Diagnostics Pasteur: 53562)

Agglutinationstest mit Salmonella-Testserum polyvalent I (Hoechst-Beh-

ring:ORMT 10/11)

Staphylococcus aureus

- Selektive Anreicherung:

NaCI-TS-Bouillon: Tryptone-Soya-Broth (OXOID: CM 129) mit 10 %

NaCI (MERCK: 6404).
- Selektiver Nährboden:

Baird-Parker-Agar: Baird-Parker-Agar-Base (DIFCO: 0768-01-1) mit

Egg-Yolk-Tellurite-Enrichment-Supplement (DIFCO: 0779-73-1) nach

FDABacteriological Analytical Manual (1984).

S.aureus bildet kugelige, schwarz glänzende, 1- 2 mmgrosse Kolonien

mit aufgehelltem Hof (Koagulase-positiv).
- Bestätigungsreaktionen:

Thermonuklease: S.aureus ist Thermonuklease-positiv

Nativpräparat: S.aureus bildet ungeordnete 3-dimensionale Kokkenhau¬

fen

Yersinia enterocolitica

- Selektive Anreicherung:

BOS-Bouillon: Bile-Oxalat-Sorbose-Broth

- Selektiver Nährboden:

CIN-Agar: Yersinia-Selective-Agar-Base (DIFCO: 1817-17-2) mit Yersi-

nia-Antimicrobic-Supplement (DIFCO: 3196-60-5).

Y.enterocolitica bildet unregelmässige, farblose Kolonien mit rotem

Zentrum ("bulls-eye").
- Bestätigungsreaktionen:

Urease-Test: Y.enterocolitica wächst auf Urea-Agar (DIFCO: 0283-02-6)

Citratabbau: Y.enterocolitica wächst nicht auf Simmons-Citrate-Agar

(DIFCO: 0091-02-8).
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3.2. Milchqualität

3.2.1. Spezifikation

Sterilmilch

Sprühgetrocknetes Magermilchpulver wurde rekonstituiert (95 g / I), in

Versuchsgefässe abgefüllt und bei 121 °C während 20 Minuten sterilisiert.

Rohmilch

Die Rohmilch stammte aus einer der FAMangegliederten Versuchskäse¬

rei in Uettligen und setzte sich zu gleichen Teilen aus der kühlgelagerten
Abendmilch (10 - 15 °C) des vorhergehenden Tages und der teilweise

zentrifugierten Morgenmilch (23 - 28 °C) des Versuchstages zusammen.

Der Fettgehalt wurde auf 3.1 ±0.1 %eingestellt. Der Versuch wurde je¬

weils nicht später als eine Stunde nach der Einlieferung der Morgenmilch
aus der Käserei Uettligen gestartet.

3.2.2. Qualitätssicherung

Sterilmilch

Für das Magermilchpulver galten nach GLÄTTLI (1990) folgende Anforde¬

rungen:

- instantisiert.es Pulver

- frei von hemmenden Substanzen

- aerobe mesophile Keime < 100 / g

- aerobe thermophile Keime < 100 / g

- aerobe Sporenbildner nicht nachweisbar / g

- anaerobe Sporenbildner nicht nachweisbar / g

- minimale Säuerung einer Joghurtkultur
- Testkultur mit Streptococcus salivarius subsp. thermophilus und Lacto-

bacillus delbrueckii subsp. lactis

Die rekonstituierte Sterilmilch wurde stichenprobenweise durch Bebrütung

(30 °C/ 96 h) auf ihre Keimfreiheit hin geprüft.
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Rohmilch

Folgende Analysen stellten die Reproduzierbarkeit der Versuche mit

Rohmilch sicher:

-Hemmstoffnachweis (Delvotest SP, Gist brocades, Delft, Holland) und

fluoreszenzoptische Zellzählung (Fossomatic 90, Foss Electric, Hillered,

Dänemark) nach schweizerischem Lebensmittelbuch (1987)

-Methylenblau-Reduktaseprobe nach schweizerischem Lebensmittelbuch,

(1987)

-Aerobe mesophile Keime und aerobe mesophile Fremdkeime

(Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1988; Kap.3.5.2.)
-Gehalt an milchoriginären potentiell humanpathogenen Bakterien nach

den im Kapitel 3.1.3. beschriebenen Methoden

Dabei galten folgende Mindestanforderungen:
- Hemmstoffnachweis: negativ
-Zellzahl: < 150'000 pro ml Milch

-Reduktaseprobe: Entfärbungszeit > 8 h

-aerobe mesophile Keime: < 50'000 pro ml Milch

-aerobe mesophile Fremdkeime: < 50'000 pro ml Milch

-E.coli, S.aureus: < 1000 pro ml Milch

-andere potentiell

humanpathogene Bakterien : nicht nachweisbar in 0.1 ml Milch

Bei Nichterfüllen eines dieser Kriterien wurde der Versuch nicht gewertet.

3.3. Auswahl der potentiell humanpathogenen Bakterien für die

Modellkäseherstellung

Das primäre Ziel der Vorversuche war die Ermittlung des für die Käseher¬

stellung widerstandfähigsten Stammes jeder ausgewählten potentiell

humanpathogenen Bakterienart. Die zu Beginn 27 verschiedenen Stäm¬

me wurden nach dem Schema in Tabelle 10 schrittweise auf sieben re¬

duziert.
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Tab. 10: Schema zur schrittweisen Reduktion der Anzahl zu prüfender
Stämme

Versuchsphase A.hy¬ C.je¬ E.coli P.ae¬ Salmo¬ S.au¬ Y.ente- Total

dro¬ juni rugi¬ nella reus rocoli-

phila nosa SPP- tica

Anzahl ausge¬
wählte Stämme

3 3 5 2 6 3 5 27

nach Versuchen

mit Sterilmilch
2 2 3 2 3 2 3 17

nach Versuchen

mit Rohmilch
2 2 2 2 2 2 2 14

nach simulierter 1 1 1 1 1 1 1 7

Käseherstellung

3.3.1. Verhalten unter technologisch relevanten Bedingungen

Es wurden Parameter, die in der Schweiz bei der Herstellung von Hart-

und Halbhartkäse von praktischer Bedeutung sind, ausgewählt (Tab. 11).
Dabei beschränkten wir uns auf die Temperatur und den pH-Wert

(Milchsäure). Bei den Experimenten wurde stets der Temperatur- (Linseis,
LM24, Selb, BRD) und pH-Verlauf (Messgerät: Poly Metron, Typ 13/6;

Elektroden: Orion 8102 Ross, Boston, USA) aufgezeichnet.
Die dreimalige Wiederholung der Versuche erfolgte jeweils mit 100 ml

Milch in einer 150 ml Glasflasche im Wasserbad (Julabo VC, Julabo La¬

bortechnik, Seelbach, BRD), wobei die Milch vorgängig auf die Versuchs¬

temperatur eingestellt wurde. Bei Versuchstemperaturen unterhalb der

Raumtemperatur sind die Versuche in einem Kühlraum (2-3 °C) durch¬

geführt worden. Die Einstellung des pH-Wertes geschah mit 1 N DL-

Milchsäure (FLUKA 69785). Die Temperatur bei den Versuchen mit unter¬

schiedlichen pH-Werten wurde bei 37 °C konstant gehalten. Die Impf¬

menge der Kultur mit den potentiell humanpathogenen Bakterien betrug
0.1 %.

Die Versuche wurden zuerst mit Sterilmilch durchgeführt. Als Bewer¬

tungskriterien für die Selektion (Tab.10) galten, mit abnehmender Gewich¬

tung, Säureresistenz, Hitzeresistenz und Vermehrungsgeschwindigkeit
unter günstigen Bedingungen. In der Folge wurden die Versuche mit der

Rohmilch wiederholt und aufgrund der Widerstandsfähigkeit gegen die
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natürlichen milchoriginären Hemmeffekte sowie der Konkurrenzfähigkeit
mit der Rohmilchflora weiter selektioniert.

Tab.11: Versuchsparameter für die Bestimmung der Vermehrung von

potentiell humanpathogenen Bakterien in Milch unter technolo¬

gisch relevanten Bedingungen

Versuchs- Begründungen Messzeitpunkte
Parameter

Temp.: 4 °C Milchlagerung: minimale Temperatur 0,12, 24, 48, 96 h

Temp.:18°C Milchlagerung: maximale Temperatur 0,12, 24, 48, 96 h

Temp.: 32 °C Labungstemperatur 0,1, 2, 4, 8 h

Temp.: 42 °C minimale Brenntemp. Halbhartkäse 0,1, 2, 4, 8 h

Temp.: 53 °C minimale Brenntemperatur Hartkäse 0,10, 20, 40, 80 min

pH-Wert: 6.7 frische Milch 0,1, 2, 4, 8 h

pH-Wert: 6.0 Zwischenwert 0,1, 2, 4, 8 h

pH-Wert: 5.5 Zwischenwert 0,1, 2, 4, 8 h

pH-Wert: 5.2 Käse nach Milchsäuregärung 0, 1, 2, 4, 8 h

Mit diesen Versuchen wurden zudem folgende methodische Ziele verfolgt:

-bei den Experimenten mit Sterilmilch wurde durch paralleles Ausplattie¬

ren auf selektiven (Kap. 3.1.3.) und auf nicht-selektiven (Plate Count

Agar: BBL 11638) Nährböden versucht, jeweils den Anteil an subletal

geschädigten Keimen abzuschätzen.

-bei den Versuchen mit Rohmilch wurde der Abgrenzung zwischen den

inokulierten potentiell humanpathogenen Bakterien und der Rohmilch¬

flora gesonderte Beachtung geschenkt.
-die Zusammensetzung der selektiven Nährböden wurde hinsichtlich der

Erfassung subletal geschädigter Keime und der Selektivität gegenüber
der Rohmilchflora zu optimieren versucht.

3.3.2. Simulierte Käsebruchherstellung im Labormassstab

Die simulierte Käsebruchherstellung (Abb.3) mit Rohmilch im Labormass¬

stab hatte zum Ziel den hinsichtlich der Käsefabrikation widerstandsfähig¬

sten Stamm der jeweiligen potentiell humanpathogenen Bakterienart zu
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ermitteln. Die Bedingungen lehnten sich eng an die Fabrikation der

Modellkäse an (Kap. 3.4.1.). Die Käsebruchherstellung erfolgte in einer

sterilen 250 ml Glasflasche in einem Wasserbad (Julabo VC, Julabo

Labortechnik, Seelbach, BRD) mit Temperatur-Programmgeber (Anaprog

PCH-3, Pamatic, Hünenberg). Die Temperaturkurven wurden derart

programmiert, dass die Soll-Temperatur im Zentrum der Glasflasche zu

erreichen war. Die Glasflaschen wurden während den ersten 6 Stunden

alle 15 Minuten während 5 Sekunden geschüttelt (ausser während der

Labgerinnung). Während den Aufwärmphasen wurde alle 3 Minuten

geschüttelt.
Umeine Übersäuerung zu verhindern, wurde einerseits der Wasserzusatz

stark erhöht und andererseits ein mehrmaliges Bruchwaschen, mit dem

Ersatz der Molke durch 200 ml vorgewärmtes destilliertes Wasser, ange¬

wandt.

Als Starterkultur diente eine definierte thermophile Mischkultur (MK 170),

die aus mehreren Stämmen von Streptococcus salivarius subsp. thermo-

philus und Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis zusammengesetzt ist,

aus dem Versandkulturenangebot der FAM.

Zur Herstellung der Betriebskultur wurde Sterilmilch (Kap. 3.2.1.) mit 0.2

%Stammkultur beimpft und bei 37 °C einerseits 6.5 - 7 Stunden (junge

Kultur) und andererseits 15-16 Stunden (alte Kultur) bebrütet. Die Soll¬

werte für die Säuregrade der Betriebskulturen waren wie folgt festgelegt:

- Säuregrad Starterkultur MK170 / jung 30 ± 2 °SH

- Säuregrad Starterkultur MK170 / alt 48 ± 3 °SH

Die Soxhlet-Henkel-Grade (°SH) geben die Milliliter 0.25 N NaOHan, um

100 ml Probe auf pH 8.3 (Farbumschlag Phenolphthalein) einzustellen. 1

Grad Soxhlet-Henkel entspricht 2.5 Grad Thörner (°Th). Lagen die Säure¬

grade ausserhalb des Sollwertbereiches wurden die Kulturen verworfen.

Die Betriebskultur wurde für jeden Versuchstag neu hergestellt. Ein mi¬

kroskopiertes Nativpräparat der Kulturen gab jeweils Aufschluss über das

Verhältnis Laktobazillen: Streptokokken.
Die Lablösung entstand aus der 1:100 Verdünnung von Labextrakt

(Granday: Winkler, Konolfingen). Das Schneiden der Gallerte erfolgte mit

einem sterilen Skalpell in der Weise, dass beim Hartkäse 4 und beim

Halbhartkäse 8 gleich grosse Bruchwürfel resultierten.
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Hartkäse Halbhartkäse

100 ml Rohmilch 80 ml

+

30 ml dest.Wasser 24 ml

+

0.2 ml MK170/jung 0.1ml

0.2 ml MK170/alt 0.1ml

+

0.1 ml phpB-Kultur 0.08 ml
4-

31 °C nach 10 min Aufwärmen 31 °C nach 10 min
i

31 °C / 30 min Vorreifen 31 °C /15 min
l

2.0 ml Lablösung (1:100) 1.6 ml

32 °C / 45 min Gerinnen 32 °C / 45 min
i

2 x Schneiden 4 x
i

32 °C / 25 min Vorkäsen 32 °C / 20 min
l

53.0 °C nach 30 min Brennen 42.0 °C nach 25 min

(40 °C nach 15 min) (35 °C nach 10 min)

53.0 °C / 45 min Ausrühren 42.0 °C /15 min
i

2 x Bruchwaschen 3 x

(nach %und 2h) (nach %, 2 und 4 h)

45 °C nach 2 h Abkühlen 37 °C nach 2 h

30 °C nach 20 h 25 °C nach 20 h
4.

ca. 10 g Käsebruch ca. 10 g

Abb.3: Simulierte Käsebruchherstellung im Labormassstab (phpB-Kultur
= Kultur mit potentiell humanpathogenen Bakterien)

Die Versuche wurden nur gewertet, wenn sich im eintägigen Käsebruch

ein pH-Wert von 5.2 ± 0.2 ergab. Die Experimente wurden wiederholt, bis

drei gültige Versuche resultierten.

Die Herstellung von Käsebruch ohne Zusatz von potentiell humanpatho¬

genen Bakterien diente an jedem Versuchstag als Kontrolle.
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3.4. Herstellung von Modellkäse mit potentiell humanpathogenen
Bakterien

Die Herstellung der Modellkäse erfolgte aus hygienischen Überlegungen
in einem Steril-Käsefertiger (Kap. 3.4.2.) und nach den Richtlinien eines

spezifischen, für diese Versuche erstellten Sicherheitsdispositives

(Anhang).

3.4.1. Technologie

Die Fabrikation von Käse mit kontaminierter Milch hatte zum Ziel, die

Überlebensdauer des jeweils widerstandfähigsten Stammes jeder ausge¬

wählten potentiell humanpathogenen Bakterienart im Käseteig zu be¬

stimmen. Die Käseherstellung richtete sich nach der an der FAM ent¬

wickelten und auf ihre Übertragbarkeit auf Praxisbedingungen hin opti¬

mierten Modellkäsetechnologie (Abb.4). Diejenige des Modellhartkäses

entspricht dabei, mit eingeschlossener Propionsäuregärung, derjenigen
des Emmentalerkäses. Die Technologie für den Modellhalbhartkäse war

die gleiche wie für den Rohmilch-Tilsiterkäse.

Als einziger praxisfremder Schritt ist die Folienreifung anzuführen, welche

zur Minimierung des Infektionsrisikos eingesetzt wurde. Die Käse wurden

1 Tag nach dem Salzbad in Plasticsäcke (Cryovac BK 1, Grace, Epernon,

F) gepackt, vakuumiert und verschweisst (VC 999, Inauen, Herisau). Bei

den Hartkäsen beschränkte sich die Folienreifung zeitlich auf eine Woche.

Bei den Halbhartkäsen wurde sie hingegen bis zur vollendeten Reifung

angewandt. Die Folienreifung verhindert eine Entsäuerung des Käsetei¬

ges wie er bei der Schmierereifung erfolgt. Zur Qualifizierung dieses Ein¬

flusses auf das Überleben der potentiell humanpathogenen Bakterien

wurden mit Escherichia co//-kontaminierte Halbhartkäse parallel zur Foli¬

enreifung auch einer Schmierereifung (bei 12 - 13 °C, 90 - 92 % r.F.)

unterzogen.
Pro Bakterienart wurden jeweils vier Hart- und Halbhartkäse fabriziert. Als

Starterkultur diente, wie in den Vorversuchen (Kap.3.3.1.), die Mischkultur

MK 170. Die direkt eingesetzte Propionsäurebakterienkultur (P-Kultur)
stammte ebenfalls aus dem Versandkulturenangebot der FAM.

Die Herstellung der Modellkäse erfolgte in einem Stahlfertiger. In der

Praxis werden hingegen Kupferfertiger eingesetzt, dabei kommt es natür-
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licherweise zu einer Migration von Kupferionen. Um den gleichen

Kupfergehalt zu erreichen, wurde der Milch für den Modellkäse eine

Kupfersulfatlösung (0.15 N, MERCK2787) zugesetzt.
Zur Sicherstellung der Reproduzierbarkeit der Versuche wurden neben

den Rohmilchanalysen (Kap.3.2.2.) folgende Fabrikationskontrollen

durchgeführt:

Sollwerte

Hartkäse Halbhartkäse

- Methylenblau-Reduktaseprobe
der Kessimilch 5 - 6 h 5 - 6 h

-Säuregrad Ausrührmolke: nach 20 h 25 + 4 °SH 28 + 4 °SH

-Säuregrad Labgärmolke: nach 20 h 40±5°SH 44±6°SH

-Säuregrad Gärprobe: nach 20 h 50 + 8°SH 55±8°SH

-Konsistenz Gärprobe: nach 20 h gallertig gallertig

-pH-Wert im 24-h Käse 5.25 ±0.03 5.20 ±0.03

-Milchsäuregehalt im 24-h Käse 11.3 ± 0.5 g/kg 14.1 ± 0.5 g/kg

-Anteil L(+)-Milchsäure an

Gesamtmilchsäure 45 ± 5 % 55 ± 5 %

Die Durchführung der Fabrikationskontrollen erfolgte nach den Anleitun¬

gen von KESSLERet al. (1986). Für die Messung des pH-Wertes wurde

ein portables pH-Messgerät (Portamess 752 Calimatic, Knick) mit einer

Einstechelektrode (Ingold, Xerolyt) verwendet.

Der Versuch wurde wiederholt, wenn die Fabrikationskontrollwerte in

mehr als einem Kriterium ausserhalb des Sollwertbereiches lagen. Bei

den lactosevergärenden potentiell humanpathogenen Bakterienarten

musste, wegen ihrer Stoffwechseltätigkeit, eine Sonderregelung definiert

werden: die Versuche wurden gewertet, wenn die Fabrikationskontroll¬

werte innerhalb eines Bereiches lagen, der, unabhängig vom Mittelwert,

nicht grösser war, als der oben definierte.

Die potentiell humanpathogenen Bakterien wurden direkt nach der Inoku¬

lation in die Milch, im Bruch nach dem Ausrühren und im Modellkäse nach

1, 7, 30, 60, 90 Tagen quantitativ nachgewiesen.
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Modell-Hartkäse ica. 9 kcrt Modell-Halbhartkäse (ca. 7 kq\

1201 Rohmilch 801

100 ml

30 ml

100 ml

+

MK170/jung
MK170 / alt

phpB-Kultur
i

Aufwärmen

4

Vorreifen

4

Labextrakt

Kupfersulfatlösung
Wasser

MK170/jung
MK170/alt

P-Kultur

4

Gerinnen

4

Schneiden

4

Vorkäsen

4

Brennen

Wasser

4

Ausrühren

4-

Abfüllen

Pressen

Abkühlen

4

Salzbad

25l/20%NaCI

4.

abtropfen
in Folien verpacken

4

Keller

50 ml

50 ml

100 ml

31 °C nach 10 min 31 °C nach 10 min

31 °C / 30 min 31 °C/15 min

17 ml

13 ml

101

30 ml

100 ml

V* Tropfen

13 ml

8 ml

21

32 °C / ca. 35 min 32 °C / ca. 35 min

Bruchkorngrösse: 4-8 mm Bruchkorngr.: 5-10 mm

32 "C / 35 min 32 °C / 30 min

53.0 °C nach 30 min

(40 °C nach 15 min)
3 I bei 50 °C

42.0 °C nach 25 min

(35 °C nach 10 min)
6 I bei 40 °C

53.0 °C/45 min 42.0 °C/15 min

6 h bei 5 bar

45 °C nach 2 h

30 °C nach 20 h

6 h bei 5 bar

37 °C nach 2 h

25 °C nach 20 h

1d 1d

1d 1d

11-12°C/7d

aus Folien nehmen

22 - 23 °C / 45 - 55 d

11-12 °C/30-40d

12-13°C/90d

Abb.4: Fabrikationsschema für Modellkäse (phpB-Kultur = Kultur mit

potentiell humanpathogenen Bakterien)
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3.4.2. Funktion des Steril-Käsefertigers

Aus hygienischen Überlegungen erfolgte die Herstellung der Modellkäse

aus der kontaminierten Milch in einem Steril-Käsefertiger (Abb.5) mit

angeschlossener Sterilpresse. Dies ermöglichte, den Zeitraum mit dem

grössten Infektionsrisiko, von der Beimpfung der Milch bis zum Abschluss

der Milchsäuregärung im Käse, in einem geschlossenen System
durchzuführen.

Der Steril-Käsefertiger (max. Inhalt 140 I) mit Presse ist ein revidierter

Prototyp (Firma Ott, Worb: Baujahr 1968) aus rostfreiem Stahl mit einer

externen Steuerung (Eigenbau FAM). Der Fertiger und die Presse sind

einerseits mit dem Abfüllrohr und andererseits, zwecks Druckausgleich,
mit einem Schlauch verbunden.

Die Wärmezufuhr geschieht im Fertiger mit einer Dampfschlange in der

Doppelwand und in der Presse mit einer elektrischen Sumpfheizung. Die

Steuerung der Wärmezufuhr erfolgt im Sterilfertiger über die Temperatur
der Milch bzw. des Molken-Bruch-Gemisches und in der Sterilpresse über

die Pressraumtemperatur (PT100-Sensoren: Roth, Niederuzwil). Die bei¬

den Temperaturverläufe werden zur Kontrolle aufgezeichnet. Eine ver-

schliessbare Öffnung auf der Oberseite des Sterilfertigers ermöglicht das

Einfüllen und die Probenahmen. Wechselweise kann ein Propeller-Rühr¬
werk oder eine Harfe, mit stufenloser Geschwindigkeitsregelung und

Richtungsumkehr betrieben werden und ein Strömungsbrecher sorgt für

Turbulenz. Das Molken-Bruch-Gemisch wird passiv in die Pressform

gefüllt. Die Abfüllgeschwindigkeit kann über den Druckausgleich und die

Drehzahl der Molkenpumpe bestimmt werden. Der Durchmesser der

Pressformen beträgt beim Hartkäse 35 cm, beim Halbhartkäse 30 cm.

Die Molke kann auf der Unterseite der Presse abgepumpt werden. Der

Druck des Pressstempels auf den Käse wird mit Druckluft erzeugt. Für die

Entnahme des Käses und für die Reinigung können die Oberteile der

Presse und des Fertigers abgehoben werden. Fertiger und Presse kön¬

nen einzeln oder gemeinsam durch Direktdampfzufuhr sterilisiert werden.
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Harfe

Ruhrwerk

Stromungsbrecher

Pressstempel

Pressform

Abb.5: Schema Steril-Käsefertiger mit Sterilpresse

3.5. Analysenmethoden

3.5.1. Probenahme

Milch und Molke

Nach guter Durchmischung wurde mindestens das Zehnfache der benö¬

tigten Probenmenge entnommen Vor dem Pipettieren der benötigten Pro¬

benmenge erfolgte ein gründliches Durchmischen.

Käsebruch

2 dl Bruch-Molken-Gemisch wurde mit einem Chromstahlbecher aus dem

Sterilfertiger entnommen und die Molke dekantiert Unmittelbar vor der

Probenaufbereitung wurde der Bruch dreimal in 200 ml sterilem Wasser

ausgeschüttelt, sedimentiert, dekantiert und in feuchtem Zustand einge¬

wogen. Bei der Käsebruchherstellung im Labormassstab resultierten ca.

10 g Käsebruch, der nach dreimaligem Ausschütteln in sterilem Wasser

direkt aufbereitet wurde.
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Modellkäse

Aus dem Modellkäse wurde in einem Abstand von 5 cm vom Rand verti¬

kal ein Zylinder (d = 20 mm)herausgestochen (Abb. 6). Mit einem sterilen

Einweg-Skalpell wurde die Rinde beidseitig entfernt (a = 2 - 3 mm) und

aus dem Zylinder ein Quader (b = 8 - 10 mm) aseptisch herausge¬

schnitten. Für die Probenaufbereitung wurde vom Quader von den Enden

her eingewogen.

Aufriss

Grundriss

Abb. 6: Probenahme bei Modellkäse

3.5.2. Mikrobiologische Methoden

Flüssige Proben (Milch, Molke) wurden nicht weiter aufbereitet. Von den

festen Proben (Bruch, Käse) wurden 10.0 g in einen Stomacher-Sack

(Seward Medical, London) eingewogen, manuell zerdrückt, mit 90.0 ml

vorgewärmter (45 °C) Verdünnungslösung ergänzt und zweimal 2 Minu¬

ten mit einer Zwischenstandzeit von 5 Minuten im Stomacher (Stomacher

400, Colworth, GB) homogenisiert. Die Verdünnungslösung bestand aus

10 g Pepton (MERCK7216), 5 g Natriumchlorid (MERCK6404) und 20 g

tri-Natriumcitrat (MERCK6448) in einem Liter bidestilliertem Wasser ge¬

löst und autoklaviert (121 °C / 15 min). Für die weiteren Verdünnungen

wurde physiologische Kochsalzlösung (0.9 %) verwendet.
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Aerobe mesophile Keime:

Plattengussverfahren mit Plate Count Agar (BBL 11'638), Bebrütung bei

30 °C / 3 d (Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1988)
Aerobe mesophile Fremdkeime:

Plattengussverfahren mit Sugar Free Agar (BBL 11'672) unter Zusatz von

5000 IE Penicillin G (MERCK6993) pro I, Bebrütung bei 30 °C / 3 d

(Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1988)
Potentiell humanpathogene Bakterien:

Der Nachweis erfolgte nach der in Kap. 3.1.3. definierten Methodik.

3.5.3. Chemische Zusammensetzung

Die Analyse der chemischen Inhaltsstoffe beschränkte sich auf die Mo¬

dellkäse. Sie verfolgte das Ziel, einerseits die Uniformität der Modellkäse

zu kontrollieren und andererseits die Vergleichbarkeit der Resultate mit

der Praxis sicherzustellen.

Die Durchführung der Analysen erfolgte in den Laboratorien der Sektion

Chemie an der FAM.

Wasser: Indirekte Bestimmung über die Trockenmasse

(Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1987)

EeJt: Acidobutyrometrische Methode nach Gerber-van Gulik

(Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1987)

Ejwejss: Kjeldahl-Methode nach COLLOMBet al. (1990)
Eiweissabbau:

- W.LN.: Wasserlöslicher Stickstoff nach COLLOMBet al. (1990)
- NEU: Nicht-Protein-Stickstoff nach COLLOMBet al. (1990)
Kochsalz: Standard 88:1979 des internationalen Milchwirtschafts¬

verbandes

L- und D-Milchsäure:

enzymatische Methode nach STEFFENet al. (1979),
Die Gesamtmilchsäurewerte entsprechen der Summeder

bestimmten L- und D-Milchsäure.
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Flüchtige Fettsäuren:

gaschromatographisch

(Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1987)

pH-Wert (Schweizerisches Lebensmittelbuch, 1987)

Im Käse wurde 2 cm unter der Rinde gemessen.

3.5.4. Toxinnachweis

Staphylokokken-Enterotoxine

"Enzyme-Linked Immunosorbent Assay" (EIA) zum Nachweis von Staphy¬
lokokken Enterotoxinen (SET) Typ A, B, C, D nach der Methode von FEY

et al. (1984).
Der Nachweis erfolgte mit einem SET-EIA-Kit (Dr.Bommeli AG, Bern) und

hielt sich genau an die mitgelieferte Anleitung. Zur Überprüfung des

Nachweises wurde zusätzlich eine Positivkontrolle durchgeführt, indem

ein Isolat des entsprechenden Saureus-Stammes aus der zu untersu¬

chenden Probe in sterile Magermilch geimpft und bei 37 °C während 2

Tagen bebrütet wurde.
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4. RESULTATEUNDDISKUSSION

4.1. Verhalten der potentiell humanpathogenen Bakterien unter

technologisch relevanten Bedingungen

4.1.1. Resultate der ausgewählten Stämme

Von den potentiell humanpathogenen Bakterien wurde das Verhalten

unter technologisch relevanten Bedingungen bestimmt. Dabei resultierten

entweder eine Vermehrung oder bei höheren Temperaturen oder tieferen

pH-Werten ein Absterben. Für die Darstellung der Resultate wurde vom

zeitlichen Verlauf der Keimzahl jeweils die Phasen mit der stärksten

Vermehrung bzw. mit dem schwächsten Absterben ausgewertet (Abb.7),
da von diesen die grösste Gefahr für die Käsefabrikation ausgeht, und die

Veränderung der kolonienbildenden Einheiten (d log KbE) berechnet:

- stärkste Vermehrung: d log KbE = log KbE t2 - log KbE t1
- langsamtes Absterben: d log KbE = log KbE U - log KbE t3

UJ

t1 t2 t3 t4

Abb.7: Ausgewertete Phasen mit derstärksten Vermehrung (t1 -12) bzw.

mit dem schwächsten Absterben (t3 - Lj)

Zwecks Vergleich wurden die in der Literatur wiedergegebenen Vermeh¬

rungskurven in gleicher Weise interpretiert. Die Länge der ausgewerteten

Phasen (t1 -12 bzw. t3 - L.) wurde nach der Dauer des Vorkommens des

entsprechenden Parameters bei der Käsefabrikation festgelegt.

UJ

£
O)
o
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Milch verschiedener Säugetierarten ist unterschiedlich zusammengesetzt,
was zu einem anderen Verhalten von den darin vorkommenden Bakterien

führt (SINGH, 1983). In die Diskussion der Resultate werden deshalb nur

Arbeiten einbezogen, die gleich unseren Versuchen mit Kuhmilch

durchgeführt worden sind.

OAE1/SM OAE2ASMAAE3ASM«AE1ARMAE2ARM
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Abb.8: Keimzahlveränderung (d log KbE) von Aeromonas hydrophila (AE1
- 3) in Sterilmilch (SM) und Rohmilch (RM) unter technologisch

relevanten Bedingungen (Mittelwert aus 3 Versuchen)

Aeromonas hydrophila (AE1 - 3)

Wir konnten, weder in der Steril- noch in der Rohmilch, bei 4 °C während

4 Tagen eine Vermehrung von A.hydrophila feststellen (Abb. 8). Dies

steht im Gegensatz zu den Arbeiten von PALUMBOet al. (1985) und

WADSTRÖMund LJUNGH(1991), in denen A.hydrophila ein kompetiti-

ves, psychrotrophes Verhalten zugeschrieben wird. KN0CHEL (1990)

weist in ihrer Arbeit darauf hin, dass der Anteil psychrotropher Stämme je
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nach Isolationsquelle stark variieren kann. Von den klinischen Isolaten

war nur etwa jedes Zweite psychrotroph. Es ist auch zu erwähnen, dass

die lag-Phase bei Kühltemperaturen sehr lang sein kann und das

Wachstum nicht selten erst nach einigen Tagen auftritt. So ermittelte

KN0CHEL(1990) lag-Phasen bei 5 °C von 4 - 8 Tagen. Es ist demnach

nicht auszuschliessen, dass sich die von uns untersuchten Stämme,

zumindest in der Sterilmilch, bei längerer Bebrütung doch vermehren

könnten.

Wir stellten bei 32 und 37 °C nur noch eine schwache Vermehrung und

bei 42 "C eine Abnahme der untersuchten A.hydrophila-Stämme fest.

Nach KN0CHEL(1990) liegen 37 °C für einige und 44 °C für die meisten

A/jydropA?//a-Stämme im letalen Bereich. Temperaturen über 45 °C wir¬

ken auch nach PALUMBOet al. (1987) letal auf A.hydrophila.
Mit zunehmender Milchsäurekonzentration konnten wir eine deutlich ver¬

langsamte Vermehrung von A.hydrophila feststellen, die bei pH 5.5 selbst

in der Sterilmilch aufhörte. Bei pH 5.3, eingestellt ebenfalls mit Milch¬

säure, und 37 °C vermögen sich nach KN0CHEL(1990) nur noch 10-70

%der Stämme zu vermehren und zwar je nach deren Isolationsquelle.
Diese ausgeprägte Hitze- und Säureempfindlichkeit von A.hydrophila, die

mit der vorliegenden Arbeit gut bestätigt werden konnte, dokumentierten

auch NISHIKAWAet al. (1993).

Campylobacterjejuni (CA1 - 3)

Die Resultate (Abb. 9) zeigen, dass C.jejuni in der Milch nur bei niedrigen

Temperaturen (4,18 °C) längere Zeit überleben kann. Sonst stirbt er rela¬

tiv schnell ab. Das Absterben von C.jejuni bewegt sich in den gleichen

Grössenordnungen wie bei entsprechenden Experimenten mit Sterilmilch

von CHRISTOPHERet al. (1982) und mit Rohmilch von WEIK und KAUF¬

MANN(1991).

Temperaturen von über 50 °C führten auch bei GILL et al. (1981) schon

nach wenigen Minuten zum vollständigen Absterben in der Rohmilch.

DOYLEund ROMAN(1981) ermittelten in steriler Milch bei 53 °C dezima¬

le Reduktionszeiten von weniger als 2 Minuten.

Das von uns festgestellte verlängerte Überleben bei Kühltemperaturen
wird auch von OOSTEROMet al. (1982) beschrieben. In seinen Experi¬
menten vermochten 107 C.jejuni I ml in Rohmilch 30 Tage zu überleben,
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wobei sie aber in den ersten vier Tagen eine Abnahme von 2-3 Zehner¬

potenzen erfuhren, was in etwa den Resultaten in unseren Versuchen

entspricht. Analoge Ergebnisse erhielten DOYLEund ROMAN(1982). Sie

fanden keine signifikanten Korrelationen zwischen dem Absterben von

C.jejuni und der Zunahme der Gesamtkeimzahl oder der Abnahme des

pH-Wertes. Das Absterben erfolgt nach KOIDIS und DOYLE(1984) in der

Milch schneller, je stärker diese gerührt wird, was mit den mikroaerophilen

Eigenschaften von C.jejuni erklärt werden kann.
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Abb.9: Keimzahlveränderung (d log KbE) von Campylobacterjejuni (CA1 -

3) in Sterilmilch (SM) und Rohmilch (RM) unter technologisch rele¬

vanten Bedingungen (Mittelwert aus 3 Versuchen)

Das Absterben von C.jejuni verstärkte sich in unseren Versuchen mit sin¬

kendem pH-Wert. Nach CUK et al. (1987) und CHRISTOPHERet al.

(1982) reagiert C.jejuni auf Milchsäure empfindlicher als andere Gram¬

negative Bakterien, was im Gegensatz zu der oben erwähnten Beobach-
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tung von DOYLEund ROMAN(1984), die keine Korrelation zwischen

dem Absterben von C.jejuni und der Abnahme des pH-Wertes fanden,

steht. Nichtfermentative Bakterien sind nach der Auffassung von

PALUMBO(1986) generell säureempfindlich.

Escherichia coli (EC1 - 5)

Im Vergleich mit unseren Untersuchungen (Abb. 10) mit maximalen Zu¬

nahmen der verschiedenen Eco//-Stämmen in Sterilmilch bei 32 °C um

1.1-1.7 log KbE in zwei Stunden, fanden FRANKund MARTH(1977) bei

ihren Arbeiten bei gleichen Bedingungen kleinere maximale Zunahmen

von 1.1 - 1.4 log KbE. Sie hatten jedoch darauf verzichtet, die Stämme

vorgängig an die Milch zu adaptieren. Die Vermehrung war wie in unseren

Versuchen bei apathogenen Serotypen tendenziell grösser. FARRAGet

al. (1992b) bestimmten eine Zunahme von EHEC(EC5) in Magermilch

(30 °C) um 1 log KbE in zwei Stunden. Dies bestätigt unsere Erfahrungen,
wo nach sich EHECin der Milch weniger gut vermehren kann als andere

£.co//-Stämme.

Bei 42 °C konnten sich bei unseren Versuchen in der Sterilmilch alle

£.co//-Stämme vermehren, 53 "C hingegen lagen deutlich im letalen Be¬

reich. Amhitzeempfindlichsten zeigte sich EHEC(EC5), für den 42 "C be¬

reits an das Temperaturmaximum grenzen (PADHYEund DOYLE, 1992).

Bei den Experimenten von SINGH und RANGANATHAN(1980) mit Ste¬

rilmilch verringerten sich verschiedene £.co//-Stämme um 0.2 - 1.1 bzw.

0.4 - 2.5 log KbE bei einer Hitzebehandlung von 50 bzw. 55 °C während

20 Minuten. DABBAHet al. (1971) beobachteten ebenfalls mit Sterilmilch

eine Abnahme bei 55 °C während 20 Minuten um 0.4 log KbE. Die Werte

von unseren Versuchen liegen mit Ausnahme von EHEC(EC5) innerhalb

dieses Bereiches. Die stärkere Hitzeempfindlichkeit des EHECsteht im

Einklang mit der Abhandlung von DOYLE(1991).
Bei 4 °C war keine Vermehrung von E.coli feststellbar. EHECvermochte

sich auch bei den Untersuchungen von FARRAGet al. (1992b)(1992c) in

roher Magermilch weder bei 4 noch bei 7 °C während 5 Tagen zu ver¬

mehren.

Die Vermehrung von E.coli verlangsamte sich zwar mit sinkendem pH-

Wert, doch hörte sie selbst bei pH 5.2 nicht vollständig auf. Ein pH-Wert



4 Resultate und Diskussion - 64 -

von 5.2 reicht auch nach der Auffassung von JOHNSONet al. (1990b)
nicht aus, umdas Wachstum von E.coli vollständig zu stoppen.
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Abb. 10: Keimzahlveränderung (d log KbE) von Escherichia coli (EC1 - 5)
in Sterilmilch (SM) und Rohmilch (RM) unter technologisch rele¬

vanten Bedingungen (Mittelwert aus 3 Versuchen)

Pseudomonas aeruginosa (PS1 - 2)

P.aeruginosa vermochte sich in unseren Versuchen (Abb. 11) deutlich

weniger stark zu vermehren als andere potentiell humanpathogene Bak¬

terien. Vermehrung fanden wir zwischen 18 und 42 °C und bis pH 5.5.

Sowohl 53 °C, als auch ein pH von 5.2 lagen im letalen Bereich. In der

Literatur setzen sich nur wenige Autoren mit dem Verhalten von

P.aeruginosa in Milch auseinander. P.aeruginosa vermochte sich bei den

Erhebungen von RICHARD (1981) im Gegensatz zu P.fluorescens in

kühlgelagerter Milch (4 - 5 °C / 4 d) nicht zu vermehren. GROVERet al.

(1989) fanden bei ihren Arbeiten Wachstum in Sterilmilch zwischen 15

UJ
.o

Ol
o

4

3

2

1

0

-1

-2

-3

-4

-5

-6



-65- 4 Resultate und Diskussion

und 45 °C mit einem Maximum bei 37 °C Die maximalen Vermehrungsra¬

ten bei den jeweiligen Temperaturen lassen sich aus den vorgelegten Re¬

sultate nicht abschätzen. Nach JOHNSONet al. (1990b) vermag sich

Paeruginosa bei einer Temperatur zwischen 5 - 42 °C und einem pH zwi¬

schen 5.6 bis 8.0 zu vermehren Unsere Resultate stimmen mit den oben

erwähnten Arbeiten uberein.
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Abb.11:KeimzahlVeränderung (d log KbE) von Pseudomonas aeruginosa

(PS1 - 2) in Sterilmilch (SM) und Rohmilch (RM) unter technolo¬

gisch relevanten Bedingungen (Mittelwert aus 3 Versuchen)

Salmonella spp. (SA1 - 6)
Wir konnten bei sämtlichen geprüften Sa/mone//a-Stämmen keine Ver¬

mehrung bei 4 °C feststellen (Abb. 12). Nach EL-GAZZAR und MARTH

(1992) erlauben Temperaturen von unter 5 °C im allgemeinen keine

Proliferation von Salmonella spp.
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Abb.12:Keimzahlveränderung (d log KbE) von Sa/mone//a spp. (SA1 - 6)
in Sterilmilch (SM) und Rohmilch (RM) unter technologisch rele¬

vanten Bedingungen (Mittelwert aus 3 Versuchen)

Bei 32 °C fanden wir eine Zunahme der Salmonellen um 0.6 -1.4 log KbE

innerhalb von zwei Stunden. GILLILAND und SPECK(1972) geben eine

maximale Zunahme von S.gallinarium in Sterilmilch bei 32 °C in 2 Stun¬

den von 0.8 log KbE an. PARKund MARTH(1972) und STECCHNIet al.

(1991) bekamen bei den gleichen Bedingungen mit S.typhimurium eine

maximale Vermehrung um 0.9 bzw. 1.1 log KbE. Auch bei den höheren

Temperaturen resultierte eine gute Übereinstimmung unserer Resultate

mit den Literaturwerten. SUBRAMANIANund MARTH(1968) fanden in

Sterilmilch bei 37 °C in 2 Stunden eine maximale Vermehrung von

S.typhimurium um 1.5 log KbE. RUBIN und VAUGHAN(1979) ermittelten

in Sterilmilch bei 42 °C innerhalb einer Stunde eine Vermehrung von

S.typhimurium um 0.8 log KbE.
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53 °C wirkten auf alle untersuchten Sa/mone//a-Stämme letal. Die Zahl

verringerte sich um 0.3 - 3.0 log KbE innerhalb von 20 Minuten.

BRADSHAWetal. (1987) bestimmten von verschiedenen S.typhimurium-
Stämmen in Rohmilch bei 51.8 °C während 20 Minuten eine durchschnitt¬

liche Abnahme um 0.9 log KbE. DABBAHet al. (1971) beobachteten in

Sterilmilch bei 55 °C innerhalb von 20 Minuten eine Abnahme verschie¬

dener Sa/mone//a-Stämme um 0.9 - 3.0 log KbE.

In unseren Versuchen zeigte sich Salmonella spp. im Vergleich mit den

anderen Gram-negativen Bakterien weniger säureempfindlich. CHUNG

und GOEPFERT(1970) und PARKund MARTH(1972) fanden beim Zu¬

satz von Milchsäure Vermehrung von S.typhimurium bis zu einem pH-

Wert von 4.4. Diese Resultate stehen im Einklang mit früheren Arbeiten

von SUBRAMANIANund MARTH(1968).

Staphylococcus aureus (ST1 - 3)

Aufgrund unserer Ergebnisse (Abb. 13) ist S.aureus nicht befähigt, sich

bei einer Temperatur von 4 "C zu vermehren. Nach SCHMITT et al.

(1990) liegt die Minimaltemperatur bei 6 °C. BAUMGARTNERet al.

(1968) fanden in roher und steriler Milch bei 10 "C innerhalb von 48 Stun¬

den nur eine schwache Vermehrung von S.aureus um 0.5 bzw. 1.2 log

KbE. Bei 20 °C verstärkte sich die Vermehrung auf 1.2 bzw. 1.8 log KbE

innerhalb von 12 Stunden, was in etwa unseren Resultaten bei 18 °C ent¬

spricht.

Bei 32 °C erhielten wir in Sterilmilch innerhalb von zwei Stunden eine

maximale Zunahme von S.aureus um 1.1 -1.4 log KbE. Bei den gleichen

Versuchsbedingungen geben GILLILAND und SPECK (1972) und

STECCHNI et al. (1991) eine maximale Zunahme um 1.6 bzw. 1.3 log

KbE an. Eine maximale Vermehrung um 0.6 log KbE innerhalb einer

Stunde fanden ATTAIE et al. (1987) in pasteurisierter Milch bei 42 °C.

Eine Temperatur von 53 °C führte in unseren Versuchen zu einem konti¬

nuierlichen Absterben um ca. 1 log KbE in 20 Minuten. Leicht tiefere

Temperaturen von 50 °C führten bei den Experimenten von SCHEUSNER

et al. (1973) bereits zum Absterben von allen vier geprüften S.aureus-

Stämmen. JERMINI et al. (1990) bestimmten in Sterilmilch bei 55 °C de¬

zimale Reduktionszeiten von 2 - 13 Minuten. Sie erklärten den sigmoida-
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len Charakter der Absterbekurven von S.aureus mit dem Vorliegen von

Zellverbänden.
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Abb. 13: Keimzahlveränderung (d log KbE) von Staphylococcus aureus

(ST1 - 3) in Sterilmilch (SM) und Rohmilch (RM) unter

technologisch relevanten Bedingungen (Mittelwert aus 3 Ver¬

suchen)

Gegenüber der Wirkung der Milchsäure war S.aureus in unseren Versu¬

chen im Vergleich mit anderen potentiell humanpathogenen Bakterien

weniger empfindlich. Nach MINORund MARTH(1970) führt Milchsäure

bei pH 4.9 nur zu einer 90 %-igen Hemmungvon S.aureus. TATINI et al.

(1971b) zeigten, dass Milchsäure erst ab einem pH-Wert von 4.5 bakteri¬

zid wirkt. Nach STADHOUDERSet al. (1978) genügt unter anaeroben

Verhältnissen bereits ein pH-Wert von 5.2 zur vollständigen Hemmung

von S.aureus. Die Hemmwirkung der Milchsäure war bei unseren Ver¬

suchen in der Rohmilch ausgeprägter. Die stärkere Säureempfindlichkeit
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von S.aureus in Anwesenheit einer kompetitiven Flora wurde auch von

MINORund MARTH(1971) beschrieben.

Yersinia enterocolitica (YE1 - 5)

Bei unseren Versuchen (Abb. 14) vermochten sich bei 4 °C nur zwei der

fünf untersuchten Stämme zu entwickeln. Die Vermehrung war dabei in

der Rohmilch (0.9 und 1.4 log KbE) nur unwesentlich tiefer als in der Ste¬

rilmilch (1.2 und 1.4 log KbE). Nach der Ansicht von HELLMANNund

HEINRICH (1985) vermögen nur andere psychrotrophe Keimarten die

Keimvermehrung von Y.enterocolitica bei Kühltemperaturen einzugren¬
zen. Y.enterocolitica vermochte sich bei den Experimenten von FARRAG

et al. (1992c) in roher Magermilch bei 4 °C während 5 Tagen um 2 log
KbE zu vermehren. Eine Zunahme um 0.6 - 1.9 log KbE ermittelten

GILMOURund McGUIGGAN(1989) in thermisierter Milch bei 5 °C inner¬

halb von 68 Stunden. AMIN und DRAUGHON(1987) bestimmten in past.

Milch innerhalb von 4 Tagen bei 4 °C eine Vermehrung um 1.1 -1.7 log
KbE. FRANCIS et al. (1980) und WALKERet al. (1990) fanden in Steril¬

milch bei gleichen Bedingungen Werte von 1.8 - 2.8 log KbE.

Bei 32 °C stellten wir eine Vermehrung von Y.enterocolitica um 0.2 - 0.8

log KbE während zwei Stunden fest. FARRAGet al. (1992a) eruierten in

Rohmilch bei 30 °C eine vergleichbare Zunahme um 0.5 log KbE inner¬

halb zweier Stunden. Eine Temperatur von 53 °C lag bei den von uns

überprüften Stämmen im letalen Bereich von Y.enterocolitica. Bereits bei

51.7 bzw. 50 °C fanden LOVETTet al. (1982) bzw. HANNAet al. (1977)
eine deutliche Reduktion. Die Erhöhung der Temperatur auf 55 °C führte

bei den Untersuchungen von HANNAet al. (1977) innerhalb von zwanzig
Minuten zum vollständigen Verschwinden aller geprüften Stämme (105 -

106 KbE /ml).

Milchsäure hemmte in unseren Untersuchungen die einzelnen Stämme

unterschiedlich stark. Einzelne Stämme (YE5) zeigten sich sehr resistent,

bei anderen wirkte bereits ein pH von 5.5 letal. Nach MANTIS et al.

(1982) ist Y.enterocolitica gegen die Wirkung der Milchsäure resistenter

als andere Gram-negative Bakterien.
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Abb 14Keimzahlveränderung (d log KbE) von Yersinia enterocolitica

(YE1 - 5) in Sterilmilch (SM) und Rohmilch (RM) unter technolo¬

gisch relevanten Bedingungen (Mittelwert aus 3 Versuchen)

4.1.2. Allgemeine Diskussion

Mit den Versuchen zur Bestimmung des Verhaltens potentiell humanpa¬

thogener Bakterien unter technologisch relevanten Bedingungen (Abb. 8 -

14) konnte gezeigt werden, dass die gewählte Brenntemperatur von Hart¬

käse (53 °C) für alle geprüften Arten letal wirkt. Die Brenntemperatur von

Halbhartkäse (42 °C) hingegen führte nur bei A.hydrophila, C.jejuni und

zum Teil bei Y enterocolitica zu einer Abnahme der Keimzahl. Die Tempe¬

ratur beim Einlaben (32 °C) liegt im Bereich des Wachstumsoptimums der

meisten potentiell humanpathogenen Bakterien. Zusätzlich konnte doku¬

mentiert werden, dass bei höheren Milchlagerungstemperaturen (18 °C)

mit einer deutlichen Vermehrung aller untersuchten Arten (ausser

Cjejuni) zu rechnen ist
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Ein pH-Wert von 5.2, führte bei allen untersuchten Keimen zu einer deutli¬

chen Hemmwirkung, dies obwohl sie allesamt zur Vermehrung bei pH-
Werten unter 5.0 befähigt wären. Diese Tatsache ist mit den lipophilen

Eigenschaften der undissozierten Milchsäure erklärbar, was wie bei ande¬

ren schwachen organischen Säuren zu einer stärkeren Diffundierung in

das Zellinnnere der Bakterien führt (Kap. 2.4.2.). Nicht unbedeutend ist

der Umstand, dass wir bei den meisten untersuchten Arten bereits bei

einem pH von 6.0 eine beschränkte Verlangsamung der Vermehrung

beobachten konnten, was die Wichtigkeit einer rasch einsetzenden

Säuerung unterstreicht.

Für die Vermehrung der ausgewählten potentiell humanpathogenen Bak¬

terien war in unseren Untersuchungen die Rohmilch im Vergleich mit der

Sterilmilch das ungünstigere Medium. BEUMERet al. (1985) konnten

nachweisen, dass das Laktoperoxidasesystem hauptverantwortlich ist,

dass C.jejuni in der Rohmilch schneller abstirbt als in der Sterilmilch.

Nach PURDYet al. (1983) bzw. FARRAGund MARTH(1992) wirkt das

Laktoperoxidasesystem auch auf S.typhimurium bzw. Y.enterocolitica und

enterohämorrhagische Ecoli antibakteriell. PIARD und DESMAZEAUD

(1991) schreiben dem Laktoperoxidasesystem ein breites Spektrum der

antibakteriellen Wirkung zu. Es umfasst demnach nicht nur die meisten

Gram-negativen, sondern auch viele Gram-positive Bakterien wie z.B.

S.aureus.

Zusätzlich zum Laktoperoxidasesystem und den anderen antibakteriellen

Systemen (Kap. 2.4.1.) wird die Vermehrung der potentiell humanpatho¬

gene Bakterien in der Rohmilch auch von deren Flora beeinflusst: Nach

FARRAGet al. (1992a) vermag die Rohmilchflora die Wirkung des Lak-

toperoxidasesystems zu verstärken, einerseits durch die Bildung kleiner

Mengen von H202 und andererseits durch einen Absenken des pH-
Wertes. Mit abnehmendem pH-Wert verstärkt sich nach den Erkenntnis¬

sen von REITER und HÄRNULV(1984) die antibakterielle Wirkung des

Laktoperoxidasesystems. TATINI (1973) fand eine schwächere Ver¬

mehrung von S.aureus in Rohmilch, je höher deren Gesamtkeimzahl war.

Diese Kausalität wurde bereits früher von BAUMGARTNERet al. (1968)

beschrieben. Nach der Ansicht von SPILLMANN und SCHMIDT-LORENZ

(1986b) wird die Vermehrung von E.coli wesentlich von der Coliformen-

Begleitflora gebremst. Gemäß den Untersuchungen von SCHIEMANN

und OLSON(1984) vermag sich Y.enterocolitica in Gegenwart einer
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kompetitiven Flora selbst bei optimalen Temperaturen nur begrenzt zu

vermehren. Stark antagonistisch wirken dabei insbesondere Gram-nega¬
tive Bakterien, die typischerweise in der Rohmilch vorkommen. Die Auto¬

ren konnten diesen Antagonismus, den sie mit "metabolic crowding" um¬

schrieben, weder auf eine Änderung des pH-Wertes oder des Redox¬

potentials, noch auf toxische Metabolite oder eine Nährstofferschöpfung
zurückführen.

Die Hemmwirkung der Rohmilchflora auf die potentiell humanpathogenen
Bakterien kann jedoch kaum gezielt technologisch genutzt werden, da

einerseits die Keimzahl und die Zusammensetzung erheblichen

Schwankungen unterworfen sind (FORSTERet al., 1987) und anderer¬

seits die enzymatischen Aktivitäten Qualität und Ausbeute des End¬

produktes negativ beeinflussen können (CROMIE, 1992).

In der sterilisierten Milch sind nicht nur die milchoriginären antibakteriellen

Systeme weitgehend inaktiviert und die Rohmilchflora abgetötet. Bei der

Erhitzung der Milch entstehen, so TÖPEL(1981), zudem niedermolekula¬

re Spaltprodukte, die für die Bakterien besser zugänglich sind und da¬

durch deren Vermehrung begünstigen.
Bei den Experimenten mit letal hohen Temperaturen (53 °C, z.T. 42 °C)
waren die Absterberaten der untersuchten Arten in der sterilen Mager¬
milch (0 %Fett) tendenziell kleiner als in der Rohmilch (3.1 %Fett), dies

obschon das Milchfett nach SINGH und RANGANATHAN(1980) bei einer

Hitzebehandlung einen protektiven Einfluss auf Bakterien hat. Dieser

Befund ist mit dem Umstand erklärbar, dass die antibakterielle Wirkung
des Laktoperoxidasesystems nach BORCHet al. (1989) und FARRAGet

al. (1992a) mit steigender Temperatur zunimmt. Gemäss DABBAHet al.

(1971) sind die Absterbekurven von Salmonella spp., S.aureus und Ecoli

bei Temperaturen im Absterbebereich häufig nicht logarithmisch.
Nichtlineare Absterbekurven fanden PALUMBOet al. (1987) auch bei

A.hydrophila. Das Auftreten einer hitzeresistenteren Subpopulation wird

vielfach beobachtet und führt zu konkaven Überlebenskurven. Dieser

Effekt wird auch "Tailing" genannt (JERMINI et al., 1990). Es ist noch

nicht gelungen, dieses Phänomen zweifelsfrei zu klären. Bei unseren

Versuchen resultierten bei 53 °C bei E.coli, S.aureus und Salmonella spp.

undeutliche, bei Y.enterocolitica und P.aeruginosa ausgeprägte "Tailing"-
Effekte.
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4.2. Simulierte Käsebruchherstellung im Labormassstab

Aufgrund der in Kapitel 3.3.1. definierten Kriterien wurde von allen poten¬

tiell humanpathogenen Bakterienarten 2 Stämme für die simulierte Käse¬

bruchherstellung im Labormasstab ausgewählt.
Unser Versuchskonzept bei der simulierten Käseherstellung im Labor¬

massstab unterscheidet sich grundlegend von allen bisher veröffentlichen

Arbeiten. Die wichtigsten Unterschiede sind dabei die angewandte Brenn¬

temperatur von 42 °C bzw. 53 °C und die Limitierung der Säurebildung

durch Wasserzugabe und Bruchwaschen um den gewünschten pH-Wert

nicht zu unterschreiten. Ein Vergleich der Resultate erscheint deshalb

nicht als sinnvoll. Immerhin lässt sich festhalten, dass die beim Laborhart¬

käse angewandte Brenntemperatur von 53 °C bei allen untersuchten

Arten zu einer deutlichen Abnahme der Keimzahl führte (Tab. 12), was im

Einklang mit unseren Versuchen zur Bestimmung des Verhaltens unter

technologisch relevanten Bedingungen (Kap. 4.1.) steht, bei denen die

letale Wirkung einer Temperatur von 53 °C gezeigt werden konnte.

Beim Laborhalbhartkäse war ausser bei einem Stamm von E.coli (EC1)

kein exzessives Wachstum zu beobachten, dies obwohl sich die Tempe¬

ratur von maximal 42 °C ausser für A.hydrophila und C.jejuni durchwegs

in einem günstigen Bereich bewegte. Das verlangsamte Wachstum ist

hauptsächlich eine Konsequenz der Milchsäuregärung.

Tab. 12: Durchschnittliche Keimzahl der Teststämme im 24-stündigen
Laborkäse (Impfmenge in Milch: 105 -106 KbE /ml)

Laborkäse A.hydro- C.jejuni E. coli P.aeru- Salmo- S.au- Y.entero-

phila ginosa nellaspp reus colitica

AE1 AE2 CA1 CA3 EC1 EC3 PS1 PS2 SA3 SA6 ST1 ST3 YE4 YE5

log KbE/g

Halbhart- < 1 1.0 < 1 < 1 8.8 6.9 5.8 5.0 6.1 7.5 7.1 7.1 5.0 6.6

käse

Hartkäse <1 <1 <1 <1 2.7 2.4 2.3 1.3 2.1 1.9 2.6 3.1 <1 1.0

Es gibt zahlreiche Arbeiten, die sich mit der Konkurrenz zwischen poten¬
tiell humanpathogenen Bakterien und Milchsäurebakterien befassen. So

stellten FRANKund MARTH(1977) in Sterilmilch (32 °C) nach der Zuga¬
be von Milchsäurebakterien (2.5 %o) bei E.coli schon nach drei Stunden
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eine deutliche Hemmwirkung und nach neun Stunden ein kontinuierliches

Absterben fest. P.aeruginosa bzw. Salmonella spp. erwiesen sich in den

Erhebungen von ROSS(1981) bzw. PARK(1972) gegenüber ausgewähl¬
ten Milchsäurebakterien als konkurrenzschwach, wobei deren Hemmwir¬

kung unmittelbar eintrat und deshalb nicht alleine auf die Milchsäurebil¬

dung zurückgeführt werden kann. Den gleichen Effekt konnten GILLI-

LANDund SPECK(1972) auch bei S.aureus beobachten. Das Wachstum

von S.aureus verlangsamt sich nach STADHOUDERSet al. (1978) in

Gegenwart einer Starterkultur ab pH 6.2 und hört auf bei pH 5.7. Wird die

Milchsäure hingegen zugesetzt, vermag S.aureus auch bei pH-Werten

unter 5 noch zu wachsen (MINOR und MARTH, 1970). NORTHOLT

(1984) führt die Hemmungder potentiell humanpathogenen Bakterien im

Anfangsstadium der Milchsäuregärung auf antimikrobielle Verbindungen,

Wasserstoffperoxid und auf das rasche Absinken des Redoxpotentials zu¬

rück. Streptokokken konkurrieren wegen der schneller einsetzenden

Milchsäuregärung besser als die Laktobazillen mit S.aureus (HAINES,

1972).

4.3. Auswahl der potentiell humanpathogenen Bakterien für die

Modellkäseherstellung

Für die weiteren Versuche zur Herstellung von Modellkäsen wurde

derjenige Stamm ausgewählt, welcher in der simulierten Käsebruchher¬

stellung (Tab.12) die stärkere Vermehrung aufwies (Tab.13).

Es fällt auf, dass sich sowohl bei E.coli als auch bei Y.enterocolitica ein

apathogener Serotyp als widerstandfähigster Stamm herausstellte. Vor

allem in der Rohmilch hatten viele pathogene Serotypen Mühe sich zu

vermehren (Abb.10 und 14). Dazu ist anzumerken, dass es für die

Pathogenität der infektiösen Bakterien aus Lebensmitteln entscheidend

ist, wie stark diese sich im Darm, wo grundlegend andere Milieu¬

bedingungen als beispielsweise in Milch oder in Käse herrschen, zu

vermehren vermögen. Enteropathogene Bakterien bevorzugen in der

Regel strikt anaerobe Bedingungen, die in einem Lebensmittel selten

vorkommen. Sie sind auch ausgesprochen anfällig auf oxidative

Einflüsse, wie sie beispielsweise vom Laktoperoxidasesystem

(Kap.2.4.1.) ausgeübt werden können. Andere Keime der Rohmilchflora
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und die Milchsäurebakterien zeigen kleinere Empfindlichkeit und erhalten

dadurch einen Konkurrenzvorteil gegenüber den potentiell

humanpathogenen Bakterien.

Tab. 13: Für die Modellkäseherstellung ausgewählte Stämme (Auszug

aus Tab.7)

Bez. Bakterienart Quelle

AE2 Aeromonas hydrophila aus pasteurisierter Milch

CA3 Campylobacterjejuni Stamm von Epidemie durch Rohmilchge¬
tränk

EC1 Escherichia coli ATCC11775 (Referenzstamm)

PS1 Pseudomonas aeruginosa ATCC10145 (Referenzstamm)

SA6 Salmonella typhimurium Stamm von Epidemie durch Weichkäse

ST3 Staphylococcus aureus Isolat aus Käse, bildet A- und D-Entero¬

toxin

YE5 Yersinia enterocolitica Serotyp 0:5, Isolat aus Milch

4.4. Herstellung von Modellkäse mit potentiell humanpathogenen
Bakterien

Die Käseherstellung aus mit potentiell humanpathogenen Bakterien kont¬

aminierter Milch erfolgte bei den bisher veröffentlichten Arbeiten vorwie¬

gend unter Laborbedingungen mit Milchmengen zwischen 5 und maximal

20 Liter. Da es nicht möglich ist, Praxisbedingungen vollständig zu simu¬

lieren, ist die Aussagekraft dieser Resultate begrenzt. Die grössten

Abweichungen treten nach dem Abfüllen des Käsebruches auf, zu einem

Zeitpunkt also, der wegen des Beginns der intensiven Phase der Milch¬

säuregärung für das Verhalten der Bakterien von zentraler Bedeutung ist.

Die Durchführung unserer Versuche im Steril-Käsefertiger und die An¬

wendung der im Kapitel 3.4.1. dargestellten Modellkäsetechnologie

ermöglicht eine maximale Übereinstimmung zwischen der Käseherstel¬

lung unter Versuchs- und derjenigen unter Praxisbedingungen. Die erhal¬

tenen Resultate sollten infolgedessen auch auf die Praxis übertragbar

sein. Diese Feststellung wird durch den Vergleich der chemischen Zu¬

sammensetzung zwischen den hergestellten Modellkäsen und konsum¬

reifer Handelsware bestätigt (Tab. 14 und 15). Die Unterschiede bei den
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Eiweissabbauprodukten (WLN, NPN) und dem Milchsäuregehalt rühren

dabei vom unterschiedlichen Reifegrad der Käse her Die für die Modell¬

käse dargestellten Werte sind Mittelwerte aus den insgesamt 28 Hart- und

32 Halbhartkäseversuchen

Tab. 14: Chemische Zusammensetzung der Modellhalbhartkäse im Ver¬

gleich mit konsumreifem Tilsiterkäse (Mittelwert ± Standardabwei¬

chung)

Inhaltsstoff Modellhalbhartkäse Tilsiter (4-5 Monate)

folien- schmiere¬ Referenz

gereift gereift

Wasser [g/kg] 393 ±7 392 + 8 396 ±16 SIEBER etat, 1988

Fett [g/kg] 285 + 5 288 ±7 302 ± 14 SIEBER et al, 1988

Protein [g/kg] 282 ±3 280 + 4 261 ±7 SIEBER et al, 1988

WLN [% von GN] 23 5 301 446 STEFFENet al, 1982

NPN [% von GN] 156 164 21 0 STEFFENet al, 1982

Milchsäure [g/kg] 13 1 ±0 6 82 + 1 1 48±13 SIEBER et al, 1988

NaCI [g/kg] 12 3 ±1 1 131 ±0 8 17 5 ±2 1 SIEBER et al, 1988

GN= Gesamtstickstoff, WLN= Wasserlöslicher Stickstoff, NPN= Nicht-Protein-Stickstoff

Tab. 15. Chemische Zusammensetzung der Modellhartkäse im Vergleich
mit konsumreifem Emmentalerkäse (Mittelwert ± Standardabwei¬

chung)

Inhaltsstoff Modell- Emmentaler

hartkase

(3 Monate) (4-5 Monate) Referenz

Wasser [g/kg] 354 ±5 350 ±8 SIEBER et al, 1988

Fett [g/kg] 308 ±3 314 ±9 SIEBER et al, 1988

Protein [g/kg] 293 ±3 290 ±5 SIEBER et al, 1988

WLN [% von GN] 20 9 26 7 STEIGER+ FLUCKIGER, 1979

NPN [% von GN] 101 106 STEIGER+ FLUCKIGER, 1979

Milchsäure [g/kg] 29±1 1 37±20 SIEBER et al, 1988

NaCI [g/kg] 51±06 43±07 SIEBER et al, 1988

GN= Gesamtstickstoff, WLN= Wasserlöslicher Stickstoff, NPN= Nicht-Protein-Stickstoff
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Der tiefere Kochsalzgehalt der Modellhalbhartkäse ist beabsichtigt, um

auch einen Vergleich mit Handelsware, die einen tieferen Salzgehalt hat,

zu ermöglichen. Dies erachten wir als wichtig weil die potentiell human¬

pathogenen Bakterien, ausser S.aureus, salzempfindlich sind. Aus dem¬

selben Grund wurden bei der Modellkäseherstellung auch die niedrigsten

Brenntemperaturen gewählt, die in der Schweiz bei der Herstellung von

Halbhart- und Hartkäse aus Rohmilch zur Anwendung kommen

(STEFFEN, 1981). Dieses Bestreben, die einzelnen "Hürden" der Hürden¬

technologie nach LEISTNER (Kap.2.4.3.) innerhalb einer guten Herstel¬

lungspraxis möglichst tief zu halten, ermöglicht zusammen mit der vor¬

gängigen Adaption der Versuchsstämme an das Medium Milch sowie der

Auswahl des bei der Käseherstellung resistentesten Stammes jeder

potentiell humanpathogenen Bakterienart, eine weitergehende Interpre¬
tation der Resultate. Die Technologie unseres Modellhalbhartkäses ent¬

spricht derjenigen des Rohmilch-Tilsiterkäses. Die Folgerungen dürften

sinngemäss auch für Appenzellerkäse gelten, bei dem der Käsebruch

höher gebrannt wird (Tab. 16). Gleich verhält es sich mit dem Modellhart¬

käse, dessen Technologie zwar mit dem Emmentalerkäse übereinstimmt,

die Folgerungen aber auch für die anderen schweizerischen Hartkäse gül¬

tig sein dürften, denn sowohl beim Greyerzerkäse als auch beim

Sbrinzkäse wird noch höher gebrannt (Tab. 16) und stärker gesalzen

(Tab. 17). Die Milchsäuregärung verläuft bei allen erwähnten Käsesorten

vergleichbar (Tab. 16).

Tab. 16: Fabrikationsparameter der Modellkäse im Vergleich mit Handels¬

ware (Mittelwert ± Standardabweichung) (KESSLER et al., 1986)

Käsesorte Brenntemperatur [°C] pH im 24 h Käse

Hartkäse Modellkäse 53 5.26 ± 0.01

Emmentaler 53 5.20- -5.30

Greyerzer 56-57 5.15- -5.25

Sbrinz 56-58 5.15- -5.30

Halbhartkäse Modellkäse 42 5.21 ± 0.01

Tilsiter 42-44 5.15- -5.25

Appenzeller 44-46 5.15- -5.25
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Tab. 17: Salzgehalt der Modellkäse im Vergleich mit Handelsware

(Mittelwert ± Standardabweichung) (SIEBER et al., 1988)

Käsesorte NaCI im 90-tägigen Käse [g/kg]

Hartkäse Modellkäse 5.1 ± 0.9

Emmentaler 4.3 ± 0.7

Greyerzer 14.8 ±2.3

Sbrinz 18.0 + 2.9

Halbhartkäse Modellkäse 12.3± 1.1

Tilsiter 17.5 ±2.1

Appenzeller 15.8 ±2.0

4.4.1. Modellhalbhartkäse

Bei der Herstellung der Modellhalbhartkäse konnten zwei unterschiedliche

Verhaltensmuster der potentiell humanpathogenen Bakterien beobachtet

werden (Abb. 15 und Tab. 18). Während die Zahl an Ahydrophila und

C.jejuni von Beginn an stark abnahm, gelang es den übrigen untersuch¬

ten Arten sich während der Fabrikation in einem beschränkten Ausmasse

zu vermehren, bevor sich ihre Zahl dann im Verlaufe der Reifung konti¬

nuierlich verringerte. Dabei ist zu beachten, dass Bakterien während der

Käsefabrikation im Bruchkorn um ca. 1 log KbE physikalisch aufkonzen¬

triert werden, denn 75 - 90 %der Bakterien bleiben in der schrumpfenden

Eiweissmatrix eingeschlossen (BAUMGARTNERet al., 1968) und ein

kleiner Rest geht in die Molke über.

Das schnelle Verschwinden von A.hydrophila und C.jejuni aus dem Käse¬

teig (Abb. 15) erstaunt nicht, werden doch bei der Fabrikation sowohl mit

der Temperatur, wie auch mit der Milchsäurekonzentration letale Werte

überschritten (Abb. 8 und 9).

Das Verhalten der anderen Arten während der Käseherstellung steht

ebenfalls im Einklang mit den Vorversuchen (Abb.10 -14), wie auch den

nachfolgend erwähnten Arbeiten. E.coli vermehrte sich bis zum Ausrüh¬

ren des Bruches um ca. 1 log KbE (Abb. 15). Beim nächsten Nachweis, im

eintägigen Käse, konnten etwa gleich viele Keime wie im Bruch nachge¬

wiesen werden, was aber eine zwischenzeitliche Vermehrung mit darauf¬

folgender Abnahme nicht ausschliesst. Für ein solches Verhalten spricht
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die Tatsache, dass bei allen Modellhalbhartkäsen mit E.coli unter der

Presse eine "Frühblähung" beobachtet werden konnte.

Während der Reifung wurde ein kontinuierliches Absterben von E.coli um

3.5 - 5.0 log / KbE pro Monat festgestellt. Nach 2 Monaten war E.coli bei

allen Modellhalbhartkäsen unterhalb der Nachweisgrenze von 1 KbE / g

Käse. Es kann demnach festgehalten werden, dass selbst bei durch eine

Frühblähung entwerteten und für den Konsum ungeeigneten Käsen, nach

abgeschlossener Reifung, E.coli aus dem Käseteig verschwunden war.

KORNACKI und MARTH(1982b) stellten während der Fabrikation von

"Colby-like"-Modellkäse, einem Halbhartkäse, eine Vermehrung der

zugesetzten enteropathogenen E.coli um2 - 3 log KbE fest. Während der

Lagerung der Käse (10 °C) konnte ein kontinuierliches Absterben von 1.5

- 6 log KbE pro Monat beobachtet werden. Die Autoren bezeichneten den

pH-Wert als die bedeutendste Grösse, die das Überleben beeinflusst. Der

"Colby-like"-Modellkäse entspricht hinsichtlich seiner Fabrikation

(Brennen auf max. 40 °C, pH 5.3 - 5.0 nach 24 h) und seiner Zusammen¬

setzung ziemlich genau den von uns hergestellten Halbhartkäsen. Unter¬

schiedlich sind das Bruchsalzen und die Verwendung von pasteurisierter
Milch. Letzteres kann als Erklärung angefügt werden, dass KORNACKI

und MARTH(1982b) eine etwas stärkere Vermehrung von E.coli während

der Fabrikation feststellten. Der Umstand, dass, im Gegensatz zu unseren

Versuchen, keine Frühbfähung der Käse beobachtet werden konnte, ist

mit der kleineren Impfmenge (103 KbE / ml) an E.coli erklärbar.

P.aeruginosa (Abb. 15) vermehrte sich wie E.coli bis zum Ausrühren des

Bruches um ca. 1 log KbE. In den eintägigen Modellkäsen war die Keim¬

zahl aber bereits um 4 - 5 log KbE tiefer und nach einer Woche konnte

P.aeruginosa bei keinem Käse mehr nachgewiesen werden, was mit der

strikt aeroben Wachstumsansprüchen begründet werden kann (KRIEG

und HOLT, 1984). Die aerobe und fakultativ anaerobe Mikroflora metabo-

lisiert im Käse zu Beginn der Milchsäuregärung den Sauerstoff und führt

dadurch zu anaeroben Verhältnissen.
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S.typhimurium (Abb. 15) konnte sich während der Fabrikation der Modell¬

halbhartkäse nicht signifikant vermehren. Die Salzbehandlung nach

einem Tag führte zu einem beschleunigten Absterben im Käse, was die

Bedeutung jeder einzelnen Hürde bei der Hürdentechnologie nach

LEISTNER (1984) unterstreicht. Obwohl es einem kleineren Anteil an

S.typhimurium gelang, längere Zeit im Käseteig zu persistieren, waren

alle vier Modellkäse spätestens im Alter von zwei Monaten salmonellen-

frei. HARGROVEet al. (1969) bezeichneten einen pH-Wert von 5.2 - 5.3

als ausreichend, um ein Absterben der Salmonellen im Käseteig zu er¬

reichen. Dieser pH-Wert wird bei allen schweizerischen Rohmilchkäse¬

sorten erreicht (KESSLER et al., 1986). STECCHINI et al. (1991) stellten

beim Montasio-Käse während der Fabrikation nur eine unbedeutende

Vermehrung und während der Lagerung ein kontinuierliches Absterben

(um 7 log KbE in 3 Monaten) von S.typhimurium fest, was mit unseren

Resultaten übereinstimmt. Die Herstellung von Montasio, einem Roh¬

milch-Halbhartkäse, entspricht in den wichtigsten Parametern unserem

Modellhalbhartkäse. Die Brenntemperatur beträgt 44 - 46 °C während 15 -

20 min, der pH-Wert im 24-stündigen Käse beträgt 5.2 - 5.3 und steigt

dann im Verlaufe der dreimonatigen Reifung bei 12 °C auf 5.5 - 5.7 an.

Im Rahmen der gleichen Arbeit überprüften STECCHINI et al. (1991)

auch das Verhalten von S.aureus. Nach einer unbedeutenden Vermeh¬

rung während der Fabrikation beobachteten sie ein nur langsames Ab¬

sterben um 1 log KbE in 3 Monaten. In unseren Versuchen nahm

S.aureus mit 2.7 - 3.0 log KbE pro Monat wesentlich schneller ab

(Tab. 18). Diese deutliche Abweichung ist nicht ohne weiteres erklärbar,

da die beiden Käsesorten hinsichtlich ihrer Technologie fast deckungs¬

gleich sind. Der einzige grössere Unterschied ist die Salzbadbehandlung,

die beim Montasio trotz ungefähr gleicher Laibgrösse mit drei Tagen län¬

ger dauert, als beim Modellhalbhartkäse mit einem Tag. STECCHINI et al.

(1991) machen jedoch keine näheren Angaben über die Salzkonzen¬

tration im Käse. Ein höherer Salzgehalt kann die kompetitive Flora hem¬

men und deshalb S.aureus begünstigen. (IBRAHIM et al., 1981b;

KOENIG und MARTH, 1982). Die salztoleranten S.aureus verhalten sich

in dieser Hinsicht konträr zu den anderen untersuchten Arten, die salz¬

empfindlich sind. Bei S.aureus ist aber weniger entscheidend, ob der

Keim im Käse vollständig abgestorben ist, da nicht der Keim per se pa¬

thogen wirkt. So liegen etwa der Grenz- bzw. Toleranzwert für S.aureus

bei Halbhartkäse in der schweizerischen Verordnung über die hygienisch-
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mikrobiologischen Anforderungen an Lebensmittel (1988) bei 104 bzw.

103 KbE / g. Entscheidender ist viel mehr, dass der Käse frei ist von durch

S.aureus synthetisierten Enterotoxinen. STECCHINI et al. (1991)

konnten wie wir (Tab. 19) im reifen Käse kein Enterotoxin nachweisen,

obwohl die ausgewählten Stämme eindeutig Toxinbildner waren. Als Er¬

klärung könnten die Erkenntnisse von TATINI (1973) und GENIGEORGIS

(1989) dienen, wonach S.aureus beim Wachstum einer Konkurrenzflora

kaum Enterotoxin zu synthetisieren vermag. Milchprodukte aus hitzebe¬

handelter Milch wären folglich im Hinblick auf eine Toxinbildung gefähr¬

deter (VAN SCHOUWENBERG-VANFOEKENet al., 1979). ZEHREN

und ZEHREN(1968) und CASTROet al. (1986) weisen jedoch darauf

hin, dass eine normal verlaufende Milchsäuregärung die Enterotoxinbil-

dung auch in Produkten aus hitzebehandelter Milch zu unterdrücken

vermag. TATINI et al. (1971a) stellten fest, dass in Colby-Käse aus

pasteurisierter Milch eine unrealistisch hohe Anfangskontamination von

106 S.aureus I ml Milch nötig ist, um eine Toxinbildung nachweisen zu

können. VAN SCHOUWENBURG-VANFOEKEN et al. (1978) und

STADHOUDERSet al. (1978) fanden bei einem anderen Halbhartkäse

aus pasteurisierter Milch (Gouda-Käse), unabhängig von der Brenntem¬

peratur (34 - 38 °C) den gleichen Sachverhalt. Die Vermehrung hörte auf,

wenn der pH-Wert unter 6.2 sank. VAN SCHOUWENBERG-VAN

FOEKENet al. (1979) ermittelten in ihrem Vergleich während der Fabri¬

kation von Gouda-Käse aus baktofugierter und nicht baktofugierter Milch

eine langsamere Vermehrung von S.aureus in der letzteren. Dies unter¬

streicht die Bedeutung der Rohmilchflora bei der Unterdrückung von

S.aureus. STADHOUDERSet al. (1978) bestimmten Vermehrungsraten

von milchoriginären S.aureus während der Gouda-Fabrikation, die nur

unwesentlich höher waren als diejenigen von zugesetzten S.aureus.

Tab. 19: Fehlen von Enterotoxin (SET) in Modellkäse aus mit S.aureus

(SET A & D positiv) kontaminierter Rohmilch

Zeit- Positivkontrolle Modellhalbhartkäse Modellhartkäse

punkt SETA SETD SETA SETD SETA SET D

1 d positiv positiv negativ negativ negativ negativ

90 d - - negativ negativ negativ negativ
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Bei Y.enterocolitica konnte bis zum Ausrühren des Bruches keine signifi¬
kante Vermehrung festgestellt werden. Schon in den Vorversuchen

(Abb.14) konnte gezeigt werden, dass sich Y.enterocolitica in Rohmilch,

im Vergleich zu steriler Milch, nur schwerlich vermehren kann. Bereits im

eintägigen Modellhalbhartkäse war eine Abnahme um 1.3 - 1.7 log KbE

zu registrieren. Diese Abnahme setzte sich zwar fort, doch erst nach 2

Monaten waren alle Versuchskäse frei von Y.enterocolitica. MOUSTAFA

et al. (1983) kontaminierten pasteurisierte Milch mit zwei Y.enterocolitica-

Stämmen (103 KbE / ml) und fabrizierten daraus "Colby-like"-Modellkäse.
Sie stellten eine Vermehrung um bis zu 2 log KbE innerhalb den ersten 4

Stunden der Fabrikation fest. Das Wachstum stoppte sobald der pH-Wert

unter 6.0 sank. Die fortschreitende Milchsäuregärung führte zu einem

kontinuierlichen Absterben. Während der Lagerung (3 °C) konnte eine

Abnahme von Y.enterocolitica um 1.1 - 2.1 log KbE pro Monat registriert

werden, was unsere Resultate ebenfalls erhärtet.

Als einziger praxisfremder Faktor bei der Modellkäseherstellung ist die

Folienreifung anzuführen, die aus hygienischen Überlegungen zur An¬

wendung kam. Sie führte beim Halbhartkäse dazu, dass die fortlaufende

Entsäuerung des Käseteiges während der Reifung unterblieb. Nach

KELLER und PUHAN(1985) steigt im Halbhartkäse vom Typ Tilsiter der

pH-Wert während der dreimonatigen Reifung in der Mittelzone von 5.1 -

5.2 auf ca. 5.5 und in der Randzone auf ca. 6.0. Der Milchsäuregehalt

wird dabei um 30 (Mittelzone) - 50 %(Randzone) abgebaut. Der Einfluss

dieses Milchsäureabbaues auf das Überleben der potentiell humanpa¬

thogenen Bakterien bleibt jedoch marginal, wie durch eine parallele Foli¬

en- und Schmierereifung von jeweils 4 Versuchskäsen aus mit E.coli

kontaminierter Milch gezeigt werden konnte (Abb. 16).

Die potentiell humanpathogenen Bakterien sterben im Käseteig kontinu¬

ierlich ab. Die Überlebenden sind in einem physiologischen Zustand, bei

welchem die Entsäuerung des Käseteiges keine Vorteile mehr bringt.
Wesentlich ist dabei die unvermindert sinkende Wasseraktivität im Käse,

einerseits wegen dem Austrocknen des Käses und andererseits wegen

der Entstehung von wasserbindenden, basischen Eiweissabbauproduk-

ten, die auch bei den foliengereiften Käsen einen pH-Anstieg während der

Reifung bewirken. Die Folienreifung der Modellhalbhartkäse führte

demzufolge zu keiner wesentlichen Verfälschung der Resultate in unserer

Versuchsanordnung. Diese Feststellung steht im Einklang mit den Er¬

kenntnissen von WINTERER(1986), der bei Erhebungen in Tilsiter- und
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Gouda-Käsen in der Mittelzone, statistisch gesichert, höhere Cohformen-

zahlen als in den stärker entsäuerten Randzonen nachweisen konnte.

Diese Arbeit rechtfertigt damit auch das von uns angewandte Probenah¬

meverfahren (3.5 1.), bei dem die äusseren 3 mmdes herausgestoche¬

nen Zylinders verworfen wurden.
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gleich mit dem Verlauf pH-Wertes in schmiere- und foliengereiften

Modellhalbhartkäsen (nur Versuche mit dem längsten Überleben

von £ coli dargestellt)

4.4.2. Modellhartkäse

Bei allen untersuchten Arten führten die Fabrikationsparameter zum voll¬

ständigen Verschwinden aus dem Käseteig innerhalb der ersten 24 Stun¬

den, ausser bei S aureus, der im eintägigen Modellhartkäse bei zwei von

vier Versuchen in niedrigen Zahlen von 0.3 und 0.5 log KbE / g nachge¬

wiesen werden konnte (Abb. 17 und Tab.20), eine Enterotoxinsynthese

war jedoch nicht feststellbar (Tab. 19). Die Hauptgründe die zum schnellen
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Tab.20: Verhalten von potentiell humanpathogenen Bakterien während

der Herstellung und Reifung von Hartkäse aus Rohmilch

inokulierter Versuch Milch Bruch Käse

Stamm 1d 7d 30 d 60 d 90 d

iuy i [\UL. #1111, a

A.hydrophila 1 5.4 <0 <o <0 <0 <0 <0

2 5.5 <0 <0 <0 <0 <0 <0

3 5.6 <0 <0 <0 <0 <0 <0

4 5.6 <0 <0 <0 <0 <0 <0

C.jejuni 1 4.4 <0 <0 <0 <0 <0 <0

2 4.7 <0 <0 <0 <0 <0 <0

3 4.8 <0 <0 <0 <0 <0 <0

4 4.4 <0 <0 <0 <0 <0 <0

E.coli 1 5.8 2.0 <0 <0 <0 <0 <0

2 5.9 1.9 <0 <0 <0 <0 <0

3 6.0 2.2 <0 <0 <0 <0 <0

4 6.1 1.7 <0 <0 <0 <0 <0

P.aeruginosa 1 5.6 3.7 <0 <0 <0 <0 <0

2 5.0 3.1 <0 <0 <0 <0 <0

3 5.2 3.4 <0 <0 <0 <0 <0

4 5.3 2.7 <0 <0 <0 <0 <0

S.typhimurium 1 5.8 2.9 <0 <0 <0 <0 <0

2 5.7 2.7 <0 <0 <0 <0 <0

3 5.6 2.3 <0 <0 <0 <0 <0

4 5.8 2.9 <0 <0 <0 <0 <0

S.aureus 1 5.6 4.9 0.5 <0 <0 <0 <0

2 5.4 4.9 <0 <0 <0 <0 <0

3 5.3 4.7 <0 <0 <0 <0 <0

4 5.7 4.2 0.3 <0 <0 <0 <0

Y.enterocolitica 1 5.7 <0 <0 <0 <0 <0 <0

2 5.6 0.5 <0 <0 <0 <0 <0

3 5.7 <0 <0 <0 <0 <0 <0

4 5.6 0.0 <0 <0 <0 <0 <0
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Absterben führten, waren zweifelsohne die Brenntemperatur von 53 °C

und das nachfolgende 45-minütige Ausrühren, deren letale Wirkung be¬

reits in den Vorversuchen (Abb.8 - 14) ausführlich dokumentiert wurde.

Die hohe Brenntemperatur alleine genügt aber nicht, um die hygienische

Sicherheit garantieren zu können. Zu beachten bleibt namentlich die Ge¬

fahr eineren stärkeren Vermehrung von S.aureus vor dem Brennen des

Käsebruches, da die allenfalls gebildeten Enterotoxine hitzestabil sind.

Die Folienreifung hatte beim Hartkäse keinen Einfluss auf die Resultate,

da sie zeitlich auf eine Woche beschränkt war.

BAUMGARTNERet al. (1968) konnten in 24-stündigen Emmentaler-Kä¬

sen aus kontaminierter Milch (105 KbE / ml) ebenfalls nur noch sporadisch

S.aureus nachweisen. Spätere Proben waren wie bei uns ausnahmslos

frei von S.aureus. TATINI et al. (1973) fabrizierten "Swiss cheese", einen

Hartkäse aus pasteurisierter Milch. Sie impften S.aureus in die Milch (ca.

105 KbE /ml) und konnten im 24-stündigen Käse zum Teil Entero-

toxinbildung nachweisen. Sie verwendeten jedoch als Starterkultur einen,

nach eigenen Angaben, schwachen Säurebildner. Zudem waren die Men¬

gen zugegebener Starterkultur (0.01 - 0.1 %) kleiner als in unseren Versu¬

chen (> 0.2 %). Dies führte dazu, dass es S.aureus gelang, sich innerhalb

der ersten 2.5 Stunden um bis zu 1.5 log KbE zu vermehren, weil die

Säurebildung nur sehr zögernd einsetzte (pH 6.5 - 6.6 nach 2.5 h).

TATINI et al. (1973) unterstreichen somit mit ihrer Arbeit die Wichtigkeit

der Verwendung einer aktiven Starterkultur in ausreichender Menge.

TUCKEYet al. (1964) erhielten vergleichbare Ergebnisse. Sie verzichte¬

ten jedoch darauf, die Käse nach Enterotoxinen zu analysieren. Während

der Lagerung stellten sie ein kontinuierliches Absterben von S.aureus

fest.

ZEHRENund ZEHREN(1968) fanden in ihren umfangreichen Erhebun¬

gen mit verschiedenen Käsesorten, alle aus pasteurisierter Milch, eine

eindeutige Beziehung zwischen einer langsam einsetzenden Säureent¬

wicklung und dem Nachweis von Enterotoxin. Sie wiesen auch darauf hin,

dass das Herstellungsverfahren von Cheddar und verwandten Sorten im

Hinblick auf eine Vermehrung von S.aureus im Vergleich mit anderen Kä¬

sen ein höheres Gefahrenpotential beinhaltet.

Das Erscheinungsjahr der oben zitierten Arbeiten verdeutlicht, dass

S.aureus bei der Herstellung von Käse in den letzten Jahren an Bedeut¬

ung verloren hat, was auf Fortschritte bei den zum Einsatz gelangenden
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Kulturen, die im Normalfall eine ungehinderte Milchsäuregärung

sicherstellen, zurückgeführt werden kann (JOHNSONet al., 1990b).
Die meisten Experimente zur Bestimmung des Verhaltens der potentiell

humanpathogenen Bakterien während der Hartkäsefabrikation aus

Kuhmilch erfolgten mit Cheddarkäse (EYLES, 1992), dessen Technologie
unterscheidet sich aber in vielen Belangen grundlegend von derjenigen
der schweizerischen Hartkäsesorten. Im Gegensatz zu unseren Experi¬

menten mit den Modellhartkäsen, kann beim Cheddar oftmals ein

monatelanges Überleben beobachtet werden (JOHNSON, 1990b), so bei

E.coli (BAUTISTA und KROLL, 1988; JOHNSONet al., 1991), Sa/mone//a

spp. (WOODet al., 1984; D'AOUST et al., 1985), S.aureus (IBRAHIM et

al., 1981a; KOENIG und MARTH, 1982) und Y.enterocolitica

(SCHIEMANN, 1978). C.jejuni stirbt hingegen rasch ab (EHLERS et al.,

1982).
Als mögliche Erklärung für dieses Verhalten der potentiell humanthoge-

nen Bakterien in Cheddar können folgende Punkte angeführt werden.

- Cheddarkäse wird zumeist aus pasteurisierter Milch hergestellt. Rekon-

taminanten finden dadurch zu Beginn der Fabrikation günstigere Ver¬

mehrungsbedingungen vor (BERGDOLL, 1989).
- Cheddar wird gewöhnlich in einem kontinuierlichen Verfahren herge¬

stellt. Bakterien können sich dadurch in den Fabrikationsanlagen ver¬

mehren und zu einem dauernden Kontaminationsfluss führen

(BRODSKY, 1984b).
- Das Salz wird beim Cheddar bei der Bruchbearbeitung zugesetzt. Als

optimal wird ein Salzgehalt von 1.5 %im Käse angesehen (NG-KWAI-

HANGet al., 1988), was etwa 4 %in der wässrigen Phase entspricht.

Wegen der Salzempfindlichkeit der thermophilen Streptokokken kom¬

men deshalb als Starterkulturen nur mesophile Streptokokken in Frage.
Deren Hitzeempfindlichkeit verbietet aber höhere Brenntemperaturen,
wie sie bei der Herstellung von schweizerischen Hartkäsen angewandt
werden. Bei der Fabrikation von Cheddar wird deshalb das Käsebruch-

Molken-Gemisch in der Regel nicht über 40 °C erwärmt (REINBOLD et

al. 1992). Umdennoch den für Hartkäse bezeichnenden tiefen Wasser¬

gehalt im Käse erreichen zu können, wird der Bruch mechanisch bear¬

beitet. Durch das wiederholte Bewegen und Umschichten des Käse¬

bruches ("Matting", "Cheddaring" und "Milling") wird stets von neuem

Luft eingebracht (IBRAHIM, 1978). Dies verzögert das nach

NORTHOLT(1984) für die Hemmungder potentiell humanpathogenen
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Bakterien mitentscheidende rasche Absinken des Redoxpotentials.
Nach MOSSEL(1975) ist das Redoxpotential im Cheddar höher als im

Emmentaler. KRISTOFFERSEN(1970) mass beim Cheddar im Ver¬

gleich mit Swiss-Käse ein langsameres Absinken des Redoxpotentials.
Das Redoxpotential alleine genügt aber nicht, um eine Vermehrung im

Käseteig zu verhindern, doch ist es nach der Hürdentechnologie von

LEISTNER (1984) ein wichtiger Faktor für das Erreichen der mikrobio¬

logischen Stabilität im Käseteig (Kap.2.4.3.). Beim Cheddar erschwert

die während der Bruchbearbeitung eingebrachte Luft auch das

Zusammenwachsen des Käsebruches. Da ein zu offener Teig als

qualitätsmindemd beurteilt wird, erfolgt in manchen Betrieben im Laufe

des Pressens eine Entlüftung in Vakuumtrommeln. Die schweizerischen

Hartkäse werden chargenweise hergestellt und bei der Abfüllung des

Käsebruches werden die Pressformen vorgängig mit Molke gefüllt, um

möglichst wenig Luft in den Käseteig einzuschliessen. Dies unterstützt

das rasche Absinken des Redoxpotentials während der Fermentation.

Nach dem Pressen werden die Käse während mindestens zwei Tagen
in ein Salzbad gelegt. Dabei entsteht durch den Wasserverlust eine

Rinde, die als Diffusionsbarriere für Sauerstoff einen Anstieg des Re¬

doxpotentials im Innern der Käse verhindert.

- Die mechanische Bruchbearbeitung erfolgt beim Cheddar bei Tempera¬

turen, die für viele potentiell humanpathogene Bakterien im optimalen

Wachstumsbereich liegen (Kap.2.3.).
- Laktobazillen, die sich durch ein kompetitives Verhalten gegenüber den

potentiell humanpathogenen Bakterien auszeichnen (ASPERGER,

1986), sind bei der Cheddar-Fabrikation, im Gegensatz zu den schwei¬

zerischen Hartkäsen, nur selten Bestandteil der Starterkulturen.

- zum Teil werden bei der Herstellung von Cheddar mildsäuernde Kultu¬

ren eingesetzt. Im "slow acid Cheddar" resultieren pH-Werte im 24-

stündigen Käse von 5.9 - 5.7 (PARK et al., 1970; WHITE und CUSTER,

1976). Im Cheddar nach dem traditionellen Verfahren resultieren pH-
Werte von 5.5 - 5.0 (D'AOUST et al., 1985; REINBOLDet al. 1992).

- Nach MARTLEYund CROW(1993) bleibt beim Cheddar, vor allem bei

höherem Salzgehalt, ein Restanteil an Lactose übrig, der durch die Star¬

terkultur nicht mehr fermentiert wird und deshalb der Nicht-Starterflora

als Substrat zur Verfügung steht. Ähnlich verhält es sich mit der Galac-

tose, die von den Streptokokken nicht oder nur schlecht verwertet wird.

Die bei den schweizerischen Hartkäsen stets eingesetzten Laktobazillen
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fermentieren die Galactose, und ihre ausgeprägte Säuretoleranz

verhindert auch das Zurückbleiben eines Restzuckeranteiles im Käse.

- Cheddar wird bei Temperaturen von 3 - 13 °C gereift. Die potentiell

humanpathogenen Bakterien, die die Fabrikation überlebt haben, ster¬

ben im Käse langsamer ab, je kühler dieser gereift wird (D'AOUST et al.,

1985). Schweizerische Hartkäse werden bei Temperaturen von 10-22

°C gereift.
Die Erkenntnisse aus den Experimenten mit Cheddar lassen sich deshalb

nur sehr begrenzt auf schweizerische Hartkäse übertragen. Im Allgemei¬
nen kann festgehalten werden, dass die Technologie der schweizerischen

Hartkäse für das Überleben der potentiell humanpathogenen Bakterien

eindeutig ungünstiger ist als diejenige des Cheddars und deshalb zu

einem deutlich rascherem Verschwinden der Keime aus dem Käseteig
führt. Die wichtigsten Faktoren sind dabei die Verwendung von Rohmilch,

das stärkere Brennen des Käsebruches bei Temperaturen über 53 °C,

das raschere Absinken des Redoxpotentials, der konsequent tiefe pH-

Wert von 5.3 - 5.1 im 24-stündigen Käse und die Reifung bei höheren

Temperaturen.

4.4.3. Allgemeine Diskussion

EYLES (1992) stellt die Aussagekraft derjenigen Versuche in Frage, bei

denen potentiell humanpathogene Bakterien in die Milch geimpft werden

und anschliessend das Verhalten während der Käsefabrikation überprüft

wird. Auch nach KEOGH(1971) vermögen inokulierte Keime in der Milch

meistens schlechter zu wachsen als entsprechende milchoriginäre

Stämme. In verschiedenen Arbeiten wurde Käse aus Rohmilch herge¬

stellt, die natürlicherweise mit potentiell humanpathogenen Bakterien

kontaminiert war (z.B. S.aureus in Mastitismilch) und deren Verhalten

verfolgt. STADHOUDERSet al. (1978) ermittelten für milchoriginäre

S.aureus-Stämme bei der Gouda-Fabrikation Vermehrungsraten, die nicht

wesentlich verschieden waren von denjenigen zugesetzter Stämme.

REITER et al. (1964) stellten fest, dass milchoriginäre Staphylokokken

während der Lagerung von Cheddar-Käse langsamer absterben als zu¬

gesetzte Stämme. Die Ursache dafür liegt aber nach Angabe der Autoren

nicht ausschliesslich in der unterschiedlichen Vorgeschichte der Staphy¬

lokokken, sondern ist viel mehr auf veränderte Eigenschaften der Masti-
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tismilch zurückzuführen, die Staphylokokken begünstigen und Milch¬

säurebakterien benachteiligen. Eine andere mögliche Erklärung für das

unterschiedliche Verhalten inokulierter und milchoriginärer Stämme ist

eine ungenügende vorgängige Adaption der inokulierten Stämme an das

Medium Milch, so etwa wenn sie ausschliesslich in Nährbouillon gezüch¬
tet werden. Leider fehlen bei vielen veröffentlichten Arbeiten Angaben

über das angewandte Züchtungsverfahren. In unseren Versuchen wurden

die Bakterien (ausser C.jejuni) durch eine zweimalige Passage in

Sterilmilch an die Milch gewöhnt. Zusätzlich wurde bei der Auswahl der

Stämme darauf geachtet, auch Isolate aus Milch oder Milchprodukten in

die Versuche einzubeziehen. Diese zwei Massnahmen stellen die Zuläs-

sigkeit der Folgerungen aus unseren Versuchen sicher.

Wenn Bakterien subletalem Stress (Hitze, Säure) ausgesetzt werden,

kann dies möglicherweise zu einer höheren Resistenz und infolgedessen

zu einem längeren Überleben im Käse führen (EYLES, 1992). Bestimmte

Bakterien bilden Hitzeschockproteine (BUNNING et al., 1990). Vor allem

Salmonella spp. werden in diesem Zusammenhang diskutiert (MACKEY

und DERRICK, 1987). Nach einer vorgängigen Hitzebehandlung auf 48

°C während 30 Minuten verlängerte sich die dezimale Reduktionszeit von

Salmonella typhimurium bei 52 °C um das 4.5-fache (BUNNING et al.,

1990). Nach MURANOund PIERSON (1993) vergrössert die vorgängige

Hitzebehandlung auf 42 °C während 5 Minuten die Fähigkeit von EHEC

zur Wiederbelebung nach einer Erhitzung auf 55 °C. Diese Tatsachen

könnten allenfalls beim Modellhartkäse zu einem geringfügig längeren
Überleben der Keime führen, ohne dass dadurch dessen hygienische Un¬

bedenklichkeit in Frage gestellt wäre.

Aktuelle Experimente von LEYERund JOHNSON(1992) legen dar, dass

S.typhimurium nach einer Adaption (Salzsäure, pH 5.8) in verschiedenen

Käsesorten länger zu überleben vermag. Die Überlebensdauer (bei 5 °C)

der Salmonellen (104 KbE / g Käse) verlängerte sich beim Mozzarella von

5 auf 10, beim Cheddar von 3 auf 8 und beim "Swiss" von 1 auf 3 Wo¬

chen. Die höhere Säureresistenz betraf dabei nur etwa 1 %der inokulier¬

ten Salmonellen, so dass ein sogenannter "Tailing'-Effekt (Kap.4.1.) re¬

sultierte. Die Autoren impften ihre Salmonellen jedoch auf reifen Käse und

überprüften somit nur noch den letzten Abschnitt der Hürdentechnologie

(Kap.2.4.3.) bei der Käseherstellung, in dieser Phase resultierten in unse¬

ren Versuchen beim Modellhalbhartkäse dezimale Reduktionszeiten bei

S.typhimurium von zum Teil über 20 Tagen (Tab.18). Diese Werte ent-
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sprechen somit den dezimalen Reduktionszeiten (5-18 Tage), die

LEYER und JOHNSON(1992) bei ihren Versuchen mit den adaptierten
Zellen fanden. Die Salmonellen, die die Fabrikation beim Modellhalbhart¬

käse überstanden, sind demnach bezüglich der Resistenz mit den nach

LEYER und JOHNSON(1992) adaptierten Keimen vergleichbar. In einer

Folgestudie konnten LEYER und JOHNSON(1993) zeigen, dass säu¬

readaptierte S.typhimurium auch über eine höhere Toleranz gegenüber

Hitze, osmotischem Stress und der Wirkung des Laktoperoxidasesystems

verfügen, was sie auf eine Synthese von spezifischen Membranproteinen

und eine erhöhte Hydrophobizität der Zelloberfläche zurückführten. Eine

vorgängige Adaption der Salmonellen durch die Einwirkung von subleta¬

lem Stress führt demnach nicht zwangsläufig zu verlängerten dezimalen

Reduktionszeiten im Käseteig während der Reifung, sondern könnte

allenfalls zu einem höheren Anteil an Keimen führen, die die Fabrikation

zu überleben vermögen. Dieser Anteil ist aber beim Halbhartkäse schon

hoch, da der Gehalt an S.typhimurium im Käsebruch und im 24-stündigen
Käse in etwa der Gleiche ist (Tab.18).

Zur Bestimmung des Verhaltens der potentiell humanpathogenen Bakte¬

rien wurden aus Rohmilch jeweils vier Modellhart- und -halbhartkäse fa¬

briziert (Tab. 18 und 20). Die dabei innerhalb der vier analogen Modell¬

käsen festgestellten Unterschiede bei der Anzahl nachgewiesener Keime

bewegen sich im Rahmen der unvermeidlichen Abweichungen bei

mikrobiologischen Untersuchungen und sind nicht die Folge von Unter¬

schieden bei der verkästen Rohmilch, der angewandten Technologie oder

der Milchsäuregärung, deren tolerierbare Schwankungsbereiche

vorgängig sehr restriktiv definiert (Kap.3.2.2., 3.3.1., 3.4.1.) worden sind,

was sich auch in den kleinen Standardabweichungen bei der chemischen

Zusammensetzung der Modellkäse (Tab. 14 und 15) niederschlägt. In der

Literatur finden sich kaum Angaben zu der Grösse der unvermeidlichen

Abweichungen bei mikrobiologischen Untersuchungen. Auch die darin

dokumentierten Experimente lassen keine Rückschlüsse zu, da in der

Regel die Versuche nur einmal durchgeführt wurden, oder aber ein

Mittelwert ohne Abweichungsangaben präsentiert wird. Dass bei der

vorliegenden Arbeit trotz der viermaligen Wiederholung die Resultate gut

übereinstimmen, unterstreicht deren Aussagekraft.
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5. SCHLUSSDISKUSSION

5.1. Hygienische Unbedenklichkeit von Hart- und Halbhartkäse aus

Rohmilch

Rohmilchhartkäse

Die Resultate der vorliegenden Arbeit verdeutlichen, dass die hygienische
Unbedenklichkeit von schweizerischen Hartkäsen aus Rohmiich

(Emmentaler, Greyerzer und Sbrinz) mit einem hohen Sicherheitsgrad ga¬

rantiert werden kann. Die kumulierten Wirkungen der Fabrikationspara¬

meter auf potentiell humanpathogene Bakterien entsprechen in ihrer

Gesamtheit derjenigen einer Pasteurisation im ursprünglichen Sinne

(Abtötung aller potentiell pathogenen, vegetativen Bakterien).

Ergebnisse aus Arbeiten mit Cheddar oder verwandten Käsesorten las¬

sen sich nicht auf schweizerische Rohmilchhartkäse, deren Fabrikations¬

parameter auf potentiell humanpathogene Bakterien deutlich selektiver

wirken, übertragen.

Rohmilchhalbhartkäse

Die schweizerischen Halbhartkäse aus Rohmilch (Tilsiter, Appenzeller)

sind im Alter der Konsumreife mit grosser Gewähr frei von den untersuch¬

ten potentiell humanpathogenen Bakterien und deren toxischen Metaboli¬

ten.

Das Absterben der in die Rohmilch inokulierten, potentiell humanpathoge¬

nen Bakterien während der Herstellung von Hart- und Halbhartkäsen

kann veranschaulicht werden mit der Hürdentechnologie nach LEISTNER

(1984), bei der die mikrobiologische Stabilität in einem Lebensmittel

durch eine Aneinanderfügung mehrerer Hürden erreicht wird, wobei die

einzelnen Hürden für sich betrachtet keine vollständige bakterizide Wir¬

kung haben. Die wichtigsten Hürden bei der Käseherstellung aus Roh¬

milch sind, zusammen mit ihren wesentlichen Einflussfaktoren, in Tabelle

19 wiedergegeben.
Das synergistische Zusammenwirken der verschiedenen Hürden, führt bei

einwandfreier Produktion dazu, dass die untersuchten potentiell human¬

pathogenen Bakterien in Rohmilchhartkäse spätestens nach einer Woche

und in Rohmilchhalbhartkäse spätestens nach drei Monaten nicht mehr
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nachweisbar sind, und auch keine toxischen Metabolite zu synthetisieren

vermögen.

Die obengenannten Folgerungen gelten nur bedingt für Listeria

monocytogenes. KAUFMANN(1989, 1991) stellte beim Hartkäse eben¬

falls ein vollständiges Absterben innerhalb des ersten Tages fest. Im

dreimonatigen Halbhartkäse konnte er hingegen noch 103 log KbE / g

nachweisen.

Tab. 19: Wichtigste Hürden für potentiell humanpathogene Bakterien wäh¬

rend der Rohmilchkäseherstellung

Hürden für potentiell humanpathogene
Bakterien

unter anderem abhängig
von:

Rohmilch: -Antibakterielle Systeme

-Konkurrenz durch

Rohmilchflora

Starterkultur: -Milchsäure und andere

Metabolite

-Milchlagerung

-Melk- und Milchverarbei¬

tungshygiene
-Milchlagerung

-Zusammensetzung der

Starterkultur

-Säuerungsgeschwindigkeit -Menge und Aktivität der

Starterkultur

-hemmstofffreie Rohmilch

-Rohmilchflora

Technologie: -Temperaturverlauf

-pH im 24 h Käse

-rasche Abnahme des Re¬

doxpotentials

-Wasseraktivität im Käse

-Brenntemperatur
-Warmhaltezeit

-Starterkultur

-Wasserzusatz bei Fabrika¬

tion

-Wassergehalt im Käse

-Brenntemperatur
-Bruchbearbeitung und

Pressen

-Wassergehalt im Käse

-Salzbehandlung
-Eiweissabbau

-Reifung -Temperatur und Dauer
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Die Veränderung einer einzigen Hürde beeinflusst zwangsläufig auch das

Verhalten der potentiell humanpathogenen Bakterien. Namentlich bei der

Halbhartkäseherstellung stellt die Herabsetzung einer einzigen Hürde die

hygienische Unbedenklichkeit des Endproduktes in Frage.
Das Verhalten der ausgewählten potentiell humanpathogenen Bakterien

bei der Käseherstellung steht in engem Zusammenhang mit ihrer Hitze-,

Säure- und Salztoferanz. Es darf angenommen werden, dass andere

Stämme oder andere potentiell humanpathogene Bakterienarten, die über

keine grössere Resistenz gegenüber diesen Faktoren als die untersuch¬

ten Stämme verfügen, im Vergleich auch nicht länger im Käseteig überle¬

ben.

Von den untersuchten potentiell humanpathogenen Bakterien vermochte

Staphylococcus aureus bei der Käseherstellung noch am längsten zu

überleben. Die Bestimmung des S.au/eus-Gehaltes im reifen Käse eignet
sich demnach als Indikator für die hygienische Unbedenklichkeit.

5.2. Technologische Mindestanforderungen zur Herstellung von

hygienisch unbedenklichen Hart- und Halbhartkäsen aus

Rohmilch

Die Aussagen in Kapitel 5.1. gelten sinngemäss für alle in der Schweiz

aus Rohmilch hergestellten Halbhart- und Hartkäse, vorausgesetzt, dass

bei deren Fabrikation bestimmte Mindestanforderungen (Tab.20), die sich

in der Hauptsache aus dieser Arbeit ergeben, ausnahmslos erfüllt wer¬

den.

Die wichtigsten Faktoren, die zum Absterben der potentiell humanpatho¬

genen Bakterien im Käseteig führen (Tab. 19), sind auch für die übrige Kä¬

sequalität von erstrangiger Bedeutung. Die Gute Herstellungspraxis führt

also nicht nur zu Käse von hoher Theologischer und sensorischer Qualität,

sondern stellt zusätzlich auch deren hygienische Unbedenklichkeit sicher

(Abb.24). Umgekehrt sind bei hygienisch bedenklichen Käse auch andere

entwertende Qualitätsmängel zu erwarten.

Die hygienische Unbedenklichkeit ist demnach zusammen mit der Rheo¬

logie und der Sensorik elementarer Bestandteil der Käsequalität. Dieser

kausale Zusammenhang ermöglicht bei der Herstellung von Rohmilch-
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käse, im Rahmen einer Guten Herstellungspraxis, ein umfassendes, ho¬

mogenes Qualitätssicherungssystem.

Anpassungen, die bei der Käsetechnologie vorgenommen werden um die

rheologischen oder sensorischen Eigenschaften des Endproduktes zu

verändern, sind zwingend auch auf mögliche Auswirkungen auf die hygie¬
nische Unbedenklichkeit hin zu prüfen.

Tab.20: Mindestanforderungen zur Herstellung von hygienisch unbedenk¬

lichen Halbhart- und Hartkäsen aus Rohmilch

Parameter Anforderungen

Rohmilch: Qualität - nach schweizerischem Milchliefe¬

rungsregulativ (1987)

Lagerung -maximal 12 h bei 18 °C

- maximal 48 h bei 4 °C

Kulturen: Art - thermophile Streptokokken & Lak¬

tobazillen - Mehrstammkultur

Menge - Halbhartkäse

- Hartkäse

> 0.1 %

>0.15%

Fabrikation: Brennen - Temperatur
- Dauer

>42°C

ä 15 min

pH -Verlauf im Käse - nach 2 h

- nach 4 h

- nach 1 d

<6.30

<6.00

<5.30

Salzgehalt - Halbhartkäse

- Hartkäse

> 10 g/kg
;> 3 g/kg

Reifung: - Temperatur
- Dauer

> 10 °C

> 3 Monate

5.3. Versuchsanordnung

Die ausgewählte Versuchsanordnung ist nach zwei Punkten zu beurtei¬

len: einerseits nach dem Aussagewert der Resultate und andererseits

nach der Gültigkeit der Erkenntnisse unter Praxisbedingungen.
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Aussagewert

Die Resultate zeichnen sich durch einen hohen Aussagewert aus, da ei¬

nerseits die Versuchsbedingungen sehr restriktiv festgelegt wurden und

andererseits nur Abweichungen festgestellt wurden, die sich im Rahmen

der methodischen Genauigkeit bewegen.
Die Resultate stehen zudem im Einklang mit den bis anhin publizierten
Arbeiten. Namentlich bei den ausführlichen Vorversuchen, bei denen das

Verhalten der potentiell humanpathogenen Bakterien in Abhängigkeit der

Temperatur und des pH-Wertes ermittelt wurde, ergibt sich eine gute

Übereinstimmung mit der umfangreichen Literatur. Die ausgewählten po¬

tentiell humanpathogenen Bakterienarten und deren Stämme erweisen

sich demzufolge als repräsentativ. Die Resultate der Modellkäseherstel¬

lung sind nur bedingt mit anderen publizierten Arbeiten vergleichbar, da

sich die Fabrikationsparameter nie vollständig entsprechen. Die Ergeb¬
nisse sind aber sehr plausibel, korrespondieren mit den eigenen Vorver¬

suchen und sind partiell durch Literaturwerte gut belegbar. Vordergründi¬

ge Widersprüche zu veröffentlichten Arbeiten können nachvollziehbar ge¬

klärt werden.

Gültigkeit unter Praxisbedingungen
Die Arbeit mit inokulierten Stämmen ist zulässig, sie erfordert aber die

Überprüfung mehrerer Stämme pro Bakterienart, deren vorgängige Adap¬

tion an das Medium Milch und den Einbezug von Isolaten aus Milch oder

Milchprodukten.

Die angewandte Modellkäsetechnologie hat sich vollumfänglich bewährt.

Die hergestellten Modellkäse unterscheiden sich in keinem wesentlichen

Kriterium von Handelsware.
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Rohmilch

- Qualität

- Lagerung

Gute

Herstellungs-
starterkuitur

-Art

- Aktivität

- Menge

praxis Technologie
- Fabrikation

- Salzbehandlung
- Reifung

Sensorik

- Geruch

- Geschmack

- Aussehen Gute

Rheologie
- Konsistenz

- Textur

- Struktur

Käsequalität

hygienische Un

bedenklichkeit

- frei von patho-
genen Bakterien

- frei von Toxinen

Abb.24: Faktoren der Qualitätssicherung beim Hart- und Halbhartkäse

aus Rohmilch
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Die gewählte Versuchsanordnung beinhaltet eine grosse Sicherheits¬

spanne, da bei den Fabrikationsparametern konsequent die für die poten¬

tiell humanpathogenen Bakterien niedrigsten Hürden gewählt wurden.

Auch kommen diese Keime in der Rohmilch nicht in derart grossen Men¬

gen und kaum in adaptiertem Zustand vor. Für die Käseherstellung wurde

zudem jeweils der widerstandfähigste Stamm ausgewählt. Überdies errei¬

chen die Käse ihre Konsumreife nicht schon nach 3, sondern erst nach 4 -

12 Monaten. Zu berücksichtigen wäre weiter die zum Teil hohe Infektions¬

dosis, die zum Auslösen einer Lebensmittelvergiftung nötig ist.

Die Gültigkeit der Erkenntnisse ist demnach auch unter Praxisbedingun¬

gen vollumfänglich gewährleistet.

5.4. Folgerungen

Auf der Basis der diskutierten Fakten, können folgende fünf Kernaussa¬

gen formuliert werden:

-In qualitativ guten, schweizerischen Hartkäsen aus Rohmilch sind späte¬

stens eine Woche nach der Fabrikation keine potentiell humanpathoge¬

nen Bakterien mehr nachweisbar.

-In qualitativ guten, schweizerischen Halbhartkäsen aus Rohmilch sind

spätestens drei Monate nach der Fabrikation mit grosser Gewähr keine

der untersuchten, potentiell humanpathogenen Bakterien mehr nach¬

weisbar.

-Das Absterben der potentiell humanpathogenen Bakterien während der

Käseherstellung kann mit einer Hürdentechnologie erklärt werden.

-Die hygienische Unbedenklichkeit ist zusammen mit der Rheologie und

der Sensorik elementarer Bestandteil einer guten Käsequalität, die durch

eine Gute Herstellungspraxis vollumfänglich sichergestellt werden kann.

-Die Käserinde wird nicht als zu bewertender Teil des Käses betrachtet

bzw. nicht zum Verzehr empfohlen.
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ANHANG

Sicherheitsdispositiv zur Minimierung des Infektionsrisikos bei der

Herstellung von Modellkäse mit potentiell humanpathogenen
Bakterien (phpB)

A) Einleitung

Unvorsichtige und unsaubere Arbeitsweisen während der Fabrikation der

Modeilkäse mit kontaminierter Milch stellen ein Gesundheitsrisiko für die

Direktbeteiligten dar, denn einerseits sind die zugeimpften Keimzahlen

hoch und andererseits muss mit einer potentiellen Vermehrung während

der Herstellung gerechnet werden.

Die ausgewählten phpB-Arten sind ubiquitär verbreitet. Namentlich in Zivi¬

lisationsabwässern können sie häufig nachgewiesen werden. Sie gehören
nach der schweizerischen Störfallverordnung (1992) allesamt zur Risiko¬

gruppe 2, den Mikroorganismen mit einem "geringen Risiko", bei denen

die "Emissionen minimal zu halten" sind. Eine geringfügige Kontamination

des Abwassers während den Versuchen wird deshalb toleriert. Ziel dieses

Sicherheitsdispositives ist es, die beteiligten Personen vor einer Infektion

zu schützen, die Kontamination der Räumlichkeiten zu verhindern bzw.

möglichst rasch zu beseitigen und die Kontamination des Abwassers zu

minimieren.

Das ausgearbeitete Sicherheitsdispositiv basiert auf folgenden drei

Grundgedanken:

1. Aufklärung: Risiken und entsprechende Gegenmassnahmen
2. Eigenverantwortung: ruhiges und überlegtes Arbeiten anstelle von auf¬

wendigen technischen Installationen

3. Eingrenzung: möglichst wenig Leute, Räume und Materialien

involvieren

B) Allgemeines

B 1) Alle involvierten Personen werden vom Versuchsleiter sachlich über

die Risiken und die entsprechenden Gegenmassnahmen aufgeklärt.
Mit Vorteil werden stets die gleichen Leute mit der Durchführung der

Versuche betraut.

B 2) Für die am Versuch beteiligten Personen wird eine spezifische An¬

leitung ausgearbeitet. Wenn mehrere Personen gleichzeitig arbei-
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ten, werden vorgängig die Aufgaben klar getrennt und die Verant¬

wortungsbereiche unmissverständlich zugeteilt.
B 3) Für jeden Arbeitsablauf wird eine Checkliste über die notwendigen

Sicherheitsvorkehrungen aufgestellt. Der Verantwortliche wird na¬

mentlich auf der Liste aufgeführt. Er hakt die einzelnen Vorkehrun¬

gen unmittelbar nach deren Erledigung ab.

B 4) Es wird darauf geachtet, dass sich alle Gegenstände, die mit infek¬

tiösem Material in Kontakt kommen und nicht verworfen werden

können, zu einer Desinfektion eignen.
B 5) Eine gründliche Reinigung (P3-Standard, 0.5 %: Henkel, Pratteln) ist

die Voraussetzung jeder chemischen Desinfektion.

B 6) Bei der chemischen Desinfektion (P3-Oxonia: Henkel, Pratteln) vari¬

iert die gewählte Konzentration in Abhängigkeit von der Einwir¬

kungszeit:

Einwirkungszeit: Desinfektionsmittelkonzentration:

10 sec. 5 % (z.B. Stiefelbad)
1 min. 2 % (z.B. Händewaschen)

> 5 min. 1 % (z.B. Oberflächen)

B 7) Es wird darauf geachtet, dass keine Desinfektionsmittelrückstände

den Versuch verfälschen.

B 8) Bei der thermischen Desinfektion gelten 80 °C während 30 Minuten

als Minimalbedingungen.
B 9) Nach der Desinfektion ist generell für ein rasches Abtrocknen zu

sorgen.

B10) Zur Überprüfung der Zweckmässigkeit des Sicherheitsdispositiv
wird vorgängig ein Versuch ohne phpB durchgeführt.

C) Fabrikation

C 1) Die Arbeit mit dem Steril-Käsefertiger (Kap. 3.4.2.) erlaubt eine

wesentliche Vereinfachung der notwendigen Sicherheitsvorkehrun¬

gen.
C 2) Die Käseherstellung wird von einem Käser und dem Versuchsleiter

durchgeführt.
C 3) Der Fabrikationsraum muss vorgängig von allen nicht benötigten

Utensilien geräumt werden.

C 4) Alle benötigten Utensilien werden vor dem Versuch zurechtgelegt.
C 5) Der Fabrikationsraum muss vollständig von den angrenzenden

Räumlichkeiten abgeschlossen sein. Es darf kein Spülwasser aus¬

geschwemmt werden.
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C 6) Die Türen zum Fabrikationsraum bleiben während der gesamten
Dauer der Fabrikation geschlossen. Ein Warnschild mit der Auf¬

schrift "Vorsicht, Infektionsgefahr, Eintritt verboten" wird an den Tü¬

ren angebracht.
C 7) Der Fabrikationsraum darf nur mit Gummistiefeln betreten werden.

C 8) Im Fabrikationsraum wird eine separate Arbeitskleidung getragen.
Der Raumdarf damit nicht verlassen werden.

C 9) Im Fabrikationsraum wird eine dreiteilige Umkleidekabine eingerich¬
tet. Auf der einen Seite werden die kontaminierten und auf der an¬

deren Seite die sauberen Arbeitskleider aufgehängt. Dazwischen

wird eine Duschvorrichtung installiert. Zwischen dem Ausziehen der

kontaminierten und dem Anziehen der sauberen Kleidung werden

zumindest Hände und Arme desinfiziert.

C10) Vor dem Verlassen des Raumes werden die Hände und Unterarme,
durch Waschen in Desinfektionslösung, und die Stiefel, in einem

Bad mit Desinfektionslösung, dekontaminiert. Das Stiefelbad wird

täglich neu angesetzt.
C11) Während des Versuches sind eine Gummischürze und Gummistie¬

fel zu tragen. Sie sind nach Abschluss der Arbeit chemisch zu des¬

infizieren.

C12) Die Hände dürfen während des Versuches nicht zum Gesicht ge¬

führt werden. Es ist von Vorteil, wenn Wegwerfhandschuhe getra¬

gen werden. Diese und ähnliche Abfälle werden gesammelt und au-

toklaviert.

C13) Es wird dafür gesorgt, dass stets ausreichend Desinfektionslösung
zur Verfügung steht.

C14) Während der Dauer der Fabrikation wird in einem Trog Wasser am

Kochen gehalten. Kontaminierte Gegenstände werden nach der

Reinigung für mindestens 30 Minuten in das kochende Wasser ge¬

legt.
C15) Die Molke und das erste Spülwasser werden aufgefangen, mit Di¬

rektdampf dekontaminiert und verworfen. Das restliche Spülwasser
und das Waschwasser gelangen in die Neutralisationsanlage. Die

zuständigen Personen sind darüber zu informieren.

C16) Sterilfertiger und Sterilpresse werden für die Reinigung (zini:

P.Zingg, Tübach) demontiert. Nach der Montage sämtlicher Be¬

standteile erfolgt eine Sterilisation mit Direktdampfzufuhr (1.3 bar,

30 min).
C17) In die Reinigung werden auch der Boden und die Wände einbezo¬

gen. Besondere Beachtung gilt dabei den Ablaufrinnen und Wasser¬

abläufen. Nach der Reinigung wird der Boden mit dem kochenden

Wasser (C14) ausgegossen und chemisch desinfiziert.
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C18) Nach jeder Versuchswoche wird der gesamte Fabrikationsraum zu¬

sätzlich schaumgereinigt (P3-SG, P3-Topax 66: Henkel, Pratteln),
gespült und mit einem Sprühgerät chemisch desinfiziert.

C19) Im Fabrikationsraum wird für die routinemässigen Fabrikationskon¬

trollen ein separater Brutschrank betrieben. Die Probengläser mit

den Fabrikationskontrollen werden durch Erhitzen dekontaminiert.

C20) Für jede phpB-Art wird im Fabrikationsraum ein separates Salzbad

eingerichtet. Das Salzwasser wird nach Gebrauch mit Direktdampf
dekontaminiert und verworfen.

C21) Die Käse werden nach dem Abtropfen noch im Fabrikationsraum in

Plasticfolien vakuumverpackt und in den Keller verbracht.

D) Kelterbehandlung

D 1) Die Modellkäse werden in separaten Kellern gereift. Diese Keller

werden abgeschlossen.
D 2) Die Modellkäse werden in Folien gereift. Sollte dies aus methodi¬

schen Gründen nicht möglich sein, sind die folgenden Punkte zu

beachten:

D 3) Die Modellkäse werden stets eindeutig mit "Vorsicht. Infektionsge¬
fahr" gekennzeichnet.

D 4) Die Käse dürfen nur mit Wegwerfhandschuhen angefasst werden.

Diese und ähnliche Abfälle werden gesammelt und autoklaviert.

D 5) Die Keller dürfen nur mit Gummistiefeln betreten werden.

D 6) In jedem Keller wird eine separate Gummischürze getragen. Diese

bleibt während der gesamten Dauer eines Versuches im Keller.

D 7) Vor dem Verlassen des Kellers werden die Hände und Unterarme,

durch Waschen in Desinfektionslösung, und die Stiefel, in einem

Bad mit Desinfektionslösung, dekontaminiert. Das Stiefelbad wird

täglich neu angesetzt.
D 8) Das Waschwasser wird mit Direktdampf dekontaminiert und verwor¬

fen. Putzmatten und Bürsten werden in kochendes Wasser gelegt.
D 9) Bei Modellkäsen mit einer Schmierereifung wird für die Versuchs¬

käse mit denselben phpB das gleiche Schmierewasser verwendet.

Es wird konsequent von den alten auf die jungen Käse geschmiert.
Das Schmierewasser wird mit Direktdampf dekontaminiert und ver¬

worfen.

D10) Nach den Versuchen werden alle kontaminierten Oberflächen und

Materialien gründlich gereinigt und chemisch desinfiziert.

D11) Nach drei Monaten werden alle Käse in Plasticsäcke gepackt und

zur Verbrennung gebracht.
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E) Analysen

E 1) Die Desinfektionsmassnahmen im Fabrikationsraum und im Keller

werden während der gesamten Dauer der Versuche, durch den

qualitativen Nachweis der phpB an Umgebungsproben (Tupfer), auf

ihre Wirkung hin überprüft und gegebenenfalls angepasst.
E 2) Die Probenahme erfolgt bei den folienverpackten Modellkäsen im

Fabrikationsraum, bei den anderen Käse direkt im Keller.

E 3) Als Probengefässe dienen Plastic-Becher mit Schraubverschluss,
die mit einer Etikette mit dem Hinweis "Vorsicht, infektiöses Materi-

af versehen werden.

E 4) Die Geräte für die Probenahme werden nach der Reinigung ther¬

misch dekontaminiert.

E 5) Während den gesamten Laborarbeiten sind eine Laborschürze und

mit Vorteil Einweg-Handschuhe zu tragen.
E 6) Es wird nicht direkt mit dem Mund pipettiert.
E 7) Nach der Benützung sind alle Gegenstände, die mit infektiösem Ma¬

terial in Kontakt gekommen sind, mit Papier zu reinigen, mit Desin¬

fektionsmittel (Desogen, 1 %: Ciba Geigy, Basel) zu benetzen und

nach ausreichender Einwirkzeit mit heissem Wasser (> 50 °C) zu

waschen. Ebenso sind die Arbeitsflächen mit Desinfektionsmittel zu

dekontaminieren.

E 8) Die benützten Handschuhe, das gebrauchte Papier, übriggebliebe¬
nes Probenmaterial und ebenso die bei der bakteriologischen Un¬

tersuchung anfallenden Nährböden werden in Plasticsäcken

gesammelt und autoklaviert.

E 9) Die Verdünnungsreihen und Bouillonröhrchen werden vor dem Aus¬

leeren autoklaviert.

E10) Pipetten werden nach Gebrauch in Desinfektionslösung (Hibitane,
0.1 %: ICI Pharma, Luzern) gelegt.

E11) Vor dem Verlassen des Labors werden die Hände und Unterarme

desinfiziert (Hibiscrub, 5 ml: ICI Pharma, Luzern).

E12) Werden Analysen von Drittpersonen durchgeführt, muss das Mate¬

rial persönlich zusammen mit den entsprechenden Informationen

übergeben werden.

F^ Züchtung der phpB

F 1) Die phpB werden in verschraubbaren Glasfläschchen kultiviert. Die

Gefässe werden mit einer Etikette mit dem Hinweis "Vorsicht, infek¬

tiöses Materiaf versehen.
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F 2) Es wird nur so viel Kultur hergestellt, wie beim Versuch gebraucht
wird.

G) Hinweis zur Gefährdung der Beteiligten

Bei Beachtung der genannten Massnahmen ist die Gefahr einer Infektion

äusserst gering. Falls aber trotzdem innert 2-3 Wochen nach dem Kon¬

takt mit kontaminiertem Material Durchfall, Erbrechen oder andere Be¬

schwerden auftreten, ist sofort ein Arzt aufzusuchen mit dem Hinweis auf

die Arbeit mit phpB; gleichzeitig ist der Versuchsleiter zu benachrichtigen.
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