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Einleitung 1

1 Einleitung

Laut EU-Gesetzgebung trigt jeder Lebensmittelunternehmer die Verantwortung fiir die
Qualitit seiner Produkte im Sinne des Verbraucherschutzes (VO (EG) Nr. 178/2002 Art. 17
(1) und VO (EG) Nr. 852/2004 Kap. I Art. 1 (1)a)). Dadurch ist die Bedeutung der
betrieblichen Eigenkontrollen in den letzten Jahren deutlich gestiegen. Hierbei spielt neben
Endprodukt- und Prozesskontrollen auch die Kontrolle einer erfolgreichen Reinigung eine
wesentliche Rolle. Die Reinigung stellt einen bedeutsamen Faktor im Bereich der
Betriebshygiene dar, auf dem alle weiteren Hygiene- und Qualitdtssicherungsmafnahmen
aufbauen (UNTERMANN und DURA, 1996).

Wichtig ist fiir diese Art der Kontrollen ein schnell verfiigbares Ergebnis, um gezielt und
zeitnah, moglichst vor erneuter Aufnahme der Produktion, Korrekturen vornehmen zu
konnen. Zur Uberpriifung der Sauberkeit der gereinigten Oberflichen eignen sich sogenannte
Schnelltests, die sofort im Anschluss an die Beprobung ausgewertet werden konnen und somit
der mikrobiologischen Untersuchung in dieser Hinsicht iiberlegen sind (REICHELT, 2007).
Diese Schnelltests liefern keinen direkten Nachweis von Mikroorganismen, sondern sie
zeigen die Anwesenheit von Verschmutzungen in Form von Produktriickstinden an, welche
eine Nihrstoffgrundlage fiir das Wachstum von Mikroorganismen darstellen und die
hergestellten Produkte beeintrichtigen. Solche Riickstinde konnen auch auf makroskopisch
sauber erscheinenden Fldchen vorhanden sein.

Die kommerziell verfiigbaren Schnelltests basieren auf verschiedenen Nachweisprinzipien.
Meist werden Zellbestandteile wie Adenosintriphosphat (ATP), oder das Coenzym
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (-Phosphat) (NAD(P)/NAD(P)H) nachgewiesen, aber auch
chemische Tests zum Nachweis von Proteinen sind erhiltlich (GOLL et al.,, 2003;
REICHELT, 2007). Bei dem Nachweis von ATP mithilfe der Biolumineszenzmessung
handelt es sich mittlerweile um eine etablierte Methode, deren Anwendbarkeit als
Hygienekontrollmanahme belegt wurde (KIRCHER et al., 1996). Der Proteinnachweis
wurde hingegen bisher teilweise kritisch bewertet (WEBER et al., 1997; TRAUTSCH, 2003).
Ziel der vorliegenden Untersuchungen war der Vergleich eines neuartigen Proteinnachweises
(Orion Clean Card PRO®, Amfora Health Care) mit dem HY-LiTE® 2 System (Merck),
welches auf dem Prinzip der Biolumineszenzmessung beruht. Es sollten sowohl unter
Laborbedingungen als auch in Feldversuchen die Vergleichbarkeit der beiden Testsysteme
und die praktische Anwendbarkeit des neu entwickelten Proteintests zur Reinigungskontrolle

iiberpriift werden.



2 Literaturiibersicht

2 Literaturiibersicht

2.1 Rechtliche Grundlagen zur Lebensmittelhygiene

Lebensmittelunternehmer, das heif3t Hersteller und Inverkehrbringer von Lebensmitteln aller
Art, unterstehen einer Reihe von Gesetzen zum Thema Lebensmittelhygiene und
Lebensmittelsicherheit. So gilt in allen Mitgliedsstaaten der Europidischen Union (EU) das
2006 in Kraft getretene EU-Lebensmittelrecht, welches grundsitzlich aus folgenden
Verordnungen (VO) besteht: VO (EG) Nr. 178/2002, VO (EG) Nr. 852/2004, VO (EG) Nr.
853/2004, VO (EG) Nr. 854/2004 und VO (EG) Nr. 882/2004 (siehe Abb.1). Diese EU-
Verordnungen gelten unmittelbar in allen Mitgliedsstaaten und haben Vorrang vor nationalem

Recht (GALLHOF, 2006).

Allgemeine Grundsitze und Anforderungen:
"Basisverordnung" VO (EG) Nr. 178/2002

A
/ N\

Lebensmittel-Unternehmer Amtliche Uberwachung

'l ¥

alle

VO (EG) Nr. 8522004 [B5) | Lebensmitel | €38 VO (EG) Nr. 882/2004

Lebensmittel

VO (EG) Nr. 853/2004 [55) tierischen ¢ VO (EG) Nr. 854/2004

Ursprungs

Abbildung 1: Ubersicht iiber das Lebensmittelrecht der EU

Zusitzlich existieren nationale Gesetze und die Umsetzungen von EU-Richtlinien in den
einzelnen Mitgliedsstaaten. In Deutschland ist vor allem das Lebensmittel- und
Futtermittelgesetzbuch (LFGB) zu nennen, welches die Umsetzung der VO (EG) 178/2002 in
nationales Recht darstellt (BELLIN, 2007). Die sogenannte Lebensmittel-Hygieneverordnung
(LMHYV), welche Teil einer Durchfiihrungsverordnung mehrerer EU-Richtlinien ist, enthlt
spezifische Vorschriften fiir die Lebensmittelunternehmer (Verordnung zur Durchfiihrung von

Vorschriften des gemeinschaftlichen Lebensmittelrechts, 2007, Art.1)).



Literaturiibersicht 3

Das EU-Recht iibertrdgt dem Lebensmittelunternehmer die Hauptverantwortung fiir die
Sicherheit des Lebensmittels (VO (EG) Nr. 852/2004 Kap. I Art. 1 Abs. 1 a). Eine weitere
zentrale Forderung besteht in der Umsetzung des Hazard Analysis Critical Control Points
(HACCP)-Konzeptes als  Teil des Qualititssicherungssystems durch  die
Lebensmittelunternehmer (VO (EG) Nr. 852/2004 Kap. I Art. 1 Abs. 1 d)).

Um das Qualititsmanagement und die Umsetzung des HACCP-Konzeptes fiir die Lebens-
mittelunternehmer zu verbessern, existieren verschiedene Dienstleister, die mithilfe von
Standards und Normen bei der Erstellung eines Qualititsmanagementsystems behilflich sind
und dieses durch regelmiBige Kontrollen vor Ort, sogenannte Audits, tiberpriifen. Durch diese
Zertifizierung wird eine objektive Beurteilung der Lebensmittelsicherheit gewéhrleistet. Da
dies mit hohen Kosten verbunden ist, entfillt diese Option fiir die meisten kleinen und
mittleren Betriebe im Lebensmittelsektor. Diese miissen auf die Hilfe der zustindigen
Behorden vertrauen und mit eigenen Mitteln die Umsetzung der Rechtsforderungen

bewiltigen (BACH, 2000).

2.1.1 Codex Alimentarius

Der Codex Alimentarius umfasst zahlreiche Standards zur Lebensmittelsicherheit und
Lebensmittelhygiene. Herausgegeben werden diese von der Codex Alimentarius Kommission,
die im Jahr 1963 von der Weltgesundheitsorgansation (World Health Organisation, WHO)
und der Erndhrungs- und Landwirtschaftsorganisation der Vereinten Nationen (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, FAO) gegriindet wurde. Obwohl die Normen
des Codex Alimentarius keinen Gesetzescharakter besitzen, haben sie vor allem seit der
Aufnahme in die Regelungen der Welt-Handelsorganisation (World Trade Organization,
WTO) groBe internationale Bedeutung (LIVERMORE, 2006). Weiterhin bilden die
Grundsitze des Codex Alimentarius auch in vielen Bereichen die Grundlage fiir die
europdische Lebensmittelgesetzgebung (RIEDEL, 2011).

So befasst sich beispielsweise der umfangreiche Basis-Standard zur Lebensmittelhygiene mit
allen wichtigen Bereichen, die auch in den Gesetzestexten der EU behandelt werden. Im
Kapitel zu allgemeinen Prinzipien der Lebensmittelhygiene wird auf die Bereiche
Primédrproduktion, Betriebsstitten, Arbeitsweisen und Hygienekontrolle, Reinigung,
Personalhygiene, Transport, Kennzeichnung und Personalschulungen eingegangen. Zusitzlich
wird das HACCP-System und seine empfohlene Anwendung erldutert. Die weiteren Kapitel

befassen sich mit mikrobiologischen Kriterien, Risikoerfassung und -management sowie mit
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Empfehlungen fiir bestrahlte Lebensmittel und die Kontamination von Lebensmitteln mit

Listeria monocytogenes (Codex Alimentarius Food Hygiene, 2009).

2.1.2 HACCP-Konzept

Das HACCP-Konzept, das urspriinglich fiir die Raumfahrt zur Gewihrleistung der Sicherheit

von Astronautennahrung entwickelt wurde, ist mittlerweile fester Bestandteil der

Lebensmittelproduktion (UNTERMANN und DURA, 1996). Der Codex Alimentarius zur

Lebensmittelhygiene gibt eine international verbindliche Version des Systems vor, das auf

folgenden Grundprinzipien beruht:

1. Durchfithrung einer Gefahrenanalyse (Hazard Analysis)

2. Bestimmung der kritischen Lenkungspunkte (Critical Control Points, CCP)

3. Festlegung von Grenzwerten

4. Festlegung eines Uberwachungssystems fiir die CCP

5. Festlegung von KorrekturmaBnahmen, falls bei der Uberwachung eines bestimmten CCP
Fehler erkannt werden

6. Festlegung von Verfahren zur Verifizierung des erfolgreichen Arbeitens des Systems

7. Dokumentation aller Vorginge und Aufzeichnungen im Rahmen der Anwendung dieser
Prinzipien (FAO/WHA Codex Alimentarius Kommission, 2009).

Einen Uberblick iiber die wichtigsten Begriffe der Regelungen des Codex Alimentarius zum

HACCP-Konzept und ihre Definition in deutscher Ubersetzung gibt Tab. 1.
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Tabelle 1: Die Definitionen der wichtigsten Begriffe des HACCP-Konzepts (nach
UNTERMANN et al., 1996; HEESCHEN, 2007)

Englischer
Originalbegriff

. Deutsche
Ubersetzung

Definition laut FAO/WHO Codex Alimentarius
(Deutsche Ubersetzung)

to control (Verb)

unter Kontrolle
bringen, beherrschen

Alle erforderlichen Handlungen durchfiihren, um die
Einhaltung der im HACCP-Plan festgelegten Kriterien
sicherzustellen und aufrechtzuerhalten.

Control

Beherrschung

Der Zustand, in dem Verfahren fehlerfrei ablaufen und
Kriterien eingehalten werden.

Control Measures

MaBnahmen zur

Handlungen und MaBnahmen, um eine Gefahr durch
Lebensmittel auszuschalten, zu vermeiden oder auf ein

Beherrschung annehmbares Mal} zu verringern.
. Die MaBnahmen, die durchzufiihren sind, wenn die
Corrective Korrektur- . - . .
. Ergebnisse der Uberwachung eines CCPs anzeigen, dass
Actions mafnahmen . . .
dieser nicht mehr beherrscht wird.
Kritischer Eine Stufe, auf der es moglich und von entscheidender
Critical Control Bedeutung ist, eine gesundheitliche Gefahr (fiir den
R Lenkungspunkt oder . .
Point Beherrschungspunkt Menschen) durch Lebensmittel zu vermeiden, zu
&sp beseitigen oder auf ein akzeptables Mal zu reduzieren.
Critical Limit Grenzwert Ein Wer?, der zwischen Annahme und Ablehnung
unterscheidet.
Ein gemidll den Prinzipien des HACCPs erstelltes
Dokument, das die Beherrschung gesundheitlicher
HACCP-Plan HACCP-Plan "Gefahren" durch Lebensmittel in den einzelnen
Abschnitten der Lebensmittelkette sicherstellen soll.
Ein Agens oder ein Faktor von biologischer, chemischer
Hazard Gefahr oder physikalischer Natur mit der Eigenschaft, eine
Gesundheitsschidigung hervorrufen zu konnen.
Der Vorgang des Sammelns, Aus- und Bewertens von
Hazard Analysis  "Gefahren"-Analyse  Informationen iiber Gefahren und Situationen, die diese
hervorrufen konnen.
Durchfiihren ~ einer  geplanten  Sequenz ~ von
. - Beobachtungen oder Messungen bestimmter
to monitor (Verb)  Uberwachen KenngroBen, um zu beurteilen, ob sich ein CCP im
Bereich der vorgegebenen Grenzwerte bewegt.
Ein Punkt, Verfahren, Arbeitsgang oder Abschnitt in der
Step Stufe Lebensmittelkette.
Zusitzliche zu den bei der Uberwachung angewandten
. . I Methoden, durch die ermittelt werden soll, ob der
Verification Verifizierung

HACCP-Plan eingehalten wird und/oder ob dieser Plan
gedndert werden muss.
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Dabei erfolgt die Anwendung des Systems sowohl produkt- als auch produktionsbezogen, das
bedeutet, dass jeder Lebensmittelunternehmer fiir jedes seiner Produkte bzw. seiner
Herstellungslinien ein eigenstindiges HACCP-Konzept erarbeiten muss (UNTERMANN und
DURA, 1996).

Fiir die Erstellung und Anwendung eines solchen Systems gibt der Codex Alimentarius eine
logisch gegliederte Arbeitsweise vor. Zunichst soll ein HACCP-Team gegriindet werden,
welches entweder aus betriebseigenen Mitarbeitern, externen Dienstleistern oder
Sachkundigen der verantwortlichen Behorde besteht. Als nichstes wird eine vollstandige
Beschreibung des Produktes inklusive physikalischer und chemischer FEigenschaften,
Herstellungsprozess und  Vertriecbswegen  empfohlen. Auch die  vorgesehene
Verbrauchergruppe soll bestimmt werden, z.B. im Hinblick auf Risikogruppen. Daraufhin
wird ein Flussdiagramm des Herstellungsprozesses erstellt, das vor Ort fiir alle
Produktionsstufen bestitigt werden muss. Alle auf den so ermittelten Herstellungsstufen
moglicherweise auftretenden Gefahren miissen erfasst und bewertet werden. So werden
schlieBlich die kritischen Lenkungspunkte (CCPs) mit eventuellen Grenzwerten bestimmt und
MaBnahmen zu ihrer Uberwachung und Beherrschung festgelegt. Ein weiterer grundlegender
Schritt ist die Verifizierung des korrekten Arbeitens des Systems, vor allem im Hinblick auf
die Uberwachung der CCPs und eventuelle KorrekturmaBnahmen. SchlieBlich wird die
Dokumentation aller Vorgidnge als essentielles Werkzeug des HACCP-Konzeptes gefordert
(FAO/WHO Codex Alimentarius Kommission, 2009). Eine Ubersicht iiber die einzelnen
Schritte gibt Abb. 2, entnommen aus dem Anhang des Codex Alimentarius zur

Lebensmittelhygiene.
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1. HACCP- Team zusammenstellen

L

2. Produkt beschreiben

L

3. Vorgesehene Nutzung bestimmen
4. Flussdiagramm erstellen
5. Flussdiagramm vor Ort bestitigen

v

6. Alle potenziellen Gefahren auflisten
Gefahrenanalyse durchfiihren
Lenkungsmafinahmen abwiégen

L ]

7 Kritische Lenkungspunkte (CCP) festlegen

L ]

8. Grenzwerte fiir jeden CCP etablieren

 J

9. Uberwachungssystem fiir jeden CCP einrichten

L

10.  Korrekturmafnahmen etablieren

L

11.  Verifizierungsmethoden einrichten

v

12.  Dokumentation und Unterlagenfiihrung
einrichten

Abbildung 2: Flussdiagramm zur Erstellung und Anwendung des HACCP-Konzepts (in
Anlehnung an: FAO/WHO Codex Alimentarius Kommission: Food Hygiene Basic
Texts)

Zu beachten ist, dass das HACCP-Konzept nicht die allgemeine Betriebshygiene als Basis

einer guten Herstellungspraxis (Good Manufacturing Practice, GMP) ersetzen kann. Vielmehr



8 Literaturiibersicht

kann es nur dann wirkungsvoll eingesetzt werden, wenn bereits ein gutes und wirksames
Hygienekonzept fiir simtliche Bereiche der Produktion in einem Lebensmittelbetrieb existiert
(HUFNAGEL, 2006). Das bedeutet, dass z.B. Reinigungs- und Desinfektionsplidne, Trennung
von reinen und unreinen Arbeitsbereichen oder Personalhygiene nicht Teil des HACCP-

Konzeptes sind, sondern seine Grundlage bilden (UNTERMANN und DURA, 1996).

2.1.3 EU-Recht

Mit dem Griinbuch zu allgemeinen Grundsitzen des Lebensmittelrechts der Kommission der
EU wurde im Jahr 1997 der Grundstein fiir die Neuordnung des bestehenden
gemeinschaftlichen Lebensmittelrechts gelegt. Es enthilt Zielsetzungen und Vorschlédge fiir
die neu zu schaffende Gesetzgebung, die zuvor aus einer uniibersichtlichen Vielzahl parallel
giiltiger Richtlinien bestand. Zu den dort genannten Hauptzielen gehoren die
Lebensmittelsicherheit und der Schutz der Gesundheit der Verbraucher, aber auch die
Primédrverantwortung der Erzeuger fiir diese Sicherheit. Auch die Umsetzung des HACCP
Konzeptes wird gefordert. Desweiteren soll die Primédrerzeugung mit in die
Lebensmittelgesetzgebung einbezogen und damit der Grundsatz "from stable to table"
verfolgt werden (Griinbuch der EU-Kommission, 1997).

Mit dem im Jahr 2000 veroffentlichten WeiBbuch zur Lebensmittelsicherheit wurden die
oben genannten Vorschldge konkretisiert und der Grundstein fiir die Erarbeitung und
Erlassung einer Reihe von Verordnungen gelegt, die das Lebensmittelrecht der EU
reformieren sollten. Im Fokus stand wiederum die Lebensmittelsicherheit, die Verantwortung
der Erzeuger und Lebensmittelunternehmer. Zusitzlich wurde die Einrichtung einer
europdischen Lebensmittelbehdrde vorgeschlagen, um eine unabhingige zentrale Stelle zur
Kommunikation und Beratung zu schaffen (Weibuch der EU-Kommission, 2000).

Die Forderungen des Weibuchs wurden grundsitzlich in der sogenannten Basisverordnung
VO (EG) Nr. 178/2002 umgesetzt. So lautet Artikel 14 Absatz (1) dieser Verordnung:
"Lebensmittel, die nicht sicher sind, diirfen nicht in Verkehr gebracht werden." Als nicht
sicher gelten Lebensmittel, wenn sie gesundheitsschédlich oder fiir den Verzehr durch
Menschen ungeeignet sind (VO (EG) Nr. 178/2002 Kap. II. Abschn. 4 Art. 14 Abs. (1) u (2)).
Die Verantwortung fiir diese Sicherheit wird in Artikel 17 auf allen Produktions-,
Verarbeitungs- und Vertriebsstufen den Lebensmittel- und Futtermittelunternehmern
zugewiesen. Auch die Verpflichtung zur Uberpriifung der eigenen Produkte im Hinblick auf
die Anforderungen des Lebensmittelrechts wird hier ausgesprochen (VO (EG) Nr. 178/2002
Kap. II. Abschn. 4 Art. 17 Abs. (1)). Desweiteren wird mit dieser Verordnung die Einrichtung
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der Europdischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority,
EFSA) festgelegt (VO (EG) Nr. 178/2002 Kap. III.)

Konkretere Vorschriften zur Lebensmittelhygiene enthilt die VO (EG) Nr. 852/2004. Hier
wird der Lebensmittelunternehmer verpflichtet, sicherzustellen, dass seine Produkte die
Anforderungen der Verordnung an die Lebensmittelhygiene erfiillen, was einer Verpflichtung
zu betrieblichen Eigenkontrollen gleichkommt (VO (EG) Nr. 852/2004 Kap. II. Art. 3.). Dazu
werden allgemeine und spezifische Hygienevorschriften genannt, wie z.B. die Erfiillung
mikrobiologischer Kriterien, Temperaturkontrolle sowie Probennahme und Analyse (VO
(EG) Nr. 852/2004 Kap. II. Art. 4 Abs. (3)). Es wird die Einrichtung und Durchfiihrung eines
auf HACCP-Grundsitzen beruhenden Verfahrens gefordert (VO (EG) Nr. 852/2004 Kap. II.
Art. 5), sowie die Anwendung nationaler oder gemeinschaftlicher Leitlinien fiir eine gute
Hygienepraxis empfohlen (VO (EG) Nr. 852/2004 Kap. III. Art. 7-9).

Die VO (EG) 853/2004 erginzt diese Vorschriften durch spezifische Regelungen zu
Lebensmitteln tierischer Herkunft. Der Lebensmittelunternehmer wird verpflichtet, die
besonderen hygienischen Anforderungen der Lebensmittel zu erfiillen (VO (EG) 853/2004
Kap. II. Art. 3). Desweiteren regelt die Verordnung die Registrierung und Zulassung von
Betrieben (VO (EG) 853/2004 Kap. II. Art. 4), sowie den Handel mit Lebensmitteln
tierischen Ursprungs (VO (EG) 853/2004 Kap. II1.).

Die VO (EG) 882/2004 regelt die amtliche Uberwachung der Einhaltung des Lebensmittel-
und Futtermittelrechts und der Bestimmungen zum Tierschutz. Hierin werden die
Mitgliedsstaaten verpflichtet, die Durchfiihrung der amtlichen Kontrollen angemessen und
risikobasiert sicherzustellen (VO (EG) 882/2004 Tit. II Art. 3 Abs. (1)). Dabei sind
verschiedene Faktoren zu beriicksichtigen, unter anderem auch die Verldsslichkeit der bereits
durchgefiihrten Eigenkontrollen des Lebensmittelunternehmers (VO (EG) 882/2004 Tit. 11
Art. 3 Abs. (1) ¢)). Desweiteren regelt diese Verordnung unter anderem die Benennung und
die erforderlichen Eigenschaften der zustindigen Behorden und des Personals sowie die
Kontrollmethoden (VO (EG) 882/2004 Kap. II), Anforderungen an Probennahme und
Analyse (VO EG 882/2004 Kap. III), Krisenmanagement und Notfallplaine (VO (EG)
882/2004 Tit. II Kap. IV) sowie die amtlichen Kontrollen bei der Ein- und Ausfuhr von
Lebens- und Futtermitteln (VO (EG) 882/2004 Tit. II Kap. V).

Erginzt wird diese Kontrollverordnung durch die VO (EG) 854/2004, welche spezifische

Vorschriften fiir die amtliche Uberwachung Lebensmittel tierischer Herkunft enthilt.

2.1.4 Nationale rechtliche Vorgaben
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Auf nationaler Ebene ist in Deutschland mit dem Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch
(LFGB) der Ansatz der EU einer einheitlichen, transparenten und gebiindelten Regelung des
Lebensmittelrechts umgesetzt worden (LINDEMANN, 2006). Das LFGB stellt somit nicht
nur eine Aktualisierung des bis dahin giiltigen Lebensmittel- und Bedarfsgegenstindegesetzes
(LMBG) dar, sondern es enthilt eine Neuordnung des Lebensmittelrechts und kann im
wesentlichen als nationale Umsetzung der VO (EG) Nr. 178/2002 angesehen werden
(BELLIN, 2007).

Zweck des Gesetzes ist vorrangig der Schutz der Verbraucher vor Gesundheitsgefahren und
vor Téuschung beim Verkehr mit Lebensmitteln, Futtermitteln, kosmetischen Mitteln und
Bedarfsgegenstinden (§1 Abs. 1 S. 1. u. 2. LFGB). Auf die allgemeinen Bestimmungen
(LFGB Abschn. 1) folgen Abschnitte mit Regelungen zum Gesundheits- und
Tauschungsschutz zu den einzelnen Erzeugnissen (LFGB Abschn. 2-5). Die Abschnitte 6 bis
11 beinhalten gemeinsame Vorschriften fiir alle Erzeugnisse zu Verordnungserméachtigungen,
Uberwachung und Monitoring, Ein- und Ausfuhr sowie zu Straf- und Bufigeldbestimmungen.
Im Hinblick auf den Verkehr mit Lebensmitteln (LFGB Abschn. 2) sind hier besonders § 5
und § 11 hervorzuheben. Laut § 5 Abs. 1 LFEGB ist es "verboten, Lebensmittel fiir andere
derart herzustellen oder zu behandeln, dass ihr Verzehr gesundheitsschédlich im Sinne des
Art. 14 Abs. 2 a) der VO (EG) Nr. 178/2002 ist."

§ 11 verbietet das Inverkehrbringen von Lebensmitteln unter irrefilhrender Bezeichnung,
Angabe oder Aufmachung, sowie irrefithrende Werbung fiir Lebensmittel und bietet somit
den Schutz vor Tduschung (§ 11 Abs. 1 LFGB).

Auf Grund der Verordnungsermichtigungen des LFBG wurde 2007 unter anderem die
Lebensmittelhygiene-Verordnung (LMHV) vom Bundesministerium fiir Ernédhrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV) erlassen. § 3 dieser Verordnung regelt
allgemeine Hygieneanforderungen und fordert: "Lebensmittel diirfen nur so hergestellt,
behandelt oder in den Verkehr gebracht werden, dass sie (...) der Gefahr einer nachteiligen
Beeinflussung nicht ausgesetzt sind." Bei einer nachteiligen Beeinflussung handelt es sich im
Sinne dieser Verordnung um "eine Ekel erregende oder sonstige Beeintrichtigung der
einwandfreien hygienischen Beschaffenheit von Lebensmitteln, wie durch Mikroorganismen,
Verunreinigungen, Witterungseinfliisse, Geriiche, Temperaturen, Gase, Dampfe, Rauch,
Aerosole, tierische Schédlinge, menschliche und tierische Ausscheidungen sowie durch
Abfille, Abwasser, Reinigungsmittel, Pflanzenschutzmittel, Tierarzneimittel, Biozid-Produkte

oder ungeeignete Behandlungs- und Zubereitungsverfahren" (§ 2 Abs. 1 S. 1 LMHV).
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In § 4 der Verordnung sind Bestimmungen zur Schulung enthalten. Demnach miissen
Personen, die leicht verderbliche Lebensmittel herstellen, behandeln oder in den Verkehr

bringen, iiber folgende Fachkenntnisse verfiigen:

1. Eigenschaften und Zusammensetzung des jeweiligen Lebensmittels

2. Hygienische Anforderungen an die Herstellung und Verarbeitung des jeweiligen
Lebensmittels

Lebensmittelrecht

Warenkontrolle, Haltbarkeitspriifung und Kennzeichnung

Betriebliche Eigenkontrollen und Riickverfolgbarkeit

Havarieplan, Krisenmanagement

Hygienische Behandlung des jeweiligen Lebensmittels

Anforderungen an Kiihlung und Lagerung des jeweiligen Lebensmittels

R A B

Vermeidung einer nachteiligen Beeinflussung des jeweiligen Lebensmittels beim Umgang
mit Lebensmittelabfillen, ungenieBbaren Nebenerzeugnissen und anderen Abfillen

10. Reinigung und Desinfektion (LMHV Anlage 1 zu § 4 Abs. 1 S. 1).

Ein leicht verderbliches Lebensmittel wiederum ist im Sinne der Verordnung "ein
Lebensmittel, das in mikrobiologischer Hinsicht in kurzer Zeit leicht verderblich ist und
dessen Verkehrsfahigkeit nur bei Einhaltung bestimmter Temperaturen oder sonstiger
Bedingungen erhalten werden kann" (§ 2 Abs. 1 S. 2 LMHV).

Desweiteren beinhaltet die LMHV spezifische Regelungen zur Abgabe kleiner Mengen
bestimmter Primirerzeugnisse, zur Herstellung traditioneller Lebensmittel, zur Beforderung
von Olen und Fetten bzw. Rohrzucker in Seeschiffen, zur Ausfuhr von Lebensmitteln und
Ordnungswidrigkeiten (§ 5- § 10 LMHV).

Somit stehen auch im nationalen Lebensmittelrecht die von der EU geforderte Verantwortung
des Lebensmittelunternehmers fiir die Sicherheit der Lebensmittel und die dafiir notwendigen
MaBnahmen im Mittelpunkt. Diese Sicherheit wird vorrangig durch betriebliche
Eigenkontrollen gewihrleistet, deren Durchfihrung im Rahmen der behordlichen
Uberwachung iberpriift wird (Kontrolle der Eigenkontrolle). Solche
Eigenkontrollmalnahmen betreffen vor allem regelmiflige Warenkontrollen, Kontrolle von
Reinigungs- und Desinfektionsmainahmen sowie Maflnahmen zur Verhinderung nachteiliger

Beeinflussung, wie z.B. Sicherstellung der Sauberkeit und der korrekten Funktion von
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Réumen, Einrichtung und Geriten, Schidlingsbekdmpfung und Kontrolle der mikrobiellen

Belastung (SCHRODER und GROVE, 1998).

2.1.5 Normen, Leitlinien und Zertifizierungen fiir die Lebensmittelindustrie

Meist basierend auf den Vorgaben des Codex Alimentarius existieren noch weitere Normen
zur Lebensmittelhygiene und produktionsbezogene Leitlinien fiir gute Hygienepraxis.

Die wichtigsten international anerkannten Normen sind die zertifizierbaren ISO (International
Organization for Standardization)-Normen 9001 und 22000 fiir Qualititsmanagementsysteme.
Die ISO 9001 ist eine unspezifisch gehaltene Verfahrensnorm fiir gesamtbetriebliches
Qualititsmanagement. Hierbei ist die Prozess- und Produktiiberwachung nur einer von vielen
Kernbereichen. Es werden keine Mittel und Details vorgegeben, sondern vorrangig Ziele zur
Verbesserung der Effizienz und Wettbewerbsfihigkeit formuliert (HINSCH, 2015). Die ISO
22000 ist eine spezifische Norm zur globalen Verbesserung der Lebensmittelsicherheit. Sie
richtet sich an alle Beteiligten der Lebensmittelkette von der Futtermittelherstellung iiber die
Primérproduktion, Lebensmittelverarbeitung und Transport bis hin zum Einzelhandel. Dabei
bedient sie sich der Elemente des HACCP-Konzeptes aus dem Codex Alimentarius, enthilt
Vorgaben zur Kommunikation innerhalb der Lebensmittelkette, Priventivprogramme und
NotfallmaBnahmen (ARVANITOYANNIS, 2009).

Gemeinsam ist beiden Normen, dass sich Betriebe anhand der darin enthaltenen Kriterien von
unabhdngigen Priifinstituten zertifizieren lassen konnen. Dazu werden regelmiflig Audits
durchgefiihrt, diese beinhalten die Uberpriifung der Dokumentation sowie der Prozessabliufe
vor Ort (TUV SUD, 2008). Neben diesen, von unabhingigen Ausschiissen erstellten ISO-
Normen existieren auch Standards, die aus Handelsanforderungen entstanden sind, wie
beispielsweise der IFS (International Featured Standard) Food. Dieser enthélt neben HACCP-
gestiitzten Hygiene- und Qualititssicherungsmainahmen auch genaueste Vorgaben zur
Zertifizierung und den Abldufen der Audits (IFS Food V6, 2014).

Im deutschsprachigen Bereich gibt das Deutsche Institut fiir Normung e.V. die DIN-Normen
heraus und erarbeitet deutsche Fassungen von EN- und ISO-Normen (KRUGER, 2006).
Bedeutsam fiir lebensmittelverarbeitende Betriebe sind vor allem die DIN 10503, welche
Begriffe zur Lebensmittelhygiene definiert und Moglichkeiten zur Umsetzung des HACCP-
Konzeptes bietet, die DIN 10516 mit konkreten Regeln zur Reinigung und Desinfektion in
Lebensmittelbetrieben, sowie die DIN 10514 als Anleitung zu Hygieneschulungen im Bereich

der Lebensmittelhygiene (DIN 10503-1999; DIN 10516-2001; DIN 10514-2004).
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Wie in der Verordnung (EG) Nr. 852/2004 gefordert, gibt es zusitzlich auch diverse
handwerks- und produktbezogene Leitlinien, die in der Regel von den jeweiligen
Handwerksverbénden herausgegeben werden und den Betrieben in Zusammenarbeit mit den
zustiandigen Behorden konkrete Vorgaben zur Qualitétssicherung und Lebensmittelhygiene
bieten (VO (EG) Nr. 852/2004 Kap. III Art. 7 u. 8). Da dies bereits zuvor durch die EG-
Richtlinie 93/43/EWG verlangt wurde, existieren mittlerweile zahlreiche solcher Leitlinien

zur guten Hygienepraxis (HEESCHEN, 2007).

2.2 Reinigung und Desinfektion

Die regelmiBige korrekte Reinigung und Desinfektion der Produktionsbereiche ist die
wesentliche Grundlage fiir die Herstellung eines sicheren Lebensmittels (KLEINER, 1998).
Durch eine effiziente Reinigung werden die Qualitit und der Wert des Endproduktes
gewihrleistet, die Haltbarkeit der Lebensmittel verbessert und die Anwesenheit bzw.
Vermehrung von pathogenen Mikroorganismen minimiert. Somit dient die Reinigung dem
Lebensmittelunternehmer als Basiswerkzeug der Betriebshygiene zur Einhaltung der
rechtlichen Vorgaben an Lebensmittel (THOR und LONCIN, 1978). Dabei ist der Begriff und
auch die Notwendigkeit der "Reinigung" zwar allgemein bekannt, jedoch wird der
Reinigungsprozess in seiner Komplexitit nicht immer richtig verstanden (FRYER, 2009).

Von Lebensmittelunternehmern  wird per Gesetz gefordert, alle erforderlichen
HygienemaBinahmen zur Gewihrleistung eines sicheren Lebensmittels durchzufiihren. So
verlangt die VO (EG) Nr. 852/2004, dass Gegenstinde, Armaturen und Ausriistungen, die
regelmifig mit Lebensmitteln in Kontakt kommen, so hdufig griindlich zu reinigen und falls
notwendig zu desinfizieren sind, dass kein Kontaminationsrisiko besteht (VO (EG) Nr.
852/2004 Anh. II. Kap. V Abs. 1 a)). Daraus folgt, dass die Art und Héufigkeit der Reinigung
an die Gegebenheiten des Betriebes und die Herstellungsweise angepasst werden miissen. Die
Haufigkeit der Reinigung richtet sich nach dem Ausmal} der Verschmutzung und der davon
ausgehenden Kontaminationsgefahr. Allerdings sollte mindestens einmal produktionstiglich
nach Produktionsschluss gereinigt und auch desinfiziert werden, um die Qualitdt des

Endproduktes nicht zu gefihrden (WILDBRETT, 2006).
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2.2.1 Grundlagen

Der Begriff der Reinigung ist laut DIN 10516 (2001) als "Entfernung unerwiinschter
Substanzen von Oberflaichen, Rdumen, Vorrichtungen und Geriten" definiert. Als
unerwiinschte Substanzen gelten z. B. Lebensmittelreste, die nicht mehr verwertet werden
konnen und andere Beldge (WILDBRETT, 2006).
Es handelt sich bei der Reinigung also um ein Verfahren zur Entfernung von Schmutz und
darin eingeschlossenen Mikroorganismen. Sie gilt als ausreichend, wenn Struktur und Farbe
der gereinigten Oberfldche erkennbar sind und ist auBerdem Grundvoraussetzung fiir eine
erfolgreiche anschlieBende Desinfektion (MULLER und SCHLENKER, 2007). Die
Reinigung in Lebensmittelbetrieben dient weiterhin im wesentlichen dem Erreichen folgender
Ziele:

» Erfiillung &sthetischer, hygienischer und sensorischer Anspriiche des Verbrauchers

* Verbesserung der Wirksamkeit der nachfolgenden Desinfektion

* Beseitigung von Lebensmittelresten, welche eine Nahrungsquelle fiir

Mikroorganismen oder Schidlinge bilden
* Schutz der Lebensmittel vor Qualititseinbulen durch chemische Verdnderungen
* FErhaltung der Funktionalitidt und Verldngerung der Nutzungsdauer von Anlagen und
Einrichtungen (Korrosionsschutz) (WILDBRETT, 2006).

Die Wirkung jeglicher Reinigungsverfahren ist im Grunde von vier Faktoren abhéngig:

* Chemie

e Temperatur

o Zeit

* Mechanik.
Der Wirkzusammenhang dieser Faktoren wird hiufig in Form des sogenannten Sinner'schen
Kreises dargestellt, dessen Aufteilung sich je nach Einwirkung der einzelnen Komponenten
verschieben kann (s. Abb. 3 und 4). So wird sich beispielsweise bei Einwirkung hoher
mechanischer Krifte die bendtigte Reinigungszeit verkiirzen, wihrend hingegen durch den
Einsatz hoherer Wirkstoffkonzentration und langerer Einwirkzeit die bendtigte
Anwendungstemperatur und die mechanischen Krifte reduziert werden konnen

(LINDEMANN, 2008).
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Chemie Temperatur

Zeit Mechanik

Abbildung 3: Sinner'scher Kreis (n. LINDEMANN, 2008)

Chemie Temperatur Chemie

Mechanik

Abbildung 4: Sinner'scher Kreis bei Variation einzelner Faktoren (nach LINDEMANN,
2008)

Dabei bezieht sich dieser Wirkzusammenhang im Grunde nur auf das Reinigungsverfahren
und das ausgewihlte Reinigungsmittel. Weitere wichtige Variablen, die wiederum den
Einfluss der im Sinner'schen Kreis genannten Faktoren bestimmen, sind Art, Zustand und
Menge der Verschmutzung sowie Gestalt, Rauhigkeit und Material des zu reinigenden
Objektes. Bei der Beurteilung der Verschmutzung sind neben der PartikelgroBe und
Schmutzmenge vor allem Konsistenz und Verhalten gegeniiber Wasser und Losungsmitteln

zu beachten, aber auch mogliche Substanz-Kombinationen und stoffliche Veridnderungen, wie
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z.B. Austrocknung und Anhaftung. Ein weiterer bedeutender Aspekt ist die Zuginglichkeit
der verschmutzten Bereiche, welche vor allem innerhalb von Rohrleitungen und Apparaten

erschwert oder gar nicht vorhanden sein kann (DURR und WILDBRETT, 2006).

Bei der Desinfektion handelt es sich laut Definition der DIN 10516 (2001) um ein "Verfahren
zur Abtotung von Mikroorganismen auf ein Niveau, das weder gesundheitlich bedenklich ist
noch die Qualitidt der Lebensmittel beeintréchtigt". Weitere wichtige Ziele der Desinfektion
sind:

1. Ausschopfung der Nahrungsressourcen im Sinne des Vorratsschutzes

2. Schutz vor Storungen bei mikrobiellen Produktionsverfahren, z.B. Gérung

3. Schutz gegen mikrobiell bedingte Qualititsminderung und Verderb

4. Absicherung des Mindesthaltbarkeitsdatums (WILDBRETT, 2006).

Die Desinfektion kann durch physikalische, biologische oder chemische Verfahren erzielt
werden. Biologische Verfahren zur Keimabtotung, wie z. B. die Kompostierung, spielen im
Hinblick auf Oberflichen und Gegenstinde keine Rolle. Zu den physikalischen Verfahren
gehort beispielsweise die Sterilisation durch HeiBluft (140-180°C), welche bei chirurgischen
Instrumenten und Glaswaren in der mikrobiologischen Diagnostik Anwendung findet. Auch
die Bestrahlung, z.B. mit ultraviolettem Licht, aber auch mit ionisierender Strahlung wie
Gamma- oder Rontgenstrahlen, stellt eine physikalische Methode dar. Die chemische
Desinfektion ist im Lebensmittelbereich das Mittel der Wahl. Die hierbei verwendeten
Desinfektionsmittel sollten ein breites Wirkspektrum oder aber eine hohe selektive Wirkung
gegen bestimmte Mikroorganismen aufweisen, schnell, irreversibel und milieu-unabhidngig
wirken und dabei unschidlich fiir Mensch und Material sein (MULLER und SCHLENKER,
2007). Hervorzuheben ist, dass der Erfolg einer DesinfektionsmaBnahme neben der
Wirkstoff- bzw. Verfahrensauswahl und der Beachtung der anwendungstechnischen
Parameter vor allem von einer vorausgegangenen wirkungsvollen Reinigung bestimmt wird

(KIRST und SCHMIDT, 2006).

2.2.2 Reinigungsmittel

Eine effektive Reinigung kann nur durch die Auswahl eines geeigneten chemischen
Reinigungsmittels, welches in der Regel in Wasser gelost verwendet wird, erzielt werden.
Diese Mittel sollten daher rasch und vollstindig in Wasser 16slich sein und ein gutes
Benetzungsvermogen fiir die zu reinigenden Materialen aufweisen. Desweiteren sollten

spezifische, auf die Art der Verschmutzungen abgestimmte Eigenschaften vorhanden sein,
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wie z.B. die Emulgierfahigkeit von Fetten und eine schnelle Anquellung und Ablosung bei
angetrockneten Lebensmittelresten. Aulerdem sollte bei der Auswahl des Mittels auf eine
gute Materialvertriaglichkeit, restlose Abspiilbarkeit und gesundheitliche wie Gkologische
Vertriglichkeit geachtet werden (GUTHY, 2006).

Reinigungsmittel konnen anhand ihres pH-Wertes, aber auch gemif ihrer vorherrschenden
Inhaltsstoffe charakterisiert werden. Meist enthalten sie eine Mischung aus verschiedenen
Chemikalien, z.B. Wasser, oberflichenaktive Substanzen, anorganische Alkalien,
anorganische oder organische Séduren sowie Komplexbildner zur Wasserenthidrtung. Man
unterscheidet grob zwischen alkalischen (pH 10-14), neutralen (pH 6-8) und sauren (pH 0-4)
Reinigern. Alkalische Reinigungsmittel sind vor allem zur Entfernung von organischen
Verschmutzungen geeignet. So besitzen Laugen vorrangig die Fahigkeit, denaturierte Proteine
aufzuquellen und abzulosen. Saure Reiniger werden hauptsichlich zur Entfernung
mineralischer Ablagerungen, wie z.B. Kalk verwendet. Man unterscheidet zwischen
anorganischen und organischen Séduren. Bei der sauren Reaktion werden in wissriger Losung
Wasserstoffionen abgespalten, das heifit die Sdure dissoziiert und 16st dabei die Ablagerungen
von der Oberfliche. Neutrale Reinigungsmittel weisen eine vergleichsweise schwache
Reinigungswirkung auf und werden daher haufig mit Tensiden versetzt. Tenside senken die
Oberflichenspannung des Wassers herab und ermoglichen dadurch ein Eindringen der
Reinigungslosung in schwer zugingliche Bereiche und enge Spalten im Produktionsbereich,
um dort Lebensmittelreste abzulosen. Durch die sogenannte Micellbildung erhidlt ein
tensidhaltiger Reiniger die Eigenschaft, Fette zu emulgieren. Auch Schaumbildung durch die
Einarbeitung von Luft in die Reinigungslosung ist ein typischer Effekt bestimmter Tenside,
der einen hohen praktischen Nutzen fiir den Reinigungsprozess aufweisen kann (GUTHY,
2006).

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die grundsitzliche Eignung
verschiedener Reinigungsmitteltypen fiir spezifische Verschmutzungen (MEYER, 2007).
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Tabelle 2: Eignung bestimmter Reinigertypen bzw. deren Inhaltsstoffen zur Entfernung
verschiedener Schmutzarten (MEYER, 2007)

Schmutzart Protein Glucane Pig- Mine- Hydro- Stirke Tannine Pectine Fette

Reinigertyp mente ralien phobes

alkalisch + - - - - 0 0 0 0
sauer 0 - 0 + - + - - -
Tenside 0 0 + - + 0 - 0 +
Dispersionsmittel 0 0 + 0 0 0 0 0
Komplexbildner 0 0 + + 0 0 0 0 0
Enzyme + + - - - + - + +
Oxidationsmittel + + - - 0 + + + 0

+ = bevorzugte Losung, 0 = mogliche Losung, - = ungeeignet

2.2.3 Desinfektionsmittel

Bei der Wahl des richtigen Desinfektionsmittels ist vor allem auf die Wirksamkeit fiir den
geplanten Anwendungsbereich zu achten. Hierbei sind die Angaben der Hersteller, aber auch
die Beurteilung durch unabhingige Experten von Nutzen. In Deutschland ist im
Lebensmittelbereich vor allem die Liste der Deutschen Veterindrmedizinischen Gesellschaft
(DVG) zu nennen. Desweiteren gibt es Desinfektionsmittellisten der Deutschen
Landwirtschaftlichen Gesellschaft (DLG) fiir die Milchgewinnung und -verarbeitung und die
Liste der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM), welche sich
hauptsidchlich dem medizinischen Bereich widmet. Auf europdischer Ebene veroffentlicht das
europdische ~ Normungskomitee =~ CEN  Normen zur Wirksamkeitspriifung  von
Desinfektionsmitteln (MEYER, 2007).

Die gingigen Desinfektionsmittel lassen sich in folgende Wirkstoffklassen -einteilen:

Halogene, Peroxide, Tenside und spezielle Alkohole und Aldehyde.
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Tabelle 3: Wirkstoffklassen, hiufigste Wirkstoffe und Wirkprinzipien giingiger

Desinfektionsmittel
Wirkstoffklasse Wirkstoffe Wirkprinzip und Eigenschaften
Halogene Chlor e starke Oxidationsmittel
Chlordioxid e  breites Wirkspektrum
Aktivchlor ¢ Korrrosionsfoérdernd
Jod
Jodophore
Peroxide Wasserstoffperoxid *  Oxidationsmittel
Peressigsiure e breites Wirkspektrum
* Korrosionsfordernd
Tenside Quarternire ¢ Bakteriozidie durch
Ammoniumverbindungen Zellwandschadigung
(QAV) ¢ lange Haltbarkeit
Amphotenside * Anfillig fiir
Wechselwirkungen
* erhohte Riickstande moglich
Alkohole Propanol *  Proteindenaturierung
Ethanol ¢ Austrocknung
e Fettlosend
Aldehyde Formaldehyd * hohe Wirksamkeit bei
Restverschmutzungen

Zu den Halogenen und ihren Verbindungen gehoren unter anderem Chlor, Chlordioxid und
Aktivchlor abspaltende Mittel sowie Jod und Jodophore. Diese Halogene besitzen die
Fiahigkeit, als starke Oxidationsmittel organische Substanzen anzugreifen und zu zerstoren.
Sie besitzen dadurch ein breites Wirkspektrum. Nachteile der starken oxidativen Wirkung
sind ein erhohtes Korrosionsrisiko und eingeschrinkte Lagerungsfihigkeit. Ein héufig
eingesetztes Peroxid ist Wasserstoffperoxid; weiterhin sind hier organische Persduren, wie die
Peressigsidure, zu nennen. Die Eigenschaften dieser Wirkstoffklasse sind denen der Halogene
dhnlich, sie entfalten ihre abtotende Wirkung ebenfalls vorwiegend durch ihr
Oxidationspotenzial mit den genannten damit einhergehenden Vor- und Nachteilen. Zu den
Tensiden gehoren die quaterndren Ammoniumverbindungen (QAV) und Amphotenside. QAV
sind organisch substituierte Stickstoffverbindungen mit einem léngerkettigen Alkylrest aus

mindestens acht Kohlenstoffatomen. Die desinfizierende Wirkung erhalten sie durch ihre
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kationische Ladung, mit der sie die Zellwand der Mikroorganismen angreifen und so deren
Abtotung erwirken. Sie weisen demnach eine starke bakterizide Wirkung auf und sind durch
ihre Stabilitdt sehr lange haltbar. Allerdings kann ihre Wirksamkeit durch die Anwesenheit
von bestimmten anorganischen und organischen Stoffen herabgesetzt werden. Desweiteren
wird das allgemeine Riickstandsverhalten der QAV ungiinstig bewertet. Die Wirkung der
Amphotenside ist mit der der QAV vergleichbar, allerdings wird ihre Wirksamkeit durch den
pH-Wert beeinflusst und ist optimal im neutralen Bereich. Alkohol wirkt denaturierend,
austrocknend und fettldsend und kommt vor allem zur Hindedesinfektion zum Einsatz.
Verwendet werden hauptsichlich Propanol und Ethanol. Die grof3te Bedeutung unter den
Aldehyden kommt im Lebensmittelbereich dem Formaldehyd zu. Diese Wirkstoffklasse weist
eine hohe Wirksamkeit auch in Gegenwart von Restverschmutzungen auf (KIRST und
SCHMIDT, 2006).

Die am haufigsten vertretenen Wirkstoftklassen unter den empfohlenen Desinfektionsmitteln
fir den Lebensmittelbereich sind die QAV und die Alkohole. In der nachfolgenden
Abbildung ist der Anteil der verschiedenen Desinfektionsmittelgruppen an den von der DVG
empfohlenen Produkten dargestellt. Die DVG weist darauf hin, dass die tatséchliche
Wirksamkeit der Desinfektion regelmidflig vom Anwender iiberpriift werden sollte, da diese
unter Feldbedingungen durch Faktoren wie Wasserhirte, Temperatur, Restverschmutzungen
oder resistente Keime beeinflusst werden kann (8. DVG-Liste fiir den Lebensmittelbereich,

2015).
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& Anteil in Prozent
60 1 54,3%
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Abbildung 5: Prozentualer Anteil der Wirkstoffklassen an den Produkten der DVG-
Liste (Lebensmittelbereich, Stand 2015)

2.2.4 Desinfektionsreiniger

Eine besondere Gruppe von Reinigungs- bzw. Desinfektionsmitteln stellen die sogenannten
Desinfektionsreiniger dar. Es handelt sich um kombinierte Préiparate, die zunichst eine
waschaktive Wirkung haben, an die sich eine antimikrobiell wirksame Phase anschlief3t.
Hierbei ist verstirkt auf die korrekte Anwendung, vor allem in Bezug auf die vorhandenen
Verschmutzungen, zu achten. Der pH-Wert bestimmt hier vorrangig die Wirksamkeit der
Reinigung, wobei die Desinfektionsmittelkomponente auf diesen pH-Bereich abgestimmt
werden muss (KIRST und SCHMIDT, 2006). Diese kombinierten Reinigungs- und
Desinfektionsmittel sind, wie alleinige Desinfektionsmittel auch, in der Priifliste der
Deutschen Veterindrmedizinischen Gesellschaft zu finden, allerdings bezieht sich das
Priifergebnis ausschlieBlich auf die mikrobiozide Wirkung der Desinfektionskomponente,
welche unter Laborbedingungen mit Testkeimen gepriift wird (8. DVG-Liste fiir den
Lebensmittelbereich, 2015). Diese bestitigte Wirksamkeit kann also, obwohl der Test der
DVG erhohte Belastung in Form von Schmutz, Eiwei und Fett mit einbezieht, durch
fehlerhafte Anwendung im Lebensmittelbetrieb deutlich eingeschridnkt sein (HANEKE und
REUTER, 1992). Grundsitzlich gibt die klassische Trennung von griindlicher Reinigung und
anschlieBender Desinfektion mehr Sicherheit in Bezug auf die Desinfektionswirksamkeit

(KIRST und SCHMIDT, 2006).
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2.2.5 Praxis der Reinigung in Lebensmittelbetrieben

Das Ziel jeder Reinigung ist es, eine Oberfliche von anhaftenden Kontaminationen zu
befreien. Dazu gehoren neben Verunreinigungen und Schmutz auch Riickstinde der
vorangegangenen Produktion, Mikroorganismen und Biofilme, Abriebpartikel und
Korrosionsprodukte, aber auch Riickstinde von Reinigungs- und Desinfektionsmitteln
(GRASSHOFF, 2006). Wie bereits erwihnt, haben bei der Auswahl der Reinigungsmethode
die Art der Verschmutzung, die Beschaffenheit der zu reinigenden Oberfliche und die
Zuginglichkeit der Reinigungsbereiche groBe Bedeutung (DURR und WILDBRETT, 2006;
GRASSHOFF, 2006; REUTER, 1994). Den Abschluss jeder Reinigung bildet das
Nachspiilen mit sauberem, mikrobiologisch einwandfreiem Wasser, um Reste von
Reinigungs- und Desinfektionsmitteln zu entfernen (THOR und LONCIN, 1978).

Abhingig von der Art der Anlagen kann grundsitzlich zwischen offenen und geschlossenen
Reinigungsverfahren unterschieden werden. Die offene Reinigung kommt bei allen frei
zuginglichen Oberflichen, wie z.B. Arbeitstischen oder offenen Behéltern zum Einsatz.
Dieses Verfahren macht somit in vielen Bereichen der Lebensmittelwirtschaft, wie z.B. in der
Fleischverarbeitung, den Hauptteil der Reinigung aus. Es handelt sich um eine manuelle
Tatigkeit, so dass der Erfolg abhingig von der korrekten Durchfithrung durch das
Reinigungspersonal ist. Als Hilfsmittel kommen Reinigungsgerite zum Einsatz, die die
Reinigungslosung unter Druck auf die Oberflichen aufbringen. Dabei wird oft die
Schaumbildung der Reiniger zur besseren Anhaftung auf den Oberflichen genutzt (THOR
und LONCIN, 1978). GRASSHOF unterscheidet bei den offenen Reinigungsverfahren
zwischen der manuellen Reinigung, der Druckstrahlreinigung, der Schaumreinigung und der
Hochdruckreinigung. Bei der manuellen Reinigung kommen Biirsten, Schrubber oder
Wischtiicher zum Einsatz, diese Reinigungsutensilien konnen durch die mogliche
Kontamination durch Mikroorganismen ein hohes hygienisches Risiko darstellen
(GRASSHOFF, 2006). Hier ist der menschliche Faktor absolut erfolgsbestimmend. Daher
sollte diese Art der Reinigung auf ein Mindestmaf} beschriankt und immer in Verbindung mit
einer nachfolgenden Desinfektion angewandt werden (AUERSWALD, 1996). Die
Druckstrahlreinigung erfolgt hdufig allein mit Wasser als Vorstufe einer nachfolgenden
Schaumreinigung, um grobe Verschmutzungen mechanisch zu 16sen. Hier kommt ein
gerichteter Spriihstrahl mit 20 bis maximal 40 bar zum Einsatz, ein Druckbereich, in dem
keine Aerosolbildung und damit auch keine unerwiinschte Kontamination benachbarter
Fldchen stattfindet. Bei der Schaumreinigung werden vorgespiilte Flichen mit einem diinnen,

haftenden Schaumfilm belegt und nach einer Einwirkzeit von 10 bis 20 Minuten abgespiilt.
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Vorteilhaft ist dies vor allem an senkrechten Fldchen, da hierdurch eine bessere Haftung des
Reinigers an der verschmutzten Fliche gegeben ist. Die Hochdruckreinigung nutzt
hauptsédchlich mechanische Effekte und wird mit Arbeitsdriicken zwischen 40 und 130 bar
durchgefiihrt. Wichtig hierbei ist die korrekte Handhabung der Diise, vor allem der richtige
Abstand zur Oberfliche und der Aufprallwinkel, da ansonsten nicht die gewiinschte
Reinigungswirkung erzielt wird und es zur Bildung von Aerosolen kommen kann

(GRASSHOFF, 2006).

Tabelle 4: Vergleich der Reinigungsverfahren in der Fleischverarbeitung (nach
REUTER, 1994)

Hochdruck Niederdruck Schaumreinigung
Druck (bar) 40-60 15-20 5-6
Zeit (min) 20-30 10-15
Temperatur (C°) 50-53 Raumtemperatur

(beim Auftreffen fettlosend, nicht proteindenaturierend)
Diisenabstand (mm) 10-20 50-100
Mengen (1/100m?) 200-600 20
Aerosolbildung und . .
ja nein

Riickspritzen
EiweiBkoagulation moglich nein
Mechanische Schiden ja nein

Die geschlossene Reinigung, auch als Cleaning in Place (CIP) bezeichnet, wird bei
zusammenhéngenden, von auflen unzugénglichen Anlagen aus Rohrleitungen, Maschinen und
Tanks eingesetzt. Die Reinigungs- und anschliefSend auch die Desinfektionsmittel werden aus
eigenen Tanks durch die Anlage befordert. Kritische Bereiche entstehen durch starke
Verdnderungen des Rohrdurchmessers, Umlenkungen von Leitungen, Totrohre und an
Hiahnen und Ventilen, hier kann es zu Beeintrichtigungen der Reinigungsleistung und zu
Ablagerungen kommen. Durch die Automatisierung der Reinigung besteht fiir Fehler durch
das Personal nur ein sehr geringes Risiko (THOR und LONCIN, 1978). Allerdings kann es
durch die fehlende Einsehbarkeit des Produktionsbereichs, z.B. in Rohrleitungen, zu
verbleibendem Schmutz und zur Bildung von Biofilmen kommen (DURR und WILDBRETT,
2006).
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2.2.6 Fehlerquellen bei der Reinigung und Desinfektion

Vor allem bei der manuellen, offenen Reinigung kann es zu Fehlern und damit zu einer
mangelhaften  Reinigungswirkung kommen (AUERSWALD, 1996). Neben der
Zuverlassigkeit des Reinigungspersonals spielt hier auch die mogliche Verunreinigung durch
die verwendeten Reinigungsutensilien, wie z.B. Wischlappen, Biirsten und Schrubber, eine
wichtige Rolle. Diese werden schnell von Mikroorganismen besiedelt und bewirken so bei
mehrfacher oder nicht fachgerechter Benutzung eine Kontamination der zu reinigenden
Fliachen (TEBBUTT, 1988; FRIES, 2002).

Ein Faktor, der indirekt den Reinigungserfolg beeinflussen kann, ist die Beschaffenheit der
Oberfldchen der Produktionsbereiche. Hierbei spielen die Rauheit und die Benetzbarkeit, aber
auch die Korrosions- und Abriebbestindigkeit eine wichtige Rolle. Vor allem durch
Korrosion in produktberithrenden Bereichen konnen Hygiene und Haltbarkeit des
Lebensmittels beeintriachtigt werden (BOBE und WILDBRETT, 2006).

Die Korrosionsbestidndigkeit der Oberflachen und der Maschinen spielt, neben der Art und
Menge der Verschmutzungen, auch eine wichtige Rolle bei der Auswahl des richtigen
Reinigungs- und gegebenenfalls Desinfektionsmittels. Auch hier muss zur Fehlervermeidung
von Betrieb zu Betrieb unterschiedlich entschieden werden. Nicht nur das richtige Mittel ist
von Bedeutung, sondern auch die geeignete Konzentration und Temperatur (REUTER, 1994).
So entstehen viele Anwendungsfehler bei der Reinigung durch unsachgemifle Verinderung
der Faktoren des Sinner'schen Kreises (Chemie, Temperatur, Zeit und Mechanik). Bei allen
konfektionierten  Reinigungsmitteln ist auf die vom  Hersteller angegebene
Anwendungskonzentration und Temperaturempfehlung zu achten. Hohere Konzentrationen
bewirken meist keine Verbesserung der Reinigungswirkung. Die Reinigung mit zu hoher
Temperatur kann durchaus negative Effekte haben, z.B. kann es zur Denaturierung von
Proteinen kommen, die dadurch schwieriger zu entfernen sind. Bei enzymbhaltigen
Reinigungsmitteln werden die Enzyme durch Hitze geschiddigt und die Reinigungswirkung ist
eingeschrinkt (DURR und WILDBRETT, 2006). Bei der Konzentration muss zwischen der
individuell benotigten Menge zur optimalen Schmutzentfernung und damit auch der
Minimierung der vorhandenen Mikroorganismen und der Schiddigung der Gerite und
Oberflichen durch mogliche Korrosion abgewogen werden (REUTER, 1994). Auch die
Problematik eventueller Riickstinde von Reinigungs- und Desinfektionsmitteln im fertigen
Produkt muss bedacht werden. Hier spielt nicht allein die Konzentration des
Reinigungsmittels, sondern auch das effektive Nachspiilen der Oberfldchen eine bedeutende

Rolle (THOR und LONCIN, 1978; SCHMIDT, 1989). Griindliches Nachspiilen kann
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zusitzlich die Reduktion vorhandener Mikroorganismen durch die Reinigung verstirken
(SCHMIDT, 1989; COGAN et al, 2002), so dass ausbleibendes oder mangelhaftes
Nachspiilen eine weitere Fehlerquelle darstellen kann.

Der Zeitpunkt der Reinigung ist ebenfalls von Bedeutung fiir den Reinigungserfolg, da sich
die Beschaffenheit des Schmutzes mit der Zeit verdndert. Wenn Schmutz austrocknet und es
zu Krustenbildung kommt, ist die Entfernung erschwert. Daher sollte die Reinigung
bestenfalls sofort nach Produktionsende einsetzen. Probleme ergeben sich hier vor allem bei
ungeplanten Stillstandzeiten oder Produkten mit saisonaler Verarbeitung (THOR und
LONCIN, 1978; DURR und WILDBRETT, 2006).

Ein grundsitzlicher Fehler ist der Versuch der Desinfektion ohne vorhergehende Reinigung
der Fliachen. Neben allen anwendungstechnischen Parametern ist vor allem die griindliche
Reinigung ausschlaggebend fiir den Erfolg der Desinfektionsmainahmen (KIRST und
SCHMIDT, 2006).

2.2.7 Bedeutung fiir die Lebensmittelsicherheit

Die Verantwortung fiir die Sicherheit der in Verkehr gebrachten Lebensmittel liegt, wie
bereits mehrfach erwihnt, beim Lebensmittelunternehmer (VO (EG) Nr. 852/2004 Kap. I Art.
1 Abs. 1 a). Dies ist in der Regel der Hersteller. Durch den weitreichenden Vertrieb von
Produkten, aber auch bei der Verpflegung groler Menschengruppen durch GroBkiichen, z.B.
in Kantinen oder Pflegeheimen, nimmt diese Verantwortung immer mehr zu, da Fehler im
Bereich der Basishygiene hier zu lebensmittelbedingten Krankheitsausbriichen mit grofien
AusmalBen fithren konnen (EISGRUBER, 1995). Zudem gibt es einen weltweiten Anstieg
lebensmittelbedingter Infektionen und Intoxikationen zu verzeichnen, hdufig in Verbindung
mit sogenannten Lebensmittelskandalen (WEBER, 2010a).

Der Schutz der Verbraucher durch die Herstellung eines sicheren Lebensmittels ist das
gemeinsame Ziel aller HygienemaBnahmen; das Risiko von Gesundheitsschiadigungen durch
Gefahren soll minimiert werden. Die Definition fiir den Begriff "Gefahr" findet sich in der
Verordnung (EG) Nr. 178/2002: "Ein biologisches, chemisches oder physikalisches Agens in
einem Lebensmittel oder Futtermittel oder einen Zustand eines Lebensmittels oder
Futtermittels, der eine Gesundheitsbeeintrachtigung verursachen kann" (VO (EG) Nr.
178/2002 Kap. I Art. 3 Abs. 14).

Neben der Entstehung solcher Gefahren durch Kontamination in der Primérproduktion, durch
Verpackungsstoffe, ~Maschinenteile oder der Kontamination durch mangelnde

Personalhygiene, spielt die Kontamination der Lebensmittel aufgrund von fehlerhafter oder
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ungeniigender Reinigung (und Desinfektion) eine erhebliche Rolle (KLEER, 2007). Auch
WEBER (2010b) nennt als hdufige Ursachen fiir lebensmittelbedingte Erkrankungen unter
anderem verunreinigte Ausgangsmaterialien und unsachgemifen Umgang mit Lebensmitteln.
Bei Gesundheitsgefahren, die von Lebensmitteln ausgehen, kann zwischen biologischen,
physikalischen und chemischen Gefahren unterschieden werden. Produkt- und
produktionsspezifische Gefahren werden im Rahmen der Erstellung eines HACCP-Konzeptes

erfasst (UNTERMANN und DURA, 1996).

Tabelle 5: Uberblick iiber Gefahren in Lebensmitteln

e pathogene Mikroorganismen (z.B. Salmonella enterica
subsp. enterica; Listeria monocytogenes; Campylobacter
Jjejuni) (GANZLE, 2010)

¢ mikrobielle Toxine, Mykotoxine (GEISEN, 2010)

Biologische Gefahren
e Viren (z.B. Hepatitis A-Virus, Norovirus, Rotavirus)
(BECKER und JOHNE, 2010)
e Parasiten (z.B. Trichinella spiralis, Toxoplasma gondii)
(SEIDLER, 2010)
o * Fremdkorper (z.B. Maschinen- und Verpackungsteile,
Physikalische Gefahren
Glassplitter; Steine) (RAEUBER, 2007)
* Riickstinde (z.B. von Pflanzenschutzmitteln,
Tierarzneimitteln) (BLUTHGEN, 2007; KROKER,
2007)
Chemische Gefahren * Allergene (RAEUBER, 2007)

* Kontaminanten (z. B. Reste von Reinigungs- und
Desinfektionsmitteln; Rodentizide; Insektizide)

(ARVANITOYANNIS, 2009)

2.3 Kontrolle des Reinigungs- und Desinfektionserfolges

Wie in der EG-Verordnung Nr. 852/2004 gefordert, miissen die Lebensmittelunternehmer
eigenverantwortlich die Einhaltung der Hygienevorschriften sicherstellen (VO (EG) Nr.
852/2004 Kap. II Art. 3). Die Kontrolle des Reinigungs- und Desinfektionserfolgs dient ihnen
zur Uberpriifung der Basishygiene im Sinne der guten Hygienepraxis. Zudem sollen

Eigenkontrollsysteme nach dem  Vorbild des HACCP-Konzepts von den



Literaturiibersicht 27

Lebensmittelunternehmern in ihren Betrieben eingerichtet werden (VO (EG) Nr. 852/2004
Kap. II Art. 5 Abs. 1). Diese beinhalten unter bestimmten Umstinden auch die
Prozesskontrolle der Reinigung und ggf. Desinfektion von Oberflichen, Maschinen und
Arbeitsgerdten. Denn handelt es sich bei den verarbeiteten Produkten um leicht verderbliche
Lebensmittel oder werden sie nach der Verarbeitung nicht erhitzt, so kann die Kontrolle der
Reinigung und Desinfektion auch einen echten CCP im Sinne des HACCP Konzeptes
darstellen (WILDBRETT und KROWAS, 2006).

Die einfachste und grundlegendste Kontrollmethode ist die visuelle Uberpriifung der
gereinigten Flichen (DURA, 2000; TEBUTT, 2006; WILDBRETT und KROWAS, 2006).
Diese kann durch verschiedene Tests erginzt werden, welche direkt im Anschluss an die
Reinigung eine Aussage iiber deren Wirksamkeit erlauben. Im Folgenden werden einige

dieser sogenannten Schnelltests vorgestellt.

2.3.1 Schnelltests

Schnelltests erlauben je nach Testprinzip Aussagen iiber Schmutzreste, wie z.B. Protein,
Stiarke und Fett, oder Zellbestandteile. Durch letztere ergeben sich Riickschliisse auf
vorhandene somatische Zellen, es kann jedoch nicht zwischen Produktresten, abgetoteten und
lebenden, bzw. vermehrungsfihigen Mikroorganismen unterschieden werden (WILDBRETT
und KROWAS, 2006).

2.3.1.1 UV- Licht

Mittels UV-Licht mit einer Wellenldnge von 366 nm kann die visuelle Kontrolle unterstiitzt
werden. Unter diesem Licht sind Proteinreste als hellblau leuchtende Riickstinde erkennbar
(WILDBRETT und KROWAS, 2006).

2.3.1.2 Benetzungstest

Auch dieser Test dient der Absicherung der visuellen Kontrolle und bietet einen Hinweis auf
verbleibende Fettverschmutzungen, hier wird die Benetzbarkeit der Oberflidche beurteilt. Auf
fettfreien Oberflichen bildet klares Wasser einen geschlossenen Film, der etwa 30 bis 60
Sekunden bestehen bleibt. Sind Fettreste vorhanden, entsteht keine vollstindige Benetzung,

Stirke und Proteinreste bleiben jedoch unerkannt (WILDBRETT und KROWAS, 2006).

2.3.1.3 Farbtests
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Mithilfe verschiedener Farbstofflosungen kann man gezielt versuchen, Restverschmutzungen
sichtbar zu machen. So eignen sich zur Darstellung von Proteinresten z.B. Carbolfuchsin,
Methylenblau und die Biuret-Reaktion, fiir Stidrke kann Jodlosung verwendet werden. Auch
Fette und Ole sind anfirbbar, allerdings ist die Methode des Anfirbens mit Rhodamin B nicht
fiir alle Oberfldchen geeignet und nicht als Routinekontrolle zu empfehlen (KIERMEIER et
al., 1996).

2.3.1.4 Nachweis von NAD

Die Einsatzfahigkeit des Nachweises des Zellbestandteils Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NAD/NADH) zur Reinigungskontrolle bestitigten GOLL et al. (2003). Das Nachweisprinzip
beruht auf der enzymatischen Umsetzung von Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NAD/NADH) sowie  Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat ~ (NADP/NADPH),
vereinfacht als NAD zusammengefasst, welche als reduktive Coenzyme an verschiedene
Vorgingen des Zellstoffwechsels beteiligt sind und somit einen Hinweis auf Produktreste
liefern. Ist NAD auf der Oberfliche vorhanden, wird durch enzymatische Umsetzung ein
Farbumschlag auf einem Teststreifen ersichtlich, welcher nach 10 Minuten semiquantitativ

auswertbar ist (GOLL et al, 2003).

2.3.1.5 Nachweis von ATP mittels Biolumineszenzmessung

Der Nachweis von Adenosintriphosphat (ATP) als Zellbestandteil ist bereits ein etabliertes
Schnelltestverfahren zur Reinigungskontrolle im Bereich der Lebensmittelhygiene
(KIRCHER et al., 1996; HAWRONSKY]J, 1997). Das Verfahren der Biolumineszenz basiert
auf der Leuchtreaktion des Nordamerikanischen Glithwiirmchens. Hierbei wird Luziferin bei
Anwesenheit von ATP und Sauerstoff mithilfe des Enzyms Luziferase und Magnesium zu
Oxiluziferin, Adenosinmonophpsphat (AMP) und anorganischem Phosphat umgewandelt. Bei
dieser Reaktion entsteht messbares Licht, dessen Stirke Riickschliisse auf den ATP-Gehalt
der Probe zuldsst. Die Methode, die bereits in den 1940er Jahren beschrieben wurde, wird
mittlerweile in verschiedenartigen Schnelltestsystemen diverser Hersteller genutzt
(HAWRONSKY]J, 1997).

2.3.1.6 Proteinnachweis

Werden in einem Betrieb hauptsidchlich proteinhaltige Lebensmittel verarbeitet, so erweist
sich der Proteinnachweis als wirksame und sinnvolle Reinigungskontrolle, vor allem im

Hinblick auf den sogenannten EiweiBfehler bei einer nachfolgenden Desinfektion. Der
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Schnelltest Swab'N'Check (Fa. Konika) beispielsweise bedient sich der Biuret-Reaktion. Die
Oberfliche wird mithilfe eines Tupfers abgestrichen und in alkalische, kupferhaltige
Reagenzlosung getaucht. Durch die Bildung von Komplexverbindungen entstehen nach etwa
15-60 Minuten semiquantitativ auswertbare Farbverinderungen der Losung (KRUGER,
2001). Auch der Orion Clean Card® PRO Schnelltest basiert auf einem Proteinnachweis. Hier
wird ebenfalls eine Farbreaktion beurteilt, die auf einem mit Testreagenz versetzten Kértchen

stattfindet und bereits nach wenigen Sekunden ablesbar ist (Fa. Orion, 2009).

2.3.2 Mikrobiologische Kontrollverfahren

Die direkte mikrobiologische Untersuchung mittels Tupfer- oder Abklatschmethode liefert
eine sehr prizise Aussage zum Keimgehalt der Oberflichen in Lebensmittelbetrieben und
wird vor allem zur Kontrolle des Desinfektionserfolges herangezogen, da die Entfernung und
Abtotung der Mikroorganismen durch Desinfektion, nicht durch Reinigung erzielt wird
(WILDBRETT und KROWAS, 2006). Aber auch zur Erhebung eines Hygienestatus nach der
Reinigung ist die Erfassung der Oberflichenkeimzahlen geeignet. Die mikrobiologische
Kontrolle  mittels  Nass-Trockentupfer-Verfahren (NTT-Verfahren) stellt  eine
Referenzmethode zur Oberflichenuntersuchung dar, die standardisierte Vorgehensweise der
Methode ist in der DIN 10113 festgelegt (DRESSLER, 1997; WEBER, 2010c). Zunichst
wird die zu untersuchende Oberfliche markiert, in der Regel mithilfe einer Schablone. Diese
Fldche wird mit einem angefeuchteten Tupfer und anschliefend mit einem trockenen Tupfer
nach einem bestimmten Muster abgestrichen. Beide Tupfer werden sofort in ein dichtes
Transportgefdl verbracht. Im Labor werden die Tupfer vom Triger gekappt und gemeinsam
in sterile Verdiinnungslosung verbracht. Nach Homogenisierung der Tupfer mit der Losung
kann hieraus eine Verdiinnungsreihe erstellt werden und die Probe wird im
Tropfplattenverfahren auf Plate-Count-Agar angelegt. Die Bebriitung erfolgt aerob fiir 72 + 2
Stunden bei 30°C. Mittels der Anzahl der Kolonie-bildenden Einheiten (KbE) pro ml kann
anhand der GroBe der beprobten Fliche die Keimzahl pro cm? berechnet werden (DIN 10113
Teil 1, 1997).

Dieses Tupferverfahren kann auch in vereinfachter Form als semiquantitative Methode
angewendet werden, hierbei wird der Tupfer in Verdiinnungslosung ausgeschiittelt und diese
direkt zur Beimpfung der Agarplatten verwendet, die Erstellung einer Verdiinnungsreihe
unterbleibt. Die Anzahl der (KbE) pro ml wird nach einem Schliissel semiquantitativ

ausgewertet (DIN 10113 Teil 2, 1997).
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Der dritte Teil derselben Norm beschreibt die Untersuchung von Oberflichen mit
nihrbodenbeschichteten Entnahmevorrichtungen, das sogenannte Abklatschverfahren. Als
Nihrboden dient hierzu ein Casein-Hefeextrakt-Glukose-Agar. Die Entnahmevorrichtung
wird geoffnet, die Agarfliche mit der zu untersuchenden Oberfliche durch Andriicken in
Kontakt gebracht und sofort wieder verschlossen. Anschliefend erfolgt die Bebriitung zur
Ermittlung der aeroben mesophilen Keimzahl, die Anzahl der KbE pro Platte wird ebenfalls
nach einem Schliissel semiquantitativ ausgewertet (DIN 10113 Teil 3, 1997). Kommerziell

sind diverse Vorrichtungen zur Entnahme von Tupfer- und Abklatschproben erhiltlich.

2.3.3 Vergleich verschiedener Kontrollverfahren

Es wurden in der Vergangenheit bereits zahlreiche Untersuchungen zum Vergleich von
Schnelltestmethoden mit verschiedenen Referenzmethoden durchgefiihrt. Haufig wurde die
mikrobiologische Untersuchung der Oberfldchen, oft aber auch der Nachweis von ATP
mittels Biolumineszenzmessung als Vergleichsmethode herangezogen. Einen Uberblick iiber

einige dieser Untersuchungen gibt die nachfolgende Tabelle.

Tabelle 6: Uberblick iiber vergleichende Untersuchungen verschiedener
Schnelltestmethoden
Schnelltest Vergleichstest Ergebnisse Vor- und Nachteile Referenz
ATP-Nachweis semiquantitatives  » Ubereinstimmung der * Vorteil der sofortigen OGDEN,
(Lumac Hygiene  Tupferverfahren Ergebnisse bei 84% der Verfiigbarkeit der Ergebnisse 1993
Monitoring QM Proben bei ATP-Nachweis
Kit, Lumac)  Verbesserung des
Hygienestatus in Betrieben, die
ATP-Nachweis zur
Reinigungskontrolle anwenden
ATP-Nachweis Quantitatives * Gute Korrelation « Betriebsspezifische KIRCHER
(HY-LiTE Tupferverfahren zwischen Keimzahl- und Standardisierung und etal., 1996
System, Merck) (NTT) Biolumineszenzmessung Grenzwertermittlung
* Bestitigung der vom empfehlenswert
Semiquantitatives Hersteller empfohlenen ~ * ATP-Nachweis ist einfach
Tupferverfahren Richtwerte zur durchzufithren und liefert
Auswertung der schnelle Ergebnisse
Biolumineszenzmessung « Hohe Anschaffungskosten fiir
Luminometer
 Erfasst Keime und organische
Verunreinigungen, bei
Resistenzproblemen im Betrieb
ist hingegen zusitzliche
Keimdifferenzierung
erforderlich
ATP-Nachweis NAD-Nachweis « Signifikante Korrelation ¢ nicht genannt LARSON et
(HY-LIiTE 2 (HY-RiSE Colour zwischen ATP- und al., 2003

System, Merck)

Hygiene Test
Strip)

NAD-Nachweis
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Schnelltest Vergleichstest Ergebnisse Vor- und Nachteile Referenz
« Keine signifikante
Tupferverfahren Korrelation zwischen
(Keimzahlbestim- ATP-Nachweis und
mung) Keimzahlbestimmung
ATP-Nachweis Tupferverfahren « Signifikante Korrelation ¢ ATP-Nachweis bietet schnell AYCICEK
(PD-10 zwischen beiden verfiigbare Ergebnisse und et al., 2006
Luminometer, Methoden eignet sich zu
Kikkoman) Schulungszwecken
« ATP-Nachweis ist kein Ersatz
fiir mikrobiologische
Nachweisverfahren, aber gute
Ergénzung zur
Hygienekontrolle
ATP-Nachweis Quantitatives « Keine Ubereinstimmung ~ * Trotz fehlender COSTA et
(Clean Testkit/  Tupferverfahren Ubereinstimmung ATP- al., 2006
Uni-Lite Xcel (NTT), Nachweis als erginzende
Luminometer, Bestimmung der Methode zur
Biotrace) mesophilen Hygieneiiberwachung
aeroben Keimzahl empfohlen
ATP-Nachweis Semiquantitatives ¢ Signifikante ¢ ATP-Nachweis liefert schnell TEBUTT et
(Clean-Trace®/ Tupferverfahren Ubereinstimmung Ergebnisse und eignet sich fiir al., 2006
Uni-Lite®, (NTT), zwischen aerober die Nutzung zu
Biotrace) Bestimmung von mesophiler Keimzahl Demonstrationszwecken
aerober und Ergebnissen der * Mikrobiologie erlaubt
mesophiler ATP-Messung auf differenziertere Ergebnisse, z.B.
Keimzahl und Schneidbrettern, den Nachweis pathogener
E. coli Plastikbehiltern und Mikroorganismen
Wasserhihnen
ATP-Nachweis Abklatschverfah-  « Hohe Korrelation der * ATP Methode ist geeignet fiir CAIS und
(PocketSwab Plus  ren (Envirocheck Ergebnisse beider Hygieneiiberwachung PIKUL,
Charm Science, ~ Contact DC, Methoden « Betriebseigene Grenzwerte 2008
Lawrence / Merck) miissen festgelegt werden, dafiir
FireFly ist mikrobiologische
CharmScience Untersuchung im Vorfeld
Luminometer, notwendig
Malden)
NAD-Nachweis ~ ATP-Nachweis « Ubereinstimmungsgrad ~ * Nur mittelgradige Assoziation =~ GOLL et al.,
(HY-RiSE™ (HY-LiTE® 2- bei betrieblichen beider Tests 2003
Colour Hygiene System, Merck) Reinigungskontrollen ¢ NAD-Nachweis
Test Strip, 71,6% bzw. 73,4% (abh. vergleichsweise geringe Kosten
Merck) von Auswertungszeit- « Schnell verfiigbarer, optischer
punkt des HY-RiSE Beleg zur Reinigungskontrolle
Testsystems)
NAD-Nachweis  Abklatsch- « Ubereinstimmung von « Zufriedenstellende SCHALCH
(HY-RiSE™ verfahren: NAD-Nachweis und Ubereinstimmung von NAD etal., 2003
Colour Hygiene RODAC Abklatschverfahren und RODAC
Test Strip, (Envirocheck, 79,6% bzw. 96,9%, ¢ Proteinnachweis weniger
Merck) Merck) « Ubereinstimmung von sensitiv
Proteinnachweis und ¢ Schnell verfiigbares Ergebnis
Protein-Nachweis Abklatschverfahren bei NAD- und Proteinnachweis
(Swab'N'Check, 32,3% bzw. 47,8% (abh.  « Farbliche Darstellung bietet
Konica) vom Keimzahlbereich Demonstrationsméglichkeit
der Probe)
Proteinnachweis Quantitatives * Schlechte * Proteintestsystem in dieser WEBER et
(Swab'N'Check, Tupferverfahren Ubereinstimmung Form schlecht geeignet, al., 1997
Konica) (NTT) zwischen Nachteile vor allem auf rauen
Proteinnachweis und den Oberflichen
ATP-Nachweis Vergleichsmethoden ¢ NTT- Verfahren zuverlissig
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Schnelltest

Vergleichstest

Ergebnisse

Vor- und Nachteile

Referenz

(HY-LIiTE
System, Merck)

Abklatschver-
fahren (Hygiene
Monitor System,
Transia)

und erlaubt Differenzierung
pathogener Keime
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Die Bestimmung des Oberfldchengehaltes an ATP mittels der Biolumineszenzmethode wird
von einer Vielzahl von Autoren als geeignete HygienekontrollmaBnahme angesehen
(KIRCHER et al., 1996; AYCICEK et al., 2006; TEBUTT et al., 2006; CAIS und PIKUL,
2008).

Die mikrobiologische Kontrolle wird hiufig als Referenzmethode angefiihrt, eine
Ubereinstimmung der Schnelltestmethoden mit der Oberflichenkeimzahl ist jedoch nicht
zwangsldufig gegeben, da beispielsweise mittels herkommlicher Biolumineszenzmessung
nicht zwischen somatischem und mikrobiellem ATP differenziert werden kann (COSTA et
al., 2003). Somit ist anhand der ATP-Messung keine Aussage iiber die tatsdchliche
Anwesenheit von, insbesondere pathogenen, Mikroorganismen moglich. Umgekehrt liefert
die mikrobiologische Kontrolle von sauber erscheinenden Oberflichen keinen Riickschluss
auf vorhandene Produktreste und Verschmutzungen (HAWRONSKYJ und HOLAH, 1997).
Der Nachweis von NAD wird im Vergleich mit Biolumineszenzmessung und
mikrobiologischen Untersuchungen als zuverldssig beschrieben (GOLL et al.,, 2003;
SCHALCH et al.,, 2003). Proteintests basierend auf der Biuret-Reaktion wurden
vergleichsweise schlecht bewertet (WEBER et al., 1997, SCHALCH et al., 2003).
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3 Eigene Untersuchungen
3.1 Material
3.1.1 Schnelltests

3.1.1.1 Proteinnachweis

Der Orion Clean Card® PRO ist ein Schnelltest zum Nachweis von Proteinriickstinden auf
Oberflichen. Das nach etwa 30 Sekunden auswertbare Testergebnis zeigt sich in einem
Farbumschlag auf der perforierten Oberfliche der Testkarte, dessen Intensitit eine
semiquantitative Bestimmung von Proteinriickstanden ab ca. 50 pg auf der untersuchten

Flache erlaubt.

3.1.1.2 ATP-Nachweis mittels Biolumineszenzmessung

Das HY-LIiTE® 2 System (Katalognummer 1.30100.0301, Merck, Darmstadt) beruht auf dem
Prinzip der Biolumineszenzmessung und wurde fiir die eigenen Untersuchungen als etablierte
Vergleichsmethode herangezogen (KIRCHER et al., 1996; GOLL et al., 2003). Es besteht aus
einem Probenahmetupfer, dem ,Sampling Pen* (Katalognummer 1301020021, Merck,
Darmstadt) mit Spiillosung und einer Reagenzkammer fiir das ATP-umsetzende
Luciferin/Luciferase-Enzym-Substrat-Gemisch und einem Luminometer. Die bei dieser
Reaktion emittierte Lichtmenge wird iiber einen Photomultiplier (= Luminometer) in
Relativen Lichteinheiten (Relative Light Units, RLU) mit Werten von 0 bis 99 000

angegeben.

3.1.2 Laboruntersuchungen

3.1.2.1 Oberflichen

Als Beprobungsoberflichen fiir die Kontaminationsversuche der Voruntersuchungen dienten
ein Arbeitstisch aus Edelstahl, ein Aluminiumarbeitstisch und ein Schneidbrett fiir Fleisch aus
Polyethylen. Das Schneidbrett wies geringgradige Gebrauchsspuren in Form von Einschnitten
und Kratzern auf und hatte eine raue Oberfldche. Die genannten Geritschaften befinden sich

im Technologiebereich des Instituts fiir Tierdrztliche Nahrungsmittelkunde.

3.1.2.2 Medien und Losungen
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Zur Kontamination wurde zum einen Fleischsaft in einer Verdiinnung von 1:100 eingesetzt,
was dem Anwendungsbereich des Orion Clean Card® PRO Tests entspricht, mit dem
proteinhaltige Produktriickstinde auf Oberfldchen nachgewiesen werden sollen. Zum anderen
wurde Bovines Serumalbumin (Albumin Fraktion V, Fa. Carl Roth) in 1%iger Konzentration
verwendet, u.a. als Proteinstandard und somit als Positivkontrolle fiir die Clean Card®. Als
dritte Substanz wurde steriles destilliertes Wasser eingesetzt; dieses diente als Leerwert bzw.
als Negativkontrolle.

Fiir die Funktionsiiberpriifung der beiden Testsysteme wurde ATP-Losung (1 ng/ml, Merck)
sowie Bovines Serumalbumin (Albumin Fraktion V, Fa. Carl Roth), jeweils verdiinnt mit

sterilem destillierten Wasser verwendet.

3.1.2.3 Gerdite und Labormaterialien

Fiir die Laboruntersuchungen wurden die folgenden Gerite und Labormaterialien verwendet:
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Tabelle 7: Geriite und Labormaterialien

Artikel- bzw.

Bezeichnung Typ Firma
Bestellnummer
H+P Labortechnik,
Autoklav Varioklav S00E -
Oberschleissheim
Becherglas 100 ml Duran, Wertheim -
AES Chemunex,
Stomacher Smasher 70604754
Bruchsal
Metallspatel - Roth, Karlsruhe -
Waage P1200 Mettler, Giellen 168458
Reagenzgliser 160 x 16 x 0,8-1,0 VWR, Darmstadt 212-0031
Reagenzglasstinder 2x 6;2x 12;3x 12 VWR, Darmstadt -
Messpipette 1 ml und 10 ml VWR, Darmstadt -
Druckpipette 1 ml - -
. Kisker Biotech ,
Pipettenspitzen 100-1000u1 ) A1000S-MR
Steinfurt
Pinzette - Roth, Karlsruhe -
Sterile Probenbeutel .
Meintrup DWS
(Stomacherbeutel) mit Modell GRADE ME 001015
Laborgerite, Lihden
Filter 400
HY-LiTE® ATP-
ATP-Losung Merck, Darmstadt 1.30195.005
Standard 1,0g/ml
Bovines Serumalbumin  Albumin Fraktion V Roth, Karlsruhe 8076.1
Innenkantenldnge 10 x
Kunststoffschablonen Transia, Ober-Morlen 86015-T
10 cm
Haushaltsschwiamme - - -
Aluminiumfolie 18u - Qualitt Roth, Karlsruhe 1502.1

3.1.2.4 Reinigungsmittel

Zur Reinigung der Testflichen im Vorfeld der Kontaminationsversuche wurde ein

Universalreiniger (Clean and Clever ECO 11, Fa. Igefa, Ahrensfelde) verwendet. Fiir die

Untersuchungen zur Reaktion des Proteinnachweises auf Reinigungsmittelriickstinde wurden

zusitzlich ein saurer, anorganischer (Schaumreiniger sauer, Fa. Ernst, Kamen) und ein

alkalischer (Pulsar Gastro Speed, Fa. Tana Chemie, Mainz) Reiniger ausgewihlt, um die

gédngigen, in Lebensmittelbetrieben verwendeten Reinigungsmittel abzudecken.
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Tabelle 8: Ubersicht zu verwendeten Reinigungsmitteln

Artikel- bzw.

Reinigungsmittel ph-Wert Firma
Bestellnummer
Schaumreiniger sauer 1 Ernst GmbH, Kamen 3010150212
Clean and Clever Igefa Handels GmbH,
5-7 2069300
ECO11 Ahrensfelde
Tana Chemie GmbH,
Pulsar Gastro Speed ca. 13 ) 0708676
Mainz

3.1.3 Feldversuche

Fir die Untersuchungen unter Feldbedingungen  wurden  insgesamt neun
lebensmittelverarbeitende Betriebe unterschiedlicher Art ausgewihlt. Es handelte sich um
zwei Kisereien, zwei Metzgereien, einen Zerlegebetrieb, einen DonerspieBhersteller, zwei
Grofkiichen und eine Backstube. Alle teilnehmenden Unternehmen fiithren die Reinigung
nach standardisierten Reinigungsplinen durch; bei einem GroBteil der Betriebe wird der
Reinigungsplan durch den Hersteller der verwendeten Reinigungsmittel vorgegeben. Die
Reinigung erfolgt in allen Betrieben durch das eigene Personal.

Als Probeentnahmestellen wurden solche Fldchen gewihlt, die mit Lebensmitteln oder
Bedarfsgegenstinden in Beriihrung kommen konnen und somit relevant fiir die Hygiene und
die Sicherheit der produzierten Lebensmittel sind (DRESSLER, 1997). Desweiteren wurden
auch Stellen beriicksichtigt, die im Bereich der Héndehygiene von Bedeutung sind, z.B.

Wasserhdhne oder Tiirgriffe.

3.1.3.1 Betriebe

Als Teilnehmer fiir die Feldversuche konnten Betriebe aus verschiedenen Bereichen der
Lebensmittelverarbeitung gewonnen werden. Zur Uberpriifung der Anwendbarkeit des
Proteinnachweises wurden vorrangig Fleisch- und Milchprodukt - verarbeitende Betriebe

ausgewdhlt.

Betrieb A ist eine Kiserei, die Sauermilchkése in modernisierten Produktionsrdumen und mit
deutschlandweiten Vertriebsrahmen herstellt.
Bei Betrieb B handelt es sich ebenfalls um eine Sauermilchkiserei mit traditioneller

Herstellung.
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In Betrieb C, der GroBkiiche eines Pflegeheims, werden Meniis fiir ca. 100 Personen
hergestellt.

Betrieb D ist ein Zerlegebetrieb mit EU-Zulassung, angegliedert an einen Schlachthof fiir
Schweine, Rinder, Schafe und Pferde.

Bei Betrieb E handelt es sich um einen Donerspie3hersteller.

Betrieb F die zweite GroBkiiche, versorgt eine grofere Personenanzahl, darunter auch
Personen, die den sogenannten Risikogruppen angehéren.

Bei Betrieb G handelt es sich um eine kleine Metzgerei ohne eigene Schlachtung.

Betrieb H, ebenfalls eine Metzgerei, verfiigt iiber einen groBeren Produktionsbereich mit
Schlachtraum, in dem Rinder und Schweine geschlachtet werden.

In Betrieb I, der Backstube, werden Backwaren fiir tiber 20 Filialen produziert.

In der nachfolgenden Tabelle sind die teilnehmenden Betriebe mit ihren jeweiligen

Reinigungsmethoden und Besonderheiten aufgelistet.
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Tabelle 9: Ubersicht iiber teilnehmende Betriebe
Betrieb  Betriebsart Reinigungsmethode Reiniger Besonderheiten
A Kiserei fiir Produktionstiglich O-Vel 350 Probenahme nur
Sauermilchkése manuelle offene (Horpovel) aufBerhalb der
Reinigung, wochentliche Betriebszeiten
Desinfektion moglich, 24 h nach
letzter Reinigung
B Kiserei fiir Produktionstiglich Separatorenrei- Probenahme nur
Sauermilchkise manuelle offene niger (Wigol) auBlerhalb der
Reinigung Betriebszeiten
moglich, 24 h nach
letzter Reinigung
C GroBkiiche Mehrmals téglich Assert Lemon Probenahme im
Pflegeheim manuelle Reinigung der  (Ecolab) laufenden Betrieb
verschiedenen in gereinigten
Arbeitsbereiche Bereichen
D EU- Produktionstigliche Vitrino 620/FT- ~ Wachentlicher
Zerlegungsbetrieb Hochdruckreinigung, 45 SR (saurer Wechsel von
Schlachthof wochentlicher Wechsel ~ Reiniger) / saurem und
des Reinigungsmittels Vitrino 650/FT-  alkalischem
45 SR Reiniger,
(alkalischer Probenahme direkt
Reiniger) im Anschluss an
Reinigung moglich
E Donerspiefher- Produktionstigliche Schaumreiniger ~ Probenahme direkt
steller Hochdruckreinigung sauer (Ernst) im Anschluss an
Reinigung
F GroBkiiche mit Mehrmals téglich caraform Probenahme nach
Verpflegung von Reinigung aller universal Produktionsende,
Risikogruppen Arbeitsbereiche mit (neodisher) nach Absprache
anschlieBender wurde auf den
Desinfektion Probefldchen auf
(Wischdesinfektion der Desinfektion
Oberfldchen) verzichtet
G Metzgerei ohne Téglich manuelle offene  Pril (Henkel) Probenahme im
Schlachtung Reinigung im Produktions- und
Produktions- und Verkaufsbereich
Verkaufsbereich moglich
H Metzgerei mit Hochdruckreinigung Klares Wasser Probenahme nur
eigner Schlachtung  nach Produktionsende im Produktions-
bereich moglich
1 Backstube fiir 20 Manuelle offene Je nach Probenahme im
Filialen Reinigung jeweils nach  Arbeitsbereich laufenden Betrieb
Benutzung des Altec L45 auf gereinigten
Arbeitsbereiches Fettloser (Neutec  Flichen

Chemie) oder
klares, warmes
Wasser
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3.2 Methoden
3.2.1 Probenahmetechnik

3.2.1.1 Proteinnachweis

Die Clean Card® wurde, nachdem die Beprobungsfliche mit zwei SpriihstoBen Wasser aus
der mitgelieferten Spriihflasche befeuchtet wurde, zundchst zehnmal unter festem Druck
kreisformig tiber die Probenfliche gewischt. Danach wurde sie médanderformig fiinfmal von
oben nach unten und fiinfmal von links nach rechts, sowie abschlieBend einmal entlang der

Innenkanten der Schablone gefiihrt (siche Abbildung 6).

< 10 cm >

10 em

1) d Kreisformige Fiihrung der Clean Card®
2) Fiihrung der Clean Card®, 2. Wischrichtung
3) Fithrung der Clean Card®, 3. Wischrichtung

4) l_ =>  Fiihrung der Clean Card® entlang der Innenkante der Schablone

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Probenahme mit der Orion Clean Card®
PRO
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Urspriinglich war fiir alle Oberflichen eine einheitliche Beprobungstechnik vorgesehen.
Aufgrund wiéhrend der Voruntersuchungen gewonnener Erfahrungen wurde die
Vorgehensweise fiir Aluminiumflichen modifiziert, da auf diesen bei starker Reibung durch
Aluminiumabrieb eine Schwarzfirbung der Clean Card®-Testfléiche entstehen konnte. Auf
diesen Fliachen wurden die kreisformigen Wischbewegungen unter geringerem Druck
ausgefithrt und anstelle der mianderformigen Wischtechnik wurde die Clean Card®

maanderformig aufgetupft.

3.2.1.2 ATP-Nachweis

Das HY-LiTE® 2-System besteht aus einem ATP-freien Tupfer, einem ,,Sampling-Pen“ und
dem Lumineszenzmessgerdt (Luminometer). Der ,Sampling-Pen* enthilt Spiillosung,

Probenstift und eine Reagenzkammer mit dem Luciferin/Luciferase-Gemisch.

Der Tupfer wurde durch Eintauchen in die Spiilfliissigkeit angefeuchtet und unter stindiger
Rotation und gleichmidBigem Druck méanderformig und diametral versetzt jeweils
fiinfzehnmal iiber die gesamte, von der Schablone begrenzte Fliche gefiihrt (sieche Abbildung
7). Anschlieend wurde der Tupfer 10 Sekunden lang in der Spiilfliissigkeit unter rotierenden
Bewegungen ausgewaschen. Zur Aufnahme einer definierten Fliissigkeitsmenge wurde der
Probenstift eine Sekunde lang so tief in die Spiilfliissigkeit getaucht, dass die Rillen des
Stiftes vollstdndig benetzt wurden. Danach wurde der Stift durch Aufsetzen auf eine feste
waagerechte Oberfldche in die Kiivettenkammer hineingedriickt. Das Oberteil des Pens wurde
unter Druck im Uhrzeigersinn bis zum Anschlag gegen das Unterteil gedreht und die
Kiivettenfliissigkeit mit dem Reagenzgemisch durch zehnmaliges kriftiges Schiitteln bis zur

Schaumbildung vermischt. Direkt im Anschluss erfolgte die Messung im Luminometer.
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v

10cm

A

1) /V Fithrung des HY-LiTE® - Tupfers, 1. Ausstrichrichtung

2) /\/ Fithrung des HY-LiTE® - Tupfers, 2. Ausstrichrichtung

3) > Fiihrung des HY-LIiTE ® - Tupfers entlang der Innenkante der Schablone
1

Abbildung 7: Schematische Darstellung der HY-LiTE® - Tupferfiihrung

3.2.2 Auswertung der Schnelltests

Die Auswertung des Proteinnachweises erfolgt direkt im Anschluss an die Probenahme, da
der Farbwechsel nach ca. 30 Sekunden eintritt. Die Bewertung der Farbreaktion erfolgte
anhand der Abbildungen auf der mitgelieferten Referenzskala (sieche Abb. 8). Die dort
angegebenen Smiley-Symbole zeigen eine semiquantitative Abstufung von negativ bis hin zu

dreifach positiv, die durch Farbgebung im Sinne einer Ampel von griin zu rot unterlegt ist.
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Abbildung 8: Referenzskala der Orion Clean Card® PRO

Fiir die Angabe der eigenen Ergebnisse wurde die Abstufung in negativ (-) sowie einfach (+),

zweifach (++) und dreifach positiv (+++) zugrunde gelegt (siche Tab. 10).

Tabelle 10: Bewertung des Farbwechsels der Orion Clean Card® PRO

Bewertung Farbe der Testfléiche Einstufung laut Auswertung
Model Chart
- Gelb, kein Farbwechsel Griin Sauber

Hellblau bis blau, Farbwechsel nur an o«

+ wenigen Stellen der Testfliche Gelb ~Grenzwertig

Blau bis Blaugriin, Farbwechsel auf .

A dem groBten Teil der Testfliche Orange Nicht sauber
. Blau bis Blaugriin, Farbwechsel auf Rot Nicht sauber

der gesamten Testfldche

Als negativ zu bewerten ist das Ergebnis, wenn sich die Testfliche der Clean Card® nicht
verfarbt und somit gelb bleibt. Auf der Oberfliche war in diesem Fall kein Protein
nachweisbar, und sie gilt somit als sauber. Verfirbt sich die Testfliche geringgradig blau, so
ist Protein in geringen Mengen auf der Oberfldche vorhanden und wird als einfach positiv (+)
bewertet. In diesem Fall liegt es im Ermessen des Untersuchers, ob die Fliche nachgereinigt
werden sollte oder nicht. Verfirbt sich ein groBerer Teil der Testfldche tiefblau bis dunkelblau
oder griinblau, so ist der Test je nach Farbintensitdt und Ausbreitung des Farbwechsels auf

der Testfldche als zweifach positiv (++) oder als dreifach positiv (+++) zu bewerten.
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Bei einigen Untersuchungen, vor allem bei Proben der Feldversuche, entstanden Farbwechsel
nach himmelblau, helltiirkis oder hellgriin. Dies steht im Zusammenhang mit Riickstinden
von Reinigungsmitteln auf der Oberfliche. Dieser Farbwechsel unterscheidet sich in der
Intensitdt von denjenigen Farbreaktionen, die aufgrund eines Proteinnachweises erkennbar
sind. Nach zwei bis fiinf Minuten kam es bei dem durch Riickstinde von Reinigungsmitteln
hervorgerufenen Farbreaktionen zu einer Aufhellung, teilweise entfirbte sich das Testfeld
wieder. Im Gegensatz dazu waren die Farbreaktionen, die durch Protein entstanden, nach
dieser Zeit noch in ihrer vollen Intensitit sichtbar. Diese himmelblau, helltiirkis oder hellgriin
verfarbten Tests wurden daher im Rahmen der Versuche als negativ bewertet.

Die Auswertung des ATP-Nachweises durch Biolumineszenzmessung erfolgt mithilfe des
Luminometers. Dieses zeigt Werte zwischen 0 und 99.000 RLU an, stirkere Lichtemissionen
werden als nicht messbar gemeldet. Die Interpretation der Werte obliegt dem Anwender, da
der Hersteller keine absoluten Grenzwerte vorgibt, um die RLU-Ergebnisse zu klassifizieren.
Er spricht lediglich Empfehlungen fiir Richtwerte aus, die jedoch in Abhingigkeit der
verarbeiteten Lebensmittel und der einzubeziehenden Beprobungsflichen anzupassen sind.
Fiir einen Methodenvergleich bei dieser Studie erschien die Einfithrung eines Grenzwertes
mit der eindeutigen Zuordnung "sauber" oder "nicht sauber" zweckmifig. Nach KIRCHER et
al. (1996), aber auch aufgrund der eigenen Erfahrungen in vorangegangenen Untersuchungen
wurde der Grenzwert fiir die Vorversuche, bei denen die Flichen unter Laborbedingungen
einen vergleichsweise geringen Gehalt an artifizieller Verschmutzung aufwiesen, bei 100
RLU festgesetzt. In Anlehnung an die produktionspezifischen Grenzwertempfehlungen (Pass-
und Fail-Werte) des Herstellers wurde die Grenze zwischen "sauber" und "nicht sauber" zur
Auswertung der Feldversuche bei 500 RLU gesetzt (Fa. Merck, 1999). Unter
Laborbedingungen erfolgte die Auswertung im Luminometer sofort im Anschluss an die
Probenahme, bei den Feldversuchen wurden die Tupfer einer Probenreihe verschlossen

transportiert und im Labor ausgewertet.

3.2.3 Laboruntersuchungen

3.2.3.1 Reinigung der Oberflichen

Vor jedem der durchgefiihrten Laborversuche wurden die Beprobungsflichen sorgfiltig
gereinigt. Die Reinigung erfolgte mit dem Reinigungsmittel Clean and Clever ECO 11 (Fa.

Igefa) und Leitungswasser. Die zur Reinigung verwendeten Schwidmme wurden nur fiir
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jeweils einen Reinigungsdurchgang verwendet. AnschlieBend wurden die Oberflichen mit

klarem Leitungswasser nachgespiilt.

3.2.3.2 Funktionsiiberpriifung der Schnelltests

Im Vorfeld der Versuche wurde mit der Orion Clean Card® PRO ein Versuch zur
Bestitigung der Nachweisgrenze durchgefithrt. Zu diesem Zweck wurde eine
Verdiinnungsreihe von Bovinem Serumalbumin (Albumin Fraktion V, Fa. Carl Roth) in
sterilem destillierten Wasser hergestellt. Der Versuch wurde auf einer Edelstahloberfliche
durchgefiihrt, welche vorher, wie eingangs beschrieben, gereinigt wurde. Die Begrenzung der
Beprobungsfliche von 100 cm? wurde durch Kunststoffschablonen (Fa. Transia)
gewibhrleistet. Die erste Untersuchung erfolgte auf der gereinigten Oberfléche und diente als
Blindwert. Die jeweilige Albuminlésung wurde nun auf zwei benachbarte Flichen
ausgebracht. Die erste Fliche wurde sofort im Anschluss an das Ausbringen der
Kontamination untersucht, auf der zweiten Fliche wurde erst nach 24-stiindiger
Trocknungszeit getestet. Der Versuch wurde im Einfachansatz durchgefiihrt, er stellt eine
Orientierung dar und sollte der besseren Einschitzung der Ergebnisse in der Vorversuchsreihe
dienen. Die vom Hersteller (Fa. Amfora) angegebene Nachweisgrenze von 50 pg Protein
konnte hiermit bestitigt werden.

Mit dem HY-LiTE® 2 System wurde ein Funktionstest durchgefiihrt. Dazu wurde aus einer
ATP-Losung (1 ng/ml, Merck) mit sterilem destillierten Wasser eine dekadische
Verdiinnungsreihe hergestellt. Die unterschiedlichen ATP-Konzentrationen (1,0 ng/ml;
0,1 ng/ml; 0,01 ng/ml und 0,001 ng/ml), sowie steriles destilliertes Wasser als
Negativkontrolle wurden im Doppelansatz untersucht, um die Funktionsfahigkeit des Gerites

sowie die Wiederholbarkeit der Messwerte zu bestitigen.

3.2.3.3 Proteinmengenzuordnung

Ziel dieser Testreihe war es, die farblich graduierten Ergebnisse auf der Orion Clean Card®
PRO einer bestimmten Menge an Protein auf der getesteten Oberfliche zuzuordnen. Zu
diesem Zweck wurde, dhnlich wie fiir den bereits beschriebenen Funktionstest, eine
Verdiinnungsreihe mit Bovinem Serumalbumin als Proteinstandard hergestellt. Die
Herstellung der Stammlosung erfolgte wie in Kap. 3.2.3.2 Funktionsiiberpriifung beschrieben.
Als Konzentrationsstufen wurden 25 pg/ml, 50 pug/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500
pg/ml und 1000 pg/ml Proteingehalt einbezogen.

Der Versuch wurde auf einer Edelstahloberfldche durchgefiihrt. Die Fliche wurde zuvor mit

Reiniger (Clean and Clever ECO 11, Fa. Igefa) und Leitungswasser gereinigt und mehrmals
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mit Leitungswasser nachgespiilt. Nach ca. 30 Minuten Trocknungszeit wurde die Sauberkeit
der Fliche mit der Orion Clean Card® PRO iiberpriift.

Je ein Milliliter der jeweiligen Verdiinnungsstufe wurde auf eine Fliche von 100 cm?,
begrenzt durch Kunststoffschablonen (Fa. Transia), aufgebracht und mit einem sterilen
Metallspatel verteilt. Nach 24 Stunden Trocknungszeit wurden die Fldchen mit der Orion
Clean Card® PRO untersucht. Zusitzlich diente eine nicht kontaminierte Fliche als
Negativkontrolle. Der Versuch fand im Dreifachansatz statt und wurde sechsmal wiederholt.
Insgesamt wurden somit 144 Einzeluntersuchungen durchgefiihrt. Da ein Vergleich mit dem
HY-LiTE® 2 System fiir diesen Versuch nicht relevant war, wurde ausschlieBlich mit der

Orion Clean Card® PRO untersucht.

3.2.3.4 Voruntersuchungen

Fiir jeden Ansatz wurden zwei Beprobungsflichen a 100 cm? (10 x 10 cm) vorgesehen. Auf
der ersten Fliche wurde der Orion Clean Card® PRO Test durchgefiihrt, fiir die zweite das
HY-LiTE® 2 System eingesetzt.

Auf den verschiedenen Oberflichen wurden zur Orientierung quadratische Flidchen von
900 cm? mit einer Innenkantenlinge von 30 x 30 cm markiert. Innerhalb dieser Flichen
konnten je zwei Ansitze parallel durchgefiihrt werden. Um eine definierte Beprobungsfliche
fiir die Tests zu gewihrleisten, wurden sterile Kunststoffschablonen (Fa. Transia) verwendet.
Diese weisen eine Innenkantenldnge von 10 x 10 cm auf und begrenzen somit die benétigte
Fliche von 100 cm? Die Position des ersten Tests, der Clean Card®, (linkes oder rechtes
Testfeld) wurde zu Beginn jedes Ansatzes ausgelost. Eine schematische Darstellung des

Versuchsaufbaus zeigt Abb. 9.
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HY-LiTE®
Ansatz 1

Clean Card®
Ansatz 1

4—— 10cm —» 30 cm

Clean Card®
Ansatz 2

HY-LiTE®
Ansatz 2
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Abbildung 9: Fliche zur Probennahme fiir zwei Ansétze

Als Kontaminationssubstanzen wurden Fleischsaft (GOLL et al., 2003) sowie Bovines
Serumalbumin als Proteinstandard (KRUGER, 2001) gewihlt. Fiir die Herstellung des 1:100
verdiinnten Fleischsaftes wurde 1 g Hackfleisch (55% Schweinefleisch, 45% Rindfleisch) aus
dem Einzelhandel in einen sterilen Probenbeutel mit Filtereinsatz eingewogen, mit 99 ml
Leitungswasser verdiinnt und mithilfe eines Walkmischgerites homogenisiert.

Fiir die Herstellung des Bovinen Serumalbumins in der Konzentration 1 g/100ml wurde 1 g
Albumin Fraktion V in ein steriles Becherglas eingewogen und in 99 ml sterilem destillierten
Wasser gelost.

Die erste Beprobung (Probe A) erfolgte auf der gereinigten und trockenen Oberfldche. Diese
Probe stellt den Ausgangswert dar.

Anschliefend wurden die Kontaminationssubstanzen auf die markierten Flichen ausgebracht.
Um nach der Verteilung auf der 900 cm? groBen Fliche eine ausreichende Menge fiir die
Untersuchung zu erhalten (0,5 ml pro 100 cm?), wurden 4,5 ml der jeweiligen Substanz mit
sterilen Glaspipetten auf die Flichen aufgetragen. Die ausgebrachte Fliissigkeit wurde mit
einem sterilen Metallspatel sofort auf der gesamten Fldche gleichmiBig verteilt.

Die zweite Beprobung (Probe B) erfolgte nach 24-stiindiger Trocknungszeit der
kontaminierten Fldchen.

Im Anschluss an diese Untersuchungen wurden alle Flichen erneut mit Reiniger (Clean and

Clever ECO 11, Fa. Igefa) und Leitungswasser gereinigt und mehrmals mit klarem Wasser
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nachgespiilt. Die dritte Beprobung (Probe C) wurde nach der erfolgten Reinigung und einer

Trocknungszeit von 30 Minuten durchgefiihrt.

3.2.3.5 Uberpriifung der Reaktionen auf Reinigungsmittel

Aufgrund der vor allem im Rahmen der Feldversuche aufgetretenen Verfirbungen als
Reaktion auf Reinigungsmittelriickstédnde sollte in diesem Versuch die Reaktion der Orion
Clean Card® PRO auf Riickstinde von Reinigungsmitteln bzw. deren Inhaltstoffe genutzt
werden, um diese gezielt nachzuweisen. Dies sollte zeigen, auf welche Art die angewandte
Nachspiilmethode nach der Reinigung das Verbleiben von Reinigungsmittelriickstanden auf
der gereinigten Oberfliche beeinflussen kann. Der Versuch wurde ebenfalls auf einer
Edelstahlfliche durchgefiihrt, da Edelstahl zu den meistgenutzten Materialien in der
Lebensmittelindustrie gehort. Fiir den Versuch wurden drei verschiedene, fiir die Anwendung
im  lebensmittelverarbeitenden = Bereich  geeignete  Reinigungsmittel — ausgewihlt:
»Schaumreiniger sauer* (Fa. Ernst), ,,Clean and Clever ECO 11 (Fa. Igefa) und ,Pulsar
Gastro Speed” (Fa. Tana). Deren Inhaltsstoffe, soweit sie in den jeweiligen
Sicherheitsdatenblittern angegeben werden, sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Tabelle 11: Inhaltsstoffe der im Versuch verwendeten Reiniger

Angaben laut Sicherheitsdatenblatt

Reiniger
ph-Wert Inhaltsstoffe Enthaltene Menge
Salpetersdure 10 - 25%
?E?;Tgigg; T sauer <1 Phosphorséure 10 - 25%
Fettalkoholethoxylat 2,5-10%
Kationische und. nichtionische <5%
Tenside
Pulsar Gastro Speed Natriummetasilicat, Pentahydrat >2 - <5%
(Tana Chemie GmbH) & 13 Natriumhydroxid >1-<2%
Alkylpolygelt};lﬁlceﬁlh:rrizmmomum S1-<2%
Anionische Tenside >5-<15%

Duftstoffe: Limonene,

Clean and Clever (EthylendiO).(y)di.rneth.anol, KAD
ECO11 (Igefa 5.7 Methychloroisothiazolinone/
Handels GmbH) Methylisothiazolinone
Natriumalkylbenzolsulfonat 5-<10%
Natriumlaurylethersulfat 1-<5%

D: keine Angaben
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Die Edelstahlfliche wurde mit dem jeweiligen Reinigungsmittel nach Herstellerangaben

gereinigt. Anschlieend wurden folgende Methoden zur Reinigung angewandt:

Tabelle 12: Reinigungsmethoden im Versuch zu Reinigungsmittelriickstinden

Reinigungsmethode Beschreibung

Kein Nachspiilen, sichtbare Reinigungsmittelreste wurden mit einem
Methode Nr. 1 Kunststoffabzieher entfernt und die Fliche wurde nach ca. 30 min

Lufttrocknung mit der Orion Clean Card® PRO untersucht.

Die Fliche wurde mit ca. 2 Liter klarem Leitungswassernachgespiilt.

Nach dem Ablaufen des Wassers wurde die Fliache ebenfalls abgezogen
Methode Nr. 2

und nach ca. 30 min Lufttrocknung mit der Orion Clean Card® PRO

untersucht.

Die Fliche wurde wie bei Methode Nr. 2 nachgespiilt, zusitzlich wurde
sie mit einem neuen Schwamm abgewischt. Nach dem Wischen erfolgte
Methode Nr. 3 eine weitere Spiillung mit klarem Wasser. Darauthin wurde die Fliche
abgezogen und nach ca. 30 min Lufttrocknung mit der Orion Clean

Card® PRO untersucht.

Die Untersuchungen wurden im Dreifachansatz durchgefiihrt und viermal wiederholt, so dass
insgesamt 108 Untersuchungen erfolgten. Bei diesem Versuch entfiel der Vergleich mit dem

HY-LiTE®2-System.

3.2.4 Feldversuche

In Absprache mit den Betrieben erfolgte die Probeentnahme immer im Anschluss an die
Reinigung der Produktionsbereiche. Falls der Reinigungsplan nach Abschluss der Reinigung
eine Desinfektion vorsah, erfolgte dies erst im Anschluss an die Probeentnahme oder wurde
am Tag der Probeentnahme ausgesetzt. Bedingt durch die betriebsspezifischen zeitlichen
Ablédufe und die unterschiedlichen Produktionszeiten lag zwischen der Reinigung und der
Probeentnahme in zwei Betrieben ein Zeitraum von iiber 24 Stunden, in anderen Fillen war
die Probeentnahme nur direkt im Anschluss an die Reinigung moglich.

In jedem Betrieb wurde eine bestimmte Anzahl (maximal 15) geeigneter
Probeentnahmestellen nach den bereits genannten Kriterien ausgesucht, welche dann in
wochentlichen Begehungen beprobt wurden.

Die Probenahme erfolgte wie in Kap. 3.2.1. beschrieben. Die beiden Testsysteme wurden

unmittelbar nebeneinander auf den jeweiligen makroskopisch sauberen Flichen angewandt.
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Dabei entfielen auf die unterschiedlichen Oberflichen folgende Untersuchungszahlen:
Edelstahl: n = 184, Kunststoff: n = 184, Fliesen: n =2 8, Aluminium: n = 20, Sonstige (z.B.
Gusseisen, Stahl, Stein): n = 13.

Die Gesamtzahl der Untersuchungen unter Feldbedingungen beléuft sich auf n = 361.

3.2.5 Statistische Auswertung

Um festzustellen, ob zwischen den beiden verglichenen Testsystemen ein Zusammenhang
besteht, wurde zur Auswertung der Vorversuche der exakte Test nach Fischer durchgefiihrt.
Das Verhiltnis der abweichenden Ergebnisse wurde iiber den McNemar-Symmetrie-Test auf
Unterschied gepriift. Zusitzlich wurde die Haufigkeit der Abweichung zwischen Orion Clean
Card® PRO und HY-LiTE® 2 sowie die Nachweisrate (Sensitivitit) innerhalb des

Konfidenzintervalls von 95% geschitzt.

Fiir die Ergebnisse der Feldversuche wurden Sensitivitit und Spezifitit der Orion Clean
Card® PRO anhand der HY-LiTE®-Werte innerhalb des 95%igen Konfidenzintervalls
errechnet. Auflerdem wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman ermittelt.
Zusitzlich wurde anhand der Korrelation der Regressionskoeffizient errechnet. Zur grafischen
Veranschaulichung des Verhiltnisses der Ergebnisse beider Testsysteme zueinander wurden

die statischen Lagemale (Quantile) errechnet.

Die Datenhaltung und Auswertung erfolgte auf den Rechnern im lokalen Netzwerk (LAN) der
Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der
Justus-Liebig-Universitdt Gieflen. Die Durchfithrung der statistischen Tests erfolgte mithilfe
des Programms BIAS fiir Windows (Version 7.0, Epsilon-Verlag, Hochheim, Darmstadt) und
des Programmpakets BMDP/Dynamic (Release 7.0, DIXON, 1993).
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4 Ergebnisse

4.1 Laborversuche

4.1.1 Auswertung

Um die Vergleichbarkeit der beiden Testsysteme fiir eine statistische Auswertung zu
erreichen, wurde eine zweiklassige Abstufung in ,,sauber und ,,nicht sauber vorgenommen.
Die Grenze hierfiir lag fiir die Orion Clean Card® PRO bei einem zweifach positiven

@ e

Testergebnis, also “++“. Das heif3t, dass die Ergebnisse und “+* als ,sauber* gewertet
wurden. Der Grenzwert fiir das HY-LiTE® 2-System wurde fiir die Voruntersuchungsserien

bei 100 RLU festgelegt, so dass darunter liegende Werte als ,,sauber* galten.

4.1.2 Voruntersuchungen

Insgesamt wurden 270 vergleichende Untersuchungen im Rahmen von zehn Ansitzen
durchgefiihrt. Davon entfielen jeweils 90 Untersuchungen auf die verschiedenen Oberfldchen
(Edelstahl, Aluminium und Kunststoff). Die detaillierten Ergebnisse der Voruntersuchungen
sind im Anhang tabellarisch aufgefiihrt.

Mit dem Proteinnachweis wurden alle sauberen Flichen (Probe A und C sowie Leerwerte
der Probe B) ausnahmslos als sauber bestimmt; die kontaminierten Flichen wurden in 59 von
60 Fillen als schmutzig erkannt. Mit dem Biolumineszenzverfahren wurden die sauberen
Flachen ebenfalls zuverldssig dargestellt, 176 von 180 Proben lagen unterhalb des
Grenzwertes von 100 RLU. neun von 30 Untersuchungen ergaben bei den Leerwerten (Aqua
dest.) der Probe B ein Ergebnis oberhalb von 100 RLU. Bei den kontaminierten Flichen

(Probe B) wurden 28 der 60 Proben als "sauber” gewertet.

4.1.2.1 Statistischer Vergleich der beiden Schnelltestmethoden

Sowohl zum Zeitpunkt A (Untersuchung nach Reinigung der Oberfldche, Vergleichswert), als
auch zum Zeitpunkt C (Untersuchung nach Reinigung der artifiziell kontaminierten Flichen)
lieB sich eine hohe Ubereinstimmung der beiden Testsysteme feststellen. Die Hiufigkeit der
Abweichung bei einem Konfidenzintervall von 95% lag hier zwischen 0,3 und 7,8%.

Eine andere Situation ergab sich zum Zeitpunkt B (Untersuchung nach erfolgter artifizieller
Kontamination und 24 h Trocknungszeit). Weder im exakten Test nach Fischer noch bei der
Berechnung des Rangkorrelationskoeffizienten zeigte sich hier eine signifikante

Ubereinstimmung der beiden Testsysteme (p=1,000 bzw. 1= 0,160). Der McNemar-
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Symmetrie-Test ergab, dass zwischen den beiden Verfahren ein signifikanter Unterschied
besteht (p<0,0001). Anhand der Verteilung der Ergebnisse zum Zeitpunkt B ldsst sich eine
Sensitivitit von 91,1% - 99,96% innerhalb des 95%igen Konfidenzintervalles fiir die
Nachweisrate der Orion Clean Card® PRO errechnen. Die entsprechende errechnete

Sensitivitit des HY-LiTE® 2 Systems liegt bei 40,0% - 66,3%. Die Verteilung der Ergebnisse,

die diesen Berechnungen zugrunde liegt, ist in den folgenden Vierfeldertafeln dargestellt.

Clean Card®
sauber nicht sauber
sauber 88 0 88
HY-LiTE®
nicht sauber 2 0 2
90 0 90

Abbildung 10: Verteilung der Ergebnisse bei Probenreihe A (vorgereinigte Flichen)

Clean Card®
sauber nicht sauber
sauber 0 28 28
HY-LiTE®
nicht sauber 1 31 32
1 59 60
Abbildung 11: Verteilung der Ergebnisse bei Probenreihe B, ohne Leerwert
(kontaminierte Flichen)
Clean Card®
sauber nicht sauber
sauber 88 0 88
HY-LiTE®
nicht sauber 2 0 2
90 0 90

Abbildung 12: Verteilung der Ergebnisse bei Probenreihe C (gereinigte Fliachen)
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4.1.3 Proteinmengenzuordnung

Anhand der Ergebnisse dieses Versuchs kann die vom Hersteller angegebene untere
Nachweisgrenze von ca. 50 ug Protein bestitigt werden. Weiterhin konnte eine erfolgreiche
Zuordnung der verschiedenen Proteinmengen zu den semiquantitativen Ergebnisabstufungen
der Orion Clean Card® PRO erfolgen. Die Flichen ohne Auftrag von Bovinem Serumalbumin
(BSA) wurden durchgehend als richtig-negativ erfasst. Auf den kontaminierten Flidchen zeigte
sich mit zunehmendem Proteingehalt eine Steigerung der positiven Ergebnisse, die statistisch
ausgewertet wurde. Bei einer BSA-Menge von 1000 pg lagen schlieBlich alle
Untersuchungsergebnisse im dreifach positiven Bereich (+++).

Die detaillierten Ergebnisse der gesamten Untersuchungen sind in Tab. 13 dargestellt, die

errechnete Zuordnung der jeweiligen Proteinmengen in Tab.14.

Tabelle 13: Ergebnisse der Untersuchungen zur Proteinmengenzuordnung

BSAD Ergebnis nach 24 h Trocknung
[ng/mi] 1. 2. 3. 4. 5. 6.
Durchgang | Durchgang | Durchgang | Durchgang | Durchgang | Durchgang
, - R R R R R
(Leerwert) - - - - - -
-/+ + + -/+ + +
25 -/+ -/+ -/+ - + +
-+ -+ - -+ -+ -+
+ + + + + +
50 + + + + + +
+ + + + + +
+ + + + + +
75 +/++ + + + + +
+ + +/++ + +/++ +
++ + + +/++ + +/++
100 +/++ + +/++ +/++ +/++ +
+/++ + + + +/++ ++
++ ++ ++ ++ ++ ++
250 +/++ +/++ ++ +/++ ++ ++/+++
++ ++ ++ ++ ++ ++
++/+++ ++ ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++
500 ++ ++ ++/+++ ++/+++ ++ ++/+++
++/+++ ++/+++ ++ ++ +++ ++/+++
+++ +++ +++ +++ +++ +++
1000 +++ +++ +++ +++ +++ +++
+++ +++ +++ +++ +++ +++

D:Bovines Serumalbumin
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Anhand der Verteilungen der Orion Clean Card® PRO-Ergebnisse im Verhiltnis zur auf der
Oberfliche vorhandenen Proteinmenge lisst sich fiir jede Abstufung der Orion Clean Card®
PRO mithilfe der sich daraus ergebenden Regressionsfunktion ein zu erwartender

Proteingehalt errechnen.

Tabelle 14: Erwartete Proteinmengen bei Auswertung der Clean Card®-Ergebnisse

Erwarteter Proteingehalt D

Clean Card® Auswertung [ngl
- 0
-/+ 26,1
+ 55,1
+/++ 116,1
++ 245,0
++/+++ 515,7
+++ 1086,9

b Berechnung anhand der Regressionsfunktion

4.1.4 Uberpriifung der Reaktionen des Proteintests auf Reinigungsmittel

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Tab. 15 (saures Reinigungsmittel), Tab. 16
(neutrales Reinigungsmittel) und Tab. 17 (alkalisches Reinigungsmittel) wiedergegeben. Da
es sich bei sdmtlichen, hier aufgefiihrten Ergebnissen um Riickstinde und nicht um echtes
Protein handelt, wurde auf die optische Abgrenzung durch Einklammerung der Ergebnisse
verzichtet. Dariiber hinaus erfolgte eine quantitative Abstufung.

Bei den Untersuchungen der nach Methode 1, also ohne Nachspiilen gereinigten Flidchen trat
in allen 36 Fillen eine positive Reaktion auf (n=14: ,,+/++*; n=11:“++“; n=10: ,,+*; n=1:
,,++/+++). Die sehr deutliche Farbreaktion trat auf einer Fldche auf, die mit dem alkalischen
Reiniger ,,Pulsar Gastro Speed* (Tana) behandelt worden war.

Nach der Reinigung gemifl Methode 2, d. h. nachdem einmalig mit klarem Leitungswasser
nachgespiilt worden war, gab es keine eindeutig als negativ zu bewertende Ergebnisse. Die
Orion Clean Card® PRO wies in sieben Fillen lediglich einen minimalen Farbumschlag in
den Randbereichen der Testfliche auf. Dieser lag noch nicht im Bereich ,,+* und wurde somit
als ,,-/+* charakterisiert. In der Mehrheit der Untersuchungen, ndmlich in 23 von 36 Fillen

ergab die Auswertung das Ergebnis ,,+*, in fiinf Féllen ,,+/++.
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Nachdem Methode 3 angewandt worden war (Nachspiilen mit klarem Wasser unter
zusitzlicher mechanischer Einwirkung durch Abwischen der Testfléche), konnte in 11 Fillen
ein eindeutig negatives Ergebnis beobachtet werden. Allerdings lag das Ergebnis bei 7
weiteren Untersuchungen an der Schwelle zum positiven (,,-/+“) und bei den meisten
Untersuchungen, ndmlich in 18 von 36 Fillen, war das Ergebnis positiv (,,+*). Von diesen 18
positiven Ergebnissen entfielen 11 auf die mit ,,Clean and Clever ECO 11 (Fa. Igefa)
gereinigten Flédchen.

Wihrend der Versuchsreihe fiel auf, dass die drei verschiedenen Reiniger jeweils
unterschiedliche Farbreaktionen bei der Orion Clean Card® PRO hervorriefen. Nach
Anwendung des Produktes ,,Schaumreiniger sauer (Ernst GmbH) firbte sich die Orion Clean
Card® PRO hellgriin bis hellblau und teilweise auch dunkelblau, allerdings trat nach etwa
einer Minute eine Aufhellung der Testfldche auf. Bei der Untersuchung der mit ,,Clean and
Clever ECO 11* (Fa. Igefa) gereinigten Fldchen entstanden die bereits mehrfach
beschriebenen himmelblauen Verfiarbungen, die ebenfalls nach kurzer Zeit aufhellten. Anders
verlief die Reaktion auf die Riickstinde bei Anwendung des alkalischen Reinigers ,,Pulsar
Gastro Speed* (Tana). Hier entstanden zum Teil tiefblaue bis blaugriine Farbumschlige, die

sich nicht aufhellten oder entfirbten.

Tabelle 15: Ergebnisse bei Einsatz eines sauren Reinigungsmittels

“Schaumreiniger sauer” (Ernst GmbH)

Methode 1. Durchgang 2. Durchgang 3. Durchgang 4. Durchgang
1. + +/++ +/++ +/++
ohne + + + 4+
Nachspiilen + ++ +++ ++
+ + -/+ +
2 + + + +
Nachspiilen
+ + + +/++
3. - - -+ -
Nachspiilen _ + _J+ +
und
Wischen + - -+ -+
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Tabelle 16: Ergebnisse bei Einsatz eines neutralen Reinigungsmittels

Ergebnisse

“Clean and Clever ECO 117 (Igefa)

Methode 1. Durchgang 2. Durchgang 3. Durchgang 4. Durchgang
1. +++ ++ +/++ ++
ohne +/++ ++ + ++
Nachspiilen +/++ ++ ++ +
+/++ + -1+ -/+
- . + +/++ -1+ +
Nachspiilen
+ -/+ + +
3. + + + +
Nachspiilen + + - +
und
Wischen + + +
Tabelle 17: Ergebnisse bei Einsatz eines alkalischen Reinigungsmittels
“Pulsar Gastro Speed” (Tana)
Methode 1. Durchgang 2. Durchgang 3. Durchgang 4. Durchgang
1. ++/+++ + +++ +
ohne +/++ +/++ +/++ +
Nachspiilen + ++ ++ A+
+/++ + + +/++
2 + + -+ 4+
Nachspiilen
+ + + -/+
3 - - + +
Nachspiilen - _ J+ +
und
Wischen + - -/t -+

4.2 Feldversuche

Die im Rahmen der Feldversuche ermittelten Ergebnisse sind im Anhang detailliert
aufgelistet.

Wie bereits bei der Auswertung der Vorversuche wurde auch hier eine zweiklassige
Abstufung in ,,sauber” und ,,nicht sauber* vorgenommen. Die Grenze fiir die Unterscheidung
von ,,sauber” und ,,nicht ordnungsgemiB gereinigt* wurde fiir die Orion Clean Card® PRO
beibehalten. Das heift, Ergebnisse mit der Bewertung “- “ und “+* galten als ,,sauber*, alle
dariiber liegenden wurden als ,,nicht ordnungsgemif} gereinigt* eingestuft. Der Grenzwert fiir
das HY-LiTE® 2-System wurde fiir die Feldversuche bei 500 RLU (Relative Light Units)

angesetzt, so dass darunter liegende Werte als ,,sauber* eingestuft wurden.
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Insgesamt konnten 349 der 361 erhobenen Ergebnisse in die statistische Auswertung
einbezogen werden. Hierbei zeigen sich folgende Haufigkeitsverteilungen: In 138 Fillen
lagen sowohl die Ergebnisse der Orion Clean Card® PRO als auch die des HY-LiTE® 2-
Systems im negativen und somit sauberen Bereich (39,5%). Schmutzige Oberflichen wurden
mit beiden Testsystemen iibereinstimmend in 150 Fillen nachgewiesen (43,0%). In insgesamt
61 Untersuchungen (17,5%) wich das Ergebnis, das mit der Orion Clean Card® PRO ermittelt
werden konnte, von denjenigen, die mit dem HY-LiTE® 2-Systems gefunden wurden, ab.

Insgesamt ergibt sich damit eine Ubereinstimmung der Befunde von 82,5%.

17,5%

Clean Card und HY-LiTE negativ

® Clean Card und HY-LiTE positiv

Voneinander abweichende
Ergebnisse

Abbildung 13: Ubereinstimmung der Ergebnisse der beiden Schnelltestmethoden

Betrachtet man die Haufigkeitsverteilung der Untersuchungsergebnisse unter Bezug auf das
HY-LiTE® 2-System, so ergeben sich folgende Daten:

Von den 175 von HY-LiTE® als positiv befundeten Oberflichen (RLU >500) wurden mit der
Orion Clean Card® PRO 150 ebenfalls als ,,nicht ausreichend gereinigt® (85,7%) sowie 25
Oberfldchen als sauber eingestuft (14,3%), siche Abb. 14. Damit ergibt sich eine Sensitivitit
von 85,7%.



58 Ergebnisse

Clean Card falsch
negativ
14,3%

Abbildung 14: Auswertung der positiven Ergebnisse des Proteinnachweises in Bezug auf
positive Ergebnisse des Bioumineszenznachweises

Mit der Orion Clean Card® PRO wurden 138 der 174 mit HY-LiTE® 2-System als ,,sauber®
beurteilten Fldchen als sauber erkannt (79,3%), wihrend bei 36 Untersuchungen ein

gegenteiliges Ergebnis auftrat (20,7%). Damit liegt die Spezifitit bei 79,3%.

Clean Card falsch
positiv
20,7%

Abbildung 15: Auswertung der negativen Ergebnisse des Proteinnachweises in Bezug
auf negative Ergebnisse des Biolumineszenznachweises
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Auffillig war, dass in vielen Fillen (75 von 361 Proben) Riickstinde von Reinigungsmitteln
zu einer Verfirbung der Orion Clean Card® PRO fiihrten. Dabei traten hiufig die bereits im
Rahmen der Voruntersuchungen beschriebenen himmelblauen oder tiirkisfarbenen
Verfarbungen mit anschlieBender Aufhellung auf. Daneben gab es bei einigen
Untersuchungen kriftige tiirkisblaue bis griine Verfiarbungen ohne spitere Authellung, an
anderen Stellen trat eine vollstindige Entfiarbung der Testfldche von gelb nach weil auf. Die
Authellungen und die typischen himmelblauen Verfirbungen wurden definitionsgemafl mit
(+) markiert und somit als negativ bewertet. Die kriftigblauen Farbwechsel waren mit
proteinbedingten Farbumschldgen verwechselbar und wurden entsprechend ihrer Intensitit
positiv gewertet.

Bei zwolf der insgesamt 361 Proben (2,8 %) erwies sich die Orion Clean Card® PRO als nicht
auswertbar. Ursache war eine Schwarzfirbung der Testfliche, die zehnmal auf
Edelstahloberflichen und zweimal auf Aluminiumoberflichen auftrat. Bei einer Gesamtzahl
der Untersuchungen auf Edelstahl von n=184 und auf Aluminium von n=20 belduft sich der
Anteil der nicht auswertbaren Untersuchungen auf 5,4 % (Edelstahl) bzw. 10% (Aluminium).
Anhand der Haufigkeitsverteilung und unter Beriicksichtigung eines 95%igen
Vertrauensintervalles lieB sich die Sensitivitidt und die Spezifitit der Orion Clean Card® PRO
im Verhiltnis zu den Ergebnissen des HY-LiTE® 2-Systems errechnen. Daraus ergab sich
eine Sensitivitit von 79,6% bis 90,5% und eine Spezifitit von 72,5% bis 85,1%.

Desweiteren wurden Sensitivitdt und Spezifitit in Einzelbetrachtung der unterschiedlichen

beprobten Oberflichen auf demselben Wege errechnet:

Tabelle 18: Sensitivitit und Spezifitit des Proteinnachweises auf verschiedenen
Oberflichen in Bezug auf Ergebnisse des Biolumineszenztests

Material Sensitivitat Spezifitit
Edelstahl (n=184) 70,3 - 89,3% 68,3 - 84,7%
Kunststoff (n=104) 80,6 - 95.4% 70,8 - 97,7%
Fliesen (n=28) 34,9 - 96,8% 45,7 - 88,1%
Aluminium (n=20) 61,5 -99,8% 47,3 -99,7%
Sonstige (n=13) 42,3 - 100% 51,8-99,7%

Hierbei ist zu beachten, dass die Werte fiir die Oberfldchen mit geringen Beobachtungszahlen
(Fliesen, Aluminium, Sonstige), keine statistische Aussagekraft besitzen.
Bei Betrachtung aller auswertbaren Ergebnisse (n=349) betrédgt das Ergebnis der Berechnung

des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman: rs= 0,705 (p<0,0001).
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Das bedeutet, dass zwischen den beiden Testsystemen eine signifikant positive

Ubereinstimmung besteht, die in der Abbildung 16 grafisch wiedergegeben ist.

100000

10000

1000

HY-LiTE
RLU

1 t t |
0 1 2 3

Orion Clean Card®PRO -Ergebnisse"
D Statistisch verschliisselt: 0= -; 1= +; 1,5= +/++; 2= ++; 2,5= ++/+++; 3= +++

Abbildung 16: Beziehungen zwischen den Ergebnissen des Proteinnachweises und der
Biolumineszenzmessung mit Regressionsgerade

Desweiteren wurden die statistischen Lagemafle (Quantile) der Ergebnisse berechnet, um den
statistischen Zusammenhang zwischen den beiden Testsystemen zu verdeutlichen. Dies ist im
folgenden Box-and-Whisker-Diagramm dargestellt. Die ,,Box* umschlieit hierbei den
Bereich vom ersten bis zum dritten Quartil, in ihrer Mitte liegt der Median. Die ,,Whisker*
geben die Werte aulerhalb der Quartile bis zum Maximal- bzw. Minimalwert an. Somit fallen
sogenannte Ausreilerwerte optisch weniger ins Gewicht. Auch hier ldsst sich ein deutlicher
Zusammenhang zwischen der Orion Clean Card® PRO und dem HY-LiTE® 2-System

erkennen.
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Orion Clean Card®PRO -Ergebnisse!

D Statistisch verschliisselt: 0= -; 1= +; 1,5= +/++; 2= ++; 2,5= ++/+++; 3= +++

Abbildung 17: Box-and-Whisker-Plot der Ergebnisse des Proteinnachweises im
Verhiiltnis zu den Werten der Biolumineszenzmessung
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5 Diskussion

5.1 Bewertung von Schnelltests als Hygienekontrollmainahmen

Schnelltestverfahren sind mittlerweile, ergénzend zu mikrobiologischen Untersuchungen,
etablierter und géngiger Bestandteil der Hygienekontrollen in Lebensmittelbetrieben. Sie
ermoglichen unverziigliche Auswertung vor Ort, so dass im Bedarfsfall sofort korrigiert
werden kann. Wenn die Kontrolle der Reinigung produktionsbedingt einen CCP darstellt,
beispielsweise bei leicht verderblichen oder Ready-To-Eat (RTE) Lebensmitteln, konnen
Schnellmethoden daher auch zur Prozesskontrolle im Rahmen des HACCP-Konzepts
angewandt werden.

Desweiteren konnen Schnelltests auch zur Personalschulung herangezogen werden. Durch die
schnell verfiigbaren und anschaulichen Ergebnisse kann die Motivation und Leistung des
Reinigungspersonals verbessert werden (HAWRONSKYJ und HOLAH, 1997).

Zusitzlich bieten Schnelltests eine objektive Form der Dokumentation der ordnungsgeméif
durchgefiihrten Reinigung, dies kann die Uberpriifung der betrieblichen HygienemaBnahmen
im Rahmen amtlicher Hygienekontrollen erleichtern. REICHELT (2007) kommt zu dem
Schluss, dass auch der Einsatz von Schnelltests durch die Lebensmittelkontrolleure selbst
sinnvoll sein kann, jedoch hitten die Ergebnisse solcher Untersuchungen keinen rechtlichen

Bestand, sondern wiirden nur als Orientierung dienen.

5.1.1 ATP-Nachweis mittels Biolumineszenz

Die Biolumineszenzmessung zum Nachweis von ATP ist mittlerweile eine etablierte Methode
zur Durchfithrung von Hygienekontrollen. KIRCHER et al. (1996) stellten in vergleichenden
Versuchen mit ATP-Losungen und Bakterienreinkulturen sowie unter Feldbedingungen in
fleischverarbeitenden Betrieben eine gute Korrelation zwischen ATP-Messungen und
mikrobiologischem Nachweis fest. Sie konnten auferdem eine Nachweisgrenze von 107'# bis
10" Mol/Test fiir ATP und ca. 10° KbE/Test fiir Bakterien mit dem HY-LiTE System
(Merck) ermitteln. AYCICEK et al. (2006), die Oberflichen einer Krankenhauskiiche
untersuchten, CAIS-SOKOLINSKA und PIKUL (2008), die Proben aus einem Tank fiir
fermentierte Milchprodukte sammelten, OGDEN (1993), der Untersuchungen in Brauereien
durchfiihrte sowie TEBUTT et al. (2006), die 45 Betriebe im Hinblick auf Reinigungserfolge
untersuchten, stellten signifikante Ubereinstimmungsraten zwischen dem ATP-Nachweis

mittels Biolumineszenzmessung und der mikrobiologischen Untersuchung mittels Tupfer-
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oder Abklatschverfahren fest. Sie alle kommen zu dem Schluss, dass der ATP-Nachweis ein
gutes Instrument zur Hygienetiberwachung darstellt.

SHAMA und MALIK (2013) hingegen warnen, dass ATP-Messungen zwar gut geeignet sind,
um den Hygienestatus in einem Betrieb zu erfassen und den Reinigungserfolg zu
kontrollieren, dass sie aber keine Riickschliisse auf die Anwesenheit von pathogenen
Mikroorganismen zulassen. Sie sind nicht als Ersatz fiir eine gezielte mikrobiologische
Untersuchung oder als Indikator fiir die Anwesenheit von Keimen geeignet. Auch AYCICEK
et al. (2006) und TEBUTT et al. (2006) weisen darauf hin, dass die ATP-Messung keinen
Ersatz fiir mikrobiologische Kontrolle und den Nachweis von pathogenen Mikroorganismen
darstellt, sondern nur erginzend zur Hygienekontrolle oder zu Demonstrations- und

Schulungszwecken eingesetzt werden sollte.

5.1.2 Proteinnachweis

Die bisher kommerziell erhiltlichen Proteinnachweissysteme beruhen auf der Biuret-Methode
(REICHELT, 2003). Laut KRUGER (2001) ist die Farbreaktion sowohl zeit- und
temperaturabhingig zu bewerten, zudem ist die Reaktion storanfillig gegeniiber farbigen
Verunreinigungen und reduzierenden Substanzen, wie z.B. Zucker. Sie empfiehlt, vor der
Anwendung der Biuret-Methode als Hygienekontrollmafinahme einen Betriebsstandard zu
erstellen (KRUGER, 2001).

TRAUTSCH (2003) bewertet den Proteinnachweis (Swab 'n' Check, Fa. Konica) im
Vergleich mit Abklatschproben (RODAC) und NAD-Nachweis (HY-RiSE, Fa. Merck) als
relativ  zeit- und arbeitsaufwendig. Zudem ergab ihre Untersuchung in zehn
Lebensmittelbetrieben eine geringe Ubereinstimmung des Proteinnachweises mit den
Vergleichstests.

WEBER et al. (1997) testeten ebenfalls den Proteinnachweis Swab'n'Check (Konica) unter
Feldbedingungen in fleischverarbeitenden Betrieben, als Vergleichsmethoden zogen sie das
quantitative Tupferverfahren (NTT) nach DIN 10113-1, den ATP-Nachweis mittels
Biolumineszenz (HY-LiTE-System, Merck) und ein Abklatschprobensystem (Fa. Transia)
heran. Der Proteinnachweis zeigte keine Ubereinstimmung mit den Vergleichsverfahren und

wurde als unbrauchbar zur Kontrolle der Reinigung und Desinfektion eingestuft.

5.2 Versuchsaufbau und Auswahl der Methoden
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Mit dem ATP-Nachweis mittels Biolumineszenzmessung wurde ein etabliertes
Hygienekontrollverfahren als Vergleichsverfahren ausgewihlt. Es handelt sich um einen
Schnelltest und fdllt mit dem Nachweis von Verschmutzungen und Produktresten in den
selben Anwendungsbereich wie der zu testende Proteinnachweis. Auf eine zusitzliche
mikrobiologische Untersuchung der Oberflichen wurde verzichtet, da diese nicht dem
Anwendungsprinzip der Schnelltests entspricht. Das Quantitative Tupferverfahren (NTT)
nach DIN 11013-1 ist das Referenzverfahren, um den Keimgehalt bestimmter Fldchen zu
bestimmen und pathogene Keime nachzuweisen (DRESSLER, 1997). WILDBRETT und
KROWAS (2006) sehen in der mikrobiologischen Untersuchung vorrangig ein Mittel zur
Uberpriifung des Desinfektionserfolges, da die Abwesenheit von Mikroorganismen Ziel der
Desinfektion ist. Dies entspricht jedoch nicht dem vorrangigen Untersuchungsziel bei
tdaglichen Reinigungskontrollen und somit nicht dem Anwendungsbereich des Proteintests als
Schnellmethode.

Die beiden Testsysteme wurden unter Laborbedingungen auf kontaminierten Fldchen auf
Vergleichbarkeit getestet, zusitzlich konnte die Sensitivitdt des Proteinnachweises ermittelt
werden. In neun lebensmittelherstellenden oder -verarbeitenden Betrieben wurden dann die
Anwendbarkeit und Praxistauglichkeit sowie die Vergleichbarkeit unter Feldbedingungen
untersucht. Auch hier konnten Sensitivitit und Spezifitit des Proteinnachweises, in Bezug auf

die Ergebnisse der Biolumineszenzmessung, errechnet werden.

5.3 Ergebnisse der Laborversuche

Im Rahmen der Vorversuche zeigte sich, dass mit dem Proteinnachweis saubere Flichen
zuverldssig erkannt werden konnen. Alle Proben auf gereinigten Flichen sowie die
Leerwertproben der Kontaminationsreihe fithrten zu negativen Testergebnissen. Die
vergleichenden Untersuchungen mit dem ATP-Nachweis zeigten auf den gereinigten Flidchen
eine hohe Ubereinstimmung.

Der Nachweis der artifiziellen Kontaminationen erfolgte mit dem Proteinnachweis in 59
von 60 Untersuchungen, das heifit sowohl die Fleischsaftverdiinnung als auch der
Proteinstandard BSA konnten reproduzierbar nachgewiesen werden. Hieraus ergab sich eine
errechnete  Sensitivitit von 91,1 - 99,96% (Berechnung innerhalb 95%igen
Konfidenzintervalles). Im Vergleich mit der Biolumineszenzmessung ergab sich auf den
kontaminierten Flichen keine signifikante Ubereinstimmung der beiden Methoden. Die
Ergebnisse auf den mit Fleischsaftverdiinnung und BSA kontaminierten Oberfldchen fiel in

28 von 60 Untersuchungen negativ (RLU < 100) aus, 17 davon entfielen auf Flidchen, die mit
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BSA versetzt worden waren. Dagegen wurden 9 von 30 Leerwertproben (Aqua dest.) positiv
(RLU > 100) getestet. Die falsch-negativen Ergebnisse konnen darauf zuriickzufiihren sein,
dass der Nachweis eines reinen Proteinstandards wie BSA nicht dem Nachweisprinzip der
Biolumineszenzmessung entspricht. Die gewihlte Fleischsaftverdiinnung von 102 entsprach
einem zu erwarteten Ergebnisbereich von 500 - 1000 RLU auf einer Probenfliche von 100
cm? (GOLL et al., 2003). Trotz Uberpriifung des Versuchsaufbaus in eigenen Testreihen kam
es zu dieser relativ starken Abweichung der Vergleichsmethode im Rahmen der artifiziellen
Kontamination.

Mit der Orion Clean Card® PRO wurden im Anschluss an die Kontaminationsversuche noch
weitere Untersuchungen durchgefiithrt. Die weiterfilhrenden Untersuchungen mit dem
Proteinstandard BSA ergaben gleichbleibende Wiederfindungsraten, so dass die erwartete
Proteinmenge zu den jeweiligen semiquantitativ abgestuften Ergebnissen des Proteintests
ermittelt werden konnte. Hierdurch ist eine bessere Einschitzung der Ergebnisse in Bezug auf
die tatsdchlichen Verunreinigungen moglich. So liegt die erwartete Proteinmenge bei einem
negativen Testergebnis bei <10-30 pg. Ein einfach positives Ergebnis zeigt einen
Proteingehalt von etwa 50 - 60 ug an, ein zweifach positives etwa 250 pg. Bei einem dreifach
positiven Test ist eine Proteinmenge > 550 pg zu erwarten. Diese Werte entsprechen etwa
dem Nachweisbereich der herkommlichen Biuret-Methode zum Nachweis von Protein. So
gibt KRUGER (2001) folgende Proteingehalte fiir die vier Farbabstufungen der Biuret-
Reaktion an: 0 - 25 ug, 55 - 150 pg, 200 - 240 pg und 600 - 1300 pg.

Die anschlieBenden Versuche zur Reaktion des Proteinnachweises auf Storungen durch
Reinigungsmittelriickstinde gaben Aufschluss iiber die Art der falsch-positiven, bzw. nicht
auswertbaren Verfirbungen der Orion Clean Card® PRO. Es konnte ein Zusammenhang
zwischen der Art des Reinigers und der Farbung des Testkirtchens beobachtet werden. Die
Reaktionen reichten von himmelblau iiber hellgriin und blaugriin bis hin zu dunkelblau. Es
fiel auf, dass sich die Farbreaktionen des sauren und neutralen Reinigers nach kurzer Zeit
authellten und somit gut zu identifizieren waren. Die Storung durch den alkalischen Reiniger
allerdings blieb in Form einer tiefblauen Verfarbung bestehen und kann daher in der Praxis
eventuell nur schlecht von einem richtig-positiven Ergebnis unterschieden werden. Welche
Inhaltsstoffe diese Storungen verursachen, wurde im Versuch nicht abschlieffend gekldrt, da
hauptséchlich der Einfluss des ordnungsgeméiBen Nachspiilens auf das Vorhandensein von
Riickstinden {iiberpriift werden sollte. Hier zeigte sich, dass griindliches Nachspiilen die
Storungen durch Reinigungsmittel deutlich reduzieren konnte. Dies deckt sich mit den

Erkenntnissen zum Effekt des Nachspiilens auf die Keimzahl auf Oberflichen, welchen
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SCHMIDT (1989) in seinen Untersuchungen nachweisen konnte. Er kommt zu dem Schluss,
dass griindliches Nachspiilen mit 5 bis 10 Liter Wasser pro m? die Oberflichenkeimzahl um
10* reduzieren kann und so auch Reste von Reinigungsmitteln effektiv entfernt werden.
Allerdings fiel auf, dass auch bei der intensivsten Nachspiilmethode im Versuch immer noch
in 50% der Fille (18 von 36 Untersuchungen) Riickstinde mit der Orion Clean Card® PRO
festgestellt wurden. Dies spricht fiir eine hohe Empfindlichkeit des Tests und sollte bei der

Anwendung beachtet werden.

5.4 Ergebnisse der Feldversuche

Insgesamt konnten 349 der 361 Untersuchungsergebnisse (96,7%) zur Auswertung
herangezogen werden. In 82,5 % der Fille stimmten die Ergebnisse der beiden Schnelltests
iiberein.

Die statistische Auswertung der Ergebnisse der Feldversuche ergab eine signifikant positive
Korrelation der beiden Methoden (rs = 0,705; p < 0,0001).

Auf Grundlage der Ergebnisse der Biolumineszenzmessung wurden die Sensitivitit und
Spezifitit des Proteinnachweises errechnet, die mit 85,7% bzw. 79,3% fiir die Eignung des
Tests sprechen. Somit konnte sich die Tauglichkeit des Proteintests zur Reinigungskontrolle
unter Praxisbedingungen bestitigen, und die beiden Methoden konnen im Hinblick auf
proteinhaltige Verschmutzungen als gleichwertig einsetzbar angesehen werden.

Bei 12 von 361 Proben (3,3%) war die Untersuchung mit der Orion Clean Card® PRO
aufgrund von abriebbedingten Schwarzfarbungen der Testfliche nicht auswertbar. Dies war
bei bestimmten Edelstahlflichen sowie Aluminiumfldchen der Fall, wobei zu hinterfragen ist,
ob solche nicht abriebfesten Oberflidchen zur Verarbeitung von Lebensmitteln geeignet sind.
Laut VO 852/2004 miissen "Gegenstinde, Armaturen und Ausriistungen, mit denen
Lebensmittel in Berithrung kommen, (...) so gebaut, beschaffen und instand gehalten sein,
dass das Risiko einer Kontamination so gering wie moglich ist" (VO (EG) Nr. 852/2004 Anh.
I Kap. V Abs. 1 b).

Kritisch zu bewerten sind auch Riickstinde von Reinigungsmitteln, die eine nachteilige
Beeinflussung von Lebensmitteln im Sinne des § 2 Abs. 1 Nr. 1| LMHV darstellen. Anhand
der abweichenden Farbreaktion des Proteintests konnten solche Riickstinde auf 75 von 361
(21%) der untersuchten Oberflichen nachgewiesen werden. Diese Farbabweichung wurde
aufgrund der Erfahrungen der Laborversuche nicht gesondert bewertet, sondern als negativ

eingestuft. Diese festgestellten Reste von Reinigungsmitteln konnen bei der Verarbeitung in
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die Lebensmittel gelangen. Laut § 3 der LMHV diirfen nachteilig beeinflusste Lebensmittel
nicht in den Verkehr gebracht werden. Die hohe Zahl der Oberflichen, auf denen
offensichtlich Reste von Reinigungsmitteln vorhanden waren, legt Aufkldarungsbedarf in den
Betrieben hinsichtlich der korrekten Anwendung der Reiniger und der Bedeutung des
Nachspiilens bei der Reinigung nahe. Hier konnte die Orion Clean Card® PRO zu
Demonstrationszwecken genutzt werden, da die Farbreaktion bei Anwesenheit von
Reinigungsmitteln deutlich sichtbar ist und von einem positiven Proteinnachweis
unterschieden werden kann.

Die hohe Zahl der laut ATP-Messung nicht ausreichend gereinigten Flichen, immerhin 175
von 361 (48,5 %), zeigt, dass auf optisch sauberen Oberflichen noch Verschmutzungen
vorhanden sein konnen. Wie auch DRESSLER (1997) und TRAUTSCH (2003) in ihren
Untersuchungen feststellten, ldsst die visuelle Kontrolle keine verldssliche Aussage iiber die
tatsdchliche Sauberkeit der Oberfldche zu. Hier besteht Schulungs- und Kontrollbedarf in den

Betrieben.

5.5 Stellenwert der Reinigung und Reinigungskontrolle im Rahmen der
Betriebshygiene

Reinigung und Desinfektion sind integraler Teil einer Kette von Grundhygienemaflnahmen in
Lebensmittelbetrieben und sollten deshalb mit der gleichen Sorgfalt durchgefiihrt werden wie
die eigentliche Lebensmittelproduktion (DURA, 2000). Die sinnvolle Anwendung des
HACCP-Konzept kann nur erfolgen, wenn der Betrieb diese grundlegenden
HygienemafBnahmen einhilt (UNTERMANN und DURA, 1996).

Aus der Art der Produktion ergibt sich die geeignete Form der Reinigung und Desinfektion,
diese wird in betriebsspezifischen Reinigungs- und Desinfektionsplidnen festgehalten und
durchgefiihrt (REUTER, 1994; ROTHE, 2000). Grundsitzlich ist die korrekt ausgefiihrte
Reinigung die Voraussetzung fiir die Durchfithrung einer nachfolgenden Desinfektion
(KIRST und SCHMIDT, 2006). Neben Konzentration und Einwirkzeit des
Desinfektionsmittels, Umgebungstemperatur und Oberflachenbeschaffenheit sind Art und
Hohe der Restverschmutzungen auf zu desinfizierenden Fldchen bestimmende Faktoren fiir
den Erfolg der Desinfektion (BOHM, 2009). Durch mangelhafte Reinigung konnen somit bei
der anschlieBenden Desinfektion Fehler auftreten, so dass das Ziel der Abtotung der
vorhandenen Mikroorganismen nicht erreicht wird und eine Gefahr fiir den Verbraucher
entstehen kann. Daher sollte der Reinigungserfolg vor dem Desinfizieren kontrolliert werden

(ROTHE, 2000). Umso problematischer scheint die Anwendung von kombinierten
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Priparaten, den sogenannten Desinfektionsreinigern. Die Storung der Desinfektionswirkung
kann nicht durch eine vorherige Kontrolle der Oberfliche ausgeschlossen werden, da die
Anwendung in einem Arbeitsschritt vereint ist. Zwar sind diesen hohen Anforderungen an die
Desinfektionsmittelkomponente ~ in  der ~ Wirksamkeitspriifung und in  den
Anwendungsanweisungen Rechnung getragen, trotzdem konnen diese Mittel vor allem unter
Eiweifibelastung eine getrennt erfolgte Reinigung und Desinfektion nicht ersetzen (HANEKE
und REUTER, 1992). Auch ROTHE (2000) empfiehlt die Nutzung von kombinierter
Reinigung und Desinfektion nur in Bereichen mit geringer Verschmutzung oder niedrigeren
hygienischen Anforderungen.

Die Bedeutung der Reinigungskontrolle hat auch dort einen hohen Stellenwert, wo nicht
tiaglich desinfiziert wird. Die Desinfektion ist nicht in allen Bereichen der
Lebensmittelherstellung zwingend erforderlich und muss laut rechtlichen Vorgaben nur
"erforderlichenfalls" erfolgen, so "dass kein Kontaminationsrisiko besteht" (VO (EG) Nr.
852/2004 Anh. I kap. V Abs. 1 a). Allerdings steigt mit der zunehmenden Verantwortung der
Lebensmittelunternehmer auch der Einsatz von Desinfektionsmitteln. Dies kann zur Selektion
resistenter Mikroorganismen beitragen (BRUNNER et al., 2000).

Die Untersuchungen von SCHMIDT (1989) zum Vergleich von Reinigungs- und
Desinfektionsmafnahmen machen deutlich, dass durch griindliche Reinigung die
Oberflichenkeimzahl bereits erheblich verringert werden kann. Besondere Bedeutung hat
hierbei das korrekte Nachspiilen, da hierdurch alle noch vorhandenen Produktreste entfernt
werden konnen, und somit eventuell verbleibenden Mikroorganismen das Substrat entzogen
wird. Die Bedeutung des Nachspiilens zeigt sich auch im Hinblick auf vorhandene
Reinigungsmittelreste, die das Produkt beeintrdchtigen konnen (ROTHE, 2000). Dass hier
Aufkliarungsbedarf in den Betrieben zu bestehen scheint, zeigte sich im Verlauf der
Feldversuche.

Durch die Folgen einer mangelhaften Reinigung konnen erhebliche Kosten fiir den
Lebensmittelunternehmer und sogar Rufschddigungen im Falle eines notwendigen
Produktriickrufs entstehen. Die Kontrolle des Reinigungserfolges kann hier eine Absicherung
im Produktionsprozess bieten und die Einhaltung der Basishygienemafinahmen erleichtern.
Auch bei Personalschulungen bietet die Demonstration der Reinigungskontrolle mithilfe eines
Schnelltests eine gute und anschauliche Motivationsmoglichkeit und kann das Verstidndnis fiir
die notigen Arbeitsablidufe bei der Reinigung verbessern.

Schnellmethoden zur Kontrolle des Reinigungserfolges stellen ein wichtiges Hilfsmittel fiir

betriebliche Eigenkontrollen und sogar fiir amtliche Hygienekontrollen dar (REICHELT,
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2007). Durch deren Einsatz ergibt sich fiir Lebensmittelbetriebe die Moglichkeit, den
Reinigungserfolg regelmiBig zu iiberpriifen und ggf. sofort nachzubessern, bevor die

Desinfektion erfolgt oder die Produktion wiederaufgenommen wird.

5.6 Vergleich der beiden Testsysteme im Hinblick auf Anwendbarkeit und
Praxistauglichkeit
Wie die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse zeigt, ist der Proteinnachweis als
Reinigungskontrollmafnahme ebenso geeignet wie die Biolumineszenzmessung, sofern der
Anwendungsbereich Verschmutzungen durch proteinhaltige Lebensmittel aufweist und
Storungen durch Reinigungs- oder Desinfektionsmittel ausgeschlossen sind.
Die Durchfiihrung des Proteintests ist einfach und leicht verstdndlich. Zudem wird die
Begrenzung der vorgesehenen Testflidche durch ein aufgedrucktes Zentimetermal3 (10 cm) am
Rand der in jedem Pickchen (Inhalt: 25 oder 50 Stiick) enthaltenen Auswertungsskala
erleichtert, so dass die Beprobung auch ohne Schablone stattfinden kann. Bei der Anwendung
des Biolumineszenzverfahrens empfiehlt sich dagegen die Anwendung einer Schablone fiir
die Tupferprobe, um eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse, gemessen am
Betriebsstandard, zu erreichen. Die Ermittlung eines Betriebsstandards ist mit der Orion
Clean Card® PRO nicht notwendig. Es geniigt, sich mit der Anwendung vor Ort vertraut zu
machen und die Ergebnisse anhand der Auswertungsskala objektiv zu beurteilen. Im Hinblick
auf den Zeitaufwand der Untersuchung ldsst sich feststellen, dass der Proteintest schneller
auswertbar ist als der ATP-Nachweis. Es muss keine weitere Bearbeitung der Probe erfolgen
und das Ergebnis des Proteintests in Form des Farbumschlags ist nach ca. 30 Sekunden
ablesbar, wohingegen die Enzymreaktion des ATP-Nachweises und die Auswertung im
Luminometer ca. fiinf Minuten in Anspruch nimmt. Hinsichtlich der Beeinflussung des
Testergebnisses durch Riickstinde von Reinigungs- oder Desinfektionsmitteln liegen bei
beiden Testsystemen Einschrinkungen vor. Die Orion Clean Card® PRO reagiert auf
Reinigungsmittel mit abweichenden Vertarbungen. Fiir die Beprobung unebener Fldchen oder
schwer zugénglicher Maschinenteile und auch bei nicht abriebfesten Oberflichen ist das
Testkirtchen nicht immer optimal anwendbar, hier ist das Tupfersystem des HY-LiTE® 2-
System universeller einsetzbar.
Ein bedeutender Unterschied besteht bei den Kosten der beiden Verfahren. Der Proteintest ist
mit ca. 2 € pro Test deutlich giinstiger, zumal hier keine weiteren Anschaffungskosten
hinzukommen. Fiir die Biolumineszenzmessung miissen zusitzlich zu den Tupfersystemen

(ca. 5 € pro Stick) die Kosten des Luminometers beriicksichtigt werden und die
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vergleichsweise aufwendige Erstellung eines Betriebsstandards. Der Hersteller empfiehlt zu
diesem Zweck eine Probenreihe von 40 bis 50 Untersuchungen, aus deren Ergebnissen die
betriebsspezifischen Grenzwerte ermittelt werden (Bedienungsanleitung HY-LiTE® 2 System,
Merck, 1999). Dies schldgt mit einigen Kosten zu Buche. Dem erhohten Aufwand und den
hoheren Kosten des HY-LiTE® 2-Systems steht allerdings ein nahezu universellerer
Einsatzbereich in der Lebensmittelhygienekontrolle, darunter auch der Einsatz zur
Untersuchung von Fliissigkeiten, z.B. Milch, sowie ein mitgeliefertes Softwarepaket zur
Dokumentation, Datenauswertung und -verwaltung gegeniiber. Zur Uberpriifung der
Oberflichenhygiene in Betrieben mit Verarbeitung proteinhaltiger Lebensmittel stellt die
Orion Clean Card® PRO allerdings ein schnelles, verlissliches und kostengiinstiges
Hilfsmittel fiir die betrieblichen Eigenkontrollen dar und kann im Vergleich zur
Biolumineszenzmesseung als geeignete HygienekontrollmaBnahme bewertet werden. Zu
Demonstrationszwecken, z.B. im Bereich von Hygieneschulungen ist die Orion Clean Card®
PRO durch die sofort ersichtlichen Ergebnisse ebenfalls sehr gut geeignet. In der
nachfolgenden Tabelle sind die Eigenschaften der beiden Schnelltests gegeniiberstellend

aufgelistet.
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Tabelle 19: Vergleich der beiden Methoden hinsichtlich ihrer praktischen Anwendung
zur Hygienekontrolle auf Oberfliachen

Orion Clean Card® PRO

HY-LiTE® 2-System

Kontrolle der Reinigung bei
proteinhaltigen

Kontrolle der Reinigung und
Desinfektion, universal im
Bereich tierischer Lebensmittel

Anwendungsbereich Verschmutzungen, einsetzbar, Untersuchung von
Hygieneschulungen Fliissigleiten,
Hygieneschulungen
-14 11 -15
Nachweisgrenze ca. 50 pg Proteingehalt ?IEI}IK%HEE i?al,}vfglgé)TP
Aufwendig, Schulung notig
Anwendung Einfach, leicht verstindlich, (Tupferprobe, Luciferase-
Demonstration geniigt Reaktion, Bedienung des
Luminometers)
Anhand Referenzskala, Mit Luminometer in Form von
Auswertung Beurteilung der Farbintensitit, RLU, bei korrekter Anwendung
) subjektive Auswertung nicht objektiv durch Zahlenwert
ausgeschlossen
Mitgelieferter Hygiene- RLU Werte konnen im
. kontrollbogen, auszufiillen vom  Luminometer gespeichert und
Dokumentation

Untersucher (Bei Reinigungs-
personal auf Vertrauensbasis)

mit Angabe von Datum und
Uhrzeit ausgedruckt werden

Zeitaufwand pro
Untersuchung

ca. 1 min

ca. 5 min

Storungen und
Anwendungseinschrinkungen

Reinigungsmittel- und
Desinfektionsmittelreste,

Abrieb von Oberflichen,
unebene und schwer zugéngliche
Flidchen

Reinigungs- und
Desinfektionsmittel
(LAPPALAINEN et al., 2000)

Materialaufwand pro

Testkirtchen, Spriihflasche,

Tupfer, Luminometer, Schablone

Untersuchung sauberes Trinkwasser
Erstellung eines . .
Betricbsstandards Nicht notwendig Empfohlen
75 € ("Starter Kit" mit 25 . .
Anschaffungskosten Testkirtchen, Spriihflasche, ca. 7500 € (Luminometer)

Auswerteskala)

ca. 250€ (50 Sampling Pens)

Verbrauchskosten pro
Untersuchung

ca. 2,50 €

ca.5€
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6 Schlussfolgerungen

Die visuelle Kontrolle der Oberflidchen bietet keine ausreichende Sicherheit hinsichtlich der
tatsdchlichen Sauberkeit; daher kann die Hygiene in Lebensmittelbetrieben durch

Reinigungskontrollen verbessert werden.

Das HY-LiTE® 2-System und die Orion Clean Card® PRO wiesen eine hohe

Ubereinstimmung unter Praxisbedingung auf.

Die Orion Clean Card® PRO weist proteinhaltige Verschmutzungen sicher nach und ist zur

Anwendung als HygienekontrollmaBnahme in Lebensmittelbetrieben geeignet.

Die Orion Clean Card® PRO bietet ein zuverlissiges, vergleichsweise kostengiinstiges und
einfach anzuwendendes Hilfsmittel zur Kontrolle des Reinigungserfolgs in

Lebensmittelbetrieben.
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7 Zusammenfassung

Das europiische Lebensmittelrecht iibertrigt den Lebens- und Futtermittelunternehmern auf
allen Herstellungsebenen die Verantwortung fiir die Sicherheit ihrer Produkte (VO (EG) Nr.
178/2002 Art. 17). Um diese Sicherheit zu gewihrleisten, sind die Hersteller zur Anwendung
des HACCP - Konzeptes verpflichtet. Ein solches Qualitétssicherungssystem kann nur auf
einer etablierten Basishygiene im Lebensmittelbetrieb sinnvoll aufgebaut werden. Die
Grundlagen der Betriebshygiene, darunter auch die fachgerechte Reinigung, sind dabei das
Fundament des HACCP - Konzepts (UNTERMANN und DURA, 1996).

Eine besondere Bedeutung kommt hierbei den betrieblichen Eigenkontrollen zu. Fiir diese
Kontrollen haben Schnelltests mittlerweile groe Bedeutung erlangt und sind gerade bei der
Uberpriifung der ordnungsgemiBen Reinigung im tiglichen Ablauf der mikrobiologischen
Untersuchung der Oberflichen zeitlich iiberlegen (REICHELT, 2007). Die kommerziell
erhiltlichen Schnelltests basieren auf dem Nachweis von Produktriickstinden wie Proteinen
oder von Zellbestandteilen, z.B. Adenosintriphosphat (ATP). Solche Riickstinde und
Verschmutzungen stellen eine Nihrstoffgrundlage fiir das Wachstum vorhandener
Mikroorganismen dar und konnen auch auf makroskopisch sauber erscheinenden Flichen
vorhanden sein. Die visuelle Kontrolle der Oberflichen bietet keine Sicherheit hinsichtlich
der tatsdchlichen Sauberkeit (DRESSLER, 1997; TRAUTSCH, 2003). Die Reinigung ist
zudem Voraussetzung fiir die Durchfiihrung einer erfolgreichen Desinfektion, da
Restverschmutzungen die Desinfektionswirkung einschrinken konnen (BOHM, 2009). Daher
empfiehlt sich der Finsatz von geeigneten Schnelltests zur Uberpriifung des
Reinigungserfolgs.

Ziel der eigenen Untersuchungen war es, die FEignung eines neu entwickelten
Proteinschnelltests anhand von Kontaminationsversuchen und unter Praxisbedingungen zu
beurteilen. Als etablierte Vergleichsmethode wurde der ATP-Nachweis mittels
Biolumineszenzmethode herangezogen, verwendet wurde das Merck HY-LiTE® 2 System
(KIRCHER et al., 1996; HAWRONSYJ und HOLAH, 1997).

Bei Kontaminationsversuchen unter Laborbedingungen konnte die artifizielle Verschmutzung
mit Fleischsaft und Bovinem Serumalbumin (BSA) als auch die Sauberkeit gereinigter
Flichen mit der Orion Clean Card® PRO zuverlissig nachgewiesen werden. Es zeigte sich
eine Sensitivitidt von 91,1% bis 99,9 %.

Unter Praxisbedingungen wurden die Schnelltests vergleichend in neun Lebensmittelbetrieben

angewandt. Als teilnehmende Betriebe wurden zwei Kisereien, zwei GroBkiichen, zwei
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Metzgereien, ein Zerlegebetrieb, ein DonerspieBhersteller und eine Grofbackstube
ausgewihlt. Die Gesamtzahl der Untersuchungen beléuft sich auf n = 361.

Anhand der Ergebnisse wurde unter Bezugnahme auf das HY-LiTE® 2 System eine
Sensitivitit von 79,6 % bis 90,5% sowie eine Spezifitit von 72,5% bis 85,1% fiir die Orion
Clean Card® PRO errechnet. Die beiden Testsysteme zeigen unter Praxisbedingungen eine
signifikant positive Ubereinstimmung (s = 0,705; p < 0,0001). In insgesamt 82,5% der
Untersuchungen zeigten sich iibereinstimmende Ergebnisse. Somit ist die Orion Clean Card®
PRO als Schnelltest zur Kontrolle der ordnungsgeméBen Reinigung geeignet und kann bei

proteinhaltigen Verschmutzungen zur Hygienekontrolle eingesetzt werden.
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8 Summary

European food law puts the responsibility for the safety of their products on food and feed
business operators, including all stages of processing (Regulation (EC) No 178/2002 Art. 17).
To be able to warrant this product safety, food manufacturers are obligated to establish an
HACCEP based concept for their production sites. A basic requirement for the appropriate use
of such a quality assurance program is the professional execution of industrial hygiene. Part
of this basic operating hygiene is the correctly performed cleaning of machines and surfaces
(UNTERMANN and DURA, 1996).

In this context, operational self-monitoring is of particular relevance. For on-site monitoring,
rapid tests have gained importance. With regard to the instant availability of test results, rapid
tests are superior for the daily monitoring of surface hygiene in comparison to
microbiological testing (REICHELT, 2007). Commercially available rapid tests are based on
the detection of product residues such as protein or cellular components, e.g.,
adenosintriphosphate (ATP). Such residues and contaminations present nutrient matter for
any existent microorganisms and can be detected even on apparently clean surfaces. Visual
checking does not provide sufficient safety concerning the actual cleanliness of surfaces
(DRESSLER, 1997, TRAUTSCH, 2003). Correctly executed cleaning is also a prior
condition for a successful disinfection, as remaining contaminations can decrease the efficacy
of the disinfectant (BOHM, 2009). Therefore, it is advisable to use rapid tests for monitoring
cleaning performance.

The aim of the investigations was to evaluate the applicability of a newly developed protein
detecting rapid test on the basis of experiments with artificial contamination and under
practical conditions. For comparison, Merck HY-LiTE® 2 System was used as an established
reference method (KIRCHER et al., 1996; HAWRONSKYJ and HOLAH, 1997).

Under laboratory conditions the Orion Clean Card® PRO reliably detected artificial
contaminations of meat juice and bovine serum albumin (BSA), as well as clean surfaces. A
sensitivity of 91.1% to 99.9% was calculated based on the laboratory test results.

Under practical conditions the two rapid methods were applied comparatively at nine different
food processing facilities. The participants selected were two cheese dairies, two canteen
kitchens, two butcheries, a cutting plant, a production site for kebab skewers and an industrial
bakery. The total number of testings amounts to n=361. Based on the findings, with reference
to the results of the HY-LiTE® 2 System, a sensitivity of 79.6% to 90.5% and a specificity of
72.5% to 85.1% were calculated for the Orion Clean Card® PRO. The two methods showed a



76 Summary

significantly positive correlation (rs = 0,705; p < 0,0001). In a total of 82.5% of the
investigations the two rapid tests showed corresponding results.
In conclusion, the Orion Clean Card® PRO is applicable for the monitoring of proper cleaning

and can be used for hygiene control.
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9.1 Ergebnisse der Voruntersuchungen
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Anhang

Tabelle 1: Ergebnisse der Vorversuchsreihen auf einem Edelstahltisch

Edelstahl
Substanz Ansatz
B
CleanCard" HX{ES;E Y CleanCard Hé{“g)‘E CleanCard H(YR'II“I'J'I)‘E

1 - 16 +++ 400 +) 48
2 - 64 ++ 160 - 16
3 - 42 ++ 420 - 79
4 - 94 + 500 (+) 39
- 5 - 36 ++ 300 + 29
6 +) 46 ++ 220 - 22

7 - 78 +++ 97 240
8 - 37 ++ 210 + 78
9 +) 31 ++ 160 +) 24
10 - 34 ++ 93 - 26
1 - 18 +++ 660 - 38
2 - 34 +++ 630 - 80
3 - 58 +++ 290 - 35
4 - 41 +++ 250 - 37
BSA 5 - 53 +++ 190 (+) 32
RLE 6 (+) 47 o 200 (+) 45
7 - 33 +++ 390 - 28
8 - 37 +++ 84 + 40
9 +) 70 4+ 84 (+) 21
10 - 34 +++ 85 - 41
1 - 33 - 47 (+) 28
2 - 43 - 41 - 36
3 +) 28 - 160 - 47
4 - 32 - 220 - 39
Leerwert 5 - 43 - 170 - 29
(Aqg. dest) 6 - 61 - 180 - 64
7 - 47 + 61 + 29
8 - 45 + 76 - 27
9 +) 39 + 37 (+) 37
10 (+) 57 + 65 (+) 29

A: Probe nach Reinigung der Oberfliche (Vergleichswert)
B: Probe nach erfolgter artifizieller Kontamination und 24 h Trocknungszeit (,,Schmutzig®)
C: Probe nach erfolgter Reinigung der kontaminierten Fldchen (,,Sauber®)
! Orion Clean Card®PRO

2 HY-LiTE® 2-System
¥ Relative Light Units
(+) hellblaue, hellgriine oder hell-tiirkise Verfirbung der Orion Clean Card® PRO
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Tabelle 2: Ergebnisse der Vorversuchsreihen auf einem Aluminiumtisch
Aluminium
Substanz Ansatz
B
CleanCard H(‘I({fl'JT)"‘ CleanCard H(‘](U':I'JT)L CleanCard “(‘I{{LL[‘JT)'“‘

1 - 55 ++ 81 - 27
2 - 41 +++ 87 - 39
3 ) 33 +++ 160 - 21
4 - 44 ++ 110 - 35
T 5 - 26 ++ 180 - 24
6 - 47 ++ 130 - 41
7 + 25 +++ 57 + 86
8 + 93 +++ 54 + 74
9 + 95 ++ 85 +) 21
0 * 31 +t 88 (+) 24
! - 22 +++ 140 - 61
2 - 53 +++ 62 - 46
3 - 180 +++ 140 - 50
4 - 18 +++ 76 - 33
BSA 5 - 25 +++ 140 + 27
1,0g/100ml p i} o1 Tt 160 - P
7 + 55 +++ 46 + 26
8 + 42 +++ 30 + 14
9 - 31 +++ 55 (+) 76
10 - 46 +++ 73 (+) 20
! - 24 + 270 - 42
2 - 40 + 15 - 50
’ - 38 - 64 - 38
: - 29 - 15 - 52
Leerwert 5 - 24 - 180 + 32
(Aqua dest.) p i} 31 - 120 N 2
7 + 52 + 37 + 10
8 - 37 + 59 + 36
9 - 38 + 52 +) 26
10 - 20 + 49 =) 52

A: Probe nach Reinigung der Oberfliche (Vergleichswert)
B: Probe nach erfolgter artifizieller Kontamination und 24 h Trocknungszeit (,,Schmutzig*)
C: Probe nach erfolgter Reinigung der kontaminierten Flidchen (,,Sauber*)
! Orion Clean Card®PRO

2 HY-LiTE® 2-System
3Relative Light Units
(+) hellblaue, hellgriine oder hell-tiirkise Verfirbung der Orion Clean Card® PRO
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Tabelle 3: Ergebnisse der Vorversuchsreihen auf einem Kunststoff- Schneidbrett

Kunststoff
Substanz Ansatz
A B C
CleanCard H(‘f{f]‘JT)E CleanCard H(‘gh‘})‘E CleanCard H(‘{{EI‘JT)E

! (+) 42 +++ 90 +) 33
2 (+) 44 +++ 22 +) 44
3 (G 45 +++ 110 (+) 40
4 +) 77 +++ 250 +) 31
Fleischsaft 10”2 3 (+) 53 +++ 190 (+) 36
6 (G 57 4+ 440 +) 60
7 (6] 49 ++ 86 + 24
8 +) 110 +++ 150 +) 43
o ) 48 e+ 130 (+) 18
10 (6] 30 +++ 120 (+) 24
! (6] 82 +++ 130 (+) 48

2 ) 28 +++ 69 +) 110
3 +) 58 +++ 76 +) 99
4 +) 56 +++ 120 +) 38
BSA s (6] 62 +H 55 ) 63
Howomt L G 25 +++ 64 ) 34
7 (6] 30 4+ 39 ) 44
8 +) 38 +++ 27 +) 31
o 6] 49 ++t 43 (+) 32
10 (+) 35 +++ 76 +) 35
1 (+) 14 +) 73 +) 30
2 (+) 86 (+) 50 (+) 27
3 (+) 40 (+) 140 (+) 31
4 (+) 37 (+) 15 (+) 58
Leerwert 5 ) 19 ) 180 ) 54
(Aqua dest.) p ) ” @ 81 5 2
7 (+) 35 +) 31 + 34
8 (+) 55 (+) 53 (+) 47
2 ) 35 (6] 74 +) 20
10 (+) 22 (+) 71 (+) 20

A: Probe nach Reinigung der Oberfliche (Vergleichswert)

B: Probe nach erfolgter artifizieller Kontamination und 24 h Trocknungszeit (,,Schmutzig*)
C: Probe nach erfolgter Reinigung der kontaminierten Fldchen (,,Sauber®)

! Orion Clean Card®PRO

2 HY-LiTE® 2-System

3Relative Light Units

(+) hellblaue, hellgriine oder hell-tiirkise Verfarbung der Orion Clean Card® PRO
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