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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die Produktion und Vermarktung von Ziegenmilch und daraus hergestellten Produkten hat
in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen, insbesondere im Zusammenhang mit dem
Wunsch nach 6kologischen oder naturnahen Produkten. Dabei spielt die Direktvermarktung

solcher Erzeugnisse eine gro3e Rolle.

Aufgrund der Direktvermarktung und der oft sehr geringen Milchmengen sind einheitliche
Qualitdtskontrollen wie z. B. im Rahmen der Milchverordnung héufig nicht direkt anwend-
bar. Insbesondere zur Frage der mikrobiologischen Qualitit von Ziegenkdse aus regionaler
hessischer Erzeugung sind kaum publizierte Daten verfligbar. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es daher, eine Status quo-Erhebung unter Einbeziehung wichtiger mikrobiologischer
Parameter durchzufiihren. Dabei sollten Ziegenkise aus allen Herstellungs- und Vertriebs-
formen vergleichend in die Untersuchung einbezogen werden, unter besonderer Berticksich-

tigung regionaler direktvermarktender Ziegenkise-Betriebe.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Staphylococcus aureus

2.1.1 Allgemeines

S. aureus kommt sehr haufig in Eutern von an subklinischer oder klinischer Mastitis
erkrankten Rindern, Schafen und Ziegen vor und kann so in die Milch gelangen. In Kise
und anderen Milcherzeugnissen spielt - mit Ausnahme von Rohmilcherzeugnissen - eine
Kontamination wéihrend der Be- und Verarbeitung die wichtigere Rolle. Nach der Milch-
verordnung wird S. aureus als Nachweiskeim fiir mangelnde Hygiene bewertet (SPECKER,
1996; COENEN, 2000).

Von besonderer Bedeutung ist die Féahigkeit vieler S. aureus-Stdmme, bei hoherer Keim-
belastung thermostabile Enterotoxine zu bilden, die auch nach einer moglichen Abtdtung
der Keime im Lebensmittel verbleiben und zu Lebensmittelintoxikationen fithren kdnnen
(COVENEY et al., 1994). Vor allem in den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts wurden in
mehreren Léndern Milch und Kise von Kuh, Schaf und Ziege als verursachende
Lebensmittel bei Staphylokokken-Intoxikationen festgestellt. Dabei waren sowohl
pasteurisierte als auch unpasteurisierte Erzeugnisse betroffen. In den letzten Jahren wurden
allerdings kaum mehr solche Intoxikationen beschrieben (LEE et al., 2001; DOORES,
2002; Tab. 1).

Tab. 1: Vergiftungen durch S. aureus-Enterotoxine nach Verzehr von Milch und
Milchprodukten (nach DE BUYSER et al., 2001; ANONYM, 2003a)
Land Jahr Fallzahlen LM (SE-Typ) Milchtyp Referenz
Kanada 1980 62 Bruch (SEA,SEC) k.A.  TODD etal., 1981
USA 1981 16 Kise past. ALTEKRUSE et al., 1998
England 1983 2 Kése past. BARRETT, 1986
Frankreich 1983 20 Schafkdse (SEA, roh DE BUYSER et al., 1985
SED)
Schottland 1984 27 Schafkise (SEA) roh BONE et al., 1989
Schottland 1985 2 Ziegenkdse, roh SHARP, 1989
Direktvermarktung
USA 1985 860 Kakao past. EVENSON et al., 1988
Israel 1987 3 Ziegenmilch roh GROSS et al., 1988
(SEB)
England 1988 155 Stiltonkése roh  MAGUIRE et al., 1992

Brasilien 1994 7 Kése (SEH) roh PEREIRA et al., 1996
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Koagulase-positive Staphylokokken, wie sie in dieser Arbeit mit dem amtlichen
Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG bestimmt wurden, sind nicht unbedingt
gleichzusetzen mit S. aureus. Hingegen setzt der ISO (International Organization for
Standardization) — Standard 6888 ,,Microbiology — General guidance for enumeration of
Staphylococcus aureus — Colony count technique) vom 15. Mai 1983, der analog wie die in
dieser Arbeit eingesetzte Methode nach § 35 LMBG arbeitet, S. aureus mit Koagulase-
positiven Staphylokokken gleich. Diese Interpretation wurde aus praktischen Gesichts-

punkten heraus im Folgenden iibernommen.

S. aureus sind grampositive, unbewegliche Haufenkokken mit einem Durchmesser von 0,5-
1,0 pm (COENEN, 2000). Die Bedingungen unter denen S. aureus noch wachsen kann,
sind in Tab. 2 aufgefiihrt. Zusammensetzung, pH-Wert und ay-Wert von Milch ermdglichen
S. aureus sowohl Wachstum als auch Toxinbildung (COENEN, 2000).

Tab. 2: Wachstumsbedingungen fiir S. aureus (nach JOHNSON, 1990; COENEN,
2000; DAUERER, 2002)
Parameter Wachstum optimaler Bereich
Temperatur (°C) 7-50 (Milch: ab 10) 30-40
pH-Wert 42-93 7,0-7,5
Salzgehalt (%) 10-15  (vereinzelt bis 20)
a,-Wert 0,86

Eine Kontamination kann nach Ansicht verschiedener Autoren zum einen iiber die
verwendete Rohmilch erfolgen, wobei insbesondere subklinische Mastitiden eine Rolle
spielen (NOOITGEDAGT & HARTOG, 1988; COVENEY et al., 1994). S. aureus wird
jedoch unter normalen Bedingungen durch Pasteurisierung zuverldssig abgetotet
(CHRISTIANSSON et al., 1989; COENEN, 2000). Ein Risiko besteht daher vor allem
durch den Verzehr von Rohmilchkése oder durch eine Rekontamination (JOHNSON et al.,
1989; COENEN, 2000). Die Rekontamination von Kédse mit S. aureus ist vor allem in
kleinen Betrieben mit manueller Bearbeitung ein Problem, das durch individuelle Hygiene-
fehler erhoht wird (NOOITGEDAGT & HARTOG, 1988; COVENEY et al., 1994;
QUINTO et al., 1994). COVENEY et al. (1994) konnten daher auch keine generellen
signifikanten Unterschiede der S. aureus-Keimzahlen zwischen Kése aus pasteurisierter und
Kédse aus nicht-pasteurisierter Milch feststellen. Die zur Bildung von Enterotoxinen

notwendigen Keimzahlen von S. aureus werden erreicht, wenn die zugesetzten Starter-
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kulturen in Menge und Qualitdt nicht ausreichen, um ein Wachstum von S. aureus zu
antagonisieren (NOOITGEDAGT & HARTOG, 1988; JOHNSON et al., 1990; COENEN,
2000; PSONI, 2003).

Begiinstigend fiir die Entwicklung und Enterotoxinproduktion von S. aureus in Kise sind
neben dem hohen Eiweifigehalt ungeniigende Kiihlung oder hohe Wassergehalte des
Produktes (ASPERGER, 1991; COENEN, 2000). COENEN (2000) konnte in K&sesorten
mit hoheren Wassergehalten gegen Ende der Lagerungszeit noch Keimzahlen von 10°-107

KbE/g feststellen.

Auch die Reifungszeiten spielen offensichtlich eine Rolle, wobei nach ASPERGER (1991)
lange Lagerungszeiten eine Vermehrung von S. aureus begiinstigen, COVENEY et al.
(1994) und QUINTO et al. (1994) hingegen kurze Reifungszeiten als kritisch ansehen, da

die Keimzahlen im Laufe der Reifung massiv zuriickgehen.

Ein erheblicher Teil der bisher charakterisierten S. aureus-Stimme besitzt das aus

lebensmittelhygienischer Sicht wichtigste Pathogenitdtsmerkmal der Enterotoxinbildung

(KIELWEIN, 1994; HEESCHEN, 1999).

Bei Staphylokokken-Enterotoxinen (SE) handelt es sich um Exotoxine, die von den
Bakterien an die Umgebung abgegeben werden (KIELWEIN, 1994). Serologisch werden
die Enterotoxintypen SEA, SEB, SEC;, SEC,, SECs, SED und SEE unterschieden. Weitere
Enterotoxine bzw. Toxingene sind inzwischen ebenfalls identifiziert und charakterisiert
worden, spielen aber aus lebensmittelhygienischer Sicht eine untergeordnete Rolle. Der
Enterotoxintyp gibt Hinweis auf die Herkunft des Stammes: beim Rind vorkommende S.
aureus produzieren in erster Linie SEC und SED, wihrend vom Menschen stammende S.
aureus vor allem SEA produzieren (KIELWEIN 1994; COENEN, 2000). Aus Rohmilch
wurden vor allem SEC- und SED-Produzenten isoliert (SCHLENSTEDT & KIELWEIN,
1994; COENEN, 2000), wéihrend in Milcherzeugnissen prinzipiell alle Enterotoxine (A-E)
nachgewiesen werden, wobei allerdings das SEA dominiert (JOHNSON et al., 1990;
MASUD et al., 1993; KIELWEIN, 1994; HEESCHEN, 1999).

Alle Staphylokokken-Enterotoxine sind hitzestabil, d.h., selbst wenn im Endprodukt die

Bakterien durch Erhitzungsprozesse abgetdtet wurden, konnen die Toxine immer noch
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enthalten und wirksam sein. Die genaue Tenazitit der Toxine wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Nach KIELWEIN (1994) und COENEN (2000) werden sie nach
einstiindigem Kochen oder beim Autoklavieren (20 min) zerstort, laut DAUERER (2002)

sind diese MaBnahmen jedoch nicht geeignet, das Toxin zu neutralisieren.

Die toxischen Dosen fiir verschiedene Staphylokokken-Enterotoxine werden mit 0,02-20 pg
angegeben (ANONYM, 2003a). Die zur Auslosung von Symptomen erforderlichen S.
aureus-Keimzahlen werden mit 10° - 10° KbE/g bzw. ml angegeben (TOLLE, 1984;
LOPES et al., 1993; KIELWEIN, 1994; HEESCHEN, 1999; DOORES, 2002; ANONYM,
2003a).

2.1.2 Vorkommen von S. aureus in Milch und Kase

2.1.2.1 Milch

Rohe Ziegenmilch (Einzeltiere bzw. Bestandsgemelke) ist &hnlich wie Kuhmilch in
unterschiedlicher Frequenz mit S. aureus kontaminiert. Zahlreiche Untersuchungen aus
verschiedenen Landern ergaben Nachweishdufigkeiten zwischen 13 % und 43 % (HAHN et
al., 1992; CONTRERAS et al., 1997; LITTLE & LOUVOIS, 1999; FOSCHINO et al.,
2002; MUEHLHERR et al., 2003). In Untersuchungen von ROBERTS (1985) an 2228
Proben roher Ziegenmilch enthielten 92 bis 95 % der untersuchten Proben unabhéngig von
ihrer Herkunft (Milch-ab-Hof, landwirtschaftliche Kleinbetriebe, Reformhéuser, Super-
mirkte etc.) Keimzahlen von weniger als 10> S. aureus /g. Nur vereinzelt wurden Gehalte
von iber 10* S. aureus /ml gefunden (ROBERTS, 1985; ESPIE & MULLAN, 1987,
LITTLE & LOUVOIS, 1999; ANONYM, 2001c).

2.1.2.2 Kase

S. aureus ist in Rohmilchprodukten fast immer nachweisbar (HAHN et al., 1999a).
SCHLENSTEDT & KIELWEIN (1994) fanden in 8 bis 12 % der untersuchten Rohmilch-
kise iiber 10* KbE/g. In Untersuchungen von HAHN et al. (1999a) wurden solche
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Keimzahlen in 13-60 % der untersuchten Frischkise und 11-14 % der anderen nicht weiter
differenzierten Rohmilchkdse gefunden. Beim Vergleich von Kése aus industrieller
Fertigung und bauerlicher Produktion scheint in letzteren S. aureus haufiger und in hdheren
Keimzahlen vorzukommen (HAHN et al., 1992; HAHN et al., 1999a; SCHLENSTEDT &
KIELWEIN, 1994; ANONYM, 2001).

2.1.2.21 Frischkéase

Fiir Rohmilchfrischkése konnten JERMINI et al. (1990) nachweisen, dass unter
produktionsiiblichen Bedingungen innerhalb weniger Stunden Keimzahlen erreicht werden
konnen, die zur Toxinbildung fiihren. Nach einer Lagerungszeit von zwei Monaten waren

hingegen in verschiedenen Untersuchungen keine S. aureus mehr nachweisbar (ZARATE et
al., 1997; OLARTE et al., 2000).

In verschiedenen Untersuchungen wurden die Grenzwerte gemill Milchverordnung in
Frischkdse aus Kuhmilch zum Teil erheblich und in einem recht hohen Teil der Proben
iiberschritten (ASPERGER, et al., 1991; JERMINI et al., 1990; COENEN, 2000, DE
ALMEIDA & NADER, 2000; PFLEGER, 2001; RIELMELT & BARTEL, 2002).
Insbesondere Frischkdse aus Rohmilch, die in Deutschland nur iiber Direktvermarktung in
den Verkehr gebracht werden diirfen, wiesen teilweise Keimzahlen von iiber 10" KbE/g auf.
Die Autoren gaben als Griinde hierfiir eine schlechte Rohmilchqualitét, das Fehlen jeglicher
Wairmebehandlung der verwendeten Milch und schlechte hygienische Herstellungs-

bedingungen an (JERMINI et al., 1990; OLARTE et al., 1999).

Insgesamt scheint die Anzahl an S. aureus-positiven Frischkdseproben bei Kédsen aus

Ziegenmilch etwas geringer zu sein als bei Késen aus Kuhmilch (Tab. 3).
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Tab. 3: Untersuchungen zum Vorkommen von S. aureus in Frischkdse aus
Ziegenmilch

Land Art der Milch- Proben- % KbE/g Referenz
Probe typ  anzahl positiv

Deutschland Frischkése roh 47 32 k.A. HAHN et al., 1992

Griechenland Pichtogalo  past. 62 7 10*%° — 10*% PAPAGEORGIOU
Chanion etal., 1998
Cheese*,

Spanien  Cameros k.A. 18 55 <10 8Proben OLARTE etal.,

10°-10%: 4 Proben 1999
10°-10* 5 Proben
10*-10%: 1 Probe

k.A.  keine Angaben
* Mischung aus Schaf- und Ziegenmilch

2.1.2.2.2 Weichkase

Durch seinen hohen Wassergehalt und die kurze Reifungszeit ist das hygienische Risiko bei
Weichkise, insbesondere bei Weichkédsen aus Rohmilch, prinzipiell grofer als bei Schnitt-
und Hartkdsen (ZANGERL & OSL, 1992). Die hochste Kontamination wurde dabei fiir
Rohmilchkése ohne Zusatz von Starterkulturen festgestellt (THAM et al., 1990)

Eine primire Kontamination (log KbE 5,06) der Rohmilch mit S. aureus war nach einer
Reifungszeit von bis zu 30 Tagen in Weichkidse aus Ziegenmilch noch nachweisbar (MAS

et al., 2002).

Das Vorkommen von S. aureus in Weichkdse aus Kuhmilch wurde von zahlreichen
Autoren in verschiedenen Lindern untersucht. Dabei waren gravierende Unterschiede
festzustellen. Es wurden zwischen 0 % und 40 % positive Proben angegeben (BOWEN &
HENNING, 1993; COVENEY et al., 1994; QUINTO et al., 1994; ARAUJO et al., 2002).
Die meisten bewegten sich jedoch um die 30 %. In diesem Bereich lagen auch die
Untersuchungsergebnisse von COENEN (2000) an Rohmilchweichkdsen aus der
Direktvermarktung. Dabei enthielten 17 % der Proben Keimzahlen von iiber 10* S. aureus
/g. In Untersuchungen von RIEMELT & BARTEL (2002) waren 3 von 4 Rohmilchweich-
kdsen aus Kuhmilch, die iiber Direktvermarktung vertrieben worden waren, mit S. aureus-

Keimzahlen iiber 10° KbE/g kontaminiert.
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Weichkdse aus Ziegenmilch ist

aufgrund der

publizierten Untersuchungsdaten

offensichtlich weniger hiufig und zumeist niedriger mit S. aureus kontaminiert als

Weichkise aus Kuhmilch (Tab. 4).

Tab. 4: Vorkommen von S. aureus in Weichkése aus Ziegenmilch
Probe Land Milchtyp Anzahl Proben- % positiv  Referenz
Proben herkunft
Weichkdse Deutsch- k.A. 20 Erzeuger 15 HAHN et al., 1992
land
Feta Deutsch- roh 13 eigene Herst. nn SCHWOPE &
land SCHUPPEL, 1995
Weichkdse Schweden verschieden 198 DV 22% THAM et al., 1995
Weichkdse USA k.A. 3 Chargen EH nn PARK et al., 2004
* Nachweisgrenze 107
nn nicht nachweisbar
2.1.2.2.3 Schnitt- und Hartk&se

Schnitt- und Hartkédse aus Ziegenmilch weisen in der Regel eine Reifungszeit von mehr als
30 Tagen auf. Die zu Beginn von Herstellung und Lagerung festgestellten Keimzahlen fiir
S. aureus sinken daher zum Ende der Reifung zumeist deutlich ab (NORTHOLT, 1984;
COENEN, 2000; PSONI et al., 2003). In Untersuchungen von BACHMANN & SPAHR
(1995) waren S. aureus in Hartkdse aus kontaminierter Milch bereits einen Tag nach
Herstellung nur noch in geringen Keimzahlen, nach einer Woche gar nicht mehr
nachweisbar. Auch in Schnittkise aus kontaminierter Milch konnten im Alter
kommerzieller Reife (90 Tage) keine S. aureus mehr festgestellt werden. Die Enterotoxine
A und D waren in beiden untersuchten Késegruppen ebenfalls nicht nachweisbar. In einem
Versuch mit kiinstlich kontaminierter Milch konnten VAN SCHOUWENBURG-VAN
FOECKEN et al. (1979) S. aureus-Enterotoxine in Gouda nachweisen, bei dem nach 24
Stunden Reifungszeit Keimzahlen fiir S. aureus von iiber 10° KbE/g (enterotoxigene
Stimme) enthalten waren. Da in kommerziell erhéltlichen Kése solch hohe Keimzahlen
extrem selten in 24-Stunden alten Kéisen auftreten, stuften die Autoren die Wahrscheinlich-
keit einer Lebensmittelvergiftung durch den Verzehr von Gouda aus Rohmilch als sehr

gering ein.
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Es wurden zahlreiche Untersuchungen iiber die Anwesenheit von S. aureus in Schnitt- und
Hartkdsen aus Kuhmilch durchgefiihrt. Dabei wurden extrem unterschiedliche Kontamina-
tionsraten von 0 — 100 % festgestellt. Unterschiede zwischen der Verwendung von Roh-
milch oder wirmebehandelter Milch waren nicht festzustellen. Auch der Ort des Proben-
bezuges — Einzelhandel oder Direktvermarktung spielten offensichtlich bei den Kontamina-
tionsraten keine Rolle. Untersuchungen zur Anwesenheit von Staphylokokken-
Enterotoxinen zeigten vor allem die Toxintypen SEA, SEB und SEC (JOHNSON et al.,
1990; BOWEN & HENNING, 1993; COVENEY et al., 1994; BACHMANN & SPAHR,
1995; COENEN, 2000; PFLEGER, 2001; RIEMELT & BARTEL, 2002). In Unter-
suchungen von COENEN (2000) an direktvermarkteten Rohmilchprodukten aus Kuhmilch
waren tiber 30 % der Schnitt- und Hartkdse (n = 245) mit S. aureus kontaminiert. In 13 %
waren Keimzahlen von > 10° KbE/g nachweisbar. In Untersuchungen von RIEMELT &
BARTEL (2002) waren sogar alle sechs untersuchten Schnittkdse aus der Direktver-

marktung mit Keimzahlen iiber den gesetzlich vorgeschriebenen Grenzwerten kontaminiert.

In Untersuchungen von PFLEGER (2001) wurden in den Jahren von 1996 bis 2000
verschiedene Proben von direktvermarktenden Betreiben analysiert. Dabei wurden die
Proben durch die Erzeuger selbst an die Untersuchungsstelle gebracht; es handelte sich also
nicht um zuféllig gezogene Proben. Die Autorin stuft aufgrund ihrer Ergebnisse Schnittkése
beziiglich ihrer Staphylokokkenzahlen als bedenklich ein. Nur ein Viertel der untersuchten
Proben war einwandfrei (< 10° KbE/g).

Untersuchungen von Schnitt- und Hartkédsen aus Ziegen- und Schafmilch zeigen zwar ein
uneinheitliches Bild, insgesamt scheint aber die Belastungshaufigkeit deutlich geringer zu

sein als in vergleichbaren Kuhmilchkdsen (Tab. 5).
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Tab. 5: Untersuchungen zum Vorkommen von S. aureus in Schnitt- und Hartkése

aus Ziegenmilch in Deutschland

Probe Tierart ~ Milchtyp Anzahl % positiv  Referenz
Proben
Schnittkése Ziege k.A. 27 33 HAHN et al., 1992
Gouda Ziege roh 12 8* SCHWOPE & SCHUPPEL,
1995
nn nicht nachweisbar
* Nachweisgrenze 10° KbE/g

ALBENZIO et al. (2001) untersuchten Schnitt- und Hartkdse aus Schafmilch in
Abhingigkeit von der Vorbehandlung der zur Kiseherstellung verwendeten Milch auf das
Vorkommen von S. aureus. Dieser Keim konnte jedoch weder in Kédse aus Rohmilch noch

bei Kdsen aus thermisierter oder pasteurisierter Milch nachgewiesen werden.

In einer Untersuchung von 90 Proben von ,,Picante da Beira Baixa“ Kése, einem aus einer
Mischung aus roher Schaf- und Ziegenmilch hergestellten Hartkése, stellten FREITAS et al.
(1995) hohe initiale Keimzahlen an Staphylokokken fest (10° KbE/g); nach 6 Monaten
waren noch immer ca. 10° KbE/g Staphylokokken enthalten. Allerdings waren davon
lediglich 6 % Koagulase-positiv. Die Autoren schlossen aus ihren Ergebnissen, dass die zur

Kaseherstellung verwendete Milch eine schlechte mikrobiologische Qualitit aufwies.

2.1.3 Rechtliche Regelungen

Fiir S. aureus sind in der Milchverordnung die in Tab. 6 aufgefiihrten Grenzwerte fiir Kése

angegeben.

Tab. 6: Grenzwerte (KbE/g) fiir S. aureus in Milch und Milcherzeugnissen gemil
Milchverordnung

Erzeugnis m* M*

Rohmilch fiir Rohmilcherzeugnisse 500 2000

Frischkése 10 100

Weichkése aus warmebehandelter Milch 100 1 000

Kise aus Rohmilch und thermisierter Milch 1 000 10 000
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2.2 Escherichia coli und coliforme Keime

2.2.1 Allgemeines

Escherichia (E.) coli und coliforme Keime gehoren zur Familie der Enterobacteriaceae
(SINELL & KLEER, 2000). Beide Parameter stellen bei der Untersuchung von Milch und
Milcherzeugnissen bedeutsame Markerorganismen dar. Wéahrend E. coli als Indexkeim fiir
eine mogliche Kontamination mit pathogenen Keimen fikaler Herkunft gilt, werden
Coliforme als Indikatoren fiir die hygienische Qualitidt der Herstellungspraxis angesehen
(HAHN et al., 1992a; DAUERER, 2002). Coliforme Keime sind eine taxonomisch recht
heterogene Gruppe, die durch das gemeinsame Merkmal der Laktoseverwertung definiert

werden (BECKER & TERPLAN, 1987).

Sowohl innerhalb der Gruppe der coliformen Keime als auch unter den Vertretern von E.
coli gibt es Stimme, die pathogen bei Mensch und Tier sind (SINELL & KLEER, 2000).
Einige Vertreter der coliformen Gruppe fithren aulerdem zu einer Minderung von Qualitét
und Haltbarkeit bzw. zu technologischen Schdden bei der Herstellung von
Milcherzeugnissen durch proteolytische und lipolytische Aktivitdten, Entstehung von
Ammoniak aus der Desaminierung von Aminosiuren, die Bildung biogener Amine und
organischer Sduren und die Frithbldhung bei der Kaseherstellung (BECKER & TERPLAN,
1987; DAUERER, 2002).

2.2.2 Vorkommen von E. coli und coliformen Keimen in Milch und Kéase

2.2.2.1 Milch

In einer Osterreichischen Untersuchung wurden geringe Kontaminationsraten von Hailften-
gemelken von Ziegen mit E. coli festgestellt. 95,5 % der 204 untersuchten Hélftengemelke
waren nicht infiziert (PERNTHANER et al., 1991). Hingegen ist eine Kontamination von
Bestandsmilch sowohl mit E. coli als auch mit coliformen Keimen haufig (E. coli bis 81 %,
Coliforme bis 100 %). Die Keimzahlen bewegen sich dabei bei bis zu 10° KbE/g fiir E. coli
und bis zu 10° KbE/g fiir Coliforme. Die Durchschnittwerte waren jedoch deutlich geringer
(REA et al., 1992; DESMASURES et al., 1997; HAHN et al., 1999b; HAHN et al., 1992;
SCHNELLHARDT, 1998; Tab. 7). Unterschiede zwischen Kuh- und Ziegenmilch scheinen
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nicht zu bestehen, obwohl Berichte iiber die Kontaminationshiufigkeit von Rohmilch von
Ziegen vergleichsweise rar sind; insbesondere liegen wenig neuere Daten aus Deutschland
vor (Tab. 7). Die Untersuchungsergebnisse decken sich mit Beobachtungen von COUSIN
(1982), der das Vorkommen von E. coli und coliformen Keimen in Milch weniger auf eine
sekretorische Kontamination, sondern vielmehr auf eine postsekretorische bzw. eine
Kontamination bei Be- und Verarbeitung der Milch nach der Wéirmebehandlung
zuriickfiihrt. Erschwerend kommt hinzu, dass sich diese Erreger in Milch auch bei
Kiihllagerung gut vermehren konnen (TIRARD-COLLET et al., 1991). Hingegen iiberleben
weder E. coli noch coliforme Keime eine Pasteurisierung (DAUERER, 2002).

Tab. 7: Untersuchungen zum Vorkommen von coliformen Keimen bzw. Enterobacteriaceae

in Rohmilch

o KbE (log;¢/ml)
Tierart Milchtyp Land z;rrz)zbaehri pos/;tiv . Durch- Referenz
min  max .
schnitt

Kuh Milch-ab- Deutsch- 149 98* 0* 5% 2% HAHN et al.,
Hof land 1999b

Kuh Bestands- Irland 70 Hofe  100* <2* k.. k.A. |REA etal., 1992
milch

Kuh Bestands- Italien 420 k.A. 4% 5% 4% CHIAVARI et
milch al., 1993

Kuh Bestands- Frankreic | 27 Hofe  k.A. Q¥** gk 1*** | DESMASURES
milch h etal., 1997

Kuh Bestands- New York 855 87* 0* 4% 0,5- |BOOR etal.,
milch State 2,0% 1998

Ziege Bestands-  Deutsch- 69 k.A. kA,  >2% 2 HAHN et al.,
milch land 1992

Ziege Bestands-  Deutsch- 109 kA, <1*¥* >3% kA |SCHNELL-
milch land HARDT, 1998

Ziege  Anliefe- Australien 33 91* 1,9*%  32% 2,34*% 1COX &
rungsmilch MacRAE, 1989

Ziege Bestands- Australien 86 66* 0* 3,5% 0,95* |COX &
milch MacRAE, 1989

Ziege Bestands- Kanada 6 Hofe k.A. kA.  kA. 0,7- | TIRARD-
milch 2,4* | COLLET, 1991

Ziege Bestands-  Schweiz 344 k.A.  kA. k.A. | MUELHERR et
milch 62*** al., 2003

Ziege Bestands-  Italien 60 k.A. k.A.  k.A. 3% FOSCHINO et
milch al., 2002

k.A. keine Angaben

* coliforme Keime

*k coliforme Keime, durchschnittliche Gehalte in einzelnen Betrieben

Hk K Enterobacteriaceae
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2.2.2.2 Kase

Fiir Rohmilcherzeugnisse und wérmebehandelte Erzeugnisse aus Ziegenmilch diirften
hinsichtlich einer Kontamination mit E. coli und coliformen Keimen wéhrend der Be- und
Verarbeitung dhnliche Verhiltnisse gegeben sein wie fiir Kuhmilch. HAHN et al. (1992)
wiesen allerdings eine grundsitzlich hohere Belastung von Ziegenkdse aus der

Direktvermarktung nach als bei Handelsproben.

Obwohl das Problem der Coliformenbesiedlung in Kise bekannt ist, ist es bei
Kontamination in einem frithen Stadium der Kédseherstellung in der Regel nicht moglich,
threm Wachstum wihrend der weiteren Herstellung oder Reifung entgegenzuwirken.
Insbesondere durch Verwendung vorgereifter, roher Milch, bei schlechter Sduerung und bei
zu hohen Reifungstemperaturen kann es zu einem raschen Wachstum in den frithen Stadien
der Herstellung kommen (NOOITGEDAGT & HARTOG, 1988; DO AMARAL et al.,
1992). Die Differenzierung von aus Kése isolierten Coliformen ergab in unterschiedlichen
Untersuchungen eine Fiille verschiedener Keime. Besonders hédufig vertreten waren die
Genera Klebsiella, Enterobacter, Serratia und Citrobacter (ALEKSIEVA, 1983; MASSA
et al., 1992; TORNADIJO et al., 1993; ZARATE et al., 1997).

22221 Frischkase

In Frischkése iiberlebt E. coli eine Lagerung bei 7 bis 25 °C, kann sich jedoch nicht
vermehren (SIMS et al., 1989). Die Kontaminationsraten fiir E. coli liegen bei unterhalb der
Nachweisgrenze bis knapp 90 %, bei coliformen Keimen bei bis zu 100 %. Sowohl E. coli
als auch Coliforme sind mit Keimzahlen von bis iiber 10° KbE/g vertreten. Unterschiede
zwischen Frischkdse aus Kuhmilch oder aus Ziegenmilch lassen sich nicht feststellen (Tab.

8 und 9).
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Tab. 8: Untersuchungen zum Vorkommen von E. coli in Frischkdse
Tier- Milch- Land Proben- Anzahl % positiv KBE (logio/e) Referenz
art  typ herkunft Proben min max Durch-
schnitt
Kuh roh  Deutsch- DV 35 86 1 >6 1 HAHN et al.,
land 1999a;
COENEN,
2000
Ziege k.A. Deutsch- DV 47 »wenige“ k.A. kA. kA. |HAHNetal,
land 1992
Ziege" roh  Spanien  Kiserei 4 n.n. kA. kA. kA. |ZARATE et
Chargen al., 1997
Ziege* roh  Kreta, EH oder 62 89 1,3 5,7 1-4 | PAPAGE-
oder Griechen- Hersteller ORGIOU et
past. land al., 1998
k.A. keine Angaben
n.n. nicht nachweisbar
DV Direktvermarktung
EH Einzelhandel
’ aus Ziegen- oder Schafmilch oder aus einer Mischung von beidem
# meist aus Ziegenmilch, mitunter gemischt mit Kuh- oder Schafmilch
Tab. 9: Untersuchungen zum Vorkommen von coliformen Keimen in Frischkése
. Milch- Proben- Anzahl % KbE (logi/g)
Tierart Land . Referenz
typ herkunft Proben  positiv min max Durch-
schnitt
Kuh roh  Deutsch- DV 35 89 1 >6 2 HAHN et
land al., 1999a;
COENEN,
2000
Kuh past.  Oster- Kiserei 41 44% 0o 2 k.A. |PFLEGER,
reich 2001
Ziege k.A.  Deutsch- DV 47 ca. 25** kA. 7 1 HAHN et
land al., 1992
Ziege roh  Spanien  Késerei 4 kA. kA. kA. 72" |ZARATEet
Chargen al., 1997
Ziege" roh oder Kreta, EH oder 62 100 1 566 4-5 |PAPAGEO
past.  Griechen- Hersteller RGIOU et
land al., 1998
k.A. keine Angaben
n.n. nicht nachweisbar
A meist aus Ziegenmilch, mitunter gemischt mit Kuh- oder Schafmilch
A aus Ziegen- oder Schafmilch oder aus einer Mischung von beidem
* > 10 KbE/g
sk

>10° KbE/g

# Enterobacteriaceae



2 LITERATURUBERSICHT 15

22222 Weichkase

Die Kontaminationshdufigkeit von Weichkdsen aus Kuhmilch ist nach verschiedenen
Angaben mit 60 bis iiber 90 % fiir E. coli und 85 bis 100 % fiir coliforme Keim erheblich
grofier als von Weichkésen aus Ziegenmilch. E. coli erreichen in Weichkése aus Kuhmilch

Keimzahlen von bis zu 10° KbE/g, Coliforme bis zu 10* KbE/g (Tab. 10 und 11).

Die Uberlebensfihigkeit von Enterobacteriaceae und Coliformen in Weichkise hiingt von
verschiedenen Faktoren der Verarbeitung ab, wobei die festgestellten Coliformen-Zahlen
im Sommer hoher waren als im Winter. Darliber hinaus waren sie z. T. nach einer
Reifungszeit von 60 Tagen noch in Konzentrationen von bis zu 10* KbE/g vorhanden, z. T
waren sie bereits nach dem Salzen nicht mehr nachweisbar (HATZIKAMARI et al., 1999;
MANOLOPOULOU et al. 2003; ARENAS et al., 2004). Dies ist nach Ansicht von
HATZIKAMARI et al. (1999) auf Verdnderungen im pH-Wert und in Konzentrationen von

Milchsidurebakterien zuriickzufithren.

Tab. 10: Untersuchungen zum Vorkommen von E. coli in Weichkése
Prob Anzahl KbE
. . roben- | Anza o . log:/
Tierart Milchtyp Land herkunft | Proben % positiv~ (10810/8) | Referenz
min max
Kuh roh Deutsch DV 89 93 0 6 |HAHN et al., 1999a;
land COENEN, 2000
Kuh k.A. Bayern DV + 368 1 k.A. k.A.|ANONYM, 2001b
EH
Kuh roh Spanien DV 30 60 k.A. >3 |QUINTO etal., 1994
Kuh gemischt  Spanien DV 19 63 k.A. >3 [QUINTO et al., 1994
Ziege k.A. Deutsch DV 20 »wenige“ k.A. k.A.|HAHN etal., 1992
land
Ziege k.A. USA EH 3 0 k.A. k.A.|PARK etal., 2004
Chargen
k.A. keine Angaben
DV Direktvermarktung

EH Einzelhandel
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Tab. 11: Untersuchungen zum Vorkommen von coliformen Keimen in Weichkése
KbE
Tierart Milchtyp ~ Land Eﬁﬁ& ?rrz)zbaeh; % positiv ~ (10210/8) | Referenz
min  max
Kuh unpast. Irland DV 9 89 0 8 COVENEY et
al., 1994
Kuh past. Irland DV 7 86 0 6 | COVENEY et
al., 1994
Kuh roh Deutsch- DV 89 100 -1 6 HAHN et al.,
land 1999a;
COENEN, 2000
Kuh past. Brasilien EH 45 100 3 6 |ARAUJOetal.,
2002
Ziege wirmebeh. GroB- DV/ k.A. k.A. 0 >8 |THAMetal,
+ Starter britannien EH 1990
Ziege roh + Starter GroB- DV/ k.A. k.A. 0 7 |THAMetal.,
britannien EH 1990
Ziege roh ohne GroB- DV/ k.A. k.A. 1 >8 |THAMetal,
Starter britannien EH 1990
Ziege k.A. Deutsch- DV 20 ca.20% k.A. 7 |HAHNetal.,
land >5 1992
Ziege roh/past./  Griechen- eigene 3 0 k.A. k.A. | XANTHO-
therm. land Herst. | Chargen POULOS et al.,
2000
Ziege k.A. USA EH 3 0 k.A. k.A. |PARK etal.,
Chargen 2004
DV Direktvermarktung
EH Einzelhandel
k.A. keine Angaben

2.2.2.2.3 Schnitt- und Hartkase

Die Keimzahl an Enterobacteriaceae nimmt in Schnitt- und Hartkdse aufgrund der
abfallenden aw- und pH-Werte im Verlauf der Reifung generell schnell ab (TORNADIJO et
al., 1993; ALBENZIO et al., 2001; CARDINI et al., 2003). Das hygienische Risiko ist bei
diesen Kidsesorten daher erheblich geringer als bei Weichkidse (ZANGERL & OSL, 1992;
COVENEY et al., 1994).

Die Dauer der Reifungszeit bis zum Absinken der Coliformenzahl auf unter 10 KbE/g bzw.
bis zum vollstindigen Verschwinden werden in der Literatur mit einer Woche bis drei
Monaten angegeben, wobei die Vorbehandlung der verwendeten Milch offenbar keine

besondere Rolle spielt (TORNADIJO et al., 1993; HOPPE-SEYLER et al. 2000; FREITAS
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& MALCATA, 2000; ALBENZIO et al., 2001). PSONI et al. (2003) konnte sogar nach 6

Monaten z. T. noch Coliforme in Schnitt- und Hartkdse aus Ziegenmilch feststellen.

Die Vorkommenshdufigkeit von E. coli in Hartkdse wird unterschiedlich beschrieben:
Wihrend TORNADIJO et al. (1993) und ALBENZIO et al. (2001) keine E. coli nachweisen
konnten, war in Untersuchungen von CARDINI et al. (2003) bei Verwendung von
Rohmilch nach 28 Tagen Reifung in 3 von 6 Chargen noch immer > 10° E. coli / g

vorhanden.

Die Kontaminationshaufigkeit von E. coli und coliformen Keimen scheint in Schnitt- und
Hartkédsen aus Kuhmilch und aus Ziegenmilch vergleichbar zu sein, wobei Daten zu diesen

Erzeugnissen aus Direktvermarktung vergleichsweise rar sind (Tab. 12 und 13).

Tab. 12: Untersuchungen zum Vorkommen von E. coli in Schnitt- und Hartkése
. Milch Proben- | Anzahl . KbE (logi/e)
Tierart Land % positiv Referenz
typ herkunft | Proben .
min max Durch-
schnitt
Kuh  past. Oster- k.A. 30 k.A. <1 3-4 <2 |ZANGERL &
reich OSL, 1992
Kuh  roh Oster- k.A. 30 k.A. 3 5 4 ZANGERL &
reich OSL, 1992
Kuh roh Deutsch DV 245 94 0 2 1 HAHN et al.,
land 1999a;
COENEN, 2000
Ziege k.A. Deutsch DV 27 ~wenige“ k.A. kA. k.A. |HAHNetal,
land 1992
Ziege roh Deutsch DV 12 4 2 3 k.A. |SCHWOPE &
land SCHUPPEL,
1995

k.A. keine Angaben
DV Direktvermarktung
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Tab. 13: Untersuchungen zum Vorkommen von coliformen Keimen in Schnitt- und
Hartkéase
Tier- Milch- Proben- | Anzahl % Bereich (logi/g)
Land o Referenz
art typ herkunft | Proben  positiv min max Durch-
schnitt
Kuh roh Deutsch DV 245 95 0 4 2 HAHN et al.,
land 1999a;
COENEN, 2000
Kuh  past. Oster- k.A. 30 k.A. <1 4-5 <3 |ZANGERL &
reich OSL, 1992
Kuh  roh Oster- k.A. 30 k.A. 4 6 4-5 |ZANGERL &
reich OSL, 1992
Kuh  unpast., Irland DV 3 100 1 5 k.A. |COVENEY et
SK al., 1994
Kuh  past., Irland DV 3 100 1 2 k.A. |COVENEY et
SK al., 1994
Kuh  unpast., Irland DV 2 0 0 0 k.A. |COVENEY et
HK al., 1994
Kuh  past., Irland DV 4 50 0 1 k.A. |COVENEY et
HK al., 1994
Ziege, evtl. Tiirkei EH 20 100 2,6 58 42 | KIVANC,
Schaf, unpast. 1989b
Kuh
Ziege Kk.A. Deutsch DV 27 kA. kA 7 1 HAHN et al.,
land 1992
Ziege roh Deutsch DV 12 50 2 3 k.A. |SCHWOPE &
land SCHUPPEL,
1995
k.A. keine Angaben
SK Schnittkése
HK Hartkése
DV Direktvermarktung
EH Einzelhandel

2.2.3 Rechtliche Regelungen

Fiir E. coli bzw. coliforme Keime sind in der Milchverordnung nur liickenhaft Grenzwerte
fiir Kése angegeben (Tab. 14). Es fehlen fiir E. coli Grenzwerte fiir Kise aus pasteurisierter
Milch auBer Weichkése. Fiir Coliforme fehlen Grenzwerte fiir alle Rohmilchkise und fiir

Kiése aus warmebehandelter Milch auller Weichkise.

In der International Dairy Federation (IDF) voriibergehend diskutierte Werte haben sich

nicht etablieren konnen (Tab. 15). Kiinftig diirfte durch eine Anderung des Europiischen
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Lebensmittelrechts der Parameter ,.coliforme Keime® durch Enterobacteriaceae ersetzt
werden, bisher liegen aber nur Entwiirfe fiir rechtliche Normen vor (Tab. 16). Kédme dieser
Entwurf der EU-Kommission so zustande, wiren fiir alle Kidse Grenzwerte fir E. coli
existent. Die Werte liegen fiir Kése aus Rohmilch unter denen der Milchverordnung, die bei
Inkrafttreten der EU-Verordnung obsolet wiirde. Auflerdem sind die Beurteilungen dann
nur noch von der Vorbehandlung der zur Késeherstellung verwendeten Milch, jedoch nicht

mehr vom Késetyp abhéngig.

Tab. 14: Grenzwerte (KbE/g) fiir E. coli und coliforme Keime in Kédse gemdll Milch-
verordnung
E. coli Coliforme
n m M c n m M c
Kése aus Rohmilch und
thermisierter Milch 5 10* 10° 2 keine Grenzwerte
Weichkése aus 5 3 . s
warmebehandelter Milch i 10 10 ’ i 10 10 :
Tab. 15: Bei IDF voriibergehend in Diskussion befindliche mikrobiologische Normen
(KbE/g) fiir Kdse (BECKER & TERPLAN, 1987)
E. coli Coliforme
n m M c n m M c
Frischkise 5 10' 107 2 5 107 10° 2
Weichkise 5 10 10° 2 keine Norm
WeiBer Kise in 5 10' 10? 2 5 10° 10° 2
Salzlake (Feta)




Tab.16:

Gemeinschaften iiber eine Verordnung zu mikrobiologischen Kriterien fiir Lebensmittel (2004)

Grenzwerte (KbE/g) fiir Enterobacteriaceae und E. coli in Kidse gemidfB cines Entwurfes der Kommission der Europaischen

. . Mikro- Probenahme | Grenze (KbE /| Analytisches Stufe, fiir die das MafBnahmen im Fall
Lebensmittelkategorie . plan* ml bzw.g) Referenz- o . o .
organismus Kriterium gilt unbefriedigender Ergebnisse
n c m M verfahren
pasteurisierte Milch® und Entero- 5 2 <1 5 ISO 21 528-1 |Ende des Kontrolle der Wirksamkeit der
sonstige fliissige pasteurisierte bacteriaceae Entwurf Herstellungs- Wirmebehandlung und
Milcherzeugnisse prozesses Verhinderung der erneuten
Kontamination sowie Kontrolle der
Qualitdt der Rohstoffe
Kése aus Rohmilch E. coli 5 2 |1000 10000 |ISO 16649-1 |Zu einem Zeitpunkt | Verbesserung in der
oder 2 wihrend der Herstellungshygiene und bei der
Kise aus wiarmebehandelter E. coli 5 2 100 1000 |ISO 16649-1 |Herstellung, zu dem | Auswahl der Rohstoffe
Milch oder Molke oder 2 die hochste E. coli-
Zahl erwartet wird
Kiése aus Milch oder Molke, die | E. coli 5 2 10 100 |ISO 16649-1 |Zu einem Zeitpunkt | Verbesserung in der
einer starkeren Warmebehand- oder 2 wéhrend der Herstellungshygiene

lung als der Warmebehandlung
unterhalb der Pasteurisierungs-
temperatur unterzogen wurden

Herstellung, zu dem
die hochste E. coli-
Zahl erwartet wird

Dieses Kriterium gilt nicht fiir Milch, die zur weiteren Verarbeitung in der Lebensmittelindustrie bestimmt ist
* n = Anzahl der Probeneinheiten der Stichprobe; ¢ = Anzahl der Probeneinheiten, deren Werte zwischen m und M liegen

0¢
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Zur Orientierung bei der Beurteilung der Keimzahlen von Coliformen in Kése kann auch
ein Vergleich mit den Grenzwerten anderer Lédnder hilfreich sein: In Kanada sind als
Grenzwerte fiir Coliforme in Kédse aus dem Einzelhandel bei Kése aus pasteurisierter Milch
1,5 x 10> KbE/g und fiir Kiise aus unpasteurisierter Milch 5,0 x 10* KbE/g angegeben. In
Frankreich diirfen in Brie und Camembert zum Zeitpunkt des Vertriebs fiir den Export, also
4 bis 5 Tage vor dem Ende der Reifungszeit nicht mehr als 10> KbE/g Coliforme enthalten
sein (NOOITGEDAGT & HARTOG, 1988).

2.3 Bacillus cereus

2.3.1 Allgemeines

Bacillus (B.) cereus gehort zu den “Endosporen-bildenden grampositiven Stdbchen und
Kokken”. Die Bezeichnung “cereus = wichsern” geht auf die charakteristische Oberflache
seiner Kolonien zuriick (HAMMER, 2000). Die B. cereus-Gruppe beinhaltet fiinf Spezies
B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, B. anthracis und B. weihenstephanensis. Als -
allerdings relativ selten vorkommender - Infektionserreger, z.B. im Zusammenhang mit
Wundinfektionen ist B. cereus seit langem bekannt (WOHLGEMUTH et al., 1972;
TURNBULL & KRAMER, 1991; SHINAGAWA, 1993; GRANUM, 1994; LECHNER et
al., 1998).

Im Lebensmittelsektor spielt B. cereus unter zwei verschiedenen Gesichtspunkten eine
Rolle: Zum einen fiihrt er dank seiner Féhigkeit zum Abbau von Kohlenhydraten, Proteinen
und teilweise auch Fett zu Entmischung bzw. Verderbnis von Lebensmitteln (CLAUS &
BERKELEY, 1986; SHINAGAWA, 1993; KIELWEIN, 1994; COENEN, 2000;
DAUERER, 2002). Zusammen mit B. polymyxa war B. cereus in einer Studie von
TERNSTROM et al. (1993) verantwortlich fiir 77 % aller vorwiegend durch grampositive

Keime verdorbenen pasteurisierten Milchproben.

Zum anderen ist B. cereus in der Lage, Lebensmittelvergiftungen zu verursachen (CLAUS
& BERKELEY, 1986; DAUERER, 2002). Diese Vergiftungen konnen in zwei
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verschiedenen Erscheinungsformen auftreten, abhingig von den beteiligten Serotypen und

den von diesen gebildeten Toxinen (TAYLOR & GILBERT, 1975; SHINAGAWA, 1993).

2.3.2 Wachstumseigenschaften

B. cereus bildet gerade, grampositive, bewegliche Stdbchen von 3-5 um Lénge und 1,0-1,2
um Breite mit protoplasmatischen Lipidgranula und Endosporen (CLAUS & BERKELEY,
1986; TURNBULL & KRAMER, 1991; ANONYM, 1995; HAMMER, 2000). Sporenfreie
Stibchen bilden Ketten wihrend der Vermehrung. Abhéngig von Umweltfaktoren und der
Stabilitdt dieser Ketten ist die Koloniemorphologie sehr unterschiedlich. Die Kolonien sind
groB3, flach und unregelméfBig mit stumpfer bis runzliger und wachsartiger (“gefrorenes
Glas”), gelegentlich auch schleimiger Oberfliche und besitzen einen charakteristischen
Geruch nach Mauseurin. Oft ist der Kolonierand wellenféormig, aber ohne Ausldufer
(CLAUS & BERKELEY, 1986; HAMMER, 2000; DAUERER, 2002). Charakteristisch ist
eine vollstindige, grofle, scharfrandige Hédmolyse auf Blutagar (SNEATH et al., 1986;
HAMMER, 2000). Auf Polymyxin-Pyruvat-Eigelb-Mannit-Bromthymolblau-Agar
(PEMBA) bildet B. cereus gefurchte oder gefranste Kolonien tiirkis- bis pfauenblauer
Farbe, iblicherweise mit einem Eigelbprézipitathof &hnlicher Farbe (CLAUS &
BERKELEY, 1986).

Fiir die Vermehrung benoétigt dieser Keim spezielle Aminoséduren, ist jedoch insgesamt
anspruchslos (HAMMER, 2000). Er kann sich aerob und fakultativ anaerob vermehren
(CLAUS & BERKELEY, 1986; HAMMER, 2000; ANONYM, 2002d).

DUFRENNE et al. (1995) stellten betrdchtliche Variationen der Eigenschaften
psychrotropher B. cereus-Stimme fest. Die Stdmme wurden aus Milch, Ausbriichen von
Lebensmittelvergiftungen, und anderen, nicht weiter differenzierten Lebensmitteln isoliert.
Jedoch waren alle Stimme in der Lage, bei unter 7 °C zu wachsen. Die lag-Phase wurde
stark durch Wachstumsbedingungen des Mikroorganismus, insbesondere die
Wachstumstemperatur ~ beeinflusst. Die daher abgetrennte, neue Spezies B.
weihenstephanensis ist in der Lage, bei 4 bis 7 °C zu wachsen, jedoch nicht bei 43 °C
(LECHNER et al., 1998). Allerdings treten auch psychrotolerante Zwischenstufen zwischen
B. cereus und B. weihenstephanensis auf (STENFORS & GRANUM, 2001).
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Aufgrund seiner hohen Uberlebensfihigkeit iibersteht B. cereus alle bei der Kiseherstellung
iiblicherweise eingesetzten Wiarmebehandlungsverfahren und ist teilweise auch nach
langeren Reifungszeiten noch nachweisbar (MIKOLAJCIK et al., 1973; SIMS et al., 1989;
LITTLE & KNOCHEL, 1994; BACHMANN & SPAHR, 1995).

2.3.3 Toxinbildung

Verschiedene Stamme von B. cereus sind in der Lage, Toxine zu bilden. Die Fahigkeit zur
Enterotoxinproduktion bei aus Kuhmilch isolierten B. cereus-Stimmen werden mit 43,6 %
bis knapp 100 % der Isolate angegeben (SHINAGAWA, 1993; WONG et al., 1988b).
Hierbei ist zwischen der emetischen Form und der Diarrhoeform zu unterscheiden. Die
emetische Form, eine intradidtetische Intoxikation durch ein hitze-, sdure- und
proteasestabiles niedermolekulares Toxin (emetisches Toxin, Cereulid), spielt vor allem im
Zusammenhang mit einer Vermehrung von B. cereus in kohlehydratreichen Lebensmitteln
(z.B. Reis) eine Rolle, wo es innerhalb weniger Stunden gebildet werden kann (AGATA,
1995, HAMMER, 2000, DAUERER, 2002).

Im Gegensatz hierzu spielen bei der Diarrhoeform nur im Darm gebildete Toxine von B.
cereus eine Rolle, aufgrund ihrer niedrigen Tenazitit beziiglich Hitze, Sdure und
proteolytischen Enzymen (intravitale Intoxikation). Bei den Diarrhoetoxinen besteht
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und Wirkung noch teilweise Unklarheit. Vermutlich
handelt es sich um mehr als 10 hitzelabile Proteine, die teilweise erst durch Verbindung von
mehreren Einzelkomponenten zu Proteinkomplexen (z.B. Hémolysin BL-Komplex,
Nichthdmolytische Enterotoxine NhE) toxische Wirkung entfalten (TURNBULL &
KRAMER, 1991; SHINAGAWA et al., 1991; SHINAGAWA, 1993; GRANUM et al.,
1993; GRANUM, 1994; NOTERMANS et al., 1997; ANONYM, 2002a; DAUERER,
2002). Da verschiedene Stamme unterschiedliche Proteine in stark variierender Menge
produzieren, ist die tatsdchliche Toxizitdit (Zytotoxizitdit) von Stamm zu Stamm
unterschiedlich. Unterschieden werden sogenannte ,,low producer* und ,,high producer. So

war die Mehrzahl (72 %) der von STENFORS et al. (2002) untersuchten B. 75
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weihenstephanensis-Stimme nicht zytotoxisch, obwohl alle in der Lage waren, mindestens
eines der B. cereus-Enterotoxine HBI, NhE oder CytK zu produzieren. Dies wirkt sich auch
erschwerend auf die Bewertung von B. cereus in Lebensmitteln aus, da eine
allgemeinverbindliche quantitative Beurteilung damit praktisch unmdglich st
(LANGEVELD et al., 1996; NOTERMANS et al, 1997). Eine Ubersicht von Angaben aus
der Literatur zu akzeptablen bzw. kritischen Keimzahlen fiir B. cereus, vor allem im

Hinblick auf die Bildung von Diarrhoetoxinen, ist in Tab. 17 zusammengestellt.



2 LITERATURUBERSICHT

25

Tab. 17:

Literaturangaben zu kritischen Keimzahlen fiir B. cereus in Lebensmitteln

Grenzwert

(KbE/ml bzw. g)

Bemerkung

Autor

10°
10°-10*
10°-10°

<10°

10°

10°

10°

10° — 10°

> 10°

> 10°
1,2x10° - 108
(@ 107)

> 10’
> 10’

> 10’

pathogene Stdmme

Ausbriiche in Norwegen
,,arenzwerte zum Mindesthaltbar-
keitsdatum"

, Vergiftung gesunder Erwachsener
ausgeschlossen (mit
Sicherheitsabstand)“

,»in jeglichen Produkten
beunruhigend fiir Industrie*

»in jeglichen Produkten
beunruhigend fiir Industrie*
,Gesundheitsgefahrdung, falls es
sich um toxigene Stdmme handelt*
,.keine Ubereinstimmung mit
allgemein akzeptierten Prinzipien
guter Herstellungspraktik*
,Gefahr starker Toxinbildung*

,»Voraussetzung fiir die Bildung
von Enterotoxinen (+ Abwesenheit
einer sdurebildenden Flora)*
untersuchte Ausbriiche von
Lebensmittelvergiftungen
Enterotoxinproduktion nachweisbar
Enterotoxinproduktion unter
optimalen Wachstumsbedingungen
nachweisbar

»hennenswerte Toxinmengen*

LARSEN & JORGENSEN, 1999
GRANUM et al., 1993
NOTERMANS et al., 1997

LANGEVELD et al., 1996

KRAMER & GILBERT, 1989

GRANUM et al., 1993

NOTERMANS et al., 1997

NOTERMANS et al., 1997

BEUTLING & BOTTCHER,

1998

KIELWEIN, 1994

KRAMER & GILBERT, 1989

NOTERAMNS & TATINI, 1993

KRAMER & GILBERT, 1989

GRIFFITHS, 1990
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Trotz differierender Angaben werden gemeinhin Keimzahlen von iiber 10° B. cereus/g
Lebensmittel als gesundheitlich bedenklich angesehen. Bei nachgewiesen pathogenen
Stimmen ist dieser Wert jedoch deutlich niedriger anzusetzen. Spezifische

Rechtsvorschriften fiir B. cereus existieren derzeit jedoch nicht.

Obwohl B. cereus praktisch ubiquitdr ist und - auch potentiell toxinogene Stimme - in
Milch und Milcherzeugnissen regelmiBig, teilweise mit hohen Keimzahlen nachgewiesen
werden kann, ist die Anzahl gut dokumentierter Vergiftungsfille, insbesondere durch
Milcherzeugnisse bisher minimal, woraus sich eine gewisse Diskrepanz ergibt. Die
tatsdchliche Toxinbildung in Lebensmitteln bzw. im Darm bzw. das Risiko der Aufnhahme
einer kritischen Dosis B. cereus scheint daher von komplexen Faktoren abhingig zu sein,
wobei individuelle Disposition und Pathogenitit bzw. Toxinbildungsvermogen
zusammenwirken konnen. In pasteurisierter Konsummilch tritt mdglicherweise ein
sichtbarer Verderb (SiiBgerinnung) bei hoheren B. cereus-Keimzahlen eher ein als

Toxinbildung (AHMED, 1983).

2.3.4 Vorkommen von B. cereus in Milch und Kase

Die Kontamination von Milch und Milcherzeugnissen mit B. cereus erfolgt wihrend der
Milchgewinnung durch postsekretorische Kontamination aus der Umwelt. Dariiber hinaus
ist ein Eintrag von B. cereus praktisch in allen Stufen der Be- und Verarbeitung von Milch
und Milcherzeugnissen moglich (CLAUS & BERKELEY, 1986; SHINAGAWA, 1993).

In Rohmilch von Kiihen wurde B. cereus in verschiedenen Untersuchungen mit einer
Haufigkeit von 5 — 70 % und Keimzahlen von in der Regel zwischen 10 und 100 KbE/ml
nachgewiesen (AHMED et al., 1983; HELMY, 1984; GRIFFITH & PHILLIPS, 1990;
SHINAGAWA, 1993; TE GIFFEL et al., 1995; TE GIFFEL et al., 1996; COENEN, 2000).
Untersuchungen von Ziegenmilch sind vergleichsweise selten, aber auch hier wurde B.
cereus in hohem Prozentsatz mit vergleichbaren Keimzahlen nachgewiesen, was aufgrund
des postsekretorischen Kontaminationswegs plausibel ist (ESPIE & MULLAN, 1987; COX
& McRAE, 1989).
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In pasteurisierter (kurzzeiterhitzter) Milch wurde B. cereus ebenfalls hdufig nachgewiesen,
mit einer Haufigkeit von 38 bis zu 100 %. Die Keimzahlen lagen vor allem bei
Untersuchung von Konsummilch zum Ende der Mindesthaltbarkeit bei z. T. iiber 10’
Keimen/ml, hiufiger aber wurden Keimzahlen um 10%/ml gefunden (AHMED et al., 1983;
HELMY, 1984; WONG, 1988b; GRIFFITH & PHILLIPS, 1990; NOTERMANS et al.,
1997). In pasteurisierter Ziegenmilch liegen offensichtlich dhnliche Verhiltnisse vor wie in
Kuhmilch, wobei die Zahl der publizierten Untersuchungen deutlich geringer ist

(ROBERTS; 1984; COX & McRAE, 1989).

B. cereus-positive Kdseproben wurden je nach Kiseart mit einer Haufigkeit von zumeist 4
% und 17 % gefunden. Vereinzelt wurden aber auch Kontaminationsraten von 60 bis 70 %
festgestellt (Tab. 18 und 19). Zytotoxizitit zeigten in einer Untersuchung von COENEN
(2000) 71,4 % der Isolate aus Weichkése. In einer Studie von WONG et al. (1988b) zeigten
alle aus Milcherzeugnissen isolierten B. cereus-Stimme Hédmolysin- und immerhin 68 %

Enterotoxinproduktion.

Tab. 18: Untersuchungen zum Vorkommen von B. cereus in Kése aus Kuhmilch

Art der Probe Milchtyp Land Anzahl %  Referenz

Proben positiv

Frischkése roh  Deutschland 35 0 HAHN etal., 1999b; COENEN, 2000
weicher past Venezuela 29 69 ARISPE & WESTHOFF, 1984
Weillkise

Brie k.A. Niederlande 92 1,1 NOOITGEDAGT & HARTOG, 1988
Camembert k.A. Niederlande 89 4,5 NOOITGEDAGT & HARTOG, 1988
Weichkise roh  Deutschland 89 5,6 HAHN et al., 1999b; COENEN, 2000

harter Weillkése past Venezuela 51 63 ARISPE & WESTHOFF, 1984

Danablue past  Niederlande 96 4 DE BOER & KUIK, 1987
Gorgonzola past  Niederlande 69 17 DE BOER & KUIK, 1987

Schnitt-/ Hartkdse  roh  Deutschland 245 15,1 HAHN et al., 1999b; COENEN, 2000
Cheddar k.A. Wisconsin 50 14 AHMED et al., 1983

k.A.  keine Angaben
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Tab. 19: Vorkommen von B. cereus in Kise aus Ziegen- bzw. Schatmilch
Art der Probe Milchtyp Land Anzahl % positiv Bereich KbE/g Referenz

Proben
“Pichtogalo roh  Griechenland 62 14,5 10°-10>7 PAPAGEORGIOU
Chanion Cheese” et al., 1998
Weichkise roh / therm. Schweden 198 4 10°-2x 10° THAM et al., 1990
Roquefort* roh  Agypten 10 k.A. 10°°,nach3 EL DAIROUTY et

Monaten 10*° al., 1990

* aus Schafmilch

k.A.  keine Angaben

2.3.5 Rechtliche Regelungen

Grenzwerte fiir B. cereus in Milch und Milcherzeugnissen wurden bisher nicht festgelegt.
Allerdings diirfen nach Anlage 6, Nr. 3.3 Milchverordnung Krankheitserreger und deren
Toxine nicht in Mengen vorhanden sein, die die Gesundheit der Verbraucher
beeintrichtigen konnen. Fir B. cereus diirfte dies aufgrund der in Tabelle (S. 6)
zusammengefassten Kenntnisstandes bei Keimzahlen ab 10° KbE/g unterstellt werden

konnen.

2.4 Listeria monocytogenes

2.4.1 Allgemeines

Zum Genus Listeria (L.) werden derzeit folgende Spezies gerechnet: L. monocytogenes, L.
murrayi, L. grayi, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri und L. welshimeri. Innerhalb dieser
Gattung ist in Lebensmitteln lediglich L. monocytogenes als Krankheitserreger von
Bedeutung (SEELIGER & JONES, 1984). Betroffen sind Schwangere und ihre
ungeborenen oder neugeborenen Kinder, sowie immungeschwéchte und alte Personen.
Insbesondere besteht die Gefahr des Todes des Ungeborenen bzw. die Geburt eines schwer

kranken oder behinderten Kindes aufgrund von Septikdmie, Meningitis, Enzephalitis und
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Endokarditis (KIELWEIN, 1994; SALYERS & WHITT, 1994; HAMMER, 2000;
DAUERER, 2002; ANONYM, 2002 a, b, c, d).

Die Inzidenz fiir Listeriose-Erkrankungen in Deutschland liegen bei ca. 0,3 Fillen pro
100.000 Einwohner. Die gemeldeten Infektionen wurden zu 99 % innerhalb Deutschlands
erworben (KIELWEIN, 1994; HAMMER, 2000; ANONYM, 2002¢). Insgesamt werden in
Deutschland ca. 20-40 Félle neonataler Listeriose pro Jahr gemeldet (WHO Surveillance
Programme for Control of Foodborne Infections and Intoxications in Europe, 7th Report,
1993-1998). Obwohl die Listeriose damit als seltene Krankheit angesehen wird, gibt es
Hinweise darauf, dass auch sporadische Félle auftreten und dass diese hédufiger sind als
bisher angenommen (SALYERS & WHITT, 1994). Dennoch stellt HAMMER (2000) eine
erstaunliche Diskrepanz zwischen der Vielzahl kontaminierter Lebensmittel und der Anzahl
an Listeriose erkrankter Personen fest. Milch spielt dabei im Vergleich zu anderen

Lebensmitteln eine untergeordnete Rolle.

Notwendige Riickrufaktionen bei mit L. monocytogenes kontaminierten Lebensmitteln
stellen fir die Lebensmittelindustrie sowohl durch den damit verbundenen wirtschaftlichen

Schaden als auch den Ansehensverlust ein erhebliches Risiko dar.

Listerien sind 0,4 - 0,5 um breite und 0,5 - 2 um lange, grampositive bis gramlabile,
Oxidase-negative und Katalase-positive Stidbchen. Sie sind aerob bis fakultativ anaerob und
aufgrund peritricher Begeilelung beweglich, wobei die stidrkste Beweglichkeit bei
Bebriitungstemperaturen von 20 - 25 °C auftritt, da hier alle vier GeiBleln ausgebildet
werden (SEELIGER & JONES, 1984; HAMMER, 2000).

Auf Niahragar bilden Listerien 0,5 - 1,5 mm grof3e, runde und durchscheinend wirkende
Kolonien. Sie sind bei normaler Beleuchtung von weiBllich-grauer Farbe, flach, konvex,
glatt und bldulich durchschimmernd (Tautropfen-dhnlich). L. monocytogenes zeigt auf
Blutagar eine unvollstidndige -Hdmolyse und weist mit B-hdmolysierenden S. aureus, nicht
jedoch mit Rhodococcus equi, das CAMP-Phéanomen auf (SEELIGER & JONES, 1984;
HAMMER, 2000). Auf durchsichtigen, ungefirbten Nahrboden wird bei einer
Schriglichtbeleuchtung von unten (Winkel: 45 °) (HENRYSCHE Beleuchtung) eine
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typische blaugraue, irisierende bis opaleszierende Farbung der Kolonien sichtbar

(HAMMER, 2000).

Eine Differenzierung zwischen L. monocytogenes und anderen (apathogenen) Spezies,
insbesondere L. innocua und L. ivanovii, ist unter Ausnutzung koloniemorphologischer und

biochemischer Merkmale moglich (SEELIGER & JONES, 1984).

2.4.2 Wachstumseigenschaften

Listerien sind im Hinblick auf die erforderlichen Wachstumsbedingungen als sehr
anspruchslos zu bezeichnen und kommen daher ubiquitdr vor. Hinsichtlich Vorkommen,
Wachstum und Vermehrung von L. monocytogenes in Lebensmitteln sind vor allem Kélte-
und Salztoleranz sowie die relative pH-Unempfindlichkeit zu nennen. Ein Wachstum ist
noch bei Temperaturen von 1-45 °C und bei Salzgehalten von ca. 10,5 % (bis zu 30,5 %)
moglich; pH-Werte bis ca. 3,5 werden ebenfalls toleriert, wobei eine Vermehrung bis pH
5,0 stattfinden kann. Dagegen zeigt der gegenwértige Kenntnisstand, dass Listerien nur eine
geringe Thermoresistenz aufweisen. So werden Listerien bereits bei den iiblichen
Pasteurisierungstemperaturen abgetotet. Bei sehr hohen Keimzahlen (> ca. 10* /ml) kann

ein Teil der Keime eine Pasteurisierung jedoch teilweise iiberleben.

Aufgrund der oben geschilderten Eigenschaften stellen Kédse im Hinblick auf eine
Kontamination mit L. monocytogenes ein potentielles Risiko dar. Kontaminationsquellen
von Milch und Kise konnen sowohl im Futtermittel (Silage), als auch im Molkereimilieu -
kontaminierte Gerdtschaften, Zusatzstoffe wie z. B. Bakterienkulturen, die zur Herstellung
des Késes verwendet werden, oder Fehler wiahrend der Prozessfiihrung - zu suchen sein. Im
Hinblick auf eine Kontamination von Kése diirfte gerade bei Kise aus pasteurisierter Milch
letzterer Aspekt dominieren (FARBER & PETERKIN, 1991; BILLE et al.,, 1991;
KIELWEIN, 1994; HAMMER, 2000; DAUERER, 2002; ARBEITSGRUPPE
ZOONOSEN, BVET, 2002; ANONYM, 2002c; WIELAND et al., 2002; BREIDENBACH,
2002).
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In zahlreichen Untersuchungen, z.B. von MORGAN et al. (2001) oder LEUSCHNER &
BOUGHTFLOWER (2002), zum Verhalten von L. monocytogenes wéhrend Herstellung,
Reifung und Lagerung von Kiése aus roher Kuh- oder Ziegenmilch wurde festgestellt, das
der Erreger alle Produktionsschritte {iberleben konnte und im Endprodukt {iber eine Periode

von 4 Wochen nachzuweisen war.

2.4.3 Vorkommen von L. monocytogenes in Milch und Kase

L. monocytogenes wurde in zahlreichen Untersuchungen weltweit mit teilweise hoher
Héufigkeit bei milchliefernden Tieren, im Stallmilieu sowie im Produktionsbereich
lebensmittelverarbeitender Betriebe gefunden (HARTUNG, 1997; COENEN, 2000;
HAMMER, 2000; ARBEITSGRUPPE ZOONOSEN, BVET, 2002g). So wurden in
Untersuchungsmaterialien (lebende Tiere oder Sektionsmaterial) von Kiithen und Ziegen ca.
15 % positive Proben gefunden. Auf Hofen mit Milchrinderhaltung waren sogar 37 %, auf
Hoéfen mit Ziegenhaltung dagegen ,,nur* 14 % positive Proben gefunden. Vereinzelt wurde
der Erreger auch in der Umgebung von Tierbestinden und von Lebensmittelbe- und -

verarbeitenden Betrieben nachgewiesen (HARTUNG, 1997)

Der Kontaminationsgrad von Milch und Milcherzeugnissen mit L. monocytogenes lag im
Zeitraum von Januar 1999 bis Dezember 2001 auf niedrigem Niveau (0,6 %) mit
Fokussierung auf den Produktbereich Kise. Auffillig war der unterschiedliche
Belastungsgrad von Produkten aus Molkereien (0,4 % positive Proben) und
Direktvermarktung (3,0 % positive Proben), wobei die stirkere Kontamination bei
Direktvermarktungsprodukten hauptsichlich auf Rohmilcherzeugnisse zuriickzufiihren war

(10 von 13 positive Proben) (RIEMELT & BARTEL, 2002).

2.4.3.1 Milch

Als Kontaminationsursache von Rohmilch mit Listerien ist die direkte Ausscheidung von

Listerien mit der Milch - z. B. nach Aufnahme kontaminierter und schlecht durchgegéihrter
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Silage - von untergeordneter Bedeutung zu sein. Haufiger ist nach Angaben verschiedener
Autoren eine sekundidre Kontamination der Anlieferungsmilch durch Staub oder mangelnde
Hygiene bei Produktion oder Verarbeitung (KIELWEIN, 1994; BREIDENBACH, 2002;
WIELAND et al., 2002). Der Erreger kann sich in Rohmilch und fliissigen Milchprodukten
bei Temperaturen von 4-35 °C vermehren (FARBER & PETERKIN, 1991). Durch
Pasteurisierung erfolgt eine sichere Abtdtung von L. monocytogenes (CHRISTIANSSON et
al., 1989), sofern Keimzahlen von nicht mehr als ca. 10* KbE/ml in der Rohmilch enthalten

sind (HAMMER, 2000).

Untersuchungen aus zahlreichen Landern zeigten, dass L. monocytogenes in Rohmilch
(Bestandsmilch, Anlieferungsmilch, Tankmilch) mit einer Haufigkeit zwischen 0,5 % und 5
% nachweisbar ist. Einige Untersuchungen fanden sogar 15 % bis zu iiber 20 % L.
monocytogenes-positive Proben (COENEN, 2000). Einige neuere Literaturdaten zum

Vorkommen von L. monocytogenes in roher Kuhmilch in Deutschland sind in Tab. 20

zusammengestellt.
Tab. 20: Untersuchungen zum Vorkommen von L. monocytogenes in Rohmilch
(Kuhmilch) in Deutschland
Proben- Proben- %
Probe Herkunft Anzahl positiv Referenz
Rohmilch Bayern 2314 1 LGL Bayern, 2001
Bestandsmilch Brandenburg 415 6 SPECKER, 1996
Milch-ab-Hof Deutschland 308 2 HARTUNG, 1997
HAHN et al., 1999b;
Milch-ab-Hof Deutschland 149 10! e ’
COENEN, 2000
Sammelmilehaus — pyo oplang 1368 I HARTUNG, 1997

Meiereianlieferung
" Die L. monocytogenes-positiven Befunde in Milch-ab-Hof-Proben von HAHN et al. (1999b)
und von COENEN (2000) stammten von 13 verschiedenen Betrieben.

Fiir Rohmilch kleiner Wiederkduer, insbesondere fiir Ziegenmilch, gibt es vergleichsweise
wenig Angaben zur Kontamination mit L. monocytogenes. Allerdings scheint die
Kontaminationshéufigkeit von Ziegenmilchbetrieben auf Bestandsebene in einer etwas

niedrigeren Grofenordnung als bei Kuhmilchbetrieben zu liegen (Tab. 21).
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Tab. 21: Untersuchungen zum Vorkommen von L. monocytogenes in Rohmilch
(Ziegenmilch)
Probe Proben-Herkunft Proben- % positiv.  Referenz
Anzahl
Einzelgemelke Deutschl.and, . 288 0 HAHN et al., 1992
Schleswig-Holstein
Bestandsgemelke Deutschland 69 0 HAHN et al., 1992
Bestandsgemelke Deutschland, 109 5 SCHNELL-HARDT,
Oberbayern 1998
Bestandsgemelke ~ Deutschland 4 0 SCHUPPEL &
SCHWOPE, 1999
Bestandsgemelke ~ Zentralspanien 1445 3 GAYA et al., 1996
Rohmilch' England und Wales LITTLE & LOUVOIS,
100 0
1999
Bestandsgemelke Italien, 60 0 FOSCHINO et al., 2002

Bergamogebiet
bezogen aus der Direktvermarktung, Reformhdusern und anderen Einzelhandelsgeschiften

1

Bei einer Untersuchung von Bestandsmilchproben von Ziegen in Zentralspanien {iber eine
Zeitspanne von einem Jahr zeigte sich, dass in 2,56 % der untersuchten 1445 Proben L.
monocytogenes enthalten waren. Dabei waren 92,59 % der milchproduzierenden Betriebe
offensichtlich frei von L. monocytogenes, 40 % waren generell frei von Listerienspezies.
Des weiteren zeigte sich ein saisonale Abhédngigkeit: In Herbst (9,33 %) und Winter (5,14
%) war die Inzidenz hoher als in Friihling (0,85 %) und Sommer (0,85 %) (GAYA et al.,
1996).

In warmebehandelter Konsummilch wird L. monocytogenes praktisch nicht nachgewiesen,
da die Warmebehandlungsverfahren eine effektive Abtotung gewihrleisten (HARTUNG,
1997; LGL Bayern, 2001).

2.4.3.2 Kase

Im Jahre 2001 wurde vom Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit (LGL Bayern) 696 nicht weiter differenzierte Kédseproben auf das
Vorhandensein von Listerien untersucht. Dabei wurden 84 Proben positiv auf L. innocua

getestet, jedoch nur eine Probe war auch positiv fiir L. monocytogenes. FARBER &
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PETERKIN fanden 1991 in natiirlich kontaminiertem Kise bis zu 10’ KbE L.

monocytogenes / g.

Insbesondere Kése mit Oberfldchenschmiere stellen auch heute noch ein Problem im
Hinblick auf eine Kontamination mit L. monocytogenes dar. Diese Kontamination erfolgt
tiberwiegend wahrend der Schmierebehandlung (Rotschmiere, Gelbschmiere) und Lagerung
auf Holzbrettern. Zudem steigt bei diesen Késen im Verlauf der Reifung in der Rinde der
pH-Wert. Dadurch wird die Haftung und Vermehrung der Keime begilinstigt.
Dementsprechend reichern sich Listerien insbesondere in der Rinde von Weichkésen und
Schnittkdsen mit geschmierter Oberflaiche an (TERPLAN, 1986a; HAMMER et al., 1989;
ZOTTOLA & SMITH, 1991; KIELWEIN, 1994).

TERPLAN et al. (1986b) fanden fiir Weich- und Schnittkdse mit Oberflichenschmiere eine
hohere Kontaminationshdufigkeit mit L. monocytogenes als fiir Kidse mit Oberfldchen-
schimmel. Allerdings war die Vermehrung von L. monocytogenes auf kontaminierten
Schmierekdsen wihrend Herstellung und Lagerung deutlich geringer als auf Késen mit
Schimmelkulturen. Bei Rotschmierekédsen war L. monocytogenes aullerdem auf eine wenige
Millimeter dicke Schicht begrenzt, wohingegen bei Camembert sehr bald nach Beginn der

Reifung L. monocytogenes im Inneren festzustellen war.

In einer europaweiten Untersuchung von RUDOLF & SCHERER (2001) zum Vorkommen
von L. monocytogenes in Weich-, Schnitt- und Hartkdsen mit roter Oberflichenschmiere
lagen Erzeugnisse aus Deutschland mit 9,2 % L. monocytogenes-positiven Befunden iiber
dem Durchschnitt (6,4 %) (Tab. 22). Am stirksten betroffen waren Schnittkdse, dicht
gefolgt von Weichkésen. Auffillig war, dass Kése aus pasteurisierter Milch fast doppelt so
haufig betroffen war wie Kése aus Rohmilch. Dies bestitigt die oben genannten
Untersuchungsergebnisse, nach denen weniger die Kontamination der verwendeten
Rohmilch als vielmehr Kontaminationen wahrend des Herstellungsprozesses verantwortlich

waren.

Ziegenkise lag mit 7,7 % L. monocytogenes-positiv getesteten Proben iiber den Werten fiir
Kuhmilchkése (Tab. 23).
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Die kontaminierten Weich- und Schnittkdseproben aus pasteurisierter Ziegenmilch in

Deutschland enthielten typischerweise nur geringe Keimzahlen von unter 10 L.

monocytogenes pro cm” (RUDOLF & SCHERER, 2001).

Tab. 22: Vorkommen von L. monocytogenes in Kése mit roter Oberflichenschmiere
(Weich-, Schnitt- und Hartkése) (nach RUDOLF & SCHERER, 2001)
Probenherkunft Probenanzahl % positiv
Osterreich 10 10
Dénemark 4 0
Frankreich 150 3
Deutschland 120 9
Italien 23 17
Schweiz 22 0
Gesamt 329 6
Tab. 23: L. monocytogenes in Kuh- und Ziegemilchkdsen mit roter Oberflichen-
schmiere (nach RUDOLF & SCHERER, 2001)
Deutschland Gesamt' %
Probenanzahl Probenanzahl L.monocytgenes-
(Anzahl (Anzahl positive Proben
L.monocytogenes-  L.monocytogenes-
positiver Proben)  positiver Proben)
Probenanzahl
(L. monocytogenes-positiv) 120(11) 329 21) 6.4
Késegruppe Weichkése 52 (6) 192 (12) 6,3
Schnittkése 42 (4) 92 (7) 7,6
Hartkése 26 (1) 45 (2) 4.4
Wirmebehandlung Pasteurisiert 73 (10) 163 (13) 8,0
der Milch Rohmilchkise 47 (1) 166 (18) 4,8
Tierart Kuhmilchkase 106 (9) 2897 (18) 6,2
Ziegenmilchkise 122 (2) 26%(2) 7,7

1

2

zwei Késeproben aus mehr als einem Milchtyp hergestellt

untersuchte Kise aus Osterreich, Dinemark, Frankreich, Deutschland, Italien und der Schweiz

Im folgenden soll die Situation fiir einige Késegruppen néher erldutert werden.
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24321 Frischkase

In einer Untersuchung von HAHN et al. (1999a) konnten aus 35 direktvermarkteten Proben
Rohmilchfrischkidse aus Kuhmilch keine pathogenen Keime isoliert werden, obwohl solche
in Rohmilch durchaus vorhanden waren. Dies fiihrten die Autoren auf den
Herstellungsprozess zuriick, bei dem durch die Dicklegung der Milch die Anzahl der
Erreger unter die Nachweisgrenze gesenkt werde und die Herstellung und Verarbeitung in
einem leicht zu reinigenden und zu desinfizierenden System stattfinde. Diesem entsprechen
Untersuchungen aus der Schweiz von JERMINI et al. (1990), bei denen 40 untersuchte
Rohmilchfrischkise-Proben frei von L. monocytogenes waren (Tab. 24).

Tab. 24: Untersuchungen zum Vorkommen von L. monocytogenes in Rohmilchfrisch-

kédse aus Kuhmilch

Proben-Herkunft Proben- % positiv.  Referenz

Anzahl
Deutschland 35! 0 HAHN et al., 1999a; COENEN, 2000
Schweiz 40 0 JERMINI et al., 1990

" alle Proben aus der Direktvermarktung

Wihrend in zwei Untersuchungen aus Deutschland L. monocytogenes in Frischkdsen aus
Ziegenmilch nicht nachweisbar waren, wurden in Untersuchungen aus Spanien mehrere

positive Befunde ermittelt (Tab. 25).

Tab. 25: Untersuchungen zum Vorkommen von L. monocytogenes in Frischkise aus
Ziegenmilch
- - —
Proben-Herkunft Proben o positiv Referenz
Anzahl
Deutschland 47 0 HAHN et al., 1992
Deutschland 18! 0 SCHWOPE & SCHUPPEL, 1995
Spanien, Teneriffa 36 14 PEREZ et al., 1998
Spanien 18 6 OLARTE et al., 1999

! alle Proben aus einem Betrieb, 150 Ziegen, handwerkliche Verarbeitung, Rohmilch,

Direktvermarktung; Frischkése mit und ohne Beimengungen
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24.3.2.2 Weichkase

Seit 1997 wurden in verschiedenen Untersuchungen durchschnittlich 0-6 % L.
monocytogenes-positive Weichkiseproben festgestellt (Tab. 26). Damit hat die Kontamina-
tionsrate im Vergleich zu fritheren Jahren abgenommen (COENEN, 2000); das Problem
scheint jedoch =zu persistieren, wenn auch in etwas geringerem Ausmal}. Die
Kontaminationshdufigkeit unterliegt dabei gewissen Schwankungen, wie z. B. Unter-

suchungen des LGL Bayern aus den Jahren 2000 und 2001 zeigten.

Tab. 26: Untersuchungen zum Vorkommen von L. monocytogenes in Weichkése
(Kuhmilch) in Deutschland

Probe Proben-Herkunft Proben- % positiv Referenz
Anzahl
Rohmilch- Deutschland 52 33 EPPERT et al., 1995
Weichkise
Rohmilch- Deutschland 203 1 HARTUNG, 1997
Weichkise
Weichkise Deutschland 1821 2 HARTUNG, 1997
Rohmilch- Bayern, 29 ) HAHN et al., 1999a;
Weichkise' Deutschland COENEN, 2000
D Bayern,
Weichkése Deutschland 197 6 LGL Bayern, 2000
- Bayern,
Weichkése Deutschland 368 0 LGL Bayern, 2001

Proben ausschlieBlich aus der Direktvermarktung

Die Anzahl publizierter Untersuchungen zum Vorkommen von L. monocytogenes in
Ziegenkise ist vergleichsweise gering. Wéahrend L. monocytogenes in Untersuchungen von
HAHN et al. (1992) und SCHWOPE & SCHUPPEL (1995) in Erzeugnissen aus
Deutschland nicht nachgewiesen wurde, konnten RUDOLF & SCHERER (2001) in
Weichkdsen aus Deutschland und in Ziegenkdsen aus Deutschland Kontaminationen mit
diesem Erreger feststellen. Auch in griechischem Ziegenweichkdse waren L.
monocytogenes nachweisbar (PAPAGEORGIOU et al.,, 1998). Die Ergebnisse zum
Vorkommen von L. monocytogenes in Weichkédse aus Kuhmilch sind jedoch vergleichbar

mit denen von Weichkise aus Ziegenmilch (Tab. 26 und 27).
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Tab. 27: Untersuchungen zum Vorkommen von L. monocytogenes in Weichkése aus
Ziegenmilch
Proben- % positiv
Proben-Herkunft Referenz
Anzahl
Deutschland 20 0 HAHN et al., 1992
Deutschland’ 13 0 SCHWOPE & SCHUPPEL, 1995
Griechenland, Kreta 62 6 PAPAGEORGIOU et al., 1998

alle Proben aus einem Betrieb, 150 Ziegen, handwerkliche Verarbeitung, Rohmilch,
Direktvermarktung; Weichkése nach Art des Feta

hergestellt aus einem Gemisch aus (hauptsédchlich roher) Ziegen- und Schafsmilch

24.3.2.3 Schnitt- und Hartkase

Hart- und Schnittkése gelten im Hinblick auf eine Kontamination mit L. monocytogenes
insofern als weniger problematisch als Weichkise, als dass sie durch die meist trockene
Rinde und somit geringe Wasseraktivitit sowie lange Reifungszeiten mit wenig
Waschvorgingen kein fiir L. monocytogenes giinstiges Milieu darstellen. Dennoch wird in

der Literatur immer wieder iiber positive Befunde berichtet.

Von 245 untersuchten Rohmilchschnitt- und Hartkdseproben aus Kuhmilch aus der
Direktvermarktung waren in 6 (2,45 %) L. monocytogenes vorhanden. Davon entfielen 5
auf Schnittkdse und eine auf Hartkdse. Die positiven Befunde bei Schnitt- und Hartkdse
weisen darauf hin, dass offensichtlich aus der Umwelt, also wihrend der Handhabung nach
der Herstellung und wéhrend der Vermarktung Kreuzkontaminationen auftreten konnen
(HAHN et al., 1999a). Nach Beobachtung der Autoren werden beim Verkauf kleinere

Mengen verschiedener Kidse mit demselben Messer portioniert.

Die Inzidenz von L. monocytogenes in Schnittkdse aus Ziegenmilch lag noch unter der von
Schnittkédse aus Kuhmilch (Tab. 28).
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Tab. 28: Untersuchungen zum Vorkommen von L. monocytogenes in Schnittkdse aus
Ziegenmilch
Probenherkunft Probenanzahl % positiv Referenz
Deutschland 27 0 HAHN et al., 1992
Deutschland’ 12 0 SCHWOPE & SCHUPPEL, 1995

alle Proben aus einem Betrieb, 150 Ziegen, handwerkliche Verarbeitung, Rohmilch,

Direktvermarktung; Schnittkdse nach Art des Gouda

2.4.4 Rechtliche Regelungen

Im Gegensatz zu anderen Lebensmitteln gilt nach Milchverordnung fiir L. monocytogenes
in Milch und Milcherzeugnissen Nulltoleranz. L. monocytogenes darf in Késen (auler

Hartkédse) in 25 g nicht nachweisbar sein, fiir Hartkése gilt ,,nicht nachweisbar in 1 g*.

2.5 Salmonellen

2.5.1 Allgemeines

Die Gattung Salmonella (S.) zdhlt zur Familie der Enterobacteriaceae. Sie wird
untergliedert in die Spezies Salmonella bongori und Salmonella enterica, wobei letztere
wiederum in sechs Subspezies untergliedert wird: 1 = enterica, II = salamae, Illa =
arizonae, IIIb = diarizonae, IV = houtenae und VI = indica. Eine Klassifizierung und
Identifizierung der Salmonellen-Spezies in Serotypen erfolgt iiber das Kauffmann-White-
Schema, in dem zur Zeit mehr als 2000 anhand von O- und H-Antigenen differenzierbare

Serotypen registriert sind (ANONYM, 2003b).

Salmonellen sind gramnegative, kurze, bewegliche Stabchen (SALYERS & WHITT, 1994).
Ein Wachstum dieses Erregers ist bei 5 bis 45 °C und einem pH-Wert von 4,5 bis 9
moglich. Bei einem aw-Wert von unter 0,94 bzw. ab einem Salzgehalt von 5 % stoppt das
Wachstum. Ein Uberleben ist jedoch auch bei Wassergehalten unter 0,94 und kurzzeitiger

Erwdrmung bis iiber 60 °C noch moglich. Salmonellen konnen sich im Umfeld von
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Lebensmittelbetrieben etablieren und sind oft nur schwer zu eliminieren (DAUERER,

2002).

Infektionen durch Enteritis-Salmonellen (Spezies und Subspezies S. enterica mit Ausnahme
der Serovare Typhi und Paratyphi) sind besonders bei Erwachsenen die hiufigste erfasste
Ursache von Durchfallerkrankungen. Etwa 85 % der Salmonellengastroenteritiden beim
Menschen sind in den letzten Jahren von den Serovaren Salmonella Enteritidis und
Salmonella Typhimurium ausgeldst worden. Die Ubertragung erfolgt iiberwiegend durch
den Verzehr von durch keimtragende Menschen oder Tiere (Erkrankte oder Ausscheider)
kontaminierten Lebensmitteln tierischen Ursprungs. Direkte Ubertragungen von Mensch zu
Mensch spielen bei den Enteritis-Salmonellen nur eine sehr untergeordnete Rolle. Die
Gesamtzahl aller iibermittelten Salmonellose-Félle ist in den letzten Jahren stetig

zurlickgegangen (KIELWEIN, 1994; RKI, 1999b; ANONYM, 2002¢):

S. Typhi und S. Paratyphi sind wirtsspezifisch, d.h. sie kommen nur in Gallenblase und
Gallenwegen, sowie in der Darmschleimhaut des Menschen vor und werden nach
tiberstandener Infektion hdufig lebenslang ausgeschieden. Infektionsgefahr durch Kon-
tamination von Lebensmitteln besteht vorwiegend in Lidndern mit niedrigem

Hygienestandard (DAUERER, 2002).

Die Infektionsdosis ist abhiingig von der Pathogenitit der Salmonellen-Serovarietéit, dem
Gesundheitszustand des Betroffenen, der Magenfiillung, sowie dem Lebensmittel, durch das
der Erreger aufgenommen wird. Die infektiose Dosis fiir Salmonellen kann daher sehr stark
variieren, unter Umstdnden sind nur sehr geringe Konzentrationen im Lebensmittel

erforderlich (D"AOUST, 1985; KIELWEIN, 1994).

Die durch gastroenteritische Salmonellen verursachen Magen-Darmentziindungen &uflern
sich in Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen, Kopfschmerzen, Durchfall und leicht
erhohter Temperatur. Todesfialle kommen im Allgemeinen nur bei Menschen mit
geschwiachtem Immunsystem vor. Die Inkubationszeit betrdgt 12 Stunden bis mehrere
Tage, die Erkrankung selbst dauert nur wenige Tage bis mehrere Wochen. Die Salmonellen

werden selten lidnger als einige Wochen ausgeschieden (DAUERER, 2002).
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Salmonellen sind mit einem Anteil von ca. 40 % die am hiufigsten nachgewiesenen Erreger
von Lebensmittelvergiftungen in Deutschland (WHO, 8th Report 1999-2000). Das am
hiufigsten isolierte Serovar war S. Enteritidis, gefolgt von S. Typhimurium (WHO
Surveillance Programme for Control of Foodborne Infections and Intoxications in Europe,

7th Report, 1993-1998).

Die Inzidenz von Salmonellen in Ziegen (Untersuchungsmaterial von lebenden und toten
Tieren) in Deutschland ist scheinbar nur gering. Bei insgesamt 556 durchgefiihrten
Untersuchungen lieBen sich nur in 9 Féllen (1,62 %) Salmonellen nachweisen. Am
hdufigsten (n = 3) vertreten war S. Typhimurium. Umgebungsproben von ziegenhaltenden

Betrieben ergaben ebenfalls eine sehr geringe Inzidenz (HARTUNG, 1997).

Eine besondere Gefahr der Salmonelleniibertragung mit Rohmilch besteht offensichtlich,
wenn in mit Salmonellen verseuchten Milchviehbestinden die Milch sehr keimarm
gewonnen wird. Wird solche Milch ungeniigend gekiihlt, konnen sich Salmonellen
ungehindert von einer Begleitflora vermehren und zu hohen Keimzahlen aufwachsen
(KIELWEIN, 1994). Salmonellen werden jedoch durch die Pasteurisierung abgetdtet und
sind allenfalls Rekontaminanten, die nach der Pasteurisierung in die Milch gelangen
(CHRISTIANSSON et al., 1989). Derartige Fille wurden in den letzten Jahrzehnten in
Deutschland nicht berichtet.

Verschiedene Autoren untersuchten die Fiahigkeit von Salmonellen, Herstellung und
Reifungsprozess von Kése zu tlberleben. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass sich
Salmonellen zum Teil wahrend der frithen Phase der Milchsidurefermentation oder bei
unzureichender Kiihlung vermehren konnen. Aufgrund des abfallenden pH-Wertes nimmt
die Keimzahl im weiteren Verlauf des Herstellungsprozesses ab. Dennoch ist ein Uberleben
des Erregers iiber lange Perioden (je nach Késesorte bis zu mehreren Monaten) moglich
(WONG et al., 1988a; STECCHINI et al., 1991; EL-GAZZAR & MARTH, 1992; LITTEL
& KNOCHEL, 1994; LEUSCHNER & BOUGHTFLOWER, 2002).
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2.5.2 Vorkommen von Salmonellen in Milch und Kase

Grundsitzlich wird die Bedeutung von Milch und Milchprodukten als Ursache von
Salmonellosen beim Menschen als gering angesehen. Dies ist u. a. darauf zuriickzufiihren,
dass der weitaus iiberwiegende Teil der konsumierten Milch einem technologischen
Verarbeitungsprozess unterliegen, wobei insbesondere die Warmebehandlungsverfahren zur

sicheren Abtotung von Salmonellen fiihrt (KIELWEIN, 1994; COENEN, 2000).

Die Inzidenz von Salmonellen in Rohmilch ist generell nur gering, verschiedene
Untersuchungen zeigen eine Haufigkeit von deutlich unter 1 %. Dennoch wird immer
wieder von Ausbriichen durch mit Salmonellen kontaminierte Milch und Milcherzeugnisse
berichtet— wobei Ziegenmilch oder Erzeugnisse aus Ziegenmilch als Infektionsquelle sehr

selten sind (EL-GAZZAR & MARTH, 1992; DESENCLOS et al., 1996).

2.5.2.1 Milch

WIELAND et al. (2002) schitzen das Risiko einer lebensmittelbedingten
Salmonelleninfektion durch pasteurisierte und UHT-Milch als vernachldssigbar, fiir
Rohmilch hingegen als mittelgrof8 ein. Eine Kontamination von Rohmilch kann in sehr
seltenen Fillen primir durch Salmonellenverursachte Mastitiden erfolgen oder haufiger
sekundir durch Ausscheidungen erkrankter oder latent infizierter Tiere oder Menschen oder

durch Geritschaften (VLAEMYNCK, 1994 ; KIELWEIN, 1994).

Zahlreiche Untersuchungen zeigten eine niedrige, aber nicht vernachldssigbare
Kontamination mit Salmonellen; vor allem in Untersuchungen aus dem Ausland wurden bis
zu 3 % Salmonellen-positive Proben ermittelt (SPECKER, 1996; STEELE et al., 1997;
DESMASURES et al., 1997; HARTUNG, 1997; HARTUNG, 1998b; HAHN et al., 1999b;
COENEN, 2000; ANONYM, 2001b). Untersuchungen in Deutschland von Ziegenmilch
und von Rohmilch von Kiihen (Milch-ab-Hof, Vorzugsmilch) ergaben jedoch ausnahmslos
negative Befunde (HAHN et al.,, 1992; HARTUNG, 1997; SCHNELLHARDT, 1998;
SCHUPPEL & SCHWOPE, 1999;).



2 LITERATURUBERSICHT 43

2.5.2.2 Frischkase

WIELAND et al. (2002) schitzten das Risiko einer Salmonellose durch den Konsum von
Frischkdse als mittelgro8 ein. Jedoch konnten in zahlreichen Untersuchungen seit den
1990er Jahren weder aus Frischkdsen aus Kuhmilch (JERMINI et al., 1990; COENEN,
2000), noch aus Frischkdsen aus Ziegenmilch (HAHN et al., 1992; OLARTE et al., 1999;
DEMETRIOS et al., 1998; PEREZ et al., 1998; SCHWOPE & SCHUPPEL, 1995)
Salmonellen isoliert werden. HAHN et al. (1999a) flihrten dies auf den Herstellungsprozess
zuriick, bei dem durch die Dicklegung der Milch die Keimzahl der Salmonellen unter die

Nachweisgrenze der iiblichen Verfahren reduziert werde.

2.5.2.3 Weichkase

WIELAND et al. (2002) stuften das Risiko einer Salmonelleninfektion durch den Verzehr
von Weichkise als mittelgrofl, NOOITGEDAGT & HARTOG (1988) hingegen aufgrund
ungiinstiger Wachstumsbedingungen fiir Salmonellen in Kése als eher gering ein.
Sekundérkontaminationen durch Salmonellenausscheider sind jedoch insbesondere im
Bereich der Direktvermarktung moglich, da hier eine obligatorische Uberpriifung der mit

der Herstellung befassten Personen auf Salmonella spp. nicht tiblich ist (COENEN, 2000).

In verschiedenen Untersuchungen von Weichkdsen aus Kuh- oder Ziegenmilch konnten
dennoch keine Salmonellen festgestellt werden (NOOITGEDAGT & HARTOG, 1988;
COENEN, 2000; HAHN et al., 1992; SCHWOPE & SCHUPPEL, 1995).

2.5.2.4 Schnitt- und Hartkase

WIELAND et al. (2002) schétzt das Risiko fiir halbfeste Schnittkése als klein, fiir Hartkése
sogar als vernachléssigbar ein. Tatsdchlich wurden in verschiedenen Untersuchungen von

Schnitt- und Hartkdsen aus Kuh- und Ziegenmilch keine Salmonellen nachgewiesen (EL
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DIAROUTY et al., 1990; COENEN, 2000; KIVANC, 1989a; HAHN et al., 1992;
SCHWOPE & SCHUPPEL, 1995).

2.5.3 Rechtliche Regelungen

Salmonellen diirfen laut Milchverordnung in Milcherzeugnissen generell nicht nachweisbar
sein in 25 g (n = 5). Fiir Milchpulver ist die Abwesenheit von Salmonellen in 25 g bei n =

10 gefordert.

2.6 VTEC

2.6.1 Allgemeines

Es gibt in der Spezies der E. coli finf darmpathogene Gruppen: EaggEC (Enteroaggregative
E. coli), EIEC (enteroinvasive E. coli), mit einer infektiosen Dosis fiir Erwachsene von ca.
10 — 100 KbE/g Lebensmittel, EPEC (enteropathogene E. coli), mit einer infektiosen Dosis
von > 10° KbE/g, ETEC (Enterotoxische E. coli) mit einer infektidsen Dosis von ca. 10 —
10° KbE/g und EHEC (enterohimorrhagische E. coli) mit einer infektidsen Dosis von ca. 10
— 100 KbE/g (JUNGHANNSS, 1999; DAUERER, 2002). Wiahrend EIEC und ETEC
hauptsdchlich in warmen Landern und in Verbindung mit niedrigem Hygienestandard
auftreten, kommen EHEC und EPEC auch in Léndern mit hohem Hygienestandard vor

(DAUERER, 2002).

Nach einer Entscheidung des BgVV (Bundesamt fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz
und Veterindrmedizin, heute BMVEL, Bundesministerium fiir Verbraucherschutz,
Erndhrung und Landwirtschaft) vom 13.03.2001 sind alle VTEC (Verotoxinbildenden E.
coli) als potentielle EHEC anzusehen (ANONYM, 2001b).

Die von diesen Erregern produzierten Verotoxine VT1 und VT2, auch Shiga-Toxine oder
Shiga-like Toxine genannt, blockieren die Eiweillsynthese vor allem am Endothel kapillarer

BlutgefidBe. Wihrend eine Infektion bei gesunden Erwachsenen héufig klinisch inapparent
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verlauft, kann es insbesondere bei Kleinkindern, dlteren Menschen und Personen mit
geschwichtem Immunsystem zu hdmorrhagischer Colitis (HC) mit wissriger bis blutiger
Diarrhoe kommen. Auch lebensbedrohliche postinfektiose Syndrome konnen auftreten wie
die thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (TPP) oder das hémolytisch-urdmische
Syndrom (HUS), bei dem durch Hdmolyse und Nierenschdden eine Dialyse oder sogar
Nierentransplantationen notwendig werden konnen. Infolge dieser chronischen
Nierenschidden kommt es in vielen Féllen zu einem dauerhaften Bluthochdruck. Andere
extraintestinale Symptome der EHEC-Infektion kdnnen cerebrale Krampfanfille, toxische
Myokardschidden, Pankreatitis mit folgendem Diabetes mellitus und Multiorganversagen
sein. Das ganze Krankheitsbild wird dadurch kompliziert, dass die Krankheit oft erst
erkannt wird, wenn schon eine Nierenschidigung eingetreten ist, und dass die Erreger auf

Antibiotika meist nicht ansprechen (KARCH et al., 2000; ANONYM, 2002¢).

Wiederkduer, vor allem Rinder, aber auch Schafe und Ziegen, werden als ein
Hauptreservoir fir EHEC angesehen (KRUGER, 1997; ANONYM, 2002e). Die
Erregeriibertragung erfolgt in der Regel {iber fikal verunreinigte Lebensmittel, aber auch

iiber Schmierinfektionen (DAUERER, 2002).

2.6.2 Wachstumseigenschaften

VTEC wachsen bei Temperaturen von 7 — 10 °C bis zu 50 °C. Erhitzung auf 70 °C sowie
Pasteurisierung oder vergleichbare Wiarmebehandlungsverfahren fiithren jedoch auch bei
Vorliegen hoher Keimzahlen zu einer zuverldssigen Abtétung (WHO, 1996; SINELL &
KLEER, 2000). Einige Stimme sind in der Lage, bei pH-Werten von 4,4 und einer
Wasseraktivitét in Lebensmitteln von 0,95 zu wachsen (WHO, 1996).

Die Uberlebensfihigkeit von E. coli O157:H7 withrend Herstellung und Reifung von Kise
wird in der Literatur unterschiedlich angegeben. Wihrend in Untersuchungen von
RAMSARAN (1998) die Keimzahlen am Ende der Lagerungszeiten die des initialen
Inokulums {iberstiegen, blieben sie in Untersuchungen von LEUSCHNER &
BOUGHTFLOWER (2002) relativ konstant und iiber eine Periode von vier Wochen
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iiberlebensfahig. GOVARIS et al. (2002) beobachteten im Verlaufe der Reifung ein rapides

Absinken der Keimzahlen und konnten nach 30 — 44 Tagen keine VTEC mehr nachweisen.

2.6.3 Vorkommen von VTEC in Milch und Kase

Obwohl VTEC sowohl in Milch als auch in Kidse immer wieder nachgewiesen werden, sind
Ausbriiche, die nach Verzehr dieser Lebensmittel, insbesondere nach dem Verzehr von

Kiése, auftreten, recht selten (BUCHANAN & DOYLE, 1997).

2.6.3.1 Milch

Die Gefahr einer Infektion durch E. coli wird nach WIELAND et al. (2002) als
vernachlissigbares Risiko fiir past. und UHT-Milch und als mittleres Risiko fiir Rohmilch
eingestuft. Die Inzidenz fiir VTEC in roher Kuhmilch liegt bei 0 bis iiber 4 %, bei roher
Ziegenmilch bei 0 bis knapp 2 % (Tab. 29).
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Tab. 29: Untersuchungen zum Vorkommen von VTEC in Rohmilch

. . Proben- Anzahl o
Milchtyp Tierart Land herkunft  Proben % positiv Referenz

k. A. Kuh Georgia, Hof 23 4,35 WELLS et al., 1991
USA
Milch-ab-Hof Kuh Deutschland 3580 0,08 HARTUNG, 1997
Sammelmilch, Kuh Deutschland 1608 0,37 HARTUNG, 1997
Meierei
Tank-Milch Kuh Ontario, LKW 1720 0,87 STEELE et al., 1997
Kanada
Milch-ab-Hof Kuh Deutschland 149 1,3 HAHN et al., 1999b;
COENEN, 2000
roh** Kuh Bayern 1421 0 ANONYM, 2001b
roh* Kuh Bayern 297 2,69 ANONYM, 2001b
k. A* andere Bayern 16 0 ANONYM, 2001b
Tiere als
Kiihe
Tankmilch Ziege Deutschland 109 0 SCHNELLHARDT,
1998
unpast. Ziege UK EH 100 0 LITTLE &
LOUVOIS, 1999
roh Ziege Bergamo- 60 1,7 FOSCHINO et al.,
Region, 2002
Italien
* keine Angaben iliber Bezugsquellen; Screening-Untersuchungen mittels PCR
ok keine Angaben iiber Bezugsquellen; Screening-Untersuchungen mittels ELISA

Die beiden von HAHN et al. (1999b) erfassten VTEC-positiven Milch-ab-Hof-Proben
stammten aus zwei verschiedenen Betrieben und wiesen dieselben Feintypisierungsmerk-
male auf, die nach Auskunft des BMVEL schon bei Infektionen durch EHEC auffillig

waren.

Nach dem Konsum von unpasteurisierter Ziegenmilch aus einem Betrieb erkrankten 1995
vier Kinder in Tschechien an HUS. Bei Untersuchung von 15 Personen, die regelméBig
diese Milch verzehrten, wurde bei funf Personen eine Infektion mit E. coli O157
festgestellt, die bei vier Personen asymptomatisch und bei einer Person mit transienter
leichter Diarrhoe verlief (BIELASZEWSKA et al., 1997). In Zusammenhang mit defekter
Pasteurisierung von Milch erkrankten 1999 in England 85 Personen an E. coli O157
(ANONYM, 1999). In den Jahren 1992 und 1993 erkrankten 4 Kinder nach dem Verzehr
von Kése, der aus einem Gemisch von unpasteurisierter Kuh- und Ziegenmilch hergestellt

worden war, an HUS (DESCHENES et al., 1996).
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2.6.3.2 Frischkase

WIELAND et al. (2002) definiert das Risiko einer E. coli-Infektion durch den Verzehr von
Frischkdse als mittelgro. In den USA kam es 1998 nach Verzehr von Frischkdse aus
Rohmilch, der falschlicherweise als Produkt aus pasteurisierter Milch ausgewiesen war, zu
einem Ausbruch von Lebensmittelvergiftungen durch E. coli O157:H7 (DURCH et al.,
2000). Bei Untersuchung von 37 Fillen von Lebensmittelvergiftungen durch VTEC stellten
PIERARD et al. (1999) keine erhohte Exposition nach Verzehr von Frischkise fest.

In Frischkise aus Rohmilch (n = 35) waren keine VTEC nachweisbar (HAHN et al., 1999a;
COENEN, 2000). Dies fithren die Autoren auf den Herstellungsprozess zuriick, bei dem
durch die Dicklegung der Milch die Anzahl der Erreger unter die Nachweisgrenze gesenkt
wird und die Herstellung und Verarbeitung in einem leicht zu reinigendem und zu

desinfizierendem System stattfindet.

2.6.3.3 Weichkase

Fiir den Verzehr von Weichkése ist das Risiko einer Infektion laut WIELAND et al. (2002)
als mittelgrof3 anzusehen. Die Inzidenz von VTEC in Weichkése aus Kuhmilch liegt bei 0 —

2,4 %.

Tab. 30: Untersuchungen zum Vorkommen von VTEC in Weichkése aus Kuhmilch

Proben- Anzahl

Milchtyp  Land herkunft Proben

% positiv  Referenz

roh Deutschland 88 0 HARTUNG, 1997

k.A. Deutschland 203 0 HARTUNG, 1997

roh Deutschland DV 82 2.4 COENEN, 2000

past. South Dakota, USA EH 10 0 BOWEN &
HENNING, 1994

k.A. Argentinien 114 0,9 GOMEZ et al., 2002

roh Spanien 221 0,45 QUINTO & CEPEDA,
1997

past. Spanien 75 0 QUINTO & CEPEDA,
1997

k.A. keine Angaben
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2.6.3.4 Schnitt- und Hartkase

WIELAND et al. (2002) stuft die Gefahr einer Infektion mit E. coli durch den Verzehr von
Schnittkdse als gering, durch den Verzehr von Hartkdse als vernachldssigbar ein. In
England erkrankten 1999 zwei Personen an E. coli O157 nach dem Verzehr von
,Cotherstone Cheese®, einem Schnittkése aus roher Kuhmilch, fiir 20 weitere Erkrankungen

wurde als vermutliche Infektionsquelle ebenfalls diese Charge angenommen (ANONYM,

1999).

Untersuchungen zum Vorkommen von VTEC in Schnitt- und Hartkdse aus Kuhmilch
ergaben flir Kdse aus Direktvermarktung 1,4 % positive Befunde (COENEN, 2000). In
Hart- und Schnittkise aus warmebehandelter Kuhmilch wurde VTEC nicht nachgewiesen
(BOWEN & HENNING, 1994). Fiir Ziegenkése liegen keine publizierten Daten vor.
Allerdings wurden VTEC 1997 in Deutschland in 3 (6,67 %) von 45 untersuchten
Probenmaterialien von Ziegen nachgewiesen. Eine Uberpriifung von vier Ziegen-Betrieben

ergab fiir einen Betrieb einen positiven Erregernachweis (HARTUNG, 1997).

2.6.4 Rechtliche Regelungen

Gemaill Milchverordnung sind Milch und Kédse auf VTEC zu untersuchen. Bei Vorliegen
eines positiven Befundes darf das entsprechende Lebensmittel nicht in den Verkehr

gebracht werden.



50

3

MATERIAL UND METHODEN

3

MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Probenmaterial

Alle Kiseproben wurden entsprechend ihrer Angebotshiufigkeit in ganz Hessen gekauft.

Produkte aus regionaler Herstellung, insbesondere solche aus 6kologischer Produktion

und/oder Direktvermarktung stellten einen Schwerpunkt der Untersuchungen dar. Daneben

wurden Proben aus dem Einzelhandel sowie aus Naturkostldden bzw. Reformhéusern u. .

bezogen. Hieraus ergab sich die in den Tabellen 31 und 32 dargestellte Probenverteilung.

In die Untersuchung einbezogen waren acht direktvermarktende Betriebe (Hofldden), von

denen fiinf 6kologisch wirtschaften.

Tab. 31: Ubersicht iiber die Herkunft der untersuchten Probenmaterialien
(entsprechend Produktangaben)

Kasetyp Gesamt- Deutsch- Hessen Andere FR NL AT IT Andere

zahl land Bundes- Lander/
lander keine
Angaben

Frischkése 44 20 13 7 10 3 3 3 5

Weichkise 56 27 18 9 15 7 1 1 5

Schnitt-

und 83 39 36 3 4 35 1 - 4

Hartkéise

Summe 183 86 67 19 29 45 5 4 14

FR = Frankreich, NL = Niederlande, AT = Osterreich, IT = Italien
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Tab. 32: Ubersicht iiber die Herstellungsart der untersuchten Probenmaterialien

(entsprechend Produktangaben bzw. nach Auskunft Verkaufspersonal)

Typ Probenanzahl Prob;il(ﬁtoiglsscv}\iise Pi{(?c;llrlftlilgr?sn\ffleliese
Frischkése 44 24 20
Weichkise 56 24 32
Schnitt- und Hartkése 83 66 17
Summe 183 114 69
3.1.2 Nahrbdden und Reagenzien
Allgemein
BBL™ Crystal GP Beckton Dickinson, BD, 245
140
BBL™ Enterotube IT BD 273176
Columbia-Agar-Basis Oxoid CM 331
Ethanol, absolut reinst VWR 1.00986.1000
GRAM-color Losung 1: Kristallviolettlosung VWR 1.11885./1
Losung 2: LUGOLS Losung stabil VWR 1.11885./2
Losung 3 + 4: Entfarbelosung VWR 1.11885./3
Losung 5: Safraninldsung VWR 1.11885./5
Kaliumhydroxid-Pldtzchen VWR 1.05033.0500
Ringerl6sung Oxoid BR 52
Schafblut defibriniert Oxoid SR 0051 C

Wasserstoffperoxid 3% VWR 1.07210.0250
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Nachweis von Staphylococcus (S.) aureus

Baird-Parker-Agar
BBL™ Coagulase Plasma mit EDTA
Eigelb-Tellurit-Emulsion

Hirn-Herz-Bouillon (Brain-Heart-Infusion, BHI)

Staph aurex Plus
Slidex Staph-Kit

VWR 1.05406.0500
BD 240827

VWR 1.03785.0050
VWR 1.10493.0500
Murex C06ZL33GB
bioM¢érieux sa 73 112

Nachweis von Escherichia (E.) coli und coliformen Keimen

Bactident-Oxidase

BBL™ Enterotube II

Fluorocult Laurylsulfat-Bouillon
Fluorocult VRB-Agar

KOVACS Indolreagenz
Standard-I1-Néhragar

Fluorocult E. coli direkt-Agar (ECD)

Nachweis von Bacillus (B.) cereus

Bacillus-cereus-Agar-Basis

Bacillus cereus Selektiv-Supplement
Creatin

Eigelb-Emulsion

Glucose-Medium

GRIESS-ILOSVAYS Reagenz auf Nitrit

Malachitgriin (Oxalat)
Methylrot (C.I. 13020) Indikator

MR-VP-Bouillon (Methylrot-VOGES-PROSKAUER-

Bouillon)

VWR 1.13300.0001
BD 273176

VWR 1.12588.0500
VWR 1.04030.0500
VWR 1.09293.0100
VWR 1.07883.0500
VWR 4038

Oxo0id CM 617
Oxoid SR 099E)
VWR 1.05206.0050
Oxoid SR 047 C
VWR 1.10860.0500
VWR 1.09023.0500
VWR 1.01398.0025
VWR 1.06076.0025
VWR 1.05712.0500
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1-Naphtol zur Analyse VWR 1.06223.0050
Nitrat-Bouillon VWR 1.10204.0500
Safranin O VWR 1.15948.0025
Sudanschwarz B VWR 1.15928.0025
Xylol zur Analyse VWR 1.08681.1000
Zinkstaub VWR 1.59481.0100
Mannitol-Egg-Y olk-Polymyxin-Agar (MYP) Oxo01id CM0929

Nachweis von Listeria (L.) monocytogenes

ALOA (Agar Listeria nach OTTAVIANI und AGOSTINI) AES Laboratoire AEB520080

BBL"™ Bacto Purple Broth Base BD 211558
api Listeria bioMerieux 10 300
Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar mit Hefeextrakt Oxoid CM 131

Caso-Bouillon (Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon) ~ VWR 1.05459.0500
FRASER-Listeria-Selektiv-Anreicherungsbouillon (Basis) VWR 1.10398.0500

FRASER-Listeria-Supplement VWR 1.10399.0001
Hefeextrakt granuliert VWR 1.03753.0500
L.Monodisk AES Laboratoire AEB193005
PALCAM-Listeria-Selektivagar (Basis) VWR 1.11755.0500
PALCAM-Listeria-Selektivsupplement VWR 1.12122.0001
L(+)-Rhamnose VWR 1.04736.0025

D(+)-Xylose VWR 1.08689.0025
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Nachweis von Salmonellen

AES Laboratoire Salmonellen Agar Platte (ASAP) AES Laboratoire AEB520090
Bactident Oxidase VWR 1.13300.0001
Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar (BPLS-  VWR 1.07237.0500

Agar)

Na-Biselenit Oxoid EEC 231-966-3
Peptonwasser, gepuffert Oxo0id CM 509
Salmonella-Anreicherungsbouillon nach RAPPAPORT VWR 1.07700.0500

und VASSILIADIS (RVS-Bouillon)

Salmonella Test Sera omnivalent/polyvalent LILIII Dade Behring
Selenit Cystin Broth Base Oxo0id CM 699
Standard-II-Ndhragar VWR 1.07883.0500
Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD) VWR 5287

Nachweis von Verotoxinen

TSB-Bouillon Oxoid CM 129
Bile Salts No. 3 Oxoid L 56
Dipotassium Phosphat Sigma P 8281
Novobiocin Sigma N 1628

RIDASCREEN Verotoxin R-Biopharm, Darmstadt
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Nachweis von Thermonuclease

Calciumchlorid

Magermilchpulver

Natriumhydroxid

Salzsdure rauchend zur Analyse, ISO
Thermonuklease-DNase-Testagar
Toluidinblau O

Trichloressigsdure krist. reinst

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

3.1.3 Gerate und Sonstiges

Abzug invent FCS FAFA
Agarclav

Alufolie
Autoklavierwannen
2 Autoclaven SterVis
Bag filter P

Bag light 400 ml

BBL™ Crystal ID System Electronic Codebook

1 Brutschrank B20

3 Brutschrinke B12

Dose-it 803
Durham-Rd&hrchen
Filterpapier

Immersionsol

Magnetriihrer IKA-Combimag
Magnetriihrstdbchen

VWR 1.02378.0500
VWR 1.15363.0500
VWR 1.06498.1000
VWR 100.317.1000
VWR 1.10449.0500
VWR 1.15930.0025
VWR 1.00810.1000
Carl Roth GmbH + Co,

Karlsruhe

vvrt Laborbau

Integra Biosciences, biomedis
Laborservice GmbH ID-Nr. 001705
VWR 2934251

euro-clinic Miinchen

Holzner

Transia 85002

Transia 85001

BD

Heraeus, 50042313

Heraeus, 50042307

IBS Integra Biosciences
VWR 3110180

VWR 5154112

VWR 1.04699.0500

RCT

VWR 4429225
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MeBkette

Microprocessor pH-Meter pH 537
Pistill

Prazisionswaage

Rotbandfilter FP 30/0,2 CA-S
Schlauch fiir Agarklav, Drm. 4 mm
Schlauch fiir Dose-it, Drm. 4 mm
Stereomikroskop Axioplan
Stereomikroskop Stemi DV4

sterile Spritzen 20 ml

Stomacher 400 Circulator
UV-Detektion LAMAG

Vortex VF2

Waage

Wasserbad GFL

Wattestdbchen, unsteril, 150 mm
Wispy Wattestédbchen, steril, einzeln verpackt
Zentrifuge Sigma-202MK
Zentrifuge Sorvall Superspeed RC-2

WTW 0881/183-0
WTW

VWR 4109133
Mettler AC 88
Schleicher & Schuell
biomedis

biomedis

Zeiss

Zeiss

Terum

Seward

VWR 5519120

JK Janke& Kunkel IKA-Labortechnik
Explorer Ohnas Item No. EOD 120
MAGYV GmbH, Rabenau-Londorf
Care & Serve” 893

Diagonal 117/ST-F

Sigma

Du Pont De Nemours GmbH, Homburg
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3.1.4 Bakterien-Referenzstamme

Die Lagerung der Referenzstimme erfolgte auf Columbia-Agarplatten bei +4 °C, wobei die

Kulturen jeweils wochentlich auf neue Columbia-Agarplatten iberimpft wurden.
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Tab. 33: Aufstellung der verwendeten Referenzstimme (auBler VTEC)

Mikroorganismus Bezeichnung Herkunft

Staphylococcus aureus - Professur fiir Tierdrztliche Nahrungsmittelkunde,
JLU Gieflen

Staphylococcus aureus 13FA Eigene Stammsammlung

Thermonuklease-positiv

Staphylococcus aureus 49A Eigene Stammsammlung

Thermonuklease-positiv

Staphylococcus aureus 2915/03 Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der

Thermonuklease-positiv Tiere, JLU Gieflen

Bacillus cereus - Professur fiir Tierdrztliche Nahrungsmittelkunde,
JLU Gieflen

Bacillus subtilis - Professur fiir Tierdrztliche Nahrungsmittelkunde,
JLU Gieflen

Listeria monocytogenes ATCC 19116  Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der
Milch, LMU Miinchen

Listeria ivanovii ATCC 19119  Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der
Milch, LMU Miinchen

Listeria innocua ATCC 33090  Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der
Milch, LMU Miinchen

Rhodococcus equi - Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der
Tiere, JLU GieBlen

Escherichia coli ATCC 25922  Professur fiir Tierdrztliche Nahrungsmittelkunde,
JLU Gieflen

Klebsiella pneumoniae - Eigene Stammsammlung

Salmonella Typhimurium ATCC 19585  Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der
Tiere, JLU Giellen

Salmonella choleraesuis DSM 9898 DSMZ GmbH, Braunschweig

ssp. Choleraesuis

Salmonella Infantis M144/01 Professur fiir Tierdrztliche Nahrungsmittelkunde,

JLU Giel3en
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Tab. 34: Aufstellung der fiir die Untersuchung auf VTEC verwendeten
Referenzstimme
Bezeichnung Herkunft Serovar Gebﬂ.d ete isoliert
Toxine aus
B 2405 Professur fiir Tierarztliche 03:H- VT 1 Rinder-
Nahrungsmittelkunde, JLU Gieflen kot
B 2324 Professur fiir Tierdrztliche O157:H7 VT 2 Rinder-
Nahrungsmittelkunde, JLU Gieflen kot
B 2098 Professur fiir Tierdrztliche O113:H21 VT 2 Rinder-
Nahrungsmittelkunde, JLU Gieflen kot
Sal 4/XVII/1 Professur fiir Tierdrztliche 022:H8 VT 1+VT2 Rind-
Nahrungsmittelkunde, JLU Gieen fleisch
Sal 52/1/1-00 Professur fiir Tierdrztliche O157:H- VT 1+VT2 Rind-
Nahrungsmittelkunde, JLU Gieen fleisch
W 38/30/1-01 Professur fiir Tierarztliche k.A. VT1+VT2 Rind-
Nahrungsmittelkunde, JLU Gie3en fleisch

3.2 Methoden

3.2.1 Probennahme

Im Zeitraum 2002/2003 wurden insgesamt 183 Ziegenkéseproben in Hessen gekauft, wobei

107 aus dem Einzelhandel (Supermérkte, ©kologische Fachgeschifte) und 76 von

Wochenmirkten und bei Direktvermarktern (Hofldden, Direktverkauf ab Hof) bezogen

wurden. Soweit es sich nicht um abgepackte Ware handelte, wurden Informationen zum

jeweiligen Produkt vom Verkaufspersonal erfragt. Der Transport der Proben erfolgte

gekiihlt (in Kiihltaschen oder Styroporbehéltern mit Kiihlaggregaten). Die Proben wurden

anschliefend entweder sofort untersucht oder bei + 4 °C bis maximal 14 Tage (Schnitt- und

Hartkése) gelagert. Nach Abschluss der kulturellen Untersuchungen wurden die Proben bei

—18 °C tiefgefroren und zur Untersuchung auf Thermonuklease und Verotoxine iiber Nacht

bei +4 °C aufgetaut. Zusétzlich wurde eine Reihe von Ziegen- und Kuhmilchkédseproben

(nicht in den Auswertungen beriicksichtigt) fiir orientierende Untersuchungen zur

Uberpriifung der Untersuchungsverfahren beschafft.
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3.2.2 Bewertungskriterien

Hinsichtlich der Anforderungen zur mikrobiologischen Beschaffenheit von Kéise wurde auf

die in Tab. 35 dargestellten Werte gemif3 Milchverordnung bezug genommen.

Tab. 35: Hinsichtlich E. coli, coliforme Keime und S. aureus als Parameter fiir

mangelnde Hygiene in Kése einzuhaltende Hochstwerte (Milchverordnung,

Anlage 6)
Produkt m M n c Bemerkung
Escherichia coli
Kése aus Rohmilch und 10.000 100.000 5 2 -
thermisierter Milch
Weichkise (aus 100 1.000 5 2 -

wirmebehandelter Milch)

coliforme Keime

Weichkése (aus keine Festlegung fiir
wirmebehandelter Milch) 10.000 100.000 > 2 Rohmilchkése
Staphylococcus aureus
Kése aus Rohmilch und 1.000 10.000 5 2 bei Uberschreitung von M
thermisierter Milch zusétzlich Priifung auf
Toxingehalt
Weichkise (aus 100 1.000 5 2 bei Uberschreitung von M
wirmebehandelter Milch) zusétzlich Priifung auf
Toxingehalt
Frischkédse 10 100 5 2 (keine differenzierende
Festlegung hinsichtlich
Wiérmebehandlung)

Hochstwerte fur coliforme Keime in Weichkése aus Rohmilch sowie in anderen Késesorten

wurden in der Milchverordnung nicht festgelegt.

Ferner diirfen laut Milchverordnung Salmonellen und L. monocytogenes in 25 g bzw. in 1 g
bei Hartkdse nicht nachweisbar, sowie Krankheitserreger und deren Toxine (insbesondere
VTEC) nicht in Mengen vorhanden sein, die die Gesundheit der Verbraucher
beeintrichtigen konnen. Eine ausdriickliche Bewertung von B. cereus ist vom Gesetzgeber

nicht definiert.
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3.2.3 Probenvorbereitung

Die Vorbereitung der Proben fiir die quantitative Bestimmung von Koagulase-positiven
Staphylokokken, Bacillus cereus, E. coli bzw. coliformen Keimen erfolgte gemil der
amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG, Methode L01.00-1.
Dabei wurden jeweils 10 g der zu untersuchenden Probe unter aseptischen Bedingungen in
den Beutel eines Beutel-Walkmischgerites eingewogen, 90 ml Yi-starke Ringerlosung
dazugegeben und ca. 2 - 3 min im Walkmischgerdt gemischt, bis der Kése griindlich
dispergiert war (Anschiittelung). Anschliefend wurde eine dezimale Verdiinnungsreihe in

Vi-starker Ringerlsung bis zur Verdiinnungsstufe 10 hergestellt.

Zum qualitativen Nachweis von Listeria monocytogenes wurden 25 g Probe wie oben be-
schrieben behandelt, allerdings wurde als Verdiinnungslosung fiir die Anschiittelung 225 ml
72 Fraser-Bouillon verwendet. Da die Differenzierung zwischen Schnitt- und Hartkése
hiufig schwierig war, wurde das Vorkommen von L. monocytogenes bei allen untersuchten

Késen — auch bei den Hartkésen — in 25 g untersucht.

Zum qualitativen Nachweis von Salmonellen wurden 25 g Probe ebenfalls wie oben be-
schrieben vorbereitet, allerdings wurde als Verdiinnungslosung fiir die Anschiittelung 225

ml gepuffertes Peptonwasser verwendet.

Die Probenvorbereitung von Kise zum Nachweis verotoxinbildender E. coli (VTEC) sowie
von Thermonuklease wird bei der entsprechenden Beschreibung spezifischer Unter-

suchungsverfahren dargestellt.

3.2.4 Spezifische Untersuchungsverfahren

Bei den mikrobiologischen Untersuchungen wurde grundsétzlich auf Methoden der
Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG zuriickgegriffen,
soweit aus labortechnischen Griinden erforderlich mit geringfligigen Modifikationen. Eine

Aufstellung der eingesetzten Verfahren ist in der folgenden Ubersicht dargestellt:
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Methode/ Kurzbezeichnung (Amtliche Sammlung von

Parameter Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG)
Probenvorbereitung L01.00-1
S. aureus L 01.00-24

Coliforme Keime /
L 01.00-54 bzw. L 01.00-3

E. coli

B. cereus L 01.00-72
L. monocytogenes L 00.00-32
Salmonellen L 00.00-20
Thermonuklease L 01.00-33/

International IDF Standard 83A:1998

3.2.5 Bestimmung Koagulase-positiver Staphylokokken

Die Bestimmung Koagulase-positiver Staphylokokken erfolgte nach Methode L 01.00-24.
Aus der Anschiittelung (2.1.2) wurde 1 ml auf drei Agarplatten mit ETGPA-N&hrboden
nach Baird-Parker - ca. 0,33 ml pro Platte (Verdiinnungsstufe 107) - verteilt und
ausgespatelt. Danach wurden von der Anschiittelung und von jeder weiteren Verdiinnungs-
stufe je 0,1 ml auf zwei Baird-Parker-Agarplatten ausgespatelt (107 bis 107) und alle
Ansidtze bei 37 °C unter aeroben Bedingungen insgesamt 48 h bebriitet. AnschlieBend
wurden priasumtive S. aureus entsprechend ihrer Koloniemorphologie differenziert
ausgezahlt und von jeder Gruppe fiinf Kolonien auf Standard II-Ndhragar tiberimpft. Nach
Bebriitung (24 h, 37 °C) wurden KOH-negative und Katalase-positive Kolonien weiter in
Hirn-Herz-Bouillon (BHI, brain heart infusion) iiberimpft, 24 h bei 37 °C bebriitet und
anschlieBend auf Koagulase-Aktivitdt untersucht. Im Falle einer positiven Koagulase-
Reaktion wurde zusdtzlich ein Objekttrageragglutinations-Schnelltest (Staphaurex)
durchgefiihrt. Aus dem Anteil der als positiv bestitigten Kolonien wurde die Zahl der
Koagulase-positiven Staphylokokken je g Probe berechnet.
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3.2.6 Bestimmung von Escherichia coli und coliformen Keimen

Die Bestimmung von Escherichia (E.) coli und coliformen Keimen erfolgte im MPN-
Verfahren gemiB Methode L 01.00-54. Je 1 ml der Probenverdiinnungsstufen 10 bis 10™
(2.1.2) wurde in Laurylsulfat-Tryptose-Ndhrmedium mit Zusatz von Tryptophan und 4-
Methylumbelliferyl-b-D-Glucuronid (LST-MUG) iiberfiihrt (Dreifachansatz). Parallel dazu
wurden drei Kulturrdhrchen doppelt konzentriertes LST-MUG mit je 10 ml der
Anschiittelung beimpft. Nach 24 h und 48 h Bebriitung bei 30 °C wurde die Fluoreszenz
nach Anregung mit langwelligem UV-Licht und die Indolbildung mittels Kovacs-Reagenz
(E. coli) bzw. die Gasbildung (coliforme Keime) iberpriift. Aus der Anzahl der
Kulturréhrchen mit positiver Reaktion wurde mittels MPN-Tabelle die Anzahl an E. coli
bzw. coliformen Keimen je g bestimmt. Zur Bestitigung positiver sowie zweifelhafter
Kulturen wurde Kulturmaterial in einfach konzentriertes LST-MUG {iberimpft. Nach
Bebriitung (24 und 48 h bei 30 °C) wurden erneut Gasbildung, Fluoreszenz und
Indolbildung tiberpriift.

Die Verdiinnungsstufen 10 bis 10® wurden in Anlehnung an die Methode L 01.00-3
untersucht. Je 0,1 ml jeder Verdiinnungsstufe wurden im Doppelansatz auf VRB-MUG-
Agar ausgespatelt und 24 h bei 37 °C bebriitet. Als coliforme Keime wurden Kolonien mit
typisch dunkelroter Farbe ohne Fluoreszenz bewertet. Diese wurden nicht weiter
differenziert. Kolonien von nicht typischer Morphologie wurden auf Standard II-Agar
iiberfiihrt und ebenfalls 24 h bei 37 °C bebriitet. KOH-positive, Oxidase-negative Kolonien
wurden mittels Enterotube II weiterdifferenziert. Die entsprechenden Kolonien wurden
mitgezdhlt, sofern es sich um einen Vertreter der Coliformengruppe handelte. Typische rote
Kolonien mit einem fluoreszierenden Hof wurden als E. coli eingestuft. Aus der Anzahl
bestétigter Kolonien wurde die Anzahl an E. coli bzw. coliformen Keimen je g Probe

berechnet.

3.2.7 Bestimmung prasumtiver Bacillus cereus

Die Bestimmung prasumtiver Bacillus cereus erfolgte gemdl Methode L 01.00-72. Aus der

Proben-Anschiittelung wurde 1,0 ml auf fiinf Polymyxin-Pyruvat-Eigelb-Mannit-Brom-
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thymolblau (PEMBA)-Agarplatten verteilt, das Ausspateln der folgenden Verdiinnungs-
stufen (107 bis 107) erfolgte im Doppelansatz. Nach einer Bebriitungsdauer von 18 - 48 h
bei 37 °C unter aeroben Bedingungen wurden die Kolonien differenziert nach ihrer
Morphologie ausgezédhlt. Mindestens fiinf der charakteristischen, sowie zweifelhafte
Kolonien wurden auf PEMBA-Agar reinkultiviert, mikroskopisch als Nativpriparate
untersucht und auf weitere charakteristische Merkmale (Hamolyse, biochemische
Reaktionen) iiberpriift. AbschlieBend erfolgte eine Bestéitigung mittels BBL Crystal GP.
Aus der Anzahl bestdtigter Kolonien wurde die Anzahl an prasumtiven Bacillus cereus je g

Probe berechnet.

3.2.8 Nachweis von Listeria monocytogenes

Die Bestimmung von Listeria monocytogenes erfolgte nach Methode L 00.00-32. Je 25 g
Probe wurden in 225 ml der ersten selektiven Anreicherung (72 Fraser-Bouillon)
homogenisiert (2.1.2), in einen Erlenmeyerkolben {iberfithrt und 24 h bei 30 °C bebriitet.
AnschlieBend wurde 0,1 ml Kulturmaterial in 10 ml der zweiten selektiven Anreicherung
(Fraser-Bouillon) {iberimpft und die erste selektive Anreicherung bei 30 °C, die zweite bei
37 °C fir weitere 24 h bebriitet. AnschlieBend wurde Material aus beiden Ansétzen auf
ALOA-Agar sowie auf PALCAM-Agar ausgestrichen und 24 h (ALOA) bzw. bis 48 h
(PALCAM) bei 37 °C bebriitet. Von jeder Platte wurden fiinf verdédchtige Kolonien
entnommen. Befanden sich auf einer Platte weniger als fiinf verddchtige Kolonien, so
wurden alle verdichtigen Kolonien fiir die Bestitigung verwendet. Die ausgewéhlten
Kolonien wurden auf Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar mit Hefeextrakt (TSYEA)
ausgestrichen und 18 - 24 h oder bis zu einem zufriedenstellenden Wachstum bei 37 °C
bebriitet. Die Kulturen wurden unter der Henry’schen Beleuchtung beurteilt und von
verddchtigen Kolonien Gramverhalten, Beweglichkeit und Katalase-Aktivitdt untersucht.
Des weiteren wurde der CAMP-Test gegen S. aureus und Rhodococcus equi in
Kombination mit einer Uberpriifung der Hidmolyse-Fihigkeit durchgefiihrt und die
Féhigkeit zum Abbau von Xylose, Rhamnose und Mannit {iberpriift. Zusétzlich erfolgte

eine Verifizierung der Ergebnisse durch den “api Listeria”-Test bzw. ,,Microbact 12 L.
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3.2.9 Nachweis von Salmonellen

Die Bestimmung von Salmonellen erfolgt geméf der Methode L00.00-20. Dazu wurde die
Anschiittelung (2.1.2) 16 - 20 h bei 37 °C bebriitet. AnschlieBend wurde 0,1 ml Kultur-
material in 10 ml Magnesium-Malachitgriin-Medium nach Rappaport-Vassiliadis (RV-
Medium), sowie 10 ml in 100 ml Selenit-Cystin-Medium {iberfiihrt und bei 42 °C bzw. 37
°C bebriitet. Nach 24 h und nach 48 h wurde jeweils Kulturmaterial auf Brillantgriin-
Phenolrot-Laktose-Saccharose-Agar (BPLS) und auf AES-Laboratoire-Salmonellen-Agar-
Platte (ASAP) ausgestrichen und ebenfalls bei 37 °C 24 h und 48 h bebriitet. Verdéchtige
Kolonien wurden auf Standard II-Agar ausgestrichen und 24 h bei 37 °C bebriitet. KOH-
positive, Oxidase-negative Kolonien wurden mittels Enterotube II sowie mittels
serologischer Tests mit omnivalenten sowie verschiedenen polyvalenten Antiseren

bestitigt.

3.2.10 Nachweis der Verotoxine 1 und 2

Der Nachweis von Verotoxinen erfolgte mittels Enzyme Linked Immunosorbent Assay

(ELISA) entsprechend den Angaben des Testkit-Herstellers.

Von der zu untersuchenden Probe wurde 25 g in 225 ml modifizierter Caso-Bouillon
(Zusatz von Gallesalz und Di-Kaliumhydrogenphosphat, mTSB) mit Zusatz von 45 pl
sterilfiltriertem Novobiocin (100 mg/ml Aqua dest.) suspendiert und homogenisiert
(Stomacher, 2 min, 260 U/min). Anschliefend wurde die Suspension 18-24 h bei 37 °C im
Schiittelbad (~180 U/min) inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Sedimentation der
Voranreicherung fiir 30 min. 100 pl des Uberstandes wurden im Doppelansatz in die
Kavititen der Mikrotiterstreifen gefiillt, inkubiert und entsprechend den Herstellerangaben
zunichst mit Enzymkonjugat und anschlieBend mit Substrat / Chromogen befiillt. Zwischen
diesen Schritten erfolgten Inkubations- und Waschschritte. Die Reaktionen wurden mithilfe

einer Stopp-Reagenz beendet und die Extinktion gemessen.
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3.2.11 Thermonuklease-Nachweis

Als Screening fiir Staphylokokken-Enterotoxine wurden Késeproben auf das
Vorhandensein von Thermonuklease gepriift. Dazu wurden 20 g Probe mit 5 g Thermo-
nuklease-freiem Magermilchpulver versetzt, in 50 ml Wasser suspendiert, homogenisiert
und mit Salzsdure auf einen pH-Wert von 3,8 eingestellt. AnschlieBend wurde das
Untersuchungsmaterial 20 min bei 9000 U/min zentrifugiert. Zu dem Uberstand wurde die
0,05-fache Menge kalter Trichloressigsdure-Losung zugegeben. Anschlieend wurde der
Uberstand erneut 20 min bei 9000 U/min zentrifugiert. Das Sediment wurde in 1 ml Tris-
Puffer gelost, mit Natronlauge auf einen pH-Wert von 8,5 eingestellt und anschliefend mit
Tris-Puffer auf ein Endvolumen von 2 ml aufgefiillt. Der Extrakt wurde im Wasserbad bei

100 °C 15 min erhitzt.

In einen Toluidinblau O-DNAse-Test-Agar wurden bis zu 10 Locher gestanzt (Durchmesser
2 mm) und das ausgestanzte Material entfernt. In jeweils ein Loch wurde so viel des zu
untersuchenden Extraktes einpipettiert, dass das Loch gut gefiillt war (ca. 14 pl). Die so
beschickte Testplatte wurde mit dem Petrischalendeckel nach oben 4 h bei 37 °C in einer
feuchten Kammer bebriitet. Bei negativem Testergebnis nach 4 h wurden die Locher erneut

mit Kulturmaterial aufgefiillt, weiterbebriitet und nach 24 h nochmals beurteilt.
Die untersuchte Probe wurde dann als Thermonuklease-positiv bewertet, wenn sich

aufgrund der Spaltung der Desoxyribonucleinsdure um das mit dem Extrakt beschickte

Loch eine dunkelblaue bis rotliche Zone gebildet hatte, die mindestens 1 mm breit war.

3.2.12 Uberprifung der Nachweisverfahren

Validierung der Nachweismethode von Verotoxinen

Zur Validierung der Nachweismethode von Verotoxinen wurden von jedem VTEC-Stamm
(Tab. 34) sowie von einem apathogenen E. coli-Stamm eine Anreicherung in Caso-Bouillon
hergestellt und bei 37 °C bebriitet. Nach 24 h wurden dezimale Verdiinnungsreihen in Y-
starker Ringerlosung hergestellt und im Doppelansatz auf Standard II-Agar ausgespatelt.
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Die Platten wurden 24 h bei 37 °C bebriitet und anschlieBend die Anzahl der
koloniebildenden Einheiten (KbE pro Platte) bestimmt.

AnschlieBend wurde dieser Ansatz wiederholt und 225 ml mTSB-Bouillon + Novobiocin
mit und ohne Substitution von 25 g Frischkise mit je 1 ml der Verdiinnungsstufen 107 bis
107 beimpft (entspricht 10" bis 10’ KbE), 18-24 h bei 37 °C im Schiittelbad (~180 U/min)
inkubiert und anschlieend in den ELISA gemil3 3.2.10 eingesetzt. Parallel hierzu wurde

wieder die Anwachsrate der verwendeten Verdiinnungsstufen bestimmt.

Alle Ansitze zur Validierung der Nachweismethoden von Verotoxinen wurden je dreimal

im Doppelansatz durchgefiihrt.

Validierung des Nachweises von Thermonuklease

Zur Validierung des Nachweises von Thermonuklease in Kise wurde zunéchst die Proben-
aufbereitung an verschiedenen Késesorten (Frischkdse, Weichkdse, Schnittkdse, Hartkése)

getestet.

Zur Positivkontrolle wurde Stamm 13FA eingesetzt. Von diesem wurde zunéchst die
Anwachsrate bestimmt, indem von einer 24-Stunden-Kultur aus Caso-Bouillon eine
dezimale Verdiinnungsreihe hergestellt, im Doppelansatz auf Standard II ausgespatelt und

dieser nach einer Bebriitungsdauer von 48 h bei 37 °C ausgezéhlt wurde.

AnschlieBend wurden 4 verschiedene Doppelansidtze dreimal mit drei verschiedenen
Stimmen (13FA, A49, S. aureus 2915/03) kiinstlich kontaminiert. Hierzu wurden 3 ml
Caso-Bouillon mit Koloniematerial des entsprechenden Stammes beimpft, 24 h bei 37 °C
bebriitet und jeweils 20 g Kédse mit 3 ml der jeweiligen Bouillon kontaminiert. Im ersten
Ansatz wurde Kdse mit der beimpften Bouillon versetzt, homogenisiert und anschlieend 5
g Magermilchpulver zugegeben. Im zweiten Ansatz wurde der Kédse mit Magermilchpulver
versetzt, dann homogenisiert und erst danach mit der Bouillon kontaminiert. Jeweils ein
Ansatz des Doppelansatzes wurde direkt verwendet, der zweite wurde erst 24 h bei 37 °C

bebriitet und anschlieBend wie im Methodenteil beschrieben weiteruntersucht. Im dritten
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Ansatz wurde der Kése direkt mit Koloniematerial von der Platte beimpft, 24 h bei 37 °C
bebriitet und anschlieBend ebenfalls auf die Anwesenheit von Thermonuclease untersucht.

Das weitere Vorgehen erfolgte wie oben beschrieben.

Drei weitere Ansitze wurden durchgefiihrt mit einer Verdiinnungsstufe von 10° (Stamm
13FA). Im ersten Ansatz wurden 20 g Kése mit 1 ml dieser Verdiinnungsstufe kontaminiert,
homogenisiert und anschliefend mit 5 g Magermilchpulver versetzt. Im zweiten Ansatz
wurden 20 g Kése direkt mit Magermilchpulver gemischt, homogenisiert und anschlieend
1 ml der Verdiinnungsstufe zugegeben. Im dritten Ansatz wurden den 20 g Kédse direkt 1 ml

der Verdiinnungsstufe zugesetzt, homogenisiert und iiber Nacht bei 37 °C bebriitet.

Auf jeder Thermonuklease-Platte wurde eine Positiv-Kontrolle mitgefiihrt. Dazu wurde
Hirn-Herz-Ndhrmedium mit einem Thermonuklease-positiven Staphylococcus aureus-
Stamm (13 FA) beimpft und 24 h bei 37 °C bebriitet. AnschlieBend wurde 20 min bei 9000
U/min zentrifugiert bis der Uberstand klar war. Der Kulturiiberstand wurde dann im
Wasserbad 15 min bei 100 °C erhitzt. Die Kontrolle wurde bis maximal 4 Wochen im

Kiihlschrank bei +4 °C aufbewahrt.

Priifung alternativer Nachweisverfahren und Medien

Zur Priifung, inwieweit Modifikationen bzw. alternative Untersuchungsverfahren Vorteile
bei der mikrobiologischen Untersuchung von Ziegenkdse bieten, wurden verschiedene

Nachweismethoden parallel zu den beschriebenen Verfahren getestet.

Zur Untersuchung auf E. coli und coliforme Keime wurde in einer Reihe von Unter-
suchungsgingen Koloniematerial, das auf VRB-MUG eine deutliche Fluoreszenz gezeigt

hatte, zusétzlich auf ECD (Fluorocult E. coli direkt)-Agar tiberimpft.

Bei der Untersuchung auf B. cereus wurde Probenmaterial parallel zum PEMBA
(Polymyxin-Pyruvat-Eigelb-Mannit-Bromthymolblau)-Agar in einer Reihe von Unter-
suchungsgingen auf MYP (Mannitol-Egg-Yolk-Polymyxin)-Agar ausgespatelt, sowie mit

Positiv- und Negativ-Kontrollstimmen aus der Stammsammlung (siche Anhang) beimpft.
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Ferner wurde in orientierenden Untersuchungen auf B. cereus die in der Amtlichen

Sammlung von Untersuchungsverfahren vorgeschlagene Sporenfarbung angewandt.

Bei der Untersuchung auf Salmonellen wurde mehrfach (n > 20) XLD (Xylose-Lysin-
Desoxycholat)-Agar parallel zu BPLS und ASAP beimpft.

Bei der Untersuchung auf L. monocytogenes wurde die in der Amtlichen Sammlung
vorgeschlagenen Bebriitungszeiten von 24 h fiir ,,1/2 Fraser* und 48 h fiir ,,Fraser parallel
zu der verwendeten modifizierten Methode, bei der ,,1/2 Fraser 48 h und ,,Fraser” 24 h
bebriitet wurden, verwendet. Dies wurde bei jeweils drei Proben, drei kiinstlich

kontaminierten Késen und bei allen drei Kontrollen zur Nachweisgrenze durchgefiihrt.



70 4  ERGEBNISSE

4 ERGEBNISSE

4.1 Charakterisierung der untersuchten Probenmaterialien

In einigen Fillen war eine weitergehende Differenzierung hinsichtlich der Angaben zu den
Probenmaterialien nicht oder nur schwer moglich. So vertrieben einige Betriebe auf ihren
Hofliden oder auf Wochenmirkten neben eigenen Produkten auch beispielsweise
Ziegenkdse aus anderen Regionen Deutschlands oder aus dem europdischen Ausland. Auch
die konventionell wirtschaftenden Betriebe waren im Verkauf ab-Hof bzw. iiber
Wochenmirkte tatig, und die hier verkauften Produkte waren nicht immer aus eigener

Herstellung.

Néhere Angaben zu einzelnen Késen, insbesondere beziiglich einer Herstellung aus
Rohmilch oder aus warmebehandelter Milch, konnten oft nur nach Riickfrage mit dem
Verkaufspersonal geklart werden, in einigen Fillen war eine Kldrung dieser Frage
iiberhaupt nicht mdglich. Nicht bei allen Probenmaterialien konnte eine eindeutige
Information beziiglich der Herstellung (6kologisch/konventionell) erhalten werden.

Derartige Proben wurden zur Gruppe der konventionell hergestellten Kése gerechnet.

Hinsichtlich der Anforderungen zur mikrobiologischen Beschaffenheit von Kéise wurde auf
die in Tabelle 35 dargestellten Werte gemifl Milchverordnung Bezug genommen. Dariiber
hinaus war gemif3 Milchverordnung die Abwesenheit von Salmonellen und Listerien (in 25
g) sowie entsprechend Anderungsverordnung der Milchverordnung vom 12. November

2004 die Freiheit von verotoxinbildenden E. coli sicherzustellen.

Da Hochstwerte fiir coliforme Keime in Weichkdse aus Rohmilch sowie in anderen
Kaésesorten bisher nicht festgelegt wurden, war eine Beurteilung unter rechtlichen Aspekten
schwierig. Im Hinblick auf die Verbrauchererwartung in bezug auf hygienische Produkte
und die im folgenden dargestellten Ergebnisse erschien es jedoch verniinftig, auch fiir
coliforme Keime dhnliche Bewertungsniveaus wie fiir E. coli respektive wie fiir Coliforme
in Weichkése aus warmebehandelter Milch anzulegen. Bei der Darstellung der Befunde fiir
coliforme Keime in Kise wurde daher ein Wert von 10* KbE/g als Schwellenwert zur
Beurteilung mit angegeben, obwohl zu betonen ist, dass es sich hierbei um keinen rechtlich

verbindlichen Hochstwert handelt.
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4.2 Uberpriufung alternativer Nahrmedien und
Verfahrenstechniken zum Nachweis verschiedener
Mikroorganismen

Fiir den mikrobiologischen Nachweis verschiedener in dieser Arbeit einbezogener
Parameter (E. coli, B. cereus, L. monocytogenes, Salmonellen) wurden iiber die Standard-

methoden hinaus modifizierte Nachweisverfahren bzw. alternative Ndhrmedien gepriift.

Die Verwendung des ECD fiir E. coli und coliforme Keime resultierte in einer schlechteren
Anwachsrate der Kolonien, sowie mehrfach einem Fehlen der Fluoreszenz. Daraufhin

wurde dieser Agar nicht weiter verwendet.

Der parallel durchgefiihrte Vergleich von PEMBA und MYP zum Nachweis von B. cereus
zeigte, dass die chromatogene Farbung der KbE und die Hotbildung in gleichem Malle wie
beim PEMBA bei starker Begleitflora nur schwach oder gar nicht ausgeprigt war. Die
Anzahl der wiedergefundenen Kolonien prasumtiver B. cereus unterschied sich nicht. Da
PEMBA jedoch fiir die weitere Differenzierung der verdichtigen Kolonien direkt
verwendbar und ein Uberimpfen auf einen neutralen Agar wie beim MYP daher nicht
notwendig war und zudem eine Inkubation des PEMBA-Agar bei Zimmertemperatur am
zweiten Tag der Bebriitung mdglich war, bot der Einsatz von MYP keine Vorteile im
Nachweis von B. cereus. Schlieflich wird der PEMBA in der Amtlichen Sammlung als
Selektivmedium empfohlen. Daher wurde im Folgenden auf die zusétzliche Beimpfung des

MYP verzichtet.

Der Vergleich zwischen Sporenfirbung und Nativpréparat zur Identifizierung von
prasumtiven B. cereus zeigte, dass die Sporenfarbung gegeniiber dem Nativpréparat keine
praxisrelevanten Vorteile brachte. Tatsdchlich erschienen Details der einzelnen Bakterien
ohne Firbung deutlicher. Auflerdem waren im Nativpriaparat Beweglichkeit, sowie die Art

der Bewegung als weiteres Differenzierungsmerkmal hinzuziehbar.

Die Verwendung des XLD zum Nachweis von Salmonellen zeigte, dass S. Typhimurium
und S. Infantis (Tab. 33) in typischen Kolonien wuchsen, ebenso wie bei BPLS und ASAP.

Zusitzliche ,,positive” Ergebnisse wurden jedoch nicht erhalten. Der XLD wurde als
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Shigellen-Agar entwickelt und ist insbesondere fiir den Salmonellen-Nachweis in Milch
und Milchprodukten wenig geeignet, weil laktosepositive Salmonellen hier in der Regel
kein typisches Wachstum zeigen (Becker, miindliche Mitteilung, Miinchen 2002; Becker,
Vortrag in Garmisch-Partenkirchen, 2003). Der XLD wurde daher nur noch als zuséitzliche
Bestdtigung verdédchtiger Kolonien hinzugezogen. Auf die anderen Differenzierungsschritte

wurde jedoch nicht verzichtet.

Der Vergleich verschiedener Bebriitungszeiten in “Fraser* und ,,1/2 Fraser” zum Nachweis
von L. monocytogenes ergab keine Unterschiede hinsichtlich positiver Ergebnisse.
Demgegeniiber standen schnellere Ergebnisse und verminderte Kosten bei einer
Erstbebriitung von 48 h in ,,1/2 Fraser”, da die Fliissigmedien ,,1/2 Fraser* und ,,Fraser*

gleichzeitig ausgestrichen und die selektiven Festmedien daher halbiert werden konnten.

4.3 Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung von
Ziegenkase

Eine zusammenfassende Darstellung der Untersuchungsergebnisse ist in Tab. 36 wieder-
gegeben. Im Hinblick auf das Vorkommen von pathogenen Keimen erwiesen sich alle
untersuchten Ziegenkidse als frei von Salmonellen. Hinweise auf eine Belastung mit S.
aureus-Enterotoxinen sowie auf Verotoxine ergaben sich ebenfalls nicht. Die anderen
mikrobiologischen Parameter wurden mit unterschiedlicher Frequenz in den verschiedenen
Késesorten nachgewiesen, was im folgenden in einer nach Kisesorte differenzierenden

Betrachtung der Ergebnisse ausgefiihrt wird.
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Tab. 36: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der mikrobiologischen
Untersuchung von Ziegenkdse. Die erste Zahl in jedem Feld gibt die absolute Anzahl
positiver Befunde an, der dahinter stehende Wert in Klammern den prozentualen Anteil
bezogen auf die Probenanzahl pro Kasetyp. Fiir B. cereus, E. coli und coliforme Keime ist

die Anzahl der positiven Proben (Pr.) nach Kontaminationshohe (KbE) differenziert

angegeben.
Parameter Alle Proben Frischkése Weichkése Schnittkdse Bereich
(n=183) (n=44) (n=56) (n=83) (KbE/g)
S. aureus 2 (1 %) - 1(2 %) 1(1%)
5x 10%/g 9x 10°/g
E. coli 42 (23 %) 5 (11 %) 12 (21 %) 25 (30 %)
3 Pr. 2 Pr. 2 Pr. 10° - 10!
1 Pr. 3 Pr. 9 Pr. 10! - 10?
1 Pr. 3 Pr. 4 Pr. 10% - 10°
2 Pr. 5 Pr. 10% - 10*
1 Pr. 3 Pr. 10* - 10°
1 Pr. 1 Pr. 10° - 10°
1 Pr. 10° - 10’
Coliforme 108 (59 %) 11 (25 %) 41 (73 %) 56 (67 %)
Keime 3 Pr. 1 Pr. 5 Pr. 10° - 10!
4 Pr. 3 Pr. 9 Pr. 10* - 10°
2 Pr. 6 Pr. 16 Pr. 10% - 10°
1 Pr. 6 Pr. 11 Pr. 10% - 10*
1 Pr. 6 Pr. 9 Pr. 10* - 10°
4 Pr. 4 Pr. 10° - 10°
6 Pr. 2 Pr. 10° - 10’
9 Pr. 10" - 108
B. cereus 25 (14 %) 6 (14 %) 8 (14 %) 11 (13 %)
6 Pr. 7 Pr. 6 Pr. 10* - 10°
1 Pr. 5 Pr. 10% - 10°
L. 4 (2 %) - - 4 (5 %)
monocytogenes
Salmonellen - - - -
Verotoxine - - - -
S. aureus- - - - -
Thermonuklease

Wiirde man die Anforderungen der Milchverordnung zum Zeitpunkt des Erwerbs des
Ziegenkises anlegen, wiren sieben Schnittkdse (8,4 %) und 15 Weichkdse (26,8 %)
aufgrund verschiedener Parameter zu beanstanden. Die Ergebnisse fiir Frischkdse waren

hingegen alle im Rahmen der Anforderungen (Tab. 37).
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Tab. 37: Ubersicht iiber Herkunft und Herstellungsart derjenigen Ziegenkise, die in

einem oder mehreren mikrobiologischen Kriterien die Hochstmengen nach

Milchverordnung nicht erfiillen

Kaése- Ursprungs- Geschifts Produkt.- | . Ver- S. aureus . Coliforme L. mono-

typ land -typ  weise Milch packung /g E.coli/g /g cytogenes
W DE D 1 r a <10' 11x10* 6,5x10 nn
W DE D 2 W 1 <10 <10  >1,1x10° mn
w DE D 2 W a <10 1,1x10° 4,6x10° nn
W DE D 2 W 1 <10’ <10’ 1,7 x 108 nn
w NL E 1 W 1 <10 <10 1,1 x 10° nn
W NL E 1 w 1 <10 <10  4,6x10° nn
w NL E 1 W 1 <10 43x10" 55x10 nn
W NL E 1 W 1 <10 <10 31x10° nn
W DE E 2 w a <10"  3,6x10° 1,1x10* nn
W DE E 2 W a <10 <10 1,1 x 10° nn
W AT E 2 W 1 <10’ <10'  >11x10° 1nn
W FR E 2 W a <10’ <10'  >1,1x10° 1nn
W FR E 2 w a <10’ <10' 1,1 x 10* nn
W FR E 2 W 1 <10 <10 6,3 x 10° nn
W IT E 2 w 1 <10"  46x10° 4,6x10° nn
S DE D 1 r 1 <10 11x10* 1,1x10* nn
S DE D 1 r 1 <10" 11x10* 1,1x10* nn
S DE D 1 r a <10"  11x10* 1,1x10* positiv
S DE D 1 r a <10'  43x10* 43x10* positiv
S DE D 2 W 1 8,6x10° >1,1x10° >1,1x10° nn
S DE D 2 W 1 <10'  46x10° 2,0x10° positiv
S NL E 1 r 1 <10"  29x10" 29x10" positiv

Kiésetyp S = Schnittkdse; W = Weichkise

Ursprungsland Lénderkiirzel nach ISO 3166

Produkt.-weise
Milch
Verpackung

1 = 6kolog. 2 = konvent.
r = hergestellt aus Rohmilch, w = hergestellt aus wirmebehandelter Milch

a = abgepackt, | = lose

S. aureus waren lediglich in zwei Proben, einem Weichkise und einem Schnittkdse, in

Keimzahlen > 10" KbE/g nachweisbar. Vereinzelt konnten S. aureus jedoch nachgewiesen

werden. Hingegen traten hdufig und in groBen Mengen Koagulase-negative Staphylokokken

und Mikrokokken auf. Beide S. aureus-positiven Kise stammten aus der Direktvermarktung

und wiesen auch hohe Kontaminationsraten mit Coliformen (> 10° KbE/g), der Schnittkise

auch mit E. coli (ebenfalls > 10° KbE/g) auf. Legt man die in der Milchverordnung
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angegebenen Grenzwerte zugrunde (Tab. 14), so wire der Schnittkdse aufgrund der starken

Kontamination mit S. aureus und E. coli als nicht verkehrsfahig einzustufen.

In Bezug auf eine Kontamination mit E. coli lagen vier Kése zwischen den in der
Milchverordnung angegebenen Grenzwerten m und M. Alle stammten aus Deutschland,
und wurden in einem Okologischen Verfahren aus Rohmilch hergestellt. Es handelte sich
um drei Schnittkdse und einen Weichkédse. In einem Fall wurde aufBlerdem L.
monocytogenes nachgewiesen. Den Grenzwert M iberstiegen drei Kése aus
unterschiedlichen Landern. Es waren zwei Weichkédse und ein Schnittkdse vertreten. In
einer dieser Proben waren ebenfalls L. monocytogenes enthalten. Legt man hingegen die
durch EU-Kommissionsentwurf 2004 vorgeschlagenen Grenzwerte zugrunde (Tab. 16), so
lagen die Keimzahlen fiir E. coli bei acht Kidsen zwischen den Werten fiir m und M (in
Rohmilchkisen 10° KbE/g bzw. 10* KbE/g, in Kisen aus wirmebehandelter Milch 10°
KbE/g bzw. 10° KbE/g, in Kise aus Milch, die einer stirkeren Wirmebehandlung als der
Wirmebehandlung unterhalb der Pasteurisierungstemperatur unterzogen wurden 10" KbE/g
bzw. 10> KbE/g). Hierbei handelte es sich um vier Schnittkise und vier Weichkise (Tab.
37). Hingegen iiberstiegen 14 Kése (1 Frischkdse, 3 Weichkdse, 10 Schnittkdse) die
jeweiligen fiir Kdse aus Rohmilch bzw. aus wiarmebehandelter Milch festgelegten Werte fiir
M. In drei dieser Proben konnten auerdem L. monocytogenes nachgewiesen werden, einer
der Kédse enthielt geringe Zahlen an B. cereus. Bei sechs der Kése zwischen m und M und
elf Kdse tiber M handelte es sich nicht um abgepackte Ware, sondern um beim Einkauf

zugeschnittene Késestiicke.

Die Tabellen 38 und 39 zeigen eine Ubersicht iiber die Kontaminationsraten von E. coli und
coliformen Keimen in Abhdngigkeit von verschiedenen Parametern. Besonders hdufig und
mit hohen Keimzahlen waren Rohmilchkidse kontaminiert, insbesondere Weich- und
Schnittkdse, wobei die Schnittkdse insgesamt die hochste Kontamination aufwies.
Auflerdem waren ein Viertel der konventionell hergestellten Frischkdse mit E. coli

kontaminiert, wihrend keine der 6kologisch hergestellten Frischkise positiv waren.



Tab. 38: Vorkommen coliformer Keime (> 10" KbE/g) in Ziegenkise, aufgeschliisselt nach verschiedenen Parametern
Frischkase Weichkase Schnittkase
Parameter Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Proben  positiv (%*) > 10" (%*) Proben  positiv (%*) > 10" (%*) Proben  positiv (%*) >10* (%*)
Produktionsweise
dkologisch 24 3(12,5) 0 (0) 24 20 (83,3) 13 (54,2) 66 45(68,2)  9(13,6)
konventionell 20 8 (40,0) 1(5) 32 21 (65,6) 12 (37,5) 17 11(64,7)  6(35,3)
Warmebehandlung der verwendeten Milch
Rohmilch 15 5(33,3) 0 (0) 16 15 (93,8) 12 (75,0) 36 30(83,3) 8(22.2)
wirmebehandelte Milch 28 5(17,9) 1(3,6) 37 23 (62,2) 13 (35,1) 38 22(57,9)  6(15,8)
k.A. 1 1 (100) 0 (0) 3 3 (100) 0 (0) 9 4 (44,4) 1(11,1)
Angebotsform
abgepackt 19 2(10,5) 0 (0) 32 21 (65,6) 13 (40,6) 9 7(77.,8) 1(11,1)
lose 25 9 (36,0) 1 (4) 24 20 (83,3) 12 (50,0) 74 49 (66,2) 14 (18,9)
Herkunftsland
DE 20 4 (20,0) 1(5) 27 22 (81,5) 13 (48,1) 39 29 (74,4)  9(23,1)
andere Lander 23 6 (26,1) 0 (0) 28 18 (64,3) 12 (42,9) 43 26 (60,5)  6(14,0)
k.A. 1 1 (100) 0 (0) 1 1 (100) 0 (0) 1 1 (100) 0 (0)
* bezogen auf Anzahl Proben mit diesen Parametern
k.A. keine Angaben
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Tab. 39: Vorkommen von E. coli (> 10" KbE/g) in Ziegenkise, aufgeschliisselt nach verschiedenen Parametern
Frischkéase Weichkése Schnittké&se
Parameter Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Proben  positiv (%*) > 10" (%*) Proben  positiv (%*) > 10" (%*) Proben  positiv (%*) >10* (%*)
Produktionsweise
kologisch 24 0 0 24 5(20,8) 1(4,2) 66 19 (28,8) 4(6,1)
konventionell 20 5(25,0) 0 32 6 (18,8) 13,1 17 5(29,4) 1(5,9)
Warmebehandlung der verwendeten Milch
Rohmilch 15 2(13,3) 0 16 5(31,3) 1(6,3) 36 15(417)  4(1L,1)
wiarmebehandelte Milch 28 3 (10,7) 0 37 6 (16,2) 1(2,7) 38 8(21,1) 1(2,6)
k.A. 1 0 0 3 0 0 9 1(11,1) 0
Angebotsform
abgepackt 19 1(5,3) 0 32 7(21,9) 2(6,3) 9 2(22.2) 1(11,1)
lose 25 4 (16,0) 0 24 4(16,7) 0 74 22(29,7) 4 (5,4)
Herkunftsland

DE 20 2(10,0) 0 27 7(25,9) 2(7,4) 39 15(38,5)  4(10,3)
andere Lander 23 3 (13,0) 0 28 4(14,3) 0 43 9 (20,9) 1(2,3)
k.A. 1 0 0 1 0 0 1 0 0

* bezogen auf Anzahl Proben mit diesen Parametern
k.A. keine Angaben
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B. cereus war in 25 der 183 untersuchten Kiseproben nachweisbar. Dabei wiesen sechs
Proben hohere Gehalte im Bereich von 10* bis 10° KbE/g auf. Der hochste Wert fiir B.
cereus lag bei 2,7 x 10> KbE/g (Tab. 40). Relativ hiufig wurde B. cereus in Schnittkisen,
aus Rohmilch sowie in Schnitt- und Frischkdsen aus der Direktvermarktung nachgewiesen.
Hier waren ca. Y4 aller Proben kontaminiert (Tab. 40). Ein Zusammenhang zwischen B.

cereus und Hygienekeimen bestand dabei nicht.

Tab. 40: Vergleich der Keimzahlen fiir B. cereus in verschiedenen Kisesorten mit

denjenigen fiir E. coli und coliforme Keime in Abhédngigkeit von verschiedenen Produkt-

parametern
Kisetyp* UI‘SleI/l\gS- Geschiifts— liékolog. Milche Ver- , Kontaminationshohe (KbE/g)
land typr  2=konvent. packung’ g orons Eocoli Coliforme
F DE D 1 p S 1,0x10" <10 <10
F DE E 1 r a 1,0x10' <10 <10
F NO E 2 p a 1,0x10" <10 <10
F DE D 2 p a 1,8x 10" <10 <10
F DE D 1 p a 30x100 <10 <10
F AT E 2 p S 6,7x10" <10’ <10'
W DE E 1 r a 1,0x10" <10 32x10°
W DE D 2 P a 2,0x 10" <10 <10'
w DE D 2 P S 20x10" <10 <10'
WY ES E 2 P a 2,5x100  <10'  43x10'
W GR D 1 P a 42x10" <10 <10
W DE E 1 kA S 50x100  <10'  7.4x10°
W DE E 2 p a 58x 100 <10'  2,3x 10
W% ES E 2 p S 23x100 <10 <10
S DE D 2 P S 1,0x10" <10’ <10’
S DE D 1 r S 1,0x10"  <10"  23x10°
S DE D 1 r S 20x 10" 43x10" 43x10'
S FR E 2 p S 20x10"  <10'  1,3x10°
S DE D 1 r S 33x100  <10'  4,6x10°
S DE D 1 r S 6,7x 10" 1,1x10* 1,1x10*
S DE D 1 r S 1,0x 10> 93x10" 2,6x 10’
S DE D 1 r S 1,0x 10> 4,6x10° 4,6x 10’
S DE D 1 r S 1,2x10° <10 <10
S DE D 1 r S 1,4x10°  <10'  43x10'
S DE D 1 r S 2,7x10° <10  23x10°

F = Frischkédse; W = Weichkése; S = Schnitt- und Hartkése
Léanderkiirzel entsprechend ISO 3166

D = Direktvermarktung; E = Einzelhandel

r = Rohmilch; p = pasteurisierte Milch; k.A. = keine Angaben
a = abgepackt; S = Schnittstiicke
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Tab. 41: Vorkommen von B. cereus, aufgeschliisselt nach verschiedenen Parametern
(% bezogen auf die Anzahl Proben mit diesen Parametern)
Frischké&se Weichkase Schnittké&se
Parameter | apzahl  Anzahl o Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl o
Proben  positiv Proben  positiv Proben  positiv °
Produktionsweise
okologisch 24 3 12,5 24 3 12,5 66 9 13,6
konvent. 20 3 15,0 32 5 15,6 17 2 11,8
Warmebehandlung der verwendeten Milch
roh 15 1 6,7 16 1 6,3 36 9 25,0
wirmebe-
handelt 28 5 17,9 37 6 16,2 38 2 5,3
k.A. 1 0 0 3 1 33,3 9 0 0
Angebotsform
abgepackt 19 3 15,8 32 5 15,6 9 0 0
lose 25 3 12,0 24 3 12,5 74 11 14,9
Geschéftstyp
Direkt- 12 30 250 | 22 3 13,6 | 42 10 238
vermarkt.
Emnzel- 32 3 94 | 34 5 147 | 41 1 2.4
handel
k.A. keine Angaben

4.3.1 Frischkase

Die Mehrzahl der untersuchten Frischkédse (n = 27) wurden aus warmebehandelter Milch

hergestellt, 15 Proben waren jedoch deklariert (bzw. nach Verkduferangaben) als ,,aus

Rohmilch® hergestellt. Diese Information konnte in einigen Féllen erst auf Nachfrage

erhalten werden, da keine entsprechende Kennzeichnung vorlag. Fiir zwei Proben konnte

iiberhaupt keine Information beziiglich einer durchgefiihrten Wéarmebehandlung erhalten

werden.
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Im Hinblick auf die mikrobiologischen Kriterien wurden zwar keine Unterschiede zwischen
Frischkdse aus Rohmilch bzw. aus widrmebehandelter Milch festgestellt. Beziiglich der
deklariert aus Rohmilch hergestellten Frischkédse war jedoch auffillig, dass nur ein Produkt
aus echter Direktvermarktung (Hofladen) stammte, 8 Proben aus dem Europdischen
Ausland importiert waren (7 x Frankreich, 1 x Niederlande) und immerhin 6 Proben zwar
aus Deutschland, aber nicht aus Direktvermarktung (Wochenmirkte, Naturkostldden, ein
Supermarkt) stammten. Letztere Proben sind im Hinblick auf die Bestimmungen der
Kéaseverordnung als problematisch anzusehen. In §3 KéseV ist geregelt, dass in
Deutschland hergestellter Frischkédse aus Rohmilch nur in Direktvermarktung ab Hof (und
unter Einhaltung aller einschlagigen Hygienevorschriften) in den Verkehr gebracht werden

darf.

S. aureus war in keiner Probe nachweisbar, ebenso ergaben sich keine Hinweise auf
Enterotoxinbildung (Thermonuklease-Test). E. coli konnte in zwei Proben mit Keimzahlen
iiber 10" KbE/g nachgewiesen werden, jeweils einer Probe aus 6kologischer Produktion (93
KbE/g) bzw. konventioneller Produktion (430 KDbE/g). Lediglich zwei Proben
(konventionelle Herstellung) enthielten erhhte Gehalte an coliformen Keimen (10°-10*
KbE/g), sechs weitere (ebenfalls konventionelle Herstellung) wiesen Gehalte an coliformen
Keimen mit weniger als 10° KbE/g auf. Die hochste Kontamination wurde fiir einen

konventionell wirtschaftenden regionalen Betrieb festgestellt.

In keiner der 44 untersuchten Frischkdse-Proben ergaben sich Hinweise auf pathogene
Keime. B. cereus war in niedrigen Keimzahlen von tiberwiegend 10-20 KbE/g (maximal 60
KbE/g) in 6 Proben nachweisbar. Weder L. monocytogenes noch Salmonellen noch

Verotoxine waren nachweisbar.

4.3.2 Weichkase

Unter den insgesamt 56 Weichkésen, die in die Untersuchungen einbezogen worden waren,
stammten 24 Proben aus deklariert 6kologischer Produktion, die iibrigen 32 Proben aus
konventioneller Produktion. Hinsichtlich der Herstellungsart waren 16 Proben aus

Rohmilch hergestellt, 40 Proben waren aus wéirmebehandelter Milch (oder ohne Angaben
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zur Wiarmebehandlung). Die Produkte aus Rohmilch stammten fast alle (n = 12) aus
okologischer Produktion, die Mehrzahl wurde iiber Direktvermarktung oder regionale
Wochenmirkte vertrieben. Bei den Weichkédsen aus wirmebehandelter Milch stammten 9

aus 0kologischer Produktion, 31 aus konventioneller Produktion.

Im Hinblick auf die Kontamination mit coliformen Keimen wiesen vor allem Weichkése
aus Rohmilch sehr hohe Werte auf, aber auch einige Produkte aus warmebehandelter Milch
waren teilweise hoch kontaminiert (Tab. 42). Bei Anwendung des Grenzwertes fiir
coliforme Keime (m = 10* KbE/g, M = 10° KbE/g) wiren 35 % aller Weichkiise aus
wirmebehandelter Milch als kritisch und immerhin 27 % als nicht verkehrsfahig
einzustufen gewesen. Bei Ubertragung dieser Grenzwerte auf Weichkése aus Rohmilch
wiren % der Proben (12 von 16 untersuchten Rohmilch-Weichkise) als kritisch und {iber

die Hilfte (9 Proben) als nicht verkehrsféhig einzustufen gewesen.

Tab. 42: Quantitative Parameter zu Weichkése: S. aureus/g, E. coli/g, Coliforme/g
(n = 56; davon 37 Weichkdse aus wirmebehandelter Milch, 16 aus
Rohmilch, 3 ohne Angaben zur Warmebehandlung der verwendeten Milch)
Parameter S. aureus E. coli Coliforme
| R | i | s |2
Milch Milch behandelter Milch
positiv 1 (1,8 %) 11 (19,6 %) 41(73,2 %)
m (KbE/g) 100 1.000 100 10.000 10.000
M (KbE/g) 1.000 10.000 1.000 100.000 100.000
<m 37 16 35 15 24
>mund <M 0 0 0 1 (6,3 %) 3(8,1 %)
>M 0 0 2 (5.4 %) 0 10 (27,0 %)
Min. nn nn nn nn nn
Max. nn 53x 107 1,1 x10° 1,1 x 10" 4,6x 10°
nn nicht nachweisbar

Die drei Kése ohne Angaben zur Wiarmebehandlung waren nicht mit kritischen Keimzahlen

in Bezug auf die in Tab. 42 aufgefiihrten Hygieneparameter kontaminiert.

Fiinf der acht Rohmilchweichkise mit Werten fiir Coliforme tiber 10° KbE/g stammten aus

okologischer Produktion oder aus lokaler Direktvermarktung. Allerdings stammte auch die
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Mehrzahl der Proben mit Coliformen-Zahlen < 10" KbE/g aus 6kologischer Produktion
oder aus der Direktvermarktung. Bei den Weichkésen aus wirmebehandelter Milch wurden
ebenfalls die hochsten Werte fiir coliforme Keime in Produkten aus okologischer
Produktion und/oder aus Direktvermarktung festgestellt. Besonders zwei Betriebe aus der
Region Hessen fielen im Hinblick auf eine hohe Belastung mit coliformen Keimen auf, ein
okologisch wirtschaftender Betrieb (Rohmilchkdse) und ein konventioneller Betrieb (Kése
aus wiarmebehandelter Milch). Die Weichkédse dieser beider Betriebe wiesen eine sehr hohe
Kontamination mit coliformen Keimen von 10’-10® KbE/g auf. In zwei Weichkasen dieser
Betriebe wurden die héchsten Keimzahlen an E. coli (10* KbE/g und 10° KbE/g), sowie in
einem Weichkédse des 6kologisch wirtschaftenden Betriebes der einzige erhdhte Befund fiir
S. aureus (530 KbE/g) ermittelt. Dieselben Betriebe stellen zudem Schnittkése her, die

ebenfalls durch deutliche hygienische Mingel auffielen.

Unter den 25 Weichkdsen mit Zahlen fiir coliforme Keime unter 10° KbE/g und Werten fiir
E. coli unter 10 KbE/g waren acht Proben aus 6kologischer Produktion und lediglich fiinf

aus Direktvermarktung.
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Tab. 43: Verteilung der quantitativen Ergebnisse fiir E. coli (KbE/g) in Relation zur
Keimzahl fiir coliforme Keime (KbE/g) sowie im Hinblick auf Angaben zur

Wirmebehandlung* der verwendeten Kéisereimilch in Weichkése (n = 56)

E. coli
<10’ 10'-10° 10%-10° 10°-10* 10%-10° 10°-107
<10' 16 (14/1/1) 0 0 0 0 0
2 1
10'-10? (1/0/1) (1/0/0) 0 0 0 0
6
10%-10° (5/1/0) 0 0 0 0 0
[«B]
g 4 1 1
Y 10*-10° (1/2/1) (1/0/0) 0 (1/0/0) 0 0
[«B]
£ 5 1
2 10%10° (3/2/0) 0 (0/1/0) 0 0 0
(@]
© 4
10°-10° (3/1/0) 0 0 0 0 0
6
10°-10’ (4/2/0) 0 0 0 0 0
4 1 1 1 1 1
107-10° | (1/3%%/0) (1/0/0) (0/1/0) (0/1/0) (0/1/0) (1/0/0)
* Die erste Zahl in jedem Feld kennzeichnet die Anzahl der positiven Proben mit der

jeweiligen Keimzahl. Die Zahlen in Klammern beziehen sich auf die Anzahl der Proben hinsichtlich
einer Wiarmebehandlung der zur Herstellung verwendeten Milch (wérmebehandelt/aus
Rohmilch/keine Angaben zur Warmebehandlung).

ok Eine Probe war zudem mit S. aureus (5 x 10%/g) kontaminiert.

Im Hinblick auf B. cereus wies eine Probe der untersuchten Weichkdse (konventionelle
Herstellung, aus wirmebehandelter Milch, Ursprungsland: Spanien) eine deutlich erhdhte
Kontamination (2,3 x 10> KbE/g) auf. Sieben weitere Proben wiesen geringe Keimzahlen
zwischen 10 und 60 B. cereus/g auf, in den {iibrigen 48 Proben war B. cereus nicht
nachweisbar (<10' KbE/g).

L. monocytogenes, Salmonellen sowie Verotoxinbildende E. coli wurden in keiner Probe
nachgewiesen. Die Durchfiihrung des Thermonuklease-Tests ergab in keiner Probe

Hinweise auf das Vorhandensein von S. aureus-Enterotoxinen.
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4.3.3 Schnitt- und Hartkase

Die dominierende Gruppe innerhalb der auf dem Markt befindlichen Ziegenmilchkise aus
regionaler Produktion ist den Schnittkdsen bzw. Hartkdsen zuzuordnen. Daher wurde fiir
diese Gruppe hier die groBte Probenzahl untersucht (n = 83). Die liberwiegende Mehrzahl
der Proben ist den Schnittkdsen (fest, halbfest) zuzuordnen, echte Hartkdse waren eher die
Ausnahme. Eine scharfe Abgrenzung beider Kasesorten war allerdings oft nicht méglich, so

dass Schnitt- und Hartkdse zusammen erfasst wurden.

Rund die Hilfte der untersuchten Schnitt- und Hartkdse wies im Hinblick auf die
untersuchten mikrobiologischen Parameter S. aureus, coliforme Keime und E. coli eine
niedrige Belastung auf (Tab. 44). In 32 Proben (39 %) wurde fiir diese Parameter iiberhaupt
kein positiver mikrobiologischer Befund erhoben, weitere 8 Proben (10 %) waren
geringgradig mit E. coli oder coliformen Keimen kontaminiert. Allerdings wiesen 15
Proben (18 %) eine Kontamination mit coliformen Keimen von iiber 10* KbE/g auf, mit
Maximalwerten bis 10’ KbE/g. In den am hdchsten kontaminierten Proben dominierte
zudem quantitativ zumeist E. coli. In Tab. 44 ist eine Ubersicht der untersuchten Schnitt-
und Hartkdseproben im Hinblick auf die Einhaltung der gesetzlich vorgeschriebenen
Grenzwerte hinsichtlich der genannten Hygieneparameter zusammengestellt. Ein
Zusammenhang zwischen der Kontaminationshéhe mit Hygienekeimen und einer
Herstellung des Késes aus Rohmilch oder wéirmebehandelter Milch wurde festgestellt.
Beide Gruppen waren in der vorliegenden Untersuchung etwa gleichstark vertreten
(Rohmilchkise: n = 36; Kise aus wiarmebehandelter Milch: n = 38; keine Angaben: n = 9).
Allerdings konnten in 9 Féllen (Wochenmiérkte) trotz Kennzeichnungspflicht keine als
zuverldssig zu wertenden Angaben zur Warmebehandlung erhalten werden. Unter den nicht
oder nur gering mit E. coli (< 10" KbE/g) und coliformen Keimen (< 10* KbE/g)
kontaminierten Kéasen befanden sich 13 Kése aus Rohmilch und 18 Kise aus
wirmebehandelter Milch. In den héher mit E. coli (> 10° KbE/g) und/oder coliformen
Keimen (> 10* KbE/ g) kontaminierten Késen (n = 17) befanden sich 10 Kése aus Rohmilch
und 7 Kise aus wirmebehandelter Milch (Tab. 42 und 43). Tab. 44 gibt einen Uberblick

iber die Verteilung der Ergebnisse in Bezug auf E. coli und coliforme Keime.
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Tab. 44: Quantitative Parameter zu Schnitt- und Hartkédse: S. aureus/g, E. coli/g,
Coliforme/g (n = 83)
Parameter S. aureus E. coli Coliforme
m (KbE/g) 1.000 10.000 m (-)
M (KbE/g) 10.000 100.000 M ()
positiv 1(1,2 %) 24 (28,9 %) 56 (67,5 %)
<m 82 78 *
>mund <M 0 3 (3,6 %)
M 1(1,2 %) 2 (2,4 %)
Min. nn nn nn
Max. 8,6 x 107 2,9x 10’ 2,9x 10’
m(-), M (-) Grenzwerte gesetzlich nicht festgelegt
* bezogen auf die Grenzwerte fiir E. coli lagen <m 68
>mund <M 7 (8,4 %)
>M 8 (9,6 %)
nn nicht nachweisbar

Eine Einzelbetrachtung beider Parameter zeigte fiir E. coli einen Zusammenhang mit der
Herstellung aus Rohmilch. Acht der zehn am héchsten mit E. coli belasteten (> 10° KbE/g)
Schnittkése waren aus Rohmilch hergestellt. Dagegen waren unter den 26 am hochsten (>
10> KbE/g) mit coliformen Keimen belasteten Proben 14 Kise aus Rohmilch und zwdlf
Proben aus wirmebehandelter Milch. Fiinf der sechs am hochsten mit E. coli bzw.
coliformen Keimen belasteten Schnittkdse stammten aus regionalen Hofliden bzw. aus

Direktvermarktung.

Die in Schnitt- und Hartkdsen festgestellten Keimzahlen fiir S. aureus lagen mit einer
Ausnahme bei < 10" KbE/g. Allerdings wurden Koagulase-negative Staphylokokken und
Mikrokokken regelméflig und mit hohen Keimzahlen festgestellt. Lediglich in einer Probe
(Schnittkdse aus wiarmebehandelter Milch; ab Hof-Verkauf, konventionelle Herstellung)
wurden 9 x 10° S. aureus pro Gramm festgestellt, Hinweise auf Enterotoxinbildung ergaben
sich aber nicht. Diese Probe wies gleichzeitig stark erhohte Gehalte an E. coli und
coliformen Keimen auf (10° KbE/g), so dass hier von deutlichen Hygienemingeln bei der

Herstellung auszugehen war.

Fir B. cereus wurden Maximalwerte zwischen 100 und 270 KbE/g in fiinf Proben

festgestellt.
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In der Gruppe der Schnittkise wurde in vier Féllen L. monocytogenes eindeutig
nachgewiesen, in allen vier Fillen handelte es sich um halbfesten Schnittkédse. Zwei positive
Proben stammten von einem hessischen Biobetrieb (Hofladen), gekauft im Abstand von 4
Wochen. Beide Proben wiesen eine moderat bzw. deutlich erhéhte Kontamination mit E.
coli (10* KbE/g und 10* KbE/g) bzw. coliformen Keimen (10> KbE/g und 10" KbE/g) auf.
Eine weitere Probe stammte von einem konventionell wirtschaftenden hessischen
Ziegenkisebetrieb (Wochenmarkt). In dieser Probe wurden gleichzeitig hohe Werte fiir E.
coli (10° KbE/g) bzw. coliforme Keime (10° KbE/g) ermittelt. Bei der vierten positiven
Probe handelte es sich um einen 6kologisch hergestellten Importkdse (Niederlande). Auch
diese Probe war stark mit E. coli (10’ KbE/g) bzw. coliformen Keimen (10’ KbE/g)
kontaminiert. Aufgrund dieser Befunde ist davon auszugehen, dass bei diesen vier Proben
ein generelles Hygieneproblem bei der Kdseherstellung vorlag. Tabelle 3.7 verdeutlicht den
Zusammenhang zwischen E. coli und coliformen Keimen in Bezug auf den Nachweis von

L. monocytogenes.

Tab. 45: Verteilung der quantitativen Ergebnisse fiir E. coli (KbE/g) in Relation zur
quantitativen Keimzahl fiir coliforme Keime (KbE/g) sowie im Hinblick auf den Nachweis

von L. monocytogenes in Schnitt- und Hartkdsen (n = 83)

E. coli
<10 10'-10* 10°-10° 10>-10* 10*10° 10°-10° 10°10" 107-10°
<10' 32 0 0 0 0 0 0 0
10'-107 6 2 1 0 0 0 0 0
% 10%-10° 11 2 3" 0 0 0 0 0
f 10°-10* 5 2 1 3 0 0 0 0
g 10%-10° 4 0 0 0 3* 0 0 0
§ 10>-10° 3 0 0 0 0 0 0 0
10%-10’ 0 0 1 1 0 0 1" 0
107-10° 0 1 0 0 0 0 0 1
" jeweils ein positiver Befund fiir Listeria monocytogenes in dieser Gruppe
* Diese Probe wies gleichzeitig erhdhte Kontamination mit S. aureus auf (9 x 10° /g)

Salmonellen sowie Verotoxine waren nicht nachweisbar, ebenso ergaben sich keine

Hinweise auf S. aureus-Enterotoxine.
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5 DISKUSSION

5.1 Allgemeines

Im Zusammenhang mit dem zunehmenden Gesundheitsbewusstsein weiter Teile der
Bevolkerung in der Bundesrepublik hat der Verzehr von Ziegen- und Schafmilch aus
Rohmilch bzw. der daraus hergestellten Produkte, sowie Kauf und Verkauf iiber
Direktvermarktung zugenommen. Die hygienischen Grundsdtze und darauf aufgebaute
Rechtsvorschriften fiir die Herstellung, Bearbeitung und Vermarktung gelten fiir alle
Lebensmittel, einschlieBlich solcher, die direkt vom Erzeuger an den Verbraucher
abgegeben werden. Als Rechtsgrundlagen dienen hierfiir die Milchverordnung, die
Lebensmittelhygieneverordnung und das Lebensmittel- und Bedarfsgegenstindegesetz.
Ferner wird auf Landesebene versucht, durch Leitlinien und Weiterbildungsmafnahmen
einem Wissensmangel der direktvermarktenden Landwirte entgegenzuwirken (HAHN et al,

1999a; ANONYM, 2001).

Ziel dieser Arbeit ist es, in Hessen vertriebene Ziegenkédse auf ihre hygienische
Beschaffenheit (S. aureus, E. coli und coliforme Keime) sowie auf das Auftreten von
Krankheitserregern (B. cereus, L. monocytogenes, Salmonellen) bzw. Hinweise auf Toxine
(S. aureus-Enterotoxine, Verotoxine) zu liberpriifen. Die Proben wurden dabei nicht direkt
nach Herstellung bezogen, sondern in Angebotsform, also so wie sie auch der Verbraucher
erwirbt. Es wurden sowohl 6kologisch als auch konventionell hergestellte Produkte, sowie
Erzeugnisse aus der Direktvermarktung und aus dem Einzelhandel bezogen. Daher ist eine
mikrobiologische Belastung nicht nur durch den Herstellungsprozess, sondern auch

wihrend Lagerung und Verkauf (Schnittstiicke) mdglich.

5.2 Betrachtung nach Keimart

5.2.1 S. aureus und Thermonuklease

In den vorliegenden Untersuchungen wurde S. aureus im Vergleich zu é&hnlichen
Untersuchungen an Kuhmilch (SCHLENSTEDT & KIELWEIN, 1994, COENEN, 2000)

nur selten (1 Weichkédse, 1 Schnittkdse) nachgewiesen. Die eigenen Befunde decken sich
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aber mit den Ergebnissen von SCHWOPE & SCHUPPEL (1997), die in Ziegenkiseproben

(n =43) eines Betriebes ebenfalls keine positiven Befunde fiir S. aureus ermittelten.

Alle Proben wurden auf Thermonuklease als Marker fiir Enterotoxinproduktion iiberpriift.
In keinem Fall ergaben sich Hinweise auf S. aureus-Enterotoxine. Damit ist die
Wahrscheinlichkeit einer Staphylokokken-Intoxikation durch den Verzehr von Ziegenkése
als gering einzustufen, trotz zum Teil nicht hygienisch einwandfreien Verkaufsbedingungen
der Ware (keine Handschuhe, Verwenden derselben Messer ohne Zwischenreinigung
wiahrend Zuschneiden und Abpacken von Kiseschnittstiicken, kein Abdecken oder

Reinigen der verwendeten Waagen).

5.2.2 E. coli und coliforme Keime

Legt man die in der Milchverordnung angegebenen Grenzwerte zugrunde, so lagen vier
Kise in bezug auf eine Kontamination mit E. coli zwischen den Werten m (10* KbE/g) und
M (10° KbE/g). Alle stammten aus Deutschland, und wurden in 6kologischer Produktions-
weise aus Rohmilch hergestellt. Es handelte sich um drei Schnittkidse und einen Weichkése.
(In einem Fall wurde auBlerdem L. monocytogenes nachgewiesen.) Den Grenzwert M
iiberstiegen drei Kése aus unterschiedlichen Landern. Es waren zwei Weichkdse und ein
Schnittkdse vertreten. In einer dieser Proben waren ebenfalls L. monocytogenes enthalten.
Legt man hingegen die durch eine EU-Kommission 2004 vorgeschlagenen Grenzwerte
zugrunde (2.2.3), so lagen die Keimzahlen fiir E. coli bei acht Késen zwischen den Werten
fiir m und M. Hierbei handelte es sich um vier Schnittkidse und vier Weichkdse. Immerhin
14 Kése (1 Frischkdse, 3 Weichkése, 10 Schnittkise) liberschritten die Werte fiir M. In drei
dieser Proben konnten auerdem L. monocytogenes nachgewiesen werden, einer der Kése
enthielt geringe Zahlen an B. cereus. Bei sechs der Kadse zwischen m und M und 11 der
Kése iiber M handelte es sich nicht um abgepackte Ware, sondern um beim Einkauf
zugeschnittene Kisestiicke. Die Befunde entsprechen qualitativ und quantitativ durchaus
den Ergebnissen, wie sie in anderen Untersuchungen beschrieben wurden. Die Kontamina-
tionsraten lagen hingegen deutlich unter denen entsprechender Kuhmilcherzeugnisse.

Eindeutige Zusammenhédnge zwischen Produktionsweise und Belastung ergaben sich nicht.
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Jedoch war die Belastung in Rohmilchweichkdsen generell am hochsten, analog zur

Situation bei Kuhmilchkésen.

5.2.3 B. cereus

Eine Bewertung von Bacillus cereus ist hinsichtlich Grenzwerten durch den Gesetzgeber
nicht vorgegeben. Eine Kontamination von > 10%-10° KbE/g diirfte aber aus gesund-
heitlicher Sicht problematisch sein, iiber 10° KbE/g ist eine Toxinbildung nicht
auszuschlieen (Tab. 17). Bei guter Hygienepraxis sollten fiir Bacillus cereus in Kise
Werte iiber 10° KbE/g vermeidbar sein.

B. cereus wurde insgesamt in 25 (14 %) der Kiseproben in Keimzahlen iiber 10" KbE/g
nachgewiesen. Die Verteilung der positiven Befunde auf die verschiedenen Késesorten
(Frischkdse 14 %, Weichkise 14 %, Schnittkdse 13 %) war praktisch identisch. Der
Maximalwert lag bei 270 KbE/g. In 19 Proben lag die Kontamination zwischen 10 und 100
KbE/g, Werte iiber 100 B. cereus pro Gramm (Bereich: 100-270) wurden in 5 Schnittkidsen
und in einem Weichkése festgestellt. Das Risiko einer Lebensmittelvergiftung durch B.
cereus in Ziegenkdse ist daher aufgrund der vorliegenden Befunde als gering einzustufen,
da eine Vermehrung von B. cereus auf kritische Werte nur bei nicht ordnungsgemaifler
Lagerung moglich sein diirfte. Die festgestellte Haufigkeit einer Kontamination von
Ziegenkidsen mit B. cereus entspricht Untersuchungen von PAPAGEORGIOU et al. (1998),
die Keimzahlen liegen unter denen anderer Untersuchungen (EL DIAROUTY et al., 1990;
THAM et al., 1990; PAPAGEORGIOU et al., 1998).

5.2.4 L. monocytogenes

Wiéhrend L. monocytogenes in verschiedenen Untersuchungen (HAHN et al., 1992;
SCHWOPE & SCHUPPEL, 1995) nicht in Ziegenkiseproben aus Deutschland
nachgewiesen werden konnten, waren bis zu 6 % der Kuhmilchweichkise (Tab. 26) aus
Deutschland mit diesen Erregern kontaminiert. Frisch-, Schnitt- und Hartkdse aus Kuhmilch

in Deutschland waren ebenfalls frei von L. monocytogenes. Die vorliegenden Ergebnisse
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zeigen eine Kontaminationshdufigkeit von 2 % bezogen auf alle untersuchten Proben bzw.
von 5 % bezogen auf die untersuchten Schnittkdse. Damit war die Kontaminations-
hiufigkeit hoher als bei den in der Literatur beschriebenen Untersuchungen. Allerdings
muss zum einen die im Vergleich deutlich hohere Probenzahl der vorliegenden Unter-
suchung berticksichtigt werden, zum anderen besteht ein Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von L. monocytogenes und spezifischen innerbetrieblichen Problemen, die sich

auch in einer erhohten Kontamination mit Hygieneparametern manifestierte.

5.2.5 Salmonellen

Das Gefahrdungspotential durch Kontamination von Ziegenkdse mit Salmonellen scheint
sehr gering zu sein. Obwohl immer wieder Félle von Salmonellose auch durch den Verzehr
von Kise publiziert werden (PANICO et al., 1999; AHMED et al., 2000; ALLERBERGER
et al., 2000), und Salmonellen mit ca. 40 % als die am haufigsten nachgewiesenen Erreger
von Lebensmittelvergiftungen in Deutschland angegeben werden (WHO, 8th Report, 1999-
2000), werden sie in Kése generell nur sehr selten nachgewiesen (SCHWOPE &
SCHUPPEL 1995; OLARTE, 1999; COENEN, 2000). Griinde hierfiir sind auf der einen
Seite die schon seit langem bekannte Gesundheitsgefihrdung durch Salmonellen und daraus
resultierend strengen Kontrollen, auf der anderen Seite im Falle einer Kontamination das

sofortige Ergreifen von Gegenmafinahmen.

5.2.6 Verotoxine 1 und 2

Hinweise auf eine Kontamination mit Verotoxinen ergaben sich in keiner Probe. Es gibt zur
Zeit kaum Untersuchungen zum Vorkommen von VTEC bzw. ihren Toxinen in Ziegenkése
oder Ziegenmilch. In Kidse aus Kuhmilch liegt die Inzidenz bei 0 - 3 %, intensive
Untersuchungen von COENEN (2000) ergaben fiir Kuhmilch und daraus hergestellte
Produkte aus direktvermarktenden Betrieben in 1,4 % der Félle positive VTEC-Befunde.
Untersuchungen von an VTEC erkrankten Personen erwiesen keine erhdhte Inzidenz durch
den Verzehr von Kise (PIERARD et al., 1999). Erkrankungen durch Milch oder

Milchprodukte traten jedoch hédufiger in Zusammenhang mit nicht erfolgter oder defekter
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Pasteurisierung auf (DESCHENES et al., 1996; ANONYM, 1998; ANONYM, 1999). Da in
den eigenen Untersuchungen festgestellt wurde, dass ein hoher Anteil der auf dem Markt
befindlichen Ziegen-Weichkése aus Rohmilch hergestellt wird, kann trotz der vorliegenden
Befunde das Risiko einer vereinzelten Kontamination nicht generell ausgeschlossen
werden. In diesem Zusammenhang sind auch die teilweise aus Rohmilch hergestellten

Frischkése aus Direktvermarktung nicht vollig risikofrei.

5.3 Betrachtung nach Kasesorte

5.3.1 Frischkase

Im Hinblick auf Hygienekeime (S. aureus, E. coli, coliforme Keime) ergab sich fiir
Frischkdse aus Ziegenmilch ein insgesamt positives Bild. S. aureus wurde in keiner
Frischkiseprobe nachgewiesen. Auch die Untersuchung auf Thermonuklease ergab keine
Hinweise auf Vorliegen von Staphylokokken-Enterotoxinen. Lediglich zwei Proben wiesen
erhohte Gehalte an coliformen Keimen auf. Eine Probe (ab Hof) wies Coliforme im Bereich
von 10* KbE/g auf, eine weitere (Frankreich) im Bereich von 10° KbE/g, wobei das
Keimspektrum in letzterer von E. coli dominiert wurde. Damit waren die Hygieneparameter
weitaus besser erfiillt als fiir Kuhmilch-Frischkése aus Direktvermarktung (25 % Coliforme

> 10" KbE/g und E. coli > 10° KbE/g), wie von COENEN (2000) berichtet.

Auch die Situation beziiglich pathogener Keime kann fiir Frischkise als giinstig bezeichnet
werden. Lediglich B. cereus wurde in geringen Keimzahlen (< 10> KbE/g) in sechs von 44
untersuchten Frischkdseproben (13,6 %) nachgewiesen. In diesen Bereichen ist die Gefahr
einer Lebensmittelvergiftung durch B. cereus héchst unwahrscheinlich. Diese Ergebnisse
sind prozentual vergleichbar mit denen von PAPGEORGIOU et al. (1998), der in 14,5 %
untersuchter Frischkdseproben aus roher Ziegenmilch B. cereus nachweisen konnte,
allerdings in deutlich héheren Keimzahlen (10> — 10> KbE/g). COENEN (2000) konnten B.
cereus in Frischkdse aus roher Kuhmilch nicht nachweisen (n=35). L. monocytogenes,
Salmonellen sowie Verotoxine waren in den untersuchten Frischkdseproben nicht

nachweisbar.
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5.3.2 Weichkéase

Untersuchungen von Kése aus Kuhmilch wiesen eine hohere Inzidenz von S. aureus in
Weichkésen als in Schnittkdsen nach (COVENEY et al., 1994; ARISPE & WESTHOFF,
1984). Dies erkldrten sie mit einem hoheren Wasseranteil und niedrigeren Séure- und

Salzgehalten in Weich- als in Hartkise.

Bei den hier untersuchten 56 Weichkdsen waren nur 16 Proben (29 %) im Hinblick auf eine
Kontamination mit coliformen Keimen negativ, 25 Proben (45 %) iiberschritten einen Wert
von 10* KbE/g, und 19 Proben (34 %) iiberschritten einen Wert von 10° KbE/g. In einigen
Proben lag die Belastung mit coliformen Keimen sogar bei bis zu 10° KbE/g. Die Befunde
fiir E. coli lagen etwas niedriger, aber auch hier wurden zum Teil hohe Kontaminationen
von bis zu 10° KbE/g nachgewiesen. Damit wies ein hoher Prozentsatz der Weichkise
deutliche Hygieneméngel auf. Diese Befunde decken sich weitgehend mit denjenigen
anderer Autoren (COVENEY et al., 1994; COENEN, 2000; ARAUIJO et al., 2002) fiir
Kuhmilch-Weichkése, sind also kein spezifisches Problem von Ziegenkidse. Dariiber hinaus
ist diese hohe Belastung unabhingig von 6kologischer oder konventioneller Herstellung

und wurde gleichermaflen fiir regionale Produkte wie auch fiir Importprodukte festgestellt.

Differenziert man die Weichkése in Bezug auf die Vorbehandlung der verwendeten Milch,
so ist zundchst anzumerken, dass eine Bewertung der Befunde fiir coliforme Keime in
Weichkdse aus Rohmilch schwierig ist, da keine Grenzwerte festgelegt sind und eine
Belastung wohl produktionstechnisch hiufig nicht ganz vermieden werden kann. Dennoch
demonstrieren die negativen Befunde in einigen Proben, dass eine Herstellung von
Rohmilchweichkdse nicht zwangsldufig mit hohen Keimzahlen verbunden sein muss. Aus
hygienischer Sicht und zur Vermeidung von Gesundheitsrisiken erscheint es verniinftig,
sich fiir die Bewertung von coliformen Keimzahlen an den Grenzwerten fiir coliforme
Keime in Weichkédse aus wiarmebehandelter Milch, respektive an den Grenzwerten fiir E.
coli in Weichkdse aus Rohmilch und thermisierter Milch zu orientieren. Legt man den fiir
diese Parameter festgelegten Wert M = 10° KbE/g einer Bewertung zugrunde, so wéren
mehr als die Hélfte der untersuchten Rohmilch-Weichkdse (56 %) als mangelhaft
einzustufen. Bei Annahme eines Grenzwertes m von 10* KbE/g wéren sogar 75 % der
Proben als nicht einwandfrei einzustufen. Dies ist insofern von Bedeutung, da fast 70 % der

im Rahmen dieser Untersuchung eingekauften Rohmilch-Weichkédse iiber Direktver-
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marktung (Hofldden, Bauermirkte etc.) vertrieben wurden. Fiir Weichkdse aus wérmebe-
handelter Milch liegen nach der Milchverordnung die Grenzwerte m bei 10* und M bei 10’
KbE/g. Demnach wéren 10 (27 %) der untersuchten 37 Weichkdse aus wiarmebehandelter

Milch als mangelhaft, drei weitere als nicht einwandfrei einzustufen.

Die Tatsache, dass in den hier untersuchten Weichkdsen L. monocytogenes nicht
nachweisbar war, hingt vermutlich auch damit zusammen, dass Ziegenmilchkése
vorwiegend mit Edelpilzkulturen verfeinert werden, weniger mit den stirker gefdhrdeten

Rotschmierekulturen (RUDOLF & SCHERER, 2001).

5.3.3 Schnitt- und Hartkase

In Schnittkdsen waren die Befunde im Hinblick auf E. coli und Coliforme giinstiger als in
Weichkése. In 67 % der Proben konnten Coliforme, in 29 % E. coli festgestellt werden. In
15 Proben (18 %) wurden Werte von iiber 10* KbE/g festgestellt. Die Ergebnisse sind
qualitativ und quantitativ vergleichbar mit Untersuchungen anderer Autoren fiir Ziegen-
und Kuhmilchkise (HAHN et al., 1992; SCHWOPE & SCHUPPEL, 1995; COVENEY et
al., 1994; COENEN, 2000).

Auffallend war, dass der einzige deutlich positive Befund fiir S. aureus (8,6 x 10° KbE/g),
sowie drei der vier L. monocytogenes-positiven Proben mit Keimzahlen von 10* bis 10’
coliformen Keimen/g und 10° bis 10’ E. coli/g kontaminiert waren. Die vierte L.
monocytogenes-positive Probe enthielt 10” E. coli/g, allerdings stammte sie von demselben
Betrieb wie eine der anderen L. monocytogenes-positiven Proben. Es besteht daher
wahrscheinlich ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von L. monocytogenes und
hygienischen Méangeln der untersuchten Ziegenkése. Diesen Zusammenhang konnten auch
HAHN et al. (1999a) bei Untersuchungen an direktvermarkteten Schnitt- und Hartkésen aus

Kuhmilch bei vergleichbaren Kontaminationsraten feststellen.

Aufgrund der geringen Anzahl an L. monocytogenes-positiven Proben ist eine generelle
Aussage zur Héaufigkeit von L. monocytogenes in Abhéngigkeit von der Herstellungsart

(6kologisch oder konventionell) oder von der Vertriebsart (Direktvermarktung oder
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Einzelhandel) nur unter Vorbehalt moglich. Insbesondere muss beriicksichtigt werden, dass
zwei der positiven Proben von dem selben Betrieb stammten, sodass sie im Prinzip unter
diesen Aspekten als ein einzelnes Betriebsproblem anzusehen ist. Dennoch zeigt dies, dass
L. monocytogenes auch bei Schnittkdse aus Direktvermarktung ein betriebsabhingiges
Risiko darstellen. Bezieht man die Anzahl positiver Proben auf alle Kise, d. h. auch auf
Weichkidse und Frischkése, waren 2,6 % der Kdse aus dem Direktverkauf und 0,9 % der
Kédse aus dem Einzelhandel mit L. monocytogenes kontaminiert. Dies entspricht
Untersuchungsergebnissen von RIEMELT & BARTEL (2002).

Gemill einem Entwurf einer Verordnung der Kommission der FEuropéischen
Gemeinschaften iliber mikrobiologische Kriterien fiir tischfertige Lebensmittel (Briissel
2004) sollen die Grenzwerte fiir L. monocytogenes in Lebensmitteln, die die Vermehrung
dieser Erreger begiinstigen konnen und andere als fiir Sduglinge und besondere
medizinische Zwecke bestimmt sind, gedndert werden (Tab. 46). Damit wiirde die zur Zeit
geltenden Nulltoleranz nur noch fiir Lebensmittel direkt am Ende des Herstellungsprozesses
gelten. In Deutschland wird bereits jetzt die fiir Kése geforderte Nulltoleranz von L.

monocytogenes bei anderen Lebensmitteln nicht erwartet.

Tab. 46: Entwurf einer Verordnung der Kommission der Europdischen Gemein-

schaften iiber Grenzwerte flir L. monocytogenes in Lebensmitteln, Briissel

2004

Stufe, fiir die das Kriterium Grenze Analytisches MaBnahmen im Fall

gilt Referenzverfahren  unbefriedigender Ergebnisse

Ende des Herstellungs- in 25 gnicht  EN/ISO 11290-1 Die Partie darf nicht in

prozesses nachweisbar Verkehr gebracht werden

Erzeugnisse, die sich im <100 KbE/g EN/ISO 11290-2 Die Partie darf nicht in

Verkehr befinden vor Ende Verkehr gebracht bzw. muss

der Haltbarkeit vom Markt genommen
werden

Erzeugnisse am Ende der 100 KbE/g  EN/ISO 11290-2 Die Partie ist vom Markt zu

Haltbarkeit nehmen

n (Anzahl der Probeneinheiten der Stichprobe) =5
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5.4 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungsergebnisse, dass Ziegenkdse hinsichtlich einer
Belastung mit pathogenen Keimen grundsitzlich ein geringes spezifisches
Gesundheitsrisiko darstellt. Von den pathogenen Parametern konnten weder Salmonellen
noch Verotoxine oder Staphylokokken-Enterotoxine nachgewiesen werden. Die nach-
gewiesenen Keimzahlen an B. cereus lagen deutlich unter den in der Literatur diskutierten
kritischen Keimzahlen. Die Kontaminationsraten von L. monocytogenes waren mit denen in
Kuhmilchkise vergleichbar. Da ein deutlicher Zusammenhang der Kontamination der Kése
mit hygienischen Méngeln bei Herstellung und/oder Vertrieb bestand, ist eine Verbesserung
dieser Befunde im Falle verbesserter Hygiene zu erwarten. Auch bei Produkten aus Direkt-
vermarktung (6kologisch oder konventionell) in der Region Hessen war hinsichtlich
Gesundheitsrisiken durch pathogene Keime kein deutlich liber dem fiir vergleichbare

Produkte liegendes Problem feststellbar.

Die Feststellung des WHO aufgrund von Untersuchungen in den Jahren 1999 und 2000
(WHO Surveillance Program for Control of Foodborne Infections and Intoxications in
Europe, 8th Report, 1999-2000), dass lose Ware grundsitzlich héufiger von
mikrobiologischen Verunreinigungen betroffen sei als abgepackte, konnte in den
vorliegenden Untersuchungen nicht bestétigt werden. 11 % der losen Késestiicke und 13 %

der abgepackten Erzeugnisse lagen iiber den gesetzlich vorgeschriebenen Grenzwerten.

Im Vergleich deutscher, insbesondere regionaler hessischer Ziegenkdse mit Importwaren -
hier sind vor allem Frankreich und die Niederlande zu nennen - schneiden die
einheimischen Produkte hinsichtlich ihrer hygienischen Qualitit schlechter ab als die
auslidndischen. Insbesondere die Weichkise wiesen eine deutlich hohere Kontaminations-
hiufigkeit auf und waren héufiger als mangelhaft einzustufen. Grundsitzlich ist die
hygienische Situation bei Ziegenkése, insbesondere bei Schnitt- und Weichkdse als
verbesserungswiirdig einzustufen, auch wenn diese Erzeugnisse im Vergleich mit Kuh-

milchkise tendenziell geringer belastet waren.

In der Region Hessen wird staatlicherseits im Hinblick auf die gesundheitliche
Unbedenklichkeit von Ziegen und Produkten aus Direktvermarktung stark auf betriebliche

Eigenkontrollen gesetzt (KLOPPERT, 2000). Dieses System scheint aufgrund der
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festgestellten Ergebnisse auch oft zu funktionieren. Dennoch erscheinen Verbesserungen im
Kontrollsystem  angezeigt, um insbesondere Problembetriecbe mit schlechter
Herstellungspraxis schneller erfassen zu kénnen. Ubereinstimmend mit anderen Autoren
(ANONYM, 2001) ist eine Erhohung der Kontrollfrequenz der direktvermarktenden
Ziegenmilchbetriebe offensichtlich wiinschenswert. Eine stindige Uberpriifung der
Eutergesundheit der Ziegen im Bestand oder eine regelmiBige Uberpriifung der aeroben
mesophilen Gesamtkeimzahl der Bestandsmilch (KLOPPERT et al., 1997) wiirde
vermutlich bereits eine Verbesserung der Hygienesituation erbringen, ist aber nicht
ausreichend fiir eine Beurteilung der mikrobiologischen Qualitit des aus der Milch
hergestellten Kises, da die Keimbelastung iiberwiegend durch Verarbeitung und Lagerung
bedingt sein diirfte. Im Hinblick auf Kosteneffizienz konnte bereits eine intensivere
Kontrolle (z. B. jede einzelne Produktionscharge) einfacher Hygieneparameter, ins-
besondere auf coliforme Keime, von Nutzen sein. Es hat sich in den eigenen
Untersuchungen gezeigt, dass dieser Parameter geeignet sein konnte, um Problembetriebe
leichter zu identifizieren, beispielsweise hinsichtlich einer Kontamination mit Listeria
monocytogenes. Bei festgestellten Keimzahlen in Weichkése und Schnittkése von iiber 10°
KbE/g bzw. iiber 10> KbE/g in Frischkise sollten unbedingt Manahmen zur Uberpriifung
der Herstellungspraxis ergriffen werden bzw. eine Beratung durch Fachkrifte hinzugezogen

werden.

Trotz einer insgesamt positiven Bilanz sind Frischkése, die aus Rohmilch hergestellt
wurden, als Risiko-Lebensmittel einzustufen. Sie diirfen ausschlieBlich iiber
Direktvermarktung vertrieben werden (§ 3 Abs. 4 Késeverordnung). Dennoch wurden

mehrfach in Bayern hergestellte Rohmilch-Frischkdse in Hessen vertrieben.
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In der vorliegenden Arbeit wurden 183 Ziegenkise (44 Frischkdse, 56 Weichkise, 83
Schnitt- und Hartkdse) im Zeitraum vom Mai 2002 bis September 2003 auf wichtige
mikrobiologische Parameter - Hygienekeime (S. aureus, E. coli, coliforme Keime) und
pathogene Keime (B. cereus, L. monocytogenes, Salmonellen) sowie auf verschiedene
Toxine (Staphylokokken-Enterotoxine, Verotoxine) - untersucht. Ein Schwerpunkt der

Untersuchung lag bei Erzeugnissen aus regionaler hessischer Produktion.

S. aureus wurde im Vergleich zu dhnlichen Untersuchungen an Kuhmilch nur selten (1
Weichkise, 1 Schnittkdse) nachgewiesen. Lediglich ein Schnittkdse wies hohe Werte auf

(8,6 x 10° S. aureus/g). Hinweise auf S. aureus-Enterotoxine ergaben sich nicht.

Im Hinblick auf die Belastung mit E. coli und coliformen Keimen ergab sich nur fiir
Frischkése eine geringe Vorkommenshaufigkeit. Hingegen wies ein grof3er Prozentsatz der
Weichkdse hohe Keimzahlen an E. coli und coliformen Keimen auf. So iiberschritten
Coliforme Werte von 10* KbE/g in 25 Proben (45 %), in 19 Proben (34 %) einen Wert von
10° KbE/g. Maximalwerte lagen bei 10° KbE/g, dabei waren vor allem Rohmilchkise
betroffen. Die Befunde fiir E. coli lagen etwas niedriger, aber auch hier wurden recht héufig
hohe Kontaminationen nachgewiesen. Die Belastung war unabhingig von Okologischer
oder konventioneller Herstellung und wurde gleichermallen fiir regionale Produkte als auch
fiir Importprodukte festgestellt. In Schnittkise wurden in 15 Proben (18 %) Werte iiber 10°
KbE/g im Hinblick auf E. coli und Coliforme festgestellt.

Im Hinblick auf regional hergestellte Produkte war auffillig, dass zwei Betriebe (davon ein
konventionell wirtschaftender und ein 6kologisch wirtschaftender mit Direktvermarktung)
in deren Produkten auch L. monocytogenes nachgewiesen worden war die stdrksten

Hygieneméngel aufwiesen.

Bacillus cereus wurde insgesamt in 25 Proben (14 %) in Keimzahlen von 10" bis maximal
2,7 x 10> KbE/g nachgewiesen.
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L. monocytogenes wurde ausschlieBlich in Schnittkisen nachgewiesen. Vier der
untersuchten 83 Schnitt- und Hartkdse-Proben waren positiv, wobei ein deutlicher
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von L. monocytogenes und schweren hygienischen

Mingeln festzustellen war.

Salmonellen sowie Verotoxine wurden in keiner Probe nachgewiesen.

Die Ergebnisse der Untersuchung ergaben keine Hinweise auf Unterschiede hinsichtlich der
mikrobiologischen Beschaffenheit von Ziegenkise zwischen Produkten aus Direktvermark-
tung und solchen aus dem Einzelhandel sowie zwischen 0kologisch und konventionell her-

gestellten Késen.

Deutliche Hygieneméngel wurden hingegen generell bei Weichkésen, teilweise auch bei
Schnitt- und Hartkédsen festgestellt. Auch waren Kése aus Rohmilch deutlich stirker mit
hygienerelevanten Keimen kontaminiert als Kése, die aus wéirmebehandelter Milch

hergestellt worden waren.
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In the present thesis, the microbiological quality of cheese made from goats’ milk was
assessed between May 2002 and September 2003. A total of 183 different goat cheese
samples (fresh cheese, n = 44; soft cheese, n = 56; semi-hard and hard cheese, n = 83) were
analyzed for bacteria indicating general hygienic quality (S. aureus, E. coli, coliform
bacteria), for pathogenic bacteria (B. cereus, L. monocytogenes, Salmonella), and for
bacterial toxins (staphylococcal enterotoxins, verotoxins). One focus of the investigation

was on the produce from regional production in the State of Hessen.

In comparison with similar investigations in cow milk, higher numbers of S. aureus were
identified rarely (1 soft cheese, 1 semi-hard cheese) in goats’ milk cheese. Additionally,

there was no indication for the presence of S. aureus enterotoxins in these samples.

With respect to contamination with E. coli and coliform bacteria, only fresh cheese showed
a low incidence rate. In contrast, a large percentage of soft cheese samples had high
numbers of E. coli and coliform bacteria. Numbers of coliform bacteria exceeded 10°
CFU/g in 25 samples (45 %) and 10° CFU/g in 19 samples (34 %). Maximum values
reached 10° CFU/g, mainly affecting raw milk cheese. Findings for E. coli were somewhat
less pronounced, but still a relatively high number of contamination was recorded. The
contamination was independent from production type (organic vs. conventional) and was
similar for regional Hessian and imported produce. E. coli and coliform bacteria with > 10*

CFU/g were detected in 15 samples (18 %) of sliced cheese.

With regard to regional products it was important to note that two producers (one
“conventional producer” and one “organic producer” with direct marketing) with products

testing positive for L. monocytogenes showed the most pronounced hygiene deficiencies.

Bacillus cereus was found in 25 samples (14 %) at low levels of contamination, ranging

from 10' to 2,7 x 10> CFU/g.



100 7 SUMMARY

L. monocytogenes was detected in four samples of semi-hard cheese. There was a
relationship between the occurrence of L. monocytogenes and severe hygiene deficiencies

as indicated by high numbers of other microbiological parameters.

Salmonella was not detected in any of the samples. No sample gave positive ELISA results

for verotoxins 1 and 2 after selective enrichment.

With regard to the microbiological quality of goat cheese, no differences between products
from direct marketing and retail shops, or between organic and conventional production,
respectively, were found. However, results obtained for bacteria considered as hygiene
indicators showed that soft cheese, and to a lesser extent some semi-hard and hard cheese,
were of poor microbiological quality. Raw milk cheese was contaminated to a higher degree

with hygiene-relevant bacteria than cheese made from heat-treated milk.
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