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1 EINLEITUNG

Die weltweite Produktion und Vermarktung von Milchpulver hat neben einer gesicherten
Versorgung mit Milchinhaltsstoffen auch eine volkswirtschaftliche Bedeutung. Die global
wachsende Nachfrage an Milchprodukten, vor allem auf den ostasiatischen Markten, fuhrte im

April 2007 zu einer Preisexplosion auf dem Milchsektor.

Durch die Konservierung von Milchbestandteilen handelt es sich um ein vielseitig einsetzbares
Produkt. Verwendet wird Milchpulver nicht nur als Frischmilchersatz in Landern mit
unzureichender Infrastruktur und/oder Kuihlkapazitat, sondern auch zur Bildung von
Nahrungsreserven in Krisensituationen. Ein weiteres Einsatzgebiet bildet neben der
Lebensmittelproduktion (Backwaren, Fertiggerichte und Fleischwaren) auch die pharma-

zeutische und kosmetische Industrie.

Im Bereich der Sauglingsnahrung ist Milchpulver Hauptbestandteil und damit Grundlage fir
Muttermilchersatznahrung und Folgemilch fur Sauglinge. Somit werden neben hohen
qualitativen auch hochste hygienische Anforderungen an das Ausgangsprodukt Milchpulver
gestellt. Seit 1989 wurde auf Milchpulver basierende Sauglingsnahrung in zahlreichen Fallen
als Quelle von Enterobacter (E.) sakazakii-Erkrankungen bei Neu- und Friihgeborenen
identifiziert. Aus 4,2-14,0 % der weltweiten Milchpulverproduktion (inkl. Sduglingsnahrung)
konnte E. sakazakiiin geringen Mengen (< 1-8 KbE/100 g) isoliert werden. Die Patienten leiden
unter Sepsis, nekrotisierender Enterocolitis und Meningitis. Es handelt sich um eine seltene
Erkrankung, die gekennzeichnet ist durch eine niedrige Infektionsdosis und hohe Mortalitat. Seit
1965 wurde weltweit von insgesamt 48 Fallen bei Patienten unter einem Jahr und von zehn
Fallen bei Patienten lber einem Jahr berichtet (ANON. 2007a). Durch falsche Handhabung kann
es in zubereiteter Sauglingsnahrung innerhalb kurzer Zeit zu hohen Vermehrungsraten von
E. sakazakii kommen. Im Jahr 2007 wurde in Deutschland mit E. sakazakii kontaminierte

Sauglingsnahrung von drei namhaften Herstellern aus dem Handel zuriickgerufen.

Im Hinblick auf die oben dargestellte Problematik wurden im Rahmen dieser Arbeit Proben aus
dem Bereich der Spruh- und Walzentrocknung eines Milchtrocknungsbetriebes auf das
Vorkommen von E. sakazakii untersucht, um die Verbreitung des Erregers in dem Betrieb zu
ermitteln. Hierzu wurde im Produkt und auf definierten Flachen im Umfeld E. sakazakii isoliert,
molekularbiologisch identifiziert und typisiert. Ziel war es, anhand der Daten betriebs-
epidemiologische Aspekte zu erfassen, diese mit der Prozesssicherheit zu verknupfen, dadurch
die Betriebshygiene zu verbessern und E. sakazakii bereits im Herstellungsumfeld entscheidend

zuriickzudrangen.
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2 LITERATUR
2.1 Taxonomie und biologische Eigenschaften von E. sakazakii
2.1.1 Taxonomie

Genus Enterobacter

Das Genus Enterobacter ist benannt nach dem griechischen Wort ,enteron® fur Darm. Es sticht
durch seine phanotypische und phylogenetische Vielfalt hervor (BRENNER 1981, FARMER III.
et al. 1985, MULLER et al. 1996). Die Gattung Enterobacter gehdrt zur Gruppe II der Familie der
Enterobacteriaceae und ist seit 1963 unter dem Genusnamen , Enterobacter” mit dem Referenz-
stamm Enterobacter cloacae anerkannt (BRENNER 1981). Die Gruppe II ist durch eine positive
Voges Proskauer- und a-Galactosidase-Reaktion charakterisiert. Im Gegensatz zum Genus
Klebsiella ist Enterobacter beweglich, im Vergleich mit dem Genus Serratia zeigt Enterobacter
eine negative Lipase-, Tween-80-Esterase- und Desoxyribonuklease-(DNase-)Reaktion
(BRENNER u. RICHARD 1984). Es handelt sich um ein altes Genus, das erstmals unter dem
Namen ,Cloaca“ von CASTELLANI u. CHALMERS (1920) definiert wurde. Im Jahre 1923 wurde
es von BERGEY et al. (1923) in Aerobacter umbenannt. Bedingt durch Schwierigkeiten in der
Abgrenzung zwischen Aerobacter aerogenes und Klebsiella pneumoniae teilte M@LLER (1955)
mit Hilfe der Arginin-Reaktion und der Gasproduktion aus Inositol und Glycerol das Genus in zwei
Gruppen Cloaca A (Arginin positiv) und B, was 1958 zu einer Neudefinition des Genus Aerobacter
fihrte: Aerobacter aerogenes ,Cloaca B* und Aerobacter cloacae ,Cloaca A“ (HORMAECHE u.
EDWARDS 1958). 1960 wurde von HORMAECHE u. EDWARDS (1960) der neue Genusname
»Enterobacter* vorgeschlagen. Das Genus besteht aus 12 Spezies, unter ihnen befindet sich
Enterobacter sakazakii (GRIMONT u. GRIMONT 2006).

Enterobacter cloacae

E. cloacae ist der Referenzstamm fur das Genus Enterobacter. Erstmals wurde der Erreger als
Bacterium cloacae von JORDAN (1890) beschrieben und von CASTELLANI u. CHALMERS (1920)
in Cloaca cloacae umbenannt. Seit 1923 ist er bekannt als Aerobacter cloacae, zugehorig zur
Gruppe Cloaca A. 1960 wurde E. cloacae zum Referenzstamm des Genus Enterobacter erklart.
Bereits damals wurden gelb pigmentierte Stamme als gelb pigmentierter E. cloacae beschrieben
(GRIMONT u. GRIMONT 2006).

Enterobacter sakazakii

Als 1980 E. sakazakii als eigenstandige Spezies anerkannt wurde, war der Erreger bereits unter
vielen Bezeichnungen wie ,Urmenyi und Franklin Bazillus“, ,gelber Coliformer®, ,gelber

Enterobacter”, ,pigmentierter Cloaca A Organismus“ und vor allem als ,gelb pigmentierter
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E. cloacae”in der Literatur bekannt. Benannt wurde E. sakazakii nach dem japanischen Mikro-

Hybridisierung gut von anderen Enterobacter spp. abgrenzen. Homologien
zwischen 83 und 91 % sind bei E. sakazakii-Isolaten beschrieben, der s
Verwandtschaftsgrad zu E. cloacae betragt 31-54 %, zu E. gergoviae 40 %,
zu E. amnigenus 36 % und zu E. intermedius 26 % (FARMER III. et al. 1980,
IZARD et al. 1983, LINDH u. URSING 1991). Ein enger Verwandtschaftsgrad - Hchi Sakazaki

besteht ebenfalls zu Citrobacter spp.: 48-53 % zu Citrobacter diversus, 1920-2002

51 % zu Citrobacter amalonaticus und 41 % zum Referenzstamm Citrobacter freundii
(FARMER III. et al. 1980).

Die Spezies E. sakazakii weist eine groRe genetische Vielfalt auf (IVERSEN et al. 2004c).
IVERSEN et al. (2007) veranschaulichen nach eingehender molekularbiologischer Typisierung
(Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Automated Ribotyping, Full Length 16 S rRNA
Gene Sequencing, DNA-DNA-Hybridization) die genetische Vielfalt in einer komplexeren
Taxonomie und ordnen diese in einem neuen Genus namens Cronobacter (Cr.) mit den
sechs Spezies: Cr. sakazakii, Cr. malonaticus, Cr. turcinensis, Cr. muytjensii, Cr. dublinensis und
Cr. genonmospecies 1. Das neue Taxon wurde 2008 vom International Committee on
Systematics of Procaryotes akzeptiert und in die Liste des International Journal of Systematic
and Evolutionary Microbiology aufgenommen (http://www.bacterio.net/) (IVERSEN et al. 2008).
Fur die vorliegende Arbeit wurde die alte Bezeichnung E. sakazakii beibehalten. Als Referenz-
stamm flir E. sakazakii gilt der DSMZ-Stamm 4485 (ATCC 29544).

2.1.2 Morphologie und kulturelle Eigenschaften

2.1.2.1 Morphologische Eigenschaften

Es handelt sich um ein gramnegatives, 0,6-1,0 x 1,2-3,0 pm grofdes, nicht sporenbildendes
Stabchen (Anhang C, Abbildung C.1). Seine Beweglichkeit erlangt es durch 4-6 peritrich
angeordnete Flagellen (BRENNER 1981, FARMER III. et al. 1980).

2.1.2.2 Kulturelle Eigenschaften

E. sakazakii gehort wie die anderen Enterobacter spp. zu den anspruchslosen, mesophil-thermo-
toleranten Keimen (BRENNER u. RICHARD 1984, MULLER et al. 1996, NAZAROWEC-WHITE u.
FARBER 1997b). Er wachst unter fakultativ anaeroben Bedingungen sowohl in rekonstituierter

Sauglingsnahrung und Folgenahrung, als auch in nicht-selektiven mikrobiologischen Medien

! Die Photographie stammt aus dem Privatbesitz der Familie Sakazaki.
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(Trypton-Soja-Bouillon (TSB), Hirn-Herz-Glucose-Bouillon (BHI), Simmons-Citrat-Agar), in einem
Temperaturbereich von 5,5-47,0 °C mit einem Optimum bei 37-43 °C. Ein Wachstum bei
Temperaturen < 4 °C und > 50 °C wurde bisher nicht beobachtet (BREEUWER et al. 2003,
FARMER III. et al. 1980, GURTLER u. BEUCHAT 2007b, IVERSEN et al. 2004b, KANDHAI et al.
2006, LIN u. BEUCHAT 2007, NAZAROWEC-WHITE et al. 2003, RICHARDS et al. 2005).

Auf Trypton-Soja-Agar bildet E. sakazakii nach 24 h bei 36 °C 2-3 mm grofe, glatte oder raue,
schleimige oder trockene Kolonien (FARMER III. et al. 1980, HAWKINS et al. 1991). Die zwei
Auspragungen der Kolonieformen konnen ineinander Gbergehen, raue Kolonien bilden dann eine
typische, glatte Oberflaiche (NAZAROWEC-WHITE u. FARBER 1997c). In Bouillon kommt es zu
einer ausgiebigen Sedimentbildung, bestehend aus Zellklumpen und amorpher Masse
(NAZAROWEC-WHITE et al. 2003).

Kulturelles Verhalten in Sauglingsnahrung

Durch seine schnelle Anpassung an veranderte Milieubedingungen zeigt der Erreger in
rekonstituierter Sauglingsnahrung kurze Latenzphasen. NAZAROWEC-WHITE u. FARBER (1997b)
und KANDHALI et al. (2006) untersuchten das Wachstumsverhalten anhand von zehn bzw. vier
(+ ATCC 29544) E. sakazakii-Isolaten in rekonstituierter Sauglingsnahrung. KANDHAI et al.
(2006) bespriihten das Sauglingspulver mit einer Keimsuspension und fiihrten die Messungen erst
nach drei- bis zehntagiger Lagerung durch, NAZAROWEC-WHITE u. FARBER (1997b) dagegen
beimpften frisch zubereitete Sauglingsnahrung, um anschlieRend die Untersuchungen durch-
zufiihren. Sie beobachteten Latenzphasen bei 10 °C (mangelhafte Kiihlung) von 19-47 h und
bei 23 °C von zwei bis drei Stunden. KANDHAI et al. (2006) erzielten bei 10 °C eine Latenzphase

mit einer Dauer von bis zu 83,3 h und bei 37 °C von 1,7 h.

NAZAROWEC-WHITE u. FARBER (1997b) sowie KANDHAI et al. (2006) nutzten zur Auswertung
die Gompertz-Gleichung bzw. die modifizierte Gompertz-Gleichung nach ZWIETERING et al.
(1990) unter Beriicksichtigung des Ratkowsky-Modells und der hyperbolischen Gleichung nach
ZWIETERING et al. (1991).

RICHARDS et al. (2005) beobachteten anhand von zehn E. sakazakii-Isolaten das Wachstums-
verhalten des Erregers in Kinderfolgenahrung. Diese Isolate wurden unterschiedlich mit Wasser,
Milch und Sauglingsnahrung angeriihrt und boten bei 30 °C folgende Generationszeiten:

Wasser 43 min, Milch 48 min und Sauglingsnahrung 57 min.

E. sakazakii zeigt neben Pseudomonaden, Escherichia coli, Staphylococcus aureus und
Candida spp. in rekonstituierter Sduglingsnahrung hochste Wachstumsraten (KINDLE et al. 1996,
RICHARDS et al. 2005). NAZAROWEC-WHITE u. FARBER (1997b) untersuchten anhand von zehn
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E. sakazakii-Isolaten die Generationszeiten des Erregers in rekonstituierter Sauglingsnahrung
und ermittelten bei 10 °C 4,6 h und bei 23 °C 0,6 h. IVERSEN u. FORSYTHE (2004) erreichten
Verdopplungszeiten (n = 12, ATCC 29544) bei 37 °C in nicht-selektiven Medien (Whitley-
Impedance-Bouillon, TSB und BHI) von 14-29 min und in rekonstituierter Sauglingsnahrung von
19-21 min. Bei 6 °C und 21 °C verlangsamte sich das Wachstum entsprechend auf 13,7 h
bzw. 1,7 h (IVERSEN u. FORSYTHE 2003).

LIN und BEUCHAT (2007) fiihrten zur Ermittlung der Generationszeit des Erregers (n = 10)
Untersuchungen mit drei verschiedenen Kindermuslis durch. Die Zubereitung erfolgte jeweils
mit sterilem, destilliertem Wasser und Vollmilch (Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1 Generationszeit von E. sakazakii in Kindermuslis

Zubereitung mit Bebriitungstemperatur

12 °C 21 °C 30 °C
Aqua destillata 2,7-5,1 h 54,2-63,4 min 30,2-33,3 min
Vollmilch 4,9-5,2 h 54,8-62,7 min 30,4-32,0 min

Die Chromogenese, der Prozess der Farbstoffproduktion, vollzieht sich am deutlichsten bei Raum-
temperatur (RT) unter aeroben Bedingungen (BAKE et al. 2003). Die Bildung des
charakteristischen gelben Pigments ist abhangig von der Bebritungstemperatur. Die starkste
Auspragung ist bei 25 °C nach 48 Stunden auf Trypton-Soja-Agar (TSA) oder Nahragar zu
beobachten, bei 37 °C ist sie deutlich schwacher ausgepragt (n = 57) (FARMER III. et al. 1980)
(Anhang C, Abbildung C.1). Durch Subkultivierung kann ein Verlust der Pigmentbildung
auftreten (BRENNER u. RICHARD 1984). IVERSEN u. FORSYTHE (2007) stellten eine fehlende
Gelbfarbung bei zwei Prozent der Isolate (n = 250) fest (BLOCK et al. 2002).

Aus historischen Grinden und aus Mangel an geeigneten chromogenen Nahrmedien wurde die
Pigmentbildung als Charakteristikum zur Identifizierung von E. sakazakii herangezogen. Da die
Pigmentauspragung eine ausgepragte Abhangigkeit von Bebrutungszeit sowie Tageslichtmenge
zeigt und eine deutliche Gelbfarbung nicht bei allen Isolaten in Erscheinung tritt, wird in der
endgultigen Fassung des ISO-Standardentwurfs 22964 der International Organization for
Standardization (ISO) die Pigmentbildung keine Berilicksichtigung als charakteristisches
Merkmal mehr finden (AFNOR 2006).

Zur Differenzierung von E. sakazakii-Stammen ist der Fluoreszenznachweis gut geeignet
(FARMER III. et al. 1985, MUYTJENS et al. 1984). E. sakazakii bildet als einzige Spezies unter
den Enterobacter spp. das Enzym a-Glucosidase, welches in der Lage ist, 4-Methylumbelliferyl-

a-D-Glucopyranosid (a-MUG) zu spalten. Durch Zugabe von a-MUG zu einem selektiven oder
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nicht-selektiven Medium kann der Abbau von a-MUG nach Einwirkung des Enzyms durch
Fluoreszenz unter ultraviolettem (UV) Licht nachgewiesen werden (GURTLER et al. 2005,
LEHNER et al. 2006b, LEUSCHER 2004, MANAFI et al. 1991). Die Fluoreszenz ist am
deutlichsten nach einer 24stiindigen Bebriitung bei 37 °C (OH u. KANG 2004)
(Anhang C, Abbildung C.1).

2.1.3 Biologische Eigenschaften

2.13.1 Hitzeresistenz

Die Hitzeresistenz von Bakterien unterliegt verschiedenen Einflussfaktoren. Eine gunstige
Zusammensetzung des Testmediums aus Kohlenhydraten, Fett, Eiweifien und Salzen, mit einem
pH-Wert im neutralen Bereich (wie z.B. Milch), fordert die Hitzeresistenz. Auierdem spielen
Bebritungsbedingungen, Keimzahl, Wassergehalt und Alter der Kultur eine entscheidende Rolle
bei der Auspragung der Resistenz (HANSEN u. RIEMANN 1963, MULLER et al. 1996).
ASAKURA et al. (2007) stellten einen Zusammenhang zwischen der Genexpression des
siranslation Initiation Factors® infB und der Auspragung der Thermotoleranz bei
30 E. sakazakii-Isolaten aus Lebensmitteln und drei Referenzstammen fest. Dabei wiesen hitze-

resistente Isolate einen hoheren Gehalt an infB auf als sensitivere Isolate.

BREEUWER et al. (2003) fiihrten ihre Untersuchungen in Phosphatpuffer (pH = 7) mit
anschliefdender Abkihlung in Eiswasser an 22 E. sakazakii-Isolaten und 11 Enterobacteriaceae-
Isolaten durch und erzielten fiir die Enterobakterien eine dezimale Reduktionszeit (D-Wert) von
0,1-0,9 min bei 58 °C, fir Salmonella Senftenberg und Escherichia coli einen D  -Wert von
2,4 min bzw. 1,2 min. Die dezimale Reduktionstemperatur (z-Wert) belief sich bei Salmonella
Enteritidis auf 4,3 °C, bei Escherichia coli auf 5,3 °C und bei Salmonella Typhimurium auf
5,7 °C. Die Untersuchungen zeigten bei E. sakazakii einen D ,-Wert von 0,4-0,6 min mit einem
z-Wert von 3,1-3,6 °C.

EDELSON-MAMMEL u. BUCHANAN (2004) zeigten, dass die Hitzetoleranz bei E. sakazakii (neun
Isolate und drei Referenzstimme) in rekonstituierter Sauglingsnahrung unterschiedlich
ausgepragt ist. Grundsatzlich lassen sich zwei Phanotypen unterscheiden: Die Halfte der
untersuchten Isolate gehoren zum Typ I mit hoher Hitzeresistenz D, > 300 s und die andere
Halfte zum Typ II mit durchschnittlicher Toleranz D, < 50 s, vergleichbar mit anderen
Enterobacteriaceae. Der z-Wert von 5,6 °C lag innerhalb der berichteten z-Werte (4-6°C) fiir

andere pathogene, nicht sporenbildende, durch Lebensmittel tibertragbare Erreger.

IVERSEN et al. (2004b) untersuchten die Hitzeresistenz von 13 E. sakazakii-Isolaten und einem
Referenzstamm (NCTC 11467) mit und ohne Kapselauspragung, in TSB und rekonstituierter
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Sauglingsnahrung. Weder Kapselbildung noch Testmedium hatten einen Einfluss auf die
Auspragung der Hitzeresistenz. Der ermittelte D, ,-Wert lag in rekonstituiertem Pulver bei
2,2-5,7 s, der z-Wert lag bei 5,7 °C.

BREEUWER et al. (2003), EDELSON-MAMMEL u. BUCHANAN (2004) und IVERSEN et al. (2004b)
kamen zu dem Schluss, dass die Hitzeresistenz von E. sakazakii mit der Resistenz anderer
Enterobacteriaceae (Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Serratia rubidae,
E. agglomerans, Salmonella enterica serovar Typhimurium und Enteritidis) vergleichbar ist.
Lediglich Salmonella enterica serovar Senftenberg und Escherichia coli zeigten eine
ausgepragtere Resistenz (BREEUWER et al. 2003).

NAZAROWEC-WHITE u. FARBER (1997c) hingegen zahlten E. sakazakii (n = 10) zu den thermo-
toleranten Enterobakterien mit einem D_-Wert zwischen 3,1 und 5,9 s und einem z-Wert
von 5,8 °C.

Eine Keimabtotung von 6-7 log Stufen wird bei thermischen Erhitzungsverfahren wie der
Pasteurisation angestrebt und als ausreichend angesehen (ANON. 1990, CORDIER 2006, SPREER
2005). NAZAROWEC-WHITE u. FARBER (1997c) und IVERSEN et al. (2004b) errechneten anhand
ihrer Laborwerte eine Keimreduktion von 11 und 21 log Stufen fur eine Kurzzeiterhitzung auf
71,7 °C fiir 15 Sekunden. NAZAROWEC-WHITE et al. (1999) konnte in einer Pilotanlage eine
log 5-Reduktion bei 68 °C fiir 16 s ermittelten. BREEUWER et al. (2003), IVERSEN et al. (2004b),
MUYTJENS et al. (1988), MUYTJENS u. KOLLEE (1990), NAZAROWEC-WHITE u. FARBER (1997c)
und NAZAROWEC-WHITE et al. (1999) gehen deshalb von einer Rekontamination mit

E. sakazakii nach der Warmebehandlung (Trocknung, Abfiillung) aus.

2.1.3.2 Toleranz gegenuber Austrocknung

In einem Vergleich mit 11 Enterobacteriaceae spp. zeigten BREEUWER et al. (2003), dass
22 E. sakazakii-Isolate, angeziichtet in BHI-Bouillon, in der stationaren Wachstumsphase die
hochste Resistenz gegenuber Austrocknung aufwiesen. Die Untersuchungen wurden in offen
gehaltenen Zellkulturplatten bei 25 °C und einer Luftfeuchtigkeit von 20,7 % durchgefuhrt. Nach
46 Tagen zeigte sich bei E. sakazakii eine Reduktion des Ausgangskeimgehalts von 10° KbE/ml
um lediglich 1-1,5 log Stufen, bei Escherichia coli dagegen um 4 log Stufen. Durch Erhohung der
Temperatur auf 45 °C erhohte sich die Keimreduktion entsprechend, dennoch zeigte

E. sakazakii unter den Enterobacteriaceae die hochste Toleranz (BREEUWER et al. 2003).
EDELSON-MAMMEL (2005) untersuchte die Resistenz gegeniiber Austrocknung anhand von

einem klinischen E. sakazakii-Isolat in auf Milchpulver basierender Sauglingsnahrung. Nach

einer Einlagerungszeit von zwei Jahren bei Raumtemperatur und einer Wasseraktivitat (a -Wert)
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von 0,3 konnte von dem urspriinglichen Keimgehalt von 10%® KbE/ml noch 300 KbE/ml

nachgewiesen werden.

Bei der zwolfmonatigen Beobachtung des Keimverhaltens gegenuber Austrocknung in
Sauglingsnahrung auf Milchpulver- (n = 4) und Sojabasis (n = 2) zeigte sich der Erreger (n = 10)
uber einen weiten a _-Wert Bereich von 0,2-0,9 und Uber eine Lagertemperatur von 4-30 °C
resistent. Die Absterberate stieg mit Erhohung des a -Werts und der Lagertemperatur an. Die
Zusammensetzung des Milchpulvers (Soja) hatte einen geringen (1/10) Effekt, die extrazellulare
Schleimproduktion eines Isolats hatte keine protektive Wirkung gegenutber der Austrocknung
(GURTLER u. BEUCHAT 2007a).

Diskutiert wird in diesem Zusammenhang die Schutzfunktion des Disaccharids Trehalose
gegeniiber Umweltstressoren (Austrocknung, Osmose, Frost und Hitze). Die Trehaloseanhaufung
vor allem in der stationaren Phase des Keimwachstums kann zu einer Stabilisierung von
Proteinen und Phospholipidmembranen fithren und dadurch erheblich zum Uberleben des
Mikroorganismus beitragen (CROWE et al. 1992, KEMPF u. BREMER 1998, LESLIE et al. 1995,
POTTS 1994, STR@AM u. KAASEN 1993, WELSH et al. 1991). Die Untersuchungen von
BREEUWER et al. (2003) deuten in der Tat auf einen Zusammenhang zwischen einer erhdhten
Trehalosesynthese und einer gesteigerten Resistenz gegeniiber Austrocknung hin. Die
22 E. sakazakii-Isolate, die den oben beschriebenen austrocknenden Bedingungen ausgesetzt
waren und sich in der stationaren Wachstumsphase befanden, wiesen eine flinfmal hohere
Trehalosekonzentration auf als die Bakterienzellen, die sich noch in der exponentiellen Phase
befanden, oder die stationaren ausgetrockneten Wachstumsstadien des gegenuber
Austrocknung sensitiveren Escherichia coli. Zusatzlich fuhrte ein Trehalosezusatz in einem mit
in der exponentiellen Wachstumsphase befindlichen Bakterienzellen beimpften Nahrmedium zu

einer Steigerung der Lebensfahigkeit der Mikroorganismen nach der Trocknung.

2.1.3.3 Osmotische Toleranz

BREEUWER et al. (2003) verglichen 11 Enterobacteriaceae spp. und 22 E. sakazakii-Isolate und
konnten zeigen, dass neben E. sakazakii (n = 1/22) E. agglomerans (n = 1/11) die hochste
osmotische Toleranz aufwies. Zur Senkung des a -Werts auf 0,934 wurden einer BHI-Bouillon
40 % Sorbitol zugesetzt. Nach einer zweimonatigen Lagerung bei 25 °C konnte eine Reduktion
um eine log Stufe bei beiden oben genannten Erregern festgestellt werden, bei Salmonellen eine
Reduktion um sieben log Stufen. Die Erhohung des Sorbitolzusatzes auf 75 % fuhrte zu einer
Absenkung des a -Werts der BHI-Bouillon auf 0,8. Dies fiihrte bei zwei von 22 Isolaten zu einer

Reduktion um 3-4 log Stufen innerhalb von zwei Wochen, nach zwei weiteren Wochen war kein
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Nachweis mehr moglich. Zwei weitere E. sakazakii-Isolate konnten noch nach insgesamt vier
Wochen aus der Bouillon isoliert werden. Die Untersuchungen fuhrten im gleichen Zeitraum bei
den Enterobakterien (Citrobacter freundii, Salmonella, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Serratia rubidae) zu einer weitaus hoheren Keimzahlabsenkung von lber sechs log Stufen. Die
osmotische Toleranz besteht jedoch nur in der stationaren Wachstumsphase, in der
exponentiellen reagiert E. sakazakii dagegen sehr sensibel auf osmotischen Stress
(BREEUWER et al. 2003).

RAGHAV u. AGGARWAL (2007) untersuchten das Wachstumsverhalten von E. sakazakii (n = 31
und ein Referenzstamm) in BHI mit verschiedenen NaCl-Konzentrationen bei 37 °C. Hierbei
stellten sie fest, dass sich das Keimwachstum mit Erhdhung des NaCl-Gehalts verlangsamt. Bei
einem Salzgehalt von 0,5; 1; 1,5; 3; 5,5 und 10,5 % benotigte der Erreger zum Erreichen des
gleichen Absorptionswerts bei 600 nm 45; 49; 64; 142,2; 367 und 1.524 Minuten. E. sakazakii
ist also in der Lage, selbst bei hohen Salzkonzentrationen bzw. niedrigen a -Werten zu

wachsen.

2.1.3.4 Biofilmbildung

Biofilme spielen in der Lebensmittelproduktion eine wichtige Rolle, da sie zu einer
permanenten mikrobiellen Kontamination des Produkts fuhren und somit erheblich zum
mikrobiellen Verderb und zu Lebensmittelinfektionen beitragen konnen (COSTERTON et al. 1987,
FRANK 2000, KUMAR u. ANAND 1998). Durch die Ausbildung dieser physischen Barriere
schitzen sich die Mikroorganismen vor Umwelteinfliissen wie z.B. UV-Licht, osmotischem Stress,
Hitze, Austrocknung, Saure, Detergentien, Antibiotika, Phagozyten, Antikorper und Bakterio-
phagen (COSTERTON et al. 1995, O'TOOLE et al. 2000). Die Anheftung von mehrschichtigen,
mikrobiellen, polymeren Zellverbanden an spezifische Materialien ist charakteristisch fur die
Biofilmbildung (HANSLIK et al. 2000). Unterschiedliche Komponenten (Flagellen, Fimbrien,
Membranproteine und extrazellulire Polymere) sind an der Biofilmbildung beteiligt
(PRATT u. KOLTER 1998).

E. sakazakii (n = 13, ein Referenzstamm), angeziichtet in rekonstituierter Sduglingsnahrung,
haftet gut an Silikon, Latex und Polycarbonat, eine schlechte Haftung besteht dagegen bei
Oberflachen aus Edelstahl (IVERSEN et al. 2004b). KIM et al. (2006) untersuchten den Effekt
von Umwelteinfliissen (Temperatur) und Nahrstoffangebot (TSB, rekonstituierte Sauglings-
nahrung) auf die Anheftung und Biofilmbildung von E. sakazakii (n = 10) an Edelstahl und Magen-
Darm-Sonden. Es konnte gezeigt werden, dass die Temperatur und die Verfugbarkeit von Nahr-

stoffen einen entscheidenden Einfluss auf die Biofilmbildung haben. Bei 25 °C kam es zu einer
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Keimanhaftung und Biofilmbildung in rekonstituierter Sauglinsnahrung, bei 12 °C sowie in TSB

bei 25 °C dagegen nicht.
LEHNER et al. (2005) untersuchten anhand von 53 E. sakazakii-Isolaten und drei Referenz-

stammen die Moglichkeit zur Haut- und Flockenbildung auf Flussigkeiten. In nahrstoffreichen
Medien kommt es haufig zu einer Biofilmbildung (Haut). Daneben spielen die Zusammensetzung
des Mediums und das Oberflachenmaterial eine Rolle. Trotz reichhaltigem Nahrstoffangebot
beider Medien (Luria-Bertani-Bouillon, BHI), bildete sich in der BHI-Bouillon mehr als doppelt
so haufig ein Biofilm aus wie in der Luria-Bertani-Bouillon. Im Vergleich zwischen Glas-
(42,8 %) und PVC-Oberflichen wies das Plastikmaterial (58,9 %) die besseren

Hafteigenschaften auf.

Durch die extrazellulare Bildung einer Polysaccharidschicht schutzt sich E. sakazakii vor
physikalischen oder chemischen Desinfektionsmitteln und vor Umwelteinfliissen. Von den 56
untersuchten Isolaten bildeten 24 eine extrazellulare Polysaccharidschicht aus; dies galt
besonders fur Isolate, die aus dem Produktionsumfeld und Lebensmitteln gewonnen wurden,
klinische Isolate waren dazu nicht in der Lage (LEHNER et al. 2005). Um eine vollstandige
Wirkungsentfaltung von Desinfektionsmafinahmen zu garantieren, muss daher eine grindliche
Reinigung der Flachen vorgenommen werden (KIM et al. 2007, LEHNER et al. 2005).

2.1.3.5 Drucktoleranz

Die vier untersuchten E. sakazakii-Referenzstamme zeigten eine unterschiedliche Auspragung der
Drucktoleranz, dennoch wiesen alle ein vergleichbares Toleranzspektrum wie andere Mitglieder
der Familie der Enterobacteriaceae auf. Eine gute Keimreduktion von 3-6 log Stufen wird in TSB
und rekonstituierter Sauglingsnahrung innerhalb einer Minute bei 600 MPa und 25 °C erreicht.
Um genauere Aussagen bezuglich der Auspragung der Drucktoleranz bzw. Drucksensibilitat

machen zu konnen, sind weiterfiihrende Untersuchungen notig (GONZALEZ et al. 2006).

PINA PEREZ et al. (2007) konnten eine Absenkung um sieben log Stufen in rekonstituierter
Sauglingsnahrung bzw. in gepuffertem Peptonwasser zwischen 350 und 400 MPa bei 25 °C

innerhalb von 10-15 min feststellen (n = 1).

2.1.3.6 Saurefestigkeit

Die Saurefestigkeit ist bei E. sakazakii moderat ausgepragt. EDELSON-MAMMEL et al. (2006)
priften die Saurestabilitdt von E. sakazakii-Isolaten (n = 12), die sich in der stationaren
Wachstumsphase befanden, in einer auf pH 3,0 und 3,5 mit Salzsidure (HCl) angesauerten TSB

in einem Zeitraum von funf Stunden bei 36 °C. Bei einem pH-Wert von 3,5 konnten noch nach
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funf Stunden Bakterien nachgewiesen werden, bei pH 3,0 bis zu zwei Stunden. Einige der
Isolate zeigten eine Erhohung der Sauretoleranz nach primarer Exposition und Adaptation in
einem mild sauren Milieu mit einem pH Wert von 5,0-5,2 (TSB mit Glucosezusatz, Ansduerung
durch Glucoseabbau, ahnliche Bedingungen sind nach Zuckerabbau in Milch und Sauglings-
nahrung zu erwarten). Ein Zusammenhang zwischen Saure- und Hitzetoleranz konnte nicht

nachgewiesen werden.

2.1.3.7 Antibiotikaresistenz

E. sakazakii reagiert in therapeutischen Dosen sensibel auf Aminoglycoside, Penicilline,
Cephalosporine der dritten Generation, Tetracycline, Chloramphenicol, Polypeptidantibiotika und
Sulfamethoxazol-Trimethoprim-Kombinationen (ADAMSON u. ROGERS 1981, BRENNER 1981,
FARMER III. et al. 1980, HAWKINS et al. 1991, JIMENEZ u. GIMENEZ 1982, KLEIMAN et al.
1981, LAI 2001, MUYTIJENS et al. 1983, MUYTJENS u. VAN DER ROS-VAN DE REPE 1986,
WILLIS u. ROBINSON 1988).

Der Erreger ist in der Lage, B-Lactamase zu bilden, was zu einer Zunahme der Resistenzbildung
gegenuber Penicillinen und den ersten beiden Generationen der Cephalosporine fuhrt
(ANON. 2007b, EMERY u. WEYMOUTH 1997, FARMER III. et al. 1980, LAI 2001,
PITOUT et al. 1997). Uber Resistenzbildungen gegeniiber Chinolonen berichtete LAI (2001),
iiber das Auftreten von Multiresistenzen ARSENI et al. (1984) und FARMER III. et al. (1980).

2.1.4 Biochemische Eigenschaften

Zur phanotypischen Typisierung werden neben den serologischen vor allem die biochemischen
Eigenschaften eines Keims herangezogen (BINGEN et al. 1994, FARMER III. et al. 1985).
E. sakazakii und E. cloacae haben ein ahnliches biochemisches Profil. E. sakazakii grenzt sich
jedoch durch eine negative Sorbitol-Reaktion und die Pigmentbildung ab (FARMER III. et al.
1977, Anhang A, Tabelle A.1). HEUVELINK et al. (2001) berichteten iiber Sorbitol-positive
Isolate; die Pigmentbildung und das enzymatische Profil sind unter 2.1.2.2 und 2.1.5

beschrieben.

2.1.5 Enzymatische Eigenschaften

Das enzymatische Profil eines Mikroorganismus wird vor allem durch die Bildung bzw. das
Fehlen eines Enzyms gepragt, weniger durch die gebildete Menge. Bei der Ermittlung des
enzymatischen Profils handelt es sich um eine schnelle Nachweismethode; die Inkubationszeit
betragt bei 36 °C vier Stunden.
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E. sakazakii sticht durch die Auspragung des Enzyms a-Glucosidase und das Fehlen der
Phosphoamidase unter den Enterobacter spp. hervor. Enzymatisch grenzt sich E. sakazakii von
E. cloacae, neben den oben erwahnten Enzymen, durch die Bildung einer extrazellularen DNase
auf Toluidin-0-Blau-Agar bei 36 °C nach sieben Tagen und der Tween-80-Esterase ab (ALDOVA
et al. 1983, FARMER III. et al. 1980, KANDHAI et al. 2004b, LEHNER u. STEPHAN 2004). Nach
einer Behandlung mit Ultraschallwellen ist mit einem Verlust der enzymatischen Aktivitat bei
E. sakazakii zu rechnen (n = 226) (MUYTJENS et al. 1984).

2.1.6 Virulenzfaktoren und Pathogenitat

2.16.1 Virulenzfaktoren

Uber die Virulenzeigenschaften von E. sakazakii ist wenig bekannt. Bei anderen Enterobacter spp.
spielen Lipopolysaccharide als Endotoxine eine Rolle (BONE 1993). Aufgrund der nahen
Verwandtschaft zu E. cloacae wird die Bildung von Hamagglutininen, Aerobactinen und
Exotoxinen diskutiert (KELLER et al. 1998, LEHNER u. STEPHAN 2004, PAGOTTO et al. 2003).
KLINE (1988) nimmt aufgrund enger verwandtschaftlicher Beziehungen zu Citrobacter und
aufgrund ahnlicher Pathologie bei der Hirnabszesshildung analoge Virulenzfaktoren an
(KLINE 1988, WILLIS u. ROBINSON 1988).

Bisher wurden folgende Virulenzfaktoren flr E. sakazakii beschrieben:

Durch adhasive Eigenschaften konnen bakterielle Infektionen ausgelost bzw. aufrechterhalten
werden. Bei Adhasinen handelt es sich z.B. um Hamagglutinine, die sich auf den Fimbrien der
jeweiligen Bakterien befinden. E. sakazakii produziert ein Mannose-sensitives Hamagglutinin,
welches auf Typ I-Fimbrien (kanalisiert, @ 7-8 nm) lokalisiert ist (ADEGBOLA u. OLD 1983).

Eisen ist ein essentieller Bestandteil fur bakterielles Wachstum. Um in eisenarmer Umgebung
iiberleben zu konnen, produzieren Enterobacteriaceae geeignete Transportsysteme (Siderophore).
Das Eisen wird entweder mit Phenolaten oder Hydroxamaten gebunden, dabei bildet sich
Enterocholin oder Aerobactin (PAYNE 1988). E. sakazakii nutzt das Eisenvorkommen durch
Bildung von Enterocholin (REISSBRODT u. RABSCH 1988).

Bei vier von 18 untersuchten Isolaten konnte eine Enterotoxinbildung festgestellt werden
(PAGOTTO et al. 2003). Hierbei handelte es sich in % der Falle um klinische Isolate, bei % um
Isolate aus Lebensmitteln. Ein Enterotoxinbildner zeigte einen zythopathogenen Effekt in den
drei untersuchten Zelllinien Y-1, Vero-Zellen und CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary-Cells), der
auch nach 20minitigem Aufkochen bestehen blieb. RAGHAV u. AGGARWAL (2007)

beobachteten bei zehn von 31 E. sakazakii-Isolaten die Bildung von B-Hamolysinen.
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2.1.6.2 Pathogenitat/Virulenz

PAGOTTO et al. (2003) testeten die Pathogenitat von 18 E. sakazakii-Isolaten an Mausen. Es
handelte sich um acht Isolate aus Lebensmitteln, neun klinische Isolate und den Referenzstamm
ATCC 29544. Vier der 18 Isolate waren in der Lage, Enterotoxine zu bilden. Bei den
Enterotoxinbildnern handelte es sich um drei klinische Isolate und ein Isolat aus Lebensmitteln.
Alle Isolate, darunter auch die Enterotoxinbildner, wirkten bei einer Dosis von 108 KbE/Maus

intraperitoneal nach 24-48 h todlich. Bei zwei Isolaten lag die todliche Dosis bei 10* KbE/Maus.

Bei peroraler Aufnahme konnte nur bei zwei Isolaten (ein klinisches und ein Lebensmittelisolat)
eine minimale letale Dosis von 10° KbE/Maus ermittelt werden, der Tod trat nach 48-72 h ein.
Alle weiteren Isolate, darunter die Enterotoxinbildner, hatten selbst bei Dosen > 108 KbE/Maus
keinen Effekt.

Die unterschiedliche Auspragung der Virulenz bei den von PAGOTTO et al. (2003) beschriebenen
Isolaten lassen viele mogliche Erklarungen zu. Hierzu gehoren die Varianz am Toxinrezeptor,
komplexe Regulationssysteme, Toxinverbreitung durch Gentransfer, Verlust von Virulenzfaktoren,
Saureresistenz gegeniiber der Magensaure (vor allem bei klinischen Stdmmen) und die

Variabilitat der Zytotoxine.

2.2 Nachweis- und Typisierungsmethoden

2.2.1 Kulturelle Nachweismethoden von E. sakazakii

Die Kkulturelle Isolierung des Erregers basiert auf klassischen Anreicherungs- und Selektions-
methoden flur Enterobacteriaceae. Morphologische Kriterien, Pigmentbildung und Fluoreszenz
spielen bei der Ausdifferenzierung des Keims zusatzlich eine entscheidende Rolle.
AnschlieRende biochemische und molekularbiologische Identifizierungsmethoden schliefen das
kulturelle Ergebnis ab (FDA 2002a, HASSAN et al. 2005, KANDHAI et al. 2004b).

Auf internationaler Ebene bildet der ISO-Standardentwurf ISO/DTS 22964, IDF/DRM 210 der
International Organization for Standardization die Grundlage zur Harmonisierung des
kulturellen Nachweises von E. sakazakii aus Milch und Milchprodukten fur Industrie,
Uberwachungs- und Forschungsorgane und stellt dadurch die internationale Vergleichbarkeit
der Resultate der einzelnen Labore sicher (ANON. 2004c) (Abbildung 2.1).
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Voranreicherung
1:10 in gepuffertem Peptonwasser
Inkubation bei 37 °C fir 18 + 2 h

Y

Selektivanreicherung:
0,1 ml Voranreicherung in 10 ml mLST-Vancomycin
Inkubation bei 45 °C £ 0,5 °C fir 24 + 2 h

Isolierung auf chromogenem Selektivagar ESIA:
3-Osenausstrich (10 ul) der mLST
Inkubation bei 44 °C fir 24 + 2 h

Y

Pigmentbildung:
Ausstrich 5 typischer Kolonien auf TSA
Inkubation bei 25 °C fiir 48 £ 4 h

Y

Biochemische Identifizierung
typischer gelber Kolonien

Abbildung 2.1 Isolierung nach vorlaufigem ISO-Standard ISO/DTS 22964

2.2.1.1 Isolierung aus Milchpulver

Probenmaterial und Voranreicherung

Nach den Vorgaben der VO (EG) Nr. 2073/2005 in Verbindung mit der VO 1441/2007 iiber
mikrobiologische Kriterien fiir Lebensmittel und der US Food and Drug Administration (FDA) hat
der Hersteller die Abwesenheit von E. sakazakii in 300 g Sauglingsnahrung sicherzustellen. Die
FDA empfiehlt hierfiir eine halb-quantitative Bestimmung nach modifizierter MPN-Methode mit
einem dreifachen Ansatz mit je 1, 10 und 100 g (FDA 2002a). Das Ausgangsmaterial wird in
einem Verhaltnis 1:10 mit A. dest. (FDA 2002a) oder gepuffertem Peptonwasser angesetzt
(MUYTJENS et al. 1988, NAZAROWEC-WHITE u. FARBER 19974, b, c) und fiir 18-24 h bei
37 °C bebriitet (IVERSEN u. FORSYTHE 2003).

Selektivanreicherung

Zu den klassischen Selektionsmedien fur Enterobakterien gehort die Enterobacteriaceae-
Anreicherungsbouillon (EE) nach MOSSEL (1985). Die FDA (2002a) sowie MUYTJENS et al.
(1988), NAZAROWEC-WHITE u. FARBER (1997a, b, c) und IVERSEN u. FORSYTHE (2003)
beimpften 90 ml der EE mit 10 ml der Voranreicherung und bebriteten diese fur 18-24 h bei
36 °C (FDA 2002a). HAMMER (2005) konnte anhand eigener Untersuchungen den Inokulations-
modus des vorlaufigen ISO-Standards von 0,1 ml in 10 bzw. in 9 ml Laurylsulfat-Tryptose-
Bouillon (LST) als ergiebigsten Modus bestatigen.
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EL-PRINCE et al. (2007) verglichen drei verschiedene Anreicherungsmodi anhand von
Milchpulver- und auf Milchpulver basierenden Produktproben: 1. Voranreicherung in A. dest.,
Selektivanreicherung in EE und Ausstrich auf VRBL, 2. Voranreicherung in gepuffertem
Peptonwasser mit Ausstrich auf VRBL und 3. Ausstrich ohne Anreicherungsschritt auf VRBL.
Hierbei konnten sie feststellen, dass ein Anreicherungsschritt zur Isolierung von E. sakazakii
notwendig ist. Im direkten Vergleich zwischen den drei Anreicherungsmethoden schnitt die
zweite Variante am besten ab (1.: 3,33 %, 2.: 10 % und 3.: 0 %).

Zur Hemmung der nicht-coliformen Begleitflora empfehlen die International Dairy Federation
(IDF) und die International Organization for Standardization (ISO) sowie GUILLAUME-GENTIL
et al. (2005), HAHN (2003) und HAMMER (2005) anstelle der glucosehaltigen EE-Bouillon die
fiir den Coliformen-Nachweis anerkannte laktosehaltige LST (ANON. 2004c). Im Gegensatz zu
HAHN (2003) und HAMMER (2005) setzen der ISO-Standard und GUILLAUME-GENTIL et al.
(2005) Vancomycin als zusatzlichen Hemmstoff in einer Konzentration von 10 mg/l ein
(modifizierte LST). Eine zusatzliche Hemmung der nicht-thermophilen Begleitflora wird durch
eine Erh6hung der Inkubationstemperatur von 37 ° auf 45 °C erreicht (ANON. 2004c,
GUILLAUME-GENTIL et al. 2005, HAHN 2003).

IVERSEN u. FORSYTHE (2007) verglichen die eigens definierte E. sakazakii-Anreicherungs-
bouillon (ESE) mit der EE-Bouillon, der mLST (0,5 M Natriumchlorid NaCl + 10 mg/l Vanco-
mycin) nach GUILLAUME-GENTIL et al. (2005) und der E. sakazakii-Selektivbouillon (ESSB).
Nach einer Inkubation von 18-24 h bei 37 °C konnte E. sakazakii zu 100 % (n = 177) aus der
ESE isoliert werden. Aus mLST, ESSB und EE konnten dagegen zwei bis sechs Prozent der

177 Isolate nicht separiert werden.

Isolierung und Selektion

Die Selektivanreicherung wird entweder mit 10 pl im Dreidsenausstrich (FDA 2002a, ANON.
2004c), 0,1 ml im Oberflachenspatelverfahren (FDA 2002a) oder mit 1 ml im Gussplatten-
verfahren (MUYTJENS et al. 1988, NAZAROWEC-WHITE u. FARBER, 19974, b, c) auf das Nahr-
medium aufgebracht. Zur besseren Betrachtung der Koloniemorphologie ist ein
fraktionierter Ausstrich anzuraten (FDA 2002a, ANON. 2004c).

Basierend auf der a-Glucosidase-Aktivitat des Mikroorganismus wurden zahlreiche E. sakazakii-
selektive Nahrmedien entwickelt [Enterobacter sakazakii Isolation Agar (ESIA) nach ISO/DTS
22964, E. sakazakii chromogenic plating medium (ESPM) nach RESTAINO et al. (2006) und
Druggan Forsythe Iversen Formulation (DFI) Agar nach IVERSEN et al. (2004a), Oh Kang Medium
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(OK Medium) nach OH u. KANG (2004)] und COMPASS (Biokar Diagnostics?). Die Auswertung
kann nach entsprechender Inkubation und bei typischer Koloniemorphologie einen
vorlaufigen positiven Befund ergeben, dennoch ist eine zusatzliche Bestatigung auf Basis der
Pigmentbildung auf TSA erforderlich (ANON. 2004c).

Auf dem selektiven Nahrboden fur Enterobakterien, dem Kristallviolett-Neutralrot-Galle-
Glucose-Agar (VRBD) nach MOSSEL (1985), bilden sich nach 18-24 h bei 37 °C 2-4 mm grofie,
violett-gelbe Kolonien mit, durch Ausfall der Gallensalze, violettem Prazipitationshof (Anhang C,
Abbildung C.1). Typischer Bewuchs fiihrt zu keinem vorlaufigen Ergebnis, da es sich nicht um
einen E. sakazakii-selektiven Nahragar handelt. Zur weiteren Ausdifferenzierung ist eine Uber-
prufung der Pigmentbildung auf TSA sowie ein Fluoreszenznachweis zur Darstellung der
a-Glucosidaseaktivitat unabdingbar (GONZALEZ et al. 2006, MUYTJENS et al. 1988,
NAZAROWEC-WHITE u. FARBER 19974, b, c).

DERZELLE et al. (2007) verglichen in ihrer Studie verschiedene E. sakazakii-Selektivmedien
(ESIA, DFI und COMPASS) mit dem VRBD-Agar. Alle drei E. sakazakii-spezifischen Nahrmedien
ESIA, DFI und COMPASS, haben eine sehr hohe Sensitivitat (100 %). Der ESIA-Agar hemmt am
erfolgreichsten die Begleitflora und weist eine Spezifitat von 83,3 % auf. Der COMPASS-Agar
fuhrt in 88 % der Falle zu einem richtigen vorlaufigen positiven Ergebnis. Dagegen zeigt der fur
alle Enterobakterien spezifische VRBD-Agar eine Sensitivitat und Spezifitat von lediglich
68,7 % bzw. 45,5% und erbringt somit in nur 47,8 % der Falle ein vorlaufiges positives
Ergebnis. DERZELLE et al. (2007) kamen somit zu dem Schluss, dass eine Isolierung von
E. sakazakii mit Hilfe des VRBD-Agars in Bezug auf die in der LST gewachsene Begleitflora
problematisch sein kann. Zu falsch positiven Ergebnissen fuhrten Pantoea spp. auf TSA,
E. cloacae auf ESIA und VRBD, Pantoea spp. und Klebsiella pneumoniae auf DFI und COMPASS
(RESTAINO et al. 2006). Die E. sakazakii-typische blau-griine Farbung auf DFI-Agar trat eben-
falls bei Isolaten der Spezies Pantoea spp., Escherichia vulneris, Leclercia adecarboxylata und
Buttiauxella agrestis auf (KRESS et al. 2005). Weitere Schritte zur Identifizierung (Biochemie,

Molekularbiologie) sind bei Fluoreszenz-positiven gelben und weifden Isolaten durchzufiihren.

Bestatigung durch Pigmentbildung und Fluoreszenz
Fiinf typische Kolonien werden vom Selektivagar (fiir E. sakazakii oder Enterobakterien) auf TSA
zur Bildung des gelben Pigments ausgestrichen und 48-72 h bei Raumtemperatur und Tages-

licht bebrutet. Nach negativem Oxidase-Ergebnis werden die gelben Kolonien mittels

2 Beauvais, Frankreich
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biochemischer Testkits nochmals bestatigt (FDA 2002a, ANON. 2004c, GONZALEZ et al. 2006,
KANDHAI et al. 2004b, MUYTJENS et al. 1988, NAZAROWEC-WHITE u. FARBER 19974, b, c).

HAHN (2003) tragt die Selektivanreicherung im Dreidsenausstrich direkt auf TSA oder
Nahragar mit oder ohne a-MUG-Zusatz unter Umgehung des Selektivmedium aus und nutzt die
Kontrolle der a-Glucosidaseaktivitat durch Fluoreszenznachweis mittels UV-Licht bei 366 nm
als weiteren Identifizierungsschritt von typisch gelben Kolonien auf TSA. Eine bis funf Kolonien
bildende Einheiten von Enterobacter sakazakii konnen mit Hilfe von kationisch magnetischen
Kigelchen aus 500 g Sauglingsnahrung innerhalb von 24 h isoliert werden
(MULLANE et al. 2006).

2.2.1.2 Isolierung aus Umfeldproben

GUILLAUME-GENTIL et al. (2005) setzten zur Hemmung coliformer Bakterien der bekannten LST
0,5 M NaCl zu und folgten damit der Aussage von BREEUWER et al. (2003), dass E. sakazakii zu
den osmotolerantesten Enterobakterien gehort. Zur Unterdrickung der grampositiven
Bakterienflora mischten sie der Selektivanreicherung zusatzlich 10 mg/l Vancomycin bei. Der
Schritt der Voranreicherung wird ubersprungen, die Probe in einem Verhaltnis 1:10 in der
modifizierten LST angesetzt und bei 45 °C 22-24 h bebrutet. AnschlieRend wird die Bouillon
(10 pl) im Dreidsenausstrich auf TSAB (TSA mit Zusatz von Gallensalzen) ausgestrichen und bei
37 °C und kinstlichem weifien Licht Gber Nacht bebrutet. Das kiinstliche Licht regt die gelbe
Pigmentbildung an und verkurzt die Identifizierung noch einmal um einen Tag. Neben
E. sakazakii bilden ebenfalls Pantoea spp. und Escherichia vulneris typische gelbe Kolonien auf
TSAB. Zur weiteren Differenzierung ist ein a-Glucosidase-Nachweis und eine biochemische

Identifizierung mit dem API 20 E erforderlich.
KANDHAI et al. (2004b) reicherten die Proben ebenfalls in einem 1:10 Verhaltnis in

gepuffertem Peptonwasser fiir 18-20 h bei 37 °C an. Zehn Mikroliter der Voranreicherung
werden auf den fir coliforme Keime selektiven Nahrboden Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar
(VRB) nach DAVIS (1951) ausgestrichen und 20-24 h bei 37 °C bebriitet. Typische Kolonien
werden auf TSA ausgestrichen und entweder 24 h bei 37 °C oder 48 h bei 25 °C bebrutet. Gelbe,
Oxidase-negative Kolonien durchlaufen anschliefiend einen a-Glucosidasenachweis und eine
biochemische Identifizierung.

Da in der vorliegenden Arbeit E. sakazakii aus Milchpulver und Umfeldproben isoliert wurde,
wurden die oben beschriebenen Publikationen zur Identifizierung berucksichtigt.

Abweichungen von den aufgestellten Schemata sind unter Punkt 3.3.1 dargestellt.
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2.2.2 Identifizierung mit biochemischen Testsystemen

Das API 20 E-Testsystem wird haufig als Zusatzbestatigung von E. sakazakii nach der
kulturellen Isolierung eingesetzt (ASAKURA et al. 2007, BIERING et al. 1989, KANDHAI et al.
2004b, MONROE u. TIFT 1979, MUYTJENS et al. 1983, NAZAROWEC-WHITE u. FARBER 1999,
SEO u. BRACKETT 2005, SIMMONS et al. 1989). IVERSEN et al. (2004a) berichteten von falsch
positiven Resultaten beim API 20 E-Testsystem und HASSAN et al. (2005) in 20,3 % beim
APIID 32 E.

2.2.3 Molekularbiologische Identifizierung

2.2.3.1 Identifizierung von E. sakazakii mittels PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion bietet eine schnelle und sichere molekularbiologische Nachweis-
methode. Fur E. sakazakii stehen zahlreiche PCR-Ansatze zur Verfugung. Als kommerzielles Test-
system ist das BAX-System Q 7 mit 100 % Spezifitat im Handel erhaltlich (HASSAN et al. 2005).
Auf der Basis des a-Glucosidase-Gens entwickelten LEHNER et al. (2006a) einen zuverlassigen
PCR-Ansatz mit 100 % Spezifitat. Der PCR-Ansatz von HASSAN et al. (2005), LEHNER et al.
(2004) und WEILI et al. (2006) basiert auf dem Nachweis der 16 S rRNA-Sequenz. Diese
Methode bietet neben einer hohen Sensitivitat und Spezifitat auch die Moglichkeit einer nach-
folgenden phylogenetischen Analyse. Der Real Time-PCR-Ansatz von SEO u. BRACKETT (2005)
liefert eine schnelle, spezifische Nachweismethode mit einer Sensitivitat von 100 KbE/ml aus
rekonstituiertem Milchpulver. ASAKURA et al. (2007) konnten mit Hilfe der Genexpression eines
Regulatorproteins der 16 S rRNA-Gensequenz eine Moglichkeit zur Identifizierung von thermo-
toleranten E. sakazakii aus Lebensmitteln und Umwelt aufzeigen. Weitere PCR-Ansatze wurden
von DERZELLE u. DILASSER (2006), HASSAN et al. (2005), HASSAN et al. (2007),
LAU u. ROTTON (2005) und MALORNY u. WAGNER (2005) beschrieben.

2.2.3.2 Molekularbiologische Typisierung

Die Typisierung von Bakterienstammen einer gemeinsamen Spezies ist bei der Betrachtung von
epidemiologischen Zusammenhangen im Bereich von nosokomialen Infektionen und Lebens-
mittelketten unerldsslich. Im Gegensatz zu phanotypischen Typisierungsmethoden (Sero-
typisierung, Biotypisierung, Antibiogramm, Lysotypisierung und Typisierung mit Bacteriocinen)
weisen molekularbiologische Methoden (Restriction Enzyme Analysis (REA), Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP), Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE), Multilocus Enzyme
Electrophoresis (MEE) und Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaktion (AP-PCR)) eine
universelle Anwendbarkeit mit einer sehr hohen Diskriminierung auf (BINGEN et al. 1994, BLANC
et al. 1993, DRUDY et al. 2006a, DRUDY et al. 2006b, FANG et al. 1993, HAGENS u.
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LOESSNER 2007, JOHN 1989, LIENAU et al. 2007, MASLOW et al. 1993, MULLANE et al. 2007,
NATHER et al. 2007, OWEN 1989, PFALLER 1991, POPOVIC et al. 1996, SIEGRIST u. BLANC
1995, SINGH et al. 2006, SWAMINATHAN u. MATAR 1993, TOMKINS 1992, VAN BELKUM 1994).

Bei der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) handelt es sich um eine universell anwendbare
molekularbiologische Typisierungsmethode mit hoher Reproduzierbarkeit, hochsten Trenn-
eigenschaften, der Moglichkeit zur Standardisierung und weltweiten Vergleichbarkeit (Pulse Net)
(DRUDY et al. 2006a, MASLOW et al. 1993). Dadurch ist die PFGE fir die molekulare
Epidemiolgie im Bereich der Lebensmittel- und Infektionskette mit pathogenen Erregern
hervorragend geeignet (DRUDY et al. 2006a). Nachteile bestehen in der Komplexitat dieser
Methode, der subjektiven Auswertung und der kostspieligen Apparatur (BINGEN et al. 1994,
MASLOW et al. 1993, SIEGRIST u. BLANC 1995, SWAMINATHAN u. MATAR 1993). Die Drei-
Banden-Regel nach TENOVER et al. (1995) zieht bei der Interpretation der Bandenmuster
willkurlich auftretende genetische Veranderungen wie Punktmutationen, Insertion und Deletion
des genetischen Materials mit ein und sollte daher durch erfahrene Untersucher vorgenommen
werden (BINGEN et al. 1994). Die Auswertung erfolgt mit Hilfe von geeigneten Software-
programmen (DUCK et al. 2003, SINGH et al. 2006).

BLOCK et al. (2002), COIGNARD et al. (2006), HIMELRIGHT et al. (2002), NAZAROWEC-WHITE
u. FARBER (1999) identifizierten mit Hilfe der PFGE mit E. sakazakii kontaminierte
Sauglingsnahrung als Ansteckungsquelle bei mehreren klinisch erkrankten Patienten.
MULLANE et al. (2008) konnten mit Hilfe der PFGE in einem Milchtrocknungswerk
Kontaminations- und Verbreitungswege von E. sakazakii aufzeigen und kontaminierte

Filteranlagen im Spruhtrockungsbereich als Hauptreservoir des Keims aufdecken.

Neben der PFGE konnten weitere molekularbiologische Typisierungsmethoden kontaminierte
Sauglingsnahrung als Infektionsquelle bestatigen: AP-PCR (VAN ACKER et al. 2001), Plasmid
Profil-Analyse (CLARK et al. 1990, MUYTJENS u. KOLLEE 1990), chromosomale Restriktions-
Endonuklease-Analyse, Ribotypisierung (CLARK et al. 1990) und multilokale Enzym-Analyse
(CLARK et al. 1990, SIMMONS et al. 1989).

2.3 Bedeutung von E. sakazakii fiir die menschliche Gesundheit

23.1 Reservoir

E. sakazakii ist weltweit verbreitet, dennoch sind keine eindeutigen Angaben tber ein Reservoir
zu finden (DRUDY et al. 2006b, GRIMONT u. GRIMONT 2006, KANDHAI et al. 2004a).
MUYTJENS u. KOLLEE (1990) konnten den Organismus aus Oberflichenwasser, Erdreich,

Schmutz, morschem Holz, Vogelmist, Getreide, Haustieren und Rindern nicht isolieren.
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LECLERC et al. (2001) bezeichneten den Keim als opportunistisch-pathogenen Darmbewohner.
FARMER III. et al. (1985) konnten den Erreger am haufigsten aus Wunden und dem
Respirationstrakt gewinnen. Weitere beschriebene Isolierungen aus Lebensmitteln, Kichen-
utensilien, Korperflussigkeiten und Gewebeproben von Patienten sind aus Grinden der
Ubersichtlichkeit in Anhang A, Tabelle A.2 dargestellt.

2.3.2 Vorkommen

Durch E. sakazakii ausgeloste Erkrankungsfalle sind sehr selten. Zwischen 1961 und 2008 wurde
weltweit von 120 E. sakazakii-Fallen berichtet (die Zahlung umfasst neben den berichteten
E. sakazakii-Fallen ab 1980 auch die zuvor beschriebenen Erkrankungsfalle mit dem gelb
pigmentierten E. cloacae; nicht alle Falle wurden publiziert) (ANON. 2007a, ANON. 2008b). Eine
Infektion mit E. sakazakii betrifft alle Altersklassen. Oft handelte es sich dabei um noso-
komiale Infektionen (FARMER III. et al. 1985, GALLAGHER 1990). Zu den Risikogruppen
gehoren jedoch in erster Linie Neugeborene unter einer Woche und Sauglinge unter einem
Monat. Als Risikofaktoren gelten Immunsuppression, ein geringes Geburtsgewicht < 2.500 g,
Frithgeburten und Komplikationen bei der Geburt (ANON. 2004c, LAI 2001, MUYTJENS et al.
1983, WILLIS u. ROBINSON 1988, VAN ACKER et al. 2001). Die Infektionsrate lag bei
Sauglingen unter einem Jahr bei 1:100.000 und bei Risikopatienten mit geringem Geburts-
gewicht bei 8,7:100.000 (HIMELRIGHT et al. 2002). STOLL et al. (2004) untersuchten innerhalb
eines Zeitraums von drei Jahren Sepsis und Meningitisfalle von 10.660 Neugeborenen mit sehr
geringem Geburtsgewicht (401-1.500 g). Untersucht wurden Blut- und Liquorproben der
Patienten auf Enterobacter spp.; dabei konnte E. sakazakii als Ursache in einem Fall von

Septikamie festgestellt werden.

2.3.3 Infektionsweg

Der haufigste Infektionsweg bei Enterobacter-Septikamien ist der orale (WEISCHER u. KOLMOS
1992). Am Beispiel von Salmonellen zeigten PEGUES et al. (2006), dass fehlende Magensaure
sowie die Pufferkapazitat der Milch zur erhohten Infektionsrate bei Neugeborenen beitragt. Die
Magensaure spielt eine entscheidende Rolle bei der Infektionsabwehr tiber den Verdauungsweg,
denn der im Magen herrschende pH-Wert von 1-2 totet Mikroorganismen erfolgreich ab. Kommt
es nun zu einer pH-Neutralisierung z.B. durch Lebensmittel/Milch oder zu einer geminderten
Sauresekretion (Neugeborene, Frithchen), konnen pathogene Erreger iiberleben und zu
Infektionen fithren (ANON. 2007a, DRASAR et al. 1969, GIANELLA et al. 1973, HOWDEN u.
HUNT 1987, JOHNSON 2001, SMITH 2002). Der unzureichende Schluss der Darmschranke bei
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Frihgeborenen und die nicht voll entwickelten Abwehrmechanismen erleichtern zusatzlich das

Eindringen von Mikroorganismen in den Organismus (PEGUES et al. 2006).

Kontaminierte Sauglingsnahrung konnte als Ansteckungsursache mit E. sakazakii von
BLOCK et al. (2002), CLARK et al. (1990), COIGNARD et al. (2006), HIMELRIGHT et al. (2002),
MUYTJENS u. KOLLEE (1990), SIMMONS et al. (1989) und VAN ACKER et al. (2001) nach-
gewiesen werden. Ubertragungen von Kind zu Kind oder Umfeldinfektionen wurden hingegen
nicht beobachtet (HIMELRIGHT et al. 2002, SIMMONS et al. 1989, VAN ACKER et al. 2001).
Neben keimbelasteter Sauglingsnahrung konnen kontaminierte Utensilien aus der Milchkiche,
die bei der Zubereitung des Milchpulvers Verwendung finden, zur Infektion beitragen
(BLOCK et al. 2002, JASPER et al. 1990, MUYTJENS et al. 1983, SIMMONS et al. 1989).

2.3.4 Klinik beim Saugling

Die mit E. sakazakii infizierten Patienten leiden unter Meningitis, Sepsis sowie nekrotisierender
Enterocolitis. Letztere ist durch Darmnekrosen und Emphysembildung charakterisiert
(VAN ACKER et al. 2001). In 63 % der Falle ist die Meningitis von Sepsis begleitet (MUYTJENS
et al. 1983). Der Erreger zeigt einen deutlichen Tropismus zum zentralen Nervensystem mit
Ausbildung von Gehirnzysten und -abszessen, Ventrikeldilatationen, Hydrocephalus, Gehirn-
infarkten, Flissigkeitsansammlungen sowie Nekrosen. Nach uberstandener Erkrankung ist mit
neurologischen Spatfolgen wie mentalen und physischen Entwicklungsstorungen sowie
spastischer Tetraplegie zu rechnen. Die Mortalitat liegt zwischen 20 und 80 % (HAWKINS et al.
1991, LAT 2001, LEHNER u. STEPHAN 2004, MUYTJENS et al. 1983, NAZAROWEC-WHITE et al.
2003, VAN ACKER et al. 2001, WILLIS u. ROBINSON 1988). In Tabelle A.3 des Anhang A sind
die in der zuganglichen Literatur beschriebenen Krankheitsfalle beim Saugling zusammen-

gefasst.

2.3.5 Klinik bei Patienten tiber einem Jahr

Im Gegensatz zu Neonaten/Sauglingen sind Patienten Uber einem Jahr auRerst selten von einer
Infektion mit E. sakazakii betroffen. Insgesamt wurde seit 1929 nur von acht Fallen
(gelb pigmentierter E. cloacae- und E. sakazakii-Fallen) berichtet. Die meisten Patienten sind
alter als 60 Jahre. Es handelt sich um eine Infektion, die mit einer schweren Vorerkrankung wie
z.B. einer Tumorerkrankung (50 % der Falle) oder einem schlechten Allgemeinzustand einhergeht.
Hierbei kommt es zu Bakteramien und Sepsis; Falle von Meningitis wurden nicht berichtet. Die
Mortalitat von 50 % ist mit der bei Neonaten und Sauglingen vergleichbar (LAI 2001). Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit wurde die Tabelle der aus der Literatur bekannten

Erkrankungsfalle in Anhang A, Tabelle A.4 dargestellt.



22 Literatur

2.4 Milchpulverherstellung

Wie bereits unter Punkt 2.2.3 erwahnt wurde, konnte mit E. sakazakii kontaminierte, auf Milch-
pulver basierende Sauglingsnahrung in zahlreichen Fallen mit schweren Erkrankungsfallen bei
Sauglingen in Verbindung gebracht werden. Aus 4,17-14 % des weltweit untersuchten Milch-
pulvers (ESTUNINGSIH et al. 2006, HEUVELINK et al. 2001, IVERSEN u. FORSYTHE 2004,
MUYTJENS et al. 1988, NAZAROWEC-WHITE u. FARBER 1997b, POSTUPA u. ALDOVA 1984) und
aus 2,4-25 % der untersuchten auf Milchpulver basierenden Sauglingsnahrung (HEUVELINK et
al. 2001, IVERSEN u. FORSYTHE 2004, MULLANE et al. 2007, SHAKER et al. 2007) konnte
E. sakazakii bereits in einem Bereich von < 1-8 KbE/100 g erfolgreich isoliert werden (EDELSON-
MAMMEL et al. 2006, MUYTJENS et al. 1988, NAZAROWEC-WHITE u. FARBER 1997b,
SIMMONS et al. 1989). Daher soll an dieser Stelle die Milchpulverherstellung noch einmal kurz

erlautert werden.

2.4.1 Definition: Dauermilcherzeugnisse

Ein Trockenmilcherzeugnis ist ein Milchprodukt (mit oder ohne Zusatz von Milchsaurebakterien),
welches nach partiellem oder vollstandigem Wasserentzug durch Hitze oder Kalte im Endprodukt
einen maximalen Wassergehalt von 5% aufweist (MilchErzVO). Trockenmilcherzeugnisse sind
durch eine lange Haltbarkeit und die Konservierung der Milchinhaltsstoffe gekennzeichnet. Diese
Erzeugnisse dienen der Bildung von Nahrungsreserven auf Milchbasis fir Notsituationen und
Krisenfalle, einer luckenlosen Marktdeckung, einem Ausgleich von saisonalen und regionalen
Schwankungen, einer Regelung des Angebots und einer Deckung des Bedarfs in der Futter-
mittel-, Lebensmittel- (Stifwaren-, Back-, Schokoladen-, Fleisch- und Wurstwarenindustrie),
Kosmetik- und Pharmaindustrie. Der Einsatz von Dauermilchprodukten eignet sich vor allem fur
Lander mit unzureichender Kiihltechnik (Tropen) und schlechter Infrastruktur. Unterschieden
werden Dauermilcherzeugnisse nach dem zu trocknenden Ausgangsprodukt, Eiweifs- und Fett-
gehalt (ANON. 2008a). Neben Milchpulvern werden Trockenmilchzubereitungen (Sauglings-
nahrung (SN), Milchaustauscher, didtetische Produkte und Substitutionsprodukte) sowie
Spezialpulver mit verschiedensten Zusatzen produziert. (BAKE et al. 2003, FRISTER 2007,
HAMMER et al. 2006, HAMMER u. HEESCHEN 1996, HELLER et al. 1996, SPREER 2005). In den
27 europaischen Mitgliedsstaaten wurden im Jahr 2008 850.000 t Vollmilch- und 1.060 000 t
Magermilchpulver produziert. Davon lieferte Deutschland 157.000 t Vollmilchpulver und
232.000 t Magermilchpulver (ANON. 2007c, ANON. 2008c).
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Sauglingsnahrung (SN)

Milchpulver ist eine Grundlage der auf Milch basierenden Sauglingsnahrung. Um die Nahrung an
die speziellen Bedurfnisse des Sauglings anzupassen, werden dem Milchpulver die einzelnen
Komponenten (Laktose, Starke, Maltodextrine, Saccharose, Pflanzenfett, Sojaproteinisolat), je
nach Loslichkeit und Mischbarkeit in trockenem oder fliissigem Zustand, beigemengt (MULLANE
et al. 2007). An die Produktion und Zubereitung von Sauglingsnahrung werden, auf Grund der
noch unvollstandigen Entwicklung des Immunsystems der Konsumenten, hochste hygienische
Anforderungen gestellt. Aus vielfaltigen Grunden kommt die rekonstituierte Sauglingsnahrung als
Muttermilchersatz zum Einsatz (CARIC 1993, HELLER et al. 1996, SINELL 1996). Seit 1989
werden E. sakazakii-Erkrankungen des Menschen mit auf Milchpulver basierender Sauglings-
nahrung in Verbindung gebracht. Da fir die sensiblen Konsumenten selbst eine geringe
Kontamination mit Mikroorganismen gesundheitliche Folgen haben kann, erfordert die
Herstellung von Trockenmilch/Sauglingsnahrung einen hohen lebensmittelhygienischen
Standard (HANSLIK et al. 2000).

2.4.2 Produktionsablauf: Milchpulver und Kontaminationswege innerhalb der Produktion
Die Milchpulverherstellung ist seit Jahrhunderten bekannt. Marco Polo berichtete bereits tuber
die Herstellung von Milchpulver in der Mongolei mit Hilfe von Sonnenenergie (BAKE et al. 2003).

Die Prozessparameter im Vorwege der Milchtrocknung zeigt Abbildung 2.2.
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----- >Untersuchung auf Milchinhaltsstoffe |
(MilchgiiteV0), auf Hemmstoffe, !
Temperatur nach VO (EG) Nr. 853/2004 !

_______________________________________

Reinigung

Fettstandardisierung bei der Herstellung von
Vollmilchpulver, Eiweifistandardisierung
bei Spezialpulvern

Y
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i ““~alje nach Produkt, ohne HeiBhaltezeit |
Magermilchkonzentrat: 45-80 °C, Soll: 72-74 °C |

____________________________________________

Abbildung 2.2 Prozessparameter im Vorwege der Milchtrocknung mit Critical Control Points
des untersuchten Werks (rot)

2.4.2.1 Anlieferung und Pasteurisation

Die Qualitat der Rohmilch hat einen entscheidenden Einfluss auf das Endprodukt. Erwunscht ist
ein Ausgangsprodukt mit einer niedrigen Gesamtkeimzahl, einem geringen Gehalt an thermo-
duren und anaerob wachsenden Keimen. Die Milch wird vor der Reinigung zuerst entgast,
anschliefend in Rahm und Magermilch separiert und durch Kurzzeiterhitzung pasteurisiert.
Hierauf kann eine Fett- oder Eiweif3standardisierung erfolgen (ANON. 2008a, BAKE et al. 2003,
BARTH et al. 1992, HELLER et al. 1996, SPREER 2005). Um beim Vollmilchpulver einen Fett-
austritt wahrend der Lagerung zu verhindern, wird die Milch nach der Fettstandardisierung oder

nach dem Konzentrieren zusatzlich homogenisiert.

E. sakazakii wird durch die Pasteurisation ausreichend abgetotet (Punkt 2.1.3), dennoch kdnnen
thermodure Mikroorganismen innerhalb des Rucklaufsystems des Plattenerhitzers ideale
Vermehrungsbedingungen vorfinden. Das System erlaubt neben einer Wachstumstemperatur von
45-55 °C die Anreicherung von Nahrstoffen durch Ablagerungen von Kaseinen. Dies flihrt im
Zusammenspiel mit geringen Stromungsverhaltnissen (geringer Keimverlust) sowie der
Abtotung bzw. dem Schwund einer konkurrierenden Begleitflora durch die Pasteurisation zu

Keimanreicherung und Produktkontamination. Die sogenannten ,cross-connections” entstehen
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durch Haarrisse oder Plattendurchbriche und fuhren zu ungewollten Vermischungen zwischen
pasteurisierter und nicht erhitzter Milch. Eine derartige Kontamination der pasteurisierten Milch
kann durch schitzende Druckgefille vermieden werden (HAMMER u. HEESCHEN 1996,
HELLER et al. 1996).

2.4.2.2 Eindampfer, Konzentratbehalter, Zwischenlagerung

Im Verdampfer wird der Milch 70 % des Wassergehalts entzogen; Masse und Volumen verringern
sich, Viskositat und Dichte steigen dagegen an. Um eine optimale Auslastung der Trocknungs-
tlirme zu garantieren, wird das Konzentrat in Ausgleichstanks zwischengelagert (HAMMER et al.
2006). Die Erhitzung des Konzentrats erfolgt unmittelbar vor der Zerstaubung um eine
unerwinschte Viskositatserhohung und Warmebelastung zu vermeiden. Bei der Konzentrat-
erhitzung richtet sich die Temperatur nach Art des Pulvers und beinhaltet keine definierte Heif3-
haltephase (BAKE et al. 2003, SPREER 2005).

Mikroorganismen, die die Pasteurisierung und Konzentrierung uberlebt haben, kdnnen sich in den
letzten Stufen des Eindampfers einnisten und bei ausreichendem Nahrstoffangebot und
Temperaturen zwischen 40 und 45 °C gut vermehren. Auch die retrograde Kontamination ist

hier zu berucksichtigen.

Eine weitere Gefahr der Kontamination bzw. Keimvermehrung besteht in der Zwischenlagerung
des Konzentrats in Ausgleichstanks vor der Trocknung. Um eine ideale Auslastung und gleich-
mafige Versorgung des Trocknungsturms zu gewahrleisten, wird das Konzentrat in den
Ausgleichtanks zwischengelagert. Hier herrschen optimale Vermehrungs- und Auskeimungs-
bedingungen fur neu eingetragene Keime bzw. Mikroorganismen, die den Erhitzungsschritt uber-
lebt haben. Die nachfolgende Konzentraterhitzung ohne definierte HeifRhaltezeit und die
anschlieRende Trocknung (Verdunstungskalte) fithren zu einer unvollstandigen und
unzureichenden Keimabtotung (BAKE et al. 2003, BECKER u. TERPLAN 1986a, BECKER u.
TERPLAN 1986b, HAMMER u. HEESCHEN 1996, HELLER et al. 1996, LICARI u. POTTER 1970a).

Zusatzlich zur Kontaminations- und Anreicherungsgefahr wahrend der Konzentrierung fuhrt die
Eindampfungsphase durch Verringerung der Wasseraktivitat zu einer erhohten Hitzeresistenz
der Keime (BECKER u. TERPLAN 1986a, BECKER u. TERPLAN 1986b, GONZALEZ-
CABEZAS et al. 1983, MC DONOUGH u. HARGROVE 1968, TERPLAN u. BECKER 1988).

2.4.2.3 Trocknungsverfahren
Bei der Hitzetrocknung kommt es durch Verdampfen oder Verdunstung zu einer Trennung der

Komponenten in eine feste und in eine gasformige Phase; diese endotherme Reaktion lasst
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Verdunstungskalte entstehen. Man unterscheidet bei der Milchpulverherstellung die Walzen-
und die Spruhtrocknung. Zur Herstellung hochwertigen Pulvers wird auch die Gefriertrocknung
eingesetzt. Der Wasserentzug vollzieht sich hierbei durch Sublimation, einhergehend mit einem
hohen Energieverbrauch und ohne Eiweifddenaturierung (BAKE et al. 2003, HELLER et al. 1996,
SPREER 2005).

Spriihtrocknung

Milchpulver wird heute iberwiegend durch Spriithtrocknung hergestellt (Abbildung 2.3). Im
Bereich der Eindampfung, Spriuhtrocknung, FlieRbetttrocknung und -kihlung kdnnen, je nach
Hersteller und Bauart der Gerate, Modifikationen zu den dargestellten Prozessabschnitten
bestehen (Abbildung 2.2, Abbildung 2.3). Der Trocknungsprozess von empfindlichen Produkten
(Sauglingsnahrung auf Milchbasis, Molkenprodukte) verlauft mehrstufig, um Schadigungen durch

Hitzedenaturierungen zu vermeiden.

Die erste Stufe der Trocknung, die so genannte Primartrocknung, findet im Trockenturm statt.
Dort wird das Konzentrat in feine Tropfchen von nahezu gleichem Durchmesser verspruht. Ein
Liter Tropfchen erhélt so eine Trocknungsoberflache von ca. 120 m?, wodurch ein rascher Stoff-
austausch zwischen der 170 bis 250 °C heifden Trocknungsluft und den Konzentrattropfchen
erfolgt. Durch Ausbildung einer Dampfhiille werden die Partikel vor Hitzedenaturierung geschutzt
(Leidenfrostsches Phanomen). Die Pulverteilchen rieseln mit einer Temperatur von 65-75 °C zu
Boden (Verdunstungskalte) und lagern sich dort mit einem Restfeuchtegehalt von 10-20 % zu
Agglomeraten zusammen. Um das trockene Pulver der Austragungsoffnung zuzufiihren, werden

im Trockenturm Blas-, Klopf- oder Kehrraumer eingesetzt.

Die zweite Stufe ist die Sekundartrocknung im Vibrationsbett- oder Wirbelschichttrockner. Die
auf dem sog. Flief3bett liegende Produktschicht wird mittels Vibrationen des heifen Luftstroms
aufgewirbelt und bis auf einen Endfeuchtegehalt von ein bis zwei Prozent getrocknet. Diese
Nachtrocknung wird mit einem < 100 °C warmen Luftstrom eingeleitet; das Milchpulver wird
gesiebt, nach Korngrofie eingeteilt, gekiuhlt und verpackt. Bei der Nachtrocknung kdnnen
Mischungen, Granulierungs- und Instantprozesse bzw. Beschichtungen (Lecithinieren)
vorgenommen werden. Die in der Prozessluft enthaltenen Pulverteilchen werden mit Zyklonen
und Filtereinrichtungen zurtickgewonnen und dem Produkt bei entsprechender Qualitat zugefihrt
(BAKE et al. 2003, HAMMER et al. 2006, HELLER et al. 1996, SPREER 2005).

Ein Rekontaminationsrisiko ist auch bei der Nachtrocknung im Flief3bett, der Instant-
Herstellung und der Riuckgewinnung von Pulverteilchen durch Zyklon- und Filteranlagen

gegeben. Die Abluft in FliefSbett, Zyklon- und Filteranlagen ist warm und feucht; dies fihrt an
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kalten Metalloberflachen zur Kondenswasserbildung, was wiederum in Verbindung mit Milch-
pulver ideale Vermehrungsbedingungen fiir Keime schaft (BECKER u. TERPLAN 1986a, BECKER
u. TERPLAN 1986b, HAMMER u. HEESCHEN 1996, MULLANE et al. 2007, TERPLAN u. BECKER
1988, WERNSMANN 2007, ZANGERL 2007). Neben der Abluft kdnnen schadhafte und
verschmutzte Mannlochdichtungen, undichte Filterrohren, lange Standzeiten der Textilfilter und
das riickgefiihrte Filterpulver selbst eine erhebliche Gefahr darstellen (HAMMER u.
HEESCHEN 1996, TERPLAN u. BECKER 1988).

Die wahrend der Trocknung gebildeten Pulverklimpchen oder -verkrustungen bzw. abgefallenen
Ablagerungen der Turmwand werden durch Siebeinrichtungen teilweise aufgeschlossen. Dabei
werden in den Klimpchen eventuell befindliche Keimnester freigesetzt, und was zu einer weit-
reichenden Kontamination des Endprodukts fiihren kann (HAMMER u. HEESCHEN 1996,
SIMONSEN et al. 1987, TERPLAN u. BECKER 1988).

__________________

| Trockenturm | ------------- > Priméartrocknung |
y
| FlieBbett |- ----------- > Sekundartrocknung |
| Sieb: Maschenweite ~ 5 mm | ‘Prozessluft
y '« Trocknungsluft: 170-250 °C
| Granulation, Instantprozesse, Mischungen | o Abluft: Zyklon/Filter i

» Transportluft

____________________________

Absackung Silolager

Sackware Silozug
Big Bag

Abbildung 2.3  Prozessabschnitte der Spriuhtrocknung

Im Trockenturm bestehen zahlreiche Moglichkeiten zur Rekontamination des Produkts. Zur
Herstellung von Milchpulver werden grofle Luftmengen als Prozessluft (Trocknungs-,
Transport-, Abluft) bendtigt. Die Luft, die mit dem Produkt in Kontakt kommt, durchlauft in der
Regel vorab bakteriendichte Filter. Temperaturunterschiede innerhalb des Produktionsumfelds
und die Freisetzung bzw. das Ansaugen von Prozessluft beglinstigen das Auftreten von Luft-
stromungen, welche erheblich zur Verbreitung und Verschleppung von kontaminiertem Material
auch an schwer erreichbare Stellen (z.B. Kabelschachte) beitragen konnen (HAMMER et al. 2006,
MULLANE et al. 2007, MULLANE et al. 2008).
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Weitere wichtige Kontaminationsquellen stellen das Feuerloschsystem, defekte Luftfilter,
kontaminiertes Konzentrat, Ermiidungsrisse im Bereich der Isolierung (Klopfer) und
Ablagerungen im Trockenturm dar. Eine Vermehrung auf der trockenen Oberflaiche des
Trocknungsturms ist zwar nicht moglich, jedoch kénnen sich in den Ablagerungen Keime
einnisten und jederzeit das Endprodukt kontaminieren (HAMMER u. HEESCHEN 1996,
MULLANE et al. 2007, TERPLAN u. BECKER 1988, WERNSMANN 2007).

Die aufleren Abdeckbleche der Isolierschicht sind oft nur punktformig verschweifdt bzw.
genietet, sodass es zu einem Eindringen von Wasser und Pulver in die Isolierschicht mit
anschliefender Vermehrung von Mikroorganismen kommen kann (BAKE et al. 2003, BECKER wu.
TERPLAN 1986a, BECKER u. TERPLAN 1986b, HAMMER u. HEESCHEN 1996, TERPLAN u.
BECKER 1988, ZANGERL 2007). Nach dem Anfahren eines stillgelegten Turms konnen in der
Turmisolierung vorhandene Keime durch das entstehende Vakuum durch die oben
beschriebenen Ermudungsrisse ins Innere des Turms angesaugt werden und den Turm
kontaminieren. Deshalb ist eine Untersuchung des ersten Sacks nach dem Anfahren eines Turms
als Kontrolluntersuchung wiinschenswert (BECKER u. TERPLAN 1986a, BECKER u. TERPLAN
1986b, ROWE et al. 1987, TERPLAN u. BECKER 1988).

Das Filterpulver entsteht bei der Trennung der Pulverpartikel von der Trocknungsluft, aus der
Abluft des Trocknungsturms, des FliefSbetts und der Nachtrocknung durch entsprechende
Filter, z.B. durch Textilschlauchfilter. Die Reinigung der Filter geschieht durch regelmafiig
auftretende Druckimpulse. Das anfallende Restpulver wird je nach Qualitat entweder als Futter-
mittel vermarktet oder zum primar gewonnenen Milchpulver zurtiickgefiuhrt. Um ein durch Filter
zuriickgewonnenes Pulver effektiv nutzen zu konnen, ist eine gute Pulverqualitat und damit ein
Austausch von Textilfiltern durch waschbare Filteranlagen unabdingbar (BAKE et al. 2003,
MULLANE et al. 2008).

Walzentrocknung

Die Technik der Walzentrocknung wird heute nur noch selten zur Herstellung von Spezialpulvern
eingesetzt. Durch die intensivere Hitzebehandlung kommt es bei dieser Methode zur Karamel-
lisierung der Laktose, dies fuhrt neben gustatorischen Veranderungen zu einer Erhohung des
Wasserbindungsvermogens. Neben Verarbeitungsmoglichkeiten in Fertiggerichten sowie in der
Wurst- und Backwarenindustrie kommt Walzenvollmilchpulver vor allem in der Schokoladen-
herstellung zum Einsatz. Das Konzentrat wird in einer dinnen Schicht auf eine dampfbeheizte
Trocknungswalze aufgetragen. Dies erfolgt durch Aufspriihung oder Ubertragung durch Auftrag-

walzen aus dem Nassguttrog bzw. ,Sumpf“. Die Walzenoberflache hat eine Temperatur von
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140-160 °C. Durch Verdunstung wird dem Konzentrat die restliche Feuchte entzogen. Nach einer
% Umdrehung der Walze wird das Produkt durch Schabemesser abgetragen, gemahlen und
verpackt (Abbildung 2.4) (BAKE et al. 2003, HELLER et al. 1996, SPREER 2005).

| Walzentrocknung (140-160 o) |

Y

| Abschaben |

Y

Miihle
Y

Schneckentransport

Y

Kuhlung im Fliefsbett < 30 °C

Y

| Sieb mit Maschenweite von 5 mm |

Y

| Trommelsichter |

Y

| Metalldetektor |

Y

| Silolager, Big Bag, Absackung |

Abbildung 2.4 Prozessabschnitte der Walzentrocknung mit Critical Control Points des
untersuchten Werks (rot)

2.4.2.4 Kontaminationen nach der Trocknung

Im Bereich der Abpackung kann kontaminiertes Packmaterial bzw. Aspirationspulver, welches
durch Ansaugung des Milchpulvers bei der Verpackung gebildet wird, zu einer Kontamination des
Endprodukts fiihren (HAMMER u. HEESCHEN 1996, HAMMER et al. 2006, SHEPHERD 2008).

Im Silolager ist aufgrund der trockenen Verhaltnisse eine Vermehrung der Keime nicht moglich,
jedoch entstehen ideale Wachstumsbedingungen bei akzidentellem Auftreten von Feuchtigkeit
(HANSLIK et al. 2000, HAMMER et al. 2006, CORDIER 2006).

2.4.2.5 Endprodukt

Die mikrobiologische Qualitat des Endprodukts ergibt sich aus der Beschaffenheit der
angelieferten Rohmilch, dem Keimwachstum im Produktionsverlauf und einer Rekontamination
des Endprodukts (BAKE et al. 2003, HELLER et al. 1996, MULLER et al. 1996, SINELL 1996,
SPREER 2005). Durch den niedrigen a -Wert des Milchpulvers von 0,6 ist eine Vermehrung von
Mikroorganismen ausgeschlossen, dennoch konnen solche Lebensmittel lebensfahige pathogene

und saprophytare Keime sowie hitzstabile Toxine (z.B. von Staphylokokken) enthalten. Eine
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unzureichende Trocknung, Kondenswasserbildung, feuchte Lagerbedingungen sowie die
hygroskopischen Eigenschaften des Milchpulvers fuhren zu einer Erh6hung des a -Werts und
somit ggf. zur Keimvermehrung. Unwissenheit und falsche Zubereitung durch den Verbraucher
konnen in explosionsartigen Vermehrungsraten von eventuell im Milchpulver enthaltenen
pathogenen Keimen resultieren (BARTH et al. 1992, CORDIER 2006, MULLANE et al. 2007,
MULLANE et al. 2008). Auf Milchpulver basierende Sauglingsnahrung setzt sich aus mehreren
Komponenten zusammen, wodurch fur Mikroorganismen mehrere Eintragswege ins Produkt
bestehen (ANON. 2007a, HAMMER u. HEESCHEN 1996, KRESS et al. 2005, LAMBERT-LEGACE
1982). Ein kontaminiertes Produktionsumfeld des Herstellungsbetriebs fiir Sduglingsnahrung
stellt eine weitere Moglichkeit fiir Keime ins Produkt zu gelangen dar. MULLANE et al. (2007)
konnten mittels PFGE diesen Kontaminationsweg vom mit E. sakazakii kontaminierten Umfeld

ins Endprodukt Sauglingsnahrung nachweisen.

Nach der Trocknung wird das Pulver abgekuhlt, im Silo gelagert, in Dosen, beschichteten
Papiersacken, Plastiksacken oder Big Bags verpackt oder als Siloware ausgeliefert (BAKE et al.
2003, SPREER 2005). Durch den niedrigen Wassergehalt ist eine lange Haltbarkeit des Milch-
pulvers gegeben. Eine Vermehrung von Mikroorganismen sowie mikrobieller Verderb findet somit
nicht statt (BREEUWER et al. 2003, EDELSON-MAMMEL et al. 2005). Die Haltbarkeit wird
allerdings durch die Aktivitat der Lipasen begrenzt. Magermilchpulver besitzt durch seinen
niedrigen Fettgehalt zwei bis vier, Vollmilchpulver ein bis drei Jahre Stabilitat. Die Fettoxidation
kann durch Zugabe von Antioxidantien und von Schutzgas (NZ) vermindert werden. Milchpulver
hat stark hygroskopische Eigenschaften. Es empfiehlt sich eine trockene Lagerung bei 15 °C
und 75 % relativer Luftfeuchte. Sinkt der Trockenmassegehalt < 93 %, kommt es zur Schimmel-
bildung und mikrobiellem Verderb (BAKE et al. 2003, HELLER et al. 1996, SPREER 2005).

2.4.3 Kontaminationen aus dem Produktionsumfeld

Da es sich bei der Milchpulverproduktion um einen Prozess mit hoher thermischer Einwirkung
(Pasteurisation, Eindampfung, Trocknung) handelt, ist eine Kontamination des Endprodukts tiber
den Prozessweg sehr unwahrscheinlich (SIMONSEN et al. 1987). Die Kontamination des Umfelds,
hier am Beispiel von Salmonellen, erfolgt u.a uber bauliche Mangel wie Undichtigkeiten mit
Wassereintritt im Bereich des Daches und ungefilterte Prozessluft. Daneben konnen belebte
Vektoren wie z.B. Schadlinge und deren Ausscheidungen, Vogel, Nager, Personal und unbelebte
Vektoren wie Verpackungsmaterial, Transportfahrzeuge, Schimmelpilzsporen, Staub- und Luft-
partikel, schwebfahige Einzelkeime und Rohstoffe bei Kontakt mit keimhaltigen Material die

Verschleppung und Ausbreitung eines Erregers innerhalb eines Betriebs ermoglichen. In Milch-



Milchpulverherstellung 31

trocknungsbetrieben bilden Milchpulverreste in Verkrustungen und Staubnischen in Verbindung
mit Warme und Feuchtigkeit ideale Wachstumsbedingungen fiir Mikroorganismen. Solche
Voraussetzungen entstehen haufig bei Drosselung der Produktion und Stilllegung der
Anlage, z.B. fur Wartungsarbeiten. Das Endprodukt wird somit durch eine mehr oder weniger
starke mikrobielle Kontamination des Umfelds gefahrdet (BECKER u. TERPLAN 1986a, BECKER
u. TERPLAN 1986b, HANSLIK et al. 2000, KANDHAI et al. 2006, LANGFELDT et al. 1988,
MULLANE et al. 2007, MULLANE et al. 2008, TERPLAN u. BECKER 1988).

2.5 Risikoerorterung und Qualitatssicherung

2.5.1 Risikoerorterung

In Deutschland obliegt die offizielle Risikobewertung von mikrobiologischen Risiken in Lebens-
mitteln hinsichtlich des gesundheitlichen Verbraucherschutzes dem Bundesinstitut fir
Risikobewertung (BfR). Aus diesem Grund wird nachfolgend nur noch von Risikoerorterung
gesprochen. Weltweit anerkannte Risikobewertungen werden von der WHO vorgenommen
(ANON. 2004a, ANON. 2006, ANON. 2007a, ANON. 2008b).

Endprodukt: Milchpulver, auf Milchpulver basierende Sauglingsnahrung

Bei Milchpulver handelt es sich nicht um ein steriles, aber um ein mikrobiologisch stabiles
Produkt, d.h. pathogene Erreger konnen im Milchpulver in geringen Mengen vorkommen und
teilweise lber sehr lange Zeit iberleben (DRUDY et al. 2006b). E. sakazakii verfiigt iiber eine
ausgepragte Resistenz gegentiber Austrocknung und uberlebt Einlagerungszeiten von iber
zwei Jahren. Durch den hohen Trockenmassegehalt ist bei trockener Lagerung eine Vermehrung
von Mikroorganismen jedoch nicht méglich (AGOSTONI et al. 2004, ANON. 2007a). Die im Milch-
pulver enthaltenen Inhaltsstoffe bieten jedoch im rekonstituierten Zustand ein ideales Nahr-
medium fur Mikroorganismen. Da E. sakazakii in der Lage ist, sich schnell an veranderte Milieu-
bedingungen anzupassen, konnten von NAZAROWEC-WHITE u. FARBER (1997b) und KANDHAI
et al. (2006) fiir auf Milchpulver basierende Sauglingsnahrung kurze Latenzzeiten mit starken
Wachstumsraten ermittelt werden. Die E. sakazakii-Kontaminationsrate, ermittelt anhand von
Stichproben aus der weltweiten Milchpulverproduktion, lag zwischen 4,2 und 14 %, die der auf
Milchpulver basierenden Sauglingsnahrung bei 2,4-25,0 % und die der Kleinkindermislis bei
5,6 %. KRESS et al. (2005) konnten in ihren Untersuchungen dagegen zeigen, dass milchfreie
Folgenahrung fiir Sauglinge eine hohere Kontaminationsrate aufwies als Produkte auf Milch-
basis und schlieffen daraus, dass Milchtrockenerzeugnisse nicht die einzige und moglicherweise

nicht die wichtigste Eintragsquelle fir E. sakazakii in Sauglingsnahrung darstellen. Weitere
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Kontaminationsquellen liegen somit in den restlichen Zutaten der Sauglingsnahrung sowie im

Herstellungsbetrieb selbst.

2.5.2 Risikominimierung durch Qualitatssicherung bei der Produktion

Der Schwerpunkt der Qualitatssicherung liegt in dieser Arbeit auf den lebensmittelhygienischen
Parametern des herzustellenden Produkts (mikrobiologische, chemische und physikalische
Gefahren). Der Vollstandigkeit halber seien an dieser Stelle auch die produktspezifischen
Qualitatsmerkmale erwahnt (Schiittgewicht, Haltbarkeit, Loslichkeit, Schmutzbild, Restfeuchte,
Geschmack, Nahrwert usw.). Um den Schutz der menschlichen Gesundheit vor Lebensmittel-
infektionen und -intoxikationen zu gewabhrleisten, ist eine ganzheitliche Betrachtung des
Produktionsprozesses von der Urproduktion bis zum Endverbraucher nach dem Motto ,from
stable to table unumgénglich (HABRAKEN 1986, ICMSF 2002, MULLER et al. 1996).

Die Basis der heutigen Qualitatssicherung ist ein solides Grundgerust aus idealen raumlichen
und technischen Voraussetzungen, Reinigungs- und Desinfektionsmafinahmen, einer
integrierten Schadlingsbekampfung, regelmafigen Fortbildungsmafinahmen, Arbeitsrichtlinien
fur gute Hygienepraxis, einer durchdachten Betriebshygiene und geeigneten Arbeits-
bedingungen. Komplettiert wird dieses Grundgerust durch prozessbegleitende Kontroll-
mafinahmen wie das HACCP-Konzept sowie ein allumfassendes sog. Total Quality Management,

welches auf dem Prinzip der Fehlervermeidung durch Rickkopplungssysteme beruht.

2.5.2.1 Umfeldmonitoring

Da wenig Daten bezuglich E. sakazakii-Kontaminationen in Milchtrocknungssytemen zur
Verfugung stehen, wird im Folgenden auch auf Salmonellen und Enterobacteriaceaen im
Allgemeinen eingegangen. JARL u. ARNOLD (1981) empfehlen einem Milchtrocknungsbetrieb zur
Einschrankung und Beherrschung einer Salmonellen-Kontamination neben einer systematischen
Durchfiihrung und Uberwachung aller notwendigen Hygienemanahmen eine wochentliche
Probenahme aus dem Produktionsumfeld mit anschlieflender Endproduktkontrolle bei zwei-
maligem positiven Befund aus dem Umfeld. Da Salmonellen zur Familie der
Enterobakterien gehoren und somit ahnliche Verbreitungswege aufweisen, werden der Nach-
weis von Coliformen und Enterobacteriaceaen beim Monitoring als Indikatorkeime eingesetzt.
Da bei der Milchpulverproduktion von einer Kontamination des Endprodukts aus dem
Produktionsumfeld auszugehen ist, gilt: Ein negativer Salmonellenbefund im Umfeld fihrt zu
einem negativen Befund im Endprodukt (BECKER u. TERPLAN 1986a, BECKER u. TERPLAN
1986b, FOSTER 1971, HABRAKEN et al. 1986, ICMSF 2002, JARL u. ARNOLD 1982, HAMMER
et al. 2006, LANGFELDT et al. 1988, RAY et al. 1971, ROWE et al. 1987, SIMONSEN et al. 1987,
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TERPLAN u. BECKER 1988). CORDIER (2006), MULLANE et al. (2008) und SHEPHERD (2008)
weisen ausdrucklich auf die Notwendigkeit eines Enterobacteriaceae-Monitoring im Umfeld der

Produktionsanlagen fiir die Bekampfung von E. sakazakii hin.

2.5.2.2 Zonenkonzept

Zonenkonzepte sind betriebsspezifische Hygienekonzepte. Sie beruhen je nach Hygieneanspruch
z.B. auf einer Dreiteilung der Produktionsbereiche. Das jeweilige Konzept soll einen Neueintrag
von Erregern aus der Aufenwelt verhindern, ein Eindringen des Keims zeitnah erkennen, den
Ursachen entgegenwirken und einer Verschleppung in die verschiedenen Betriebsabschnitte
vorbeugen. Der Bereich mit dem niedrigsten Hygieneanspruch ist z.B. ,schwarz“ gekenn-
zeichnet; hier haben Personen und Fahrzeuge zur Auenwelt freien Zugang (Lager mit
verpacktem Produkt). Beim einem ,grauen” Bereich handelt es sich um einen Ubergangsbereich;
Personen und Fahrzeuge haben keinen freien Zugang, jedoch kann nicht dekontaminierbares
Material iiber Ubergangsstationen ein- und ausgebracht werden (HAMMER et al. 2006). Der
Bereich mit den hochsten Hygieneansprichen ist ,weifR* gekennzeichnet; der Zutritt erfolgt tber
Schleusen bzw. Ubergabestellen und ist nach Stockwerken und Funktionen in Teilbereiche
unterteilt. Diese Unterteilung der weiflen Zone spielt eine wichtige Rolle beim Umfeld-
monitoring z.B. fur Salmonellen. Bei der Umfeldbeprobung kommen fir den jeweils definierten
Bereich explosionssichere Staubsauger zum Einsatz. In Milchtrocknungsbetrieben fallen
hierunter z.B. folgende Bereiche: Eindampfung, Trocknungsturm, Luftfiltration (Turm-, Trans-
port-, Abluft), Silolager, Absackung und Schaltwarte) (CORDIER 2006, HAMMER et al. 2006,
MULLANE et al. 2007, SHEPHERD 2008).

2.5.2.3 Reinigungskonzept

In einem Milchtrocknungswerk stellt - neben Milchpulverresten, die als Nahrstoffgrundlage und
Trager von Bakterien fungieren - die vorhandene Feuchtigkeit eine weitere Moglichkeit zur
Vermehrung der Mikroorganismen dar (CORDIER 2006, LICARI u. POTTER 1970b, MULLANE et
al. 2008, SIMONSEN et al. 1987). Da ein aus sieben Metern Hohe fallender Tropfen Kondens-
wasser mit einem Durchmesser von flinf Millimetern in 5.000 Mikrotropfchen zerfallt, erscheint
eine Nassreinigung mit einem erheblichen Gefahrdungspotential verbunden zu sein, das zur
Vermehrung und Verschleppung von Kontaminanten erheblich beitragen kann. Daher wird in
einigen Werken das Prinzip der Trockenreinigung mit mechanischen Mitteln unter Ausschluss von
jeglichen DesinfektionsmaRnahmen praktiziert (HAMMER et al. 2006). Eine strikte Trennung

zwischen dem Nass- und Trockenbereich ist einzuhalten. Jegliches Eindringen von Wasser sowie
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Kondenswasserbildung sind weitestgehend zu vermeiden (CORDIER 2006, MULLANE et al. 2007,
SHEPHERD 2008).

2.5.3 Mafinahmen zur Risikominimierung beim Verbraucher bzw. Betreuungspersonen

Durch fehlerhafte Zubereitung und Lagerung von gering kontaminierter Sauglingsnahrung bzw.
Milchpulver (Anriihren von zu grofien Mengen, zu lange Aufbewahrung bei RT, unzureichende
Kihlung = 4 °C und nochmalige Aufwarmung bzw. lange Warmhaltezeiten in Flaschenwarmern
< 65 °C) kann sich E. sakazakii explosionsartig vermehren (AGOSTONI et al. 2004, CORDIER
2006). Erkrankungsfalle bei Sauglingen und Neugeborenen sind somit zwar auf kontaminierte
Sauglingsnahrung zuruckzufuhren, resultieren aber meistens auch aus mangelhafter Kichen-
hygiene. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kontaminationsrate beim End-
produkt der Walzentrocknung zwischen 1,2 und 33,3 % und beim Spriihmagermilchpulver des
ersten Turms bei 1,9 % lag. Dieses Milchpulver wird der Sauglingsanfangsnahrung im Dry Mix
Verfahren in unterschiedlichen Anteilen beigemischt und tragt somit zur Kontamination der
Babynahrung bei (KRESS et al. 2005, MULLANE et al. 2007). Durch das Vermengen der unter-
schiedlichen Zutaten kommt es zwar zu einer Verdiunnung des Keimgehalts, jedoch kann, wie

schon oben erwahnt, unter Umstanden eine rasante Vermehrung von E. sakazakii auftreten.

Deshalb formulierte 2002 die US Food and Drug Administration (FDA) folgende Hinweise zur
Zubereitung und Handhabung von Sauglingsnahrung (FDA 2002b):

| Erforderliche Trinkmenge pro Mahlzeit frisch herstellen, Anlegung von Tagesvorraten
vermeiden, zubereitete und bei RT gelagerte Sauglingsnahrung nach max 4 h wegwerfen
(AGOSTONI et al. 2004, DRUDY et al. 2006b, GURTLER u. BEUCHAT 2007b,
LIN u. BEUCHAT 2007)

] Zubereitung der Sauglingsnahrung mit = 70 °C heiflem Wasser
(EDELSON-MAMMEL et al. 2006)

Eine Infektion konnte durch Stillen verhindert werden, da dies aber in zahlreichen Fallen nicht
moglich ist (Agalaktie, Mastitis, Risikopatienten, Verhinderung einer HIV-Infektion liberwiegend
in der Dritten Welt), ist eine Erndhrung mit steriler Sduglingsnahrung anzustreben (DOHERTY et
al. 2007, KAUFMAN u. FAIRCHILD 2004). Dies macht jedoch eine umfassende Aufklarung der
Verbraucher und eine gute Kiichenhygiene nicht Gberflussig, da eine Vermehrung des Erregers

in gedffneter, rekontaminierter und falsch verwahrter Nahrung stattfinden kann (ANON. 2007a).
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Zu dem gesamten Themenkomplex veroffentlichte ein Expertengremium der Welternahrungs-
(FAO) und Weltgesundheitsorganisation (WHO) folgende Empfehlungen (Enterobacter sakazakii
and other micoorganisms in powdered infant formula: meeting report, Microbiological Risk
Assessment (MRA) Series, No. 6):

1. Regelmafiige Aufklarung der Betreuungspersonen uber das Gefahrdungspotential von
Muttermilchersatznahrung fir Sauglinge sowie Hinweise zur Risikominimierung
(es handelt sich nicht um ein steriles Produkt, sondern es besteht jederzeit die
Maglichkeit einer Kontamination mit pathogenen Erregern)

2.  Sterile Sauglingsnahrung bei der Betreuung von Risikopatienten verwenden sowie
geeignete MaRnahmen zur Dekontamination ergreifen

3.  Richtlinien fur die richtige Handhabung, Lagerung und Zubereitung von
Sauglingsnahrung erstellen

4.  Bereitstellung eines breiten Angebots steriler Babynahrung fur Risikopatienten durch die
Industrie

5.  E. sakazakii aus dem Produkt und dem Produktionsumfeld der Industrie durch geeignete
Manahmen (Enterobacteriaceae-Monitoring) zurlickdrangen

6.  Mikrobiologische Kriterien flir E. sakazakii in Sauglingsnahrung festsetzen

7. Entwicklungslander aufgrund der hohen Anzahl an untergewichtigen,
immunsupprimierten und HIV gefahrdeten Konsumenten besonders unterstutzen

8. International anerkannte Isolierungs-, Identifizierungs- und molekularbiologische
Typisierungsmethode so schnell wie moglich festlegen

9.  Studien zu Vektoren, Kontaminations- und Infektionsquellen erheben

10. Fehlende Kenntnisse in den Bereichen Reservoir, Taxonomie, Virulenz usw. durch

gezielte Forschungsvorhaben ausgleichen

Punkt 3 wurde 2007 von der WHO und FAO in: Guidelines: Safe preparation, storage and
handling of powdered infant formula umgesetzt. Punkt 6 wurde in der Europaischen Union (EU)
bereits erfolgreich in der Verordnung lber mikrobiologische Kriterien in Lebensmitteln (EG)
Nr. 2073/2005 in Verbindung mit der VO (EG) Nr. 1441/2007 erfiillt, mit einem Probenahme-

plan fiir Sduglingsnahrungsmittel n =30 a 10 g, ¢ = 0, E. sakazakii in keiner Probe nachweisbar.
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2.6 Lebensmittelhygienisch relevante Rechtsgrundlagen

2.6.1 Milchpulver

Im Hinblick auf die unter Punkt 2.2.4 bereits hervorgehobenen Risikogruppen fur Erkrankungen
mit E. sakazakii erstellten die Welterndhrungsorganisation (FAO) und die Weltgesundheits-
organisation (WHO) drei Berichte auf internationaler Ebene mit Angaben zu Epidemiologie,
Mikrobiologie, Risikomanagement und Lebensmittelzubereitung (ANON. 2004c, ANON. 2006,
ANON. 2007a). Daneben wurden von der FAO/WHO gegriindeten Codex Alimentarius-
Kommission international anerkannte Standards und Empfehlungen zur Produktion, Hygiene,
Beschaffenheit und Kennzeichnung von Lebensmitteln erarbeitet (ANON. 1979, ANON.
1997a, b). Neben den produktspezifischen Hygienevorschriften fiir Milch und Milchprodukte,
dargestellt im CAC/RCP Report 57 (ANON. 2004b), auBerte sich die Kommission im CAC/RCP
Report 21-1979 (Tabelle 2.2) (ANON. 1979) ebenfalls unter Einbeziehung des erhdhten Risikos

fur Sauglinge und Kleinkinder zu spezifischen HygienemaRnahmen und mikrobiologischen

Kriterien.

Tabelle 2.2  Mikrobiologische Kriterien fiir Sduglingsnahrung (CAC/RCP 21-1979)

Keim n c m/g M/g
mesophile aerobe Bakterien 5 2 103 104
coliforme Keime 5 1 <3* 20
Salmonella in 25 g (Probe) 60 O 0 -

n: Anzahl der Proben, c: Anzahl der Proben mit einer Keimzahl zwischen m und M, m/g: Schwellenwert fiir die
Keimzahl in KbE/g, M/g: Hochstwert fiir die Keimzahl in KbE/g

*< 3 kein positives Rohrchen im Standard drei Réhrchen MPN (most probable number) method (ICMSF 1978)

Die Herstellung von Milchpulver bietet neben einer vielseitigen Vermarktungsmaglichkeit auch
eine abwechslungsreiche Produktpalette. Die Milcherzeugnisverordnung schafft hierfur die recht-
liche Grundlage auf nationaler Ebene. Neben dem klassischen Ersatz fur herkommliche Frisch-
milch spielt Milchpulver als Bestandteil in zahlreichen Produkten der Lebensmittel-
industrie, aber auch bei der Herstellung von diatetischen Produkten fur altere, kranke Personen
sowie Sauglinge eine wichtige Rolle. In Bezug auf diese diatetischen Lebensmittel fur Sauglinge
und Kleinkinder setzt die Diatverordnung in § 14 folgende mikrobiolgische Kriterien fest
(Tabelle 2.3).
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Tabelle 2.3  Mikrobiologische Kriterien fir diatetische Lebensmittel fir Sauglinge und
Kleinkinder nach § 14 der Diatverordnung

Produktbeschaffenheit mikrobiologisches Kriterium

genussfertig < 10.000 Keime/ml

trocken, eingedickt < 50.000 Keime/g

genussfertig < 150 aerobe sporenbildende oder eiweifdlosende
Bakterien/ml

trocken, eingedickt < 150 aerobe sporenbildende oder eiweiflosende

Bakterien/0,1 g

Das grundlegende Ziel des europaischen Lebenmittelrechts ist ein hohes Schutzniveau der
Gesundheit der Bevolkerung in allen Mitgliedsstaaten der Europaischen Union. Den Grundstein
des europdischen Lebensmittelrechts bildet die VO (EG) Nr. 178/2002 mit den darauf
aufbauenden VO (EG) Nr. 852/2004, 853/2004, 854/2004 und 882/2004. Die Bewertung von
Milchpulver bzw. auf Milchpulver basierender Sauglingsnahrung erfolgt nach Artikel 14, 2 und
4a in Verbindung mit § 5 des Lebensmittel-, Bedarfsgegenstande- und Futtermittelgesetzbuchs
(LFGB). Darin heifdt es, dass nicht sichere (gesundheitsschadliche) Lebensmittel nicht in den

Verkehr gebracht werden durfen.

Um unterschiedliche Auslegungen des Lebensmittelrechts zu vermeiden, wurde auf
europaischer Ebene eine Harmonisierung der Sicherheitskriterien fiir Lebensmittel in der VO (EG)
Nr. 2073/2005 bzw. der Nachfolge-VO 1441/2007 vorgenommen. Hier wurden
mikrobiologische Kriterien fiir bestimmte Mikroorganismen fiir das Produkt (Lebensmittel-
sicherheitskriterium) und fiir das Herstellungsverfahren (Prozesshygienekriterium) sowie
Durchfihrungsbestimmungen fur allgemeine und spezielle HygienemafRnahmen nach
VO (EG) 852/2004 festgelegt.

2.6.2 Lebensmittelsicherheitskriterium fiir Milchpulver und diatetische Produkte

Die in Tabelle 2.4 aufgefiuihrten Kriterien gelten am Ende des Herstellungsprozesses von Milch
und Milcherzeugnissen (Prozesshygienekriterien) sowie fiir die in den Verkehr gebrachten
Erzeugnisse wahrend der Haltbarkeitsdauer. Bei einem positiven Erregernachweis handelt es
sich nach VO (EG) Nr. 2073/2005 in Verbindung mit VO (EG) Nr. 1441/2007 um ein unbefriedi-
gendes Ergebnis, d.h. ein nicht sicheres Lebensmittel (Lebensmittelsicherheitskriterien). Der
Lebensmittelunternehmer darf das Produkt nicht in den Warenverkehr bringen bzw. muss es

vom Markt nehmen.



Tabelle 2.4 Lebensmittelsicherheits- und Prozesshygienekriterien nach VO (EG) Nr. 2073/2005 in Verbindung mit Nr. 1441/2007
Lebenmittelsicherheitskriterien

Keim n c m=M Produkt Analyse-Methode
L. monocytogenes 10 0 in 25g nicht nachweisbar a a
Salmonella 5 0 in 25g nicht nachweisbar b B,*
Staph.-Toxin 5 0 in 25g nicht nachweisbar b \%
Salmonella 30 0 in 259 nicht nachweisbar c B
Salmonella 30 0 in 259 nicht nachweisbar d B
E. sakazakii 30 0 in 10 g nicht nachweisbar c 5, **
Prozesshygienekriterien
Keim n c Grenzwerte in KbE/g Produkt Bemerkung
m M 8, ek
Enterobacteriaceae 5 0 10 e g,
Staphylokokken (KP) 5 2 10 100 e n, **,
Enterobacteriaceae 10 0 in 10 g nicht nachweisbar c n, *****
Enterobacteriaceae 5 0 in 10 g nicht nachweisbar d B
prasumptiver B. cereus 5 1 50 500 c

n: Anzahl der Probeneinheiten der Stichprobe, c: Anzahl der Probeneinheiten, deren Werte zwischen m und M liegen, m: Schwellenwert fiir die Keimzahl in KbE/g,
M: Hochstwert fiir die Keimzahl in KbE/g, L. monocytogenes: Listeria monocytogenes, Staph. — Toxin: Staphylokokken — Enterotoxine, E. sakazakii. Enterobacter
sakazakii, KP Koagualse positiv, B. cereus: Bacillus cereus

Produkt: a: 4 Verzehrsfahige Lebenmittel, die fiir Sduglinge oder fiir besondere medizinische Zwecke bestimmt sind — bei Lebensmitteln, die einer Warmebehandlung
oder einer anderen Verarbeitung unterzogen wurden, durch die Listeria monocytogenes abgetotet werden, wenn eine erneute Kontamination nach der Verarbeitung
nicht moglich ist; b: Milch- und Molkepulver; ¢: Getrocknete Sduglingsanfangsnahrung und getrocknete didtetische Lebensmittel fiir besondere medizinische Zwecke,
die fiir Sduglinge < 6 Monaten bestimmt sind, d: Getrocknete Folgenahrung, e: Milch und Molkepulver, Kriterium gilt nicht fiir Erzeugnisse, die zur weiteren Verarbeitung
in der Lebensmittelindustrie bestimmt sind

Analytische Referenzmethode: a: EN/ISO 11290-1; B: EN/ISO 6579; ,: Europaisches Screening-Verfahren des Gemeinschaftlichen Referenzlaboratoriums fiir
koagulasepositive Staphylokokken und Staphylokokken-Enterotoxine in X/Iilch und Milcherzeugnissen; g: ISO/TS 22964; .: ISO: 21528-2; ¢ EN/ISO 6888-1 oder
6888-2; : ISO 21528-1

Bemerkung: *: gemaRt den Kriterien fiir koagulasepositive Staphylokokken; **: eine Paralleluntersuchung auf Enterobacteriaceae und E. sakazakii ist durchzufiihren,
sofern nicht eine Korrelation zwischen diesen Mikroorganismen auf Ebene der einzelnen Betriebe festgestellt wurde. Werden in einem Betrieb in einer Probeneinheit
Enterobacteriaceae nachgewiesen, ist die Partie auf E. sakazakii zu untersuchen. Der Hersteller muss zur Zufriedenheit der zustandigen Behdrde nachweisen, ob
zwischen Enterobacteriaceae und E. sakazakii eine derartige Korrelation besteht; ***: Mafinahme im Fall unbefriedigender Ergebnisse: Kontrolle der
Wirksamkeit der Warmebehandlung und Verhinderung einer erneuten Kontamination; ****¥: Verbesserungen der Herstellungshygiene; sofern Werte > 10° KbE/g
nachgewiesen werden, ist die Partie auf Staphylokokken-Enterotoxine zu untersuchen; ***¥¥; Verbesserung der Herstellungshygiene zur Minimierung der
Kontamination, eine Paralleluntersuchung; ***¥¥¥; \lerbesserung der Herstellungshygiene, Verhinderung der Rekontamination, Auswahl der Rohstoffe

8¢

Anjeialln
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material
3.11 Beschreibung des untersuchten Milchpulverwerks

Die Auswahl des Werks erfolgte ausschliefilich nach logistischen Grunden. Der Betrieb befindet
sich in der naheren Umgebung des Max Rubner Instituts (MRI), was eine zeitnahe und tagliche

Probenahme ermoglichte. Eine Skizze des Werks befindet sich in Anhang B, Abbildung B.1.

3.1.1.1 Milchpulverherstellung

Nach der Rohmilchanlieferung erfolgt eine automatische Probenahme mit Untersuchung auf
Hemm- und Milchinhaltsstoffe, anschlieBend wird die Rohmilch grob filtriert (Sieb mit 1 mm
Maschenweite). Eine zusatzliche Reinigung bzw. Entgasung erfolgt nicht. Die weiteren Prozess-
schritte im Vorwege der Milchtrocknung entsprechen den Ausfiihrungen unter Punkt 2.4.2,
Abbildung 2.2.

Spriihtrocknung

Die zwei Trocknungstirme werden hauptsachlich zur Produktion hochwertigen Sprithmager- und
Buttermilchpulvers fur die StiRwarenindustrie verwendet. Die Produktionskapazitat liegt bei
2,5 t/h/Turm. Bauartliche Unterschiede zwischen beiden Tlirmen bestehen bei Textilfiltern, Flief3-
betttrocknung und Siebanlagen. Die Modifikationen in der FlieRbetttrocknung und der Sieb-
einrichtung beeinflussen jedoch nur die produktspezifischen Eigenschaften des Milchpulvers
(z.B. Schiittgewicht). Turm 1 verfiigt (iber ein integriertes FlieBbett und eine Siebanlage nach dem
Zyklon, bei Turm 2 dagegen handelt es sich um ein externes Flief3bett mit anschlieflender
Sichtung. Die Filteranlage des ersten Turms verfligt im Gegensatz zu der des zweiten Turms Uber
eine heifdere Filterkammer, dadurch kommt es zu einer geringeren Belagbildung durch Milch-
pulverreste und zu einem geringeren Luftfeuchtegehalt der Abluft. Detailliertere Angaben zur
Spruhtrocknung sind unter Punkt 2.4.2.3, Abbildung 2.3 beschrieben.

Prozessluft

Die Prozessluft eines Milchtrocknungswerks setzt sich zusammen aus der Trocknungs- und Trans-
portluft. Die bendtigte Prozessluft wird in diesem Werk durch Luftansauganlagen aus der zur
Verfligung stehenden Raumluft entnommen. Die Beliiftung erfolgt liber eine circa 15 m? grofie
Luftéffnung (Anhang C, Abbildung C.3). Diese Offnung ist mit einem groben ,Fliegengitter*
(~1 cm? Maschenweite) und einem Lamellenschutz ausgestattet. Innerhalb einer Stunde werden
Luftmassen von ~100.000 m3 Luft allein im Trocknungsbereich der Spriihtrocknung durch die
Ansauganlagen und Ventilatoren (Temperaturregelung) umgewalzt. Die Trocknungsluft wird im

jeweiligen Lufterhitzer auf > 220 °C erhitzt und wird nun keimfrei zur Trocknung des
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Konzentrats zu den beiden Turmen geleitet. Die unerhitzte Transportluft wird bei der Ansaugung
grob filtriert und durch HEPA (High Efficiency Particulate AIR 10) Filter entkeimt. Diese haben
einen Gesamtabscheidegrad von > 85 % MPPS (Most Penetrating Particle Size). Die Abluft

gelangt Uber Abluftschachte wieder in die Aufenwelt.

Filteranlagen

Die beiden Trocknungstirme des Werks sind mit Textilfiltern ausgestattet
(Anhang C, Abbildung C.3). Die Filterschlauche werden jahrlich erneuert. Die Filteranlagen
verfugen tber Mannlochoffnungen, welche zur Kontrolle, Reparatur usw. vom Personal geoffnet
und ,betreten® werden konnen. Je nach mikrobiologischem Status wird das ruckgewonnene
Filterpulver des ersten Turms in den Produktstrom riickgefiihrt (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1 Vom Werk fixierte mikrobiologische Qualitatskriterien des Filterpulvers vor der
Rickfiihrung zum Produktstrom

Mikrobiologisches Kriterium Warnwert KbE/g Grenzwert KbE/g
Schimmel 10 100

Hefen 10 100
Enterobacteriaceae 10 100
Enterokokken 10 100
Gesamtkeimzahl 40.000 50.000

Das anfallende Filterpulver des zweiten Spriuhturms wird grundsatzlich separat abgefullt und als
Futtermittel verwertet. Pro Stunde fallen 25 kg Filterpulver pro Turm an. Weitere Angaben zur

Ruckgewinnung des anfallenden Filterpulvers finden sich unter Punkt 2.4.2.3.

Konzentratherstellung

Im Erdgeschoss des Trocknungsbereichs befindet sich der Nassbereich der Konzentrat-
herstellung. Der Ubergang zwischen Nass- und Trocknungsbereich erfolgt iiber Schuh- und
Arbeitskleidungswechsel sowie Handedesinfektion am Fuf der Treppe zu den

Trocknungsturmen.

Walzentrocknung

Das Werk verfiigt iiber vier Trocknungswalzen &lteren Baujahrs (~1950), welche raumlich
getrennt von den beiden Spruhtirmen 1 und 2 zur Herstellung hochwertigen Walzenvollmilch-
pulvers fiir die SiRwarenindustrie verwendet werden (Anhang C, Abbildung C.2). Das
Produktionsvolumen betragt 800 kg/h/Walze. Der Zutritt zum Trocknungsraum sowie zur
Absackung efolgt iiber eine Hygieneschleuse. Uber ein Rolltor ist der Raum mit der AuRenwelt
verbunden, gegentiber befindet sich der Zugang zur Absackung. Die vier Walzen sind

hintereinander aufgereiht, die trockene Seite und die nasse Seite sind sich jeweils zugewandt.
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Der Konzentratsumpf fiir die Auftragwalze wird Gber eine Standleitung bzw. Zwischenlagertanks
gespeist. Das Konzentrat wird Uber zwei Auftragwalzen in einer dinnen Schicht auf die mit
Dampf auf 150 °C erhitzte Trocknungswalze aufgebracht. Das Zermahlen des Pulvers erfolgt
ausschlieBlich durch Transportvorgange (Schneckentransport und Trommelsieb). Alle weiteren
Prozessschritte sind in Punkt 2.4.2.3, Abbildung 2.4 dargestellt.

3.1.1.2 Qualitats- und Prozesssicherheit

Qualitatssicherheit

Das Werk unterliegt im Hinblick auf ein Total Quality Management dem auf der ISO-Norm
9001:2000 aufbauenden International Food Standard, dessen Anforderungen vom Deutschen
Einzelhandelsverband und der Fédération des Entreprises du Commerce et de la Distribution

definiert wurden.

Das produktspezifische HACCP-Konzept baut auf einem soliden Grundgerust auf und bildet das
Dach des werkspezifischen Hygienemanagements. Die kritischen, vom Werk fixierten Kontroll-
punkte des Herstellungsprozesses, sind in den Abbildungen 2.2 und 2.4 des Kapitels 2.4.2 rot
unterlegt. Bei Nicht-Einhalten der vorgegebenen Parameter treten entsprechende Umschalt-
ventile (Pasteurisation) in Kraft oder fiihren zum Ausschluss der Ware (Metalldetektor) fiir den
menschlichen Verzehr; sie stellen somit das Einhalten der Parameter der risikoreichen Prozess-

schritte sicher.

Begleitend zum HACCP geben Eingangs-, Prozess- und Endproduktkontrollen pro Produktions-
einheit einen Uberblick iiber mikrobielle und qualititsprigende Parameter. Nach der
Anlieferung ins Werk unterliegt die Rohmilch zuerst einer Probeneingangskontrolle (Milch-
inhaltsstoffe, Hemmstofftest) (Abbildung 2.2). Die Mikrobiologischen Trendanalysen (MTA-
Proben) stellen eine zeitnahe, prozessbegleitende, mikrobiologische Kontrollmoglichkeit dar. Die
Probenahme erfolgt fiinfmal taglich bzw. pro Charge im Bereich der beiden Spruhtirme und der
Walzentrocknung. Zusatzlich wird auf Hohe der MTA-Probenahmestelle sowie vor der Absackung
des Milchpulvers eine Probe des Endprodukts durch Autosampler genommen. Pro Produktions-
einheit (10 h) wird alle zwei min eine Probe aus dem Produktstrom entnommen. Die kunden-
spezifischen Untersuchungskriterien werden nach mikrobiologischen (Salmonellen,
Enterokokken, Enterobakterien, Sporenbildner, Gesamtkeimzahl) und qualitativ-produkt-
spezifischen (Fettgehalt, Trockenmasse, Schiittgewicht usw.) Aspekten definiert und beriick-
sichtigt. Daneben wird ein Enterobacteriaceae-Umfeldmonitoring (Punkt 3.2.2.3 und 3.3.1.1)

und Salmonellen-Monitoring durchgefiihrt.
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Prozesssicherheit

Ein dreistufiges Zonenkonzept gliedert den Produktionsbereich in Teilabschnitte mit unter-
schiedlichen Hygieneanspriichen (Punkt 2.5.2.2). Das Werk verfiigt iiber ein farblich gekenn-
zeichnetes Zonenkonzept (griin, gelb, rot). Hygienisch anspruchsvolle rot markierte Hygiene-
bereiche sind die Trocknung, Absackung und Silolagerung. Zutritt erfolgt nur tber Schleusen
mit Handedesinfektion, entsprechender Schutzkleidung und Schuhwechsel. Der Rotbereich unter-
liegt zudem einer weiteren Aufteilung in Teilbereiche mit entsprechender Probensammlung durch
Staubsauger (Umfeld). Die griine Zone ist der Bereich mit freiem Zugang zur Auflenwelt. Es
bestehen keine Zutrittsregelungen fiir Personal oder Material. Zwischen den hygienisch
anspruchsvollen Rot- und den frei zuganglichen griunen AufRenbereich fallt der gelb gekenn-
zeichnete Ubergangsbereich. Hier erfolgt in markierte Ubergabestationen der Materialaustausch.

Der Personalzutritt ist geregelt, Hindedesinfektion bzw. Schuhwechsel werden vorgenommen.

Die Reinigung der Produktionsanlagen verlauft iiberwiegend im Cleaning in Place (CIP)-
Verfahren, daneben kdnnen manuelle Reinigungsschritte erfolgen. Hierzu werden durch-
strukturierte Reinigungs- und Desinfektionsplane aufgestellt. Der Zugang des Personals zum
Bereich der Milchtrocknung erfolgt unterirdisch auf gekennzeichneten Wegen uber die

Umkleideraume im Nebengebaude.

3.2.1 Bakterienstamme

3.2.1.1 Isolate von E. sakazakii

Im untersuchten Milchtrocknungsbetrieb, wurden im Zeitraum 2005-2007 insgesamt 15.173
Proben aus den Produktionsbereichen der Spriihtrocknung (Sprithturm Tlund 2), Walzentrock-
nung, Absackung und Silolagerung gezogen und daraus 424 E. sakazakii-Isolate gewonnen. Von
den 15.173 Proben wurden 13.681 (MTA-Proben) im werkseigenen Labor untersucht,
2.308 Proben wurden im Max Rubner Institut bearbeitet.

Zur Darstellung betriebsepidemiologischer Aspekte wurden die fir diese Arbeit nach
Produktionsbereich und Probenart ausgewahlten Isolate (siehe unten) einer phanotypischen,
biochemischen (API 20 E) und molekularbiologischen Identifizierung (PCR) sowie Feintypisierung
(PFGE) unterzogen.
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Trocknungswerk

Abstriche von Flachen im Produktionsumfeld des 1. Sprihturms 7 Isolate
Abstriche von Flachen im Produktionsumfeld des 2. Sprihturms 10 Isolate
Abstriche von Flachen im Produktionsumfeld der Walzentrocknung 10 Isolate
Filterpulver aus T1 15 Isolate
Filterpulver aus T2 10 Isolate
Sprithpulver aus T 1, isoliert aus Mikrobiologischen Trendanalysen (MTA) 16 Isolate
Walzenvollmilchpulver, isoliert aus MTA 10 Isolate
Walzenvollmilchpulver 5 Isolate
Gesamt 83 Isolate

Eine detailliertere Liste der ausgewahlten Isolate befindet sich in Anhang B, Tabelle B.1.

3.2.1.2 Referenzstamme

Der E. sakazakii DSMZ Stamm 4485 (ATCC 29544) diente als Positivkontrolle bei der PCR und
als Referenzstamm fur Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit bei der PFGE. Als Negativ-
kontrolle kam bei der PCR E. cloacae 65 zum Einsatz (Stammsammlung des Max Rubner

Instituts, Standort Kiel).

3.2.2 Probenmaterial

3.2.2.1 Mikrobiologische Trendanalyse (MTA)

Bei den MTA-Proben handelt es sich um Produktproben, die im Rahmen der internen Qualitats-
sicherung des Herstellers flinfmal taglich bzw. pro Charge aus der Produktion entnommen und
auf Enterobakterien und E. sakazakii untersucht wurden. Die Pulverproben des ersten Spruhturms
enthielten bei Ruckfihrung entsprechende Anteile an Filterpulver, bei Turm 2 kam eine Ruck-
fuhrung des Pulvers grundsatzlich nicht vor. Im Labor des Herstellers wurden 10 g Pulver in
90 ml doppelt gepuffertem Peptonwasser tiber Nacht bei 37°C angereichert und anschliefiend
fraktioniert auf VRBD-Agar ausgestrichen. VRBD-Platten, die typisches Keimwachstum zeigten,
wurden ins MRI, Standort Kiel gesandt und ausgewertet. Insgesamt wurden im Zeitraum
02/2005-12/2007 13.681 MTA-Proben im Milchtrocknungsbetrieb genommen und im werks-
eigenen Labor untersucht. Davon wurden 816 VRBD-Platten zur weiteren Ausdifferenzierung

ans MRI gesandt:

Sprithturm 1 4.198 MTA-Proben (Werk)/ 181 ans MRI gesandt
Sprithturm 2 4.540 MTA-Proben (Werk)/ 58 ans MRI gesandt
Walzentrocknung 4.943 MTA-Proben (Werk)/ 577 ans MRI gesandt.
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Die Anzahl der Isolate, die zur weiteren molekularbiologischen Untersuchung ausgewahlt

wurden, sind unter Punkt 3.2.1.1 gelistet.

3.2.2.2 Filterpulver (Fipu)
Das Filterpulver wurde aus der Abluft des ersten und zweiten Spriuhturms jeweils durch Textil-
filter gewonnen. Insgesamt wurden 124 Proben a 300 g im Zeitraum vom 19.06.2006 bis zum

14.12.2007 wochentlich genommen und im MRI untersucht.

Spruhturm 1 58 Proben
Spruhturm 2 66 Proben.

Die Anzahl der molekularbiologisch untersuchten Isolate ist unter Punkt 3.2.1.1 genannt.

3.2.2.3 Flachenproben (Q)

Auf definierten Flachen im Umfeld des Produktionsbereichs des Milchtrocknungswerks
wurden die Proben als Wischproben genommen und in 100 ml doppelt gepuffertem Pepton-
wasser in Bechern ins MRI zur Untersuchung eingesandt. Die Grofle der Probenahmeflache
betrug 25 dm?. Um das Wachstum durch eine eventuelle Kontamination mit Bakterien nach den
Probenahmen auszuschlief’en, wurde die Probenahmeflache anschlieflend desinfiziert.

Insgesamt wurden im Zeitraum vom 22.02.2005 bis zum 18.12.2007 1.273 Proben untersucht:

Spruhturm 1 198 Proben
Spruhturm 2 634 Proben
Walzentrocknung 120 Proben
Absackung 78 Proben
Silolagerung 243 Proben.

Die Probenahme erfolgte einmal wochentlich. Zusatzlich zum E. sakazakii-Nachweis wurde ein
Umfeldmonitoring basierend auf einer Keimzahlerhebung von Enterobacteriaceae auf VRBD-Agar
durchgefiihrt. Die Anzahl der E. sakazakii-Isolate aus den Bereichen, die zur nachfolgenden

Untersuchung herangezogen wurden, sind unter Punkt 3.2.1.1 zusammengestellt.

3.2.24 Walzenvollmilchpulver (WVP)
Die 15 Produktproben bestanden aus 750 g Walzenvollmilchpulver und wurden im Rahmen einer
ersten Statuserhebung im Zeitraum vom 14.02. bis zum 21.04.2005 gezogen zur Untersuchung

ans MRI geschickt. Daraus konnten funf E. sakazakii-Isolate isoliert werden.
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3.2.2.5  Staubsaugerpulver (Staub.)

Fir eine erste Statuserhebung wurden max. 300 g Proben aus, den definierten Arbeitsbereichen
zuordnungsfahigen, Staubsaugern verwendet. Insgesamt wurden im Werk im Zeitraum
01.02.-24.06.2005 80 Proben aus den Produktionsbereichen der Sprithtrocknung (Turm 1
und 2, Absackung und Silolagerung) genommen. Die Ergebnisse vermittelten den Eindruck, dass
das gesamte Produktionsumfeld des Werks relativ gleichmafig mit E. sakazakii kontaminiert
war. Versuche, die Staubsauger zu dekontaminieren, zeigten aber, dass die Gerate per se so
kontaminiert waren, dass deren Verwendung als Probenehmer die Situation im Umfeld nicht
richtig abbildete. Eine vollstandige Dekontaminierung nach jedem positiven Befund konnte aber
aus praktischen und finanziellen Grunden nicht durchgefuhrt werden. Daher wurde die Probe-
nahme bereits nach vier Monaten eingestellt und durch definierte Flachenabstriche ersetzt bzw.
erweitert (Punkt 3.2.2.3 und Tabelle B.1 in Anhang B).

Fur die Auswertung der PFGE wurden funf E. sakazakii-Isolate eines zweiten Milchtrocknungs-
werks herangezogen. Diese konnten aus Staubsaugerproben gewonnen werden und wurden zum
Vergleich der PFGE-Ergebnisse in Abbildung 4.5 herangezogen (Spur 13, 81-84).

Eine Auflistung der verwendeten Nahrmedien, Reagenzien und Geratschaften befindet sich in
Anhang B.

3.3 Methoden

331 Isolierung von E. sakazakii

3.3.1.1 Flachenproben

E. sakazakii

] Becherinhalt (Schwammtupfer + 100 ml Peptonwasser) im Stomacher 3 min bei
260 rotations per minute (rpm) homogenisieren

] Zugabe von 100 ml doppelt gepuffertem Peptonwasser in den Stomacherbeutel,
Bebrutung: 18-24 h bei 37 °C

] Beimpfung der LST-Bouillon mit 0,1 ml der Voranreicherung,
Bebrutung: im Wasserbad 18-24 h bei 45 °C

] Fraktionierter Ausstrich auf TSA-Agar, Bebrutung: 24-48 h bei Tageslicht und RT

[ Ausstrich gelbfarbener Kolonien auf TSA-a-MUG-Agar, Bebritung: 18-24 h bei 37 °C

] Fluoreszenzkontrolle der Platten mit UV-Lampe

| nach positiver kultureller Isolierung von E. sakazakii erfolgte die Kontrolle per
API 20 E siehe unter Punkt 3.3.3.2.
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Enterobacteriaceae

[ Becherinhalt (Schwammtupfer + 100 ml Peptonwasser) im Stomacher 3 min/260 rpm
homogenisieren

] Spiralformige lineare Ausbringung von 400 pl auf VRBD-Platten mit dem Spiralplater
(einfache Bestimmung), Bebriitung: 24-48 h bei 30 °C

] Die statistische Auswertung des Vergleichs zwischen der Enterobacteriaceae-Keimzahl
und dem qualitativen E. sakazakii-Nachweis erfolgte auf Basis des Vierfelder-y2-Tests
(Tabelle B.2, Gleichung (1) in Anhang B).

3.3.1.2 MTA-Proben

MTA-Probenaufbereitung im werkseigenen Labor

m  Losen des Pulvers im Verhaltnis 1:10 (10 g in 90 ml) in doppelt gepuffertem
Peptonwasser, Bebrutung der Kolben 18-24 h bei 37 °C

] Ausstrich auf VRBD-Platten, Bebritung: 18-24 h bei 37 °C

] Bei typischem Koloniewachstum (Enterobakterien) im Labor des Herstellers wurden die
VRBD-Platten ans MRI, Kiel zur weiteren Ausdifferenzierung bzw.

E. sakazakii-Bestatigung gesandt.

MTA-Proben im MRI, Kiel
] Erneuter Ausstrich ausgesuchter Kolonien auf VRBD- und Blutagar,
Bebrutung: 18-24 h/37 °C
| Enterobacteriaceae: Ausdifferenzierung typischer Kolonien mit dem
API 20 E-Testsystem (siehe Punkt 3.3.3.2)
m  E. sakazakii: Ausstrich typischer Kolonien auf TSA-Agar (Anhang C, Abbildung C.1)
] Das weitere Vorgehen entspricht Punkt 3.3.1.1

3.3.1.3 Pulverproben
Bei den Walzenvollmilch-, Staubsauger- und Filterpulverproben handelte es sich um Pulver-

proben unterschiedlicher Menge.

u Beim Filterpulver erfolgte der E. sakazakii-Nachweis anhand einer dezimalen Abstufung
der abzuwiegenden Pulvermenge: 0,1; 1; 10 und 300 g

] Losen des Pulvers im Verhaltnis 1:10 in doppelt gepufferter Salzlosung

| Bebrutung der Kolben bei 37 °C fur 18-24 h

[ Beimpfung der LST-Bouillon mit 0,1 ml der Voranreicherung

] Das weitere Vorgehen entspricht Punkt 3.3.1.1
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3.3.2 Lagerung der gewonnenen Isolate

Die mit Hilfe des API 20 E-Testsystems identifizierten bzw. die als verdachtig geltenden
E. sakazakii-Isolate wurden in zwei Cryotubes in einem Verhaltnis 0,25 ml 50 %igen Glycerin zu
1 ml TSB-Bouillon (18-24 h, 37 °C) eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

3.3.3 Phanotypische Charakterisierung

3.3.3.1 Koloniemorphologie

Die Beschreibung der Koloniemorphologie erfolgte an den ausgewahlten und unter Punkt 3.2.1.1
aufgelisteten E. sakazakii-Isolaten. Die Isolate wurden aus der Gefriertruhe bei -80 °C
entnommen, auf Blutagar ausgestrichen und 18-24 h bei 37 °C bebrutet. Anschliefiend wurden
die verschiedenen Kolonieformen anhand folgender Charakteristika (Grofie, Pigmentbildung,
Oberflachenbeschaffenheit, Form, Prazipitionshofverhalten, Glanzauspragung, Rand-
beschaffenheit, Fluoreszenzbildung, Erhabenheit und Konsistenz) erfasst und in Typen ein-
geteilt. Typische Vertreter eines Typus wurden mit der Digitalkamera aufgenommen und
katalogisiert. In gleicher Weise erfolgte die Koloniebetrachtung auf den Nahrmedien (VRBD-
Agar 24-48 h bei 30 °C und 18-24 h bei 37 °C, TSA-Agar 24-48 h bei RT und TSA-a-MUG-Agar

18-24 h bei 37 °C) nach Ausstrich einer Kolonie vom Blutagar und entsprechender Bebriitung.

3.3.3.2 Biochemische Typisierung mit dem API 20 E-Testsystem

Die als verdachtig isolierten, oxidasenegativen Stamme wurden mittels API 20 E-Testsystem
kontrolliert. Durchfiihrung und Auswertung erfolgten nach Herstellerangaben und Software
(apiweb) (Anhang C, Abbildung C.1).

334 Molekularbiologischer Nachweis und Typisierung

3.34.1 Polymerase Kettenreaktion

Aufbereitung

Der E. sakazakii DSMZ 4485 wurde als Positivkontrolle, E. cloacae 65 als Negativkontrolle bei
jeder Aufbereitung mitgefuhrt.

] Ausstrich der Isolate mit steriler Plastikose auf Blutagar, Bebriitung: 37 °C/18-24 h

[ Beimpfung der TSB-Bouillon mit einer mittelgrofien Kolonie, Bebritung: 37 °C/18-24 h
m  Abfillung von 1 ml bebriteter TSB-Bouillon in sterile 2 ml Safe Lock Cups

| Erhitzung der Cups im Thermomixer 15 min bei 94 °C, Abkuhlung der Cups im Eiswasser

Die Proben wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

Mastermix und Laufprofil

| Bereitstellen, Mischen und Anzentrifugieren der Reagenzien und Proben 15 s/13.586¢9
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] Ansatz des Mastermix fiir n Proben im sterilen 2 ml Safe Lock Biopur Cup (Tabelle 3.2)

| Abfullung von 48 pl Mastermix in sterile 0,5 ml Safe Lock Cups

m  Zugabe von 2 pl Probe oder 2 pl steriles A. bidest. (zur Selbstkontrolle)

Tabelle 3.2 PCR-Mastermix fiir n Proben

Reagenzien Ansatz/n=1 Ansatz/n=10 +2 Endkonzentration/Ansatz
A. bidest. 23,5 pl 282 pl -
Puffer 5ul 60 pl 1x
d NTP (Mix) 5 ul 60 ul 0,2 mmol
Primer: Esakf (1:50 H,0) 5l 60 pl 10 pmol
Primer: Esakr (1:50 H,0) 5l 60 pl 10 pmol
MgCl, 2,5 ul 30 pl 2,5 mmol
Polymerase o 2l 24pl 2V
Mastermix gesamt 48 pl 576 pl -
Template/Kontrolle 2 ul - -
Gesamt 50 pl - -

n: Anzahl der Proben, n = 10: 6 Proben, eine Positiv-, eine Negativ- und 2 Selbstkontrollen (steriles A. bidest.),
n = 10 + 2: Ansatz reicht aus fir n = 10 siehe oben, zusatzlich werden 2 Proben als Reserve in den Ansatz
eingerechnet, A. bidest.: Aqua bidestillata, H,0: Aqua bidestillata

[ Programmierung des Thermocyclers mit dem Temperatur-Zeit-Profil (Tabelle 3.3)

Tabelle 3.3 PCR-Temperatur-Zeit-Profil

Reaktionsablauf Temperatur in °C Zeit in min Zyklen
Initialisierung 94 5 1
Denaturierung 94 0,5

Primer-Annealing 66 1 30
Elongation 72 1,5

Extension 72 4 1
Kuhlung 4 -

Gelherstellung und Elektrophorese

Herstellung eines 1,5 % Agarose Gels
[ Aufkochen und Lésen von 0,75 g Agarose in 50 ml 1x TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE-

Puffer) bei 200 °C, 250 rpm auf der Heizplatte mit integriertem Magnetriihrer, 6 min

] Zugabe von 2 pl Ethidiumbromid auf dem Magnetrihrer bei 350 rpm, 1 min

m  Geltrager mit 1 oder 2 Kdmmen (12¢ oder 18¢) je nach Probenanzahl bestiicken

] Agarose in bestiickten Geltrager (n = 10 + 2, 12" Kamm) giefen und ausharten lassen

] Amplifikate, Gelladepuffer und zwei Marker VI (bereits in 0,5 ml Safe Lock Cups a 2 pl
abgefiillt) 15 s bei 13.586¢ anzentrifugieren

[ neue 0,5 ml Safe Lock Cups fur die Amplifikate und anzentrifugierte Marker VI

bereitstellen und nach Pipettierschema aus Tabelle 3.4 beflllen
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Tabelle 3.4 PCR-Pipettierschema

Substanz Marker VI in pl Amplifikat in pl
Marker VI 2 -
Amplifikat - 8
Gelladepuffer 1 1
A. bidest. 6 -

[ Anzentrifugieren der abgefillten Cups 15 s bei 13.586g,

| Einsetzen des Geltragers in die Elektrophoresekammer und Entfernung der seitlichen
Stege, Elektrophoresekammer mit 450 ml 1x TBE-Puffer fullen, Kamm entfernen

] Einpipettieren der Amplifikate, Positivkontrolle: E. sakazakii DSMZ 4485,
Negativ-kontrolle: E. cloacae 65 und Marker in die Geltaschen

[ Start der Elektrophorese bei 0,85 V flir 45 min

Auswertung
Nach Beendigung des Durchlaufes wurde das Gel in die UV-Kammer eingelegt, fotografiert,
digitalisiert, mit Hilfe des EDV-Programms Quantity-one von Bio-Rad beschriftet und

katalogisiert. Die Auswertung erfolgte visuell.

3.34.2 Pulsfeld-Gelelektrophorese

Aufbereitung fiir 12 Proben (n = 11 + DSMZ 4485) + 2

Der Stamm E. sakazakii 4485 wurde zur Kontrolle bei jeder Aufbereitung mitgefuhrt. Die
Arbeitsanleitungen und die Zusammensetzung der verwendeten Puffer, Losungen und Gele sind

in Anhang B, Punkt B.3 dargestellt.

Tag 1
| Fraktionierter Ausstrich der Isolate auf Blutagar, 18-24 h bei 37 °C bebruten

o
(@]
N

] Beimpfung einer BHI-Bouillon mit einer mittelgrofRen Kolonie und 18 h/37 °C bebriten

] Ansetzen des TE-Puffers und 0,5x TBE-Puffers

Tag 3

Herstellung der Incerts

[ Vorkuhlung der Zentrifuge auf 4 °C bei 13.684¢ fur 30 min

] BHI-Bouillon 3 x auf dem Vortexer bei 2.500 rpm mischen, 2 ml der Bouillon in sterile
2 ml Safe Lock Cups abfllen, 15 min bei 4 °C und 13.684¢g zentrifugieren,

Uberstand mit Filtertip abnehmen und verwerfen
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[ Pellet in 1 ml TE-Puffer resuspendieren (2x), Cups bei 15 min bei 4 °C und 13.684¢g
zentrifugieren (2x), Uberstand abnehmen und verwerfen (2x)

[ Pellet im Wasserbad bei 50 °C, 10 min anwarmen

] Aufkochen der 0,8 % Incertagarose, anschlieRend im Wasserbad auf 50 °C abkihlen

] Pellet in 1 ml Incertagarose resuspendieren, 3x auf dem Vortexer bei 2.500 rpm
durchmischen und 2x je 100 pl in die Plug molds pipettieren, 30 min bei 4 °C ausharten

] Reinheitskontrollen der BHI-Bouillon auf Blutagar ausstreichen,
18-24 h/37 °C bebruten

Aufbere itung der Incerts im Thermomixer

] Ansetzen des Lysispuffers

] Aufschluss der Incerts in 1,5 ml Lysispuffer fiir 3 h bei 37 °C auf dem
Thermomixer (ohne Schitteln)

] Ansetzen der ESP-Losung,

] Inkubation in 1,5 ml ESP-Losung fur 1 h bei 50 °C auf dem Thermomixer

] Incerts in 1,5 ml TE-Puffer fur 1 h bei 50 °C auf dem Thermomixer waschen

| Ansetzen der Pefabloc-Losung,

] Inkubation in 1,5 ml Pefabloc fuir 18 h bei 37 °C im Thermomixer

Tag 4

| Reinheitskontrolle vom Vortag auswerten

Waschen und Aufbewahrung der Incerts

] Waschen der Incerts in 1,5 ml TE-Puffer fiir 30 min bei 37 °C im Thermomixer (6x)

] Aufbewahrung der Incerts in 2 ml Safe Lock Biopur Cups, gefullt mit 2 ml TE-Puffer
bei 4 °C

Aquilibrierung und Restriktion

| Ansetzen des Aquilibrierungspuffers und der Restriktionsldsung

m Incerts mit einer Skalpellklinge auf einer Glasplatte auf die Grofde von 2,5 x 5 mm
zurechtschneiden

m  Aquilibrierung der Incertstiicke in 150 pl Aquilibrierungspuffer fiir 30 min bei RT

] Restriktion in 150 pl Restriktionslosung fur 20 h bei 37 °C im Thermomixer

] Ansetzen des Laufpuffers und des 0,5x TBE-Puffers mit Thioureazusatz

[ Aufbewahrung der Puffer bei 4 °C
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Tag 5
Stopping und Einsetzen ins Tragergel

] Herstellung des Tragergels und Ansetzen der Stopping-Losung
| Abbruch der Restriktion in 200 pl Stoppinglosung fur 30 min bei 4 °C
m Zuschnitt des Pulse Markers auf 2,5 x 5 mm (3x)

Einsetzen des Langenstandards ins Tragergel auf die Positionen 1, 8 und 15

[ Einsetzen der Proben ins Tragergel
] Erhitzen der SeaKem-Agarose auf 200 °C und Abkuhlung im Wasserbad auf 57 °C
[ Verschluss der Geltaschen des Tragergels mit der SeaKem-Agarose

[ Losen des Gels mit der Skalpellklinge aus dem Rahmen des Geltragers

Start der P FGE

] Beflllen der Elektrophoresekammer mit dem Laufpuffer

] Gel mit der Grundplatte aus dem Rahmen des Geltragers losen, Agarosereste entfernen
| Tragergel mit der Grundplatte in die Elektrophoresekammer einlegen

m Je nach Restriktionsenzym Laufbedingungen aus Tabelle 3.5 eingeben, Lauf starten
Tabelle 3.5 PFGE-Laufbedingungen

Bedingungen Spel Xba I
Pulszeit 4s/40 s 5s/50s
Spannung 6V 6V
Winkel 120 ° 120 °
Temperatur 10 °C 10 °C
Laufzeit 22 h 22h

Tag 6

Farbung und Darstellung der Banden

] Farbung des Gels im Ethidiumbromidbad fur 35 min bei 32 rpm auf dem Schuttler
] Entfarbung in 800 ml A. bidest. fir 40 min bei 32 rpm

] Fotografieren des Gels in der Kammer unter UV-Licht, Digitalisierung,

Speicherung in der Geldatenbank

Auswertung
] Auswertung der digitalisierten Gele im EDV-Programm Gel Compar II, Version 3.0 der

Firma Applied-Maths.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Enterobacter sakazakii. Kultureller Nachweis
41.1 Vorkommen und Verbreitung von E. sakazakii im Milchtrocknungsbereich

Im Zeitraum 02/2005-12/2007 wurden insgesamt 15.173 Proben aus den Produktions-
bereichen Spruh- und Walzentrocknung, der Absackung und dem Silolager eines Milch-
trocknungswerks auf E. sakazakii untersucht. Ziel dieser Untersuchungen war die Ermittlung
des Kontaminationsstatus und der moglichen Verbreitungswege des Mikroorganismus innerhalb
des Betriebs. E. sakazakii konnte aus durchschnittlich 2,8 % (424/15.173) der Proben isoliert
werden. Zur weiteren Analyse und Interpretation der Ergebnisse sind die Resultate nach

Produktionsbereich und Probenart in Tabelle 4.1 und Tabelle 4.2 dargestellt.

Die E. sakazakii-Kontamination erstreckte sich flachendeckend uber alle Arbeits- und
Produktionsbereiche der Milchpulverherstellung. Die Belastung der Produktionsbereiche lag
bei 1,9-3,5 %, der Bereich der Silolagerung sowie der Absackung dagegen bei 16,2 bzw. 18,0 %
(Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1 Ubersicht der E. sakazakii-Isolate im Zeitraum 02/2005-12/2007,
geordnet nach Produktionsbereich

Produktionsbereich

Turm 1 Turm 2 Walze Silo Absackung
n Proben 4.469 5.262 5.081 272 89
n E. sakazakii 158 101 105 44 16
E. sakazakiiin % 3,5 1,9 2,1 16,2 18,0

Turm 1 und 2: Sprithtrocknung, Walze: Walzentrocknung, Silo: Silolagerung, Absackung: Big Bag- und Sackware,
n: Probenanzahl

Der Kontaminationsgrad des Umfelds der Milchpulverproduktion, ermittelt anhand von
definierten Flachenabstrichen und Staubsaugerproben, betrug zwischen 8,3 und 81,3 %. Die
Belastung des Milchpulvers mit E. sakazakii wurde anhand von mikrobiologischen
Trendanalysen (MTA, Punkt 3.2.2.1), Walzenvollmilchpulver (Endprodukt) und Filterpulver
ermittelt und lag zwischen 1,0 und 88,7 % (Tabelle 4.2).
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Tabelle 4.2 Ubersicht der E. sakazakii-Isolate im Zeitraum 02/2005-12/2007,
geordnet nach Probenart

Probenart

Fipu Flache MTA Staubsauger WVP
n Proben 124 1.269 13.681 80 15
n E. sakazakii 110 105 137 65 5
E. sakazakiiin % 88,7 8,3 1,0 81,3 33,3

Fipu: Filterpulver der Spriihtiirme T1 und T2, Flache: Umfeldproben aus dem Bereich der Milchpulverherstellung,
MTA: Mikrobiologische Trendanalyse von T 1, T2 und Walzentrocknung; Staubsauger: Staubsaugerproben aus dem
Bereich der Milchpulverherstellung, die Proben wurden lediglich vom 01.02.-24.06.2005 gezogen, da sich alle
Gerate als kontaminiert erwiesen und eine Sanierung zu aufwandig gewesen ware, WVP: Walzenvollmilch-
pulver, n: Probenanzahl

Bei einer detaillierteren Betrachtung der Produktionsabschnitte (Abbildung 4.1) lag die
Belastung des Walzenvollmilchpulvers, ermittelt an MTA- und WVP-Proben, bei 1,2-33,3 %, das
Umfeld der FlieRbetttrocknung der Walzentrocknung bei 32,5 %. Der Kontaminationsgrad des
Produktionsumfelds der Trocknungstirme Tlund T2 lag bei 6,3-8,2 % bzw. 3,2-8,0 %, der des
Filterpulvers bei 82,8 % (T 1) bzw. 93,9 % (T2). Das Milchpulver des ersten Turms war in 1,9 %
der untersuchten Proben kontaminiert, im Pulver des zweiten Turms dagegen konnte

E. sakazakii nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.1 \Verteilung der E. sakazakii-Isolate in Prozent, geordnet nach Produktions-
abschnitt und Probenart. Turm 1 und 2: Spriihtrocknung, Walze: Walzentrocknung.
Q: Umfeldproben von definierten Flachen im Produktionsbereich, WP: Walzenvollmilchpulver,
MTA: Mikrobiologische Trendanalyse, FP: Filterpulver
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Fur eine erste Statuserhebung wurden Staubsaugerproben verwendet, die den definierten
Arbeitsbereichen zuzuordnen waren. Durch die Ergebnisse entstand der Eindruck, dass das
gesamte Produktionsumfeld relativ gleichmaRig mit E. sakazakii kontaminiert war (Tabelle 4.3).
Aus Grinden die bereits unter Punkt 3.2.2.5 erlautert wurden, erfolgte nach vier Monaten die
Einstellung der Probenahme mit Hilfe der Staubsauger. Diese konnten durch definierte
Flachenabstriche ersetzt bzw. erweitert (Tabelle 4.4).

Tabelle 4.3  Ubersicht der E. sakazakii-Isolate aus Staubsaugerproben der verschiedenen
Arbeitsbereiche im Zeitraum 02-06/2005

Arbeitsbereich n Proben n E. sakazakii % E. sakazakii
Spruhturm 1 15 15 100
Spruhturm 2 22 1?2 54,5
Walzentrocknung 3 2 66,7
Absackung 9 8 88,9
Silolagerung 31 28 90,3
insgesamt 80 65 81,3

Arbeitshereich: teilweise mehrere Staubsauger pro Produktionsabschnitt, n: Probenanzahl

Im Umfeld der Milchpulverherstellung wurden im Zeitraum 02/2005-12/2007 auf definierten
25 dm? groflen Flachen Wischproben genommen (Tabelle 4.4). Hierbei wurde die Anzahl an
Enterobacteriaceae insgesamt ermittelt, der E. sakazakii-Nachweis erfolgte lediglich qualitativ.

Tabelle 4.4 Ubersicht der E. sakazakii-Isolate aus definierten Flichenabstrichen im
Zeitraum 02/2005-12/2007

Flache Q n Proben n E. sakazakii % E. sakazakii
T1: 1. Buhne vor der Treppe 73 6 8,2
T1: vor dem Filter 48 3 6,3
T1: 2. Buhne vor der Turmtur 73 6 8,2
T1: insgesamt 194 15 7,7
T2: 1. Bihne 75 6 8,0
T2: FlieRbett 438 14 3,2
T2: 3. Buhne vor der Turmtur 118 6 51
T2: insgesamt 631 26 41
Walze: Fliefsbett Raum 120 39 32,5
Absackung, Schaltwarte Schleusentir 78 6 7,7
Silo 1-3, vor Ausgang Schleuse 117 11 9,4
Silo 4-7 117 7 6,0
Silo 8-9 9 0 0
Silo: insgesamt 243 18 7,4

Flache Q: Flachenabstriche im Milchtrocknungsbereich (25 dm?), n: Probenanzahl, T1 und T2: Sprithturm 1
und 2, Walze: Walzentrocknung, Absackung: Big Bag- und Sackware, Silo: Silolagerung
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Das in der Trocknungsluft enthaltene Milchpulver wurde durch Textilfilter zurlickgewonnen und
seit Juni 2006 einmal wochentlich auf E. sakazakii untersucht (Tabelle 4.5). Das Filterpulver des
ersten Sprihturms wurde bei entsprechender mikrobiologischer Qualitat, d.h. Erfiillung der
Kriterien der Tabelle 3.1, durch Rickfliihrung dem Produktstrom beigemischt und nahm somit
Einfluss auf die Qualitat des Endprodukts (Tabelle 4.6 und 4.7). Die stets mangelhafte Qualitat
des Filterpulvers des zweiten Turms (Schimmel) fiihrte zu einem generellen Ausschluss einer

Ruckfuhrung zum Endprodukt.

Tabelle 4.5 Positiver E. sakazakii-Nachweis aus Filterpulverproben der Sprihtirme T 1 und
T2 im Zeitraum 06/2006-12/2007

Sprihturm n Proben n E. sakazakii % E. sakazakii

Tl 58 48 82,8

T2 66 62 93,9

n: Probenanzahl, Turm 1 und 2: Spriihtrocknung

Die mikrobiologische Qualitat des Endprodukts wurde zeitnah vom Hersteller mittels MTA-
Proben ermittelt. Die MTA-Proben wurden finfmal taglich pro Tag bzw. Charge genommen. Das
aufgeloste und in gepuffertem Peptonwasser angereicherte Pulver wurde auf VRBD-Platten
ausgestrichen, Platten mit verdachtigen Kolonien (Enterobakterien) wurden zur weiteren
Ausdifferenzierung ans MRI gesandt (Tabelle 4.6). Anhand der eingesandten MTA-Platten konnte
nicht nur ein Uberblick iiber die Kontamination des Endprodukts mit E. sakazakii gewonnen
werden, sondern auch ein Bild der mikrobiologischen Beschaffenheit in Bezug auf
Enterobacteriaceae im Allgemeinen (Abbildung 4.2, Achtung: unterschiedliche Skalierung der
y-Achsen).

Tabelle 4.6  Ubersicht der genommenen und eingesandten MTA-Proben
im Zeitraum 2005-2007

Arbeitsbereich MTA 2005 2006 2007
n % n % n %
Turm 1 gesamt 1.676 - 1.427 - 1.095 -
MRI 29 1,7 90 6,3 62 5,6
E. sakazakii |2 0,1 54 3,8 22 2,0
Turm 2 gesamt 1.871 - 1.453 - 1.216 -
MRI 19 1,0 19 1,3 20 1,6
E. sakazakii |0 0 0 0 0 0
Walze gesamt 1.530 - 1.684 - 1.729 -
MRI 193 12,6 198 11,8 186 10,8
E. sakazakii 27 1,8 23 1,4 10 0,6

MTA: Mikrobiologische Trendanalyse, n: Probenanzahl, Turm 1 und 2: Trocknungstiirme 1 und 2 der Sprihtrocknung,
Walze: Walzentrocknung, gesamt: Anzahl der im Werk angelegten und untersuchten MTA-Platten, MRI: VRBD-
Platten mit verdachtige Koloniewachstum, die zur Ausdifferenzierung ans MRI, Kiel geschickt wurden
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Abbildung 4.2 Verteilung der im Zeitraum 2005-2007 an das MRI gesandten,
Enterobakterien-verdachtigen MTA-Proben.
n: Probenanzahl (unterschiedliche Skalierung der y-Achse beachten)
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Die Entnahme der MTA-Proben erfolgte im Produktionsablauf nach der eventuellen Ruck-
fuhrung des Filterpulvers in den Produktstrom. Das rickgefihrte Filterpulver des ersten Sprih-
turms hatte somit einen Einfluss auf die Qualitat des Endprodukts. Das Filterpulver des zweiten
Turms wurde grundsatzlich separat abgefillt und hatte somit keinen Einfluss auf die MTA-
Proben. Ergebnisse von am selben Tag genommenen Filterpulverproben von Turm 1 und
Produktproben (MTA) dieses Turms, zeigten deutlich den Einfluss der Filterpulver-Rickfiihrung
(Tabelle 4.7). Eine intensivere Betrachtung erlaubte die molekularbiologische Feintypisierung
der untersuchten MTA- und Filterpulverproben des ersten Turms (Abbildung 4.7, S. 70). In drei
Fallen konnten die engen verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen MTA- und Filterpulver-
proben durch am selben Tag genommenen Proben bestatigt werden (Spur 1, 7 und 9; Spur 3 und
4 sowie 2 und 10) (siehe auch Punkt 4.3.2).

Tabelle 4.7 Einfluss der Filterpulver-Rickfiihrung des ersten Trocknungsturms auf die
mikrobiologische Beschaffenheit des Milchpulvers (MTA) von Turm 1

Probenahme Uhrzeit positiver E. sakazakii-Befund in:
01.12.2006 keine Angaben Filterpulver

10°° MTA
15.12.2006 keine Angaben Filterpulver

05°° und 21 °°

MTA

26.06.2007 keine Angaben Filterpulver
02°° und 16°° MTA
06.07.2007 keine Angaben Filterpulver
02°°,11°° und 14°° MTA
09.07.2007 keine Angaben Filterpulver
08°°, 12°° und 16°° MTA
13.07.2007 keine Angaben Filterpulver

0200

MTA

MTA: Mikrobiologische Trendanalyse

4.1.2 Enterobacteriaceae-Umfeldmonitoring

Die Anzahl der Enterobacteriaceaen auf definierten, 25 dm? grofien Flachen (Flachenproben)
wurde ermittelt, um den Keimdruck insgesamt zu bestimmen. Da E. sakazakii auch zu dieser
Gruppe gehort und somit ahnliche Verbreitungswege haben dirfte, konnte die
Enterobacteriaceae-Keimzahl eventuell als Indikator fur eine zu- oder abnehmende Gefahrdung
durch E. sakazakii dienen. Die ermittelte Keimzahl wurde in zwei Kategorien eingeteilt:
Kategorie I (Kat I) mit < 1000 KbE/25 dm?, Kategorie II (Kat II) mit = 1000 KbE/25 dm?
(Tabelle 4.8). AnschlieRend wurde sie mit dem Nachweis von E. sakazakii verglichen
(siehe auch Tabelle 4.4).
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Tabelle 4.8  Enterobacteriaceae-Keimzahl von definierten Flachenproben

Flache n Kat I n E.s. Kat II nE.s.
T1: 1. Buhne vor der Treppe 71 67 6 4 0
T1: vor dem Filter 43 41 1 2 0
T1: 2. Buhne vor der Turmtir 71 63 4 8 2
T2: 1. Biihne 73 55 1 18 5
T2: vor dem Flief3bett 416 359 9 57 3
T2: 3. Buhne vor der Turmtir 116 109 3 7 3
Walze: FliefSsbett Raum 116 69 13 47 24
Absackung: Schaltwarte Tir Schleuse 76 51 1 25 5
Silo 1-3: vor Ausgang zur Schleuse 114 78 6 36 4
Silo 4 -7 115 97 3 18 4
Silo 8-9 9 5 0 4 0

n: Probenanzahl, Kat I: Enterobacteriaceae-Keimzahl < 1000 KbE/25 dm?, Kat II: Enterobacteriaceae-Keimzahl
> 1000 KbE/25 dm?, n E. s.: Anzahl positiver E. sakazakii-Befunde, T 1, 2: Sprithturm 1 und 2, Walze: Walzen-
trocknung, Absackung: Big Bag- und Sackware, Silo: Silolagerung 1-9. Die Differenzen zwischen den Angaben n bzw.
n E.s. in den Tabellen 4.4 und 4.8 entstanden durch nicht auswertbare Keimzahlen der Flachenproben

Anhand der ermittelten Daten (Tabellen 4.4 und 4.8) konnten die Ergebnisse der

Enterobakterien-Keimzahl mit dem E. sakazakii-Nachweis in ein prozentuales Verhaltnis gesetzt

(Tabelle 4.9) und graphisch fiir die einzelnen Bereiche darstellt werden (Abbildung 4.3). Der

Bereich der Walzentrocknung und der Absackung wurde nicht abgebildet, weil nur ein

definierter Flachenabschnitt zugrundelag; die entsprechenden Daten sind in Tabelle 4.9

dargestellt.

Tabelle 4.9 Vergleich zwischen Enterobakterien-Keimzahl und E. sakazakii-Nachweis im
Zeitraum 2005-2007, Angaben in %

Arbeitsbereich KatI E. sakazakii/Kat I KatII |E. sakazakii/Kat II
T1: gesamt 92,4 5,9 7,6 1,1
T1: 1. Buhne vor der Treppe 94,4 8,5 5,6 0
T1: vor dem Filter 95,3 2,3 4,7 0
T1: 2. Buhne vor der Turmtir 88,7 5,6 11,3 2,8
T2: gesamt 86,4 2,1 13,6 1,8
T2: 1. Bihne 75,3 1,4 24,7 6,8
T2: vor dem FlieRbett 86,3 2,2 13,7 0,7
T2: 3. Bihne vor der Turmtiir 94,0 2,6 6,0 2,6
Walze: Fliefsbett Raum 59,5 11,2 40,5 20,7
Absackung 67,1 1,3 32,9 20,0
Silo 1-3 68,4 53 31,6 3,5
Silo 4-7 84,3 2,6 15,6 3,5
Silo 8-9 55,5 0 44 4 0
Silolagerung 75,6 3,8 24,4 3,4

E.sakazakii/Kat 1 oder II: E. sakazakii-Nachweis bezogen auf die Probenanzahl der Kategorie I oder II,
Kat I: < 1000 KbE/25dm?, Kat II: = 1000 KbE/25 dm?, Silo: Silolagerung 1-9, Walze: Walzentrocknung.
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Abbildung 4.3 Vergleich zwischen der Enterobakterien-Keimzahl der Kategorie I (blau)
und II (rot) und dem E. sakazakii-Nachweis (hellgelb), isoliert aus Flachen-
proben fiir die einzelnen Produktionsabschnitte
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Zusatzlich wurde eine statistische Auswertung mit Hilfe des Vierfelder-y2-Tests vorgenommen,
mit dem Ziel, einen Zusammenhang zwischen den ermittelten Enterobakterien-Keimzahlen und
den E. sakazakii-Befunden nachzuweisen. Da fiir die Bereiche der Absackung, Silolagerung und
Spruhtrocknung die Datengrundlage keinen Vierfeldertest erlaubte, konnten lediglich die
Walzentrocknung und das Werk insgesamt jeweils fiir den gesamten Zeitraum und fiir 2006 zum
Enterobacteriaceae-E. sakazakii-Vergleich herangezogen und dargestellt werden. Der
Vierfeldertest (Anhang B, Tabelle B.2) erbrachte fiir die oben erwahnten Bereiche folgendes
Ergebnis (Tabelle 4.10).

Tabelle 4.10 Vierfeldertest, geordnet nach Arbeitsbereich

Arbeitsbereich KbE/25 dm?  E. s. pos. E. s. neg. Summe x?
Walze 2006 100-1.000 8 18 26

> 1.000 17 8 25

Summe 25 26 51 (n) 7,07
Walze 2005-2007 100-1.000 13 56 66

> 1.000 24 23 47

Summe 37 76 113 (n) 13,36
Werk 2006 100-1.000 27 346 373

> 1.000 28 69 97

Summe 55 415 470 (n) 34,85
Werk 2005-2007  100-1.000 47 947 994

> 1.000 50 176 226

Summe 97 1.123 1.220 (n) 76,13

Die erste Bedingung des Vierfeldertests nach LORENZ (1992) (Anhang B, Punkt B.2), n = 30, wurde mit 51, 113,
470 und 1.220 (siehe Tabelle 4.10) erfillt. Die zweite Bedingung, Ergebnisse der Kontrollformeln > 5, wurde
ebenfalls erfiillt (Daten nicht dargestellt), KbE: Kolonie bildende Einheiten, E.s.: E. sakazakii, Walze: Walzen-
trocknung

Die Nullhypothese H;, nimmt an, dass kein Zusammenhang zwischen der ermittelten
Enterobacteriaceae-Keimzahl und der Anzahl gefundener E. sakazakii-Isolate besteht.

Die H,-Hypothese besagt das Gegenteil.
= wenn x? = 3,84 (siehe Tabelle 4.10), wird die Nullhypothese H, zugunsten von H, mit 95 %

Sicherheit (a = 0,05) verworfen; d.h. es besteht ein Zusammenhang zwischen der ermittelten
Enterobacteriaceae-Keimzahl und dem Auftreten von E. sakazakii fir die in Tabelle 4.10
aufgefiihrten Bereiche. Eine Keimzahl der Kategorie II fihrt somit eher zu einem positiven

E. sakazakii-Nachweis als eine Keimzahl der Kategorie L.
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4.2 Phanotypische Charakterisierung

42.1 Koloniemorphologie

Die Beschreibung der Koloniemorphologie basierte auf den 81/83 ausgewahlten und unter
Punkt 3.2.1.1 aufgefihrten E. sakazakii-Isolaten und dem DSMZ-Stamm 4485. Fir die
verwendeten Nahrmedien, aufier VRBD, erfolgte eine Einteilung der Isolate in Morphologie-
typen. Charakteristische Vertreter der einzelnen Typen wurden fotografiert und sind im
Anhang C, Tabelle C.1-C.5 fur das jeweilige Nahmedium dargestellt. Zwei der 83 ausgewahlten
E. sakazakii-Isolate konnten im spateren Verlauf der Diagnosefindung (API 20 E siehe
Punkt 4.2.2, PCR siehe Punkt 4.3.1) als E. amnigenus und Pantoea spp. identifiziert werden. Sie
wurden einer erneuten kulturellen Betrachtung unterzogen und in einer separaten Tabelle C.6 und

C.7 in Anhang C zusammengestellt.

42.1.1 Blutagar

Auf Blutagar bildeten 74,4 % der ausgewahlten Isolate 1-3 mm grofe, runde, glatte, glanzende
Kolonien mit gelbem, leicht erhabenem Zentrum und hell-graugelbem Rand (Anhang C,
Tabelle C.1, Typ I). Am zweithdufigsten bildeten sich mit 12,2 und 8,5 % 1 mm grofie, hell-
graugelbe, leicht erhabene, runde Kolonien mit glatter glanzender Oberflache (Typ II) bzw. Typ II-
Kolonien mit zusatzlichem hell-graugelbem Rand (Typ III). Die restlichen Morphologietypen auf

Blutagar kamen mit 2,4 % eher selten vor und wurden lediglich in Anhang C beschrieben.

42.1.2 TSA- und TSA-a-MUG-Agar

Auf TSA- sowie TSA-a-MUG-Agar bildeten sich lediglich drei bzw. zwei Morphologievarianten
aus. Auf TSA-Agar bildeten 75,6 % der Isolate 1-1,5 mm grofe, gelbe, grieRkornartige Kolonien
mit matter und rauer Oberfliche (TSA-Typ I). Der zweite Morphologietyp war mit 21,9 %
vertreten. Die Kolonien waren 2 mm grof3, gelb, flach mit glatt-glanzender Oberflache. Die
Blutagartypen I und II zeigten auf TSA-Agar ein differenziertes Morphologiebild (Tabelle 4.11);
die Blutagar-Typen III und V spiegelten auf TSA hingegen ein einheitliches Wachstum wider
(TSA-Typ I). Zwei Isolate des Blutagar-Typs IV zeigten ein deutliches Radspeichen- bzw. Blumen-
muster, welches abgeschwacht auch auf TSA- sowie TSA-a-MUG-Agar in Erscheinung trat
(Tabelle 4.11, Anhang C: Tabelle C.2, C.3). Die restlichen 80 Isolate formten auf TSA-a-MUG-Agar
1-3 mm grofe, gelbe Kolonien mit leicht erhabenem Zentrum und hellgelbem Rand sowie glatt
glanzender Oberfliche. Einen Uberblick iiber die Kriterien zur Morphologiebeschreibung zeigt
Tabelle 4.12.



62

Ergenisse

Tabelle 4.11 Einteilung und Verteilung der Morphologietypen der E. sakazakii-Isolate nach

Nahrmedium
Nahrmedium
Blutagar TSA TSA-a-MUG
Typ I II III I II
I n 61/82 44/61 17/61 0/61 61/61 0/61
% 74,4 72,1 27,9 100
II n 10/82 9/10 1/10 0/10 10/10 0/10
% 12,2 90 10 100
III n 7/82 7/7 0/7 0/7 7/7 0/7
% 8,5 100 100
v n 2/82 0/2 0/2 2/2 0/2 2/2
% 2,4 100 100
Vv n 2/82 2/2 0/2 0/2 2/2 0/2
% 2,4 100 100
gesamt: 62/82 18/82 2/82 80/82 2/82
75,6 21,9 2,4 97,6 2,4

TSA: Trypton-Soja-Agar, TSA-a-MUG: TSA mit 4-Methylumbelliferyl-a-D-Glucopyranosid, n: Probenanzahl

Tabelle 4.12 Verteilung der Kriterien zur Koloniebeschreibung fiir die verschiedenen

Nahrmedien
Kriterium: Blutagar TSA TSA-a-MUG
GrofRe in mm: 1-3 1-1,5 1-3

n % n % n %

Oberflache:
glatt 80/82 97,6 18/82 22,0 80/82 97,6
Blumenmuster 2/82 2,4 2/82 2,4 2/82 2,4
Glanz: matt 4/82 4,9 64/82 78,0 2/82 2,4
Erhabenheit: flach 0/82 18/82 22,0 0/82
Form: rund 80/82 97,6 82/82 100 82/82 100

TSA: Trypton-Soja-Agar, TSA-a-MUG: TSA mit 4-Methylumbelliferyl-a-D-Glucopyranosid

4213  MTA2/696 und Q 41/376

Die MTA-Probe 2/696, gelistet unter den ausgewahlten E. sakazakii-Isolaten unter Punkt 3.2.1.1,
wies das API-Profil 330 5173 auf und wurde nach Herstellerangaben (apiweb), ohne
Einbeziehung des Zusatztests fur Pigmentbildung, mit 51,1 % als E. sakazakii identifiziert
(Tabelle 4.13). Die nachstfolgende Identifikation lautete E. amnigenus (31,7 %).

Das Isolat konnte auch nicht molekularbiologisch (PCR) als E. sakazakii bestatigt werden (2x)
(Abbildung 4.4: Bahn 7). Nach erneuter Betrachtung der kulturellen Ergebnisse wurde eine
fehlende Gelbfarbung auf Blut- sowie TSA- und TSA-a-MUG-Agar festgestellt, daher wurde das

Isolat von den weiteren Untersuchungen (PFGE) ausgeschlossen (Anhang C, Tabelle C.6).
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Das Umfeldisolat Q 41/376, ebenfalls gelistet unter den ausgewahlten E. sakazakii-Isolaten
unter Punkt 3.2.1.1, hatte folgendes API-Profil: 100 5373. Nach Herstellerangaben handelte es
sich um einen Mikroorganismus des Genus Pantoea spp.. Nach erneuter Betrachtung der
Ergebnisse wurde eine deutliche gelb-orangefarbene Pigmentbildung auf Blutagar nach
18-24 h bei 37 °C sowie TSA-Agar nach 24-48 h bei RT festgestellt. Zusatzlich zeigte sich eine
Fluoreszenzbildung auf TSA-a-MUG-Agar nach 18-24 h bei 37 °C. Da das Isolat mit Hilfe der PCR
molekularbiologisch nicht bestatigt werden konnte und die Koloniemorphologie auf Blutagar
deutlich von denen der E. sakazakii-Isolate abwich, wurde das Isolat gleichfalls von den

weiterfiihrenden Untersuchungen ausgeschlossen (Anhang C, Tabelle C.7).

422 Testkit API 20 E

Da neben E. sakazakii auch Pantoea spp. und Escherichia vulneris sowie Escherichia hermannii
eine Gelbfarbung aufweisen konnen und Pantoea spp. auch fluoreszierende Eigenschaften
besitzt, wurden von den 424 E. sakazakii-verdachtigen Isolaten (gelbes Pigment +,
Fluoreszenz +, Punkt 3.3.1) des untersuchten Werks 145 Isolate mit dem biochemischen Test-
kit API 20 E untersucht und bestatigt (Tabelle 4.13). Der Identifizierungsgrad nach Auswertung
des reinen Profilschlissels lag nach Angaben des Herstellers zwischen 2,5 und 99,9 %. Bei 95
der 145 untersuchten Isolate (62,8 %) handelte es sich nach Auswertung des siebenstelligen
Profilschlussels mit 95 %iger Sicherheit um E. sakazakii. Bei zweifelhaften Ergebnissen des
Profilschlissels bot die Herstellersoftware apiweb das Merkmal gelbe Pigmentbildung als
Zusatztest mit 98 %iger Sicherheit fur die Identifizierung des Keims an. Unter Berucksichtigung
des Zusatztests Pigmentproduktion handelte es sich bei 99,3 % (144/145) der untersuchten
Isolate mit 98 %iger Sicherheit um E. sakazakii.

Tabelle 4.13 API 20 E-Ergebnisse der 145 Isolate des untersuchten Werks

Profilschlissel n %  Identifizierungsgrad Identifizierungsgrad nach Zusatztest

nach apiweb in % Pigment: gelb (apiweb) in %
1305173 6 4,1 2,5 98,0
230 5373 1 07 95,4 98,0
2307773 2 14 94,7 98,0
300 7373 1 07 85,7 98,0
3304373 1 07 97,3 98,0
3305173 16 11,0 51,1 98,0
330 5373 74 51,0 98,4 98,0
330 5375 4 28 98,4 98,0
330 5573 1 0,7 3,0 keine Angaben
3305773 24 16,6 40,4 98,0

330 6373 1 0,7 40,4 98,0
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Fortsetzung der Tabelle 4.13

Profilschliissel n %  Identifizierungsgrad Identifizierungsgrad nach Zusatztest

nach apiweb in % Pigment: gelb (apiweb) in %
330 7373 5 34 99,9 98,0
3307773 6 4,1 98,4 98,0
730 5373 3 21 82,1 98,0

n: Anzahl der Isolate, apiweb: Herstellersoftware, Profilschliissel: Schliissel zur Identifizierung nach
Herstellerangaben (bioMérieux). Die beiden Isolate MTA 2/696 und Q 41/7376 wurden in dieser Tabelle nicht
beriicksichtigt.

4.2.3 Reaktionsmuster

Die Gattungs- und Speziesdiagnose des API 20 E-Testkits beruhte auf 20 biochemischen
Reaktionsmoglichkeiten des kulturell isolierten, oxidasenegativen Keims. Zusatzlich wurden in
Tabelle 4.14 die a-Glucosidase-Aktivitat (Fluoreszenz) und die gelbe Pigmentbildung erfasst.
Unter den 145 Isolaten befanden sich die unter Punkt 3.2.1.1 aufgezahlten Isolate.

Tabelle 4.14 Biochemisches Profil der 145 E. sakazakii-Isolate

Reagenz/Reaktion n =145 in %
2-Nitrophenyl-a-D-Galactopyranosid 142 97,9
Amygdalin-Oxidation/Fermentation 145 100
Arabinose-Oxidation/Fermentation 141 97,2
Arginin-Dihydrolase 139 95,9
Cytochrom-Oxidase 145 100
Gelatinase 15 10,3
Glucose-Oxidation/Fermentation 145 100
H,S-Bildung 0 0
Indol-Bildung 0 0
Inosit-Oxidation/Fermentation 123 84,8
L-Ornithin-Decarboxylase 144 99,3
Lysin-Decarboxylase 3 2,1
Mannit-Oxidation/Fermentation 145 100
Melibiose-Oxidation/Fermentation 145 100
Rhamnose-Oxidation/Fermentation 145 100
Saccharose-Oxidation/Fermentation 145 100
Sorbit-Oxidation/Fermentation 33 22,8
Trinatriumcitrat 144 99,3
Tryptophan Desaminase 0 0
Urease 0 0
Voges Proskauer (Acetoin-Bildung) 143 98,6
Pigmentbildung (gelb) (24-48 h bei RT) 145 100
Fluoreszenz (18-24 h bei 37 °C) 145 100

n: Probenanzahl. Die beiden Isolate MTA 2/696 und Q 41/7376 wurden in dieser Tabelle nicht beriicksichtigt.
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4.3 Molekularbiologische Identifizierung und Typisierung

43.1 Polymerase-Kettenreaktion

An insgesamt 106/424 willkurlich ausgewahlten, im Zeitraum 02/2005-12/2007 gewonnenen
E. sakazakii-verdachtigen Isolaten (Fluoreszenz +, Pigmentbildung +) wurde ein molekular-
biologischer Nachweis mittels PCR nach LEHNER et al. (2004) durchgefiihrt. Von den 106
Isolaten wurden 82,1 %, darunter die ausgewahlten E. sakazakii-Isolate des Punkts 3.2.1.1,
zuvor biochemisch mit dem API 20 E-Testkit identifiziert (Punkt 4.2.2). Die nachfolgenden API-
Profile mit einem Identifizierungsgrad zwischen 2,5 und 99,9 % (130 5173, 230 5373, 3304373,
3305173, 3305373, 3305773, 330 7373, 3307773, 730 5373) konnten dabei durch die PCR in
98,8 % der Falle bestatigt werden (Tabelle 4.13). Lediglich das Isolat MTA 2/696 mit dem API-
Profil 330 5173 konnte nicht molekularbiologisch nachgewiesen werden (Punkt 4.2.2).

Die restlichen 19/106 (17,9 %) der E. sakazakii-verdachtigen Isolate, die nur nach kulturellen
Eigenschaften (Morphologie +, Pigmentbildung +, Fluoreszenzverhalten +) klassifiziert worden
waren (Abschnitt 3.3.1), konnten mit der PCR ebenfalls zu 100 % bestatigt werden. Die geno-
typische Bestatigung erfolgte auf Basis des 16 S rRNA-Abschnitts, was zu einer deutlichen
Bandenbildung im Bereich von ca. 929 bp fuhrte. Ferner konnten Banden im Bereich von 653
und 1.766 bp auftreten (Abbildung 4.4). Der Langenstandard VI reproduzierte Banden iiber einen
Bereich von 154-2.176 bp.
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Abbildung 4.4 PCR vom 16. 11. 2006, Marker VI (Bahn 1, 12, 13, 24), A. bidest. (Bahn 5, 11, 17, 22),
Positivkontrolle DSMZ-Stamm 4485 (Bahn 2), Negativkontrolle E. cloacae 65 (Bahn 23),
E. sakazakii-Isolate (Bahn 3, 4, 6, 8-10, 14-16, 18-21), Bahn 7: MTA 2/696 PCR negativ
(E. amnigenus)
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4.3.2 Pulsfeld-Gelelektrophorese

Nach der molekularbiologischen Bestatigung des API 20 E-Resultats, erfolgte eine Unter-
suchung der verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen den Isolaten mittels PFGE. Dies
fuhrte zu epidemiologischen, betriebsspezifischen Aussagen. Zum Vergleich mit den Isolaten
des untersuchten Werks (n = 83) wurden fiinf Staubsaugerisolate eines zweiten Milchpulver-
werks herangezogen (Spur 13, 81-84 in Abbildung 4.5). Nach einer Restriktion mit den Enzymen
Spe I und Xba I wurden lber das Bandenmuster fiir das gesamte Werk (Abbildung 4.5), fiir die
Spriihtrocknung (Abbildung 4.6), den ersten Spriithturm (Abbildung 4.7) und die Walzentrocknung
Abbildung 4.8) jeweils Dendrogramme erstellt. Die Banden lagen im Bereich von
40,00-700,00 kb.

Fiir das untersuchte Werk bildeten sich insgesamt drei Hauptgruppen (HG) I-III (Abbildung 4.5).
Die erste Hauptgruppe bestand aus den Spuren 1-84 und gliederte sich in die drei Unter-
gruppen (UG): T a, I b undIc mit den entsprechenden Spuren 1-13, 14-67 und 58-84. Die Spur
85 bildete die zweite Hauptgruppe. Die Hauptgruppe III bestand aus den Spuren 86 und 87. Bei
einer Ahnlichkeit von 90 % ergaben sich fiir das untersuchte Werk insgesamt 15 Klone aus
insgesamt 81 identifizierten E. sakazakii-Isolaten, fir die flinf zum Vergleich herangezogenen
Staubsaugerisolate des zweiten Betriebs bildeten sich drei Klone; einen selbststandigen Klon
formte der DSMZ-Stamm 4485. Eine Zusammenstellung der einzelnen Klone in den jeweiligen
Produktionsabschnitten findet sich in Tabelle 4.15. Die Bezeichnung der Klone wurde fur die
nachfolgenden Abbildungen 4.6 und 4.8 beibehalten.

Tabelle 4.15 Anzahl und Verteilung der Klone im Milchtrocknungswerk

Produktionsbereich Anzahl der Klone Klonnummer Anzahl Isolate/Klon

Spruhtrocknung 7 7,17 1
3,9 2
8 8
5 14
6 29

Walzentrocknung 8 11,12, 14, 18 1
10 2
1 4
2 6
13 8

Die Isolate der Sprihtrocknung befanden sich in den Untergruppen Ia, b und c in Abbildung 4.5,
eine genauere Interpretation liefert hingegen Abbildung 4.6. Dort lieRRen sich die Isolate der
beiden Trocknungstirme, isoliert aus MTA-, Filterpulver- und Umfeldproben, in drei
HG IV-VIII gliedern (Abbildung 4.6). Bei einer Ahnlichkeit von 90 % ergaben sich fur die Spruh-
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trocknung insgesamt sieben verschiedene Klone aus 57 Isolaten uber einen Zeitraum von
22 Monaten. Die engen verwandtschaftlichen Beziehungen bestanden nicht nur zwischen
Isolaten eines Turms (T1: K3, T2: K8 und 9), sondern im gesamten Bereich der Spriihtrocknung
(T1 und T2: K 5 und 6). Diese Durchmischung der Isolate betraf nicht nur den Produktions-
bereich (Tiirme), sondern auch die Probenart. Enge verwandtschaftliche Beziehungen fanden
sich unter Isolaten des Filterpulvers des zweiten Turms (K9) und des Umfelds des ersten Turms
(K 3), aus dem Umfeld- und Filterpulver der beiden Tiirme (K 5), dem Umfeld und dem Produkt
(MTA, Fipu) der beiden Tiirme (K 6).

Eine eingehendere Betrachtung des bereits unter Punkt 4.1.1 beschriebenen Einflusses der
Filterpulverrickfuhrung zum Produktstrom des ersten Trocknungsturms resultierte in
Abbildung 4.7. Die Isolate entstammten dem Zeitraum 11/2005-07/2007 und wurden aus
Filterpulver- und MTA-Proben gewonnen. Es zeigten sich zwei Hauptgruppen: Hauptgruppe VII
mit den Untergruppen VII a-d (Spur 1-11, 12-20, 21-25 und 26), HG VIII mit den Spuren
27-31. Bei einer Ahnlichkeit von 90 % liefen sich insgesamt drei Klone (K 20-22) mit den
jeweiligen Spuren 1-25, 26, 37-31 darstellen. Somit bestand Klon 20 aus 25 Isolaten,
gewonnen uber 22 Monate aus MTA- und Filterpulverproben, Klon 21 aus einem MTA-Isolat,
Klon 22 aus Filterpulverisolaten, gewonnen Uber einen Zeitraum von drei Monaten. In drei
Fallen konnten enge verwandtschaftliche Beziehungen zwischen MTA- und Filterpulverproben
von am selben Tag genommenen Proben bestatigt werden (Spur 1, 7 und 9; Spur 3 und 4 sowie
2 und 10).

Die Isolate, gewonnen aus Produkt- und Umfeldproben der Walzentrocknung, gehorten zu den
Untergruppen I a, Ic der HG I sowie Spur 86 der HG III (Abbildung 4.5). Eine detailliertere
Betrachtung der PFGE-Resultate lasst Abbildung 4.8 fur die Walzentrocknung zu. Die beiden
Hauptgruppen IX und X setzen sich aus den jeweiligen UG IX a, b, ¢ zusammen. Bei einem
angenommenen Verwandtschaftsgrad von 90 % zeigten sich insgesamt acht Klone aus
24 TIsolaten Uber einen Zeitraum von 20 Monaten. Die Produkt- und Umfeldisolate zeigten nicht
nur enge verwandtschaftliche Beziehungen unter den Produktisolaten (MTA, WVP), sondern auch
zwischen Isolaten aus der Produktion und dem Umfeld (K 1, 2, 10 und 13) (Abbildung 4.5
und 4.8).

Die Staubsaugerisolate des zweiten Werks bildeten die Spur 13 der UG Ia (K4) und die Spuren
81-84 der UG Ic mit den Klonen (K 15 und 16) der Abbildung 4.5. Diese Klone standen in

keinerlei Beziehung zu den Isolaten des untersuchten Betriebs.
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Dendrogramm Hauptgruppen I-III mit Untergruppen I a-c, Bandenmuster nach Restriktion

Vergleich mit 5 Isolaten des Werks B sowie DSMZ-Stamm 4485. Von links nach rechts:
Xba I und Spe L.

Abbildung 4.5 PFGE der 81 ausgewahlten E. sakazakii-Isolate des Milchtrocknungswerks im
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5 DISKUSSION

Die mikrobiologische Qualitat eines Milchpulvers spielt nicht nur eine entscheidende Rolle bei
der Herstellung von Sauglingsnahrung (als maogliche Infektionsquelle fiir Frith- und
Neugeborene), sondern auch in Bezug auf Marketing und Wettbewerb in der Europaischen Union
und der Welt. In Deutschland wurden im Jahr 2008 circa 389.000 t Milchpulver hergestellt.
Durch die weltweite Nachfrage, vor allem in Landern wie China und Indien, deren Bedarf schnell
wachst, ist mit einer anhaltenden Produktionssteigerung fiir diesen Sektor zu rechnen
(ANON. 2007c, ANON. 2008c, GORN 2008, GORN u. HELLEBRAND 2008).

Mit Blick auf die Gewahrleistung und Verbesserung der mikrobiologischen Qualitat wurden in
einem Milchtrocknungsbetrieb Umfeld- und Produktproben aus den Bereichen der Spriih- und
Walzentrocknung auf E. sakazakii untersucht. Zur Ermittlung erregerspezifischer Verbreitungs-
wege innerhalb des Werks wurden die Isolate ferner phanotypisch charakterisiert, molekular-
biologisch identifiziert und typisiert. Ziel war es, anhand der ermittelten Daten
betriebsepidemiologische Zusammenhange zu erfassen und diese mit der Prozesssicherheit zu

verknupfen, um Mafinahmen zur Verbesserung der Betriebshygiene entwickeln zu konnen.

5.1 Phanotypische Charakterisierung und kultureller Nachweis

5.11 Koloniemorphologie

In den durchgefiihrten Untersuchungen erfolgte die kulturelle Anzichtung der E. sakazakii-
Isolate auf Blut-, TSA-, TSA-a-MUG- und VRBD-Agar. Dabei variierte die Koloniemorphologie je
nach Isolat und Agar bzw. Bebriitungszeit (VRBD-37 °C und VRBD-30 °C) (Tabelle 4.11, 4.12 und
Anhang C, Tabelle C.1-5).

5.1.1.1 VRBD-Agar

Das Erscheinungsbild der 82 Isolate und des DSMZ-Stamms 4485 variierte auf dem fir Entero-
bakterien im Allgemeinen entwickelten Nahrmedium (VRBD) sehr. Daher konnte kein
spezifisches Bild fur E. sakazakii, weder fur das Nahrmedium, noch fir eine Bebrutungszeit
(30 bzw. 37 °C) ermittelt werden. Die in Anhang C zusammengestellten Tabellen C.4 und C.5

stellen somit lediglich einen Uberblick iiber die Koloniemorphologie auf VRBD dar.

51.1.2 Blut-, TSA- und TSA-a-MUG-Agar

Bei den E. sakazakii-Isolaten handelt es sich in Bezug auf Form und Erhabenheit in der Regel
um runde und eher flache Kolonien. Auf dem nahrstoffreicheren Blutagar zeigt E. sakazakii eine
vielfaltige Koloniemorphologie, insgesamt konnten funf verschiedene Typen definiert
werden (Anhang C, Tabelle C.1). Auf TSA- sowie TSA-a-MUG-Agar bildeten sich dagegen drei
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bzw. zwei Morphologietypen (Anhang C, Tabelle C.2 und C.3). Die Kolonien auf Blut- sowie TSA-
bzw. TSA-a-MUG-Agar fallen mit ein bis drei mm Durchmesser eher klein aus. Die Mehrzahl der
Kolonien haben auf Blut- und TSA-a-MUG-Agar eine glatte Oberflache (Blutagar 97,6 %, TSA-
a-MUG 97,6 %), auf TSA dagegen nur (22,0 %). Eine Varianz zwischen den Isolaten in Bezug auf
Oberflachenbeschaffenheit und Konsistenz konnte von FARMER III. et al. (1980) und HAWKINS
et al. (1991) ebenfalls bestatigt werden. In Bezug auf die Koloniegrofie erzielten sie auf TSA-
Agar mit 2-3 mm grofien Kolonien ein ahnliches Ergebnis. Der von NAZAROWEC-WHITE u.
FARBER (1997¢) festgestellte Ubergang zwischen der rauen und glatten Kolonieform konnte in
den vorliegenden Untersuchungen ebenfalls bestatigt werden (siehe Anhang C). Neben den
Unterschieden in der Oberflachenstruktur weisen die Kolonien auf TSA-Agar eine uberwiegend
matte Oberflache auf (78,0 %), auf Blut- und TSA-a-MUG-Agar iiberwiegt dagegen mit 95,1 und
97,6 % eine glanzende Oberflache.

5.1.1.3 Pigmentbildung

Bevor E. sakazakii von FARMER III. et al. (1980) als eigenstandige Spezies beschrieben wurde,
war der Erreger bereits als gelb pigmentierter Enterobacter cloacae in der Literatur bekannt
(FARMER III. et al. 1980, GRIMONT u. GRIMONT 2006). Wie bereits unter Punkt 2.1.2.2
erwahnt, hangt die Auspragung dieses Pigments stark von der Bebritungstemperatur
ab. In den vorliegenden Untersuchungen wurde eine deutliche Gelbfarbung der Kolonien auf
TSA-Agar nach 24-48 h bei Raumtemperatur und eine verringerte Farbgebung auf TSA mit
a-MUG-Zusatz bei einer Bebriitung von 18-24 h bei 37 °C festgestellt (Anhang C, Tabelle C.2 und
C.3). Neben der hellen Gelbfarbung auf TSA-Agar kann eine Pigmentbildung auch auf Blutagar
beobachtet werden (Anhang C, Tabelle C.1). Der Farbton variierte auf Blutagar zwischen hell- und
graugelb. Der von BRENNER u. RICHARD (1984) geschilderte Pigmentverlust durch

Subkultivierung wurde dagegen nicht beobachtet.

Da in dieser Arbeit die E. sakazakii-Selektion auf der Pigmentbildung auf TSA-Agar nach 24-48 h
bei RT beruhte und somit bei allen Isolaten eine Pigmentbildung Voraussetzung fiir die weitere
Isolierung und Identifizierung war, ist das Ergebnis einer 100 %igen Gelbfarbung bei den
gewonnen Isolaten (Tabelle 4.14) nicht weiter hervorzuheben. Das von IVERSEN u. FORSYTHE
(2007) und BLOCK et al. (2002) beschriebene Fehlen des Pigments bei zwei Prozent der Isolate
konnte daher gar nicht in auftreten, da nicht gelbe Kolonien nicht weiter berlcksichtigt
wurden. Fiir den Uberblick iiber die Gesamtkontamination eines Milchtrocknungswerks mit

E. sakazakii und im Hinblick auf die moglichen epidemiologischen Aussagen fur die Produktions-
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statte war dieser theoretische Fehler von zwei Prozent beim E. sakazakii-Nachweis in dieser

Arbeit jedoch von untergeordneter Bedeutung.

Durch das Vorhaben der Association Francaise de Normalisation (AFNOR) die gelbe
Pigmentierung als phanotypisches Charakteristikum im zukunftigen ISO-Standard, aus den unter
Punkt 2.1.2.2 bereits erlauterten Griinden, auszuschlieBen, fallt ein zuverldssiger (98 %) und
leicht durchfuhrbarer Identifizierungsschritt beim kulturellen sowie biochemischen Nachweis-
verfahren (API 20 E) weg (Tabelle 4.13 und 4.14).

5114 Fluoreszenz

Neben der chromogenen Eigenschaft des Keims unter den Enterobacter spp. spielt die
a-Glucosidase-Aktivitat eine entscheidende Rolle (Punkt 2.1.5 und 2.2.1). Hierbei handelt es
sich ebenfalls um ein zuverlassiges und leicht handhabbares Diagnostikum beim kulturellen
Nachweis von E. sakazakii (Anhang C, Tabelle C.3, C.6 und C.7). Da in den vorliegenden Unter-
suchungen der kulturelle E.sakazakii-Nachweis auf den fluoreszierenden Eigenschaften der
Isolate beruhte, sei an dieser Stelle der Vollstandigkeit halber erwahnt, dass unter den 424
gewonnen E. sakazakii-Isolaten die Fluoreszenz auf TSA mit a-MUG-Zusatz zu 100 % bestatigt
werden konnte (biochemischer Nachweis erfolgte nach kultureller Isolierung, Tabelle 4.14). Eine

fehlende Aktivitat der a-Glucosidase hatte somit gar nicht beobachtet werden konnen.

5.1.2 Kulturelle Nachweismethoden

Die kulturelle Isolierung erfolgte anhand der morphologischen Kriterien Pigmentbildung und
Fluoreszenzverhalten. Da neben E. sakazakii auch Pantoea spp. und Escherichia vulneris sowie
Escherichia hermannii eine Gelbfarbung aufweisen konnen und Pantoea spp. ebenfalls
fluoreszierende Eigenschaften besitzt, wurden von den 424 E. sakazakii verdachtigen Isolaten
des Werks 145 weiter biochemisch differenziert (API 20 E), 106 mit der PCR identifiziert und
81 mit der PFGE typisiert. Zum Vergleich wurden funf Staubsaugerisolate eines zweiten
Milchtrocknungswerks typisiert (Punkt 3.3.1, 3.3.3 und 3.3.4).

Isolierung aus Milchpulver und Umfeldproben

Probenmaterial und Voranreicherung

Um E. sakazakii optimal aus Probenmaterial isolieren zu konnen, ist eine Anreicherung des
Keims dringend notwendig (EL-PRINCE et al. 2007). Die Autoren konnten durch einfache
Voranreicherung in gepuffertem Peptonwasser ohne zusatzliche Selektivanreicherung eine
hohere Anzahl an Isolaten gewinnen als mit der von der US Food and Drug Administration (FDA)
empfohlenen Voranreicherung in A. dest. mit nachfolgender Selektivanreicherung in EE (FDA

2002a). Als weiteres Anreicherungsmedium wurde gepuffertes Peptonwasser (MUYTJENS et al.
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1988, NAZAROWEC-WHITE u. FARBER 1997a, b, c) mit einer 18-24stiindigen Bebriitung bei
37 °C (IVERSEN u. FORSYTHE 2003) genannt. In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die
Isolierung aus Flachenproben das Anreicherungsverfahren mit Peptonwasser gewahlt. Dieses
Verfahren bot die geeigneten Nahrstoffe (Peptonwasser) fiir die mit einer ausgepragten
Konkurrenzflora behafteten Proben aus dem Produktionsumfeld. Die im Werk untersuchten
mikrobiologischen Trendanalysen (MTA-Proben: hierbei handelte es sich um Produktproben, die
funfmal taglich bzw. pro Charge auf Enterobakterien untersucht wurden, wurden ebenfalls mit
Peptonwasser angereichert. Dies ware nicht unbedingt notwendig gewesen, da das Proben
material (Milchpulver) ausreichende Nahrstoffe enthielt. Eine Anreicherung in doppelt gepufferter
Salzlésung hatte in diesem Fall genugt und wurde in der vorliegenden Arbeit fir selbst unter-

suchte Pulverproben verwendet (Punkt 3.3.1.3).

Fir die Pulverproben wurden die von der FDA empfohlene Titerbestimmung sowie das
Anreicherungsverhaltnis modifiziert bzw. iibernommen (FDA 2002a). Die unter Punkt 2.1.2
beschriebenen Wachstumseigenschaften sowie der hohe Eigenanteil an Nahrstoffen der Milch-
pulverproben (Walzenvollmilchpulver, Staubsaugerproben, Filterpulver) fiihrten dazu, dass das
Peptonwasser durch doppelt gepufferte Salzlosung ersetzt wurde. Fir die Titerbestimmung
wurde das Milchpulver neben den von der FDA vorgegebenen Mengen von 100, 10 und 1g zu-
satzlich auf Basis von 0,1 g angereichert. Die Ergebnisse von EL-PRINCE et al. (2007) (s.0)
fanden in dieser Arbeit keine Beriicksichtigung (die Publikation erschien nach den eigenen

experimentellen Arbeiten) und konnten deshalb weder bestatigt noch widerlegt werden.

Selektivanreicherung

Zur selektiven Anreicherung (Hemmung der Begleitflora, vor allem bei Flachenproben) wird
ausschlieBlich die von der International Dairy Federation (IDF), GUILLAUME-GENTIL et al.
(2005), HAHN (2003) und HAMMER (2005) zum Nachweis von coliformen Bakterien empfohlene
LST verwendet (ANON. 2004c). Wie bereits von HAHN (2003) und HAMMER (2005) erwéhnt, ist
eine Modifizierung (0,5 M NaCl + 10 mg/l Vancomycin) nach GUILLAUME-GENTIL et al. (2005)
zur Isolierung von E. sakazakii nicht erforderlich. Dagegen wurde zur weiteren Hemmung der
nicht-thermophilen Begleitflora die Inkubationstemperatur auf 45 °C erhoht (ANON. 2004c,
GUILLAUME-GENTIL et al. 2005, HAHN 2003).

Der von der IDF und HAMMER (2005) publizierte Inokulationsmodus von 0,1 mlin 10 bzw. 9 ml
der Selektivbouillon wurde in den eigenen Untersuchungen fiir die Isolierung aus Flachen- und
Pulverproben beibehalten (ANON. 2004c) (Punkt 3.3.1).
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Detektionsmedium

Ein vorlaufiges positives Ergebnis von chromogenen E. sakazakii-selektiven Nahrmedien (DFI,
COMPASS usw.) reicht nicht aus, um das Isolat endgiiltig als E. sakazakii auszuweisen. Ein
erneuter Ausstrich auf TSA (Pigmentbildung) und Fluoreszenznachweis sind notig um das
vorlaufig positive Resultat der chromogenen Medien zu erharten (HAHN 2003, GONZALES et al.
2006, KRESS et al. 2005, MUYTJENS et al. 1988, NAZAROWEC-WHITE et FARBER 19974, b,c).
Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit auf den Einsatz von chromogenen Medien verzichtet
und zur weiteren Ausdifferenzierung auf die Nahrmedien TSA (Pigmentbildung) und TSA mit
a-MUG-Zusatz (Fluoreszenznachweis) zuriickgegriffen. Die Ausstrichmenge von 10 pl mit
anschlieRender Fraktionierung (FDA 2002a, ANON. 2004c) ermdglichte eine gute Betrachtung

der Koloniemorphologie.

Die Isolierung von Kolonien der zur Weiterbearbeitung verschickten MTA-Proben erfolgte durch
erneuten Ausstrich auf Blut- und VRBD-Agar. Die Sensitivitat und Spezifitat des eingesetzten
VRBD-Agars fiihrt laut DERZELLE et al. (2007) in Bezug auf E. sakazakii in knapp der Halfte der
Falle zu einem zuverlassigen vorlaufigen positiven Ergebnis. Dabei handelte es sich um ein
Resultat, welches weder biochemisch noch molekularbiologisch bestatigt wurde. Im Zeitraum
2005-2007 wurden insgesamt 816 der 13.681 im Trocknungswerk angesetzten MTA-Proben zur
weiteren Ausdifferenzierung an das MRI gesandt (Tabelle 4.6). Da sich das Hauptaugenmerk des
Werks bei den Flachen- (Umfeldmonitoring) und MTA-Proben auf die Enterobakterien im
Allgemeinen richtete und der E. sakazakii-Nachweis zusatzlich zu den Routineproben nur beim
MRI durchgefiihrt wurde, wurde im Werk der VRBD-Agar angewendet. Eine weitaus grofiere
Problematik als die von DERZELLE et al. (2007) beschriebene geringe Spezifitdt des VRBD-Agars
bildeten in dieser Arbeit die oftmals eingetrockneten Kolonien auf den VRBD-Platten, die vom
Werk tber eine Woche gesammelt wurden, bevor sie ans MRI geschickt wurden, weil sie und ein

erneutes Anwachsen auf Blut- und VRBD-Agar wesentlich erschwerten bzw. unmaoglich machen.

Pigmentbildung und Fluoreszenznachweis
Wie bereits unter Punkt 5.1.1.3 und 5.1.1.4 eingehend dargestellt, bildet E. sakazakii eine

deutliche gelbe Pigmentierung auf TSA-Agar und Fluoreszenz auf TSA-a-MUG-Agar aus. Die
Pigmentbildung ist nicht ausschlieBlich E. sakazakii vorbehalten (DERZELLE et al. 2007,
GUILLAUME-GENTIL et al. 2005), sondern wurde auch bei Pantoea spp. (51 Isolate von 987
Enterobacteriaceae-Isolaten aus 3.124 untersuchten Proben) und Escherichia vulneris
(5 Isolate von 987 Enterobacteriaceae-Isolaten aus 3.124 untersuchten Proben) beobachtet.

Neben den oben erwahnten Erregern zeigte sich im Laufe der Untersuchungen eine Gelbfarbung
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auch bei Escherichia hermannii (33 Isolate von 987 Enterobacteriaceae-Isolaten aus 3.124

untersuchten Proben).

Unter den Enterobacter spp. bildet einzig und allein E. sakazakii die a-Glucosidase aus,
allerdings verfligen zahlreiche Spezies anderer Genera der Familie der Enterobacteriaceae uber
dieselbe enzymatische Aktivitat (Yersinia spp., Klebsiella spp., Kluyvera spp., Proteus spp.). Wegen
der einfachen Durchfuhrbarkeit des Tests bot sich der Nachweis der a-Glucosidaseaktivitat zur
weiteren Ausdifferenzierung an und wird in zahlreichen E. sakazakii-spezifischen und nicht-
selektiven Nahrmedien angewendet (GONZALEZ et al. 2006, GUILLAUME-GENTIL et al. 2005,
HAHN 2003, KANDHAI et al. 2004b, MUYTJENS et al. 1988, NAZAROWEC-WHITE u. FARBER
1997a, b, c). Zur Ermittlung der fluoreszierenden Eigenschaften von E. sakazakii diente in
dieser Arbeit die Zugabe des a-MUGs zum TSA-Agar. Neben E. sakazakii und den oben
bereits erwahnten Enterobakterienarten bilden Pantoea spp. eine deutliche Fluoreszenz auf TSA-
a-MUG nach 18-24 h bei 37 °C aus. Da Pantoea spp. auch deutlich ausgepragte
chromogene Eigenschaften auf TSA- sowie Blutagar aufweisen, war damit zu rechnen, dass sich
unter den 260 nicht weiter identifizierten der 424 E. sakazakii-verdachtigen Isolate einige
Pantoea spp.-Isolate befinden (siehe Q 41/376 unter Punkt 4.2.1.3, Anhang C, Tabelle C.7). Ein
ahnliches Verhalten wie bei den Pantoea spp. konnte bei Staphylococcus spp. beobachtet
werden. Neben deutlichen morphologischen Abweichungen fiel die Fluoreszenz aber wesentlich
geringer aus. Erfahrene Untersucher sind in der Lage, E. sakazakii von Pantoea spp. bzw.

Staphylococcus spp. anhand der Koloniemorphologie bereits optisch zu unterscheiden.

5.1.3 Bestatigung des kulturellen Nachweises durch biochemische Testkits

Beim API 20 E handelt es sich um ein gangiges, kommerzielles Testkit, basierend auf der
Auswertung des biochemischen Reaktionsmusters des zu untersuchenden Keims, das auch fur
die Charakterisierung von E. sakazakii gut geeignet ist (BIERING et al. 1989, KANDHAI et al.
2004b, MONROE u. TIFT 1979, MUYTIJENS et al. 1983, NAZAROWEC-WHITE u.FARBER 1999,
SEO u. BRACKETT 2005, SIMMONS et al. 1989). IVERSEN et al. (2004a) berichteten hingegen
auch von falsch positiv bestatigten Isolaten. Von den 424 gewonnenen Isolaten wurden 145
willklrlich ausgewahlt, mit dem API 20 E untersucht und als E. sakazakii bestatigt (Tabelle 4.13).
Der Grad der Identifizierung lag nach Herstellerangaben (apiweb) zwischen 2,5 und 99,9 % und
erlaubte bei 62,8 % der untersuchten Isolate mit 95 % Sicherheit oder mehr eine
Identifizierung von E. sakazakii. Unter Zuhilfenahme des vom apiweb angegebenen Zusatztests
der Pigmentbildung liegt der Identifizierungsgrad mindestens bei 98,0 %. Daraus folgt, dass mit
Hilfe des API 20 E-Resultats 62,8 % der Isolate mit > 95 % als E. sakazakii identifiziert wurden;
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mit Zusatztest wurden 99,3 % mit tuber > 98,0 %iger Sicherheit als E. sakazakii identifiziert. Der
Zusatztest lag bei 89/145 Isolaten unter dem Identifizierungsgrad des apiweb. Wie bereits unter
Punkt 5.1.1.3 erwahnt wurde, fehlte die Auspragung bei zwei Prozent der Isolate. Somit lag der
Identifizierungsgrad des apiweb mit Zusatztest bei 61,4 % der Isolate lediglich bei 98 %, obwohl
der Identifizierungsgrad nach apiweb ohne Zusatztests > 98 % betrug. In diesen Fallen zahlte
der hohere Identifizierungsgrad. Kame es nach Bestreben der AFNOR zu einem Wegfall dieses
phanotypischen Charakteristikums beim ISO-Standard, lage der Nachweisgrad in 37,2 % der
Falle < 95 % und wiurde die Zuverlassigkeit des API 20 E deutlich mindern.

Von den insgesamt 145 biochemisch untersuchten Stammen wurden 106 mit Hilfe der PCR
molekularbiologisch zu 98,8 % identifiziert. Der Identifizierungsgrad dieser Stamme liegt nach
apiweb-Angaben zwischen 2,5 und 99,9 % (Tabelle 4.13). Nach Wegfall des phanotypischen
Charakteristikums der gelben Pigmentausbildung ware ein molekularbiologischer Nachweis in der

Lage, die biochemische Identifizierung zu bestatigen.

Biochemische Eigenschaften

Zur phanotypischen Charakterisierung werden haufig biochemische Eigenschaften eines Keims
genutzt (BINGEN et al. 1994, FARMER et al. 1985). Auf Basis dieser Eigenschaften wurden
kommerzielle Testkits fur Keimfamilien erstellt und zur Bestatigung bzw. Ausdifferenzierung von
kulturell isolierten Keimen angewendet. Anhand der in Tabelle A.1 in Anhang A beschriebenen
biochemischen Eigenschaften und Reaktionsmuster des in dieser Arbeit eingesetzten API 20 E-
Testkits (Tabelle 4.14) konnten folgende Ubereinstimmungen ermittelt werden: In 90-100 % der
Falle verwerteten die E. sakazakii-Isolate Amygdalin, Arabinose, Arginin, Citrat, Glucose,
Mannitol, Melibiose, ONPG, Ornithin, Rhamnose, Saccharose und Voges Proskauer. Dagegen kam
es bei H,S, Lysin, Cytochrom Oxidase, Tryptophan und Urease zu keinerlei Reaktion. Zusatzlich
konnte Inosit mit 84,8 % als variable Reaktion bestatigt werden. Laut Literatur gehort die Gel-
Hydrolyse zu den negativen Ergebnissen, mit 10,3 % positiven Resultaten lag diese Reaktion im
API 20 E an der Grenze zu den variablen Eigenschaften. FARMER et al. (1977) hoben eine
negative Sorbitol-Reaktion zur phanotypischen Abgrenzung zu E. cloacae hervor. HEUVELINK et
al. (2001) berichteten hingegen von Sorbitol- positiven Reaktionen. In den vorliegenden Unter-
suchungen konnte eine positive Sorbitol-Reaktion bei 22,8 % der untersuchten Isolate fest-
gestellt werden. BRENNER (1981), FARMER III. et al. (1980), Farmer III. und KELLY (1992) und
IVERSEN et al. (2006) berichteten von einer Variabilitat hinsichtlich der Indol-Reaktion bei
E. sakazakii, dies konnte dagegen in dieser Arbeit nicht bestatigt werden (0/145). Da den letzt-

genannten Reaktionen (Inosit, Gel Hydrolase und Indol) im Gegensatz zur Sorbitol-Reaktion in
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der Literatur keine erwahnenswerte Aufmerksamkeit zuteil wurde und da es sich bei der Inosit-
und Indol-Verwertung lediglich um eine variable und somit unzuverlassige Reaktion handelt,

hatte dieses Ergebnis keinerlei Einfluf} auf die Auswertung des biochemischen Nachweises.

5.2 Molekularbiologischer Nachweis und Typisierungsmethoden

5.2.1 Molekularbiologische Identifizierung

106 der 424 gewonnenen Isolate, darunter die fiir die PFGE ausgewahlten Isolate (Punkt 3.2.1.1),
wurden zufallig ausgesucht und zusatzlich zur biochemischen Identifizierung molekular-
biologisch mit einer PCR-Methode nach LEHNER et al. (2004) bestatigt. Der Nachweis erfolgt
anhand eines Ausschnitts der 16 S rRNA Gensequenz. Diese Darstellung des Genabschnitts
ermoglicht einen schnellen und sicheren Keimnachweis mit hoher Sensitivitat und Spezifitat;
sie wurde neben LEHNER et al. (2004) auch von HASSAN et al. (2005) und WEILI et al. (2006)
angewendet. In dieser Arbeit wurde das in LEHNER et al. (2004) verwendete Temperatur-Zeit-
Profil in Bezug auf die Annealing Temperatur auf 66 °C angehoben (Tabelle 3.3, Abbildung 4.4).
Durch diese Temperaturerhohung konnten vorherige Fehlbanden bei eng verwandten Spezies
(Pantoea spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp.) vermieden werden. Die Isolate wurden mit
dem modifizierten PCR-Ansatz zu 98,8 % erkannt und zeigten im erwarteten Bereich von
929 bp eine deutliche Bande. Im Bereich von 1.230 und 517 bp traten dennoch zusatzliche
Fehlbanden auf. Diese waren moglicherweise auf eine unterschiedliche DNA-Aufbereitung
(Angaben zur DNA-Aufbereitung fehlen bei LEHNER et al. (2004)), die Bildung von
unspezifischen oder unvollstandigen Amplifikaten, bedingt durch zu geringe Extinktionszeit, oder
auf zu grofie Mengen des Ausgangsmaterials (Matrize) zuriickzufiihren. Da diese Zusatzbanden
beim DSMZ-Stamm 4485 ebenso vorkommen, wurde das Profil fur charakteristisch erklart und

als positiver E. sakazakii-Nachweis bewertet.

5.2.2 Molekularbiologische Typisierung

Die molekularbiologische Typisierung wird z.B. bei der Ermittlung von nosokomialen Infektions-
ketten und bei betriebsepidemiologischen Fragestellungen in der gesamten Lebensmittelkette
eingesetzt (Punkt 2.2.3.2). Die Pulsfeld-Gelelektrophorese iiberzeugt dabei durch ihre universelle
Anwendbarkeit (MASLOW et al. 1993), ihre hohe Diskriminierung, Reproduzierbarkeit,
Standardisierbarkeit und weltweite Vergleichbarkeit (DRUDY et al. 2006a).

Die vorliegenden Untersuchungen fihrten nach Anwendung einer hausinternen Methode zu
folgenden Aussagen: Im Bereich der Milchpulverherstellung konnten mit einem Diskriminator bei
einer Ahnlichkeit von 90 % im Bereich der Spriihtrocknung 7 Klone und im Bereich der Walzen-

trocknung acht Klone differenziert werden (Punkt 4.3.2, Abbildung 4.5). Bezogen auf die
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Verteilung dieser Klone in Haupt- und Untergruppen ist eine deutliche Trennung fiir die
jeweiligen Trocknungsbereiche erkennbar. Innerhalb des Werks kommt es also zu keiner
Vermischung und Verschleppung der E. sakazakii-Klone zwischen der Spruh- und Walzen-
trocknung. Die Betrachtung des untersuchten Werks in Bezug auf Qualitats- und Prozess-
sicherung konnte somit fiir beide Trocknungsbereiche (das geschlossene Trocknungssystem der
Spriihtrocknung und das offene Herstellungsverfahren der Walzentrocknung) getrennt erfolgen
(Punkt 5.3).

5.2.2.1 Walzentrocknung

Die acht Klone aus der Walzentrocknung setzten sich aus 24 Isolaten zusammen, die aus
Produkt- und Umfeldproben uber einen Zeitraum von 02/2005-08/2006 gewonnen wurden
(Abbildung 4.8, Tabelle 4.15). Die Vielzahl an unterschiedlichen Klonen kam vermutlich durch
einen wiederholten Eintrag aus der Aufenwelt zustande. Dies ermodglicht u.a. ein im
Produktionsraum befindliches Rolltor, Uber welches haufiger Materialaustausch stattfand.

Hierbei kam es zu einer Unterbrechung des werksspezifischen Zonenkonzepts.

Die Isolate des 2. und 13. Klons der Walzentrocknung zeigten deutlich (Ahnlichkeit von 90 %),
dass es sich um ein erneutes Auftreten des gleichen Klons handeln musste. Aus dem
Produktionsumfeld konnte uber einen Zeitraum von Monaten der gleiche E. sakazakii-Klon

zweimal (Klon 2) bzw. dreimal (Klon 13) isoliert werden.

Den Eintrag aus dem Produktionsumfeld ins Endprodukt verdeutlichen die Spuren 14-16 der
gleichen Abbildung. Nach dem Nachweis im Umfeld konnte der gleiche Klon nach drei Tagen aus
dem Endprodukt isoliert werden. Nach drei Wochen konnte ein erneutes Auftreten im Umfeld
festgestellt werden (Spur 15, Abbildung 4.8); d.h. unabhangig vom Zeitpunkt des tatsachlichen
Eintrags konnen Klone auch langere Zeit persistieren. Auf die moglichen Kontaminationswege

wird unter Punkt 5.3.2.2 naher eingegangen.

5.2.2.2 Sprihtrocknung

Im Bereich der Spruhtrocknung konnten sieben Klone identifiziert werden, die sich aus
insgesamt 57 Isolaten, gewonnen aus Umfeld- und Produktproben, zusammensetzten
(Abbildung 4.6, Tabelle 4.15). Die bereits bei der Walzentrocknung erwahnte Vielzahl an unter-
schiedlichen Klonen trat auch bei der Sprihtrocknung auf. Hierbei handelte es sich ebenfalls um
Neueintrage bzw. um ein Wiederauftreten von bereits isolierten Klonen, die nach unterschied-
lichen Zeitraumen erneut im Produktionsumfeld nachgewiesen wurden. Wie auch bei der

Walzentrocknung bietet im Bereich der Spriihtrocknung neben einer 15 m? grofRen Luftoffnung
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ein Rolltor eine weitere Eintragungsquelle, da hier ein regelmafiiger Materialaustausch statt-
findet, was auch hier zu einer Unterbrechung des Zonenkonzepts mit Erzeugung zusatzlicher
Luftturbulenzen flihrt. Der Nachweis eines gleichen Klons aus beiden Bereichen der beiden Tiirme
am selben Tag (Spur 31 und 32) zeigte die weite Verteilung des Erregers in dem Gebaude-

komplex.

Der Nachweis von eng verwandten E. sakazakii-Isolaten (Klon 20, 22) aus dem Filterpulver des
ersten Spruhturms bestatigte eine Besiedlung des Textilfilters mit E. sakazakii. Ursache sind die
guten Wachstums- und Nahrbedingungen, die ein Textilfilter bieten kann (Warme, Nahrung:
Milchpulver, Feuchtigkeit). Klon 20 konnte 25mal im Zeitraum 14.11.05-21.09.06 isoliert
werden, Klon 22 im Zeitram 29.09.06-03.11.06 finfmal. Enge verwandtschaftliche Beziehungen
zwischen den Isolaten aus dem Produktionsumfeld und den Isolaten aus dem Filterpulver sind
in Abbildung 4.6 dargestellt (Spur 5 und 24, Spur 22 und 29, Spur 51 und 52). Die
Kontamination des Umfelds fuhrt somit zur Besiedelung der Filteranlagen mit E. sakazakii. Durch
die idealen Milieubedingungen fur mikrobielles Wachstum bildet sich in diesen Textilfiltern ein

E. sakazakii-Reservoir aus.

Die Probenahmestelle der MTA-Proben ist nach der Riuckfuhrung des Filterpulvers des ersten
Turms lokalisiert. Eine entsprechende Probenahme am selben oder nachsten Tag konnte durch
Nachweis einer engen verwandtschaftlichen Beziehung zwischen Isolaten aus MTA- und Filter-
pulverproben eine Verschleppung des Keims ins Endprodukt durch Filterpulverrickfiihrung
aufzeigen, falls auf diesem Wege ein Eintrag ins Milchpulver erfolgt (Abbildung 4.7). Da davon
auszugehen war, dass das Filterpulver des ersten Sprihturms bei Auslastung des Turms generell
den mikrobiologischen Anforderungen des Werks (Tabelle 3.1) entsprach und daher riickgefiihrt
wurde, zeigten die am selben oder darauffolgenden Tag gewonnen Filter- und MTA-Proben
deutlich, dass eine mikrobielle Kontamination des Endprodukts durch belastetes Filterpulver
moglich war (Abbildung 4.7, Spur 1, 7, 9, 23, 25 und Spur 2, 10 und Spur 3, 4 und Spur 5, 11).

Da das Filterpulver des zweiten Turms aufgrund starken Schimmelbefalls immer separat
abgefullt wurde, war bei diesem Turm eine Kontamination des Endprodukts uber das Filter-
pulver ausgeschlossen (Abbildung 4.1). Allerdings war auch dieser Textilfilter von E. sakazakii

besiedelt.

Die zum Vergleich herangezogenen Staubsaugerisolate des zweiten Werks bildeten insgesamt

drei Klone, die in keinerlei Beziehung zu den Isolaten des untersuchten Werks standen.
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53 Qualitats- und Prozesssicherheit

E. sakazakii konnte in beiden Trocknungsbereichen (Spriih- und Walzentrocknung) des Milch-
pulverwerks nachgewiesen werden (Punkt 4.1.1). Die Betrachtung epidemiologischer und
prozesssichernder Aspekte musste unter mehreren Gesichtspunkten vorgenommen werden:
a) allgemeine Mafinahmen zur Sicherung der mikrobiellen Qualitat des Produkts,
b) Kontamination wahrend des Herstellungsprozesses und c¢) Kontamination aus dem

Produktionsumfeld.

53.1 Allgemeine Mafsnahmen zur mikrobiellen Qualitatssicherung

Das im Milchtrocknungswerk eingesetzte Hygienemanagement baut auf einem Grundgerust
allgemeiner Hygienevorschriften auf (Werk ist nach dem International Food Standard (IFS)
zertifiziert) und wird durch ein prozessorientiertes HACCP-Konzept vervollstandigt (Abschnitt
3.1.1.2). Die kritischen Kontrollpunkte des Herstellungsprozesses sind in den Abbildungen 2.2
und 2.4 rot unterlegt. Bei Nichteinhaltung der vorgegebenen Parameter treten entsprechende
Korrekturmaftnahmen in Kraft (Umschaltventile bei der Pasteurisation, Metalldetektor:
Ausschluss der Ware fiir den menschlichen Verzehr). Fiir die dauerhafte Gewahrleistung eines
qualitativ hochwertigen Produkts ist eine Identifizierung der Mitarbeiter mit dem Betrieb und
eine Sensibilisierung fur die Gefahren fur das Produkt wahrend des Herstellungsprozesses
unumganglich. Hierflir sorgen regelmafiige Fort- und Weiterbildungsmafinahmen sowie die
strikte Einhaltung und Kontrolle der Hygienemafnahmen (Reinigung und Desinfektion). Dies gilt
vor allem innerhalb der Zone mit den hochsten hygienischen Ansprichen sowie in den
Produktionsbereichen mit Unterbrechungen des Zonenkonzepts, z.B. durch Lufteinlass, Rolltore

und Einbringung von Holzpaletten bei der Big Bag-Abfullung.

Begleitend zum HACCP-Konzept werden Eingangs-, Prozess- und Endproduktkontrollen pro
Produktionseinheit zur Erhebung von mikrobiellen und anderen qualitatspragenden Parametern
eingesetzt. Um eine Produktion eines hochwertigen Produktes sicherzustellen, erfolgt nach
Anlieferung der Rohmilch ins Werk zuerst eine Eingangskontrolle. Hierbei werden die gesetzlich
vorgeschriebenen Kontrollen und eine Prifung der Milchinhaltsstoffe vorgenommen,
(Abbildung 2.2, SPREER 2005). Die MTA-Proben stellen durch fiinfmalige Probenahme pro
Produktionseinheit und Tag eine zeitnahe Kontrollmdglichkeit der mikrobiellen Beschaffenheit
(Enterobakterien im Allgemeinen) des Endprodukts dar. Die starken Anstiege der Entero-
bakterien-Keimzahlen, erkennbar in den graphischen Darstellungen tber die eingesandten MTA-
Proben aus den Bereichen der Spruh- und Walzentrocknung, unterlagen keiner saisonalen

Haufung, sondern verwiesen vor allem auf eine Verschlechterung der mikrobiologischen
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Qualitat im Hinblick auf Enterobakterien im Allgemeinen wahrend Produktionsstillstanden sowie
Umbaumafinahmen (Abbildung 4.2). Die damit verbundene Ansammlung von Feuchtigkeit fiihrt
zu einer Verbesserung der Wachstumsbedingungen fiir Enterobakterien und erklart somit den
teilweise steilen Anstieg und Abfall an Einsendungen von VRBD-Platten durch das Werk
(Abbildung 4.2, Tabelle 4.6). Weitere Probenahmen des Endprodukts erfolgen durch Auto-
sampler, ebenfalls auf der Hohe der MTA-Probenahmestelle sowie vor der Absackung. Diese Pro-
ben werden neben qualitatsspezifischen Untersuchungen auch einer mikrobiologischen
Untersuchung auf Salmonellen, Enterobakterien, Enterokokken, Sporenbildner und die Gesamt-
keimzahl unterzogen. Die qualitatspragenden und mikrobiologischen Parameter wurden vom
Hersteller und den Kunden fixiert und eingehalten. Durch Ruckfuhrung des Filterpulvers des ers-
ten Turms in den Produktstrom hat dieses einen nicht unerheblichen Einfluss auf die
Qualitat des Endprodukts. Nur bei Einhaltung der mikrobiologischen, vom Hersteller fixierten
Parameter aus Tabelle 3.1 erfolgt eine Ruckfihrung zum Endprodukt. Da eine permanente
Kontamination des jeweiligen Filters der beiden Tirme mit E. sakazakii jedoch als gegeben
anzunehmen ist, sollte die Pulverriuckfihrung in Frage gestellt werden. Zumindest in der

Herstellung von Babynahrung sollte die Ruckfihrung in jedem Fall unterbleiben.

Ein dreistufiges Zonenkonzept gliedert den Produktionsbereich in Teilabschnitte mit unter-
schiedlichen Hygieneanspriichen (Abschnitt 3.1.1.2). Ziel dieser Unterteilung war es u.a., einen
Neueintrag bzw. erneuten Eintrag von Keimen aus der Auflenwelt zu erschweren, durch
entsprechendes mikrobiologisches Monitoring eine Kontamination zeitnah zu erkennen, die
Ursachen zu bekdmpfen und eine Verbreitung innerhalb des Werkes zu verhindern (HAMMER et
al. 2006, MULLANE et al. 2007). Die Resultate der PFGE zeigten deutlich eine Ansammlung
einer klonalen Vielfalt der E. sakazakii-Isolate in beiden Bereichen der Milchtrocknung; diese
wurden durch Unterbrechungen des Zonenkonzepts zwischen Aufienwelt und Produktionsstatte
entweder neu oder erneut mit dem gleichen Klon kontaminiert. Im Bereich der Walzentrocknung
wird die Zone mit dem hochsten Hygieneanspruch durch ein Rolltor zur Material- und
Warenibergabe sowie durch Personalverkehr zur AuRenwelt unterbrochen. Ein ahnliches Roll-
tor befindet sich im Spriihtrocknungsbereich, zusatzlich bildet eine 15 m? grofie Luftéffnung
einen Zugang von der Aufienwelt zum Produktionsraum. Fir die Materialbewegungen uber die
Rolltore bietet es sich als bewéhrte Lésung an, Ubergabesituationen mit Gabelstaplern, die nur
in bestimmten Zonen eingesetzt werden durfen, einzurichten. Im Bereich der Absackung bildet
eine Ubergabestelle von Holzpaletten zur Big Bag-Abfiillung einen Einschnitt in die Zone des

hochsensiblen Hygienebereichs. Die Einbringung von Holzpaletten lasst sich technisch derzeit
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nicht verandern; hier hat sich jedoch das Monitoring-System zur Gefahrenabwehr als geeignet

erwiesen.

Um eine sichere Produktion zu gewahrleisten, wird die Uberwachung des Kontaminationsstatus
eines Betriebs mit einem Umfeldmonitoring empfohlen (Abschnitt 2.5.2.1). Da coliforme
Erreger lediglich eine Untergruppe der grofRen Familie der Enterobacteriaceae darstellen und
somit ahnliche Verbreitungswege aufweisen sollten, werden diese als Indikatorkeime bei der
Uberwachung eingesetzt. Nach Meinung der EFSA besteht im Gegensatz zu den Problemkeimen
(Salmonella) ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Indikatorkeime Entero-
bacteriaceae und E. sakazakii. Hierbei handelt es sich jedoch nicht um einen generellen, sondern
um einen individuellen Zusammenhang, der fur jeden einzelnen Betrieb ermittelt werden muss,
um ein Enterobacteriaceae-Monitoring erfolgreich gegen E. sakazakii einzusetzen (EFSA 2007,
MULLANE et al. 2007). Dadurch kdnnen bestehende Kontaminationen zuriickgedrangt und
HygienemafRnahmen auf ihre Wirksamkeit uberpruft werden. In der vorliegenden Arbeit konnte
fur das Werk insgesamt und fur die Walzentrocknung im gesamten Zeitraum sowie fur das Jahr
2006 ein Zusammenhang zwischen den gewonnenen Enterobakterien-Keimzahlen der
Kategorie IT (= 1.000 KbE/dm?) aus dem Enterobacteriaceae-Umfeldmonitoring und dem gleich-
zeitigen Auftreten von E. sakazakii mit Hilfe des y?-Tests statistisch bestatigt werden (Abschnitt
4.1.2, Tabelle 4.10). Die Aussage von LORENZ (1992), die Resultate der vier Korrekturformeln
sollten nicht allzu stark voneinander abweichen, unterlag dagegen der individuellen
Einschatzung und Interpretation. Danach ist der y2-Test lediglich fir die Walze im Jahr 2006
anwendbar, die Ergebnisse lagen zwischen 12,25-13,25; fir den gesamten Zeitraum 2005-2007
liegt die Spanne bereits zwischen 15,39 und 44,39. Die Resultate fur das gesamte Werk weichen
gagegen bereits fiir das Jahr 2006 deutlich ab (Werk 2006: 11,35-329,35); fiir den gesamten
Zeitraum schwankt die Spanne deutlich zwischen 17,97 und 914,97. Fur die anderen Bereiche
(Turm 1 und 2, Absackung, Silolagerung) waren fiir die Durchfiihrung des Tests nicht geniigend
Daten vorhanden. Dennoch zeigen Tabelle 4.9 und Abbildung 4.3 fur das Werk und die Walzen-
trocknung, fur die anderen Arbeitsbereiche der Spruhtrocknung sowie Absackung und Silo-
lagerung eine deutlich erkennbare Tendenz des oben erwahnten Zusammenhangs. Auch wenn
die Datenlage keine fundierte Aussage zulief, bot das Enterobacteriaceae-Umfeldmonitoring
auf jeden Fall einen ersten leicht zuganglichen Hinweis zur Gesamtsituation des Werkes im
Allgemeinen und bei entsprechender Keimzahl im Bereich der Kategorie II auf E. sakazakii im
Speziellen. Die Aussagen der EFSA in Bezug auf den nicht darstellbaren Zusammenhang zwischen

einem durchgefuhrten Enterobacteriaceae-Monitoring und dem Vorkommen von Salmonellen
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konnten dahingehend bestatigt werden, dass uber einen Zeitraum von zwei Jahren im durch-
gefuhrten Enterobakterien-Monitoring des Werks keine Salmonella spp. aus den definierten
Flachenproben isoliert werden konnten. Ein Zusammenhang zwischen dem durchgefiihrten
Enterobacteriaceae-Monitoring und dem Auftreten von E. sakazakii konnte dagegen fir Werk
gezeigt werden. Um ein zeitnahes Auftreten des Keims zu ermitteln und rechtzeitig geeignete
Reinigungs- und DesinfektionsmaRnahmen durchfuhren zu konnen, ist eine Beibehaltung des

Monitorings zu empfehlen.

5.3.2 Kontamination wahrend des Herstellungsprozesses

Die im grof3technischen Mafistab eingesetzte Kurzzeiterhitzung der Milch fuhrt nach Aussagen
von BREEUWER et al. (2003), IVERSEN et al. (2004b), MUYTJENS et al. (1988), MUYTJENS u.
KOLLEE (1990) und NAZAROWEC-WHITE u. FARBER (1997b) zu einer ausreichenden Abtdtung
von E. sakazakii. Die Autoren gehen im Falle einer Produktkontamination, grundsatzlich von
einer Rekontamination nach dem Erhitzungsschritt aus. Mikrobielle Kontaminationen kdnnen
durch Fehlfunktionen in der ersten Phase der Kiuhlung der pasteurisierten Milch mit Warme-
austauschplatten im Gegenstromprinzip mit noch unerhitzter Rohmilch stattfinden (defekte
Dichtungen, Druckdifferenzen beim Plattenerhitzer ,Plattendurchbriiche”). Eine weitere
Moglichkeit der Kontamination im Herstellungsprozess bietet die letzte Stufe des Eindampfers,
welche eine Temperatur von nur 45 °C aufweist. Die bakterielle Kontamination findet dabei
entweder bei der Reinigung durch kontaminiertes Bridenwasser oder reziprok durch Rickfluss
von kontaminiertem und zwischengelagertem Konzentrat aus Vorlaufbehaltern statt. Die
anschliefende Konzentraterhitzung (ohne definierte Heifthaltezeit), falls Gberhaupt vorgesehen,
reicht zur vollstandigen Keimabtdtung in der Regel nicht aus. Im Rahmen der dieser Forschungs-
arbeit konnte in weiterfihrenden Untersuchungen an Konzentratproben im Jahr 2008 gezeigt
werden, dass diese Problematik im untersuchten Werk nicht auftrat. Die Konzentratproben
wurden nach Austritt der letzten Stufe des Eindampfers genommen, in 25 untersuchten Proben

konnte E. sakazakii nicht nachgewiesen werden.

Wie bereits erwahnt, handelt es sich bei der Milchpulverproduktion um einen Prozess mit hoher
thermischer Belastung, welcher bei laufender Produktion die Herstellung eines keimfreien oder
keimarmen Endprodukts garantieren kann. Bei Stillstanden kommt es jedoch zur Bildung von
Kondenswasser innerhalb der Produktionsanlagen, was unter geeigneten Wachstums-
bedingungen (Milchpulver, Warme) zu einer starken Keimvermehrung und Produktkontamination

fuhren kann. Um das Risiko einer bakteriellen Kontamination so gering wie moglich zu halten,
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ist eine fortlaufende Produktion sicherzustellen bzw. Stillstand zu minimieren und ggf. die Phase

des ,Trocken- und Heifdfahrens” zu verlangern.

5.3.2.1 Spruhtrocknung

Kontaminiertes Konzentrat konnte zu einer erheblichen mikrobiellen Belastung des Endprodukts
fuhren. Durch die erzeugte Verdunstungskalte reicht die Temperatur der Trocknungsluft
(bis 220 °C) nicht aus, um die Erreger in den Konzentrattropfchen vollig abzutoten (BECKER u.
TERPLAN 1986 a,b, LICARI u. POTTER 1970a). Durch Einschluss von Erregern in Pulver-
ablagerungen an den Turmwanden bzw. in Pulveragglomeraten konnte es zu einer
Rekontamination des Endprodukts vor allem bei Siebprozessen kommen, wenn diese ,Nester®

mechanisch aufgebrochen werden.

Eine solche Kontamination uber den Prozessweg konnte durch die Auswertung der
eingesandten MTA-Proben des zweiten Spruhturms ausgeschlossen werden. Da das Filter-
pulver des zweiten Turms grundsatzlich separat abgefullt wird und somit die MTA-Proben aus-
schliefilich Proben des Produktstroms darstellen, geben die 4.540, tber einen Zeitraum von zwei
Jahren untersuchten MTA-Proben einen guten Uberblick iiber die Gesamtsituation der Spriih-
trocknung im Allgemeinen und uber den Trockenturm im Speziellen. Da E. sakazakii aus keiner
MTA-Probe des zweiten Turms isoliert werden konnte (Tabelle 4.6), ist von einer Kontamination

mit E. sakazakii nach der eigentlichen Spruhtrocknung auszugehen.

Ein schwerwiegendes Problem sind die Textilfilteranlagen. Diese mit Nahrstoffen (Milch-
pulver) und Feuchtigkeit belasteten Einrichtungen bieten dem Keim ein ideales Mikroklima. Diese
Bedingungen reichen aus, um das Uberleben sowie die Vermehrung von E. sakazakii iiber lan-
gere Zeitraume (01.06.06-13.7.07) zu garantieren (Abbildung 4.7, Klon 20). Wie bereits oben er-
wahnt, ist das Milchpulver (Endprodukt) des zweiten Turms E. sakazakii-frei. Dies ist auf eine
separate Abflllung des kontaminierten Filterpulvers ohne Rickfiihrung in den Produktstrom
zuruckzufuhren. Daneben konnte eine im Vergleich mit dem ersten Turm bessere mikro-
biologische Qualitat des Endprodukts im Hinblick auf Enterobakterien im Allgemeinen
beobachtet werden. Dies wurde darin deutlich, dass uber den gesamten Unter-
suchungszeitraum nur 58 MTA-Platten von Turm 2 (ohne Filterpulverriickfiihrung), von Turm 1
(mit Filterpulverriickfiihrung) aber 181 eingesandt wurden. Im untersuchten Werk kam es nach
Aussagen des Herstellers bei Turm 1 ofter zu einem Stillstand, was zu einer Feuchtigkeits-
ansammlung in den Produktionsanlagen fiihrte und in Verbindung mit Milchpulverresten eine
Keimvermehrung nach sich zog, was sich wiederherum in einer hoheren Anzahl von MTA-

Einsendungen niederschlug. Wenn das Filterpulver von Turm 1 die internen, vom Hersteller
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fixierten Parameter erfiillt (Tabelle 3.1), werden aus 6konomischen Griinden 25 kg/h in den
Produktstrom riickgefiihrt. Diese Ruckfuhrung hat einen erheblichen Einfluss auf die Qualitat
des Endprodukts (Tabelle 4.7, Abbildung 4.7). Wenn man davon ausgeht, dass an den
entsprechenden Tagen (Tabelle 4.7) Filterpulver riickgefiihrt wurde, deutet die positiven
E. sakazakii-Befunde aus den MTA-Proben deutlich auf ihre Herkunft hin. Zusatzlich bot die
Feintypisierung die Moglichkeit, die am selben oder in den nachsten Tagen nachgewiesenen
Isolate zu vergleichen und bei den aus Endprodukt oder Filterpulver stammenden Isolaten
verwandtschaftliche Beziehungen nachzuweisen. Aus dem Filterpulver des ersten Turms vom
26.06.2006 konnte E. sakazakii isoliert werden (Klon 20, Abbildung 4.7). Der gleiche Klon konnte
mittels MTA-Proben noch am selben Tag zweimal aus dem Endprodukt isoliert werden. Dieser
Vorgang wiederholte sich am 06.07. und am 13.07. 2006. Die Filterpulverruckfuhrung bei Turm 1
fuhrt also eindeutig zur Kontamination des Endprodukts. Die jahrliche Erneuerung der Textil-
schlauche reicht bei weitem nicht aus, um die Kontamination Uber das Filterpulver zu
minimieren oder auszuschliefsen. Da die Ergebnisse deutlich den entscheidenden Einfluss der
kontaminierten Textilfilter auf die mikrobielle Qualitat des Endprodukts unterstrichen und ein
Austausch der Textilfilter zu keinem befriedigenden Ergebnis in Bezug auf die mikrobielle
Qualitat des Milchpulvers fuhrte bzw. fuhren kann, sollte entweder auf die Ruckfihrung des
Filterpulvers verzichtet werden oder durch CIP-fahige Filter ersetzt werden. Bei der Produktion
von Milchpulver zur Herstellung von Sauglingsnahrung ist in der derzeitigen Situation ein
Verzicht auf die Filterpulverrickfuhrung unumganglich, um eine Kontamination des Endprodukts

mit E. sakazakii ausschliefRen zu konnen.

5.3.2.2 Walzentrocknung

Die Oberflachentemperatur von circa 150 °C und die unvollstandige Aufbringung des Trock-
nungsgutes auf die Trocknungswalze (Rand der Trocknungswalze nicht benetzt) fiihrt zu einer
vollstandigen Abtotung von Enterobakterien. Eine besondere Anreicherungs- und
Kontaminationsquelle bildet der offene Nassguttrog (Konzentratsumpf), der liber Standleitungen
aus dem Konzentratvorlaufbehalter gespeist wird. Die entsprechende Wanne wird wahrend der
Produktion niemals vollstandig geleert, so dass bei Standzeiten bis zu zwei Tagen, Temperatu-
ren von 45-50 °C und fehlender Umwalzung am Boden und in den Winkeln der Wanne ideale
Bedingungen fiir eine Keimvermehrung vorliegen. Im Rahmen des fortwahrenden Forschungs-
projektes konnte im Jahr 2008 gezeigt werden, dass 28 von 62, im Wochenabstand genommene
Proben mit E. sakazakii kontaminiert waren. Bei den entsprechenden Pulverproben konnte der

Erreger in 7 von 58 Fallen nachgewiesen werden. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass beim
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Auftragen des Konzentrates Spritzer ungunstigerweise auch auf die trockene Seite der Walzen-

anlage gelangen und dort zu einer Rekontamination des Pulvers fliihren konnen.

Die Kontamination des Konzentratsumpfs erfolgt vermutlich dadurch, dass z.B. Neueintrage aus
der AuRenwelt Uber das Rolltor eindringen konnen oder bereits vorhandene Keime in Aerosolen
mobilisiert. Die Aerosole wiederum entstehen, weil wegen der standigen
Konzentratspritzerbildung haufig bei laufender Produktion der Fuf’boden mit einem Wasser-
schlauch gereinigt wird. Da die Kontamination von Konzentratsumpf und Pulver bei allen vier
baugleichen Walzenanlagen auftritt, erscheint der angenommene Kontaminationsweg sehr

wahrscheinlich.

Um die Kontamination des Pulvers uber diesen Prozessweg zu verringern, sollte vermehrt darauf
geachtet werden, dass der Nassquttrog nach der Produktion vollstandig entleert und gereinigt
wird, damit die Desinfektionsmafinahmen in vollem Umfang greifen konnen. Darliber hinaus ist
der Keimdruck aus dem Umfeld zu vermindern. Letzteres durfte schwierig sein, da die
Konzentratspritzer Rutschgefahr auslosen und so auch eine Gefahr fir die Arbeitssicherheit
darstellen, weshalb sie regelmafiig entfernt werden miissen. Die sinnvollste Mafinahme diirfte
darin liegen, die Walzenanlagen derart umzubauen — z.B. mit Prallblechen —, dass die Spritzer-
bildung weitgehend vermieden werden kann. Dies wiirde den Reinigungsbedarf und damit auch
das Auftreten von Aerosolen reduzieren. Die Ubertragung von kontaminierten Spritzern von der
nassen auf die trockene Seite der Walzenanlagen wird nicht zu verhindern sein, da die Walzen
schon sehr alt sind (Baujahr 1950) und nicht mehr entsprechend umgeriistet werden konnen.
Wenn es durch die erstgenannten Mainahmen allerdings gelingt, eine Kontamination des
Nassguttroges zu vermeiden, ist letzteres Problem nur noch sekundar. Betrachtet man die
Kontamination von Umfeld und Konzentratsumpf als Kreislaufgeschehen, ist es besonders
wichtig, die oben angedachten Mafinahmen zu treffen, um die Kontamination moglichst an

mehreren Stellen zu unterbrechen bzw. zu schwachen (siehe Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1 Kontaminationskreislauf im Bereich der Walzentrocknung

5.3.3 Kontamination aus dem Produktionsumfeld

Die Milchpulverproduktion mittels Spruhtrocknung stellt ein geschlossenes System dar und ist
durch mehrere Prozessabschnitte mit hoher thermischer Belastung gekennzeichnet
(Pasteurisation, Eindampfer, Trocknung). Somit ist eine Kontamination liber den Prozessweg
nahezu auszuschlieflen. Dagegen bietet das Herstellungsumfeld zahlreiche Eintragungs-
moglichkeiten von Mikroorganismen in die Produktionsanlagen und schlieBBlich ins Endprodukt
(Punkt 2.4.3). Dies konnte fiir die Sprithtrocknung in vollem Umfang bestatigt werden (siehe
Punkt 5.3.2). Fiir die Walzentrocknung als offenes System ist die Problematik des Nassguttrogs

und der Kontaminationen aus dem Umfeld bereits im vorherigen Abschnitt dargelegt worden.

Sprihtrocknung

Da neben den kontaminierten Textilfilteranlagen vermutlich vor allem der Neueintrag aus der
Aufdenluft ins Produktionsumfeld beider Trocknungshbereiche eine erhebliche Rolle spielt, sei an
dieser u.a. Stelle nochmals auf den Einfluss der Prozessluft vor allem bei der Sprihtrocknung
eingegangen.

Die Ansaugung der gesamten Prozessluft erfolgt in der Regel uber bakteriendichte Filter in Luft-

kammern aufierhalb des Produktionsbereichs. Wie bereits unter Punkt 3.1.1.1 beschrieben, wird
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die Prozessluft im untersuchten Werk im Bereich der Sprihtrocknung jedoch innerhalb des
Produktionsbereichs aus der Raumluft angesogen. Die Beluftung des Spruhtrocknungsbereichs
erfolgt iiber eine grofe Luftéffnung (15 m?). Diese Luftoffnung ist lediglich durch Lamellen sowie
ein ,Fliegengitter mit 1 cm? Maschenweite geschiitzt, sodass im Bereich der Luftapertur im
Gebaude erhebliche Mengen an Insekten, Staub und Blattern aufzufinden waren. Zusatzlich ist
bekannt, dass Aufenluft je nach Lokalisation des Betriebs, Windrichtung, Luftfeuchte,
-temperatur und Jahreszeit einen Keimgehalt von 300-2.500 KbE/m? aufweisen kann (SCHAPER
2004). Die Luft im Turmgebaude ist durch die Ansaugung, durch die zur Temperaturregelung
aufgestellten Ventilatoren sowie durch die Temperaturgradienten erheblichen Stromungen und
Turbulenzen unterworfen, was zu einer Verbreitung von Milchpulverresten und E. sakazkii sowie
Enterobakterien im gesamten Produktionsbereich fiihrt (HAMMER et al. 2006). Die umgewalzte
Luftmenge liegt hier bei > 100.000 m3/h. In diesem Zusammenhang fiihrt der starke Eintrag
von Mikroorganismen aus der Auflenwelt mit der Verteilung von Luftfeuchtigkeit und
kontaminiertem bzw. nicht-kontaminiertem Milchpulver durch die erzeugten Luftturbulenzen
innerhalb der gesamten Produktionsstatte zu einer mikrobiellen Belastung der Produktions-
anlagen (z.B. Textilfilter) mit anschlieBender Kontamination des Endprodukts. Um eine
Verbesserung der Betriebshygiene zu erreichen und die Kontamination des Produktionsumfelds
und damit des Endprodukts mit E. sakazakii zu reduzieren, sollte die Luftoffnung versiegelt
werden und die Ansaugung der Prozessluft aus Luftkammern aufierhalb des Gebaudes mit
bakteriendichten Filtern erfolgen. Die Problematik der grofRen Luftapertur kann nicht ohne
Umbaumafinahmen mit erheblichem Investitionsbedarf gelost werden. Entsprechendes ist fur das
Jahr 2009 geplant.

An schwer erreichbaren Stellen (Kabelschachte, Regenrinne, Isolierschicht Turm) kdnnen sich die
eingetragenen Mikroorganismen einnisten, sich unter idealen Wachstumsbedingungen (Warme,
Milchpulverreste, Luftfeuchtigkeit) vermehren, sich durch die erzeugten Luftstromungen im
umliegenden Produktionsumfeld verteilen und zu Kontaminationen fuhren. Aus drei Proben aus
dem direkten Umfeld des Textilfilters des ersten Sprihturms konnte E. sakazakii dreimal isoliert

werden. Unter den Probenahmestellen befand sich die Dichtung der Textilfilteranlage.

Daneben bildete ein zusatzliches Rolltor fur den Materialaustausch einen Durchbruch im
Zonenkonzept, wobei Bewegungen von Gabelstaplern und Personal einen permanenten
Wiedereintrag von Keimen ermoglichen. Eine mogliche Abhilfe fur dieses Problem wurde

bereits unter Punkt 5.3.1 dargestellt.
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Ungunstigerweise ist im Bereich der Spruhtrocknung eine strikte Nass-Trockentrennung nicht
gegeben. Im Erdgeschoss des Trocknungsbereichs befindet sich die Konzentratherstellung, die
permanent nass ist und als Bereich mit mittleren Hygieneanforderungen gilt. Uber eine Station
zum Anziehen von Uberschuhen und zur Handedesinfektion am Fuf der Treppe zum
Obergeschoss erfolgt der Zugang zum eigentlichen Hygienebereich (Trocknungstiirme). Die
Feuchtigkeit im Bereich der Eindampfung konnte in Verbindung mit dem in den Luftstromungen
enthaltenen Milchpulver und den hohen Umgebungstemperaturen eine Vermehrung und
Verbreitung von E. sakazakii erlauben (Tabelle 4.4), da eine raumliche Trennung durch
geschlossene Decken und Wande nicht gegeben ist (Stahlgitterkonstruktionen). Um dieses
Risiko zu minimieren, sollten Nass- und Trocknungsbereich streng getrennt werden. Auch diese
Investition soll 2009 getatigt werden. Zusatzlich bildeten die innerhalb des Gebaudes
verlaufenden Fallrohre fiir Regenwasser eine ideale Maglichkeit zur Kondenswasserbildung mit

den entsprechenden, bereits oben erklarten Folgen.

Die Big Bag-Abfullung erfolgt im hochsensiblen Hygienebereich der Produktion. Durch
Einbringung von Holzpaletten fir den Abtransport der Sacke gelangt jedoch Material der
AufRenwelt in die Produktionsstatte und bildet eine Maglichkeit zur reziproken Verschleppung von
E. sakazakii. Die in Tabelle 4.4 aufgefuhrte Probenahmestelle ,Silo 4-7 liegt genau in diesem
Bereich. Hier wurden aus 117 Proben sieben Isolate gewonnen. Obwohl dies ein reiner
Trockenbereich ist, wurden zweimal Enterobakterien-Keimzahlen von 4x10* KbE/25 dm? und
einmal sogar 8,3x10° KbE/25 dm? ermittelt. Demnach konnten i(iber Paletten also erhebliche
Keimmengen eingetragen werden. Deshalb ist an dieser Stelle ein intensives Monitoring mit
konsequenten Hygienemafinahmen bei entsprechendem Befund notwendig. Ein an dieser Stelle
zeitgleich durchgefiihrtes Salmonellen-Monitoring unterstrich durch positive Salmonellen-
Befunde die Signifikanz eines intensiven Monitorings. Im Zeitraum von sechs Jahren wurde hier

der Eintrag von sechs verschiedenen Serovaren festgestellt.
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5.4 Schlussbetrachtung

Unter Berucksichtigung der erarbeiteten Ergebnisse und der oben genannten Risikofaktoren

wurden fur das untersuchte Milchtrocknungswerk folgende allgemeine Empfehlungen

ausgesprochen und fiir den Bereich der Sprih- und Walzentrocknung Mafinahmen zur

Reduktion von E. sakazakii vorgeschlagen.

54.1 Allgemeine Mafsnahmen

m  Sensibilisierung der Mitarbeiter fiir die vom kontaminierten Produkt ausgehende Gefahr
fur Frah- und Neugeborene und die Kontaminationsquellen wahrend des
Herstellungsprozesses im Bereich der Spriihtrocknung (Textilfilter) und Walzentrocknung
(Futbodenreinigung)

[ Einhaltung des werks- und produktspezifischen Qualitatssicherungskonzepts
(HACCP, Reinigung + Desinfektion, regelmafige Fort- und Weiterbildungsmafinahmen)

] Einrichtung von fur den Bereich definierten Gabelstaplern zur Materialbewegung an den
Rolltoren

[ Aufrechterhaltung und Beibehaltung des Enterobacteriaceae-Monitorings

] Sicherstellung einer fortlaufenden Produktion, Minimierung von Stillstanden

Verlangerung der Phase des ,Trocken- und Heif3fahrens”

5.4.2 MafRnahmen im Bereich der Spriihtrocknung

m  Versiegelung der 15 m? grofien Luftéffnung und Ansaugung der Prozessluft aus
Luftkammern auflerhalb des Gebaudes mit bakteriendichten Filtern
(die Umsetzung soll im Jahr 2009 erfolgen)

| Verzicht auf Filterpulverruckfuhrung bei der Herstellung von Milchpulver fur
Sauglingsnahrung, Textilfilter durch CIP-fahige Filter ersetzen

] Einhaltung bzw. Aufbau einer strikten Nass-Trocken-Trennung bei der

Konzentratherstellung (auch diese Investition soll 2009 getatigt)
5.4.3 Mafinahmen im Bereich der Walzentrocknung

] Minimierung bzw. Vermeidung der Spritzerbildung beim Auftragen des Konzentrats auf
die Trocknungswalzen durch Anbringung von entsprechenden Schutzblechen
[ Sicherstellung einer vollstandigen Entleerung des Konzentratsumpfs vor der Reinigung

und Desinfektion der Anlagen
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Die weltweite Nachfrage nach Milchpulver, gekoppelt mit einer erheblichen Preissteigerung im
Jahr 2007 zeigt nicht nur den wachsenden Bedarf an einem vielseitig einsetzbaren Produkt,
sondern auch die Bedeutung einer sicheren Herstellung von qualitativ hochwertigem

Milchpulver.

Auf Milchpulver basierende Sauglingsnahrung konnte als Infektionsquelle bei mehreren
Erkrankungsfalle durch Enterobacter (E.) sakazakii nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigten
weltweit durchgefihrte Stichproben, dass 4,2-14 % des Milchpulvers mit E. sakazakii in
geringen Mengen kontaminiert waren. Die Fruh- und Neugeborenen leiden bei einer Infektion
unter Sepsis, nekrotisierender Enterocolitis und Meningitis. Der selten beobachtete

Krankheitsverlauf ist gekennzeichnet durch eine geringe Infektionsdosis und hohe Mortalitat.

Aus diesen Griinden wurden in der vorliegenden Arbeit 15.173 Proben (2.308 MRI +
13.681 Werk) aus dem gesamten Trocknungsbereich eines Milchtrocknungswerks auf das
Vorkommen und die Verbreitung von E. sakazakii untersucht. Hierzu wurden aus 14.636 Produkt-
(955 MRI, 13.681 Werk) und 1.349 Umfeldproben 422 E. sakazakii-Isolate gewonnen,
phanotypisch und molekularbiologisch identifiziert und mittels PFGE typisiert. Mit Hilfe der
so gewonnenen Daten konnten Aussagen zur Betriebsepidemiologie getroffen und Mafsnahmen

zur Verbesserung der Betriebshygiene abgeleitet werden.

Aus 2,8 % der untersuchten Proben aus dem Milchtrocknungswerk konnte E. sakazakii isoliert
werden; die Kontamination erstreckte sich auf den gesamten Trocknungsbereich, dessen

Produktionsanlagen und das Milchpulver. In beiden Trocknungsbereichen erfolgte die
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Kontamination uber das Herstellungsumfeld. Der Eintrag ins Umfeld aus der AuRenwelt geschah
uber Material-, Personal- und Luftbewegungen. Dies wurde im jeweiligen Produktionsabschnitt
durch ein Rolltor ermoglicht; zusatzlich trug die Beluftungsanlage der Sprihtrocknung, eine
15 m? grofRe Luftapertur im Gebaude, erheblich zur Besiedelung, Verbreitung und Verteilung von
E. sakazakii im Gebaude bei. Im Sprihtrocknungsbereich setzte sich E. sakazakii in den Textil-
schlauchen der Filteranlage der beiden Trocknungsturme fest. Es konnte hierbei gezeigt
werden, dass die Riuckfuhrung des gewonnenen Filterpulvers erheblich zur Kontamination des
Endprodukts beitrug. Im Bereich der Walzentrocknung hatte sich dagegen ein Kontaminations-
kreislauf durch Konzentratspritzer gebildet. Durch das Auftragen des zahflussigen Konzentrats
aus einem offenen sogenannten Konzentratsumpf auf die Auftragungswalzen kommt es zu einer
erheblichen Spritzerbildung. Diese fuhrt zum einen zu einer Kontamination des Endprodukts und
zum zweiten zu einer Beschmutzung des Produktionsumfelds. Die Verschmutzung des Bodens
macht aus Sicherheitsgrinden eine grindliche Reinigung mit Wasser erforderlich, die zu einer
Aerosolbildung und auf diesem Weg wieder zu einer Kontamination des Konzentratsumpfes

fihren kann.

Neben allgemeinen Maftnahmen (wie Einschrankung und Optimierung der Personal- und
Materialbewegungen, Reduktion von Produktionsstillstanden, Verlangerungen von , Trocken- und
Heifdfahrzeiten“ sowie Optimierung der Reinigungs- und Desinfektionsmaftnahmen durch
Beibehaltung des Enterobacteriaceae-Monitorings) wiirden werksspezifische Umbauma-
nahmen in beiden Bereichen die hygienische Qualitat des Milchpulvers verbessern. Im Bereich
der Spruhtrocknung sollte vor allem die Luftéffnung versiegelt und durch Luftkammern zur
Ansaugung der Prozessluft durch bakteriendichte Filter im Aufienbereich ersetzt werden.
Zusatzlich sind fir die Filterpulverriickfihrung CIP-fahige Filteranlagen vorzusehen. Ohne diese
ist bei der Herstellung von Milchpulver fur Sauglingsnahrung auf eine Filterpulverrickflihrung
zu verzichten. Die Etablierung einer vollstandigen Nass-Trockentrennung im Bereich der
Konzentratherstellung am Fufd des Trockenbereichs wurde die Gefahr einer Vermehrung

unerwinschter Keime in diesem Abschnitt erheblich minimieren.

Im Sektor der Walzentrocknung muss zur Verbesserung der gegebenen Situation der
Kontaminationskreislauf durchbrochen bzw. geschwacht werden. Da die Spritzerbildung techno-
logisch nicht vollstandig beseitigt werden kann, ist die Beschmutzung des Umfelds durch
Konzentrat mit Hilfe von Schutzblechen zu verhindern. Dies wurde zu einer geringeren Reini-
gungsfrequenz und Aerosolbildung und damit zu einer deutlichen Reduktion der Kontamination

des Konzentratsumpfes und somit des Endprodukts fuhren.
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The worldwide, strong demand for milk powders, combined with a substantial price increase in
the year 2007, not only shows the increasing demand for a versatile applicable product but also

the importance of the safe manufacture of a high quality milk powder.

Cases of illness caused by Enterobacter (E.) sakazakii could be traced back to contaminated
infant formula based on milk powder. Studies conducted worldwide documented the presence
of low levels of E. sakazakii in 4.2-14 % of the milk powder production. On infection with
E. sakazakii neonates suffer from meningitis, sepsis or necrotizing enterocolitis. The progress of

the rarely observed illness is characterized by a small infectious dose and a high mortality rate.

Therefore we analyzed 15.173 samples (2.308 MRI + 13.681 plant) from the spray and roller dry-
ing areas of a milk powder plant with regard to the incidence and distribution of E. sakazakii.
14.636 Product (955 MRI + 13.682 plant) and 1.349 environmental samples were screened to
obtain E. sakazakii isolates. The identified isolates were subjected to phenotypical and
molecular biological analysis and subtyped with PFGE. The data allowed us to make statements
on the epidemiology and to derive measures as well as proposals for improving the hygienic

situation of the milk powder plant.

E. sakazakii could be isolated from 2.8 % out of 15.173 examined samples taken from the milk
powder plant. In both production areas (spray and roller drying), manufacturing facilities and the
final products were contaminated. The main source of the contamination of the manufacturing
facilities and of the final product was the manufacturing environment. In both areas the

contamination originated from the environment outside the factory and was imported via
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material, personnel and air movements. A rolling shutter gate in both areas, and, in addition, the
ventilating system for the spray drying facilities, namely a 15 m? air opening in the building,
contributed substantially to the colonization, spread and distribution of E. sakazakii within the
building. In the spray drying area, E. sakazakii colonized in the textile hoses of the filters in the
two drying towers. The refeeding of the produced filter powder contributed considerably to the

contamination of the final product.

In the roller drying area, a contamination cycle was caused by splashes of the concentrate.
Splashes occur while feeding the viscous concentrate from an open container onto the
application rollers. This leads firstly to a contamination of the final product and, secondly, to a
pollution of the manufacturing environment. The latter requires a frequent and thorough
cleaning of the floor with water for safety reasons, which causes aerosol formation and

subsequently contamination of the concentrate container.

Beside general measures (such as limitation and optimization of material and personnel
movements, reduction of production stops, extension of times for predrying and preheating of
the drying facilities, regular participation of personnel in measures for further education as well
as optimization of cleaning and disinfection measures by continuous Enterobacteriaceae
monitoring) special reconstruction measures in both areas could improve the hygienic quality of
the milk powder. In the spray drying area, above all, the air opening should be sealed and
replaced by air chambers for aspiration of the processing air, supplied with germtight filters
outside of the building. Additionally, CIP-compatible filtering units should be installed for the
refeeding of the filter powder. Without these filters, recirculation of filter powder during the
manufacture of milk powder used for infant formula should be strictly avoided. A complete
wet-dry separation in the production area of the milk concentrate at the basis of the drying area

would minimize the risk of a dramatic multiplication of undesirable bacteria.

In the roller drying area the contamination circuit should be disrupted or at least weakened.
Since, from a technical point of view, the splash formation cannot be eliminated completely,
the pollution of the floor should be prevented by installing protective plates. This would reduce
cleaning intervals as well as the formation of aerosols and thus the contamination of the

concentrate container or/and the final product.
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