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1. 30 Jahre Listeria Monitoring Programm

Finf Referentinnen und Referenten fassten die
Erfahrungen aus 30 Jahren Listerienberatung und -pra-
vention aus verschiedener Sicht zusammen und zeigten
auf, was mit modernen Techniken wie Whole Genome
Sequencing und MALDI-TOF heute mdglich ist.

1. 30 Jahre Listeria Moni-
toring Programm

René Imhof (Agroscope) blickte auf «30 Jahre Listeria
Monitoring Programm» zurtick. Der Beginn des Listeria
Monitoring Programms geht auf die Listeriose-Epidemie
1983 bis 1988 zurlick, verursacht durch Vacherin Mont
d‘Or-Kase (122 Krankheitsfalle fuhrten zu 33 Todesfallen;
Bundesamtes fiir Gesundheitswesen, 1986, 1986; Bille,
1988; Bille J., 1989; Biila et al., 1995). Agroscope, respekti-
ve die damalige Forschungsanstalt fir Milchwirtschaft,
erhielt den Auftrag ein Labor zum Nachweis von Listerien
aufzubauen und Massnahmen zu definieren, um eine Wie-
derholung solcher Ereignisse auszuschliessen, was in der
Folge auch gelang.

Listerien sind gefahrliche Uberlebenskiinstler. Sie tberlis-
ten unser Immunsystem und Uberleben im Innern von
Fresszellen des Immunsystems. Zudem sind sie Opportu-
nisten, was bei Listeria monocytogenes (L. monocytoge-
nes) zu besonderen gesundheitlichen Risiken fir Men-
schen mit geschwachtem Immunsystem fiihrt, sowie fir
Schwangere, jlingere und altere Menschen, der soge-
nannten YOPI-Gruppe (englisch: «young (newborne), old,
pregnant or immuno compromised people). Obwohl an-
dere bakterielle Infektionen haufiger auftreten, ist der An-
teil an todlichen Krankheitsverlaufen bei einer Listeriose
besonders hoch.

In der Folge setzte Agroscope drei Massnahmen um:

1. Labor fiir Listerienanalysen

Der Nachweis von Listerien dauerte in den Anfangen noch
65 Tage (1985), war aber 1993 durch laufende Verbesse-
rungen schon unter 10 Tagen méglich und ab 2006 schon
in 48 Stunden realisierbar.

2. Das Listeria Monitoring Programm (LMP)

Durch die Einfiihrung regelmassiger Kontrollen in zwei Re-
gelkreisen (Kasereien und Handelslager) konnte sicherge-
stellt werden, dass keine kontaminierten Kase auf den
Markt gelangten, was auch den Kaseexport sicherstellte.
In einer ersten Phase von 1990 bis 2001 erfolgte mit viel
Aufwand und Analysen die Sensibilisierung, Schulung,
Beratung und die Mithilfe bei der Sanierung von betroffe-
nen Betrieben sowie der Aufbau von Qualitatssicherungs-
massnahmen in den Betrieben. Ab 2002 bis 2009 wurden
der Aufwand reduziert, die Qualitatssicherung optimiert
und HACCPs eingefiihrt. Parallel dazu verlagerte Ag-
roscope seine Tatigkeit auf die Beratung und Unterstit-
zung von regionalen Beratern. Das Hygienerecht wurde in
dieser Zeit ebenfalls angepasst und das LMP regionali-
siert. Das LMP in seiner alten Form ist seit 2010 Uberholt
und wurde auf ein Restmandat reduziert.

3. Das Agroscope Listerien-Beratungsteam

Bei Listerienproblemen kann das Listerien-Beratungsteam
von Agroscope fir Mithilfe und Beratung bei Betriebssa-
nierungen angefordert werden. Im Team stehen 3-4 Mit-
glieder aus verschiedenen Arbeitsfeldern (Herstellungs-
technologie sowie Hygiene und Mikrobiologie) zur Verfi-
gung. Wo nétig kann das Team Fachwissen oder weitere
Experten aus den Fachbereichen von Agroscope beizie-
hen. Im ersten Schritt wird der Ist-Zustand aufgenommen

(Abbildung 1) und das Vorkommen von Listerien generell
und L. monocytogenes im Speziellen untersucht (Umge-
bungs-, Schmierewasser- und Produkteproben).

Das Listerien-Beratungsteam

Beratung: Reinigun
gung

| ] ] [ L]

Ist-Zustand Sterilisggitn

Lagerung «|—|

ermitteln,

Yerpackung

Materialldger

Situation |
aufnehmen Produktefluss

Produkte- * |
und
Warenflisse

Produktion K[jr':lra’umj_
; Lift
ermitteln H

Salzbad

Abb. 1: Ermittlung des Ist-Zustands in der Listerien-Beratung

Es werden die Produkte- und Warenfliisse ermittelt und
die Erkenntnisse fliessen in eine Risiko- und Schwach-
punkteanalyse ein (Abbildung 2), die dann im dritten
Schritt zu Sanierungsvorschlagen fuhrt (Abbildung 3).
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Abb. 2: Beschreibung der Risiko- und Schwachpunkte in der Lis-
terien-Beratung

Ein spezielles Augenmerk gilt auch den Brettern fur die
Kasereifung. Sie missen mit Dampf thermisch behandelt
werden, was einer Pasteurisation gleichkommt. Die Erfah-
rungen aus dem LMP und den Betriebssanierungen wur-
den spater auch miniaturisiert fiir Alpbetriebe, die sich eine
einfache Dampfbehandlung im Bausatz selber konstruie-
ren kdnnen (Abbildung 4). Die Anleitung dazu findet sich
unter: Imhof & Riva Scettrini, 2015
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Abb. 3: Ermittlung des Soll-Zustandes in der Listerien-Beratung
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2. Listerienpravention in den Branchenleitlinien

Das Listerien-Beratungsteam

Prototyp einer
Dampfzelle im
Baukastenprinzip
fiir Alpbetriebe

+ Preisgiinstig (Material-
kosten ca. Fr. 600.-)

+ mobil

= Basis 220 Volt

Entwicklung:

+ Patrizia Riva Seettrni, Ufficio consulenza
lattiera TI

+ René Imhof. Agroscope ILM

Abb. 4: Dampfzelle im Baukastenprinzip fiir Alpen und Kleinstbe-
triebe

Da die Verwendung von Holz in der Kasereifung
international immer wieder umstritten ist, wurde in einem
Versuch die Wirksamkeit der Dampfbehandlung gezeigt
und publiziert (Imhof et al. 2017, International Dairy Fede-
ration, 2016). Da-mit ist die kritische Argumentation wider-
legt, Holz kann durch eine Hitzebehandlung in einer
Dampfkammer hygienisch einwandfrei fir den Gebrauch
im Kontakt mit Lebensmitteln prapariert werden.

Eine Forschungsgruppe bei Agroscope arbeitet an Liste-
rien-Schutzkulturen. Seitens LMP und Betriebsberatung
sind keine direkten Erfahrungen mit Schutzkulturen oder
Phagen-basierten Produkten wahrend Sanierungen in es-
kalierten Situationen vorhanden. In Fallen, die aus zweiter
Hand bekannt sind, haben diese Produkt bisher keine
nachhaltige Wirkung in einer akuten Listeriensituation ge-
zeigt. Kunden werden daher nicht zum Gebrauch solcher
Produkte ermuntert, bevor im Betrieb nicht die Hausaufga-
ben gemacht wurden. Die Wirksamkeit solcher Produkte
bei praventivem Einsatz muss noch bewiesen werden.

Eine erfolgreiche Hygienestrategie basiert auf den folgen-
den Faktoren:
e Dbetriebseigenes QM-System diszipliniert leben,
e das Lot-Prinzip einhalten,
e Sensibilisierung und Schulung des Personals,
e Einsatz von Guter Herstellungspraxis, HACCP und
Hygienekonzept.

2. Listerienpravention in
den Branchenleitlinien

Ernst Jakob (Agroscope) zeigte, wie eine erfolgreiche
«Listerienpravention in den Branchenleitlinien»
implementiert werden kann. Ein Blick auf die Zahlen im
Europaischen «Rapid Alert System for Food and Feed»
(RASFF) zeigt, wo die Probleme bei L. monocytogenes
und Kése liegen. Die RASFF Notifikationen zu L. monocy-
togenes in Kase aus den Jahren 2009 - 2019 weisen
Keimzahlen zwischen ca. 0.1 - 1’800°000 Koloniebildende
Einheiten (KBE)/g auf, davon 44 % > 100 L. monocyto-
genes (KBE)/g (Abbildung 5).

RASFF Notifications 2009-2019
betr. L. monocytogenes in Kase(Total N=207)

3222 1111

sfFw|wBewEmDeDKkwANRENLoSKmGR mP mPLmUK ®mCZ wHU mRO = §

Abb. 5: RASFF Notifikationen 2009-2019 betreffend L. monocyto-
genes in Kése sortiert nach Landern

Die meisten Notifikationen stammten aus Frankreich, Ita-
lien und Belgien, keine aus der Schweiz. Abbildung 6
zeigt, dass betreffend Festigkeit am ehesten Weichkése
betroffen ist, wobei der Kasetyp in vielen Fallen nicht na-
her spezifiziert wurde.

RASFF Nofications von Kdse nach Hitzebehandlung

35%

Pasteurisiert unbekannt

Thermisiert

u Rohmilch

Abb. 6: RASFF Notifikationen 2009-2019 betreffend L. monocyto-
genes in Kése sortiert nach Hitzebehandlung

Die Abbildung 7 und Tabelle 1 sind ebenfalls wichtig fiir
die effektive Implementierung einer Listerienpravention,
sind doch entgegen der landlaufigen Meinung nicht ein-
fach Rohmilchkase kritische Produkte, sondern sehr oft
Kase aus pasteurisierter Milch, da Listerien-Probleme oft
auf eine Rekontamination zurlickzufiihren sind. Lang ge-
reifte Kase sind sogar sehr sichere Produkte, da die Wahr-
scheinlichkeit, dort Listerien zu finden, gering ist (Bundes-
amt fiir Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen, 2017).

RASFF Notifications nach Kisetyp - Festigkeit

46%

[

1%

® Frischkase Halbhartkdse

Hartkase

Weichkdse m Sauermilchkase unbekannt

Abb. 7: RASFF Notifikationen 2009-2019 betreffend L. monocyto-
genes in Kése sortiert nach Késetyp (Teigbeschaffenheit).
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2. Listerienpravention in den Branchenleitlinien

Tab. 1: L. monocytogenes in Hartkédse aus pasteurisierter Milch fahi S Telg. | Rinks. | Fehienmsacha
z B 2003 [Halbhartkdse Rohmilch pos pos |Ein Produzent lieferte téglich kontaminierte Milch
(geméss Auswertung der Nationalen Untersuchungsprogramme
: ) 2005 (Weichkase mit pasteurisiert ? pos  |Kreuzkontamination mit extern gereiften
in der EU, Community Summary Report 2008 der EFSA, A. Lutz, psiem e e
BLV, 2010) 2006 |Halbhartkse teilthermisiert| neg. | pos |Schmieremaschine
(Abendmilch)
@ 2007 |Halbhartkase (Alp) [Rohmilch pos pos |kontaminierte Milch (10 — 100 KBE/ml)
-] -]
8 o '=_v .g 2007 |Raclette pasteurisiert neg pos itt von K in den Keller
§ 8 P 2 pnach Hoc
H 5 2 T g 2008 |Weichkase thermisiert pos | pos |Euterlisteriose einer Kuh. Thermisation bei 65°C ohne
Country | S2mPung Details 3 £ 3 2 . Heisshaltezeit :
§ 3 2 2 k=4 2008 [Halbhartkase Rohmilch ? pos  |Handelskeller, Kontaminationsquelle umbekannt
= a [ 2 y)
2 £ £ K} £ 2008 |Halbhartkase isiert neg | pos |unbekannt, parallele Produktion von Emmentaler?
= - 2 A ~
& T TR T = = = 2008 |Halbhartkdse Rehmilch pos pos |unbekannt
Cheeses made from milk from cows 2009 [Schafweichkdse pasteurisiert ? pos |Listerien im lzbad, ination
Bulgaria Batch at retail 2,502 0 23 0 [] — Brie
Cech Republic Batch at processing 3523 17 2153 2 0 2009 |Halbhartkase Rohmilch 2 pos | Milch teilw. positiv > kontaminiertes Melkaggregat
i Single at processing 682 13 214 0 (vak hlauch) bei einem Milchproduzenten
. Single at retail 3172 0.5 1,621 0.1 02 2009 isiert pos. pos |Lieferantenmilch (mobiler Melkstand, Zisternenwasser)
2009 |Halbhartk ase (Alp) [Rahmilch pos pos  |unbekannt (Teig pos. <10 kbE/g, Schmierewasser pas.,
Salzbad pos.)
2009 L neg pos |unbekannt (Salzbad neg.)

Gesetzlich vorgegeben ist das Umfeldmonitoring gemass

Hygieneverordung Art. 69 «Probenahme in Verarbeitungs-

bereichen und bei Ausristungen» (HyV, 2018):
2Lebensmittelbetriebe, die genussfertige Lebensmittel herstel-
len, die ein durch Listeria monocytogenes verursachtes Risiko
fur die menschliche Gesundheit bergen kénnten, haben im Rah-
men ihres Probenahmeplans Proben aus den Verarbeitungsbe-
reichen und den verwendeten Ausriistungen auf Listeria mono-
cytogenes zu untersuchen.

Abb. 9: Agroscope-Beratungen 2003 — 2009, Bedeutung von Pro-
zessfehlern und Kreuzkontaminationen

e European Guide for Good Hygiene Practices in the
production of artisanal cheese and dairy products
(FACE, Farmhouse and Artisan Cheese & Dairy Pro-
ducers Network) — 2016 (Albrecht-Seidel, 2016)

¢ QM Fromarte (Kasereien) — 2008 (Anonymous, 2008)

e SAV Leitlinie (Sémmerungsbetriebe) — 2015 (Jakob &
Menéndez Gonzalez, 2015)

Lebensmittel und Gebrauchsgegenstinde

817.024.1

Lebensmittelkategorie Mikroorganismen/deren Toxine,

Probenahmeplan
Metaboliten

Grenzwent

Analytische Referenz-  Stufe. fir die das Kriterium gilt

methode

m

M
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EN/ISO 11290-21  In Verkehr gebrachte Erzeugnisse

wiihrend der Haltbarkeitsdauer

sche Zwecke bestimmte, ge-
nussfertige Lebensmittel, die 5 0
die Vermehrung von

L. monocytogenes begimsti-

gen kénnen

In 25 g nicht
nachweisbar=?

EN/ISO 11290-1 Bevor das Lebensmittel die unmit-
telbare Kontrolle der verantwortli-
chen Person des Herstellerbetriebs

verlassen hat

keitsdauer den Wert von 100 KBE/g nicht iibersteigt.
19
20

nicht iberschreitet.

Die verantwortliche Person muss zur Zufriedenheit der zustindigen Vollzugsbehorde nachweisen kénnen, dass das Erzeugnis wihrend der gesamten Haltbar-

1 ml Inoculum wird auf eine Petrischale (140 mm Durchmesser) oder auf 3 Petrischalen (je 90 mm Durchmesser) anfgebracht.
4 Dieses Kritenum gilt fiir Erzeugnisse, bevor sie die unnuittelbare Kontrolle der verantwortlichen Person des Herstellerbetriebs verlassen, wenn diese micht zur
Zufriedenheit der zustindigen Vollzugsbehorde nachweisen kann, dass das Erzeugms den Grenzwert von 100 KBE/g wihrend der gesamten Haltbarkeitsdauer

Andere als fiwr Sauglinge
oder fiir besondere medizini-
sche Zwecke bestinunte, ge-
nussfertige Lebensmittel, die
die Vermehrung von
L. monocytogenes nicht be-

: M e T T
glinstigen konnen2! 22

Listeria monocylogenes =) 0

100 KBE/g

EN/ISO 11290-22%  In Verkehr gebrachte Erzeugnisse

wiihrend der Haltbarkeitsdauer

senschaftlichen Begriindung ebenfalls zu dieser Kategorie zahlen

= Erzcu:.'ui\'w mit einem pH-Wert von < 4.4 oder aw-Wert von < 0,92, Erzeugnisse mit einem pH-Wert von < 5.0 und a«-Wert von < 0.94: Erzeugnisse mit einer
Haltbarkeitsdauer von weniger als 5 Tagen werden automatisch dieser Kategorie zugeordnet. Andere Lebensmittelkategorien kdnnen vorbehaltlich einer wis-

Abb. 8: Gesetzliche Vorgaben fiir L. monocytogenes (HyV, 2018)

Zu beachten sind auch die beiden gesetzlich festgelegten
Grenzwerte (Abbildung 8) von «nicht nachweisbar in 25 g»
und «< 100 KBE/g» fur diejenigen Produkte, in denen sich
L. monocytogenes wahrend der gesamten Haltbarkeit
nicht vermehren kann, was durch Challenge-Tests zu be-
legen ist.

Weitere hilfreiche Informationen liefern die Erfahrungen
aus der Beratung. In Abbildung 9 sind einige Beratungs-
falle aus den Jahren 2003 — 2009 aufgelistet. Die markier-
ten Falle zeigen den gravierenden Einfluss von Prozess-
fehlern (fehlende Heisshaltezeit bei der Thermisierung)
und Kreuzkontaminationen, hier durch ein kontaminiertes
Salzbad.

Aktuell sind folgende Branchenleitlinien nach VO (EG) Nr.
852/2004 (VO (EG) Nr. 852/2004, 2009) bzw. Art. 80 der
Lebensmittel- und Gebrauchsgegenstandeverordnung
(LGV, 2019) verfugbar:

Alle Branchenleitlinien sind HACCP basiert. Zur Risikobe-
herrschung gehéren die Tabelle 2 genannten Massnah-
men.

Tab. 2 Wichtige Beherrschungsmassnahmen fiir Kdse-produzie-
rende Betriebe

Was Wie
Validierte Rezepturen Validierung im Rahmen einer HACCP-Studie
Rohstoffiiberwachung

Eintrag liber Rohstoffe 5 :
minimieren Kiihllagerung der Rehmilch

Hitzebehandlung u.a.

Hygienezonen
Gute Herstellungspraxis
Umfeldmonitoring

Eintrag aus Umgebung
verhindern

Rezeptur (Brenntemperatur, Reifezeit etc.)

Uberleben, Wachstum i
Prozessiiberwachung

minimiersn Prozesshygienekontrollen
Prozesshygienekontrollen
Endprodukt Endproduktkontrollen

Datierung

n Agroscope Transfer | Nr.295/2019
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2. Listerienpravention in den Branchenleitlinien

Zu beachten sind ebenfalls die Herstellungsbedingungen
gemass Pflichtenheft fir Kase mit «Geschitzter Ur-
sprungsbezeichnung» GUB (Stand 28.02.2018). Hier fin-
den sich allerdings auch Anforderungen, die zur Erh6hung
eines Listerienrisikos flhren, z.B. bei Vacherin fribourgois
mit Milchlagerungsbedingungen von bis zu 18 °C, bis ma-
ximal 24 Stunden und fakultativer Thermisierung (Tabelle
3). Die Lebensmittelsicherheit ist dabei selbstverstandlich
zu garantieren, aber nicht einfach.

Tab. 3: Auswahl von Anforderungen fiir Kdse mit «Geschiitzter
Ursprungsbezeichnung» GUB geméss ihrer Pflichtenhefte (Stand
28.02.2018). Einige sind kritisch beziiglich Listerienprédvention.

Abbildungen 11 und 12 zeigen exemplarisch auf, welche
Anforderungen betreffend L. monocytogenes aus dem
bekannten Wissen abgeleitet werden missen um das
Listerien-Risiko beherrschen zu kénnen.

Zusammenfassend gilt fir die Schweizer Branchenleit-
linien in der Milchwirtschaft (QM Fromarte und SAV Leit-
linie):

¢ sie sind HACCP-basiert,

o sie interpretieren die gesetzlichen Vor-
gaben in einer pragmatischen und
doch wissenschatftlich fundierten Wie-
se,

Kasesorte Thermisation Brenn- Milchlagerung minimale e das QM Fromarte ist zertifizierbar
temperatur Reifezeit

Bomner Alpkase nicht erlaubt 250°C KA (18°C) | =15h | 45 Monate (Umsetzungskontrolle  durch  regel-

Emmentaler nicht erlaubt 52-54°C | kKA. (18°C) =24h 4 Monate massige AUdItS)'

Etivaz nicht erlaubt =57 °C max. 18 °C? <18h 135 Tage * WO nétig werden Betriebe durch die

Formaggio d’alpe ticinese nicht erlaubt 41-50°C | kA.(18°C) <18h 60 Tage milchwirtschaftlichen Berater der regi-

Glarner Alpkase nicht erlaubt 44_47°C | <13°C <24h 60 Tage onalen Beratungsplattformen bei der

Gruyére nicht erlaubt 54-57°C | 12bis18°C | <18h 5 Monate Umsetzung der Leitlinien unterstutzt.

Sbrinz nicht erlaubt 54 -57°C | kA.(18°C) <24h 18 Monate

Téte de Moine nicht erlaubt 44-53°C | =18°C® =18h? 75 Tage Als Folge gibt es sehr wenig Riickrufe

Vacherin fribourgeois fakul)ﬁativ (ALP 30-36°C | kA.(18°C) =24h 70 Tage von Schweizer Kése wegen Listerien.
pos.

Vacherin Mont d’Or (s,lszFI’Spsoss,;C <15s 32-38°C | 10-18°C <20h 17 Tage Die SChWGi.ZSI’ Erfahrungen §ind ZU.-

Walliser Raclette nicht erlaubt 385 EE N (B SE £24h 3 Monate sammen mit deutschen und Gsterrei-

Werdenberger/Liechtensteiner | kann: 5569 °C/z | <45°C/ kA. (18 °C) <24h keine chischen Erfahrungen im «InterLab

Bloderkise 15s (ALP pos.) pH <465 Leitfaden zu Listerien in Milchproduk-

Werdenberger/Liechtensteiner | kann: 55 - 69 °C/iz | <45°C/ k.A. (18°C) £24h 2 Monate ten» zusammengefasst worden (Ab-

Sauerkdse 15s (ALP pos.) pH < 4.65

kA = keine Angabe, d.h. es gelten die gesetzlichen Anforderungen (max. 18 °C)

ALP pos. = Reaktion der Alkalischen Phosphatase muss nach der Behandlung positiv sein
! Temperatur und Zeit sind nicht defimert

2 Hechsttemperatur der gelagerten Abendmilch am Morgen

3 wird die Milch uniter 8 °C gekihit, darf sie max. 24 h gelagert werden

* Sommerungsbetriebe durfen die Milch bei < 13 °C lagern

Neben den oben genannten Faktoren ist auch die Qualitat
der Rohstoffe entscheidend fiir die Herstellung sicherer
Produkte. Im Gegensatz zu anderen Landern (Tabelle 4),
in denen die Listerien-Pravalenz in der Milch bis fast 20 %
betragt, ist die in der Schweiz verwendete Rohmilch von
Kihen ohne Fitterung von Silage entscheidend und be-
tragt nur 0.33 % (Imhof, 2014).

Tab. 4: Prévalenz von L. monocytogenes in Rohmilch (Kuousta
M. et al., European Dairy Magazine, No. 2, 2010)

Probeart Anzahl Proben | Privalenz % Land (Publ.-Jahr)
Tankmilch Hof 294 1.0 | Schweden (2002
Silomilch Molkerei 295 19.5 | Schweden (2002)
Tankmilch Hof 861 6.5 | USA (2004
Tankmilch Hof 113 5.3 | Nordirland (1992)
Silomilch Molkerei 113 33.3 | Nordirland (1992)
Tankmilch Hof 948 5.9 | USA (2003)
Tankmilch Hof 774 3.6 | Spanien (1998)
Tankmilch Hof 131 4.6 | USA (2001)
Tankmilch Hof 1720 2.7 | Kanada (1997)
Tankmilch Hof 589 7.9 | Irland (1992)

Weitere kritische Faktoren sind das Wachstum von L. mo-
nocytogenes in Milch in Abhangigkeit von der Lagerungs-
temperatur und -zeit (Abbildung 10), sowie der Einfluss
der Hitzebehandlung auf die Keimreduktion in Abhangig-
keit der Temperatur bei einer Heisshaltezeit von 15 s (Ta-
belle 5).

Auch die Reifezeit von Rohmilchkase hat einen Einfluss
auf das Uberleben von L. monocytogenes. Bachmann &
Spahr konnten 1995 zeigen, dass L. monocytogenes in
Hartkase bereits nach einem Tag nicht mehr nachweisbar
war, sich hingegen in Halbhartkdse auch nach 90 Tagen
nur ca. auf einen Zehntel der urspringlichen Keimzahl
reduzierte.

bildung 13).

Darin bekennen sich die Autorinnen
und Autoren zur Listerien-freien Kase-
produktion (keine Verwendung des
Grenzwertes von «< 100 KBE/g»).
Der Leitfaden (InterLab, 2018) und ein Ubersichtartikel
(Becker, 2017) sind unter den folgenden Links abrufbar:

o Leitfaden, Website Agroscope, Liebefeld

o Leitfaden, Website HBLFA Tirol, Rotholz

o Leitfaden, Website MUVA, Kempten

¢ Ubersichtsartikel, B&L Medien Gesellschaft, Hilden

Vermehrung von L. monocytogenes in Milch
{Simulation Sym'Previus")
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— 15
100.0 —_—12C

10°C

Keimzahl [kbE/mL]

—1C

— 8

R\SNA

—

0.1 T —T T |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Lagerzeit [h]

Abb. 10: Vermehrung von L. monocytogenes in Milch bei ver-
schiedenen Temperaturen berechnet mit Sym’Previus

Tab. 5: Einfluss der Hitzebehandlung auf die Keimreduktion von
L. monocytogenes in der Milch (Sérqvist, 2003)

Thermisationsbedingungen Keimreduktion
Temperatur | Heisshaltezeit moné'iﬁi';aenes, sa’;’:;"o'.’f”a
571G 15s <0,1 log 0,2 log
62 °C 156s 0,2 log 1,5log
65 °C 15s 0,7 log 5,7 log
68 °C 15s 2,0log >7 log

' Berechnungsbasis: D-Wert bei 65 °C in Milch: 21,6 s, z-Wert: 6,7 °C (Sérqvist, 2003)
2 Berechnungsbasis: D-Wert bei 65 °C in div. Medien: 2,6 s, z-Wert: 5,2 °C fiir Salmonelia spp.
ohne S. senftenberg (Sérqvist, 2003)
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https://www.agroscope.admin.ch/dam/agroscope/de/dokumente/themen/lebensmittel/sicherheit/interlab-leitfaden-listerien-milchprodukte.pdf.download.pdf/Listerien%20in%20Milchprodukten_Version%2011%20ENDGUELTIG%20ohne%20Checkliste_Logos.pdf
https://bam-rotholz.at/images/stories/dokumente/dokumente/listerien_interlab_leitfaden.pdf
https://www.muva.de/muva/web.nsf/gfx/Leitfaden_Listerien%20in%20Milchprodukten_Interlab.pdf/$file/Leitfaden_Listerien%20in%20Milchprodukten_Interlab.pdf
https://www.blmedien.de/data/emags/blmedien/FOOD-Lab_01_2017/pubData/mobile/index.htm#/34/

3. Beratungserfahrungen aus der Sicht eines industriellen Betriebes

Hartkése, thermisiert 65 °C/15 s (oder mind. dquivalent)
HACCP Plan

oPRP Kriterium | Probematerial Frequenz® Vorgabe
oPRPS Listeria Salzlake (ggf. mit 8 x jahrlich n.n. /25 gml
(Salzen) spp. CaCO;s stabilisiert) oder 1/180
Chargen

oPRP6 Listeria Schmierewasser 8 x jahrlich nn./25g
(Reifung) spp. nach Kasepflege (bei | oder 1/45

Rotschmierekase) Chargen

oder Rindenprebe

(schaben)

"Minimale Frequenz (gilt nur wenn in einer Serie von n=5 Probenahmen keine Listerien
festgestellt worden sind)

Abb. 11: HACCP-Plan fiir L. monocytogenes fiir Halbhartkédse im
Betrieb, Revision 2019 des QM Fromarte

oPRP = operative Prdventivprogramme (Englisch ,operational
prerequisite programs®); n.n. = nicht nachweisbar

Halbhartkise, thermisiert 65 °C/15 s
(oder mind. dquivalent)

Anforderung im Handel (Ende MHD)

Kriterium Probematerial Vorgabe
Listeria essbarer Anteil, ggf. mit n.n./25g,mi
monocytogenes | Anteil Rinde

Abb. 12: HACCP-Plan betreffend L. monocytogenes fiir Halbhart-
kédse im Handel, Revision 2019 des QM Fromarte
MHD = Mindesthaltbarkeitsdatum; n.n. = nicht nachweisbar

InterLLab Leitfaden

Listerien in Milchprodukten

InterLab dankt der Fa. Funke-Dr. N. Gerber Labortechnik fiir die Unterstiitzung!

RS IEE|

Unsere Autoren: Backer, H.'; Berger, 1.3 Eliskases-Lechner, F; Jakob, E Knadlseder, M.
Martlbaver, E.'; Westermair, .5 Zangerl, P.?

QUALITATSMANAGEMENT

(S

| Lodwig Moimilians-Universiat (MU) Minchen (Doutschland)

pe Institut fir Let hatfen ILM, Lisbefeld (Schweiz)
* HBLFA Tirol, Standort Forschung und Service Rotholz (Gsterreich)
“ MUVA Kempten GmbH (Deutschland)

er Krankheitsemeger Listera (L) mono.
D atogenes stellt nach wie vor eine grate

Herausforderung fir Kisersien dar. L
sterien sind eine der hiufigsten Ursachen von
Riickholoktiore robiologischen Griinden
bei Lebensmitteln. Abgesehen won méglichen
schweren

daher Kontaminationen der Lebensmittel mit
L. monocytegenes 2u grofien MFLGEha’NKhen
Wedusten fiir den Lebensmittelurt
ren. Das Vorhandensein ven zwei »;im
lichen Grenzwerten (nicht nachweisbar in
versss 100 koloriebidende Einheiten pro

Gramm)

den, wie mit positiven Ergebrissen umgegangen
werdenscl

Aus diesern Grund hat die Intemationale
Gemeinschaft der Laboratoriumskeiter In der
Lebersmittelwirtschaft. (interlab) cinen Leit
faden fur Listerien in Wikhprodukten ausgear-
beitet . Der Laitfacen gibt Empfehlungen zur
Umsetzung der Vorgaben der Verordnung (EG)
N 2073/2005  Gber mikrobiologische Krite-
ien fiir Lebersmittel und zur Beurtellung der
Verkehrsfahigkeit gemiB Verordnung (EG) N
178/ (Basiswerordnung) . Der Leitfaden
dient ol Hiffsmittel fiar e

Abb. 13: Ubersichtartikel zum «InterLab Leitfaden zu Listerien in
Milchprodukten» (Becker, 2017)

3. Beratungserfahrungen
aus der Sicht eines indust-
riellen Betriebes

Thomas Stanke (Sachsenmilch) berichtete iber seine
«Beratungserfahrungen aus der Sicht eines indus-
triellen Betriebes». Dass sich die Erfahrungen der Liste-
rienberatung vom Alpbetrieb Uber die gewerbliche Ver-
arbeitung in der Dorfkaserei auch auf grosse Industrielle
Betriebe Ubertragen lassen, zeigte Thomas Stanke in sei-
ner eindrucklichen Prasentation. Das Listerien-Berater-
team kommt rein praventiv zum Einsatz und hat die Auf-
gabe allfallige Betriebsblindheit im Keim zu ersticken.

Neben den Ublichen Massnahmen zur Vermeidung von Li-
sterienproblemen kommt im Grossbetrieb (Abbildung 14)
empfindlichste Analytik zum Einsatz um auch Reste von
Listerien-Subspezies in Umfeldproben entdecken und eli-
minieren zu kénnen. Wo nétige werden sofort bauliche
Massnahmen ergriffen. So ist es méglich auch in grossen
Mengen Kase Listerien-frei zu produzieren und sich auf
dem Markt behaupten zu kénnen.

Abb. 14: Milchverabéitung i Grossbetrieb Sachsenmilch, Lep-
persdorf
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4. Potenzial des Whole Genome Sequencing

4. Potenzial des Whole Ge-
nome Sequencing

Uber das «Potenzial des Whole Genome Sequencing»
informierte Lena Fritsch (Anses). Diese relativ neue
Technik verfligt Uber das zurzeit héchste Diskriminie-
rungsvermogen und ermdglicht das Erkennen neuer
Zusammenhange (Abbildung 15).

e Unterscheidung zwischen neuen oder wiederkehren-
den (persistenten) Kontaminationen (Jackson, 2016)

Die Einfihrung des WGS hat bereits dazu gefiihrt, dass
bei der Uberwachung der Listeriose
o die Quellen der Ausbriiche haufiger und schneller
identifiziert werden (siehe auch Abbildung 17) und
¢ die Gesamtzahl der identifizierten ausbruchsassoziier-
ten Félle zugenommen hat.

1 -Discrimination
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%
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U
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: PFGE ;
Species  Serotype  MLST i Genomes *
MLVA

oamyrigl 0 wuiFrda.mn

Medini et al. 2008 ¥ LA

i Molekulare und konventionelle
- Serotypisierung

PFGE: Die aktuelle internationale
TF ; Standard - Ausbruchuntersuchung
!

MLST : Globale Epidemiologie
Populationsbiologie
Phylogenie

Abb. 15: Ubersicht zu den verfiigbaren Typisierungstechniken fiir
L. monocytogenes

Beim Whole Genome Sequencing (WGS) wird verein-
facht dargestellt aus einer Reinkultur das zu untersu-
chende Bakterium entnommen, die DNA extrahiert und
anschliessend sequenziert. Die dabei entstehenden
«reads» werden anschliessend assembliert, also wieder
zum nun bekannten Genom zusammengebaut. Allfallige
genomische Varianten lassen sich im Vergleich zum Re-
ferenzgenom ebenfalls erkennen (Abbildung 16).

Variant Calling
« Input: Referenzgenom und reads

Heferer; GCAGTA T AAC CCTC GCGAGT

genom AA A GCACT
A A A CACTR|[GCA TARAC GACT

A G C C TR
A A G ACTH]
Reads Variant (SNP)
zuord-

nun
e, Output: Datei mit allen Varianten, die der Position in der Referenz

(VCF) zugeordnet sind

[ G TAT cecer G CG A

CAGT CTCG

Abb. 16: Identifizierung genomischer Varianten durch den Ver-
gleich der Reads mit einem Referenzgenom

Die so gewonnenen genetischen Informationen lassen
sich z.B. zur Abklarung von Ausbriichen, zur Identifikation
genetischer Marker, fiir Risk Assessments und die Iden-
tifizierung von Ausbruchsquellen verwenden.

Fir die Lebensmittelhersteller ermoglicht das WGS
e eine schnelle und effiziente Ursachenabklarung bei
Kontaminationen (z.B. Zutaten) und die

Zu beachten sind aber die SNP-Distanzen (Single Nucle-
otide Polymorphism, englisch fiir Einzelnukleotid-Polymor-
phismus, Bezeichnung flr eine Variation eines einzelnen
Basenpaares in einem DNA-Doppelstrang), die Baumto-
pologie, der Beizug epidemiologischer Daten und Informa-
tionen zur Ruckverfolgbarkeit. Dies sind wichtige Informa-
tionen, da

¢ verschiedene Bakterienpopulationen unterschiedliche

Niveaus an genetischer Vielfalt besitzen,

o der genetische Drift, die natirliche Selektion, u.a.,

e die Isolationstechnik und die kulturellen Eigenschaften
ebenfalls eine wichtige Rolle spielen und falls sie nicht be-
achtet werden, zu falsch-positiven Befunden flihren kon-
nen. Ein Beispiel dazu liefert Abbildung 18.

Beim Einsatz des WGS bei Ausbruchsabklarungen gibt es
noch Verbesserungspotenzial. Dies betrifft
e die Zusammenhange zwischen WGS und den bis jetzt
verwendeten Typisierungsdaten (Serotyp, klonaler
Komplex CC),
e die Informationen zur Diskriminierung zwischen den
Befunden (bendtigt Bioinformatik-Kompetenzen),
¢ die Verbreitung von WGS-Informationen und die Re-
gelung der Rechte dazu (z.B. Datenbankzugriffsrech-
te),
e die langfristige Speicherung der Daten,
 die Standardisierung der Technik.

Bislang noch wenig erforscht sind die genetischen Marker,
das WGS-basierte Risk Assessment und die Zuordnung
von Stdmmen zu Ausbruchsquellen. Um genetische Mar-
ker zu identifizieren benétig man genomweite Assoziati-
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Abb. 17: Vergleich von Listeriensequenzen aus klinischen und
Mehlproben bei der Abklarung eines Ausbruchs (Pightling, 2018)
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Abb. 18: Beispiel einer falsch-positiven Quellenidentifikation bei
L. monocytogenes-Isolaten aus einer Eiscremeprobe und Um-
weltproben eines Zulieferers (Pightling, 2018)

onsstudien. Sie konnten helfen phanotypische Unterschie-
de zwischen Stammen zu identifizieren (z.B. beziglich
Persistenz, Antibiotikaresistenz, Virulenz oder Stresstole-
ranz). Diese Informationen kénnten zu einer verbesserten
Gefahrenidentifikation, zu Anpassungen beim Manage-
ment von Lebensmittelsicherheitsrisiken, zu Verbesserun-
gen in der Predictive Food Microbiology und zu Verbesse-
rungen beim Risk Assessment flhren (gezielter auf risiko-
reiche Subpopulationen pathogener Organismen ausge-
richtet).

Bei der Zuordnung zu Ausbruchsquellen lasst sich fest-
stellen, dass die hochste Exposition von fast 52 % die am
wenigsten virulenten Stamme betrifft, wahrend es in weni-
ger als 10 % der Falle zum Kontakt mit den sehr virulenten
Stammen kommt. Die virulenten Stamme sind unter-
schiedlich auf die verschiedenen Lebensmittel verteilt (Ab-
bildung 19).

Zusammenfassend |asst sich festhalten, dass WGS:
e den “one in all" Ansatz erméglicht,
¢ ein hohes Diskriminierungspotenzial besitzt, was ein
Mehrwert bei Ausbruchsuntersuchungen darstellt,
« vielversprechende neue Applikationen ermdglicht,
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5. Potenzial von MALDI-TOF

¢ noch Licken in der Harmonisierung der Qualitatskrite-
rien und bei der Standardisierung aufweist,

¢ noch zu klarende Fragen beim Verfigbarmachen der
Daten zeigt,

e bei der European Food Safety Authority EFSA aner-
kannt ist und genutzt wird.

= 0.02 %
Q
E 51.7%
2 | 39.1%
3 4.4%
9.2% x
E
g
95.5 % 5
3

9 f) |Wechse|n je nach Lebensmittel

Abb. 19: Expositionsrate und Virulenz bei Listerioseféllen, verén-
dert sich je nach Lebensmittel

Das WGS bietet somit vielversprechende Méglichkeiten ist
aber fir sich alleine ohne biologischen Kontext und denje-
nigen der 6ffentlichen Gesundheit, von beschranktem Nut-
zen.

5. Potenzial von MALDI-
TOF

Uber das “Potenzial von MALDI-TOF” berichtete Alicia
Romano (Agroscope) in ihrer Prasentation. MALDI-TOF
steht flir Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time
Of Flight (deutsch Matrix-unterstiitzte Laser-Desorp-
tion/lonisation) und ist ein Verfahren zur lonisation von
Molekilen und deren massenspektrometrischer Untersu-
chung. Die Technik ist nicht neu und erste Daten zu Bak-
terienuntersuchungen wurden schon vor einigen Jahren
prasentiert. Die Weiterentwicklungen haben die Technik
aber nun zu einem wertvollen Werkzeug werden lassen,
was sich z.B. auch an der Anzahl Verdéffentlichungen er-
kennen lasst. So sind aktuell etwas mehr als 100 Publika-
tionen mit den Stichworten «MALDI-TOF» und «&ffentliche
Gesundheit» vorhanden.

Bei der Untersuchung von Proben wird eine kleine Menge
einer reinen Kolonie auf das Target aufgetragen, mit einer
speziellen Matrix versetzt, getrocknet und mit dem Laser
punktgenau erhitzt und verdampft. Dabei ist unbedingt auf
die Probenmenge zu achten (Bastin, 2018). Der MALDI-
Prozess transformiert das Protein und die Peptide von iso-
lierten Mikroorganismen in positiv geladene lonen. Dies
wird durch einen UV-Laser erreicht. Die Matrix absorbiert
die Laserenergie und Ubertragt Protonen auf die intakten
Proteine in der Gasphase. Die lonen werden dann elekt-
ronisch beschleunigt und erreichen das Flugrohr mit einer
massenabhangigen Geschwindigkeit. Da die verschiede-
nen Proteine und Peptide unterschiedliche Massen haben,
gelangen die lonen zu unterschiedlichen Zeiten zum De-
tektor (= Flugzeit, Time-of-Flight TOF). Das Gerat misst
die Zeit zwischen der gepulsten Beschleunigung und dem
entsprechenden Detektorsignal der lonen, dann wird die

Zeit in genaue Molekularmassen umgewandelt. Die cha-
rakteristischen Spektren (proteomischer Fingerprint) wer-
den mit Referenzspektren verglichen (Abbildung 20 und
21).

Die Vorteile der Methode sind:
e rasche Resultate,
o tiefe laufende Kosten,
e gute Wiederholbarkeit,
o robuste und zuverlassige Resultate,

Allgemeine Vorgehensweise

MICROBIOLOGY

CANDIDA PARAPSILOSIS Masy

Abb. 20: Vorgehen bei der MALDI-TOF-Analyse

kritisch sind:
o die Probenmenge,
o die Anfangskosten,
o die regelmassige Erweiterung der Referenzspektren-
bibliothek.
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Abb. 21: Funktionsweise bei der Untersuchung von infektiésen
Krankheiten mit MALDI-TOF (Patel, 2015)

MALDI-TOF Massenspektrometrie wird bei Agroscope zur
Identifizierung von Milchsaurebakterien und Hefen, sowie
fiir Versuche zur Unterscheidung von Stammen in Starter-
kulturen, z.B. Streptococcus thermophilus.

Alicia Romano verwendet die Methode ebenfalls im Rah-
men ihrer Dissertation. Ziel der Forschung ist es, zu unter-
suchen, ob es einen Zusammenhang zwischen dem in der
Milchdriise gefundenen Resistom und den durch Umwelt-
proben isolierten Bakterien gibt. Das intramammare Re-
sistom wird in Bezug zur Umgebung gesetzt (Einstreu, Zit-
zengummi, Zitzenoberflache), siehe auch Abbildung 22.
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" Environment

Abb. 22: Bezug zwischen den inframamméren Resistom und sei-
ner Umgebung (Einstreu, Zitzengummi, Zitzenoberflache)

Fir die mehr als 1600 anfallenden Proben ist die Verwen-
dung von MALDI-TOF die einfachste und schnellste L6-
sung zur ldentifizierung der in den Proben enthaltenen
Spezies. Die Proben werden auf Blut- oder Selektivagar
angeziichtet und die Reinkulturen mit MALDI-TOF identi-
fiziert. Bislang konnten aus 1200 Proben 1484 verschie-
dene Stamme die zu 102 verschiedenen Spezies gehdren
bestimmt werden, 64 % davon waren Staphylococcus
Subspezies.

In der Literatur finden sich weitere Beispiele fiir den erfolg-
reichen Einsatz von MALDI-TOF:

* Wasseranalysen von Umweltproben zur Bestatigung
von Legionella-Befunden,

* pharmazeutische Mikrobiologie,

o taxonomische Forschung,

o Lebensmittelmikrobiologie (Bestatigungsanalyse bei
positiven befunden von Bakterien, Cronobacter, Sal-
monella spp.)

o Veterinarbakteriologie (Mastitiserreger, ungewohnli-
che Spezies),

o Subtypisierungen bei antibiotikaresistenten Keimen
wie KPC produzierende Enterobactericeae oder
MRSA bei Staph. aureus.
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