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1 Einleitung

Obst und Gemuse sind reich an gesundheitsférdernden Inhaltsstoffen und stellen einen wichtigen
Bestandteil einer gesunden Erndhrung dar. Sind roh verzehrbare frische Produkte mit
humanpathogenen Erregern  kontaminiert, = kénnen sie  jedoch Infektionen  und
Lebensmittelvergiftungen auslosen. Diese Literaturstudie gibt auf Basis aktueller Publikationen einen
Uberblick tber Quellen und Eintragswege humanpathogener Bakterien und Viren sowie (ber
Praventions- und Dekontaminationsmalnahmen entlang der Produktions- und Verarbeitungskette
von Obst und Gemise. Auf pflanzlichen Oberflachen sind humanpathogene Erreger vergleichsweise
unwirtlichen Umweltbedingungen ausgesetzt, wie z.B. wechselnden Klimabedingungen,
Nahrstoffmangel, der Konkurrenz mit dem natlrlichen Mikrobiom und pflanzlichen
Immunreaktionen. Die Uberlebensfihigkeit bakterieller Erreger auf frischen Produkten ist daher von
ihrer Anpassungs- und Konkurrenzfahigkeit abhadngig. Diese beruht auf spezifischen Eigenschaften,
wie der Fahigkeit zur Anpassung des Stoffwechsels, zur Adhasion an die pflanzliche Oberflache und
zum Schutz vor biotischen und abiotischen Umwelteinfliissen. Zur Anpassung humanpathogener
Bakterien an Habitate auBerhalb des menschlichen bzw. tierischen Wirtes kdnnen mobile genetische
Elemente beitragen, die durch horizontalen Gentransfer (ibertragen werden. Ein verbessertes
Verstandnis dieser okologischen Wechselwirkungen wird die Identifikation neuer Ansatzpunkte zur
Verbesserung der mikrobiellen Lebensmittelsicherheit vorantreiben. Das gewachsene
wissenschaftliche Interesse hat auch zu einer Weiterentwicklung der mikrobiologischen Methoden
und der quantitativen Risikobewertung gefiihrt. Basierend auf diesem breiten Literaturiberblick
werden abschlieBend kritische Verstandnisliicken und entscheidende wissenschaftliche
Fragestellungen im Bereich der mikrobiellen Sicherheit verzehrfertiger pflanzlicher Lebensmittel
aufgezeigt. Als Leser haben Sie die Moglichkeit, diese Literaturstudie auch ausgehend von den
resultierenden wissenschaftlichen Fragestellungen in Kapitel 10 zu lesen, die Sie zu den
entsprechenden Kapiteln flihren.
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2 Ausbruchsinzidenz und Risikoeinstufung haufiger Lebensmittel/Pathogen-
Kombinationen

2.1 Aktuelle Situation

Jedes Jahr erkranken Millionen Menschen weltweit an lebensmittelbedingten Infektionen; tausende
von ihnen sterben (Yeni, Alpas, & Soyer, 2016). Die jahrlich verursachten Schaden durch
Mehrbelastung des Gesundheitssystems und Produktionsausfélle in der Landwirtschaft liegen in
Milliardenhohe (Yeni et al., 2016). Die Ursachen lebensmittelbedingter Infektionen sind vielfaltig und
unterliegen infolge der Globalisierung des Lebensmittelmarktes, der Veranderungen in Demographie
und Konsumgewohnheiten sowie modifizierter Produktions- und Verarbeitungspraktiken einem
grundlegenden Wandel (James, 2006).

Ausbruchsquellen sind Uberwiegend Lebensmittel tierischen Ursprungs, aber auch pflanzliche
Produkte konnen Krankheitsausbriiche verursachen. Als Infektionsausbruch werden nach dem
Infektionsschutzgesetz zwei oder mehr gleichartige Erkrankungen bezeichnet, bei denen ein
epidemiologischer Zusammenhang, das heit eine gemeinsame Infektionsquelle, wahrscheinlich ist
(IfSG, 2000). Im Jahr 2015 wurden 4,5% der 422 lebensmittelbedingten Ausbriiche in der EU auf
pflanzliche Lebensmittel zuriickgefiihrt, wahrend 61,4% auf Lebensmittel tierischen Ursprungs
zurlickgingen (EFSA, 2016). Hauptausléser durch pflanzliche Lebensmittel verursachter Ausbriiche
waren Gemise und Gemiseprodukte (2,8%), gefolgt von Getreideprodukten einschlieBlich
Hulsenfriichten, Nissen und Mandeln (0,9%), Friichten, Beeren und Fruchtprodukten (0,5%) sowie
Krautern und Gewdirzen (0,2%; EFSA, 2016).

Ausbriiche durch pflanzliche Lebensmittel kommen zwar seltener vor, sind aber mit hdheren
Fallzahlen verbunden und tragen somit Gberproportional zur Morbiditat bei. So wurden im Jahr 2015
nur 4,5% der Infektionsausbriiche, aber 7,3% der Krankheitsfdlle durch pflanzliche Lebensmittel
verursacht (EFSA, 2016). Trotz der hohen Fallzahlen verlaufen Infektionen durch pflanzliche
Lebensmittel milder. Die Zahl der Krankenhauseinweisungen und Todesfille ist geringer als bei
Erkrankungen durch tierische Lebensmittel (EFSA Panel on Biological Hazards, 2013; Painter et al.,
2013).

2.2 Entwicklung der Ausbruchsinzidenz

Erste Hinweise auf die Bedeutung pflanzlicher Lebensmittel als Vektoren humanpathogener Erreger
lieferte eine Datenauswertung aus den Jahren 1973 — 1997, durchgefiihrt vom US-amerikanischen
Center for Disease Control and Prevention (CDC) (Sivapalasingam, Friedman, Cohen, & Tauxe, 2004).
Der Studie zufolge stieg der Anteil durch frisches Obst und Gemiise verursachter Ausbriiche in den
USA von 0,7% (13 von 1.857) in den 1970ern auf 6% (114 von 1.788 Ausbriichen) in den 1990ern.
Eine spatere Berechnung, die zusatzlich elektronisch erfasste Daten ab 1998 einschlof3, ergab einen
Anstieg von 2% (1973-1997) auf 5% (1998-2012; Herman, Hall, & Gould, 2015).

In der Europdischen Union werden seit 2004 Daten zu lebensmittelbedingten Ausbriichen in einer
gemeinsamen Datenbank zusammengefiihrt. Publikationsorgan ist der jahrlich erscheinende
Zoonose-Monitoring-Bericht der EFSA (European Food Safety Authority) und des ECDC (European
Centre for Disease Prevention and Control). Die Analysen sind jedoch nur begrenzt reprasentativ, da
die Berichterstattung in den ersten Jahren noch unvollstandig war und die Datenerhebung in den
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Mitgliedslandern nicht harmonisiert ist (EFSA Panel on Biological Hazards, 2013). Den Berichten
zufolge wurden im Untersuchungszeitraum 2006 bis 2015 jedes Jahr 14 bis 86 durch Obst und
Gemise verursachte Infektionsausbriiche gemeldet (EFSA, 2007, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013,
2014, 2015a, 2015b, 2016). Zwischen 2008 und 2011 wurde ein Anstieg von 22 auf 62 Ausbriiche pro
Jahr registriert (EFSA Panel on Biological Hazards, 2013). Der Trend setzte sich jedoch nicht fort. In
den Folgejahren lagen die Ausbruchszahlen durch Gemdiise, Sdfte und deren Produkte und Friichte,
Beeren, Sdfte und deren Produkte bei insgesamt 47 (2013), 50 (2014) und 14 (2015). Aufgrund der
hohen Variabilitat der Gesamtzahl lebensmittelbedingter Ausbriiche pro Jahr (zwischen 422 und 839)
schwankte der prozentuale Anteil durch pflanzliche Lebensmittel bedingter Ereignisse im
Untersuchungszeitraum zwischen 2,8% und 7,1% (EFSA, 2015a, 2015b, 2016).

2.3 Haufigste Ausloser durch pflanzliche Lebensmittel verursachter Krankheitsausbriiche

Die haufigsten Verursacher durch pflanzliche Lebensmittel bedingter Krankheitsausbriiche waren in
der EU 2015 bakterielle Toxine (liberwiegend aus Bacillus-, Clostridium- und Staphylococcus-Arten,
ausgenommen C. botulinum, 31.6%), Salmonellen (26.3%) und Calicivirus einschlieRlich Norovirus
(21.1%, Abb. 1, EFSA, 2016).
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) Y o
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Abb. 1: Haufigkeitsverteilung der Ausldser lebensmittel- und wasserbedingter Krankheitsausbriiche nach
Lebensmittelkategorie in der EU im Jahr 2015 (EFSA, 2016)

Darliber hinaus erfasst das Zoonose-Monitoring der EFSA standardmafig Daten zu den folgenden
Erregern: thermotolerante Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, verotoxigene Escherichia
coli, Mycobacterium bovis, Brucella spp., Trichinella spp. und Echinococcus spp. In der
wissenschaftlichen Literatur werden zudem weitere Bakterienarten (Shigella spp., Yersinia spp.,
Staphylococcus aureus, Clostridium spp., Bacillus cereus, Vibrio spp.), aber auch Viren (Hepatitis A
Virus), Parasiten (Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis) und Pilze (Hefen,
Schimmelpilze) als relevante humanpathogene Erreger bei Obst und Gemise genannt (Jung, Jang, &
Matthews, 2014; Yeni et al., 2016).
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2.4 Risikoeinstufung hidufiger Lebensmittel/Pathogen-Kombinationen

Obwohl in der EU anders als in den USA seit Beginn der gemeinsamen Datenauswertung kein
kontinuierlich ansteigender Trend von Infektionsausbriichen durch Obst und Gemdise zu verzeichnen
ist, wachst auch hierzulande das Problembewusstsein. Dies ist unter anderem die Folge einiger
grofRer Ausbriiche in den vergangenen Jahren, z.B. des EAHEC 0104:H4-Ausbruchs im Jahr 2011 in
Norddeutschland mit 3.842 Erkrankungs- und 53 Todesfallen (Beutin & Martin, 2012). Daher hat die
Europaische Kommission das Panel on Biological Hazards der EFSA beauftragt, eine Scientific Opinion
zum Risiko humanpathogener Erreger an pflanzlichen Lebensmitteln zu verfassen. Die 2013
erschienene wissenschaftliche Stellungnahme beinhaltet ein multifaktorielles Analysemodell zur
Identifikation und Risikoeinstufung haufiger Lebensmittel/Pathogen-Kombinationen (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2013). Die Risikobewertung erfolgt anhand von sieben Beurteilungskriterien: (1)
Der Starke des Zusammenhangs zwischen Lebensmittel und Pathogen (Ausbruchsdaten des EU
Zoonose-Monitorings), (2) der Haufigkeit der Erkrankung, (3) der Krankheitslast, (4) der Dosis-
Wirkungs-Beziehung, (5) dem Konsum, (6) der Haufigkeit der mikrobiellen Kontamination und (7) der
Pathogenvermehrung wahrend der Haltbarkeitsdauer. Das Modell ist ausschlieBlich fur
verzehrfertige (ready-to-eat) Produkte entwickelt worden, die ohne vorherige antimikrobielle
Verarbeitung roh verzehrt werden.
Fir den Zeitraum 2007 — 2011 ergab eine Risikobewertung anhand dieses multifaktoriellen
Analysemodells die nachstehende Rangfolge von Lebensmittel/Pathogen-Kombinationen (EFSA Panel
on Biological Hazards, 2013):
e Position 1:
o Salmonella spp. / Salat und Blattgemiise (roh verzehrt)
e Position 2:
o Salmonella spp. / Zwiebel- und Stangelgemuse
o Salmonella spp. / Tomaten
o Salmonella spp. / Melonen
o pathogene E. coli / frische Schoten, Hulsenfriichte und Getreide
e Position 3:
o Norovirus / Salat und Blattgemdise (roh verzehrt)
o Salmonella spp. / Sprossen
o Shigella spp. / frische Schoten, Hilsenfriichte und Getreide.

Bereits im Jahr 2008 hatten FAO und WHO ein &hnliches Risikobewertungssystems entwickelt
(FAO/WHO, 2008). Dieses beruhte auf sechs Beurteilungskriterien: (1) Haufigkeit und Schwere der
Erkrankungen, (2) Produktionsumfang, (3) Komplexitidt der Produktions- und Verarbeitungskette, (4)
Vermehrungspotential der Humanpathogene, (5) Kontrollmoglichkeiten sowie (6) internationales
Handelsvolumen und &konomischer Stellenwert eines Produktes. Eine Risikobewertung anhand
dieses Modells schrieb ebenfalls Blattgemiise und frischen Krautern weltweit das hochste
Risikopotential zu (Tab. 1).
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Tab. 1: Risikobewertung nach dem System der FAO und WHO (FAO/WHO, 2008)

Produkt

Krankheitserreger

Griinde fiir Einstufung

1. Prioritat
Blattgemiise,
frische Krauter

Beeren

Enterohaemorrhagische
Escherichia coli
Salmonella enterica
Campylobacter

Shigella spp.
Hepatitis-A-Virus
Norovirus

Cyclospora cayatenensis
Cryptosporidium
Yersinia pseudotuberculosis
Listeria monocytogenes

Cyclospora cayatenensis
Cryptosporidium parvum
Norovirus (tiefgekihlte Beeren)
Hepatitis-A-Virus

1. Zahlreiche Ausbriiche in mindestens drei
Regionen der Welt berichtet, einhergehend mit
Krankheit und Tod.

2. In GroRbetrieben angebaut, verbreitet und
zunehmend konsumiert, insbesondere im pre-
cut-Bereich.

3. Die Produkte breiten sich auch in Léndern aus,
in denen sie nicht traditionell angebaut werden.
4. Unterschiedliche Systeme der Verarbeitung
und Distribution, die fur einige Lander neu sind.
5. Ausbaupotential gegeben, vor allem fiir Fresh-
cut Produkte.

6. Produktion und Distribution sind komplex, viele
verschiedene Kontrollpunkte zur Minimierung der
Kontamination und Kreuzkontamination,
mehrstufiger Ansatz notwendig.

7. In groRem Umfang international gehandelt.

2. Prioritdt

1. Ausbriiche in einigen Regionen.

2. Ausgedehnte Produktion einiger Beerensorten.
3. Produktion variiert je nach Sorte und schlief3t
das Sammeln wilder Beeren ein.

4. Ausbaupotential stark begrenzt.

5. Menschen als primare Kontaminationsquelle,
intensiver Handkontakt.

6. International gehandelt, aber bestimmte
Beeren zunachst eingefroren (Probleme mit Viren
fortbestehend).

Friihlingszwiebeln

Hepatitis-A-Virus
Shigella spp.

1. Ausbriiche in nur ein oder zwei Landern
berichtet.

2. Geringe, aber zunehmende Produktion,
vielerorts konsumiert.

3. Ahnliche Produktionssysteme in verschiedenen
Landern.

4. Humanpathogene Erreger kénnen sich im
Inneren des Blattes befinden und dort
vermehren.

5. Handling bei Ernte kritisch.

6. International gehandelt.

Enterohaemorrhagische
Escherichia coli (und

Melonen Salmonella enterica 1. Ausbriiche in einigen Regionen der Welt.
2. Weit verbreitete, ganzjahrige Produktion.
Niedrigere Prioritat: 3. Ahnliche Produktionssysteme weltweit.
Enterohaemorrhagische Unterschiedliche Praktiken, um die Melonen vom
Escherichia coli Boden fernzuhalten.
Norovirus 4. Melonen begiinstigen Pathogenvermehrung.
5. Zur Bewasserung, zum Waschen und Kihlen
verwendetes Wasser kann eine
Kontaminationsquelle darstellen.
6. Weit verbreiteter internationaler Handel.
Sprossen Salmonella enterica 1. Ausbriiche in einigen Regionen der Welt.

2. Regionale Unterschiede, kleine
Produktionstatten.
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enterotoxische E. coli)
Bacillus cereus

3. Abhdngig von Art der Sprossen.

4. Pathogenvermehrung begiinstigt.

5. Prdventive Kontrollen und Behandlungen der
Samen und des Wassers vor der Keimung.

6. Sprossensamen verbreitet gehandelt, nicht
aber die Sprossen.

Tomaten Salmonella enterica
Hepatitis-A-Virus

1. Zahlreiche Ausbriche, aber auf die USA
beschrankt.

2. Ausgedehnte Produktion, aber nicht komplett
fir den Verzehr bestimmt.

3. Diverse Produktionssysteme und
Transportketten.

5. Mangel an Informationen zu Kontaminations-
quellen in Primarproduktion.

6. Verbreitet gehandelt.

Humanpathogene Salmonellen und Noroviren in Kombination mit roh verzehrtem Blattgemuse
wurden von EFSA und FAO/WHO Ubereinstimmend als Hochrisikokombinationen eingestuft (EFSA
Panel on Biological Hazards, 2013; FAO/WHO, 2008). Daher werden in den Kapiteln 6, 7 und 8 dieser
Literaturlibersicht Studien an Salmonellen und Noroviren als wichtige Vertreter humanpathogener
Bakterien bzw. Viren herangezogen. In der wissenschaftlichen Literatur erscheinen Viren als
Lebensmittel-assoziierte Erreger gegeniliber Bakterien haufig unterreprasentiert. Daher wurde in

dieser Literaturstudie versucht, virale Erreger angemessen zu berilicksichtigen.

10
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3 Das pflanzliche Mikrobiom

Als Mikrobiom wird die Gesamtheit der epi- und endophytischen Mikroorganismen, die eine Pflanze
besiedeln, bezeichnet. Die Bedeutung des pflanzlichen Mikrobioms fir die Landwirtschaft liegt in
seinem weitreichenden Einfluss auf Samenkeimung, Entwicklung, Erndhrung und Gesundheit der
Pflanze sowie Produktivitdt und Ertrag einer Kultur (Mendes, Garbeva, & Raaijmakers, 2013). Ob
eingetragene humanpathogene Mikroorganismen sich auf einer pflanzlichen Oberflache etablieren
und vermehren kénnen, wird auch von der Interaktion mit dem pflanzlichen Mikrobiom beeinflusst.
Mit der EinfUhrung technischer Innovationen, wie des Next Generation Sequencing, haben sich neue
Moglichkeiten der Omics-Forschung eroffnet. Eine Analyse des Metagenoms, also der gesamten
genetischen Information einer mikrobiellen Gemeinschaft, erlaubt komparative &kologische
Untersuchungen und gewdhrt neue Einblicke in die Struktur, Funktion und Variabilitdt des
pflanzlichen Mikrobioms (Rastogi, Coaker, & Leveau, 2013).

Die mikrobielle Gemeinschaft einer Pflanze zeigt eine ausgepragte raumliche Heterogenitat. Zu
unterscheiden sind vor allem die Mikrobiota der

e Rhizosphdre,
e Phyllosphdre und
e Endosphére.

3.1 Das Mikrobiom der Rhizosphare

Die Rhizosphare, der unmittelbar die Wurzel umgebende Bodenraum, gilt als eines der komplexesten
Okosysteme der Erde (Hinsinger, Bengough, Vetterlein, & Young, 2009; Lambers, Mougel, Jaillard, &
Hinsinger, 2009). Es ist von Bakterien, Pilzen, Oomyceten, Nematoden, Protozoen, Algen, Viren,
Archebakterien und Arthropoden besiedelt (Buée, de Boer, Martin, van Overbeek, & Jurkevitch,
2009). Unter den Bakterienstimmen bzw. —abteilungen dominieren die Proteobacteria, gefolgt von
Firmicutes, Actinobacteria und Bacteroidetes (Roesch et al., 2007; Weinert et al., 2011).
Erndhrungsgrundlage dieser Bakteriengesellschaft sind die Wurzelexsudate der Pflanze (Mendes et
al., 2013). Wurzelexsudate bestehen aus einer Vielzahl unterschiedlicher Verbindungen, darunter
organische Sduren, anorganische lonen, Phytosiderophore (Eisenchelatoren), Zucker, Vitamine,
Aminosduren, Purine, Nukleoside und die von der Wurzelhaube produzierten Schleimstoffe
(Bulgarelli, Schlaeppi, Spaepen, Ver Loren van Themaat, & Schulze-Lefert, 2013). Auf diese Weise
werden je nach Pflanzenart rund 11% der Nettoprimarproduktion wieder ausgeschieden (D. L. Jones,
Nguyen, & Finlay, 2009). Da die Mehrzahl der bodenlebenden Bakterien organotroph ist, d.h.
organische Verbindungen als Wasserstoff-Donatoren nutzt, und deren Verfligbarkeit bzw.
Zuganglichkeit in den meisten Béden begrenzt ist, regen Wurzelexsudate die mikrobielle Vermehrung
an (Demoling, Figueroa, & Baath, 2007). Somit stellt die Ausscheidung von Wurzelexsudaten
(Rhizodeposition) eine der treibenden Krafte in der Regulation der mikrobiellen Diversitdt der
Rhizosphare dar (Bulgarelli et al., 2013). Die Konkurrenzfahigkeit eines Bakteriums in der Rhizosphéare
ist davon abhangig, wie angepasst es an die Herausforderungen dieses Lebensraums ist. Einen
Uberlebensvorteil stellen die Fihigkeit zur Motilitdt, Chemotaxis und Adhision sowie eine hohe
Stressresistenz und Vermehrungsrate dar (Bulgarelli et al., 2013).
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3.2 Das Mikrobiom der Phyllosphare

Die Phyllosphare, der Lebensraum auf der Oberflaiche von Blattern und Blattscheiden, bietet im
Vergleich zur Rhizosphare deutlich ungiinstigere Bedingungen. In diesem exponierten Lebensraum
sind Mikroorganismen starken Fluktuationen von Temperatur, Feuchtigkeit und Sonnenstrahlung
ausgesetzt und mussen sich an eine begrenzte Nahrstoffverfligbarkeit anpassen (Vorholt, 2012).
Dennoch ist die Phyllosphare von einem dichten und artenreichen Mikrobiom aus Bakterien, Pilzen,
Archebakterien und anderen Mikroorganismen besiedelt (Rastogi et al., 2013). Die hochste Dichte
haben mit durchschnittlich 108 Zellen pro c¢cm? Blattfliche die Bakterien (Leveau, 2006). Das
bakterielle Mikrobiom verschiedener Nutzpflanzen, wie z.B. Weizen, Reis, Apfel, Salat und Spinat,
setzt sich Uberwiegend aus den Stammen bzw. Abteilungen der Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes und Proteobacteria zusammen (Bulgarelli et al.,, 2013). Der Kern des
Phyllospharenmikrobioms vieler Pflanzenarten wird von nur wenigen Bakteriengattungen gebildet,
darunter Pseudomonas, Sphingomonas, Methylobacterium, Bacillus, Massilia, Arthrobacter und
Pantoea (Bulgarelli et al., 2013). Eine erfolgreiche Kolonisierung der Phyllosphdre erfordert
spezifische  Anpassungen, wie den Besitz von Pigmenten, DNA-Reparatursystemen,
Stressresistenzproteinen und Flagellen zur aktiven Nahrstoffaquise (Delmotte et al., 2009). Dariiber
hinaus ist die Fahigkeit zur Produktion extrazelluldrer Polysaccharide von Vorteil, die eine
Zellaggregation ermoglichen und so vor Austrocknung und osmotischem Stress schiitzen (Monier &
Lindow, 2004).

3.3 Das Mikrobiom der Endosphére

Nicht nur pflanzliche Oberflachen, sondern auch das Pflanzeninnere kann von Mikroorganismen
besiedelt werden. Diese sogenannte Endosphare stellt eine besondere 6kologische Nische dar, da sie
schwer zugédnglich, aber vergleichsweise ndhrstoffreich ist. Der Besitz von Kutikula, Zellwdnden und
Trichomen schiitzt Pflanzen vor der unkontrollierten Invasion von Mikroorganismen (Melotto, 2014).
Stomata, Beschadigungen der Oberflache und seitliche Wurzelsprosse bieten jedoch potentielle
Eintrittspforten. Nach erfolgreicher Invasion konnen Mikroorganismen nicht nur den
Interzellularraum besiedeln, sondern auch in den Apoplasten und das Xylem eindringen, was eine
Ausbreitung in der Pflanze ermdglicht (Turner, James, & Poole, 2013). Das Mikrobiom der
Endosphdre weist gegenliber der Rhizosphdre eine geringere Dichte und Diversitdt auf.
Actinobacteria, Bacteroidetes und Proteobacteria kommen in der Endosphdre vermehrt vor,
wahrend Acidobacteria, die Hauptbesiedler von Boden und Rhizosphare, fast vollstandig fehlen.
Dieses taxonomische Profil der Endosphare zeigt sich bemerkenswert konsistent, unabhangig von
Boden und geographischer Lage (Bulgarelli et al., 2012; Lundberg et al., 2012). Diese Ergebnisse
sprechen gegen eine zufallige Nischenbesetzung und deuten auf gezielte Selektionsmechanismen der
Wirtspflanze hin.

Bei humanpathogenen Mikroorganismen hat die Fahigkeit zur Internalisierung eine besondere
Relevanz, da sie auf diese Weise einer eventuell angewandten Oberflachendesinfektion der Produkte
entgehen (M. C. Erickson, 2012).

3.4 Einflussfaktoren der Dichte und Zusammensetzung der pflanzlichen Mikrobiota

Unter natirlichen Bedingungen wird die Dichte und Zusammensetzung eines pflanzlichen
Mikrobioms unter anderem von der geographischen Lage, dem Boden, den Klimabedingungen und
dem pflanzlichen Genotyp bestimmt (Rastogi et al., 2013). In einem gartenbaulichen Kultursystem
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sind die jeweiligen Eintragswege und Wachstumsbedingungen entscheidend fiir die Entwicklung des
Mikrobioms. Beispielsweise zdhlen dazu in Salatkulturen

e kulturbedingte Eintrage von Mikroorganismen, u.a. durch Bewdsserung,

e die Salatsorte,

e das Pflanzenorgan als 6kologische Nische,

e die geographische Lage und

e das Kultursystem und die Kulturbedingungen (Rastogi et al., 2012; Williams, Moyne, Harris, &
Marco, 2013).

Kulturbedingte Eintrdge von Mikroorganismen in Obst- und Gemusekulturen sind offenkundig eine
Hauptdeterminante der Dichte und Zusammensetzung eines pflanzlichen Mikrobioms. So zeigten
Pflanzen in hydroponischer Kultur in der Nacherntephase eine geringere mikrobielle
Besiedlungsdichte als Pflanzen, die in Erde kultiviert wurden (Selma et al., 2012).

Die Sorte, d.h. die genetische Ausstattung einer Pflanze, entscheidet dariiber, welche
Mikrooranismen sich am besten etablieren und vermehren kénnen. Der Einfluss der Salatsorte wird
auf Unterschiede in Morphologie, Oberflacheneigenschaften und Blatt- bzw. Wurzelexsudaten
zuriickgefihrt (Hunter et al., 2010; Klerks, Franz, Gent-pelzer, & Zijlstra, 2007; Mitra et al., 2009).

Die mikrobielle Besiedlung einer Pflanze ist nicht homogen, sondern je nach 6kologischer Nische
unterschiedlich. Pflanzliche Oberflachenstrukturen wie Wolbungen und Vertiefungen an Blattrippen,
Trichomen, Stomata und Hydathoden (wasserabscheidende Driisen) konnen ein erhéhtes Nahrstoff-
und Wasserangebot sowie Schutz vor extremen Temperaturen und Strahlung bieten (Turner et al.,
2013). Hier findet sich haufig eine erhéhte Mikrobendichte. Salmonellen favorisieren beispielsweise
den Stiel gegeniber der Spitze und die Unter- gegenliber der Oberseite eines Salatblattes (Kroupitski,
Pinto, Belausov, & Sela, 2011).

Der Einfluss der geographischen Lage wurde von Rastogi untersucht, der mit zunehmender
Entfernung zwischen den Salatfeldern eine abnehmende Ubereinstimmung der Mikrobiom-
zusammensetzung fand (Rastogi et al., 2012).

Die Effekte klimatischer Bedingungen auf die Mikrobiomzusammensetzung von Salatpflanzen konnte
durch den Vergleich zweier Pflanzzeitpunkte deutlich gemacht werden. Wahrend bei den friihen
Pflanzungen im Juni die Firmicutes dominierten, waren es im August und Oktober die Proteobacteria
(Williams et al., 2013).

3.5 Interaktionen zwischen humanpathogenen Erregern und Mikrobiom

Die Etablierung und Vermehrung eingetragener humanpathogener Krankheitserreger ist abhangig
von der Dichte und Zusammensetzung des pflanzlichen Mikrobioms (Teplitski, Warriner, Bartz, &
Schneider, 2011). Die bestehende Mikrobengesellschaft kann duch unterschiedliche
Interaktionsmechanismen einen fordernden oder hemmenden Effekt auf Adh&sion, Persistenz und
Vermehrung humanpathogener Erreger ausiiben. Hemmend wirken z.B. die Produktion von
antibiotisch wirksamen Substanzen oder Exoenzymen, die Konkurrenz um Eisen oder
Makronahrstoffe und die Induktion pflanzlicher Abwehrmechanismen (Whipps, 2001). Einen
fordernden Einfluss kénnen phytopathogene Mikroorganismen (einschlieBlich Pilze) haben, die durch
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pektinolytische Aktivitdt Nahrstoffe freisetzen, die Integritdt des pflanzlichen Gewebes stéren,
dadurch seinen pH-Wert erhéhen und pflanzeneigene Abwehrmechanismen schwachen (Wade &
Beuchat, 2003). So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Enterobacter asburiae das Uberleben
des E. coli Serovars 0157:H7 auf Salatblattern um den Faktor 20 - 30 verminderte, wahrend
Wausteria paucula es auf das sechsfache verlangerte (Cooley, Chao, & Mandrell, 2006). Die
pflanzlichen Mikrobiota stellen somit einen entscheidenden Einflussfaktor der Etablierung
humanpathogener Mikroorganismen auf pflanzlichen Oberflachen dar (Brandl, 2006).
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4 Zur Besiedlung von Pflanzen erforderliche bakterielle Fahigkeiten

Die Fahigkeit humanpathogener Bakterien, auRerhalb des tierischen oder menschlichen Wirtes zu
Uberleben und sich auf Pflanzen zu etablieren, beruht auf einer Reihe unterschiedlicher Strategien
(Abb. 2 und 4). Diese Strategien dienen der bakteriellen Anhaftung an die pflanzliche Oberflache, der
Anpassung des Stoffwechsels, dem Schutz vor Umwelteinflissen einschlielRlich pflanzlicher
Abwehrmechanismen sowie ihrer weiteren Adaptation. Diese Anpassungsfihigkeit basiert auf
spezifischen bakteriellen Eigenschaften, darunter die Fahigkeit zur

e Anpassung des Stoffwechsels an Nahrstoffmangel (siehe Abschnitt 4.1),

e Fortbewegung (siehe Abschnitt 4.1),

e Chemotaxis (siehe Abschnitt 4.1),

e Adhasion (siehe Abschnitt 4.2),

e Biofilmbildung (siehe Abschnitt 4.3),

e Internalisierung (siehe Abschnitt 4.4),

e Ausbildung des VBNC-Stadiums (siehe Abschnitt 4.5),

e Resistenz gegentiiber oxidativem Stress und DNA-Reparatur (siehe Abschnitt 4.6),

e Unterdrickung der pflanzlichen Abwehr mit Hilfe des Typ-IlI-Sekretionssystems (siehe
Abschnitt 4.7) und

e Steigerung ihrer Persistenz und Pathogenitat durch Aufnahme mobiler genetischer Elemente
(siehe Abschnitt 4.8, Martinez-Vaz et al., 2014).

Attachment to the
phyllosphere

Upregulation of genes

Curliffimbriae/flagella involved in nutrient

Cellulose production limitation, stress responses,
and biofilm modulation

Adaptation

and survival

Downregulation of protein
synthesis and overall energy

Attachment to the metabolism

rhizoplane

Biofilm modulators,
flagella, and curli fimbriae

Abb. 2: Molekulare Mechanismen, die der Besiedlung von Blattgemiise durch humanpathogene Erreger
zugrunde liegen. Die Adhasion an pflanzliche Oberflachen in der Phyllosphdre oder Rhizosphare wird durch
bakterielle Oberflachenstrukturen vermittelt, die auch in der Biofilmbildung eine Rolle spielen (Punkte 1 und 2).
Das Uberleben in der unwirtlichen pflanzlichen Umwelt erfordert die Induktion von Stressreaktionen und das
Herunterregulieren von Genen fir Proteinsynthese und Energiehaushalt (Punkt 3; Martinez-Vaz et al., 2014).
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4.1 Anpassung an Nahrstoffmangel

Die Blattoberflache stellt aufgrund des begrenzten Wasser- und Nahrstoffangebotes einen
unwirtlichen Lebensraum fir humanpathogene Bakterien dar. Einige Humanpathogene sind jedoch
in der Lage, unter diesen Bedingungen zu Uberleben, indem sie ihren Stoffwechsel verlangsamen und
an die verfiigbaren Nahrstoffquellen anpassen. Dazu wird die Expression von Genen mit einer
Funktion in Transportprozessen, Stoffwechsel und Energiehaushalt (z.B. in der Synthese ribosomaler
RNA oder der Eisen-Homoostase) herunterreguliert (Fink et al., 2012). Gene, die in die Anpassung an
Nahrstoffmangel oder die Aufrechterhaltung der Zellintegritat involviert sind, werden hochreguliert
(Martinez-Vaz et al., 2014). Neben einer allgemeinen Verlangsamung des bakteriellen Stoffwechsels
kommt es zu einer Umstellung auf pflanzenspezifische Substrate. Durch Bildung entsprechender
Enzyme konnen humanpathogene Bakterien sich diese pflanzlichen Kohlenstoffquellen, wie
Sacharose und Raffinose, zu Nutze machen (Méric, Kemsley, Falush, Saggers, & Lucchini, 2013).
Zudem steigern sie die Effizienz ihrer Nahrstoffausnutzung. Die Fahigkeit zu Chemotaxis und
Fortbewegung ermdoglicht dariiber hinaus eine aktive Nahrstoffaquise. Einen weiteren Beitrag zum
bakteriellen Uberleben in der nahrstoffarmen Phyllosphidre leistet die Bildung schiitzender
Zellaggregate (Poza-Carrion, Suslow, & Lindow, 2013). Internalisierten, also endophytisch lebenden,
Bakterien steht demgegeniiber ein vergleichsweise grolRes Nahrstoffangebot zur Verfiigung. Um
dieses nutzen zu koénnen, missen Endophyten jedoch die zur Verfligung stehenden
Kohlenstoffquellen erschlieBen (siehe Abschnitt 4.4). Diese Mechanismen befdhigen
humanpathogene Erreger, sich an die begrenzte Nahrstoffverfiigbarkeit im pflanzlichen Lebensraum
anzupassen.

4.2 Adhasion

Die bakterielle Besiedlung einer Pflanze beginnt stets mit der Adhéasion der Bakterien an eine
pflanzliche Oberflache. Dies kann sowohl in der Phyllosphére als auch in der Rhizosphéare geschehen.
Die Adhasion beruht auf unterschiedlichen Wechselwirkungen, an denen Curli, Fimbrien, Flagellen,
Zellulose und Lipopolysaccharide beteiligt sein kdnnen (Tan, Rahman, & Dykes, 2016; Teplitski et al.,
2011). So ist gezeigt worden, dass Gene, die Curli und aggregative Fimbrien kodieren (z.B. das agf-
Operon in Salmonellen und die csg-Operone in E. coli) an der bakteriellen Adh&sion an Salat und
Alfalfa-Samen beteiligt sind (Macarisin, Patel, Bauchan, Giron, & Sharma, 2012). Die Bedeutung von
Curli und Fimbrien flr die Kolonisierung der Wurzeln ist ebenfalls belegt (Hou, Fink, Sugawara, Diez-
Gonzalez, & Sadowsky, 2013). Zusammen mit den O-Antigenen (Kohlenhydratseitenketten der
Lipopolysacharride in der duferen Membran) bilden Curli, Fimbrien und Zellulose die extrazellulare
Matrix. Diese polymere Struktur dient der Biofilmbildung, dem Quorum Sensing sowie der
Stresstoleranz (Barak, Jahn, Gibson, & Charkowski, 2007). Somit kommt der extrazelluldren Matrix
eine wichtige Fuktion in der Besiedlung des pflanzlichen Wirtes zu.

4.3 Biofilmbildung

Biofilme sind Aggregate von Mikroorganismen (Bakterien, Pilzen, Algen und Protozoen), die von einer
extrazellularen polymeren Matrix umgeben und an eine biotische oder abiotische Oberflache
gebunden sind (Mario Jacques, Aragon, & Tremblay, 2010). Sie schitzen auch humanpathogene
Bakterien vor schadlichen Umwelteinflissen, wie Trockenheit, Bakteriophagen, Amdben und
industriell angewendeten Bioziden (Costerton, Stewart, & Greenberg, 1999). Die Ausbildung eines
Biofilms erfolgt in einem vierstufigen Prozess: (1) Sie beginnt mit dem initialen Kontakt, gefolgt von
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(2) der Bindung der Mikroorganismen an die Oberflache, (3) der Reifung des Biofilms und schlieBlich
(4) der Dispersion oder Streuung der Mikroorganismen (Abb. 3). Wahrend der Reifungsphase nimmt
der Biofilm durch fortlaufende Proliferation und Produktion extrazelluldrer Matrix (bestehend aus
Exopolysacchariden) eine dreidimensionale Struktur an. In dieser Phase der Biofilmbildung werden
konzertierte Veranderungen der Populationsdichte und der Genexpression liber das Quorum Sensing
System koordiniert (Walters & Sperandio, 2006). Quorum Sensing bezeichnet eine
Kommunikationsform, die auf der Sekretion und Erkennung von Signalmolekiilen (Autoinducern)
beruht. Die weitere wissenschaftliche Aufklarung dieses Mechanismus konnte Ansatzpunkte zur
Entwicklung von DekontaminationsmalRnahmen aufzeigen.

Die anschlieRende Zerstreuung des Biofilms und die Verbreitung der Mikroorganismen, insbesondere
die zugrunde liegenden molekularen und biochemischen Mechanismen, sind ebenfalls von groRem
wissenschaftlichem Interesse fiir die Lebensmittelsicherheit. Ein besseres Verstdandnis dieser
Prozesse konnte die Entwicklung von MaRnahmen zur Beseitigung von Biofilmen im klinischen oder
industriellen Umfeld entscheidend vorantreiben (Vogeleer, Tremblay, Mafu, Jacques, & Harel, 2014).

1. First contact —— 2. Attachment —— 3. Maturation —— 4, Dispersion

Flagella =
v 8 Autotransporters EPS =Z

= Adhesin fimbriae \ = /
~ \——/
Viasae) 4"‘/“'“** o)

= Motility: flagella = Adhesin fimbriae: = Autotransporters * Unknown
= Surface: type 1 fimbriae, curli, = EPS: PGA, Cellulose,

hydrophobicity, type 4 pili, long polar Colanic acid

rugosity fimbriae, F9 fimbriae = Others: capsule, LPS,
* Media: temperature, = Others: capsule, LPS, QS, other proteins?

pH, ionic force other proteins?

Abb. 3: Schematische Darstellung der Biofilmbildung bei Shiga-Toxin produzierenden E. coli (STEC). Die
Biofilmbildug erfolgt in vier Schritten: (1) Initialer Kontakt, (2) Anhaftung, (3) Reifung und (4) Zerstreuung des
Biofilms. Unter den vier Stadien sind jeweils die fur STEC charakteristischen beteiligten Strukturen angegeben.
PGA = Poly-N-Acetylglucosamin, EPS = Extrazelluldre Polymere Substanzen, LPS = Lipopolysaccharide, QS =
Quorum Sensing (Vogeleer et al., 2014).

Die Bildung eines Biofilms wird durch Umweltbedingungen reguliert. Angeregt wird die
Biofilmbildung durch verminderte Nahrstoffverfligbarkeit, aerobe Bedingungen, niedrige Osmolaritat
und gemaBigte Temperaturen wie es fiir pflanzliche Oberflachen typisch ist (Gerstel & Romling,
2003). Bei 37°C hingegen, also unter Temperaturen, die im tierischen Wirt herrschen, bildet
beispielsweise S. Typhimurium weder Zellulose noch Fimbrien (Tan et al., 2016).

Zur Rolle an der Biofilmbildung beteiligter Gene bei der Besiedlung frischer Produkte liegen
widersprichliche Ergebnisse vor. Die Fahigkeit zur Biofilmbildung geht bei verschiedenen E. coli- und
S. enterica-Stammen unter Laborbedingungen mit einer vermehrten Besiedlung pflanzlicher
Oberflachen einher (Patel, Sharma, & Ravishakar, 2011). Andere Autoren berichten von einer
Unterdrickung der Biofilmbildung wahrend der Besiedlung pflanzlicher Habitate durch E. coli (Hou et

17



Metastudie Mikrobielle Risiken an Obst und Gemdtise

al., 2013). Unter realen Bedingungen eines gartenbaulichen Betriebes ist davon auszugehen, dass
humanpathogene Erreger in Obst- und Gemusekulturen auf ein bereits etabliertes Mikrobiom (zur
Mikrobiomzusammensetzung und Interaktionsmechanismen siehe Kapitel3) und eventuell
bestehende Biofilme treffen (Fett, 2000). In diesem Fall konnten Proteine, denen eine Funktion in der
Biofilmbildung zugeschrieben wird, die Integration humanpathogener Bakterien in bestehende
Biofilme vermitteln (Martinez-Vaz et al., 2014).

Die beste Wirkung gegen Biofilme zeigen Dekontaminationsmethoden, die humanpathogene
Bakterien im Biofilm abtoten und die Matrix des Biofilms von der Oberflache 16sen. Eine Kombination
aus Wasserdampf und Milchsdure zeigte diese duale Wirkung auf bakterielle Pathogene (E. coli
0157:H7) und Biofilmmatrix (Ban, Park, Kim, Ryu, & Kang, 2012). Die genaue Wirkungsweise von
Antibiofilm-Molekiilen, wie dtherischen Olen, auf die Zerstreuung von Biofilmen ist bislang wenig
verstanden und sollte eingehender untersucht werden. Ein weiterer Fokus sollte auf der
Untersuchung gemischter Biofilme aus pathogenen und nicht-pathogenen Balterienarten
und -stammen liegen (Vogeleer et al., 2014).

4.4 Internalisierung

Eine weitere Strategie von Bakterien, sich vor Umwelteinflissen zu schiitzen und ihre Persistenz zu
sichern, besteht in der Invasion von pflanzlichem Gewebe (Deering, Mauer, & Pruitt, 2012). Die
Internalisierung von Bakterien kann sowohl unterirdisch durch die Wurzel als auch oberirdisch durch
Offnungen wie Stomata, Hydathoden, Lentizellen oder Gewebeschiden erfolgen (Deering et al.,
2012). Nach Invasion des pflanzlichen Gewebes kénnen Bakterien innerhalb der gesamten Pflanze
transloziert werden. So hat eine Studie vo Gu gezeigt, dass S. Typhimurium ausgehend vom Boden
die gesamte Tomatenpflanze einschlieBlich der Friichte endophytisch besiedeln kann (G. Gu et al.,
2011). Ein eindeutiger Nachweis der Aufnahme internalisierter Bakterien in den Symplasten steht
nach Fornefeld jedoch noch aus (Fornefeld et al.,, 2015). Die Erreger verfligen Uber verschiedene
Mechanismen, die ihnen erlauben, nach der Invasion pflanzliche Ndhrstoffquellen zu erschlieRen und
so ihr Uberleben im Pflanzeninneren zu sichern. Einer Hypothese von Deering zufolge sind im
Apoplasten lebende Enterobakterien in der Lage, Polysacharide der Zellwdnde abzubauen und als
Kohlenstoffquelle zu nutzen (Deering et al., 2012). Die Internalisierung stellt ein komplexes
Phanomen dar, das auf spezifische Bakterienstimme beschrankt zu sein scheint. Das Ausmal} der
Internalisierung ist zudem von den experimentellen oder natiirlichen Umgebungsbedingungen, der
Jahreszeit und dem Genotyp der Wirtspflanze abhangig (Golberg, Kroupitski, Belausov, Pinto, & Sela,
2011; Martinez-Vaz et al.,, 2014). So zeigte eine Studie, in der das Vorkommen von Salmonella
Typhimurium auf der Oberflache und unter der Epidermis von Blattern verschiedener Gemiisesorten
fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert wurde, das hochste Mall an Internalisierung bei
Rucolablattern (88 = 16%) und Eisbergsalat (81 + 16%), gefolgt von Basilikum (46 + 12%),
rotblattrigem Salat (20 + 15%), Romanasalat (16 + 16%), Petersilie (1.9 + 3.3%) und Tomatenblattern
(0.56 + 1.36%, Golberg et al., 2011). Die Internalisierung humanpathogener Bakterien ist fir die
Lebensmittelsicherheit ein relevantes Phdanomen, da internalisierte Erreger geschiitzt von
pflanzlichem Gewebe eventuell angewandten Dekontaminationsmallnahmen wahrend der
Verarbeitungsphase entgehen (M. C. Erickson, 2012).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Besiedlung einer Pflanze durch Humanpathogene. (A) Humanpathogene
Krankheitserreger gelangen Uber Wasser, organische Dingemittel und Pestizide in den Boden (1).
Humanpathogene werden von der Rhizosphdre angezogen (2) und dringen an empfindlichen Stellen, wie
Wourzelbriichen oder seitlichen Wurzelansatzen, in das Gewebe ein (3). Humanpathogene Erreger wurden auf
der Blattoberflache in der Nahe von Blattvenen, bevorzugt auf der abaxialen Seite des Blattes, und im
Pflanzeninneren im Apoplasten (Interzellularraum) gefunden (4). Salmonella enterica, Serovar Typhimurium,
kann Uber die Blatter in Tomatenpflanzen eindringen und (iber die Leitbiindel (5) nicht-inokulierte Blatter (6)
und Friichte (8) besiedeln. Salmonella kann ausgehend von infizierten Blattern (4), Sprossen (5) und Bliten (7)
in das Innere der Friichte und in den Fruchtkelch (Calyx, 8) gelangen. Die Fortbewegung auf der Blattoberflache
ist ebenfalls beobachtet worden (9). Epiphytische Salmonellen und E. coli 0157:H7 kénnen in der Umgebung
der Stomata aggregieren, in den substomatadren Raum eindringen und das Schwammparenchym besiedeln (10).
(B) Spross im Querschnitt. Bakterien besiedeln Epidermis (Ep), Cortex (C), GefaRgewebe (V), Markréhre (Pi). (C)
Wurzelquerschnitt mit Bakterien auf der Wurzeloberflache, zwischen den Zellen der Epidermis und am dulReren
und inneren Cortex, der Endodermis (En), dem Perizykel (P) und dem GefaRsystem (Melotto, 2014).

4.5 VBNC-Zustand

VBNC, viable but non-culturable, bezeichnet einen Zustand, in dem Bakterien physiologisch aktiv,
aber nicht kultivierbar sind. Die morphologischen und physiologischen Veranderungen im VBNC-
Stadium stellen eine Anpassung an ungiinstige Umweltbedingungen dar und dienen der Persistenz
unter langfristigem Stress. Bakterien im VBNC-Stadium haben eine verminderte Stoffwechselaktivitat
(Oliver, 2005) und einen eingeschrankten Nahrstofftransport, weisen jedoch gleichzeitig hohe ATP-
Spiegel, ein hohes Membranpotential (Signnoretto C., Lleo M., Tafi M.C., 2000) und eine
fortbestehende Genexpression auf (Maalej, Denis, & Dukan, 2004). Morphologisch zeigen sie eine
verminderte ZellgroRRe, die mit einer verdanderten chemischen Zusammensetzung der Zellwand und
der Membran einhergeht (Day & Oliver, 2004; Signnoretto C., Lleo M., Tafi M.C., 2000). Gegenlber
physikalischen und chemischen Stressoren weisen VBNC-Zellen moglicherweise infolge Folge der
reduzierten Stoffwechselaktivitdit und der verstarkten Zellwdnde eine hohere Resistenz auf
(Signnoretto C., Lleo M., Tafi M.C., 2000). So zeigte eine 2013 publizierte Studie, dass V. vulnificus im
VBNC-Stadium eine erhdhte Resistenz gegenliber Hitze, niedrigen pH-Werten, Ethanol, Antibiotika,
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Schwermetallen sowie oxidativem und osmotischem Stress besitzt (Nowakowska & Oliver, 2013).
Dennoch bleiben humanpathogene Bakterien im VBNC-Stadium virulent und kénnen nach Aufnahme
durch einen geeigneten Wirt rasch in den kultivierbaren Zustand zuriickkehren. So kénnen auch
nicht-kultivierbare Erreger schwere Infektionen hervorrufen (Du et al., 2007).

Zu den externen Stressoren, die den VBNC-Zustand induzieren kénnen, zdhlen nicht nur natirliche
Umweltbedingungen, sondern auch antimikrobielle Substanzen und Methoden, die zur Behandlung
von Infektionen und zur Desinfektion von Wasser und Oberflachen eingesetzt werden. Besonders
kritisch ist die Beobachtung, dass zahlreiche Methoden der Lebensmittelsicherheit, beispielweise die
UV-Behandlung von Trinkwasser und die Kithlung frischer Produkte, nachweislich das VBNC-Stadium
induzieren kdénnen (Dinu & Bach, 2011; Nowakowska & Oliver, 2013; S. Zhang, Ye, Lin, Lv, & Yu,
2015). Ist das VBNC-Stadium einmal induziert, konnen eventuell angewendete
Dekontaminationsmalinahmen gegeniiber diesen Erregern ihre Wirksamkeit verlieren (Martinez-Vaz
et al., 2014). Eine noch groBere hygienische Herausforderung stellen VBNC-Zellen als Bestandteile
von Biofilmen dar (Vogeleer et al., 2014).

Die fehlende Kultivierbarkeit von Krankheitserregern im VBNC-Stadium fihrt insbesondere bei
Verwendung der klassischen, kulturbasierten Nachweisverfahren zu einer Unterschatzung der
Keimlast und somit zu einer Gefdhrdung der Lebensmittelsicherheit. Mit Hilfe alternativer
Detektionsmethoden, die auf einem Nachweis pathogen-spezifischer Nukleinsduren und Antigene
beruhen, lassen sich Bakterien im VBNC-Stadium nachweisen. Nach Meinung einiger Autoren wiirde
sich eine Weiterentwicklung der kulturbasierten Nachweistechniken fir bislang nicht kultivierbare
Mikroorganismen dennoch lohnen (T. F. Jones & Gerner-Smidt, 2012).

4.6 Resistenz gegeniiber oxidativem Stress

Eine weitere entscheidende Eigenschaft, die Bakterien zur Besiedlung von Pflanzen befahigt, ist ihre
induzierbare Resistenz gegeniiber oxidativem Stress und eine effektive DNA-Reparatur. So zeigten
pathogene E. coli-Stamme nach Exposition gegeniliber einem Salat-Lysat eine starke Induktion von
Genen, die an oxidativem Stress und DNA-Reparatur beteiligt sind. Salat-Lysate werden zur
Simulation verletzten pflanzlichen Gewebes verwendet und enthalten erhebliche Konzentrationen an
reaktiven Sauerstoffformen wie Wasserstoffperoxid (H.0»; Kyle, Parker, Goudeau, & Brandl, 2010).
Der Umgang mit diesem oxidativen Stress erfordert eine ausgepragte bakterielle Stressreaktion.
Einer Hypothese von Kyle et al. zufolge kann der Kontakt humanpathogener Bakterien mit reaktiven
Sauerstoffformen aus verletztem pflanzlichem Gewebe die Erreger bereits auf eine spatere
Behandlung mit oxidativen Desinfektionsmitteln (z.B. Calciumhypochlorit oder Wasserstoffperoxid)
vorbereiten (zum Zulassungstatus von Desinfektionsmitteln in der Verarbeitung frischer Produkte
siehe Abschnitt 7.2.3, Kyle et al., 2010). Dies wiirde ihre teils hohe Toleranz gegeniiber oxidativen
Desinfektionsmitteln erkldren (Martinez-Vaz et al., 2014).

4.7 Typ-lllI-Sekretionssystem

Humanpathogene Bakterien sind in der Lage, das Immunsystem des Wirts mit Hilfe sogenannter
Effektorproteine gezielt zu unterdriicken. Durch das Typ-IlI-Sekretionssystem (T3SS) in die pflanzliche
Zelle eingeschleust, hemmen diese Effektorproteine zentrale Bestandteile des Immunsystems, wie
z.B. Erkennungsmechanismen oder Signalkaskaden (Fornefeld et al., 2015, 2017).
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Ein Inokulationversuch an Arabidopsis mit dem S. Typhimurium Wildtypstamm und Stammen mit
Mutationen in den Genen beider T3SS (prgH, invA, ssaV und ssal) zeigte, dass beide T3SS fiir eine
erfolgreiche Besiedlung der Pflanzen erforderlich sind (A. Schikora et al., 2011; M. Schikora et al.,
2012). Die T3SS-Mutanten ohne funktionierendes Typ-lll-Sekretionssystem induzierten eine
wesentlich starkere pflanzliche Immunantwort und waren nicht in der Lage, diese zu unterdriicken
(M. Schikora et al., 2012).

Entscheidend fiir die Suppression der Abwehrmechanismen und die erfolgreiche Besiedlung der
Pflanze ist nicht das Typ-lll-Sekretionssystem selbst, sondern die von ihm sezernierten
Effektorproteine. Bei Salmonellen sind 40 solcher Proteine bekannt (Heffron, 2011). Die genaue
Funktion der Effektorproteine humanpathogener Bakterien bei der Unterdriickung der pflanzlichen
Abwehr ist noch relativ unklar. Von SpvC, einem Effektorprotein aus Salmonellen, ist jedoch bekannt,
dass es als Phosphothreonin-Lyase fungiert, welche MAP(mitogen-activated protein)-Kinasen
inaktiviert und so die pflanzliche Immunantwort unterdriickt (Mazurkiewicz et al., 2008). Der Besitz
eines Typ-llI-Sekretionssystems stellt im Hinblick auf die mikrobielle Sicherheit von Obst und Gemise
einen weiteren Risikofaktor dar.

4.8 Die Rolle mobiler genetischer Elemente

Je besser ein humanpathogener Erreger an seine pflanzliche Umwelt angepasst ist, umso langer ist er
in Obst- und Gemiisekulturen persistent. Eine lingere Uberlebensfihigkeit auf frischen Produkten
erhéht wiederum die Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung auf den Menschen. Beschleunigt wird
die bakterielle Anpassung durch horizontalen Transfer von Genen, beispielsweise aus wasser- oder
bodenlebenden Mikrobengesellschaften in humanpathogene Bakterien (Van Overbeek et al., 2014).
Der horizontale Gentransfer erfolgt durch Ubertragung mobiler und mobilisierbarer genetischer
Elemente. Dies kbnnen Bakteriophagen, Plasmide, Transposons, Integrons oder Pathogenitatsinseln
sein (Fornefeld et al., 2015). Der haufigste Mechanismus der Ubertragung von Pathogenititsfaktoren
besteht in einer Transduktion (Ubertragung bakterieller DNA durch einen Bakteriophagen) oder
lysogenen Konversion (Infektion eines Bakteriums mit einem Bakteriophagen, dessen DNA ins
Wirtsgenom integriert wird; Van Overbeek et al., 2014). Auf diese Weise kénnen humanpathogene
Erreger mit gesteigerter Persistenz, Pathogenitdt und Resistenz entstehen (Brzuszkiewicz et al., 2011;
Ghigo, 2001). Die Rhizosphare kénnte neben dem menschlichen und tierischen Magen-Darm-Trakt
einen weiteren Hotspot des horizontalen Gentransfers darstellen (Stecher et al., 2012; Van Overbeek
et al., 2014).

Ein Beispiel fir die Bedeutung mobiler genetischer Elemente fiir die Fitness und Pathogenitat
humanpathogener Erreger ist der E. coli 0104:H4-Stamm, der im Jahr 2011 einen der groBRten durch
frische Produkte bedingten Ausbriiche in Deutschland verursachte (Brzuszkiewicz et al., 2011). Das
Genom des Ausbruchsstamms entstand durch Aufnahme mehrerer mobiler genetischer Elemente.
Diese bislang einzigartige Kombination von Pathogenitatsdeterminanten enteroaggregativer (EAEC)
und enterohdamorrhagischer (EHEC) E. coli-Stimme wird von vielen Autoren als enteroaggregativer-
hdamorrhagischer E. coli (EAHEC) bezeichnet (Brzuszkiewicz et al., 2011). Fiir die hohe Pathogenitat
des Ausbruchsstamms ist ein Shiga-Toxin kodierender Prophage verantwortlich, der charakteristisch
flir EHEC-Stamme ist. Zudem tragt der E. coli 0104:H4-Stamm ein Incl1-Plasmid, das R-Laktamasen
(extended spectrum R-lactamases, ESBL) kodiert und Resistenz gegeniber R-Laktam-Antibiotika der
dritten Generation vermittelt. Der Stamm besitzt dartiber hinaus ein IncF1ll1A- Plasmid, das Fimbrien
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kodiert (Brzuszkiewicz et al., 2011). Diese dienen den Bakterien zur Anhaftung an die
Darmschleimhaut.

Mobile genetische Elemente konnen humanpathogenen Bakterien neben Pathogenitats-
eigenschaften und Antibiotikaresistenzen auch eine erhéhte Widerstandsfahigkeit gegen
Desinfektionsmittel, Schwermetalle und UV-Strahlung sowie die Fahigkeit zur Biofilmbildung
vermitteln (Fornefeld et al., 2015). Auf diese Weise tragt der horizontale Gentransfer neben der
natirlichen Selektion zur Anpassung an die harschen Umweltbedingungen auf pflanzlichen
Oberflachen und zur Resistenz gegeniiber DekontaminationsmaRnahmen bei (Smalla, Jechalke, &
Top, 2015). Um die mikrobielle Sicherheit pflanzlicher Lebensmittel zu gewahrleisten, missen neu
entstandene Krankheitserreger, die eine potentielle Bedrohung der Lebensmittelsicherheit
darstellen, rasch erkannt werden. Ein engmaschiges Monitoring mit frischen Produkten assoziierter
Krankheitserreger hinsichtlich neu erworbener Persistenz-, Pathogenitats- und
Resistenzeigenschaften ist daher zu empfehlen (P. Noguera et al., 2011; P. S. Noguera et al., 2011).
Die Verbreitung der Hochdurchsatztechniken wird ein effizienteres Screening von Humanpathogenen
ermoglichen (Van Overbeek et al., 2014).
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5 Pflanzliche Abwehrmechanismen gegen Mikroorganismen

Pflanzen verfligen Uber eine Vielzahl von spezifischen und unspezifischen Abwehrmechanismen
gegen Mikroorganismen. Diese kdnnen konstitutiv vorhanden oder induzierbar sein (Y. Gu, Zavaliev,
& Dong, 2017; Neilson, Goodger, Woodrow, & Mgller, 2013; Niirnberger & Lipka, 2005):

e  Konstitutiv
o Physische Barrieren (z. B. Zellwand, Kutikula)
o Chemische Barrieren (z. B. Exsudate)
e Induzierbar
o Produktion von Phytoalexinen (z. B. Isoflavone, Sesquiterpene)
o Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (Superoxidanionen, Hydroxyl-Radikale
Wasserstoffperoxid)
Polarisierte Sekretion (z. B. antimikrobielle Substanzen, Abwehrproteine)
Hypersensitive Reaktion / Apoptose.

Zum Aufbau einer konstitutiven chemischen Barriere tragen unter anderem pflanzliche Exsudate bei.
Diese Exsudate beeinflussen auch die Etablierung humanpathogener Erreger auf pflanzlichen
Oberflachen. Durch Ausscheidung spezifischer Substanzen konnen Pflanzen die Vermehrung
bestimmter Bakterienstamme auf ihrer Oberfldache férdern oder hemmen. In einer Studie von Han
und Micallef wurden von verschiedenen Tomaten-Kultivaren mit unterschiedlicher Anfalligkeit far
eine Salmonellen-Besiedlung Proben von Wurzel-, Spro- und Frucht-Exsudaten genommen. Zucker,
Zuckeralkohole und organische Sauren waren mit einer gesteigerten Vermehrung von S. enterica
assoziiert. Fettsduren hingegen zeigten einen negativen Effekt auf die Salmonellenvermehrung.
Dieser Metabolomics-Ansatz stellt eine weitere Untersuchungsebene der Pflanze-Pathogen-
Interaktion dar. Ein besseres Verstandnis dieser Wechselwirkungen konnte die Identifikation oder
Zichtung besiedlungsresistenter Kultivare ermoglichen. Dies ware eine neue Strategie zur
Verbesserung der mikrobiellen Sicherheit frischer Produkte (Han & Micallef, 2016).

Zu den induzierbaren Abwehrmechanismen gehdren unter anderem pflanzliche Immunantworten.
Diese werden durch Erkennung Pathogen-assoziierter molekularer Muster (pathogen associated
molecular patterns, PAMP) mittels pflanzlicher Rezeptoren (pattern-recognition receptors, PRRs)
ausgeldst. Man spricht von PAMP-triggered immunity (PTI). Bei molekularen Mustern handelt es sich
je nach Bakterienstamm um Flagellin- oder Curli-Proteine, Lipopolysaccharide oder extrazellulare
polymere Substanzen. Wird beispielsweise ein PAMP humanpathogener Salmonellen erkannt, erfolgt
die Signaltransduktion unter Beteiligung von MAPK-Kaskaden, Salicylsdaure, NPR1, Jasmonsaure und
Ethylen. In der Folge werden pflanzliche Abwehrreaktionen aktiviert, beginnend mit der Induktion
Abwehr-assoziierter Gene, Uber die Alkalinisierung des extrazellularen Raumes und die Produktion
reaktiver Sauerstoffformen, bis zum Verschluss der Stomata, zur hypersensitiven Reaktion und
Apoptose. Diese Reaktionen sind jedoch hochgradig Art- bzw. Stamm-spezifisch (Melotto, 2014).
Wird die PTlI von Bakterien durch Sekretion von Effektorproteinen mit Hilfe des Typ-IllI-
Sekretionssystems unterdriickt, konnen die Effektorproteine von der Pflanze erkannt werden und
eine effector-triggered immunity (ETI) auslésen (Dodds & Rathjen, 2010).
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6 Eintragswege und Persistenz humanpathogener Erreger

Angesichts der hohen Umweltpersistenz zahlreicher humanpathogener Erreger sind diese in
verschiedenen Ubertrigermedien iiberlebensfihig und kénnen in allen Phasen der Produktion und
Verarbeitung auf frische Produkte gelangen. Im Folgenden werden daher die moglichen Quellen und
Eintragswege humanpathogener Bakterien und Viren in Gemusekulturen wahrend der Vorernte- und
Ernte- (siehe Abschnitt 6.1) sowie der Nacherntephase (siehe Abschnitt 6.2) dargestellt.

Dazu werden (iberwiegend Studien an Salmonellen als Vertreter humanpathogener Bakterien und
auf Noroviren als Vertreter humanpathogener Viren herangezogen. Diese Auswahl basiert auf
Risikobewertungen der EFSA und der FAO/WHO, auf die in Abschnitt 2 detaillierter eingegangen
wird. Beiden Krankheitserregern ist gemeinsam, dass sie Uber den fakal-oralen Infektionsweg
Ubertragen werden. Ein groBer Unterschied besteht jedoch in der Wirtsspezifitdt. Reservoir
humanpathogener Noroviren ist fast ausschlieBlich der Mensch, wadhrend humanpathogene
Salmonellen-Serovare, wie S. typhimurium und S. enteritidis, ein breites Wirtsspektrum haben und
neben dem Menschen auch eine Vielzahl von Nutz- und Wildtieren besiedeln kénnen (Silva, Calva, &
Maloy, 2014).

Zur Gattung Salmonella (Familie: Enterobacteriaceae) gehdren
stabchenférmige gramnegative Bakterien (Abb. 5). Die
Untergruppe der Enteritis-Salmonellen, wie Salmonella enterica
Ssp. enterica Ser. Enteritidis und Salmonella enterica Ssp.
enterica Ser. Typhimurium, verursachen beim Menschen
Durchfallerkrankungen. In der Regel heilen diese spontan aus,
bei  Risikogruppen wie  Sauglingen, Senioren und
immungeschwachten Patienten kdnnen jedoch schwere

generalisierte Infektionen hervorgerufen werden.
Salmonellosen zdhlen zu den Zoonosen, da sie zwischen Tier
Abb. 5: Salmonella typhimurium unter dem und Mensch Ubertragbar sind. Zwischen 2007 und 2011 waren
Elektronenmikroskop (Quelle: RKI) EU-weit jdhrlich drei bis zwélf Salmonellen-Ausbriiche zu

verzeichnen (EFSA Panel on Biological Hazards, 2013).

Die Gattung Norovirus (Familie: Caliciviridae) umfasst
unbehillte  RNA-Viren mit einem ikosaedrischen
(zwanzigflachigen) Kapsid und anndhernd runder Form
(Abb. 6). Noroviren werden genetisch in finf verschiedene
Genogruppen (Gl - GV) eingeteilt, von denen die Gruppen Gl,
Gll und GIV Menschen infizieren kdnnen. Humanpathogene
Noroviren verursachen beim Menschen virale
Gastroenteritiden (Brechdurchfille). Die Ausbruchsinzidenz

Abb. 6: Noroviren unter dem durch Noroviren schwankte im Zeitraum 2007 - 2015 EU-weit
Elektronenmikroskop (Quelle: RKI) zwischen drei und 36 Ausbrichen im Jahr (EFSA Panel on
z e £ 3 Biological Hazards, 2013, Zoonose-Monitoring 2007-2015).

Zu den roh verzehrbaren Blattgemiisesorten zdhlen vor allem
Salatartige (Lactuca sativa, Cichorium endivia, Beta vulgaris,
Valerianella locusta, Cichorium intybus, Eruca vesicaria subsp.
Sativa und Spinacia oleracea), aber auch blattrige Brassica
rapa- und Brassica oleracea-Sorten, kopfbildende Brassica
oleracea-Sorten, Cichorium intybus-Sorten und Nasturtium
officinale-Sorten (Abb. 7, EFSA Panel on Biological Hazards,
2014)

Abb. 7: Salatfeld (Quelle: Autoren)
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6.1 Vorernte- und Erntephase

Wahrend der Produktion und der Ernte ist das mikrobielle Kontaminationsrisiko von
umweltbedingten Faktoren sowie von Kultur- und Erntebedingungen abhangig (Abb. 8).

Zu den relevanten Umweltfaktoren zdhlen

e die Nutzung der angrenzenden Flachen und die friihere Nutzung der Anbauflache (siehe
Abschnitt 6.1.1),

e die Klimabedingungen (siehe Abschnitt 6.1.2) sowie

e der direkte oder indirekte Kontakt mit Wildtieren (siehe Abschnitt 6.1.3).

Zu den Kultur- und Erntebedingungen gehdéren

e das Saatgut (siehe Abschnitt 6.1.4),

e die Kulturart und -sorte (siehe Abschnitt 6.1.5),

e die organischen Diingemittel (siehe Abschnitt 6.1.6),

e das Wasser (6.1.7),

e die Erntewerkzeuge und -gerate (siehe Abschnitt 6.1.8) sowie

e die Erntearbeiter (siehe Abschnitt 6.1.9, Europaische Kommission, 2017).

6.1.1 Nutzung der angrenzenden Flachen und friihere Nutzung der Anbauflache

Die rdaumliche Nahe einer Anbauflaiche zu Tierstdllen erhoht das Risiko einer mikrobiellen
Kontamination der Produkte. Die Erreger konnen direkt oder indirekt durch Abflliisse und Aerosole
aus der Tierhaltung oder tber Wildtiere als Vektoren (z.B. Vogel, Nagetiere und Fliegen) lbertragen
werden (Maria T Brandl, 2006; FAO Committee on Agriculture, 2003). Dies belegen zwei E. coli 0157-
Ausbriche durch Blattgemise, die auf eine nahe gelegene Rinderzucht zurtickgefiihrt wurden (Jay et
al., 2007; Soderstrom et al., 2008). Den Grundsdtzen der Lebensmittelhygiene des Codex
Alimentarius zufolge soll der Anbau von Obst und Gemise daher nicht in der Nahe von
Tierhaltungseinrichtungen betrieben werden (CAC, 2003).

Neben der Nutzung der angrenzenden Flachen ist auch die frilhere Nutzung einer Anbauflache ein
entscheidender Einflussfaktor flir die mikrobielle Belastung des Bodens. Wie eine Anbauflache in der
Vergangenheit genutzt wurde, l3sst sich riickwirkend jedoch oft nicht vollstandig aufklaren. In diesem
Zusammenhang spielt die mikrobielle Persistenz eine wichtige Rolle.

6.1.2 Klimabedingungen

Hohe Temperaturen steigern die Vermehrungsraten der meisten Bakterienarten (Park et al., 2012).
Zudem haben sie einen positiven Effekt auf potentiell Pathogen-libertragende Insektenpopulationen.
Meist gehen erhohte Temperaturen jedoch gleichzeitig mit einer gesteigerten UV-Strahlung einher,
welche die bakterielle und virale Belastung von Boden und Produkten wiederum vermindert
(Maatouk, Zaafrane, Gauthier, & Bakhrouf, 2004).

Regen steigert das Risiko einer Kontamination von Blattgemise durch verspritzte Boden- und
Dingerpartikel (Cevallos-Cevallos, Danyluk, Gu, Vallad, & van Bruggen, 2012). Haufige und starke
Regenfille kdnnen zudem zu einer Kontamination von Grund- und Oberflachenwasser durch Zufluss
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mikrobiell belasteter Abwésser aus Landwirtschaft, Haushalten und Industrie fiihren (Solomon et al.,
2007). Dies fihrt zu einem weiteren Anstieg des Kontaminationsrisikos.

Extreme Wetterereignisse nehmen im Zuge des globalen Klimawandels zu und werden sich nach
Meinung vieler Autoren auf mikrobielle Kontaminationsquellen und -wege auswirken. So kénnen
wechselnde Phasen von Uberschwemmung und Wasserknappheit lokal zu einer erhéhten Keimlast in
Boden und Gewassern fiihren und das mikrobielle Kontaminationsrisiko fiir Gemisekulturen steigern
(Liu, Hofstra, & Franz, 2013; Tirado, Clarke, Jaykus, McQuatters-Gollop, & Frank, 2010). Wie eine
Untersuchung von Castro-lbafiez zeigte, wiesen Salatpflanzen nach Uberschwemmungen eine
erhohte Salmonellenbelastung auf (Castro-lbafiez, Gil, & Allende, 2013).

Das Wechselspiel der verschiedenen klimatischen Einflussfaktoren ist jedoch komplex und noch nicht
ausreichend aufgeklart.

6.1.3 Wildtiere

Humanpathogene Salmonellen-Serovare, wie S. typhimurium und S. enteritidis, besiedeln ein breites
Wirtsspektrum (Liebana et al., 2003). Sie sind bereits aus einer Vielzahl von Wildtieren isoliert
worden, darunter Wildschweine (Zottola et al.,, 2013), Hirsche, Rehe, Vogel (Kruse, Kirkemo, &
Handeland, 2004; Lawson et al.,, 2010), Kaninchen (Vieira-Pinto et al., 2011), Ratten (Lapuz et al.,
2008) und Insekten (Pava-Ripoll, Pearson, Miller, & Ziobro, 2012). Dieses vielfaltige Wirtsspektrum
fordert das Uberleben und die Ausbreitung der Bakterien im Okosystem (Silva et al., 2014). So ist
beispielsweise eine Salmonellen-Ubertragung von tierischen Abfillen (iber Milben auf Hiihner
nachgewiesen worden (Silva et al., 2014). Bislang konnten aber nur wenige Falle von
Lebensmittelkontaminationen zu Wildtieren zurilickverfolgt werden. Ein Beispiel ist der Nachweis
einer bakteriellen Ubertragungskette von Eidechsen {iber Rucolasalat auf den Menschen (Sagoo,
Little, Ward, Gillespie, & Mitchell, 2003).

6.1.4 Saatgut

Salmonella enterica kann auf Kopfsalatsamen zwei Jahre Uberdauern und nach der Keimung die
Jungpflanze besiedeln, wie eine Untersuchung von Van der Linden zeigte (Van der Linden et al.,
2013). Es wird angenommen, dass die Kontamination der Samen direkt durch die Spreu oder durch
Invasion der Bliite oder Schote erfolgt (Cooley, Miller, & Mandrell, 2003). Bislang liegen jedoch keine
Berichte von Salmonellen-Kontaminationen von Blattgemise durch mikrobiell belastetes Saatgut vor.

Eine hohe Persistenz auf Saatgut zeigen auch Viren. Murine Noroviren (MNV) und Tulane-Viren (TV),
die als Surrogat-Organismen stellvertretend fiir Noroviren untersucht wurden, erwiesen sich nach 50
Tagen auf der Oberflaiche von Alfalfa-Samen noch als infektios. Nach der darauffolgenden
siebentdgigen Keimungsphase waren die Erreger in allen Geweben der Jungpflanze nachweisbar
(Wang, Hirneisen, Markland, & Kniel, 2013).

6.1.5 Kulturart und -sorte

Morphologie und Physiologie einer Kulturart und -sorte bestimmen malgeblich das
Kontaminationsrisiko. Blattgemiise ist aufgrund seiner morphologisch bedingten Bodenndhe
besonders anfillig fir eine mikrobielle Kontamination (Hamilton, Stagnitti, Premier, Boland, & Hale,
2006). Struktur und Textur einer Blattoberfliche spielen eine groRe Rolle fiir die Adhésion
bakterieller und viraler Erreger sowie fir die Wirksamkeit von Waschvorgiangen oder
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DekontaminationsmalRnahmen (Crawford, Webb, Truong, Hasan, & Ivanova, 2012; Hirneisen & Kniel,
2013; Takeuchi & Frank, 2001). Je rauer und unregelmaRiger die Oberflache eines Produktes, umso
langer konnen Viren daran anhaften (Hirneisen & Kniel, 2013).

Neue Ansdtze, durch Ziichtung die Adhdrenz und Persistenz humanpathogener Bakterien und Viren
zu beeinflussen, werden in Abschnitt 7.1.9 erldutert.

6.1.6 Kultursystem

Blattgemiise kann in unterschiedlichen Kultursystemen angebaut werden: erdegebunden,
substratgebunden oder erdelos (hydroponisch). Pflanzen in hydroponischer Kultur zeigten in der
Nacherntephase eine geringere mikrobielle Besiedlung und eine langsamere bakterielle Vermehrung
als Pflanzen, die in Erde kultiviert wurden (Selma et al., 2012). Studien zeigen jedoch, dass in
hydroponischen Kultursystemen sowohl bakterielle als auch virale Krankheitserreger aus dem
Medium (ber die Wurzel in die Pflanze aufgenommen werden kénnen (Sharma et al., 2009; Sirsat &
Neal, 2013). Ob die Internalisierungsrate in hydroponischen gegeniiber erdgebundenen Systemen
erhoht ist, bleibt zu untersuchen (Sharma et al., 2009). Der Erhalt der Wasserqualitat ist somit eine
entscheidende Voraussetzung fiir die mikrobielle Sicherheit hydroponischer Anbausysteme (WHO /
FAO, 2008). Das Wasser sollte daher seiner Qualitdt entsprechend aufbereitet und regelmaRig
ausgetauscht werden (Gil et al., 2013). Ein Vergleich der mikrobiellen Belastung frischer Produkte im
Gewadchshaus- und Freilandanbau zeigte zudem, das die Anbaupraktiken im Freiland ein grofReres
Risiko fakaler Kontaminationen bergen (Kevin Holvoet, Sampers, Seynnaeve, Jacxsens, &
Uyttendaele, 2015).

6.1.7 Organische Diingemittel

Organische Diingemittel tierischen Ursprungs stellen einen potentiellen Eintragsweg enterischer
Bakterien wie Salmonellen dar. Im Hinblick auf humanpathogene Noroviren besteht praktisch kein
Kontaminationsrisiko, da die Erreger auf den menschlichen Wirt beschrankt sind und in tierischen
Dingemitteln in der Regel nicht vorkommen (D. Li, De Keuckelaere, & Uyttendaele, 2015). Die Gefahr
einer bakteriellen Kontamination ist von der Art des Diingers, seiner Aufbereitung und vom zeitlichen
Abstand zwischen Diingung des Bodens und Auspflanzung des Blattgemises abhangig (Blaiotta, Di
Cerbo, Murru, Coppola, & Aponte, 2016; EFSA Panel on Biological Hazards, 2014).

Die Art des tierischen Diingemittels, aber auch der Bodentyp bestimmen die mikrobielle Besiedlung
und Persistenz (Roberts, Bailey, McLaughlin, & Brooks, 2016). In einer britischen Studie, die Giille-
und Mistproben unterschiedlicher Nutztierarten mikrobiologisch untersuchte, schwankte der
prozentuale Anteil Salmonellen-belasteter Proben je nach Tierart zwischen flinf und 18% (Hutchison,
Walters, Avery, Synge, & Moore, 2004). Die Persistenz von Salmonellen war in Gefliigeldung héher
als in Rinderdung (Nyberg, Vinneras, Ottoson, Aronsson, & Albihn, 2010).

Eine fachgerechte Behandlung tierischer Diingemittel sowie die Einhaltung der geltenden Fristen
zwischen Dingung und Auspflanzung kann das Kontaminationsrisiko fiir Blattgemiise erheblich
senken (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014). Diese MalRnahmen werden im Abschnitt 7.1.5
detaillierter beschrieben.

Klarschlamm enthélt als einziges organisches Diingemittel menschliche Exkremente und kann folglich
mit Noroviren belastet sein (D. Li et al., 2015). Werden die vorgeschriebenen Fristen (siehe Abschnitt
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7.1.5) eingehalten, kann das Kontaminationsrisiko jedoch auf ein akzeptables MaR gesenkt werden
(Bundesregierung, 1992; Deutscher Bundestag, 2017; EWG, 1986).

Experimentell ist die Méglichkeit einer Ubertragung von Salmonellen und Noroviren aus organischem
Dinger auf Blattgemise bereits mehrfach nachgewiesen worden (Arthurson, Sessitsch, & Jaderlund,
2011; Wei, Jin, Sims, & Kniel, 2010). Infektionsausbriiche durch Salmonellen oder Noroviren konnten
bislang jedoch nicht auf kontaminierten organischen Diinger zurlickgefihrt werden (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2014; D. Li et al.,, 2015). Grund hierfir ist wahrscheinlich, dass Diingemittel
normalerweise einige Wochen vor der Ernte ausgebracht werden und zum Zeitpunkt eines Ausbruchs
nicht mehr fiir Untersuchungen zur Verfligung stehen.

6.1.8 Wasser

Zur Bewadsserung, Pestizidanwendung oder Reinigung von Geraten verwendetes Wasser gilt als einer
der groRten Risikofaktoren einer mikrobiellen Kontamination von Blattgemise in der
Produktionsphase (Gil et al., 2013). Dies bestatigt auch eine aktuelle Sudie, der zufolge Wasser
haufiger als Erde mit Salmonellen, STEC, Campylobacter und generischen E. coli belastet ist (Jacxsens,
Uyttendaele, Luning, & Allende, 2017). Die Kontaminationsgefahr durch das Wasser ist abhangig von
(1) der Wasserquelle, (2) der Bewasserungstechnik, (3) den  angewendeten
PflanzenschutzmalRnahmen und (4) Wetterereignissen wie starken Regenfallen.

Die Wahl der Wasserquelle bestimmt malgeblich die Qualitdit des Wassers und somit das
Kontaminationsrisiko. Die hochste Qualitat hat Trinkwasser, gefolgt von Regenwasser, Grundwasser,
Oberflachenwasser und geklartem Abwasser (Uyttendaele et al.,, 2015). Am haufigsten wird in
Europa Oberflaichenwasser aus Flissen und Seen, Brunnen- und Regenwasser sowie Trinkwasser
verwendet (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014). Letzteres insbesondere in hydroponischen
Kultursystemen. Oberflaichenwasser kann jedoch eine erhebliche mikrobielle - vor allem virale —
Belastung aufweisen (Tabelle 2, Walter, 2000; Loépez-Galvez et al.,, 2016). Fakale virale
Verunreinigungen von Oberflachen- und Grundwasser sind vor allem menschlichen Ursprungs, wie
eine aktuelle Studie zur Wasserqualitdt in der Produktion von Blattgemise und Beeren an
verschiedenen europaischen Standorten zeigt (Petros Kokkinos, 2017). Die Bewasserung stellt somit
insbesondere im Hinblick auf humanpathogene Viren einen wichtigen Ubertragungsweg dar.
Oberflachenwasser sollte daher nicht ohne vorgerige Aufreinigung verwendet werden (Gil et al.,
2013).

Das Vorkommen enterischer Viren in Wasser unterschiedlicher Quellen ist einer niederlandischen
Studie zufolge mit ihrer hohen Umweltpersistenz und ihrer Bestdndigkeit gegenliber den gdangigen
Verfahren der Abwasseraufbereitung, dem mangelhaften Zustand der Kanalisation und
unkontrollierten Verbreitungsquellen zu erklaren (Hijnen, Brouwer-Hanzens, Charles, & Medema,
2005).
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Tab. 2: Viruskonzentrationen in Oberflichenwasser und Abwasser in MPN (most probable number) oder PFU

(plaque forming unit) pro Liter (ohne Bericksichtigung der Wiederfindungsraten der Nachweismethoden,
Walter, 2000)

Abwasser roh Abwasser gereinigt Oberflachenwasser Referenzen
0,2—-60 (0—180) (Hughes, Coyle, &
Connolly, 1992)
7,5(0,3-52,3) (Johl, Kerkmann, Kramer,
& Walter, 1991)
13-192 (Tani et al., 1992)
13,3 (Hahn & Botzenhart,
1991)
1,2 (0-14,4) (Walter et al., 1989)
89 + 188 (Hahn & Botzenhart,
1991)
41+79 (Hahn & Botzenhart,
1991)
0-9,6 (Schwartzbrod, Lucena, &
Finance, 1979)
36 —4.600 (Schwartzbrod et al,,
1979)
120-9.140 (Slade, 1982)

Neben der Wasserqualitdait spielt auch die Bewasserungstechnik eine entscheidende Rolle.
Bewadsserungssysteme, die das Wasser in direkten Kontakt mit den essbaren oberirdischen
Pflanzenorganen bringen und solche, die das Wasser lber grofRere Distanzen verbreiten, bergen das
hochste Kontaminationsrisiko (Fonseca, Fallon, Sanchez, & Nolte, 2011).

Werden Pestizidlosungen mit kontaminiertem Wasser angesetzt, stellt auch dies einen potentiellen
Eintragsweg humanpathogener Erreger in Gemusekulturen dar. Wie Studien zeigen, sind sowohl
Salmonellen als auch Noroviren in einigen Pflanzenschutzmitteln Uber langere Zeit persistent (S.W.
Stine, Song, Choi, & Gerba, 2011; Verhaelen, Bouwknegt, Rutjes, & de Roda Husman, 2013).

Nach starken Regenfallen, die zum Abfluss unbehandelten Abwassers flhren, ist die Konzentration
fakaler Indikatorkeime in Oberflaichenwasser haufig erhoht (Dorner et al, 2007). In US-
amerikanischen Flissen wurden nach vermehrten Niederschlagen deutlich erhéhte E. coli-
Konzentrationen gemessen (Schilling, Zhang, Hill, Jones, & Wolter, 2009).

6.1.9 Erntewerkzeuge und -gerite

Samtliche Erntewerkzeuge und -gerate, die in direkten Kontakt mit den Ernteprodukten kommen,
stellen ein Ubertragungsrisiko dar (Y. Yang, Luo, Millner, Turner, & Feng, 2012). Besonders kritisch
sind die ersten Weiterverarbeitungsschritte noch auf dem Feld, beispielsweise das Entfernen der
duBeren Blatter. Dabei kénnen humanpathogene Erreger durch Schneidewerkzeuge vom Boden auf
Salatpflanzen libertragen werden, wie Studien von McEvoy und Yang zeigen (McEvoy, Luo, Conway,
Zhou, & Feng, 2009; Y. Yang et al., 2012). Mechanische Erntemaschinen, Sammelbehalter und
Forderbdnder bergen das Risiko einer Kreuzkontamination (Ilzumi, Tsukada, Poubol, & Hisa, 2008;
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Johnston et al., 2006). Ausgehend von einer oder wenigen Pflanzen koénnen durch
Kreuzkontaminationen ganze Chargen mikrobiell kontaminiert werden.

Eine weitere Kontaminationsgefahr stellt die Vakuumkihlung dar, die zur raschen Kihlung der
Ernteprodukte eingesetzt wird. Riskant ist zum einen das Bespriihen mit Wasser, zum anderen der
Unterdruck, der das Eindringen bakterieller und viraler Erreger ins pflanzliche Gewebe begiinstigt (H.
Li, Tajkarimi, & Osburn, 2008; Ranjbaran & Datta, 2017).
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Abb. 8: Ubersicht der Hauptrisikofaktoren in der Primdrproduktion und Ernte von Blattgemiise. Unterstrichene
Risikofaktoren haben eine besondere Relevanz fiir Noroviren. Durchgezogene Pfeile beziehen sich auf mogliche
Kontaminationswege von Blattgemise. Gestrichelte Pfeile kennzeichnen Méoglichkeiten, eines gesteigerten
Kontaminationsrisikos. Dicke Linien markieren den Produktionsprozess von Blattgemise, diinne Linien

mogliche Kontaminationsquellen. (1) Bewdasserung, Pestizidlésungen, Waschen des Ernteproduktes. (2) Der
Transfer von Humanpathogenen aus Tierhaltung, tierischen Exkrementen, Abwasser und kontaminiertem
Boden auf Blattgemiise kann durch Uberschwemmung, Abfluss und starke Regenfille gesteigert werden. (3)
Die Ubertragung von Humanpathogenen aus dem Boden auf Blattgemiise kann bei der Ernte erhdht sein. (4)
Anhaftung und Internalisierung von humanpathogenen Erregern in Blattgemise. (5) Unzureichende Reduktion
der Keimlast im Abwasser (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014).

6.1.10 Erntearbeiter

Infizierte Erntearbeiter stellen insbesondere im Hinblick auf Noroviren eine der wichtigsten
Kontaminationsquellen dar (Gil et al., 2013). Das Ubertragungsrisiko ist dabei von der Erntemethode
sowie von der Erregerausscheidung, den Hygienegewohnheiten und der rechtzeitigen Krankmeldung
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des Mitarbeiters abhangig (James, 2006). Noroviren gelten in dieser Hinsicht als besonders
gefdhrlich, da sie auch von asymptomatischen Tragern, das heiBt vor dem Auftreten und nach dem
Abklingen der Symptome, in relevanter Dosis (bertragen werden kdnnen. So sind in einer
japanischen Studie ~14% der Stuhlproben von asymptomatischen Mitarbeitern eines Lebensmittel-
verarbeitenden Betriebes positiv auf Noroviren getestet worden (Okabayashi et al., 2008).

Mitarbeiter verarbeitender Betriebe konnen nicht nur Quelle, sondern auch Ubertriger von
Infektionserregern sein. In einer Untersuchung wurde beobachtet, dass nach einer dreistiindigen
Paprika-Ernte 13,9% der urspriinglich unbelasteten Hinde mit Noroviren kontaminiert waren (Ledn-
Félix, Martinez-Bustillos, Bdez-Safiudo, Peraza-Garay, & Chaidez, 2010). Die Ubertragung von Viren
beim Kontakt zwischen Ernteprodukten und Handen scheint von Feuchtigkeit, Druck und Reibung
beeinflusst zu sein (Escudero, Rawsthorne, Gensel, & Jaykus, 2012).

6.1.11 Bakterielle und virale Persistenz im Boden, auf den Produkten und unbelebten Flachen

Sind Uber einen oder mehrere der beschriebenen Eintragswege humanpathogene Erreger auf die
Oberflache von Blattgemise gelangt, hdangt ihre Adhirenz und Persistenz auf der pflanzlichen
Oberflache von einer Vielzahl unterschiedlicher Faktoren ab. Dazu zihlen (1) die Pflanzenart (Park et
al.,, 2012), (2) das Serovar (Berger et al., 2009), (3) das Alter der Pflanze (Park et al., 2012), (4) die
Eigenschaften der Wirtspflanze, wie Wassergehalt, inhibitorische Phenole, Dicke des Mesophylls
(Yadav, Karamanoli, & Vokou, 2005), einschlieRlich (5) schitzender Nischen auf der pflanzlichen
Oberflache, wie Stomata, Wachsstrukturen oder Schnitte (D. Li et al., 2015), die Virusart (Bosch,
Pintd, & Abad, 2003) und (6) die Konkurrenz durch andere Mikroorganismen (Lima, S3o José,
Andrade, Pires, & Ferreira, 2013).

Grundsatzlich ist die bakterielle und virale Persistenz dort am hochsten, wo die Erreger am besten
vor Umwelteinflissen, wie UV-Strahlung und Austrocknung, geschitzt sind (Choi, Song, Stine,
Pimentel, & Gerba, 2004). Daher sind die Krankheitserreger im Boden langer tiberlebensfihig als auf
pflanzlichen Oberflachen (Choi et al., 2004; Islam, Doyle, Phatak, Millner, & Jiang, 2004). Im Boden
zeigten E. coli 0157:H7 je nach Kontaminationsquelle eine Persistenz zwischen 154 und 217 Tagen,
wahrend sie auf Salat und Petersilie bis zu 77 bzw. 177 Tage nach der Auspflanzung Uberlebensfahig
waren (Islam et al., 2004). Besonders kritisch fiir die Keimbelastung frischer Produkte sind daher
Kontaminationsereignisse kurz vor der Ernte (z.B. durch Bewé&sserung oder Uberflutung), wihrend
des Erntens (z.B. durch infizierte Erntearbeiter oder kontaminierte Gerate) oder in der friihen
Nacherntephase (z.B. durch Kontakt mit Handen, Oberflachen oder Waschwasser). Den Zeitraum
zwischen Kontamination und Ernte bzw. Verbrauch (berdauern Noroviren mit groRerer
Wahrscheinlichkeit als enterische Bakterien, da sie auf Blattgemiise persistenter sind (Scott W Stine,
Song, Choi, & Gerba, 2005b).

Insgesamt zeigen Studien zur Persistenz von Salmonellen, dass Uberleben und Vermehrung der
Bakterien von komplexen Interaktionen mit biotischen und abiotischen Umweltfaktoren abhangig
sind. Die haufig widerspriichlichen Ergebnisse spiegeln die Diversitat der Bakterienstamme und ihrer
Uberlebensstrategien, aber auch die Unterschiede in den verwendeten Versuchsaufbauten wider
(Fornefeld et al., 2017).
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6.2 Nacherntephase

Die Gefahr des Eintrages, der Vermehrung und der Internalisierung humanpathogener Erreger in
gartenbauliche Produkte bleibt (ber die Ernte hinaus bestehen (Abb. 9). Die hochsten Risiken
bestehen in der Nacherntephase in einer Kreuzkontamination der Ernteprodukte durch Waschwasser
oder Gerate und einem gesteigerten Bakterienwachstum an den Schnittflichen der Pflanzen. Zu den
Risikofaktoren gehoren

e die Umgebungsbedingungen (siehe Abschnitt 6.2.1),

e das Waschwasser (siehe Abschnitt 6.2.2),

e die Kontaktflachen von Maschinen, Geraten und Behaltern (siehe Abschnitt 6.2.3) sowie
o die Mitarbeiter (siehe Abschnitt 6.2.4).

6.2.1 Umgebungsbedingungen

Die Uberlebens- und Vermehrungsfihigkeit enterischer Pathogene in der Nacherntephase ist von
einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst. Dazu zahlen die Temperatur, die relative Luftfeuchte, die
Gaszusammensetzung der Atmosphare, der pH-Wert des Umgebungsmediums und moglicherweise
vorhandene antimikrobielle Substanzen (Doyle & Erickson, 2008).

Die Temperatur hat weitestgehend gegensatzliche Effekte auf Bakterien und Viren. Wie eine Studie
an Fresh-Cut-Salat erneut bestatigte, ist die bakterielle Vermehrung unter niedrigen Temperaturen
vermindert (Oliveira et al., 2010; RIVM, 2013). Humanpathgene Viren hingegen zeigen unter
niedrigen Temperaturen eine erhohte Persistenz (RIVM, 2013). Dies gilt nicht nur unter den
Temperaturen der Kihlkette, sondern auch der Tiefkiihlung. Auf tiefgefrorenen Zwiebeln, Spinat,
Krdautern und Beeren waren enterische Viren (iber mehrere Monate stabil (Butot, Putallaz, &
Sanchez, 2008).

Studienergebnisse deuten darauf hin, dass nicht die relative, sondern die absolute Luftfeuchte (die
tatsdchliche Menge an Wasser in einer Luftprobe) ein entscheidender Faktor fiir den Erhalt der
Infektiositat von Noroviren ist. Eine niedrige absolute Luftfeuchte (unter 0.007 kg Wasser/kg Luft)
scheint die Persistenz von Noroviren zu beglinstigen. Dies kdnnte die Saisonabhangigkeit von
Norovirus-Infektionen erklaren (Colas de la Noue et al., 2014).

Gegenliber niedrigen pH-Werten, wie sie z.B. in Fruchtsaften und auf Beeren herrschen, zeigen
enterische Viren ebenfalls eine hohe Bestdndigkeit. Diese pH-Stabilitdt befdhigt sie auf dem oral-
fakalen Infektionsweg zur Passage des Magens (Verhaelen, Bouwknegt, Lodder-Verschoor, Rutjes, &
de Roda Husman, 2012).

6.2.2 Waschwasser

Das Waschen der Ernteprodukte dient dem Entfernen von Verschmutzungen und der Reduktion der
Keimzahl. Ist das Wasser jedoch mikrobiell verunreinigt oder reichern sich humanpathogene Erreger
darin an, kdnnen ganze Chargen kontaminiert werden (et al., 2008). Das Waschen der Ernteprodukte
stellt daher eine der wichtigsten Ursachen von Kontaminationen und Kreuzkontaminationen in der
Nacherntephase dar (K. Holvoet et al., 2014; Luo et al., 2011).

Die Ubertragung bakterieller und viraler Infektionserreger aus dem Waschwasser auf Salat ist in einer
Simulationsstudie experimentell nachgewiesen worden (K. Holvoet et al., 2014). Obwohl nur ein
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Anteil von weniger als 1,5% der im Wasser enthaltenen Mikroorganismen ulbertragen wurde,
verdeutlicht die Studie die Anfélligkeit von Blattgemise gegeniiber einer Kontamination durch
humanpathogene Erreger.

6.2.3 Kontaktflichen von Maschinen, Gerdten und Behéltern

Gerate, Behéalter und andere Flachen, mit denen die Produkte in Kontakt kommen, aber auch
Rickstande vorangegangener Chargen kdnnen Kreuzkontaminationen verursachen. Mikrobielle Hot
Spots in der Weiterverarbeitung stellen Férderbdander und Schredder dar (Buchholz, Davidson,
Marks, Todd, & Ryser, 2012). So berichtete Stafford 2002 von einem Salmonellen-Ausbruch durch
industriell verarbeiteten Fresh-Cut-Salat, der auf eine kontaminierte Schredderanlage zurilickgefiihrt
wurde (Stafford et al., 2002).

Das Kontaminationsrisiko ist sehr variabel, da es von verschiedenen Faktoren abhéangig ist. Ein
entscheidender Faktor ist die Fahigkeit der Bakterien zur Biofilmbildung (siehe Abschnitt 4.3).
Biofilme kdénnen sich auf Oberflachen von Maschinen, Forderbandern und Wasserbecken bilden. Da
sie haufig resistent gegeniiber den gangigen ReinigungsmalRnahmen der Lebensmittel-
verarbeitenden Betriebe sind, kénnen sie sich dort dauerhaft etablieren (Romanova, Gawande,
Brovko, & Griffiths, 2007; Stafford et al., 2002).

Auch Viren kénnen sich durch Kontakt mit den Oberflachen der Aufbereitungsanlagen verbreiten
(Escudero et al.,, 2012). Zudem gibt es Hinweise darauf, dass eine Assoziierung von Viren mit
bakteriellen Biofilmen die virale Persistenz beeinflusst (M. Jacques, Grenier, & Labrie, 2015).

6.2.4 Mitarbeiter

Der Handkontakt durch infizierte Mitarbeiter ist als wichtigste Quelle viraler Kontaminationen in der
Verarbeitungsphase identifiziert worden (Bouwknegt et al., 2015). Eine Studie an Blattgemisearten
hat in drei europdischen Lindern eine verbreitete virale Kontamination der Hande von
Erntearbeitern nachgewiesen (P. Kokkinos et al., 2012). Insbesondere unter feuchten Bedingungen
kénnen Viren leicht von Handen auf Lebensmittel Ubertragen werden (Bidawid, Farber, & Sattar,
2000). So konnen Kontaminationsereignisse durch bakteriell oder viral infizierte Mitarbeiter zu
gastrointestinalen Infektionsausbriichen fiihren, wie ein groBer Shigellen-Ausbruch durch Fresh-cut
Salat in den USA zeigte (Davis et al., 1988).

6.3 Zusammenfassung

Die wichtigsten Risikofaktoren fiir eine Kontamination von Blattgemiise mit Salmonellen in der
Produktions- und Verarbeitungsphase (Abb. 8 und 9) sind

e die Ndhe der Anbauflache zu Tierstéllen,

e der direkte oder indirekte Kontakt mit Wild- oder Nutztieren,

e die Verwendung unbehandelter oder unzureichend behandelter tierischer Diingemittel,

e schwere Regenfille mit Uberschwemmungen,

e die Nutzung von kontaminiertem Wasser zur Bewasserung oder Pestizidbehandlung und

e der Kontakt mit Mitarbeitern, Wasser und Geraten sowohl wahrend der Ernte, als auch
wahrend der Verarbeitung.
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Die Hauptrisikofaktoren fiir eine Noroviren-Kontamination von Blattgemiise wahrend des Anbaus
und der Verarbeitung (Abb. 8 und 9) sind

e schwere Regenfille und Uberschwemmungen, die den Eintrag von Noroviren aus Abwissern
in Bewasserungwasser beglinstigen,

e die Bewdsserung und Pestizidbehandlung mit kontaminiertem Wasser sowie

e der Kontakt mit Mitarbeitern, Wasser und Geraten wahrend der Ernte, wie auch wahrend
der Verarbeitung.
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Abb. 9: Ubersicht der Hauptrisikofaktoren fiir eine mikrobielle Kontamination von Blattgemiise wahrend
der Verarbeitung. Unterstrichene Risikofaktoren haben eine besondere Relevanz fiir Noroviren. Dicke
Linien  markieren die Verarbeitungsschritte von  Blattgemiise, diinne Linien mogliche
Kontaminationsquellen. (1) Das bei der Verarbeitung verwendete Wasser muss Trinkwasserqualitat haben;
es kann jedoch wahrend des Prozesses kontaminiert werden und zur Verbreitung von Humanpathogenen
beitragen (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014).
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7 Praventions- und DekontaminationsmaRnahmen

7.1 Vorernte- und Erntephase

Angesichts der vielfaltigen umwelt- und kulturbedingten Kontaminationsrisiken (siehe Abschnitt 6.1)
missen PraventionsmaBnahmen in der Vorernte- und Erntephase an verschiedenen Punkten des
Produktionsprozesses ansetzen. In Ihrem Leitfaden zur Eindémmung mikrobiologischer Risiken durch
gute Hygiene bei der Primdrproduktion von frischem Obst und Gemiise hat die Europdische
Kommission im Mai 2017 Checklisten zur Uberpriifung der Einhaltung dieser PraventionsmaRnahmen
herausgegeben (Europaische Kommission, 2017). Uber die bestehenden MaRnahmen hinaus werden
derzeit neue Ansatze zur Verbesserung der mikrobiellen Sicherheit frischer Produkte entwickelt.

Malnahmen zur Kontrolle umweltbedingter Risikofaktoren beziehen sich auf

e die Nutzung der angrenzenden Flachen und die frihere Nutzung der Anbauflache (siehe
Abschnitt 7.1.1),

e die Klimabedingungen (siehe Abschnitt 7.1.2) sowie

e den direkten oder indirekten Kontakt mit Wildtieren (siehe Abschnitt 7.1.3).

PraventionsmaRnahmen zur Verminderung des Kontaminationsrisikos durch Kultur- und
Erntebedingungen betreffen

e Saatgut (siehe Abschnitt 7.1.4),

e organische Diingemittel (siehe Abschnitt 7.1.5),

e Wasser (siehe Abschnitt 7.1.6),

e Erntewerkzeuge und -gerate (siehe Abschnitt 7.1.7) und
e Erntearbeiter (siehe Abschnitt 7.1.8).

Zu den neuen Ansatzpunkten in der Entwicklung befindlicher PraventionsmalRnahmen zdhlen z.B.

e Ziichtung (siehe Abschnitt 7.1.9),
e Stimulation des pflanzlichen Immunsystems (siehe Abschnitt 7.1.10) und
e Einsatz antagonistischer Mikroorganismen (siehe Abschnitt 7.1.11).

7.1.1 Nutzung der angrenzenden Flachen und friihere Nutzung der Anbauflache

Generell sollte der Anbau von Obst und Gemiise nicht an Orten erfolgen, an denen von einem hohen
Pathogenvorkommen auszugehen ist (CAC, 2003). Dies ist jedoch nicht immer leicht umzusetzen.
Haufig fehlen Landwirten die notwendigen Kenntnisse iber mogliche Kontaminationen der eigenen
Flachen oder die Zeit, um diese auf ein akzeptables MaR zu reduzieren (Gil et al., 2013; James, 2006).

Wird auf angrenzenden Flachen Tierhaltung betrieben, ist die Einrichtung von Pufferzonen oder
physischen Barrieren, wie Graben und Erdwallen, zu empfehlen. Diese kénnen den Transfer von
humanpathogenen Erregern aus der Tierhaltung Uber Wasser, Aerosole oder Wildtiere auf die
Anbauflache vermindern (James, 2006).

Erweisen sich die mikrobiellen Risiken, wie Quellen von Fakalerregern, auf einer Anbauflache als
unkontrollierbar, darf die Flache nicht genutzt werden, bis die Gefahr unter Kontrolle gebracht ist.
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Dies kann die Installation von Wasseraufbereitungsanlagen oder Drainagesystemen zum Auffangen
von Uberschissigem kontaminiertem Wasser erfordern (FAO Committee on Agriculture, 2003).

7.1.2 Klimabedingungen

Unter klimatischen Bedingungen, die das Kontaminationsrisiko erhéhen, sind vermehrte
mikrobiologische Kontrollen der Produkte erforderlich. Besonders kritisch sind (1) hohe
Temperaturen, die die bakterielle Vermehrung fordern, (2) Wasserknappheit, welche die Nutzung
alternativer Wasserquellen erforderlich macht und (3) extreme Wetterereignisse, wie
Uberschwemmungen, die den Kontaminationsgrad von Béden und Wasser erhéhen kénnen (EFSA
Panel on Biological Hazards, 2014). In diesen Fallen ist die mikrobielle Sicherheit frischer Produkte
durch zusatzliche mikrobiologische Untersuchungen zu gewahrleisten.

7.1.3 Wildtiere

Vorbeugende MaRnahmen, wie Vogelscheuchen oder Reflexstreifen, kénnen einige Wildtierarten
von der Anbaufliche und den Wasserquellen fernhalten. Eine regelmiRige Uberpriifung der Anlagen,
insbesondere vor der Ernte, wird empfohlen (CAC, 2003).

Landwirtschaftliche Abfille konnen Wildtiere anlocken und sollten daher rechtzeitig und angemessen
entsorgt werden. Nischen, die den Tieren Unterschlupf bieten, sind aufmerksam zu beobachten und
gegebenenfalls zu entfernen (Franklin & VerCauteren, 2016). Darliber hinaus hat sich die
Uberwachung von Wildtieren anhand von Spuren, Kot und FraRschiden als wirksame Kontrolle
erwiesen (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014).

7.1.4 Saatgut

Nach Einschatzung der EFSA steht bislang keine chemische Desinfektionsmethode zur Verfiigung, die
Saatgut unterschiedlicher Art wirksam und zuverlassig von Humanpathogenen befreit (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2011). Nur wenige Methoden erzielen eine signifikante Reduktion (> 5 logl0-
Stufen) der Pathogenzahl. Selbst die in den USA empfohlene Behandlung mit 20.000 ppm Chlor
(Ca0Cly) fihrt meist nur zu einer Verminderung der KbE/g um 2,5 log10-Stufen (Montville &
Schaffner, 2005). Neuere physikalische Methoden, wie Hochdruckbehandlung, zeigen hingegen
vielversprechende Ergebnisse (Ding, Fu, & Smith, 2013).

Zur Gewahrleistung und Dokumentation der mikrobiellen Unbedenklichkeit des verwendeten
Saatgutes sollte die Einhaltung der folgenden Grenzwerte (berprift werden (Europdische
Kommission, 2013; QS-GAP, 2017).

e EHEC, VTEC, STEC (nicht nachweisbar in 25 g)
e Salmonellen (nicht nachweisbar in 100 g)
e FE. coli (< 10® KbE/g)

e Bacillus cereus (< 10® KbE/g)

e [Ljsteria monocytogenes (< 102 KbE/g)

Ergdnzend wird die Untersuchung des Saatgutes auf folgende Erreger empfohlen:

e Enterobakterien
e aerobe mesophile Keimzahl
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Eine besondere hygienische Herausforderung stellt die Desinfektion von Samen zur Produktion von
Sprossen dar. Selbst geringe Mengen auf den Samen zurilickbleibender Bakterien kénnen wahrend
der Keimung zu einer hohen Erregerlast anwachsen. Da die mikrobielle Belastung des Endproduktes
haufig hoher als die der Samen ist, sind im Produktionsprozess weitere Kontrollen nétig (EFSA Panel
on Biological Hazards, 2011).

7.1.5 Organische Diingemittel

Unbehandelte organische Diingemittel zdhlen zu den wichtigsten Kontaminationsquellen im
Gemisebau. Allgemein gilt: Eine fachgerechte Behandlung des organischen Diingers und die
Einhaltung festgelegter zeitlicher Abstdande zwischen Dingung und Pflanzung koénnen das
Kontaminationsrisiko flr Blattgemiise erheblich senken. Daher wird vor der Ausbringung organischer
Diinger eine Risikoanalyse empfohlen, die folgende Punkte berlicksichtigt: Art und Herkunft des
organischen Dingers, Kompostierungsmethode, Zeitpunkt der Anwendung und Wahrscheinlichkeit
des direkten Kontaktes mit essbaren Teilen der Kulturen (QS-GAP, 2017).

Je nach Art und Herkunft des Diingemittels gelten (mit wenigen Ausnahmen) folgende Fristen:

e Wirtschaftsdlinger tierischen Ursprungs: Bei Blattgemuse ist die Ausbringung ab der
Pflanzung verboten. Bei anderen Kulturen ist zwischen Ausbringung und Ernte ein Abstand
von mindestens 60 Tagen einzuhalten (QS-GAP, 2017).

e Klarschlamm: Im Jahr der Ausbringung des Klarschlamms und im darauf folgenden Jahr ist
der Gemuiseanbau auf den betreffenden Flachen verboten (Bundesregierung, 1992;
Deutscher Bundestag, 2017; EWG, 1986).

e Garsubstrate: Im Jahr der Ausbringung von Garsubstraten und im darauf folgenden Jahr ist
der Anbau von Feldgemiisen und Erdbeeren untersagt (QS-GAP, 2017).

Eine adaquate Lagerung und Behandlung kann die mikrobielle Belastung organischer Diingemittel
erheblich reduzieren (M. Erickson, Critzer, & Doyle, 2004; Suslow et al., 2003). Zur Aufbereitung
bietet sich eine Kombination unterschiedlicher Behandlungsverfahren an, darunter Kompostierung,
Pasteurisierung, Hitze, Trocknung, Sandtrocknung, Sonnenstrahlung und alkalischer Aufschluss (CAC,
2003; FDA, 2008). Fachgerecht behandelte tierische Abfille stellen nach Einschatzung der EFSA kein
Kontaminationsrisiko fir Blattgemiise mehr dar (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014).

Eine Kopfdiingung mit flissigen Wirtschaftsdlingern tierischer Herkunft ist im deutschen Gemusebau
grundsatzlich verboten (BMEL, 2017).

7.1.6 Wasser

Die Wahl einer geeigneten Wasserquelle fiir Bewasserung und PflanzenschutzmaBnahmen ist eine
der wichtigsten vorbeugenden MalRnahmen (siehe Abschnitt 6.1.8). Die sicherste Wasserquelle ist
Trinkwasser, gefolgt von Regenwasser, Grundwasser und Oberflichenwasser (D. Li et al., 2015;
Pachepsky, Shelton, McLain, Patel, & Mandrell, E, 2011; Uyttendaele et al., 2015).

Zur Verminderung mikrobieller Verunreinigungen des Wassers wird Anbauern empfohlen, ein System
zur Identifikation und Bewertung moglicher Kontaminationsquellen zu etablieren (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2014). Dies beinhaltet die Erhebung der Konzentration von Indikatororganismen,
wie z.B. E. coli, in Abhdngigkeit von geographischer Lage, Jahreszeit und Wasserquelle (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2014). Fiur E. coli wird beispielsweise ein Grenzwert von < 1000 KbE/100 ml
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(Koloniebildende Einheiten / Milliliter) angegeben (QS-GAP, 2017). Zeigt das Risikobewertungssystem
eine erhohte Kontaminationsgefahr fir Oberflaichen- oder Grundwasser an, ist eine Aufbereitung
erforderlich (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014). Als Aufbereitungsverfahren bieten sich
Koagulation, Ausflocken, Filtration, Desinfektion und Exposition gegenliber Sonnenlicht an (Gil et al.,
2013).

Darlber hinaus hat die Bewasserungstechnik einen entscheidenden Einfluss auf das
Kontaminationsrisiko. Zu bevorzugen sind Systeme, die den direkten Kontakt des Wassers mit den
essbaren Teilen der Pflanze vermeiden. Eine unterirdische Tropfchenbewasserung ist mit dem
geringsten Risiko verbunden; Beregnung und Furchenbewasserung bergen hingegen die grofte
Kontaminationsgefahr (Choi et al., 2004; FAO/WHO, 2008). Zudem kann eine Sprinklerbewasserung
im Wasser enthaltene Bakterien und Viren lber erhebliche Distanzen verbreiten (FAO Committee on
Agriculture, 2003).

7.1.7 Erntewerkzeuge und -gerite

Fir jedes Gerat, Werkzeug oder Behiltnis, das im Gemiisebau verwendet wird, sollten spezifische
Hygieneanforderungen identifiziert und eingehalten werden (FDA, 2008). Dies beinhaltet eine
Reinigung, gegebenenfalls eine Desinfektion und bei Bedarf einen Ersatz nicht weiter verwendbarer
Utensilien (Gil et al., 2013; James, 2006). Die Wirksamkeit der getroffenen HygienemalRnahmen ist
durch mikrobiologische Untersuchungen regelmaRig zu uUberpriifen (EFSA Panel on Biological
Hazards, 2014).

7.1.8 Erntearbeiter

Jeder Obst und Gemiise produzierende Betrieb sollte liber eigene Standard Operating Procedures
(SOPs) verfiigen, in denen die erforderlichen Hygienevorschriften und Mitarbeiterschulungen
festgelegt sind (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014).

Als wirksame MaBnahme zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen mit enterischen Viren wird die
Kombination aus Handwdasche, dem Tragen von Handschuhen und der Desinfektion der Handschuhe
empfohlen (Stals, Jacxsens, Baert, Van Coillie, & Uyttendaele, 2015).

Sind Mitarbeiter verletzt, missen Kontaminationsquellen wie Schnitte oder andere Wunden
wasserdicht abgedeckt werden (Simonne, Brecht, Sargent, Ritenour, & Schneider, 2008). Erkrankten
Mitarbeitern ist der Zutritt zu den Lebensmittel-verarbeitenden Bereichen zu untersagen (FAO
Committee on Agriculture, 2003).

7.1.9 Ziichtung

Auch die Ziichtungsforschung hat sich bereits dem Thema der mikrobiellen Sicherheit von Obst und
Gemise zugewandt. Die Wissenschaftler sehen Potential in der Erzeugung neuer Sorten, die gegen
die Besiedlung durch humanpathogene Erreger resistent sind. Denkbar ist eine Kombination aus
Screening besiedlungsresistenter Sorten und gezielter Ziichtung im Hinblick auf sicherheitsrelevante
pflanzliche Eigenschaften, wie Oberflachentextur, Blattausscheidungen, Anfilligkeit far
Internalisierung von Mikroorganismen oder Aktivitdt des pflanzlichen Immunsystems. Dies kdnnte
eine weitere Losungsstrategie auf dem Weg zur mikrobiellen Sicherheit frischer Produkte sein (Sela
Saldinger & Manulis-Sasson, 2015).
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7.1.10 Stimulation des pflanzlichen Immunsystems

Nicht nur phytopathogene, sondern auch humanpathogene Mikroorganismen koénnen vom
Immunsystem der Wirtspflanze detektiert werden. Durch Kontakt mit pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) wird eine systemische Immunreaktion der Pflanze ausgel6st, die als
PAMP-triggered immunity (PTI) bezeichnet wird (siehe auch Kapitel 5). Wie Meng 2013 zeigte, kann
die PTI durch bakterielle Peptide auch kiinstlich induziert werden. Die ausgeloste Immunreaktion
kann dann die Vermehrung humanpathogener Erreger auf der pflanzlichen Oberfliche hemmen
(Meng, Altier, & Martin, 2013). Humanpathogene Bakterien verfiigen aber auch Uber Strategien,
pflanzliche Immunreaktionen zu unterdricken. Ist dieser auf dem Typ-Ill-Sekretionssystem
basierende Mechanismus defekt, kann sich der Bakterienstamm nur begrenzt ausbreiten (A.
Schikora, Garcia, & Hirt, 2012). Die Stimulation pflanzlicher Immunreaktionen und die Hemmung des
Typ-llI-Sekretionssystems bieten maoglicherweise neue Ansatzpunkte, um die mikrobielle
Kontamination von Obst und Gemiise mit humanpathogenen Erregern zu reduzieren (Sela Saldinger
& Manulis-Sasson, 2015). Dies erfordert jedoch noch detailliertere Untersuchungen.

7.1.11 Antagonistische Mikroorganismen

Humanpathogene Erreger, die in die Phyllosphdre, Rhizosphidre oder Endosphadre einer Pflanze
gelangen, interagieren mit dem natirlichen pflanzlichen Mikrobiom. Die Interaktionsmechanismen
kdnnen einen positiven oder negativen Effekt auf die Etablierung und Vermehrung von
Humapathogenen in diesem Lebensraum haben. Mikroorganismen, die einen hemmenden Effekt auf
Humanpathogene ausiliben, werden als antagonistische Mikroorganismen bezeichnet. Die Hemmung
kann beispielsweise auf der Ausscheidung antimikrobieller Metabolite, wie Bacteriocinen, beruhen.
Studien deuten auf eine potentielle Nutzbarkeit antagonistischer Mikroorganismen als MaRnahme
gegen humanpathogene Erreger auf frischen Produkten hin (Goodburn & Wallace, 2013). In einer
Untersuchung von Matos und Garland konnte die Salmonellenbesiedlung von Alfalfa-Sprossen
sowohl durch einzelne als auch durch gemischte Bakterienstimme reduziert werden (Matos &
Garland, 2005). Saldinger und Manulis-Sasson sehen in der Suche nach antagonistischen
Mikroorganismen in Kombination mit High-Throughput Screening Programmen Potential zur
Entwicklung von BiokontrollmaRnahmen (Sela Saldinger & Manulis-Sasson, 2015). Neben
antagonistischen Bakterien werden auch lytische Phagen auf ihre Eignung als potentielle Biokontroll-
Agenzien untersucht (M. Jacques et al., 2015).

7.2 Nacherntephase

In der Nacherntephase werden neben prdventiven MaBBnahmen zur Vermeidung von
Kontaminationen und Kreuzkontaminationen je nach Zulassungsstatus auch Methoden zur
Dekontamination frischer Produkte angewendet. Zu diesen MaBnahmen bzw. Ansatzpunkten zdhlen

e die Umgebungsbedingungen wahrend der Verarbeitung, Verpackung und Lagerung (siehe
Abschnitt 7.2.1),

e das Waschwasser (siehe Abschnitt 7.2.2),

e die Dekontamination der Produkte (siehe Abschnitt 7.2.3),

e die Kontaktflachen von Maschinen, Geraten und Behaltern (siehe Abschnitt 7.2.4),

e die Verpackung und Lagerung (siehe Abschnitt 7.2.5) und
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e die Mitarbeiter (siehe Abschnitt 7.2.6).

Abbildung 10 gibt einen Uberblick iiber die einzelnen Schritte in der Verarbeitung frischer Produkte.

RECEPTION SELECTION WASHING AREA PACKAGING AREA
AREA AREA

Abb. 10: Schematische Darstellung der Verarbeitung von frischem Gemdiise einschlieflich des Wareneingangs,
der Sortierung, des Waschens und Verpackens (Castro-lbafiez, Gil, & Allende, 2016).

7.2.1 Umgebungsbedingungen wahrend der Verarbeitung, Verpackung und Lagerung

Die Temperatur, unter der Blattgemuse verarbeitet, transportiert und gelagert wird, beeinflusst die
Vermehrungsfahigkeit humanpathogener Bakterien. Niedrige Temperaturen senken die
Wachstumsraten der meisten bakteriellen Erreger erheblich (Oliveira et al., 2010). Eine liickenlose
Kihlkette ist daher eine wirksame Strategie zur Einddmmung des Bakterienwachstums in der
Nacherntephase (Sant’Ana, Barbosa, Destro, Landgraf, & Franco, 2012).

7.2.2 Waschwasser

Mikrobiell verunreinigtes Waschwasser gehort zu den wichtigsten Ursachen von Kontaminationen
und Kreuzkontaminationen in der Nacherntephase. Der Erhalt der Wasserqualitat durch
regelmaligen Austausch und Vermeidung von organischen Rickstdanden ist daher von
entscheidender Bedeutung.

7.2.3 Dekontamination von Frischeprodukten

Da praventive MalRnahmen das Risiko einer mikrobiellen Kontamination nicht vollstdndig eliminieren
kénnen, werden wahrend der Verarbeitung auch Verfahren zur Dekontamination frischer Produkte
angewendet. Dazu zihlen chemische (Tab. 3), biologische (Tab. 4) und physikalische (Tab. 5)
Methoden. Der Zulassungsstatus der verschiedenen Dekontaminationsverfahren ist jedoch regional
sehr unterschiedlich. Wahrend beispielsweise in den USA die Chlorierung des Waschwassers von der
FDA (Food and Drug Administration) zugelassen ist und zur géngigen Praxis gehort, ist sie in der EU
gar nicht reguliert (U. S. Food and Drug Administration, 2010). In der EU-Verordnung 852/2004 zur
Lebensmittelhygiene findet sich keine eindeutige Aussage zur Dekontamination frischer Produkte
(Europaisches Parlament / Rat, 2004). Einige Dekontaminationsverfahren sind in EU-Mitgliedslandern
auf nationaler Ebene geregelt. So ist z. B. die direkte Chlorierung und die Bestrahlung von frischem
Obst und Gemiuise in Deutschland verboten (BfR Stellungnahme Nr. 022/2013, 2013;
Bundesministerium fir Gesundheit, 2000).
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Tab. 3: Chemische Dekontaminationsmethoden (Goodburn & Wallace, 2013; Ramos, Miller, Brand&o, Teixeira, & Silva, 2013)

Methode

Nachteile

Chlor (Hypochlorit)

Vorteile

Wassrig
Niedrige Kosten
Leicht verfligbar

Seit langem verwendet

Wassrig
Freisetzung von Chlorddmpfen

In Gegenwart organischer Substanzen Bildung
potentiell gesundheitsschadlicher Nebenprodukte
(z.B. Trihalomethane)

AnschlieRendes Spilen mit Wasser erforderlich
Wirksamkeit durch organisches Material vermindert
Korrosiv

Aktivitat pH-abhangig

Empfindlichkeit gegeniliber Temperatur, Licht und
Luft

In einigen EU-Landern verboten

Wirksamkeit

Wassrig
Gegen pathogene Bakterien und Viren wirksam
Selbst in sehr hohen Dosen, relativ geringe Wirksamkeit

In den USA Ubliche Chlor-Dosen (50-200 ppm) und
Einwirkzeiten (1-2 Min.) fuhren zu einer Reduktion von
Bakterien und Viren um 1-2 log10-Stufen

Gegen Bakteriensporen und Oozysten von Protozoen
unwirksam

Chlordioxid

Wassrig
Im Vergleich zu Chlor héhere

antimikrobielle Wirksamkeit bei
neutralem pH

Wirksamkeit weniger pH-abhangig

Geringere Bildung chlorierter
Nebenprodukte

Weniger korrosiv als Chlor und Ozon

Kann Reifung von Frischeprodukten
verzogern

Gasférmig (ClOz)
Uber einen weiten pH-Bereich wirksam

Dringt leicht ins Gewebe ein

Wassrig

In zugelassenen Dosen relativ geringe Wirksamkeit
Muss vor Ort hergestellt werden

Explosiv

In den USA fir Fresh-cut Produkte nicht zugelassen,
in der EU nicht reguliert

Anschliefendes Spilen mit Wasser erforderlich

Bildung spezifischer Nebenprodukte, Chlorit und
Chlorat

In Innenrdumen Uberwachung erforderlich
Gasférmig (ClO2)

Zersetzt sich in Chlor und Sauerstoff

Muss vor Ort hergestellt werden

Aktivitat beeinflusst von Gaskonzentration, Dauer
der Exposition, Feuchtigkeit und Temperatur.

Wassrig

In zugelassener Konzentration reduziert Chlordioxid die
bakterielle und virale Belastung eines Produktes um 1-2
log10-Stufen

In hoheren Dosen ist Chlordioxid dreimal so wirksam
wie Chlor. Dies wiirde jedoch zu hohe Konzentrationen,
Temperaturen oder Behandlungszeiten erfordern

Gasférmig (ClO2)
Inaktiviert E. coli 0157:H7 und L. monocytogenes
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Vorteile

Nachteile

Wirksamkeit

Peroxyessigsaure

(=Peressigsdure und
Wasserstoffperoxid)

Keine Bildung chlorierter
Nebenprodukte

Wirksamkeit nicht von organischen
Verunreinigungen des Wassers oder
Temperaturveranderungen beeinflusst

Gute antimikrobielle Wirksamkeit bei
niedrigen Temperaturen im pH-Bereich
5-8

In zugelassener Konzentration nicht
korrosiv (<80 ppm)

Wirksamer als Chlor und Chlordioxid

In den fiir Gemise zugelassenen Konzentrationen
geringe antimikrobielle Wirksamkeit

Wirksam gegen pathogene Bakterien und Viren
Wirksamkeit auch in der maximal zugelassener
Konzentration (80 ppm) nicht ausreichend, um die
mikrobielle Belastung substantiell zu reduzieren

Ozon

Wassrig
Hohe antimikrobielle Aktivitat

Wirksam in niedrigen Dosen und bei
kurzer Einwirkzeit

Breites Spektrum
Dringt leicht ins Gewebe ein

Wirksamkeit gegen Protozoen
berichtet

Als sicher angesehen

Keine Bildung chlorierter
Nebenprodukte

Zerféllt in ungiftige Produkte

Hinterldsst keine
gesundheitsgefahrdenden Riickstande
auf Lebensmitteln

Geringere Kosten
Gasformig

Hohere antimikrobielle Wirksamkeit als

Wassrig

Veranderung von Farbe, Geschmack und
Inhaltsstoffen des Produktes moglich

Instabil, hoch reaktiv

Potentiell gesundheitsschadigend flir Mitarbeiter
Korrosiv gegeniliber Geraten

Muss vor Ort hergestellt werden

In Innenrdumen Uberwachung notwendig
Hohere Investitionen zu Beginn
Gasformig

Gefahrlich, muss sicher entsorgt werden
Giftig und reaktiv

Kann pflanzliche Gewebe schadigen
Qualitatsverluste moglich

Kontrolle auf Lecks erforderlich

Wassrig

Wirksam gegen eine Reihe pathogener Bakterien und
Viren an Obst und Gemise

Gasformig

Wirksamer als die fliissige Form
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Methode ‘ Vorteile Nachteile Wirksamkeit
in Lésung

Keine nennenswerte Beeintrachtigung
der Lebensmittelqualitat

Wirksam gegen pathogene
Mikroorganismen

Elektrolysiertes Wirksam gegen einige pathogene Beeintrachtigt Qualitdt von Fresh-cut Produkten Starke bakterizide Wirkung auf pathogene
Wasser Mikroorganismen Noch nicht industriell einsetzbar Mikroorganismen an Obst und Gemiise

Neutralisiert schadliche Substanzen wie
Cyanid und Ammonium

Tab. 4: Biologische Dekontaminationsmethoden (Goodburn & Wallace, 2013)

Methode Vorteile Nachteile Wirksamkeit

Bakteriozine Milchsdurebakterien werden von FDA Fir die praktische Anwendung muss jeder Antibakteriell wirksam
als sicher beurteilt Milchsdurebakterien-Stamm auf Sicherheit untersucht Effekt auf Viren noch nicht aufgeklart

(= kationische
werden, da sie pathogen sein kénnen.

antimikrobielle | Keine Bildung toxischer Nebenprodukte
Peptide) Langfristiger Effekt

Bakteriophagen | Keine Bildung toxischer Nebenprodukte | Bakterienspezifisch Sehr effektiv gegen bestimmte Bakterienarten
Temperaturabhangig Keine antivirale Wirksamkeit

Anwendbarkeit in verarbeitenden Betrieben noch zu
prifen
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Tab. 5: Physikalische Dekontaminationsmethoden (Goodburn & Wallace, 2013; Ramos et al., 2013)

Methode

Vorteile

Nachteile

Wirksamkeit

lonisierende
Strahlung

(Gamma-,
Réntgen- und
Elektronen-
strahlen)

Behandlung kann bei Raumtemperatur

erfolgen

Kann nach dem Verpacken angewandt
werden

Verzogert Reifung, verldngert
Haltbarkeit

Geringe Energiekosten

Bei hohen Dosen Beeintrachtigung der Produktqualitat

moglich
Verdnderung der Oberflachentextur

Nach Ernte schnelle Anwendung erforderlich, da
Biofilmbildung Wirksamkeit vermindert

In Deutschland fur frisches Obst und Gem{Uise verboten

Variable Wirksamkeit gegenuiber pathogenen
Bakterien und Viren

Wirkt auch gegen Parasiten und Schimmelpilze

Gute Penetrationseigenschaften

UV-Strahlung

Kein giftigen Rickstéande
Kostenglinstig

Verzogert das Verderben der Produkte

In der Regel Vorbehandlung nétig

Exakte Messung der UV-Dosis schwierig
Erhoht Stress und Respirationsrate
Induziert Prozess dhnlich der Lignifizierung
Geringe Eindringtiefe

Anwendbarkeit begrenzt bei festen Friichten und
lichtundurchlassigen Oberflachen

Kann geschmackliche und farbliche Verdnderungen
verursachen

Wirkung beruht auf einer Schadigung der bakteriellen
und viralen DNA bzw. RNA durch UV-C-Strahlung (200
-280 nm)

Hemmt bakterielles Wachstum auf Frischeprodukten
Wirkt nur oberflachlich

Viren resistenter als Bakterien und Protozoen

Gepulstes Licht
(200 - 1100 nm)

Schnelle und effektive Inaktivierung
von Mikroorganismen auf festen und
flissigen Lebensmitteln

Wenig Riickstande

Geringer Energieverbrauch

Lebensmittelzusammensetzung beeinflusst Wirksamkeit
Wirksamkeit sinkt bei starker Kontamination
Resistenzen moglich

Unerwiinschte chemische Effekte méglich

Wirkt auf bakterielle und virale Humanpathogene
Wirkung beruht auf UV-C-Anteil

Wirkt nur oberflachlich, internalisierte Erreger werden
nicht erreicht

Hochdruck-
behandlung

Inaktivierung von Mikroorganismen
und Enzymen

Kein Effekt auf Inhaltsstoffe

Hohe Investitionen

Produkte sollten fir eine gute antimikrobielle
Wirksamkeit ca. 40% freies Wasser haben

Abhangig von Erregerstamm, Produkt, Temperatur und

Wirkt auf die meisten bakteriellen und viralen Erreger
bei Driicken tGber 200 MPa

Wirkt auch auf internalisierte Mikroorganismen
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Methode ‘ Vorteile Nachteile Wirksamkeit
Geringer Effekt auf Farbe und Textur pH-Wert
Kein Hinweis auf Toxizitat
Hohe Konsumentenakzeptanz
Einheitliche Behandlung aller Produkte
Ultraschall Fordert das Eindringen der Losungen in | Nur in Kombination mit fliissigen Desinfektionsmitteln Wirksam gegen verbreitete Humanpathogene an

unzugangliche Bereiche
Warmeleitfahigkeit erhoht

Verminderte Behandlungsdauer und -
temperatur

wirksam

Verdnderungen der Lebensmittelqualitat

Frischeprodukten

Wirkt auch gegen Sporen

Kaltes Plasma

(=teil-
ionisiertes Gas)

Hohe Wirksamkeit

Geringe Veranderung der
Produktqualitat

Keine Rickstdnde
Ressourcen-effizient

Erreicht auch schwer zugédngliche
Bereiche

Physikochemische Verdanderungen des Produktes kénnen
vorkommen

Darftiger Informationsstund zu Stabilitat und
Interaktionen des Plasmas

Inaktivierung abhadngig von Mikroorganismus,

-fluss

Umgebungsbedingungen und Gaszusammensetzung bzw.

Antivirale und antibakterielle Wirksamkeit
nachgewiesen
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Die Wirksamkeit dieser Dekontaminationsverfahren ist von einer Vielzahl von Faktoren abhangig.
Diese umfassen

e das Produkt,

e die lokalen Unterschiede auf dem Produkt,

e die mikrobielle Besiedlung des Produktes,

e die Arten humanpathogener Erreger,

e die eventuelle Internalisierung von Humanpathogenen,

e ein eventueller Schutz durch einen Biofilm,

e die Art, Dosis, Einwirkzeit und Applikationsform des Desinfektionsverfahrens,
o die Zeit zwischen Kontamination und Waschvorgang,

e das Vorhandensein organischen Materials,

e der pH-Wert,

e die Temperatur und

e das Spilen nach der Anwendung (Goodburn & Wallace, 2013).

Wissenschaftliche Bemiihungen, die Effizienz der Dekontaminationsmethoden zu steigern, mussen
diese Einflussfaktoren beriicksichtigen. Zudem ist zu untersuchen, zu welchem Zeitpunkt im
Verarbeitungsprozess und in welcher Kombination die Verfahren am wirksamsten gegeniber
Humanpathogenen an frischen Produkten sind (Goodburn & Wallace, 2013). Darlber hinaus muss
bei der Weiterentwicklung der Verfahren die betriebliche Anwendbarkeit im Blick behalten werden.
Fir Lebensmittel-verarbeitende Betriebe relevante Parameter, wie Dauer des Verfahrens, Wasser-
und Energieverbrauch, Einfluss auf die Qualitdit und Haltbarkeit des Produktes sowie
Verbraucherakzeptanz sind in vielen bisherigen Untersuchungen nicht ausreichend bericksichtigt
worden. Damit sich die neuen Verfahren kinftig in Lebensmittel-verarbeitenden Betrieben
durchsetzen koénnen, ist es notwendig, diese Faktoren stadrker in die Forschung und Entwicklung
einzubeziehen (Goodburn & Wallace, 2013).

Bei aller Effizienzsteigerung der Dekontaminationsverfahren bleiben praventive MalRnahmen jedoch
voraussichtlich die wirksamsten Strategien der mikrobiellen Sicherheit frischer Produkte.

7.2.4 Kontaktflichen von Maschinen, Gerdten und Behiltern

Maschinen und Gerdte zum Schneiden frischer Produkte, sollten in regelmafRigen Abstdnden
gereinigt und desinfiziert werden, um der Ansammlung organischer Riickstdnde und der Bildung von
Biofilmen vorzubeugen (Artés & Allende, 2014). Gleiches gilt fiir Behélter, Férderbander und andere
Kontaktflachen.

Bei geschnittenen Salaten, sogenannten Fresh-cut-Produkten, ist das Risiko einer mikrobiellen
Kontamination erhoéht, da verletztes pflanzliches Gewebe (Schnittkanten, Briiche in Kutikula und
Blattgewebe) einen besseren Nahrboden fiir das Wachstum humanpathogener Bakterien bietet (M.
T. Brandl, 2008). Kritische Erreger sind hier vor allem Salmonellen, pathogene E. coli und L.
monocytogenes (Francis et al., 2012). Das Waschen ganzer Salatblatter vor dem Schneiden kann die
Wirksamkeit des Waschvorgangs erhohen und das Risiko einer Kreuzkontamination vermindern (Nou
& Luo, 2010).
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7.2.5 Verpackung und Lagerung

Der letzte Verarbeitungsschritt, das Verpacken der Gemuseprodukte, findet idealerweise in einer
separaten Halle, rdumlich getrennt von den Wascheinrichtungen statt. Das Verpacken erfolgt
unmittelbar nach dem Trocknen und unter kontrollierten hygienischen Bedingungen (FAO/WHO,
2008). Darliber hinaus sind auch Verpackungsmaterial, abgewogenes Gewicht und
Gaszusammensetzung in einer Packung Parameter, die fir jedes Produkt Gberprift werden mussen,
um seine mikrobielle Sicherheit und Haltbarkeit sicherzustellen (Jacxsens, Devlieghere, Ragaert,
Vanneste, & Debevere, 2003).

7.2.6 Mitarbeiter

Um das Kontaminationsrisiko zu minimieren, sind wahrend der Verarbeitung von Frischeprodukten
die Hygienevorschriften der Good Manufacturing Practices (GMP), der Good Hygiene Practices (GHP),
des Codex Alimentarius (CAC) oder des Panel on Biological Hazards der EFSA einzuhalten.

Eine der wichtigsten MaRnahmen ist die Handhygiene: Hier wird die Kombination aus Handwasche,
dem Tragen von Handschuhen und der Desinfektion der Handschuhe empfohlen, um die
Ubertragung und Verbreitung insbesondere viraler Erreger zu vermeiden (Stals et al., 2015).

7.3 Zusammenfassung

Humanpathogene Noroviren werden nur vom Menschen ausgeschieden, wahrend Salmonellen auch
von Wild- und Nutztieren Gbertragen werden kénnen. Die Haupteintragswege humanpathogener
Erreger in Gemdisekulturen bestehen daher im Kontakt mit Menschen und Tieren bzw. deren
Exkrementen. Die korrekte Aufbereitung tierischer Diingemittel bzw. die Einhaltung entsprechender
Fristen sowie die Wahl der Wasserquelle und der Bewadsserungstechnik gehdren daher zu den
wichtigsten Vermeidungsstrategien. Im Hinblick auf die Verbreitung von Noroviren sind vor allem die
Handhygiene und der Gesundheitszustand der Mitarbeiter relevant. Zur Vermeidung von
Kreuzkontaminationen ganzer Produktionschargen missen Waschwasser und sdamtliche
Kontaktflaichen moglichst erregerfrei gehalten werden. Eine wirksame Prdvention ist hier besonders
wichtig, da die Wirksamkeit der gdngigen Desinfektionsmittel gegen Noroviren zum Teil nur
unzureichend untersucht ist. Dies gilt auch fir internalisierte Viren und Bakterien, die eventuell
angewandten Dekontaminationsmethoden entgehen. Grundsatzlich ist bei allen Praventions- und
DekontaminationsmalRlnahmen zu berlicksichtigen, dass sie unterschiedliche Wirkungen auf
Bakterien und Viren haben.
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8 Mikrobielle Risikobewertung in Wissenschaft und landwirtschaftlicher Praxis

8.1 Verordnungen zur Lebensmittelhygiene

Produzenten und Verarbeiter frischer Produkte sind gesetzlich verpflichtet, Hygienestandards
einzuhalten. In Deutschland gelten dabei die Anforderungen folgender Regelwerke:

e die allgemeinen Hygienevorschriften (GHP) des Anhangs | (fiir Primarproduzenten) und des
Anhangs Il (fir produzierende, verarbeitende und vertreibende Lebensmittelunternehmer)
der Verordnung (EG) Nr. 852/2004 (Europdisches Parlament / Rat, 2004) sowie der
Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 (Europdische Kommission, 2005), zusammengefasst im
Leitfaden zur Eindammung mikrobiologischer Risiken durch gute Hygiene bei der
Primarproduktion von frischem Obst und Gemise (Europaische Kommission, 2017)

e die nationale Lebensmittelhygiene-Verordnung (Bundesregierung, 2007),

e branchenspezifische Leitlinien der Lebensmittelwirtschaft fiir Gute Hygiene- und
Verfahrenspraxis (QS-GAP, 2017; QS, 2017) sowie

e Dbetriebliche Eigenkontrollverfahren nach den Grundsdtzen des HACCP-Konzeptes, wie in
Verordnung (EG) Nr. 852/2004 vorgeschrieben (Europédisches Parlament / Rat, 2004).

Die mikrobielle Sicherheit frischer Produkte wird also auf mehreren Ebenen geregelt: Die
Mindesthygieneanforderungen sind in Rechtsvorschriften festgelegt. Die Erfiillung dieser
Anforderungen durch die Lebensmittelunternehmer wird durch amtliche Kontrollen (iberwacht.
Dartber hinaus sind die Lebensmittelunternehmer aufgefordert, eigenverantwortlich Programme zur
Gewadbhrleistung der Lebensmittelsicherheit einzufiihren, die sich an den Prinzipien des HACCP-
Konzeptes orientieren.

Das HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points)-Konzept, auf Deutsch Gefdhrdungsanalyse
und kritische Lenkungspunkte, ist ein strukturiertes Vorgehen zum ldentifizieren, Bewerten und
Beherrschen gesundheitlicher Gefahren durch Lebensmittel. Es ist auf mikrobiologische, aber auch
chemische und physikalische Gesundheitsgefahren anwendbar. Eine international verbindliche
Version des HACCP-Konzepts findet sich im Regelwerk des FAO/WHO Codex Alimentarius und ist
Bestandteil der Allgemeinen Grundsdtze der Lebensmittelhygiene (FAO /WHQO, 1996).

Die Umsetzung des HACCP-Plans erfolgt in sieben Schritten: (1) Durchfiihren einer Gefahrenanalyse,
(2) Identifikation der fur die Lebensmittelsicherheit kritischen Kontrollpunkte, (3) Festlegen von
Grenzwerten an den kritischen Kontrollpunkten (CCP), (4) Etablierung eines Uberwachungssystems,
(5) Festlegen von KorrekturmaBnahmen fiir den Fall von Abweichungen, (6) Durchfiihren von
Evaluierungsmalnahmen zur Uberpriifung der Effizienz des HACCP-Systems und (7) Dokumentation
der MaRRnahmen. Eine vollstindige Umsetzung des HACCP-Plans ist in der Primarproduktion jedoch
noch nicht moglich (Européisches Parlament / Rat, 2004). Dies betrifft insbesondere die Festlegung
kritischer Kontrollpunkte und die Verifikation der Effizienz des HACCP-Systems (Bundesinstitut fur
Risikobewertung, 2005; Cerf, Donnat, & Working, 2011). Die in der Primarproduktion zur Verfligung
stehenden Kontrollpunkte erfiillen in verschiedener Hinsicht nicht die Charakteristika eines CCP. So
ist beispielsweise die Uberwachbarkeit der Kontrollpunkte nicht gegeben, da mikrobiologische
Untersuchungen hierflir zu zeitaufwandig sind, und es fehlen wirksame GegenmaRnahmen, die bei
Grenzwertilberschreitungen ergriffen wiirden. Die Verordnungen der Europadischen Union sehen
daher ein flexibles System zur Entwicklung strukturierter spezifischer PraventionsmalRnahmen vor,
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das sich an einzelnen HACCP-Grundsatzen orientiert, aber keine vollstandige Umsetzung des Systems
darstellt (Européisches Parlament / Rat, 2004).

Neben den grundlegenden Standards der Guten Hygienepraxis und dem HACCP-Konzept nennt die
wissenschaftliche Literatur eine dritte Ebene, das Risiko-basierte Sicherheitsmanagement (Membre &
Guillou, 2016). Dieses folgt einer vorausgegangenen Risikobewertung. Die Methoden der
Risikobewertung sind auf wissenschaftlicher und landwirtschaftlicher Ebene jedoch zwangslaufig sehr
unterschiedlich.

8.2 Wissenschaftliche Risikobewertung

Um gezieltere Mallnahmen zur Pravention bakterieller und viraler Lebensmittelkontaminationen
entwickeln zu kénnen, ist eine differenziertere Kenntnis des quantitativen Beitrages verschiedener
Kontaminationswege zur mikrobiellen Gesamtbelastung eines Produktes zum Zeitpunkt des Verzehrs
erforderlich. Aufschluss (iber den Anteil eines Eintragsweges am Gesamtrisiko kann die
mikrobiologische  Risikobewertung  geben  (Microbiological  Risk  Assessment, = MRA).
Risikomanagement sollte daher auf Basis einer vorangegangenen Risikobewertung erfolgen,
empfiehlt die WHO in ihren Working principles for risk analysis (WHO, 2007).

Eine Expositionsbeurteilung ist nach Definition von Lammerding und Fazil eine Abschatzung der
Wahrscheinlichkeit, dass ein Individuum oder eine Population einer mikrobiellen Gefahrdung
ausgesetzt wird und in welchem Male sie exponiert wird (Lammerding & Fazil, 2000). Zur
Einschatzung der Exposition werden Eintrag und Persistenz humanpathogener Mikroorganismen
entlang der Produktions- und Verarbeitungskette von den Kontaminationsquellen bis zum Verzehr
modelliert. Durch Berechnung des mikrobiellen Ein- und Austrages (input / output) in jeder Phase der
Produktion und Verarbeitung, quantifiziert dieses Ubertragungsmodell die Pathogenbelastung des
Endproduktes und die Exposition des Konsumenten (Abb. 11). Ein- und Austrag sind jedoch aufgrund
der hohen Prozess-inhdrenten Variabilitdat meist nicht exakt anzugeben.

Initial stage Intermediary stages Final stage

»
>

A
Y

o
4

A

P
Primary initial 1*' basic n basic Consump
production = Co = process | = Cou .. Cn ™ process = o = tion = Exposure

i | i |

Parameters Parameters Parameters Parameters
(e.g. herd size...) (e.g. growth rate...) (e.g. cooking temperature...) (e.g. size of meals...)

Abb. 11: Mikrobielles Ubertragungsmodell (infout) in den aufeinanderfolgenden Phasen einer
Lebensmittelproduktions- und verarbeitungskette. P = Pravalenz oder Haufigkeit, C = Kontamination des
Produktes (Europaische Kommission, 2003).

Die einem Modell zugrunde liegenden Daten zum mikrobiellen Ein- und Austrag kdnnen
unterschiedlichen Ursprungs sein (Europaische Kommission, 2003):
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a) Monitoring,
b) experimentelle Datenerhebung oder
c¢) mathematische Modellierung.

Im Folgenden werden exemplarisch zwei Modelle zur quantitativen Risikobewertung in der
Produktion frischer Produkte vorgestellt, die auf Monitoringdaten (a) und experimentell erhobenen
Daten (b) basieren.

a) Ein auf Monitoringdaten von Maunula et al. und Kokkinos et al. basierendes
Risikobewertungsmodell erlaubt die Quantifizierung des Beitrages verschiedener
Kontaminationsquellen zur Belastung von Salat, Himbeeren und Erdbeeren mit humanen Adeno-
viren, Hepatitis-A-Viren und Noroviren zum Zeitpunkt des Verkaufs (Bouwknegt et al., 2015; P.
Kokkinos et al., 2012; Maunula et al.,, 2013). In das Modell wurden sechs verschiedene
Produktionsketten mit jeweils bis zu sechs potentiellen Kontaminationswegen (Bewdsserung,
Erntearbeiter, Verarbeiter, Abspiilen und Férderband) einbezogen (A — F, Tab. 2). Die Bewertung
des quantitativen Beitrages der modellierten Ubertragungswege zur gesamten Erregerlast ergab,
dass der Kontakt mit Handen eine gréRere Kontaminationsgefahr birgt als die Bewasserung. Der
Handhygiene von Erntekrdaften und Verarbeitern sollte demnach bei der Vorbeugung viraler
Kontamination von Salaten und Beeren hochste Prioritdt gegeben werden (siehe auch Kapitel 6
und 7). So kann eine quantitative Risikobewertung zu einer gezielteren Pravention beitragen.

Tab. 6: Potentielle mikrobielle Kontaminationswege, modelliert fiir sechs Produktionssysteme (A — F). Die
angegebenen Daten stammen aus Beobachtungsstudien von Kokkinos et al. und Maunula et al. (Bouwknegt et
al., 2015; P. Kokkinos et al., 2012; Maunula et al., 2013). Die Werte sind in Anzahl kontaminierter
Proben/Gesamtzahl der Proben angegeben.

Chain Product Irrigation Harvesters Food handlers Rinsing Conveyor belt Consumption & dose-response
A Romaine lettuce | | | |
hAdv: 17/22 hAdV: 31/87 hAdV: 2/6
NoV: 1/5 Nov: 1/12 NoV: na*
B Butterhead lettuce u u u
hAdV: 0/17 hAdV: 3/66
C Butterhead lettuce | | |
hAdV: 0/22 hAdV: 1/86
HAV: 0,20 HAV: 2/87
D Raspberries® ] [ ]
hAdV: 1/51 hAdV: 0/15
E Raspberries® [ ] [ ]
hAdV: 4/64 hAdV: 0/24
F Strawberries” ]
hAdV: 1/60

(a) Nicht verfugbar. (b) Keine Angabe zu Konsum und Dosis-Wirkungsbeziehung, da in diesen Produktionsketten
keine humanpathogenen Viren gefunden wurden und daher nur humane Adenoviren modelliert wurden.
NoV=Norovirus, hAdV=humanes Adenovirus, HAV=Hepatitis-A-Virus.

b) Ein Beispiel flir eine quantitative Risikobewertung auf Basis experimentell erhobener Daten ist
das 2005 publizierte Modell von Stine et al. (Scott W Stine, Song, Choi, & Gerba, 2005a).
Modelliert wurde die mikrobielle Kontamination durch die Bewdsserung. Das Wasser wurde dazu
mit nicht-pathogenen Surrogatorganismen (dem Coliphagen PRD 1 und E. coli ATCC 25922)
inokuliert. Zwei Bewdsserungstechniken (Furchen- und unterirdische Trépfchenbewasserung)
wurden in Kombination mit verschiedenen zeitlichen Abstidnden zwischen Bewdsserung und
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Ernte (1 und 14 Tage) an drei Kulturarten (Cantaloupe-Melone, Eisbergsalat und Paprika)
untersucht. Ausgehend von dem Grenzwert der US-Umweltschutzbehorde fir ein akzeptables
Infektionsrisiko durch Trinkwasser (1:10.000) wurde berechnet, welche Erregerkonzentration im
Wasser zu einem jahrlichen Risiko von 1:10.000 fiir eine Hepatitis-A- oder Salmonelleninfektion
fihren wirden (Abb. 12). Risikobewertungssysteme dieser Art konnen als Grundlage zur
Entwicklung von Standards fiir enterische Pathogene im Bewdsserungswasser dienen.

Der beschriebene Inokulationsversuch stellt darliber hinaus einen methodischen Ansatz dar, wie
die Ubertragung und Persistenz humanpathogener Erreger im Verlauf des Produktions- und
Verarbeitungsprozesses verfolgt werden kann. Beim Fachgesprach Aufkommen von
humanpathogenen Keimen bei frischem Obst und Gemiise am 30.06.2015 in Rheinbach war dies
als Thema fiir die Ausschreibung eines Forschungsprojektes vorgeschlagen worden (Jaenicke &
Kriesemer, 2015).

Schritte der Risikobewertung Annahmen

Jahrliches Infektionsrisiko 1:10.000

Menge konsumierter Frischeprodukte Bereinigter jdhrlicher Pro-Kopf-Verbrauch

(4416,5g)

Anteil auf die Produkte ibertragener Mittelwert: 7,0x 10°%

humanpathogener Erreger Maximum: 1,1x 10%

Mikrobielle Persistenz (Vorerntephase) Keine Inaktivierung oder Wachstum

Mikrobielle Persistenz (Nacherntephase) Berechnung abgestorbener / inaktivierter
l Erreger anhand einer Zerfallsrate von 0,35

Salmonellen-Konzentration im Bewdsserungswasser, die zu einem Infektionsrisiko von 1:10.000 fiihrt

— Keine Verringerung der mikrobiellen Belastung 1,5 x 102 (durchschnittlicher Transfer)

vor der Ernte
9,1 x 10* (maximaler Transfer)

=— Abnahme der mikrobiellen Belastung iiber 14 Tage 4,2 x 10° (durchschnittlicher Transfer)

vor der Ernte
2,6 x 10° (maximaler Transfer)

Abb. 12: Berechnung der Salmonellenkonzentration im Bewasserungswasser (Furchenbewdsserung), die zu

einem jahrlichen Infektionsrisiko von 1:10.000 fihrt. Dargestellt sind die Schritte der Risikobewertung (links)

und die zugrundeliegenden Annahmen (rechts). Die Konzentrationen sind fir eine Ernte einen Tag (keine

Verringerung der Keimbelastung) bzw. 14 Tage nach der Bewésserung (verringerte Keimlast) berechnet (Scott
W Stine et al., 2005a).

8.3 Risikobewertung und -management in der Praxis

Um wahrend der Produktion gegebenenfalls GegenmaRnahmen ergreifen zu kénnen, muss auch der

Produzent selbst in der Lage sein, ein erhdhtes Kontaminationsrisiko rechtzeitig zu erkennen. Im

Fachgesprach 2015 war daher die Entwicklung von Kriterien zur Risikoeinschatzung durch den
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Produzenten gefordert worden (Jaenicke & Kriesemer, 2015). Die aktuellen Leitlinien empfehlen den
Anbauern bereits, Systeme zur Risikobewertung des verwendeten Wassers (siehe Abschnitt 7.1.6)
und tierischer Diingemittel (siehe Abschnitt 7.1.5) zu implementieren (QS-GAP, 2017).

Im Marz 2017 hat ein international zusammengesetztes Expertengremium der Frischwarenindustrie
einen Ansatz zur Risikobewertung durch den Anbauer vorgestellt (Monaghan et al.,, 2017).
Anwendungsbereich des Systems ist der Anbau frischer Produkte, insbesondere von Blattgemuse.
Eine Risikobewertung durch den Produzenten entspricht nicht der Begriffsdefinition der Codex
Alimentarius Commission (FAO, 1999) und unterscheidet sich zwangsldufig von den oben
beschriebenen Risikobewertungsmodellen. So ist in der Primarproduktion nur eine qualitative statt
einer quantitativen Risikobewertung realisierbar, da die hierzu erforderlichen Daten nur sehr
begrenzt erhoben werden kdnnen. Zudem kann der Produzent weder die Gefahr, noch das Risiko
spezifisch charakterisieren (Monaghan et al., 2017). Das Expertengremium hat dennoch versucht, die
vom CAC definierten Prinzipien der Risikobewertung (FAO, 1999) in sein System einzubeziehen. Der
Produzent kann dieses System zur Risikobewertung und -beherrschung in vier Schritten anwenden:

e Identifizierung der Gefahrdung aus verfligbaren Informationsquellen.

e Beurteilung der Exposition: Wie wahrscheinlich ist es, dass die mikrobielle Kontamination eines
Produktes wahrend der Vorerntephase eine Konzentration erreicht, die zum Zeitpunkt des
Verzehrs gesundheitsgefahrdend ware.

e Beurteilung der Gegenmalinahmen: Mit welcher Wahrscheinlichkeit wird eine einzelne
Intervention wahrend der Produktionsphase die mikrobielle Kontamination des Produktes
reduzieren?

e Beurteilung der Exposition nach Durchfiihrung der MalRnahme: Wie wahrscheinlich ist es, dass
nach Durchfiihrung einer oder mehrerer GegenmalRinahmen die mikrobielle Kontamination eines
Produktes so hoch ist, dass sie zum Zeitpunkt des Verzehrs gesundheitsgefahrdend waére.

In drei beispielhaften Szenarien wird die Anwendung dieser vier Fragestellungen dargestellt. In den
ersten beiden Szenarien ist eine offene Wasserquelle gegeben. Im ersten Szenario besteht keine
Moglichkeit der Wasserbehandlung; im zweiten Szenario wird das Vorhandensein einer UV-C-
Aufbereitungsanlage angenommen. Das letzte Szenario geht von einer allgemeinen fakalen
Kontaminationsgefahr aufgrund mangelhafter Hygiene der Erntearbeiter aus.

Beurteilt wird die potentielle Exposition der Produkte gegeniliber humanpathogenen Erregern
(vernachldssigbar, sehr gering, gering / mittel, hoch, sehr hoch) und die Wirksamkeit der
Gegenmalnahmen (teilweise wirksam / wirksam). Ein Eingreifen des Produzenten ist dann
erforderlich, wenn die potentielle Exposition der Produkte als mittel, hoch oder sehr hoch und die
Gegenmalinahme als nur teilweise wirksam beurteilt wird.

Eine Risikobewertung durch den Produzenten, einschliefllich des vorgestellten Systems, hat jedoch
Schwachen. Der entscheidende Kritikpunkt ist, dass der Produzent seine Risikobewertung meist nur
auf Annahmen statt auf Evidenz stiitzen kann. Dies hat verschiedene Griinde. Zum einen liegen zu
den Effekten mehrerer kombinierter GegenmalRnahmen kaum aussagekraftige Studienergebnisse
vor. Zum anderen richten sich wissenschaftliche Publikationen in der Regel nicht an Risikomanager
kleiner oder mittlerer Anbaubetriebe und bleiben daher ungenutzt. Die Autoren empfehlen daher,
Forschungsergebnisse, die eine genauere Einschatzung der mikrobiellen Belastung von Obst- und
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Gemisekulturen ermoglichen, zusammenzufassen und zu Ubersetzen, um sie Primarproduzenten
zuganglich zu machen (Monaghan et al.,, 2017). Dies wirde eine stdrker Evidenz-basierte
Risikobewertung und -beherrschung in der gartenbaulichen Praxis ermoglichen.

Eine fiir die Produzenten aufwindigere Alternative wire die Etablierung einer breiten Uberwachung
mikrobieller Indikatoren. Als Indikator fakaler Verunreinigungen empfiehlt die EFSA E. coli.
Gleichzeitig betont sie jedoch die Notwendigkeit standardisierter Probenahmeverfahren sowie einer
soliden Datengrundlage. Erst wenn diese bestehen, kénnen Hygienekriterien fir das Monitoring
festgelegt werden (Monaghan et al., 2017).

Neue Moglichkeiten im Bereich der Risikobewertung eroéffnet die zunehmende Verbreitung von
Hochdurchsatztechniken und Big Data-Analysen. So lassen sich beispielsweise die Ergebnisse
mikrobiologischer Untersuchungen differenzierter mit dem Verlauf verschiedener Kulturbedingungen
korrelieren. Auf diese Weise kdnnte die bendtigte Evidenz fir eine fundierte Bewertung und
Handhabung mikrobieller Risiken in der Produktion frischer Produkte generiert werden (Monaghan
et al., 2017).

8.4 Mikrobiologische Kriterien

Ein wichtiges Instrument in Risikobewertung und -management der Lebensmittel produzierenden
und verarbeitenden Industrie soll an dieser Stelle kurz vorgestellt werden: Die mikrobiologischen
Kriterien (CAC, 2013; Europadische Kommission, 2005). Zu den mikrobiologischen Kriterien gehéren
Lebensmittelsicherheitskriterien, die zur Beurteilung der mikrobiologischen Sicherheit eines
Endproduktes dienen, und Prozesshygienekriterien, die eine Uberpriifung der Prozesshygiene
ermoglichen. Die EFSA empfiehlt die Etablierung von Prozesshygienekriterien fir die
Produktionsprozesse von Blattgemisearten, um auf dieser Basis die Good Agricultural Practices
(GAP) und die Good Hygiene Practices (GHP) validieren zu kénnen (EFSA Panel on Biological Hazards,
2014). Bislang fehlen diese in den entsprechenden EU-Verordnungen. Nach Definition der Codex
Alimentarius Commission bestehen mikrobiologische Kriterien aus einem Grenzwert fiir einen
festgelegten nachzuweisenden Mikroorganismus und dem Lebensmittel, Prozess oder
Hygienekontrollsystem, auf das sich das mikrobiologische Kriterium bezieht (CAC, 2013). Daneben
beinhaltet es aber auch einen definierten Zweck, einen (Zeit-)Punkt in der Prozesskette, einen
Probenahmeplan, eine mikrobiologische Nachweismethode sowie statistische Analysemethoden
(CAC, 2013).
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9 Mikrobiologische Nachweismethoden

Fir den qualitativen und quantitativen Nachweis bakterieller und viraler Humanpathogene in
Lebensmitteln sind verschiedene methodische Ansatze entwickelt worden. Nachfolgend werden

e klassische Methoden (siehe Abschnitt 9.1),

e PCR-basierte Methoden (siehe Abschnitt 9.2),

e Methoden der Hochdurchsatz-Sequenzierung (siehe Abschnitt 9.3),
o DNA-Microarray-Methoden (siehe Abschnitt 9.4),

e immunologische Methoden (siehe Abschnitt 9.5) und

e Biosensor-basierte Methoden (siehe Abschnitt 9.6)

insbesondere zum Nachweis von Salmonellen und Noroviren vorgestellt und hinsichtlich ihrer Vor-
und Nachteile bewertet.

Sofern verfligbar, werden die von den zustdndigen Normungsgremien, dem Deutschen Institut fir
Normung (DIN), dem Europdischen Komitee fiir Normung (Comité Européen de Normalisation, CEN)
und der Internationalen Organisation fiir Normung (Organization for Standardization, 1SO),
validierten Standardmethoden angegeben.

9.1 Klassische Methoden

Die klassischen mikrobiologischen Methoden beruhen auf dem kulturellen Nachweis von
Infektionserregern. Zum Nachweis von Salmonellen in pflanzlichen Lebensmitteln steht die neu
herausgegebene Methode DIN EN ISO 6579-1:2017-07 zur Verfligung. Die Methode besteht aus vier
Schritten: (1) Der Voranreicherung in einem nicht selektiven, fliissigen Medium, (2) der Anreicherung
in/auf selektiven Medien, (3) der Ausplattierung auf festen Selektivmedien und (4) der Bestatigung
der Identitat durch biochemische und serologische Untersuchungen einer Subkultur vermuteter
Salmonellen (DIN EN ISO 6579-1:2017-07, Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Horizontales
Verfahren zum Nachweis, zur Zéhlung und zur Serotypisierung von Salmonellen - Teil 1: Nachweis von
Salmonella spp.).

Vorteile der klassischen Methoden: Die kulturbasierten konventionellen Isolations- und
Nachweismethoden sind weltweit anerkannte Standardmethoden. Sie zeichnen sich durch
Verlasslichkeit, Sensitivitdit flir den Zielorganismus und eine breite Anwendbarkeit bei
unterschiedlichen Lebensmittelmatrices aus (Yeni, Acar, Polat, Soyer, & Alpas, 2014).

Nachteile der klassischen Methoden: Gleichzeitig erfordern die klassischen Methoden eine
umfangreiche Laborausstattung, groBe Mengen von Kulturmedien und einen vergleichsweise hohen
Zeitaufwand von mehreren Tagen zum Nachweis des Zielorganismus (Yeni et al., 2014). Probleme
ergeben sich bei nicht-kultivierbaren Erregern und Sporen bzw. VBNC-Stadien. Fiir Viren existieren
keine Kultur-basierten Nachweismethoden.

9.2 PCR-basierte Methoden

9.2.1 Klassische Polymerasekettenreaktion

Der Erregernachweis mit Hilfe der klassischen Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction,
PCR) beruht auf der Amplifikation pathogenspezifischer Nukleinsduresequenzen (Mullis et al., 1986).
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Fir die Amplifikation werden neben der Original-DNA, der DNA-Polymerase und den
Desoxyribonucleosidtriphosphaten (DNA-Bausteinen) zwei spezifische Primer (kurze komplementéare
Oligonukleotide) bendtigt, die auf den beiden Einzelstrangen der DNA jeweils den Startpunkt der
DNA-Synthese markieren. Die Reaktion wird im Thermocycler in mehreren aufeinanderfolgenden
Amplifikationszyklen durchgefiihrt. Die PCR-Produkte koénnen durch gelelektrophoretische
Auftrennung und Vergleich mit einem GrofRenstandard nachgewiesen werden.

Die PCR lasst sich auch mit einer reversen Transkriptase durchfiilhren und wird dann als Reverse
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) bezeichnet.

Werden durch Zugabe mehrerer Primerpaare verschiedene Nukleinsduresequenzen gleichzeitig
amplifiziert, spricht man von einer Multiplex PCR (mPCR). Eine methodische Schwierigkeit stellen bei
der mPCR mogliche Interaktionen zwischen den Primerpaaren dar.

9.2.2 Real-time PCR

Fir den quantitativen Nachweis empfiehlt sich die Real-time PCR (quantitative PCR, gPCR). Die
Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgt durch Fluoreszenzmessung im Thermocycler ohne
vorherige gelelektrophoretische Auftrennung.

Zum Nachweis von Salmonellen in Lebensmitteln ist neben diversen kommerziell verfligbaren
Testkits eine DIN-genormte Real-time PCR-Methode verfiigbar, die DIN 10135:2013-05
(Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln - Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Nachweis
von pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln - Verfahren zum Nachweis von Salmonellen).

Aufgrund ihrer niedrigen Nachweisgrenze (theoretisch ein einziges RNA-Molekiil pro RT-PCR-
Reaktion) ist die quantitative RT-PCR die Methode der Wahl fiir humane Noroviren in Lebensmitteln,
wo die Viruskonzentration in der Regel relativ gering ist. Als Standardmethoden zum Nachweis von
Noroviren mittels quantitativer RT-PCR sind die Methoden EN ISO 15216-1:2017 (Mikrobiologie der
Lebensmittelkette - Horizontales Verfahren zur Bestimmung von Hepatitis-A-Virus und Norovirus
mittels Real-time-RT-PCR - Teil 1: Verfahren zur Quantifizierung) und CEN ISO/TS 15216-2:2013
(Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln - Horizontales Verfahren zur Bestimmung von
Hepatitis A-Virus und Norovirus in Lebensmitteln mittels Real-time-RT-PCR - Teil 2: Verfahren fiir den
qualitativen Nachweis) etabliert.

Vorteile von PCR-Methoden: PCR-Methoden liefern verlassliche, reproduzierbare und spezifische
Ergebnisse (Klein, 2002; Lindstrom et al., 2001). Sie leisten gleichzeitig die Identifikation,
Quantifizierung und Subtypisierung einer Spezies (Girones et al., 2010). Gegeniiber den klassischen
mikrobiologischen Methoden sind sie schneller und ermoglichen die parallele Detektion
verschiedener Humanpathogene (De Boer, Ott, Kesztyls, & Kooistra-Smid, 2010). Die Sensitivitat der
Methode kann durch die Entwicklung neuer Primer und die Verbesserung der Amplifikations- und
Detektionsparameter weiter gesteigert werden (S. Yang et al., 2002).

Nachteile von PCR-Methoden: Die Sensitivitat einer PCR-Methode kann durch die komplexe Matrix
der Lebensmittelprobe, insbesondere durch sogenannte PCR-Inhibitoren, beeintrachtigt sein (Perez
et al.,, 2003). Eine sorgfiltige Isolation und Aufreinigung der DNA bzw. RNA ist daher wichtig;
gegebenenfalls kann auch eine kulturelle Anreicherung der Bakterien erforderlich sein.
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Um einen lebensmittelbedingten Ausbruch zuverldssig auf einen Infektionserreger zurlickzufiihren,
miissen PCR-Ergebnisse (im Falle bakterieller Erreger) durch kulturbasierte Methoden bestatigt
werden.

Die genannte quantitative RT-PCR-Methode zum Nachweis von Noroviren ermdoglicht keine
Unterscheidung zwischen infektiosen und nicht-infektiosen Viren. Dies ergibt sich daraus, dass die
RT-gPCR kurze Nukleinsduresequenzen (von ca. 100 Basen) amplifiziert und detektiert, die sowohl
von einem intakten Virus, als auch von defekten Viren mit partiell intaktem Genom oder von RNA-
Bruchstlicken aus zerfallenen und inaktivierten Viren stammen konnen. Daher besteht grofles
wissenschaftliches Interesse an der Entwicklung von Methoden, die intakte und infektiése Viren von
defekten Viren oder RNA-Bruchstlicken unterscheiden kénnen (Knight, Li, Uyttendaele, & Jaykus,
2012; Marti, Ferrary-Américo, & Barardi, 2017).

9.2.3 Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA)

Im Gegensatz zur PCR erfolgt die Reaktion bei der Nukleinsduresequenz-basierten Amplifikation
(Nucleic acid sequence-based amplification, NASBA) bei gleichbleibender Temperatur (isothermal).
Zur Amplifikation eines einzelstrangigen RNA-Templates werden drei Enzyme verwendet, die T7-
RNA-Polymerase, die RNase H und eine spezifische Reverse Transkriptase (avian myeloblastosis virus
reverse transcriptase). Die Methode bietet sich zum Nachweis humanpathogener Viren mit
einzelstrangigen RNA-Genomen an; mit einem weiteren Zwischenschritt kann aber auch DNA als
Template eingesetzt werden. Wie eine Studie von Simpkins zeigte, kann mittels NASBA mRNA aus
Salmonella enterica spezifisch nachgewiesen und die Lebensfahigkeit der Bakterien untersucht
werden (Simpkins, Chan, Hays, Popping, & Cook, 2000). Auch zum Nachweis von Noroviren ist eine
Reihe von NASBA-Methoden entwickelt worden (Lamhoujeb, Charest, Fliss, Ngazoa, & Jean, 2009;
Patterson et al., 2006).

Vorteile der NASBA: Der geratetechnische Aufwand der NASBA ist vergleichsweise gering.

Nachteil: Wie bei der RT-qPCR ist auch mit der NASBA keine Unterscheidung zwischen infektiosen
und nicht-infektiosen Viren moglich.

9.2.4 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Die Schleifen-vermittelte isothermale Amplifikation (Loop-mediated isothermal amplification, LAMP)
stellt eine alternative Variante der isothermalen Amplifikation dar. Sie arbeitet mit einer
strangversetzenden DNA-Polymerase; dabei kommen vier bis sechs Primer zum Einsatz. Der Name
leitet sich aus den Endprodukten der Reaktion ab, blumenkohlartigen DNA-Strukturen mit vielfachen
Schleifen- und Stamm-Schleifen-Strukturen (loop / stem loop structures, Zhao, Lin, Wang, & Oh,
2014). LAMP- bzw. RT-LAMP-Methoden sind sowohl fir Salmonellen (Ye et al.,, 2011) als fir
Noroviren (Fukuda, Sasaki, & Seno, 2008) entwickelt worden.

Vorteile der LAMP: Bei der LAMP kdnnen wie bei der Multiplex-PCR mehrere DNA-Sequenzen parallel
nachgewiesen werden. Die Quantifizierung der Amplifikationsprodukte kann wie bei der Real-time
PCR optisch erfolgen.

Nachteil der LAMP: Das Primerdesign ist aufwandig und muss softwaregestiitzt entwickelt werden.
Auch die LAMP ermdglicht keine Unterscheidung zwischen infektidsen und nicht-infektidsen Viren.
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9.3 Methoden der Hochdurchsatz-Sequenzierung

9.3.1 Metagenomische Sequenzierung

Die Methoden der Hochdurchsatz-Sequenzierung (Next Generation Sequencing, NGS) kdnnen im
Bereich der Lebensmittelsicherheit zur Analyse des Mikrobioms (metagenomische Sequenzierung)
oder einzelner Erreger (Einzelzell-Sequenzierung) eingesetzt werden. Zur Analyse eines Mikrobioms,
beispielsweise eines Biofilms, wird die DNA der Mikroorganismen aus dem Biofilm isoliert, definierte
(z.B. die 16SrRNA) oder unspezifische Bereiche des Erbguts mithilfe der PCR amplifiziert und die PCR-
Produkte parallel sequenziert. Durch Abgleich der erhaltenen Sequenzen mit Datenbanken kénnen
die Bakterien taxonomisch eingeordnet werden. Die Anzahl identischer Sequenzen gibt zusatzlich
Auskunft Gber die Haufigkeit eines Bakteriums in einer Probe (Frontzek, 2015).

Bei den Methoden zur Charakterisierung des viralen Metagenoms besteht allerdings noch
Entwicklungsbedarf. Aw hat 2016 erstmals eine Methode zur metagenomischen Analyse des Viroms
von Salatpflanzen publiziert (Aw, Wengert, & Rose, 2016).

Vorteile der metagenomischen Sequenzierung: Die Probenahme ist einfach (Gewinnung eines
Abstrichs), eine vorherige Anreicherung ist nicht erforderlich. Der Probendurchsatz ist hoch, der
Zeitaufwand gering. Die Methode erlaubt funktionale und taxonomische Analysen. Die gute
Lagerfahigkeit der Proben erleichtert Verlaufskontrollen. Inzwischen stehen giinstige Gerdte zur
Verfligung, so dass diese Analysen auch fir die Frischwarenindustrie infrage kommen. Den gréBten
Vorteil bietet jedoch die hohe analytische Sensitivitdt der Methode (Frontzek, 2015).

Nachteile der metagenomischen Sequenzierung: Viele der identifizierten Mikroorganismen sind oft
noch unbekannt. Die Datenauswertung erfordert bioinformatische Expertise (Ercolini, 2013).

9.3.2 Einzelzell-Sequenzierung

Einzelzell-Genomik (single cell genomics) bedeutet, dass die DNA einer einzigen Zelle sequenziert
wird. Dazu werden die Zellen vereinzelt, lysiert und die gewonnene DNA unter Verwendung der
LAMP-Polymerase sowie von random-Hexamer-Primern amplifiziert (Bayer & Hentschel, 2012). Die
amplifizierten DNA-Sequenzen stehen anschlieBend fir die Hochdurchsatz-Sequenzierung zur
Verfligung.

Vorteile der Einzelzell-Sequenzierung: Die Einzelzell-Genomik ermdglicht erstmalig das Erfassen der
exakten genomischen Information einer einzelnen Bakterienzelle.

Nachteile der Einzelzell-Sequenzierung: Bei der Vereinzelung der Bakterienzellen kann es zu
Verunreinigungen mit Fremd-DNA kommen. Eine Beschadigung der DNA wdhrend der Lyse kann zum
Verlust genetischer Information fiihren.

9.3.3 DNA-Barcoding

Mit Hilfe des DNA-Barcoding kénnen Bakterien und Viren anhand der DNA-Sequenz eines
molekularen Markers bestimmt werden. Die Bezeichnung Barcoding stammt von der Darstellung der
Basensequenz in Form eines Strichcodes. Aus den Lebensmittelproben wird zunachst die DNA
extrahiert. AnschlieRend wird der molekulare Marker isoliert, mittels PCR amplifiziert und
sequenziert. Die taxonomische Bestimmung erfolgt durch Abgleich der Markersequenz mit einer
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Datenbank. In der Lebensmittelindustrie wird die Methode bislang vor allem zur
Herkunftsbestimmung von Fisch und Meeresfriichten angewendet.

Vorteile des DNA-Barcoding: Die Methode ist sensitiv, schnell, kostengiinstig, teils automatisierbar
und bei einem breiten Spektrum von Ausgangsmaterialien einsetzbar (Galimberti et al., 2015).

Nachteile des DNA-Barcoding: Die Performance des DNA barcoding ist stark von der molekularen
Variabilitat der Organismen beeinflusst (Galimberti et al., 2015).

9.4 DNA-Microarray-Methoden

Die DNA-Microarray-oder DNA-Chip-Technologie basiert auf der komplementdren Bindung der
Proben-DNA an bekannte Nukleinsduresequenzen (Gensonden), die auf einem Plastik- oder
Glasplattchen (Microarray) immobilisiert sind. Die DNA aus den Lebensmittelproben wird zunachst
extrahiert und bei der darauf folgenden Amplifikation markiert. Nach der Hybridisierung wird
automatisiert detektiert, an welchen Positionen auf dem Array die markierten Amplifikate gebunden
haben. Die Kombination der detektierten DNA-Fragmente gibt Aufschluss (iber die Art des Erregers
(Schubert & Wieser, 2013). Zur Detektion von Lebensmittelerregern wie Salmonellen (Chiang et al.,
2006) und Noroviren (Pagotto, Corneau, Mattison, & Bidawid, 2008) sind verschiedene DNA-
Microarray-Methoden entwickelt worden.

Vorteile der DNA-Microarray-Methoden: Die Microarray-Technik erlaubt den parallelen Ablauf einer
grolRen Zahl spezifischer Nachweisreaktionen bei relativ geringem Aufwand (Schubert & Wieser,
2013).

Nachteile der DNA-Microarray-Methoden: Die Kosten fir Material und Gerate sind relativ hoch
(Schubert & Wieser, 2013).

9.5 Immunologische Methoden

Der immunologisch basierte Nachweis von Infektionserregern in Lebensmittelproben macht sich die
spezifische Bindung eines Antikorpers an sein Antigen zu Nutze. Die Sensitivitdt und Spezifitat einer
immunologischen Methode werden von der Bindungsstirke zwischen Antikorper und Antigen
bestimmt.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Der Enzyme-linked immunosorbent assay ist die verbreitetste immunologisch basierte Methode zur
Detektion von Lebensmittelkeimen. Die effektivste Variante ist der Sandwich ELISA mit zwei
Antikorpern (Zhao et al., 2014). Der erste Antikorper wird in der Regel in den Vertiefungen der
Mikrotiterplatte immobilisiert. Bei Zugabe der Probe bindet das Zielantigen an den immobilisierten
Antikorper, an das im darauf folgenden Schritt ein zweiter, Enzym-konjugierter Antikorper bindet.
Der qualitative und quantitative Nachweis erfolgt durch Zugabe eines farblosen Substrates, das durch
das gebundene Enzym in einen Farbstoff umgesetzt wird (G. Zhang, 2013). Fiir Salmonellen sind
sowohl in der wissenschaftlichen Literatur, als auch von kommerziellen Anbietern ELISA-Methoden
verflgbar (Mansfield & Forsythe, 2001, z.B. www.eurofins.de). Auch zur immunologischen Detektion
von Noroviren ist eine Reihe von Testkits kommerziell verfligbar (z.B. www.r-biopharm.com oder
www.oxoid.com).
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Vorteile des ELISA: Der ELISA ist schnell, robust und spezifisch. Die Methode kann nicht nur
Bakterienzellen, sondern auch Sporen, Viren und Toxine nachweisen (lgbal et al.,, 2000). Der
Probendurchsatz ist hoch; eine Automatisierung ist technisch moglich.

Nachteile des ELISA: Immunologische Methoden sind fiir Bakterien weniger spezifisch und sensitiv als
Nukleinsdure-basierte Nachweistechniken. Es kdnnen falsch negative und falsch positive Ergebnisse
(Kreuzreaktionen mit strukturell verwandten Antigenen) vorkommen. Die Proben missen
angereichert werden (G. Zhang, 2013; Zhao et al., 2014).

Weitere spezifische Nachteile bestehen bei ELISA-Methoden zum Nachweis von Noroviren: Zum
einen weisen humane Noroviren eine hohe Diversitat ihrer Antigenausstattung auf. Dies erschwert
die ldentifikation konservierter antigener Epitope zur Antikérperentwicklung, weshalb fiir einen
ELISA meist Antikorper-Mischungen verwendet werden. Trotzdem kommt es zu falsch negativen
Ergebnissen, da damit nicht alle Genotypen erfasst werden (Kele, Lengyel, & Deak, 2011). Zum
anderen kénnen die Assays nicht zwischen infektidosen Viruspartikeln, leeren Capsiden und freiem
Antigen unterscheiden (Hardy, White, Ball, & Estes, 1995). Ergebnisse von ELISA- und RT-gPCR-
Methoden, die Erreger-RNA spezifisch amplifizieren und quantifizieren, stimmen daher haufig nicht
Uberein (Costantini et al., 2010). Daruber hinaus sind ELISA-Methoden mit einer Nachweisgrenze von
10° Partikeln zu wenig sensitiv, um Noroviren in Lebensmittelproben ohne Aufkonzentration
nachzuweisen. Daher dient die Methode nur zur vorlaufigen Identifikation eines Ausbruchserregers,
nicht jedoch als diagnostisches Instrument.

9.6 Biosensor-basierte Methoden

Biosensoren sind analytische Gerate, die aus zwei Hauptkomponenten aufgebaut sind: Einem
Biorezeptor und einem Umwandler. Der Biorezeptor, der den Zielanalyten erkennt, kann ein
biologisches Molekil (Enzym, Antikorper, Nukleinsdure oder Rezeptor), ein biologisch gewonnenes
Molekiil (Aptamer oder rekombinanter Antikdrper) oder eine biomimetische Substanz sein
(molekular gepragtes Polymer oder synthetischer Katalysator) sein. Der Umformer wandelt
biologische Interaktionen zwischen Zielanalyt und Biosensor in messbare elektrische Signale um
(Zzhao et al., 2014).

Zum Nachweis von Lebensmittelkeimen werden heute (berwiegend optische, aber auch
elektrochemische Biosensoren eingesetzt (G. Zhang, 2013; Zhao et al., 2014).

9.6.1 Optische Biosensoren

Unter den optischen Biosensoren wird im Bereich der mikrobiellen Lebensmittelsicherheit vor allem
der Oberflaichenplasmonresonanzsensor (surface plasmon resonance, SPR) verwendet, da er eine
hohe Empfindlichkeit besitzt. Bei der SPR werden die Biorezeptoren auf einer Metalloberflache
immobilisiert. Die elektromagnetische Strahlung einer bestimmten Wellenlange interagiert mit der
Elektronenwolke der Metalloberfliche und erzeugt eine starke Resonanz. Bindet ein
humanpathogener Erreger an die Metalloberfldache, so andert sich ihr Brechungsindex und somit die
Wellenldnge, die fur eine Elektronenresonanz erforderlich ist (G. Zhang, 2013; Zhao et al., 2014).

Vorteile optischer Biosensoren: Optische Biosensoren bieten eine hohe Sensitivitadt, einen Echtzeit-
oder anndhernden Echtzeitnachweis und einen markierungsfreien Nachweis (Mandal, Biswas, Choi,
& Pal, 2011; G. Zhang, 2013).
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Nachteile optischer Biosensoren: Die Kosten dieser Technik sind relativ hoch (Mandal et al., 2011; G.
Zhang, 2013).

9.6.2 Elektrochemische Biosensoren

Je nach Parameter, anhand dessen die Antigen-Biorezeptor-Interaktion gemessen wird, lassen sich
elektrochemische Biosensoren weiter unterscheiden in amperometrische (Strom), impedimetrische
(Impedanz), potentiometrische (Spannung) und konduktometrische Biosensoren (Leitfahigkeit,
Zhang, 2013).

Zum Nachweis von Lebensmittelkeimen kommt als Umwandlungstechnik vor allem die
elektrochemische Impedanzspektroskopie zum Einsatz.

Fir Salmonellen sind bereits verschiedene Nachweismethoden mit Hilfe elektrochemischer
Biosensoren beschrieben worden (Ma et al., 2014). Hong beschreibt in seiner 2015 erschienen
Publikation auch eine elektrochemische Biosensor-Methode zum Nachweis von Noroviren (Hong,
Kwon, Kim, & Yang, 2015).

Vorteile elektrochemischer Biosensoren: Das automatisierte Verfahren ermoglicht einen hohen
Probendurchsatz und einen markierungsfreien Erregernachweis (Mandal et al.,, 2011; G. Zhang,
2013).

Nachteile elektrochemischer Biosensoren: Die Methoden besitzt eine geringe Spezifitat, kann von der
Probenmatrix beeintrachtigt sein und beinhaltet viele Waschschritte (Mandal et al., 2011; G. Zhang,
2013).

9.7 Zusammenfassung

Die klassischen, kulturbasierten mikrobiologischen Methoden sind selektiv, aber mit einem hohen
Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden. Da eine rasche Identifikation bakterieller und viraler
Krankheitserreger sowohl in der medizinischen Diagnostik, als auch im Bereich der
Lebensmittelsicherheit von entscheidender Bedeutung ist, wird die Neu- und Weiterentwicklung
schneller Nachweismethoden laufend vorangetrieben (Tab. 7). Neben einem verminderten
Zeitaufwand werden weitere Anforderungen an die neu entwickelten mikrobiologischen
Nachweistechniken gestellt. Dazu zédhlen

eine hohere Spezifitat,

ein hoher Probendurchsatz,

eine erhohte Verlasslichkeit,

eine breite, internationale Anwendbarkeit,

das Vorhandensein von Protokollen, die eine Standardisierung erlauben und

vk wN e

6. moglichst geringe Kosten.
Nukleinsdure-basierte Methoden, wie PCR und gPCR, haben eine hohe Sensitivitdit und werden
haufig zum Nachweis von Lebensmittelkeimen eingesetzt. Sie erfordern jedoch geschultes Personal
und eine spezielle instrumentelle Ausstattung. Mit Hilfe alternativer Nukleinsdure-basierter
Methoden, wie etwa NASBA und LAMP, kénnen nicht nur die Erreger, sondern auch ihre Toxine
nachgewiesen werden. Diese Methoden sind zudem relativ kostenglinstig, da sie keinen
Thermocycler erfordern. Die Anwendungsmoglichkeiten des High-throughput Sequencing in der
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Detektion von Lebensmittelkeimen bieten den Vorteil einer hohen analytische Sensitivitat und einer
hohen Leistungsfahigkeit; sie erfordern gleichzeitig aber eine teure Ausstattung und geschultes
Personal. Daneben sind verschiedene biosensorbasierte Methoden zum Nachweis von
Humanpathogenen aus Lebensmittelproben entwickelt worden. Sie zeichnen sich vor allem durch
ihre hohe Geschwindigkeit und ihre geringen Kosten aus. Biosensorbasierte Methoden sind leicht zu
bedienen und erfordern kein geschultes Personal. Eine vorherige Probenanreicherung ist nicht
notwendig. Die Technik ist jedoch stéranfallig fir Einflisse der Lebensmittelmatrix und erfordert in
diesem Bereich methodische Verbesserungen. Immunologische Methoden, wie der ELISA, werden
ebenfalls zum Nachweis bakterieller Humanpathogene und ihrer Toxine eingesetzt. Die Qualitat der
Ergebnisse kann aber durch andere Zellen, DNA oder Proteine in der Probe beeintrachtigt werden.
Zur Bestatigung von Untersuchungsergebnissen werden die Methoden vielfach kombiniert. Die
Identifikation der effizientesten und prazisesten Methodenkombination erfordert jedoch weitere
Untersuchungen (Law, Ab Mutalib, Chan, & Lee, 2015).

Besonderer Entwicklungsbedarf besteht bei den Methoden zum Nachweis von Noroviren, da die
Standardmethoden nicht zwischen infektidsen und nicht-infektidsen Viren differenzieren kénnen. Die
Methodenentwicklung wird derzeit intensiv vorangetrieben, um die Belastung von Lebensmitteln mit
infektiosen Erregern bestimmen und Methoden zur Inaktivierung von Viren auf ihre Wirksamkeit
prifen zu konnen (Knight et al.,, 2012). Verschiedene PCR-Methoden befinden sich in der
Entwicklung, die unter anderem auf Zellkultur oder Vorbehandlungen basieren, z.B. durch Zusatz von
DNasen und RNasen (Marti & Barardi, 2016; Marti et al., 2017; Randazzo, Lopez-Galvez, Allende,
Aznar, & Sanchez, 2016).

Tab. 7: Charakteristika mikrobiologischer Nachweismethoden (Mandal et al., 2011)

Methode Nachweisgrenze Zeitaufwand Spezifitdt der
(KbE mL!oder g) Methode
Klassische Methoden 1 1-3Tage gut
Impedimetrie 1 6 — 24 Std. moderat / gut
Immunologische 10* 1-2Std. moderat / gut
Methoden
Nukleinsdaure-basierte 103 6 —12 Std. Sehr gut
Assays

9.8 Standardisierung von Probenahme und Probenaufbereitung

Wie in den vorangegangenen Abschnitten aufgefiihrt, stehen zum Nachweis der wichtigsten
Lebensmittel-assoziierten Erreger etablierte, von Normungsgremien validierte und weltweit
verbreitete Standardmethoden zur Verfligung. Dazu zdhlen sowohl klassische Kultur-basierte
Verfahren als auch PCR-Methoden (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014). Neben der
Standardisierung der Nachweismethoden empfiehlt das Panel on Biological Hazards der EFSA auch
eine Harmonisierung der Probenahme und Probenaufbereitung (EFSA Panel on Biological Hazards,
2014). Bislang fehlen international anerkannte Leitlinien zu Zeitpunkt und Methode der Probenahme
von Blattgemiise sowohl fiir die Primarproduktion im Gewéachshaus oder auf dem Feld als auch fir
die Weiterverarbeitung in der Frischwarenindustrie. Ebenso fehlen Leitlinien zur Probenaufbereitung
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und zur Gewinnung einer fir die gesamte Pflanze reprdsentativen Probe. Durch Einflihrung
international anerkannter Standards lieBe sich die Vergleichbarkeit von Ergebnissen
unterschiedlicher mikrobiologischer Studien deutlich verbessern (EFSA Panel on Biological Hazards,
2014).

Zur ldentifikation geeigneter Probenahmepunkte wahrend der Verarbeitung von Blattgemdse in der
Frischwarenindustrie haben Castro-lbafiez et al. 2015 eine Studie publiziert (Castro-lbafiez, Lépez-
Gélvez, Gil, & Allende, 2015). Ziel der Untersuchung war, die mikrobielle Kontamination eines Fresh-
cut Produktes durch den gesamten Verarbeitungsprozess zu verfolgen, Probenahmepunkte zu
identifizieren und ihren pradiktiven Wert fir den Kontaminationsgrad des Endproduktes zu
ermitteln.  Dazu wurden in Lebensmittel-verarbeitenden Betrieben zu drei verschiedenen
Tageszeiten Proben von Produkt (Babyspinat, Ausgangs- und Endprodukt), Wasser (frisches Wasser,
Waschwasser, Spllwasser und Zentrifugenwasser) und Oberflaichen (Handschuhe der Mitarbeiter
und Oberflachen der Gerate) genommen und mikrobiologisch untersucht. L. monocytogenes und
pathogene E. coli waren in keiner der Proben nachzuweisen. Salmonella spp. und generische E. coli,
bestimmt als Indikator der Prozesshygiene und moglicher fakaler Verunreinigungen (Kevin Holvoet,
Sampers, Seynnaeve, & Uyttendaele, 2014), wurden ausschlieRlich im Zentrifugenwasser detektiert.
Angesichts des sporadischen Vorkommens quantitativ relevanter Kontaminationsereignisse wird eine
Identifikation von Probenahmepunkten zur Bewertung von Kontaminationsquellen in der
Verarbeitungskette als zielfihrender angesehen, als die systematische Analyse ganzer
Produktchargen (Tomas-Callejas et al., 2011).

Fir die Priméarproduktion im Gewachshaus oder auf dem Feld sind uns keine Studien zur
Identifikation geeigneter Probenahmepunkte bekannt. Hier sind weitere Untersuchungen
erforderlich. Fir staatliche Kontrollen von Pestizidriickstanden in und auf pflanzlichen und tierischen
Erzeugnissen gibt es seit 2002 eine EU-Richtlinie zur Harmonisierung der Probenahmemethoden
(Europaische Kommission, 2002).
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10 Resultierende wissenschaftliche Fragestellungen und Empfehlungen

Aus dieser Literaturiibersicht ergeben sich zahlreiche wissenschaftliche Fragestellungen. Diese sind

im folgenden Abschnitt ohne jede Bewertung nach Kapiteln unterteilt aufgefiihrt. Bitte

beriicksichtigen Sie, dass unter jeder Frage die Textpassage zitiert wird, aus der sich die Frage

ableitet. Diese stellt nicht die Antwort auf die Frage dar.

Eine Beschreibung der aus dieser Ubersicht identifizierten aktuellen Forschungsthemen mit
besonders hoher Relevanz fiir die mikrobielle Sicherheit frischer Produkte finden Sie in Abschnitt

10.2.

10.1 Resultierende wissenschaftliche Fragestellungen

10.1.1 Das pflanzliche Mikrobiom (Kapitel 3)

» Wie beeinflusst die Zusammensetzung des bestehenden pflanzlichen Mikrobioms die

Etablierung und Persistenz eingetragener humanpathogener Bakterien und Viren auf

Blattgemiise?

©)

,Die Etablierung und  Vermehrung  eingetragener = humanpathogener
Krankheitserreger ist abhdngig von der Dichte und Zusammensetzung des
pflanzlichen = Mikrobioms  (Teplitski et al., 2011). Die bestehende
Mikrobengesellschaft kann duch unterschiedliche Interaktionsmechanismen einen
fordernden oder hemmenden Effekt auf Adhdsion, Persistenz und Vermehrung
humanpathogener Erreger ausiiben. Hemmend wirken z.B. die Produktion von
antibiotisch wirksamen Substanzen oder Exoenzymen, die Konkurrenz um Eisen oder
Makronahrstoffe und die Induktion pflanzlicher Abwehrmechanismen (Whipps,
2001). Einen fordernden Einfluss konnen phytopathogene Mikroorganismen
(einschlieRlich Pilze) haben, die durch pektinolytische Aktivitdt Nahrstoffe freisetzen,
die Integritdt des pflanzlichen Gewebes stéren, dadurch seinen pH-Wert erhdéhen
und pflanzeneigene Abwehrmechanismen schwachen (Wade & Beuchat, 2003). So
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Enterobacter asburiae das Uberleben des
E. coli Serovars 0157:H7 auf Salatblattern um den Faktor 20 - 30 verminderte,
wahrend Wausteria paucula es auf das sechsfache verlangerte (Cooley et al., 2006).
Die pflanzlichen Mikrobiota stellen somit einen entscheidenden Einflussfaktor bei
der Etablierung humanpathogener Mikroorganismen auf pflanzlichen Oberflachen
(Brandl, 2006).“ (Abschnitt 3.5)

,Mit der Einflhrung technischer Innovationen, wie des Next-Generation Sequencing,
haben sich neue Moglichkeiten der Omics-Forschung erdffnet. Eine Analyse des
Metagenoms, also der gesamten genetischen Information einer mikrobiellen
Gemeinschaft, erlaubt komparative 6kologische Untersuchungen und gewahrt neue
Einblicke in die Struktur, Funktion und Variabilitdt des pflanzlichen Mikrobioms
(Rastogi, Coaker, & Leveau, 2013).“ (Kapitel 3)

» Wie lassen sich auf antagonistischen Mikroorganismen basierende Biokontroll-Strategien
zu effizienten MaBnahmen gegen humanpathogene Erreger an Obst und Gemiise

weiterentwickeln?
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,Studien deuten auf eine potentielle Nutzbarkeit antagonistischer Mikroorganismen
als MaRnahme gegen humanpathogene Erreger auf frischen Produkten hin
(Goodburn & Wallace, 2013). In einer Untersuchung von Matos und Garland konnte
die Salmonellenbesiedlung von Alfalfa-Sprossen sowohl durch einzelne als auch
durch gemischte Bakterienstdmme reduziert werden (Matos & Garland, 2005).
Saldinger und Manulis-Sasson sehen in der Suche nach antagonistischen
Mikroorganismen in Kombination mit High-Throughput Screening Programmen
Potential zur Entwicklung von BiokontrollmaBnahmen (Sela Saldinger & Manulis-
Sasson, 2015). Neben antagonistischen Bakterien werden auch lytische Phagen auf
ihre Eignung als potentielle Biokontroll-Agenzien untersucht (M. Jacques et al.,
2015).” (Abschnitt 7.1.11)

10.1.2 Zur Besiedlung von Pflanzen erforderliche bakterielle Fihigkeiten (Kapitel 4)

» Welche Rolle spielt das Quorum Sensing in der Entstehung und Reifung von Biofilmen? Wie

lasst sich durch Eingriff in das Quorum Sensing die Bildung von Biofilmen hemmen? Stelit

dies einen méglichen Ansatzpunkt fiir die Entwicklung von PraventionsmaRnahmen dar?

©)

,Die Ausbildung eines Biofilms erfolgt in einem vierstufigen Prozess: [...] In dieser
Phase der Biofilmbildung werden konzertierte Veranderungen der Populationsdichte
und der Genexpression Uber das Quorum Sensing System koordiniert (Walters &
Sperandio, 2006). Quorum Sensing bezeichnet eine Kommunikationsform, die auf der
Sekretion und Erkennung von Signalmolekilen (Autoinducern) beruht. Die weitere
wissenschaftliche Aufklarung dieses Mechanismus konnte Ansatzpunkte zur
Entwicklung von DekontaminationsmalRnahmen aufzeigen.” (Abschnitt 4.3)

> Welche molekularen und biochemischen Mechanismen liegen der Dispersion des Biofilms

zugrunde? Wie lassen sich diese zur Entwicklung von MalRnahmen zur Beseitigung von

Biofilmen in Lebensmittel-verarbeitenden Betrieben nutzen?

O

,Die anschlieBende Zerstreuung des Biofilms wund die Verbreitung der
Mikroorganismen, insbesondere die zugrunde liegenden molekularen und
biochemischen Mechanismen, sind ebenfalls von groRem wissenschaftlichem
Interesse fiir die Lebensmittelsicherheit. Ein besseres Verstdandnis dieser Prozesse
koénnte die Entwicklung von MaRBnahmen zur Beseitigung von Biofilmen im klinischen
oder industriellen Umfeld entscheidend vorantreiben (Vogeleer et al.,, 2014)“
(Abschnitt 4.3)

» Welche Dekontaminationsmethoden zeigen die hochste Wirksamkeit gegeniiber Biofilmen,

die humanpathogene Bakterien enthalten?

O

O

»,Die beste Wirkung gegen Biofilme zeigen Dekontaminationsmethoden, die
humanpathogene Bakterien im Biofilm abtéten und die Matrix des Biofilms von der
Oberflache I6sen. Eine Kombination aus Wasserdampf und Milchsdure zeigte diese
duale Wirkung auf bakterielle Pathogene (E. coli 0157:H7) und Matrix des Biofilms
(Ban et al., 2012).“ (Abschnitt 4.3)

,Die genaue Wirkungsweise von Antibiofilm-Molekiilen, wie dtherischen Olen, auf
die Dispersion von Biofilmen ist bislang wenig verstanden und sollte ebenfalls
eingehender untersucht werden.” (Abschnitt 4.3)

> Welche pflanzlichen und mikrobiellen Eigenschaften beeinflussen das AusmaB der

Internalisierung humanpathogener Erreger durch Kulturpflanzen?
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,Die Internalisierung stellt ein komplexes Phanomen dar, das auf spezifische
Bakterienstamme beschrankt zu sein scheint. Das Ausmal der Internalisierung ist
zudem von den experimentellen oder natirlichen Umgebungsbedingungen, der
Jahreszeit und dem Genotyp der Wirtspflanze abhéngig (Golberg et al., 2011;
Martinez-Vaz et al.,, 2014). So zeigte eine Studie, in der das Vorkommen von
Salmonella typhimurium auf der Oberflaiche und unter der Epidermis von Blattern
verschiedener Gemisesorten fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert wurde, das
hochste Mal an Internalisierung bei Rucolablattern (88 + 16%) und Eisbergsalat (81
16%), gefolgt von Basilikum (46 + 12%), rotblattrigem Salat (20 £ 15%), Romanasalat
(16 + 16%), Petersilie (1.9 + 3.3%) und Tomatenblattern (0.56 + 1.36%, Golberg et al.,
2011).“ (Abschnitt 4.4)

> Welche Dekontaminationsmethoden sind am wirksamsten gegeniiber internalisierten

Mikroorganismen? Wie lassen sich diese weiterentwickeln?

@)

,Die Internalisierung humanpathogener Bakterien ist fir die Lebensmittelsicherheit
ein relevantes Phanomen, da internalisierte Erreger geschiitzt von pflanzlichem
Gewebe eventuell angewandten DekontaminationsmaBnahmen wahrend der
Verarbeitungsphase entgehen (M. C. Erickson, 2012).” (Abschnitt 4.4)
,Hochdruckbehandlung wirkt auch auf internalisierte Mikroorganismen (Goodburn &
Wallace, 2013; Ramos et al., 2013).“ (Tabelle 4)

» Wie ldsst sich die Internalisierung humanpathogener Erreger verhindern oder zumindest

vermindern? Ist die Pflanzenziichtung ein Ansatz?

@)

,Auch die Zichtungsforschung hat sich bereits dem Thema der mikrobiellen
Sicherheit von Obst und Gemise zugewandt. Die Wissenschaftler sehen Potential in
der Erzeugung neuer Sorten, die gegen die Besiedlung durch humanpathogene
Erreger resistent sind. Denkbar ist eine Kombination aus Screening
besiedlungsresistenter Sorten und gezielter Zichtung im Hinblick auf
sicherheitsrelevante pflanzliche Eigenschaften, wie Oberflachentextur,
Blattausscheidungen, Anfalligkeit fir Internalisierung von Mikroorganismen oder
Aktivitat des pflanzlichen Immunsystems. Dies kdnnte eine weitere Losungsstrategie
auf dem Weg zur mikrobiellen Sicherheit frischer Produkte sein (Sela Saldinger &
Manulis-Sasson, 2015).“ (Abschnitt 7.1.9)

> Welche externen Stressoren induzieren in der Vor- und Nacherntephase das VBNC-

Stadium? Wie lassen sich diese Praktiken so verdndern oder ersetzen, dass keine VBNC-

Induktion mehr erfolgt? Wie lasst sich der Zustand aufheben?

O

,Zu den externen Stressoren, die den VBNC-Zustand induzieren kénnen, zdhlen nicht
nur natlirliche Umweltbedingungen, sondern auch antimikrobielle Substanzen und
Methoden, die zur Behandlung von Infektionen und zur Desinfektion von Wasser und
Oberflachen eingesetzt werden. Besonders kritisch ist die Beobachtung, dass
zahlreiche Methoden der Lebensmittelsicherheit, beispielweise die UV-Behandlung
von Trinkwasser und die Kihlung frischer Produkte, nachweislich das VBNC-Stadium
induzieren kénnen (Dinu & Bach, 2011; Nowakowska & Oliver, 2013; S. Zhang et al.,
2015). Ist das VBNC-Stadium einmal induziert, konnen eventuell angewendete
Dekontaminationsmallnahmen gegenlber diesen Erregern ihre Wirksamkeit
verlieren (Martinez-Vaz et al., 2014). Eine noch gréRere hygienische Herausforderung
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stellen VBNC-Zellen als Bestandteile von Biofilmen dar (Vogeleer et al., 2014).“
(Abschnitt 4.5)
> Woher riihrt die hohe Widerstandfihigkeit einiger humanpathogener Erreger gegeniiber
oxidativen Desinfektionsmitteln?

o ,Einer Hypothese von Kyle et al. zufolge kann der Kontakt humanpathogener
Bakterien mit reaktiven Sauerstoffformen aus verletztem pflanzlichem Gewebe die
Erreger bereits auf eine spatere Behandlung mit oxidativen Desinfektionsmitteln (z.B.
Calciumhypochlorit oder Wasserstoffperoxid) vorbereiten (zum Zulassungstatus von
Desinfektionsmitteln in der Verarbeitung frischer Produkte siehe Abschnitt 7.2.3,
Kyle et al., 2010). Dies wirde ihre teils hohe Toleranz gegenliber oxidativen
Desinfektionsmitteln erklaren (Martinez-Vaz et al., 2014).” (Abschnitt 4.6)

> Welche Rolle spielen mobile genetische Elemente bei der Anpassung humanpathogener
Bakterien an den epi- und endophytischen Lebensraum? Wie lasst sich dieses Risiko
iiberwachen?

o ,Mobile genetische Elemente kdnnen humanpathogenen Bakterien neben
Pathogenitatseigenschaften und Antibiotikaresistenzen auch eine erhohte
Widerstandsfahigkeit gegen Desinfektionsmittel, Schwermetalle und UV-Strahlung
sowie die Fahigkeit zur Biofilmbildung vermitteln (Fornefeld et al., 2015). Auf diese
Weise tragt der horizontale Gentransfer neben der natirlichen Selektion zur
Anpassung an die harschen Umweltbedingungen auf pflanzlichen Oberflachen und
zur Resistenz gegeniber DekontaminationsmaRnahmen bei (Smalla et al., 2015). Um
die mikrobielle Sicherheit pflanzlicher Lebensmittel zu gewahrleisten, missen neu
entstandene  Krankheitserreger, die eine potentielle = Bedrohung der
Lebensmittelsicherheit darstellen, rasch erkannt werden. Ein engmaschiges
Monitoring mit frischen Produkten assoziierter Krankheitserreger hinsichtlich neu
erworbener Persistenz-, Pathogenitdts- und Resistenzeigenschaften ist daher zu
empfehlen (P. Noguera et al., 2011; P. S. Noguera et al., 2011). Die Verbreitung der
Hochdurchsatztechniken wird ein effizienteres Screening von Humanpathogenen
ermoglichen (Van Overbeek et al., 2014).” (Abschnitt 4.8)

> Welchen Einfluss hat es auf die Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen bei
humanpathogenen Bakterien, wenn Magen-Darm-Trakt und Rhizosphdre Hotspots des
horizontalen Gentransfers darstellen? Welches Risiko birgt die Einarbeitung tierischer
Diingemittel in den Boden, die humanpathogene mit bodenlebenden Bakterien in Kontakt
bringt?

o ,Auf diese Weise kénnen humanpathogene Erreger mit gesteigerter Persistenz,
Pathogenitat und Resistenz entstehen (Brzuszkiewicz et al., 2011; Ghigo, 2001). Die
Rhizosphdre konnte neben dem menschlichen und tierischen Magen-Darm-Trakt
einen weiteren Hotspot des horizontalen Gentransfers darstellen (Stecher et al.,
2012; Van Overbeek et al., 2014).“ (Abschnitt 4.8)

10.1.3 Pflanzliche Abwehrmechanismen (Kapitel 5)

» Wie lasst sich das pflanzliche Immunsystem gegen humanpathogene Erreger nutzen?
o ,Wie Meng 2013 zeigte, kann die PTI durch bakterielle Peptide auch kiinstlich
induziert werden. Die ausgeloste Immunreaktion kann dann die Vermehrung
humanpathogener Erreger auf der pflanzlichen Oberfliche hemmen (Meng et al.,
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2013). Humanpathogene Bakterien verfiigen aber auch Uber Strategien, pflanzliche
Immunreaktionen zu unterdriicken. Ist dieser auf dem Typ-lll-Sekretionssystem
basierende Mechanismus defekt, kann sich der Bakterienstamm nur begrenzt
ausbreiten (A. Schikora et al., 2012). Die Stimulation pflanzlicher Immunreaktionen
und die Hemmung des Typ-lll-Sekretionssystems bieten moglicherweise neue
Ansatzpunkte, um die mikrobielle Kontamination von Obst und Gemiise mit
humanpathogenen Erregern zu reduzieren (Sela Saldinger & Manulis-Sasson, 2015).
Dies erfordert jedoch noch detailliertere Untersuchungen.” (Abschnitt 7.1.10)

> Welche Exsudate von Obst- und Gemiisepflanzen haben einen hemmenden Effekt auf
humapathogene Erreger?

O

,Durch Ausscheidung spezifischer Substanzen koénnen Pflanzen die Vermehrung
bestimmter Bakterienstamme auf ihrer Oberflache fordern oder hemmen. In einer
Studie von Han und Micallef wurden von verschiedenen Tomaten-Kultivaren mit
unterschiedlicher Anfalligkeit fiir eine Salmonellen-Besiedlung Proben von Wurzel-,
Sprof3- und Frucht-Exsudaten genommen. Zucker, Zuckeralkohole und organische
Sauren waren mit einer gesteigerten Vermehrung von S. enterica assoziiert.
Fettsduren hingegen zeigten einen negativen Effekt auf die Salmonellenvermehrung.
Dieser Metabolomics-Ansatz stellt eine weitere Untersuchungsebene der Pflanze-
Pathogen-Interaktion dar. Ein besseres Verstdandnis dieser Wechselwirkungen kénnte
die Identifikation oder Ziichtung besiedlungsresistenter Kultivare ermdglichen. Dies
wadre eine neue Strategie zur Verbesserung der mikrobiellen Sicherheit frischer
Produkte (Han & Micallef, 2016).” (Kapitel 5)

10.1.4 Eintragswege und Persistenz humanpathogener Erreger (Kapitel 6)

> Wie beeinflusst die Kulturart und -sorte die Adhdsion und Persistenz humanpathogener

Erreger auf pflanzlichen Oberflichen? Wie Ilasst sich durch Verdnderung dieser

Eigenschaften die bakterielle und virale Adh&sion und Persistenz vermindern?

O

»Morphologie und Physiologie einer Kulturart und -sorte bestimmen mafgeblich das
Kontaminationsrisiko. Blattgemiise ist aufgrund seiner morphologisch bedingten
Bodenndhe besonders anfillig fiir eine mikrobielle Kontamination (Hamilton et al.,
2006). Struktur und Textur einer Blattoberflache spielen eine grolRe Rolle fir die
Adhédsion bakterieller und viraler Erreger sowie fir die Wirksamkeit von
Waschvorgéngen oder DekontaminationsmalRnahmen (Crawford et al.,, 2012;
Hirneisen & Kniel, 2013; Takeuchi & Frank, 2001). Je rauer und unregelmaRiger die
Oberflache eines Produktes, umso langer kénnen Viren daran anhaften (Hirneisen &
Kniel, 2013).” (Abschnitt 6.1.5).

,Auch die Zichtungsforschung hat sich bereits dem Thema der mikrobiellen
Sicherheit von Obst und Gemiise zugewandt. Die Wissenschaftler sehen Potential in
der Erzeugung neuer Sorten, die gegen die Besiedlung durch humanpathogene
Erreger resistent sind. Denkbar ist eine Kombination aus Screening
besiedlungsresistenter Sorten und gezielter Zichtung im Hinblick auf
sicherheitsrelevante pflanzliche Eigenschaften, wie Oberflachentextur,
Blattausscheidungen, Anfalligkeit fir Internalisierung von Mikroorganismen oder
Aktivitat des pflanzlichen Immunsystems. Dies kénnte eine weitere Losungsstrategie
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auf dem Weg zur mikrobiellen Sicherheit frischer Produkte sein (Sela Saldinger &
Manulis-Sasson, 2015).“ (Abschnitt 7.1.9)
> Wie ldsst sich das Kontaminationsrisiko bei der Ernte durch Veridnderung der
Erntepraktiken und -werkzeuge vermindern?

o ,Samtliche Erntewerkzeuge und -gerdte, die in direkten Kontakt mit den
Ernteprodukten kommen, stellen ein Ubertragungsrisiko dar (Y. Yang et al., 2012).
Besonders kritisch sind die ersten Weiterverarbeitungsschritte noch auf dem Feld,
beispielsweise das Entfernen der duBeren Blatter. Dabei kénnen humanpathogene
Erreger durch Schneidewerkzeuge vom Boden auf Salatpflanzen (ibertragen werden,
wie Studien von McEvoy und Yang zeigen (McEvoy et al., 2009; Y. Yang et al., 2012).
Mechanische Erntemaschinen, Sammelbehélter und Férderbander bergen das Risiko
einer Kreuzkontamination (lzumi et al., 2008; Johnston et al., 2006). Ausgehend von
einer oder wenigen Pflanzen kdnnen durch Kreuzkontaminationen ganze Chargen
mikrobiell kontaminiert werden.” (Abschnitt 6.1.9)

o ,Besonders kritisch fir die Keimbelastung frischer Produkte sind daher
Kontaminationsereignisse kurz vor der Ernte (z.B. durch Bewdsserung oder
Uberflutung), wahrend des Erntens (z.B. durch infizierte Erntearbeiter oder
kontaminierte Gerate) oder in der friihen Nacherntephase (z.B. durch Handkontakt
oder Kreuzkontamination).” (Abschnitt 6.1.11)

» Wie lasst sich die mikrobielle Vermehrung und Invasion an den Schnittflichen der Pflanzen
wahrend und nach der Ernte vermindern?

o ,Die hochsten Risiken bestehen in der Nacherntephase in einer Kreuzkontamination
der Ernteprodukte durch Waschwasser oder Gerdte und einem gesteigerten
Bakterienwachstum an den Schnittflaichen der Pflanzen.” (Abschnitt 6.2)

» Wie hoch ist der individuelle Beitrag einzelner Einflussfaktoren wihrend der
Produktionsphase zur Gesamtkontamination des Endproduktes?
o ,Die wichtigsten Risikofaktoren fiir eine Kontamination von Blattgemise mit
Salmonellen in der Produktions- und Verarbeitungsphase (Abb. 8 und 9) sind

= die Ndhe der Anbauflache zu Tierstéllen,

= der direkte oder indirekte Kontakt mit Wild- oder Nutztieren,

= die Verwendung unbehandelter oder unzureichend behandelter tierischer
Dingemittel,

* schwere Regenfille mit Uberschwemmungen,

= die Nutzung von kontaminiertem Wasser zur Bewdsserung oder
Pestizidbehandlung und

= das Handling durch Mitarbeiter und der Kontakt mit Gerdaten wahrend oder
unmittelbar nach der Ernte

= der Kontakt mit Wasser, Geraten und Mitarbeitern wahrend der
Verarbeitung.

o Die Hauptrisikofaktoren fiir eine Noroviren-Kontamination von Blattgemise wahrend

des Anbaus und der Verarbeitung (Abb. 8 und 9) sind
* schwere Regenfille und Uberschwemmungen, die den Eintrag von Noroviren
aus Abwassern in Bewasserungwasser beglnstigen,
= die Bewasserung und Pestizidbehandlung mit kontaminiertem Wasser sowie
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= der Kontakt mit Wasser, Gerdten und Mitarbeitern.” (Abschnitt Fehler! V
erweisquelle konnte nicht gefunden werden.)

> Wie lange sind humanpathogene Bakterien und Viren in verschiedenen Medien persistent?

Was bedeutet dies fiir den Zeitpunkt der Kontamination frischer Produkte?

O

,Grundsatzlich ist die bakterielle und virale Persistenz dort am hochsten, wo die
Erreger am besten vor Umwelteinflliissen, wie UV-Strahlung und Austrocknung,
geschitzt sind (Choi et al., 2004). Daher sind die Krankheitserreger im Boden langer
Uberlebensfahig als auf pflanzlichen Oberflachen (Choi et al.,, 2004; Islam et al.,
2004). Im Boden zeigten E. coli 0157:H7 je nach Kontaminationsquelle eine
Persistenz zwischen 154 und 217 Tagen, wahrend sie auf Salat und Petersilie bis zu
77 bzw. 177 Tage nach der Auspflanzung liberlebensfahig waren (Islam et al., 2004).
Besonders kritisch flr die Keimbelastung frischer Produkte sind daher
Kontaminationsereignisse kurz vor der Ernte (z.B. durch Bewdsserung oder
Uberflutung), wahrend des Erntens (z.B. durch infizierte Erntearbeiter oder
kontaminierte Gerate) oder in der friihen Nacherntephase (z.B. durch Handkontakt
oder Kreuzkontamination). Den Zeitraum zwischen Kontamination und Ernte bzw.
Verbrauch Uberdauern Noroviren mit groRerer Wahrscheinlichkeit als enterische
Bakterien, da sie auf Blattgemuse persistenter sind (Scott W Stine et al., 2005b).”
(Abschnitt 6.1.11)

» Welchen Einfluss wird der Klimawandel auf die mikrobiologische Sicherheit von Obst und

Gemiise haben?

@)

,Extreme Wetterereignisse nehmen im Zuge des globalen Klimawandels zu und
werden sich nach Meinung vieler Autoren auf mikrobielle Kontaminationsquellen
und -wege auswirken. So kénnen wechselnde Phasen von Uberschwemmung und
Wasserknappheit zu einer erhéhten Keimlast in Boden und Gewassern fuhren und
das mikrobielle Kontaminationsrisiko fiir Gemusekulturen steigern (Liu et al., 2013;
Rose et al.,, 2001; Tirado et al., 2010). Wie eine Untersuchung von Castro-lbanez
zeigte, wiesen Salatpflanzen nach  Uberschwemmungen eine erhdhte
Salmonellenbelastung auf (Castro-lbafiez et al., 2013).“ (Abschnitt 6.1.2)

10.1.5 Praventions- und DekontaminationsmafRnahmen (Kapitel 7)

> Durch welche MaRBnahmen lisst sich die Ubertragung humanpathogener Noroviren von

Mitarbeitern auf Obst und Gemiise vermindern? Wie ldsst sich die Einhaltung der

Hygienevorschriften verbessern?

O

O

,Infizierte Erntearbeiter stellen insbesondere im Hinblick auf Noroviren eine der
wichtigsten Kontaminationsquellen dar (Gil et al., 2013). Das Ubertragungsrisiko ist
dabei von der Erntemethode sowie von der Erregerausscheidung, den
Hygienegewohnheiten und der rechtzeitigen Krankmeldung des Mitarbeiters
abhangig (James, 2006). Noroviren gelten in dieser Hinsicht als besonders gefahrlich,
da sie auch von asymptomatischen Tragern, das heiRt vor dem Auftreten und nach
dem Abklingen der Symptome, in relevanter Dosis Gibertragen werden kénnen.”
,Jeder Obst und Gemise produzierende Betrieb sollte Uber eigene Standard
Operating  Procedures (SOPs) verfligen, in denen die erforderlichen
Hygienevorschriften und Mitarbeiterschulungen festgelegt sind (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2014).
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Sind Mitarbeiter verletzt, missen Kontaminationsquellen wie Schnitte oder andere
Wunden wasserdicht abgedeckt werden (Simonne et al.,, 2008). Erkrankten
Mitarbeitern ist der Zutritt zu den Lebensmittel-verarbeitenden Bereichen zu
untersagen (FAO Committee on Agriculture, 2003).” (Abschnitt 7.1.8)

» Wie lasst sich beim Waschen der Produkte die Kreuzkontamination ganzer Chargen durch
einzelne Ernteprodukte verhindern?

O

,Mikrobiell verunreinigtes Waschwasser gehort zu den wichtigsten Ursachen von
Kontaminationen und Kreuzkontaminationen in der Nacherntephase. Der Erhalt der
Wasserqualitdt durch regelmaRigen Austausch und Vermeidung von organischen
Riickstdanden ist daher von entscheidender Bedeutung.” (Abschnitt 7.2.2)

> Wie ldsst sich die Wirksamkeit der Dekontaminationsmethoden fiir frische Produkte
steigern?

O

,Wissenschaftliche Bemihungen, die Effizienz der Dekontaminationsmethoden zu
steigern, missen [Produkt-, Erreger- und Prozess-bezogene] Einflussfaktoren
bericksichtigen. Zudem ist zu untersuchen, zu welchem Zeitpunkt im
Verarbeitungsprozess und in welcher Kombination die Verfahren am wirksamsten
gegenlber Humanpathogenen an frischen Produkten sind (Goodburn & Wallace,
2013). Dariliber hinaus muss bei der Weiterentwicklung der Verfahren die industrielle
Anwendbarkeit im Blick behalten werden. Fir Lebensmittel-verarbeitende Betriebe
relevante Parameter, wie Dauer des Verfahrens, Wasser- und Energieverbrauch,
Einfluss auf die Qualitat und Haltbarkeit des Produktes sowie Verbraucherakzeptanz
sind in vielen bisherigen Untersuchungen nicht ausreichend beriicksichtigt worden.
Damit sich die neuen Verfahren kiinftig in Lebensmittel-verarbeitenden Betrieben
durchsetzen kénnen, ist es notwendig, diese Faktoren starker in die Forschung und
Entwicklung einzubeziehen (Goodburn & Wallace, 2013).” (Abschnitt 7.2.3)

» Mit Hilfe welcher MaRnahmen 138t sich der Biofilmbildung am besten vorbeugen bzw.

bereits bestehende Biofilme entfernen?

O

»Maschinen und Geradte zum Schneiden frischer Produkte, sollten in regelmafigen
Abstanden gereinigt und desinfiziert werden, um der Ansammlung organischer
Rickstdnde und der Bildung von Biofilmen vorzubeugen (Artés & Allende, 2014).
Gleiches gilt fir Behalter, Forderbander und andere Kontaktflachen.” (Abschnitt
7.2.4)

» An welchen Punkten der Nacherntephase muss die unterschiedliche Wirkung von Lager-

und Transportbedingungen sowie DekontaminationsmafBnahmen auf humanpathogene

Bakterien und Viren beriicksichtigt werden?

O

»,Die Temperatur hat weitestgehend gegensatzliche Effekte auf Bakterien und Viren.
Wie eine Studie an Fresh-Cut-Salat erneut bestatigte, ist die bakterielle Vermehrung
unter niedrigen Temperaturen vermindert (Oliveira et al.,, 2010; RIVM, 2013).
Humanpathgene Viren hingegen zeigen unter niedrigen Temperaturen eine erhéhte
Persistenz (RIVM, 2013). Dies gilt nicht nur unter den Temperaturen der Kihlkette,
sondern auch der Tiefkihlung. Auf tiefgefrorenen Zwiebeln, Spinat, Krdutern und
Beeren waren enterische Viren Uber mehrere Monate stabil (Butot, Putallaz, &
Sanchez, 2008).” (Abschnitt 7.2.1)
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10.1.6 Mikrobielle Risikobewertung in Wissenschaft und landwirtschaftlicher Praxis (Kapitel 8)

> Wie kann eine quantitative mikrobiologische Risikobewertung zu einer gezielteren

Pravention mikrobieller Verunreinigungen in der Praxis beitragen?

O

,Ein auf Monitoringdaten von Maunula et al. und Kokkinos et al. basierendes
Risikobewertungsmodell erlaubt die Quantifizierung des Beitrages verschiedener
Kontaminationsquellen zur Belastung von Salat, Himbeeren und Erdbeeren mit
humanen Adenoviren, Hepatitis-A-Viren und Noroviren zum Zeitpunkt des Verkaufs
(Bouwknegt et al., 2015; P. Kokkinos et al., 2012; Maunula et al., 2013). In das Modell
wurden sechs verschiedene Produktionsketten mit jeweils bis zu sechs potentiellen
Kontaminationswegen (Bewdsserung, Erntearbeiter, Verarbeiter, Abspilen und
Forderband) einbezogen (A — F, Tab. 2). Die Bewertung des quantitativen Beitrages
der modellierten Ubertragungswege zur gesamten Erregerlast ergab, dass der
Kontakt mit Hdanden eine grofRere Kontaminationsgefahr birgt als die Bewadsserung.
Der Handhygiene von Erntekraften und Verarbeitern sollte demnach bei der
Vorbeugung viraler Kontamination von Salaten und Beeren hdchste Prioritat
gegeben werden (siehe auch Kapitel 6 und 7). So kann eine quantitative
Risikobewertung zu einer gezielteren Pravention beitragen.” (Abschnitt 8.2)

» Welche Kriterien eignen sich zur Risikoeinschdtzung durch den Produzenten? Welche

MaBnahmen kénnen zu einer stdrker Evidenz-basierten Risikobewertung in der
landwirtschaftlichen Praxis beitragen?

@)

,Um wahrend der Produktion gegebenenfalls GegenmaRnahmen ergreifen zu
kénnen, muss auch der Produzent selbst in der Lage sein, ein erhohtes
Kontaminationsrisiko rechtzeitig zu erkennen. Im Fachgesprach 2015 war daher die
Entwicklung von Kriterien zur Risikoeinschatzung durch den Produzenten gefordert
worden (Jaenicke & Kriesemer, 2015). [...] Im Marz 2017 hat ein international
zusammengesetztes Expertengremium der Frischwarenindustrie einen Ansatz zur
Risikobewertung durch den Anbauer vorgestellt (Monaghan et al., 2017).
Anwendungsbereich des Systems ist der Anbau frischer Produkte, insbesondere von
Blattgemise. [...] Beurteilt wird die potentielle Exposition der Produkte gegeniiber
humanpathogenen Erregern (vernachlassigbar, sehr gering, gering / mittel, hoch,
sehr hoch) und die Wirksamkeit der GegenmaBnahmen (teilweise wirksam /
wirksam). Ein Eingreifen des Produzenten ist dann erforderlich, wenn die potentielle
Exposition der Produkte als mittel, hoch oder sehr hoch und die GegenmaRnahme als
nur teilweise wirksam beurteilt wird.” (Abschnitt 8.3)

,Die Risikobewertung durch den Produzenten, einschlieRlich des vorgestellten
Systems, hat jedoch Schwachen. Der entscheidende Kritikpunkt ist, dass der
Produzent seine Risikobewertung meist nur auf Annahmen statt auf Evidenz stiitzen
kann. Dies hat verschiedene Griinde. Zum einen liegen zu den Effekten mehrerer
kombinierter GegenmaRnahmen kaum aussagekraftige Studienergebnisse vor. Zum
anderen richten sich wissenschaftliche Publikationen in der Regel nicht an
Risikomanager kleiner oder mittlerer Anbaubetriebe und bleiben daher ungenutzt.
Die Autoren empfehlen daher, diese Forschungsergebnisse zusammenzufassen und
zu Ubersetzen, um sie Primarproduzenten zuganglich zu machen (Monaghan et al.,
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2017). Dies wirde eine starker Evidenz-basierte Risikobewertung und -beherschung
ermoglichen.

Eine aufwandigere Alternative fir die Produzenten ware die Etablierung einer
breiten Uberwachung mikrobieller Indikatoren. Als Indikator fikaler
Verunreinigungen empfiehlt die EFSA E. coli. Gleichzeitig betont sie jedoch die
Notwendigkeit standardisierter Probenahmeverfahren sowie einer soliden
Datengrundlage. Erst wenn diese bestehen, kdnnen Hygienekriterien fiir das
Monitoring festgelegt werden (Monaghan et al., 2017).“ (Abschnitt 8.3)

» Wie sollte ein Simulationsversuch aufgebaut sein, mit dem sich Eintrag und Persistenz
humanpathogener Erreger im Verlauf des Produktions- und Verarbeitungsprozesses
verfolgen lassen?

O

,Der beschriebene Inokulationsversuch stellt dariiber hinaus einen methodischen
Ansatz dar, wie die Ubertragung und Persistenz humanpathogener Erreger im
Verlauf des Produktions- und Verarbeitungsprozesses verfolgt werden kann. Beim
Fachgesprach Aufkommen von humanpathogenen Keimen bei frischem Obst und
Gemiise am 30.06.2015 in Rheinbach war dies als Thema fiir die Ausschreibung eines
Forschungsprojektes vorgeschlagen worden (Jaenicke & Kriesemer, 2015).”
(Abschnitt 8.2)

» Wie lassen sich die Good Agricultural Practices (GAP), die Good Hygiene Practices (GHP)
und andere Leitlinien validieren?

O

,Ein wichtiges Instrument des Risikomanagements in der Lebensmittelproduktion
und —verarbeitung, das hier kurz vorgestellt werden soll, sind mikrobiologische
Kriterien (CAC, 2013; Europaische Kommission, 2005). Zu den mikrobiologischen
Kriterien gehoren Lebensmittelsicherheitskriterien, die zur Beurteilung der
mikrobiologischen Sicherheit eines Endproduktes dienen, und
Prozesshygienekriterien, die eine Uberpriifung der Prozesshygiene ermédglichen. Die
EFSA empfiehlt die Etablierung von Prozesshygienekriterien fiir den
Produktionsprozess von Blattgemiise zur Validierung der Good Agricultural Practices
(GAP) und der Good Hygiene Practices (GHP) (EFSA Panel on Biological Hazards,
2014). Bislang fehlen diese in den EU-Verordnungen. Nach Definition der Codex
Alimentarius Commission bestehen mikrobiologische Kriterien aus einem Grenzwert
fir einen festgelegten nachzuweisenden Mikroorganismus und dem Lebensmittel,
Prozess oder Hygienekontrollsystem, auf das sich das mikrobiologische Kriterium
bezieht (CAC, 2013). Dariber hinaus beinhaltet es aber auch einen definierten
Zweck, einen (Zeit-)Punkt in der Prozesskette, einen Probenahmeplan, eine
mikrobiologische Nachweismethode sowie statistische Analysemethoden ein (CAC,
2013).” (Abschnitt 8.4)

10.1.7 Mikrobiologische Nachweismethoden (Kapitel 9)

>

Wie ldsst sich bestimmen, ob ein Virus intakt und infektés ist? Wie lassen sich
ausschlieBlich die intakten / infektidsen Viren quantifizieren?

O

,Besonderer Entwicklungsbedarf besteht bei den Methoden zum Nachweis von
Noroviren, da die Standardmethoden nicht zwischen infektiosen und nicht-
infektiosen Viren differenzieren konnen. Die Methodenentwicklung wird derzeit
intensiv vorangetrieben, um die Belastung von Lebensmitteln mit infektidsen
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Erregern bestimmen und Methoden zur Inaktivierung von Viren auf ihre Wirksamkeit
prifen zu kénnen (Knight et al., 2012). Verschiedene PCR-Methoden befinden sich in
der Entwicklung, die unter anderem auf Zellkultur oder Vorbehandlungen basieren,
z.B. durch Zusatz von DNasen und RNasen (Marti & Barardi, 2016; Marti et al., 2017;
Randazzo et al., 2016).“ (Abschnitt 9.7)

> Wie lassen sich Methoden zur Detektion von Humanpathogenen hinsichtlich ihrer
Empfindlichkeit gegeniiber komplexen Probenmatrices weiterentwickeln?

>

10.1.8

O

O

Wie

,Nachteile von PCR-Methoden: Die Sensitivitdt einer PCR-Methode kann durch die
komplexe Matrix der Lebensmittelprobe, insbesondere durch sogenannte PCR-
Inhibitoren, beeintrachtigt sein (Perez et al., 2003).” (Abschnitt 9.2.2)

,Nachteile elektrochemischer Biosensoren: Die Methoden [..] kann von der
Probenmatrix beeintrachtigt sein [..] (Mandal et al.,, 2011; G. Zhang, 2013).”
(Abschnitt 9.6.2)

lassen sich Probenahme (Probenmaterial, Zeitpunkte und Methode) und

Probenaufbereitung in Primarproduktion und Verarbeitung von Blattgemiise

harmonisieren?

@)

,Neben der Standardisierung der Nachweismethoden empfiehlt das Panel on
Biological Hazards der EFSA auch eine Harmonisierung der Probenahme und
Probenaufbereitung (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014). Bislang fehlen
international anerkannte Leitlinien zu Zeitpunkt und Methode der Probenahme von
Blattgemiise sowohl fiir die Primarproduktion im Gewdchshaus oder auf dem Feld als
auch fur die Weiterverarbeitung in der Frischwarenindustrie. Ebenso fehlen Leitlinien
zur Probenaufbereitung und zur Gewinnung einer fiir die gesamte Pflanze
reprasentativen Probe. Durch Einfiihrung international anerkannter Standards liel3e
sich die Vergleichbarkeit von Ergebnissen unterschiedlicher mikrobiologischer
Studien deutlich verbessern (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014).“

»Angesichts des sporadischen Vorkommens quantitativ relevanter
Kontaminationsereignisse wird eine Identifikation von Probenahmepunkten zur
Bewertung von Kontaminationsquellen in der Verarbeitungskette als zielfihrender
angesehen, als die systematische Analyse ganzer Produktchargen (Tomds-Callejas et
al., 2011).“ (Abschnitt 9.8)

Risikogruppen

Grenzwerte / Infektiése Dosis fiir Risikogruppen (Sduglinge, Kleinkinder, Alte,

Immunsupprimierte) ?

Wie lassen die Risikogruppen sich gezielt informieren und schiitzen?
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10.2 Aktuelle Forschungsthemen mit hoher Relevanz fiir die mikrobielle Sicherheit
frischer Produkte

Roh verzehrbare Blattgemisesorten sind im Rahmen der Risikobewertungen der FAO und WHO
sowie der EFSA (bereinstimmend als Hochrisikoprodukte eingestuft worden (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2013; FAO/WHO, 2008). In Kombination mit enterohdmorrhagischen Escherichia
coli, Salmonella enterica, Noroviren und anderen bakteriellen und viralen Erregern zdhlen sie zu den
haufigsten Auslosern mit pflanzlichen Lebensmitteln assoziierter Infektionsausbriiche (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2013; FAO/WHO, 2008).

Die Pravalenz von Lebensmittelkeimen wie pathogenen E. coli und Salmonellen auf Blattgemiise ist
mit <1% aber relativ gering (EFSA Panel on Biological Hazards, 2013; Kevin Holvoet et al., 2015,
2014). Ein systematisches Pathogen-Screening von Produkten wird angesichts des sporadischen
Vorkommens als ineffektiv angesehen (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014). Als zielflihrender gilt
es, den hygienisch einwandfreien Ablauf des Produktionsprozesses sicherzustellen (CAC, 2013). Die
Gewaibhrleistung der Prozesshygiene erfordert jedoch zwei Voraussetzungen:

a) Eine verbesserte Datenbasis, die sowohl die gute Hygienepraxis in Leitfaden und Verordnungen,
als auch die Risikoeinschatzung durch den Produzenten auf die Basis wissenschaftlicher Evidenz
stellt.

b) Optimierte und standardisierte Methoden zur Uberpriifung der Prozesshygiene.

In vielen Bereichen der Lebensmittelproduktion und -verarbeitung werden zur Uberpriifung der
Prozesshygiene mikrobiologische Kriterien herangezogen (CAC, 2013; Europdische Kommission,
2005). Es gibt zwei Arten von mikrobiologischen Kriterien: Lebensmittelsicherheitskriterien dienen
zur Beurteilung der mikrobiologischen Sicherheit des Endproduktes, Prozesshygienekriterien zur
Kontrolle der hygienischen Funktionsweise eines Produktions- oder Verarbeitungsprozesses. Die
EFSA empfiehlt die Entwicklung von Prozesshygienekriterien flir Produktion, Ernte und erste
Verarbeitungsschritte von Blattgemise, da diese im aktuellen gesetzlichen Rahmen nicht verankert
sind (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014). Die EFSA bezeichnet diese Kriterien abweichend als
Hygienekriterien, um sie sprachlich von den im Verarbeitungsprozess geltenden
Prozesshygienekriterien zu unterscheiden; wir bleiben im Folgenden jedoch bei der ublichen
Bezeichnung Prozesshygienekriterien. Mikrobiologische Kriterien bestehen nach Definition der Codex
Alimentarius Commission in erster Linie aus einem Grenzwert flr einen festgelegten
nachzuweisenden Mikroorganismus und dem Lebensmittel, Prozess oder Hygienekontrollsystem, auf
das sich das mikrobiologische Kriterium bezieht (CAC, 2013). Dariber hinaus schliet es aber auch
einen definierten Zweck, einen (Zeit-)Punkt in der Prozesskette, einen Probenahmeplan, eine
mikrobiologische Nachweismethode sowie statistische Analysemethoden ein (CAC, 2013).

Als definierten Zweck der Prozesshygienekriterien nennt die EFSA die Validierung und Verifizierung
der Good Agricultural Practices (GAP) und der Good Hygiene Practices (GHP) (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2014). Prinzipiell lassen sich anhand von Prozesshygienekriterien aber jegliche
Richtlinien validieren, einschlieBlich europdischer und nationaler Verordnungen sowie
brancheneigener Leitfaden, wie z.B. des QS-Leifadens. Darlber hinaus erlauben
Prozesshygienekriterien auch die Uberpriifung betrieblicher Hygienekontrollsysteme (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2014).
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Als geeigneter Indikatororganismus filir Prozesshygienekriterien in der Primarproduktion von
Blattgemiise wird von verschiedenen Autoren E. coli genannt (EFSA Panel on Biological Hazards,
2014; Kevin Holvoet et al., 2015, 2014). Das Vorkommen von E. coli in Dingemitteln, Wasser und auf
pflanzlichen Produkten kann einen allgemeinen Hinweis auf fakale Verunreinigungen geben, auch
wenn es nicht direkt mit dem Vorkommen spezifischer Lebensmittelerreger korreliert (EFSA Panel on
Biological Hazards, 2014).

Mikrobiologsche Kriterien kénnen auf unterschiedliche Art und Weise entwickelt werden. Je nach
Datenverfligbarkeit kdnnen sie basierend auf empirischem Wissen, wissenschaftlichen Ergebnissen
oder einer quantitativen mikrobiellen Risikobewertung etabliert werden (CAC, 2013). Die Codex
Alimentarius Commission empfiehlt, die Entwicklung mikrobiologischer Kriterien auf wissenschaftlich
erhobene Daten zum Vorkommen und Verhalten des Mikroorganismus entlang der Produktionskette
zu stiitzen (CAC, 2013). Zur Generierung dieser Datenbasis ist aus unserer Sicht die Etablierung
standardisierter Inokulationsversuche an definierten Modellkulturarten in verschiedenen
Anbausystemen zu empfehlen. Dies beinhaltet auch die von der EFSA empfohlene Standardisierung
von Probenahme- und Aufbereitungsmethoden (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014).

Die im Rahmen der standardisierten Inokulationsversuche gewonnenen Ubertragungsraten und
Persistenzdaten (Vermehrungs-/Absterberate) kénnen im nadchsten Schritt in ein quantitatives
mikrobielles Risikobewertungsmodell einflieRen. Anhand solcher Modelle kénnen Risiko-basierte
mikrobiologische  Kriterien berechnet werden (CAC, 2013). Quantitative mikrobielle
Risikobewertungsmodelle kdnnen aber auch zur Ermittlung des quantitativen Beitrages einzelner
Kontaminationsquellen zur Gesamtbelastung des Endproduktes sowie der Wirksamkeit von
Praventions- und Dekontaminationsmethoden dienen (Bouwknegt et al., 2015; Pang, Lambertini,
Buchanan, Schaffner, & Pradhan, 2017). Die EFSA empfiehlt daher die Durchfiihrung von
Risikobewertungen, um das erforderliche MaR an Risikokontrolle in verschiedenen Phasen der
Produktion zu ermitteln (EFSA Panel on Biological Hazards, 2014). Durch Modellierung
unterschiedlicher Szenarien kann dariiber hinaus der Einfluss von Klimabedingungen,
Anbaupraktiken und bakterieller Persistenz auf die Keimbelastung frischer Produkte evaluiert werden
(Allende et al., 2017).

Die beschriebenen MalRnahmen, also die Entwicklung von standardisierten Inokulationsversuchen,
quantitativen mikrobiellen Risikobewertungsmodellen und Prozesshygienekriterien fir die
Primarproduktion, kdnnen auf verschiedenen Ebenen zu einer Gewahrleistung der Prozesshygiene in
der Produktion und Verarbeitung von Blattgemuse beitragen:

a) Es entsteht eine aussagekraftige Datenbasis, die eine Evidenz-basierte Risikoeinschatzung durch
den Produzenten ermdglicht. Diese Datenbasis beinhaltet

e anhand von Prozesshygienekriterien validierte und U(berarbeitete Verordnungen und
Leitfaden sowie

e die Kenntnis des Kontaminationsrisikos verschiedener Anbaupraktiken und der Wirksamkeit
unterschiedlicher Praventions- und DekontaminationsmaBnahmen als Ergebnis der
standardisierten Inokulationsversuche und der quantitativen Risikobewertung.

b) Die neu etablierten Prozesshygienekriterien stellen eine optimierte und standardisierte Methode
zur Uberpriifung der Prozesshygiene dar. Diese Methode erméglicht eine
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e regelmiRige Uberpriifung des Hygienekontrollsystems eines Betriebes und

e Kontrolle der Prozesshygiene bei

konkret begriindetem Verdacht auf eine erhohte

mikrobielle Belastung des Wassers, Diingemittels oder Produktes.

Wann von einer erhohten mikrobiellen Belastung des Wassers, Diingemittels oder Produktes

auszugehen ist, ergibt sich beispielsweise aus den Risikobewertungsmatrices der EFSA oder aus dem

Modell von Monaghan et al. (Europaische Kommission, 2017; Monaghan et al., 2017). In diesem Fall

kann der Produzent die Einhaltung der Hygienestandards anhand der Prozesshygienekriterien

tberprifen. Bei Uberschreitung des im Prozesshygienekriterium definierten Grenzwertes sind die

festgelegten Kontrollmafnahmen zu ergreifen.

Das vorgestellte Forschungsthema gliedert sich in fiinf aufeinander aufbauende Arbeitspakete, die in

Abbildung 13 am Beispiel von landwirtschaftlichem Betriebswasser und organischen Diingemitteln

dargestellt sind:

1. Identifikation geeigneter bakterieller und viraler Indikatoren. (Dieser Schritt kann entfallen, wenn

mit E. coli als allgemeinem Indikator fakaler Verunreinigungen gearbeitet wird.)

2. Entwicklung standardisierter Inokulationssversuche an Modellkulturarten in verschiedenen

Anbausystemen zur Ermittlung der Ubertragungsraten und Persistenz von humanpathogenen

Erregern, einschlieflich Standardisierung der Probenahme und -aufbereitung.

3. Quantitative Risikobewertung auf Basis der

Modellierung unterschiedlicher Szenarien.

Entwicklung von Prozesshygienekriterien.

Ubertragungs-

und Persistenzdaten sowie

5. Validierung der EU-Verordnungen bzw. des QS-Leitfadens anhand der Prozesshygienekriterien.

Dungung & Bewdsserung
nach QS-Leitfaden

Inokulierter
Dunger

Inokuliertes
Wasser

2. Ermittlung der Ubertragungsraten

2. Entwicklung standardisierter Inokulationssversuche

(Beispiele: Dungemittel und Wasser)
& Standardisierung der Probenahme

Bekannte E. coli-Konzentrationen
in gedingtem Boden & Wasser

aus Boden & Wasser auf die Pflanze

5. Validierung
des QS-
Leitfadens P

-

w“““’

2. Bestimmung der Persistenz

von HP auf der Pflanze

Aussaat

4. Entwicklung von Prozesshygienekriterien fur Danger, Wasser & Produkt an definierten Probenahmepunkten (P)

Produktion

3. Quantitative
Risikobewertung

Grenzwert far Keim-
belastung des Ernteproduktes
(Prozesshygienekriterium)

6. Evidenz-basierte GHP und Risikoeinschatzung durch Anbauer & standardisierte Uberprufung der Prozesshygiene

Abb. 13: Aufeinander aufbauende Arbeitspakete des vorgestellten Themenkomplexes. Ziel ist eine starker

Evidenz-basierte gute Hygienepraxis und Risikoeinschatzung durch den Anbauer sowie eine standardisierte
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Uberpriifung der Prozesshygiene im Obst- und Gemiiseanbau. Dargestellt am Beispiel von landwirtschaftlichem
Betriebswasser und tierischen Dingemitteln.

Der vorgestellte Ansatz entspricht dem internationalen Trend des letzten Jahrzehnts, die
Lebensmittelsicherheit im Kontext der oOffentlichen Gesundheit zu bewerten und das
Risikomanagement starker auf Prdvention als auf Endproduktkontrollen zu stitzen. Amtliche
Lebensmittelkontrollen allein kdnnen den Schutz der Verbraucher nicht ausreichend gewahrleisten.
Eine auf Risikoanalysen gestltzte Pravention kann Endproduktkontrollen sinnvoll ergdnzen und so zu
einer hoheren mikrobiologischen Sicherheit von Obst und Gemise beitragen (Koutsoumanis &
Aspridou, 2016). Diese Risiko-basierte Pravention muss aus unserer Sicht in der Primarproduktion
ansetzen.
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