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1 EINLEITUNG

In Osterreich gab es im Jahre 2011 etwa 40 000 Milchbauern mit rund 530 000
Milchkiihen (MOOSBRUGGER, 2011). Deren durchschnittliche Jahresmilchleistung
lag bei ca. 6 200 kg je Tier. Daraus resultierte ein Anstieg des Rohmilchanfalls auf
3 307 000t im Vergleich zum Jahr 2010 (STATISTIK AUSTRIA, 2011). Die
gewonnene Milch wurde an 92 Be- und Verarbeitungsbetriebe geliefert, die etwa
4 400 Mitarbeiter beschaftigten und einen Jahresumsatz von etwa zwei Milliarden
Euro erwirtschafteten (MOOSBRUGGER, 2011).

Mit rund drei Millionen Tonnen (87,8% der Erzeugung) ging der grof3te Teil der
Rohmilch an die Be- und Verarbeitungsbetriebe. Abgesehen von einem
geringfligigen Schwund wurde die restliche Rohmilch hofseitig verwertet: 243 000 t
Milch (7,4% der Erzeugung) dienten als Futter fur Kalber oder sonstige Haustiere und
126 000 t (3,8% der Erzeugung) kamen direkt oder in verarbeiteter Form am oder ab
Hof der menschlichen Ernahrung zu Gute (STATISTIK AUSTRIA, 2012). Rund 5%
(ALLERBERGER, 2008b) der in Osterreich produzierten Milch werden zur
menschlichen Erndhrung nicht pasteurisiert abgegeben. Nicht warmebehandelte
Milch wird von Personen nachgefragt, die der Meinung sind, dass wahrend der
Warmebehandlung die gesundheitsfordernden Eigenschaften, das natirliche Aroma
und die Nahrstoffe der Milch verloren gehen (SMITH DEWAAL et al., 2009). Diese
Bedenken sind teilweise berechtigt. Einige Komponenten der Rohmilch kdnnen
vorbeugend gegen Asthmaerkrankungen und Allergien wirken, die genauen
Mechanismen sind aber noch unbekannt (WASER et al., 2006).

Rohmilch stellt aufgrund ihres hohen Gehalts an Proteinen und Nahrstoffen einen
exzellenten Nahrboden fur Mikroorganismen dar, in dem sie sich rasant vermehren

und ggf. auch Toxine bilden kdnnen.

Generell gilt, dass die Abgabe von nicht warmebehandelter Milch an den
Verbraucher gesetzlich verboten ist. Dazu gibt es allerdings zwei Ausnahmen:



1. Rohmilch im Ab-Hof-Verkauf, fir die in der EU spezielle gesetzliche
Vorschriften gelten, und

2. Vorzugsmilch, die in Osterreich derzeit jedoch nicht angeboten wird.

Kolostrum fallt laut EU-Gesetzgebung nicht unter die Definition von Milch, obwohl es
ebenfalls von  Milchkihen gewonnen wird. Es wird jedoch vom

lebensmittelhygienischen Standpunkt aus mit Rohmilch gleichgesetzt.

Aus der Sicht der Lebensmittelindustrie ist die Suche nach Alternativen zur
Warmebehandlung von Milch bzw. Kolostrum, durch die die natirlichen
Eigenschaften der Milch bzw. des Kolostrums erhalten bleiben und durch die
gleichzeitig die Hygienerisiken ausgeschaltet werden, besonders interessant.

1.1 ZUR GESCHICHTE DER MILCHHYGIENE IN EUROPA

Noch bis zur Mitte des 19. Jahrhunderts gab es in Mitteleuropa keine Einrichtungen
zur Belieferung der stadtischen Bevdlkerung mit Kuhmilch. Die Milch wurde z.T. noch
kuhwarm von einem Stall abgeholt. Technische Einrichtungen zur Erhaltung der
Rohmilchqualitat waren nicht vorhanden und die Milchkontrolle beschrankte sich auf
die Sinnesprufung durch den Konsumenten selbst. 1857 erkannte der franzosische
Chemiker und Bakteriologe Louis Pasteur den Zusammenhang zwischen
Milchsaurebakterien und den Fermentationsvorgangen in Milch und experimentierte
auch mit der Sterilisierung von Milch (ORLAND, 2001). Die ersten stadtischen
Milchzentralen (Meiereien), die die Sammlung und Weiterverarbeitung der Milch
organisierten, gehen auf privatwirtschaftliche Initiativen zurtck, wie z.B. die Meierei
C. Bolle, die 1879 in Berlin gegrindet wurde oder die 1862 im schweizerischen
Luzern entstandene Molkerei Galliker (STRAHM und EBERHARD, 2009). Diese
Milchsammelstellen arbeiteten meist unter sehr schlechten hygienischen
Bedingungen. Die Milch war unbehandelt, oft nicht einmal gekuhlt. Aus dieser Milch
stellten viele Meiereien auch Butter her (ORLAND, 2001). Die Ubernahme der Milch
von den Meiereien und der Verkauf an die Endverbraucher war Aufgabe der
Milchhandler, einer selbstandigen Berufsgruppe. Sie verfugten Uber gewisse
Fachkenntnisse im Bereich der Hygiene, Sauberkeit und der lebensmittelrechtlichen
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Vorschriften (STRAHM und EBERHARD, 2009). 1880 wurde in Dresden die Molkerei
Gebruder Pfund gegrundet, die es sich zum Ziel setzte, der stetig wachsenden
Stadtbevolkerung eine hygienisch einwandfreie Milch zu liefern. Durch ein Fenster im
Verkaufsraum konnte die Kundschaft zusehen, wie die Kihe gemolken, die Milch
zweimal durch feine Tucher geseiht und sofort gekuhlt wurde (PFUNDS, 2012).
Aulerdem war der gesamte Betrieb auf groRtmaogliche Sauberkeit ausgerichtet. Ende
des 19. Jahrhunderts entwickelte der deutsche Agrikulturchemiker Franz von Soxhlet
einen Haushalts-Sterilisierapparat fur Kindermilchflaschen, der zum Vorbild flr die
ersten Pasteurisierungsanlagen der Molkereiindustrie wurde (ORLAND, 2001). Die
Pasteurisierung der Milch trat ihren Siegeszug erst nach dem 2. Weltkrieg an und
war vor allem in den Stadten verbreitet. Das UHT (Ultra High Temperature) —
Verfahren wurde 1951 entwickelt und ermoglichte es erstmals, in einem
kontinuierlichen Verfahren keimfreie Milch herzustellen. Erst durch die Mdglichkeit
der aseptischen Abfullung breitete sich die UHT-Technologie in der
Trinkmilchherstellung weiter aus (STRAHM und EBERHARD, 2009).

1.2 DEFINITION KONSUMMILCH

Unter dem Begriff Konsummilch werden in der EU diejenigen Milchsorten
zusammengefasst, die als Trinkmilch an den Verbraucher abgegeben werden.

Als Basis fur die Herstellung von Milchprodukten dient die Rohmilch. Die Milch wird
als Konsummilch verkauft, nachdem mittels Erhitzungsverfahren die Haltbarkeit der
Rohmilch durch Abtétung vorhandener pathogener Keime und Reduzierung anderer

Mikroorganismen, wie zum Beispiel Milchsaurebakterien, verlangert wurde.
Die in den Handel kommende Konsummilch wird in folgende Sorten unterteilt:

1) Pasteurisierte Milch (Frischmilch)

2) Hocherhitzte / Hochpasteurisierte Milch (Extended Shelf Life- / ESL-Milch bzw.
slanger haltbare Frischmilch®)

3) Ultrahocherhitzte Milch (Ultra High Temperature- / UHT-Milch, Haltbar- / H-
Milch)

4) Sterilisierte Milch (Sterilmilch)



Konsummilch wird laut Osterreichischem Lebensmittelbuch (IV. Auflage,
Codexkapitel/B32/Milch und Milchprodukte, 2011) aus Rohmilch, deren Fettgehalt
allenfalls verandert wurde, hergestellt. Die Fetteinstellung erfolgt durch Entrahmung
oder Zumischung von Magermilch. Der Fettgehalt entspricht der Deklaration und der
Verordnung (EG) Nr. 1234/2007 Anhang XIII idgF.

Tabelle 1. Einteilung von wirmebehandelter Konsummilch (Osterreichisches
Lebensmittelbuch, 2011)

Bezeichnung Warmebehandlung Zeit/Temperatur
Pasteurisiert Dauerpasteurisation 30 Min. bei mind. 63°C
Pasteurisiert Kurzzeiterhitzung 15 Sek. bei mind. 72°C ?
Hocherhitzt Hocherhitzung einige Sek. bei mind. 85°C "

Ultrahocherhitzt @ Ultrahocherhitzung mind. 135°C ©

# auch Haltbarmilch oder H-Milch

®) oder einer Zeit/Temperaturkombination mit gleicher Wirkung

° mikrobiologisch stabil

Pasteurisierte Konsummilch ist alkalische Phosphatase-negativ. gemald der
Verordnung (EG) Nr. 853/2004 idgF. ,Hocherhitzte® oder ahnlich gekennzeichnete
Konsummilch ist Peroxidase-negativ. Pasteurisierte Milch schmeckt in Abhangigkeit
vom Fettgehalt mehr oder weniger vollmundig. H-Milch und ESL-Milch konnen einen
Kochgeschmack aufweisen. Zusatzlich zur Erhitzung konnen wahrend der
Herstellung warmebehandelter Konsummilch physikalische Verfahren wie
Zentrifugation und/oder Zentrifugationsentkeimung, Filtrationsentkeimung und

Homogenisierung eingesetzt werden.

1.2.1 PASTEURISIERTE MILCH (FRISCHMILCH)

Die Kurzzeiterhitzung im kontinuierlichen Durchfluss findet vor allem in
Plattenwarmetauschern statt. Die Temperaturen betragen 72 bis 75°C mit einer
HeilRhaltezeit von 15 bis 30 Sekunden. Das milchoriginare Enzym alkalische

Phosphatase darf nach dieser Behandlung nicht mehr nachweisbar sein.

4




Die Haltbarkeit dieser pasteurisierten Frischmilch betragt bei Kiihlung sechs bis acht
Tage (FRISTER, 2007a).

1.2.2 HOCHERHITZTE / HOCHPASTEURISIERTE MILCH (ESL-MILCH)

Die Hocherhitzung wird im kontinuierlichen Durchfluss in einem Temperaturbereich
von 85 bis 127°C mit variablen Zeiten im Sekundenbereich durchgeflhrt. Die
Erhitzung kann in einer UHT-Anlage oder einem modifizierten Plattenwarmetauscher
erfolgen. Dem modifizierten Plattenwarmetauscher wird zum Erreichen der hohen
Temperatur noch ein Rohrenerhitzer zugeschaltet (STRAHM und EBERHARD,
2009). Das milchorigindre Enzym Peroxidase darf nach dieser Behandlung nicht
mehr nachweisbar sein. Bei Erhitzungsbedingungen von 120 bis 127°C fur zwei bis
vier Sekunden (FRISTER, 2007a) spricht man von ESL-Milch (Extended Shelf Life).
Dieses auch als ,langer haltbare Frischmilch® bezeichnete Produkt kann gekuhlt etwa
drei Wochen gelagert werden. Die Milch wird bei der indirekten Erhitzung meist
etwas starker belastet als bei der direkten Erhitzung, was zu sensorischen
Abweichungen fuhren kann. Fur die Herstellung der ESL-Milch kdnnen neben der
indirekten Erhitzung aber auch andere Technologien angewandt werden. In einer
UHT-Direkt-Erhitzeranlage kann ESL-Milch durch direkte Erhitzung hergestellt
werden. Mittels eines Dampfinjektionssystemes oder eines Dampfinfusionssystemes,
bei dem die Milch in einem Dampfbehalter (Infuser) verspruht wird, wird die Milch
innerhalb von Sekundenbruchteilen auf eine Temperatur von ca. 127°C (STRAHM
und EBERHARD, 2009) erhitzt. Fur den Dampf muss Trinkwasserqualitat verwendet
werden. Die Herstellung von ESL-Milch kann auch mit Hilfe der Mikrofiltration oder

der Tiefenfiltration erfolgen.

1.2.3 ULTRAHOCHERHITZTE MILCH (UHT-MILCH)

Durch UHT-Erhitzung im Durchfluss mittels indirekter Erhitzung in Platten- oder
Roéhrenwarmetauschern oder mittels direkter Erhitzung durch Dampfinjektoren oder

Dampfinfusion bei mindestens 135°C im Sekundenbereich wird Milch hergestellt, die
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ungekuhlt in luftdichter Verpackung ca. drei bis vier Monate haltbar ist (FRISTER,
2007a).

1.2.4 STERILISIERTE MILCH (STERILMILCH)

Die Sterilisierung erfolgt bei 110 bis 120°C mit HeilRhaltezeiten von zehn bis 30
Minuten (FRISTER, 2007a) in luftdicht verschlossenen Behaltern (Flaschen, Dosen).
Sterilmilch ist ungekuhlt ca. sechs Monate haltbar (FRISTER, 2007a).

1.3 AUSWIRKUNGEN DER HITZEBEHANDLUNG AUF DEN NAHRSTOFFGEHALT
DER MILCH

Die Anderungen des Nahrstoffgehalts der Milch wahrend der Pasteurisation und der
UHT-Erhitzung sind meist gering und nicht besonders signifikant. Dennoch kann es
wahrend der Lagerung nach der Warmebehandlung zu erheblichen Vitaminverlusten
kommen. Die fettloslichen Vitamine A, D und E sowie die wasserloslichen Vitamine
Biotin, Nicotinsaure, Pantothensaure und Riboflavin sind relativ hitzestabil und es
kommt wahrend Pasteurisation und UHT-Erhitzung zu keinen messbaren Verlusten
(VARNAM und SUTHERLAND, 2001). Wahrend der Pasteurisation kommt es bei
Folsaure, Thiamin, Vitamin Bg und Vitamin B4, zu Verlusten von weniger als 10%,
wobei die Verluste an Vitamin Bg durch UHT-Erhitzung ein wenig hdher sind
(VARNAM und SUTHERLAND, 2001). Am signifikantesten ist der Verlust an Vitamin
C. Der Gehalt an Gesamt-Vitamin C (Ascorbinsaure und Dehydroascorbinsaure) wird
wahrend der Pasteurisation um 10-25% reduziert, wahrend der UHT-Erhitzung um
25% oder mehr (VARNAM und SUTHERLAND, 2001). Diese Werte sind deshalb so
hoch, da die oxidiete Form des Vitamins C, Dehydroascorbinsaure, am
hitzeempfindlichsten ist. Dies kann bekampft werden, indem man wahrend der
Verarbeitung den Anteil an geloéstem Sauerstoff in der Milch verringert. Dadurch kann
der Vitamin C- Verlust wahrend der Lagerung der Milch auf ein Minimum reduziert
werden. Bei Folsaure kann es innerhalb einer Lagerzeit von 14 Tagen zu einem

Aktivitatsverlust von 100% kommen, wahrend Vitamin B3 innerhalb von drei Monaten
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50% seiner Aktivitat verlieren kann (VARNAM und SUTHERLAND, 2001). Auch die
Verpackung hat einen groRen Einfluss auf den Vitamingehalt der Milch. Farblose
Glasflaschen lassen viel Licht durch, wodurch es zu Photodegradation kommt, was
vor allem das lichtempfindliche Vitamin C betrifft. Am besten geschutzt ist die Milch in

Kartons, die mit Aluminiumfolie ausgekleidet sind (z.B. Tetra Pak™).

In den letzten Jahren wurde in mehreren Studien festgestellt, dass der Konsum von
unerhitzter Milch (Rohmilch) einen protektiven Einfluss gegenuber der Entstehung
von Asthma und Allergien bei Kindern hat. LOSS et al. (2011) stellten fest, dass
dieser Effekt des Rohmilchkonsums mit der Molkenproteinfraktion assoziiert sein
konnte, die wahrend der Erhitzung inaktiviert wird. Die Caseinfraktion hingegen ist

hitzestabil und wird weder durch Pasteurisation noch durch UHT-Erhitzung zerstort.

1.4 ALTERNATIVE PHYSIKALISCHE HALTBARMACHUNGSVERFAHREN FUR MILCH

1.4.1 BAKTOFUGIERUNG

Die Baktofugierung ist ein besonderes Separierungsverfahren, wobei
Mikroorganismen (vor allem Bakterien und Sporen) durch Zentrifugalkraft aus der
Milch entfernt werden. Die Baktofuge ist eine Zentrifuge mit hoher Beschleunigung
von 10 000 bis 15 000 g. Dadurch werden 98 bis 99% der somatischen Zellen,
Bakterien und Bakteriosporen entfernt, weshalb sie auch ,Entkeimungszentrifuge”
genannt wird (FRISTER, 2007a). Die gereinigte Milch wird auf 60 bis 75°C
vorgewarmt (thermisiert) und gleich darauf in die Baktofuge geleitet. Nach erfolgter
Separierung wird das abgetrennte Baktofugat mittels Dampfinjektor flr drei bis vier
Sekunden auf 130 bis 140°C erhitzt, um alle Sporen wirksam abzutéten. Das so
sterilisierte Baktofugat wird abgekuhlt, bevor es der entkeimten Milch wieder
zugesetzt oder einer anderen Verwertung zugefuhrt wird (STRAHM und
EBERHARD, 2009). Die Baktofugierung wird vor allem zur Entfernung der Sporen
von Clostridium ssp. aus der Milch verwendet, um die Spatblahung bei der

Kaseherstellung zu verhindern.



1.4.2 MIKROFILTRATION

Die Mikrofiltration ist ein Membrantrennverfahren, bei dem eine semipermeable
Membran mit einer Porenweite von 0,8 bis 1,4 um die Bakterien zurickhalt, wahrend
die Milchbestandteile einschlieBlich der Caseinmicellen die Membran passieren
(KROMKER, 2007). Dieses Verfahren ist allerdings nur fiir Magermilch anwendbar,
da Fettpartikel die Membranen verstopfen wirden. Daher wird der Rahm vor der
Mikrofiltration durch Zentrifugation entfernt und nach Erhitzung auf ca. 127°C und
darauffolgender Abkuhlung der mikrofiltrierten Magermilch wieder zugesetzt, bis der
standardisierte Fettgehalt erreicht ist. Dieses Gemisch wird anschlieRend bei 72 bis
74°C pasteurisiert und danach abgekuhlt (STRAHM und EBERHARD, 2009). Fur die
Mikrofiltration sind verschiedene Membranmodule aus Keramik im Einsatz,
insbesondere Wickelmodule und Rohrmodule. Die Mikrofiltration wird seit ca. 1980 in
der Milchtechnologie angewandt (STRAHM und EBERHARD, 2009). Das Ziel der
Mikrofiltration ist es, eine Konsummilch (ESL-Milch) mit verlangerter Haltbarkeit
herzustellen. Die Trenngrenze bei industriell eingesetzten Mikrofiltrationsmembranen
betragt ca. 1,4 ym, die eine Keimruckhaltung von mehr als 99,5% ermdglicht
(STRAHM und EBERHARD, 2009).

1.4.3 TIEFENFILTRATION

Das Verfahren der Tiefenfiltration ist der Mikrofiltration ahnlich und wird ebenfalls zur
Herstellung von ESL-Milch verwendet. Magermilch wird filtriert, wobei die
Mikroorganismen am Filter hangen bleiben und daher kein Retentat
(Bakterienkonzentrat) wie bei der Mikrofiltration zurlckbleibt. Fur die Tiefenfiltration
werden eine Vorfilter- und eine Endfiltereinheit verwendet. Jede Filtereinheit besteht
aus mehreren Polypropylenfilterkerzen. Die Trenngrenze des Vorfilters betragt 0,3
um und die des Endfilters 0,2 ym. Die Keimrickhaltung betragt mehr als 99%
(STRAHM und EBERHARD, 2009). Fur die Herstellung von ESL-Milch mittels
Tiefenfiltration wird die Rohmilch zuerst zentrifugiert und so in Magermilch und Rahm
getrennt. Die Magermilch wird sodann Uber die Filterkerzen tiefenfiltriert. Der Rahm

wird auf 110 bis 125°C erhitzt, abgekuhlt und wieder mit der Magermilch vereint. Das
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Gemisch aus tiefenfiltrierter Magermilch und erhitztem Rahm wird nun bei 72 bis
74°C pasteurisiert und anschlieRend abgekihlt (STRAHM und EBERHARD, 2009).

Rohmilch ‘

\ 4
Reinigen und Zentrifugieren ‘

h 4 4 | o= ————— |
Magermilch ‘ ‘ Rahm i » Uberschussrahm |
v
Vorwéarmen O —— >
I 4
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Abbildung 1. Prozessablauf fiir die Herstellung von ESL-Milch mittels Mikrofiltration oder
Tiefenfiltration (STRAHM und EBERHARD, 2009)

1.4.4 HOCHDRUCKBEHANDLUNG

Hochdruckbehandlung (auch Pascalisation genannt) ist eine Methode zur
Konservierung von Lebensmitteln, die mit hohem hydrostatischem Druck arbeitet.
Der eingesetzte Druck kann zwischen 100 und 1000 MPa variieren, die
Behandlungsdauer zwischen 30 Sekunden und 15 Minuten (DOUGLAS, 2003). Der
Temperaturbereich liegt normalerweise nahe der Raumtemperatur und kann bis
121°C erhoht werden (CLARK, 2006). Milch war das erste Lebensmittel, an dem
1899 am University of West Virginia Agricultural Center, USA, der Chemiker Bert Hite

Versuche zur Hochdruckbehandlung durchflihrte. Die Anwendung von Hochdruck zur
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Reduzierung von Bakterien in Milch erfordert geringere Temperaturen als die
herkdbmmliche Pasteurisation bzw. UHT-Erhitzung. Das bedeutet, dass es zu keinen
bzw. deutlich geringeren Geschmacksveranderungen (,Kochgeschmack®) der Milch
kommt. Milch, die bei 586 MPa und 54,4°C fur funf Minuten behandelt wurde, halt
sich gekuhlt mehr als 45 Tage, wobei der natlrliche Geschmack erhalten bleibt.
Allerdings werden bei dieser Methode Bakteriosporen nicht abgetotet (VAZQUEZ-
LANDAVERDE et al., 2006). Aktuelle Forschungen haben ergeben, dass eine
Hochdruckbehandlung mit 300 MPa bei 25°C fir 30 Minuten zu einer Inaktivierung
von Salmonella, E.coli, Shigella und Staphylococcus aureus in Rohmilch fuhrt (YANG
et al., 2012). Die Bakterien erleiden dabei irreversible Schaden der Zellwande, der
Zellmembranen und der chromosomalen DNA (YANG et al, 2012). Um
Bakteriosporen, wie z.B. von Clostridium perfringens, in Milch wirkungsvoll zu
eliminieren, bietet sich die synergistisch wirkende Kombination aus
Hochdruckbehandlung und Zusatz von Nisin, einem antibiotisch wirksamen Peptid
aus der Gruppe der Lantibiotika, an (GAO et al., 2011). Die Verwendung von Nisin
als Konservierungsmittel fur Lebensmittel ist in der EU allerdings nur fur gereiften
Kase und Schmelzkase, bestimmte Puddings, Clotted Cream und Mascarpone
erlaubt (EFSA, 2006). Aufgrund der noch nicht vollstandig gelosten Probleme der
Sporeninaktivierung und der hohen Kosten wird die Hochdruckhaltbarmachung von

Milch kommerziell nicht angewandt.

1.4.5 GEPULSTE ELEKTRISCHE FELDER (PULSED ELECTRIC FIELDS, PEF)

Beim PEF-Verfahren wird ein Lebensmittel einem hohen elektrischen Feld (20 bis 80
kV/cm) ausgesetzt. Sowohl flissige als auch feste Lebensmittel konnen damit
behandelt werden. Verschiedene Experimente mit Milch als flissigem Medium
wurden bereits unternommen, um den Einfluss einer Behandlung mit gepulsten
elektrischen Feldern auf die Abtétung verschiedener Mikroorganismen abzuklaren.
Dabei wurde von Magermilch, Vollmilch und UHT-Milch ausgegangen, die mit
Bacillus subtilis, B. cereus, E. coli, Listeria innocua, Mycobacterium paratuberculosis,
Salmonellen und Staphylococcus aureus inokuliert wurde. Der Abtotungsgrad

schwankte in Abhangigkeit von den untersuchten Bakterien, der elektrischen
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Feldstarke, der Behandlungszeit, der Pulsdauer und der maximalen Temperatur des
Lebensmittels (EBERHARD und SIEBER, 2006). Wenn ein ausreichend starkes
Potenzial, im Bereich von etwa 1V, induziert wird, kommt es zum Verlust der
Zellmembranstabilitdt und schlieRlich zum dielektrischen Bruch der Membran. Der
Zellinhalt tritt aus und die Stoffwechselaktivitat versiegt (EBERHARD und SIEBER,
2006). Das PEF-Verfahren kann mit milder Hitze oder dem Einsatz von Lysozym
und/oder Nisin kombiniert werden.

1.4.6 ULTRASCHALL

Ultraschall wird seit einigen Jahren bei diversen lebensmitteltechnologischen
Prozessen wie Homogenisierung, Dispergierung unter hohen Scherraten,
Pasteurisation und in der Fest-Flussig-Separation eingesetzt. Bei der Anwendung
dieser Technologie auf eine kontinuierlich flieRende Flussigkeit wird in erster Linie ein
akustischer Druck erzeugt, der sich zum hydrostatischen Druck addiert. Fur
industrielle Anwendungen ist eine Ultraschallleistung von 0,1 bis 1000 W/cm? bei
einer Frequenz von 20 bis 100 kHz einzusetzen (PERREN und BATES, 2009). In der
Molkereiindustrie wird Ultraschall bereits zur Homogenisierung von Milch eingesetzt
(SKIBA und KHMELEV, 2007). Fur die Anwendung von Ultraschall zur
Haltbarmachung von Milch empfiehlt es sich, dieses Verfahren mit einer anderen
Strategie zur mikrobiellen Reduktion zu kombinieren, wie z.B. einer milden Erhitzung
(D’AMICO et al.,, 2006). Ein Beispiel dafur ist die Inaktivierung von Listeria
monocytogenes in inokulierter UHT-Milch und die Reduktion der Gesamtkeimzahl in
Rohmilch. Eine kontinuierliche Ultraschallbehandlung (20 kHz, 118 W/cm?)
kombiniert mit milder Erhitzung (57°C) fir 18 Minuten verringerte sowohl die
Keimzahl von L. monocytogenes als auch die Gesamtkeimzahl um funf Log-Stufen
(D’AMICO et al., 2006).

Bei den alternativen (auch ,kalten®) Verfahren wie Hochdruck, gepulsten elektrischen
Feldern und Ultraschall gibt es, im Gegensatz zu den Hitzebehandlungen zur
Haltbarmachung von Milch, keine klar definierten und allgemein anerkannten
Mindestbedingungen flr die Gewahrleistung der hygienischen Sicherheit des fertigen

Produktes. Bei Hitzebehandlungen, wie z.B. der Pasteurisation, genlgt die Angabe
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einer Zeit- /| Temperaturkombination oder der Nachweis der Inaktivierung eines
milchorigindaren Enzyms (alkalische Phosphatase) zur Anerkennung einer
ausreichenden Erhitzung des Produktes. Im Labor- und Pilotmalistab wurden bereits
viele Versuche mit alternativen Verfahren zur Milchkonservierung durchgefihrt. Die
mit unterschiedlichen Bedingungen erzielten Ergebnisse sind jedoch schwer
vergleichbar. Deshalb hat bis heute keines der alternativen Verfahren in der
milchtechnologischen Praxis in nennenswertem Umfang Verbreitung gefunden.

1.5 DEFINITION ROHMILCH UND ROHMILCHKASE

Gemal osterreichischem Lebensmittelbuch (1V. Auflage, Codexkapitel/B32/Milch und
Milchprodukte, 2011) handelt es sich bei Rohmilch um rohe Konsummilch, die zum
unmittelbaren Verzehr bestimmt ist. Sie wird nicht Uber 40°C erhitzt und keiner
Behandlung mit entsprechender Wirkung unterzogen. Rohmilch darf nur am Tag der
Gewinnung und an den zwei darauffolgenden Tagen abgegeben werden. Rohmilch
fur den menschlichen Verzehr ist mit der Kennzeichnung ,Rohmilch, vor dem Verzehr
abkochen® zu versehen. Rohe Konsummilch schmeckt produkttypisch und ihr
Fettgehalt wird nicht verandert, das heil’t, sie besitzt ihren natirlichen Fettgehalt von
3,5 bis 4% (RIMBACH et al., 2010).

Die Verordnung (EG) Nr. 853/2004 beschreibt im Anhang | unter Ziffer 4 ,Rohmilch®
als das Gemelk von Nutztieren, das nicht Uber 40°C erhitzt und keiner Behandlung
mit ahnlicher Wirkung unterzogen wurde. Abgeleitet ist diese Definition von der
Temperatur der Milch direkt nach dem Melken, die — beeinflusst durch die
Koérpertemperatur der Kiihe - normalerweise nicht Gber 40°C liegt (HELBLE, 2008).
Rohmilch wird vom jeweiligen Milcherzeugungsbetrieb direkt an den Konsumenten
abgegeben (Ab-Hof-Abgabe). Ebenfalls unter Anhang | Ziffer 4 ist die Definition fur
,Milcherzeugungsbetrieb” angegeben. Dieser ist ein Betrieb mit einem oder mehreren
Nutztieren, die zur Erzeugung von Milch, die als Lebensmittel in Verkehr gebracht

werden soll, gehalten werden.

Laut Lebensmittelsicherheitsbericht 2011 der AGES (Osterreichische Agentur fiir
Gesundheit und Ernahrungssicherheit GmbH) und des Osterreichischen
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Bundesministeriums fir Gesundheit gibt es in Osterreich derzeit 394

Direktvermarkter von Rohmilch.

Rohmilch enthalt von allen Milchsorten den hochsten Anteil an Nahrstoffen wie
Vitamine und Mineralstoffe. Rohe Kuhmilch enthalt alle bekannten Vitamine und ist
wichtig zur Bedarfsdeckung fur die Vitamine A, B4, B, B2 und Pantothensaure. Ein
halber Liter Rohmilch kann einen GroRteil des taglichen Vitamin A- (25%), Vitamin
B2- (50%), Pantothensaure- (25%) und Vitamin B4- Bedarfs (70%) decken
(RIMBACH et al., 2010). Der Gehalt an fettloslichen Vitaminen in Rohmilch hangt von
der Fltterung ab, wahrend der Gehalt an den wasserléslichen B-Vitaminen, die im
Pansen synthetisiert werden, ausgenommen Vitamin Bq,, nicht futterungsabhangig
ist (RIMBACH et al., 2010). Durch Warmebehandlung der Rohmilch werden jedoch
viele Vitamine zerstort. Die geringsten Verluste verursacht die Pasteurisation, die
hochsten die Sterilisation. Zu den hitzeempfindlichsten Vitaminen zahlen B4, Bg, Bz,
C und Folsaure (RIMBACH et al., 2010).

Bestimmte Kéasesorten, wie Allgauer Emmentaler, franzésischer Camembert,
Roquefort oder Parmigiano Reggiano, missen aus Rohmilch hergestellt werden.
Andere Kasesorten, wie Brie, Feta, Limburger oder Mozzarella konnen, mussen aber
nicht, mit Rohmilch hergestellt werden. Wenn zur Kaseherstellung Rohmilch
verwendet wurde, muss dies immer deklariert werden und zwar durch den Hinweis
,mit Rohmilch hergestellt“ (Anhang Il Abschnitt IX Kap. IV Nr. 2 der Verordnung (EG)
Nr. 853/2004). Auch andere Milcherzeugnisse aus Rohmilch mussen so

gekennzeichnet werden.

Laut einem Kommentar der schweizerischen Forschungsanstalt Agroscope
Liebefeld-Posieux (ALP) gelten die klassischen Schweizer Rohmilchkasesorten
Appenzeller, Berner Alp- und Hobelkdse, Emmentaler, L‘Etivaz, Gruyere, Roh-
Tilsiter, Téte de Moine und Sbrinz als hygienisch sicher. Hohe Milchqualitat, rasche
Milchverarbeitung innerhalb von 18 Stunden, relativ hohe Temperaturen bei der
Kaseherstellung verbunden mit einer guten Sauerung des Kaseteiges sowie lange
Reifungsdauern von drei bis 18 Monaten verhindern, dass sich Krankheitserreger in
gefahrlicher Weise vermehren kénnen. Auch empfindliche Konsumentengruppen, wie
z.B. schwangere Frauen, konnen diese Kase bedenkenlos zu sich nehmen (ALP,

2008). Dagegen sind Weichkase aus Rohmilch, wie z.B. Camembert de Normandie
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AOP (Appellation d’Origine Protégée, geschutzte Ursprungsbezeichnung) oder
Roquefort AOP, hygienisch wesentlich riskanter, da die Kdsemasse hier kaum erhitzt
wird, der Wassergehalt hoch ist und die Reifungszeiten nur wenige Wochen
betragen. Dadurch ist eine Inaktivierung bzw. Reduzierung von Krankheitserregern
aus der Rohmilch nicht sichergestellt. Die hygienische Sicherheit dieser Kasesorten
muss daher durch strenge Uberwachung der Milchqualitat schon bei der Gewinnung
und luckenlose mikrobiologische Kontrollen der Produktchargen garantiert werden
(ALP, 2008).

1.6 DEFINITION VORZUGSMILCH

Weder im oOsterreichischen noch im deutschen Lebensmittelbuch ist eine Definition
fur ,Vorzugsmilch® angegeben.

Vorzugsmilch ist als einzige Rohmilch fur den Rohverzehr bestimmt und muss
deshalb besonders strengen Anforderungen an Gewinnung, Beschaffenheit,
Behandlung, Verpackung und Beférderung genlgen. Sie wird unter besonderen
hygienischen Bedingungen produziert, die in Deutschland in der Tier-LMHV
(Tierische Lebensmittel-Hygieneverordnung) geregelt sind.

In Osterreich gibt es keine Erzeugerbetriebe fiir Vorzugsmilch, in Deutschland etwa
80 (VSB, 2010). Viele davon sind im Verband Deutscher Vorzugsmilcherzeuger
vertreten. Vorzugsmilch hat in Deutschland einen sehr geringen Anteil am
Milchkonsum und wird meist in Bioldden und Reformhdusern oder mittels
Direktvermarktung angeboten. Die Erzeugerbetriebe bendtigen von der zustandigen
Behorde, in Deutschland sind das die kommunalen Veterinaramter, eine
entsprechende Genehmigung. Gefordert werden aullerdem u.a. monatliche
tierarztliche Untersuchungen der Milchkihe, eine getrennte Haltung dieser vom
restlichen Tierbestand, besondere Hygienestandards und eine konsequente
Eigenkontrolle der Vorzugsmilch in monatlichen Stichproben. Vorzugsmilch muss
gefiltert und innerhalb von zwei Stunden auf 4°C abgekuhlt werden. Vorzugsmilch
enthalt wie Rohmilch den naturlichen Fettgehalt der Milch sowie alle Vitamine und
Mineralstoffe in unveranderter Form.
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Tabelle 2. Unterschiede zwischen Rohmilch und Vorzugsmilch (THIELKE, 2009)

Merkmal

Rohmilch

Vorzugsmilch

Voraus-

setzung fur

Anzeige beim jeweils zustandigen
Veterinaramt

Genehmigung durch die zustandige

Behorde (Veterinaramt)

die Abgabe

Abgabeform direkt aus dem Milchtank in die Fertigpackung, verschlossene Kannen
mitgebrachte Milchkanne; auch ,Eiserne und ahnliche Behaltnisse
Kuh" in Form von Selbstzapfsystemen
Abgabeort nur in der Betriebsstatte (Ab-Hof) in und aulerhalb der Betriebsstatte
(mittel- und unmittelbar), auch an
Einzelhandel
Verkehrs- Rohmilch, Ab-Hof-Milch Vorzugsmilch

bezeichnung

Kenn- Hinweisschild an der Abgabestelle: Hinweis auf der Verpackung: ,Rohmilch

zeichnung ,Rohmilch, vor dem Verzehr abkochen" | — verbrauchen bis ... — aufbewahren bei
héchstens +8°C*
Verbrauchs- tagesfrisch, maximal vom Vortag maximal 96 Stunden ab Gewinnung
frist

Anfor- Erflllung der gesetzlichen Erflllung der ,gesetzlichen
derungen an | Anforderungen an die Abgabe kleiner Anforderungen an Vorzugsmilch®
den Betrieb Mengen von Primérerzeugnissen: (Anlage 9 Tier-LMHV):

Vermeidung nachteiliger Beeinflussung
(Wande, Boden, Flachen instand halten,
reinigen, ggf. desinfizieren; hygienische
Herstellungs- und
Lagerungsbedingungen; Verwendung
von Trinkwasser; Abfalle getrennt
lagern)

Sicherstellung einer guten
Lebensmittelhygiene (bei der Lagerung
Verunreinigungen vermeiden;

Trinkwasserversorgung), GMP
Personalschulungen

Personliche Hygiene, ggf.
Schutzkleidung

Anforderungen an den Tierbestand
(getrennte Haltung der Vorzugsmilch-
Kuhe; monatliche tierarztliche Kontrolle
der Kiihe; monatliche Kontrolle der
Eutergesundheit Uber die Bestimmung

der somatischen Zellen in der Milch)

Milchkthlung auf 4°C innerhalb von 2 h
nach dem Melken; Temperatur zwischen
Abfillung und Abgabe < 8°C

Einhaltung von Grenzwerten bezlglich

bestimmter Bakterien

Anforderungen an die
Vorzugsmilcherzeugungsbetriebe
(Raume, FuBbdden, Wande, Decken,
Turen, Beleuchtung, Waschplatze,

Umkleideraume etc.)
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1.7 MIKROBIOLOGISCHE BESCHAFFENHEIT VON ROHMILCH

Eine der ,zehn goldenen Regeln® der World Health Organisation (WHO,
Weltgesundheitsorganisation) zur  Vermeidung von lebensmittelbedingten
Infektionskrankheiten heil3t: ,Kaufe pasteurisierte Milch anstelle von Rohmilch.*

Die Milch einer gesunden Kuh verlasst praktisch keimfrei das Euter und wird erst
wahrend der Passage des Strichkanals mit Mikroorganismen kontaminiert. Die in die
Rohmilch gelangenden Keime stammen von der Euteroberflache, den
Melkgeratschaften, dem Einstreu im Stall, dem Futter, dem Melker, der Stallluft und
dem Wasser, mit dem das Euter gewaschen wird. Bei guter Melk- und Euterhygiene
sowie einer entsprechenden Reinigung des Melkgeschirrs ist eine Keimzahl von
unter 5000 KbE/mL zu erwarten (ZANGERL, 2007). Die Keime, die sich in der
Rohmilch befinden, vermehren sich wahrend der Lagerung, des Transports sowie im
milchverarbeitenden Betrieb. Die Vermehrungsgeschwindigkeit hangt von der
Ausgangskeimzahl, von der Temperatur und Dauer der Lagerung bzw. des
Transports ab. Durch die Kuhllagerung der Rohmilch kommt es zu einer
Verschiebung der Keimflora in Richtung psychotrophe, gramnegative Keime. In kihl
gelagerter Rohmilch besteht die Keimflora hauptsachlich aus Pseudomonaden.
Diese konnen sich selbst bei Temperaturen von 5°C innerhalb von drei bis vier
Tagen zu hohen Zahlen vermehren (ZANGERL, 2007).
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Tabelle 3. Kontaminationsquellen in frisch ermolkener Rohmilch (ZANGERL, 2007)

Herkunft Keimzahl pro mL Keimgruppen
Luft im Stall ca. 100 vor allem aerobe Sporen
Euter (innen) praktisch keimfrei -

(bei gesunden Kiihen)

Strichkanal ca. 100-1000 Mikrokokken, Staphylokokken,
Streptokokken,
Milchsaurebakterien,

Coryneforme, Bacillen,

Gramnegative
Euteroberflache 1 000-100 000 (abhangig von Mikrokokken, Staphylokokken,
der Euterhygiene) Streptokokken,

Milchsaurebakterien,
Clostridien, Bacillen, Coliforme

u.a. Gramnegative, Pathogene

Geratschaften (Melkanlage) ca. 1 000-500 000 vor allem Gramnegative Keime
(Pseudomonaden,

Enterobakterien)

Tabelle 4. Zusammensetzung der Keimflora von frischer Rohmilch (FRANK und HASSAN, 2002)

Keimflora Prozentanteil
Mikrokokken, Staphylokokken 30-99
Bacillus, Clostridium <10
Streptococcus, Lactococcus 0-50
Mikrobacterium, Coryneforme, Lactobacillus <10
Pseudomonas, E. coli, Alcaligenes, Acinetobacter <10
Hefen und Schimmelpilze <10
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1.8 EUTERGESUNDHEIT UND MASTITIS

Gemal International Dairy Federation wird die Mastitis des Rindes als eine
entzindliche Reaktion der Milchdrise mit infektidoser, traumatischer oder toxischer
Ursache definiert. Diese Erkrankung, bei deren Zustandekommen neben dem
ursachlichen Agens eine Vielzahl von Faktoren (Melkhygiene, Melktechnik,
Melkarbeit, Stallhygiene, Tierhygiene, Fultterungsregime, Management etc.)
zusammenwirken, stellt bei in Herden gehaltenen Milchkuhen ein Bestandsproblem
dar. Das einzelne Tier unterliegt in der Herde einem Erkrankungsdruck, der durch die
Infektionslage in der Herde (im Sinne eines Erregerreservoirs) einerseits und durch
das Ausmaly von haltungstechnischen und hygienischen Mangeln andererseits
bestimmt wird (KROMKER, 2007). Zur sicheren Diagnose erkrankter Milchdriisen
sollten immer mindestens zwei Kriterien (Erreger- und Entzindungsnachweis)
herangezogen werden, wobei die grundsatzliche diagnostische Einordnung dabei auf
der Ebene des Euterviertels erfolgt (KROMKER, 2007). Die Deutsche
Veterinarmedizinische Gesellschaft empfiehlt, den Gehalt somatischer Zellen im
Viertelanfangsgemelk mit dem Nachweis mikrobiologischer Erreger zu kombinieren.
Die Anzahl der somatischen Zellen in der Milch (Zellgehalt) ist ein Ausdruck fur die
Eutergesundheit von Milchkihen, wobei gesunde Milchdrisenkomplexe in der Regel
nicht mehr als 100 000 Zellen pro mL Milch ausweisen (DVG, 1994). Oft ist der Effekt
von Mastitiden als Veranderungen der Rohmilch zu erkennen und zwar als
Entwicklung eines ranzigen Geschmackes sowie geringerer Hitzestabilitat des
Molkenproteins (KROMKER, 2007). Gerade bei Hochleistungskilhen kommt es
aufgrund der enormen Milchproduktion und der damit verbundenen Belastung des
Eutergewebes und des gesamten Organismus der Kuh haufig zu Mastitiden (STOLZ
et al., 2008). Es kdnnen auch subklinische Mastitiden auftreten, also solche, die nicht
an der veranderten Milch erkennbar sind und nur durch eine erhohte Anzahl
somatischer Zellen in der Milch nachweisbar sind. Eine gezielte Therapie von
Mastitiden setzt die genaue Kenntnis der verursachenden Erreger voraus. Deshalb
werden im Rahmen der veterinarmedizinischen Kontrollen Gemelkproben von jedem
Euterviertel einer Kuh getrennt voneinander untersucht. Haufige Mastitis-Erreger sind
bestimmte Streptokokken (z.B. Streptococcus agalactiae, Sc. dysgalactiae, Sc.

uberis), Staphylokokken (Staphylococcus aureus und Koagulase-negative
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Staphylokokken), Bacillus cereus, Mycoplasmen, der Eitererreger Arcanobacterium
pyogenes, Enterobakterien (z.B. Escherichia coli, Klebsiella ssp.) aber auch Hefen
und sogar Algen (z.B. Prototheca zopfii) (STOLZ et al., 2008).

Tabelle 5. Befunde von Viertelgemelksuntersuchungen in Osterreich 2009 (KROMKER, 2010)

Erreger Haufigkeit
Staphylococcus aureus 31%
sonstige 24%
Koagulase-negative 17%

Staphylokokken

Streptococcus uberis 13%
Str. dysgalactiae 9%
E. coli | coliforme Keime 5%
Str. agalactiae 1%

1.9 GESUNDHEITSGEFAHRDENDE MIKROBIOLOGISCHE POTENTIALE IN
ROHMILCH

Im Besonderen sind es vier pathogene Mikroorganismen, die heutzutage in Europa
fur schwere Krankheitsausbruche beim Menschen nach dem Konsum von Rohmilch
verantwortlich sind: Salmonella, Verotoxin-bildende Escherichia coli (VTEC),
Campylobacter und Listeria. Es kommen aber auch Infektionen durch sekundare

Kontamination bzw. Rekontamination von hitzebehandelten Milchprodukten vor.

Zwischen 1992 und 2000 waren 52% der Lebensmittelinfektionen in England und
Wales auf den Konsum von Rohmilch zurtckzufihren (YILMAZ et al., 2009). In den
USA waren 34% der Lebensmittelinfektionen zwischen 1998 und 2007, die mit Milch
und Milchprodukten in Verbindung gebracht werden konnten, auf nicht-pasteurisierte
Erzeugnisse zuruckzufihren (SMITH DE WAAL et al., 2009).
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1.9.1 SALMONELLEN

Salmonellen gehoéren zu den obligat pathogenen Enterobakterien. Es handelt sich
dabei um gramnegative Stabchen, die peritrich begeillelt sind. Sie wachsen generell
in einem Temperaturbereich von zehn bis 47°C und werden durch Tiefkihlung nicht
abgetotet. Als gesicherte Keimabtétung qilt ein Erhitzen auf Gber 70°C far
mindestens 15 Sekunden (MUCH et al., 2011). Es sind mehr als 2000 Serotypen
(Serovare) bekannt. Die haufigste Spezies ist Salmonella enterica. Aus historischen
Grunden werden die Serotypen von Salmonella inkorrekterweise meist nur mit den
Gattungs- und Serovarnamen bezeichnet, z.B. Salmonella enterica ssp. enterica
Serovar Enteritidis (Kurzbezeichnung Salmonella Enteritidis). Zu den Erregern der
typhdsen Salmonellose gehdren Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A, B und C.
Zu den Erregern der enteritischen Salmonellose mit dem Leitsymptom Durchfall
gehoren Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium und ca. 1600 weitere
Serovare von enterischen Salmonellen. S. Typhi und S. Paratyphi sind nur flr den
Menschen pathogen. Keimreservoir fur die typhdsen Salmonellen ist daher nur der
Mensch, von dem die Erreger direkt durch Schmierinfektion oder indirekt durch
Lebensmittel und Wasser ubertragen werden. Die letzten grolen Typhusepidemien

in Osterreich traten kurz nach dem Zweiten Weltkrieg auf.

Nutztiere kdnnen sich mit salmonellenbelasteten Futtermitteln anstecken (MUCH et
al., 2011). Enteritische Salmonellen werden durch kontaminierte Tiere auf
Lebensmittel, wie z.B. Rohmilch, Ubertragen. Die Inkubationszeit betragt zwolf bis 36
Stunden. Als Komplikation einer Durchfallerkrankung, aber auch ohne begleitende
Diarrhoe, kann es zu septischen Streuungen mit Absiedelungen in verschiedenen
Organen kommen (ALLERBERGER, 2008a). Die notwendige Infektionsdosis fur
Salmonellen betragt mindestens 1000 Keime (MUCH, et al.,, 2011). Die
Kontamination der Rohmilch mit Salmonellen kann nach dem Melken Uber
salmonellenhaltigen Kot von Kalbern und Kihen erfolgen. Weiters durch den
Menschen, Melkgeratschaften und —anlagen, Brauchwasser und auch durch Fliegen
und Ratten. Eine direkte Kontamination uber das Euterinnere kommt sehr selten vor,

so z.B. Uber klinisch und subklinisch verlaufende Salmonellenmastitiden.

20



In Anlage | Absatz A des Zoonosengesetzes (Bundesgesetz zur Uberwachung von
Zoonosen und Zoonosenerregern vom 18.11.2005) wird auf die Salmonellose und

ihre Erreger als Uberwachungspflichtige Zoonose und Zoonoseerreger verwiesen.

In Osterreich konnte im Jahre 2011 in keiner von insgesamt 936 untersuchten
Proben der Lebensmittelgruppen Milch, Milchprodukte und Kase Salmonella
nachgewiesen werden (MUCH et al., 2012).

In Deutschland ist Rohmilch sehr selten mit Salmonellen kontaminiert. Dort werden
seit vielen Jahren Salmonellen in Rinderbestanden auf Grundlage der Rinder-
Salmonellose-Verordnung (Verordnung zum Schutz gegen die Salmonellose der
Rinder in der Fassung der Bekanntmachung vom 14. November 1991 (BGBI. | S.
2118), zuletzt geandert durch Artikel 2 der Verordnung vom 18. Dezember 2009
(BGBI. I S. 3939)) bekampft.

In anderen Landern scheinen Salmonellen haufiger in Rohmilch vorzukommen. So
wurden in den USA im Jahre 2001 131 Proben von Herdensammelmilch untersucht.
Der Erreger konnte in acht Fallen (6,1%) nachgewiesen werden (HERBERTZ, 2002).
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Tabelle 6. Durch Rohmilch hervorgerufene, bestatigte Fille von Salmonellosen

Stamm Ort Zeit betroffene Bemerkungen Referenzen
Personen
Salmonella Utah (USA) April 2010 6 Rohmilch; die COLLINS, 2010
Newport Betroffenen waren
zwischen zwei und
56 Jahren alt
Salmonella Pennsylvania | Feb. - Juli 29 Rohmilch von Ab-Hof- LIND et al.,
Typhimurium (USA) 2007 Verkauf 2007
Salmonella Osterreich 2005 1 Rohmilch ALLERBERGER,
Enteritidis 2008a
Phagentyp 8
Salmonella Schweiz Dez. 2002 23 Rohmilch aus der BAG, 2004
Enteritidis (davon 17 Kiche eines
Patienten) Pflegeheims
Salmonella lllinois und Marz/April 16 284 In einer Molkerei LECOS, 1986
Typhimurium | benachbarte 1985 wurde unbeabsichtigt
uUs- pasteurisierte Milch
Bundesstaaten mit kontaminierter
Rohmilch vermischt;
der Stamm war gegen
viele Antibiotika
resistent
Salmonella New Mexico 1983 19 Der Erreger war LEEDOM, 2006
Typhimurium (USA) gegen die meisten
Antibiotika resistent.
Salmonella | Grof3britannien 1982- 728 Rohmilch DE BUYSER,
Ssp. 1986 2001
Salmonella Kalifornien 1980- 303 Vorzugsmilch; LEEDOM, 2006
Dublin (USA) 1983 69 Personen starben,

die meisten von ihnen
waren davor schon

schwer krank
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Die Typisierungen aller Salmonellen erfolgen in Osterreich in der Nationalen
Referenzzentrale fir Salmonellen am Institut fur medizinische Mikrobiologie und
Hygiene der AGES in Graz mittels Serotypisierung nach dem Kauffmann-White-
Schema; eine weitere Differenzierung wird durch Lysotypisierung in Phagentypen bei
Salmonella Enteritidis und in definitive Typen bei Salmonella Typhimurium
durchgefihrt (MUCH et al., 2011).

1.9.2 VEROTOXIN-BILDENDE ESCHERICHIA coLl (VTEC)

Escherichia coli ist ein gramnegatives, fakultativ anaerobes Stabchenbakterium, das
peritrich begeiRelt ist. Es gehort zur Normalflora des Darmes und ist dort nicht
pathogen. Von den darmpathogenen E. coli verursachen vor allem die
enterohamorrhagischen E. coli (VTEC) die Kontamination von Rohmilch. VTEC
bilden die Exotoxine Shigatoxin Stx1 oder Stx2. Wegen des zelltoxischen Effekts auf
Verozellen wurden diese Toxine auch als Verotoxine oder Verocytotoxine
bezeichnet. Daher lauten die Synonyme fur VTEC auch STEC (Shigatoxin-bildende
E.coli) und VTEC (Verotoxin-bildende E.coli). VTEC gelangen uber den Kot von
Wiederkauern, wie z.B. Rindern, in Lebensmittel wie Rohmilch und Milchprodukte.
Die Infektionsdosis ist sehr gering, es genugen schon zehn bis 100 VTEC-Bakterien.
Die Inkubationszeit betragt zwei bis zehn Tage. Die Symptomatik ist vielfaltig: bei
etwa einem Drittel der Patienten manifestiert sich die Erkrankung als leichter
Durchfall. Bei zehn bis 20% entwickelt sich eine hamorrhagische Colitis mit
Bauchkrampfen, blutiger Diarrhoe und Fieber (ALLERBERGER, 2008a). Bei circa
funf bis 15% konnen sich nach der Diarrhoe ein kurzes, symptomloses Intervall und
dann ein hamolytisch-uramisches Syndrom (HUS) einstellen (ALLERBERGER,
2008a). HUS manifestiert sich klinisch als akutes Nierenversagen mit Anamie und
Thrombozytopenie. Bei bis zu 30% der HUS-Patienten kann es zu einer dauerhaften
Nierenschadigung mit Dialyse- oder  Transplantationspflicht kommen
(ALLERBERGER, 2008a).

In Anlage | Absatz A des Zoonosengesetzes (Bundesgesetz zur Uberwachung von
Zoonosen und Zoonosenerregern vom 18.11.2005) wird auf Verotoxinbildende E. coli

als Uberwachungspflichtigen Zoonoseerreger verwiesen.
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Infektionen mit VTEC nach dem Konsum nicht-pasteurisierter Kuhmilch, inklusive
HUS bei Kindern, wurden in Osterreich wiederholt beschrieben (ALLERBERGER,
2008a). Im Jahr 2010 konnten
Rohmilchproben keine VTEC nachgewiesen werden (MUCH et al.,, 2011). Das
Chemische und Veterinaruntersuchungsamt Stuttgart (CVUAS) hat in den Jahren
2006 bis 2010 insgesamt 2105 Lebensmittelproben aus Baden-Wurttemberg auf das
Vorhandensein von VTEC untersucht, wobei 23 Kuhrohmilchproben VTEC-positiv

in allen 27 untersuchten 0Osterreichischen

waren (CONTZEN et al., 2011).

Tabelle 7. Durch Rohmilch hervorgerufene, bestatigte Fille von VTEC

Stamm Ort Zeit betroffene Bemerkungen Referenzen
Personen
E. coli Kalifornien August-Okt. 5 Kinder Rohmilch, Butter und CDFA, 2011
0157:H7 (USA) 2011 Rahm sowie
Rohkolostrum
E. coli BRD Mai 2008 23 Kinder 2 HUS-Falle; KNEIFEL und
0157:H7 Rohmilch von einem | APPRICH, 2011
Bauernhof
E. coli Kalifornien Sept. 2006 4 Kinder 2 HUS-Falle; SCHNEIDER
0157:H7 (USA) Rohmilch und et al., 2008
Rohkolostrum
E. coli Washington Dez. 2005 18 (davon Rohmilch von einer BHAT et al.,,
0157:H7 und Oregon 15 Kinder) unlizenzierten Farm 2007
(USA)
E. coli Steiermark Juli 2001 2 Kinder 1 HUS-Fall; ALLERBERGER
026:H und Wien Rohmilch et al., 2003
E. coli Tirol Juli 1998 1 Kind 1 HUS-Fall; TGAM, 2011
026:H Rohmilch

Die Nationale Referenzzentrale und das WNationale Referenzlabor fir E. coli

einschliel3lich Verotoxin bildender E. coli befinden sich am Institut fir medizinische

Mikrobiologie und Hygiene der AGES in Graz.
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1.9.3 CAMPYLOBACTER

Die Gattung Campylobacter ist neben Salmonella der haufigste bakterielle
Durchfallerreger beim Menschen. Die Inkubationszeit betragt zwei bis finf Tage.
Campylobacter ist ein spiralig gewundenes, gramnegatives Stabchenbakterium, das
an einem oder beiden Polen eine GeilRel aufweisen kann. Man kultiviert
Campylobacter unter mikroaerophilen Bedingungen. Die Bakterien reagieren
empfindlich auf saure pH-Werte und werden durch Pasteurisieren sicher abgetottet
(MUCH et al., 2011). Viele Campylobacter-Arten sind bei Haus-, Nutz- und Wildtieren
weit verbreitet und gelten dort als physiologische Darmbewohner (ALLERBERGER,
2008a). Fur den Menschen sind Campylobacter jejuni, C. fetus und C. coli pathogen.
C. jejuni und C. coli verursachen im Gastrointestinaltrakt eine entzundliche Enteritis
mit Fieber und Durchfallen. Der Krankheitsverlauf ist selbstlimitierend. In seltenen
Fallen kann als Folge einer Campylobacter-Infektion das Guillain-Barré-Syndrom,
eine Erkrankung des Nervensystems, auftreten. C. fetus |6st vor allem bei
Kleinkindern Gastroenteritis aus, bei Rindern und Schafen Fehlgeburten sowie
Unfruchtbarkeit. In verschiedenen Studien wurden Nachweisraten beim Rind von 22
bis 89% erhoben (ALLERBERGER, 2008a). Im Jahr 2005 wurden in Osterreich
amtlich Kotproben von 605 Rindern auf Campylobacter spp. untersucht: 15% der
Tiere waren mit Campylobacter jejuni besiedelt (ALLERBERGER, 2008a). Der am
haufigsten nachgewiesene Erreger bei Lebensmittelinfektionen ist C. jejuni. Die
Ansteckung erfolgt im Wesentlichen Uber infiziertes Wasser und fakal kontaminierte
Lebensmittel. Nichtpasteurisierte Milchprodukte sind als mdgliche Vehikel der Keime
gut belegt (ALLERBERGER, 2008a). Auch Schmierinfektionen von Mensch zu
Mensch sowie durch den Kontakt mit infizierten Tieren (Haustieren, Nutztieren) sind

beobachtet worden.

In Anlage | Absatz A des Zoonosengesetzes (Bundesgesetz zur Uberwachung von
Zoonosen und Zoonosenerregern vom 18.11.2005) wird auf die Campylobacteriose
und ihre Erreger als Uberwachungspflichtige Zoonose und Zoonoseerreger

verwiesen.

In den im Jahre 2010 in Osterreich untersuchten 55 Rohmilchproben konnte

Campylobacter nicht nachgewiesen werden (MUCH et al., 2011). In den USA st
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Campylobacter jejuni in ein bis zwei Prozent der untersuchten Rohmilchproben zu

finden (YILMAZ et al., 2009).

Tabelle 8. Durch Rohmilch hervorgerufene, bestéatigte Falle von Campylobacteriosen

Stamm Ort Zeit betroffene | Bemerkungen Referenzen
Personen
C. jejuni Pennsylvania | Jan. 2012 | 80 (davon Rohmilch ANDREWS, 2012
(USA) 25 Kinder)
Campylobacter Osterreich 2005 5 Rohmilch ALLERBERGER,
spp. 2008a
C. jejuni Wisconsin Dez. 2001 75 Rohmilch; die HARRINGTON
(USA) Betroffenen et al., 2002
waren zwischen
zwei und 63
Jahren alt
C. jejuni Osterreich Sept. 38 Kinder Rohmilch aus LEHNER et al.,
1998 der Kantine 2000
eines
Jugendheims
C. jejuni Kalifornien Mai 1984 12 (davon Vorzugsmilch, CDC, 1984
(USA) 9 Kinder) Kefir und
Eiscreme;
Besuch einer
Farm
C. jejuni Pennsylvania | Mai 1983 57 Kinder Rohmilch; BLESSING et al.,
(USA) Besuch zweier 1983
Farmen
C. jejuni Georgia (USA) 1981 50 Vorzugsmilch POTTER et al.,
1983
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Die Nationale Referenzzentrale sowie das Nationale Referenzlabor fir
Campylobacter in Lebensmittel und Futtermittel befinden sich am Institut fur

Mikrobiologie und Hygiene der AGES in Graz.

1.9.4 LISTERIEN

Listerien sind ubiquitar vorkommende, grampositive Stabchenbakterien. Die Spezies
Listeria monocytogenes verursacht eine Erkrankung, die als Listeriose bezeichnet
wird. Die Inkubationszeit betragt etwa drei Wochen. Listerien bilden bei 20°C Geil3eln
und sind somit beweglich, ab 37°C dagegen sind sie unbeweglich (NEUMEISTER
und WINKLHOFER, 1997). L. monocytogenes lasst sich aerob und fakultativ anaerob
anzuchten. Die orale Aufnahme des Erregers, meist mittels kontaminierter
Lebensmittel, wie z.B. Weichkase, fuhrt bei immunkompetenten Personen zu
grippeahnlichen Symptomen. Bei Immungeschwachten kommt es dagegen zu einer
Invasion der Erreger. Die Bakterien sind fakultativ intrazellular und kénnen sich
innerhalb der Zellen des Immunsystems vermehren. Es kommt zu Infektionen des
Zentralen Nervensystems, der Augen, der inneren Organe, zu Sepsis sowie bei
Schwangerschaftslisteriose zu einer Fehlgeburt oder schweren Schadigungen des
Ungeborenen. Wahrend der Schwangerschaft ist die Anfalligkeit gegentber Listerien
deutlich erhoht (ALLERBERGER, 2008a). Infizierte Neugeborene erkranken haufig
an einer Hirnhautentzindung. Trotz gezielter Antibiotikatherapie verlaufen bis zu
30% aller invasiven Listeriosen todlich (MUCH et al., 2011).

Das Niedersachsische Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
(LAVES) hat im Jahr 2009 mehrere Lebensmittelgruppen auf das Vorhandensein von
Listeria monocytogenes untersucht. In der Warengruppe Milch (inkl. Rohmilch, Vor-
und Zwischenprodukten) wurden 160 Proben untersucht, wobei in einer Probe L.

monocytogenes qualitativ nachgewiesen werden konnte (LAVES, 2009).

In Osterreich sind Erkrankungen, Todesféalle und Verdachtsfélle an Listeriose erst seit
2004 meldepflichtig.
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In Anlage | Absatz A des Zoonosengesetzes (Bundesgesetz zur Uberwachung von
Zoonosen und Zoonosenerregern vom 18.11.2005) wird auf die Listeriose und ihre

Erreger als Uberwachungspflichtige Zoonose und Zoonoseerreger verwiesen.

Mindestens 10% der sporadischen Listeriosen in Osterreich kdnnen mit dem Verzehr
von Rohmilch und rohen Milchprodukten in Zusammenhang gebracht werden
(ALLERBERGER, 2008a). In einer von insgesamt 30 Kuhrohmilch-Proben (3,3%),
die 2010 von der AGES in Osterreich untersucht wurden, konnte L. monocytogenes

nachgewiesen werden (MUCH et al., 2011).

Tabelle 9. Durch Rohmilch hervorgerufene, bestéatigte Félle von Listeriosen

Erreger Ort Zeit betroffene Bemerkungen | Referenzen
Personen
L. Washington | Marz 2009 4 Rohmilch und SHYNG und
monocytogenes (USA) Schwangere daraus MCINTYRE,
hausgemachter 2012
Weichkase;

2 Totgeburten

L. Osterreich 2002 1 Die Mutter hatte ALLER-
monocytogenes Schwangere 2 Wochen vor der BERGER,
Entbindung 2008b
Rohmilch
getrunken; das
Neugeborene

verstarb

L. North Okt. 2000- 12 (davon 10 Rohmilch und BOGGS
monocytogenes Carolina Jan. 2001 Schwangere) hausgemachter et al., 2001
(USA) Weichkase;

5 Totgeburten,
3 Frihgeburten,
2 infizierte

Neugeborene

Listeria monocytogenes wird meist nicht Uber das Tier, sondern Uber die unbelebte
Umwelt in die Lebensmittelproduktion eingeschleppt; daher gilt eine Uberwachung

des Tierbestandes auf Listerien als nicht zweckmafig (MUCH et al., 2011).
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Das Nationale Referenzlabor fiir Listerien befindet sich am |Institut fir

Lebensmitteluntersuchungen der AGES in Wien.

1.9.5 BRUCELLEN

Bakterien der Gattung Brucella sind kurze, unbewegliche, nicht sporenbildende
Stabchen, die als Ausldser der Brucellose gelten. Sie sind gramnegativ und wachsen
unter aeroben Bedingungen. Brucellen sind gegenuber Hitze und allen gelaufigen
Desinfektionsmitteln empfindlich (MUCH et al., 2011). Brucella abortus verursacht
Fehlgeburten bei Rindern und die Bang'sche Krankheit (Morbus Bang) beim
Menschen. Diese ist durch ein undulierendes (wellenférmiges) Fieber, das wochen-
bis monatelang andauert, sowie Leber- und Milzschwellung charakterisiert (ZETKIN
und SCHALDACH, 1999). Die Ubertragung auf den Menschen erfolgt durch
Brucellen-haltige Lebensmittel wie Rohmilch und daraus hergestellte Produkte oder
Uber direkten Kontakt mit infizierten Tieren und deren Ausscheidungen. Eine direkte
Ubertragung von Mensch zu Mensch ist sehr selten. Die Inkubationszeit betragt
zwischen funf und 60 Tagen (MUCH et al., 2011).

Die Rinderpopulation in Osterreich ist seit 1999 amtlich anerkannt frei von Brucella
abortus, damit tragt Osterreich den offiziellen Status Officially Brucellosis Free (OBF).
Aus diesem Grund besteht keine Notwendigkeit, dsterreichische Lebensmittel auf
Brucella zu untersuchen (MUCH et al., 2011). Um den amtlichen Status OBF nicht zu
verlieren, muss die Seuchenfreiheit jedes Jahr durch Surveillance-Programme bei
den Rinderbestanden bestatigt werden.

In Anlage | Absatz A des Zoonosengesetzes (Bundesgesetz zur Uberwachung von
Zoonosen und Zoonosenerregern vom 18.11.2005) wird auf die Brucellose und ihre

Erreger als Uberwachungspflichtige Zoonose und Zoonoseerreger verwiesen.

2008 trat die neue Bangseuchen-Untersuchungsverordnung (Verordnung der
Bundesministerin fur Gesundheit, Familie und Jugend Uber die Untersuchung von
Milch- und Blutproben zur Feststellung der Brucellose (Abortus Bang), BGBI. Il Nr.
305/2007, zuletzt geandert durch BGBI. Il Nr. 479/2010) in Kraft. Seitdem erfolgt eine

flachendeckende Uberwachung aller milchliefernden Rinderbetriebe. In keinem der
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im Jahre 2010 von der AGES untersuchten 35 374 Betriebe in Osterreich wurde B.
abortus gefunden (MUCH et al., 2011).

Die Nationale Referenzzentrale und das Nationale Referenzlabor fur Brucellose
befinden sich am Institut fur Veterinarmedizinische Untersuchungen der AGES in
Madling.

1.9.6 TUBERKULOSE UND MYCOBACTERIUM BOVIS

1.9.6.1 Geschichte der Tuberkuloseubertragung durch Milch

1882 gelang es dem deutschen Mediziner und Mikrobiologen Robert Koch, den
Tuberkuloseerreger Mycobacterium tuberculosis, auch ,Tuberkelbazillus“ genannt,
anzufarben und in Reinkultur zu zdchten. Die Tuberkulose war damals eine
geflrchtete Krankheit und in allen Gesellschaftsschichten verbreitet. Sie war auch
unter den Namen ,Schwindsucht®, ,Wiener Krankheit® oder ,weille Pest* bekannt.
Fur diese Entdeckung erhielt Koch 1905 den Nobelpreis fur Medizin. 1901 entdeckte
Koch zwei verschiedene Erreger, namlich Mycobacterium tuberculosis als
Verursacher der Tuberkulose des Menschen und Mycobycterium bovis als
Verursacher der Rindertuberkulose. M. tuberculosis ist nicht auf Rinder Ubertragbar,
M.bovis dagegen auf den Menschen. Koch glaubte allerdings nicht, dass sich die
bovine und menschliche Tuberkulose ahnlich waren, was die Erkennung infizierter
Milch als Quelle der Erkrankung verzdgerte. Veterinarmediziner machten Robert
Koch darauf aufmerksam, dass verbesserte Rinderstallhygiene gegen die
Verbreitung von Krankheiten wie Cholera und Typhus Uber die Milch von Bedeutung
war, aber in Bezug auf Tuberkulose vollkommen wirkungslos sei. Die
Tuberkuloseerreger mussten also bereits von der Kuh Uber das Euter in die Milch
gelangen. Die in den meisten Rinderstallen herrschende Enge war ein unldsbares
Problem, die intensive Nutzung der Tiere in der Milchwirtschaft erhdhte die Gefahr
der Ansteckung mit Tuberkulose sogar erheblich (ORLAND, 2001).

Der deutsche Bakteriologe und Serologe Emil von Behring wurde Anfang des 20.

Jahrhunderts zu einem der grofdten Verfechter der hygienisch einwandfreien
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Kindermilch. Er behauptete, dass die meisten Tuberkulosekranken die Erreger
bereits im Kindesalter mit der Milch aufgenommen hatten und somit latent infektios
waren (ORLAND, 2001). Am 5. Februar 1904 trat in Danemark das erste
Pasteurisierungsgesetz Europas in Kraft, das zum Vorbild fir das deutsche
Viehseuchengesetz von 1912 wurde (ORLAND, 2001).

Im Deutschland der unmittelbaren Nachkriegszeit stellte Rohmilch die haufigste
Infektionsquelle der ernahrungsbedingten Tuberkulose bei Kindern dar. Jedes Jahr
starben etwa 1000 Menschen in Deutschland an boviner Tuberkulose. Nicht zu
vergessen sind auch die Infektionen von Nutztieren durch die Aufzucht mit infizierter
Kuhmilch bzw. Kolostrum (KRUGER, 2007). Anfang der 1950er Jahre fiihrten die
Bundesrepublik Deutschland und die Schweiz schliellich das Bang'sche Verfahren
zur Tuberkulosekontrolle der Rinderbestande ein. Bernhard Bang, ein danischer
Veterinarmediziner, forderte darin die regelmafige Tuberkulinisierung des gesamten
Bestandes, eine getrennte Haltung der positiv reagierenden Rinder und die Tétung
von tuberkulosen Tieren. Schliel3lich musse auf die absolut tuberkulosefreie Aufzucht
der Kalber und regelmafige Kontrolluntersuchungen der gesamten Rinderherde

geachtet werden.

1.9.6.2 Mycobakterien

Mycobakterien sind aerobe, grampositive Stabchenbakterien. Die dicke
Mureinschicht ihrer Zellwand lasst sich aber durch Gramfarbung nicht darstellen. Der
Grund dafur ist der hohe Lipidgehalt der Zellwand, der ein Eindringen der basischen
Farbstoffe verhindert. Durch die Ziehl-Neelsen-Farbung lassen sich die Bakterien
farben (,saurefeste Stadbchen) (NEUMEISTER und WINKLHOFER, 1997).

Der haufigste Erreger von Tuberkulose beim Menschen ist Mycobacterium
tuberculosis. M. bovis und M. caprae sind Erreger der Rindertuberkulose und in
Osterreich nur bei circa 1% aller Tuberkulose-Erkrankungen des Menschen
nachweisbar (MUCH et al.,, 2011). Die Rindertuberkulose manifestiert sich bei
erkrankten Tieren als Abmagerung, Fieber, Husten mit beschleunigter Atmung

(Lungentuberkulose) und Lymphknotenschwellung. Eine besondere Form ist die
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Eutertuberkulose, bei der das Eutergewebe knotenartig verdichtet bzw.
angeschwollen ist (FUCHS, 2009). Menschen konnen sich oral, wie z.B. Uber den
Konsum von Rohmilch, oder Uber Inhalation des Erregers infizieren, da der Erreger
durch das Rind vor allem Uber die Milch und den Bronchialschleim ausgeschieden

wird.

Die Tuberkulose ist heute besonders in Afrika, Asien, Lateinamerika und den
Nachfolgestaaten der Sowjetunion verbreitet. In den letzten Jahren kam es zu einer
starken Zunahme von multiresistenten Mycobakterien-Stammen. Flr M. tuberculosis
sind Menschen das einzige Reservoir, fur die zoonotischen Erreger M. bovis und M.
caprae gelten Menschen wund Rinder, gelegentlich auch Ziegen, als
Infektionsreservoir. Die Tuberkulose manifestiert sich bei 80% der Patienten als
Lungentuberkulose, sie kann jedoch auch andere Organe befallen (MUCH et al.,
2011). Die Inkubationszeit betragt Monate bis Jahre. Das hochste Infektionsrisiko flr
Mensch und Tier besteht bei der offenen Lungentuberkulose, wenn tuberkulése
Herde Anschluss an das Bronchialsystem gewinnen und die Erreger massenhaft im
Sputum ausgeschieden werden (NEUMEISTER und WINKLHOFER, 1997).

In den 1940er Jahren wurde die Milchpasteurisierung in Europa flachendeckend
eingefuhrt, um die Tuberkuloseerreger aus dem Lebensmittel Milch zu eliminieren.
Bis zu dieser Zeit stellte die Rohmilch eine wesentliche Ursache fiir die Ubertragung

der Tuberkulose dar.

Osterreich erhielt 1999 von der Europaischen Union den Status ,amtlich anerkannt
frei von Tuberkulose bzw Officially Tuberculosis Free“ (OTF) fir Rinderbestande
verliehen. Das bedeutet, dass nicht mehr jedes Jahr neu Uberpruft werden muss, ob
der Handel mit Osterreichischen Rindern ohne vorherige veterinarmedizinische

Kontrolle im europaischen Binnenmarkt erfolgen darf.

In Anlage | Absatz A des Zoonosengesetzes (Bundesgesetz zur Uberwachung von
Zoonosen und Zoonosenerregern vom 18.11.2005) wird auf Tuberkulose durch
Mycobacterium bovis als Uberwachungspflichtige Zoonose und Zoonoseerreger

verwiesen.

In den Jahren 2002 bis 2007 wurde in Osterreich bei geschlachteten Rindern kein

Fall von M. bovis festgestellt (FUCHS, 2009). Im Fruhjahr 2008 wurde bei einem
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geschlachteten Rind aus Tirol im Zuge der Schlachttieruntersuchung Tuberkulose
festgestellt, verursacht durch M. caprae. In der Folge wurden weitere infizierte Rinder
in Kontaktbetrieben gefunden. Der gemeinsame Erreger war ident mit jenem Stamm,
der in den vergangenen Jahren vereinzelt bei Fallen von Tuberkulose bei Rindern
und freilebendem Rotwild in Tirol festgestellt wurde. Daher erfolgte im Herbst 2008
auf Anordnung des Bundesministeriums fur Gesundheit die Durchfuhrung von
Tuberkulosetests bei allen untersuchungspflichtigen Rindern in den betroffenen
Tiroler Bezirken. Es wurden M. caprae-Infektionen bei acht Rindern aus acht
Bestanden mikrobiologisch bestatigt (MUCH et al., 2011). Im September 2008 trat
die neue Rindertuberkuloseverordnung (Verordnung der Bundesministerin fur
Gesundheit, Familie und Jugend zur Verhinderung der Einschleppung und
Verbreitung der Tuberkulose der Rinder, BGBI. Il Nr. 322/2008, zuletzt geandert
durch BGBI. Il Nr. 381/2009) in Kraft.

Im Jahre 2010 wurde bei Schlachttieruntersuchungen in Osterreich kein Fall von M.
bovis festgestellt (MUCH et al., 2011). Erstinfektionen mit M. bovis lassen sich in
Osterreich durchwegs auf den Konsum roher Kuhmilch im Ausland zurlickfiihren
(ALLERBERGER, 2008a).

Das Nationale Referenzlabor fuir Rindertuberkulose befindet sich am Institut fir

Veterinarmedizinische Untersuchungen der AGES in Madling.

1.9.7 METHICILLIN-RESISTENTE STAPHYLOCOCCUS AUREUS (MRSA)

Die Pathogene, die am haufigsten mit Mastitis bei Milchkihen assoziiert werden, sind
Staphylococcus aureus, Streptokokken, besonders Streptococcus agalacticae, und
Mycoplasma spp. Staphylokokken sind grampositive, kugelformige Bakterien, die zu
traubenahnlichen Haufen angeordnet sind. Staphylococcus aureus ist der einzige
menschenpathogene Vertreter, der koagulasepositiv ist. Er besiedelt die Haut und
die Schleimhaute des Nasen-Rachen-Raumes bei Menschen und Tieren. S.aureus
ist verantwortlich fir schwere Wundinfektionen mit Eiterbildung sowie durch seine
toxinbildenden Eigenschaften fir Lebensmittelvergiftungen. Staphylokokken-

Enterotoxine sind fast ausschlieBlich praformiert in verdorbenen Lebensmitteln
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vorhanden und fallen durch eine kurze Inkubationszeit von zwei bis sechs Stunden
auf (ALLERBERGER, 2008a). Die Enterotoxine sind relativ hitzestabil und werden
durch nur kurzfristiges Erhitzen auf 100°C nicht inaktiviert (NEUMEISTER und
WINKLHOFER, 1997). Das heil3t, sie Uberstehen Prozesse wie Pasteurisation oder
UHT-Erhitzung der Milch, ohne ihre Wirkung einzublifRen. Die Symptome einer
Staphylokokken-Intoxikation sind  plotzliche Ubelkeit mit Erbrechen und
Bauchschmerzen, gefolgt von Durchfallen. Die Erkrankung ist selbstlimitierend und
klingt ohne Spatfolgen ab.

Im Juni 2007 konnte in Osterreich ein Ausbruch von Erbrechen, Durchfall und
Kreislaufproblemen bei 166 Kindern von acht Schulen und einem Kindergarten auf
den Konsum von Staphylokokken-Enterotoxin-positiven Milchprodukten (Vollmilch,
Vanillemilch, Kakaomilch) zurtickgefuhrt werden. S. aureus wurde in den Euterviertel-
Gemelkproben von sieben der 19 Milchkihe des Rinderbestandes, der der
betroffenen Molkerei zulieferte, nachgewiesen (ALLERBERGER, 2008a).

Methicillin-resistente S. aureus (MRSA) sind durch eine Resistenz gegen samtliche
B-Lactam-Antibiotika (z.B. Penicilline, Cephalosporine) charakterisiert. Sie sind
weltweit gefurchtet, vor allen als Krankenhauskeime, und fur ernsthafte Infektionen
verantwortlich. Gesunde Menschen kdnnen standige oder voribergehende Trager
von MRSA sein (DOMBROWSKI und WISCHHUSEN, 2012). MRSA wurde auch bei
Heim- und Nutztieren nachgewiesen. Bei Nutztieren hat sich ein spezifischer Typ von
MRSA ausgebreitet, der als ,Multilocus Sequenztyp ST398" beschrieben wird. Diese
sogenannten ,Livestock-associated® MRSA (LA-MRSA) treten u.a. auch bei Rindern
auf (DOMBROWSKI und WISCHHUSEN, 2012). In Milchviehbestanden ist S. aureus
als Erreger schwerer Euterentziindungen (Mastitiden) bekannt, die sich schnell
innerhalb einer Herde von Kuh zu Kuh ausbreiten kdnnen. Ist der Erreger der Mastitis
ein MRSA, ist er gegenuber den meisten gangigen Antibiotika unempfindlich und
daher kaum zu bekampfen. Dies fuhrt zu groRen wirtschaftlichen Schaden bei den
Milcherzeugerbetrieben, da mit MRSA infizierte Milchkihe meist getdtet werden

mussen.

Menschen mit erhohtem Kontakt zu infizierten Tieren, wie Landwirte und
Veterinarmediziner, haben ein erhdohtes Risiko, sich zu infizieren und den Keim

weiter zu verbreiten. Eine Infektion des Menschen mit LA-MRSA-Stammen scheint
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nur in seltenen Fallen zu schweren Krankheitsausbrichen zu fuhren (DOMBROWSKI
und WISCHHUSEN, 2012). Im Jahr 2010 wurden 30 Vorzugsmilchproben aus
Deutschland in Bezug auf MRSA untersucht und drei davon wurden als MRSA-
verdachtig beurteilt, was einem Prozentsatz von 10% entspricht (DOMBROWSKI und
WISCHHUSEN, 2012). Die endgultige Bestatigung von MRSA erfolgt durch den
Nachweis eines spezifischen Gens. Da eine Verknupfung der Daten mit den
Bestatigungsuntersuchungen nicht vollstandig gelang, konnte die Bestatigung der
Isolate den Proben nicht abschlieRend zugeordnet werden, sodass ausschliellich die

Untersuchungen auf MRSA-verdachtige S. aureus ausgewertet wurden.

Eine sorgfaltige Melkhygiene, z.B. durch Zitzendesinfektion, sowie antimikrobielle
Behandlung sind der wichtigste Schutz des Milchviehs vor einer Mastitis. Allerdings
scheint das Aussondern und Toten von Kuhen mit einer MRSA-assoziierten Mastitis
derzeit die einzige Moglichkeit zur effektiven Bekampfung zu sein. Daneben sollte
auch die Einschleppung der MRSA in Milchviehbetriebe durch geeignete
Vorbeugemalinahmen verhindert werden. Der Verbraucher kann durch den Konsum
von MRSA-haltiger Rohmilch diese resistenten Keime aufnehmen. Das Risiko,
dadurch zu erkranken, wird nach dem gegenwartigen Stand des Wissens jedoch als
unwahrscheinlich eingestuft (FRIEDRICH et al., 2010).

Das nationale Referenzlabor fur koagulasepositive Staphylokokken, einschliel3lich
Staphylococcus aureus, befindet sich am Institut fur Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene der AGES in Graz.

1.10 UNTERSUCHUNGSVERFAHREN DER MIKROBIELLEN BELASTUNG VON MILCH

Neben den klassischen kulturellen und biochemischen Untersuchungsverfahren zum
Nachweis und zur ldentifizierung von Mikroorganismen kommt heute eine Vielzahl
neuer, z.T. automatisierbarer, Verfahren zum Einsatz. Dazu gehdren neben vielen
Schnellmethoden, molekularbiologischen und serologischen Verfahren, auch in-situ
Monitoringsysteme, die eine sofortige bzw. schnelle Untersuchung auf das
Vorhandensein von Mikroorganismen wahrend des industriellen

Herstellungsprozesses (,just in time®“ monitoring) ermaoglichen.
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Ein bereits serienmaRig in der Rohmilchanalytik angewandtes in-situ
Monitoringsystem ist BactoScan™, das auf dem Prinzip der Durchflusscytometrie
beruht. Die Durchflusscytometrie ist ein Messverfahren, bei dem eine
Bakteriensuspension mit einem DNA-spezifischen Farbreagenz angefarbt und durch
eine Kapillare gepumpt wird, die vor dem Objektiv eines Mikroskops angeordnet ist
und beleuchtet wird. Jedes detektierbare Bakterium wird Uber Photoelektronik am
Mikroskop registriert und gezahlt. Mit dieser Methode konnen bis zu 200
Rohmilchproben pro Stunde analysiert werden (FOSS, 2012).

Zur Real-Time Detektion spezifischer Bakterien, wie z.B. Salmonella ssp., werden in
der Molkereiindustrie das BactiFlow® oder das D-Count® -System eingesetzt, die

ebenfalls auf der Durchflusscytometrie basieren (AES Chemunex, 2005).

1.11 KOLOSTRUM

1.11.1 DEFINITION

Kolostrum (auch Colostrum, Kolostralmilch, Biestmilch, Erstmilch oder Vormilch
genannt) ist nach Anhang Ill Abschnitt IX der Verordnung (EG) Nr. 853/2004, das bis
zu drei bis funf Tage nach der Geburt eines Kalbes aus den Milchdrisen der Kuh
abgesonderte Sekret, das reich an Immunglobulinen und Mineralstoffen ist und der

Gewinnung von Rohmilch vorausgeht.

Gemal Verordnung (EG) Nr. 1662/2006 Absatz 5 wird Kolostrum als Erzeugnis
tierischen Ursprungs eingestuft, fallt jedoch nicht unter die Definition von Rohmilch in
Anhang | der Verordnung (EG) Nr. 853/2004. Kolostrum wird auf ahnliche Weise
hergestellt und ist mit einem ahnlichen Risiko fur die menschliche Gesundheit wie
Rohmilch behaftet. Aus diesem Grund bedarf es spezifischer Hygienevorschriften fur

die Kolostrumerzeugung.

.Erzeugnisse auf Kolostrumbasis® sind Verarbeitungserzeugnisse, die aus der
Verarbeitung von Kolostrum oder aus der Weiterbearbeitung solcher

Verarbeitungserzeugnisse resultieren (EG-VO 1662/2006, Anhang Il).
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Bovines Kolostrum ist eine Mischung aus Eutersekreten und Blutbestandteilen der
Kuh und enthalt besonders hohe Anteile an Immunglobulinen (Antikdrper) und
anderen Serumproteinen, die wahrend der Trockenstehphase (Phase zwischen der
vorangegangenen Laktation und der Geburt des folgenden Kalbes) in der Milchdrise
akkumuliert werden. Das Kolostrum ist eine hervorragende Quelle an Nahrstoffen flr
das neugeborene Kalb. Obwohl sich die genauen Werte zwischen den einzelnen
Kuhrassen unterscheiden, hat Kolostrum einen deutlich hoheren Gehalt an
Feststoffen und Immunglobulinen als Milch (CROWLEY et al., 1983). Der Anteil an
Immunglobulinen in Kuhkolostrum ist deshalb besonders hoch, da beim Rind im
Gegensatz zum Menschen keine vorgeburtliche Ubertragung der Antikérper tber die
Plazenta zum Ungeborenen stattfindet. Die Aufgabe der Immunglobuline ist es, dem
Kalb sofort nach der Geburt einen immunologischen Schutz gegenlber
unterschiedlichen Antigenen, vor allem Bakterien und Viren, zu gewahrleisten

(»passive Immunisierung” bzw. ,Leihimmunitat®).

Das Aussehen des Kolostrums lasst Ruckschlusse auf seine Qualitat zu. Kolostrum
hoher Qualitat hat einen hohen Feststoffanteil (ca. 24%) und somit auch einen hohen
Anteil an Immunglobulinen, was dem Kolostrum eine dicke, cremige Konsistenz
verleiht (CROWLEY et al., 1983). Ein hoher Gehalt an B-Carotin farbt das Kolostrum
gelblich (PENCHEV GEORGIEV, 2008). Die Qualitat des Kolostrums kann sowohl
mit einem Brix-Refraktometer (HEINRICHS und JONES, 2011) als auch mit einem
Colostrometer™ (FLEENOR und STOTT, 1980) gemessen werden. Dieses Gerat,
ahnlich einem Ardometer, misst die Dichte des Kolostrums und schatzt daraus den
lgG-Gehalt. Kolostrum hoher Qualitat hat eine relative Dichte von uber 1,05
(FLEENOR und STOTT, 1980) sowie einen IgG-Gehalt ab 50 mg/mL (HEINRICHS
und JONES, 2011).

Kolostrum war schon im 18. Jahrhundert als Heilmittel fur Menschen bekannt, wie die
Aufzeichnungen des deutschen Mediziners Dr. Christoph Wilhelm Hufeland belegen
(Bibliothek der practischen Heilkunde, 1838). Er beschrieb darin den Unterschied von
Kolostrum im Gegensatz zu normaler Milch bei Tieren und Menschen. Er erkannte
den wichtigen Einfluss des Kolostrums auf Wachstum und Gesundheit von Kalbern
und setzte Kolostrum auch als Heilmittel bei seinen Patienten ein. Wahrend des

Amerikanischen Burgerkrieges (1861-1865) wurde Kolostrum als natirliches
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Antibiotikum fiir die Behandlung der Verwundeten eingesetzt (PRUMMER, 2008).
1955 veroffentlichten die US-amerikanischen Forscher CAMPBELL und PETERSON
eine Publikation Uber den Einsatz von Kolostrum (,Immunmilch®) bei Patienten mit
rheumatischer Arthritis. 1963 berichteten dieselben Forscher Uber die passive
Immunisierung des Menschen durch orale Gaben von Kuhkolostrum (EL-LOLY,
2007).

1.11.2 INHALTSSTOFFE

Da bovines Kolostrum ein Naturprodukt ist, schwankt seine Zusammensetzung in
Abhangigkeit von Kuhrasse, Gesundheitszustand des Tieres, Fitterung und dem
Zeitpunkt, zu dem das Kolostrum gewonnen wird (KELLY, 2003). Der Ubergang von
Kolostrum zu Rohmilch ist flieBend, besonders der Anteil an Immunglobulinen
verringert sich schnell. Bereits zwoIf Stunden nach Geburt des Kalbes sind nur noch
50 Prozent der anfanglichen Immunglobulin G (IgG) Konzentration erhalten. Nach
weiteren zwolf Stunden hat sich deren Anteil erneut halbiert (STEPHAN et al., 1990).

Tabelle 10. Veranderung von Rinderkolostrum in den ersten 60 Stunden nach Geburt des
Kalbes (STEPHAN et al., 1990)

Zeit nach der Geburt des Kalbes IgG-Gehalt
[Stunden] [g/L]
0 103
12 59
24 24
36 14
48 8
60 5

Bovines Kolostrum unterscheidet sich von Kuhmilch vor allem durch seinen hohen
Gehalt an Protein und Trockenmasse. Dagegen sind sowohl der Kohlenhydrat- als

auch der Mineralstoffanteil im Kolostrum niedriger als in Kuhmilch.
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Tabelle 11. Vergleich der durchschnittlichen Zusammensetzung von bovinem Kolostrum und

Kuhmilch
Inhaltsstoffe bovines Referenzen Kuhmilch Referenzen
Kolostrum

Trockenmasse 26,9% MORRILL et al., 13% FRISTER, 2007b
2012

Kohlenhydrate 2,9% MORRILL et al., 5% FRISTER, 2007b
(Lactose) 2012

Protein 12,7% MORRILL et al., 3,4% FRISTER, 2007b
2012

Fett 5,6% MORRILL et al., 3,8% FRISTER, 2007b
2012

Mineralstoffe 0,05% HEINRICHS und 0,7% RIMBACH et al.,

JONES, 2011 2010

Besonders wertvoll ist Kolostrum durch den hohen Anteil an den vielen bioaktiven

Komponenten der Molkeproteinfraktion, wie Wachstumsfaktoren (vor allem IGF1),

Immunglobuline

(vor allem

IgA und IgM),

Lactoperoxidase,

Lysozym,

Lactoferrin, Cytokinen, Aminosauren und Vitaminen (INDYK et al, 2008).
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Tabelle 12. Vergleich der bioaktiven Komponenten von bovinem Kolostrum und Kuhmilch

bioaktive bovines Referenzen Kuhmilch Referenzen
Komponenten Kolostrum
IgG 18 - 92 mg/mL PENCHEV 0,25 - 0,5 mg/mL PENCHEV
GEORGIEV, GEORGIEV,
2008 2008
Wachstumsfaktoren 50 -2000 pg/mL ELFSTRAND 0,004 — 0,01 pg/mL PENCHEV
(IGF1) et al., 2002 GEORGIEV,
2008
Lactoferrin 1,2 -2,6 mg/mL PENCHEV 0,1 mg/mL FRISTER,
GEORGIEV, 2007b
2008
a-Lactalbumin 2,04 — 2,64 mg/mL  LEVIEUX und 0,6 — 1,7 mg/mL PERMYAKOQOV,
OLLIER, 1999 2004
-Lactoglobulin 14,3 — 18,9 mg/mL  LEVIEUX und 3-3,5mg/mL HAMBLING
OLLIER, 1999 etal., 1992
Serumalbumin 1,2 - 2,66 mg/mL PENCHEV 0,1-0,4 mg/mL FRISTER,
GEORGIEV, 2007b
2008

In der Milch gehodren die Immunglobuline (AntikOrper) neben a-Lactalbumin, B-
Lactoglobulin, Serumalbumin und Lactoferrin zur Molkenproteinfraktion. Sie kommen
als Antikorper in allen Saugermilcharten vor. Die Immunglobuline werden in funf
Klassen unterteilt: 1gG, IgM, IgA, IgD und IgE. Die Immunglobuline werden

ausschlieBlich von Plasmazellen synthetisiert.

In dieser Masterarbeit wird nur auf das im bovinen Kolostrum vorhandene
Immunglobulin G (IgG) eingegangen. Uber 90% der Gesamt-Immunglobuline im
bovinen Kolostrum gehoren zur Klasse der IgG (ALEXIEVA et al.,, 2004). IgG
unterteilt sich in die Unterklassen IgG1 und 1gG2. Bei Wiederkauern stammt das
vorherrschende IgG1 hauptsachlich aus dem Blut und wird Uber die Alveolarzellen in

das Euter transportiert (GAPPER et al., 2007). Etwa 80% (GAPPER et al., 2007) des
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Gesamt-IgG-Gehaltes im Kolostrum ist IgG1. IgG-Antikbrper bestehen aus vier
Polypeptidketten, davon zwei identen H-Ketten (heavy chains) und zwei L-Ketten
(light chains), die von Disulfidbricken zusammengehalten werden. 1gG besitzt zwei
Antigenbindungsstellen mit denen es ein Antigen erkennt, bindet und einhdllt, bevor
dieses von einem Makrophagen abgebaut wird (ZETKIN und SCHALDACH, 1999).

Im menschlichen Verdauungstrakt wird bovines IgG durch die Proteasen Pepsin,
Trypsin, Chymotrypsin, Carboxypeptidase und Elastase in die Antikdrperfragmente
F(ab),, Fab und Fc zerlegt. Die Fragmente F(ab), und Fc behalten dabei die
neutralisierende Wirkung eines intakten IgG-Moleklls. Im Verdauungstrakt des
Menschen bleibt ungefahr die Halfte der aufgenommenen IgG-Molekile
immunologisch aktiv (ALEXIEVA et al., 2004).

(Fab) region

Antigen —‘ Variable

Light chain Constant
(Fc) region
Heavy chain
Disulphide
bonds

Immunoglobulin

Abbildung 2. Schema eines Immunglobulin G (IgG)-Molekiils (GAPPER et al., 2007)

IgG besitzen Abwehrfunktionen vorrangig gegen Bakterien und deren Antigene,
gegen Viren und Toxine (ZETKIN und SCHALDACH, 1999). Sie sind zu vielfaltigen
Funktionen fahig wie Aktivierung des Komplementsystems, bakterielle Opsonierung,
Agglutination und Bindung an spezifische Stellen an der Oberflache von Antigenen
mit anschlieRender Inaktivierung derselben (GAPPER et al., 2007).
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1.11.3 WIRTSCHAFTLICHE BEDEUTUNG VON KOLOSTRUM

Die zwei groen Anwendungsgebiete von bovinem Kolostrum sind zum einen der
Futtermittelbereich und zum anderen der Bereich der menschlichen Ernahrung mit

gleichzeitiger positiver Wirkung auf die Gesundheit.

Wahrend der letzten 30 Jahre ist das Interesse an den positiven physiologischen
Effekten und den Madglichkeiten zur Nutzung der verschiedenen Komponenten des
Kolostrums stark gestiegen (ELFSTRAND et al. 2002). Durch den weltweiten Verkauf
von bovinen Immunglobulinen zur Anreicherung von Sauglingsnahrung und anderen
Lebensmitteln wurden im Jahre 2004 ungefahr 100 Millionen US-Dollar erwirtschaftet
(GAPPER et al., 2007). Der potentielle Markt von Kolostrum ist sehr gro3. Zu den

Anwendungspotentialen gehoren:

e Vorbeugung und Linderung von gastrointestinalen Beschwerden

e Anreicherung von Sauglingsnahrung

¢ hyperimmunes Kolostrum

e unterstutzende Behandlung von Patienten mit rheumatoider Arthritis
e Leistungssport

e Mundpflege

e Kosmetika

Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass die orale Einnahme von bovinen
Kolostrumprodukten eine positive Wirkung auf die menschliche Gesundheit hat,
obwohl manche Forscher der Meinung sind, dass bestimmte bovine Immunglobulin-
Subklassen einen nachteiligen Effekt hervorrufen kénnten (GAPPER et al., 2007).

Da bovine Immunglobuline einer fremden Spezies angehdren, kann Kolostrum beim
Menschen nur oral oder auferlich (z.B. als Creme) angewendet werden (ALEXIEVA
et al., 2004).

Grundsatzlich gibt es bei der Entwicklung von auf bovinen Immunglobulinen

basierenden Produkten zwei Vorgehensweisen:

1. Isolation und/oder Konzentrierung von Immunglobulinen, die naturlicherweise

im Kolostrum vorkommen
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2. Hyperimmunisierung von trachtigen Kuhen wahrend der Trockenstehzeit mit

Antigenen, um spezifische Antikorper im Kolostrum zu erhalten

Bei der Herstellung von hyperimmunem Kolostrum wird der Kuh ein bestimmtes
Antigen injiziert, worauf sie mit der Produktion von spezifischen Immunglobulinen
reagiert, die in das Kolostrum abgegeben werden. Diese Methode wird bereits in den
USA und in Australien kommerziell eingesetzt, um Produkte auf der Basis von mit

IgG angereichertem hyperimmunem Kolostrum zu erzeugen (UBIC, 2012).

Die orale Anwendung von Hyperimmunkolostrum-Produkten mit hohen
Konzentrationen an spezifischen Antikorpern kann verschiedene
Infektionskrankheiten beim Menschen vorbeugen oder sogar heilen. Gute
Ergebnisse wurden bei Praparaten gegen Rotaviren, Shigella flexneri, E. coli,
Streptococcus mutans, Cryptosporidium parvum und Helicobacter pylori erzielt
(ALEXIEVA et al.,, 2004). Vielversprechend sind auch Anwendungen bei AIDS-
Patienten (KORHONEN et al., 2000) sowie bei Sauglingen und Kleinkindern mit
Darminfektionen (URUAKPA et al., 2002).

Als erwiesen gilt auch die positive Wirkung von bovinem Kolostrum in der
Behandlung von durch NSAID (Non-steroidal anti-flammatory drugs; Nichtsteroidale
Antirheumatika) induzierte Magenschleimhautschadigungen (URUAKPA et al., 2002).
NSAID gelten als sehr wirksame Medikamente gegen rheumatoide Arthritis, haben
jedoch Nebenwirkungen in Form von leichten bis schwersten Schadigungen des
Magens bzw. des Duodenums (ZETKIN und SCHALDACH, 1999).

Einige Produkte, die auf bovinem Kolostrum basieren und deren Wirkung medizinisch

belegt ist, sind bereits kommerziell erhaltlich. Beispiele dafir sind:

o IMM272-Rotavirus (Immuron Ltd., North Melbourne, Australien), ein
hyperimmunes bovines Kolostrum, gefriergetrocknet, zur Vorbeugung und
Behandlung von durch Rotaviren hervorgerufenen Durchféllen bei
Kleinkindern; rezeptfreies Arzneimittel

e Travelan® (Immuron Ltd., North Melbourne, Australien), ein hyperimmunes
bovines Kolostrum, gefriergetrocknet, zur Vorbeugung von Reisediarrhoe
hervorgerufen durch Enterotoxische E.coli (ETEC) sowie zur Linderung von

leichten Magen-Darm-Storungen; rezeptfreies Arzneimittel
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e Tegricel® (Sterling Technology, Brookings, South Dakota, USA), ein

Ultrafiltrationskonzentrat

an

Molkenproteinen aus bovinem Kolostrum,

pasteurisiert und sprihgetrocknet, zur Heilung und Linderung von NSAID-

bedingten Schleimhautschadigungen des Verdauungstraktes und anderen

entzundlichen Magen-Darm-Erkrankungen; Nutraceutical

Bei Sportlern soll Kolostrum den Muskelaufbau fordern sowie wahrend intensivem
Training das Immunsystem starken (URUAKPA et al., 2002).

In Orientierung an positive klinische Versuche zur Wirksamkeit von bovinem

Kolostrum gibt es folgende Empfehlungen zur Dosierung:

Tabelle 13. Empfohlene Dosierung von bovinem Kolostrum bei bestimmten kdérperlichen

Bedingungen (KELLY, 2003)

Anwendung tagliche Dosis Standardisierung des
Kolostrums
Leistungssteigerung von 60 g/Tag 75% Protein mit 15% IgG
Sportlern
AIDS-bedingte Diarrhoe 10 g/Tag ca. 43% Immunglobulin mit
einer aktiven Dosis von
Immunglobulin von 4,3 g/Tag
Vorbeugung und 10 g/Tag ca. 43% Immunglobulin mit
Behandlung von einer aktiven Dosis von
Infektionskrankheiten Immunglobulin von 4,3 g/Tag
NSAID-bedingte 15 g/Tag ca. 43% Protein

Schleimhautschadigungen

des Verdauungstraktes

In der EU wird bovines Kolostrum hauptsachlich als Nahrungserganzungsmittel oder

diatetisches Lebensmittel in Form von Pulver, Kapseln und Tabletten oder als

Flissigextrakt verkauft. Daneben gibt es auch Anbieter von Mundspulungen mit
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Kolostrumzusatzen (HURLEY und THEIL, 2011). In der Kosmetik wird Kolostrum als
Zutat in Anti-Aging Praparaten eingesetzt (ALEXIEVA et al., 2004).

1.11.4 MIKROBIOLOGISCHE RISIKEN VON KOLOSTRUM

Laut einer US-amerikanischen Studie, in der uber 200 Proben von bovinem
Kolostrum aus zwdlf Milchviehbetrieben in den Bundesstaaten Minnesota und
Wisconsin mikrobiologisch untersucht wurden, betrug das geometrische Mittel der
Gesamtkeimzahl 1,6:10” KbE/mL und das der Coliformenkeimzahl 2,7-10° KbE/mL
(GODDEN, 2009).

Bei einer anderen US-amerikanische Studie aus dem Jahre 2011, in der 55 Proben
aus 55 Milchviehbetrieben in Pennsylvania mikrobiologisch untersucht wurden,
betrug der Mittelwert der Gesamtkeimzahl fast 1-10° KbE/mL und der Mittelwert der
Coliformenkeimzahl lag etwas {iber 3-10° KbE/mL (HEINRICHS und JONES, 2011).
Bei einer Probe konnten 1:10° KbE Streptococcus agalactiae pro mL nachgewiesen
werden. Aufllerdem befanden sich in acht Proben Salmonella ssp., was einem
Prozentsatz von 15% entspricht (HEINRICHS und JONES, 2011).

REBELEIN (2010) fUhrte mikrobiologische Untersuchungen von Kolostrumproben
von 39 verschiedenen Milchkihen eines US-amerikanischen Milchviehbetriebes
durch, wobei in 21,1% der Proben Enterobacteriaceae nachgewiesen werden

konnten.

Nach SCHWEIKERT (2012) waren 72% der untersuchten Kolostrumproben aus
bayerischen Milchviehbetrieben mikrobiologisch zu sehr kontaminiert, um fur den
menschlichen Verzehr verwendet zu werden. In 22,7% der Proben konnte Listeria
ssp. (SCHWEIKERT, 2012) nachgewiesen werden und in 4,5% der Proben
Salmonella ssp. (SCHWEIKERT, 2012).

Kolostrum ist oft Trager einer grof3en Vielfalt pathogener Mikroorganismen wie
Mycoplasma ssp., Mycobacterium paratuberculosis, Fakalcoliforme und Salmonella
ssp. (GODDEN, 2009). Die mikrobielle Kontamination von bovinem Kolostrum stellt

nicht nur ein hygienisches Problem bei der Verarbeitung von Kolostrum flr den
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Menschen dar, sondern es gilt auch als erwiesen, dass Bakterien im Kolostrum eine
negative Auswirkung auf die passive Absorption des kolostralen IgG durch den Darm
in den Blutkreislauf des Kalbes und somit auf seine Immunisierung haben (GODDEN,
2009).

Die Gewinnung und die Lagerung von bovinem Kolostrum sind kritische
Lenkungspunkte  (Critical Control Points) bei der  mikrobiologischen
Qualitatssicherung (REBELEIN, 2010). Hierbei treten drei Hauptgebiete bzw. —
quellen von mikrobiologischer Kontamination des Kolostrums auf (GODDEN, 2009):

1. infizierte Milchdrusen (Mastitis) oder fakale Verunreinigung des Kolostrums
wahrend der Gewinnung

2. Kontaminationen wahrend Sammlung oder Lagerung des Kolostrums durch
kontaminierte Geratschaften

3. Vermehrung von Mikroorganismen im gelagerten Kolostrum

Methoden zur Vermeidung der mikrobiellen Kontamination durch infizierte
Milchdrisen oder durch fakale Verunreinigung sind (GODDEN, 2009; REBELEIN,
2010):

a. kein Saugen des Kalbes durch die Mutterkuh

b. die Kihe sollten in einer sauberen, trockenen und kiihlen Umgebung gehalten
werden

c. sorgfaltige Zitzendesinfektion und —inspektion vor der Gewinnung des
Kolostrums durch das Melkpersonal

d. kein Vereinigen von Rohkolostrum verschiedener Kiihe

e. regelmalige veterinarmedizinische Untersuchungen der Kihe

Methoden zur Vermeidung von Kontaminationen wahrend Sammlung oder Lagerung
des Kolostrums (GODDEN, 2009):

a. sorgfaltige Reinigung und Instandhaltung der Geratschaften und
Lagerbehalter

b. regelmaflige Hygieneschulungen des Personals

Methoden zur Vermeidung der Vermehrung von Mikroorganismen im gelagerten

Kolostrum (GODDEN, 2009; REBELEIN, 2009):
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a. Kolostrum, das nicht innerhalb von ein bis zwei Stunden nach der Gewinnung
verfuttert bzw. verarbeitet wird, sollte schnell gekuhlt (hdchstens 48 Stunden
bei ca. 4°C) oder eingefroren werden

b. eventuell Zugabe einer 0,5%igen Ldsung des Konservierungsmittels
Kaliumsorbat zum gekuhlten Kolostrum

c. chargenweise Pasteurisation des Kolostrums bei 60°C fur 60 Minuten und
anschlieRendes Kuhlen oder Einfrieren

d. grundliche Reinigung und Desinfektion der Pasteurisierungsanlagen

e. Transport und Lagerung des Kolostrums in sauberen und verschlieRbaren
Behaltern

f. regelmalige mikrobiologische Kontrollen des Kolostrums durch akkreditierte

Laboratorien

Die Verwendung von Kaliumsorbat als Konservierungsmittel flr Kolostrum ist
umstritten und bedarf weiterer Erforschung, da manche Konservierungsmittel die

kolostralen Immungobuline schadigen konnen (GODDEN, 2009).

Die Pasteurisierungstemperatur von 60°C muss genau eingehalten werden, da
bereits ab 60,5°C eine Denaturierung des IgG einsetzt und das Kolostrum eindickt
(GODDEN, 2009). Eine Hitzebehandlung des Kolostrums bei 60°C fur 60 Minuten
gewahrleistet ein Aufrechterhalten der natlrlichen IgG-Konzentrationen und der
FlieReigenschaften wahrend pathogene Mikroorganismen wie Listeria
monocytogenes, E. coli, Salmonella Enteritidis, Mycoplasma bovis und
Mycobacterium paratuberculosis sicher abgetdtet werden (GODDEN, 2009). Hohere
Temperaturen und Behandlungszeiten fihren zu Hitzedenaturierung der kolostralen

Immunglobuline und anderer essentieller Inhaltsstoffe (REBELEIN, 2010).
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1.12 KONTROLLMECHANISMEN UND -METHODEN

1.12.1 MILCHHYGIENISCHE RECHTSVORSCHRIFTEN

1.12.1.1 Allgemeines

Die EU-Kommission veroffentlichte 1997 das sogenannte ,,Grinbuch Uber allgemeine
Grundsatze des Lebensmittelrechts in der Europaische Union®, worin die Grundlagen
eines gemeinsamen Lebensmittelrechtes prasentiert wurden. Die BSE-Krise Mitte
der 1990er Jahre hatte eindrucksvoll gezeigt, welche negativen Auswirkungen ein
nicht einheitliches Lebensmittel- und insbesondere auch ein unterschiedliches
Futtermittelrecht haben.

2000 erschien das ,WeiRbuch zur Lebensmittelsicherheit®, worin erstmals einheitliche
Malstabe fur Lebens- und Futtermittel festgeschrieben waren.

2002 erschien die Verordnung (EG) Nr. 178/2002 ,zur Festlegung der allgemeinen
Grundsatze und Anforderungen des Lebensmittelrechts zur Errichtung der
Europaischen Behorde fur Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority,
EFSA)“. Mit dieser ,Basis-Verordnung“ wurden die Vorgaben des ,WeilRbuches zur

Lebensmittelsicherheit* umgesetzt und damit EU-rechtlich eingeflhrt.

Dieses neue Lebensmittelrecht hat folgende Ziele:

o Die Lebensmittelsicherheit muss auf allen Stufen der Lebensmittelkette,
einschlieRlich der Primarproduktion, gewahrleistet werden (Ruckverfolgbarkeit,
.from farm to fork“). Lebensmittelbetriebe mussen registriert bzw. zugelassen
werden.

J Die Lebensmittelsicherheit soll auf EU-Ebene Gberwacht werden.

o Der Lebensmittelunternehmer hat die primare rechtliche Verantwortung fur die
Lebensmittelsicherheit seiner Produkte. So muss jeder Lebensmittelproduzent
ein Hygienemanagementsystem (gemal® HACCP) einrichten und die
Dokumentation der Lebensmittelhygiene in seinem Betrieb verpflichtend

durchfiuihren.
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J Anstelle von Inhaltsvorgaben sollen Zielvorgaben festgelegt werden.
. Die engere Zusammenarbeit von Uberwachung und Lebensmittelbetrieben soll

gefordert werden.

2004 wurde auf Basis dieser Grundprinzipien das ,Hygienepaket® geschaffen, das

folgende Regelungen enthalt:

e Verordnung (EG) Nr. 852/2004 ,Uber Lebensmittelhygiene”

e Verordnung (EG) Nr. 853/2004 ,uber Hygieneregelungen fur
Lebensmittel tierischen Ursprungs®

e Verordnung (EG) Nr. 854/2004 ,zur Lebensmitteluberwachung von
Erzeugnissen tierischen Ursprungs®

e Verordnung (EG) Nr. 882/2004 ,uber amtliche Kontrolle zur Einhaltung
des Lebens- und Futtermittelrechts sowie Bestimmungen Uber
Tiergesundheit und Tierschutz*

Die neuen EU-Verordnungen zur Lebensmittelhygiene gelten seit dem 1. Januar
2006. Das bis dahin geltende EU-Richtlinien-Recht, auf dem z.B. die
Milchverordnung beruhte, und das nationale Besonderheiten enthielt, ist damit

ungultig.

1.12.1.2 Struktur des EU-Lebensmittelhygiene-Rechts

Mit dieser Neuordnung des EU-Rechts muss die Europaische Gemeinschaft nun
konkrete Durchfuhrungs- und Auslegungsregelungen erlassen, um eine einheitliche
Rechtsanwendung in den EU-Mitgliedsstaaten zu ermdglichen. Deshalb hat die
Kommission noch die Verordnung (EG) Nr. 2074/2005 zur Festlegung von
Durchfuhrungsvorschriften zu den Verordnungen des Hygienepakets aus 2004 und
die Verordnung (EG) 2076/2005 zur Festlegung von Ubergangsregelungen fiir die
Durchfuhrungen der Verordnungen 853, 854 und 882 aus 2004 sowie zu
Anderungen der Verordnungen 853 und 854 erlassen. Gleichzeitig wurde die
Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 Uber mikrobiologische Kriterien fur Lebensmittel
veroffentlicht. Alle diese Verordnungen sind seit dem 11. Januar 2006 in Kraft und

sind unmittelbar anzuwendendes Recht. Nationale Regelungen sind nur noch
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erlaubt, wenn in den oben angefihrten EU-Verordnungen solche Regelungsbereiche

explizit aufgefuhrt sind.

Tabelle 14. Ubersicht iiber das EU-Lebensmittelhygienerecht

Verordnungen (EG)

erganzende Rechtsunterlagen

Verordnungen (EG)

852/2004

Lebensmittelhygiene

853/2004
Hygienevorschriften flr Lebensmittel

tierischen Ursprungs

854/2004
amtliche Uberwachung von

Lebensmitteln tierischen Ursprungs

2074/2005 Durchflihrungsvorschriften zu
den VO (EG) 852, 853 und 854/2004

— Warmebehandlungsverfahren

2076/2005 Durchflhrungsvorschriften zu
den VO (EG) 853 und 854/2004
— Aufbrauchfristen,

Umhdllung/Verpackung

882/2004

amtliche Kontrollen

2073/2005

Leitlinien der EG-Kommission zu
mikrobiologischen Kriterien

— Bewertung von mikrobiologischen

mikrobiologische Kriterien flir Ergebnissen

Lebensmittel

1.12.1.2.1  Verordnung (EG) Nr. 852/2004

Diese Verordnung regelt keine produktspezifischen oder milchhygienischen Belange.
Mit ihr erfolgt eine weitere Klarstellung des Umfangs der Verantwortlichkeiten eines
Lebensmittelunternehmers fur den Bereich der Lebensmittelhygiene. So werden z.B.
Primarproduktion und allgemeine

die  genaueren Regelungen  der

Hygienevorschriften beschrieben. Genaue Parameter und Grenzwerte sind nicht
vorgeschrieben.

Die Verordnung (EG) Nr. 852/2004 sieht die Anwendung von HACCP (Hazard
Analysis and Critical Control Points; Gefahrenanalyse und kritische Lenkungspunkte)

verpflichtend fur alle Lebensmittelunternehmer vor. Das HACCP-Konzept ist ein
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praventiv ausgerichtetes Uberwachungssystem, das die Sicherheit von
Lebensmitteln und Verbrauchern gewahrleisten soll. Nur solche Lebensmittel, die die
HACCP-Richtlinien erfullen, durfen in der EU gehandelt und in die EU eingefuhrt
werden. Das HACCP-Konzept muss in einer dokumentierten Version vorliegen. Bei
der Umsetzung der gesetzlichen Forderungen muss mit der Einfihrung der ,Guten
Hygienepraxis“ (GHP) begonnen werden. Diese Vorbeugemalnahmen werden in
sogenannten Leitlinien von vielen Berufsgruppenverbanden herausgegeben. Auf
dieser Basis steht das Unternehmen und aus dem erzielten Erfolg ergibt sich das
betriebsspezifische Restrisiko. Hieraus ergeben sich madglicherweise kritische

Lenkungspunkte, die verwaltet werden mussen.

1.12.1.2.2  Verordnung (EG) Nr. 8563/2004

Diese Verordnung uber Hygieneregelungen fur Lebensmittel tierischen Ursprungs
greift eine Stufe tiefer. In Artikel 4 Abs. 1 ist die grundsatzliche Registrierungs- bzw.
Zulassungspflicht ~ fur  lebensmittelverarbeitende  Betriebe  geregelt.  Der
Milcherzeugerbetrieb ist hier privilegiert, da er nach der Regelung des Artikels 4 Abs.
2 als Betrieb der Primarproduktion keiner behordlichen Zulassung bedarf. Der
Milchverarbeitungsbetrieb aber ist zulassungspflichtig und gemal Artikel 5 dirfen
hier behandelte Milchprodukte nur mit einem Identitdtskennzeichen gemafl Anhang
Il, Abschnitt | (ovale Form, Angabe des Mitgliedstaates, in dem der zugelassene
Betrieb niedergelassen ist, Angabe der Zulassungsnummer und Angabe der
Abkurzung ,EG* (Europaische Gemeinschaft)) in den Verkehr gebracht werden. Im
Anhang | finden sich unter Ziffer 4 die Begriffsbestimmungen fur ,Rohmilch“ und
,Milcherzeugungsbetrieb” sowie unter Ziffer 7 eine Begriffsbestimmung fur
,Milcherzeugnisse®.

1.12.1.2.3  Verordnung (EG) Nr. 854/2004

Diese Verordnung zur Lebensmitteliberwachung von zum menschlichen Verzehr
bestimmten Erzeugnissen tierischen Ursprungs legt nach Artikel 1 besondere

Verfahrensvorschriften fiir die amtliche Uberwachung fest und gilt nur fir Tatigkeiten
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und Personen, auf die die Verordnung (EG) Nr. 853/2004 Anwendung findet. Nach
Artikel 8 hat die amtliche Uberwachung von Rohmilch, Kolostrum, Milcherzeugnissen
und Erzeugnissen auf Kolostrumbasis gemaf Anhang IV zu erfolgen.

Hier sind in Kapitel | die Kontrollen von Milch- und Kolostrumerzeugungsbetrieben
geregelt und in Kapitel Il die Kontrolle der Rohmilch und des Kolostrums bei der
Abholung. Hinsichtlich der Kriterien fur Rohmilch und Kolostrum wird auf die
Regelungen der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 Anhang Il Abschnitt IX Kapitel | Teil

Il verwiesen.

1.12.1.2.4  Verordnung (EG) Nr. 882/2004

Diese Verordnung lber die amtlichen Kontrollen zur Uberpriifung der Einhaltung des
Lebensmittel- und Futtermittelrechts sowie der Bestimmungen uber Tiergesundheit
und Tierschutz folgt dem Ansatz der Basis-Verordnung (EG) Nr. 178/2002 und
behandelt Lebens- und Futtermittelrecht/-sicherheit gleich. GemaR Artikel 1 dieser
Verordnung werden allgemeine Regeln fur die Durchfihrung amtlicher Kontrollen
festgelegt, mit denen Uberpriuft werden soll, ob Bestimmungen eingehalten werden,
die insbesondere darauf abzielen, unmittelbar oder Uber die Umwelt auftretende
Risiken fir Mensch und Tier zu vermeiden, zu beseitigen oder auf ein annehmbares
Mafl zu senken und lautere Gepflogenheiten im Futtermittel- und Lebensmittelhandel
zu gewabhrleisten und den Verbraucherschutz, einschliellich der Kennzeichnung von
Futtermitteln und Lebensmitteln und sonstiger Formen der Verbraucherinformation,
sicherzustellen. In dieser Verordnung werden den jeweils zustandigen Behorden
keine Regelungen hinsichtlich  fester  Uberpriifungsintervalle oder des
Prufungsumfanges vorgegeben, sondern es soll vielmehr ein gemeinschaftlicher
Rahmen geschaffen werden, der Uberall in der EU gultig ist.

Bezlglich der Registrierung/Zulassung von Futtermittel- und Lebensmittelbetrieben
sieht Artikel 31 dieser Verordnung vor, dass die zustandigen Behdrden die Verfahren
festlegen, welche die Futtermittel- und Lebensmittelunternehmer bei der
Beantragung der Registrierung ihrer Betriebe gemafl der Verordnung (EG) Nr.
852/2004 und der Richtlinie 95/69/EG zu befolgen haben.
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1.12.1.2.5 Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 (ber mikrobiologische Kriterien fiir
Lebensmittel

Diese Verordnung legt Kriterien zum mikrobiologischen Status der Lebensmittel
sowie Durchfuhrungsbestimmungen fest, die von Lebensmittelunternehmen bei der
Durchfuhrung allgemeiner und spezifischer Hygienemalinahmen einzuhalten sind.
Dabei tragt diese Verordnung ganz den Anforderungen der unmittelbaren
Eigenverantwortlichkeit des Lebensmittelunternehmers im Sinn der Verordnung (EG)
178/2002 Rechnung.

Gemaly Artikel 4 Absatz 2 der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 haben
Lebensmittelunternehmer grundsatzlich uber die angemessene
Beprobungshaufigkeit zu entscheiden, es sei denn, dass im Anhang | zu dieser
Verordnung spezielle Probenahmeintervalle vorgesehen sind. In diesem Anhang |

sind folgende Kapitel enthalten, die fur Milch und Milchprodukte relevant sind:
Kapitel 1: Lebensmittelsicherheitskriterien

Kapitel 2: Prozesshygienekriterien mit Punkt 2.2: Milch und Milcherzeugnisse (hier
ist die jeweilige Lebensmittelkategorie, die zu untersuchenden
Mikroorganismen, der Probenahmeplan, die Grenzwerte, die analytische
Referenzmethode, die Stufe, flr die das Kriterium gilt sowie die

Malnahmen im Falle unbefriedigender Ergebnisse aufgeflhrt)

Kapitel 3: Bestimmungen dber die Entnahme und Aufbereitung von
Untersuchungsproben mit Punkt 3.1: Allgemeine Bestimmungen uber die
Entnahme und Aufbereitung der Untersuchungsproben

Bei dieser Verordnung zeigt sich die immer wieder fortschreitende Verknupfung von
Gesetz und internationalen Normen. So sind die entsprechenden ISO-Normen und
die Richtlinien des Codex Alimentarius als Referenzverfahren immer dann
heranzuziehen, wenn keine spezifischen Vorschriften flir die Probenahme und

Probenaufbereitung vorliegen.
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1.12.1.3 Gesetzliche Grundlagen in Osterreich

In Osterreich als EU-Mitgliedstaat gilt das gesamte EU-Hygienepaket. Dariiber
hinaus gilt in  Osterreich auch das Lebensmittelsicherheits- und
Verbraucherschutzgesetz (LMSVG). Das LMSVG hat sich mit der Umsetzung der
Verordnung (EG) Nr. 178/2002 die Grundsatze ,Schutz des Verbrauchers vor
Tauschung® und ,Gesundheitsschutz des Verbrauchers® zum Ziel gesetzt (BMG,
2010b). Mit dem LMSVG werden die Grundsatze und Anforderungen an
Lebensmittel, Wasser flr den menschlichen Gebrauch, Gebrauchsgegenstande und
kosmetische Mittel geregelt. Der 3. Abschnitt im LMSVG regelt die Hygiene im
Lebensmittelbereich. Dies umfasst die Eintragung und Zulassung von Betrieben (§
10), die Direktvermarktung (§ 11), die Anpassung der Anforderung fur bestimmte
Lebensmittelunternehmer (§ 13) sowie Bestimmungen Uber Rohmilch (§ 14).
Erganzend zu § 10 LMSVG werden mit der ,Eintragungs- und
Zulassungsverordnung® weitere Voraussetzungen und Bedingungen fur die
Eintragung und Zulassung von Betrieben und Lebensmittelunternehmer getroffen.
Ergagnzend zu § 11 des LMSVG wird in der ,Lebensmittel-
Direktvermarkungsverordnung“ die direkte Abgabe kleiner Mengen bestimmter
Lebensmittel an den Endverbraucher oder an ortliche Einzelhandelsunternehmen,
die diese direkt an den Endverbraucher abgeben, geregelt.

Zur naheren Ausfuhrung des § 14 LMSVG enthalt die ,Rohmilchverordnung®
(Verordnung der Bundesministerin fir Gesundheit und Frauen uUber Rohmilch und
Rohrahm, BGBI. Il Nr. 106/2006) Vorschriften fur das In-Verkehr-Bringen von
Rohmilch, die fur den unmittelbaren menschlichen Verzehr bestimmt ist, sowie damit

in Zusammenhang stehende Behandlungs- und Kennzeichnungsvorschriften.

Das Epidemiegesetz, das bereits seit 1950 in Kraft ist, wurde zuletzt am 16. Mai
2012 novelliert (BGBI. | Nr. 43/2012). Es legt die moglichen MaRnahmen der
zustandigen Behdrden sowie die anzeigepflichtigen Krankheiten des Menschen fest.
Anzeigepflichtig sind u.a. Verdachts-, Erkrankungs- und Todesfalle an bakteriellen
und viralen Lebensmittelvergiftungen, Paratyphus, Typhus (Abdominaltyphus),

Bang’scher Krankheit und Tuberkulose hervorgerufen durch Mycobacterium bovis.
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Unter dem Sammelbegriff ,bakterielle und virale Lebensmittelvergiftungen“ sind u.a.
folgende Erreger zusammengefasst, wobei nochmals darauf hingewiesen wird, dass

ein Zusammenhang mit einem Lebensmittel gegeben sein muss:

. Campylobacteriose und ihre Erreger
. Listeriose und ihre Erreger

. Escherichia coli

. Salmonellose und ihre Erreger

Diese aufgezahlten Erreger uberschneiden sich mit dem im Zoonosegesetz

aufgezahlten Erregern.

Die Uberwachung der Tierbestdnde ist in mehreren Veterinargesetzen (vor allem
dem Tierseuchengesetz, das in Grundztigen noch aus dem Jahre 1909 stammt, und
zuletzt 2008 novelliert wurde (BGBI. | Nr. 36/2008), sowie dem
Tiergesundheitsgesetz aus dem Jahre 1999) geregelt. Ziel des Tierseuchengesetzes
ist auch die Verhinderung der Einschleppung oder Weiterverbreitung von
Krankheiten, die durch Tiere auf den Menschen ubertragen werden konnen. Darunter
fallt auch die unmittelbare Ubertragung durch Lebensmittel tierischer Herkunft (BMG,
2010b). Als anzeigepflichtige Tierseuchen ist im Tierseuchengesetz u.a. die

Tuberkulose der Rinder und die Maul- und Klauenseuche und aufgefuhrt.

Gemal Bangseuchengesetz, BGBI. | Nr. 67/2005 und Rinderleukosegesetz, BGBI. |
Nr. 67/2005, sind die Brucellose der Rinder (Abortus bang) bzw. die enzootische

Rinderleukose ebenfalls eine anzeigepflichtige Tierseuche.

Das Futtermittelgesetz aus dem Jahre 1999 regelt die Herstellung, das
Inverkehrbringen und die Verwendung von Futtermitteln sowie die erforderlichen

Kontrollen.

Zoonosen sind Infektionskrankheiten, deren Erreger vom Tier auf den Menschen
ubertragen werden konnen, was sehr haufig Uber kontaminierte Lebensmittel
geschieht. In Osterreich wurde die EU-Zoonose-Richtlinie 2003/99/EG aus dem
Jahre 2003 durch das Bundesgesetz zur Uberwachung von Zoonosen und

Zoonoseerregern, BGBI. | Nr. 128/2005 (Zoonosengesetz, ZoonG), umgesetzt.
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Dieses Gesetz stellt eine klare rechtliche Grundlage fir die effektive Uberwachung
und Bekampfung der Zoonosen dar und gibt dariber hinaus auch die
organisatorischen Strukturen fur die erfolgreiche nationale Zoonosenbekampfung vor
(BMG, 2010b). Mit dem ZoonG wurden die rechtlichen Grundladen fir die
Zusammenarbeit zwischen den Bereichen Humanmedizin, Veterinarmedizin,
Lebensmittel und Futtermittel im Rahmen der Bundeskommission fur Zoonosen
geschaffen. Zu den Aufgaben dieser Kommission zahlt auch die Unterstutzung des
Bundesministers fur Gesundheit bei der Festlegung der erforderlichen Malinahmen
bei bundeslanderubergreifenden lebensmittelbedingten Krankheitsausbrichen. Die
epidemiologische Abklarung von derartigen Krankheitsausbrichen wird dann im
Auftrag des Bundesministers fur Gesundheit von der Bundeskommission fur
Zoonosen in Zusammenarbeit mit den Landeskommissionen der Bundeslander sowie
der AGES durchgefuhrt (BMG, 2010a).

Das ZoonG regelt

 die Organisation der Uberwachung von Zoonosen und deren Erregern,

 die Uberwachung diesbeziiglicher Antibiotikaresistenzen,

o die epidemiologische Untersuchung lebensmittelbedingter
Krankheitsausbruche und

e den Austausch uber Informationen Gber Zoonosen und Zoonoseerreger.

Im Anhang | A sind u.a. folgende uberwachungspflichtigen Zoonosen und deren

Erreger aufgelistet:

e Brucellose und ihre Erreger

e Campylobacteriose und ihre Erreger

e Listeriose und ihre Erreger

e Salmonellose und ihre Erreger

e Tuberkulose durch Mycobacterium bovis

e Verotoxin-bildende Escherichia coli

Laut Zoonosengesetz ist ein lebensmittelbedingter Krankheitsausbruch als das unter
gegebenen Umstanden festgestellte Auftreten einer mit demselbem Lebensmittel

oder mit demselbem Lebensmittelunternehmer in Zusammenhang stehende oder

56



wahrscheinlich in Zusammenhang stehende Krankheit und/oder Infektion in
mindestens zwei Fallen beim Menschen oder eine Situation, in der sich die

festgestellten Falle starker haufen als erwartet, definiert.

1.12.1.4 Gesetzliche Anforderungen an die Erzeugung von Rohmilch

In Anhang Ill Abschnitt IX Kapitel | der EG-Verordnung Nr. 853/2004 sind die
Bestimmungen fur die Rohmilcherzeugung festgelegt. Danach definiert Kapitel 1.1.
die Hygienevorschriften, die an die Tiere gestellt werden, von denen die Rohmilch
gewonnen wird. Auch die Anforderungen an deren Gesundheitszustand sind darin
definiert. Kapitel L.Il. definiert die Hygienevorschriften fur Erzeugerbetriebe und
enthalt Vorschriften fur Betriebstatte und Ausrustungen, Hygiene beim Melken,
Abholung/Sammlung und Beférderung sowie Personalhygiene. In Kapitel LIl
werden die Vorschriften in Bezug auf die Keim- und Zellzahlen sowie
Antibiotikaruckstande in Rohmilch beschrieben. Absatz 2 schreibt vor, dass eine
reprasentative Anzahl an Proben von Rohmilch aus Milcherzeugungsbetrieben, die
nach dem Zufallsprinzip gezogen werden, auf Ubereinstimmung mit den Werten der

nachfolgenden Tabelle kontrolliert werden mussen.

Lebensmittelunternehmer missen mit geeigneten Verfahren sicherstellen, dass rohe

Kuhmilch folgende Kriterien erfullt:

Tabelle 15. Gesetzliche Anforderungen fiir Rohmilch gemaR EG-VO 853/2004

Keimzahl bei 30°C (pro mL) < 100 000 KbE/mL (*)

Somatische Zellen (pro mL) <400 000 Zellen/mL (**)

(*) Uber zwei Monate ermittelter geometrischer Mittelwert bei mindestens zwei Probenahmen je
Monate.

(**) Uber drei Monate ermittelter geometrischer Mittelwert bei mindestens einer Probenahme je
Monat, es sei denn, die zustandige Behorde schreibt eine andere Methode vor, die saisonalen
Schwankungen der Produktionsmenge Rechnung tragt.
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Lebensmittelunternehmer missen aufl’erdem mit geeigneten Verfahren sicherstellen,

dass Rohmilch nicht in Verkehr gebracht wird, wenn

e ihr Gehalt an Rickstanden von Antibiotika Uber den zugelassenen Mengen flr
einen der Stoffe der Anhanger | und Il der Verordnung (EG) Nr. 2337/90 zur
Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens fir die Festsetzung von
Hochstmengen fur Tierarzneimittelrickstande in Nahrungsmitteln tierischen
Ursprungs, zuletzt geandert durch die Verordnung (EG) Nr. 1231/2006, liegt
oder

o die Gesamtrickstandsmenge aller antibiotischen Stoffe den héchstzulassigen

Wert Gberschreitet.

Sollte Rohmilch nicht den Anforderungen Uber Hygiene und Rulckstandsmengen
genugen, so muss der Lebensmittelunternehmer dies der zustandigen Behodrde

melden und durch geeignete MaRnahmen Abhilfe schaffen.

Kapitel II.I. und IL.Il. beschreiben die Vorschriften fir Milcherzeugnisse bezuglich

Temperatur und Warmebehandlung.

Kapitel IV schreibt vor, dass im Falle der fir den unmittelbaren menschlichen Verzehr
bestimmten Rohmilch das Wort ,Rohmilch® auf der Etikettierung zu erkennen sein
muss. Im Falle von mit Rohmilch hergestellten Erzeugnissen, bei denen der
Herstellungsprozess keinerlei Warmebehandlung oder physikalische oder chemische
Behandlung umfasst, mussen die Worte ,mit Rohmilch hergestellt* auf der

Etikettierung zu erkennen sein.

Diese Vorschriften finden Anwendung auf Erzeugnisse, die fur den Einzelhandel
bestimmt sind. Der Ausdruck ,Etikettierung”“ umfasst alle Verpackungen, Dokumente,
Hinweise, Etiketts, Ringe oder Verschlusse, mit denen solche Erzeugnisse versehen

sind oder die auf sie Bezug nehmen.

In Osterreich muss Rohmilch den Anforderungen der Verordnung (EG) Nr. 853/2004
mit spezifischen Hygienevorschriften fur Lebensmittel tierischen Ursprungs, der
Rohmilchverordnung BGBI. Il 106/2006 und der Direktvermarktungsverordnung
BGBI. Il 108/2006 entsprechen. Laut § 14 LMSVG gilt, dass rohe Kuhmilch

folgendes Kriterium erflllen muss:
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Keimzahl bei 30°C (pro mL): < 50 000 KbE/mL

Die Rohmilchverordnung regelt in § 6, dass rohe Kuhmilch folgende Kriterien erfullen

muss:
Keimzahl bei 30°C (pro mL): < 50 000 KbE/mL
Somatische Zellen (pro mL): <400 000 Zellen/mL

Die Lebensmittel-Direktvermarktungsverordnung schreibt ebenfalls vor, dass rohe
Kuhmilch als Keimzahl bei 30°C < 50 000 Keime pro mL enthalten darf.

Neben den nationalen Gesetzen und Verordnungen gibt es in Osterreich auch
nationale Leitlinien, wie die Leitlinie Uber mikrobiologische Kriterien fur Milch und
Milchprodukte, die Leitlinie fur eine gute Hygienepraxis fur bauerliche
Milchverarbeitungsbetriebe oder die Leitlinie fir eine gute Hygienepraxis bei der
Milchverarbeitung auf Aimen. Diese Leitlinien dienen zur leichteren Handhabung fur
die Umsetzung der Anforderungen der EU-Hygiene-Verordnungen und werden vom

Bundesministerium fiir Gesundheit veroffentlicht.

1.12.1.5 Anforderungen an den Milcherzeuger

Die Basis-Verordnung (EG) 178/2002 legt in Artikel 3 Nr. 2 fest, dass auch der
Milcherzeugerbetrieb ein Lebensmittelunternehmen ist. Damit ist der Milcherzeuger
ein Lebensmittelerzeuger im Sinne des Artikels 3 Nr. 3 und fallt als Urproduzent unter
den Anwendungsbereich des Kapitels Il der Basis-Verordnung. Gemall den
Regelungen der Artikel 14 bis 21 ist er fur das von ihm produzierte Lebensmittel
Milch im Sinne dieser Verordnung allumfassend verantwortlich. Weiteres regelt die
Verordnung (EG) Nr. 853/2004 Uber Hygieneregelungen flir Lebensmittel tierischen
Ursprungs im Anhang Il

e Abschnitt IX: Rohmilch und verarbeitete Milcherzeugnisse
Hier werden die Hygienevorschriften flr die Rohmilch-Primarproduktion
definiert. So muss die Rohmilch von gesunden Kihen stammen, die amtlich

anerkannten brucellose- und tuberkulosefreien Betrieben angehoren und
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denen keine nicht zugelassenen Stoffe oder Erzeugnisse verabreicht worden
sind bzw. bei denen nach Verabreichung =zugelassener Stoffe oder
Erzeugnisse die vorgeschriebene Wartezeit eingehalten worden ist.

Weiters  definiert dieser Abschnitt die  Hygienevorschriften  fur
Milcherzeugerbetriebe und geht auf Melkgeschirr, Behalter, Raume,
Ausrustung, sowie Melken, Abholen/Sammeln, Beforderung und
Personalhygiene ein.

Auch die Kriterien fur Rohmilch werden in diesem Abschnitt definiert, wie

Probenahme, mikrobiologische Kriterien und Antibiotikarlickstande.

Weitere Regelungen kénnen noch im nationalen Recht der EU-Mitgliedstaaten
erfolgen, wenn sie in der Verordnung vorgesehen sind, z.B. Rohmilch Ab-Hof-
Abgabe und Vorzugsmilch Artikel 10 Abs. 8 Verordnung (EG) Nr. 853/2004
(Sicherheit, Ruckverfolgbarkeit, bauliche Anforderungen, personelle Anforderungen,

Anforderungen an Tiere).

1.12.1.6 Gesetzliche Anforderungen an die Erzeugung von Vorzugsmilch

Die neuen EU-Verordnungen (Lebensmittelhygienepaket) bertcksichtigen die
Verkaufsform ,Vorzugsmilch® nicht. Die EU-Mitgliedsstaaten konnen allerdings
gemal Artikel 10 Absatz 8 der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 aus eigener Initiative
und unter Einhaltung der allgemeinen Bestimmungen des Vertrages einzelstaatliche
Vorschriften beibehalten oder einflhren, mit denen das Inverkehrbringen von
Rohmilch, die fur den unmittelbaren menschlichen Verbrauch bestimmt sind, in
seinem Hoheitsgebiet untersagt oder eingeschrankt wird.

Die Anforderungen fur Vorzugsmilch sind in Deutschland in der Tier-LMHV (Tierische
Lebensmittelhygieneverordnung) vom 15. August 2007 geregelt. Gemald Anlage 9
Kapitel 1 Nr. 3 Tier-LMHV muss Vorzugsmilch bei monatlich durchzufihrenden

Stichprobenuntersuchungen im Erzeugerbetrieb folgende Voraussetzungen erflllen:
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Tabelle 16. Voraussetzungen fiir Vorzugsmilch gemaR Tier-LMHV

m M n c

1. Keimzahl/mL bei +30°C 20 000 50 000 5 2

2. Enterobacteriaceae/mL bei +30°C 10 100 5 2

3. Koagulase-positive 10 100 5 2
Staphylokokken/mL (S. aureus)

4. Anzahl somatischer Zellen/mL 200 000 300 000 5 2

5. Salmonellen in 25mL 0 0 5 0

6. Pathogene Mikroorganismen oder deren Toxine dirfen in der Milch von Rindern nicht
in Mengen vorhanden sein, die die Gesundheit des Verbrauchers beeintrachtigen

konnen.

7. Bei der sensorischen Kontrolle der Milch von Rindern durfen keine Abweichungen

erkennbar sein.

8. Der Phosphatasetest muss bei Milch von Rindern positiv reagieren.

m = Schwellenwert; das Ergebnis gilt als ausreichend, wenn die einzelne Proben diesen Wert nicht

uberschreiten

M = Hoéchstwert; das Ergebnis gilt nicht als ausreichend, wenn die Werte einer oder mehrere Proben

diesen Wert tiberschreiten
n = Anzahl der Proben

¢ = Anzahl der Proben mit Wert zwischen ,m“ und ,M“;, das Ergebnis gilt als akzeptabel, wenn die

Werte der Ubrigen Proben hdchstens den Wert ,m* erreichen

Ergibt sich bei Stichprobenuntersuchungen von Einzelproben ein Wert ,<m“ so sind im Regelfall
weitere Untersuchungen nicht erforderlich. Liegt der Wert dagegen zwischen ,m“ und ,M*, so sind die

dann zu ziehenden Proben (n) jeweils auf einen Produktionstag zu beziehen.

Richtwertuberschreitungen haben  zur  Folge, dass die  zustandige
Lebensmitteliberwachungsbehérde mit dem betroffenen Milcherzeuger nach
erzeuger- und stallspezifischen Schwachstellen sucht und Nachproben (n = 5; ¢ = 2)
zur Untersuchung entnimmt. Warnwertiberschreitungen haben zur Folge, dass dem

Milcherzeugungsbetrieb die Vorzugsmilchabgabe sofort verboten wird. Erst nach
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Durchfiuhrung von  Sanierungsmalinahmen und Nachuntersuchungen mit

unauffalligem Befund wird die Abgabesperre aufgehoben.

Fir das Herstellen, Behandeln und in Verkehr bringen von Vorzugsmilch ist laut § 18
Abs. 1 Tier-LMHV eine Genehmigung der zustandigen Behorde erforderlich. In der
Zeit von der Abflllung bis zur Abgabe der Vorzugsmilch darf laut § 17 Absatz 2 Punkt
3 Tier-LMHV eine Temperatur von +8°C nicht Uberschritten werden. Weiters muss
die Fertigpackung mit dem dem Verbrauchsdatum vorangestellten Wort ,Rohmilch®
sowie dem nachgestellten Hinweis ,Aufbewahren bei hochstens +8°C*
gekennzeichnet sein, wobei das Verbrauchsdatum eine Frist von 96 Stunden nach

der Gewinnung nicht Uberschreiten darf.

Das Chemische und Veterinaruntersuchungsamt Stuttgart (CVUAS) flhrt monatlich
fur die in Baden-Wurttemberg zugelassenen Vorzugsmilcherzeuger (vor 2008: acht,
2008: sieben, 2009: sechs) die Uberpriifung der Vorzugsmilch auf die Einhaltung der
Guteanforderungen Gesamtkeimzahl, Enterobacteriaceae, koagulase positive
Staphylokokken, somatische Zellen, Salmonellen, pathogene Mikroorganismen und
deren Toxine sowie sensorische Eigenschaften durch (FRIEDRICH und
HORLACHER, 2010). Seit dem Inkrafttreten der Tier-LMHV liegt die Haufigkeit von
Warnwertlberschreitungen bei Vorzugsmilch in der Regel unter 2%, im Falle der
somatischen Zellzahl bei 3,7% (FRIEDRICH und HORLACHER, 2010).

1.12.1.7 Gesetzliche Anforderungen an Erzeugung und Einfuhr von
Kolostrum

Kolostrum muss den Anforderungen der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 mit
spezifischen Hygienevorschriften fur Lebensmittel tierischen Ursprungs entsprechen.

In Anhang Ill Abschnitt IX Kapitel | der EG-Verordnung Nr. 853/2004 sind die
Bestimmungen fur die Gewinnung von Kolostrum und Erzeugnissen auf
Kolostrumbasis festgelegt. Danach definiert Kapitel I.I. die Hygienevorschriften, die
an die Tiere, von denen das Kolostrum gewonnen wird, sowie an deren
Gesundheitszustand gestellt werden. Kapitel I.ll. definiert die Hygienevorschriften fur

Kolostrumerzeugerbetriebe und enthalt Vorschriften flr Betriebstatte und
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Ausristungen, Hygiene beim Melken, Abholung/Sammlung und Beférderung sowie
Personalhygiene. In Kapitel I.1ll. werden die Kriterien in Bezug auf die Keim- und
Zellzahlen sowie Antibiotikaruckstande in Kolostrum beschrieben. Dort heif’t es, dass
fur Kolostrum die einzelstaatlichen Kriterien hinsichtlich der Keimzahl, des Gehalts an
somatische Zellen und Rulckstanden von Antibiotika gelten, bis spezifische
Gemeinschaftsvorschriften festgelegt werden. Absatz 2 schreibt vor, dass eine
reprasentative Anzahl an Proben von Kolostrum aus Milcherzeugungsbetrieben, die

nach dem Zufallsprinzip gezogen werden, kontrolliert werden mussen.

Kapitel 1l beschreibt die Vorschriften fur Erzeugnisse auf Kolostrumbasis wie

Temperaturvorschriften und Vorschriften fur die Warmebehandlung.

Kapitel 1V, das die Etikettierung behandelt, schreibt vor, dass diese im Falle von
Kolostrum das Wort ,Kolostrum® deutlich erkennen lassen muss. Im Falle der auf
Kolostrumbasis hergestellten Erzeugnisse muss das Wort ,kolostrumhaltig® zu

erkennen sein.

Laut Verordnung (EU) Nr. 790/2010 ist die Einfuhr von Kolostrum und
kolostrumhaltigen Erzeugnissen in die Europaische Union untersagt, da die
Kommission keine Liste von Drittlandern und Drittlandgebieten festgelegt hat, aus

denen die Einfuhr von Kolostrum gestattet ist.

1.12.2 NAHRUNGSERGANZUNGSMITTEL

Der Begriff ,Nahrungserganzungsmittel* (NEM) wird in § 3 Ziffer 4 des LMSVG,
BGBI. | Nr. 95/2010 idgF. definiert. Demnach sind NEM Lebensmittel, die zur
Erganzung der normalen (allgemeinen) Erndhrung dienen und eine
ernahrungsspezifische oder physiologische Wirkung zeigen. Sie werden dosiert als
Konzentrate abgegeben und sind zur Aufnahme in kleinen, abgemessenen Mengen
bestimmt. Bei NEM ist die Angabe einer eindeutigen Verzehrsempfehlung
verpflichtend. Waren, die in grolen Mengen verzehrt werden sollen (z.B. ein
Liter/Tag) sind daher keine NEM.
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NEM dienen nicht zur Heilung, Linderung oder Verhitung von menschlichen

Krankheiten.

Mit Ausnahme der Begriffsdefinitionen setzt die Nahrungserganzungsmittel-
Verordnung BGBI. Il Nr. 88/2004 idgF. die europaische Richtlinie 2002/46/EG in

osterreichisches Recht um.

1.12.3 DIATETISCHE LEBENSMITTEL

Der Begriff ,diatetische Lebensmittel” wird in § 3 Ziffer 3 des LMSVG, BGBI. | Nr.
95/2010 idgF. definiert. Diatetische Lebensmittel sind entsprechend gekennzeichnete
Lebensmittel, die fur eine definierte Personengruppe und eine besondere Erndhrung
bestimmt sind und die sich auf Grund ihrer besonderen Zusammensetzung oder des
besonderen Verfahrens ihrer Herstellung deutlich von den Lebensmitteln des
allgemeinen  Verzehrs unterscheiden, die sich fur den angegebenen
Ernahrungszweck eignen und mit dem Hinweis darauf in Verkehr gebracht werden,

dass sie flr diesen Zweck geeignet sind.

Eine besondere Ernahrung muss den besonderen Ernahrungserfordernissen

folgender Verbrauchergruppen entsprechen:

- bestimmte  Gruppen von Personen, deren Verdauungs- bzw.
Resorptionsprozess oder Stoffwechsel gestort ist,

- bestimmte Gruppen von Personen, die sich in besonderen physiologischen
Umstanden befinden und deshalb einen besonderen Nutzen aus der
kontrollierten Aufnahme bestimmter, in der Nahrung enthaltener Stoffe ziehen
konnen, oder

- gesunde Sauglinge oder Kleinkinder

Zu den diatetischen Lebensmitteln gehoren Sauglingsanfangsnahrung und
Folgenahrung, Getreidebeikost und andere Beikost fur Sauglinge und Kleinkinder,
Lebensmittel fur kalorienarme Ernahrung zur Gewichtsverringerung, Lebensmittel,
die fir Menschen mit einer Glutenunvertraglichkeit (Zoéliakie) geeignet sind sowie

diatetische Lebensmittel fir besondere medizinische Zwecke.
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Nach § 3 der Verordnung Uber diatetische Lebensmittel fur besondere medizinische
Zwecke, BGBI. Il 2000/416 idgF., mussen sich diese Lebensmittel gemal® den
Anweisungen des Herstellers sicher und nutzbringend verwenden lassen und
wirksam sein in dem Sinne, dass sie den besonderen Ernahrungserfordernissen der
Personen, fur die sie bestimmt sind, entsprechen, was durch allgemein anerkannte

wissenschaftliche Daten zu belegen ist.

Die Zusammensetzung von Lebensmitteln fur besondere medizinische Zwecke muss
den im Anhang der Verordnung BGBI. ||l 2000/416 idgF. angeflhrten Kriterien

entsprechen.

1.12.4 FUNKTIONELLE LEBENSMITTEL (FUNCTIONAL FOODS,
NUTRACEUTICALS)

Funktionelle Lebensmittel sind Lebensmittel, die mit zusatzlichen Inhaltsstoffen
angereichert sind und mit einem positiven Effekt auf die Gesundheit beworben
werden. Zugesetzt werden z.B. Ballaststoffe, Vitamine, Mineralstoffe,
Bakterienkulturen und ungesattigte Fettsauren. Eine gesetzliche Definition innerhalb
der EU gibt es noch nicht.

Funktionelle Lebensmittel gelangen in den typischen Lebensmittelformen in den
Handel. Sie muissen den Bestimmungen des LMSVG und der
Lebensmittelkennzeichnungsverordnung entsprechen. Produktspezifische
Vorschriften gibt es nicht. Bei der rechtlichen Beurteilung von funktionellen

Lebensmitteln geht es im Wesentlichen um vier Punkte:

1. Das Erzeugnis muss gesundheitlich unbedenklich sein (GRAS-Status;
Generally Recognized as Safe).

2. Die eingesetzten Inhaltsstoffe mussen frei verwendbar bzw. zugelassen sein.

3. Die Wirkungen Uber einen positiven gesundheitlichen Zusatznutzen eines
funktionellen Lebensmittels mussen wissenschaftlich nachgewiesen sein und
durfen nicht irrefUhrend sein. Der Nachweis muss den allgemein anerkannten
wissenschaftlichen Standards entsprechen und muss sich aus mehreren

Studien, die sich auf Untersuchungen am Menschen beziehen, abgeleitet
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sein. Gesundheitsbezogene Angaben dirfen nur verwendet werden, wenn ihr
Nachweis im Rahmen des Zulassungsverfahrens auch bestatigt wurde.
Welche Gesundheitsangaben wissenschaftlich bewiesen sind, wird im
Rahmen eines Zulassungsverfahrens nach der Health-Claims-Verordnung,
VO (EG) Nr. 1924/2006, gepruft.

4. Die Werbeaussagen uber das funktionelle Lebensmittel durfen nicht mit dem
Verbot der krankheitsbezogenen Angaben kollidieren. Solche sind

ausschliefRlich Arzneimitteln vorbehalten.

1.12.5 NEUARTIGE LEBENSMITTEL (NOVEL FOODS)

Neuartige Lebensmittel (“Novel Foods”) sind Lebensmittel und Lebensmittelzutaten,
die vor dem 15. Mai 1997 in der EU noch nicht in nennenswertem Umfang flr den
menschlichen Verzehr verwendet wurden. Neuartige Lebensmittel sind Lebensmittel

und Lebensmittelzutaten, die folgenden Kategorien zuzuordnen sind:

Lebensmittel mit neuer oder gezielt modifizierter primarer Molekularstruktur
Lebensmittel, die aus Mikroorganismen, Pilzen oder Algen bestehen oder aus
diesen isoliert worden sind

Lebensmittel, die in Europa unbekannte und exotische Pflanzen und
Pflanzenteile enthalten oder Lebensmittelzutaten, die aus Tieren isoliert
wurden

Lebensmittel, die mit einem neuen, nicht Ublichen Verfahren hergestellt
wurden, das eine Veranderung der Zusammensetzung oder Struktur bewirkt
(z.B. Hochdruckbehandlung)

Das Zulassungsverfahren fur neuartige Lebensmittel verlauft gemaly Verordnung
(EG) 258/97 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 27. Januar 1997 Uber
neuartige Lebensmittel und neuartige Lebensmittelzutaten. Es gibt ein

Genehmigungsverfahren und ein Anmeldeverfahren (Notifizierung).

66



1.12.6 HAZARD ANALYSIS AND CRITICAL CONTROL POINTS (HACCP)-
KONZEPT

HACCP, deutsch: ,Gefahrenanalyse und kritische Lenkungspunkte®, ist ein
vorbeugendes Instrument der Vermeidung von Gesundheitsrisiken fir den
Konsumenten. Die gesetzliche Basis dafur sind die europaische Lebensmittel-
Hygienerichtlinie 93/94/EWG vom 14. Juni 1993 und die Basis-Verordnung (EG) Nr.
178/2002. Durch die am 1. Januar 2006 in Kraft getretene Verordnung (EG) Nr.
852/2004 ist fur jeden Lebensmittelunternehmer die Einrichtung eines HACCP-
Konzeptes Pflicht.

HACCP beinhaltet unter anderem eine produkt- und betriebsspezifische
Gefahrenanalyse, gezielte Uberwachung sicherheitsrelevanter Verfahrensschritte
(CCPs) und festgelegte MaRnahmen fur den Fall von Sollwertabweichungen. HACCP
ist die zweite von vier Stufen auf dem Weg zur Lebensmittelsicherheit (JAKOB et al.,
2004):

1. Grundanforderungen

Die Grundlage einer sicheren Lebensmittelproduktion ist die Beachtung der
allgemein anerkannten Grundsatze und Verfahrensweisen, ohne die die
Herstellung einwandfreier Produkte von konstanter hoher Qualitat kaum
madglich ist. Auf der Stufe der Primarproduktion werden diese Anforderungen
mit der Guten landwirtschaftlichen Praxis (GAP; Good Agricultural Practice)
umschrieben. In der Verarbeitung gilt die Gute Herstellungspraxis (GMP;

Good Manufacturing Practice) und die Gute Hygienepraxis (GHP).

GAP beinhaltet Richtlinien fur eine umweltgerechte, 6konomische und
nachhaltige Produktion in der Landwirtschaft und MaRnahmen fur die
hygienische Sicherheit landwirtschaftlicher Produkte. GAP umfasst die Boden-
und Substratbehandlung, Dingung, Bewasserung, Pflanzenschutz, Ernte,
Nacherntebehandlung, Lagerung, Tierhaltung, Arbeitssicherheit usw. Unter
dem Titel ,Guide to Good Dairy Farming Practice” haben die FAO (Food and
Agriculture  Organization of the United Nations; Ernahrungs- und

Landwirtschaftsorganisation der Vereinten Nationen) und der IDF
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(International Dairy Federation; Internationaler Milchwirtschaftsverband) GAP-

Richtlinien fur die Milcherzeugung publiziert.

GMP umfasst die Grundanforderungen an die Lebensmittelverarbeitung und
umfasst Vorschriften im Bereich der Reinigung, Personalhygiene, Infrastruktur
und Ruckverfolgbarkeit. Dazu gehoren dokumentierte und dem Stand der
Technologie entsprechende Rezepturen, Verfahren, Apparate und

Einrichtungen.

2. HACCP

Das zentrale Instrument im Dienste der Lebensmittelsicherheit ist das
HACCP-Konzept, mit dem der Herstellungsprozess jedes Lebensmittels auf
mogliche Gefahren hin untersucht und gesteuert wird und vorbeugende
Malnahmen zu deren Verminderung oder Eliminierung festgelegt werden.
HACCP-Konzepte kénnen nur auf der Grundlage der Guten

Herstellungspraxis sowie einschlagiger Fachkenntnisse erstellt werden.

3. Selbstkontrolle

Jeder Lebensmittelbetrieb muss Uber ein System zur Selbstkontrolle verfugen
und damit regelmallig Uberprufen, ob sein Qualitatssicherungssystem (GMP
und HACCP) auf dem letzten Stand ist und funktioniert. Mittel der
Selbstkontrolle sind z.B. betriebsinterne Audits und stichprobenweise
Endproduktkontrollen. GMP, HACCP und Selbstkontrolle sind EU-rechtlich
verankert und verpflichtend. Die Einhaltung wird von den behordlichen

Vollzugsorganen kontrolliert.

4. Zertifizierungssysteme

Die Food Safety Standards des Handels wie BRC (British Retail Consortium)
oder IFS (International Food Standard) sind  privatrechtliche
Zertifizierungssysteme. Bezuglich der Ruckverfolgbarkeit gehen sie aber

weiter als der Gesetzgeber, indem der Verarbeiter die gesamte vorgelagerte
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Verarbeitungskette einzubeziehen hat und nicht nur den direkten Lieferanten

und den direkten Abnehmer (,one step up, one step down®).

FSSC 22000 (Food Safety System Certification 22000) umfasst ein
vollstandiges Zertifizierungsverfahren fur Lebensmittelsicherheitssysteme auf
der Grundlage bestehender Zertifizierungsnormen und wird als gleichwertig
mit anderen genehmigten Systemen (wie z.B. IFS) anerkannt. FSSC richtet
sich an Unternehmen, die tierische Produkte, verderbliche Gemuseprodukte,
Produkte mit langer Haltbarkeit, (sonstige) Lebensmittelzutaten wie
Zusatzstoffe, Vitamine und Biokulturen sowie Lebensmittel-

verpackungsmaterialien herstellen oder verarbeiten.

2 PROBLEMSTELLUNG

Das Ziel des praktischen Teils dieser Masterarbeit war es, die Wirkung von
physikalischen Haltbarmachungsmethoden wie Hitzebehandlung, Mikrofiltration,
Hochdruckbehandlung und Kombinationen daraus auf den mikrobiologischen
Zustand und den Gehalt an Immunglobulin G (IgG) von bovinem Kolostrum zu

untersuchen.

Der theoretische Teil beschaftigt sich mit den aktuellen und historischen Aspekten
des Lebensmittelrechtes, der Milchhygiene und den damit verbundenen

Krankheitserregern.

Die Kernfrage war, ob ein natives und moglichst unbehandeltes Produkt wie bovines
Kolostrum, bei dem ein hoher naturlicher Gehalt an IgG aus gesundheitsfordernden
Grinden erhalten bleiben soll, mikrobiologisch sicher genug sein kann, um an
verschiedene, auch hochempfindliche Konsumentengruppen abgegeben werden zu
kénnen. Reicht es aus, dafur die Vorschriften flr die Vorzugsmilchproduktion
anzuwenden? Konnen in-situ Monitoringsysteme (,just in time“ monitoring) eingesetzt

werden, um die mikrobiologische Sicherheit des Produktes zu gewahrleisten?
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Es sollte ebenfalls ermittelt werden, wo die kritischen Lenkungspunkte bei der
Kolostrumgewinnung und —verarbeitung liegen konnen, welches Restrisiko bestehen

bleibt und wie die Risikopotenziale in den Griff zu bekommen sind.

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 PROBE

Das fur diese Untersuchungen verwendete bovine Rohkolostrum wurde von der
Firma OCS Colostrum Vitaplus GmbH, A-6300 Worgl, der Arbeitsgruppe
Prozesstechnik der BOKU zur Verfugung gestellt und war in 2 kg-Blocken
tiefgefroren. Kolostrumblocke, die augenscheinlich verunreinigt waren, z.B. mit Stroh

und Schmutz, wurden nicht fur die Untersuchungen herangezogen.

Da vorhergehende Experimente zeigten, dass Auftauen mit anschlieBRendem
Vereinigen und Wiedereinfrieren des Kolostrums zu einer Ansauerung mit Ausfallung
des Caseins fuhrt, wurde das Kolostrum in gefrorenem Zustand zerkleinert und
vereinigt. Danach wurden Chargen zu je zwolf kg bei 30 bis 35°C aufgetaut und

mittels Separator entfettet, wobei Magerkolostrum entstand.

Dieses Magerkolostrum wurde zur Durchfuhrung von Inokulation, Hitzebehandlung,

Mikrofiltration und Hochdruckbehandlung verwendet.
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3.2 MIKROFILTRATION

Als Membranelemente wurden keramische ISOFLUX™ Rohrmembranen der Firma
TAMI Deutschland GmbH verwendet. Diese Membran hat einen Gradienten in der
Membranschichtdicke, der einen gleichmalligen Permeatfluss erlaubt. Die
grobporésen Tragerrohre bestehen aus Titanoxid und sind mit der aktiven
keramischen Membran beschichtet. Die Membran besteht in Abhangigkeit von der
Trenngrenze aus Titan- oder Zirkonoxid. Die Porendurchmesser dieser
Mikrofiltrationselemente betragen 0,8 ym bzw. 1,4 ym. Die Rohrmembranen sind
1178 mm lang und haben acht Rohrenkanale mit einem hydraulischen Durchmesser

von je 6 mm. Die Membranoberflache eines Elements betragt 0,2 m?.

3.3 HOCHDRUCKBEHANDLUNG

Sowohl inokuliertes Kolostrum als auch solches, das mikrofiltriert wurde, wurde
Hochdruckbehandlungen von 400 MPa und 500 MPa unterzogen. Fur jeden
Durchgang wurden 200 g des gefrorenen Kolostrums in Polyethylen-Polyamid-
Beuteln vakuumverpackt. Nach dem Auftauen wurde jeder Beutel in einen weiteren
Beutel vakuumverpackt. Die Hochdruckanlage (FF725, Nova Swiss Sarl, Cesson,
Frankreich) wurde auf 20°C temperiert, bevor die verpackte Probe in die mit dem
Kalteschutzmittel Friogel® (Climalife Groupe Dehon, Frankreich) gefullte
Druckkammer eingebracht wurde. Der Druck wurde auf 400 MPa bzw. 500 MPa
aufgebaut, wobei die Temperatur 22°C nicht Uberstieg. Nach einer Haltezeit von

zehn Minuten wurde die Druckkammer entspannt und die Proben entnommen.

3.4 HITZEBEHANDLUNG

Zur Hitzebehandlung des Kolostrums wurden vier verschiedene Methoden

ausgewahlt:
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1) 10 Minuten bei 60°C

2) 20 Minuten bei 75°C

3) 30 Minuten bei 100°C (stromender Dampf)
4) 15 Minuten bei 121°C (Autoklavieren)

3.5 MIKROBIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN VON UNBEHANDELTEM UND
BEHANDELTEM KOLOSTRUM

3.5.1 HERSTELLUNG DER UBERNACHTKULTUREN FUR DAS INOKULATION

3.5.1.1 Gerate und Hilfsmittel

- Heizplatte mit Magnetruhrer: IKA RCT basic, IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Deutschland

- Autoklav: CertoClav Tischautoklav CV-EL 10 L O; CertoClav GmbH,
Osterreich

- Brutschrank 30°C: Binder BD 53; Binder GmbH, Deutschland

- Brutschrank 37°C: Binder BD 53; Binder GmbH, Deutschland

- sterile Rohrchen: 15 mL,; Polypropylen, konischer Boden, mit
Schraubverschluss, Art.-Nr.: 188271; Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

- Glasflaschen mit Schraubverschluss: 250 mL

- Pipettierhilfe

- sterile Einweg-Messpipetten: 10 mL, Kunststoff

- sterile Einweg-Transferpipetten, Kunststoff

- Bunsenbrenner

- Laborwaage: Precisa 4000 C; Precisa Gravimetrics AG, Schweiz

- sterile Einweg-Impfosen, Kunststoff

- Sterilwerkbank: Thermo Scientific MSC 12 EN-NF G2xELALL, Thermo Fisher
Scientific, USA

- Einweg-Klvetten: Plastibrand Halbmikro-Standardklvetten fur den

Einmalgebrauch
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- Photometer: Thermo Electron Sci Inst UV-VIS Spectrophotometer 335908P-
000

3.5.1.2 Nahrmedien

Nahrbouillon: Roth X929.1
- Pepton aus Gelatine (5,0 g/L)
- Rindfleischextrakt (3,0 g/L)
- pH6,8+0,2bei25°C
- 8glL

Hirn-Herz-Glucose-Bouillon: Roth X916.1
- Kalbshirn-Infusion (7,5 g/L)
- Pepton (10,0 g/L)
- NaCl (5,0 g/L)
- Rinderherz-Infusion (10,0 g/L)
- Dinatriumphosphat (2,5 g/L)
- Glucose (2,0 g/L)
- pH7,4+0,2bei25°C
- 374g/L

Tryptic Soy Broth: Merck 1.05459.0500
- Caseinpepton (17,0 g/L)

- Sojapepton (3,0 g/L)

- D-Glucose (2,5 g/L)

- NaCl (5,0 g/L)

- Dikaliumhydrogenphosphat (2,5 g/L)
- pH7,3+0,2bei25°C

- 30g/L
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Tabelle 17. Fiir die Inokulation des Magerkolostrums eingesetzte Stimme

Code Genus Spezies Sub- Synonym Ursprung Kommentar
spezies

Ec 2 Escherichia coli - DSM 30083 Urin Biohazard
NCTC 9001 Gruppe 2

GLi1 Listeria innocua - LMG 11387 Rinderhirn -
ATCC 33090 (Deutschland)

G Bc Bacillus subtilis subtilis LMG 7135 unbekannt -

7 DSM 10

ATCC 6051

Escherichia coli, 25 mL bzw. 250 mL

Die bendtigte Menge an Nahrbouillon wurde in Glasflaschen hergestellt, autoklaviert,
abgekuhlt und in der Sterilwerkbank aseptisch in die sterilen Rdhrchen pipettiert.
Dann wurde das Nahrmedium aseptisch mit E.coli beimpft und mit leicht
aufgeschraubtem Deckel aerob Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die optische Dichte
(OD 600) dieser Ubernachtkultur betrug ca. 0,4, was einer Keimzahl von ca. 3-10®
KbE/mL entspricht.

Listeria innocua, 25 mL bzw. 250 mL

Die bendtigte Menge an Hirn-Herz-Bouillon wurde in Glasflaschen hergestellt,
autoklaviert, abgekuhlt und in der Sterilwerkbank aseptisch in die sterilen Réhrchen
pipettiert. Dann wurde das Nahrmedium aseptisch mit L. innocua Ubernachtkultur
beimpft und mit leicht aufgeschraubtem Deckel aerob uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Die optische Dichte (OD 600) dieser Ubernachtkultur betrug ca. 0,65, was einer
Keimzahl von ca. 1-10° KbE/mL entspricht.
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Bacillus subtilis, 25 mL bzw. 250 mL

Die bendtigte Menge an Trypton-Soja-Bouillon wurde in Glasflaschen hergestellt,
autoklaviert, abgekuhlt und in der Sterilwerkbank aseptisch in die sterilen Rohrchen
pipettiert. Dann wurde das Nahrmedium aseptisch mit B. subtilis beimpft und mit
leicht aufgeschraubtem Deckel aerob Uber Nacht bei 30°C inkubiert. Die optische
Dichte (OD 600) dieser Ubernachtkultur betrug ca. 0,5, was einer Keimzahl von ca.
2-10” KbE/mL entspricht.

3.5.2 HITZEBEHANDLUNG

3.5.2.1 Gerate und Hilfsmittel

- Autoklav: CertoClav Tischautoklav CV-EL 10 L O; CertoClav GmbH,
Osterreich

- Wasserbad: Medingen W22; Labortechnik Medingen GmbH, Deutschland

- Rohrchen: Polypropylen Réhrchen, 50 mL, konischer Boden mit Stehrand und
Schraubverschluss, Art.-Nr.: 227270; Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

- Metallgestell fur 50 mL-Rdéhrchen: Stahl, mit Epoxidpulver-Beschichtung,
autoklavierbar

- Kurzzeitmesser: Oregon Scientific Timer SKT 338 N mit Std./Min./Sek., digital,
Oregon Scientific, USA

3.5.2.2 Durchfuhrung der Hitzebehandlung

Von Rohkolostrum, Magerkolostrum und allen kontaminierten Kolostrumproben
wurden jeweils ca. 50 mL zur Hitzebehandlung herangezogen. Dazu wurde das
Wasserbad auf 60°C bzw. 75°C aufgeheizt, dann das Roéhrchen mit der Probe in
einem Metallgestell hineingestellt und die jeweilige Zeit mit dem Timer gemessen.
Die Hitzebehandlung mit strémendem Dampf wurde im Autoklaven ohne Uberdruck
durchgefiihrt, die Autoklavier-Behandlung bei 1 bar Uberdruck. Danach wurden die

Proben auf Raumtemperatur abgekuhlt und weiterverarbeitet.
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3.5.3 NACHWEIS DER AEROBEN MESOPHILEN GESAMTKEIMZAHL NACH DIN EN
ISO 4833-1:2003 UND GRAM-FARBUNG

3.5.3.1 Gerate und Hilfsmittel

wie in 3.5.1.1

- entfettete Objekttrager, Glas

- sterile Einmal-Impfosen, Kunststoff

- Farbewanne und Farbebricke

- Pinzette

- Lichtmikroskop mit Olimmersionsobjektiv zur 1000-fachen VergréRerung

- Immersionsol

- Lésungen und Chemikalien fur die GRAM-Farbung (ammoniakalische
Kristallviolettlosung, Lugol’'sche Losung, Ethanol 96% und alkoholische

Safraninlésung)

3.5.3.2 Nahrmedien

Gepuffertes Peptonwasser nach ISO 6579: Oxoid CM0509
- Pepton (10 g/L)

- NaCl (5g/L)

- KH2PO4 (1,5 g/L)

- NayHPOs x 12 H,0 (9 g/L)

- pH7,0+0,2bei 25°C

Plate-Count Agar (Caseinpepton-Glucose-Hefeextrakt-Agar): Art.-Nr.: X930.1;
Roth Germany

- Pepton aus Casein (5,0 g/L)
- Glucose (1,0 g/L)

- Hefeextrakt (2,5 g/L)

- Agar (15,0 g/L)

- pH7,0+£0,2
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3.5.3.3 Herstellung des Plate-Count Agars

23,5 g des Mediums wurden in 1 L RO-Wasser in einer Glasflasche suspendiert, funf
bis zehn Minuten unter standigem RuUhren gemischt und fur ca. eine Minute
aufgekocht. Das Medium sollte danach vollstandig geldst sein. Dann wurde es 15
Minuten lang im Autoklaven bei 121°C sterilisiert. Vor dem Gussverfahren wurde das

Medium im Wasserbad bei 50°C temperiert.

3.5.3.4 Herstellung der Verdiinnungsléosung

25,5 g/L des Mediums wurden in 1 L RO-Wasser suspendiert, je 9 mL in
Glaseprouvetten Uberfuhrt und im Autoklaven bei 121°C far 15 Minuten autoklaviert.

Die Verdlnnungslésung wurde vor der Verwendung auf Raumtemperatur abgekuhlt.

3.5.3.5 Probenvorbereitung und Beimpfung

Das gefrorene Kolostrum wurde in einem Wasserbad bei 10°C (kaltes
Leitungswasser) aufgetaut. Es ist wichtig, dass die Proben sofort nach dem Auftauen
mikrobiologisch untersucht werden, da mehrmaliges Auftauen und Einfrieren die
Mikroorganismen schadigt und sich somit die Ergebnisse der Untersuchungen nicht
mehr gleichen. Vom aufgetauten Kolostrum wurde je 1 mL aseptisch entnommen und
zu jeweils 9 mL der Verdlinnungslosung pipettiert. Nach Schitteln mittels Vortex-
Gerat wurden weitere Dezimalverdinnungen angelegt. Die Anzahl der
Verdinnungsstufen richtet sich nach der zu erwartenden Keimzahl. Bei allen
mikrobiologischen Bestimmungen wurden Doppelansatze durchgefuhrt. Mittels
aseptischer Arbeitsweise wurde mit den Verdlinnungsstufen das Medium nach dem
Koch’schen Plattengussverfahren beimpft. Die Petrischalen wurden 72 h bei 30°C

aerob bebrutet.
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3.5.3.6 Auswertung

Nach Ende der Bebrutungszeit wurden alle sichtbaren koloniebildenden Einheiten
auf den zur Berechnung heranzuziehenden Platten (zehn bis 300 kbE) ausgezahlt

und das gewogene arithmetische Mittel mittels folgender Gleichung errechnet:

2c J
nl-1+n2-0,1

c =

C gewogenes arithmetisches Mittel der Koloniezahl

2c  Summe der Kolonien der Petrischalen, die zur Berechnung herangezogen
wurden (niedrigste und nachst hohere auswertbare Verdlinnungsstufe)

N4 Anzahl der Petrischalen der niedrigsten auswertbaren Verdinnungsstufe
Nz Anzahl der Petrischalen der nachst hoheren Verdunnungsstufe

d Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdinnungsstufe

3.5.3.7 GRAM-Farbung

Die GRAM-Farbung ist eine Methode zur mikroskopischen Grobbestimmung von
Bakterien. Die Zellwand von gramnegativen Bakterien ist einschichtig, die von
grampositiven Bakterien mehrschichtig aufgebaut. Dieser Unterschied lasst sich
durch Farben mit einem Triphenylmethan-Farbstoff, Beizen mit Jod und
anschlieBender Ethanolbehandlung mit Gegenfarbung deutlich machen. Bei
grampositiven Bakterien wird der Farbstoff-Jod-Komplex festgehalten (blau-violette
Farbung), bei gramnegativen Bakterien erfolgt dagegen eine Auswaschung dieses
Farbstoffs mit Ethanol. Die nunmehr farblosen Zellen werden durch eine
Gegenfarbung (Kontrastfarbung) mit Safraninlosung hellrot eingefarbt. Von jeder
PCA-Platte wurden drei Einzelkolonien ausgesucht und hitzefixierte Ausstriche der
Bakterien auf Objekttragern hergestellt. Die GRAM-Farbung wurde mit Kristallviolett-
Safranin nach HUCKER durchgefihrt (ELLNER, 2002).
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3.5.4 NACHWEIS VON ESCHERICHIA COLI MIT CHROMOCULT COLIFORMEN AGAR

3.5.4.1 Gerate und Hilfsmittel

wie in 3.5.1.1

3.5.4.2 Nahrmedien

Gepuffertes Peptonwasser nach ISO 6579: Oxoid CM0509
wie in 3.5.3.2

ChromoCult® Coliformen Agar ES: Merck 1008500500
- Pepton (5,0 g/L)
- KCI(7,59/L)
- 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (10,0 g/L)
- Gallensalze (1,15 g/L)
- Propionat (0,5 g/L)
- Agar-Agar (10,0 g/L)
- 6-Chloro-3-indoxyl-beta-D-galactopyranosid (0,15 g/L)

- Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid (0,1 g/L)
- 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-D-glucuronsaure (0,1 g/L)
- pH7,0+0,2bei 25°C

3.5.4.3 Herstellung des ChromoCult® Coliformen Agars
34,5 g des Mediums wurden in 1 L RO-Wasser im siedenden Wasserbad oder im
stromenden Dampf unter regelmalligem Umschwenken solange gekocht, bis der

Nahrboden vollstandig gelost war. Das Nahrmedium wurde anschlieRend bei 50°C
im Wasserbad temperiert und in sterile Petrischalen gegossen.
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3.5.4.4 Herstellung der Verdiinnungslosung

wie in 3.5.3.4

3.5.4.5 Probenvorbereitung und Beimpfung

wie in 3.5.3.5

Mittels aseptischer Arbeitsweise wurde mit den Verdunnungsstufen das Medium
nach dem Oberflachenausstrichverfahren beimpft. Die Petrischalen wurden 24 h bei
37°C aerob bebrutet.
3.5.4.6 Auswertung
Nach Ende der Bebritungszeit wurden alle dunkelblau-violetten koloniebildenden

Einheiten auf den zur Berechnung heranzuziehenden Platten (zehn bis 300 kbE)

ausgezahlt und nach 3.5.3.6 berechnet.

3.5.5 NACHWEIS VON LISTERIA SSP. NACH DIN EN ISO 11290-2: 2005 UND
IDENTIFIZIERUNG MITTELS API® LISTERIA TESTSYSTEM

3.5.5.1 Gerate und Hilfsmittel

wie in 3.5.1.1
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3.5.5.2 Nahrmedien und Chemikalien

Gepuffertes Peptonwasser nach ISO 6579: Oxoid CM0509
wie in 3.5.3.2

Brilliance™ Listeria Agar Base (friher: Oxoid Chromogenic Listeria Agar

(OCLA)): Oxoid CM1080

- Pepton (18,5 g/L)

- Hefeextrakt (4,0 g/L)

- NaCl (9,5 g/L)

- Natriumpyruvat (2,0 g/L)

- Lithiumchlorid (15,0 g/L)

- Maltose (4,0 g/L)

- X-Glucosid Chromogenic Mix (0,2 g/L)
- Agar (14,0 g/L)

- pH7,0+0,2bei 25°C

Brilliance™ Listeria Selective Supplement: Oxoid SR0227
- Nalidixinsaure (26,0 mg/L)

- Polymyxin B (10,0 mg/L)

- Ceftazidim (6,0 mg/L)

- Amphotericin (10,0 mg/L)

Brilliance™ Listeria Differential Supplement: Oxoid SR0228
- Lecithinlésung (40,0 mL/L)

Trypton-Soja-Hefe-Extrakt Agar (TSYEA): Merck 1004540500

- Enzymatisch verdautes Casein (17,0 g/L)

- Enzymatisch verdautes Sojamehl (3,0 g/L)
- NaCl (5,0 g/L)
- KyHPO4 (2,5 g/L)
- D-Glucose (2,5 g/L)
- Hefeextrakt (6 g/L)
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- Agar (13,0 g/L)
- pH7,3+0,2bei25°C

- Wasserstoffperoxid-Losung (3%)

- API® Listeria Testsystem zur biochemischen Bestimmung aller Listerien-
Spezies, bioMérieux SA, REF 10 300

3.5.5.3 Herstellung des Brilliance™ Listeria Agars

33,6 g des Mediums wurden in 480 mL RO-Wasser suspendiert und bei 121°C fur 15
Minuten autoklaviert. Nach Temperieren des Mediums auf 50°C wurde ein
Flaschchen Brilliance™ Listeria Selective Supplement sowie ein Flaschchen
Brilliance™ Listeria Differential Supplement zugegeben. Nach gutem Mischen
wurden sterile Petrischalen gegossen.

3.5.5.4 Herstellung des TSYEA

24,5 g des Mediums wurden in 500 mL RO-Wasser aufgelost und bei 121°C far 15

Minuten autoklaviert. Nach Temperieren des Mediums auf 50°C wurden sterile

Petrischalen gegossen.

3.5.5.5 Herstellung der Verdiinnungslosung

wie in 3.5.3.4

3.5.5.6 Probenvorbereitung und Beimpfung

wie in 3.5.3.5
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Vom aufgetauten Kolostrum wurden je 25 g aseptisch entnommen und zur
Wiederbelebung der Listerien in einem sterilen Homogenisationsbeutel mit je 225 g
gepuffertem Peptonwasser versetzt und eine Stunde bei 20°C inkubiert. Mittels
aseptischer Arbeitsweise wurde mit den Verdlinnungsstufen das Medium nach dem
Oberflachenausstrichverfahren beimpft. Die Petrischalen wurden 48 h bei 37°C

aerob bebrutet.

3.5.5.7 Auswertung und Bestatigung

Nach Ende der Bebrutungszeit wurden alle blaugrinen Kolonien, mit und ohne Hof,
auf den zur Berechnung heranzuziehenden Platten (zehn bis 300 kbE) ausgezahlt
und nach 3.5.3.6 berechnet. Von jeder Platte wurden funf verdachtige Kolonien
ausgewahlt und fur die Bestatigungstests (Beimpfen von TSYEA und Bebrlten bei

37°C, Katalasereaktion, API® Listeria Testsystem) herangezogen.

3.5.5.8 Beimpfen des TSYEA

Die ausgewahlten Kolonien wurden auf der Oberflache des Mediums so
ausgestrichen, dass sich gut voneinander getrennte Kolonien entwickeln konnten.
Die Bebrutung erfolgte bei 37°C fur 24 Stunden. Die folgenden Untersuchungen
wurden mit von dem TSYEA enthommenen Reinkulturen durchgeflhrt.

3.5.5.9 Katalase-Reaktion

Eine mit einer sterilen Impfése vom TSYEA enthommene Reinkultur wurde auf einem

Objekttrager in einem Tropfen 3%iger Wasserstoffperoxid-Losung suspendiert. Die
sofortige Bildung von Gasblasen zeigte eine positive Reaktion an.
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3.5.5.10 API® Listeria

GemaR Anleitung des API® Listeria Testsystems der Firma bioMérieux SA wurden
die Reinkulturen identifiziert. API® Listeria ist ein standardisiertes Testsystem zur
Identifizierung von Listeria ssp. anhand miniaturisierter biochemischer Reaktionen
und einer Datenbasis. Ein Test besteht aus einem Streifen mit zehn Mikroréhrchen,
die dehydrierte  Substrate zum  Nachweis von Enzymaktivitat oder
Kohlenhydratfermentation enthalten. Die Stoffwechselprodukte, die wahrend der
Inkubation entstehen, bewirken Farbumschlage, entweder direkt oder nach Zugabe
von Reagenzien. Die Ablesung der Ergebnisse erfolgt anhand der Ablesetabelle, die
Identifizierung mit  der  Profilliste  der Arbeitsanleitung oder einer

|dentifizierungssoftware.

Eine vom TSYEA entnommene Reinkultur wurde in 2 mL API®Suspension Medium
suspendiert. Diese Keimsuspension sollte dem Trubungsstandard McFarland 1
entsprechen und wurde sofort in die Mikrorohrchen des Teststreifens pipettiert.
Danach wurde der Streifen in eine mit ca. 3 mL RO-Wasser gefillte
Inkubationswanne gelegt, diese abgedeckt und unter aeroben Bedingungen bei 37°C
fur 24 Stunden inkubiert. Nach dieser Zeit wurden zwei Tropfen des ZYM B-
Reagenses dem |DIM| - Mikroréhrchen zugegeben und innerhalb von drei Minuten
alle Farbreaktionen abgelesen. Anhand des dabei entstehenden numerischen Profils

konnte dann die ldentifizierung der Listerien erfolgen.
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Tabelle 18. Ablesetabelle fiir das API © Listeria Testsystem (BIOMERIEUX, 2010)

Ergebnisse
Tests aktive Reaktionen negativ positiv
Bestandteile
Differenzierung hellorange
DIM Enzymsubstrat L. innocua / beige-rosa orange
L. grau-beige
monocytogenes
ESC Esculin Hydrolyse hellgelb schwarz
Eisencitrat
aMAN 4-Nitrophenyl-aD- a-Mannosidase farblos gelb
mannopyranosid

DARL D-Arabit Saurebildung

XYL D-Xylose Saurebildung

RHA L-Rhamnose Saurebildung

MDG Methyl-aD- Saurebildung rot / rot orange gelb / gelb orange

glucopyranosid
RIB D-Ribose Saurebildung
G1P Glucose-1- Saurebildung
Phosphat
TAG D-Tagatose Saurebildung

Dem Hersteller nach kénnen mit dem API® Listeria Testsystem Listeria ivanovii, L.

seeligeri, L. welshimeri, L. monocytogenes, L. innocua und L. grayi identifiziert

werden.
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3.5.6 NACHWEIS VON BACILLUS SSP.MIT HHCROME™ BACILLUS AGAR

3.5.6.1 Gerate und Hilfsmittel

wie in 3.5.1.1

3.5.6.2 Nahrmedien

Gepuffertes Peptonwasser nach ISO 6579: Oxoid CM0509
wie in 3.5.3.2

HiCrome™ Bacillus Agar: Fluka 92325
- Pepton aus tierischem Gewebe (10,0 g/L)
- Fleischextrakt (1,0 g/L)
- D-Mannitol (10,0 g/L)
- NaCl (10,0 g/L)
- Chromogene Mischung (3,2 g/L)
- Phenolrot (0,025 g/L)
- Agar (15,0 g/L)
- pH7,1+0,2bei25°C

3.5.6.3 Herstellung des HiCrome™ Bacillus Agars

49,2 g des Mediums wurden in 1 L RO-Wasser suspendiert und unter regelmafligem
Umschwenken solange gekocht, bis der Nahrboden vollstandig gelost war. Das
Nahrmedium wurde anschlieRend bei 50°C im Wasserbad temperiert und in sterile

Petrischalen gegossen.

3.5.6.4 Herstellung der Verdiinnungsléosung

wie in 3.5.3.4
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3.5.6.5 Probenvorbereitung und Beimpfung

wie in 3.5.3.5

Mittels aseptischer Arbeitsweise wurde mit den Verdunnungsstufen das Medium
nach dem Oberflachenausstrichverfahren beimpft. Die Petrischalen wurden 48 h bei
30°C aerob bebrutet.

3.5.6.6 Auswertung

Nach Ende der Bebrutungszeit wurden alle grinen koloniebildenden Einheiten auf
den zur Berechnung heranzuziehenden Platten (zehn bis 300 kbE) ausgezahlt und
nach 3.5.3.6 berechnet.

3.5.7 IMMUNOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN MITTELS ENZYME LINKED IMMUNO
SORBENT ASSAY (ELISA)

Der Enzyme Linked Immuno Assay (ELISA) ist eine Methode zum Nachweis und zur
quantitativen Bestimmung von Antigenen oder Antikérpern. Die Antigen-Antikorper-
Reaktion wird durch Markierung eines der beiden Reaktionspartner mit einem Enzym
und der enzymatischen Umsetzung des spater zugesetzten Substrates sichtbar
gemacht. Die Empfindlichkeit dieser Methode liegt im Nanogramm-Bereich. Bei dem
in diesem Fall angewendeten ELISA handelt es sich um eine ,Double-Sandwich-
Technik®.

3.5.7.1 Gerate und Material

- Bovine IgG ELISA Quantitation Set, Cat. No. E10-118, Bethyl Laboratories
Inc., USA, Nachweisbereich: 7,8 — 500 ng/mL
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Tabelle 19. Bestandteile des Bovine IgG ELISA Quantitation Sets (BETHYL, 2009)

SIGMA C3041-50CAP
0,05 M Carbonat-Bicarbonat, pH 9,6
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deutschland

Coating Buffer

SIGMA T9039-10PAK
0,05 M Tris Buffer Saline, 0,138 M NaCl,
0,0027 M KCI, pH 8,0; 0,05% Tween 20
Sigma Aldrich Co., USA

Waschlésung
Blockierungslésung

Verdiinnungslésung

0,2 M Schwefelsaure (verdiinnen einer
2 M Schwefelsaure-Mal3losung, A2845,
AppliChem GmbH, Deutschland)

Stoppldsung

Sheep anti-bovine 1gG-affinity purified
antibody (1 mg/mL); Cat. No. A10-118A

Coating Antikorper

Sheep anti-bovine IgG-HRP Konjugat
(1 mg/mL); Cat.No. A10-118P

HRP (Horse Radish
Peroxidase)-

Detektions-Antikorper

TMB One Component HRP Microwell
Substrate; 3,3',5,5-tetramethylbenzidin in

Enzym-Substrat

schwach saurem Puffer; Cat. Nr. E102

Bovine Reference Serum, 24 mg/mL;
Cat. No. RS10-103

Bovine Reference
Serum

(Standardlésung)

Photometer: Tecan Magellan, Artikelnr.: 1217618; Tecan Group Ltd.,
Schweiz

Plattenwaschautomat: Tecan-Columbus Washer, Artikelnr.: 1209004,
Tecan Group Ltd., Schweiz

Mikrotiterplatten: 96 Well ELISA Microplatte transparent, Polystyrol,
Microlon 600, High Binding, F-Boden, Art. Nr.: 655061, Greiner Bio-One
GmbH, Deutschland

Zu den Mikrotiterplatten passende Deckel, einer davon mit Aluminiumfolie
beschichtet (fur die Dunkelreaktion)

Mehrkanalpipette: 8-Kanal-Pipette, 30-300 uL, 146908005; eppendorf
Research, Eppendorf AG, Deutschland
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- Einkanalpipetten: 0,5-10 yL, 2-20 pL, 20-200 uL, 100-1000 uL; eppendorf
Research, Eppendorf AG, Deutschland

- Pipettenspitzen: 10 pL, 200 yL, 1000 uL; epTIPS Standard, Eppendorf AG,
Deutschland

- Mikrolitergefalde: 1,5 mL, 2 mL; Eppendorf Safe-Lock Gefalle; Eppendorf
AG, Deutschland

- Rohrchen: 15 mL,; Polypropylen, konischer Boden, mit Schraubverschluss,
Art.-Nr.: 188271; Greiner Bio-One GmbH, Deutschland

- Pipettier-Reservoirs fur Mehrkanalpipetten: Polystyrol, 50 mL, mit

gewolbtem Boden

3.5.7.2 Durchfiuhrung

Probenaufbereitung

Die tiefgefrorenen Proben wurden in kaltem Wasser (10°C) aufgetaut und
sofort weiterverarbeitet. Nach Herstellung aller bendtigten Reagenzien, wurde
die Probe mit Verdinnungslosung verdunnt, damit ihr IgG-Gehalt im
Nachweisbereich (7,8 — 500 ng/mL) lag.

Durchfihrung ELISA

e Alle Standards, Proben und Blindwerte wurden doppelt aufgetragen
(Doppelbestimmung).

e Jedes Well der Mikrotiterplatte wurde mit 100 yL Coating Antikorper (1 pL
Coating Antikorper mit Coating Buffer auf 100 pyL verdunnt) befullt und eine
Stunde lang bei Raumtemperatur (20-25°C) inkubiert.

e Dann wurde die Platte funf Mal mit Waschlésung im Plattenwaschautomaten
gewaschen.

e Danach wurde jedes Well der Mikrotiterplatte mit 200 ul Blockierungslosung
beflllt und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert.

e Dann wurde wieder funf Mal gewaschen.
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Jedes Well der Mikrotiterplatte wurde mit 100 yL Standardverdinnungen (7,8
bis 500 ng/mL) und den Probenverdinnungen (1:50 000, 1:200 000 und
1:400 000) befllt.

Es wurde eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurde funf Mal gewaschen.

In jedes Well wurden 100 uL HRP-Detektions-Antikdrper zugegeben.

Es wurde eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurde funf Mal gewaschen.

Dann wurden 100 yL TMB-Substrat-Losung zugegeben.

Die Mikrotiterplatte wurde mit einem Aluminium-beschichteten Deckel
abgedeckt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Substratreaktion ergab danach eine blaue Farbung.

Zum Schluss wurden 100 pL Stopplosung zugegeben. Die Farbung anderte
sich von blau zu gelb.

3.5.7.3 Auswertung ELISA

Sofort nach Zugabe der Stoppldsung wurde die Extinktion bei 450 nm
Wellenlange im Photometer gemessen.

Mithilfe der Softwareprogramme Magellan und Excel wurde eine
Kalibrationskurve erstellt. Bei dieser wurde die Standardkonzentration in
ng/mL logarithmisch auf die Abszissenachse und die Standardextinktion linear
auf die Ordinatenachse aufgetragen. Anhand dieser Kalibrationskurve erfolgte
schliel3lich die Ermittlung der jeweiligen IgG-Konzentrationen Uber die
jeweiligen Extinktionswerte. Zur automatischen Datenreduktion wurde eine 4-

parameter curve fit-Methode verwendet.

3.6 DAsS HACCP-KONzEPT

Bei der Herstellung, Verarbeitung und Lagerung von Lebensmitteln mussen alle

Einflusse, die die Gesundheit der Konsumenten negativ beeinflussen konnten,

vorbeugend ausgeschaltet werden. Endproduktkontrollen sind zwangslaufig nur
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Stichproben und reichen nicht aus, um die Lebensmittelsicherheit zu gewahrleisten.
HACCP ist ein praventives Konzept, um die Lebensmittelsicherheit zu garantieren.
Dabei werden spezifische Gefahren, die zu einer Gesundheitsbeeintrachtigung der
Konsumenten flhren kdnnten, frihzeitig erkannt und ausgeschaltet. Dazu gehéren

biologische/mikrobiologische, chemische und physikalische Gefahren.

Tabelle 20. Beispiele fiir mogliche Gefahren in der Lebensmittelindustrie

biologische/ chemische Gefahren physikalische
mikrobiologische Gefahren
Gefahren
e Schadlinge, Ruckstande und Kontaminanten: | Fremdkorper:
Ungeziefer, « Pestizide, Herbizide, * Glassplitter,
Nagetiere, Vogel Fungizide, Diingemittel, Kunststoff,
und deren (Tier-) Arzneimittel Steine, Haare,
Ausscheidungen Metallteile

e prozessbedingte Schad-

* pathogene stoffe (z.B. Nitrosamine) o Farben, Lacke,

Mikroorganismen Actriche
(Bakterien, Hefen e Schwermetalle,

Schimmelpilze, RufBpartikel e Staub, Papier,

Viren) e Schmierstoffe, Schmutz, Holz
o Toxine (z.B. Reinigungs- und

. Desinfektionsmittel
Mycotoxine)

Im Zuge dieser Masterarbeit wurde ausschlieldlich auf die mikrobiologischen
Gefahren wahrend der Herstellung von Kolostrumprodukten eingegangen.

Wahrend des Herstellungsprozesses wird jedes Produkt auf mogliche Gefahren hin
untersucht und Malinahmen zu deren Verminderung oder Eliminierung festgelegt.
Das HACCP-Konzept baut auf der Einhaltung der GMP-Normen auf. Die vom Codex
Alimentarius vorgeschlagene Vorgangsweise zur EinflUhrung eines HACCP-
Konzeptes beruht auf funf vorbereitenden Schritten sowie aus den eigentlichen
sieben HACCP-Grundatzen (REICHE und MAYER, 2007).
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3.6.1 DIE FUNF VORBEREITENDEN SCHRITTE

1.

Bildung eines HACCP-Teams

Das Team sollte aus allen relevanten Bereichen des
Lebensmittelunternehmens zusammengestellt werden, die mit dem Produkt zu

tun haben, wobei auch externe Personen dazugehdéren kénnen.

. Beschreibung des Produktes

Das Produkt soll vollstandig, einschliellich relevanter Sicherheitsinformationen
wie Bezeichnung, Produkteigenschaften, Art des Konsums, beschrieben

werden.
Feststellung des Verwendungszweckes

Der Verwendungszweck des Produktes fur den Verbraucher und fur die
Zielgruppen soll ermittelt werden. Der Verwendungszweck ist ein wichtiger
Punkt far die Risikoabschatzung, da ein Lebensmittel flir den
Normalverbraucher als sicher, fur empfindliche Personen (YOPI: Young, Old,
Pregnant, Immuno-compromised; Sauglinge/Kleinkinder, altere Menschen,
Schwangere, immungeschwachte Personen) allerdings als unsicher eingestuft

werden muss.
Flussdiagramm des Herstellungsprozesses erstellen

Alle Schritte des Prozesses mussen aufgenommen werden und schematisch
dargestellt werden. Damit konnen auch die Schwachstellen eines Prozesses

dargestellt werden.
Uberprifung des Herstellungsprozesses vor Ort

Hierbei mussen Abweichungen korrigiert und Veranderungen in das

Flussdiagramm aufgenommen werden.

Die eigentlichen HACCP-Prinzipien werden nach diesen vorbereitenden
Arbeiten angewendet.
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3.6.2 DIE SIEBEN HACCP-GRUNDSATZE

HACCP-Grundsatz 1

Identifizierung und Bewertung von Gefahren, die ein mogliches Gesundheitsrisiko
darstellen.

HACCP-Grundsatz 2

Identifizierung der CCPs, der kritischen Lenkungspunkte, d.h. von Prozessen oder
Arbeitsschritten, mit denen eine mdgliche Gefahr vermindert oder ausgeschaltet
werden kann. Ein CCP ist ein Prozess- oder Arbeitsschritt, der fur die Beherrschung
einer moglichen Gefahr eine entscheidende Rolle spielt.

HACCP-Grundsatz 3

Festlegung von Bedingungen (Grenzwerten), deren Einhaltung sicherstellt, dass

jeder CCP unter Kontrolle ist.

HACCP-Grundsatz 4

Einrichtung eines Uberwachungssystems (Monitoring), mit dem die Einhaltung aller

vorgegebenen Bedingungen uberpruft wird.

HACCP-Grundsatz 5

Festlegung von Korrekturmal®nahmen, die ergriffen werden mussen, sobald durch

das Monitoring eine Abweichung von den festgelegten Bedingungen angezeigt wird.

HACCP-Grundsatz 6

Festlegung von Verfahren zur Uberpriifung der Funktionstiichtigkeit des HACCP-

Konzeptes (Verifizierung).

HACCP-Grundsatz 7

Einrichtung einer Dokumentation, die alle Berichte zu diesen Grundsatzen und ihrer
Anwendung erfasst.
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4 ERGEBNISSE

4.1 ANALYSE DES KEIMSPEKTRUMS

Insgesamt wurden 36 Kolostrumproben mikrobiologisch untersucht und darin die
mesophile Gesamtkeimzahl mit anschlieBender GRAM-Farbung, die Listeria ssp. —
Keimzahl mit anschlieBender Bestatigung und ldentifizierung, die E. coli - Keimzahl
und die Bacillus ssp. — Keimzahl bestimmt. Es wurden vier Rohkolostrumproben (I, Il,
[l und IV) entfettet. Das dabei entstandene Magerkolostrum wurde ebenfalls mit I, II,
[l und IV nummeriert. Sowohl von allen Rohkolostrum- als auch allen
Magerkolostrumproben wurde das gesamte Keimspektrum untersucht. Den
Magerkolostrumproben wurden dann Ubernachtkulturen von E.coli, Listeria innocua
und Bacillus subtilis zugegeben und zwar dem Magerkolostrum | und Il jeweils 25 mL
jeder Ubernachtkultur und dem Magerkolostrum Il und IV jeweils 250 mL jeder
Ubernachtkultur. Mit diesen inokulierten Magerkolostrumproben wurde dann, wie in

Abbildung 3 dargestellt, verfahren:
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tiefgefrorenes

Rohkolostrum
Probe | bis IV

Magerkolostrum
Probe | bis IV

Hitzebehandlung: 60°C,

Kolostrum

\ 4
auftauen

v
entfetten

Ubernacht-
Kulturen

\ 4

inokuliertes

Magerkolostrum

75°C, 100°C und 121°C
Probe Il und IV

Mikrofiltration
1,4 um

A 4

Mikrofiltration
0,8 um

A\ 4

A 4

Permeat 1,4 um

Permeat 0,8 um

Probe | und Il Probe Il und IV
Hochdruck Hochdruck Hochdruck Hochdruck Hochdruck Hochdruck
400 MPa 500 MPa 400 MPa 500 MPa 400 MPa 500 MPa
Probe | Probe | Probe Il Probe Il Probe Il Probe Il
und Il und Ill und IV und IV und IV und IV

Abbildung 3. Probenschema unbehandeltes und behandeltes Kolostrum
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Alle Listeria-Kolonien, die fur die Bestatigungs- und Identifizierungstests
herangezogen wurden, waren Katalase-positiv und konnten als Listeria innocua und
L. grayi identifiziert werden. Der hochpathogene L. monocytogenes konnte nicht

nachgewiesen werden.

Die GRAM-Farbungen von Isolaten der mesophilen Gesamtkeimzahlbestimmungen

ergaben ausschlieRlich grampositive Stabchen und Kokken.

4.1.1 ANALYSE DES KEIMSPEKTRUMS DER KOLOSTRUMPROBE |

Die Abbildung 4 zeigt die graphische Darstellung der Keimreduktionswirkungen von
Mikrofiltration und Kombinationen daraus mit Hochdruckbehandlungen auf die
inokulierte Magerkolostrumprobe |. Vor den Behandlungen lag die mesophile
Gesamtkeimzahl bei 14,5-109 KbE/mL, die Listeria-Keimzahl bei 3,2 10* KbE/mL, die
Bacillus-Keimzahl bei 8,6-10° KbE/mL und die E. coli Keimzahl bei 1,65:10> KbE/mL.
Nach Mikrofiltration durch eine Membran mit 1,4 ym Porendurchmesser konnte die
mesophile Gesamtkeimzahl auf 3,5:10° KbE/mL reduziert werden und die Bacillus-
Keimzahl auf 1,6:10?> KbE/mL. Listeria und E.coli waren nicht mehr nachweisbar.
Nach den Kombinationsbehandlungen aus Mikrofiltration bei 1,4 pm
Porendurchmesser und Hochdruck, sowohl bei 400 MPa als auch bei 500 MPa,

waren keine Bakterien mehr nachweisbar.
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Abbildung 4. Graphische Darstellung der Keimreduktionswirkung von Mikrofiltration und

Hochdruckbehandlung auf die inokulierte Magerkolostrumprobe |

4.1.2 ANALYSE DES KEIMSPEKTRUMS DER KOLOSTRUMPROBE |1

Die Abbildung 5 zeigt die graphische Darstellung der Keimreduktionswirkungen der
Hitzebehandlungen (60°C fur zehn Minuten, 75°C fur 20 Minuten, stromender Dampf
(100°C) fur 30 Minuten und Autoklavierung (121°C) fuar 15 Minuten) auf die
inokulierte Magerkolostrumprobe Il. Vor den Hitzebehandlungen lag die mesophile
Gesamtkeimzahl bei 1,7-107 KbE/mL, die Listeria-Keimzahl bei 9,7-104 KbE/mL, die
E.coli-Keimzahl bei 3,5:10° KbE/mL und die Bacillus-Keimzahl bei 5,9-10° KbE/mL.
Nach der Hitzebehandlung bei 60°C waren noch 1,1-10° KbE/mL der mesophilen
Gesamtkeimzahl nachweisbar, 1,6:10* KbE/mL Listeria, 1,910 KbE/mL E.coli und
5,5:10° KbE/mL Bacillus. Nach der Hitzebehandlung bei 75°C waren nur noch
2,310° KbE/mL der mesophilen Gesamtkeimzahl nachweisbar. Nach den
Hitzbehandlungen mit stromendem Dampf und Autoklavierung konnten keine

Bakterien mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 5. Graphische Darstellung der Keimreduktionswirkung der Hitzebehandlungen auf

die inokulierte Magerkolostrumprobe Il

Die Abbildung 6 zeigt die graphische Darstellung der Keimreduktionswirkungen von
Mikrofiltration und Hochdruckbehandlungen auf die inokulierte Magerkolostrumprobe
Il. Mit der Hochdruckbehandlung bei 400 MPa konnte die mesophile Gesamtkeimzahl
auf 9,5:10* KbE/mL verringert werden. Alle anderen Bakterien waren nicht mehr
nachweisbar. Mit der Hochdruckbehandlung bei 500 MPa konnte die mesophile
Gesamtkeimzahl auf 1,810 KbE/mL verringert werden. Alle anderen Bakterien
waren ebenfalls nicht mehr nachweisbar. Nach Mikrofiltration durch eine Membran
mit 0,8 yum Porendurchmesser konnten keine Bakterien mehr nachgewiesen werden.
Dasselbe gilt auch fur die Ergebnisse der Kombinationsbehandlung aus
Mikrofiltration bei 0,8 ym Porendurchmesser und Hochdruckbehandlung bei sowohl
400 MPa als auch 500 MPa.
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Abbildung 6. Graphische Darstellung der Keimreduktionswirkung der Hochdruck- und der

Mikrofiltrationsbehandlungen auf die inokulierte Magerkolostrumprobe Il

4.1.3 ANALYSE DES KEIMSPEKTRUMS DER KOLOSTRUMPROBE 1

Die Abbildung 7 zeigt die graphische Darstellung der Keimreduktionswirkungen der
verschiedenen Keimreduktionswirkungen von Mikrofiltration und Kombinationen
daraus mit Hochdruckbehandlungen auf die inokulierte Magerkolostrumprobe Ill. Vor
den Behandlungen lag die mesophile Gesamtkeimzahl bei 19,5:10° KbE/mL, die
Listeria-Keimzahl bei 6,8-10° KbE/mL, die Bacillus-Keimzahl bei 3,6:-10” KbE/mL und
die E. coli Keimzahl bei 9,3-10° KbE/mL. Nach Mikrofiltration durch eine Membran mit
1,4 pm Porendurchmesser konnte die mesophile Gesamtkeimzahl auf 5,7-10°
KbE/mL reduziert werden, die Bacillus-Keimzahl auf 3,5:10° KbE/mL und die
Listeria-Keimzahl auf 1,8:10?> KbE/mL. E.coli waren nicht mehr nachweisbar. Nach
den Kombinationsbehandlungen aus Mikrofiltration bei 1,4 um Porendurchmesser
und Hochdruck, sowohl bei 400 MPa als auch bei 500 MPa, waren keine Bakterien

mehr nachweisbar.
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Abbildung 7. Graphische Darstellung der Keimreduktionswirkung der Mikrofiltration und der
Hochdruckbehandlung auf die inokulierte Magerkolostrumprobe lil

4.1.4 ANALYSE DES KEIMSPEKTRUMS DER KOLOSTRUMPROBE IV

Die Abbildung 8 zeigt die graphische Darstellung der Keimreduktionswirkungen der
Hitzebehandlungen (60°C fur zehn Minuten, 75°C fur 20 Minuten, stromender Dampf
(100°C) fur 30 Minuten und Autoklavierung (121°C) fuar 15 Minuten) auf die
inokulierte Magerkolostrumprobe V. Vor den Hitzebehandlungen lag die mesophile
Gesamtkeimzahl bei 1,3-108 KbE/mL, die Listeria-Keimzahl bei 1,7-106 KbE/mL, die
E.coli-Keimzahl bei 1,1-10° KbE/mL und die Bacillus-Keimzahl bei 1,1:10" KbE/mL.
Nach der Hitzebehandlung bei 60°C waren noch 1,9-10" KbE/mL der mesophilen
Gesamtkeimzahl nachweisbar, 2,1:10° KbE/mL Listeria, 1,9-10> KbE/mL E.coli und
5,5:10° KbE/mL Bacillus. Nach der Hitzebehandlung bei 75°C waren nur noch
2,0:10* KbE/mL der mesophilen Gesamtkeimzahl nachweisbar. Nach den
Hitzbehandlungen mit stromendem Dampf und Autoklavierung konnten keine

Bakterien mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 8. Graphische Darstellung der Keimreduktionswirkung der Hitzebehandlungen auf
die inokulierte Magerkolostrumprobe IV

Die Abbildung 9 zeigt die graphische Darstellung der Keimreduktionswirkungen von
Mikrofiltration und Hochdruckbehandlungen auf die inokulierte Magerkolostrumprobe
IV. Mit der Hochdruckbehandlung bei 400 MPa konnte die mesophile
Gesamtkeimzahl auf 8,8:10* KbE/mL verringert werden. Alle anderen Bakterien
waren nicht mehr nachweisbar. Mit der Hochdruckbehandlung bei 500 MPa konnte
die mesophile Gesamtkeimzahl auf 2,0-10°> KbE/mL verringert werden. Alle anderen
Bakterien waren ebenfalls nicht mehr nachweisbar. Nach Mikrofiltration durch eine
Membran mit 0,8 pm Porendurchmesser konnten keine Bakterien mehr
nachgewiesen werden. Dasselbe gilt auch fur die Ergebnisse der
Kombinationsbehandlung aus Mikrofiltration bei 0,8 pym Porendurchmesser und
Hochdruckbehandlung bei sowohl 400 MPa als auch 500 MPa.
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Abbildung 9. Graphische Darstellung der Keimreduktionswirkung der Hochdruck- und

Mikrofiltrationsbehandlungen auf die inokulierte Magerkolostrumprobe IV

4.2 ANALYSE DES IGG-GEHALTES

Insgesamt wurden 32 Kolostrumproben immunologisch analysiert und der IgG-Gehalt
mittels ELISA bestimmt.

Die Abbildung 10 =zeigt die graphische Darstellung des IgG-Gehaltes der
Magerkolostrumproben Il und IV vor und nach Hitzebehandlungen bei 60°C flr zehn
Minuten, 75°C flr 20 Minuten, stromendem Dampf (100°C) fir 30 Minuten und
Autoklavierbedingungen (121°C) fur 15 Minuten. Die Kolostrumprobe Il hatte einen
nativen IgG-Gehalt von 78,85 mg/mL. Nach der Hitzebehandlung bei 60°C war
dieser Gehalt auf 66,00 mg/mL gesunken und nach der Behandlung bei 75°C auf
11,19 mg/mL. Nach den Hitzebehandlungen mit strdomendem Dampf und

Autoklavierung war kein IgG mehr in der Kolostrumprobe || nachweisbar.

Die Kolostrumprobe IV zeigte ein sehr ahnliches Verhalten. Der IgG-Gehalt sank von
71,18 mg/mL im Magerkolostrum auf 68,46 mg/mL nach der Hitzebehandlung mit
60°C. Nach der Behandlung mit 75°C waren nur noch 10,36 mg IgG/mL nachweisbar
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und nach stromendem Dampf und Autoklavierung war kein IgG mehr in der

Kolostrumprobe IV nachweisbar.
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Abbildung 10. Graphische Darstellung des IgG-Gehaltes von Magerkolostrum vor und nach
den Hitzebehandlungen

Die Abbildung 11 =zeigt die graphische Darstellung des IgG-Gehaltes der
Magerkolostrumproben vor und nach den Behandlungen mit Hochdruck bei 400 MPa
und 500 MPa, Mikrofiltrationen durch Membranen mit 0,8 ym und 1,4 pm
Porendurchmesser und Kombinationen aus diesen Behandlungen. Die
Kolostrumprobe | hatte einen nativen IgG-Gehalt von 68,53 mg/mL. Nach
Mikrofiltration durch eine 1,4 ym-Membran waren 49,04 mg IgG/mL nachweisbar.
Nachdem dieses Permeat einer Hochdruckbehandlung bei 400 MPa unterzogen
worden war, konnten noch 33,25 mg IgG/mL nachgewiesen werden. Nach einer
Hochdruckbehandlung des Permeates bei 500 MPa waren nur noch 13,98 mg

lgG/mL nachweisbar.

Die Kolostrumprobe Il hatte einen nativen IgG-Gehalt von 78,85 mg/mL. Nach
Hochdruckbehandlungen bei 400 MPa und nach 500 MPa waren noch 43,40 mg
lgG/mL bzw. 16,51 mg IgG/mL nachweisbar. Das Mikrofiltrationspermeat der

Kolostrumprobe Il durch eine Membran mit 0,8 ym Porendurchmesser hatte einen

103



IgG-Gehalt von 37,76 mg/mL. Hochdruckbehandlungen dieses Permeates mit 400
MPa bzw. 500 MPa ergab IgG-Werte von 18,20 mg/mL bzw. 9,95 mg/mL.

Der native 1gG-Gehalt der Kolostrumprobe Il betrug 61,39 mg/mL. Das
Mikrofiltrationspermeat dieser Kolostrumprobe durch eine Membran mit 1,4 pm
Porendurchmesser hatte einen I1gG-Gehalt von 41,94 mg/mL. Nach
Hochdruckbehandlung des Permeates mit 400 MPa bzw. 500 MPa konnten IgG-
Gehalte von 33,00 mg/mL bzw. 14,76 mg/mL nachgewiesen werden.

Die Kolostrumprobe IV hatte einen nativen IgG-Gehalt von 71,18 mg/mL. Nach
Hochdruckbehandlungen mit 400 MPa bzw. 500 MPa konnten noch 54,93 mg
lgG/mL bzw. 18,53 mg/mL nachgewiesen werden. Das Mikrofiltrationspermeat der
Kolostrumprobe IV durch eine Membran mit 0,8 ym Porendurchmesser hatte einen
IgG-Gehalt von 46,49 mg/mL. Hochdruckbehandlungen dieses Permeates mit 400
MPa bzw. 500 MPa ergab IgG-Werte von 39,15 mg/mL bzw. 13,51 mg/mL.
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Abbildung 11. Graphische Darstellung des IgG-Gehaltes von Magerkolostrum vor und nach
den Behandlungen mit Hochdruck, Mikrofiltration und Kombinationen daraus
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Die Abbildung 12 zeigt die graphische Darstellung des prozentuellen Restanteils von
IgG nach den Hitzebehandlungen. Nach der Hitzebehandlung bei 60°C fur zehn
Minuten waren noch etwa 80 bis 95% des Ausgangs-lgG-Gehaltes des Kolostrums
vorhanden. Nach der Behandlung bei 75°C fur 20 Minuten waren nur noch etwa 10%
des IgG nachweisbar. Die Hitzebehandlungen bei stromendem Dampf (100°C) ftr 30
Minuten und Autoklavierbedingungen (121°C) fur 15 Minuten flihrten dazu, dass kein

IgG mehr nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 12. Prozentuelle Restanteile von IgG im Kolostrum nach den Hitzebehandlungen

Die Abbildung 13 zeigt die graphische Darstellung der prozentuellen Restanteile von
IgG im Kolostrum nach Hochdruckbehandlungen bei 400 MPa und 500 MPa,
Mikrofiltrationen durch Membranen mit 0,8 ym und 1,4 um Porendurchmesser und
Kombinationen aus Mikrofiltrationen und Hochdruckbehandlungen. Nach der
Hochdruckbehandlung bei 400 MPa waren noch etwa 70 bis 85% des Ausgang-IgG-
Gehalts im Kolostrum nachweisbar. Das 1,4 um-Mikrofiltrationspermeat enthielt noch
etwa 50 bis 70% 1gG im Vergleich zum 0,8 pm-Mikrofiltrationspermeat, das etwa 45
bis 65 % IgG enthielt. Nach Hochdruckbehandlung des 1,4 pum-
Mikrofiltrationspermeates bei 400 MPa konnten noch etwa 50 bis 55 % IgG
nachgewiesen werden. Nach Hochdruckbehandlung des 0,8 Mm-
Mikrofiltrationspermeates bei 400 MPa waren noch etwa 20 bis 50 % des IgG
vorhanden. Sowohl beim mit 500 MPa hochdruckbehandelten Kolostrum als auch bei
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dem mit 500 MPa behandelten Mikrofiltrationspermeat beider Porendurchmesser (0,8

um und 1,4 um) konnten IgG-Werte von 25% und weniger nachgewiesen werden.
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Abbildung 13. Prozentuelle Restanteile von 1gG im Kolostrum nach Mikrofiltrationen,
Hochdruckbehandlungen und Kombinationen daraus
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4.3 UMSETZUNG DES HACCP-KONZEPTES

4.3.1 BESCHREIBUNG DES PRODUKTES

Produkt

Flissigextrakt aus bovinem Kolostrum

Herstellung

mittels Separator entfettetes,
entcaseiniertes und durch

Membranfiltration entkeimtes Produkt

Charakteristik

< 0,1% Fett, ca. 95% Wasser, a,-
Wert=0,99, pH=6,4

Haltbarkeit

zwei Jahre im ungekuhlten Zustand

Zubereitung

keine

Vorgesehener Gebrauch

zum Verzehr flur alle Konsumenten

geeignet

Spezifische Deklaration

Flussigextrakt aus 100% bovinem

Kolostrum, entfettet, membranfiltriert
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4.3.2 FLIESSDIAGRAMM DES HERSTELLUNGSPROZESSES EINES FLUSSIGEN
KOLOSTRUMPRODUKTES MIT BIOAKTIVEN KOMPONENTEN

Gewinnung und Filtrierung des
Rohkolostrums im Erzeugerbetrieb
nach Vorzugsmilchbedingungen,
Tiefklihlung (< -18°C) und
2 Monate Quaranténe

ﬂ

Tiefklhltransport (< -18°C) zum
Verarbeitungsbetrieb

ﬂ

Annahme und Kuhllagerung
(= 4°C) des Rohkolostrums

V
Entfettung mittels Separator — Fett

\Vi
Mikrofiltration (Porendurchmesser: Retentat der
0,8 um) des Magerkolostrums ~ F———— Mikrofiltration

ﬂ

kaltaseptische Abflllung in 125mL-
Kunststoffflaschen mit
Schraubverschluss
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Das Rohkolostrum wird in einem Vorzugsmilchbetrieb gewonnen und durch sterile
Reinigungsfilter, die Partikel von mehr als 100 um Durchmesser zurtckhalten, filtriert.
Danach wird das Kolostrum sofort eingefroren und unter Quarantane eingelagert, bis
veterindrmedizinisch bestatigt ist, dass das Kolostrum von absolut gesunden
Tierbestanden stammt.
Nach dem Transport zum Verarbeitungsbetrieb wird das Kolostrum bei < 4°C
aufgetaut und im Wareneingang inspiziert. Es muss abgelehnt werden, wenn eine
oder mehrere der folgenden Beobachtungen gemacht werden:

- sichtbare Verschmutzungen des Kolostrums oder des Transportbehalters

- Schimmelbewuchs des Transportbehalters

- Blut im Kolostrum

- saurer Geruch des Kolostrums

- Stroh oder andere Fremdkorper im Kolostrum

- nicht korrekt beschriftete bzw. codierte Transportbehalter

Danach wird ein Hemmstofftest durchgeflhrt (z.B. Brilliantschwarz-Reduktionstest,
Penzymtest oder Charm-Test). Bei Nachweisbarkeit von Hemmstoffen muss das
Kolostrum abgelehnt werden. Das angenommene Kolostrum wird laufend mittels
eines in-situ Monitoringsystems, das auf dem Prinzip der Durchflusscytometrie
beruht, mikrobiologisch untersucht. Bis zur Weiterverarbeitung wird das Kolostrum
bei maximal 4°C gelagert. Insgesamt darf das Kolostrum nur hochstens 48 Stunden
gekuhlt gelagert werden. Nach Entfettung mittels Separator wird das Kolostrum
mikrofiltriert, wobei laufend die Leitfahigkeit und der Gesamtgehalt des organischen
Kohlenstoffes (Total Organic Carbon, TOC) des finalen Spulwassers des CIP
(Cleaning in Place)-Prozesses mittels Sensoren uberpruft werden. Danach wird das

Produkt kaltaseptisch in Flaschen mit Schraubverschluss abgefulit.
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4.3.3 ANALYSE DER MIKROBIOLOGISCHEN GEFAHREN WAHREND DES HERSTELLUNGSPROZESSES

Prozess- Art der Gefahrdung| Kontroll- und Haufigkeit der Priifung Grenzwerte MaRRnahmen Verantwort- Verifizierung
schritt und Einflussfaktore] Uberwachungs- bei Ab- licher
maBnahmen weichungen
1 pathogene Erzeugerbetrieb veterindrmedizinische Werte fir kranke Tiere Veterinar- veterindrmedizinische
Mikroorganismen muss den Kontrollen mindestens somatische von der behdrde Kontrollen
Gewinnung Euterkrankheiten Anforderungen ein Mal im Monat Zellzahlen und Kolostrum-
und Filtrierung | (Mastitis) eines Keimzahlen gewinnung Gesundheits- amtsarztliche
des Vorzugsmilch- 2 Monate Quarantane gemal Anlage 9 | ausschliel3en amt Untersuchungen
Kolostrums erkranktes Personal | betriebes fur das Kolostrum der Tier-LMHV
entsprechen Abgabesperre Erzeuger- Uberpriifung der
CccpP mangelhafte Hygiene wdchentliche Ausschluss fur Kolostrum betrieb Sterilitatszertifikate
beim Melken und im | Zitzenkontrolle Gesundenuntersuchung | Ubertragbarer
Stall und -desinfektion | des Personals Krankheiten des | Tatigkeits- und Schulungsprotokolle
durch das Personals Beschéaftigung und
unsterile Melkpersonal tagliche sverbot flr Prifungsbestatigungen
Reinigungsfilter mikrobiologische Befund der erkranktes
medizinische Untersuchung des Zitzenkontrolle Personal
ungeschultes Untersuchungen Kolostrums muss unauffallig
Melkpersonal des Personals; sein Beseitigung
amtliches Zitzenkontrolle und - der Mangel
Gesundheits- desinfektion vor und keine
zeugnis nach jedem Melken Abweichung des | Hygiene-
Filters standards
Sterilitats- optische Prifung der verbessern
zertifikate des Filter Bestatigung des
Filterherstellers Schulungs- Filter nicht
halbjahrliche besuches und verwenden
regelmaBige Hygieneschulungen mit | der
Hygiene- anschlieender Prifung | bestandenen
schulungen Prifungen
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2 Vermehrung Temperatur- alle 5 Minuten <-18°C Kolostrum darf Transport- Auswertung der
pathogener messung nicht mehr unternehmen Temperatur-
Tiefkihl- Mikroorganismen abgegeben aufzeichnungen
transport zum Temperaturauf- werden Uberpriifung der
Verarbeitungs- | Temperatur zeichnung im Thermometer
betrieb Lieferwagen Beseitigung der
mittels Logger Mangel
CcCcP
3 pathogene Inspektion des bei jeder Anlieferung sensorisch Zurickweisen Wareneingang | Uberpriifung der
Mikroorganismen Kolostrums, einwandfreies des Kolostrums Wareneingangs-
Annahme des Hemmstofftests und protokolle
Rohkolostrums | Verunreinigungen, hemstofffreies Ruckstellproben
Verderb in-situ Monitoring Kolostrum Uberpriifung der
CccP fur die Thermometer
Temperatur mikrobiologische Werte fir
Kontrolle somatische regelmaflige Wartung
Zellzahlen und der in-situ
Einsichthahme Keimzahlen Monitoringsysteme
und gemalf Anlage 9
Protokollierung der Tier-LMHV
der Temperatur-
aufzeichnungen <4°C
4 Vermehrung Temperatur- mehrmals taglich <4°C Kolostrum darf Schichtleiter Uberpriifung der
pathogener messung und nicht Thermometer
Kihllagerung | Mikroorganismen -aufzeichnung, vor und nach jedem sichtbare Verun- | weiterverarbeitet
des korrekte Gebrauch reinigungen werden interne
Rohkolostrums | Temperatur Reinigung Reinigungsprotokolle
(CIP/SIP, Beseitigung der regelmafige Wartung
CCP ungenigende Cleaning and Mangel des Kiihlraumes
Reinigung der Tankg Sterilizing in internes
Place) Hygienemonitoring
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5 pathogene korrekte vor und nach jeder sichtbare Verun- | Kolostrum darf Schichtleiter interne
Mikroorganismen Reinigung Entfettung reinigungen der nicht Reinigungsprotokolle
Entfettung (CIP/SIP) Separatoren weiterverarbeitet
mittels ungenigende werden internes
Separators Reinigung der Hygienemonitoring
Separatoren Beseitigung der
Mangel
6 pathogene korrekte bei jedem sichtbare Verun- | Kolostrum nicht Schichtleiter interne
Mikroorganismen Reinigung Mikrofiltrations- reinigungen weiterverwenden Reinigungsprotokolle
Mikrofiltration (CIP/SIP) durchgang
ungenigende keimfreies Mikrofiltrations- internes
ccp Reinigung der optische Kontrolle Permeat anlage sperren Hygienemonitoring
Mikrofiltrations- der Anlage
anlage Grenzwerte fir Permeat nicht Wartungsprotokolle
Messung von die Leitfahig- weiterverwenden
Biofilmbildung Leitfahigkeit und keitsmessung
TOC von unter Beseitigung der
(Gesamtgehalt 1,3 uS/cm bei Mangel
des organischen 25°C bzw.
Kohlenstoffes) 500ppb fiir den CIP/SIP
des finalen CIP- TOC optimieren und
Spulilwassers wiederholen
mittels in-line-
Sensoren
7 pathogene korrektes bei jedem sichtbare Verun- | Abflllvorgang Wareneingang | interne
Mikroorganismen CIP/SIP-System Chargenwechsel reinigngen stoppen Reinigungsprotokolle

kaltaseptische
Abflllung

Rekontamination

Reinraum-
bedingungen

Beseitigung der
Mangel

Schichtleiter

internes
Hygienemonitoring
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4.3.4 BEWERTUNG DER KRITISCHEN LENKUNGSPUNKTE

1. CCP: Gewinnung des Rohkolostrums

Das Rohkolostrum muss aus einem Betrieb stammen, der eine behdrdliche
Genehmigung zur Vorzugsmilchgewinnung hat. Kolostrum, das aus einem gesunden
Euter gewonnen wurde, ist praktisch keimfrei. Bei einer an Mastitis erkrankten Kuh
steigt die Keimzahl im Gemelk stark an, in 95% der Falle lassen sich dabei
Staphylococcus sp., Streptococcus sp. und Micrococcus sp. nachweisen (ALl und
FISCHER, 2002). Diese Mikroorganismen sind auch fur den Menschen pathogen,
und besonders S. aureus bildet Enterotoxine. Vorbeugende Maflihahmen sind in den
gesetzlichen Vorschriften fir die Vorzugsmilch geregelt und beinhalten monatliche
veterindrmedizinische und mikrobiologische Untersuchungen sowie eine sorgfaltige
Zitzenkontrolle und -desinfektion vor jedem Melken.

Da es sich bei dem zu gewinnenden Produkt um ein hochsensibles Lebensmittel
handelt, ist es angebracht, auch das Melkpersonal wdchentlich auf Ubertragbare
Krankheiten zu untersuchen und regelmalig in Fragen der Personalhygiene zu
schulen. Erkrankte Kihe mussen von den anderen Kuhen abgeschottet werden und
durfen nicht fur die Kolostrumgewinnung verwendet werden. Das Kolostrum wird
nach dem Melken durch sterile Reinigungsfilter gefiltert und sofort auf < -18°C
tiefgekuhlt und zwei Monate lang unter Quarantane gestellt, bis veterinarmedizinisch
sichergestellt ist, dass das Kolostrum von gesunden Tierbestanden stammt.

Der Zustand der Zitzen der Kuhe, von denen das Kolostrum gewonnen werden soll,
ist ein kritischer Lenkungspunkt, da eine sichtbare Veranderung des Euters ein
Hinweis auf Mastitis sein kann und diese wiederum signifikante Auswirkungen auf die

mikrobiologische Sicherheit des Kolostrums hat.

2. CCP: Tiefkihltransport des Rohkolostrums zum Verarbeitungsbetrieb

Das Kolostrum muss bei < -18 °C in einwandfrei sauberen Tanks zum
Verarbeitungsbetrieb transportiert werden. Wahrend des Transportes wird die
Temperatur laufend mit einem Logger aufgezeichnet. Der Transportweg ist mdglichst

kurz zu halten.
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Die Temperatur des Rohkolostrums wahrend des Transportes ist ein kritischer
Lenkungspunkt, weil eine erhdhte Temperatur signifikante Auswirkungen auf die
mikrobiologische Sicherheit des Kolostrums hat.

3. CCP: Annahme des Rohkolostrums

Sofort nach der  Ankunft im Verarbeitungsbetrieb werden die
Temperaturaufzeichnungen des Loggers Uberprtft. Das Kolostrum wird bei < 4 °C
aufgetaut und auf sensorische Abweichungen des Aussehens und des Geruchs
sowie auf das Vorhandensein von Hemmstoffen untersucht. Hier kann ein in-situ
Monitoringsystem zur schnellen mikrobiologischen Untersuchung, wie z.B.
Durchflusscytometrie (BactiFlow®, BactoScan™ oder D-Count®), eingesetzt werden,
das, im Vergleich zu den klassischen mikrobiologischen Methoden, viel Zeit einspart.
Die Parameter mussen mindestens den Anforderungen an Vorzugsmilch
entsprechen. Kolostrum, das den Annahmebedingungen bezuglich Sensorik,
Temperatur, Hemmstoffen, Mikrobiologie oder somatischer Zellzahl nicht entspricht,

ist ausnahmslos abzulehnen.

Die Qualitat des Rohkolostrums ist ein kritischer Kontrollpunkt, weil die Uberpriifung
bei der Annahme entscheidet, ob das gelieferte Kolostrum Uberhaupt verarbeitet

wird.

4. CCP: Kiihllagerung des Rohkolostrums bis zur Weiterverarbeitung

Das Rohkolostrum muss auf mindestens 4°C gekuhlt werden und sollte innerhalb
von 24 Stunden weiterverarbeitet werden. Die Lagerung hat in einwandfrei sauberen
Tanks zu erfolgen. Die Temperatur wird regelmaRig mittels Thermometer Uberprift
und aufgezeichnet. Bei Uberschreitung des Grenzwertes darf das Kolostrum nicht

weiterverarbeitet werden.

Die Lagerungstemperatur des Rohkolostrums ist ein kritischer Lenkungspunkt, weil
eine erhohte Temperatur signifikante Auswirkungen auf die mikrobiologische
Sicherheit des Kolostrums hat.
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5. CCP: Mikrofiltration des Magerkolostrums

Das Magerkolostrum wird bei einem Porendurchmesser von 0,8 uym mikrofiltriert.
Dabei ist darauf zu achten, dass die Mikrofiltrationsanlage bei jedem Schichtwechsel
mittels CIP/SIP (Cleaning in Place/Sterilization in Place)-System gereinigt bzw.
sterilisiert wird. Zweck des CIP-Verfahrens ist es, ein finales Spullwasser in der
Qualitat von gereinigtem Wasser mit entsprechender Leitfahigkeit und Gesamtgehalt
an organischem Kohlenstoff (TOC) zu erhalten. Das finale Spulwasser wird nur dann
akzeptiert, wenn es Grenzwerte fur die Leitfahigkeitsmessung von unter 1,3 uS/cm
bei 25 °C bzw. 500 ppb fur den TOC erreicht (METTLER TOLEDO, 2013). Diese
Werte entsprechen den Anforderungen der US-amerikanischen und der
europaischen Arzneibucher. Die Messungen erfolgen mittels Leitfahigkeits- und
TOC-Sensoren und dauern etwa eine Minute (METTLER TOLEDO, 2013). Weiters
ist die Mikrofiltrationsanlage regelmalig zu warten, auf Biofilmbildung zu kontrollieren
und die Filtermodule ggf. auszutauschen. Bei Abweichungen darf das Kolostrum

nicht weiterverwendet werden.

Die Keimfreiheit des Mikrofiltrationspermeat ist ein kritischer Lenkungspunkt, da
keimhaltiges Permeat nicht weiterverarbeitet werden darf. Die Messung erfolgt

ebenfalls nach dem Prinzip der Durchflusscytometrie.

5 DISKUSSION

Mikrobiologische und immunologische Untersuchungen des Kolostrums

Das im Rahmen dieser Masterarbeit untersuchte Rohkolostrum war von sehr guter
Qualitat, was den Gehalt an 1gG betrifft (64,64 bis 78,97 mg IgG/mL). Nach
HEINRICHS und JONES (2011) hat bovines Kolostrum hoher Qualitat einen 1gG-

Anteil von tUber 50 mg/mL.

Die mikrobiologische Qualitat des Rohkolostrums war mit einer Gesamtkeimzahl von
10" bis 108 KbE/mL allerdings sehr schlecht. Vom lebensmittelrechtlichen Standpunkt

aus ware dieses Produkt nicht verkehrsfahig gewesen, da die Verordnung (EG)
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853/2004 fiir Rohmilch eine Gesamtkeimzahl von < 10° KbE/mL vorschreibt.
AuRerdem konnten Listerien und Bacillen nachgewiesen werden. Die Gramfarbung
nach der mesophilen Gesamtkeimzahlbestimmung ergab ausschlie3lich grampositive
Stabchen und Kokken. Es wird vermutet, dass es sich hierbei mit groler

Wahrscheinlichkeit um Milchsaurebakterien und Bacillen handelt.

Das Rohkolostrum wurde entfettet und das Magerkolostrum Behandlungen mit Hitze,
Mikrofiltration, Hochdruck und Kombinationen daraus ausgesetzt. Da das dabei
entstehende Kolostrumprodukt fur alle Konsumentengruppen, also auch empfindliche
Personen wie Kleinkinder, Immungeschwachte und altere Menschen, geeignet sein
solite, wurden die Lebensmittelsicherheitskriterien der EG-Hygiene-Verordnung
(Tabelle 21) herangezogen, um das Produkt mikrobiologisch sicher zu machen.

Tabelle 21. Grenzwerte fiir Mikroorganismen in Lebensmitteln fiir Sduglinge und fiir besondere
medizinische Zwecke gemaR EG-Hygiene-Verordnung

Mikroorganismen Proben- Grenzwerte Stufe, fiir die das Kriterium gilt
nahme-
plan
n c m M
Listeria 10 0 in 25 g nicht in Verkehr gebrachte Erzeugnisse
monocytogenes nachweisbar wahrend der Haltbarkeitsdauer
Enterobactericeae 10 0 in 10 g nicht Ende des Herstellungsprozesses

nachweisbar

prasumtiver 5 1 50 100 Ende des Herstellungsprozesses
Bacillus cereus KbE/g KbE/g

Bezlglich der aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl wurden die Richt- und
Warnwerte der Deutschen Gesellschaft fur Hygiene und Mikrobiologie (DGHM, 2010)
fur Sauglingsnahrung angenommen, die in Tabelle 22 zusammengefasst sind.
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Tabelle 22. Aerobe mesophile Gesamtkeimzahl fiir Sauglingsnahrung (DGHM, 2010)

Richtwert (KbE/g) Warnwert (KbE/g)

aerobe mesophile 1-10° 1-10*
Gesamtkeimzahl (30°C)

Daraus ergibt sich, dass nur jene Behandlungsmethoden in Frage kommen, mit
denen diese Kriterien erfullt werden. Das trifft auf die Hitzebehandlungen bei
stromendem Dampf (30 Minuten) und Autoklavenbedingungen (15 Minuten), auf die
Mikrofiltration mit 0,8 um Porendurchmesser und die Kombinationsbehandlungen aus
Mikrofiltration mit 0,8 um bzw. 1,4 um Porendurchmesser und Hochdruck mit 400
MPa bzw. 500 MPa zu. Bei den beiden Hitzebehandlungen und den
Kombinationsbehandlungen kommt es zur Denaturierung der Proteine des
Kolostrums mit Gelierung bzw. Klumpenbildung. AuRerdem ist nach den
Hitzebehandlungen IgG nicht mehr nachweisbar, bei den Kombinationsmethoden
jeweils weniger als 40 mg IgG/mL. Nach KELLY (2003) gelten 40 mg IgG/mL als
Mindestkonzentration in bovinem Kolostrum, um positive gesundheitliche Effekte

beim Menschen zu erzielen.

In den Abbildungen 11 und 13 sind die sich stark voneinander unterscheidenden
IgG-Werte der Kolostrumproben 1l und IV nach Kombinationsbehandlung mit
Mikrofiltration bei 0,8 um Porendurchmesser und 400 MPa Hochdruck zu erkennen.
Eine mogliche Erklarung fur diesen Zustand, der auch nach mehrmaligem
Wiederholen der Analysen auftrat, ware ein Schutzeffekt von Casein, Lactose und
Salzen auf das IgG (ELFSTRAND et al., 2002) in Probe IV. INDYK et al. (2008)
berichten hingegen von einer groRen Stabilitat des I1gG gegenlber
Hochdruckbehandlungen bis 400 MPa. Es ware madglich, dass sich in der
Kolostrumprobe IV ein auliergewoOhnlich gutes Schutzmilieu befunden hatte, das
dazu fuhrte, dass das IgG gegenuber der Hochdruckanwendung von 400 MPa

besonders widerstandsfahig war.

Nach der Mikrofiltration mit 0,8 ym Porendurchmesser waren im Permeat keine
Mikroorganismen mehr nachweisbar und der IgG-Gehalt lag bei 37,76 mg/mL bis
46,49 mg/mL. Nach KELLY (2003) sollten z.B. Sportler zur Leistungssteigerung pro
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Tag etwa 6,75 g IgG in Form von bovinem Kolostrum zu sich nehmen und
immungeschwachte Personen bzw. solche mit Infektionskrankheiten des
Verdauungstraktes etwa 4,3 g Immunglobuline pro Tag. Das bedeutet, dass Sportler
von dem in dieser Weise haltbargemachten Kolostrum taglich ca. 150 mL trinken

sollten und Kranke ca. 100 mL.

Die Tabelle 23 zeigt eine Zusammenfassung der Behandlungsmethoden des

Kolostrums mit Auswertung und Konsequenzen.

Tabelle 23. Zusammenfassung Behandlungsmethoden Kolostrum

Behandlungsmethode Auswertung und Konsequenzen

Hitzebehandlung 60°C, 10 Minuten

Mikrofiltrationspermeat 1,4 um mikrobiologische Werte: zu hoch

Hochdruck 400 MPa IgG: OK

Hitzebehandlung 75°C, 20 Minuten

Hitzebehandlung 100°C, 30 Minuten

Hitzebehandlung 121°C, 15 Minuten

Hochdruck 500 MPa mikrobiologische Werte: OK

Mikrofiltrationspermeat 0,8 um + 400 MPa IgG: zu niedrig

Mikrofiltrationspermeat 0,8 um + 500 MPa

Mikrofiltrationspermeat 1,4 um + 400 MPa

Mikrofiltrationspermeat 1,4 um + 500 MPa

Mikrofiltrationspermeat 0,8 um mikrobiologische Werte: OK

IgG: OK

Rechtliche Definitionen von Kolostrumprodukten

Gemal} EU-Lebensmittelrecht ist Kolostrum keine Milch, obwohl es auch aus dem

Euter von Milchkliihen gewonnen wird.
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Im EU-Raum werden Kolostrumprodukte in Form von Kapseln, Pulvern, Tabletten
und Flussigextrakten verkauft. Die Frage, ob Kolostrum ein
Nahrungserganzungsmittel (NEM) ist, ist innerhalb der EU bis heute umstritten. Fir
eine Auslobung eines Kolostrumproduktes als NEM spricht, dass Kolostrum eine
ernahrungsspezifische oder physiologische Wirkung zeigt und in dosierter Form in
den Verkehr gebracht wird. Gegen eine Auslobung als NEM spricht, dass Kolostrum
ein Naturprodukt ist und daher keine definierte Zusammensetzung besitzt und dass
es gemall Nahrungserganzungsmittelverordnung (NEMV) verboten ist, andere als
die in den Anlagen 1 und 2 der NEMV angeflhrten Substanzen (Vitamine und
Mineralstoffe in definierter Form) fur die Herstellung von NEMs zu verwenden. Es ist
aber moglich, bestimmte bioaktive Fraktionen durch Ultrafiltration und Nandfiltration
(WU et al.,, 2011) aus Kolostrum abzutrennen und zur Herstellung von genau

standardisierten Produkten zu verwenden.

Kolostrumprodukte durfen als NEMs und als diatetische Lebensmittel fir Personen,
die sich "in besonderen physiologischen Umstanden befinden und deshalb einen
besonderen Nutzen aus der kontrollierten Aufnahme bestimmter in der Nahrung
enthaltener Stoffe ziehen kdnnen®, ausgelobt werden. Zu diesen Personen gehodren

z.B. Leistungssportler, Schwangere oder altere Menschen.

Um ein Kolostrumprodukt allerdings als funktionelles Lebensmittel ausloben zu
durfen, bedarf es eines fundierten wissenschaftlichen Nachweises des positiven
gesundheitlichen Zusatznutzens in Form von Studien am Menschen. Ein
entsprechendes Dossier muss von der Europaischen Behorde  fur
Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority; EFSA) geprift und bestatigt
werden. Da es fur Kolostrum schon viele Studien Uber die positive Wirkung auf die
menschliche Gesundheit gibt, ware es eventuell moglich, dieses in Form eines
funktionellen Lebensmittels auf den EU-Markt zu bringen.

Problematisch ist allerdings, dass Kolostrum in die Kategorie ,neuartiges
Lebensmittel fallt, da es bzw. seine Fraktionen aus Tieren isoliert werden und vor
dem 15. Mai 1997 noch nicht in nennenswertem Umfang flir den menschlichen
Verzehr innerhalb der EU verwendet wurde. Als neuartiges Lebensmittel muss es
von der Europaischen Kommission gemald einer speziellen Zulassungsprozedur

genehmigt werden.
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Kommerziell erhéltliche Kolostrumprodukte

Die Anreicherung oder Isolierung von aktivem IgG aus Kolostrum in groRem Malstab
ist durch moderne Membrantrennverfahren und Prozesstechnologien moglich und
fuhrt zu einem weltweiten starken Anstieg der Marktbereiche von funktionellen
Lebensmitteln (Nutraceuticals) und Nahrungserganzungsmitteln (GAPPER et al.,
2007). Die US-amerikanische Lebensmittelbehdrde (Food and Drug Administration;
FDA) hat Kolostrumprodukten, basierend auf klinischen Studien, den GRAS-Status
verliehen (GAPPER et al., 2007).

STRUFF und SPROTTE (2008) berichten von synergistischen Effekten von bovinem
Kolostrum mit konventionellen Arzneimitteltherapien wie z.B. einer Reduktion der
Lipopolysaccharid- (LPS-) Konzentration im Plasma von Patienten mit Infektionen
hervorgerufen durch Gramnegative Bakterien, die mit bakteriziden Antibiotika

behandelt wurden.

Nebenwirkungen bei der Einnahme von Kolostrumprodukten treten selten auf und
wurden als leichte gastrointestinale Beschwerden mit Blahungen und Ubelkeit
beschrieben (KELLY, 2003). Limitierende Faktoren von Kolostrumprodukten sind
allerdings das allergieausldésende Potenzial der Kuhmilchproteine, inklusive IgG
(KORHONEN et al.,, 2000), sowie der Lactosegehalt (ca. 3%), der bei
lactoseintoleranten Personen zu Beschwerden fuhren kann. Fur diese
Konsumentengruppe ware es maoglich, das Disaccharid Lactose des Kolostrums in
einem zusatzlichen Verarbeitungsschritt mit dem Enzym B-Galactosidase in die
Monosaccharide Glucose und Galactose aufzuspalten. Einige Konsumenten
berichteten auch von einem ,unattraktiven® (KELLY, 2003) bzw. bitteren
(SOLOMONS, 2002) Geschmack des Kolostrums. Dieses Problem ware durch
(kUnstliche oder natlrliche) Aromatisierung l6sbar, die dem Produkt einen
angenehmen Geschmack verleiht. Es sind uberdies bereits Kolostrumprodukte auf
dem Markt, die Koscher- und Halal-zertifiziert sind.

Obwohl keine Prionen im Kolostrum von an BSE erkrankten Kuhen nachgewiesen
werden konnten (BUSCHMANN und GROSCHUP, 2005), ist davon auszugehen,
dass Kolostrum fur den menschlichen Gebrauch von BSE-freien Kihen stammen

muss. In klinischen Studien mit bovinem Kolostrum aus Deutschland in den 1990er
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Jahren konnte kein einziger Fall von BSE oder der Creutzfeldt-Jakob Krankheit
festgestellt werden (STRUFF und SPROTTE, 2008).

Alternative Haltbarmachungsmethoden fiir Kolostrumprodukte

Eine weitere Madglichkeit, Kolostrum hygienisch sicher zu machen und dabei
gleichzeitig die bioaktiven Inhaltsstoffe beizubehalten, ist eine milde Erhitzung bei
60°C fur 45 bis 60 Minuten. ELFSTRAND et al. (2002) berichten, dass dies noch
nicht zu einer verstarkten Denaturation der Immunglobuline fihrt. HURLEY und
THEIL (2011) sind der Meinung, dass diese Bedingungen nicht zu einer merklichen

Veranderung der Viskositat des Kolostrums beitragen.

Nach der  Mikrofiltration  oder  Pasteurisation kann  eventuell eine
Vakuumgefriertrocknung (Lyophilisation) erfolgen. Die Vakuumgefriertrocknung ist
die effektivste Trocknungsmethode, um die Immunglobulinfunktionen in bovinem
Kolostrum zu erhalten (CHELACK et al., 1993). Dabei wird das Kolostrum bei
niedrigen Temperaturen schnell dehydriert, wobei nur wenig Protein denaturiert wird.
Nach ELFSTRAND et al. (2002) reduziert eine Vakuumgefriertrocknung die Menge
an nativem IgG1, 1gG2 und IgA in bovinem Kolostrumkonzentrat um 25% im
Vergleich zu Kolostrummolke. In vakuumgefriergetrockneter Kolostrummolke war der
Gehalt an 1gG2 und IgA um 35 bis 40% reduziert, wahrend der IgG1-Gehalt nur um
17% verringert wurde (ELFSTRAND et al., 2002).

INDYK et al. (2008) berichten, dass 1gG aus bovinem Kolostrum weniger empfindlich
auf Hochdruckbehandlung mit 400 MPa reagiert als auf Hitzebehandlungen uber
65°C, was die Hochdruckbehandlung als zukinftige Behandlungsmethode fur
Kolostrum interessant machen konnte. Versuche im Umfeld zu dieser Masterarbeit
haben dies teilweise bestatigt. Einerseits waren nach einer Hochdruckbehandlung
mit 400 MPa noch 40 bis 50 mg IgG/mL nachweisbar, andererseits kam es zu einer
Gelierung bzw. Verklumpung des Kolostrums, und die mesophile Gesamtkeimzahl

konnte nur um etwa zwei bis drei Log-Stufen verringert werden.

HURLEY und THEIL (2011) sind der Meinung, dass der Einsatz von gepulsten

elektrischen Feldern eine geeignete alternative Methode zur Inaktivierung von
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Mikroorganismen bei gleichzeitiger Beibehaltung der IgG-Aktivitat in Kolostrum ist.
Bei diesem Verfahren erwarmt sich das Kolostrum fur einige Millisekunden auf
weniger als 50°C, was mit einer Pasteurisation bei 72°C fur zwei Minuten
vergleichbar ist (HURLEY wund THEIL, 2011). Dabei werden weder die
Sekundarstruktur des IgG noch seine Antigen-bindende Aktivitat verandert (HURLEY
und THEIL, 2011).

AbschlieBendes Urteil und Risikoeinschatzung fiir Rohmilch, Rohkolostrum und

Vorzugsmilch

Will ein Produzent von nativen/rohen Kolostrumprodukten bzw. Fraktionen daraus
seine Produkte auch hochsensiblen Konsumentengruppen wie Kleinkindern, alteren
Menschen, Schwangeren und Immungeschwachten anbieten, reichen die
gesetzlichen Anforderungen an die Hygiene von Rohmilch nicht aus, da ein
unverantwortlich hohes Restrisiko bleibt. Obwohl der Gesetzgeber den Rohverzehr
von Rohmilch bzw. Rohkolostrum nicht vorgesehen hat, werden dennoch innerhalb
der EU laufend Krankheitsausbriche gemeldet, die auf diese Quellen
zurtckzufihren sind. Die derzeit geltenden gesetzlichen Vorschriften reichen nicht
aus, um ein hygienisch einwandfreies Produkt zu erhalten, das unbehandelt
konsumiert werden kann. Es kommen immer wieder pathogene Mikroorganismen in
Rohmilch vor und eine Vermehrung derselben bis zu GréRenordnungen, die als
Infektionsdosis oder zur Toxinbildung ausreichen, ist moglich. Bei einigen Bakterien

ist die Infektionsdosis sehr gering, wie z.B. zehn bis 100 Keime bei VTEC-Keimen.

Aufgrund des erwarteten positiven Gesundheitsnutzens von in Rohmilch und
Rohkolostrum vorkommenden, hitzelabilen bioaktiven Substanzen verzichten viele
Konsumenten auf das vorgeschriebene Abkochen. Es liegt aber ein hohes
gesundheitliches Risiko, besonders flr sensible Personengruppen, vor, wenn
Rohmilch und Rohkolostrum nach den Vorschriften fur die Rohmilchgewinnung
gewonnen und danach roh verzehrt werden. Vor allem Listeria monocytogenes stellt
eine ernste Gefahr dar. Nach ALLERBERGER (2008a) sind mindestens 10% der in
Osterreich auftretenden sporadischen Listeriosen auf den Konsum von Rohmilch und

rohen Milchprodukten zurtckzufuhren.
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Verschiedene Studien und Untersuchungen haben gezeigt, dass Rohkolostrum von
konventionellen Milchviehbetrieben oft sehr stark mikrobiell belastet ist und auch
Trager von pathogenen Mikroorganismen wie Salmonellen und auch Coliformen sein

kann.

Ein sehr geringes Risiko besteht heutzutage allerdings darin, im EU-Raum nach dem
Konsum von Rohmilch bzw. von nach Rohmilchkriterien gewonnenem Rohkolostrum
an Tuberkulose oder Morbus Bang zu erkranken, da im EU-Recht strenge
Regelungen zur Bekampfung dieser Infektionskrankheiten in Rinderherden verankert
sind und die meisten EU-Staaten, inklusive Osterreich, den Status Officially
Tuberculosis Free bzw. Officially Brucellosis Free innehaben.

Vorzugsmilch ist, im Gegensatz zu Rohmilch bzw. Rohkolostrum, fir den Rohverzehr
bestimmt und unterliegt strengeren Kontrollen und Vorschriften, die in der Tier-LMHV
von 2007 festgelegt sind. Dennoch kann auch hier das Risiko einer Erkrankung nicht
vollig ausgeschlossen werden. Laut FRIEDRICH und HORLACHER (2010) liegt seit
EinfUhrung der Vorschriften der Tier-LMHV zur Vorzugsmilcherzeugung die
Haufigkeit von mikrobiologischen Warnwertliberschreitungen bei Vorzugsmilch in
Deutschland in Regel unter 2%, im Falle der somatischen Zellzahl bei 3,7%.
AulRerdem zeigen die in der Tier-LMHV vorgeschriebenen monatlichen
Stichprobenuntersuchungen immer nur eine Momentaufnahme des
mikrobiologischen Status der Vorzugsmilch. Ein Restrisiko bleibt immer bestehen,
wie der positive Nachweis von VTEC-Keimen in 1,3% (FRIEDRICH und
HORLACHER, 2010) aller untersuchten Vorzugsmilchproben deutlich macht.
FRIEDRICH und HORLACHER (2010) empfehlen sogar, dass Personen mit
geschwachtem Immunsystem (alte und kranke Personen sowie Kleinkinder) und
Schwangere auf den Verzehr von roher, nicht abgekochter Vorzugsmilch verzichten

sollten.

In Anbetracht dieser, auch nach EinflUhrung von Bestimmungen zur Erzeugung von
Vorzugsmilch, bestehenden Risiken, ist es notwendig, den Gewinnungs- und
Verarbeitungsprozess von Produkten, die auf Rohkolostrum basieren, strengstens zu
Uberwachen und mdglichst viele Hurden fuar pathogene Mikroorganismen
einzubauen. Dies beginnt schon im Erzeugerbetrieb, fur den ,verscharfte®

Vorzugsmilchbedingungen gelten sollten wie z.B. regelmalige medizinische
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Untersuchungen des Personals, was der Gesetzgeber seit 2001 nicht mehr
vorschreibt. Weiters sollte die veterinarmedizinische Kontrolle der Milchkihe und die
mikrobiologische Kontrolle des Kolostrums o6fter als ein Mal pro Monat erfolgen.

Im Verarbeitungsbetrieb sollten in-situ Systeme zum mikrobiologischen Monitoring
des angelieferten Rohkolostrums vorhanden sein. Eine durchgangige Kuhlkette mit
hochstens 4°C ist ebenfalls notwendig. Nach GODDEN (2009) sollten zwischen
Gewinnung und Verarbeitung des Kolostrums weniger als 48 Stunden vergehen, um
die Vermehrung von Mikroorganismen zu verhindern. Samtliche Behalter,
Geratschaften und Apparate sowie Leitungen und Schlauche, die mit dem Kolostrum
in Berlhrung kommen, mussen regelmaliig gereinigt und sterilisiert werden (CIP/SIP-
System), was durch interne Reinigungs- und Monitoringprogramme zu uberprufen ist.
Die Haltbarmachung des Kolostrums sollte durch Mikrofiltration bei 0,8 pm
Porendurchmesser durchgefihrt werden. Die im Zuge dieser Masterarbeit
durchgefuhrten Versuche haben gezeigt, dass diese Art der Haltbarmachung am
effektivsten ist, sowohl im Hinblick auf die Keimreduktion als auch auf den Beibehalt
der bioaktiven Inhaltsstoffe des Kolostrums. Der mikrobiologische Zustand des
Produktes kann auch hier durch in-situ Monitoringsysteme Uberprift werden, bevor
das Kolostrum unter Reinraumbedingungen kaltaseptisch abgeflllt und luftdicht
verschlossen wird. Werden alle diese Arbeitsschritte und —bedingungen korrekt
eingehalten, sollte es moglich sein, ein hygienisch nahezu vollig sicheres Produkt

herzustellen.

Ob dieses Produktionssystem wirklich umsetzbar ist, ist letztendlich eine Frage der
Kosten und der Wirtschaftlichkeit. Ein US-amerikanischer Produzent von
funktionellen Kolostrumprodukten gibt Herstellungskosten von 400 bis 1000 US-
Dollar pro kg Produkt (STERLING TECHNOLOGY, 2012) an. Dieses Unternehmen
wendet allerdings Pasteurisation und Spruhtrocknung zur Haltbarmachung seiner
Produkte an, was eine negative Wirkung auf den Gehalt an bioaktiven Wirkstoffen
nicht ausschlief3t. Es ist damit zu rechnen, dass ein, wie in dieser Masterarbeit
beschriebenes, mikrofiltriertes und laufend mikrobiologisch kontrolliertes Produkt, das
aus besonders streng kontrollierten Vorzugsmilchbetrieben stammt, um einiges
héhere Herstellungskosten erfordern wirde, was die Wirtschaftlichkeit eines solchen

Produktes in Frage stellt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Es ist seit langem bekannt, dass die Einnahme von bovinem Kolostrum beim
Menschen therapeutische Effekte haben kann, wie z.B. bei gastrointestinalen
Infektionen, allerdings ist es erst seit der zweiten Halfte des letzten Jahrhunderts
moglich, stabile und standardisierte Kolostrumprodukte herzustellen. Die
hauptsachliche Wirkung von Kolostrum beruht auf antibakteriellen Effekten und einer

Modulation der Immunantwort beim Menschen.

Ziel dieser Masterarbeit war es, verschiedene physikalische Haltbarmachungs-
verfahren wie Erhitzung, Mikrofiltration und Hochdruckbehandlung flr Kolostrum
anzuwenden, um ein hygienisch sicheres Produkt zu erhalten, das gleichzeitig noch
so viel 1gG enthalt, dass seine positive gesundheitliche Wirkung im Konsumenten
entfaltet wird. Zur mikrobiologischen und immunologischen Analyse des Kolostrums
wurden klassische mikrobielle Methoden und ein Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay angewandt. Weiters wurde ein HACCP-Konzept ausgearbeitet, die
gesetzlichen mikrobiologischen Vorschriften fur Rohmilch und Vorzugsmilch
miteinander verglichen und eine Risikoeinschatzung fur ein mikrofiltriertes
Kolostrumprodukt erstellt. AulRerdem wurde erarbeitet, in welche
lebensmittelrechtliche Kategorie Kolostrumprodukte fallen und was bei deren

Vermarktung beachtet werden muss.

Das zur Verfiigung gestellte Kolostrum wies mesophile Gesamtkeimgehalte von 10’
bis 108 KbE/mL, sowie eine hohe Belastung mit Bacillus ssp. (10° bis 10" KbE/mL)
und wenig Listeria ssp. (10? bis 10° KbE/mL) auf. E.coli konnte nicht nachgewiesen
werden. Vom lebensmittelrechtlichen Standpunkt aus ware dieses Kolostrum als
Milch nicht verkehrsfahig gewesen. Der 1gG-Gehalt des Kolostrums lag uber 60

mg/mL, was einem guten immunologisch relevanten Level entspricht.

Bei den physikalischen Haltbarmachungsverfahren hat sich die Mikrofiltration mit 0,8
um Porendurchmesser als das effektivste herausgestellt, sowohl vom hygienischen
Standpunkt aus, als auch in der Beibehaltung des IgG-Gehaltes des Kolostrums. Das
HACCP-Konzept brachte folgende kritische Lenkungspunkte zum Vorschein:
Gewinnung des Kolostrums, Transport zum Verarbeitungsbetrieb, Annahme des
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Kolostrums, Kuhllagerung, Mikrofiltration und Abflllung. Die Risikoeinschatzung
ergab, dass die Einhaltung von Vorzugsmilchbedingungen bei der
Kolostrumgewinnung alleine noch kein hygienisch sicheres Produkt bedeutet, obwohl
der Konsum von Vorzugsmilch eindeutig weniger Risiko in sich birgt als der Konsum
von unerhitzter Rohmilch. Um das hygienische Restrisiko bei der Gewinnung von
Kolostrum moglichst niedrig zu halten, ist es daher notwendig, ,verscharfte®
Vorzugsmilchbedingungen zu schaffen. Im Verarbeitungsbetrieb mussen strikte
Hygienemallinahmen eingehalten werden und der mikrobiologische Zustand des
Kolostrums laufend durch in-situ Monitoringsysteme Uberwacht werden. Der
finanzielle Aufwand solch eines rigoros Uberwachten Produktes ist allerdings sehr
grof3 und wahrscheinlich nicht wirtschaftlich.

Kolostrumprodukte sind nicht fur Kuhmilchallergiker geeignet und konnen flr
lactoseintolerante Konsumenten in einem zusatzlichen Prozessschritt mit dem
Enzym B-Galactosidase vorbehandelt werden, das die Lactose aufspaltet.
Kolostrumprodukte durfen derzeit als Nahrungserganzungsmittel und diatetische
Lebensmittel verkauft werden. Fur die Auslobung als funktionelle oder neuartige

Lebensmittel sind allerdings behoérdliche Genehmigungsverfahren notwendig.

7 SUMMARY

Bovine colostrum is the first secretion from a cow’s udder shortly after giving birth.
Colostrum is rich in amino acids, nucleotides, growth factors, minerals and
immunoglobulins, especially 1gG. This antibody is known to have a positive
physiological influence on the human health, particularly in the gastrointestinal tract,

by enhancing the immunological response.

Colostrum products may be sold as dietary supplements or dietetic food within the
EU. They should not be consumed by cow milk allergic persons. By adding B-
galactosidase, a lactose-cleaving enzyme, colostrum becomes suitable for lactose

intolerant persons.
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The aim of this master thesis was to develop a production process for a colostrum
product that is completely microbiologically safe and therefor suitable for all
consumer groups including young, old, pregnant and immuno-compromised persons.
Furthermore, this colostrum product has to contain enough IgG to be therapeutically

efficient.

Physical preservation methods like heating, microfiltration and high pressure
treatment were applied to skimmed colostrum which had been spiked with overnight
cultures of Listeria innocua, Escherichia coli and Bacillus subtilis. The microbiological
results were compared to the requirements of the European food law. Immunological
analyses were performed by using an Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA).

The original colostrum was of very poor microbiological quality. It had a total
mesophilic viable count between 10’ and 10° colony forming units (cfu)/mL, a
Bacillus count between10° and 107 cfu/mL and a Listeria count between 10% and 10°
cfu/mL. E.coli could not be detected. The IgG—content of the original colostrum was

> 60 mg/mL which indicated a high immunological quality.

Microfiltration through a membrane filter with 0,8 um pore diameter turned out to be
the most effective preservation method for a therapeutical colostrum product because
it completely removed bacterial cells whilst a high content of IgG remained in the

permeate.

The risk assessment revealed that the requirements of the European laws regarding
certified raw milk are not rigorous enough to guarantee a completely microbiologically
safe product. It is therefor mandatory to create “aggravated certified raw milk-
conditions” at the dairy farm along with continous in-situ monitoring of the colostrum
during processing. It is a questionable point whether a complex process like this can

be economically profitable.
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9 ANHANG

Tabelle 21. Mesophile Gesamtkeimzahlen von Rohkolostrum, Magerkolostrum und

inokuliertem Magerkolostrum

Probe mesophile Gesamtkeimzahl [KbE/mL]
Wert 1 Wert 2 Mittelwert
Rohkolostrum | 1,20-10° 1,10-10° 1,15:10°
Rohkolostrum I 9,50-10° 1,30-10’ 1,13-10’
Rohkolostrum I 1,20-10° 1,30-10° 1,25:10°
Rohkolostrum IV 6,50-10" 7,30-107 6,90-10"
Magerkolostrum | 1,10-10" 9,40-10° 1,02:10"
Magerkolostrum |I 8,50:10° 7,60-10° 8,05-10°
Magerkolostrum IlI 1,10-10" 1,20-10" 1,15-10"
Magerkolostrum IV 5,00-10° 4,90-10° 4,95-10°
inokuliertes 1,40-10° 1,50-10° 1,45:10°
Magerkolostrum |
inokuliertes 1,60-10’ 1,70-10 1,65:10"
Magerkolostrum |l
inokuliertes 1,90-10° 2,00-10° 1,95:10°
Magerkolostrum Il
inokuliertes 1,40-10° 1,20-10° 1,30-10°

Magerkolostrum IV
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Tabelle 22. Mesophile Gesamtkeimzahlen des hitzebehandelten inokulierten Magerkolostrums

Probe

mesophile Gesamtkeimzahl [KbE/mL]

Wert 1

Wert 2

Mittelwert

inokuliertes
Magerkolostrum I,
60°C, 10 Minuten

1,30-10°

9,70-10°

1,14-10°

inokuliertes
Magerkolostrum IV,
60°C, 10 Minuten

1,40-107

2,30-10’

1,85-10"

inokuliertes
Magerkolostrum 11,
75°C, 20 Minuten

3,30-10°

1,20-10°

2,25:10°

inokuliertes
Magerkolostrum 11,
stromender Dampf, 30
Minuten

9,00-10°

3,00-10*

1,95-10*

inokuliertes
Magerkolostrum 1V,
stromender Dampf, 30
Minuten

<10

<10

<10

inokuliertes
Magerkolostrum I,
Autoklav, 15 Minuten

inokuliertes
Magerkolostrum IV,
Autoklav, 15 Minuten

<10

<10

<10
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Tabelle 23. Mesophile Gesamtkeimzahlen der Mikrofiltrationspermeate und des
hochdruckbehandelten Magerkolostrums

Probe mesophile Gesamtkeimzahl [KbE/mL]
Wert 1 Wert 2 Mittelwert
Mikrofiltrationspermeat | 3,50-10° 3,40:10° 3,45:10°
1,4 um
Mikrofiltrationspermeat |l <10 <10 <10
0,8 um
Mikrofiltrationspermeat 5,80:10° 5,50-10° 5,65-10°
1,4 um
Mikrofiltrationspermeat <10 <10 <10
IV 0,8 um
hochdruckbehandeltes 8,90-10" 1,00-10° 9,45-10*
Magerkolostrum 1l
400 MPa
hochdruckbehandeltes 1,70-10° 1,90-10° 1,80-10°
Magerkolostrum |l
500 MPa
hochdruckbehandeltes 8,50-10" 9,10-10* 8,80-10*
Magerkolostrum IV
400 MPa
hochdruckbehandeltes 1,80-10° 2,20-10° 2,00-10°
Magerkolostrum IV
500 MPa
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Tabelle 24. Mesophile Gesamtkeimzahlen der hochdruckbehandelten Mikrofiltrationspermeate

Probe mesophile Gesamtkeimzahl [KbE/mL]

Wert 1 Wert 2 Mittelwert

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10

Mikrofiltrationspermeat |
1,4 uym, 400 MPa

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat |
1,4 ym, 500 MPa

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat |l
0,8 ym, 400 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10

Mikrofiltrationspermeat |l
0,8 ym, 500 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10

Mikrofiltrationspermeat
11,4 ym, 400 MPa

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat
Il 1,4 ym, 500 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10

Mikrofiltrationspermeat
IV 0,8 um, 400 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10

Mikrofiltrationspermeat
IV 0,8 um, 500 MPa
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Tabelle 25. Listeria ssp.-Keimzahlen von Rohkolostrum, Magerkolostrum und inokuliertem
Magerkolostrum

Probe Listeria ssp. [KbE/mL]
Wert 1 Wert 2 Mittelwert
Rohkolostrum | 1,70-10° 2,00-10° 1,86:10°
Rohkolostrum I 7,50-10° 1,10-10° 4,30-10°
Rohkolostrum 11 1,10-10° 1,50-10° 1,30:10°
Rohkolostrum IV 1,70-10% 1,03:102 1,37-10°
Magerkolostrum | 1,50-10° 9,00-10" 1,20-10°
Magerkolostrum || 2,20-10° 1,50-10° 1,85-10°
Magerkolostrum IlI 1,10-10° 1,30-10° 1,20-10°
Magerkolostrum IV 2,00-10° 9,00-10" 1,45-10°
inokuliertes 5,50-10" 9,00-10° 3,20-10*
Magerkolostrum |
inokuliertes 7,30-10* 1,20-10° 9,65-10*
Magerkolostrum 1l
inokuliertes 4,70-10° 8,90-10° 6,80-10°
Magerkolostrum Il
inokuliertes 1,40-10° 2,00-10° 1,70-10°
Magerkolostrum IV
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Tabelle 26. Listeria ssp.-Keimzahlen des hitzebehandelten inokulierten Magerkolostrums

Probe

Listeria ssp. [KbE/mL]

Wert 1

Wert 2

Mittelwert

inokuliertes
Magerkolostrum I,
60°C, 10 Minuten

1,70-10*

1,40-10*

1,55-10*

inokuliertes
Magerkolostrum IV,
60°C, 10 Minuten

3,00-10°

1,10-10°

2,05-10°

inokuliertes
Magerkolostrum 11,
75°C, 20 Minuten

<10

<10

<10

inokuliertes
Magerkolostrum 11,
stromender Dampf, 30
Minuten

<10

<10

<10

inokuliertes
Magerkolostrum 1V,
stromender Dampf, 30
Minuten

<10

<10

<10

inokuliertes
Magerkolostrum I,
Autoklav, 15 Minuten

inokuliertes
Magerkolostrum IV,
Autoklav, 15 Minuten

<10

<10

<10

148




Tabelle 27. Listeria ssp.-Keimzahlen der Mikrofiltrationspermeate und des
hochdruckbehandelten Magerkolostrums

Probe Listeria ssp. [KbE/mL]
Wert 1 Wert 2 Mittelwert
Mikrofiltrationspermeat | <10 <10 <10
1,4 um
Mikrofiltrationspermeat |l <10 <10 <10
0,8 um
Mikrofiltrationspermeat 1,50-10° 2,10:10° 1,80-10°
1,4 um
Mikrofiltrationspermeat <10 <10 <10
IV 0,8 um
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum 1l
400 MPa
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum |l
500 MPa
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum IV
400 MPa
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum IV
500 MPa

149




Tabelle 28. Listeria ssp.-Keimzahlen der hochdruckbehandelten Mikrofiltrationspermeate

Probe Listeria ssp. [KbE/mL]
Wert 1 Wert 2 Mittelwert
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10

Mikrofiltrationspermeat |
1,4 uym, 400 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat |
1,4 ym, 500 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat |l
0,8 ym, 400 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat |l
0,8 um, 500 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat
Il 1,4 ym, 400 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat
Il 1,4 ym, 500 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat
IV 0,8 um, 400 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat
IV 0,8 um, 500 MPa
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Tabelle 29. E.coli-Keimzahlen von Rohkolostrum, Magerkolostrum und inokuliertem
Magerkolostrum

Probe E. coli [KbE/mL]
Wert 1 Wert 2 Mittelwert
Rohkolostrum | <10 <10 <10
Rohkolostrum 1 <10 <10 <10
Rohkolostrum 111 <10 <10 <10
Rohkolostrum 1V <10 <10 <10
Magerkolostrum | <10 <10 <10
Magerkolostrum |l <10 <10 <10
Magerkolostrum |l <10 <10 <10
Magerkolostrum IV <10 <10 <10
inokuliertes 1,60-10° 1,70-10° 1,65-10°
Magerkolostrum |
inokuliertes 3,50-10° 3,50-10° 3,50-10°
Magerkolostrum 1l
inokuliertes 8,70-10° 9,80-10° 9,25:10°
Magerkolostrum Il
inokuliertes 9,50-10° 1,10-10* 1,03-10*
Magerkolostrum IV

151



Tabelle 30. E.coli-Keimzahlen des hitzebehandelten inokulierten Magerkolostrums

Probe

E.coli [KbE/mL]

Wert 1

Wert 2

Mittelwert

inokuliertes
Magerkolostrum I,
60°C, 10 Minuten

1,50-102

2,20-10°

1,85-10°

inokuliertes
Magerkolostrum IV,
60°C, 10 Minuten

1,30:10°

8,50-10%

1,08:10°

inokuliertes
Magerkolostrum 11,
75°C, 20 Minuten

<10

<10

<10

inokuliertes
Magerkolostrum 11,
stromender Dampf, 30
Minuten

<10

<10

<10

inokuliertes
Magerkolostrum 1V,
stromender Dampf, 30
Minuten

<10

<10

<10

inokuliertes
Magerkolostrum I,
Autoklav, 15 Minuten

inokuliertes
Magerkolostrum IV,
Autoklav, 15 Minuten

<10

<10

<10
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Tabelle 31. E.coli-Keimzahlen der Mikrofiltrationspermeate und des hochdruckbehandelten
Magerkolostrums

Probe E. coli [KbE/mL]
Wert 1 Wert 2 Mittelwert
Mikrofiltrationspermeat | <10 <10 <10
1,4 um
Mikrofiltrationspermeat |l <10 <10 <10
0,8 um
Mikrofiltrationspermeat <10 <10 <10
1,4 ym
Mikrofiltrationspermeat <10 <10 <10
IV 0,8 um
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum 1l
400 MPa
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum |l
500 MPa
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum IV
400 MPa
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum IV
500 MPa
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Tabelle 32. E.coli-Keimzahlen der hochdruckbehandelten Mikrofiltrationspermeate

Probe

E. coli [KbE/mL]

Wert 1

Wert 2

Mittelwert

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat |
1,4 ym, 400 MPa

<10

<10

<10

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat |
1,4 ym, 500 MPa

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat |l
0,8 ym, 400 MPa

<10

<10

<10

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat |l
0,8 um, 500 MPa

<10

<10

<10

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat
Il 1,4 ym, 400 MPa

<10

<10

<10

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat
Il 1,4 ym, 500 MPa

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat
IV 0,8 um, 400 MPa

<10

<10

<10

hochdruckbehandeltes
Mikrofiltrationspermeat
IV 0,8 um, 500 MPa

<10

<10

<10
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Tabelle 33. Bacillus ssp.-Keimzahlen von Rohkolostrum, Magerkolostrum und inokuliertem
Magerkolostrum

Probe Bacillus ssp. [KbE/mL]
Wert 1 Wert 2 Mittelwert
Rohkolostrum | 1,90-10° 2,50-10° 2,20-10°
Rohkolostrum I 8,70-10° 1,20-10° 1,04-10°
Rohkolostrum 11 9,80-10° 8,20-10° 9,00-10°
Rohkolostrum IV 7,50-10° 1,70-10" 1,23:10"
Magerkolostrum | 9,80-10° 1,00-10° 9,90-10°
Magerkolostrum I 6,20-10° 2,60-10° 4,40-10°
Magerkolostrum III 1,30-10° 2,60-10° 1,95-10°
Magerkolostrum IV 8,40-10° 7,00-10° 7,70-10°
inokuliertes 7,20-10° 1,00:10" 8,60-10°
Magerkolostrum |
inokuliertes 5,70-10° 6,10-10° 5,90-10°
Magerkolostrum 1l
inokuliertes 2,90-107 4,30-10" 3,60-107
Magerkolostrum Il
inokuliertes 2,30-107 1,80-10" 2,05-107
Magerkolostrum IV
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Tabelle 34. Bacillus ssp.-Keimzahlen des hitzebehandelten inokulierten Magerkolostrums

Probe

Bacillus ssp. [KbE/mL]

Wert 1

Wert 2

Mittelwert

inokuliertes
Magerkolostrum I,
60°C, 10 Minuten

6,80-10°

4,10-10°

5,45-10°

inokuliertes
Magerkolostrum IV,
60°C, 10 Minuten

9,10-10°

1,20-107

1,06:10"

inokuliertes
Magerkolostrum 11,
75°C, 20 Minuten

<10

<10

<10

inokuliertes
Magerkolostrum 11,
stromender Dampf, 30
Minuten

<10

<10

<10

inokuliertes
Magerkolostrum 1V,
stromender Dampf, 30
Minuten

<10

<10

<10

inokuliertes
Magerkolostrum I,
Autoklav, 15 Minuten

inokuliertes
Magerkolostrum IV,
Autoklav, 15 Minuten

<10

<10

<10
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Tabelle 35. Bacillus ssp.-Keimzahlen der Mikrofiltrationspermeate und des
hochdruckbehandelten Magerkolostrums

Probe Bacillus ssp. [KbE/mL]
Wert 1 Wert 2 Mittelwert
Mikrofiltrationspermeat | 1,10-10 2,10-10° 1,60:10
1,4 um
Mikrofiltrationspermeat |l <10 <10 <10
0,8 um
Mikrofiltrationspermeat 2,90:10° 4,10-10? 3,50:107
1,4 um
Mikrofiltrationspermeat <10 <10 <10
IV 0,8 um
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum 1l
400 MPa
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum |l
500 MPa
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum IV
400 MPa
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Magerkolostrum IV
500 MPa
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Tabelle 36. Bacillus ssp.-Keimzahlen der hochdruckbehandelten Mikrofiltrationspermeate

Probe Bacillus ssp. [KbE/mL]
Wert 1 Wert 2 Mittelwert
hochdruckbehandeltes <10 <10 <10

Mikrofiltrationspermeat |
1,4 uym, 400 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat |
1,4 ym, 500 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat |l
0,8 ym, 400 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat |l
0,8 um, 500 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat
Il 1,4 ym, 400 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat
Il 1,4 ym, 500 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat
IV 0,8 um, 400 MPa

hochdruckbehandeltes <10 <10 <10
Mikrofiltrationspermeat
IV 0,8 um, 500 MPa
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Tabelle 37. IlgG-Gehalte von Rohkolostrum, Magerkolostrum und hitzebehandeltem
inokuliertem Magerkolostrum

Probe Verdiinnung Wert 1 Wert 2 Mittelwert | [pg/mL] | [mg/mL] relative
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] Standard-
abweichung
Rohkolostrum | 400 000 66746000 | 70004000 | 68366000 | 68366,00 | 68,366 3,37
Rohkolostrum I 400 000 79718000 | 78221000 | 78968000 | 78968,00 | 78,968 1,34
Rohkolostrum 111 400 000 65857000 | 63440000 | 64644000 | 64644,00 | 64,644 2,64
Rohkolostrum IV 400 000 69849000 | 66230000 | 68028000 | 68028,00 | 68,028 3,76
Magerkolostrum 400 000 63320000 | 73746000 | 68533000 | 68533,00 | 68,533 10,76
|
Magerkolostrum 400 000 81900000 | 75800000 | 78850000 | 78850,00 | 78,850 5,47
Il
Magerkolostrum 400 000 60840000 | 61952000 | 61394000 | 61394,00 | 61,394 1,28
1]
Magerkolostrum 400 000 76460000 | 65900000 | 71180000 | 71180,00 | 71,180 10,49
\Y
Hitzebehandlung 200 000 70077000 | 62110000 | 66001000 | 66001,00 | 66,001 8,52
I, 60°C, 10 Min
Hitzebehandlung 200 000 66420711 70508865 | 68464788 | 68464,79 | 68,465 4,74
IV, 60°C, 10 Min
Hitzbehandlung 50 000 11346000 | 11034000 | 11189000 | 11189,00 | 11,189 1,97
I, 75°C, 20 Min
Hitzebehandlung 50 000 10132100 | 10577900 | 10355000 | 10355,00 | 10,355 7,42
IV, 75°C, 20 Min
Hitzebehandlung 1 nicht n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
strdomender nachweis-
Dampf, 30 Min bar
Hitzebehandlung 1 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Autoklav, 15 Min
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Tabelle 38. IlgG-Gehalte von hochdruckbehandeltem inokuliertem Magerkolostrum,
membranfiltriertem inokulierten Magerkolostrum und hochdruckbehandeltem
Mikrofiltrationspermeat

Probe Verdiinnung Wert 1 Wert 2 Mittelwert | [ug/mL] | [mg/mL] relative
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] Standard-
abweichung
Hochdruck 200 000 45039000 | 41965000 | 43502000 | 43502,00 | 43,502 5,00
400 MPa, 1l
Hochdruck 400 000 56689000 | 53197000 | 54925000 | 54925,00 | 54,925 4,49
400 MPa, IV
Hochdruck 200 000 15763000 17257000 | 16510000 | 16510,00 | 16,510 6,40
500 MPa, I
Hochdruck 400 000 17718000 19354000 | 18534000 | 18534,00 | 18,534 6,24
500 MPa, IV
Permeat 1,4 ym, 200 000 51022000 | 47067000 | 49044500 | 49044,50 | 49,045 5,70
|
Permeat 0,8 pm, 200 000 36636000 | 38883000 | 37759500 | 37759,50 | 37,760 4,21
Il
Permeat 1,4 um, 200 000 44109000 | 39772000 | 41940500 | 41940,50 | 41,941 7,31
1l
Permeat 0,8 um, 200 000 47466000 | 45513000 | 46489500 | 46489,50 | 46,490 2,97
\%
Permeat 1,4 um, 200 000 54201000 | 51795000 | 52998000 | 52998,00 | 52,998 3,21
400 MPa, |
Permeat 1,4 um, 200 000 13929000 13966000 | 13947500 | 13947,50 | 13,948 0,19
500 MPa, |
Permeat 0,8 um, 200 000 42402000 | 39854000 | 41128000 | 41128,00 | 41,128 4,38
400 MPa, 1l
Permeat 0,8 um, 200 000 10196000 9706100 9951050 9951,05 9,951 3,48
500 MPa, I
Permeat 1,4 um, 200 000 56131000 | 48893000 | 52512000 | 52512,00 | 52,512 9,75
400 MPa, 11l
Permeat 1,4 ym, 200 000 14566000 14947000 | 14756500 | 14756,50 | 14,757 1,83
500 MPa, llI
Permeat 0,8 um, 200 000 35969000 | 42321000 | 39145000 | 39145,00 | 39,145 11,47
400 MPa, IV
Permeat 0,8 um, 200 000 13559000 13461000 | 13510000 | 13510,00 | 13,510 0,51
500 MPa, IV
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