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M. F. G. Jermini, F. Domeniconi, Flavia Bissig und M. Jiggli
Laboratorio Cantonale d’Igiene, Lugano

Hygienische Risiken durch Formaggini aus
kleingewerblicher Produktion 1im Kanton Tessin:
Enterotoxigene S. aureus- und E. coli-Stimme

The Microbiology of Home-made Style Formaggini (Fresh Cheese)
Manufactured in Southern Switzerland:
Incidence of Enterotoxigenic Strains of S. aureus and E. coli

Einleitung

Der Genuss von Milch in roher Form gehdrt schon seit Jahrzehnten nicht
mehr zur tiglichen Gewohnheit der Gesellschaft. Das damit verbundene Risiko
einer Infektion oder Intoxikation gilt heute als allgemein anerkannt, was zur
Durchsetzung der Milchpasteurisation praktisch in der ganzen Welt gefiihrt hat.

Hingegen wird heute immer noch eine ganze Reihe von Produkten — darunter
sind in der Schweiz vor allem verschiedene Kisesorten zu zdhlen — aus Rohmilch
hergestellt und tidglich konsumiert. Auch der Kanton Tessin stiitzt einen Teil sei-
ner Kisereitradition auf die Verarbeitung von Rohmilch ab. Dabei sind einerseits
die Alpkise des nordlichen Tessingebiets «Sopraceneri» und andererseits die typi-
schen «Formaggini ticinesi» zu erwihnen, die vor allem im Siidtessin («Sottoce-
neri») bekannt und von den Konsumenten sehr geschitzt sind.

Da die Rohmilch fiir die Herstellung von Alpkise und der sauren Formaggini
— die sogenannten «Biscion» (Zapfen) — unter Anwendung von Starterkulturen
verarbeitet wird, ist das Risiko der Vermehrung von im Ausgangsmaterial allfillig
vorhandenen pathogenen oder toxigenen Keimen durch die eingeleitete Milch-
sduregidrung sehr verringert.

Viel problematischer erscheint der Fall der «Robiola ticinese», ein typischer
Frischkidse aus Kuh- oder Ziegenmilch oder einer Mischung davon, der nur im
Tessin und allein mit Labgerinnung hergestellt wird und dessen Hauptbesonder-
heit der siisse Geschmack ist. Es ist gerade das Fehlen der Sdure, welches dieses
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Produkt charakterisiert und ihm die vom Konsumenten geschitzten organolepti-
schen Eigenschaften verleiht. Die Gefahr, dass in kleinen bis mittelgrossen
Bauernbetrieben rohe Milch mit pathogenen Keimen kontaminiert wird, ist rela-
tiv gross. Tabelle 1 zeigt einige mikrobiologische Daten von Rohmilch aus acht
Tessiner Landwirtschaftsbetrieben. Die wichtigsten Ursachen fiir diese Kontami-
nationen der Milch sind die schlechte Stall- und Personalhygiene, die unsaube-
ren Melkutensilien und die nicht korrekte Melktechnik, die oft zu Entziindungen
und Erkrankungen des Kuheuters, vor allem die Mastitis, fithren kann.

Tabelle 1. Schalm-Test und Vorkommen von Staphylococcus aureus in der Milch
von 81 Kiithen aus 8 Siidtessiner Betrieben

Anzahl Anzahl Schalm-Test S. aureus
Betriebe untersuchter Kiihe
8 81 41 4 (= 10%)
positiv <10 KBE/ml"!
in mindestens
einem Viertel 37 (= 90%)
Viertel >10 KBE/ml?!
40 30 (= 75%)
negativ <10 KBE/ml"
in allen
Viertein 10 (= 25%)
>10 KBE/ml"!

Aus all diesen Griinden ist es nicht verwunderlich, dass im Jahre 1989 sogar
91,5% der vom kantonalen Laboratorium analysierten Formaggini den Anforde-
rungen der eidgendssischen Verordnung fir die mikrobiologische Qualitit von
Frischkise (1) nicht entsprachen. Zudem wurden im Oktober 1989 fiinf Ausbrii-
 che von S. aureus-Intoxikationen mit gesamthaft 30 erkrankten Personen gemel-
det.

Deshalb hat sich das kantonale Laboratorium ab Herbst 1989 intensiv mit den
hygienischen Risiken bei der Produktion von Tessiner Frischkidse beschiftigt. Es
wurden in Zusammenarbeit mit dem Kantonstierarzt und dem Milchwirtschaftli-
chen Kontroll- und Beratungsdienst (MKBD) provisorische Richtlinien fiir eine
hygienisch einwandfreie Frischkiseproduktion veroffentlicht. Dabei steht die
obligatorische Thermisierung der Rohmilch wihrend 15 Minuten bei 65 °C im
Vordergrund. Ausserdem wurde das Auftreten und Verhalten von bei der Tessi-
ner Frischkidseproduktion problematischen Bakterien wie Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni und Salmonellen in La-
borversuchen niher untersucht.
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Material und Methoden

Die mikrobiologische Qualitit von Robmilch-Formaggini

In der Periode 1988 — Herbst 1989 wurden aus 51 kleingewerblichen Produk-
tionsbetrieben 99 Formaggini-Proben vom Lebensmittelinspektorat amtlich er-
hoben und in kiihlgelagertem (4 °C) Zustand zum Untersuchungslabor gebracht.
Die Analysen erfolgten am gleichen Tag. Bei 59 Proben wurde die Zahl der kolo-
niebildenden Einheiten der Enterobakteriazeen, E. coli und S. aureus ermittelt,
bei weiteren 22 Proben auf An-/Abwesenheit von Salmonellen und C. jejuni und
bei 40 Proben von L. monocytogenes gepriift. Die jeweilige Methodik richtete sich
nach dem Schweizerischen Lebensmittelbuch (2).

Vermehrung von Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Enterobakteriazeen wdih-
rend der Herstellung und Lagerung von Robmilch-Formaggini

Technologisches Verfahren

Das hier angewandte technologische Verfahren zur Formaggini-Herstellung
ist in Abbildung 1 dargestellt. Als Ausgangsmaterial dienten 4 | rohe Kuhmilch,
die von der grossten Sammelstelle der Region Lugano frisch bezogen wurden.
Die Milch wurde in einem 5-1-Becherglas mittels Bunsenbrenner unter stindigem
Rithren auf 34 °C erwirmt. Zur 34 °C warmen Milch wurden 0,48 ml fliissiges
Lab (Standard Labextrakt Winkler, Konolfingen) zugegeben, was der iiblich ange-
wandten Menge von 12 ml 100 1! Milch entspricht. Die Milch wurde dann mit
einem Glasstab gut gemischt und wihrend 50 Minuten zur Gerinnung stehenge-
lassen. Nach dieser Zeit konnte die sich inzwischen gebildete Gallerte geschnit-
ten werden. Die Bruchgrosse war praxisbezogen diejenige einer Walnuss. Danach
wurde der Bruch zur Forderung der Schrumpfung (Synirese) «setzen» gelassen.
Ab und zu wurde das Ganze sorgfiltig gemischt, um zu vermeiden, dass die
Bruchkorner zusammenkleben, was zu einer mangelhaften, nicht idealen Mol-
kenabgabe fithren wiirde. .

Fiinfzig Minuten nach dem Schneiden der Gallerte konnte das Bruch-Molke-
Gemisch direkt in eine perforierte zylindrische Kunststofform (Hohe 50 cm;
Durchmesser 7 cm) uberfiihrt werden. Die Form wurde wihrend 5 Stunden bei
Zimmertemperatur stehengelassen und dabei 3- bis 4mal gewendet, um eine ho-
mogene Molkenabgabe zu begiinstigen. Der Kisezylinder in der Form wurde da-
nach auf die Temperatur von 4 °C gekithlt und am darauffolgenden Tag, das
heisst nach 16 Stunden Kithlung, in 2—3 cm dicke Formaggini geschnitten. Die
Formaggini wurden in sterilen, nicht verschweissten Plastikbeuteln parallel bei
4 °C im Kiihlschrank und bei Zimmertemperatur gelagert.
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Abb. 1. Fliessdiagramm der standardisierten Formaggini-Herstellung aus Rohmilch unter
Laboratoriumsbedingungen

Mikrobiologische Untersuchungen

Um das mikrobiologische Risiko bei der Verarbeitung von Rohmilch zu beur-
teilen, wurde die Vermehrung von S. aureus, E. coli und Enterobakteriazeen ver-
folgt.

Zur mikrobiologischen Untersuchung wurden Proben wihrend dem Fabrika-
tionsprozess bei folgenden Produktionsstufen entnommen: Rohmilch; Milch bei
34 °C, vor Labzugabe; vor dem Formen; vor der Kihlung auf 4 °C (die Probe
wurde dabei am oberen Teil der Form entnommen, weil es sich in eitnem Vorver-
such gezeigt hat, dass keine Inhomogenititen innerhalb der Form festzustellen
waren); nach dem Schneiden zu Formaggini. '

Zusitzlich wurden die Formaggini wihrend der Lagerung ber Kiihlschrank-
bzw. Zimmertemperatur in 24stiindigem Intervall bis zum dritten Lagerungstag
untersucht. Die Koloniezahlbestimmungen von §. aurexs (CT, Oxoid CM275 +
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R.P.F. Supplement SR122 + TDNA-Agar), Enterobakteriazeen (VRBG, Acumedia
7425) und E. coli (TSA, Biolife 2150 und ECD + MUG, Biolife 1427) erfolgten
nach den Vorschriften des Schweizerischen Lebensmittelbuches (2).

Es wurde jeweils das arithmetische Mittel der Anzahl KBE ml! berechnet (2)
und halblogarithmisch gegen die Zeit aufgetragen.

Parallel zu den mikrobiologischen Untersuchungen wurde bei jeder Probe-
nahme, sowohl wihrend dem Herstellungsprozess als auch der Lagerung, der pH-
Wert bestimmt. Der pH-Wert-Verlauf wurde als Funktion der Zeit graphisch dar-
gestellt.

In einer separaten analogen Versuchsserie wurden Formaggini ausgehend von
thermisierter Milch (65 °C und 15 Minuten) hergestellt.

Staphylococcus aunreus
1. Isolierung und ldentifizierung von S. aureus-Stimmen aus Formaggini

Bei sechzig Formaggini-Proben verschiedener Herkunft wurden die Kolonie-
zahlen von S. aureus nach Schweiz. Lebensmittelbuch (2) bestimmt und von 42
kontaminierten Proben jeweils von einer Kolonie abgeimpft, die Isolate identifi-
ziert und als Sammlung aufbewahrt. Kolonien, die auf modifiziertem Baird-Par-
ker-Agar (Oxoid CM275 + Oxoid R.P.F. Supplement SR 122) eine positive Koa-
gulasereaktion zeigten, wurden zwecks Reinigung nochmals auf demselben Agar
ausgestrichen. Tryptic Soy Agar (Biolife 2150) wurde danach mit Material aus
presumptiven S. aureus-Kolonien beimpft und 24 Stunden bei 37 °C bebriitet. Bis
zur Identifizierung der so isolierten Stimme, die innerhalb der niachsten 72 Stun-
den erfolgte, wurden die Kulturen bei 4 °C aufbewahrt. Zur Identifizierung der
isolierten Stimme wurden die Koagulasereaktion, die Thermonucleasereaktion,
die Resistenz gegeniiber Lysozym, die Sensitivitit gegeniiber Lysostaphin und die
biochemischen Eigenschaften mit dem Testsystem API20 Staph in der angegebe-
nen Reihenfolge bestimmt. Als positive Kontrolle dienten die S. aurexs-Stimme
La654 und La3214 aus dem CCTM-Centre de Collection de Types Microbiens in
Lausanne. Als negative Kontrolle wurde ein Stamm von Micrococcus wvarians
(T1 815N) aus der eigenen Sammlung benutzt.

Die identifizierten Stimme wurden tiefgefroren als Suspension in einer Lo-
sung aus 70% Magermilch, 10% Kalbsblutserum und 20% Glycerin be1 -18 °C
aufbewahrt.

2. Bildung von Enterotoxinen A-D in vitro durch S. aureus-Stamme aus Formaggini

Die Bildung der Staphylokokken-Enterotoxine SEA, SEB, SEC und SED
durch 42 S. aurens-Staimme (Ubernachtkultur bei 37 °C in BHI, Beimpfung direkt
aus Aufbewahrungssuspension) wurde mittels Sandwich ELISA mit markierten
Antikorpern (W. Bommeli, Bern-CH) untersucht. Vor dem eigentlichen ELISA-
Test wurden die Ubernachtkulturen nach den Angaben des Testherstellers vorbe-
handelt. Als positive Kontrolle dienten die toxinbildenden S. aurexs-Stimme
La654 und La3214. Als negative Kontrolle wurde ein Stamm von Micrococcus va-
rians (T1 815.N) aus der eigenen Sammlung benutzt.
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3. Hitzeresistenz von représentativen S. aureus-Stimmen

a) Stimme

Die Hitzeinaktivierungsbestimmung wurde mit den 6 in der Tabelle 2 angege-
benen §. aureus-Stimmen aus der Sammlung des kantonalen Laboratoriums
durchgefiihrt. Die Auswahl erfolgte einerseits aufgrund der geographischen Her-
kunft der Frischkise, aus welchen die Stimme isoliert wurden, und andererseits
aufgrund des Toxinbildungsvermogens jedes Stammes. Wie aus der Tabelle 2 er-
sichtlich 1st, sind die gewdhlten Stimme fir das ganze Kantonsgebiet reprisenta-
tiv und vertreten ein moglichst vieltiltiges Toxinbildungsvermogen.

Tabelle 2. Herkunft und Toxinbildungsvermogen der untersuchten S. aureus-

Stimme
S. aureus- Herkunft Toxinbildungs-
Stamm-Nr. vermogen
814 Isonetal im Sottoceneri SEA, SED
909 Muggiotal im Sottocener: SEA, SED
912 Malcantone im Sottoceneri kein
983 Bedrettotal im Sopraceneri SED
1361 Capriascatal im Sottoceneri SEA, SEB, SED)
1776 Maggiatal im Sopraceneri SEALSERSEC, SED

. b) Regeneration der Stimme

Ca. 5 ml BHI (Oxoid CM 225) wurden mit Hilfe einer sterilen Ose mit 10 ul
der §. aureus-Aufbewahrungssuspension (1 Jahr, -18 °C) beimpft und bei 37 °C
wihrend 20 Stunden bebriitet. Die regenerierte Bakteriensuspension wurde dann
mit einer Impfose auf Baird-Parker-Agar (Oxoid CM 275 + Egg Yolk Tellurite-
Zusatz Oxoid SR 54) ausgestrichen und wiederum bei 37 °C wihrend 24 Stunden
bebriitet. Vom Baird-Parker-Agar konnten Kolonien auf Tryptic Soy Agar-Schrig-
agar (TSA, Oxoid CM 131) iiberimpft werden. Nach einer Bebriitung bei 37 °C
wihrend 24 Stunden wurden die Kulturen in Schrigagarréhrchen fir die unten
beschriebenen Versuche bei 4 °C aufbewahrt.

¢) Vorbereitung des Inoculums

Einige der auf TSA-Agar gewachsenen Staphylokokken-Kolonien wurden mit
einer Ose in ca. 3 ml steriles Wasser iiberfiihrt, und zwar bis zur Erreichung einer
dem ersten Grad der Mac Farland-Skala entsprechenden Triibung (3). Von dieser
Bakteriensuspension wurden 0,5 ml in 25 ml BHI iiberimpft und bei 37 °C wih-
rend 16 bis 20 Stunden bebriitet. Diese Zeit erwies sich in einem mit den zwei
Stimmen 912 und 1776 durchgefiihrten Vorversuch (Resultate nicht gezeigt) als
optimal, damit die Bakterien die stationire Wachstumsphase, bei welcher sie die
grosste Hitzeresistenz aufweisen (4, 5), erreichen kdnnen.
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de die Probe je nach vorgesehenen Verdiinnungsstufen entweder direkt in ein
Reagenzglas mit 9 ml Verdiinnungslosung (fur die Verdiinnungsstufe 10! und
hohere) oder in ein leeres Reagenzglas pipettiert. In diesem letzten Fall konnte
dann je nach Bedarf eine dezimale Verdiinnungsreihe mit 4,5 ml Verdiinnungslo-
sung angesetzt werden. Von jeder Verdiinnungsstufe bzw. der unverdiinnten Pro-
be wurde jeweils 0,1 ml auf zwei Platten im Oberflichenverfahren ausgestrichen.
Die untere Nachweisgrenze lag damit bei 10 KBE ml!.

Als Nihrboden fiir die Auszdhlung der tiberlebenden Zellen wurde Baird-Par-
ker-Agar (Oxoid CM 275 mit Egg Yolk Tellurite-Zusatz, Oxoid SR 54) gewihlt,
weil es als bestes Medium fiir die Wiederbelebung von hitzegeschidigten Zellen
beschrieben wird (4, 6). Die Auswertung der Platten erfolgte nach einer Bebrii-
tungsdauer von zwei Tagen bei 37 °C, obwohl die meisten Kolonien schon nach
24 Stunden gut sichtbar waren. Somit wurde die Erholung von subletal gescha-
digten Zellen begiinstigt.

Fir jede Verdlinngungsreithe wurde das gewogene arithmetische Mittel be-
rechnet und das Resultat in log;, KBE iiberlebender Zellen ml! ausgedriickt.

h) Berechnung der Hitzeresistenz

Fiir die Berechnung der Hitzeresistenz wurden alle experimentell ermittelten
Daten graphisch in einer halblogarithmischen Darstellung aufgetragen. Je nach
dem Verlauf der so dargestellten Wertepaare wurde die Grafik anders ausgewer-
tet. Es konnten grundsitzlich zwei Fille unterschieden werden; lagen die Werte-
paare auf einer Geraden oder beschrieben sie einen schwach sigmoidalen Verlauf,
so wurde eine einzige Regressionsgerade mit allen Punkten berechnet. War dage-
gen 1m graphischen Verlauf der Wertepaare eine deutliche Knickkurve erkenn-
bar, wurden aus den Punkten zwei Regressionsgeraden berechnet.

1) Berechnung der Hitzeresistenz-Parameter

Die D-Werte oder dezimalen Reduktionszeiten wurden aus der Gleichung der
Regressionsgeraden aus dem Verhiltnis D = - 1/a berechnet. Simtliche Regres-
sionsberechnungen wurden auf einem Macintosh SE/30 durchgefiihrt. Der
z-Wert beschreibt die Temperaturabhingigkeit der Inaktivierung und gibt nach
Definition die TemperaturerhGhung in °C an, die notwendig ist, um die Abto-
tungszeit (D-Wert) um 90% zu reduzieren.

Die z-Wert-Berechnung erfolgte nur bei Stimmen, die eine lineare Inaktivie-
rung zeigten.

Escherichia coli

1. Isolierung und Ildentifizierung von E. coli-Stimmen awus Formaggini

58 Proben von aus Rohmilch hergestellten Formaggini verschiedener Her-
kunft wurden auf E. coli untersucht. Einerseits wurde die Kontamination gemiss
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d) Erbitzungsmedien

Die Hitzeinaktivierungen der 6 S. aureus-Stimme wurden sowohl in kommer-
zieller UHT-Kuhmilch als auch in Ziegenmilch durchgefiihrt. Zur Ausschaltung
des grossten Teils der Rohmilchflora, und vor allem von S. aurexs, wurde die Zie-
genmilch unter stindigem Rithren auf einer Heizplatte auf Kochtemperatur er-
hitzt. Danach wurde sie sofort unter fliessendem Wasser auf die gewiinschte Ver-
suchstemperatur gekiihlt.

¢) Erbitzungsbedingungen

Bei allen Stimmen wurde die Hitzeresistenz in Kuhmilch bei 60 °C und
65 °C und in Ziegenmilch bei 60 °C untersucht. Die Dauer der Exposition betrug
20 Minuten bei 60 °C und 5 Minuten bei 65 °C. Bei Stamm 814 wurde die Hitze-
resistenz zusidtzlich in Kuhmilch bei 55 °C wihrend 40 Minuten untersucht.

/) Durchfiihrung des Inaktivierungsversuches

Fiir die Hitzeinaktivierungen der verschiedenen S. aurexs-Stimme wurde ein
500-ml-Dreihalskolben mit 296 ml Erhitzungsmedium gefiillt und in ein thermi-
siertes Wasserbad eingetaucht. Der Kolben wurde dann aseptisch mit einem steri-
len Stabriihrer ausgeriistet, der bei 200 rpm fiir eine stindige Homogenitit des
Erhitzungsmediums sorgte. Die Aufgabe der Temperaturregelung der Milch im
Erhitzungsgefiss selbst tibernahm ein Kontaktthermometer (Messgenauigkeit +/
-0,5°C) (Abb. 2).

4 ml ¥
A Rihrer Thermometer

St. aureus -
suspension '
w 296 i

Heisswasserbad

Abb. 2. Schematische Darstellung der Versuchsanordnung zur
Bestimmung der Hitzeinaktivierung von 6 S. aurexs-Stimmen

g) Nachweis der dberlebenden Zellen

Auf die gewiinschte Temperatur thermostatisierte Milch wurde mit 4 ml Ino-
culum, das vorher zur Auflésung allfilliger Klumpen gut homogenisiert wurde,
beimpft. Nach bestimmten Zeitintervallen wurde aus der erhitzten Bakteriensus-
pension 1 ml Probe entnommen und sofort in einem Eisbad gekiihlt. Dabei wur-
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Schweiz. Lebensmittelbuch (2) quantifiziert, und andererseits wurden aus den 22
kontaminierten Proben 58 E. coli-Stimme isoliert, identifiziert und als Sammlung
aufbewahrt. Die Isolierung und Identifizierung wurde an anderer Stelle bereits
ausfihrlich beschrieben (7). Insgesamt wurden fiir die Isolierung jene Kolonien,
die auf E. coli-Direkt(ECD)-Agar mit 4-methyl-umbellipheryl-g-glucuronid
-(MUG)-Zusatz (ECD + MUG, Biolife Italiana No. 1427) unter einer 366-nm-
Lampe fluoreszierten, als prisumptive E. coli zwecks Reinigung auf Tryptic Soy
Agar (TSA, Biolife Italiana, No. 2150) ausgestrichen und bei 37 °C 18—20 Stun-
den bebriitet. Gereinigte Stimme wurden auf TSA-Schrigagar iiberimpft, bebrii-
tet und bei 4 °C bis zur Identifizierung, die innerhalb der nichsten 72 Stunden
erfolgte, aufbewahrt. Zur Identifizierung der Stimme wurden die Vermehrung
und die Vergirung von Lactose bei 44 °C, die MUG-Hydrolyse bei 44 °C und die
Indolbildung aus Tryptophan bei 44 °C untersucht. Zusitzlich wurden die bio-
chemischen Eigenschaften mit dem Testsystem API20 E bestimmt.

Die identifizierten Stimme wurden tiefgefroren als Suspension in einer Lo-
sung aus 70% Magermilch, 10% Kalbsblutserum und 20% Glycerin bei -18 °C
aufbewahrt.

2. Nachweis von E. coli und Identifizierung von enterotoxigenen Stiammen mittels Poly-

merase-Kettenreaktion (PCR) und ELISA-Test

Die 58 E. coli-Stimme wurden im Institut fiir Biochemie, Laboratorium fiir
Lebensmittelchemie der Universitit Bern mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) und ELISA auf Enterotoxigenitit gepriift (7).

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur Amplifikation von E. coli-spezifi-
schen DNS-Sequenzen angewendet. Oligonukleotid-Primers wurden einerseits
zur Amplifikation von einem 595bp DNS-Fragment des E. coli-typischen malB
Operon und andererseits zur Amplifikation einer 275bp DNS-Sequenz des zur
Codierung des hitzelabilen E. coli-Toxin LT1 verantwortlichen Genes entwickelt.
Ein analoges System wurde fiir das fiir die Codierung des hitzestabilen E. co/i-To-
xin ST1 verantwortliche 175bp DNS-Fragment entwickelt.

Ein ELISA-Test (E. coli ST EIA Kit, Oxoid Nr. TD700) und eine Latex-Agglu-
tination (VET-RPLA Kit, Oxoid Nr. TD920) wurden fiir den Nachweis des hitze-
stabilen E. coli-Toxins ST1 bzw. des hitzelabilen E. coli-Toxins LT1 durchgefiihrt.

Resultate
Die mikrobiologische Qualitit von Robmilch-Formaggini

Die Abbildung 3 zeigt die prozentuale Verteilung der Koloniezahlen in den
log,,-Klassen 2 bis >6 pro Gramm fiir Enterobakteriazeen, E. coli und S. aureus in
59 untersuchten Formaggini-Proben, die im Frithling 1988 bis Herbst 1989 1im
Tessin amtlich erhoben wurden. Insgesamt waren 91,5% der Proben zu beanstan-
den, wobei1 die Enterobakteriazeen und §. aureus daran am meisten beteiligt wa-
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ren. Etwas weniger als 60% der Proben zeigten einen §. aureus-Wert, der hoher als
der hygienisch-mikrobiologische Grenzwert (1) von 10 000 KBE g! war, und fiihr-
ten dementsprechend zu einer Beschlagnahme der Restware.

Salmonellen und C. jejun: konnten in 22 und L. monocytogenes in 40 Proben
nicht nachgewiesen werden.

Vermehrung won Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Enterobakteriazeen
wdhrend der Herstellung und Lagerung von Robmilch-Formaggini

Die Technologie und die genauen Bedingungen fiir die Herstellung von For-
maggini auf Labormassstab wurden aufgrund von Besuchen bei insgesamt 12 Pro-
duzenten im «Sottoceneri» festgelegt. Dabei wurden zuerst die einzelnen teilwei-
se sehr eigenartigen Produktionstechniken miteinander verglichen und nachher
auf einen Generalnenner umgewandelt. Dabei resultierte das in Abbildung 1 dar-
gestellte standardisierte Kiseherstellungsverfahren.

In der Abbildung 4 wird die Zunahme der Enterobakteriazeen-, E. coli- und
S. aurens-Koloniezahlen und der pH-Verlauf wihrend der Herstellung und Lage-
rung von Rohmilch-Formaggini dargestellt.

Bei einer Ausgangskontamination der Rohmilch mit 1,2 X 102-Enterobakteria-
zeen, 1,0 X 10% E. coli und 2,9 X 10* S. aureus pro ml erfolgt bereits im Laufe des
Herstellungsprozesses eine deutliche Zunahme der Koloniezahlen um ungefahr
1,5 Potenzen wihrend der ersten zwei Stunden mit einem weiteren Anstieg auf
10® KBE ml! in ca. 7 Stunden. Der pH-Wert blieb in dieser Zeit konstant um den
Wert 6,5. Beim Lagern bei 4 °C und 20 °C konnte eine weitere Zunahme der Ko-
loniezahlen und eine Abnahme des pH-Wertes festgestellt werden. Der End-pH-
Wert betrug nach 72 Stunden 5,0—5,2 je nach Lagerungstemperatur.

In einer separaten Versuchsserie wurden Formaggini aus thermisierter Milch
hergestellt. Bei Stufenkontrollen wihrend der Herstellung und Untersuchungen
in 24stiindigem Intervall wihrend einwochiger Lagerung bei 4 °C und 20 °C la-
gen die Zahlen in KBE g fur S. aureus, E. coli und Enterobakteriazeen immer un-
ter den Nachweisgrenzen (102, 10 bzw. 10 KBE g’).

S. aureus

1. Bildung der Enterotoxine A-D in witro durch S. aureus-Stimme aus Formaggini

Wie aus der Tabelle 3 ersichtlich ist, bildeten 28 (66,6%) der 42 untersuchten
Stimme mindestens ein Toxin; zwei (4,7%), 3 (7,1%), 14 (33,3%) und 9 (21,4%)
Stimme bildeten 4 bzw. 3, 2 und nur ein Toxin. Von den Stimmen, die nur ein
Toxin bildeten, war ein Stamm SEA-Produzent, 3 Staimme SEC-Produzenten und
5 Stimme SED-Produzenten. Vierundzwanzig Staimme (57,1%) bildeten SED, 20
(47,6%) bildeten SEA und 5 je (11,9%) bildeten SEB und SEC.

Die S. aureus-Kontamination in den untersuchten Proben schwankte zwischen
10° und 1,9 X 107 KBE gl
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Abb. 3. Prozentuale Verteilung der Koloniezahlen in den Klassen log,, 2 bis >6 fiir Ente-
robakteriazeen-, E. coli und S. aureus bei 59 amtlich erhobenen Formaggini-Pro-
ben. Konform und nicht konform beziehen sich aut dem Toleranzwert (10° KBE/g"!
fir die Enterobakteriazeen und E. coli, 10> KBE/g ' tir S. aureus) fiir Frischkise in
der Hygieneverordnung (1)
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Tabelle 3. Toxinbildungsvermégen von 42 aus Rohmilch-Formaggini isolierten
S. aureus-Stimmen und von 3 Referenzstimmen und S. aureus-Kolo-
niezahlen (KBE/g!) der entsprechenden Proben

Enterotoxine Enterotoxine
S.aureus- | KBE/g'l in S. aureus- | KBE/g'! in
Stamm-Nr. Probe SEA | SEB |SEC |SED Stamm-Nr. Probe SEA | SEB |SEC |SED
1.1 1776 6 O SN e 24 815 S4TSR == o
2| 1784 6 BUOOO A S-S 25 983 s AL e S
26| 1396 Y A0 == = e
3| 1361 670 0000+ Ll 27801742 1S3 (0EQUNS=a EE = St
4| 1768 120008 e S s e 28| 1780 LT i P S o
S 779 2O0RE el
29 902 SOOI —
6 814 AR TGO R B S R L 30 912 L0 == =] = F—
7 909 1S LOOBO0L Sl Rem i as b i 31| 1156 D (= T =
8 918 FEOLONON ST S R 3218 1537 SOSN8l | —
9| 1395 S5 0GN SR = 33| 1538 LIRS e R
10| 1397 ZOGOONESS e 34| 1542 S0 —
P72 519000 Q000 =1 — ==t St 35| 1544 AN B B S
120 1473 [ 19000000 | + #— =t 36| 1550 AL = | = || = || =
13| 1743 GULNIE-F SIS — e St 371 1552 42000 — | .— — | —
14| 1777 GIUURE I = 38| 1647 2= | = | = I =
15| 1778 LA 008 a8l =t S 39 11707 B2 5000 e—Eleslf— ) =
16 1782 4000+ — | = | #F 40| 1738 6100 =S8 == |
174 1785 A EE a2 | = = s 41| 1781 SN = = = =
18| 1786 7 2O 0NN 42| 1787 SESONNE Fl— e —
19| 1788 SIS e e = e
43 La
201 1536 R S e SR e 3214 = — |+ ==
a4 La
21| 1567 ST SO0 654 = == e | e =
22 11711 18 500 — s =S — 45| 815.N e == =l =
234 1712 B (1 — = R

2. Hitzeresistenz von reprdsentativen S. aureus-Stimmen

In den Abbildungen 5 und 6 sind die Uberlebenskurven der S. aureus-Stimme
Nr. 814 und 909 in UHT-Milch und Ziegenmilch dargestellt. Die Stimme wur-
den so ausgewihlt, weil sie Beispiele fiir linear verlaufende Hitzeinaktivierungs-
kurven (Nr. 814) bzw. Knickkurven (Nr. 909) sind. Mit Ausnahme von Stamm Nr.
909 zeigten alle anderen Stimme linear oder schwach-sigmoidal verlaufende Hit-
zeinaktivierungskurven.
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1.0 X 10 E. coli und 2,9 X 10" KBE/g! 8. aurens)
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In der Tabelle 4 sind alle Resultate als D- und z-Werte zusammengefasst. Bei
den Stimmen Nr. 909, 912, 983, 1361 und 1776 wurden in UHT-Milch nur 2 Tem-
peraturen (60 und 65 °C) untersucht, deshalb wurden die D-Werte be1 55 °C ex-

trapoliert (Werte in Klammern).

Tabelle 4. D-Werte (Dssoc, Dggoc, Dgsoc) iIn Minuten und z-Werte in °C von 6
S. aureus-Stimmen in Kuhmilch und Ziegenmilch (n. a. = nicht be-
rechnet; n. d. = nicht bestimmt; Werte in Klammern = extrapoliert aus
Todeszeit/Temperatur-Kurven)

Stamm-Nr. Stamm-Nr.

814.P | 909.P | 912.P | 983.P | 1361.P | 1776.P| 814.P | 909.P | 912.P | 983.P | 1361.P | 1776.P
P-55°C 113,5 | n. a5, 0022 (4,8 1 (3,60 nod. fn'd | nidoln difn.d | nd | min
D-60°C | 0,94 {0,30/| 0,63 | 0,36 | 0,62 | 0,50 | 0,90 |0,32/| 0,64 | 0,91 | 0,96 | 0,48 | min
4,70 3,08
Piss o a1 00500108 10,06 110,08 10,07 | nodifnoda i n. d. nod o d. fn. d. | min

ertnnd 7 indanis. 6 e G 119 | ia Al favas hsa ihia.gin.a. | noan | 20

Kuhmilch Ziegenmilch

Die D-Werte in UHT-Milch schwankten zwischen 2,2 und 13,5 Minuten bei
55 °C, zwischen 20 Sekunden und 4,7 Minuten bei1 60 °C und zwischen 3 und 6
Sekunden bei 65 °C. In Ziegenmilch schwankten die D-Werte zwischen 20 Se-
kunden und 3,38 Minuten bei der einzigen untersuchten Temperatur von 60 °C.
Der Unterschied zwischen den D-Werten in UHT- und Ziegenmilch war nicht si-
gnifikant.

E. coli

Die Resultate dieser Versuche wurden an anderer Stelle detailliert verotfent-
licht (7). Es wird hier nur zusammenfassend dariiber berichtet.

Mit den durchgefiihrten Standardmethoden wurden 53 Stimme eindeutig als
E. coli identifiziert. Fiinf Stimme zeigten ein ungewdhnliches biochemisches
Verhalten: 1 Stamm (Nr. 1593.f1) bzw. 4 weitere Stimme (Nr. 1095.b, 1095.ncfl,
1128.a und 1315.a) konnten unter den experimentellen Bedingungen keine Lacto-
se vergiren bzw. kein MUG hydrolysieren. Bei diesen Stimmen war das fiir E. colz
typische 595bp DNS-Fragment des ma/B-Operons nachweisbar. Sie sind daher als
E. coli zu identifizieren.

Die Kontamination der untersuchten Proben schwankte zwischen 10? und
4,8 X 10¢ KBE g'.

Bei allen 58 untersuchten Stimmen war das fiir E. cols typische 595bp DNS-
Fragment des malB-Operons nachweisbar, und sie diirfen dementsprechend als
E. coli identifiziert werden.
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Abb. 5. Hitzeinaktivierungskurven von = Abb. 6. Hitzeinaktivierungskurven von §. au-

S. aureus-Stamm Nr. 814 1in reus-Stamm Nr. 909 1in Kuhmilch
Kuhmilch (UHT-Milch) und (UHT-Milch) und Ziegenmilch
Ziegenmilch

Keiner der untersuchten Stimme war positiv beim E. co/i-Toxin LT1-PCR-Test
und konnte in vitro E. coli-Toxin LT1 bilden, wie die negativen Latex-Agglutina-
tionen zeigten. ;

Nur beim Stamm Nr. 1652.b konnte ein 175bp-Fragment identifiziert werden,
das nach Restriktionsanalyse in eine 124pb-Sequenz und kleinere aufgespaltet
wurde. Die 124bp-Sequenz ist typisch fiir das Allel estAl, das fir die Codierung
des E. coli-hitzestabilen Toxins ST1 verantwortlich ist. Die ELISA-Untersuchung
in vitro bestitigte, dass Stamm-Nr. 1652.b ein ST1-Produzent ist. Bei keinem der
ST1-PCR-negativen Stimme konnte in vitro die Bildung von ST1-Toxin nachge-
wiesen werden.

Diskussion

Aus den Resultaten dieser Arbeit geht deutlich hervor, dass eine thermische
Behandlung der Milch vor der Formaggini-Herstellung dringend zu empfehlen
ist. Einerseits ist die Wahrscheinlichkeit, dass Rohmilch mit toxigenen S. aureus-
Zellen primir kontaminiert ist, sehr hoch, und andererseits gibt es beim traditio-
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nellen Produktionsverfahren keine weiteren Hemmfaktoren gegen die Vermeh-
rung von in der Rohmilch allfillig vorhandenen pathogenen oder toxigenen Kei-
me. Die Temperatur- und pH-Bedingungen wihrend der Produktion sind so ver-
mehrungsgiinstig, dass gefahrhche mit der Toxinbildung verbundene Keimkon-
zentrationen innerhalb von wenigen Stunden erreicht werden.

Enterotoxinbildung durch S. anreus

Die Resultate der vorliegenden Studie bestitigen die Angaben in der Litera-
tur. Nach Mossel und van Netten (8) sind bis 62% der aus verschiedenen Lebens-
mitteln tierischer Herkunft isolierten Stimme Toxinbildner. Nach Gilmour und
Harvey (9) sind die meisten aus Milch oder Milchprodukten isolierten S. aureus-
Stimme SED-Produzenten.

Hitzeresistenz von S. aureus

Die Resultate der Hitzeinaktivierungsversuche zeigen, dass Thermisierungs-
bedingungen von 65 °C und 15 min weitgehend ausreichen, um allfillig in der
Milch vorhandene Bakterien der Art S. aurexs mit Sicherheit auszuschalten. Die-
se Temperatur erlaubt nach den hier bestimmten D-Werten eine Keimzahlreduk-
tion um 8 Zehnerpotenzen innerhalb weniger als einer Minute. Nach den erhal-
tenen Ergebnissen wire auch eine Thermisierung bei 60 °C mit gleicher Heisshal-
tezeit moglich, vor allem wenn der wihrend der Aufheizphase erzielte Abto-
tungseffekt dazugerechnet wird. Hingegen bringt eine Erhitzung der Milch auf
55 °C deutlich eine zu geringe Sicherheit. Daher wurde auf die Durchfithrung der
Hitzeinaktivierungen bei dieser Temperatur mit allen 6 Stimmen verzichtet. In
Anbetracht der sehr wahrscheinlichen Ungenauigkeit bei der Temperatur- und/
oder Heisshaltezeit-Messung seitens der Bauern ist trotzdem eine Thermisierung
bei 65 °C fiir 15 min zu empfehlen. Ausserdem ist zu berticksichtigen, dass die fiir
die Hitzeinaktivierungen verwendeten S. aurexs-Stimme in tiefgefrorenem Zu-
stand aufbewahrt wurden, was vielleicht eine Erh6hung der Hitzeempfindlichkeit
bedingt haben konnte.

Die in dieser Arbeit bestimmten D-Werte stimmen gut mit den in der Litera-
tur fir Vollmilch als Erhitzungsmedium angegebenen Werten iiberein (6, 10, 11).
Die Hitzeresistenz von S. aureus ist von verschiedenen Faktoren abhingig, xobei
die wichtigsten sind: die stammspezifischen Eigenschaften; die Wachstumspha-
se, in welcher die Bakterien sich befinden; die Bedingungen fir ithre Vorkultivie-
rung; die Zusammensetzung des Erh1tzungsmed1ums und die Bedingungen fiir
die Wiederbelebung der subletal hitzegeschidigten Zellen (11, 12). In Anbetracht
der stammspezifischen Eigenschaften der Bakterien wurden die Hitzeinaktivie-
rungsversuche mit insgesamt 6 S. aureus-Stimmen durchgefiihrt, die sich sowohl
in der geographischen Herkunft als auch im Toxinbildungsvermogen unterschie-
den. Diese Auswahl erfolgte also nach dem Prinzip einer moglichst grossen Viel-
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tiltigkeit des Untersuchungsmaterials, damit die erhaltenen Resultate einerseits
eine Aussagekraft fiir das ganze Kantonsgebiet aufweisen und andererseits den
verschiedensten Tessiner Realititen entsprechen.

Die Hitzeinaktivierungen wurden mit Zellen durchgefiihrt, die sich am An-
fang ihrer stationdren Wachstumsphase befanden. S. aureus weist gerade in die-
sem Stadium seines Wachstums die grosste Hitzeresistenz auf (4, 5). Die NaCl-
Konzentration des Kulturmediums und die Vorkultivierungstemperatur fiir S. zx-
reus konnen eine entscheidende Rolle in der Hitzeresistenz dieser Bakterien spie-
len. Schwabe (13) konnte zeigen, dass S. aureus-Zellen, die in hohen Salzkonzen-
trationen und bei 46 °C gewachsen waren, einen viel hoheren Dss-Wert aufwie-
sen als jene, die bei Abwesenheit von NaCl und bei 37 °C vorkultiviert wurden
(80 min bzw. 20 min). Was das Erhitzungsmedium anbelangt, wurden die Hitze-
inaktivierungsversuche sowohl in Kuh- als auch in Ziegenmilch durchgefiihrt,
um dabei moglichst praxisnahe Bedingungen zu simulieren. Die Formaggini wer-
den nimlich je nach Jahreszeit aus Kuh- und/oder Ziegenmilch hergestellt. Auf
die Durchfithrung von Versuchen in einer Mischung wurde aber verzichtet, da
vermutet wurde, dass die Resultate eine Mittelstellung zwischen den Ergebnissen
fiir die beiden Erhitzungsmedien eingenommen hitten. Da die chemische Zu-
sammensetzung dhnlich ist (14), wurden erwartungsgemaiss keine grossen Unter-
schiede zwischen der Hitzeresistenz in Kuh- und Ziegenmilch festgestellt.

Was schliesslich die Bedingungen fiir die Wiederbelebung der subletal ge-
schidigten §. aurens-Zellen anbelangt, wurde eine maximale Erholung der Keime
durch den Einsatz von Baird-Parker-Agar als Nihrmedium gesichert. Dieses Me-
dium wurde als das geeignetste fiir diesen Zweck beschrieben (4, 6).

Bei den Stimmen 814 und 1776 sowohl in Kuh- als auch in Ziegenmilch und
bei Stamm 1361 in Ziegenmilch lagen die experimentell bestimmten Punkte auf
einer sigmoidalen Kurve, welche typisch fiir Mikroorganismen ist, die wie die
Staphylokokken normalerweise in Zellverbinden vorliegen (6). In allen 5 Fillen
wurde der D-Wert trotzdem aus der Regressionsgerade berechnet, die mit allen
experimentell ermittelten Punkten bestimmt wurde. Diese Gerade stellt also nur
die allgemeine Tendenz bei der Hitzeinaktivierung dieser klumpenbildenden
S. aureus-Stimme dar.

Nur in einem Fall, und zwar fiir den Stamm 909, war beim gegebenen Erfas-
sungsbereich (10—107 bis 10 KBE ml') eine Tailing-Erscheinung festzustellen,
die auf eine erhchte Hitzeresistenz der Bakterien gegen Ende der Inaktivierung
zurilickzufiihren ist. Eine dhnliche Erscheinung wurde auch von Walker und Har-
mon (10) beobachtet. Fiir den Stamm 909 wurden zwei D-Werte berechnet; und
zwar einer fir den ersten und einer fir den letzten Kurventeil.

In Anbetracht dieses Tailing-Effektes ist also eine Thermisierung bei 65 °C fiir
15 min zur grosseren Sicherheit durchaus gerechtfertigt.

E cols

In den letzten Jahren hat es sich gezeigt, dass nicht nur die lange bekannten
enteropathogenen (EPEC) E. coli-Serotypen, sondern auch die enteroinvasiven
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(EIEC) und die enterotoxischen (ETEC) E. coli-Biotypen sowie die sogenannten
kolon-himorragischen Stimme des Serotypes O157:H7 in Lebensmitteln vor-
kommen konnen (15—17).

Mit ETEC- oder O157:H7-E. coli kontaminierter Weichkise verursachte in
Nordamerika einige Kollektivausbriiche. Enterotoxigene E. coli-Stimme sind als
Ursache von diarrhétischen Symptomen bei Menschen und Jungtieren bekannt.
Die Virulenz beruht auf ihrer Fihigkeit, Enterotoxine und oberflichenspezifi-
sche Adesine zu bilden. Die letzteren begiinstigen die Colonisierung des Intesti-
nalsepithels durch die infizierten Zellen.

Enterotoxigene E. coli-Stimme konnen verschiedene Klassen und Typen von
Enterotoxinen bilden. Nach Scotland (18) konnen diese zwischen hitzelabilen
(LT; inaktiviert bei 60 °C und 30 Minuten) und hitzestabilen (ST; resistent bei
100 °C und 15 Minuten) Toxinen differenziert werden. Zwei immunologisch
nicht verwandte Typen von LT, i. e. LT1 und LT2, wurden bis jetzt beschrieben.
LT1 wird sowohl durch Stimme menschlicher Herkunft (LTh) als auch tierischer
Herkunft (LTp aus Schweinen; LTc aus Hithnern) gebildet, wihrend LT2 wegen
~der niedrigen Isolierungsrate von Produzenten bis jetzt sehr wenig untersucht
wurde. ST-Toxine werden dhnlicherweise in ST1 (oder STA) und ST2 (oder STB)
differenziert. Analog den LT-Toxinen wurde ST2 bis jetzt wenig studiert: in Thai-
land wurden ST2-Produzenten aus Wasserbiiffeln aber auch aus Menschen iso-
liert (15). ST1-Bilder wurden ofter aus Rindern und Schweinen, seltener aus Men-
schen isoliert. Das fiir die ST1-Toxin codierende estAl-Allel, das aus Stamm
1652.b ebenfalls isoliert wurde (7), wurde urspriinglich in einem E. co/i-Stamm
tierischer Herkunft gefunden. Da aber die gleiche 124bp-Sequenz auch aus einem
mit menschlicher Diarrhoe assoziierten E. coli-Stamm isoliert wurde (19), kann es
nicht ausgeschlossen werden, dass es auch zu menschlichen Infektionen fithren
kann.

In dieser Studie wurden 5 Stimme isoliert, die bei der Identifizierung nach
den Standardmethoden ein ungewohnliches biochemisches Verhalten zeigten.
Vier davon konnten kein 4-methyl-umbellipheryl-g-glucuronid (MUG) hydroly-
sieren. Das Vorkommen von glucuronidase(GUR) negativen E. coli-Biotypen ist
in der Literatur dokumentiert (20—24). Schmidt-Lorenz und Spillmann (20) konn-
ten einen solchen Stamm aus Camembert isolieren. In Wasserproben konnten
Covert et al. (21) und Lew:s and Mak (22) regelmissig GUR-negative E. coli-Stim-
me finden. Nach Chang (23) war sogar '/; der humanfikalen E. coli aus einer inter-
nationalen Sammlung GUR-negativ. Diese enorme Zahl konnte durch Rice et al.
(24) nicht bestitigt werden; eine Untersuchung von 621 Menschen-, Rinder- und
Pferde-E. coli-Isolaten fiihrte zur Identifizierung von einem einzigen GUR-negati-
ven Stamm.

Die Abwesenheit des Enzymes Glucuronidase wurde bei Stimmen des Bioty-
pes O157:H7 beobachtet, ein Biotyp, welches oft mit human-himorragischen
Colitis verbunden und als Verotoxinbildner bekannt ist (25). Das immer hiufige-
re Vorkommen von MUG-negativen Isolaten konnte den E. coli-Nachweis mit
dem offiziellen MUG-Test in Frage stellen. Bei Verdachtsfillen ist eine Typisie-
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rung des Isolates oder ein direkter Nachweis auf geeigneten Nihrmedien mit ge-
eigneter Technik (26—28) ohne weiteres zu empfehlen.

Um die hygienischen Risiken durch Formaggini aus kleingewerblicher Pro-
duktion im Kanton Tessin noch besser evaluieren zu kénnen, miissen die emp-
fohlenen Thermisierungs-Bedingungen auch in bezug auf enterotoxigene und ko-
lon-himorragische E. coli-Serotypen iberpriift werden.

Zusammenfassung

In der Periode Frithling 1988 — Herbst 1989 wurden aus 51 kleingewerblichen Produk-
tionsbetrieben 99 Formaggini-Proben aus Rohmilch erhoben und mikrobiologisch unter-
sucht. In 40 Proben war L. monocytogenes, in 22 waren Salmonellen und C. jejuni nicht
nachweisbar. 59 Proben wurden auf Enterobakteriazeen, E. coli und S. aureus untersucht.
Die Zahl der Beanstandungen wegen Uberschreiten der Toleranzwerte lag insgesamt bei
91,5%. Der Toleranzwert fiir Frischkdse von 103 KBE g! fiir Enterobakteriazeen und E. cols
wurde be1l 85% bzw. 42% der Proben, der Toleranzwert von 102 KBE g'! fiir S. aureus bei
81% der Proben tiberschritten. Die schlechte Rohmilchqualitit, die prekiren hygienischen
Betriebsbedingungen und das Fehlen jeder thermischen Behandlung der Rohmilch fiihrten
zu diesen nicht tolerierbaren Resultaten.

Die von den Kontrollbehorden im Herbst 1989 empfohlene Thermisierung der Milch
auf 65 °C wihrend 15 Minuten konnte die mikrobiologische Qualitit dieses traditionsrei-
chen Produktes deutlich verbessern.

Zur Bestdtigung dieser Thermisierungsbedingungen wurden Hitzeresistenzversuche in
Kuh- und Ziegenmilch mit 6 representativen S. aureus-Stimmen durchgefiihrt. Zwischen
den beiden Milchsorten wurde kein bedeutender Unterschied festgestellt. Die D,yoc- bzw.
Dy¢s-c-Werte lagen dabei im Bereich 20 s und 4,7 min bzw. 3 s und 6 s. Daraus wurden z-
Werte im Bereich 4,7—6,4 °C ermittelt.

Bei 28 von 42 aus Rohmilch-Formaggini isolierten S. aurexs-Stimmen (66%) konnte
mittels ELISA-Test die Bildung von mindestens einem Enterotoxin festgestellt werden, wo-
bei am hiufigsten (57% der Stamme) SED gebildet wurde.

Bei einem von 58 aus Rohmilch-Formaggini isolierten E. coli-Stimmen (1,7%) konnte
durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ein 124bp-DNS-Fragment identifiziert werden,
welches fir die Codierung des hitzestabilen E. co/i-Toxins ST1 verantwortlich ist. Das To-
xin ST1 konnte in vitro mittels ELISA-Untersuchung nachgewiesen werden. Bei keinem der
[solate war die Bildung von hitzelabilem LT1-Toxin nachweisbar.

Résumé

Pendant la période printemps 1988 — automne 1989, 99 échantillons de fromages frais
produits a partir de lait cru ont été prélevés dans 51 établissements de production artisanale
et soumis a analyses microbiologiques. Il n’a jamais été possible de déceler dans les froma-
ges analysés la présence de Listeria monocytogenes (40 échantillons), Salmonella ou Campy-
lobacter (22 échantillons), tandis que le 91,5% des 59 échantillons analysés pour la presen-
ce de Enterobactériacées, E. coli et S. aureus était non conforme aux normes législatives
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suisses. En effet, 85% des échantillons dépassait la valeur de tolérance admise pour les En-
terobactériacées (1000 CFU g), 81% celle établie pour les S. aureus (100 CFU g') et 42%
celle fixée pour les E. coli (1000 CFU g!). Ces résultats s’expliquent par la mauvaise qualité
du lait cru et par les mauvaises conditions hygiéniques des établissements de production.
En outre, le lait cru n’a jamais été soumis a des traitements thermiques. En effet, la thermi-
sation du lait 2 65 °C pendant 15 minutes, mesure conseillée par les autorités compétentes,
permet I’amélioration de la qualité microbiologique de ces produits locaux traditionelle-
ment appréciés. L’efficacité du traitement de thermisation proposé a été vérifiée par des es-
sais de résistance a la chaleur dans du lait de vache et de chevre avec 6 souches représentati-
ves de S. aurens. On a pu constater des variations minimes du comportement de ces sou-
ches dans les deux types de lait: les valeurs D¢joc et Dysoc se situent entre 20 secondes —
4,7 minutes et 3—6 secondes respectivement, tandis que la valeur z se place entre 4,7—
6,4 °C. Vingt-huit (66%) des 42 souches de S. aureus isolées des fromages analysés avec un
test ELISA produisaient au moins une entérotoxine; dans le 57% des cas il s’agissait de la
toxine SED. Dans une deuxiéme série d’essais, on a pu démontrer avec la méthode PCR
(Polymerase Chain Reaction) qu’une souche des 58 E. coli isolées (1,7%) était porteuse du
fragment de 124bp codant pour la toxine ST1 (toxine du type résistant a la chaleur). En vi-
tro il a été possible de mettre en évidence la toxine ST1 par un test ELISA uniquement dans
la souche ST1-PCR-positive. Aucun des E. coli isolés était producteur de la toxine LTI (type
sensible a la chaleur): toutes les souches étaient en effet négatives soit avec la méthode
PCR soit avec agglutination Latex des cultures.

Summary

During the period from spring 1988 to autumn 1989, 99 samples of home-made style
Swiss-italian fresh cheese (formaggini) were collected from small factories and investigated
for the presence of Listeria monocytogenes, Salmonella, Campylobacter jejuni, Enterobacteria-
ceae, E. coli and S. aureus. None of the samples was found to be contaminated by L. mono-
cytogenes (40 samples), Salmonella or C. jejuni (22 samples). Conversely 85%, 42% and 81%
of 59 samples resulted to be contaminated by Enterobacteriaceae, E. coli and S. aureus re-
spectively, to an extend higher than the officially tolerated Swiss standard-values. The poor
raw milk quality, peculiar hygienic conditions during manufacturing and storage as well as
lack of any thermal treatment are some of the causes of these untolerable findings. The raw
milk thermal treatment suggested in Fall 1989 by the competent authority (65 °C/15 minu-
tes) could improve the microbiological quality of this traditional product. In fact, to con-
firm the efficacy of the suggested treatment, the heat resistance of 6 representative S. aureus
strains has been investigated in cow’s and goat’s milk. D ec- and D5 oc-values were calcula-
ted in the range 20 seconds — 4,7 minutes and 3—6 seconds, respectively, resulting in z-va-
lues in the range 4,7—6,4 °C. Heat treatment parameters in cow’s and goat’s milk were simi-
lar. In addition, 28 of 42 S. aureus strains isolated from Formaggini (66%) were found to
produce at least one enterotoxin, SED being the most frequently found (57%). In a separa-
te series of trials one strain of E. coli among 58 Formaggini isolates was found by Polymera-
se Chain Reaction (PCR) to host a 124bp DNA-fragment, which codes for E. coli — heat sta-
ble ST1 enterotoxin. The strain was able to produce ST1-toxin, as confirmed by a STI-ELI-
SA-test in vitro. None of the 58 E. coli strains was able to produce heat labile LT1 toxin.
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