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De kwaliteit van levensmiddelen wordt voor een belangrijk deel bepaald door de hygiéne tijdens het
gehele productieproces. Het is dan ook van belang om als bedrijf zelf de hygiéne te beheersen en te
controleren tijdens alle stappen van de productie. Hiervoor is kennis nodig over
levensmiddelenmicrobiologie en -hygiéne.

FiIMM geeft advies en verzorgt theoriecursussen op verschillende niveaus, om het personeel op dit
gebied te scholen. Ons streven is om ervoor te zorgen dat u na verloop van tijd zelf in staat bent om
uw proces microbiologisch te controleren en te beheersen.

Cursussen

*  Zesdaagse inleidende cursus Levensmiddelenmicrobiologie en —hygiéne

Deze cursus is bestemd voor mensen die werkzaam zijn in de levensmiddelenindustrie,
controlerende instanties (bijvoorbeeld GGD, RIVM, NVWA), adviserende bedrijven,
grootkeukens, cateringbedrijven, supermarkten en aanverwante bedrijfstakken (waaronder
farmaceutische industrie).

*  Driedaagse (vervolg)cursus Levensmiddelenmicrobiologie
Een verdiepingscursus van 3 bijeenkomsten over het opstellen van risicoanalyses. We werken
met de computerprogramma’s Risk Ranger®, Combase en Pathogen Modeling Program (PMP).
De cursus sluit aan op onze inleidende cursus. Heeft u al kennis van microbiologie op hbo-niveau
dan kunt u deze cursus direct volgen.

Voor de cursus die start op 6 mei is er nog 1 plek beschikbaar.

*  Bedrijfscursussen op maat
In overleg met u maken we een cursus op maat.

Advies

FiIMM ondersteunt u bij het oplossen van microbiologische problemen. Bijvoorbeeld bij het opstellen
van risicoanalyses. Neem contact op met ons voor meer informatie en het bespreken van de
mogelijkheden: info@fimm.nl of 06-44834988.

FIMM



Pathogenen in de primaire sector

Rob de Jonge
RIVM

Inleiding

Een zoonose is een infectieziekte die wordt overgedragen van dier op mens. Bij dier kan hierbij
gedacht worden aan gezelschapsdieren, wild, dieren op de kinderboerderij en aan dieren in de
primaire sector, de landbouwhuisdieren. Het verschijnsel waarbij menselijke aandoeningen worden
overgedragen op dieren wordt antropozodnose genoemd (bron: Wikipedia).

Jaarlijks wordt door het CVI, de NVWA en het RIVM de ‘Staat van zo6nosen’ uitgebracht. Hierin
wordt een overzicht gegeven van de mate waarin diverse zodnosen in een verslagjaar voorkomen,
gecombineerd met langetermijntrends. Het verslag kent een jaarlijks thema, en bevat naast enkele
opmerkelijke gevallen diverse demografische gegevens van mens en dier.

Monitoring van pathogene micro-organismen in de primaire sector

In Nederland worden grote aantallen landbouwhuisdieren gehouden. Zo blijken er in 2012 op een
zeker moment 5,9 miljoen vleesvarkens, 0,9 miljoen vleeskalveren, 32,2 miljoen leghennen en 42,5
miljoen vleeskuikens geteld te kunnen worden. In 2012 zijn er circa 14 miljoen varkens, 2 miljoen
runderen, 8.000 paarden en 535 miljoen kippen geslacht. Salmonella (pluimvee) en Trichinella
(varkensslachthuis) worden vanwege een wettelijke verplichting gemonitored. In het kader van
internationale handel worden producten van dierlijke oorsprong gecontroleerd op hoog-pathogene
influenza, boviene tuberculose, brucellose, kwade droes, rabiés en tuleramie (2012: vrij van de
genoemde zodnosen).

Maar monitoring van pathogene micro-organismen in de primaire sector is verder geen standaard
activiteit.

Vlees van dieren uit de primaire sector kan tijdens het slachten microbiologisch besmet raken.
Voedsel van niet-dierlijke oorsprong kan door fecale bezoedeling microbiologisch besmet worden.
Consumptie van onvoldoende verhit microbiologisch besmet voedsel, of consumptie van voedsel dat
door kruisbesmetting thuis in de keuken microbiologisch gecontamineerd is, kan leiden tot een
infectie. Dit kan leiden tot een incident (één persoon besmet) of een uitbraak (2 of meer personen
besmet). De afgelopen jaren worden er jaarlijks 40 tot 50 meldingen gedaan van uitbraken. Het
aantal zieken dat daarbij gemeld wordt varieert.

Informatie over de mogelijke betrokkenheid van de primaire sector bij een voedselinfectie komt in
een groot aantal gevallen van patiénten die besmet zijn met een organisme waarvoor meldingsplicht
geldt. Een aantal zo6nosen is namelijk meldingsplichtig, waaronder Listeria, psittacose, Q-koorts en
STEC.

Listeria wordt veelal via voedsel overgedragen, psittacose via gezelschapsdieren (50%). Slechts in 1%
van de gevallen bleek een pluimveeslachterij de vermoedelijke bron van de veroorzaker van
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psittacose: Chlamydophila psittaci. Melding van Q-koorts gebeurt op basis van een afwijkend aantal
abortussen bij dieren (melding bij GD). Hierna wordt de NVWA ingeschakeld voor controle op het
bedrijf. Ook kan een verdacht bedrijf bezocht worden voor controle naar aanleiding van meldingen
bij de GGD. In 2012 werden door de NVWA 4 van de 13 GD meldingen bevestigd en geen van drie
GGD meldingen. Infecties met STEC kennen een lage incidentie: 0 tot 5 sporadische gevallen per
miljoen inwoners per jaar. De lage incidentie bemoeilijkt een gedegen risico-analyse. Kinderen in de
leeftijdscategorie 0-4 jaar die in een gebied leven met een hoge runderdichtheid lopen relatief het
grootste risico op een STEC infectie.

Infecties met Salmonella en Campylobacter worden alleen gemeld indien het een cluster van twee of
meer gerelateerde gevallen betreft waarbij voedsel of drinkwater de bron van infectie is.
Campylobacter is jarenlang intensief gemonitored. Er lijken weinig uitbraken voor te komen (tussen
2002 en 2012: 5-16 uitbraken), maar het aantal cases per 100.000 inwoners ligt al jaren tussen de
30-50 gevallen per jaar. Pluimvee is een altijd een bekende bron geweest. Tussen 2000 en 2009 ligt
het aantal positieve koppels tussen de 30 en 40%. Sinds 2009 (Convenant VWS en NEPLUVI) worden
slachtkuikenkoppels niet meer getest op het véérkomen van Campylobacter. Pluimveevlees wordt
nog wel onderzocht. Van de onderzochte monsters in 2012 bleek ruim 38% besmet te zijn met
Campylobacter. Ter vergelijking: in datzelfde jaar bleken monsters van vleesproducten van
runderoorsprong in 0,5% van de gevallen besmet, varkensvlees bleek in 0,2% van de monsters
positief en lamsvlees 2,2%. Het percentage besmette kippenvleesmonsters in 2012 was hoger dan in
2011 (22,8%) en 2010 (16,9%). Tussen 2009 en 2012 is het aantal humane gevallen van
campylobacteriose ook gestegen. Maar mogelijk dat een verminderd gebruikt van maagzuurremmers
door de Nederlandse bevolking (de verzekering vergoed sinds 2012 deze remmers niet meer) ook
hiermee te maken heeft.

Plan van aanpak Salmonella

In 1997 is in het kader van Europese wetgeving het plan van aanpak van Salmonella (SNCP) in de
pluimveesector van kracht geworden. Op basis van de resultaten van een baseline studie in de
pluimveesector, en een inventarisatie van de vijf belangrijkste Salmonella soorten verantwoordelijk
voor humane gevallen (Enteritidis, Typhimurium, Virchow, Infantis en Hadar), zijn reductie
doelstellingen opgesteld voor elk type bedrijf in de pluimveesector (reproductiebedrijven,
broederijen, opfokbedrijven en productiebedrijven).

Voor de reproductiesector (grootouders en ouders) was de doelstelling dat minder dan 1% positief
mag zijn voor één van de vijf Salmonella soorten. Preventieve maatregelen die kunnen worden
getroffen: vaccinatie, biosecurity (plaagdiercontrole) en voer-en water controle. Correctief kunnen
reproductiekoppels logistiek geslacht worden. Niet-geincubeerde eieren worden vernietigd of alleen
gebruikt in de industrie, bevruchte eieren worden vernietigd. Een stal mag pas weer geladen worden
na R&D en controle op afwezigheid van Salmonella.

Voor leghennen geldt dat minder dan 2% van de koppels besmet mag zijn, of jaarlijks moet het aantal
Salmonella positieve bedrijven met 10% afnemen. In Nederland gold in 2010 dat minder dan 2% van
de bedrijven positief was.



Voor vleeskuikens geldt dat het percentage met Salmonella (nu: Enteritidis en Typhimurium)
besmette bedrijven minder dan 1% mag zijn. Van de ca. 18.000 koppels die Nederland in 2010 had
was inderdaad minder dan 1% positief na testen op deze twee Salmonella soorten. In geval van een
positief koppel zal de biosecurity verscherpt moeten worden, zal gezocht worden naar de oorsprong
van de infectie (plaagdier, voer, water?) en mag een stal pas weer geladen worden als na R&D de stal
negatief getest is.

Koppels worden dubbel logistiek geslacht: eerst de Salmonella vrije koppels, dan de koppels besmet
met Salmonella anders dan Enteritidis en Typhimurium, en ten slotte S. Enteritidis en S. Typhimurium
positieve koppels. Vlees van deze laatste koppels mag niet als vers vlees op de markt gebracht
worden.

Sinds 1997, sinds de invoering van het plan van aanpak, is een duidelijk neergaande trend zichtbaar
in het aantal met Salmonella besmette kip- en eiproducten en neemt ook het aantal humane
Salmonella gevallen af. Onverwachte explosies kunnen deze trend natuurlijk verstoren ......
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Zoobnose vlg wikipedia....

e Een zoonose is een die kan worden overgedragen
van dieren op mensen.

e Veel fulminant (levensbedreigend) verlopende zijn
zoOnosen, daar deze , , of vaak
zijn aangepast om in hun specifieke gastheer te overleven zonder al
te veel schade aan te richten, maar deze bij andere gastheren een
heftige oproepen.

e Het verschijnsel waarbij menselijke aandoeningen worden
overgedragen op dieren, wordt antropozotnose genoemd.

2 Pathogenen in de primaire sector
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Zoobnose vlg wikipedia....

e Prionen : BSE

e Viraal: Ebola (aap), Lassavirus (wilde knaagdieren), Marburgvirus
(aap), M&K (éénhoevigen), Rabiés (zoogdieren), HEV

e Bacterieel: Brucella, B. anthracis, Y. pestis, ziekte van Weil,
Q-koorts, Campylobacter, Listeriosis (?), ornithosis, Salmonella,
vlektyfus, STEC, Cl. difficile, Chl. abortus

e Parasitair: Giardia, Toxoplasma, Trichinella

e MRSA ESBL?

3 Pathogenen in de primaire sector
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Zoobnose vlg wikipedia....

e De en van de meeste zodnosen is moeilijk in
te schatten. Enerzijds worden veel zodnosen niet gediagnosticeerd,
anderzijds bestaat voor de meeste zo6nosen geen meldplicht.

4 Pathogenen in de primaire sector
Rob de Jonge
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Staat van zoonosen

e De 'Staat van zodnosen’ geeft een overzicht van de mate waarin
diverse zodnosen in een verslagjaar voorkomen, gecombineerd met
de langetermijntrends. Daarnaast bevat het verslag enkele
opmerkelijke voorvallen en kent het een jaarlijkse thema.

e Auteurs: RIVM, CVI, NVWA

5 Pathogenen in de primaire sector
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Nederland is in 2012 officieel vrij geweest van de volgende
zoonosen:

hoog-pathogene aviaire influenza;

boviene tuberculose;

brucellose (rund, kleine herkauwers, varkens);
kwade droes;

rabies*;

tularemie.

6 Pathogenen in de primaire sector
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Aantallen dieren over de laatste vijf jaar (x1000),
aanwezig in Nederland op moment van
landbouwtelling.(Bron: LEI, CBS, NVWA)

2008 2009 2010 2011 2012

Vleesvarkens
Fokzeugen
Runderen, totaal
Melk- en kalfkoeien
Vleeskalveren
Schapen

Geiten
Vleeskuikens
Leghennen*

Paarden/pony's
7

5.839 5.872 5.904 5.905 5.874
1.100 1.123 1.094 1.226 1.179
3.890 3.968 3.975 3.885 3.912
1.466 1.489 1.479 1.469 1.483
899 894 928 906 908

1.213 1.117 1.130 1.088 1.265
355 374 353 380 421

44,358 43.285 44.748 43.911 42.490
32.923 34.557 35.310 34.134 32.223

144 145 143 137 132

Pathogenen in de primaire sector
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Aantallen slachtdieren per jaar. (Bron: NVWA, CBS)

Diercategorie

Runderachtigen, totaal
Varkens

Schapen

Geiten

Paarden/pony's

Kippen, vleeskuikens (*1000) 451,5 458,7 464,7 490,4 535,6

2008 2009 2010 2011 2012

1.923 2.068 2.028 2.028 1.933
14.617 13.857 13.944 14.593 14.155
649 671 582 586 590
103 81 105 144 120

2 2 3 3 8

Pathogenen in de primaire sector
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Figuur 2.11.2 Aantal meldingen en de betrokken zieken van
voedselinfecties en -vergiftigingen bij het RIVM-Clb, 2005-2012.

10 -+ ee ettt e 1800
—1600
50 -
—1400
5 qo 1200
oo c
= g
=] —1000 u
U 30 .. N
E —8o0 =
5 5
< <
@
£ 20 —600
—400
10
—200
[¢] —0

05 o6 o7 08 o9 10 n 12
Jaartal
Aantal uitbraken (linker as)
=+ Aantal zieken bij meldingen (rechter as)

Pathogenen in de primaire sector
Rob de Jonge

Figuur 2.14.1 Aantal Listeria-patienten 2005-2012 bij de mens,
totaal en zwangerschap gerelateerd.
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Tabel 2.17.1 Demografische, klinische en diagnostische gegevens van in Osiris gemelde Q-koorts patiénten en diagnoses in de
virologische weekstaten, 2006 t/m 2012. (Bron: Osiris)

2012 {n=68) 0.39 55 (46-64) S0 (76%]) 1 35 (53%)
2011 ({n=2871) 0.49 47 (37-61) 51 (63%) 3 43 (53%)
2010 (n = 504) 3.04 49 (39-59) 272 (54%) 9 106 (21%)
2005 (n=2354) 14.28 43 (38-59) 1.438 (61%) 3 459 (21%)
2008 (n=1000) 6.10 50(41-59) 641 (64%) 11 207 (21%)
2007 (n=168) 1.03 53 (43-62) 103 (61%) 3 83 (50%)
2006 (n=12) 0.07 48 (42-70) 7 (58%) 1 B(67%)
11 Pathogenen in de primaire sector

Rob de Jonge

Q-koorts

Van de dertien meldingen (afwijkend aantal abortussen) die de GD in
2012 bij de NVWA heeft gedaan werden er vier bevestigd.

Wanneer bij een humane patient met Q-koorts een mogelijke
veterinaire bron kan worden aangewezen verzoekt de GGD de NVWA
om een brononderzoek uit te voeren. In 2012 heeft de GGD drie
verzoeken uitgezet bij de NVWA. Bij nader onderzoek heeft de NVWA
de bacterie niet kunnen aantonen.

12 Pathogenen in de primaire sector
Rob de Jonge
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Figuur 2.16.1 Aantal meldingen van psittacose naar jaar van
ontvangst melding bij de GGD (staven) en incidentie (lijn), 2004
t/m 2012. (Bron: Osiris en CBS Statline)

Aantal meldingen
Incidentie per100.000

Aantal meldingen -+- Incidentie per100.000
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Tabel 2.16.2 Meest waarschijnlijke bronnen van besmetting gerapporteerd bijin 2012 ontvangen meldingen van psittacose.

Locaties:

Thuissituatie 24(60.0)
Waarvan gehouden vogels 20(50.0)
‘Waarvan wilde vogels 3(7.5)
Waarvan ongespecificeerd gehouden of wilde vogels 1(2.5)

Vogelopvang en dierenambulance 9%(22.5)

Vogel- of dierenwinkel/ - handel 5(12.5)

Vogelmarkt of -show 2(5.0)

Pluimveeslachterij 1(2.5)

Buitenland 2(5.0)

Onbekend 6

Vogelsoorten:

Duiven 10(43.5)
waarvan gehouden 7(30.4)
waarvan wild 3(13.0)

Papegaai-achtigen 6(26.1)

Pluimvee a(17.9)

Kwartels 1(4.3)

Kanarie 1(4.3)

Fazanten (gehouden) 1(4.3)

oOnbekendy niet gerapporteerd 23

3 per patiént kunnen meerdere waarschijnlijke bronnen (locaties en vogelsoorten) gerapporteerd worden, waardoor de percentages
niet optellen tot 100%. Percentages voor locaties zijn gebaseerd op alle i bij een locati disals
waarschiinlijke bron en percentages voor vogelsoorten ziin gebaseerd op alle meldingen waarbij een vogelsoort gerapporteerd is
als waarschijnlijke bron.

® waarvan 8 gerelateerd aan het cluster bij de vogelopvang in Rotterdam

Pathogenen in de primaire sector
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Figuur 2.21.1 STEC Q157 incidentie 1999-2012 bij de mens.
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Table 3. Relative risk (RR) estimates with 93 % confidence intervals (CI) for
STEC 0157 infection in children aged 0— years in The Netherlands,
1999-2008

Variables RR (95% CI)*

Season (reference winter) T-05 (1-40-49-62)

Cattle density (reference lowest quintile)  Summer Winter
26-4-64-4 animals/km? 3-25 (1-21-9-04) 1-37 (0-24-7-84)
64-4-107-0 animals/km? 3-17 (1-10-9-41) 339 (0-T0-18-39)
107-0-156-5 animals /km* 2-91 {0-98-8-90) 1-:59 (0-24-10-28)
=>156-5 animals/km* 4-46 (1-44-14-30) 1-63 (0-23-11-47)

* Adjusted for the other three age groups, sex, pig density, poultry density.

e Uit: Friesema et al, Epidemiol. Infect. (2011), 139, 1081-1087.

16 Pathogenen in de primaire sector
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inwoners

Uitbraken (#gevallen), IGZ

Laboratorium-bevestigde gevallen
Campylobacter spp. cases / 100.000

Geteste feces / 100.000 inwoners.

Tabel 2.9.1 Humane gevallen van infecties met Campylobacter spp. zoals geregistreerd door vijftien streeklaboratoria.
(Bron: Laboratoriumsurveillance RIVM, dekkingsgraad 52 % van de Nederlandse bevolking)

3.421 2805 3.383 3.716 3401 3462 3340 3.781 4322
40.8 333 40.0 438 40.0 40.7 39.2 aa.1 50.2

1.070 1.088 1.050 1.028 1.128 1.088 121 1.265 1.368
15(98) 10(70) 8(30) 10(63) 5(13) 10(23) 8(26) 12(34) 17(66)

Het aantal geteste feces is in het algemeen om redenen van gastro-enteritisklachten

Pathogenen in de primaire sector
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4.415

50.9

1413
16(70)

4.248

48.8

1.d12
14(70)
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Tabel 2.9.2 Campylobacter spp. in kippenvlees in de winkel. (Bron: Monitoringprogramma NV\WA)

Aantal monsters 1604 1431 1477 1404 1473 1404 1515 1.042 1.242 609 566
%Campylobacter spp. 31.3 25.9 29.3 22.1 14.2 15.4 23.6 21.2 16.9 22.8 38.2
%Campylobacter spp. in 36.3 43.9 333 29.8 n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. n.u.

biologisch kippenviees

*|n 2012 zijn naast de 566 monsters vers viees ook 672 monsters van ‘bereid’ vlees (kipvlees) getest. Hiervan was 12.2% positief
voor Campylobacter. Bereid vlees is vers vlees dat is gekruid, gemarineerd of in stukjes gehakt.
n.u.: niet uitgevoerd

Tabel 2.9.3 Campylobacter spp. in 25 g rauw product in de winkel. (Bron: Monitoringprogramma NVWA)

N %+ N %+ N %+ N %+ N %+ N %+ N %+ N %+ N %+ N %+

Rund en Kalf 678 0.1 847 0.8 463 1 936 0.4 667 0.6 820 0.7 925 0.2 644 0.3 744 0.3 626 05

Varken 227 0 287 1 389 0 397 3 299 1 382 1 457 0.4 626 0.5 873 0.3 928 0.2

Lam 106 5 53 11 88 08 86 23 76 0 117 51 90 22 312 22
19 Pathogenen in de primaire sector
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iguur 2.9.1 Seizoens- en jaartrend van het wekelijkse voorkomen van humane gevallen van campylobacteriose (Bron: Surveillance in
e voormalige streeklaboratoria, RIVM) (rechter-os) en het percentage positieve slachtkuikenkoppels bij de slacht. (Bron: monitoring PVE)
Jinker-as).
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Figuur 2.20.1A Geschatte bijdrage aan de humane, laboratoriumbevestigde salmonellose (linker y-as) door reizen (of onbekend),
landbouwhuisdieren of hun producten. Omvangrijke explosies in 2003, 2005, 2006, 2008, 2009 en 2012 die niet representatief zijn voor
de salmonella-status van de Nederlandse vee- en pluimveestapel, zijn in paars aangegeven. (Bron: Laboratoriumsurveillance RIVM)
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Controle in de primaire productie

Reproductie dieren:

Leghennen

Grootouders
(broederij)
Ouders:
opfok
volwassen
(broederij)

Braadkuikens

Grootouders

(broederij)

Ouders:
opfok
volwassen
(broederij)

Doel: minder dan 1% van de volwassen reproductie
koppels positief voor Salmonella (5 meest

relevante serotypes)

Pathogenen in de primaire sector
Rob de Jonge

Controle in de primaire productie: reproductie

Gegevens:

2010

Grootouders
Braadkuiken ouders
Leghen ouders

koppels dieren (miljoen)

168 0.63
688 5.5
71 0.7
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Controle in de primaire productie: reproductie

Preventief
vaccinatie
biosecurity
voer/water controle

Correctief:
destructie koppels (logistiek)
non-geincubeerde eieren: vernietigen/industrie
eieren uit de broederij: vernietigen
R&D plus verificatie
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Controle in de primaire productie: leghennen

Ouder koppel
Broederij
Leghen opfok koppel
Leghen koppel

Doel: <2% van de ouder leghen
koppels positief voor SE en ST, of
10% reductie per jaar.
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Controle in de primaire productie: leghennen

gegevens

2010 Koppels Dieren

Opfok 1220 36 miljoen

Leghennen 2426 40.7

27 Pathogenen in de primaire sector

Rob de Jonge

Controle in de primaire productie: leghennen

Maatregelen:

vaccinatie

slacht van opfokkoppel
eieren: vernietigen/industrie
R&D plus verificatie

2010: <2% positief voor SE en ST
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Controle in de primaire productie: braadkuikens

Ouder koppel
Broederij
Braadkuiken koppel

Doel: <1% koppels positief voor SE en ST.
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Controle in de primaire productie: braadkuikens
Braadkuiken data
2010 Koppels Dieren
18036 359 miljoen
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Controle in de primaire productie: braadkuikens

Maatregelen:

biosecurity
tracing survey (on the origin....)
R&D plus verificatie

Slachthuis:

monitoring
(dubbel) logistiek slachten

2010: <1% positief voor SE en ST
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Introduction

The focus of microbiological food safety is traditionally on non-viral pathogens, as viruses do not
cause food deterioration like bacteria and fungi and detection systems for viruses on foods were long
lacking. Nowadays, viruses are recognised as the main agents causing foodborne disease [1-3].
Nevertheless, current food safety concepts such as Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP)
systems rarely include viral pathogens [4] and the great numbers of viral foodborne outbreaks
illustrate that current food safety protocols likely do not suffice to guarantee viral food safety. Unlike
bacteria, viruses cannot grow or produce toxins in foods, as they cannot replicate outside a living
host cell. However, they are generally highly persistent in the environment and are commonly
infectious to humans in low numbers.

Noroviruses have been identified as the most common cause of foodborne disease. As an example, in
the US more than 50 % of foodborne disease is attributed to norovirus, which relates to about 5
million cases per year [2, 3], followed by Salmonella with 11% [3]. The virus is the second most
common cause of hospitalisations and the fourth most common cause of death related to foodborne
disease [3]. In The Netherlands, noroviruses were estimated to be the fourth most important food
related pathogen taking into consideration the incidence and the severity of illness following
infection [5].

Noroviruses are transmitted by the faecal-oral route and by ingestion of vomit or faeces aerosols.
Norovirus disease is mostly described as self-limiting and common clinical manifestations comprise
diarrhoea and acute onset of vomiting. The disease is generally not life threatening, but severe
outcomes, including hospitalisation and death, may occur in vulnerable populations [6, 7]. As was
shown recently in The Netherlands, norovirus causes several hundreds of hospitalizations of children
and elderly and approximately 57 deaths per year [5, 8, 9].

The great success of the virus as a foodborne pathogen is explained by its viral properties such as the
great number of excreted viruses of 10° to 10™° genomic copies per gram of faeces [10-12], the high
probability of infection per ingested virus particle of 0.5 [13] and the high persistence in the food
chain [14-19].

Despite vigorous efforts no feasible cell culture system for noroviruses is available meaning that

studies on norovirus persistence and behaviour in the food chain rely on surrogate viruses and
detection of norovirus genomes. Currently, murine norovirus (MNV-1) is most commonly used as a

Sources of human norovirus in fresh produce chains



surrogate for human norovirus infectivity. MNV-1 replicates in cell culture and human and murine
noroviruses share similar structural and genetic features such as size, shape, genome structure, and
both viruses are shed in faeces and transmitted via the faecal oral route [20]. With no proof for
zoonotic transmission of human pathogenic noroviruses, humans are believed to be the only
reservoir [21].

Person-to-person transmission, either directly or indirectly by e.g. surfaces or foods, is consequently
the only transmission route. Until now, the contribution of transmission routes to the public health
risk of norovirus disease remains unknown [22] but it is estimated that up to 26 % of norovirus
disease is foodborne [3].

Foodborne norovirus disease is particularly attributed to products that are not heated before
consumption, such as manually prepared ready-to-eat foods, molluscs and fresh-produce [22-27].
Sales of minimally processed ready-to-eat fruits and vegetables have grown rapidly in the last decade
[28] and due to globalised markets; a wide variety of fresh produce is now available throughout the
year. In norovirus outbreaks related to fresh produce, mainly soft berries (especially raspberries) and
lettuce were involved [22, 24, 26, 27, 29, 30].

Foodborne norovirus outbreaks have the potential to result in large outbreaks as demonstrated in
outbreaks in Denmark and Finland associated with imported frozen raspberries and lettuce, causing a
series of norovirus outbreaks with up to thousand infected individuals [29, 31, 32]. Another striking
example is an outbreak in Germany associated with imported frozen strawberries, resulting in more
than 11,000 diseased people [33]. In the US, leafy vegetables (33%), fruits/nuts (16%), and molluscs
(13%) were implicated most commonly in foodborne norovirus outbreaks that could be attributed to
a single commodity [26].

The prevalence of norovirus contamination on fresh produce in monitoring studies not associated
with outbreaks varied widely between the few studies with 1 to 50% for lettuce [34-36], and O to
30% for soft berries [34, 37]. The high prevalence of norovirus genomes on fresh produce illustrates
the frequent exposure of produce to norovirus sources.

Fresh produce can become contaminated at any stage in the farm to fork continuum - in the primary
production, at processing steps, at retail and lastly in consumer’s households. Especially
contamination before retail may result in diffuse and international outbreaks if produce is distributed
widely [29, 31, 32, 38]. Contamination is always a result of human faecal pollution, either by contact
of foods with contaminated water, manure or soil, or by introduction of the virus via contact with
infected food handlers or contaminated equipment. Also cross-contamination may add to the spread
of viruses on foods. Knowledge on the kind of norovirus sources and the relative importance of
these sources on the consumers’ health risk is fundamental for the implementation of appropriate
mitigation strategies to reduce norovirus contamination on fresh produce. In the following two
paragraphs the role of pesticides and food handlers as introduction sources of norovirus in fresh
produce chains are described in more detail.

Pesticide application as a potential source of noroviruses in fresh produce chains

In the primary production of fresh produce, water is used for several applications: for irrigation, for
reconstitution of pesticides and water-soluble fertilizers, or for hydroponic cultures. To this end,
farmers use a great diversity of water sources, including well water and different types of surface



water, such as river water or lake water [39-42]. Water types that potentially harbour noroviruses
[35, 43-48].

Water may become contaminated with the virus by e.g. partially treated wastewater and sewage
discharges or combined sewer overflows [49, 50]. Additionally, the increasing scarcity of potable
water in several regions in the world results in an increased use of wastewater in agriculture [51, 52].
In terms of production procedures relevant for the introduction of noroviruses in fresh produce
chains, the focus in literature is mostly on irrigation water [22, 35, 39, 42, 49, 53-56]. Other
production processes, such as the application of pesticides, are less considered.

The public health risk associated with the introduction of noroviruses by contaminated water in fresh
produce chains is determined by:

i) the prevalence and concentration of noroviruses in the used water;

ii) the volume of water sprayed onto the produce;

iii) the number of viruses adhering to the edible parts of the produce; and

iv) the persistence of viruses until consumption.

In case of pesticide application the viruses additionally need to persist in the pesticide dilutions.

As no data was available on the persistence of viruses in the presence of pesticides, we investigated
the persistence of two common norovirus strains (NoV Gl.4, NoV Gll.4) and the widely used norovirus
surrogate, murine norovirus (MNV-1), in eight frequently used insecticides and fungicides in the
highest permitted pesticide concentrations [57]. Persistence of the viruses was studied after 0 and 2
h and determined by reverse transcriptase PCR for all three noroviruses, and for MNV-1 the
infectivity of virus particles was additionally determined by cell culture and observation of cytopathic
effect in endpoint dilutions. Possible effects of pesticides on the cell culture assay and the efficacy of
the nucleic acid extraction and PCR were examined by appropriate controls (for further information
see Verhaelen et al. (2013)).

The results of this study showed, that infectivity of MNV-1 was not affected by the presence of
pesticides in water, except for one tested insecticide (‘Vertimec’).Here, a rapid decrease in MNV-1
infectivity was observed, resulting in a 2 log10-unit reduction of infectious MNV-1, independent of
the studied time. Also NoV Gl.4 RNA was reduced by about 1.5 log10-unit reduction in ‘Vertimec’,
whereas NoV Gll.4 RNA remained stable (less than 0.1 log reduction). These results show a similar
persistence of MNV-1 and NoV Gl.4, and indicate that NoV Gll.4 is more persistent. Yet, the data are
inconclusive, because only a small fragment of nucleotides was analyzed and the correlation
between detected Gll.4 and Gl.4 RNA fragments and infectious norovirus particles remains unknown.
However, assuming a similar persistence of infectious MNV-1 and noroviruses, we can conclude that
water containing noroviruses used to dilute pesticides, may be an important source for the
introduction of infectious noroviruses into fresh produce chains. The type of water used to dilute
pesticides is not regulated in Europe [22].

Unlike for irrigation where the risk of introducing viruses onto fresh produce can be minimized by
e.g. drip irrigation, the contact of pesticides with the edible part of a plant is mostly desired for
adequate pest control. Fungicides and insecticides with pre-harvest intervals of a few days are
approved and some pesticides can even be applied at the day of harvest [57-59]. Since viruses
remain infectious during shelf life of e.g. fresh and frozen raspberries [14, 16] and lettuce [60-62], the



application of pesticides, especially shortly before harvest, may pose a microbiological risk to public
health if the water used to dilute the pesticides is not controlled.The use of pathogen free water to
reconstitute the pesticides is an effective approach to prevent the introduction of pathogenic viruses
by pesticide application. WHO and Codex Alimentarius documents [40, 51]give guidance on sanitary
surveys to chose appropriate water sources; and if necessary state water treatment options.
Nevertheless, farmers may choose water sources based on practical or economical considerations,
especially due to missing awareness of the associated health risks. A alternative approach to
minimize the microbiological health risk of pesticide application, which is not depending on the
compliance and awareness of the farmers, is the inclusion of antiviral substances into pesticides. For
example, different chlorine compounds are approved as inert substances in pesticide formulations
(EPA, 2012) which may reduce the number of infectious norovirus particles in the reconstituted
pesticide [57].

The role of food handlers in the introduction of noroviruses in fresh produce chains

Outbreak investigations suggest that food handlers are the most likely source of noroviruses in ready
to eat products [26, 63] and in the US, about 50% of norovirus outbreaks have been linked to ill food
handlers [26, 64]. Not only the frequency, but also the reported size of outbreaks related to food
handlers can be substantial, with up to several thousand infected individuals [65, 66]. The
characteristics of norovirus may explain why infected food handlers were more commonly identified
in food-related norovirus outbreaks than in those caused by other foodborne pathogens [67].

Food handlers can contaminate produce in the:

i) primary production phase e.g. at harvest;

ii) processing phase e.g. while sorting and packaging produce; or

iii) food preparation phase e.g. preparing desserts or salads.

They can contribute to the spread of noroviruses either by introducing the virus onto food via poor
hand hygiene or vomit aerosols, or by cross-contamination while handling contaminated food.

Quantitative microbial risk assessment (QMRA) can be used to prioritize the contribution of
pathogen contamination sources to the overall food contamination [68] and can be applied to clarify
the role of food handlers in norovirus transmission. For this purpose, quantitative data on transfer
proportions of noroviruses from finger pads to produce are needed and additionally from produce to
finger pads to study cross-contamination. Yet, data on transfer proportions of noroviruses from
fingertips to fresh produce are scarce [69-71].

We quantified the transfer proportions of NoV Gl.4 and Gll.4 and MNV-1 between gloved fingertips
and raspberries, strawberries and lettuce and between raspberries and lettuce and gloved fingertips
[72]. Thereby we also estimated the uncertainty and variability of the determined transfer
proportions, crucial aspects for an accurate description of a public health risk by QMRA [73].
Moreover, the transfer proportions were used to:

i) estimate the number of produce as single food handler can contaminate;

ii) the corresponding contamination levels per food item;

iii) the potential health risk, by relating these data to a dose-response model.

For further details on the experimental set-up read Verhaelen et al. 2013a.



To determine the transfer proportions, gloved fingertips or the produce were spiked with a mix of
the three viruses and dried. After the transfer event (e.g. picking up a raspberry) the viruses were
eluted from the surfaces of the glove and e.g. raspberry and the numbers of NoV Gl.4, GIl.4 and
MNV-1 genomes and infectious MNV-1 particles were enumerated using maximum likelihood
estimations.

Virus transfer was expressed as the proportion of viruses (f) transferred from a recipient surface (NR)
relative to the sum of viruses on the donor surface (ND) [74, 75] adjusting for the different virus
recoveries from the surfaces:

_ N
N + N,

The donor surface refers to the surface spiked with viruses and the recipient surface refers to the
surface touched by the donor surface. The transfer proportions and recoveries were fitted to three
beta distributions with a joint likelihood function to assess their variability and the uncertainty of the
transfer proportions was assessed by adaptive rejection Markov Chain Monte Carlo sampling from
the likelihood functions using the Metropolis-Hastings algorithm [76]. The determined transfer
proportion ranged between 0.1% and 26%. Transfer from gloved fingertips to berries (0.1% — 2.6%)
was described by lower transfer rates as compared to lettuce (4% — 18%). The difference in transfer
proportion between raspberries and lettuce may be explained by a difference in applied pressure
[74], or different binding affinities to the produce types. Transfer from soft berries to gloves was
moreover greater as compared to transfer from glove to soft berries (11% — 15%). The higher
transfer from raspberries to gloves adds to the likelihood of cross-contamination as more viruses are
transferred to the food handlers’ hands on a single contact event that can subsequently be disturbed
over several potentially uncontaminated food items.

On basis of the determined transfer proportions, we simulated the spread of noroviruses to fresh
produce in an adaptable scenario, in which a food handler picked raspberries at harvest not following
good hygiene practice. The effect of the magnitude of transfer proportions on viral spread was
thereby investigated by comparing a low 0.2% (determined NoV transfer glove to raspberry) and a
high norovirus transfer proportion. With an initial virus concentration of 1000 virus particles on the
food handlers’ hands it was estimated that on average about 1.5 kg and 0.2 kg of raspberries may
become contaminated by a single food handler with at least one virus particle, at low and high
transfer. In this calculation transfer proportions were considered independent of the virus
concentration and we assumed that viruses were not aggregated and all viruses can be transferred
from hands to produce.

Transfer of single viruses (especially in fresh faecal contamination) is yet unlikely [13] and some of
the viruses may bind irreversible to the hands and can thus not be transferred to produce. These
assumptions may lead to an overestimation of the number of contaminated produce. For the low
and high transfer proportion, 99% and 60% of the berries were contaminated with less than 10 virus
particles, indicating that a 1 log10-unit reduction of norovirus on berries can reduce the risk of
exposure considerably. To estimate the number of infected individuals for the two given scenarios,
raspberries were simulated to be eaten individually resulting in about 125 and 20 infections using the



dose-response model for NoV Gl [13]. These simulations illustrate the efficient spread of norovirus by
food handlers, and indicate a potentially great number of infected people resulting from a single
infected food handler, especially in case of low transfer proportions as found for soft berries. Our
data therewith confirm the relevance of food handlers in the introduction and spread of noroviruses
in fresh produce chains using a risk assessment approach and emphasize clearly the need to
implement measures preventing the spread of noroviruses by food handler’s hands.

Appropriate and continuous hand hygiene is probably the most important measures to prevent virus
contamination by food handlers [77, 78]. Currently, washing hands under running water with soap
for 20 s and subsequent hand drying with paper towels is recommended [22, 79, 80]. It has been
described that washing hands for 10 s with soap reduced about 1 log10-unit of norovirus genomes
from hands [81], representing a conservative reduction efficacy of hand washing as the full
recommended procedure was not performed. On basis of the risk assessment model and the two
previously described scenarios, a 1 log10-unit reduction on norovirus genomes on hands would
translate to a mean reduction of about 100 out of 125 infections and 10 out of 20 infections,
respectively. For both scenarios, hand washing resulted in substantial reduction of the public health
risk, however, a considerable health risk remained.

The results suggest, that hand washing efficiently reduces the spread of norovirus by food handlers,
but is not sufficient to prevent norovirus disease completely, at high viral loads. Besides the actual
virus reduction on hands, the compliance to good hand hygiene practices determines the successful
prevention of norovirus introduction by infected food handlers. It has been suggested that hand
washing compliance amongst fresh produce farm workers can be amplified by educational and
training programs and easy access to hand washing facilities [82].
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Human Norovirus (NoV)

‘ Leading cause of viral gastroenteritis worldwide

» Disease
* Non-bloody diarrhoea, (projectile) vomiting, fever, self-limiting
*+ ~ 30 % asymptomatic infections
» Severe illness in vulnerable population

* Transmission
» Faecal — oral route, vomit aerosols
» Directly: person to person
» Indirectly: food, water and surfaces
* No proof for zoonotic NoV transmission




NoV a foodborne pathogen

‘ 17% to 26% of NoV disease estimated to be foodborne

* NoV most common cause of foodborne disease

* In NL NoV is the fourth most important foodborne pathogen
considering incidence and severity of illness

What makes NoV so successful as a foodborne pathogen?
* Highly persistent
« Highly infectious (probability of infection of 0.5 per ingested NoV particle)
+ Shed in high numbers (10 genomic copies/gram faeces)

* Induces short lived immunity

NoV and fresh produce

* NoV disease particularly attributed to products not heated before
consumption, such as manually prepared ready-to-eat foods,
molluscs and fresh-produce

‘ 40 % of all fresh produce related outbreaks attributed to NoV

* Numerous NoV outbreaks connected to soft berries and lettuce
with up to thousands of infections




Introduction

Mitigation strategies

» ‘effective, realistic and validated risk management options to
eliminate viral contamination on fresh produce prior to
consumption, without changing the desired characteristics of the
food’ are lacking (CAC, 2012)

» Controlling viruses in fresh produce requires a preventative food
chain approach with a focus on avoiding viral contamination in
contrast with control of persistent viruses, especially because of the
perishability of produce

* To implement appropriate preventive measures we need to
understand how noroviruses enter food chains

Introduction

Sources
* Human are the only human NoV reservoir

1. Infected food handlers
* 50% of NoV outbreaks in the US associated to
food handlers

2. Contaminated water

* Various types of water used in primary production incl. ground
water, surface water, treated waste water

+ Water used for various application - focus largely on irrigation

3. Contaminated manure (one septic tank animal + human
excretions), soil and surfaces

:> QMRA useful tool to analyse the contribution of potential
contamination sources to the exposure risk of consumers
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Does the application of pesticides pose a health risk if
contaminated water is used for pesticide dilution?

What do we know?

» Water sources for pesticides are not regulated - water may contain NoV
» Contact between edible part and pesticide needed

* NoV likely to remain infectious on fresh produce

- Do NoV persist in pesticide dilutions?

Verhaelen et al. 2013, Persistence of human norovirus in reconstituted
pesticides — Pesticide application as a possible source of viruses
in fresh produce chains, 1JoFM (160)

Experimental setup

Viruses
* NoV Gl.4, NoV GIl.4 and murine norovirus (MNV-1)

* MNV-1 used as a surrogate to study NoV infectivity as there is no
applicable cell-culture system for NoV

Pesticide
* Selection criteria: common use and short pre-harvest interval
» 4 fungicides and 4 insecticides in highest applied concentration

Setup & Methodology

* Virus mix added to reconstituted pesticides and persistence was studied
afterOand 2 h

» Endpoint dilutions in 96-well plates seeded with RAW-265.7 cells to study
MNV-1 infectivity + quantitative RT-PCR for all studied viruses

+ Controls to monitor effect of pesticides on infectivity assay, nucleic acid
extraction and PCR efficacy




Results

MNV-1 persistence (infectivity)
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* MNV-1 remained infectious in the 7 of the 8 studied pesticides

* Rapid decay in MNV-1 infectivity of about 2 log,,-units in the
insecticide ‘Vertimec’

Results

NoV persistence (RT-PCR data)
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* NoV genomes remained persistent in the 7 of the 8 pesticides

* Rapid decay in of NoV Gl.4 RNA of about 1.5 log;,-units in
‘Vertimec’, whereas NoV GI1.4 RNA remained stable




Pesticides

Conclusions
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Water containing NoV used to dilute pesticides may be an important
source for the introduction of infectious NoV in fresh produce chains

The application of pesticides may not only be a chemical hazard,
but also a microbiological hazard for public health

To minimize the microbiological health risk of pesticide application,
the inclusion of antivirals in pesticide compositions (see Vertimec)
presents a mitigation strategy that is not depending on the
compliance and awareness of the farmers

To estimated the microbiological health risk of the application of
pesticides, data on NoV prevalence and concentrations in water
used to dilute pesticides + data on the number of viruses attaching
to fresh produce during pesticide application are necessary

Food handler

Quantifying the role of food handlers in the introduction of
noroviruses in fresh produce chains

- Determine transfer proportions
- Use determined transfer proportions to estimated

the health risk of the consumer after introduction
of NoV on fresh produce by food handler

Verhaelen et al. 2013, Virus transfer proportions between gloved fingertips, soft berries and lettuce,
and associated health risks, 1JoFM (166)
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Food handler

Experimental setup

Viruses

* NoV Gl.4, NoV GIl.4 and MNV-1

Setup & Methodology

* Transfer was studied from gloves to raspberries, strawberries
and lettuce and from lettuce and raspberries to gloves

* Virus mix was spiked on surfaces and left to dry

* Transfer experiments were replicated 10 x

13

Food handler

Approach

Centrifugation
10000 rpm

Centrifugation Centrifugation
10000 rpm 10000 rpm
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Data Analysis

« Estimate virus concentrations with maximum likelihood estimation

+ Transfer proportion f
NR = Virus load recipient

= N—R N b= Virus load donator
N +Np
« Fit f to beta distribution N A
 Calculate mean and 3 (i
95 % confidence interval ” \

Transfer proportions

» Determined transfer proportions ranged between 0.1% — 26%

» Transfer from fingertips to lettuce (4% — 18%) was greater as
compared to soft berries (0.1% — 2.6%) > pressure or matrix
effect?

* The direction of transfer had only a minor effect on lettuce but for
raspberries transfer to gloves was greater as compared to transfer
from glove to soft berries (11% — 15%) > contributing to the risk
of cross-contamination

- How do this transfer proportions relate to a potential health risk?




Set up a model to simulate spread of NoV

» Adaptable scenario in which a food handler picks raspberries with
an initial virus concentration of 103 NoV particles per hand with a
high (9.8%) and low transfer rate (0.2%)

—(1_ i
N D~ (1 f ) N 0 | = number of transfer events

N R = f. (1 —f )i_l NO N0= initial number of viruses on hands

Assumptions
* Virus transfer independent from virus concentration
« Transfer of single virus particles

+ All viruses transferable (no irreversible virus binding to hands)

Virus spread

High transfer proportion
» about 200 g of raspberries contaminated with 1 — 623 virus
particles (in about 60% less than 10 virus particles per raspberry)

Low transfer proportion
» about 1.5 kg of raspberries
contaminated with 1 — 27 virus £ 500
particles (in about 99% less < ol
then 10 virus particles per 3
raspberry)

600+

‘iruses per col
[ L)
5 =

g

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Mumber of contaminated raspherries

=




Food handler

Public health risk

* The health risk was estimate by Monte Carlo simulations using the
distribution of the transfer proportions (f) and simulating that 1000
raspberries are sequentially picked

» Assuming that raspberries are individually eaten the probability of
infection was estimated using a dose-response model for NoV

* The total number of infections 1000
for the described scenarios were:
« 20 for a high f
+ 125 for the low f

(=]
(=]

* a 1 log;,-unit reduction on hands
reduces number of infections by
100 out of 125

-
=]

Infected consumers

Initial MoV particles per hand
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Food handler

Conclusions
* Food handlers can efficiently spread noroviruses on fresh produce,

resulting in a high number of infections (especially at low transfer
rates)

* The low transfer rates described for soft berries may partly explain
why especially soft berries are frequently associated with NoV
outbreaks

» Food handlers hygiene is crucial to food safety

20
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Gezondheidsrisico’s van baden met knabbelvisjes
(Garra rufa)

Ciska Schets
RIVM, Centrum voor Zo6nosen en Omgevingsmicrobiologie

Inleiding

In toenemende mate bieden wellness centra, spa’s en andere bedrijven baden aan met zogenaamde
knabbelvisjes (Garra rufa) voor de behandeling van huidaandoeningen, en meer recent als
cosmetische behandeling. Bij de meeste bedrijven dompelen klanten hun voeten of handen onder in
baden met Garra rufa. Bij sommige bedrijven is het ook mogelijk het hele lichaam onder te
dompelen.

Het RIVM heeft een beoordeling uitgevoerd van de risico’s die aan het gebruik van garra-rufabaden
verbonden kunnen zijn. Hiervoor is gebruikgemaakt van een door de Health Protection Agency (HPA)
in 2011 gepubliceerde richtlijn, aangevuld met andere (recentere) literatuur, is een beperkt
praktijkonderzoek uitgevoerd naar de waterkwaliteit in Nederlandse garra-rufabaden en is een
aantal experts geraadpleegd.

Gezondheidsrisico's

Het belangrijkste volksgezondheidsrisico van garra-rufabaden is de mogelijkheid tot overdracht van
infecties. Humane pathogenen kunnen worden overgebracht van de ene klant naar de andere: hetzij
via de vissen, hetzij via het water. Tevens is het mogelijk dat de vissen drager zijn van zo6notische
pathogenen die zij bij het knabbelen overdragen op de mens.

Op basis van gevonden bewijs en de gezamenlijke mening van experts, concludeert de HPA dat het
risico op een infectie als gevolg van een behandeling in een garra-rufabad waarschijnlijk erg klein is,
maar niet volledig uit te sluiten. Sommige groepen klanten, zoals immuungecompromitteerden of
mensen met onderliggende aandoeningen zoals diabetes of psoriasis, lopen waarschijnlijk een groter
risico op een infectie. De HPA raadt deze mensen een garra-rufabehandeling niet aan.

Het Franse ANSES (L’Agence nationale sécurité sanitaire de I'alimentation, de I’environnement et du
travail) heeft hetzelfde standpunt en adviseert nationale regelgeving met betrekking tot
waterkwaliteit, hygiéne, inspectie, herleidbaarheid, informatievoorziening voor het publiek, training
van het personeel en het houden van wilde dieren in gevangenschap.

De Belgische Hoge Gezondheidsraad heeft op basis van vergelijkbare gegevens over garra-rufabaden
een negatief advies uitgevaardigd voor het oprichten of blijven bestaan van dergelijke baden.

Gezondheidsrisico’s van baden met knabbelvisjes



Praktijkonderzoek

In een praktijkonderzoek werd door het RIVM bij 16 bedrijven die garra-rufabehandelingen
aanbieden de waterkwaliteit in de baden onderzocht. De microbiologische parameters Escherichia
coli, intestinale enterococcen, Aeromonas spp., Pseudomonas aeruginosa, Vibrio spp. en
snelgroeiende mycobacterién werden in 24 monsters uit verschillende typen baden (hand, voet of
lichaam) geanalyseerd.

In vrijwel alle baden was de mate van fecale verontreiniging gemeten aan de hand van aantallen
intestinale enterococcen gering. Aeromonas spp. waren in alle baden aanwezig. Humane
huidinfecties veroorzaakt door Aeromonas spp. ontstaan meestal wanneer de huid niet intact is, als
gevolg van een verwonding of bij onderliggend lijden. Het risico van Aeromonas spp. voor de
gebruiker van garra-rufabaden kan niet uitgesloten worden, maar is waarschijnlijk gering wanneer de
huid intact is en er geen sprake is van onderliggend lijden of een verminderde weerstand. In 18 van
de 24 garra-rufabaden was P. aeruginosa aanwezig. Met betrekking tot folliculitis (ontsteking van de
haarzakjes) zijn concentraties van meer dan 10° per 100 ml relevant. Dergelijke concentraties werden
in de onderzochte garra-rufabaden niet aangetroffen, wat suggereert dat het gezondheidsrisico van
P. aeruginosa in garra-rufabaden gering is voor mensen met een intacte huid. Het risico is echter niet
uit te sluiten en mogelijk groter voor mensen met een beschadigde huid.

Vibrio-soorten werden in 16 van de 24 baden aangetroffen, in concentraties die meestal lager waren
dan die in de zomermaanden in Nederlands oppervlaktewater worden gevonden. In alle positieve
baden werd V. cholerae non—-01/0139 aangetroffen, terwijl V. vulnificus in één lichaamsbad
aanwezig was. Een aantal Vibrio spp., waaronder V. vulnificus, veroorzaakt wondinfecties. Wanneer
deze soorten voorkomen in garra-rufabaden vormen zij daarom een risico voor mensen waarvan de
huid niet intact is. In alle baden zijn snelgroeiende mycobacterién aangetoond. Dit zijn voornamelijk
opportunistische pathogenen en ze worden in water vaak als contaminant aangetoond, hoewel de
meesten tevens klinisch relevante infecties en uitbraken kunnen veroorzaken. M. senegalense/M.
conceptionense, M. fortuitum-complex en M. chelonae kunnen ook bij immuuncompetente mensen
zorgen voor huidinfecties zoals zwemmersgranuloom, mycobacteriéle steenpuisten en infecties van
zachte weefsels.

Conclusies

Gebaseerd op het praktijkonderzoek wordt geconcludeerd dat de gezondheidsrisico’s bij het gebruik
van garra-rufabaden voor gezonde personen gering lijken. Het is desondanks aan te bevelen om
eisen ten aanzien van hygiéne en waterkwaliteit in dergelijke baden te formuleren. Op basis van het
onderzoek kunnen echter geen eenduidige kwaliteitseisen ten aanzien van de microbiologische
gesteldheid van het water geformuleerd worden.

Uit een inventarisatie onder de Psoriasis Vereniging Nederland, de Nederlandse Vereniging voor
Dermatologie en Venereologie en de Nederlandse Vereniging voor Huidtherapeuten blijkt dat
betreffende organisaties weinig tot geen waarde hechten aan therapie met Garra rufa bij personen
die lijden aan psoriasis.



Het Centrum Infectieziektenbestrijding (Clb) van het RIVM is van mening dat het infectierisico van
het gebruik van garra-rufabaden voor gezonde personen met een intacte huid en zonder
onderliggend lijden verwaarloosbaar is. Voor personen die (kleine) huiddefecten hebben is er een
klein risico op het ontstaan van lokale huidinfecties. Personen met onderliggend lijden of een
verminderde weerstand (inclusief diabetici) wordt ontraden gebruik te maken van garra-rufabaden.
Het risico op (huid)infecties is voor hen niet uit te sluiten.

Voor personen die beroepsmatig in contact komen met Garra rufa wordt het risico op
ziekteverschijnselen klein geschat. Immuungecompromitteerde medewerkers of medewerkers met
onderliggend lijden wordt werken met de vissen afgeraden, terwijl medewerkers met een
beschadigde huid wordt geadviseerd werkzaamheden alleen uit te voeren na het nemen van extra
beschermende maatregelen.

Het Clb vindt het wenselijk om voor gebruikers en beroepsmatig blootgestelde personen
gestandaardiseerde informatie te ontwikkelen en uniforme eisen ten aanzien van hygiéne en
waterkwaliteit in garra-rufabaden te formuleren.
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Gezondheidsrisico's
van baden met
knabbelvisjes

Ciska Schets
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fish spa’s

e baden met knabbelvisjes (Garra rufa) komen oorspronkelijk uit
Turkije

e aangeboden voor behandeling van huidaandoeningen, maar ook als
cosmetisch en ontspannend

e handen, voeten of lichaam onderdompelen in bad met visjes
- 15-30 minuten
- visjes knabbelen dode huidcellen en/of huidschilfers af
- zachte huid
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zorgen bij de Nederlandse overheid

steeds meer aanbieders

geen regelgeving of controle

conventionele methoden om water te desinfecteren niet mogelijk
water wordt door verschillende klanten na elkaar gebruikt

vissen knabbelen aan verschillende klanten
volksgezondheidsrisico: transmissie van infecties
- van klant naar klant, met vis of water

- van water naar klant :
- van vis naar klant (zo6notische pathogenen)
e welzijn van de vissen ;
- voeding

- huisvesting

- stress

i

onderzoek naar de risico’s

e literatuuronderzoek

- ‘Guidance on the management of the
public health risks from fish pedicures’ -
Health Protection Agency (2011)

- vertaling, interpretatie, aanvulling vanuit
recente literatuur en eigen expertise
e praktijkonderzoek
- onderzoek waterkwaliteit in verschillende garra-rufabaden
e ‘expert opinions’
- LCI, arbeidshygiénist, patiéntenverenigingen, dermatologen,
huidtherapeuten
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mogelijke gezondheidsrisico’s

pathogeen transmissieroute |humane infectie risico opmerking

[Aoromonas <o YR

wondinfectie

laag

immuundeficiéntie

Streptococcus vis — mens (neonatale) sepsis, laag onderliggend lijden, m.n.

kraamvrouwenkoorts diabetes

vis — mens huidinfectie: cellulitis  laag vispathogeen
huidinfectie, o.a. gemiddeld biofilms

Mycobacterium vis - mens
marinum

zwemmersgranuloom

verschillende soorten,

immuunstatus
biofilms

Vibrio spp vis — mens wondinfectie laag
water — mens

Pseudomonas water — mens huidinfectie: folliculitis laag

aeruginosa

non-tuberculeuze water — mens huidinfectie, o.a. laag opportunistisch
mycobacterién steenpuisten
huidinfecties, o.a laag oppervlakken

Staphylococcus mens - mens
aureus

krentenbaard, folliculitis

o][eI-Te NolV/ST (e[S ETe[sET¢=M mens — mens o.a. hepatitis, hiv- zeer laag  verdunning
mens - mens zwemmerseczeem laag vioeren
papilomavirussen mens - mens wratten laag vloeren
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waterkwaliteit

e goede waterkwaliteit is belangrijk
- reductie van het infectierisico voor klanten
- vanuit esthetisch oogpunt
- welzijn van de vissen
e gangbare methoden waterbehandeling niet toepasbaar of effectief
- chloor: vissen gaan dood
- ozon: heeft in veilige concentraties weinig effect
- UV: alleen mogelijk in apart recirculatie-bad; heeft weinig effect
filtratie:
> grove filters verwijderen geen micro-organismen

> fijne filters raken snel verstopt
> filtratie heeft geen effect op micro-organismen in biofilms en op vissen
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mogelijke interventies

e verhitting van het water
- alleen als vissen in apart bad zitten
- aparte verwarmingsapparatuur nodig
- door lange afkoeltijd onpraktisch
e verversing van het water
- vissen verdragen geen complete verversing
- continue of gedeeltelijke verversing
reduceert besmetting
- maar bij gebruik steeds nieuwe
verontreiniging
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positieve en negatieve effecten van de behandeling

e weinig over gepubliceerd
e 2 studies over behandeling psoriasispatiénten
- positieve effecten gerapporteerd
> in vergelijking met andere behandelingen
- niet altijd duidelijk of het door de visjes kwam
> combinatie met andere behandelingen
e Zwitserse man met MRSA infectie na vakantie in Spanje
- vis-pedicure
- had al voetschimmel
- geen wateronderzoek
- niet-endemisch MRSA-type, suggereert infectie in buitenland
- geen bewijs oplopen in fish spa
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praktijkonderzoek

e doel: vaststellen van de waterkwaliteit in garra-rufabaden
e bemonstering van baden bij 16 instellingen
- 4 wellness centra
- 1 schoonheidssalon
- 11 fish spa’s
e 24 monsters uit verschillende typen baden
- 15 voetenbaden
- 5 lichaamsbaden
3 handenbaden
1 voeten-handenbad
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analyse van de monsters

e Escherichia coli
- membraanfiltratie > kweek TSA/TBA
e intestinale enterococcen
- membraanfiltratie > kweek S&B
e Pseudomonas aeruginosa
- Pseudalert
e Vibrio spp.
- membraanfiltratie > kweek TCBS
e Aeromonas spp.
- membraanfiltratie > kweek ADA
e nontuberculeuze snel-groeiende mycobacterién
- membraanfiltratie > kweek Middlebrook 7H10/7H11 agar
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resultaten fysisch-chemische parameters

parameter range mediaan opmerking

watertemperatuur 25,0 - 33,2 °C 28,4 °C hogere temp in
lichaamsbaden

pH 6,9 - 8,6 8,1 in zwembaden 7,3
+0,3

troebelheid 0,00 FTU 0,00 FTU parameter niet
bruikbaar

geleidbaarheid 218 - 1423 pS/cm 432 puS/cm 3 hoge waarden bij
1 instelling
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resultaten microbiologische parameters

parameter range mediaan opmerking
kve/100 ml kve/100 ml

0-22 0 kve/100 ml Plesiomonas shigelloides
1E 0 - 310 0 kve/100 ml 1 lichaamsbad hoog
Aeromonas spp. 32 - 1.10° 1.104 in 24/24 baden
P. aeruginosa 1->200 33 in 18/24 baden
Vibrio spp. 2 - 6900 11 in 16/24 baden

V. cholerae non-01/0139
V. vulnificus
in

23/24* baden

. fortuitum

. conceptionense
. abscessus

. chelonae

mycobacterién

*in 1 monster overgroei door schimmels
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resultaten beheer van fish spa’s

parameter aantal ja/nee

filtratie 16 /0
filter per bad 13/3
uv 5/11
ozon 4 /12
UV + ozon 6/ 10
watertemperatuur 15/1
microbiologie 5/11
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resultaten omgaan met vissen

parameter aantal |opmerking
jaZ/nee

vissen dagelijks voeren 8/0
vissterfte noteren 2/6
controle infecties bij vissen 6/ 1

aantal vissen per bad
voetenbad
handenbad
lichaamsbad

<1 - 2 /week
visueel (huid)

50 - 500
50
100 - 1000
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samenvatting praktijkonderzoek

e Aeromonas spp., Vibrio spp. en Pseudomonas aeruginosa aanwezig
in variabele concentraties

e de mate van fecale verontreiniging van de garra-rufabaden in de
steekproef was gering

e de aangetoonde mycobacterién kunnen opportunistische infecties
veroorzaken

e een relatie tussen de manier van water behandelen en de
waterkwaliteit is niet gevonden

e de vissen worden dagelijks gevoerd, de vissterfte is beperkt en
infecties onder de vissen komen niet veel voor
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conclusies praktijkonderzoek

e risico op huidinfecties met aangetroffen bacterién is gering bij een
intacte huid

e risico op huidinfecties is niet uit te sluiten en mogelijk groter bij een
beschadigde huid (verwonding, eczeem, psoriasis), onderliggend
lijden of een verminderde weerstand

e hand-mondcontact bij gebruik van hand- en lichaamsbaden kan als
transmissieroute niet uitgesloten worden
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‘expert opinions’ therapeuten

e Nederlandse Vereniging voor Dermatologie en
Venereologie

- raadt de behandeling af

- veiligheid van de patiénten niet gewaarborgd door
ontbreken van voldoende informatie over risico’s

e Nederlandse Vereniging voor Huidtherapeuten
- past de behandeling niet toe
- noemt de behandeling niet hygiénisch

- behandeling wordt niet aanbevolen voor
psoriasispatiénten
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‘expert opinions’

e Psoriasis Vereniging Nederland

- neutrale opstelling

- beschouwt Garra rufa niet als reguliere behandeling van psoriasis
e arbeidshygiénist

- risico op ziekteverschijnselen bij
beroepsmatig contact klein

- immuungecompromitteerde
medewerkers dienen te alle tijden
het contact met het water en de
vissen te mijden

- medewerkers met onderliggend
lijden of huidaandoeningen
nemen extra beschermende
maatregelen
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advies RIVM

e Centrum Codrdinatie Infectieziektenbestrijding (LCI)

- infectierisico van het gebruik van garra-rufa baden is
voor gezonde personen klein

- personen met een beschadigde huid, onderliggend
lijden of een verminderde weerstand (inclusief
diabetici) wordt ontraden gebruik te maken van garra-
rufa baden

- gestandaardiseerde informatie ontwikkelen en uniforme
eisen t.a.v. hygiéne en waterkwaliteit formuleren is
wenselijk
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internationale situatie

e VS en aantal Canadese provincies
- verbod op fish spa’s
> hygiéne
> apparatuur niet desinfecteren
> aanwezigheid dieren in schoonheidssalons
- CDC is niet bekend met gedocumenteerde gevallen van infecties
e Duitsland
- verboden in sommige deelstaten
> dierenwelzijn
- strenge eisen in andere deelstaten

e Frankrijk
- ANSES adviseert overheid nationale regelgeving

e Belgié %
- ongunstig advies van Hoge Gezondheidsraad

20 FiMM symposium| 3 april 2014
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Efficiénte reiniging en desinfectie
in levensmiddelenbedrijven

Koen De Reu
ILVO — Instituut voor Landbouw- en Visserijonderzoek

Koen De Reu, Valerie Dejonghe, Lara Gorrissen, Geertrui Vlaemynck, Lieve Herman, Marc Heyndrickx,
Joris Robyn

Koen.Dereu@ilvo.vlaanderen.be
Tel: 003292723043

Hygiénisch ontwerp

Een goede reiniging en ontsmetting staat of valt met een adequaat hygiénisch ontwerp van de
gebruikte apparatuur in de levensmiddelenindustrie. We willen deze samenvatting dan ook starten
met het meegeven van een aantal basisprincipes omtrent hygiénisch ontwerp en de kanalen
aangeven waar men meer informatie kan vinden hierover.

De European Hygienic Design and Engineering Group (EHEDG) geeft regelmatig richtlijnen uit
waaraan apparatuur voor de voedingsindustrie zou moeten voldoen om een goede reinigbaarheid te
garanderen. Hoewel het eerder de taak is van de producenten van dergelijke apparatuur om te
voldoen aan deze richtlijnen, is het nuttig om als voedsel producerend bedrijf te weten dat deze
richtlijnen bestaan zodanig dat dit in rekening kan gebracht worden bij de aankoop van nieuwe
apparatuur. Soms kan ook de reinigbaarheid van bestaande apparatuur via relatief kleine ingrepen
volgens de EHEDG principes verbeterd worden. Bij het hygiénisch ontwerp worden
productcontactopperviakken (zowel directe als indirecte) en niet-productcontactopperviakken
onderscheiden. Deze laatste kunnen immers via versleping aanleiding geven tot contaminatie van
het product.

Zowel directe als indirecte contactoppervlakken moeten voldoen aan enkele criteria (EHEDG richtlijn
08:2004, www.ehedg.org): glad, ondoordringbaar, vrij van barsten en scheuren, niet poreus, niet
absorberend, niet contaminerend, niet reactief, corrosiebestendig, duurzaam, niet toxisch en
reinigbaar. Rond transportbanden is een EHEDG richtlijn in de maak. In elk geval zijn PVC
(polyvinylchloride), PA (polyanmide), PU (polyurethaan) en PES (polyethersulfon), conform
verordening EG 1935/2004, materialen en voorwerpen bestemd om met levensmiddelen in contact
te komen. Schakelbanden kunnen een ophoping van vuil veroorzaken. Aandrijfrollers, vertanding,
hoeken, afdichtingen enz. moeten aan bepaalde voorwaarden voldoen. Transportbanden moeten
ook eenvoudig liftbaar zijn om de reiniging te vergemakkelijken.

De constructies moeten in eerste instantie voorkomen dat micro-organismen kunnen binnendringen
in de apparatuur. Daarnaast dient de procesapparatuur goed reinigbaar te zijn, zodat micro-
organismen niet kunnen uitgroeien (bvb. via accumulatie in ‘dode zones’). Een goede intrinsieke
reinigbaarheid van apparatuur vermijdt onnodige kosten door het gebruik van agressievere
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producten, hogere concentraties en langere inwerktijden, hetgeen eveneens gepaard gaat met een
verkorte levensduur van de apparatuur.

Stappenplan reiniging en ontsmetting

Zeer belangrijk om tot een optimale reiniging en ontsmetting te komen is het respecteren van de
juiste opeenvolging van handelingen die zullen bijdragen tot een optimale reiniging en ontsmetting.
In totaal bestaat dit uit maar liefst 12 verschillende stappen.

Allereerst dient de ruimte volledig vrij gemaakt te worden (stap 1). Dit veronderstelt dat alle losse
materialen aan de kant worden gelegd en de vuilbakken leeggemaakt worden. Demonteerbare
onderdelen worden best losgemaakt zodat ze apart kunnen gereinigd worden, eventueel manueel.
Door het demonteren zijn vaak ook moeilijk bereikbare plaatsen gemakkelijker te bereiken voor
reiniging en ontsmetting.

Vervolgens moet al het grof vuil verwijderd worden (stap 2). Dit gebeurt aan de hand van een droge
reiniging met borstel of wisser. Veelal wordt in de praktijk hiervoor de hoge drukspuit gebruikt wat in
feite enkel resulteert in onnodig waterverbruik, watervervuiling, verstoppingen, verdere verspreiding
van het grof vuil, aerosol vorming met vuildeeltjes die later op reeds gereinigde oppervlakken terecht
kunnen komen...

Nadat het grof losliggend vuil verwijderd is, wordt best voorgespoeld met middelhoge druk (25 bar)
om het kleiner losliggend vuil te verwijderen (stap 3). Bij te hoge druk gaat men ook nu het vuil
eerder in het rond spuiten, terwijl te lage druk niet toelaat om het vuil te verzamelen. Belangrijk is
om het vuil te verzamelen en vervolgens op te scheppen en te verwijderen. Vuil verzamelen en
aftrekken naar een afvoerputje resulteert immers in het opstapelen van vuil met als gevolg een
broeihaard van bacterién. Het belang van deze voorspoeling bestaat erin dat nadien het
reinigingsproduct moet kunnen inwerken op alles wat kleeft (vastzittend vuil), dus alle losliggend vuil
moet weg zijn.

Vervolgens wordt gereinigd met een geschikt reinigingsproduct (stap 4), dat gebruikt wordt als
hulpmiddel om het vastzittend vuil los te maken. De inwerktijd van het product moet gerespecteerd
worden, zodat het product voldoende kans krijgt om zijn werking uit te voeren. Belangrijk hierbij is
ook controle van de concentratie van de gebruikte producten. Dikwijls is dit mogelijk via teststrips
(bvb. voor chloor, jood, quats) of via colorimetrische tests. Een combinatie van 4 factoren
(contacttijd, temperatuur, concentratie en mechanische kracht - Sinnercirkel) is noodzakelijk om tot
een goede reiniging te komen. De volgorde van reiniging is eveneens belangrijk: overhangende
delen, hoger gelegen delen en plafonds eerst, waarbij inschuimen en afspoelen gebeurt volgens het
'foam up, rinse down' principe.

Kleine materialen dienen apart gereinigd en ontsmet te worden (stap 5) en vervolgens gestockeerd
te worden in een propere ruimte. Reinigingsmiddelen bevatten ofwel alkalische stoffen zoals loog,
soda, silikaten,..., ofwel zuren zoals fosforzuur, citroenzuur, salpeterzuur enz. Alkalische
reinigingsmiddelen kunnen aangewend worden om eiwitten op te lossen en vetten te verzepen. Zure
reinigingsmiddelen zijn ideaal om roest en kalk te verwijderen. Onder ideale omstandigheden wordt
bij opeenvolgende reinigingen afgewisseld tussen alkalische en zure reinigingsmiddelen. Een geschikt
reinigingsproduct wordt best bepaald aan de hand van de productieomgeving (veel eiwitten, suiker,
vetten, ... aanwezig of juist niet) en ook aan de hand van het type materiaal dat dient gereinigd te
worden. Dit moet overlegd worden met de producent van de reinigingsmiddelen zelf, aangezien deze
vraag zeer specifiek is.
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De volgende stap (stap 6) is het naspoelen. Na het wegspoelen van het reinigingsproduct moet een
visueel schoon oppervlak achterblijven. Een goede spoelwatertemperatuur bedraagt 20-50°C
(warmer droogt sneller, doch te hoge temperatuur zorgt voor kalkafzetting en coagulatie van
eiwitten). Hoewel het veelal niet nodig is om te drogen tussen reiniging en ontsmetting, aangezien
eventueel concentratieverlies van het ontsmettingsmiddel veelal mee ingecorporeerd is in de
formulering van het product, is het absoluut te vermijden dat plassen blijven liggen.

Er dient dus regelmatig water van de vloeren verwijderd te worden (bijvoorbeeld met een wisser)
(stap 7). Het ontsmettingsmiddel kan vervolgens aangebracht worden waarbij ook de nodige
inwerktijd dient in acht genomen te worden (stap 8). Er dient eveneens rekening gehouden te
worden met het feit dat welbepaalde ontsmettingsmiddelen geschikter zijn voor het bestrijden van
welbepaalde organismen (Tabel 1). De meeste ontsmettingsmiddelen zijn gehomologeerd mits
naspoeling (stap 9). Deze naspoeling gebeurt in de praktijk niet steeds en moet gevolgd worden door
een droogstap (stap 10). Na het reinigen en ontsmetten van de productieruimte met apparatuur en
toebehoren moet nog de nodige tijd uitgetrokken worden voor het reinigen en ontsmetten van het
gebruikte kuismateriaal (stap 11). Tot slot moet met behulp van diverse analyses opgenomen in een
meetsysteem (stap 12) de goede uitvoering van de reiniging en ontsmetting beoordeeld worden.

Tabel 1: Werkingsspectrum van verschillende ontsmettingsmiddelen.

Bactericide Virucide Fungicide Sporocide
Mycobact Gram- Gram + Naakte Envelop
Alcoholen + + + - + + -
Glutaraldehyde + + + + + + +
Chloorhexidine (+) (+) + - + (+) -
(biguanide)
Chloorverbind. - + + + + + (+)
lodoforen + + + (+) + + +
Peroxiden (H,0,) + + + + + +
Perazijnzuur + + + + + +
Quats (+) (+) + - + + -

Belangrijk is dat reiniging en ontsmetting best gebeuren gaande van high care productieomgeving
naar een low care omgeving om zo versleep tegen te gaan. Dit geldt eveneens voor de beweging van
werknemers tijdens de productie. De reinigings- en ontsmettingsmiddelen die kunnen gebruikt
worden in de levensmiddelenindustrie dienen hiervoor erkend of gehomologeerd te zijn. Deze
homologaties zijn productafhankelijk en kunnen dus ook verschillen per leverancier.

Meetsystemen voor de beoordeling van reiniging en ontsmetting

De goede uitvoering van reiniging en ontsmetting kan enkel gebeuren met behulp van een optimaal
meetsysteem. Dit meetsysteem bestaat uit 3 hulpmiddelen die elkaar aanvullen: visuele,
microbiologische en ATP controle. Dit meetsysteem moet deel uitmaken van de checklist die wordt
aangewend om de effectiviteit van reiniging en ontsmetting na te gaan. Naast het aanwenden van
het meest optimale meetsysteem, dient eveneens een trendanalyse (= resultaten uitzetten in de tijd
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en interpreteren) uitgevoerd te worden om de resultaten in een breder perspectief te plaatsen
teneinde een optimale reiniging en ontsmetting te garanderen (figuur 1).

Vrijmaken ruimte

l

Verwijderen grof vuil

Voorspoelen
(verwijderen klein loszittend
vuil)

Vuil verzamelen — Visuele controle

- -

Juist reinigen
(verwijderen vastzittend vuil

=
|

Visuele controle

Naspoelen
1 = ATP-Metrie
Juist ontsmetten
Naspoelen — Microbiologische analyse

Figuur 1: Optimaal meetsysteem bestaat uit visuele controle, ATP-metrie en microbiologische
analyse op de daartoe aangewezen tijdstippen tijdens reiniging en ontsmetting.

3.a Visuele controle
Visuele controle dient uitgevoerd te worden na voorspoelen en reiniging om na te gaan of zichtbaar
vuil verwijderd is.

3.b ATP-metrie

ATP-metrie wordt vaak gebruikt in de hygiénecontrole omwille van zijn eenvoud en snelheid. ATP is
aanwezig in alle levende cellen en er kan een onderscheid gemaakt worden tussen microbieel ATP,
vrij ATP (uit beschadigde voedings- of microbiéle cellen) en somatisch ATP (niet-microbieel ATP). Na
swabbing van een oppervlak wordt de hoeveelheid ATP op de swab gemeten ter verificatie van de
efficiéntie van reiniging. Het is een goede maat om organische vervuiling aan te duiden. LET WEL: een
goede correlatie met kiemgetal is niet altijd aanwezig. Dit betekent dus dat ATP-metrie geen indicatie
is voor het verwijderen van microbiologische contaminatie aangezien reeds 10* — 10° kolonies
aanwezig moeten zijn alvorens ATP afkomstig van micro-organismen kan gemeten worden.
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Om resultaten beter te interpreteren is het best een trendanalyse uit te voeren. Hiermee wordt
bedoeld dat over verschillende metingen heen de evolutie van ATP-waarden dient nagegaan te
worden. Indien deze bij opeenvolgende waarnemingen stijgen of fluctueren, kan dit respectievelijk
wijzen op een opbouw van vervuiling of een inadequate reiniging (figuur 2).

ATP-metrie

! ! !

Geen microbiologische
analyse

Meten organische belasting

Trendanalyse

Figuur 2: Belangrijke punten ATP-metrie

3.c Microbiologische analyse

Microbiologische methoden kunnen gebruikt worden om zich een idee te vormen van de algemene
aanwezigheid van micro-organismen (totaal kiemgetal, gisten, schimmels, melzuurbacterién,...) of
om de aanwezigheid van specifieke micro-organismen en pathogenen (Listeria monocytogenes,
Salmonella, ...) te bepalen. Deze microbiologische analyse dient uitgevoerd te worden na ontsmetting
en heeft een tweevoudig doel. Enerzijds dient het als evaluatie van de ontsmetting. Anderzijds kan
het een indicatie geven van mogelijke contaminatiebronnen en -routes van voedselbedervers en
pathogenen, waardoor zij een voordeel bieden ten opzichte van ATP-metrie.

Een belangrijk aspect voor deze methodes is de nawerking van de ontsmettingsmiddelen, waardoor
het moeilijk of onmogelijk is voor de micro-organismen om uit te groeien. Indien niet nagespoeld
wordt na de ontsmetting (wat in de praktijk kan gebeuren) kunnen residuen van de
ontsmettingsmiddelen op de oppervlakten achterblijven en interferentie veroorzaken met de
microbiéle analysemethodes. Om dit te voorkomen bestaan er allerhande neutralisatoren die de
werking van deze ontsmettingsmiddelen teniet doen.

Twee types staalnames kunnen gebruikt worden om de microbiologische analyses te kunnen
uitvoeren: staalname met behulp van 1) agar contactplaatjes (rodac plaatjes) en 2) swabs en
sponsjes. Het gebruik van swabs of sponsjes om een oppervlak te bemonsteren is een gevoeligere
manier om microbiologische ontsmetting te meten. Er bestaan verschillende vormen van swabs, elk
met zijn voor- en nadelen. De kleine katoenen swab is bijvoorbeeld ideaal geschikt voor kleine,
moeilijk te bereiken plaatsen terwijl sponsjes, al dan niet op een stokje, eerder gebruikt worden voor
het bemonsteren van grote oppervlakken.
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3.d Opstellen staalnameplan voor beoordeling van reiniging en ontsmetting

Een goed staalnameplan bestaat uit staalname op verschillende punten, die in direct en indirect
contact staan met het levensmiddel en die verspreid liggen over het gehele productieproces. Deze
punten dienen eveneens wel degelijk gereinigd en ontsmet te worden. Verder dient een zogenaamd
verrassingselement voor de uitvoerders van de reiniging en ontsmetting, ingebouwd te worden: nl.
inbouwen van een afwisseling tussen verschillende staalnamepunten zodat een duidelijk beeld
gevormd wordt van de microbiologische belasting na reiniging en ontsmetting doorheen heel de
productie.

Bedanking

Dit onderzoek werd mogelijk gemaakt dankzij de subsidiéring van het onderzoeksproject
CleanGuideFood door Flanders’ Food en de deelnemende levensmiddelenbedrijven en
toeleveranciers.
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ZET PUNTJES OP DE |

Optimalisatie mogeljjk voor reiniging en desinfectie ...

en tips op een rijtje.

Dankzij de regelgeving inzake voedselveiligheid en de in-
specties van het FAVV is er in Belgié een strikt kader voor
hygiéne in voedingsbedrijven gecreéerd. Dit wordt nog
versterkt door de afnemers die in toenemende mate één of
meerdere kwaliteitsnormen eisen. Dr. ir. Stefan Coghe, We-
tenschappelijk Adviseur bij Flanders’ FOOD: “Daarbovenop
komt nog dat Belgié een beperkte afzetmarkt heeft, waardoor
de levensmiddelenproducenten op export inzetten. Maar om
te kunnen uitvoeren, is een maximale houdbaarheid van de
voedingswaren essentieel. En dat is enkel haalbaar door de
hoogste graad van hygiéne in de processing na te streven.
Vandaar dat de Belgische levensmiddelenbedrijven al ja-
ren grote aandacht aan de reiniging en desinfectie van hun
productieapparaat besteden. Alleen... dit gebeurt nog steeds
naar eigen goeddunken. Er bestaan immers geen algemeen
erkende richtlijnen voor reiniging/desinfecteringstechnie-
ken, water/chemicaliéngebruik en controlefrequentie/in-
spectiesystemen. De manier waarop de reiniging en desin-
fectie vandaag wordt uitgevoerd en gecontroleerd, is veelal
gegroeid uit de combinatie van ‘trial & error’ en informatie
die via seminaries en/of eigen onderzoek werd verzameld.”

NIET OP BEIDE OREN SLAPEN

Vandaag worden de meeste reinigingstaken weliswaar door
professionele schoonmaakfirma’s uitgevoerd. Deze bedrijven
investeren wel degelijk in het vinden van de ‘best practices'.
Tevens wordt ervaring die ze in de ene fabriek opdoen, naar
de andere klant meegenomen. Dr. ir. Stefan Coghe: “Het ma-
chinepark en de manier van werken kan in de voedingssector
echter heel erg uiteenlopend zijn. Dat heeft met de producten
en automatiseringsmogelijkheden te maken: de vleesverwer-
king heeft bijvoorbeeld heel weinig gelijkenissen met pakweg
de fabricatie van chocolade. Hierdoor volstaat het niet om

Belgische voedingsbedrijuen genieten wereldwijd een sterke reputatie inzake
voedselveiligheid. Deze zouden ze niet hebben behaald zonder een efficiént rei-
niging- en desinfectiebeleid. Toch blijkt uit het Flanders” FOOD-project ‘CleanG-
uideFood’ dat een verdere optimalisatie mogelijk is. Enerzijds liggen er op hygie-
nisch vlak nog verschillende verbeterpistes open. Anderzijds zijn er nog heel wat
opties om deze kostenpost te verminderen. We zetten de belangrijkste conclusies

schoonmaak- en desinfectiepraktijken zomaar te kopiéren.
Elke fabriek heeft zijn eigenheden en vereist dus specifiek
maatwerk voor reiniging en desinfectie. De uitbesteding van
deze taken brengt dan ook het risico met zich mee dat de le-
vensmiddelenproducent te veel op zijn beide oren slaapt om-
dat hij ervan uitgaat dat een professionele schoonmaakfirma
alle kennis in pacht heeft.” Dr. ir. Koen De Reu, Groepsleider
Microbiologische Voedselveiligheid van het Instituut voor
Landbouw- en Visserijonderzoek (ILVO) voegt hieraan toe:
“De grondige schoonmaak van infrastructuur en apparatuur
is binnen de sector een evidentie geworden. Maar zowel de
voedingsbedrijven als professionele reinigingsfirma’s doen
er zeker goed aan de toegepaste processen geregeld kritisch
in vraag te stellen. In de loop der jaren zijn immers nieuwere
technieken en producten op de markt gekomen die mogelijks
efficiénter zijn. Of de processing is dermate geévolueerd dat
de reiniging en desinfectie kan worden geoptimaliseerd.”

OP ZOEK NAAR ANTWOORDEN

Omdat bepaalde voedingsbedrijven zich deze vragen stellen
en/of zoeken naar manieren om een langere houdbaarheid
te halen en de voedselveiligheid nog beter te garanderen,
besloot Flanders’ FOOD een onderzoeksproject over deze
materie in haar oproep van 2010 op te nemen. Dit gaf uitein-
delijk aanleiding tot het ‘CleanGuideFood’-project dat in de
periode 2011-2013 werd uitgevoerd. Het betrof een samen-
werking tussen twee kennisinstellingen (namelijk VITO en
ILVO), alsook zeven levensmiddelenbedrijven en tien toe-
leveranciers (machinebouwers, schoonmaakspecialisten,
producenten van reiniging- en ontsmettingsmiddelen, een
laboratorium, een bedrijf betrokken bij automatisering in
de levensmiddelenindustrie, ...). De opzet van ‘CleanGui-
deFood’ bestond er enerzijds in de bestaande reiniging en



desinfectie kritisch in vraag te stellen en
anderzijds na te gaan waar optimalisatie
mogelijk was, en dit zowel op het vlak van
hygiénisch resultaat als kostenefficién-
tie en controle. ILVO concentreerde zich
voornamelijk op ‘Open Plant Cleaning’
(niet-geautomatiseerde reiniging en ont-
smetting van de productie-uitrusting en
zijn omgeving), terwijl VITO zich op het
CIP-gebeuren toelegde. In concreto werd
een inventaris gemaakt van de gebruikte
schoonmaaktechnieken, processen, mid-
delen en apparatuur in de Belgische voe-
dingsindustrie, aangevuld met nieuwighe-
den in de markt en informatie die via de
literatuur werd verzameld. Tevens werden
de toepassingsmogelijkheden van nieuwe
technieken onderzocht. Ook werden de
meet- en controlesystemen om de goede
uitvoering van de reiniging en ontsmet-
ting te bepalen, onder de loep genomen.
Tenslotte werd een grondige analyse ge-

daan van de schoonmaakpraktijken op be-
paalde productielijnen of afdelingen bij de
participerende voedingsbedrijven, waarna
samen met deze fabrikanten voorstellen
voor optimalisatie werden uitgewerkt.
Deze werden vervolgens effectief uitge-
voerd en geévalueerd.

RUIMTE VOOR
OPTIMALISATIE

Uit de cases bleek dat de Belgische levens-
middelenproducenten op het vlak van hygi-
ene goed scoren. Dr. ir. Koen De Reu: “Maar
er is zeker nog ruimte voor optimalisatie.
Veelal situeren de problemen zich (letter-
lijk) in de kleine hoekjes. Zo stelden we vast
dat kleine, moeilijk te reinigen onderdelen
die direct in contact staan met het levens-
middel vaak zonder demonteren mee met
de grote oppervlakken en ruimtes worden
gereinigd en gedesinfecteerd. Samen met
de bedrijven werd op de verschillende pro-
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Dr. ir. Stefan Coghe, Wetenschappelijk
Adviseur bij Flanders’ FOOD

ductielijnen onderzocht welke van die on-
derdelen best afzonderlijk (al dan niet na
demontage) en eventueel via een ander pro-
tocol schoongemaakt dienen te worden.”

VOLGENS DE REGELS VAN
DE KUNST

Wat ook uit het onderzoek bleek, is dat het
schoonmaken echt wel op de juiste manier
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Automatische reiniging en desinfectie van
een transportband (ILVO-Van Hoecke Auto-
mation)

dient te gebeuren. Dr. ir. Stefan Coghe: “Zo
is een goede uitvoering van het inschuimen
onontbeerlijk om een goede contactduur te
bekomen. Bij verticale oppervlakken is het
belangrijk om van links naar rechts in te
schuimen. De verschillende lagen moeten
goed op elkaar aansluiten, en dit zonder
overlap. Want overlappende delen wegen
zwaarder door, waardoor ze sneller zullen
afzakken en de contacttijd daalt (‘foam up
rinse down'-principe). Om diezelfde reden
is het belangrijk om onderaan te begin-
nen en naar boven toe te werken. Door de
zwaartekracht zouden de verschillende
lagen anders over elkaar afzakken, waar-
door de contacttijd weerom daalt. Naast
de contactduur, ontstaat er ook een micro-
scopische mechanische kracht wanneer de
belletjes van het schuim in een spiraalvorm
afzakken. Afspoelen moet dan weer van bo-
ven naar beneden gebeuren. In dit kader is
het trouwens interessant om na te gaan of
je schuimmiddel voldoende sterk is, zodat
de juiste contacttijd wordt gerespecteerd.

Een groot voordeel van schuimreiniging
is dat het toelaat om visueel te controleren
wat er allemaal al is ingeschuimd. Boven-
dien bekom je met deze techniek een goede
dekking, is het veilig in gebruik en worden
er nagenoeg geen aerosols gevormd, zoals
bij hogedrukreiniging.” Dr. ir. Koen De Reu
gaat verder: “Ook is het belangrijk om alle
stappen uit te voeren. Het volstaat niet om
de oppervlaktes enkel en alleen met hoge-
druk te reinigen. Aanwezig vuil wordt op
deze manier immers soms eerder verplaatst
dan verwijderd. Tevens kan er aerosolvor-
ming optreden, waarna tot zelfs een uur
na de reiniging afzetting van vuil mogelijk
is. Om dit te vermijden, is het belangrijk
om eerst het grof loszittend vuil manueel
weg te vegen of weg te trekken, daarna
het kleiner loszittend vuil weg te spoelen
(voorspoeling) en pas dan het oppervlak
met reinigingsmiddelen te behandelen om
het vastzittend kleiner vuil te verwijderen.
Vergeet niet dat een goede reiniging en ont-
smetting uit meer dan tien stappen bestaat:
schep vrije ruimte rond de toestellen, de-
monteer de installaties, neem het grof vuil
weg, doe een voorspoeling, reinig met een
geschikt reinigingsmiddel, spoel na, laat al-
les drogen, desinfecteer met geschikt des-
infectiemiddel, spoel nog eens na, reinig en
ontsmet de losse componenten en reinig/
desinfecteer tenslotte het poetsmateriaal.
Ik wil nog opmerken dat het in bepaalde
gevallen mogelijk is om een product aan de
voorspoeling toe te voegen dat de opper-
vlaktespanning van het water wegneemt.

Hierdoor wordt het bevochtigend vermo-
gen van het water groter, waardoor het
kleiner loszittend vuil beter kan worden
verwijderd. Bovendien heeft het product op
zich ook al een eerste reinigende werking.”
Dr. ir. Stefan Coghe: “We bemerkten nog
andere probleemgebieden. Zo wordt soms
eerst het gelijkvloers gereinigd, en pas dan
de bovenverdiepingen. Maar op die manier
is de kans groot dat er vuil op reeds schoon-
gemaakte installaties en infrastructuur van
het gelijkvloers neerslaat. Zoals Koen al
aangaf, is een belangrijk aandachtspunt de
druk die bij de reiniging wordt gebruikt.
Als deze te hoog is, zal het schoonmaakwa-
ter rondspatten en eventueel al gereinigde
toestellen opnieuw contamineren. Een ge-
bied waar eveneens nog werk aan de winkel
is, betreft het onderhoud en reiniging van
de schoonmaakapparatuur. Als deze syste-
men niet meer naar behoren werken, is het
hek immers van de dam.”

WAAROM NIET
AUTOMATISEREN?

Tijdsgebrek van de schoonmaakploeg kan
ook roet in het eten gooien. Dr. ir. Stefan
Coghe: “We moeten realistisch zijn: die
mensen hebben maar X uur om hun taak uit
te voeren. Er zou meer personeel kunnen
worden ingezet, maar in deze economisch
moeilijke tijden is het moeilijk om deze ex-
tra kost te maken. Toch zijn er manieren
om het probleem op te lossen. Zo kunnen
de operators na hun shift kleine compo-
nenten demonteren of losmaken. Eventueel
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kunnen deze dan op één of enkele plaatsen
worden verzameld om ze dan door de kuis-
ploeg gegroepeerd te laten schoonmaken.
Belangrijk hierbij is wel dat de gereinigde
onderdelen pas terug worden geplaatst of
gemonteerd eenmaal de basisinstallatie en
omgeving volledig proper is. Anders is het
natuurlijk water naar de zee dragen.” Dr.
ir. Koen De Reu: “Een andere optie bestaat
erin bepaalde schoonmaakprocessen te
automatiseren. Zo hebben we, samen met
een bedrijf werkzaam in de automatisering,
een systeem ontworpen dat twee types
transportbanden automatisch reinigt en
desinfecteert. Naast de tijdwinst die deze
oplossing voor het schoonmaakpersoneel
oplevert, is er het bijkomende voordeel dat
altijd de juiste hoeveelheid water en chemi-
calién wordt gebruikt. Dit is nog maar één
van de vele voorbeelden, wanter zijn tal van
automatiseringsmogelijkheden.”

VOLG EHEDG

Voor de rest wees het onderzoek uit dat het
volgen van het EHEDG-principe belangrijk
is. Dr. ir. Koen De Reu: “Een goede reini-
ging en desinfectie staat of valt namelijk
met een adequaat hygiénisch ontwerp van
de apparatuur. De European Hygienic En-
gineering & Design Group (EHEDG) geeft
regelmatig richtlijnen uit waaraan sys-
temen voor de voedingsindustrie zouden
moeten voldoen om een goede reinigbaar-
heid te garanderen. Hoewel het eerder de
taak van de toeleveranciers van dergelijke
apparatuur is om deze richtlijnen te volgen,

is het nuttig dat de levensmiddelenprodu-
centen ze kennen en in rekening brengen
bij de aankoop en installatie van nieuwe
systemen. Trouwens, soms is het mogelijk
om de reinigbaarheid van bestaande ap-
paratuur te verbeteren door middel van re-
latief kleine ingrepen volgens de EHEDG-
principes. We hebben ook ontdekt dat het
in low care zones, die in bepaalde bedrijven
enkel maar worden gereinigd, ook nut-
tig kan zijn om pakweg één keer per week
eveneens te desinfecteren. Op deze manier
kan de infectiedruk van bederforganismen
en pathogenen beter onder controle worden
gehouden en verkleint het risico op versleep
naar de high care zone.”

OOK CONTROLE

OPTIMALISEREN

Een belangrijk aspect van het onderzoek
was het opstellen en optimaliseren van een
meetsysteem om de effectiviteit van de toe-
gepaste reiniging en desinfectie te evalue-
ren. Dr. ir. Koen De Reu: “De goede uitvoe-
ring van de reiniging kan bijvoorbeeld met
behulp van eenvisuele controle en ATP-me-
ting gebeuren. Deze laatste kan vuilresten
die visueel onopgemerkt zijn, toch aan het
licht brengen. De uitvoering is snel (slechts
enkele seconden), erg eenvoudig en ter
plaatse realiseerbaar. Het is belangrijk dat
alle vuil wordt weggenomen vooraleer tot
desinfectering wordt overgegaan. Want an-
ders zal het desinfectiemiddel met het nog
aanwezige vuil reageren, wat in een onvol-
doende afdoding van de micro-organismen
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Dr. ir. Koen De Reu, Groepsleider Microbio-
logische Voedselveiligheid van het Instituut
voor Landbouw- en Visserijonderzoek (ILVO)

resulteert. Slechts in één van de participe-
rende bedrijven werd de goede uitvoering
van de reiniging via ATP-metrie gecon-
troleerd vooraleer de desinfectie mocht
worden aangevat. Op dat vlak kunnen de
levensmiddelenproducenten dus nog beter.
Of de desinfectie correct is uitgevoerd, kan
dan weer door middel van microbiologische
analyses worden nagegaan. Hiertoe kan je
contactafdrukplaatjes gebruiken, maar
deze techniek is niet altijd toepasbaar (bij-
voorbeeld in moeilijk bereikbare plaatsen)
en geeft niet altijd voldoende garantie dat
de controle goed is. We hebben in ‘Clean-
GuideFood’ bijkomende, gevoeligere tech-
nieken, zoals swabmonsters, onderzocht.
Samen met de deelnemende levensmid-
delenbedrijven werd ook nagegaan welke
microbiologische parameters het best in
het meetsysteem worden opgenomen en
hoe bestaande systemen konden worden
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geoptimaliseerd. Het bemonsteren van de
meest kritische punten voor reiniging en
ontsmetting is essentieel. Maar daarnaast
adviseren we om een verrassingseffect in te
bouwen: zorg dat de punten voor staalname
niet altijd op voorhand zijn gekend door de
personen die de reiniging en ontsmetting
uitvoeren. Tenslotte hebben we tools aan-
gereikt om de evolutie in de tijd en dus een
trend van resultaten bij te houden.”

KOSTENEFFICIENTERE CIP

Inzake CIP wees het onderzoek uit dat er
vooral op het vlak van kostenefficiéntie
vaak nog een grote optimalisatie mogelijk
is. Johan Ceulemans, Onder-
zoeker bij VITO: “We bemerk-
ten dat er bij sommige deel-
nemende bedrijven aan een te
hoge temperatuur wordt gerei-
nigd omdat ze op zeker willen
spelen. Het is evident dat een
verlaging van de temperatuur een energie-
besparing kan opleveren. We raden de voe-
dingsbedrijven aan om dit eens met hun
chemicaliénleverancier te bespreken en de
reinigingsefficiéntie goed te controleren.
We zagen ook dat de reiniging — en dan
specifiek de spoelfasen - veelal in tijd kun-
nen worden ingekort. In bepaalde gevallen
volstond zelfs één derde van de toegepaste
spoeltijd! Wanneer dit wordt geoptimali-
seerd, verkrijgt de levensmiddelenprodu-
cent enerzijds bijkomende productietijd
en anderzijds wordt de hoeveelheid afval-
water sterk gereduceerd. De fabrikanten
kunnen zelf nagaan of ze de reiniging in

In 2014 start het project ‘KILLFIM" waarbij het accent op biofilms wordt gelegd.

tijd kunnen inkorten, bijvoorbeeld door
de geleidbaarheid van het spoelwater op te
volgen. Tenslotte blijkt dat het belangrijk
is om de meest efficiénte chemicalién in de
juiste dosis (niet te hoog) te gebruiken. We
raden de voedingsbedrijven dan ook aan
om hun chemicaliénleveranciers geregeld
te vragen naar nieuwe ontwikkelingen in
hun gamma.”

NOG MEER
MOGELIJKHEDEN

De optimalisatie van CIP ligt echter niet
alleen in een juiste temperatuur en reini-
gingstijd of het correct aanwenden van che-

“De Belgische levensmiddelenbedrijven
besteden grote aandacht aan de reiniging
en desinfectie. Alleen gebeurt dit
nog steeds naar eigen goeddunken.”

micalién. Ook dienen bedrijven aandacht te
hebben voor technologie en het hygiénisch
design van onder meer het CIP-station en
leidingnetwerk. DE EHEDG-richtlijnen
zijn hiertoe een essentieel houvast. Johan
Ceulemans: “Daarnaast zijn er bepaalde
technologische ingrepen die tot een gro-
tere kostenefficiéntie kunnen leiden. Zo is
het bij sommige CIP-stations mogelijk om
een deel van het reinigingswater te herge-
bruiken. Denk maar aan naspoelwater dat
nadien voor de voorspoeling wordt aange-
wend. Deze ingreep heeft niet alleen een
positieve invloed op het waterverbruik,
maar ook op de hoeveelheid afvalwater!

Het kan eveneens interessant zijn om
warme CIP-vloeistoffen (zoals loog) in ge-
isoleerde tanks op te slaan. Op die manier
vereist de effectieve reiniging minder ener-
gie. Ga ook na of de circulatietijden niet on-
nodig lang zijn. Een maximale recuperatie
van chemicalién is eveneens aangewezen.
Dit kan door het juist instellen van onder
meer het setpunt van de geleidbaarheids-
meting. ‘CleanGuideFood’ heeft uitgewezen
dat oudere CIP-installaties verschillende
optimalisatiemogelijkheden hebben op het
vlak van hygiénisch design. Denk maar aan
slecht geplaatste leegmelding, slechte con-
ductiviteit- of temperatuurmeting, foutieve
processturing (bijvoorbeeld geen correcte
routing), ... De eerste fase van een opti-
malisatietraject bestaat dus altijd uit een
evaluatie van de huidige CIP en dit zowel
naar ontwerp, installatie als programma-
tie. Tenslotte wil ik er nog op wijzen dat
het erg belangrijk is om de CIP-controle-
instrumenten (zoals geleidbaarheid-, druk-
en flowmeters, ...) goed te onderhouden en
te calibreren. Hou er ook rekening mee dat
de rubberen dichtingen kunnen verslijten.
Wanneer deze in de leidingen terechtko-
men, kunnen ze sproeikoppen verstoppen,
waardoor de reiniging niet
meer verloopt zoals wordt ver-
wacht. Vandaar dat we aanra-
den om op regelmatige tijdstip-
pen een visuele controle van
de kritische CIP-onderdelen
uit te voeren. Deze inspecties
kunnen eventueel in het bestaande onder-
houdsplan worden opgenomen.”

BIOFILMS ONDER DE LOEP

‘CleanGuideFood’ werd in april dit jaar be-
eindigd, maar wordt begin 2014 vervolgd
met het nieuwe project ‘KILLFIM’. De be-
doeling is tot een betere controle van bio-
filmvorming in de productieomgeving te
komen, om zodoende een langere shelflife
te garanderen. Want zelfs een grondige rei-
niging en desinfectie blijkt de vorming van
biofilms niet altijd te kunnen tegenhouden.
Dr. ir. Stefan Coghe: “Eigenlijk is er vrij
weinig geweten over dit fenomeen op zich,
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de manier waarop biofilms kunnen worden
bemonsterd en opgespoord, welke bacterién
ze bevatten en wat hun chemische samen-
stelling is. Dat zijn zaken die we, samen met
vijf onderzoeksgroepen (Laboratorium voor
Enzym-, Fermentatie- en Brouwerijtechno-
logie van KAHO Sint-Lieven, Laboratorium
voor Voedingsmicrobiologie en -biotechno-
logie en Laboratorium voor Microbiologie
van UGent, Eenheid Technologie en Voe-
ding van ILVO en het Centre of Microbial

and Plant Genetics van de KU Leuven) en
twaalf levensmiddelenbedrijven/toeleve-
ranciers, zullen onderzoeken. Daarnaast
willen we nagaan of er een link is tussen de
organismen in de biofilms en de organis-
men die voor het bederf van levensmiddelen
zorgen. Tevens willen we onderzoeken of in-
hibitoren de vorming van biofilms kunnen
verstoren. Bedrijven die interesse hebben,

kunnen zich trouwens nog altijd bij dit pro-

ject aansluiten. De resultaten zullen begin

2016 beschikbaar zijn.” Il

NIEUWE TECHNIEKEN

Naar aanleiding van het CleanGuideFood-project organiseerden
Flanders’ FOOD en Agoria op 26 februari 2013 bij ILVO de demo-
workshop ‘Hygiene for Food'. Tijdens dit event werden verschillen-
de innovatieve reiniging- en controletechnieken/middelen onder de
loep genomen en in de Food Pilot in Melle gedemonstreerd. Een
greep uit de demo’s:

Droogijsstralen: bij deze methode wordt niet met water gerei-
nigd, maar wel met kooldioxide pellets (CO, op -78°C). Foodgrade
CO, (E290) wordt in gasfase gekoeld tot -80°C en sublimeert naar
vaste fase onder atmosferische druk (1-10 bar). Het kan een goed
alternatief bieden voor plaatsen waar niet met water kan worden
gereinigd, alsook ook voor de semi-automatische reiniging van
transportbanden. De techniek is ideaal voor het verwijderen van
plakkerig vuil, zoals deeg of chocolade. Voordelen zijn snelheid, mi-
lieuvriendelijkheid en zachtheid. Bovendien heeft droogijsstralen
een beperkte desinfecterende werking.

Ultrasoon reinigen: interessante reinigingstechniek voor kleine
materialen met moeilijk bereikbare oppervlakken en voor kwetsba-
re oppervlakken die niet met mechanische of chemische middelen
kunnen worden gereinigd. In een ultrasoon bad zijn er elementen
ingebouwd die in de vloeistof trillen. Hierdoor ontstaan en implo-
deren oneindig veel kleine gasbellen, wat resulteert in schokgolven
die het vuil van de stukken slaan. De oplossing is vergelijkbaar met
de reinigende werking van oneindig veel microborstels. Het grote
voordeel is dat er ook op zeer moeilijk bereikbare plaatsen kan
worden gereinigd. Dit proces biedt een hoge reinigingskwaliteit en
overtreft de conventionele methodes op het vlak van gebruiksge-
mak en eindresultaat.

Tectobiotische reiniging: via verneveling wordt eerst een op-
lossing van peroxiden verneveld voor de afdoding van de aanwezige
organismen. Binnen het uur wordt een oplossing met gezonde en
veilige organismen in een droge mist (druppelgrootte geschat op 5

Johan Ceulemans, Onderzoeker bij VITO

a 10 um) verneveld, dit om de oppervlakken te koloniseren en in
competitie te gaan met organismen die door hun biofilm worden
beschermd.

Unidine®-systeem: water en lucht worden onder druk met elkaar
vermengd in de Undine® tweefasen mengkamer. Dit systeem is erg
klein, waardoor het op nagenoeg elke productielijn of machine kan
worden geinstalleerd. Het biedt een uitstekende reiniging met een
zeer laag waterverbruik. De techniek is gebaseerd op de erg hoge
snelheid waarmee de minuscule waterdruppeltjes circuleren. Deze
werken met £ 900 km/uur als ‘naaldjes’ op het vuil in. ledere ver-
vuilde plek wordt vele keren geraakt, echter zonder het oppervlak te
beschadigen. Toepassingsmogelijkheden: transportbanden, slacht-
lijnen, filters, zeven, ...

Enzymatische reiniging: enzymen breken het vuil en de orga-
nische reststoffen gedeeltelijk af, met als gevolg dat minder conven-
tionele (biologisch niet-afbreekbare) chemicalién moeten worden
ingezet. Omdat de enzymen natuurlijke eiwitten zijn, beschadigen
ze de apparatuur niet. Ze zullen tevens de afvoerleidingen reinigen,
wat de kans op verstoppingen vermindert.

DetectieKit voor Biofilms: kit van Realco waarmee in een paar
minuten kan worden vastgesteld of een oppervlak met minerale
resten, organische reststoffen of een biofilm is gecontamineerd.

In het kader van het, in 2014 gelanceerde, NIB project F3 (Food
Factory of the Future) zullen Flanders’ FOOD, Agoria, Sirris en
Agentschap Ondernemen bedrijven ondersteunen bij de introductie
van nieuwe technologieén. Ook voor het afdoden van micro-orga-
nismen aan de oppervlakte van contactmaterialen (zoals transport-
banden, machineonderdelen en verpakkingen) zijn er verschillende
innovatieve decontaminatietechnieken beschikbaar. Enkele voor-
beelden die in het kader van F3 uitvoerig aan bod zullen komen,
zijn intensieve lichtflitsen, UV-C decontaminatie en cold plasma.
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Introduction

Top 10 causes of foodborne disease outbreaks in US CDC 2006: MMWR 55(SS10):1-34

Contamination Growth Survival
1.  Keeping food at room temperature for several hours 29%
2. Manual contact with food by food handler 25%
3. _Insufficient cleaning of apparatus 22%
4. Contact with infected person or carrier 20%
5. Breach in the cold chain 19%
6. Cross contamination with raw animal products 12%
7. Insufficient cooking 11%
8. Raw ingredients contaminated by animal of environment 11%
9. Slow cooling 11%
10. Inadequate heat treatment (temperature/time) 10%
Cheese 11 months — 7 years
Fish Few months — 4 years
lce cream 7 years
Meat Few months — 4 years ..
; l Poultry 12 years Tompkin (2002) }}1




Persistent contamination: biofilm

Insufficient and delayed cleaning and disinfection (C&D): chance of
biofilm formation
- Attachment of bacteria to surfaces and gradual build of biofilm
- High numbers
- Less sensitive micro-organisms

GROWTH & EXOPOLYMER ATTACHMENT
DIVISION PRODUCTION OF OTHER

OF & BIOFILM ORGANISMS TO
BACTERIA FORMATION BIOFILHM

{hrs.-days) {hrs.-days) (days-months)

REYERSIBLE IRREYERSIBLE

ADSORPTION ATTACHMENT

OF BACTERIA OF BACTERIA
{sec.) {sec.—-min.)

sl

2o

L
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CleanGuideFood

* [LVO-T&V - VITO

« Efficient cleaning and disinfection in the food industry

FLANDERS’
FOOD

 ILVO-T&V: Open plant cleaning
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Order of C&D

ROADMAP IMPORTANT FOR EFFICIENCY

Create free space + disassembling
Remove coarse dirt

Pre-rinse

Cleaning with product

Post-rinse

Drying

Disinfection

Post-rinse

Drying

10. C&D of loose material

11. Cleaning and storage cleaning tools
12. Adequate evaluation

ILVO @®-coorcr
Insftut voor Landbouw,~Eh Visserijonderzock ]
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Cleaning products

TYPES OF CLEANERS

Alkaline cleaning

o Most applied
o NaOH, KOH, carbonates, ...

o Biofilm: EPS swells R ¥\

— better soluble

Acid cleaning
Mineral deposit alkaline cleaning
1/4 (weekly cleaning) — 1/5 (daily cleaning)
Corrosive: only stainless steel
Biofilm: EPS not soluble
— density 1

O .FOOD PILOT
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Cleaning products

TYPES OF CLEANERS

e Chlorinated cleaners Concentration

o Proteins (oxidation) # | Temperature

* Enzymatic cleaning

o Specificity
Sinner Circle
O .FOOD PILOT yw\
s o 8?(\]



Cleaning products

ADDITIONAL COMPONENTS (1)

;M Moistening

A

. M :&‘ Emulsification

WS Detergent
W‘H - - = Surfactant
R = Tensio-active
; E i E; E Disperse

ILVO (@@ coorior 59
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Cleaning products

ADDITIONAL COMPONENTS (2)

 Surfactants « Solvents
o Anionic o Lubricants
= Foam
o Neutral  Inhibitors
= Foam inhibition .
o o Corrosion
o Kationic

» Limited detergent
= Biocidic (e.g. quats)

Threshold agent
o Chrystal growth

« Softeners
o Phosphates, EDTA
o Biofilm: Complexation alginate
— destabilisation

O .FOOD PILOT )%V;%\
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Cleaning

TECHNIQUES (1)

 Manual cleaning * ‘High’ pressure cleaning
o  Material o Pre-rinse
»  Perzone o 80-150 bar — < 45 bar recommended
= Disposable o Nozzle
= Disinfectants o Disadvantages

. Relocation of dirt
. Aerosol formation
. Contact time

o Post-rinse
Contact time
. Spray hose

 ‘Low’ pressure cleaning

11 ?{\-_,




Disadvantages of ‘high’ pressure cleaning

AEROSOLS, RELOCATION OF DIRT AND BACTERIA

Before C&D  After C&D  Before C&D After C&D
Industry 1 Total bacterial flora 190 cfu/m3® 360 cfu/m3 48 cfu/m3 480 cfu/m3
Industry 2  Total bacterial flora 180 cfu/m3 3000 cfu/m3

O .FOOD PILOT )%W}%\

I 12173
- =2



Cleaning
TECHNIQUES (2)

 Foam cleaning
o Foam up — rinse down

©)

Importance equipment (100L = 0,2L cleaner + 9,8L H,O + 90L air)

» Portable systems: wetter foam
o Visual, good coverage, less aerosols, microscopic mech. force, ...

I L O .FOOD PILOT Nﬂ\
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Cleaning

TECHNIQUES (3)

« Gelling « Ultrasonic cleaning
o Longer contact time
o No mechanical force « CIP
o Cleaning In Place
« Soaking
o No mechanical force
=  Scrubbing
=  Ultrasonic bath
« Dryice blasting (CO,) DiovideGes g |
o Sublimation g — s (- 80°C, atm. pressure (1-10 bar); i
o  Mechanism: dry, weft effect, thermo shock, T s =
micro-explosion o Bk

Corrosive
deposit

O .FOOD PILOT M
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Efficiency cleaning techniques

COMPARISON OF A RANGE OF CLEANING TECHNIQUES

Factory generated biofilm assessed by direct epifluorescent microscopy
assessment of area covered and swabbing for total viable count (TVC) analysis

Mean

percentage  Mean TVC

area coverage (cfucm 7)
Cleaning treatment (S.D.) (S.D.)

Control untreated biofilms 98-4 (3-4) -7 x 10° (5-0 x 10°
Gel detergent plus low 82-7(185) 1-6 x 10° (34 x 107

Mechanical floor scrubber — 0-4 (0-4) 6-6 x 10° (6:7 x 10°)

High pressure spray wash ~ 0-1 (0-0) 89 x 10* (7-6 x 10%
actory clean (low pressure 95-1 (3- 5 X 50 x
rinse, disinfection, rinse)

. AR
™ Foop piLoT Gibson et al. (1999), JAM 15’7:}\;



O .FOOD PILOT :b\vﬁ\
fiut voor Landbouw,En Visseifonderzock | 16 ?(\J



Disinfection

TECHNIQUES

e Warm water « Manual

¢ Steam * Soaking
* Heat * Spraying
* Chemical * Foaming

* Fumigation * Fogging

n
N 2




Disinfection: sensitivity

SENSITIVITY OF ORGANISMS DIFFERS ...

Gram-neg. Large Enveloped
Mycobacteria  bacteria naked viruses  viruses
Bacterial Small Gram-pos.
spores naked viruses  Fungi bacteria

Russel (2003)
McDonnel and Russel (1999)

AL
1 8%}(\;
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Disinfection: sensitivity

... DEPENDING ON THE USED BIOCIDE ...

=
 mycobacteria_Gram-_Gram+ | naked envelope| |
| Acohols |+ G+ -+ | (o [ ()

chlorhexidine )
el w0 @ | -] 0 | O
lodophores |+ [+\ 4+ | (1) o+ | o+ | /& |

Peraceticacid |+ \e/ o+ |+ o+ | o+ | \s)
_quats | (O 1 . | | ()

Legislation on biocides: McDonnel and Russel (1999)

http://www.health.belgium.be/eportal/Environment/Chemicalsubstances/Biocids/index.htm

IL O .FOOD PILOT 19»%



http://www.health.belgium.be/eportal/Environment/Chemicalsubstances/Biocids/index.htm
http://www.health.belgium.be/eportal/Environment/Chemicalsubstances/Biocids/index.htm
http://www.health.belgium.be/eportal/Environment/Chemicalsubstances/Biocids/index.htm
http://www.health.belgium.be/eportal/Environment/Chemicalsubstances/Biocids/index.htm

Disinfection

... DUE TO DIFFERENT MECHANISM ...

Spore core Leakage of
- glutaraldehyde intracell. comp.
- H,0, - quats
- chlorhexidine
Cortex \ ®e% P Cytoplasm
- CRAs oo ? - chlorine comp.
- glutaraldehyde ° - glutaraldehyde
- H202
Bacterial Vegetative - quats
spore bacterium - phenols
. j Virus Fungi
Nucleic acid
- CRAs 5> NN
- peracetic acid
8\ 6590 O
Capsid %
- alcohols
-CRA /
- glutaraldehyde
- iodine Lipid envelo
- peracetic acid E ants P) Cloete (2003)
- phenols - chlorhexidine
- alcohols

; I L !‘ O .FOOD PILOT 'yﬁ\
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A Iodine (acidic based)
B Glutaraldehyde plus quaternary
ammoniumn
I 2 O L E O F O RGAN I C F O U L I N G C Peracetic acid plus hydrogen peroxide
, D Iodine
o L o ] ] E Quaternary ammonium plus hydrogen
Bacteriocidal acitivity of 7 disinfectants against 3 pathogens of pigs peroxide
I3 Quaternary ammonium
G Peroxygen
Bacteria | Disinfect Test TOMTITONS
Low organic matter High organic matter
TC 0 C 20°C TT 0T 20°C
30 pun 60min 30 mm 60mn 30 min 60min 30 mun 60min 30 mun 60min 30 min 60min
HP~ A II000 [[/I000 [I000 [[/000 /000 |[/WOD0 (00 [WAO0 [[WA00 |00 [[WAW00 | WAOO
B TI000 [[00F [I000 [ [/000 | 0D | [TWODD [ W00 [WAO0 [ W00 |00 [ W00 [ WAD0
C 100  [1100  [1100  [1100  [17100 | 1100 | NEWN0I | NEWIOD | NEWA0 | NEWi00 | NEWi0] | NENA0T |
D vio  Jvio  [vio  [1i00  [vieo | 1ico [ NG | SN | NENNGD | NENN0T | SENN | SR
E T400 (00 (@00 (400 (@00 |[TH00 (@00 [WP00 2[00 |00 [[@00 [ W00
F LS00 (SO0 (SO0  [WSO0 (800 |00 [WP00 | W@00 [W200 [PO0 | A0 | A0
G I5000 [[s000 [[W5000 [[/S000 [[U/S000 |[S000 |[I000 [ #/A000 | (/G000 | [U/H000 [ W/i000 | /000
SH* A D400 [[WS00 |S00 [TS00 |00 | [WSo0 | INEWNON | NEMNNOD | Doc | OO0 | WWO0 | WBO0
B U100 [1200  [1100  [1200  [17100  [1000 | NEWN0U | NEWI00 | NEWI | NEWI0 | NEWiU | NEWW0
C 100 [1100  [1100  [1100  [17100 | 1100 | NEWNOI | NEWIOD | NEWA0O | NEWI00 | NEW0] | NEWA0T |
D NE U100 |NE1/100 | NE1/100 | NEV100 | NE1/100 | NEU100 |NEV/I100 | NELI100 NEL100 | NEL100 | NEU100 | NEV100 |
E 1100 [1100  [1100  [1100  [17100  [1100 | NEWW00 | NEWE00 | NEWIU | NEWI00 | NEWIU | NEWm0
F NEWA0] | NEWADS [ 1100 [ 1100 [ 17100 | 1100 | NEWAOD | NEWIOD | NEWA0O | NEWAO0 | NEWA0U | NEWA0T |
G NE U100 [NE1/100 [ NE1/100 [ NEV/100 [ NE1/100 | NEU100 [NEVI00 | NEL100 NEU100 [ NE1/100 [ NEU100 | NE1100 |
Ss# A IS00 [[S00 |[S00 [ /i0O0 | /i000 |[I/0O0 |00 |00 [0 |00 | W00 | SO0
B IH00 [[H00 |[S00 [[MSO0 |WS00 |[/SO0 [ [WA00 | MO0 [ MO0 MO0 | MO0 | TAO0
C 1200 [1200  [1200 1200  [1200 1400 | NE0Y | NEWAO0 | NEWAOD | NEWI0 NET0 | FEWE0 |
D 1/100 1/100 1/100 17200 1100 7200 | NENN0Y | NEWNOU | NEWA0 | NEWiOU | NEWN00 | NENE0T |
E WIOD0 | WA0OD /00 | [AOOC U000 | [0O0 [U00 [ W00 [ W00 [[MOD | [TM00 | iS00
F T200 [[WS00 [[W00 | SO0 |[WM00 SO0 [ [WOD | WW00 [ W00 [WWO0 [ @00 [ WA00
G 100 [1100  [1100 [1200 [17100  [1100 | NEWN0I | NEWEOD | NEWA0 | NEWI00 | NEW0] | NENE0T |

* Haemophilus parasuis - field 1solate P600194/1/06. Isolated from porcine lung (from a case of Glasser's disease)

~ The key for the disinfectant compounds 1s given 1 Table 2

* Staphyvlococcus hyicus - field isolate P502515/1/06. Isolated from porcine skin (greasy pig disease outbreak) -
# Streptococceus suis - field 1solate P50257/2 (serotype III). Isolated from porcine meninges (meningitis outbreak) Thomson et al . (2007) N’?\
21 /?(\]

NE 1/100 = Not effective at the higshest concentration tested (1/100)




Evaluation of cleaning and disinfection
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Evaluation of and disinfection

EVALUATION OF CLEANING

* Visual control:
— Effective removal of dirt
— Good post-rinse (no foam rests)
— Score system + evolution

« ATP measurements

O .FOOD PILOT )%V}?\
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Evaluation of and disinfection

EVALUATION OF CLEANING: ATP

SOIL (biol. material: po + plant/animal mat. + foods) — Releasing ATP

non — microbial | = 80-200 x higher than ATP/bacteria

) measuring
bacterial ATP Emms)  Total ATP ) biopaend

Extraction of ATP by cationic Addition of luciferin &
detergent luciferase

free ATP = damaged food or microbial cells

1N
A3Ps

FOOD PILOT N
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Evaluation of and disinfection

ATP MEASUREMENT

 Limit values for food industry
= Arbitrary
= Validation for each situation (trend analysis)

_ Stainless steel Teflon/rubber

O.K. <10 <20
Alarm fase (clean again) 10<x<30 20<x<60
Not O.K. >30 >60

= Different between producers
= Upper limit 2-3 times lower limit

« Determination of ‘hot’ spots and others

« Repetition of different values:
» |ess efficient cleaning
= Accumulation of dirtiness

ILVO @®-coorcr
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Evaluation of cleaning and

MICROBIOLOGICAL TESTS

1) Agar contact plates, 2) swabs, 3) sponges (moistened) for
selected micro-organisms

Neutralizers for disinfectants:
- Quats (lecithine, Tween-80)
- Peracetic acid (sodium thiosulfaat)
- H,O, (catalase)

Hygienogram of controls: ‘
- Set up control scheme (points, frequency)

- Time of sampling (after disinfection or before start production) l
- Parameters: hygiene indicators, spoilage organisms, pathogens, .....

Low and high care zone:
- suitable parameters and target values

O .FOOD PILOT
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Evaluation of cleaning and

MICROBIOLOGICAL TESTS: HYGIENOGRAM

week 1 week 2 week 3 week 4 counts score
A 0 0 1 3 A standard point 1 0 0
B 1 0 2 2 B standard point 2 1-20 1
C 4 1 1 2 C standard point 3 20-50 2
A 1 0 0 1 50-100 3
B2 0 0 2 100-300 4
C 0 2 2 0 >300 5
A 0 0 5 3
B 0 1 4 3 4
C 1 3 3 2 Trend analysis
A 2 0 4 0
B 0 2 2 1 3
C 0 0 5 0
A 0 1 0 4 2 -,
B 2 0 1 5 S 2
C 0 0 0 4 e
average 0.87 0.67 200 2.13 1 /
0\/

O .FOOD PILOT 0 ' ' '
e y— week 1 week 2 week 3 week 4



Evaluation of cleaning and

4 -
3.38
3.03
3
N
&
Q
8 202
E 2 A 1.82
) 1.56
=V 1.34
=
1.01
1 A
0.76 0.71
0.26
0 T T T
PL1 PL2 PL3
Agar contact plates before disinfection Sponges before disinfection
B Agar contact plates after disinfection B Sponges after disinfection

.FOOD PILOT

Gorissen et al. 2012

Agar contact plate

Sponge stick

PL = production line
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Roadmap of C&D and evaluation

Freeing space

1

Remove coarse dirt

1

Pre-rinse
(remove small loose dirt)

Collecting dirt | === | \/ijsual control

1

Correct cleaning
(remove fixed dirt)

1

Post-rinse ==== | Visual control
=)

1

Correct disinfection

1

Post-rinse === | Microbiological analysis s
O FOOD PILOT >
29 ?(H
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Take home messages

« Unconditional comply of roadmap for C&D

* Respecting basic principles of C&D
o Time, temp., conc., force, freq., logical order m&I, no production, ...

« Each C&D product/technique has its own characteristics
« Unambiguous and clear C&D protocols and registration
* Attending C&D procedure

* Monitoring is essential
o Parameters, cut off, repetitions, trends, corrective actions, ...

« Attention to hygienic design!

I L O .FOOD PILOT yﬁ
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Thank you for your
attention
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Belgian Society for Food Microbiology vzw/asbi

=5FM

Nineteenth Conference

on

Food Microbiology

18 & 19 September 2014

Brussels

www.bsfm.be

www.bsfm.be
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Overdracht van norovirus via handen en het effect van
handenwassen

Wilma Hazeleger
Laboratorium voor Levensmiddelenmicrobiologie, Wageningen Universiteit
Voor meer informatie kunt u contact opnemen met de spreker: wilma.hazeleger@wur.nl

Inleiding

Norovirussen zijn een belangrijke bron van darminfecties. Een deel van de gevallen van
norovirusinfectie wordt veroorzaakt door overdracht via voedsel, maar vooral ook directe mens-op-
mens overdracht via de fecaal-orale route komt veel voor. Omdat norovirussen erg gastheer-
specifiek zijn, is overdracht via dieren niet waarschijnlijk. Fecaal-orale overdracht kan plaatsvinden
door voedselbereiders die zelf een norovirusinfectie hebben of bijvoorbeeld via verzorgers van
patiénten. In beide gevallen is transmissie via de handen waarschijnlijk.

Overdracht van norovirus

In de beschreven onderzoeken is gekeken naar de overdracht van norovirussen via de handen naar
voedsel of naar oppervlakken die relevant zijn bij het bereiden van voedsel en andersom. Omdat
voor het humane norovirus nog geen goed kweeksysteem bestaat, is het niet mogelijk om de
infectiviteit van deze virussen te meten, maar met behulp van Q-RT-PCR technieken is het wel
mogelijk om het virale genoom aan te tonen. Voor controle van de infectiviteit is men aangewezen
op het gebruik van een modelvirus. Hiervoor wordt momenteel meestal het murine norovirus (MNV)
gebruikt.

Overdracht via handen

In het eerste onderzoek is gekeken naar de overdracht van norovirus via kunstmatig besmette
handen naar harde oppervlakken (trespa® en roestvast staal) en naar voedingswaren. Als producten
is gekozen voor tomaat en komkommerschijfjes, als voorbeeld van voedsel dat geen
(hitte)behandeling meer ondergaat voor consumptie.

Uit het onderzoek bleek, dat na achtereenvolgens afdrukken (5-7 maal) van de besmette handen,
nog steeds virussen worden overgedragen. Zelfs als het virus van te voren was ingedroogd op de huid
of het oppervlak. Vooral bij de relatief vochtige komkommerplakjes was een goede overdracht
mogelijk. Bij het berekenen van een worst-case scenario, waarbij werd uitgegaan van een besmetting
van handen met 1 mg feces, (10° virussen per gram, waarvan 50% infectieus), en een overdracht van
ca. 0.1 % (ingedroogd virus), blijkt dat er nog meer dan 100 virussen worden overgedragen, en dit is
hoogstwaarschijnlijk voldoende om infectie te veroorzaken.

Overdracht van norovirus via handen en het effect van handenwassen
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Effect van handenwassen

Omdat handen een cruciale rol spelen bij de overdracht van norovirussen (NV), is ook gekeken naar
het effect van handenwassen. Hierbij werden tevens twee handgels op alcoholbasis meegenomen,
dit zijn gels die in de gezondheidszorg veel gebruikt worden, vaak in plaats van handen wassen met
water en zeep.

Eerst werd de werking van deze handgels (Sterillium’, op basis van isopropanol en Viruguard’, op
basis van ethanol) getest op de overleving van diverse virussen, waaronder influenzavirus (H1N1),
rotavirus, adenovirus en MNV.

Het bleek dat de handgels een goede remmende werking vertoonden op de infectiviteit van
influenzavirus en rotavirus. Voor adenovirus en MNV was de werking een stuk minder, waarbij
Sterillium” beter presteerde dan Viruguard®.

Tot slot werden handen van vrijwilligers besmet met MNV en humaan NV Gl.4 en Gll.4 en vervolgens
behandeld met water en zeep en met Sterillium”. In het infectiviteitsexperiment bleek dat wassen
met zeep en water de infectiviteit van MNV werd teruggebracht tot onder de detectielimiet. In het
geval van behandeling met Sterillium” bleek een aantal vingertoppen vrij te zijn van MNV-
infectiviteit, maar 5 van de 12 vingertoppen bevatten nog steeds intacte MNV virussen. Ook bij de
test waarbij MNV en NV Gl.4 en Gll.4 werden gebruikt, bleek het genoom van de drie virussen nog
steeds aantoonbaar op respectievelijk 12, 8 en 2 van de 12 kunstmatig besmette vingertoppen na
Sterillium -behandeling. Wassen met water en zeep verwijderde echter alle virussen.

Conclusie

Tot slot kan worden geconcludeerd dat handen een belangrijke rol spelen bij de overdracht van
norovirussen en dat het wassen van handen met water en zeep veel beter de virussen verwijdert dan
het gebruik van handgels op alcoholbasis. Daarom is handen wassen met water en zeep de beste
interventie voor de overdracht van norovirussen, zowel in de gezondheidszorg als bij de
voedselproductie.

Referenties
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Spoilage is a multifactorial phenomenon
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Spoilage reports before
the end of the shelf-life

4| E’,?a What is the problem?
S< >

Routine mesophilic Evaluation
Quality microbiological of sensorial
analysis (ISO) properties
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Lactic acid bacteria (LAB)

-Heterogeneous group
-Gram positive (rods and cocci)
-Mesophilic but some strictly psychrotrophic

-non-respiring, aerotolerant
-fermenting, acid-tolerant

-adapted to food niches and food processing environments

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014 4
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Evaluation of

the problem in

Belgian market
e
Isolation and
Identification
of responsible

&icrobes
Ecological
source tracking
wcase study
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Market screening 2 Collaboration with 9 Belgian food industries
Overall >300 samples screened

Food product categories

Packaged (air , MAP, vacuum)

Stored at low temperature (2-7 °C)

End of shelf-life

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014
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PCA MRS RCA
Total aerobic Psychrotrophic L ; Total Anaerobic Psychrotrophic
o
22 °C Count (TPC) Lactic Acid Bacteria (LAB) Count (TAPC)
30°C Total Aerobic(-v:‘\ecs)ophilic Count Lactic Acid Bacteria (LAB) Total Anaerobic mesophilic
150 48332003 1SO 15214:18998 Count (TANC)
undetectable psychrotrophic bacteria
12 = A
S0
2 8 | ;
S . m22°C
153 m30°C
= 4
2
0 r r -
PCA MRS RCA
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Market screening of 86 retail food product

Samples with greater.
counts at 22°C

Food Samples
category analyzed

Fairy
-

Food product

(0.5 < Alog < 3.2)

=
5

BCCM

packa Storage
temperature

caial

Iliilii;

Iiiii:Y i I
:

1 bell pepper, sweet com, lettuce, carrot air acC
2 bell pepper air 7°C
3 lettuce, bell pepper, carrot air 4o
] 4 garden parsley, celery air 7oC
& s bell pepper, tomato, onion, potato air 7°C
w 3 6 lettuce, bell pepper, tomato, carrat, radish air asc
E2 2 14 7 carrot, zucchin, radish air 7
= (67%) 8 cucumber, carrot, celery, ucchini, radish air 7°C
Iy ] carrot sticks air asc
H 10 lettuce air 4
1 rocket, corn salad air 7°C
12 aucchini, carrot, soybean, garden parsley air acc
13 bell pepper air acC
14 lettuce, corn salad air Toc
15 beef vacuum asc
- 16 beef MAP asc
2 ® 5
S 6 17 beef vacuum asc
€ E (83%) 18 beef vacuum acc
19 pork vacuum 4°c
20 blood sausages MAP acc
- 21 ham slices vacuum 45
R 20 6 22 spiced ham vacuum asc
RS (21%) 23 chipolatatype sausages MAP e
© 24 ham vacuum acc
25 white sausages Map acC
2 spirelli dressi air 7
27 tate sauce air asc
2 28 farfalle-t d fi air asc
8 3 30 8 29 tuna salad and fresh vegetable air acc
g' K (27%) 30 nicoise-type salad and tuna air asc
] 3 fusilli-type pasta and chickenwith curry sauce air 7
32 shrimp in garlic sauce vacuum aoC
33 paella MAP asC
Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014 9
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3 vegetable salads meat meat food
25
2
15
| PCA
05
o I BR =z g Iz Fy I i i I £ z i i I S i i I
05 1
35
3
—_ 25
X
E 15 MRS
g
oo
g o el Il iiniis
a 0 Al = i
1
35
3
25
2
15
| RCA
05
.

o
w
o e
<
o

0,5
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Sample No
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Average underestimation and probability of getting one when
implementing 30 °C incubation based on screening results

07 Mog CFU/g=~1,2 .. 1 2
= o g 00 =
= X P o
a P 0.8 1§
@ 05 X 07 8
o 06 5

b3 0.4 , o
= 0.5 )
S 0.3 08 =
o 0.2 0,3 E
'S ’ 0z 32
= 01 § £
s s S

o 0 o

1 o5 [ 05 1 1s 2 25 3 35 2

Alog(CFU,, /g—CFU,,./g)
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1SO protocols implementing 30 °C (3 days) incubation == inaccurate, insufficient
Psychrotrophic incubation at 22 °C (5 days) ===paccurate

Average underestimation at 30 °C, approximately 1.2 log CFU/g

Same phenomenon for all 33 products

Different aspects: raw materials, company, production batch,
production technology

Same aspects: low-temperature storage, packaging

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014
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Bacterial identification

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014 13
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Isolation Preliminary tests Growth tests

I \ 4°C  22°C 30°C -
O N MY N

Stored at -75 °C

(from plates incubated LAB profile
at22°Cand
highest dilution)

From the screening of the Belgian market (86 samples) a total Qf
212 dominant psychrotrophic microbes were isolated % #

DR weofsolates

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014 14
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Plating

Single colony
isolation

Source tracking-Microbial spoilage

Bacterial cell

4 FODD.“KNOW

o Bdiancs g

Grouping of DNA
fingerprints

DNA extraction (rep-PCR, AFLP)

April 4, 2014 15
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Species

Leuconostoc gasicomitatum
o Leuconostoc gelidum
Leuconostoc carnosum
Leuconostoc inhae
Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc lactis

., FO00. KON -UGent § LMG

Ne of isolates unable
to grow at 30°C

* Lactococcus piscium

Lactobacillus algidus
Lactobacillus fuchuensis
Lactobacillus sakei
Lactobacillus oligofermentans

L bacillus sanfr

Carnobacterium divergens

Enterococcus raffinosus

Weissella soli

Unidentified

Total

Source tracking-Microbial spoilage

April 4, 2014 16
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Dissimilar products * Poor species diversity

LAB always dominant

Genus Leuconostoc

Species Leuconostoc gasicomitatum, Lactococcus piscium

Strict psychrotrophic character (unable to grow at 30 °C)

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014
o/ —
i UNIVERSITEIT
GENT

Source tracking

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014

Financial losses

T Food losses

18
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Source tracking

Conventional
plating, DNA Metagenomics
typing methods

19

Food

UNIVERSITEIT
GENT

R o LM-UGent 3|LMG

Plating

Single colony
isolation

Grouping of DNA
fingerprin'qs
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Sampling

3:30 after disinfection and prior to production — 14:00 during production

Vegetable samples .
(Raw material and Air samples Surface samples Water samples End products

intermediate product) n=32 n=17 n=25

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014 22
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Vegetable samples Surface samples Water samples End products

‘Raw vegetables free of ‘Prior to production air ‘ Prior to production

psychrotrophic LAB was free of
psychrotrophic LAB
x Except for sweet bell
peppers XAfter beginning of
production process
.( very high circulation of
psychrotrophic LAB

Source tracking-Microbial spoilage

surfaces were free of
psychrotrophic LAB

XExcept for blades of
dicers

XAfter beginning of
production process
very high loads of
psychrotrophic LAB

April 4, 2014

‘Water tanks were free XAII end-products
of psychrotrophic LAB dominated by
psychrotrophic LAB
XWater baths and acid
baths were dominated
by psychrotrophic LAB

23
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Ne of

SPECS isolates

* Leuconostoc gasicomitatum

R nrpoen M-UGent h§| LMG

R

Origin of isolation

End-

Surface Air

material
(n=22)

Products
(n=21)

* Leuconostoc gelidum 129 17
* Leuconostoc inhae 48 6
Leuconostoc carnosum 15
6 2
Leuc kimchii 2 2
Pediococcus inopinatus 10 3
Lactococcus piscium 8 i}
L bacillus 4
Lactobacillus sakei 3
Lactobacillus curvatus 3
Lactobacillus coryniformis 1
Unidentified 60
Total 442

Source tracking-Microbial spoilage

April 4, 2014
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Presence of Cross-contamination
psychrotrophic of all vegetables with
LAB in sweet - '—?"‘ psychrotrophic LAB
bell peppers Zﬁfb A 0e® g
P ] 3 :-' 3
® lhan~
- | " r'Y o, v
- -

Plant contamination
through handlings

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014
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Genus Leuconostoc dominated the plant

Adaptation to equipment and premises

Sweet bell peppers were the source and carrier of contamination
Cross contamination of all products

Air mediation and surface adhesion

Strict psychrotrophic LAB at the end of shelf-life (unable to grow at 30 °C)

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014

S5 roon kvow LM-UGeI"It Eg LMG

8-4-2014

13



UNIVERSITEIT
GENT

Fairy
-

Growth of Leuconostoc gasicomitatum (aisolates) On sweet bell pepper medium

Vacuum (100 % N,) Air
10 - 55 10 4 55
9 9
8 8
7 7
a5 a5
6 6
5 5
I a
> b growth PH ‘ e growth PH
S 34 35 3 35
o 0 5 10 15 20 0 10 15 20
2 PH
s
3 MAP, (30 % CO,:70% N. MAP, (50 % CO, : 50 % O.
3 w0, 1 ( 2 ) 55 10,  ( 2 ) 5s
o
9 9
8 8
7 7
45 45
6 6
5 5
4 e growth pH | 4 emgpm growth pH
37 35 37 35
0 5 10 15 20 0 10 15 20
Time (days)
27
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Strains of Leuconostoc
gasicomitatum  were
found to form biofilms
on stainless steel and
glass surfaces reaching
107 CFU/cm?, after 7
days at 7 °C.

Source tracking-Microbial spoilage

Fairy
-

Growth {log CFLem?)

April 4, 2014

Thme {days)
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Source tracking
Conventional
plating, DNA Metagenomics
typing methods
Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014
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Food

DNA extraction 16S rDNA
High-throughput
sequencing

Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014

Species abundance
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Case studies analyzed by metagenomics for determination of microbial communities
100 %
B Pseudomonas sp.
90 % | B Agromyces sp.
B Escherichia sp.
B0 % 5 Gordonia spuli
B Acinetobacter sp.
70 % ® Weissella viridescens
T | B Ochrobactrum lupini
) ® Chryseobaclenum sp.
60% | ® Bifidobacterium adolescentis
B [euconostoc inhae
50%. WM O Microbacterium lacticum
B Laclococcus piscium
. ® Weissella sp.
| O Xanthomonas hartorum
O Brochothrix thermosphacta
30% | ] ® Lactobacillus algidus
B Pzeudomonas fragl
20% B Lactobacilius fuchuensis
1 B[ actobacillus sanfranciscensis
¥ B [ euconostoc camosum
0% B Streptococcus  thermophilus
B | euconostoc gasicomitatum
0% |
Al o~ o < wn o ~ ]
3 =2 3 4 =S 3 =2 =S
Q Q Q Q Q Q Q Q
£ £ £ £ £ £ £ £
3 8 & 3 ] 8 & ]
Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014 31
.
UNIVERSITEIT
GENT

- 1
5
= L
L
i 4
p ) ;
7 6 2
— I’ 3
i
Source tracking-Microbial spoilage April 4, 2014 32

16



8-4-2014

=

o
o

UNIVERSITEIT
GENT

Identification of the source of contamination

Improvement of food quality by monitoring and identifying changes in the
microbiota during storage of a food product

Management of changes in the production process or the recipe in order to
extend the shelf-life or to improve the quality of a food product
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