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Veilig voedsel door kennis

FiMM geeft diverse cursussen levensmiddelenmicrobiologie en organiseert symposia om de kennis
van u of uw collega’s over de microbiologie van voedingsmiddelen te vergroten.

Cursus Levensmiddelenmicrobiologie en -hygiéne

De hygiéne tijdens het productieproces bepaalt grotendeels de veiligheid en microbiologische
kwaliteit van levensmiddelen. Daarvoor is een gedegen kennis nodig van micro--organismen: wat is
hun gedrag in levensmiddelen en in de (productie)omgeving. Dat is wat u leert bij deze cursus.

Deze vijfdaagse cursus levensmiddelenmicrobiologie en -hygiéne op hbo-niveau is bestemd voor
mensen die bijvoorbeeld werkzaam zijn in de levensmiddelenindustrie, bij controlerende instanties
of adviserende bedrijven.

Vervolgcursus Levensmiddelenmicrobiologie

Voor uw voedselveiligheidssysteem is een gevareninventarisatie onmisbaar. U bent verplicht een
risicoanalyse op te stellen die degelijk onderbouwd is. Hoe u dat moet doen, dat leert u tijdens deze
driedaagse cursus waarbij u vooral zelf aan de slag gaat. Via praktijkgerichte oefeningen leert u welke
pathogene micro--organismen relevant zijn in uw grondstoffen, halffabricaten en/of eindproducten.

U leert werken met de computerprogramma’s Risk Ranger®, Combase en Pathogen Modelling
Program (PMP). Verder maken wij u vertrouwd met het uitvoeren van literatuuronderzoek zodat u
uw risicoanalyses goed kunt onderbouwen.

Workshop Microbiologische media

Ook in de moderne microbiologie worden nog steeds traditionele voedingsbodems gemaakt om
micro-organismen te laten groeien. Van al die media moet de gebruiker zeker zijn dat de
samenstelling ervan geen of nauwelijks invioed heeft op de aanwezige (gezochte) micro-organismen.
Controle van de media is noodzakelijk.

Vorig jaar werd de nieuwe norm 'Microbiology of food, animal feeding stuffs and water -
Preparation, production, storage and performance testing of culture media (1ISO/DIS 11133:2012)'
gepubliceerd. De workshop microbiologische media zorgt ervoor dat u in één dag op de hoogte bent
van de belangrijkste zaken uit deze norm en over nieuwe ontwikkelingen met betrekking tot
mediumbereiding en -controle.

Advies & ondersteuning
Heeft u microbiologische vraagstukken of wilt u advies? Ook daarvoor kunt u bij ons terecht.

Neem contact met ons op voor meer informatie (06-44 83 49 88, info@fimm.nl) of kijk op de
website: www.fimm.nl.
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De mogelijkheden en grenzen van identificatie van micro-organismen
met MALDI-TOF in de levensmiddelenmicrobiologie

Gerrieke van Middendorp
Wageningen University

Deze presentatie gaat over de toepassing van Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation Time-Of-
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) binnen de levensmiddelenmicriobiologie. Wat zijn
potentiéle mogelijkheden, en wat zijn de grenzen?

Principe

Voor bacterie identificatie wordt vers koloniemateriaal geanalyseerd met de MALDI-TOF. Hiervan
wordt een entoogje op een target (plaat) ‘gespot’. Een plaat bevat honderden spots, en op iedere
spot kan een monster worden aangebracht, en zo kunnen honderden monsters tegelijk worden
gemeten. Het monster wordt vervolgens overdekt met een matrix waarmee het co-kristalliseert. Dat
is de enige monstervoorbereiding die nodig is. In het MALDI-TOF apparaat wordt de
eiwitsamenstelling van het monster geanalyseerd met als resultaat een spectrum. Dit spectrum is
een fingerprint van de eiwitcompositie van de bacterie. Hieruit kunnen de massa’s van de eiwitten,
die in hoge concentratie aanwezig zijn, worden bepaald. Wanneer verschillende bacteriesoorten
worden geanalyseerd, blijkt iedere soort een eigen eiwitcompositie, dus een uniek eiwit fingerprint
te hebben. Daarom kan identificatie plaatsvinden met behulp van een database met spectra van
referentiestammen. Om te achterhalen van welk eiwit een bepaalde piek uit een spectrum afkomstig
is, kan de massa van de piek vergeleken worden met de massa’s van bekende eiwitten uit online
databases zoals Uniprot.

Geschiedenis

De term Matrix Assisted Laser Desorption/lonization, oftewel MALDI, werd geintroduceerd door
professor Franz Hillenkamp en zijn groep in 1985. Zij beschreven dat de aminozuur alanine
makkelijker geioniseerd kan worden wanneer het wordt gemixt met tryptofaan en bestraald met
bepaalde laserstraling. Ook kleine peptides konden worden geioniseerd met de ‘matrix’ tryptofaan.
Sinds eind 20° eeuw worden MALDI-TOF apparaten op grote schaal geproduceerd voor
wetenschappelijk onderzoek.

Product- en omgevingsflora in kaart brengen

Vanwege de hoge doorvoercapaciteit is MALDI-TOF een geschikte methode om de product- en
omgevingsflora van een productieruimte snel in kaart te brengen. Wanneer de MALDI-TOF wordt
gebruikt in combinatie met kwantitatieve methoden zoals plate counting, kan binnen een week een
algemeen beeld worden geschetst van de microbiologische ‘stand van zaken’ in productieruimten.
Uit eigen onderzoek bleek dat van flora uit omgevingsmonsters uit een productieruimte van een
fabriek, gekweekt op VRBG media, 90% van de stammen kon worden geidentificeerd met de Biotyper
library. Pantoea agglomerans is de soort die het meest gedetecteerd werd uit de
omgevingsmonsters van deze fabrikant van droge ontbijtproducten. De samenstelling van de flora
was gedurende de schoonmaak anders dan tijdens productie. Door de identificatie gegevens te
koppelen aan de locatie van monstername, kan de spreiding van de veelvoorkomende soorten in
kaart gebracht worden. Zo is bijvoorbeeld te zien dat de Leclercia soorten alleen in de high care area
werden gedetecteerd.

De mogelijkheden en grenzen van identificatie van micro-organismen met MALDI-TOF in de
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Database optimalisatie

Voor identificatie op basis van fingerprinting is een database nodig met referentie spectra van
bekende stammen. Er zijn uitgebreide databases beschikbaar. Hoewel de Biotyper library op dit
moment met meer dan 5000 referentiestammen de grootste is, bestaat deze database voor
verreweg het grootste gedeelte uit klinische isolaten, omdat de ontwikkeling van de MALDI-TOF
techniek vooral gericht is op de medische microbiologie. De MALDI-TOF is binnen de medische
diagnostiek namelijk de gouden standaard geworden op het gebied van bacterie-identificatie. Binnen
de levensmiddelenmicrobiologie loopt de ontwikkeling van de MALDI-TOF techniek nog een beetje
achter, hoewel er de laatste vijf jaar wel veel over werd gepubliceerd. Klinisch irrelevante soorten,
zoals bepaalde bederfflora, kunnen vaak niet geidentificeerd worden met de Biotyper library omdat
deze simpelweg niet in de database voorkomen. In ons laboratorium in Wageningen hebben we een
kleine test gedaan met voedsel- en omgevingstammen. Uit kruiden hebben we de total viable count
geisoleerd, geanalyseerd met de MALDI-TOF en geidentificeerd met de Biotyper library. 69% Van de
stammen kon worden geidentificeerd, de rest had een te lage score om volgens Bruker aan te mogen
nemen dat het resultaat betrouwbaar is.

De Cronobacter soorten kunnen niet geidentificeerd worden met de Biotyper library, omdat maar
één soort vertegenwoordigd is in de database. We hebben onderzocht of het mogelijk is om
Cronobacter stammen te identificeren met een eigen in-house database, gecreéerd met
referentiestammen van alle Cronobacter soorten. Uit een kleine validatie, waarbij andere
referentiestammen zijn gebruikt om de specificiteit van de methode te berekenen, blijkt dat het
percentage correcte identificaties voor de verschillende soorten tussen 50% en 100% varieert.

Biomarker methode

Wanneer identificatie op basis van fingerprinting niet specifiek genoeg is om zeer verwante soorten
te differentiéren, is identificatie op basis van biomarkers een goed alternatief. Een biomarker is de
massa van één eiwit dat een bepaalde specificiteit heeft, bijvoorbeeld genusspecifiek of
soortspecifiek. Wanneer een biomarker 100% soortspecifiek is, bewijst de aanwezigheid van deze
biomarker dus dat het geanalyseerde monster tot die bepaalde soort hoort. We hebben
soortspecifieke biomarkers geidentificeerd uit Cronobacter spectra. Deze biomarkers werden
vervolgens gebruikt om te differentiéren tussen C. malonaticus en C. sakazakii stammen. De
biomarkers die we vonden zijn niet 100% soortspecifiek, maar wanneer alle biomarkers worden
gecombineerd d.m.v. een algoritme, ontstaat een identificatie methode met een hogere specificiteit
dan de fingerprinting methode.

Pathogeen en bederfflora detectie zonder kweek

Voor de levensmiddelenindustrie zou het ideaal zijn als de MALDI-TOF pathogenen en bederfflora
kan detecteren en identificeren direct vanuit de voedselmatrix, zonder dat een kweekstap nodig is,
zodat de time-to-result wordt beperkt tot één productiedag. Het is al mogelijk om uit besmet bloed
de contaminant te detecteren zonder voorafgaande kweekstap. Om te onderzoeken of het ook
mogelijk is om bacteriesoorten direct vanuit een viloeibaar voedselproduct te detecteren, hebben we
Cronobacter in melk onderzocht. Er bleken veel storende eiwitten aanwezig te zijn in melk. Deze
eiwitten verstoren de identificatie van de Cronobacter. Dat zien we wanneer we de melk inoculeren
met Cronobacter en de resulterende spectra gebruiken voor identificatie m.b.v. de Biotyper library.
De storende eiwitten uit de melk zijn minstens zo duidelijk aanwezig in de spectra als de eiwitten van
de Cronobacter, en daardoor wordt de Cronobacter onjuist geidentificeerd als Escherichia coli.
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Wellicht zijn er manieren om de methode te optimaliseren, maar tot nu toe is het niet mogelijk om
identificatie van bacterién uit voedsel te verrichten zonder eerst een reinkweek te maken.

Ook zijn we op zoek gegaan naar de minimale concentratie die nodig is voor het detecteren van één
bacteriesoort wanneer deze is gemixt met een andere soort. Voor de detectie van Cronobacter in een
mix met Lactobacillus werden Cronobacter-specifieke biomarkers gebruikt. Cronobacter kon op deze
manier worden gedetecteerd in de mix wanneer de Cronobacter concentratie minstens 3% was t.o.v.
de Lactobacillus concentratie. Uit literatuuronderzoek blijkt dat dit overeenkomt met vergelijkbaar
onderzoek waarbij andere soorten werden geanalyseerd. In de praktijk betekent dit dus dat detectie
alleen mogelijk is wanneer een stam een maximaal 1 a 2 log lagere concentratie heeft dan bijgaande

flora.

De mogelijkheden en grenzen van identificatie van micro-organismen met MALDI-TOF in
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In the Netherlands, rainwater becomes more and more popular as an economic and
environmentally sustainable water source for splash parks, however, the associated public
health risk and underlying risk factors are unknown. Since splash parks have been asso-
ciated with outbreaks of infectious diseases, a quantitative microbial risk assessment was
performed using Legionella pneumophila as a target pathogen to quantify the risk of infec-
tion for exposure due to inhalation and Campylobacter jejuni for ingestion. Data for L.
pneumophila and C. jejuni concentrations in rainfall generated surface runoff from streets
were extracted from literature. Data for exposure were obtained by observing 604 people at
splash parks, of whom 259 were children. Exposure volumes were estimated using data
from literature to determine the volume of exposure through inhalation at 0.394 uL/min
(95% Cl-range 0.0446—1.27 pL/min), hand-to-mouth contact at 22.6 pL/min, (95% ClI-range
2.02—81.0 uL/min), ingestion of water droplets at 94.4 uL/min (95% Cl-range 5.1—279 uL/
min) and ingestion of mouthfuls of water at 21.5-10° pL/min (95% Cl-range 1.17 -10°
—67.0-10° uL/min). The corresponding risk of infection for the mean exposure duration of
3.5 min was 9.3-107° (95% Cl-range 0—2.4-10~*) for inhalation of L. pneumophila and 3.6-10~2
(95% Cl-range 0—5.3-107") for ingestion of C. jejuni. This study provided a methodology to
quantify exposure volumes using observations on site. We estimated that using rainwater
as source water for splash parks may pose a health risk, however, further detailed
quantitative microbial analysis is required to confirm this finding. Furthermore we give
insight into the effect of water quality standards, which may limit infection risks from
exposure at splash parks.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Abbreviations: QMRA, Quantitative Microbial Risk Assessment; C, concentrations of pathogenic micro-organisms; V, individual
exposure volume; D, ingested dose of pathogenic micro-organisms; CFU, Colony Forming Unit; MPN, Most Probable Number; CI, Con-
fidence Interval; r, infectivity parameter of the exponential dose—response model; «,8, infectivity parameters of the hypergeometric

dose—response model; Pi,f, Risk of infection.
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Utrecht, The Netherlands. Tel.: +31 30 2539688.
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1. Introduction

Splash parks are often located in shopping areas or play
grounds. They are popular features that encourage many
children to play with water. Splash parks use water that is
typically stored in an underground reservoir or surge cham-
ber and is sprayed into the air; after it hits the ground, it
flows back to the reservoir through floor drains. Although
almost all splash parks incorporate some form of disinfec-
tion, many show poor water quality through poor design or
poor maintenance (Kebabjian, 2003). Thus, splash parks have
been associated with outbreaks of infectious diseases,
including Legionella (Hlady et al., 1993; Palmore et al., 2009;
Haupt et al., 2012; Correia et al., 2001), Cryptosporidium and
Giardia (Eisenstein et al., 2008; Anonymous, 2000, 1999),
Shigella (Fleming et al., 2000; Bancroft et al., 2010), Salmonella
(Andién Campos, 1995; Molinero et al., 1998; Usera et al,,
1995), Leptospira (Cacciapuoti et al., 1987), and noroviruses
(Hoebe et al., 2004).

People may be exposed to waterborne pathogens in splash
park through inhalation, ingestion and dermal contact. Inha-
lation of aerosols causes deposition of water in the respiratory
tract (Heyder et al., 1986) and may cause allergic reactions
(Douwes et al., 2003). If pathogens are present in water of
splash parks, inhalation may cause infectious diseases such
as pneumonia due to Legionella pneumophila (Fields et al., 2002).
Ingestion of water, whether intended (by swallowing mouth-
fuls of water) or unintended (through getting water droplets in
the mouth or through hand-to-mouth contact) can cause
gastroenteritis though infection with enteric pathogens such
as norovirus, rotavirus, Campylobacter, Giardia or Cryptospo-
ridium, and may cause other severe illnesses such as hemo-
lytic uremic syndrome (Keene et al., 1994) or Gullain-Barré
syndrome (McCarthy and Giesecke, 2001). Finally, dermal
contact (skin and mucous membranes of nose, ears and eyes
in contact with the water) can result in infections such as
wound infections due to Aeromonas hydrophila (Semel and
Trenholme, 1990), otitis externa due to Pseudomonas aerugi-
nosa (Van Asperen et al., 1995), or conjunctivitis due to ade-
noviruses (Crabtree et al., 1997).

Quantitative microbial risk assessment (QMRA) is a tool to
quantify health risks and to get insight into measures that can
prevent outbreaks (World Health Organization, 2011). A QMRA
requires information on the concentration of pathogens in the
matrix, the fate and behavior of pathogens, the volume of
water to which people were exposed, and the dose—response
relation for the pathogen.

Because harvested rainwater has been widely regarded as a
sustainable source for water (re)use in urban areas and for
recreational purposes, it is often used as a source water of
splash parks (De Man et al., 2014b). Pathogens may be present
in rainwater dependent on weather conditions such as rainfall
intensity and temperature (Schets et al., 2010; Kaushik et al,,
2012). Furthermore, the atmospheric deposition of airborne
microorganisms (Evans et al., 2006), the (rooftop) runoff of
fecal depositions of birds and other mammals (Ahmed et al.,
2012; Fewtrell and Kay, 2007), and the growth or decay of
micro-organisms in collected rainwater may influence the
presence of pathogens in rainwater (Ahmed et al., 2014).

Pathogens may also be introduced into water of splash parks
by people, dogs, birds and other animals upon contact with
the water (Hoebe et al., 2004).

To be able to quantify the public health risk of splash parks
that use rainwater as their source water, an exposure
assessment was performed using field observations. The
generated exposure data were used to determine exposure
volumes and infection risks for inhalation and ingestion by a
QMRA approach. The QMRA was performed with Monte Carlo
simulations to provide a range of uncertainties in infection
risks.

2. Methods
2.1. Hazard identification

People are exposed to the water of urban splash parks through
ingestion, inhalation and dermal contact. To estimate the
public health risks, these exposure routes were used to choose
model organisms that (I) were pathogens of concern in situ-
ations where people were exposed to water, (II) were present
in rainwater and (III) showed a dose—response relation. Based
on these criteria, L. pneumophila was chosen to model inhala-
tion and Campylobacter jejuni for ingestion. These pathogens
were preferred above other pathogens such as Giardia, Cryp-
tosporidium or Salmonella because L. pneumophila and C. jejuni
may be present in high concentrations in rainwater, combined
with a high pathogenicity and environmental survival, thus
posing a potential health risk. For dermal contact, no dos-
e—response relationship is available and therefore this expo-
sure route could not be considered.

Legionella spp. are found in a wide range of water envi-
ronments and can proliferate at temperatures above 25 °C
(World Health Organization, 2011). Legionella was assumed not
to proliferate in the water of splash parks because the water
temperature is generally below 25 °C in the Netherlands
(Zuurman, personal communication). Data on Legionella con-
centrations in splash parks are lacking, and therefore we
assumed that its concentration was equal to concentrations
found in rainwater samples on roads. Reservoirs of splash
parks were filled with such rainwater runoff at several loca-
tions in the Netherlands (Zuurman, personal communica-
tion). L. pneumophila was found in rainwater by several studies
using PCR (Ahmed et al., 2008, 2010) and data about cultured L.
pneumophila in rainwater on roads were previously reported by
Sakamoto et al. (2009) and recently by Van Heijnsbergen et al.
(submitted for publication) who used the method described by
Schalk et al. (2012). Counts and tested volumes of these data
were used to fit a gamma distribution for the concentration of
L. pneumophila in water of splash parks using the method of
Schijven et al. (2011).

Campylobacter is an enteric pathogen that occurs in a vari-
ety of environments, such as food and water (World Health
Organization, 2011). The presence of C. jejuni in rainwater
was confirmed by several studies (Fewtrell and Kay, 2007) and
also by using PCR (Ahmed et al., 2010). A study by De Man et al.
(2014a) showed that culturable C. jejuni was present in rainfall
generated overland flow; these data were used to fit a gamma
distribution for the concentration of C. jejuni in water of splash
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parks. C. jejuni may also contaminate the source water of
splash parks through the activities of people, birds and other
animals while a water feature is in operation. Because there is
no information about such contaminations, these were not
included as part of the current study.

Almost all splash parks incorporated some form of disin-
fection. Nevertheless, many splash parks exhibited poor
water quality resulting from poor design and/or poor main-
tenance (Kebabjian, 2003). Furthermore, as De Man et al
(20144a,b,c) showed, disinfection of rainwater at splash parks
is ineffective in reducing pathogen concentrations. Therefore
disinfection was not included in this study.

2.2. Exposure assessment

Exposure volumes (uL/min) were quantified for inhalation and
for ingestion. The volume of ingestion due to hand-to-mouth-
contact with wet hands per minute (Quy) was calculated
using:

Qum = h x A x fum (1)

where h represented the film thickness of water on hands
(mm), A the skin-surface area of the hand that touched the
mouth (mm?) and fiy the frequency of hand-to- mouth con-
tact (n per min). The volume of ingestion of droplets of water
in the mouth (Qp) was determined using:

Q =Vp xfp 2

where Vp represented the volume of water droplets (uL) and fp
the frequency of splashing water droplets in someone mouth
(n per min). The volume of ingestion due to drinking mouth-
fuls of water per minute (Q,,) was determined using:

Qu = VM X fu ®3)

where Vy, represented the volume of a mouthful of water (uL)
and fy the frequency that people take a mouthful of water (n
per min). The inhaled volume of water per minute during the
visit of the splash park was determined using:

Q = IR x VIWS (4)

where IR represented the inhalation rate of air (m®/min) and
VIWS the fraction of inhalable water spray (uL. water/m?>air).

Values of model parameters were considered to be uncer-
tain, therefore an uncertainty analysis was carried out
through Monte Carlo simulations. Model parameters were
explained by various types of distributions. To determine the
volume distributions according to Equations (1)—(4), from each
of these distributions, 10° values were randomly drawn using
Mathematica version 9.0 (Wolfram Research).

Film thickness of water on hands, h [mm]. The film
thickness of liquids on skin was represented by the amount
of material that remains on the skin after contact with a
liquid. A value for h was estimated in an experiment by U.S.
EPA (2011) as the amount of liquid retained on the skin (g/
mm?) divided by the density of the liquid (g/mm?®) used. This
showed a range of 2.34 x 1072 to 1.97 x 10~2 mm for retention
of water on the skin after initial contact with water. The
uncertainty of h was considered to be uniformly distributed
within this range.

Skin-surface area of the hand that was mouthed, A
[mm?]. Most frequently, a finger or a part of a finger is
mouthed by children (U.S. EPA, 2011). The average surface
area of child’s finger is reported to be 2000 mm? (U.S. EPA,
2011). Therefore, the uncertainty of A was assumed to be
uniformly distributed between 100 and 2000 mm? of a hand
for children (U.S. EPA, 2011).

The frequency of hand-to-mouth contact fyy [min™}].
Freeman et al. (2001) gathered hand-to-mouth frequency data
of 102 children. Boys were observed to have hand- to-mouth
contact of 1.7 (0—-5.6) times per hour, girls 2.3 (0—6.2) times
per hour. Because data on the variability of hand-to-mouth
contact for boys and girls and its uncertainty have not been
reported and were unavailable upon request, we assumed the
uncertainty of fi could be described by a Gamma Distribu-
tion. The gamma («,8) distribution models the time required
for « events to occur, given that the events occur randomly in
a Poisson process with a mean time between events of 8 (Vose,
2008). Therefore, the uncertainty of fiy was assumed to be
gamma distributed with « = 2 and 8 = 0.5.

Volume of a droplet, V, [uL]. Children who make each other
wet cause droplets of water to be ingested by themselves or
other children. These water droplets were assumed to be
spherical and to have a diameter that varied between 1 and
10 mm, to reflect the range in inhalable droplet sizes. The
volume of a water droplet was determined by 4/3=r?, thus the
volume of water of one droplet varied between 0.5 pL and
524 uL, for which a uniform distribution was assumed in
absence of data on a more specific distribution.

Frequency of getting droplets of water in the mouth fp
[min~Y]. The frequency of getting a splash of water in the
mouth was determined using onsite observations. The num-
ber of times that an individual received a splash of water in
their face was counted, assuming that per moment of
splashing one droplet was ingested by that person. Using the
total duration of exposure of a person, a gamma distribution
was fitted for the frequency of getting droplets of water in the
mouth as described previously in this paragraph.

Volume of a mouthful of water Vy; [uL]. The volume of a
mouthful of water V), was estimated by Schets, Schijven et al.
(2011). The mean volume of a mouthful of water for a child
was described by a Gamma distribution with « = 4.72 and
8 = 5300 and used as such in this study.

Frequency of taking a mouthful of water fy [min~"]. The
frequency of taking a mouthful of water was also determined
using observations on site. The number of times that a person
leans over a fountain to take a mouthful of water was counted
assuming that each time, one mouthful was ingested. Using
the total duration of exposure of a person, a gamma distri-
bution for the frequency of taking a mouthful of water was
fitted as described previously.

Inhalation Rate, IR [m*/min]. The inhalation rate (IR) is
dependent on the intensity of people’s activity. IR for chil-
dren varied between 1.01-10"2 m%*min for light activities
and 6.24-1072 m*min for high intensity activities. For
adults, it varied between 1.03-102? and 7.77-10 2 m>/min
(U.S. EPA, 2011).

Volume of inhalable water spray, VIWS [uL water/m? air].
The fraction of inhalable water spray (VIWS) per m® was
extracted from a study of De Man et al. (2014b). The
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Table 1 — Results of observations: number of people observed per category of exposure.

Having wet hands  Having wet face

Drinking mouthfuls of water

Being present within 2 m of water spray

Children 198 65
Adults 192 31

8 257
2 347

concentration of inhalable endotoxin in air near splash parks
varied from 7.2 to 19 endotoxin units (EU)/m?, while the con-
centration of endotoxins in water varied from 9 to 2799 EU/mL.
That study showed a significant linear relation between the
EU in water and air (R? = 0.645). The volume of inhalable
aerosols per cubic meter (VIWS) was estimated by maximum
likelihood using beta regression (Espinheira et al., 2008, 2004).
The parameters « and g for a Beta («, ) distribution were re-
parameterized with a mean dilution factor u and a precision
parameter ¢ according to « = ug and 8 = (1 — u)¢. The values
for 1 and ¢ were estimated by maximum likelihood. The un-
certainty distribution for u was obtained by Markov Chain
Monte Carlo sampling from the likelihood function with the
Metropolis-Héstings algorithm (Gilks et al., 1996).

Field observations to collect quantitative data on the
behavior of splash park visitors were performed at two splash
parks in urban centers on five days in June 2010 from 12:00AM
until 4:00PM. During these observations, distinction was made
between the different routes of exposure: 1) having wet hands,
2) having a wet face, 3) drinking mouthfuls of water and, 4)
being present within 2 m of the water spray. Field observa-
tions were used to quantify several exposure model parame-
ters (see Table 2).

Exposure through ingestion was mainly the case for chil-
dren who interacted with water. Therefore, exposure through
ingestion was only calculated for children. This choice was
also made because there was a lack of information for model
parameters A, fuyv, fo and fy for adults. Exposure through
inhalation was calculated for children as well as for adults,
because adults were exposed through inhalation while
chaperoning their children.

2.3. Dose response

The dose D of exposure to the model organisms L. pneumophila
and C. jejuni was calculated by multiplication of the

concentration distribution C (numbers of pathogens per liter)
and total exposure volume V (liter). The distribution for V for
ingestion was calculated by:

VIngestion = (QHM + QD + QM)t (5)

where t was the duration of exposure according to the field
observations and Quy, Qp and Qy were summed when rele-
vant according to the observed routes of exposure during the
field observations.

The risk of infection for inhalation due to exposure to
Legionella was analyzed using the exponential dose—response
relation

Pinr=1-— e’T'D (6)

where r represents an infectivity of 0.06 (Armstrong and Haas,
2007). The risk of infection for ingestion due to exposure to
Campylobacter was analyzed using the hypergeometric dos-
e—response relation

Pine(D; &, 8) = 1—1F1 (o, 0 + 8, D) 7)

where ;F; was a Kummer confluent hypergeometric function
and « and g represented the beta distributed dose response
parameters for Campylobacter. In the case of C. jejuni, the
values for parameters « and g were 0.024 and 0.011, respec-
tively (Teunis et al., 2005).

2.4. Risk characterization

The risk of infection for inhalation and ingestion was calcu-
lated as a function of the duration of exposure. Given the large
range of possible concentrations of L. pneumophila and C. jejuni,
a scenario analysis was performed for five scenarios with
different concentrations, from 1-10* cfu/L water. Subse-
quently a sensitivity analysis was carried out to determine the
effect of the model parameters on the risk of infection. It was

Table 2 — Model parameters used in the exposure assessment.

Parameter

Value or distribution of values

Source

IR, Inhalation Rate (m>/min)
Children
Adults
VIWS, Volume of inhalable water spray, (uL/m?

Uniform [1.11-102, 4.36-10 ]
Uniform [1.03-1072, 7.77-1077]
Average: 10.8

(U.S. EPA, 2011)

(De Man et al., 2014b)

95% Confidence Interval: 1.76—36.3

h, Film Thickness of water on hands, (mm)
A, Surface area of the hand that is mouthed, ( mm?
fam, Frequency of hand-to-mouth contact, (n/min)
fp, Frequency of getting water droplets in

the mouth (n/min)
Vp, Volume of a droplet (uL)
Vy, Volume of a mouthful of water (uL)

fwm, Frequency of taking a mouthful of water (n/min)

Uniform [1.97-1072, 2.34-107?]
Uniform [100,2000]

Gamma [2,0.5]

Gamma [2.1,0.17]

Uniform [0.5,524]
Gamma [4.72,5300]

Gamma [1.2,0.76]

(U.S. EPA, 2011)

(U.S. EPA, 2011)
(Freeman et al., 2001)
Field observations

Estimate

(Schets, Schijven and de
Roda Husman, 2011)
Field observations
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assumed that the model parameters were independent. The
effect of the value of a model parameter was calculated by
varying a model parameter (within its range of uncertainty),
including the uncertainties of the other parameters.

3. Results

A QMRA was performed to calculate the risk of infection
inherent to exposure to splash parks using rainwater as their
source. To quantify the risk of infection, L. pneumophila and C.
jejuni were selected as target pathogens. The concentration of L.
pneumophila in rainwater was described by a Gamma distribu-
tion with r = 0.045 and A = 26,000 with an average concentration
of L. pneumopbhila of 1200 cfu/l. The concentration of C. jejuni in
rainwater was described by a Gamma distribution with r =0.76
and 2 = 330, the average concentration of C. jejuni was 250 cfu/l.

Exposure was investigated during outdoor temperatures
between 20 and 23°. Six hundred and four people were
observed, of whom 259 were children estimated to be below 13
years old. Significant differences (p < 0.05) in behavior (i.e. in
exposure) were observed between people younger and older
than 13 years (Table 1). The mean duration of a visit at an
interactive water fountain was 3.5 min (range 1—120 min). No
significant differences (p > 0.05) were observed between the
duration of a visit for people younger and older than 13 years.
Observations on site were used to quantify the frequency that
droplets of water reached children’s mouths (fp), these data
(N =12 children) were fitted to a gamma distribution, resulting
in parameters r = 2.1 and 1 = 0.17. Also, the frequency with
which people take a mouthful of water (f) was quantified
(N =8children) and fitted to a gamma distribution, resultingin
r=1.2and A =0.76 (Table 1).

The estimated mean volume of inhalation of water aero-
sols for children was 0.394 pL/min, (95% Cl-range
0.0446—1.27 pL/min) and for adults 0.489 pL/min (95% CI-
range 0.0494—1.55 pL/min). The estimated mean volume of
ingestion due to hand-to-mouth-contact with wet hands for
children was 22.6 pL/min, (95% Cl-range 2.02—81.0 uL/min).
The estimated mean volume of ingestion of water droplets
that splash into children’s mouths was 94.4 pL/min (95% CI-
range 5.1—-279 pl/min) and the mean volume of ingestion
through drinking mouthfuls of water amounted 21.5-10° pL/
min (95% Cl-range 1.17-10°-67-10% uL/min) for children.

The estimated infection risk due to inhalation of L. pneu-
mophila for a child was 9.3-10° (95% Cl-range 0—2 . 4-10" % and
for adults 1.1-10"* (95% Cl-range 0—82.8-10"% for the mean
exposure duration of 3.5 min (Fig. 1). The estimated risk of
infection due to ingestion of Campylobacter was 1.3-1072 (95%
Cl-range 0-5.3-107%) for ingestion due to hand-to-mouth
contact with wet hands, 4.5-1072 (95% CI-range 0—1.9-107%)
for ingestion of water droplets in the mouth and 4.7-10~* (95%
Cl-range 2.3:1072-7.1-10"") for ingestion of mouthfuls of
water. Based on the observational data, the estimated mean
total risk of infection for children after ingestion of Campylo-
bacter amounted to 3.6-10 2 (95% CI-range 0—5.3-10 %) for the
mean exposure duration of 3.5 min.

The sensitivity analysis showed that the risk of infection
was most affected by the volume of inhalable water spray
VIWS and the volume of a water droplet Vp, and least affected

Fig. 1 — Risk of infection (mean and 95% percentile) for
ingestion of mouthfuls of water P;,¢ \, ingestion of water
droplets P;,¢ p, ingestion due to hand-to-mouth contact
Pinf um and inhalation P;,¢ ; for mean concentrations of C.
jejuni and L. pneumophila in rainwater that is used as
source water for splash parks. (95th percentiles were
shown by dotted lines).

by the volume of a mouthful of water V,, and the film thick-
ness of water on hands h (Fig. 2). Fig. 3 shows the results of the
scenario-analyses, here the risks of infection are presented for
different concentrations of pathogens in the water of splash
parks. It demonstrates that concentrations of L. pneumophila
and C.jejuni of less than 10 cfu/l (which is equal to absence in
100 ml) would lead to a decrease in the risk of infection for
both L. pneumophila and C. jejuni.

4, Discussion
4.1. Hazard Identification

This study estimated the public health risk of splash parks
that use rainwater as their source water. L. pneumophila and C.

Fig. 2 — Sensitivity of Pi,s by varying a model parameter
within its range of uncertainty.
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Fig. 3 — Risk of infection for inhalation and ingestion for different scenarios with respect to concentrations of pathogens in
water as a function of the duration of exposure to water of a splash park.

jejuni have been chosen to determine the risk of infection for
inhalation and ingestion at splash parks. The target pathogen
L. pneumophila that is used to quantify health risks after
inhalation, can grow and become more virulent at water
temperatures above 25 °C. The growth of Legionella was not
incorporated into our model, because water temperatures
above 25 °C require prolonged outside temperatures of
30—35 °C (Zuurman, personal communication), which is un-
common in The Netherlands. Under optimal conditions, the
concentration of L. pneumophila may double in 8 h (Cooling
Tower Institute, 1990) and increase 3 to 4 orders of magni-
tude in 48—72 h (Holden et al., 1984). This is in contrast to C.
jejuni which will not multiply at temperatures between 25 and
30 °C (Jones, 2001). Besides the investigated model parameter
C. jejuni, other pathogens at splash parks may also cause
gastro-intestinal diseases. For instance, norovirus may be
introduced in water of splash parks by people who interact
with the water (Hoebe et al., 2004) or bird and other animals
may introduce pathogens like Giardia and Cryptosporidium
(Eisenstein et al., 2008). Given the poor water quality at splash
parks (De Man et al., 2014b; De Man et al., 2014a,b,c), together
with the increase of water temperature on warm days also
gives rise to risks of non-fecal pathogens such as A. hydrophila
and P. aeruginosa. While risks posed by these pathogens
deserve evaluation, the necessary dose—response data is
currently lacking. And health risk from contact exposure
cannot be assessed.

4.2. Exposure Assessment

The present study quantified exposure volumes through
inhalation and ingestion, by providing insight into volumes of
exposure due to inhalation, hand-to-mouth contact, splash of
droplets in someone’s mouth and drinking of water. The
observational component of the study yielded important data
that was previously missing. The methodology used in this
study can be used to inform QMRA in other situations where
people are exposed to water in the studied ways.

The exposure assessment for ingestion was not performed
for adults, because information was missing for several model
parameters (A, Fum, Fp, Fu). Based on the uncertain assump-
tion that exposure volumes of ingestion of adults were equal
to children and using the data of the field observations (i.e.

55% of the people got wet hands and 9% got water droplets in
their mouths) gives an exposure volume of 20 uL/min. This
exposure volume was approximately one order of magnitude
lower than the volume of exposure of children (707 pL/min),
which supports the conclusion that children were more at risk
at splash parks than adults.

In our study, we quantified infection risk as a function of
exposure. The importance of exposure is endorsed by the
study of Hoebe et al. (2004), who reported that the attack rate
for gastrointestinal illnesses was higher for children who
interacted for a longer duration with a splash park. This
assumption is also supported by the outbreak of Legionellosis
at the 1999 West Frisian Flower Show in The Netherlands,
where a relation was found between the duration of exposure
and the concentration of antibodies in titers of exposed in-
dividuals (Den Boer et al., 2002). It should be noted that the
average exposure duration of 3.5 min reported in this study
was short because these observations took place in an urban
environment. At playgrounds and other recreational water
parks, the exposure duration may increase to 0.5 h or possibly
up to 2 h (Hoebe et al, 2004), which would increase the
ingested or inhaled dose of pathogens and therefore the sub-
sequent health risk. According to our model, the risk of
infection would increase to 2.3-107* for ingestion of C. jejuni
and 2.8-1072 for inhalation of L. pneumophila for an exposure
duration of 2 h.

4.3. Risk assessment

A standard for exposure to enteric pathogens by consumption
of unboiled tap water in set by the Dutch Ministry of Infra-
structure and Environment, stating that less than one infection
per 10,000 persons per year should occur. Relating this stan-
dard to the current study results showed exceedence for C.
jejuni and L. pneumophila (for the latter one, in case of exposure
of adults and for exposures of children longer than 5 min). The
risk of infection for ingestion of water of a splash park also
exceeded the value of 0.001 pppy, which was recommended as
an infection risk benchmark for the reuse of rooftop-harvested
rainwater (Lim and Jiang, 2013). Furthermore, the estimated
risk of infection exceeded the value of 0.01, being at the
threshold at which epidemiologic studies can identify health
risks (Wade et al., 2006; Ashbolt et al., 2010).
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Thus, the present study shows that exposure to splash
parks may pose a public health risk. This, together with the fact
that outbreaks were associated with malfunctioning of disin-
fection systems (Kebabjian, 2003; Hoebe et al., 2004) indicates
that legislation is required to minimize health risks. Water
quality standards, we believe, can provide a tool for operators
to monitor water quality and to make interventions when
necessary. The scenario analyses (Fig. 3) provides information
about the estimated effect of a reduction of C. jejuni or L. pneu-
mophila (i.e. the effect of water quality standards) on the risk of
infection determined for splash parks that use rainwater as
their source water. Concentrations of L. pneumophila and
C.jejuni of less than 10 cfu/l (which is equal to absence in 100 ml)
would lead to a decrease in the risk of infection of 10—100 times
for C. jejuni and L. pneumophila, respectively.

5. Conclusion

This study showed that exposure to splash parks that use
rainwater as their source water can cause an infection risk.
While at this moment, splash parks do not have to meet any
criteria for water quality and/or design, this study should give
rise to debates concerning the need for such guidelines. The
scenario analyses gives information about infection risks for
specific concentrations of pathogens in their source water. This
information is valuable in terms of the insight it provides into
the effect of water quality standards on public health. Further-
more, this study uses a new methodology making it possible to
quantify exposure volumes using onsite observations, a meth-
odology both practical and useful when assessing quantitative
microbial risk wherever people are exposed to water.
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Normen, criteria, codes en richtlijnen - stand van zaken

Enne de Boer
FiIMM

Normen

Normen zijn afspraken die belanghebbende partijen maken over een product, dienst of —in het geval
van de normcommissie Microbiologie — vooral analysemethoden. Door goede afspraken over
analysemethoden te maken, worden representatieve, reproduceerbare en vergelijkbare resultaten
verkregen. De normcommissie Microbiologie wordt begeleid door NEN, het Nederlands Normalisatie-
instituut. De commissie, die meer dan 30 leden telt, vormt een breed platform waarin
vertegenwoordigers van de overheid, het bedrijfsleven en de wetenschap elkaar ontmoeten en
besluiten nemen over bestaande en nieuwe normen. Gezamenlijk representeren deze experts
Nederland in internationale (ISO) en Europese (CEN) werkgroepen. Contactpersoon is Laura Mout,
secretaris normcommissie Microbiologie, telefoon (015) 2 690 436, e-mail laura.mout@nen.nl.

Het werkpakket van de normcommissie bevat ruim zeventig normen. De meeste normen beschrijven
bemonsterings- en analysemethoden voor microbiologisch onderzoek in de voedselketen. Het
vaststellen van nieuwe normen en de evaluatie en revisie van bestaande normen is een continu
proces. In het kader van het zgn. CEN-mandaat M/381 zijn recent veel validatie-onderzoeken van
bestaande en nieuwe normen uitgevoerd. Publicatie van deze nieuwe of gereviseerde normen wordt
verwacht in 2016 en 2017. NEN publiceert regelmatig een overzicht van actuele normen op het
gebied van de levensmiddelen- en watermicrobiologie. Het laatst gepubliceerde overzicht (21 april
2015) is bijgevoegd.

Criteria

Sinds 1 januari 2006 is de Verordening (EG) nr. 2073/2005 inzake microbiologische criteria voor
levensmiddelen van kracht. Deze verordening richt zich met name op verplichtingen voor het
bedrijfsleven tot beheersing van de microbiologische veiligheid van levensmiddelen. In deze
verordening zijn voor veel productgroepen voedselveiligheids- en proceshygiénecriteria opgenomen.
In de afgelopen jaren zijn diverse amendementen op deze verordening vastgesteld, o.a. betreffende
Bacillus cereus in zuigelingenvoeding, Salmonella Typhimurium en Salmonella Enteritidis in
pluimveevlees en STEC in ontkiemde groenten. Over de vaststelling van een
voedselveiligheidscriterium voor virussen in schelpdieren en een proceshygiénecriterium voor
Campylobacter in pluimveevlees wordt door de Europese lidstaten gediscussieerd.

In veel landen bestaat nog een nationale wetgeving betreffende microbiologische criteria voor
levensmiddelen. In Nederland zijn deze criteria vastgelegd in het Warenwetbesluit bereiding en
behandeling van levensmiddelen (1992). In de toekomst zullen deze criteria niet meer van kracht zijn,
wanneer ze door Europese regelgeving voldoende worden afgedekt.

Normen, criteria, codes en richtlijnen — stand van zaken
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Codes

Om de veiligheid van het bereidingsproces te waarborgen, zijn alle ondernemers verplicht
voedselveiligheidsprocedures op te stellen die gebaseerd zijn op HACCP-principes (Warenwetbesluit
Hygiéne van Levensmiddelen). Ambachtelijke ondernemers wordt de mogelijkheid geboden om
gebruik te maken van Hygiénecodes. Deze Hygiénecodes zijn gebaseerd op HACCP-principes en zijn
opgesteld door de vertegenwoordigers van de betreffende branches. Hygiénecodes kunnen
microbiologische richtwaarden, gekoppeld aan CCP’s bevatten, als onderdeel van de verificatiestap.
Een overzicht van de hygienecodes per sector is te vinden op de website van de NVWA
https://www.nvwa.nl/onderwerpen/regels-voor-ondernemers-dier/dossier/haccp/hygienecodes-

per-sector .

Er zijn inhoudelijke criteria vastgesteld voor het opstellen of herzien van een hygiénecode.
Concept-hygiénecodes worden opgesteld door sectoren van de levensmiddelenindustrie en —handel.
De concepten worden beoordeeld door het Deskundigenoverleg Hygiéne Levensmiddelen (DHL) van
het Regulier Overleg Warenwet (ROW) en goedgekeurd door het ministerie van Volksgezondheid,
Welzijn en Sport of het ministerie van Economische Zaken. Er komt een evaluatieronde voor alle
bestaande codes. Hiertoe is een concept document opgesteld “Evaluatie en vernieuwing
hygiénecodes vanaf 2014”, dat binnenkort wordt gepubliceerd.

Richtlijnen

De Codex Alimentarius is een VN-organisatie, onder de vlag van zowel de FAO (Internationale
Voedsel- en Landbouworganisatie van de Verenigde Naties) en de WHO
(Wereldgezondheidsorganisatie). In Nederland valt de verantwoordelijkheid voor de deelname aan
dit internationale forum deels onder het ministerie van Economische Zaken en deels onder het
ministerie van Volksgezondheid, Welzijn en Sport (www.codexalimentarius.nl ).

Het Codex Comité voor Voedselhygiéne (CCFH) is een horizontaal comité van de Codex Alimentarius
Commission (CAC). Dit comité, voorgezeten door de Verenigde Staten, houdt zich bezig met
algemene hygiéneprincipes voor de productie en verwerking van levensmiddelen en product(groep)-
specifieke hygiénecodes.

De CAC publiceert ‘Standards for commodities’ (beschrijving van verschillende productgroepen),
‘Codes of Practice’ (richtlijnen voor hygiénische praktijken) en ‘Guidelines’ (richtlijnen op
verschillende gebieden van voedselveiligheid en —kwaliteit).

Momenteel zijn in voorbereiding ‘Guidelines for the Control of Trichinella spp. in meat of Suidae’,
‘Draft Code of Hygienic Practice for Low-Moisture Foods’, ‘Draft Guidelines for Control of
Nontyphoidal Salmonella spp. in Beef and Pork Meat’ en ‘Draft Guidelines on the Application of
General Principles of Food Hygiene to the Control of Foodborne Parasites’.

Normen, criteria, codes en richtlijnen — stand van zaken
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Normcommissie Microbiologie

Normen zijn afspraken die belanghebbende partijen maken over een product, dienst of — in het geval van

de normcommissie 'Microbiologie van de voedselketen' — vooral analysemethoden. Door goede afspraken

over analysemethoden te maken, worden representatieve, reproduceerbare en vergelijkbare resultaten

verkregen. De normcommissie Microbiologie wordt begeleid door NEN, het Nederlands Normalisatie-

instituut. NEN heeft een faciliterende rol en de normen worden ontwikkeld door de betrokken experts.

De normcommissie Microbiologie telt meer dan dertig leden,
afkomstig van organisaties uit de gehele voedselketen. De
commissie vormt een breed platform waarin vertegenwoor-
digers van de overheid, het bedrijfsleven en de wetenschap
elkaar ontmoeten en besluiten nemen over bestaande en
nieuwe normen. Gezamenlijk representeren deze experts
Nederland in internationale (ISO) en Europese (CEN)
werkgroepen. Op deze manier kunnen organisaties invloed
uitoefenen op de inhoud van normen en hiervan profiteren.
Ook u kunt lid worden van de normcommissie Microbiologie.

Uw voordelen

Het werkpakket van de normcommissie bevat ruim zeventig
normen. De meeste normen beschrijven bemonsterings- en
analysemethoden voor microbiologisch onderzoek, zoals het
detecteren van Salmonella, Campylobacter en Listeria
monocytogenes. Met één gestandaardiseerde
analysemethode kan zo de aanwezigheid van, of de
hoeveelheid aan micro-organismen worden vastgesteld. Een
groot aantal normen is geschikt voor het aantonen van
microben in verschillende productgroepen waaronder
diervoeder, zuivel, vis en vlees.

Het lidmaatschap van de normcommissie 'Microbiologie van de voedselketen' levert u het volgende op:
Snel op de hoogte van toekomstige normontwikkelingen en herzieningen
Toegang tot een nationaal, Europees en internationaal netwerk van experts

Invioed op de ontwikkeling van normen en gezamenlijk het nationale standpunt bepalen
Deelname aan een krachtig platform voor het signaleren en kenbaar maken van praktijkknelpunten
Continue informele benchmark (waar staat uw organisatie ten opzichte van andere partijen?)

Normalisatie: de wereld op één lijn.




Nationale, Europese en internationale invloed

NEN beheert en publiceert een omvangrijke collectie van
Nederlandse (NEN), Europese (EN) en internationale (ISO)
normen. Door het lidmaatschap op Europees en mondiaal
niveau heeft NEN een centrale positie in het web van
normalisatie. Het standaardiseren van methoden, die gebruikt
worden binnen het microbiologisch onderzoek, vindt steeds
vaker plaats op Europees of internationaal niveau.
Internationale normalisatie leidt immers tot schaalvoordelen
door een grotere markt, betere exportmogelijkheden en het
sluit aan bij de toename van Europees beleid en regelgeving.

Nederlandse experts zijn actief vertegenwoordigd in zowel de
Europese als internationale normcommissies en
werkgroepen. Zij bekleden daar verschillende sleutelposities
als projectleider en brengen de nodige inhoudelijke kennis in.
Enkele actuele onderwerpen:
e Opstellen van een richtlijn in drie delen voor de detectie,
telling en serotypering van Salmonella
e Herzien van ISO 16140:2003 'Microbiologie van
voedingsmiddelen en diervoeders - Protocol voor de
validatie van alternatieve methoden'
e Verbeteren van de norm met algemene eisen voor
microbiologische onderzoeken (ISO 7218:2007)

Voor sommige onderwerpen geeft de normcommissie
Microbiologie er de voorkeur aan om nationale normen of
richtlijnen te ontwikkelen, bijvoorbeeld in de werkgroep
Zuivelmicrobiologie. Deze werkgroep stelt NEN-normen op en
herziet bestaande normen, die van belang zijn voor de
zuivelsector. In een andere nationale werkgroep bundelen
experts hun krachten om bij te dragen aan de herziening van
een ISO-norm voor de bepaling van meetonzekerheid.

Normalisatie: de wereld op één lijn.

De nationale normalisatie-instituten moeten als leden van
CEN een EN-norm in principe zonder afwijkingen als NEN-
norm overnemen. Wel is vertaling in de betrokken landstaal
toegestaan. Na een vastgestelde datum dienen afwijkende
nationale NEN-normen te zijn ingetrokken. In het geval van
de normcommissie Microbiologie worden (bijna) alle 1ISO-
normen overgenomen. Deze normen kunt u herkennen aan
de afkorting NEN-EN-ISO, bijvoorbeeld deel 1 en deel 2 van
NEN-EN-ISO 4833:2013 'Microbiologie van de voedselketen -
Horizontale methode voor de telling van micro-organismen’,
respectievelijk de gietplaat- en strijkplaattechniek.

Normalisatie en NEN: professionaliteit

NEN is een onafhankelijke stichting zonder winstoogmerk.

In Nederland is NEN de enige toegangspoort tot Europese
(CEN) en internationale (ISO) normalisatie. Door lid te
worden van nationale normcommissies kunt ook u als expert
op Europees en internationaal vlak deelnemen aan
werkgroepen en commissies. Wie meedoet aan normalisatie,
deelt zijn kennis om er samen met anderen voordeel uit te
halen. Op een slimme manier worden meerdere belangen
met elkaar verenigd. De commissieleden financieren, naar
draagkracht, gezamenlijk de inzet van NEN voor de
normcommissie.

Meer weten of geinteresseerd in het lidmaatschap?

Wilt u meer informatie over normalisatie of wilt u lid worden
van de normcommissie 'Microbiologie van de voedselketen',
neem dan contact op met Laura Mout, secretaris van deze
normcommissie en Consultant AgroFood & Consument,
telefoon (015) 2 690 436, e-mail laura.mout@nen.nl.

versie: 20150417
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Normsubcommissie Watermicrobiologie

Normen zijn afspraken die belanghebbende partijen maken over een product, dienst of — in het geval van

de normsubcommissie Watermicrobiologie — vooral over methoden voor microbiologisch onderzoek van

water (en slib). Door goede afspraken over analysemethoden te maken, worden representatieve,

reproduceerbare en vergelijkbare resultaten verkregen. De normsubcommissie Watermicrobiologie wordt

begeleid door NEN, het Nederlands Normalisatie-instituut. NEN heeft een faciliterende rol en de normen

worden ontwikkeld door de betrokken experts.

De normsubcommissie Watermicrobiologie (de officiéle naam
luidt: Microbiologische parameters) telt circa vijftien leden,
afkomstig van organisaties die vooral in de drinkwatersector
actief zijn. De commissie vormt een breed platform waarin
vertegenwoordigers van de overheid, het bedriifsleven en de
wetenschap elkaar ontmoeten en besluiten nemen over
bestaande en nieuwe normen. Gezamenlijk representeren
deze experts Nederland in internationale (ISO) en Europese
(CEN) commissies. Organisaties oefenen zo invloed uit op de
inhoud van normen en kunnen hiervan profiteren. Ook u kunt
ook lid worden van de commissie Watermicrobiologie.

Het werkpakket van deze commissie bevat ruim vijftig
normen. De meeste normen beschrijven bemonsterings- en
analysemethoden voor microbiologisch onderzoek van water
(en slib), zoals het detecteren van Clostridium, Legionella en
Salmonella. Met één gestandaardiseerde analysemethode
kan zo de aanwezigheid van of de hoeveelheid aan micro-
organismen worden vastgesteld. Daarnaast bestaan er een
aantal meer generieke normen en informatiedocumenten voor
bijvoorbeeld algemene aanwijzingen voor microbiologisch
onderzoek, kiemgetallen, kwaliteitsborging, mediumbereiding,
validatie en verificatie.

Uw voordelen - het lidmaatschap van de normsubcommissie Watermicrobiologie levert u het volgende op:
Snel op de hoogte van toekomstige normontwikkelingen en herzieningen
Toegang tot een nationaal, Europees en internationaal netwerk van experts

Invioed op de ontwikkeling van normen en gezamenlijk het nationale standpunt bepalen
Deelname aan een krachtig platform voor het signaleren en kenbaar maken van praktijkknelpunten
Continue informele benchmark (waar staat uw organisatie ten opzichte van andere partijen?)

Normalisatie: de wereld op één lijn.



Nationale, Europese en internationale invloed

NEN beheert en publiceert een omvangrijke collectie van
Nederlandse (NEN), Europese (EN) en internationale (ISO)
normen. Door het lidmaatschap op Europees en mondiaal
niveau heeft NEN een centrale positie in het web van
normalisatie. Het standaardiseren van methoden, die gebruikt
worden binnen het microbiologische onderzoek voor water,
vindt steeds vaker plaats op Europees of internationaal
niveau. Internationale normalisatie leidt immers tot
schaalvoordelen door een grotere markt en het sluit aan bij
de toename van Europees beleid en regelgeving.

Nederlandse experts zijn actief vertegenwoordigd in zowel de
Europese als internationale normcommissies en
werkgroepen. Zij bekleden daar verschillende sleutelposities
als projectleider en brengen de nodige inhoudelijke kennis in.
Enkele actuele onderwerpen op nationaal en internationaal
niveau zijn:

e Het ontwikkelen van een Nederlandse Praktijkrichtlijn
(NPR) voor de kwaliteitsborging van PCR-methoden op
basis van 'niet-conventionele technieken', zoals
moleculaire technieken of screeningsmethoden.

e Revisie van ISO 11731:1998 'Water quality - Detection
and enumeration of Legionella' inclusief het uitvoeren
van een ringonderzoek. De toekomstige versie van
ISO 11731 zal van toepassing zijn op verschillende
watertypen, zoals: leiding-, oppervlakte-, koel-,
industrie- en proceswater. Op Europees niveau (CEN)
wordt het normontwikkelingstraject ook gevolgd,
waardoor de definitieve versie als NEN-EN-ISO
gepubliceerd gaat worden. De publieke
commentaarronde vindt naar verwachting in de tweede
helft van 2015 plaats.

Normalisatie: de wereld op één lijn.

De nationale normalisatie-instituten moeten als leden van
CEN een EN-norm in principe zonder afwijkingen als NEN-
norm overnemen. Wel is vertaling in de betrokken landstaal
toegestaan. Na een vastgestelde datum dienen afwijkende
nationale NEN-normen te zijn ingetrokken. In het geval van
de normsubcommissie Watermicrobiologie worden (bijna) alle
ISO-normen overgenomen. Deze normen kunt u herkennen
aan de afkorting NEN-EN-ISO, bijvoorbeeld deel 1 t/m 3 van
NEN-EN-ISO 9308 'Water - Telling van Escherichia coli en
bacterién van de coligroep'. Van deze normserie zijn deel 1
en deel 2 vrij recent herzien.

Normalisatie en NEN: professionaliteit

NEN is een onafhankelijke stichting zonder winstoogmerk.
In Nederland is NEN de enige toegangspoort tot Europese
(CEN) en internationale (ISO) normalisatie. Door lid te
worden van nationale norm(sub)commissies kunt ook u als
expert op Europees en internationaal vlak deelnemen aan
werkgroepen en commissies. Wie meedoet aan normalisatie,
deelt zijn kennis om er samen met anderen voordeel uit te
halen. Op een slimme manier worden meerdere belangen
met elkaar verenigd. De commissieleden financieren, naar
draagkracht, gezamenlijk de inzet van NEN voor de
normsubcommissie.

Meer weten of geinteresseerd in het lidmaatschap?
Wilt u meer informatie over normalisatie of wilt u lid worden
van de normcommissie Watermicrobiologie, neem dan
contact op met Laura Mout, secretaris van deze
normsubcommissie en Consultant Milieu & Maatschappij,
telefoon (015) 2 690 436, e-mail laura.mout@nen.nl.

versie: 20150421
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Microbiologische aspecten van verse vis

Frank Devlieghere
Universiteit Gent — Food2know

Microbiologische aspecten van verse vis



446

4.111

Vis, visproducten, schaal- en schelp-
dieren

Vis

De samenstelling van de microbiéle flora van visserijproducten komt meestal overeen met die van
de (natuurlijke) vangstomgeving. De huid, kieuwen en ingewanden zijn besmet, terwijl het visvlees
van vers gevangen vis steriel is. De micro-organismen die aanwezig zijn op vis en visproducten zijn
afkomstig van 2 belangrijke besmettingsbronnen. In de eerste plaats het water waarin wordt gevist,
waarbij de graad van besmetting afhangt van het leefmilieu (zie tabel 1) en ten tweede de handelin-
gen die plaatsvinden na visvangst.

De temperatuur is de bepalende factor bij de samenstelling van de microflora. Vis uit koud water

is vooral besmet met psychrotrofe Gramnegatieve bacterién als Acinetobacter, Alcaligenes,
Flavobacterium, Moraxella, Photobacterium, Pseudomonas, Shewanella en Vibrionaceae.
Halotolerante Vibrio-soorten kunnen voorkomen op zoutwatervis, Aeromonas spp. op zoetwatervis.
Daarentegen is vis uit warm water vooral besmet met Grampositieve bacterién als Corynebacterium,
Bacillus, Micrococcus, Clostridium en Lactobacillus. Door verontreinigde stranden en kustlijnen
kunnen pathogene micro-organismen op vis aanwezig zijn. Meestal zijn ze van fecale oorsprong.

Tabel 1. Gemiddelde kwantitatieve besmetting van vis.

Leefmilieu Kieuwen Huid Ingewanden
(kve/cm®) (kve/cm®) (kve/cm®)

Zuiver koud water 10%-10* 10%-10* 10%-10°

Verontreinigd tropisch 10°-10° 103-10° 10%-108

en subtropisch water

Bij bewaring onder ijs bestaat, na verloop van tijd, de flora voor meer dan 90% uit Pseudomonas
spp. en Shewanella putrifaciens. Bij aerobe bewaring bij 25°C wordt de microflora gedomineerd

door Vibrionaceae. Is de vis gevangen in verontreinigde gebieden (strand en kustlijnen), dan zijn
vooral mesofiele Enterobacteriaceae aanwezig.

Door handelingen die plaatsvinden na de vangst en tijdens opslag raakt het visvlees besmet.
Bijvoorbeeld via het gereedschap, bij het gutten (verwijderen van ingewanden), het spoelen (met
zeewater), het stapelen onder ijs in het ruim en via mensen. Aan land is besmetting mogelijk door
onder meer het lossen, fileren, portioneren, verpakken en vervoeren.

Productveiligheid
In levende vis kunnen 2 pathogene bacteriesoorten worden aangetroffen: Clostridium botulinum
type E en Vibrio parahaemolyticus (in warm water, temperatuur > 15°C). V. parahaemolyticus
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is een zouttolerante bacterie die zich heeft aangepast aan de mariene omgeving. Daarnaast is in
bepaalde regio's Vibrio cholerae endemisch aanwezig. Vibrio vulnificus kan aangetroffen worden in
estuaria (waar de riviermond uitkomt in de zee).

Vis gevangen in verontreinigde gebieden of vis die aan boord of aan land onhygiénisch is
behandeld, kan bovendien met de pathogenen Salmonella, enteropathogene Escherichia coli,
Staphylococcus aureus (coagulasepositieve staphylococcen) en Listeria monocytogenes besmet zijn.

Vorming van microbiéle metabolieten is mogelijk tijdens de opslag van vis. Dat kan leiden tot een
voedselvergiftiging (scombroide vergiftiging, zie 3.3.6 Biogene aminen). Een voorbeeld hiervan is de
vorming van histamine uit histidine door Proteus morganii bij een pH van 6 tot 7 en een tempera-
tuur van 20°C tot 30°C. Dat is een bekend verschijnsel bij tonijn en makreel.

Productkwaliteit

Het bederf van vis (beenvis) is voor 95% van bacteriéle aard. De overige 5% is autolytisch (door
enzymen van het visvlees of de ingewanden). Het bacterieel bederf treedt onmiddellijk op na de
‘rigor mortis' en verloopt hoofdzakelijk in 2 fasen. Bij de eerste fase wordt trimethylamineoxide
(TMAO) enzymatisch omgezet naar trimethylamine (TMA) via de volgende reactie:

TMAO-reductase

TMAO TMA

\J

bij gebrek aan O,

Meerdere soorten bacterien vormen het enzym TMAO-reductase. Bijvoorbeeld door enkele
Pseudomonas, Shewanella, Acinetobacter en Moraxella-soorten, Enterobacteriaceae, sommige
clostridia en Photobacterium phosphorum. Vis is daardoor maar kort houdbaar. Zelfs bij lage tempe-
ratuur. Zeewatervis bevat TMAO als osmoregulator. Zoetwatervis niet.

In de tweede fase vindt afbraak plaats van aminozuren waarbij ammoniak (NH,) en aminen worden
gevormd. Deze geven de vis een onaangename geur en smaak. Waterstofsulfide (H,S) en vluchtige
zwavelverbindingen worden uit zwavelhoudende aminozuren gevormd (cysteine, cystine, methio-
nine). S. putrifaciens en sommige Vibrionaceae zijn producenten van H,S uit het zwavelhoudend
aminozuur L-cysteine.

Het bederf van kraakbeenvissen (bijvoorbeeld rog en haaiachtigen) wordt gekenmerkt door een
enzymatische snelle vorming van NH, uit ureum. In een later stadium treedt bederf op door TMA-
productie en vorming van NH, en amines uit aminozuren langs bacteriéle weg. De som van TMA,
aminen en ammoniak wordt de Totale Vluchtige Basische stikstoffractie (TVB) genoemd. Dat gehal-
te wordt uitgedrukt in mg N per 100 gram visvlees.

De intrinsieke factoren bepalen mede in welke mate en welk deel van de aanwezige microflora zal
uitgroeien. Bij vis zijn deze factoren optimaal en als volgt:

hoge a,,,

neutrale pH (afhankelijk van de glycolyse gedurende de ‘rigor mortis'-periode);

hoog gehalte aan stikstofbestanddelen;

rijk aan vitamines en mineralen.
Het gehalte aan koolhydraten in vis is laag (< 1%) waardoor slechts kleine hoeveelheden melkzuur
post mortem kunnen worden gevormd. Hierdoor kan de pH-gevoelige bederfveroorzakende bacte-
rie S. putrifaciens uitgroeien.
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Opslag van vis bij lage temperatuur (bij voorkeur tussen 0-4°C) is essentieel voor het vertragen van
microbiéle groei. Diepgevroren vis bewaard bij -18°C vertoont geen microbiologisch bederf.
Verpakken van vis onder gemodificeerde atmosfeer (MAP) remt de groei van de bederfflora en de
microbiéle reductie van TMAO tot TMA. Dat leidt tot verlenging van de houdbaarheid, met behoud
van de sensorische kwaliteit. Bederf van zeevis verpakt onder gemodificeerde atmosfeer wordt
hoofdzakelijk veroorzaakt door S. putrifaciens en P. phosphorum.

Methodologie

Het microbiologisch onderzoek van verse vis is om de volgende redenen niet zo zinvol:
de tijd die nodig is voor marktdistributie is zeer kort en meestal korter dan de analysetijd, ook al
treden vertragingen op tijdens distributie;
vers verkochte vis uit diepzeezones is minimaal besmet met micro-organismen van hygiénisch
belang.

Bovendien kan bederf van verse vis worden veroorzaakt door bacterién die moeilijk groeien op de
gebruikelijke media waardoor bacteriologische resultaten niet representatief zijn. Daarom kan in
de keuze van cultuurmedia beter worden afgeweken van de algemeen geldende methoden voor
levensmiddelen (zie hierna).

Belangrijke parameters voor de kwaliteit van vis zijn het aeroob kiemgetal en het aantal H,S-
producerende bacterién. Bij de bepaling van het aeroob kiemgetal vindt bebroeding plaats gedu-
rende 5 dagen bij 22°C in plaats van bij 30°C. Op deze manier wordt de methode specifieker voor
vis en visproducten, omdat vooral het aantal psychrotrofe bacterién wordt bepaald. Sommige van
deze psychrotrofe bacterién kunnen zich ook niet ontwikkelen bij 30°C. Voer de telling van de H,S-
producerende bacterién uit met lJzer Agar (gietplaattechniek met het aanbrengen van een deklaag).
De bebroeding vindt plaats bij 22°C gedurende 3 dagen.

Het vaststellen van de microbiologische kwaliteit gaat bijvoorkeur samen met bepalingen van TVB
en TMA-gehaltes. Tevens is een sensorische evaluatie door een testpanel belangrijk bij het vaststel-
len van de kwaliteit. De criteria voor het TVB-gehalte van verse vis bewaard onder ijs zijn afhankelijk
van de vissoort (zie tabel 2). De richtlijn voor TMA is maximaal 12-15 mg N per 100 gram visvlees.

Voor producten bewaard bij een hogere temperatuur (bijvoorbeeld 4°C), zoals typisch bij in gemo-
dificeerde atmosfeer verpakte vis, gelden bovenstaande normen niet. Naast het onderzoek naar
kiemgetallen is het raadzaam ook sensorische analyses, of bepaling van vluchtige componenten
zoals TMA, azijnzuur, ethanol, 2,3-butaandiol, 3-methyl-1-butanol en dimethylsulfide uit te voeren
om de houdbaarheidstermijn vast te stellen
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Tabel 2. Criteria voor het TVB-gehalte van verschillende soorten vis (vers, bewerkt of ingevroren).

Categorie  Vissoort Naam Gehalte TVB
(mg N/100 g)
A Roodbaars Sebastes spp. 25 mg N/100 g
Blauwkeeltje Helicolenus dactylopterus
Sebastichthys capensis
B Scholachtigen Pleuronectidae 30 mg N/100 g
(uitgezonderd Hippoglossus spp.)
C Heekachtigen Merlucciidae 35 mg N/100 g
Kabeljauwachtigen Gadidae
Zalm Salmo salar

Bron: Verordening (EG) Nr. 2074/2005, 2005.

Visproducten

Visproducten kunnen op uiteenlopende manieren worden geproduceerd. Daarmee kan het product
tegelijkertijd ook in meer of mindere mate worden geconserveerd. Deze verschillende productie-
wijzen zijn medebepalend voor het soort en de snelheid van microbieel bederf. Voorbeelden van
deze (conserverings)technieken zijn indrogen, roken, pekelen of marineren van vis.

Bij snijhandelingen zoals fileren, wordt het oppervlak van de vis sterk vergroot. Daarmee nemen de
mogelijkheden voor besmetting ook sterk toe. Vooral bij onvoldoende hygiénische bedrijfsvoering.

Productveiligheid

Visproducten kunnen besmet zijn met diverse pathogene bacterién, zoals enteropathogene E. coli,
Salmonella, S. aureus (coagulasepositieve staphylococcen), L. monocytogenes en C. botulinum
type B en vooral type E. In principe remmen processen als zouten, roken en drogen de groei van
deze pathogenen. In welke mate dat hangt af van de uiteindelijke zoutconcentratie en de mate van
droging (verlaging van de wateractiviteit (a, -waarde)). Daalt de wateractiviteit slechts in een lichte
mate dan wordt de groei niet geremd en blijft koeling noodzakelijk. Problemen kunnen ontstaan als
de temperatuur tijdens bewaren hoger is dan 5°C.

Bij lichtgezouten koudgerookte vis is het belangrijk dat rekening wordt gehouden met een mogelijke
besmetting van de vis met L. monocytogenes (via visserijwateren en/of productieomgeving). Gezien
het pyschrotrofe karakter van deze pathogeen (groei mogelijk bij lage temperatuur) is het noodza-
kelijk de houdbaarheid van deze productsoorten te beperken. Door besmetting vanuit de productie-
omgeving kan warmgerookte vis ook met L. monocytogenes besmet raken.

Productkwaliteit

Melkzuurbacterién en gisten en schimmels zijn meestal verantwoordelijk voor bederf van vis-
marinades vanwege de lage pH van dit soort producten (pH + 4.0). Gezouten en gedroogde
visproducten, al of niet gerookt, zijn door de hun verlaagde a, -waarde vooral onderhevig aan
bederf door Grampositieve bacterién (vooral micrococcen en staphylococcen), gisten en schimmels.




Microbiologische veiligheid van insecten bestemd voor humane
consumptie

Lieve Herman
ILVO — Instituut voor Landbouw- en Visserijonderzoek

Inleiding

Het Wetenschappelijk Comité van het FAVV (het Belgische Federaal Agentschap voor de Veiligheid
van de Voedselketen) en de Hoge Gezondheidsraad (HGR) hebben een advies uitgebracht over de
mogelijke gevaren die verbonden kunnen zijn aan de humane consumptie van insecten
(http://www.favv.be/wetenschappelijkcomite/adviezen/ documents/ADVIES14-

2014 NL DOSSIER2014-04 002.pdf,
http://www.health.belgium.be/internet2Prd/groups/public/ @public/ @shc/documents/ie2divers/19
099421.pdf). De studie betreft enkel insecten die in hun geheel geconsumeerd worden of als

“preparaat van het gehele insect” (bv. vermalen van hele wormen) en die in een gestandaardiseerde
omgeving gekweekt worden. De studie gaat m.a.w. niet dieper in op insecten die gewonnen worden
via wildvang, proteine- of andere extracten afkomstig van insecten of insecten gekweekt voor niet-
humane consumptie. In dit advies worden overigens enkel de insectensoorten beschouwd die het
meest frequent op de Belgische markt (anno 2011) werden aangeboden voor humane consumptie,
De verkoop van deze soorten wordt momenteel gedoogd in Belgié, bij gebrek aan een eenduidig
juridisch kader op Europees niveau.

Insecten zijn rijk aan eiwitten, vitamines, mineralen en vetzuren. De specifieke voedingswaarde en
chemische samenstelling wordt bepaald door de soort, het ontwikkelingsstadium en het voeder.
Naargelang de soort, worden insecten door de mens geconsumeerd in verschillende stadia van
ontwikkeling, nl. in ei-, larve-, pop- of volwassen stadium (Belluco et al., 2013; Verkerk et al., 2007,
Finke, 2002). Veelal worden insecten in hun geheel geconsumeerd, maar ze kunnen ook verwerkt
worden tot pasta’s of poeders. Extractie van proteinen, vetten, chitine, mineralen en vitamines is
eveneens mogelijk (FAO, 2013).

Microbiologische kwaliteit van rauwe insecten

Net zoals vertebraten kunnen insecten biologische agentia en stoffen bevatten die bij consumptie
een gevaar voor de gezondheid kunnen betekenen. De kweek-, verwerkings- en verdere
bewaarcondities zijn in grote mate bepalend voor de voedselveiligheid van eetbare insecten.
Insecten hebben een grote diversiteit aan micro-organismen in hun darmflora en verschillende
micro-organismen kunnen aanwezig zijn op de cuticula of het exoskelet.

Er bestaan weinig specifieke wetenschappelijke studies over de microbiologische kwaliteit en
veiligheid van eetbare insecten die onder gecontroleerde condities gekweekt worden. In de
beschikbare studies wordt een vrij hoog kiemgetal gerapporteerd, met voor rauwe insecten getallen
tussen 10" en 10° kve/g. Veelal betreft het fecale contaminatie met aanwezigheid van
Enterobacteriacea en E. coli maar ook Gram positieve bacterién kunnen aanwezig zijn tot gehaltes
van 10’ kve/g. Een speciale zorg betreft de aanwezigheid van aerobe sporenvormers die werden
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aangetroffen in gehaltes tot 10" kve/g. In een verkennende studie werden sporenvormende
bacterién aangetroffen in de darm en de cuticula van gekweekte meelwormlarven (Tenebrio molitor)
en huiskrekels (Acheta domesticus). Het betrof voornamelijk Bacillus licheniformis en, sporadisch, B.
subtilis en B. megaterium (Klunder et al., 2012).

Pathogene schimmels zoals Aspergillus, Penicillium, Mucor en Rhizopus kunnen via het voeder de
gastheerinsecten besmetten. Deze schimmels kunnen direct besmettelijk zijn voor de mens of
kunnen secundaire stoffen uitscheiden die toxisch of allergeen zijn. Aspergillus, Penicillium en
Fusarium schimmels worden vaak geassocieerd met de productie van mycotoxines (FAO, 2013;
NVWA, 2014 Schabel, 2010). In een preliminaire, Belgische studie werden gisten en schimmels in
behoorlijke aantallen aangetroffen in zowel verse, gevriesdroogde als ingevroren meelwormen
(Tenebrio molitor) en sprinkhanen (Locusta migratoria) (interne communicatie 02/05/2014, J. Stoops
& L. Van Campenhout, Lab4Food, K.U.Leuven).

Agentia verantwoordelijk voor overdraagbare spongifome encefalopathieén (‘transmissible
spongiform encephalopathies’ of TSE) zouden een risico kunnen inhouden. Studies hebben
aangetoond dat insecten gevoed op basis van componenten van het zenuwstelsel van herkauwers,
die besmet zijn met het scrapie agens, zelf een bron van besmetting waren (Lupi, 2006 & 2003; Post
et al., 1999; Rubenstein et al., 1998; Wisniewski et al., 1996).

Een ander mogelijk gevaar, verbonden aan de consumptie van rauwe of onvoldoende verhitte
insecten, is dat de consument een parasitaire infectie kan oplopen. Parasieten kunnen namelijk
insecten als (tussen-)gastheer of als “tijdelijke” gastheer gebruiken (Belluco et al., 2013; NVWA,
2014; Chai et al., 2009; Hinz, 2001). Er zijn een aantal gastro-intestinale wormen (helminten)
beschreven die onder meer in menselijke uitwerpselen gevonden worden en waarvoor insecten
specifiek tussengastheer zijn (Hinz, 2001).

Microbiologische kwaliteit van insecten na verwerking en bewaring

Veel insecten en hun producten ondergaan een verwerkingsproces vooraleer ze worden vermarkt.
De meest effectieve verhittingsprocessen in relatie tot een daling van de microbiologische
besmetting is verhitting. Ovendrogen (110 min., 90 °C) leidde in diverse studies tot een reductie van
het totaal aeroob kiemgetal (> 3,0 x 10” kve/g) met 2 a 3 log en tot een reductie van de
Enterobacteriacea (> 1,5 x 10” kve/g) met 3 a 5 log. Roosteren zou een geringer effect hebben, maar
de gegevens in deze studie waren onvolledig om een grondige evaluatie toe te laten. Blancheren
voor het roosteren resulteerde in deze studie wel tot een sterke daling van het aantal
Enterobacteriacea. Koken (5 - 10 min., 100 °C) reduceerde het aantal Enterobacteriacae sterk (van
10’ in meelwormlarven en 10* kve/g in huiskrekels tot < 10 kve/g). Door het kookproces worden de
sporen niet volledig geinactiveerd. De overlevende sporen kunnen door de condities tijdens de
verwerking tot ontkieming gebracht worden en uitgroeien tijdens de bewaring.

Bij vriesdrogen wordt het water aan het product onttrokken bij vriestemperaturen, om een relatief
lange houdbaarheid (bij bewaring op een koele, droge plaats) te bekomen. Invriezen en vriesdrogen
zou geen beduidend effect hebben op het totaal aeroob kiemgetal en het aantal Enterobacteriacea.
Malen zou de microbiéle contaminatie kunnen verhogen door het vrijkomen van de microbiota uit
de darm en de verhoogde mogelijkheid tot groei tijdens de bewaring.
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Malen van insecten voorafgaand aan het braden of koken zou de doeltreffendheid van de thermische
behandelingen niet verbeteren, maar daarentegen leiden tot een hogere microbiéle belasting in
vergelijking met hele meelwormlarven (Klunder et al., 2012).

Gemalen insecten kunnen potentieel ook in gefermenteerde levensmiddelen gebruikt worden. Het
zure milieu dat gecreéerd wordt door de fermentatie verhoogd de houdbaarheid en microbiéle
veiligheid van (gemalen) insecten en de verzuurde condities (pH 3,7) verhinderen de ontkieming en
uitgroei van de sporen.

Net zoals voor overige levensmiddelen, verhogen allerlei manipulaties tijdens de productie en
verwerking de kans op besmetting vanuit de omgeving bv. met Staphylococcus sp.

Om verdere uitgroei van bacterién te voorkomen of te beperken zijn geschikte bewaarcondities
belangrijk. Onder bepaalde omstandigheden (bv. temperaturen rond 30 °C en een vochtige
omgeving) kunnen bacterién, waaronder ook ontkiemde sporen, verder uitgroeien.

Er zijn geen sluitende onderzoeken bekend die de microbiéle veiligheid van insecten tijdens of na de
door producenten vermelde houdbaarheidstermijn (bv. 52 weken) nagaan. In het kader van
preliminaire testen op de houdbaarheid van meelwormenpasta (zonder toegevoegde additieven)
werden het totaal aeroob kiemgetal, de Enterobacteriacea, het totaal anaeroob kiemgetal, gisten en
schimmels geanalyseerd op meerdere tijdstippen bij bewaring onder verschillende condities. De
resultaten van deze studie wijzen op een indicatieve houdbaarheid tussen 3 en 7 dagen bij 2 -7 °C
wanneer de pasta bewaard wordt in een steriel potje; bij bewaring onder vacuiim is de pasta 7 dagen
houdbaar, en na pasteurisatie van de pasta in een steriel potje meer dan 14 dagen (interne
communicatie 29/04/2014; F. Wouters, VIVES - associatie K.U.Leuven).

Microbiologische analyses van insecten in de handel in Belgié en Nederland

Uit een microbiéle analyse van 55 gevriesdroogde insectenproducten (sprinkhanen, kleine
meelwormen, meelwormen en meelwormsnacks) uit de Nederlandse detailhandel (anno 2010) bleek
het aantal aerobe bacterién in 59 % van de monsters hoger dan 10° kve/g en werd in 65 % van de
monsters meer dan 10° kve Enterobacteriacea per gram aangetroffen. Clostridium perfringens,
Salmonella en Vibrio werden niet aangetroffen en in 93 % van de monsters lag de concentratie aan
Bacillus cereus onder 100 kve/g (NVWA, 2014). Deze waarden van het aerobe kiemgetal en de
concentraties Enterobacteriacea en sporenvormende bacterién in de gevriesdroogde meelwormen
(Tenebrio molitor) zijn vergelijkbaar met de waarden die Klunder et al. (2012) vermelden voor verse
meelwormen.

Een recente Belgische studie (anno 2014, N. Botteldoorn persoonlijke mededeling) werden in 5
gelyofiliseerde producten de volgende resultaten bekomen: totaal aeroob kiemgetal variérend van
10° tot 107, E. coli <10 kve/g; B. cereus werd gedetecteerd in 2 stalen met gehaltes 10° en 10* kve/g.
In een geroosterd staal was het aeroob totaal kiemgetal 10°, bedroeg E. coli <10 kve/g en was B
cereus negatief. Een gedroogd staal bevatte een totaal aeroob kiemgetal van >10® kve/g, 10° kve/g E.
coli en 10° kve/g B. cereus. Er werden geen Salmonella, Vibrio, Campylobacter, STEC,
coagulasepositieve Staphylococcus, Listeria monocytogenes en Clostridium perfringens gedetecteerd.
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Microbiologische richtwaarden

Er bestaat geen specifieke reglementering (microbiologische eisen, etc.) voor de productie en het op
de markt brengen van insecten die bestemd zijn voor humane consumptie. Net als alle andere
levensmiddelen dient voldaan te worden aan de eisen van de “General Food Law” (Verordening (EG)
178/2002). Deze verbiedt het op de markt brengen van levensmiddelen indien zij schadelijk zijn voor
de volksgezondheid of ongeschikt zijn voor menselijke consumptie. Producenten en verdelers van
insecten zijn tevens onderworpen aan de Verordening (EG) 852/2004 inzake levensmiddelenhygiéne.
Deze regelgeving vereist onder meer dat levensmiddelenbedrijven geregistreerd zijn en beschikken
over een preventief autocontrolesysteem gebaseerd op de HACCP (‘hazard analysis and critical
control point’) principes.

Ook op het niveau van de Codex Alimentarius zijn er geen standaarden beschikbaar die specifiek
betrekking hebben op het gebruik van insecten in humane of dierlijke voeding (PROteINSECT rapport
“Deliverable 5.1”, september 2013%). Gelijkaardig aan andere levensmiddelen van dierlijke
oorsprong, zijn voor eetbare insecten onder de Codex Alimentarius volgende normen (geheel of
gedeeltelijk) van toepassing (FAO, 2014):
- General Principles of Food Hygiene (CAC/RCP 1-1969);
http://www.codexalimentarius.org/download/standards/23/CXP_001e.pdf
- Hygienic Practices for meat (CAC/RCP 58-2005);
http://www.codexalimentarius.org/download/standards/10196/CXP_058e.pdf
- The Codex code of practice on good animal feeding (CAC/RCP 54-2004);
http://www.codexalimentarius.org/download/standards/10080/CXP_054e.pdf

Voor mogelijke voedselveiligheids- en proceshygiénerichtwaarden kan men zich baseren op de
criteria voor “vergelijkbare” producten (tabel 1) vermeld in Verordening (EG) nr. 2073/2005 van de
Commissie van 15 november 2005 inzake microbiologische criteria voor levensmiddelen.

! “Deliverable 5.1" — Mapping Exercise Report with regard to current legislation and regulation: Europe and Africa
& China. http://www.proteinsect.eu/fileadmin/user upload/deliverables/D5.1t-FINAL.pdf
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Tabel 1. Mogelijke richtwaarden op basis van de voedselveiligheids- en proceshygiénecriteria

(Verordening (EG) nr. 2073/2005).

opmerking m.b.t.

levensmiddelcategorie micro-organisme grenswaarden gebruik criterium voor
eetbare insecten

Voedselveiligheidsrichtwaarden

Kant-en-klare levensmiddelen die L. monocytogenes 100 kve/g 2

als voedingsbodem voor Listeria
monocytogenes kunnen dienen
Gehakt vlees en vleesbereidingen
van andere diersoorten dan
pluimvee bedoeld om na verhitting
te worden gegeten

Levendige tweekleppige
weekdieren en levende
stekelhuidigen, manteldieren en
buikpotigen (bv. slakken)

Salmonella

Salmonella

E. coli?

afwezigin10g ™

afwezigin 25 g ™
230 MPN/100 g
vlees en
lichaamsvocht 2

Enkel op voorwaarde
dat gegarandeerd kan
worden dat de insecten
nog verhit worden.

Proceshygiénerichtwaarden

Gehakt vlees

Aeroob kiemgetal

E. coli?

m =5 x 10° kve/g
M =5 x 10° kve/g ¥

m = 50 kve/g
M =500 kve/g

Op basis van (beperkte)
literatuurgegevens lijkt
dit criterium moeilijk
haalbaar voor rauwe
insecten. Dit criterium
kan desalniettemin als
richtwaarde gebruikt
worden en zou na
hittebehandeling in een
gecontroleerd
hygiénisch uitgevoerd
proces mogelijk
moeten zijn.

W'producten die in de handel zijn gebracht, voor de duur van de houdbaarheidstermijn

@ E. coli als indicator voor fecale verontreiniging

B) MPN : ‘most probable number’

(4) «

m’ en ‘M’: waarden waartussen een bepaald aantal deelmonsters moet genomen worden

In tabel 2 worden deze mogelijke richtwaarden op basis van wat beschikbaar is in de huidige

wetgeving getoetst aan de gegevens die beschikbaar zijn in de literatuur voor insecten en die

hierboven beschreven werden.

Microbiologische veiligheid van insecten bestemd voor humane consumptie



Tabel 2: Toetsen van mogelijke microbiologische richtwaarden aan de beschikbare
analyseresultaten van insecten.

Parameter Rauwe Prakijkstalen Koken Richtwaarden
insecten Belgié (droog Blancheren/roosteren
geroosterd)
Kve/g
Totaal aeroob | 10 - 10° 5x10° - >10° <10 5x10°-5x 10°
kiemgetal ' 2-3log
Sporen 10*-10* ontkiemen, ev. groei ?
E. coli <10-8x 10* 50 -500
B. cereus <100-2,3 x 10° <10*-<10°
Schimmels Preliminaire ?
analyses tonen
behoorlijke
aantallen

Op basis van de gegevens uit de literatuur en uit praktijkgegevens blijkt dat de voorgestelde
richtwaarden wellicht niet haalbaar zijn voor rauwe insecten. Vandaar dat een behandeling die
micro-organismen afdoodt zoals bv. een hittebehandeling (blancheren, koken, frituren of wokken)
essentieel is. Bovendien stelt zich de vraag of er geen proceshygiénerichtwaarden dienen
geformuleerd te worden voor het aantal sporen na behandeling en voor het aantal schimmels, en of
er geen voedselveiligheidsrichtwaarde dient gehanteerd te worden voor B. cereus.

Conclusies en aanbevelingen

Er is in de literatuur weinig informatie te vinden met betrekking tot de mogelijke gevaren verbonden
aan de humane consumptie van gekweekte insecten. De informatie die beschikbaar is, is weinig
gedetailleerd en/of berust op extrapolatie van gegevens over de consumptie van andere
levensmiddelen. Ofschoon er een aantal projecten lopen, is er nood aan meer onderzoek, onder
meer over het effect van verwerking en verschillende conserveringsmethodes (koken, stomen,
bakken, frituren, malen, koelen, diepvriezen, inblikken, vriesdrogen, gasverpakken) op de microbiéle
en chemische veiligheid van insecten. Toch lijkt het vrij onwaarschijnlijk dat insecten gekweekt onder
gecontroleerde, hygiénische omstandigheden, vanuit de kweekomgeving of de voedingsbodem met
virale of parasitaire ziekteverwekkers besmet zouden raken. Aangezien niet uit te sluiten valt dat
pathogene bacterién (en sporen) uit de productieomgeving de insecten en zijn consumenten kunnen
besmetten, is een verhittingsstap (minimaal blancheren, koken, frituren of wokken) essentieel
vooraleer de producten op de markt gebracht of geconsumeerd worden. Tevens dient besmetting
met gisten en schimmels, die schadelijke secundaire metabolieten kunnen produceren
(mycotoxines), vermeden te worden.

Bij de kweek, verwerking, commercialisering en bewaring van insecten en hun producten dienen
dezelfde gezondheids- en sanitaire regels (cf. Goede Hygiéne Praktijken (GHP) en Goede
Productiepraktijken (GMP)) gevolgd te worden als voor alle andere traditionele levensmiddelen (of
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diervoeders) om de voedselveiligheid te waarborgen. Verschillende controlemechanismen dienen
geimplementeerd te worden.
Specifieke aandachtspunten hierbij zijn:

- Het microbiologisch risicopotentieel van eetbare insecten is grotendeels afhankelijk van de
gebruikte voedingsmedia. De voeders of de kweekbodems die gebruikt worden dienen te
voldoen aan de voorschriften voor diervoeders. Gezien de potentiéle gevaren, mogen
onder meer behandeld hout, mest, keukenafval of —resten niet als voeders voor de kweek
van insecten gebruikt worden.

- Bewaarcondities die de groei van micro-organismen beperken, dienen op het etiket
vermeld te worden.

- Hetis sterk aangeraden om, indien mogelijk, te werken met droge kweekbodems en om
regelmatig de feces te verwijderen en/of het voeder te verversen, alsook om de
kweekruimte, de kweekbedden en het materiaal na iedere kweekcyclus te desinfecteren.

- Aan de consument wordt ten stelligste afgeraden insecten voor eigen consumptie aan te
kopen bij kwekers van insecten bestemd als vis- of vogelvoer, als voeder voor “new
companion animals”, reptielen en andere insectivoren, waarbij het kweekproces geen
rekening houdt met mogelijke gevaren in geval van humane consumptie. Insectenkwekers
dienen de lijn bestemd voor humane voeding strikt gescheiden te houden van deze
bestemd voor dierlijke voeders.
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Pathogenen en kiemgroenten

Jeanette Koedijk
T. van der Plas bv

Kiemgroenten worden vaak rauw geconsumeerd, net zoals bijvoorbeeld sla en rucola. Als je het
RASFF Portal er op nakijkt, dan blijkt dat het bij kiemgroenten voornamelijk gaat om meldingen met
betrekking tot de pathogenen Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Shigatoxineproducerende
Escherichia coli en Bacillus cereus.

Wat doen we bij Van der Plas sprouts om veilige kiemgroenten te produceren en op de markt te
brengen? Hoe gaan we om bij Van der Plas Sprouts met de verordening (EU) Nr. 209/2013, die voor
onder meer kiemgroenten is geintroduceerd in 2013? Waar kan het fout gaan in de keten? En wat
kunnen de verschillende schakels in de keten doen om problemen te voorkomen?

Salmonella, STEC

Na de uitbraak van shigatoxineproducerende E.coli (STEC) in mei 2011 in Duitsland, werd de
consumptie van kiemgroenten aangewezen als de meest waarschijnlijke bron van de uitbraken.

Voor mei 2011 lag de nadruk bij de controle op Salmonella spp. en L. monocytogenes. Tevens werd er
gecontroleerd op E. coli. Indien die uitslag aan de hoge kant was (boven de 100 kve/g), dan was de
procedure om testen op E. coli 0157.

Sinds de uitbraak in 2011 worden alle zaadpartijen gecontroleerd op de aanwezigheid van STEC en
Salmonella spp. Beide bacterién behoren tot de familie van de Enterobacteriaceae en kunnen tijdens
de teelt van kiemen goed uitgroeien. Bij andere groentes, zoals bijvoorbeeld sla groeien die bacterién
ook uit. Minder snel vanwege lagere temperaturen, maar de teeltduur is van die groentes weer
langer dan van kiemgroenten, zodat het aantal bacterién ook bij een eindproduct zoals kas-sla
ziekmakend kunnen zijn.

Sinds 2013 zijn er vier nieuwe verordeningen van kracht die betrekking hebben op de teelt en
distributie van kiemen of zaden die bestemd zijn voor de teelt van kiemen.

Nr. 208/2013 betreffende de traceerbaarheid voor kiemgroenten en voor de productie van
kiemgroenten bestemde zaden. Hierin staat 0.a. wat er wordt verstaan onder kiemgroenten.
“Kiemgroenten” het product dat wordt verkregen uit het kiemen van zaden en de ontwikkeling
daarvan in water of een ander medium, dat vdér de ontwikkeling van echte bladeren wordt geoogst
en dat bedoeld is om geheel te worden gegeten, inclusief het zaad.

Ook wordt er een definitie gegeven van een partij. Voor de traceerbaarheid is het punt dat de
taxonomische naam moet worden genoteerd op de documenten zoals bijvoorbeeld de factuur.

Nr. 209/2013 tot wijziging van verordening nr. 2073/2005 inzake microbiologische criteria voor
kiemgroenten en de bemonsteringsvoorschriften voor pluimveekarkassen en vers pluimveevlees.
Hierin staat dat elke zaadpartij moet voor 0,5 % representatief worden bemonsterd. Dat monster
moet worden ingezet voor een teelt zoals het gangbaar is op de kiemgroentenkwekerij. Na minimaal
48 uur moeten er 5 monsters worden genomen die worden geanalyseerd op Salmonella en STEC. Bij
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alle 5 de monsters moeten de bacterién Salmonella spp. en STEC afwezig zijn. Er worden in de
verordening specifieke STEC's benoemd. Te weten: 0157, 026, 0111, 0103, 0145 en 0104:H4.

De insteek bij Van der Plas is om een zaadpartij die toxine-genen (stx1 en/of stx2) bevatten niet te
accepteren. Ook al is het geen STEC. De methode om STEC te analyseren bestaat uit twee stappen.
De eerste stap... zitten er stx-genen in het monster? Is een analyse die binnen 24 uur resultaat geeft.
De bevestigingsstap kost meer tijd (en geld). Zolang de uitslag niet bekend is, moet de partij worden
geblokkeerd. Voor een product als taugé, met een korte teeltduur en een beperkte houdbaarheid,
duurt zo’n test eigenlijk te lang. Ook is het gevaar dat als een partij met stx-genen, maar niet E. coli,
wordt gebruikt, dat we door kruisbesmetting meerdere teelten moeten controleren op
aanwezigheid/afwezigheid van E. coli.

De beleidslijn van de NVWA (2014) is om niet naar de specifieke serotypes van STEC te kijken, maar
alle STEC’s te mijden in hoog risico producten.

Werkwijze voor controle en monitoring. Alle zaadpartijen worden bemonsterd volgens verordening
209/2013. Alleen zaadpartijen die zijn vrijgegeven worden gebruikt voor de teelt van kiemen. Elke
week worden er 6 monsters genomen van lekwater (spent sprout irrigation water). Deze monsters
worden geanalyseerd op Salmonella, STEC en L. monocytogenes.

Elke maand worden minimaal 5 producten onderzocht op einde houdbaarheidsdatum op STEC,
Salmonella, L. monocytogenes, E. coli en Bacillus cereus.

Nr. 210/2013 betreffende de erkenning van inrichtingen die kiemgroenten produceren
overeenkomstig verordening 852/2004.

Van der Plas is erkend door de NVWA. In juni 2013 heeft T. van der Plas eerst een voorlopige
erkenning gekregen met de verplichting om de vloer aan te pakken. Die vloer is in september 2013
gerealiseerd. Voor 2015 is en wordt weer een gedeelte van de kwekerij vernieuwd.

Nr. 211/2013 betreffende de certificeringsvoorschriften voor de invoer in de Unie van kiemgroenten
en voor de productie van kiemgroenten bestemde zaden.

Listeria monocytogenes

Bij Van der Plas laten we, die 5 monsters die volgens verordening 209/2013 moeten worden
geanalyseerd op STEC en Salmonella, ook analyseren op de aanwezigheid van L. monocytogenes.
Waarbij we ook 5 maal afwezig in 25 gram vereisen.

Vanwege het karakter van L. monocytogenes, is de kans van uitgroei tijdens de teelt klein. L.
monocytogenes heeft het vermogen goed uit te groeien bij lage temperaturen als andere bacterién
zich niet of nauwelijks meer vermeerderen. Dan heeft L. monocytogenes weinig concurrentie van
andere bacterién. Listeria monocytogenes is meer een gevaar op de inpak afdeling en dan
voornamelijk op de automatische inpaklijnen. Deze lijnen worden met Listeria Swabs gecontroleerd
en elke 14 dagen worden er producten van deze lijnen bemonsterd voor controle op aanwezig-
/afwezigheid van L. monocytogenes.
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Met betrekking tot NVWA Infoblad 85 m.b.t. Verordening (EG) nr. 2073/2005:

Kiemen vallen in de categorie: Kant-en-klare levensmiddelen die als voedingsbodem voor L.
monocytogenes kunnen dienen. Producenten van deze categorie levensmiddelen dienen studies te
verrichten om na te gaan of gedurende de hele houdbaarheidstermijn wordt voldaan aan het
criterium <100 kolonie vormende eenheden (kve) L. monocytogenes per gram.

Kiemen hebben een pH van boven de 5,0 en een aW van 0,99. We hebben diverse challengetesten
laten uitvoeren voor de uitgroei van L. monocytogenes op kiemgroenten tijdens de
houdbaarheidstermijn.

Bacillus cereus

De norm voor Bacillus cereus in Nederland is 100.000 kve/g. De hoeveelheid die nodig is voor toxine
vorming is 10.000.000 kve/g.

In Duitsland is er een richtlijn (DGHM) die als richtwaarde 100 kve/g geeft en als
waarschuwingswaarde 1.000 kve/g. Deze Duitse norm is voor kiemgroenten niet realistisch.

Op het einde van de houdbaarheidstermijn zijn de meeste uitslagen wel onder de 1.000 kve/g, maar
uitslagen tussen de 1.000 en de 10.000 kve/g komen ook regelmatig voor. Een Europese norm voor
toxine gehalte, zoals in de planning ligt zou zeer welkom zijn.

Keten

Zaadteelt en distributie, kiementeelt, retail, consument.

Voor het gedeelte van de zaadteelt van zaad bestemd voor kiemgroenten en voor de teelt van
kiemen is veel aandacht. De ESSA (European Sprouted Seeds Association) is bezig met een Europese
richtlijn voor de zaadteelt en teelt van kiemen.

Hygiéne, koelketen en verpakking zijn van belang bij de distributie van de kiemen. Wat kan de
consument zelf doen? Volgens het voedingscentrum moet je de kiemen goed verhitten...een leuke
tip... goed bruikbaar bij bijvoorbeeld taugé. Maar kiemen als alfalfa, venkelkiemen, rode
bietenkiemen zijn toch meer geschikt om rauw te eten.

Naast wassen met heet water, is even weken in azijn en daarna omspoelen met koud water ook een
mogelijkheid om het aantal bacterién zoals die van de familie van de Enterobacteriaceae terug te
dringen. De vroegere in gewoonte Nederland om de sla aan te maken met azijn was zo gek nog niet.

Referenties

Warenwet.

De genoemde verordeningen.

Mikrobiologische Richt- und Warnwerte zur Beurteilung von Lebensmitteln (Stand: Mai 2012), Eine
Empfehlung der Fachgruppe Lebensmittelmikrobiologie und —hygiene, Arbeitsgruppe
Mikrobiologische Richt- und Warnwerte der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie
(DGHM e.V.).
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