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MICROBIOLGIE
1. INLEIDING
Microbiologie is de wetenschap die zich bezighoudt met de bestudering van de bouw en de levensverrichtingen van micro-organismen.

Onder micro-organismen verstaat men in de praktijk die organismen, die uitsluitend met behulp van een microscoop of een elektronenmicroscoop te zien zijn. Geheel juist is deze definitie niet, omdat bijvoorbeeld schimmels , die tot een voor het blote oog zichtbaar schimmeldek kunnen uitgroeien, ook tot de micro-organismen worden gerekend.

Juister is de definitie: micro-organismen zijn die organismen, die in hun levenscyclus ten minste één periode doormaken, waarin één enkele cel zich als individu vermenigvuldigt.

In het algemeen worden de volgende  groepen als micro-organismen beschouwd:

  -protozoën

  -wieren

  -schimmels, waaronder de paddestoelen

  -gisten

  -bacteriën

Hoewel virussen in het algemeen ook onder de micro-organismen vallen, vormen ze toch een geheel aparte groep, omdat ze niet uit cellen zijn opgebouwd.

2. CELBOUW VAN HET MICRO-ORGANISME

De micro-organismen, met uitzondering van de virussen, bestaan uit cellen, maar zijn overwegend ééncellig. Als ze meercellig zijn, is er weinig differentiatie van de cellen in één individu. Wat de bouw van deze cellen betreft zijn er in het algemeen twee typen te onderscheiden: de prokaryotische en de eukaryotische cel. De interne structuren van de prokaryotische cel, die uitsluitend bij bacteriën voorkomt, zijn primitiever dan die van de eukaryotische cel, die bij de overige organismen voorkomt.

De bacteriecel bestaat voor ca 70% uit water. Men onderscheidt ca 20 typen anorganische ionen (1% celgewicht); ca 200 typen suikers en afgeleiden (3% celgewicht); ca 5.000 typen macromoleculen (22% celgewicht) bestaande uit eiwitten, polynucleotiden en polysacchariden. Daarnaast bevat de cel ca 500-600 typen kleine moleculen (3%), waaronder aminozuren, nucleotiden, vetzuren en afgeleiden.

2.1. De kernn

De erfelijke eigenschappen van de cel zijn gelokaliseerd in het desoxyribonucleïnezuur (DN
A). Het DNA in de eukaryotische cel is gebonden aan eiwitten ( histonen ) en vormt zo de chromosomen. De chromosomen bevinden zich in de kern, die omgeven is door een zogenaamde kernmembraan. In deze membraan, die uit twee lagen bestaat, bevinden zich poriën waardoor de kern in contact staat met het cytoplasma.

Op de chromosomen bevinden zich genen, die elk een erfelijke eigenschap in zich dragen.

Naast de chromosomen bevat de kern in eukaryotische cellen één of meer kernlichaampjes of nucleoli die betrokken zijn bij de ribosomale RNA-synthese.

Prokaryotische cellen bezitten geen kernmembraan. Men spreekt in dit geval van kernma​teriaal.

Behalve in het kernmateriaal kan DNA ook aanwezig zijn als plasmiden, extrachromoso​male DNA-segmenten die veel kleiner zijn dan het kern-DNA (ca 1%) en die zich zelfstandig kunnen repliceren.

2.2. Cytoplasma

Het cytoplasma is de colloïdachtige substantie die aanwezig is in de cel.

Het bevat water en allerlei stoffen en subcellulaire deeltjes en structuren. Enkele van deze stoffen zijn zouten, suikers, aminozuren, eiwitten, RNA en lipiden. 

2.3. Subcellulaire deeltjes en structuren

2.3.1.  De mitochondriën

Mitochondriën zijn lichaampjes die zijn ingebed in het cytoplasma en die zijn omgeven door een membraan van twee lagen, waarvan het binnenste sterk geplooid kan zijn. Hier vindt de oxydatie van organische stoffen plaats ter verkrijging van energie.

In prokaryotische cellen zijn geen mitochondriën aanwezig en zijn de enzymen nodig voor ademhaling gelokaliseerd in of aan de cytoplasmamembraan.

2.3.2. Chloroplasten, chromatoforen

Chloroplasten die in de cellen van wieren voorko​men, bevatten het voor de fotosynthese zo essentiële chlorofyl.

In fotosynthetische bacteriën zijn eenvoudiger structuren aanwezig, waarin de fotosynthese gelokaliseerd is. Men noemt dit chromatoforen.

2.3.3. Endoplasmatisch reticulum
Dit is een ingewikkelde membraanachtige structuur, die is ontstaan door uitstulpingen van de celmembraan. Daardoor worden de kern, het cytoplasma en de celmembraan nauwer met elkaar in contact gebracht.

Men onderscheidt ruw endoplasmatisch reticulum, waaraan ribosomen zijn gebonden, en glad endoplasmatisch reticulum zonder ribosomen.

Prokaryotische cellen bezitten dergelijke structuur niet.

2.3.4. Ribosomen

Ribosomen zijn kleine deeltjes (diameter 15 nm) die een belangrijke rol spelen bij de eiwitsynthese. Ze komen in grote aantallen voor in het cytoplasma. Ribosomen in bacteriën komen meestal in groepen voor die polyribosomen of polysomen worden genoemd.

2.3.5. Golgi-apparaat

Terwijl de ribosomen de eiwitsynthese verzorgen, zorgt het Golgi-apparaat voor de synthese van polysacchariden. 

2.3.6. Lysosomen

Lysosomen zijn lichaampjes, die enigszins lijken op mitochondriën. Ze zijn verantwoorde​lijk voor de intracellulaire vertering van voedseldeeltjes in de cel, verkregen door fagocytose.

2.3.7. Vacuolen

Dit zijn een soort blaasjes (organellen), gevuld met celvocht, die zich in de eukaryotische cel bevinden en die omgeven worden door een dunnen wand.

2.3.8. Korrels

Vele micro-organismen kunnen voedingsstoffen, bijvoorbeeld vetten en koolhydraten in korrels opslaan. 

Andere insluitsels van het cytoplasma kunnen gassen zijn.

2.4.. Cytoplasmamembraan

Het is het zeer dun en elastisch vliesje dat het cytoplasma omhult en van uitzonderlijk belang is.

De membraan is opgebouwd uit een fosfolipide dubbellaag (een bimoleculaire film van triglyceriden en fosfolipiden), waarvan de hydrofobe (waterafstotende) uiteinden naar binnen wijzen en de hydrofiele (wateraantrekkende) uiteinden naar buiten, aan beide oppervlakken afgedekt zijn door een proteïnelaag.

Het  cytoplasmatisch membraan is een semi-permeabel membraan. Hierdoor kan water door vrij in de cel diffunderen.

Naast dit passief transport staat de membraan ook in voor het actief en selectief overbren​gen van voedingsstoffen van buiten naar binnen en voor het actief overbrengen van afvalstoffen van binnen naar buiten.

Het transport gebeurt niet overal langs de membraan, maar op welbepaalde plaatsen of poriën die gevormd worden door bepaalde proteïnen en enzymen die de lipidenlaag doorboren.

2.5. De celwand

De celwand die het cytoplasmamembraan weer omsluit, bepaalt de vorm en de stevigheid van de cel, is doorlaatbaar voor de meeste stoffen en beschermt de gehele cel tegen uiteenlopende drukken.

Protozoa bezitten geen celwand. De celwand van de meeste wieren bestaat voornamelijk uit cellulose, terwijl die van gisten en schimmels polysaccharide chitine bevatten. 

Bacteriën bevatten een celwand, bestaande uit een netwerk van mucopeptide. Chemisch verschillen de celwanden van bacteriesoort tot bacteriesoort, maar de grondstructuur van elke bacteriële celwand wordt gevormd door hetzelfde glucopeptide: mureïne.

Het mureïne-macromolecule is een heteropolymeer van twee aminosuikers: het N-acetyl-glucosamine (GlcNAc) en het N-acetyl-muraminezuur (MurNAc) waarop een aminozuur​keten bestaande uit D- en L-alanine, D-glutaminezuur en het L-lysine of meso( of LL-)diaminopimelinezuur (DAP) ingeplant staat.

2.5.1. De Gram negatieve celwand

Tussen de aminegroep (-NH2) van het m-DAP uit de zijketen van één mureïneketen en de carboxylgroep (-COOH) van het D-alanine uit de zijketen van een andere mureïneketen worden peptidebindingen gevormd waardoor een intramoleculair netwerk ontstaat.

De mureïneketens en de verbonden zijketens liggen in hetzelfde vlak waardoor de volledige structuur éénlagig is. Op dit netwerk kan dan een bedekking met grote hoeveelhe​den lipoproteïnen, liposacchariden en fosfolipiden, door Ca2+-ionen gestabiliseerd.

Onderwerpt men dergelijke celwand aan de Gram-kleuring dan zal de kleurstof (kristalvio​let-jodium-komplex) met alcohol kunnen verwijderd worden. Vandaar Gram -.

2.5.2. De Gram positieve celwand

In plaats van het m-DAP is hier het L-lysine aanwezig in de aminozuurketen en wordt de binding met het D-alanine van de naburige keten gevormd door 5 glycine moleculen, een penta-glycinebrug.

Het gevolg is dat het ganse netwerk nu niet meer in één vlak ligt maar drie-dimensionaal geworden is of meerlagig.

Deze celwand, onderworpen aan de Gram-kleuring houdt alcohol vast; Gram-positief.

OPMERKING:  Gram-kleuring

De Gram-kleuring bestaat in het behandelen van de bacteriecel met kristalviolet waardoor deze blauw kleurt. Dan volgt een behandeling met lugol (jodium-jodide-oplossing) die met de kleurstof een moeilijk oplosbaar complex vormt. Tijdens een volgende behandeling met alcohol wordt het kleurstofcomplex uitgewassen bij Gram- cellen en blijft de kleurstof achter bij Gram+ cellen.

2.6. Het kapsel

Rond de celwand van veel m.o. zijn min of meer dikke slijmkapsels aanwezig. De eigenschap dergelijke kapsels te vormen is dikwijls te wijten aan groeiomstandigheden.

Kapselvorming is zeker geen speciës-kenmerk want van veel bacteriën bestaan kapselvor​mende en kapselvrije stammen.

De kapsels hebben voor de bacteriën een belangrijke betekenis. Zo zijn de S-vormen (smooth: met kapsel) veel minder gevoelig aan anti-bacterische stoffen, waardoor deze voor een gastheer veel virulenter voorkomen. Gen kapsel aanwezig wordt de R-vorm genoemd (rough).

2.7. Zweepdraden

Zweepdraden of  flagellen zijn draadvormige structuren die het m.o. in staat stellen zich voort te bewegen.

Het al of niet voorkomen van flagellen is typisch voor de soort en dus van taxonomisch belang.

2.8. Fibriae of Pili

Sommige m.o., zowel beweeglijke als onbeweeglijke, kunnen op hun celwand nog haarachtige structuren bezitten. Ze zijn vrij stijf en recht, en veel korter en dunner dan flagellen.

Deze fibriae dienen hoofdzakelijk als hechtmiddel op een gastheer.

2.9. Bacteriële endosporen

Bij de bacteriesoorten van de geslachten Bacillus en Clostridium kan in de cel een nieuwe cel worden gevormd (sporulering), een zogenaamde endospore,waarin het kernmateriaal wordt opgeslagen en die ten slotte vrij van de oorspronkelijke cel komt te liggen. De sporen kunnen ongunstige invloeden van het milieu, zoals verhitting en uitdroging, langer overleven dan de oorspronkelijke cellen, waaruit ze afkomstig zijn. Ze voeren in dit stadium geen merkbare levensverrichtingen uit, zoals deling en stofwisselingsprocessen. Onder bepaalde, voor de spore gunstige omstandigheden groeien de sporen weer uit tot vegetatieve cellen (ontkieming), waarna de normale levensprocessen weer op gang komen.

De endospore wordt gevormd door instulping van het cytoplasmamembraan, waardoor enerzijds de kern en een gedeelte van het cytoplasma van de rest van de cel wordt afgescheiden (prespore) en anderzijds de prespore wordt omhuld met een uit twee lagen bestaande wand. Gedurende dit proces wordt water tussen de twee lagen van het omhulsel nieuwe lagen gevormd.

Het resultaat is een spore die uitermate hitteresistent is en zijn kiemkracht gedurende zeer lange tijd (50 tot 100 jaar en uitzonderlijk zelfs 1000 jaar) kan behouden.

3. BACTERIEN

3.1. Morfologie

Morfologie is de kennis en de studie van de vormen die micro-organismen kunnen aannemen en die met de microscoop en/of met de elektronenmicroscoop zijn waar te nemen. De morfologie speelt een belangrijke rol bij de indeling van de micro-organismen.

Gemiddeld zijn de bacteriën 1 µm groot. Microscopisch onderscheidt men bolvormige, staafvormige, kommavormige en spiraalvormige bacteriën, alsmede overgangen tussen deze vormen. 

De bolvormige bacteriën (kokken) kunnen onderling op verschillende manieren gerang​schikt zijn:

 -in groepjes van twee: diplokokken (voorzien van een kapsel: de pneumokokken)

 -in ketens: streptokokken

 -in groepjes van 4 in een plat vlak: tetrakokken

 -in groepjes van acht als een kubus: sarcina

 -als een druiventros: microkokken of staphylokokken

De staafvormige bacteriën (bacillen) vertonen qua rangschikking minder variatie. Men ziet ze meestal geïsoleerd, maar in sommige gevallen als een keten.

De kommabacteriën (vibrionen) zijn staafjes, die in één vlak licht gebogen zijn; de spiraalvormige (spirillen) zijn in meer vlakken gekromd.

De flagellen die alleen bij staafvormige en kommavormige bacteriën voorkomen, kunnen op grond van hun aanhechtingsplaats aan de cel in de volgende groepen worden verdeeld.

  a. Eén flagel gelegen aan één der polen van de cel: monotrich

  b. Een bundel flagellen aan elk der beide polen van de cel: amfitrich

  c. Een bundel flagellen aan één pool: lofotrich

  d. Een aantal flagellen rondom de gehele cel: peritrich

  e. Afwezigheid van flagellen : atrich

Een ander morfologisch kenmerk bij bacteriën is de aan- of afwezigheid van een kapsel.

3.2. Fysiologie

3.2.1. Deling van bacteriën

De meeste bacteriën vermeerderen zich door deling in twee identieke dochtercellen (binaire deling). Bij deze deling zijn 4 stadia te onderscheiden:

 1. het splitsen van het kernmateriaal

 2. het vormen van een dwarswand door instulping van het cytoplasmamembraan

 3. het splitsen in twee gescheiden liggende dochtercellen

 4. het uitgroeien van de twee dochtercellen.

3.2.2.  Groeikurve van bacteriën

Brengt men een bacteriecel in een vloeibare voedingsbodem waarin ze zich kan vermeer​deren, en gaat men op gezette tijden na hoe deze vermeerdering voortschrijdt, dan vindt men dat de ontwikkeling zich voltrekt in 4 fasen:

-lag-fase: de periode die verloopt voordat de vermeerdering van de bacteriecellen              

                 begint

 -logaritmische fase: de periode waarin de logaritme van het aantal levende cellen  

                 per ml lineair met de tijd verloopt.

 -de stationaire fase: de periode, waarin het aantal levende cellen per ml constant  

                blijft.

 -de afstervingsfase: de periode, waarin het aantal levende cellen per ml afneemt.

De lag-fase, ook de dralingsfase genoemd, is de periode waarin de bacterie zich aanpast aan de omgeving, alvorens zich te gaan vermeerderen. De duur van deze periode is afhankelijk van de fysiologische toestand van het organisme en van het milieu. 

De snelheid van de vermeerdering van de bacteriën in de logaritmische fase wordt bepaald door de delingstijd (dit is de tijd die verloopt tussen twee delingen van het organisme. Deze is sterk afhankelijk van de aard van het organisme en van alle kenmerken van het milieu.

Na de exponentiële periode heeft een vermindering, een constant blijven en een daling in groei plaats. Dit tengevolge van:

  a. een gebrek aan voedingsstoffen

  b. een ophoping van min of meer toxische stofwisselingsprodukten

  c. een gebrek aan levensruimte, cellen gaan elkaar ongunstig beïnvloeden.

De snelheid van vermeerdering van bacteriën wordt ook uitgedrukt in de specifieke groeisnelheid, d.w.z. de snelheid van toename van het aantal cellen:

   N = No*2n      

   log N = logNo + n* log 2

Het aantal delingen n:

     k = n = log N - logNo
         t     log2 (t-to)

De generatietijd is: g= 1/k

Voorbeeld: Indien er na 10 uur een vermeerdering is van 103 cellen naar 109 cellen dan is                de groeisnelheid:

                 k = log109 - log103
                      log2*10

4. Schimmels

Schimmels zijn eukaryotische m.o. die bestaan uit tot draden vergroeide schimmelcellen. Zo een schimmeldraad noemt men een hyfe. Een schimmel bevat geen fotosynthetische pigmenten, is chemo-organo-heterotroof en leeft strikt aëroob.

De diameter van een hyfe is veel groter dan die van bacteriën en daardoor dikwijls met het blote oog zichtbaar.

De lengte ervan is vrijwel onbeperkt, waardoor voedingsbodem of besmette levensmidde​len volledig kunnen bedekt zijn met een kluwen van schimmeldraden: het mycelium.

Het mycelium is een schijnweefsel. De hyfe groeit uitsluitend aan de uiteinden en kan veelvuldig vertakt zijn.

Bij de eenvoudigste schimmels zijn er geen celwanden tussen de verschillende cellen, de hyfen zijn als het ware zeer grote cellen (macro-cellen) met een gemeenschappelijk cytoplasma maar met verschillende kernen.

Andere schimmels hebben wel deze tussenschotten, maar steeds staan de naburige cytoplasma's met elkaar in verbinding langs een kleine opening in de scheidingswand.

Vanuit het mycelium worden min of meer complexe structuren uit het substraat opgezicht, die een functie vervullen bij de voortplanting. Het meest typische voorbeeld van zo'n luchtmycelium is de paddestoel.

Schimmels treft men steeds aan op drogere substraten zoals grond en organische, meestal plantaardige resten. Als dusdanig vervullen ze een belangrijke rol bij de vertering van plantenresten en de humusvorming.

Ze groeien graag op suikerrijke substraten, vruchten, de bodem onder fruitbomen, zoete levensmiddelen. Ze groeien ook bij lagere pH-waarden waardoor de schimmels veelvuldig op zure gronden voorkomen. 

5. GISTEN

Gisten zijn ééncellige m.o., meestal ovaal tot rond, die zich hoofdzakelijk vermenigvuldi​gen door knopvorming of splijting. 

Onder de microscoop ziet een gist er uit als een grote bacterie. Toch is het juister een gist te beschrijven als een zeer kleine schimmel. Vandaar de oudere benaming: splijtzwammen of spruitzwammen.

De gisten worden o.a. gebruikt bij brood-, bier-, wijn- en alcoholbereiding. Ze worden ook gekweekt om hun proteïnen want gisten zijn zeer eiwitrijk en worden daarom toegevoegd aan de dierenvoeders en voedingsmiddelen bestemd voor de ontwikkelingslan​den waar een chronisch tekort aan deze verbindingen bestaat.

Gistextracten zijn ook zeer rijk aan bepaalde vitamines (vooral vitamine B) en worden daarom in farmaceutische bedrijven aangewend.

6. VIRUSSEN

Virussen zijn uitermate klein: van 10 tot 300 millimicron. Hieruit volgt dat ze niet door de lichtmicroscoop kunnen waargenomen worden en dat ze niet worden tegengehouden door een bacteriefilter.

Ze zijn ultramicroscopisch en ultrafiltreerbaar.

Het zijn elementaire of zeer eenvoudige structuren uitsluitend samengesteld uit een nucleïnezuur (DNA of RNA) en een dun laagje proteïne.

Het nucleïnezuur noemt men het genoom, het proteïnelaagje dat het genoom omhult is het capside.

Virussen zijn verplichte intracellulaire parasieten van mens, dier, plant en micro-organis​men want ze beschikken niet over een metabolisme. Ze hebben dus ook geen enzymen. Zowel voor het metabolisme als voor de vermenigvuldiging zijn ze aangewezen op een gastheer. 

7. TAXONOMIE VAN MICRO-ORGANISMEN
De taxonomie houdt zich bezig met de ordening van micro-organismen en heeft als doel het na bestudering volgens een vast systeem herkennen en indelen van nieuwe geïsoleerde micro-organismen. De micro-organismen worden in eerste instantie in navolging van de indeling van planten en dieren, gegroepeerd volgens een hiërarchisch systeem. Daarbij wordt een aantal soorten ondergebracht in één geslacht, een aantal geslachten in één familie. 

7.1. Schimmels

De classificatie van schimmels is in de eerste plaats gebaseerd op morfologische kenmer​ken, zoals het vermogen om geslachtelijke sporen te vormen. In het schimmelrijk worde, in totaal 7 afdelingen onderscheiden:

Myxomycota (slijmzwammen)

Zygomycota

Ze behoren tot de primitiefste soort. Typische vertegenwoordigers van deze afdeling zijn de geslachten Rhizopus en Mucor. Rhizopus nigrificans is de gewone zwarte broodschim​mel.

Ascomycota ( Ascomycetes)

Bekende geslachten uit deze klasse zijn Aspergillus en Penicillium. Andere geslachten zijn Byssochlamys en Neurospora.

Basidiomycota (Basidiomycetes)

Deuteromycota (Fungi imperfecti)

Enkele imperfecte vormen van Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Alternaria, Botrytis en Neurospora horen hierbij.

7.2. Gisten

De gisten worden in eerste instantie ingedeeld in geslachtelijke sporevormende en niet-sporevormende gisten en worden aangeduid als sporogene en asporogene gisten.

Het systematisch classificeren van de gisten bereikt men niet alleen langs morfologische weg, doch ook met behulp van andere kenmerken. De voornaamste hiervan zijn het al dan niet vergisten, assimileren van suikers zoals glucose, fructose, lactose, of van poly-alcoholen zoals sorbitol en mannitol. 

Men onderscheidt drie groepen:

Tot de ascosporogene gisten behoren o.a. de geslachten Saccharomyces, Pichia en Zygosaccharomycodes.

Tot de asporogene gisten behoren o.a. de geslachten Brettanomyces, Candida, Rhodotoru​la en Phaffia.

De derde groep zijn de basidiosporogene gisten.

7.3. Bacteriën

7.4. Virussen

Virussen werden in eerste instantie ingedeeld naar het type gastheer. Zo waren er 3 virusgroepen:

  1. Virussen die mens en dier als gastheer gebruiken

  2. Virussen die planten als gastheer gebruiken

  3. Virussen die bacteriën als gastheer gebruiken.

De tegenwoordige indeling is gebaseerd op:

  -type nucleïnezuur: enkelstrengig-, dubbelstrengig, RNA of DNA

  -opbouw en vorm van capside

  -de aan- of afwezigheid en de vorm van een beschermingsmantel: de envelope.

De indeling van virussen voor gewervelde dieren:

  1. Zonder envelope

    -dubbelstrengig DNA: voorbeeld Adenoviridae

    -enkelstrengig DNA: Paroviridae

    -dubbelstrengig RNA: Reoviridae (Rotavirus)

    -enkelstrengig RNA: Picorniaviridae met poliovirus en hepatitis-A virus

  2. Met envelope

    -dubbelstrenigig DNA: Poxviridae (Vaccinia), Herpesviridae (Herpes simplex)

    -enkelstrengig RNA: Paramyxoviridae (mazelen), Orthomyxoviridae (influenza),                                    Rhabdo​viridae (rabies), Retroviridae (AIDS-virus)

Bovenstaande criteria worden ook toegepast bij ongewervelde dieren, planten en bacteriën als gastheer.

8. FACTOREN DIE DE GROEI VAN MICRO-ORGANISMEN               

    BEINVLOEDEN

8.1. Voedingsstoffen

Voor de groei en vermeerdering van micro-organismen zijn voedingsstoffen (nutriënten) nodig. Voor sommige soorten zijn eenvoudige, voor andere soorten complexe verbindin​gen als groeifactor nodig.

8.1.1. Water

Voor al het biologische leven en dus ook voor micro-organismen is water onmisbaar.

8.1.2. Mineralen

Alle micro-organismen hebben naast een koolstofbron, een stikstofbron, water en de elementen K, P (als fosfaat) en S (als sulfaat)  in de vorm van mineralen nodig. De elementen Na, Ca, Cl, Mg en Fe zijn als ionen voor het ene organisme belangrijker dan voor het andere.

8.1.3. Koolstofbronnen

De aard van de koolstofbronnen die micro-organismen nodig hebben of kunnen gebruiken bij hun vermeerdering, loopt sterk uiteen.

De autotrofe micro-organismen kunnen zich ontwikkelen met CO2 als enige koolstofbron. Deze C-bron wordt omgezet in C-houdende bestanddelen. 

De heterotrofe micro-organismen hebben als koolstofbron een organische C-verbinding (meestal suiker) nodig.

8.1.4. Stikstofbronnen

Ook ten aanzien van de stikstofbehoefte worden de micro-organismen ingedeeld in autotrofen en heterotrofen.

De autotrofen kunnen stikstof uit de lucht of anorganisch gebond  stikstof omzetten in celeiwitten...

De heterotrofen hebben aminozuren nodig.

8.2. Temperatuur

Chemische reacties of het metabolisme van de cel verlopen in beginsel sneller bij stijgende temperatuur. In eerste instantie zal dus ook de vermeerdering van micro-organismen bij stijgende temperatuur sneller verlopen.

Vanaf een bepaalde temperatuur zal deze vermeerdering echter worden tegengewerkt, doordat de denaturatie van celeiwitten toeneemt. De groei-temperatuur-functie zal door een maximum gaan, de bij dit maximum behorende temperatuur heet de optimum-temperatuur van het micro-organisme.

Veel bacteriën hebben een optimumtemperatuur tussen 30 en 30°C met een minimumtem​peratuur van 5-10C en een maximumtemperatuur van 40-50°C. Deze bacteriën zijn de mesofielen. 

Micro-organismen met een hogere optimumtemperatuur, tussen 55-65°C worden thermo​fiel genoemd, terwijl die met lagere optima, tussen 0 en 15°C psychrofiel worden genoemd.

Bij temperaturen boven 60-80°C sterven de meeste micro-organismen af, uitgezonderd de sporenvormende bacteriën.

8.3. Zuurtegraad of pH

De zuurtegraad of de pH van het milieu oefent een belangrijke invloed uit op de groei van micro-organismen. Bij elk micro-organisme behoort een pH-gebied, waarbinnen groei mogelijk is. Bij een pH, ongeveer gelegen tussen 6 en 8, is de ontwikkeling van vrijwel alle micro-organismen mogelijk, omdat de daarvoor verantwoordelijke enzymen in dit gebied het meest werkzaam zijn.

De meeste bacteriën worden bij een pH lager dan 4-5 in hun groei geremd, terwijl de gisten en schimmels bij lage pH-waarden goed kunnen groeien. Melkzuur, azijnzuur en zwavelbacteriën ondervinden ook geen remming bij lagere temperatuur.

Micro-organismen die kunnen groeien bij een pH lager dan 4-5, worden zuurtolerant genoemd.

8.4. Zuurstof en redoxpotentiaal

Zeer veel soorten gisten en bacteriën zijn bekend die zonder luchtzuurstof kunnen groeien, enkele soorten kunnen zich zelfs uitsluitend ontwikkelen bij afwezigheid van zuurstof.

De indeling is als volgt:

1. Strikt obligaat aërobe organismen, die zich uitsluitend in aanwezigheid van 

      zuurstof  kunnen ontwikkelen en zonder zuurstof zelfs sterven.

2. Facultatief aërobe en anaërobe organismen, die zich zowel in aanwezigheid als 

      bij  afwezigheid van zuurstof ontwikkelen.

3. Strikt of obligaat anaërobe organismen, die zich uitsluitend zonder zuurstof 

      kunnen ontwikkelen.

4. Micro-aërofiele organismen, die zich het best bij verminderde concentratie 

      zuurstof kunnen ontwikkelen.

8.5. Osmotische waarde en wateractiviteit

Een micro-organisme ontwikkelt zich het gunstigst die in een omgeving die in evenwicht is met zijn eigen osmotische waarde. De celwand oefent echter een zekere beschermende invloed uit tegen ongunstige veranderingen van de osmotische waarde van de omgeving. Omdat het bepalen van en het rekenen met osmotische waarden nogal gecompliceerd zijn, baseert men zich liever op de grootheid wateractiviteit.

De wateractiviteit van een milieu is het quotiënt van de waterdampspanning boven dit milieu en de waterdampspanning boven zuiver water onder dezelfde fysische omstandighe​den.

In het algemeen worden meer m.o. in hun groei geremd en zelfs afgedood, naarmate de wateractiviteit lager is.

Op grond van mogelijke groei bij lagere wateractiviteiten zijn er:

a.osmofiele micro-organismen: die uitsluitend in een suikerrijk milieu kunnen  

                        

        groeien

  b.xerofiele micro-organismen: die uitsluitend in een vochtarm milieu kunnen 

          
                                            groeien

  c.halofiele micro-organismen: die uitsluitend in een zoutrijk milieu kunnen  

                                                        groeien.

8.6. Antimicrobe stoffen

De ontwikkeling van micro-organismen kan onder overigens gunstige omstandigheden toch worden verhinderd, doordat in het medium geringe concentraties voorkomen van stoffen die groeiremmend werken (microbistatische werking) of die zelfs micro-organismen elimineren (microbicide werking).

Deze stoffen vormen in chemisch opzicht een zeer heterogene groep en kunnen op verschillende specifieke delen van de cel inwerken. Ze kunnen bijvoorbeeld de functie van DNA, het RNA, het cytoplasmamembraan of bepaalde enzymen verstoren.

Ze kunnen ook als antagonisten werkzaam zijn bij het metabolisme van de cel door bijvoorbeeld in enzymen te worden ingebouwd en daardoor bepaalde stofwisselingsreacties te verstoren.

Op grond van hun toepassingen kunnen de antimicrobe stoffen in volgende groepen worden ingedeeld:

1. Chemotherapeutica: chemisch gesynthetiseerde verbindingen die worden 

                      toegepast bij de bestrijding van infectieziekten

2. Antibiotica: stofwisselingsprodukten van micro-organismen die worden 

                      toegepast bij  de bestrijding van infectieziekten

3. Conserveermiddelen: chemische verbindingen die worden toegepast bij de 

                      remming van groei van ongewenste micro-organismen in 

                      voedingsmiddelen of andere materialen

4. Desinfectantia: chemische verbindingen die een microbicide werking bezitten        

                      en die worden toegepast bij het ontsmetten van o.a. oppervlakken en                                     

                      materialen.

8.7. Begeleidende microflora

De ontwikkeling van micro-organismen wordt ook beïnvloed door de begeleidende microflora.

De begeleidende flora werk groeiremmend (antagonistisch) op de micro-organismen; de stofwisselingsproducten werken groeiremmend.

De begeleidende flora werkt groeistimulerend (synergetisch) op de micro-organismen. De stofwisselingsproducten werken groeistimulerend.

9.VOEDINGSMIDDELENMICROBIOLOGIE

Voedingsmiddelenmicrobiologie is de wetenschap, die zich bezighoudt met de bestudering van micro-organismen in voedingsmiddelen.

Micro-organismen die een gunstige rol spelen in voedingsmiddelen worden functionele micro-organismen genoemd, deze die een ongunstige rol spelen worden bederf- of pathogene micro-organismen genoemd.

9.1. Micro-organismen die ziekten veroorzaken

Bij micro-organismen die via het voedsel ziekten veroorzaken zijn er de infectueuze en toxinevormende micro-organismen.

Infectueuze micro-organismen veroorzaken infecties, indien zijn via voedsel en water het lichaam binnenkomen. De meest bekende zijn de enteropathogene bacteriën, die darmin​fecties veroorzaken bij mens en dier. De ernst van deze infectieziekten hangt nauw samen met drie factoren, die elkaar onderling sterk beïnvloeden:

  1. de virulentie of het ziekmakend vermogen van de bacterie

  2. de weerstand van de gastheer

  3. het aantal cellen dat via het voedsel wordt opgenomen.

De bron van de enteropathogene bacteriën kan zijn:

  1. patiënten

  2. dragers

  3. huisdieren, incluis slachtdieren

Vertegenwoordigers van elk van deze drie groepen kunnen grote aantallen infectueuze micro-organismen via de faeces uitscheiden. Dit maakt het begrijpelijk waarom deze ziekten zo besmettelijk zijn.

Towinevormende micro-organismen, sommige bacteriën en schimmels; veroorzaken zelf geen ziekte maar vormen toxische producten tijdens hun groei in voedingsmiddelen, waardoor na consumptie voedselvergiftiging ontstaat. De hevigheid van vergiftiging is afhankelijk van de toxine-concentratie en onafhankelijk van de op dat moment aanwezige aantallen kweekbare toxinevormende organismen. De bekendste bacteriële toxinen zijn de botulinen, die gevormd worden door Cl. botulinum, en de staphylo-enterotoxinen, die worden gevormd door St. aureus. Toxinen die door schimmels worden gevormd, worden mycotoxinen genoemd. Het bekendste voorbeeld hiervan zijn de aflatoxinen, die worden gevormd door Aspergillus flavus en andere schimmels.

9.2. Infectueuze en toxinevormende micro-organismen

9.2.1. Staphylococcus aureus

St. aureus kan in voedingsmiddelen of ander producten staphylo-enterotoxinen vormen, die 2-8 uur na consumptie misselijkheid, braken en diarree veroorzaken. Deze ziekteverschijn​selen treden acuut op, maar meestal is de patiënt na enkele dagen weer beter. De staphylo-enterotoxinen worden bij verhitting tot 100C niet onwerkzaam. Door verhitting verdwijnt S. aureus zelf wel uit de producten, maar de enterotoxinen, die gevormd zijn tijdens de groei van de bacterie, niet. Dergelijke producten dienen dan ook zowel voor als na de verhitting te worden onderzocht op de aanwezigheid van staphylo-enterotoxinen. S. aureus wordt voornamelijk op voedingsmiddelen overgebracht door wondjes in de huid, maar ook huid, neus en keelslijmvliezen van gezonde mensen kunnen als overbrengers worden beschouwd. St. aureus en/of de bijbehorende toxinen komen vaak viir in melk-, vlees- en eiprodukten.

Eén tot 25 µg toxine is nodig om voedselvergiftiging te veroorzaken. Dit komt overeen met minsten 105 kiemen per gram voedsel.

9.2.2. Streptococcus pyogenes

De bacterie Streptococcus pyogenes veroorzaakt infectie van de bovenste luchtwegen en wordt overgedragen via o.a. salades en gestoomde vis.

9.2.3. Salmonella

Salmonellae komen voor als parasieten in het darmkanaal van mens en dier, maar ook wijd verspreid in het milieu zoals in oppervaktewateren. Dieren, zoals varkens, kippen, runderen, zeemeeuwen en muizen, zijn vaak besmet met dit organisme.

De ziekte, die uit min of meer ernstige maag- en darminfecties (gastro-enteritis) bestaan, worden samengevat onder de naam salmonellosen. Diarree, buikpijn, misselijkheid, overgeven en een meestal verhoogde lichaamstemperatuur zijn de ziekteverschijnselen die gewoonlijk 6-48 uur na consumptie van het besmette voedsel optreden en bij de meeste mensen na enkele dagen zijn verdwenen. 

S. typhi en S. paratyphi B, die respectievelijk tyfus en paratyfus veroorzaken, worden uitsluitend van mens op mens overgedragen. Deze ziekten komen meer voor in die landen, waar de sanitaire omstandigheden en de drinkwatervoorzieningen slecht zijn.

De overige Salmonellae kunnen wel van mens op dier en omgekeerd worden overge​bracht, daar de faeces van mens en dier grote aantallen (107-109 per gram) kunnen bevatten. Voedingsmiddelen van dierlijke oorsprong, zoals rauw vlees, rauwe slachtkui​kens en eieren, kunnen voor een hoog percentage besmet zijn met Salmonellae.

Sinds de laatste tientallen jaren wordt een stijging van het aantal gevallen van salmonella vastgesteld. De oorzaken daarvan zijn:

  -toenemend gebruik van semi-conserven en diepvriesproducten

  -toenemende uitwisseling van levensmiddelen op internationaal niveau

  -toename van het gebruik van uitheemse dierenmelen

  -toename van het aantal grootkeukens

9.2.4. Shigella

Shigella veroorzaakt alleen bij de mens min of meer ernstige darminfecties, die shigellosis of bacillaire dysenterie worden genoemd. De ziekteverschijnselen, die 12-50 uur na de besmetting via de spijsverteringskanalen optreden, bestaan uit buikkramp, diarree, temperatuurverhoging en een bloederige ontlasting.

De verspreiding van Shigella gebeurt uitsluitend van mens tot mens.

9.2.5. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens ontwikkelt zich uitsluitend onder anaërobe omstandigheden en is hittebestendig wegens het vermogen om sporen te vormen. Cl. perfringens kan darminfec​ties veroorzaken, indien deze bacteriën via het voedsel het lichaam binnenkomen in aantallen boven 106 per gram voedsel. Cl. perfringens komt in kleine aantallen normaal voor in de dikke darm van mens en dier.

Cl. perfringens produceert een enterotoxine, bestaande uit een eiwit welke hitte-labiel is. Dit enterotoxine kan in de darm vrijkomen na kolonisatie en tijdens sporulering in de bacteriecellen.

De ziekteverschijnselen, die 8-22 uur na besmetting optreden, bestaan uit hevige buik​krampen, diarree en misselijkheid; braken komt zelden voor. Na één dag is de ziekte meestal voorbij.

Deze voedselvergiftingen worden meestal veroorzaakt door onvoldoende verhitting van vlees- en kipprodukten en/of door onvoldoende koeling na verhitting.

9.2.6. Clostridium botulinum

Cl. botulinum, die alleen onder strikt anaërobe omstandigheden kan groeien, vormt in voedingsmiddelen neurotoxinen, die botulinen worden genoemd. De botulinen, die uit eiwitten bestaan, staan bekend als zeer giftige stoffen, ze werken verlammend op het zenuwstelsel, maar worden gemakkelijk geïnactiveerd door verhitting. 

De ziekte heeft in veel gevallen een dodelijke afloop. De typische ziekteverschijnselen, die na een incubatieperiode van 12-72 uur optreden, zijn misselijkheid, braken, verlamming van de oogspieren en uiteindelijk verlamming van de ademhalingswegen tot de dood erop volgt; diarree treedt niet op.

Daar de sporen van Cl. botulinum een grotere hitteresistentie bezitten dan de meeste andere bacteriesporen, vormt botulisme een potentieel gevaar bij gesteriliseerde neutrale en lichtzure voedingsmiddelen in hermetisch gesloten verpakkingen. Eventueel overgeble​ven sporen zouden onder deze anaërobe omstandigheden kunnen ontkiemen en tijdens de groei botulinen vormen.

In de conservenindustrie wordt echter een zodanige verhitting toegepast, dat aanwezigheid van sporen van Cl. botulinum vrijwel kan worden uitgesloten. Gepasteuriseerde producten in die hermetisch gesloten verpakking, zoals ham in blik, kunnen daarentegen wel degelijk deze sporen bevatten. Koeling en stoffen als nitriet en zout kunnen echter de ontkieming en de groei remmen.

Ook bij vacuümverpakte producten, zoals vis, die onder gekoelde omstandigheden een beperkte houdbaarheid bezitten, kan botulisme een potentieel gevaar vormen, temeer omdat een Cl. botulinum  type zich ook nog kan ontwikkelen bij een temperatuur van 3-4C, zij het in zeer geringe mate. 

Buiten de voedselinfecties kan Clostridium botulinum ook gesignaleerd worden bij:

  -Botulisme bij watervogels, een type dat niet gevaarlijk is voor de mens

  -Zuigelingen-botulisme: sporen van Cl. botulinum (bijvoorbeeld uit honing) komen 

                    in de darm en gaan toxine produceren

  -Wond-botulisme: wondinfectie ontstaan door vuil (grond) in diepe wonden. In de       

                    wonde  wordt toxine gevormd.

9.2.7. Bacillus cereus

B. cereus vormt sporen, waardoor kiemen hittebehandelingen kunnen overleven. De ziektesymptomen lijken enigszins op die bij Cl. perfringens. Grote aantallen in het voedingsmiddel (minstens 106-107 per gram) zijn nodig om volwassenen ziek te maken. De diarree wordt veroorzaakt door een enterotoxine, welke hittegevoelig is.

B. cereus welke voedselvergiftiging kan voorkomen in gebakken rijst, andere zetmeelrijke producten, vla, pudding en soep.

9.2.8. Vibrio parahaemolyticus

V. parahaemolyticus, een zouttolerant organisme, veroorzaakt 8-16 uur na besmetting darminfecties indien het micro-organisme in grote aantallen aanwezig is. De ziekte, die wordt overgebracht door vis en door schelp- en schaaldieren, gaat gepaard met buik​kramp, diarree, hoofdpijn, braken en soms koorts. Meer dan 50% van alle voedselvergif​tingen in Japan wordt door dit organisme veroorzaakt, voornamelijk door het eten van rauwe visprodukten. V. parahaemolyticus komt voor in zeewater.

9.2.9. Escherichia coli

Een aantal typen van E. coli, de enteropathogene E. coli veroorzaakt ook darminfecties; bij jonge kinderen kunnen deze soms ernstig van aard zijn. Zuigelingen worden meestal via de verpleging besmet. 

9.2.10. Yersinia enterolytica

Y. enterolytica is nog niet zo lang bekend als veroorzaker van darminfecties. De ziekte​symptomen bestaan uit koorts en buikkrampen. Ook komen diarree (50%) en braken voor. Mogelijke andere symptomen zijn: keelontsteking, gewrichtsontsteking en huiduitslag. Grote aantallen bacteriën zijn nodig voor infectie. De incubatietijd bedraagt 24-36 uur en langer. Deze bacterie komt voor op varkens-, runds- en kippevlees en in melkprodukten, groente, vis en eiprodukten.

9.2.11. Campylobacter jejuni

C. jejuni kan ernstige darminfecties veroorzaken. Het is een zeer beweeglijke bacterie. De ziektesymptomen zijn diarree en buikpijn. De ontlasting bevat vaak bloed. De incubatietijd bedraagt 2 tot 7 dagen; de darmkrampen kunnen nog weken aanhouden. Kleine aantallen (100-1000) zijn voldoende om voedselinfectie te veroorzaken.

De bacterie is geïsoleerd bij een groot aantal wilde en huisdieren die net als bij Salmo​nella meestal dragers zijn zonder klinische verschijnselen. Van de landbouw-huisdieren zijn pluimvee en varkens het meest besmet. Belangrijke besmettingsbronnen voor de mens zijn pluimvee-vlees, rauwe melk en onvoldoende behandeld drinkwater. Honden met darminfectie blijken een directe bron te zijn. C. jejeni groeit optimaal bij 42°C en niet onder 30°C. Varkensvlees is meestal niet besmet omdat de bacterie afsterft bij het afkoelen van de varkenskarkassen, veroorzaakt door uitdroging door de geforceerde ventilatie.

9.2.12. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes kan listeriose veroorzaken. Bij gezonde volwassenen veroorzaakt besmetting griepachtige symptomen zoals koorts, hoofdpijn en braken. Bij ongeborenen en pasgeborenen die via de moeder geïnfecteerd kunnen worden, kan de ziekte zeer ernstig verlopen. Ook voor bejaarden en zieken en personen met verminderde weerstand kan listeriose gevaarlijk zijn. Listeria komt overal in het milieu voor. Mens en dier kunnen ook drager zijn.

L. monocytogenes als voedselvergiftiging is vooral bekend door besmette melk en zachte kaassoorten en salades. De bacterie heeft ook de eigenschap om bij temperaturen lager dan 10°C te groeien. 

9.2.13. 

. Toxinevormende schimmels

Vroeger werd aangenomen dat schimmels niet schadelijk zijn voor de gezondheid. Tijdens een massale acute sterfte bij kalkoenen ontdekte men echter dat mycotoxinen; afkomstig van Aspergillus flavus, hiervan de oorzaak waren. Deze ontdekking leidde tot het aantonen van verschillende andere mycotoxinen, waarvan enkele voor de mens gevaarlijk kunnen zijn.

De bekendste groep van mycotoxinen zijn de zogenaamde aflatoxinen, een aantal gelijksoortige thermostabiele chemische verbindingen, waarvan B1 de bekendste is. 

Bekend is dat aflatoxine kan voorkomen in grondnoten, graanproducten, maïs, rijst en veevoeders. Vermoed wordt dat veel ander droge produkten er ook mee besmet kunnen zijn. Wanneer droge producten nat worden, kan groei van toxinevormende schimmels optreden, als gevolg waarvan aflatoxinen of ander mycotoxinen in het product worden gevormd. Alleen droge opslag kan deze ongewenste schimmelgroei tegenhouden.

Wanneer koeien aflatoxinebevattend veevoer hebben gekregen worden in de melk M-aflatoxinen gevonden.

Een andere groep van mycotoxinen veroorzaakt bij mensen een bloedziekte, de zogenaam​de alimentary toxic aleukia (ATA), die een vrij langdurig verloop heeft. Deze mycotoxi​nen worden o.a. gevormd door Fusarium-, Alternaria-, Cladosporium-, Penicillium- en Mucor-soorten.

9.2.14. Minder bekende infectueze micro-organismen

9.2.14.1. Bacteriën

Behalve micro-organismen die de bekende voedselinfecties of voedselvergiftingen veroorzaken, is er een aantal dat zich niet zo zeer ontwikkelt in voedingsmiddelen, maar dat door middel van voedsel en water direct op de mens wordt overgedragen. Zo kan Mycobacterium bovis, de verwekker van bovine tuberculose, door rauwe melk worden overgebracht. Sinds melk wordt gepasteuriseerd is althans deze besmettingsweg uitgeslo​ten.

Een andere groep van bacteriën die sinds de pasteurisatie van melk vrijwel niet meer voorkomt, is Brucella, die de zogenaamde brucellosen veroorzaakt.

De rol die enkele andere bacteriën spelen bij het uitbreken van voedselinfecties, is nog onzeker. Er zijn aanwijzingen dat sommige bacteriesoorten zoals Arizona, Edwardsiella, Proteus, Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas en Plesiomonas betrokken zijn bij darmin​fectie.

9.2..14.2. Protozoën

Van de ziekteverwekkende protozoën die door middel van voedsel kunnen worden overgedragen zijn de belangrijkste Entamoeba histolytica (veroorzaakt amoebendysenterie), Giardia Lamblia en Toxoplasma gondii (veroorzaakt toxoplasmose) de belangrijksten. De eerste twee zijn terug te vinden in rauwe melk en drinkwater. Toxoplasmose is terug te vinden in rauw vlees en besmette rauwe melk. Toxoplasmose is een zeer verspreide infectieziekte, die slechts bij uitzondering aanleiding geeft tot klinische symptomen, maar die schadelijk kan werken op het ongeboren kind.

9.2.14.3. Virussen

Over de door voedsel overgedragen virusinfecties is in feite nog weinig bekend. Een aantal virussoorten die bij dieren voorkomen, zijn min of meer pathogeen voor de mens.

Het bekendste voorbeeld van door voedsel en water overgebrachte virusinfecties is het hepatitis-A-virus, dat geelzucht veroorzaakt. 

Van de voedingsmiddelen spelen schaal- en wekdieren een zeer belangrijke rol bij de overdracht van virusinfecties. Deze dieren filtreren namelijk organisch materiaal uit het water, inclusief bacteriën en virussen. Hierdoor kan een gevaarlijk product ontstaan als dit rauw wordt gegeten (b.v. oesters) of slechts kort wordt verhit. Een virus hier vaak in teruggevonden is het Norwalk virus.

Andere virussen zijn:

1. het Rota-virus welke zorgt voor diarree, koorts en braken en bij peuters naar 

      schatting 5 miljoen dodelijke slachtoffers per jaar wereldwijd veroorzaakt.    

      Bronnen zijn salades, vruchten, koude voorgerechten en levensmiddelen die 

     niet meer opgewarmd worden  voor consumptie.

2. Polio-virus welke maag en darmstoornissen, koorts en verlamming veroorzaakt,  

     terug te  vinden in melk en water.

9.3. Risico-analyse

9.3.1. Ernst van het het gevaar

De voorgenoemde voedselpathogenen kunnen ziekten veroorzaken bij volwassenen met een goede gezondheid. Tal van andere micro-organismen kunnen echter ziekten veroorza​ken bij individuen die om een of andere reden meer vatbaar zijn. Deze micro-organismen noemt men opportunistische pathogenen. Risicogroepen zijn onder andere jonge kinderen en ouderlingen, ongeboren kinderen, patiënten na transplantatie, AIDS patiënten en zieken in het algemeen. 

Een aantal factoren beïnvloeden de gevoeligheid van het individu voor infectie of intoxicatie. Deze factoren hangen af van zowel de gastheer, het betrokken levensmiddel als het organisme dat de ziekte veroorzaakt. Leeftijd, stress, zwangerschap, nutritionele status, recentelijke of blijvende infecties als fysiologische factoren zoals zuurheid van de maag, darmtransit of antibiotica van de persoon beïnvloeden de gevoeligheid. De factoren van het betrokken levensmiddel kunnen ingedeeld worden in intrinsieke factoren (vetgehal​te, pH, aanwezigheid van competitieve flora...) en extrinsieke factoren (additieven, temperatuur, vloeibaar of vast voedsel,...). Bovendien bepaalt de ingenomen dosis, en de virulentie van het micro-organisme de gevoeligheid voor infectie of intoxicatie van het individu. Alhoewel al deze factoren de ernst van de ziekte mede zullen bepalen, kunnen de ziektekiemen in drie categorieën worden ingedeeld. 

9.3.2. De kans dat het gevaar zich voordoet

De kans dat een bepaald gevaar voorkomt wordt meestal afgemeten in termen van hoog, matig, laag en onbestaande. 

Een studie geeft een aantal grote ziekte-incidenten veroorzaakt door de consumptie van levensmiddelen tijdens de laatste jaren:

Naast deze ziekte-incidenten met grote aantallen betrokken personen, worden per land de individuele gevallen genoteerd, maar vaak op vrijwillige basis. 

De vijf meest frekwente oorzaken zijn Salmonella, Bacillus cereus, Clostridium perfrin​gens, Staphylococcus aureus en Campylobacter. De volgorde van belangrijkheid van deze 5 is echter verschillend van land tot land: zo bekleedt Bacillus cereus in Nederland de tweede plaats vanwege de populariteit van de Aziatische keuken (rijst), en in het VK slechts de vijfde plaats. In het VK komt Campylobacter op de eerste plaats voor Salmonel​la. In Japan daarentegen is Vibrio parahaemolyticus de belangrijkste oorzaak vanwege de consumptie van rauwe vis. De statistieken geven enkel de gevallen weer die onderzocht zijn en gerapporteerd zijn, en het beeld dat daaruit voorkomt weerspiegelt niet noodzake​lijk de echte incidentie. Men schat dat slechts 1% van de ziekte-incidenten wordt gerapporteerd. Bovendien wordt de oorzaak maar in een klein aantal gevallen echt gevonden. Deze gegevens uit de studie zijn dus maar de top van de ijsberg. Zo wordt de werkelijke incidentie van acute gastro-enteritis geschat op 300 per 1000 personen per jaar.

Onder de meest betrokken levensmiddelen horen Chinese maaltijden, vlees en vleespro​ducten. 

Waar is het gevaar het grootst om ziek te worden door consumptie van levensmiddelen? Een studie wees uit dat het grootste deel van de ziekte-incidenten voorkwamen bij consumptie van maaltijden in restaurants en kantines (50 tot 70%). Slechts 10 tot 15% van de gevallen werden gerapporteerd voor de consumptie thuis. Deze cijfers geven echter een vertekend beeld aangezien ze slechts 1% van de werkelijke gevallen vertegenwoordigen.

FIGUUR 29.  Factoren die bijdragen tot de groei, overleving en besmetting met

                micro-organismen
De percentages kunnen meer dan 100 bedragen wegens het voorkomen van meerdere factoren tegelijkertijd.

Bij restaurants en kantines zijn de belangrijkste factoren die bijdragen tot de levensmidde​leninfecties en -intoxicaties een onvoldoende afkoeling (56%), vroegtijdig bereid voedsel (meer dan 12 uur tussen bereiding en consumptie, 31%) en besmetting via het keukenper​soneel (24%). Voor de ziekte-incidenten thuis bij de consument zijn het gebruik van besmette grondstoffen (42%), onvoldoende koken (31%) en onvoldoende koelen (29%) de belangrijkste factoren. Bij de productie is de grootste bijdrage een onvoldoende opwar​ming (27%), besmette grondstoffen (19%) en onvoldoende koelen (15%).

9.4. Micro-organismen die bederf veroorzaken

In het algemeen is groei van micro-organismen in voedingsmiddelen, grondstoffen ongewenst, omdat daardoor onvermijdelijk veranderingen van het product worden teweeggebracht. Bij beperkte groei kunnen deze veranderingen niet worden waargenomen, maar groei tot grote aantallen (meer dan 107 ) veroorzaakt zoveel stofwisselingsproducten, dat dit in de meeste gevallen tot bederf leidt. De aard en de groeisnelheid van de microbensoorten die in een product tot ontwikkeling komen, zijn afhankelijk van:

  1. de soorten en aantallen micro-organismen, die oorspronkelijk aanwezig zijn

  2. intrinsieke factoren, zoals de pH, de wateractiviteit, de redoxpotentiaal, de 

      rijkdom          aan nutriënten en de aanwezigheid van conserveermiddelen

  3. extrinsieke factoren, zoals de temperatuur, de samenstelling en de relatieve  

      even​wichts​vochtigheid van de omringende gasfase, alsmede de verpakking.

Omdat elk voedingsmiddel op een bepaalde wijze wordt gefabriceerd en bewaard en karakteristieke eigenschappen bezit, zijn de daarin groeiende micro-organismen vrijwel altijd dezelfde. Men noemt deze microflora associatieflora.

FIGUUR 30.Associatieflora van de belangrijkste groepen levensmiddelen
Naast deze algemene soorten bederf spelen talrijke andere, voor voedingsmiddelen specifieke bederfverwekkende micro-organismen een rol. Zo kunnen thermofiele strepto​kokken (vuile pasteurs), coli-achtige bacteriën (niet voldoende gereinigde apparatuur) en sporen Cl. tyrobutyricum (ingekuild veevoer) in uitzonderlijke situaties typische bederfver​schijnselen in Nederlandse kaas veroorzaken.

10 MICROBIOLOGISCHE LABORATORIUMTECHNIEKEN

10.1. Ophopen, isoleren en kweken

Daar de afmetingen van ééncellige micro-organismen zeer klein zijn, is het niet mogelijk de eigenschappen van één enkel individu te bestuderen. Wel is het mogelijk populaties in de orde van 106-109 cellen te bestuderen. Deze populaties worden verkregen door micro-organismen onder min of meer gedefinieerde omstandigheden op te hopen en te isoleren. Zulke populaties noemt men culturen.

Bestaat een cultuur uit micro-organismen van één soort, dan spreekt men van een zuivere of reincultuur, terwijl een gemengde cultuur is samengesteld uit meer dan één soort.

Om de eigenschappen van micro-organismen in het laboratorium te bestuderen, worden ze meestal geïsoleerd uit een gemengde natuurlijke populatie. Uit de studies kan dan blijken of er een verband bestaat tussen de isolaten en bijvoorbeeld bepaalde ziektebeelden of bederfprocessen.

10.1.1. Ophopen

Het isoleren, het vrij van andere organismen in handen krijgen, van micro-organismen uit materiaal is niet altijd een eenvoudige opgave. Afgezien van de bijzonder kweekomstan​digheden die sommige micro-organismen, zoals virussen, eisen, kan het isoleren moeilijk​heden bieden, bijvoorbeeld omdat een micro-organisme in de onderzochte milieus steeds door vele andere soorten wordt begeleid.

Het ophopen bestaat in feite uit het bebroeden van het materiaal, waaruit het gezochte micro-organisme moet worden geïsoleerd, in een zodanig milieu dat de kweekomstandig​heden voor het te isoleren micro-organisme optimaal en voor de begeleidende micro-organismen ongunstig zijn. Het gezochte micro-organisme zal dan door zijn snelle ontwikkeling de andere organismen verdringen.

Bij het selectief ophopen maakt men in veel gevallen gebruik van remstoffen. Deze remstoffen worden aan het ophopingsmedium toegevoegd om de groei van de in het milieu aanwezige begeleidingsflora te remmen, terwijl de gezochte soort zich ongestoord blijft ontwikkelen.

FIGUUR 31.  Werking van enkele remstoffen in selectieve voedingsbodem
FIGUUR 32.  Enkele selectieve ophopingen die toegepast worden
Er kunnen ook bepaalde andere stoffen aan het ophopingsmedium worden toegevoegd om tijdens de ophoping aanwijzingen te krijgen of het gezochte micro-organisme zich kon ontwikkelen (electieve componenten). Zo is de vorming van gas uit lactose tijdens de ophoping in briljantgroen-gal-lactose-bouillon een aanwijzing dat bacteriën van de coli-groep aanwezig kunnen zijn, terwijl bij kleuromslag van paars naar geel, veroorzaakt door zuurvorming uit glucose, in Na-azide-glucose-broomcresolpurper-bouillon de ontwikkeling van streptokokken wordt vermoed.

10.1.2. Isoleren

Het opgehoopte micro-organisme moet vervolgens worden geïsoleerd. Daartoe strijkt men met behulp van een entnaald een weinig van de ophopingsvloeistof uit op een geschikte vaste voedingsbodem die zich in een petrischaal bevindt. In veel gevallen heeft deze vaste voedingsbodem hetzelfde of een soortgelijke milieu, als waarin men heeft opgehoopt. Het afstrijken moet op een zodanige wijze geschieden, dat de kans op het na bebroeding ontstaan van losliggende kolonies groot is. 

FIGUUR 33. Isoleren van een micro-organisme
Aan de vorm en het uiterlijk van de kolonie kan men soms reeds waarnemen of men het gewenste micro-organisme al dan niet heeft geïsoleerd. Deze kenmerken van een kolonie zijn namelijk specifiek voor een bepaald micro-organisme en variëren van regelmatig tot onregelmatig, van bol- tot platvormig, van klein tot groot van afmeting, van dof, wollig tot glinsterend door slijmvorming en van gekleurd tot niet-gekleurd.

Daar deze manier in vele gevallen onvoldoende is om de gewenste kolonies van de overige te onderscheiden, voegt men extra componenten toe. Daarmee wordt beoogd de kolonies gemakkelijker te onderscheiden van andere soorten.

Men onderwerpt het micro-organisme ten slotte aan een aantal fysiologische tests, eventueel aangevuld met serologische tests, om te controleren of de eigenschappen van de geïsoleerde stam in overeenstemming zijn met de beschrijving in de handboeken.

10.1.3. Kweken
Bij het kweken van micro-organismen moet men de samenstelling van de voedingsbodem en de uitwendige omstandigheden zodanig kiezen dat ze optimaal zijn voor de te kweken stam die geïsoleerd is.

Men onderscheidt chemisch gedefinieerde of synthetische media en empirisch samengestel​de, niet-synthetische media.

Oorspronkelijk werden overwegend niet-synthetische of natuurlijke media gebruikt. Zo zijn melk, bloed, eigeel, groentensappen en leverextracten nog veel gebruikt.

Veel niet-synthetische voedingsbodems of ingrediënten ervan zijn tegenwoordig in droge vorm in de handel verkrijgbaar; deze preparaten hebben het voordeel dat ze constanter van samenstelling zijn dan de natuurlijke componenten.

Peptonen

Dit zijn gedeeltelijk og geheel enzymatisch gehydrolyseerde eiwitten. Voorbeelden zijn pepton, trypton, proteosepepton, gellysaat, gepeptoniseerde melk.

Vleesextract

Dit is een waterig extract van vlees, dat rijk is aan mineralen, vitaminen, eiwitten en koolhydraten

Gistextract

Dit is een waterig extract van geautolyseerde gist, rijk aan vitamine B, gebruikt voor het kweken van gist en schimmels

Behalve de preparaten worden de voedingsbodems voor saprofytische bacteriën, gisten en schimmels veelal verrijkt met koolhydraten, meestal glucose, en een fosfaatbuffer.

Daar sommige m.o. belemmerd worden in groei door zonlicht, worden de bodems wenselijk in het donker bewaard en bebroed.

Bij het kweken van de meeste microbensoorten zal men ernaar streven het natuurlijke milieu, waaruit het organisme is geïsoleerd. Zo worden veel bacteriën die voor mens en dier pathogeen zijn, gekweekt in een bloed- of serumhoudend medium en melkzuurbacte​riën in een medium, waaraan ondermelk is toegevoegd.

Bij het kweken van virussen maakt men gebruik van levende proefdieren, broedeieren en weefsels of cellen in vitro.

Strikt aërobe en facultatief anaërobe micro-organismen worden normaal in aanwezigheid van luchtzuurstof gekweekt. Bij het kweken van strikt anaërobe micro-organismen moeten echter bijzondere voorzieningen worden getroffen om zuurstof uit te sluiten.

10.2. Het Aanhouden van een isolaat

Een geïsoleerde stam kan gedurende kortere of langere tijd in leven worden gehouden (stock-cultuur). Men kan gebruik maken van een van de volgende methoden.

10.2.1. Gevriesdroogde toestand

De belangrijkste en beste methode om stammen gedurende zeer lange tijd te bewaren is vriesdrogen. Ze worden dan onder vacuum in dichtgesmolten glazen ampullen bewaard.

10.2.2. Op schuine agar

De meest toegepaste methode om stammen gedurende korte tijd aan te houden is de stam na beënting en bebroeding op een schuine agarbuis te bewaren bij 0-5C. 

10.2.3. In een bouillon

Voor strikt anaërobe micro-organismen, zoals Clostridia, en voor micro-aërofielen, zoals melkzuurbacteriën gebruikt men een bouillon, al dan niet afgesloten via paraffine. 

10.2.4. In diepgevroren toestand

Een minder toegepaste methode, wegens afsterving, is het snel invriezen en gedurende lange tijd bewaren bij –20°C of lager.

Tegenwoordig wordt het aanhouden van stammen bij zeer lage temperaturen, zoals –70°C en in vloeibare stikstof van –196°C (cryopreservering) steeds meer toegepast.

Om een grote overleving te krijgen wordt glycerol of polyglycol (cryoprotectants) toegevoegd.

10.3. Identificatie

10.3.1. Morfologische onderzoek

Van wieren, schimmels en protozoën kan men de meeste, voor het identificeren vereiste kenmerken waarnemen, nadat van de organismen een zogenaamde preparaat is gemaakt. Daartoe brengt men een druppel van de vloeistof op een objectglas.

Ook van bacteriën kan een eerste indruk omtrent de vorm en beweeglijkheid worden verkregen door directe microscopische waarneming. Als regel maakt men hiertoe van de bacterie een preparaat, de hangende druppel.

Voor het bestuderen van meer details van de vorm van bacteriën is het echter noodzakelijk bijzondere kunstgrepen toe te passen ten einde waarneembaarheid te bevorderen. Deze zijn te verdelen in:

  -kleuring of negatieve kleuring van de bacteriën

  -verbetering van de optische hulpmiddelen

10.3.2. Cultuuronderzoek

De met het oog zichtbare kenmerken van culturen in of op vaste of vloeibare voedingsbo​dems kunnen een belangrijke bijdrage leveren tot de identiteit.

Een van de belangrijkste hulpmiddelen bij de identificatie is de aard van de kolonie die een micro-organisme bij ontwikkeling op een gegeven vaste voedingsbodem vormt.

De kenmerken kunnen zijn:

1. de vorm: bol, plat, rond, gekarteld, grillig, rhizoïd of spreidend

2. de grootte

3. de kleur: grijs, wit, geel, oranje, goud, rood of paars. Men onderscheidt   

    endopigmen​ten, die binnen de kolonie gelokaliseerd blijven en exopigmenten, die 

    diffunde​ren door de agar rondom de kolonie

4. de consistentie: nat, droog, glad of ruw

5. de geur: zuur, muf, gistig of rottend

Ook kan men soms enige informatie verkrijgen omtrent de aard van de cultuur in een vloeibare voedingsbodem. Hierbij zijn egaal troebele, vlokkige en korrelachtige culturen te onderscheiden. Daarnaast vormen sommige soorten een vlies op of een bezinksel.

10.3.3. Fysiologisch onderzoek

Voor een verdere identificatie kunnen fysiologische kenmerken worden bepaald.

10.3.3.1. Temperatuur

Het onderzoek naar het temperatuurgebied, waarbinnen groei mogelijk is, geschiedt door de te onderzoeken cultuur dun te enten op een aantal buizen met een geschikte voedings​bodem en deze te bebroeden bij verschillende temperaturen. Veel gebruikte temperaturen zijn 5,10,17,22,30,37,42,45 en 55°C. Op gezette tijden wordt nagegaan of enige ontwikkeling van de stam kan worden waargenomen. Men onderscheidt de minimum-, optimum- en maximumtemperatuur.

10.3.3.2. Redoxpotentiaal

De redoxpotentiaal, waarbij optimale ontwikkeling optreedt, kent men meestal reeds bij benadering uit het onderzoek naar de kweekmogelijkheden van het in vewerking zijnde micro-organisme. De zuurstoftolerantietest is een methode om gedragingen ten opzichte van luchtzuurstof te bepalen. 

10.3.3.3. Zuurtegraad

Bij het onderzoek naar de invloed van de pH op de groei wordt gebruik gemaakt van de minimum- en maximum-pH, waarbij nog groei mogelijk is. 

10.3.3.4. Biochemische omzettingen

Assimilatie

Indien een chemische omzetting door een micro-organisme in de cel wordt omgezet, dan begint dit altijd met de opname of assimilatie van deze verbinding in de cel. Het al of niet assimileren van een chemische verbinding speelt een belangrijke rol bij de identificatie.

Een verbinding wordt geassimileerd als er uitsluitend groei optreedt in een voedingsbo​dem, indien deze verbinding als enige C- of N-bron aanwezig is. 

Voor de bepaling van het assimilatiepatroon van een micro-organisme wordt o.a. bij gisten gebruik gemaakt van een zogenaamd auxanogram. Hiertoe wordt een tot 47C afgekoeld agarhoudend medium, dat geen C- of N-bron bevat, wel de andere in een petrischaal met een suspensie van de stam gemengd. Na droging van de agar wordt een geringe hoeveel​heid van een chemische verbinding in vaste vorm op de agar gebracht. Nadat de stof in de agar is gediffundeerd zal na bebroeding alleen rondom deze plaats de ontwikkeling van een stam plaatsvinden.

Veel gebruikte C-bronnen zijn suikers en één- of meerwaardige alcoholen; veel gebruikte N-bronnen zijn ammoniumzouten, nitraten en aminozuren.

Bij de identificatie van bacteriën wordt veel gebruik gemaakt van de assimilatie van malonaat, lactaat of citraat, door een van deze verbindingen als enige C-bron toe te voegen aan een voedingsbodem, die de pH-indicator broomthymolblauw bevat. Indien assimilatie van de C-verbinding plaatsvindt wat gepaard gaat met de opname van H+-ionen, dan slaat de kleur om van groen naar blauw, hetgeen een verhoging van de pH inhoudt.

Dissimilatie van C-verbindingen

Bij de identificatie wordt veelvuldig gebruik gemaakt van het al of niet afbreken of dissimileren van chemische C-verbindingen.

De bij dissimilatie van koolhydraten of polyalcoholen vrijkomende zuren worden bepaald door voor of na het bebroeden een pH-indikator aan het medium toe te voegen. Veelge​bruikte pH-indicatoren zijn broomcresolpurper, neutraal-rood of fenolrood.

De bij dissimilatie van koolhydraten vrijkomende gassen, meestal H2 of CO2- worden aangetoond door op een bouillon een steriele vaste agar te brengen, die omhoog wordt gedrukt, indien gas wordt gevormd.

Dissimilatie van N-verbindingen

De dissimilatie van eiwitten in de vorm van peptonpreparaten als N-bron komt tot uiting in de vorming van gassen H2S en mercaptanen, en in een pH-verhoging door het vrijko​men van ammoniak, aminen of aanverwante verbindingen.

vb: H2S kan aangetoond worden door aan het medium ijzerzouten toe te voegen.

       De afbraak van hoogmoleculaire N-verbindingen, zoals caseïne of gelatine, kan  

      ook worden bepaald door het verbruik van het oorspronkelijke substraat na te  

      gaan. Een vastgeworden gelatine-bodem vervloeit na afbraak van de gelatine.

      Decarboxylatie van speciale aminozuren wordt aangetoond door een pH-  

     verschuiving          in het medium....

Aantasting van complexe stoffen

Bij onderzoek naar de identiteit van pathogene streptococcen gaat men o.a. na op welke wijze de stammen op bloed inwerken:

Men onderscheidt:

  1. geen omzetting

  2. vorming van een vrijwel kleurloze hof rond de kolonie, doordat de wand van de   

      rode bloedlichaampjes aangetast worden en de hemoglobine diffundeert:  

      hemolytische strepto​coccen.

  3. Vorming van een groene hof rond de kolonie, doordat de rode bloedlichaampjes               

      weliswaar intact blijven, doch de hemoglobine wordt afgebroken tot groene   

       verbindin​gen: vergroende streptococcen.

Sommige micro-organismen zetten de in de melk aanwezige lactose om in melkzuur. Bij de aldus ontstane zuurheidsgraad vlokt de caseïne uit. Men noemt dit coagulatie van de melk.

Door een micro-organisme te kweken op een eigeelbevattende agar kan men bepalen of het eigeel aantast. Na bebroeding wijst een ophelderings- of neerslagzone rondom de kolonie op eigeelsplitsing. 

Het aantonen van enzymen

De meeste micro-organismen produceren een enzym katalase, dat de splitsing van H2O2 in H2 en O2 katalyseert. Bacteriën van het geslacht Clostridium en van de familie Lactobacil​laceae vormen hierop een uitzondering en zijn dus gemakkelijk te herkennen door de cultuur te overgieten met 3% H2O2. Het uitblijven van gasbelletjes wijst op het ontbreken van katalase.

Analoog kan de controle op het enzym oxydase als identificatie worden aangewend.

De beta-galactosidasetest wordt toegepast bij de identificatie van Salmonella. Als substraat wordt hierbij een oplossing van o-nitrofenyl- -D-galactopyranoside (kleurloos) gebruikt, die geel wordt door afsplitsing van o-nitrofenol, indien het enzym aanwezig is.

Gevoeligheid ten opzichte van chemische verbindingen

De gevoeligheid ten opzichte van chemische verbindingen, die slechts specifieke groepen in hun ontwikkeling remmen, wordt ook bij het identificeren toegepast, in veel gevallen in combinatie met andere tests. De stof wordt hiertoe in een bepaalde concentratie aan een vast of vloeibaar kweekmedium toegevoegd en na enting en bebroeding van de stam op groei beoordeeld.

De KCN-tolerantietest wordt bijvoorbeeld toegepast bij de differentiëring van Salmonella van andere Enterobacteriaeceae.

10.4. Het tellen van micro-organismen

In veel gevallen is het van belang het aantal micro-organismen dat per gram product aanwezig is, te kennen. Het aantal micro-organismen dat een voedingsmiddel bevat, kan een maat zijn voor de hygiënische gesteldheid.

Afhankelijk van de beoordeling die men erop wil baseren, wenst men hetzij het totale aantal kweekbare en niet-kweekbare micro-organismen per gram, hetzij het aantal kweekbare, dus levende micro-organismen per gram (kiemgetal) te kennen.

10.4.1. Telling van het totale aantal kweekbare en niet-kweekbare micro-organismen

Het totale aantal micro-organismen, dat per gram of ml product aanwezig is, kan men bepalen door een microscopische telling. Indien het een vast product betreft, dan wordt dit eerst gemengd met een oplossing om de micro-organismen uit het vast product in suspensie te krijgen. 

Telling ondermicroscoop volgens Breed

Het te onderzoeken product of het bereide mengsel wordt een aantal malen achter elkaar verdund met een fysiologische zoutoplossing en wel totdat een verdunning is ontstaan die naar schatting ongeveer 106-107 cellen per ml bevat. Van de op die wijze verkregen verdunning wordt vervolgens, met een pipet 0.01 ml overgebracht op een voorwerpglas. Deze druppel wordt uitgespreid, waarna men deze aan de lucht laat drogen.

Hierna wordt gefixeerd met een methyleenblauw-oplossing. In het verkregen preparaat wordt met behulp van de olie-immersielens het aantal cellen geteld, dat per gezichtsveld kan worden waargenomen. Uit de waarnemingen berekent men het gemiddelde aantal micro-organismen per gezichtsveld (n). Aangezien een gezichtsveld bij een gebruikt toestel ongeveer 2 10-4 cm2 groot is, zijn per cm2 van het preparaat 5000 n organismen aanwezig. Omdat maar 0.01 ml staal werd bereid, zijn dus in 1 ml van de verdunning 5 105 micro-organismen aanwezig.

10.4.2. Telling van het totale aantal kweekbare micro-organismen

Bij het bepalen van het kiemgetal van een product dient men zich te realiseren dat een zeker percentage van de in het product aanwezige levende m.o. mogelijk niet kweekbaar is onder de gebruikelijke kweekomstandigheden, bijvoorbeeld vanwege de keuze van het kweekmedium, de anaërobiose of de kweektemperatuur. Bij het bepalen van het totale aantal kweekbare, mesofiele micro-organismen in producten wordt meestal een kweektem​peratuur van 30-32°C gedurende 2-5 dagen toegepast, maar soms is het wenselijk de temperatuur te verlagen of te verhogen om de psychrofielen of thermofielen tot ontwikke​ling te laten komen.

Bij het bepalen van het aantal kweekbare micro-organismen worden in principe twee methoden toegepast, de verdunningsmethode en de telling met behulp van vaste voedings​bodems. 

10.4.2.1. Verdunningsmethode

De oudste methode voor het tellen van kweekbare micro-organismen is de verdunningsme​thode van Pasteur. Bij de verdunningsmethode worden van het te onderzoeken materiaal opeenvolgende verdunningen gemaakt in de verhouding 1:10 met behulp van een fysiologische zoutoplossing met 0.1% pepeton. Van de verdunningen wordt telkens 1 ml overgebracht in een niet-selectieve vloeibare voedingsbodem. Hierna wordt bebroed, waarbij wordt gelet op het ontstaan van troebeling in de buizen als gevolg van de vermeerdering van daarin aanwezige micro-organismen. In geval van twijfel wordt de bouillon afgestreken op de corresponderende vaste voedingsbodem en beoordeeld op groei.

Wanneer na het bebroeden bijvoorbeeld de buizen, die 1 ml van een verdunning 1:10 000 bevatten, helder blijven, terwijl die van 1:1 000 troebel worden, mag worden aangenomen dat in een verdunning van 1:10 000 minder dan ca 1 m.o. per ml voorkomt, waaruit het kiemgetal van het onderzochte staal dan kan worden geschat in de orde van grootte van kleiner dan 10 000 en groter dan 1 000 per gram of ml.

De resultaten kunnen ook worden uitgedrukt in de zogenaamde titer. De titer is de negatieve logaritme van de laatste inweging, de hoogste verdunning.

De uitkomsten van de verdunningsmethode kunnen met behulp van statistische bewerking worden gekwantificeerd. Een reeks van drie decimale verdunningen wort hiertoe in drie-, vier- vijfvoud ingezet; uit de resultaten wordt dan met behulp van de daarvoor beschikbare tabellen, de zogenaamde most probable number (MPN) bepaald.

FIGUUR 34.  Most probable number in drievoud   

10.4.2.2. Tellen met behulp van vaste voedingsbodems

Bij de meest toegepaste methode voor het tellen van kweekbare micro-organismen maakt men gebruik van de vaste voedingsbodemmethode van Koch. Het principe hierbij is, dat uit elk micro-organisme dat kweekbaar, dus levend, is, een zichtbare  kolonie ontstaat door fixatie van de cellen in of op een agar. Deze fixatie noemt men kolonies of kolonie​vormende eenheden. 

Men onderscheidt giet- en spreidplaten. Bij een gietplaat wordt 1 ml van de geschikte verdunningen in duplo of triplo gepipeteerd in petrischalen en gemengd met 15-20 ml agar, die tot 47C is afgekoeld. Nadat de agar door afkoeling gestold is, worden de petrischalen bij een geschikte temperatuur gedurende een aangepaste tijd bebroed. Na telling van de kolonies in de agar, wordt uit het gemiddelde het aantal micro-organismen per gram product berekend. Men telt die petrischalen, die in het algemeen een aantal kolonies tussen 30 en 200-300 bevatten.

Bij een spreidplaat wordt de tot 47C afgekoelde agar in petriplaten gegoten en gedroogd. Van geschikte decimale verdunningen wordt 0.1 ml in duplo of triplo op de gedroogde agar van verschillende petrischalen gepipeteerd en met behulp van een steriele, zoge​naamde Drigalski-spatel gelijkmatig over de gehele agar verspreid. Verder wordt dezelfde werkwijze gevolgd als bij de gietplaat.

Een andere methode is het tellen van micro-organismen met behulp van een membraanfil​ter. Deze methode wordt toegepast, wanneer de micro-organismen in zeer kleine aantallen voorkomen in lucht of in vloeistoffen. 

FIGUUR 35. De verdunningsmethode
10.4.2.3. Het selectief tellen

Bij voedingsmiddelen is het selectief tellen meer regel dan uitzondering. 

Men onderscheidt vloeibare en vaste selectieve voedingsbodems. De verdachte kolonies op de selectieve voedingsbodem, verkregen via een telling of via afstrijken van een bouillon kunnen zoals eerder aangegeven worden geïdentificeerd. Bij het kwantitatief tellen van selecte groepen van micro-organismen moet de ideale selectieve voedingsbodem voldoen aan de volgende voorwaarden:

1. De selecte groep moet kwantitatief tot ontwikkeling komen, zelfs in die gevallen, waarin micro-organismen zich als gevolg van de eigenschappen van het product niet in      optimale conditie bevinden.

2. De begeleidende flora moet in haar ontwikkeling worden geremd, indien deze remming helemaal niet of slechts gedeeltelijk optreedt, moeten de kolonies op de agar of op de culturen in de bouillon gemakkelijk van de selecte groep te onderscheiden zijn.

Een ideale voedingsbodem bestaat niet, maar bij de samenstelling van de voedingsbodem en bij het bepalen van de groei-omstandigheden moeten de ideale omstandigheden wel zo veel mogelijk worden benaderd.

De beoogde selectie wordt in de praktijk meestal bereikt op een van de volgende manieren of op een combinatie ervan:

1. Door het aan de voedingsbodem toevoegen van een of meer antimicrobe  

      verbindingen  met selectieve werking. De remmende werking van deze stoffen  

     wordt bepaald door:

       -de concentratie van de aan de bodem toegevoegde anti-microbe stoffen

       -de mate van inactivering indien de bodem gesteriliseerd wordt

       -de mate van inactivering door andere, in de voedingsbodem gebruikte  

        componenten

       -de mate van inactivering door één of meer bestanddelen van het te  

        onderzoeken  materiaal

2. Door het aan de voedingsbodem toevoegen van een indicator of een stof, die   

     door bepaalde micro-organismen op kenmerkende wijze wordt aangetast, 

     waardoor  macroscopi​sche herkenning van die micro-organismen 

     wordt mogelijk gemaakt (bloed,       eigeel, vet of pH-indicator). Dit worden  

     electieve componenten genoemd.

3. Door het uit de voedingsbodem weglaten van een normale koolstofbron,       

     stikstofbron en door het opnemen daarin van een vrij abnormale koolstofbron 

     (bijv. lactose, citraat of malonaat), van een slechts voor sommige bacteriën     

     bevredigende stikstofbron,  glutami​ne​zuur.

11. MICROBIOLOGISCHE KWALITEITSBEHEERSING

11.1. Algemeen

Het doel van microbiologische kwaliteitsbehhersing is het voorkomen van door voedsel overgedragen ziekten en microbieel bederf.

Om een vers eindproduct van goede microbiologische kwaliteit te verkrijgen, is tijdens het productieproces een stelsel van preventieve (hygiënische) maatregelen noodzakelijk. Dit wordt samengevat met Good Manufacturing Practice (GMP). het doorvoeren van GMP is doeltreffender dan het nemen van maatregelen achteraf, indien het eindproduct daartoe aanleiding geeft. Ook om statistische redenenen is het voor de overheid en de afnemers geruststellender preventieve bedrijfscontrole uit te voeren dan alleen controle op het eindproduct.

In de farmaceutische industrie is GMP meer doorgedrongen dan in de levensmiddelenin​dustrie. Belangrijke onderdelen van deze GMP-richtlijnen zijn;

  -Standard Operating Procedures (SOP's): duidelijke en schriftelijk vastgelegde  

   procedu​res om producten van vereiste constante kwaliteit te verkrijgen.

  -Validatie; het verzamelen en beoordelen van gegevens die nodig zijn om 

   voldoende zekerheid te verkrijgen dat een werkwijze steeds de bedoelde  

   resultaten zal opleveren

  -Protocollering: het vastleggen van gegevens ter verantwoording van verrichte  

   handeling​  een met betrekking tot de productie en ter beoordeling van grond- 

   en hulpstoffen.

  -Het personeel en de opleiding ervan.

In de levensmiddelenindustrie heeft de GMP zich ook verder ontwikkeld. Hierbij is het zogenaamde HACCP-concept geïntroduceerd. Dit staat voor Hazard Analysis and Critical Control Points. HACCP is een uitgebalanceerd kwaliteitsbewakingsprogramma.  HACCP wordt later in de cursus besproken.

11.2. Preventieve maatregelen

11.2.1. Microbiologische controle van de grondstoffen

Bij de aankoop moeten de grondstoffen van een zo goed mogelijke microbiologische kwaliteit zijn. In het bijzonder moeten eisen worden gesteld ten aanzien van de aanwezig​heid van micro-organismen en toxinen, die het eindproduct nadelig kunnen beïnvloeden. Zo zullen mycotoxinen in droge grondstoffen, zoals aflatoxine in aardnoten, in het eindproduct terechtkomen. Thermoresistente sporen in bepaalde grondstoffen zoals onbehandelde kruiden, kunnen bij het steriliseren van conservenproducten een probleem zijn. 

11.2.2. Verhitting of ander microbicide behandelingen in de loop van de fabricage

Verhitting of andere microbicide behandelingen kunnen grondstof, hulpproduct... bevrijden van micro-organismen, die in het eindproduct niet gewenst zijn.

Het effect van een hittebehandeling, de meest gebruikte methode om micro-organismen te elimineren, hangt af van:

  -de toegepaste tijd-temperatuur-combinatie

  -de pH en aw van het te verhitten product

  -de maatregelen die worden genomen om herbesmetting te voorkomen.

11.2.3. Reiniging en desinfectie van apparatuur en materialen

Apparatuur en materialen, die met grondstoffen, halfproduct en/of eindproduct in aanra​king komen, behoren regelmatig te worden gereinigd en daarna gedesinfecteerd. Zie later

11.2.4. Hygiëne van de bedrijfsruimte

Uit hygiënisch oogpunt moet bij de (ver)bouw van de bedrijfsruimte de volgende principes gehanteerd worden;

  -ruimtelijke scheiding tussen de reine en onreine afdelingen

  -vloeren uit waterdicht en bestendig materiaal met voldoende verloop naar de 

   afvoergo​ten

  -wanden uit gemakkelijk te reinigen, niet-poreus materiaal met afgeronde hoeken,                 

   bijvoorbeeld tegels of afwasbare, schimmelwerende verf.

  -voldoende belichting

  -voldoende be- en ontluchting

11.2.5. Luchtbehandeling van de bedrijfruimte

De microbiologische gesteldheid van de omringende lucht kan vooral belangrijk zijn, indien deze na verhitting in contact komt met het product. Zo kan bij het afkoelen van producten in niet-gesloten systemen zoveel lucht worden aangezogen, dat besmetting van het product een reële mogelijkheid is. Lucht van aanvaardbare microbiologische kwaliteit bereikt men door:

 -het stofarm maken van de ruimte door stoffilters

 -het voorkomen van tocht en turbulenties

Zo is de luchtbehandeling zeer belangrijk bij schimmelgevoelige producten zoals bakkerij​producten.

Als de omgevende lucht vrij moet zijn van micro-organismen, zoals bij het aseptisch afvullen van gesteriliseerde melk, dan kan de lucht via een bacteriefilter worden gesterili​seerd.

11.2.6. Hygiënische zorg van het personeel

Het ligt voor de hand dat personeel, dat direct of indirect met de handen in contact komt met het product, aan zekere hygiënische eisen moet voldoen. Zo dienen de handen zeer regelmatig met vloeibare zeep of zeeppoeder en een borstel te worden gewassen en vervolgens bij voorkeur te worden afgedroogd met papieren of katoenen handdoekjes voor eenmalig gebruik en in ieder geval niet met normale handdoeken, omdat deze haarden van micro-organismen blijken te bevatten na herhaald gebruik. De nagels moeten zeer kort heknipt worden, terwijl geen wondjes, zweren of steenpuisten op de handen of het gezicht mogen voorkomen. Ook schone haren en schone bedrijfskledij behoren tot deze eisen. Het roken van sigaretten en dergelijke kan beter achterwege blijven wegens het ontwikkelen van fijne stofdeeltjes, waaraan micro-organismen zich kunnen vasthechten. Ook wordt afgeraden om tijdens het werk te eten. Personeel dat pathogene micro-organismen bij zich draagt (faeces, keel, neus...) moet tijdelijk worden uitgesloten.

11.2.7. Insecten, ratten en ander ongedierte en vogels

Insecten, ratten, ander ongedierte en vogels kunnen micro-organismen overdragen; de aanwezigheid ervan is vanuit hygiënisch oogpunt dan ook onaanvaardbaar. Het schoonhou​den van ruimten, het weghalen van grof vuil en etensresten, alsmede het desinfecteren van lucht en vloeren met bestrijdingsmiddelen kunnen dit voorkomen.

11.2.8. Het werken met gesloten systemen

Zoals reeds gesteld, dient herbesmetting na de hittebehandeling te worden vermeden. Dit houdt o.a. in dat het verhitte product in gesloten systemen verder moet worden verwerkt om herbesmetting via personeel, materiaal of lucht te vermijden.

11.2.9. Groei van micro-organismen tijdens de verwerking

De verwerking van producten dient zo snel mogelijk plaats te vinden om ongewenste groei zo veel mogelijk te vermijden. Zo kan bij de verwerking van vers vlees de groei van micro-organismen sterk worden vertraagd door de temperatuur van de bedrijfsruimte zo laag mogelijk te houden.

11.2.10. Microbiologische controle van het verpakkingsmateriaal

De microbiologische kwaliteit van verpakkingsmateriaal kan essentieel zijn voor de uiteindelijke kwaliteit van het eindproduct, tenzij het product in de verpakking zodanig wordt verhit, dat de ongewenste organismen worden gedood. Retour-verpakkingsmateri​aal, zoals glazen flessen of potten, dient in afzonderlijke ruimten zeer zorgvuldig te worden gereinigd en gedesinfecteerd.

Men dient zich te realiseren dat de fysisch-chemische omstandigheden op het grensvlak tussen product en verpakking anders kunnen zijn dan in het centrum van het product, zoals verschil in beschikbare zuurstof en in wateractiviteit. Het gevolg hiervan kan zijn dat aanwezige micro-organismen zich in de periferie anders gedragen dan in het centrum van het product.

11.2.11. Opslag en transport van het eindproduct

Een geschikte opslag, transport en behandeling van het eindproduct voor consumptie heeft een zeer grote invloed op de microbiologische kwaliteit.

11.3. Microbiologische controles

11.3.1. Indicatororganismen

Het in voedingsmiddelen in bepaalde aantallen aantreffen van de pathogene micro-organismen kan tot afkeuring leiden van de betreffende voedingsmiddelen. Aangezien het aantonen van pathogenen in veel gevallen een moeilijke en tijdrovende zaak is, wordt ook gebruik gemaakt van zogenaamde indicatororganismen. Zo is Escherichia coli een indicator voor drinkwater in plaats van een ingewikkeld onderzoek naar Salmonella typhi.

Het gebruik van indicatororganismen wordt veel gebruikt om de microbiologische kwaliteit van voedingsmiddelen te bepalen en om preventieve controles uit te voeren.

Voorwaarden die in het algemeen gesteld worden aan indicatororganismen zijn:

1. Ze moeten altijd worden aangetroffen (liefst in grote aantallen) indien pathogenen en bederfverwekkers aanwezig zijn waardoor ze de indicatie moeten vormen of ze moeten altijd worden aangetroffen, indien een ongewenste microbiologische toestand optreedt waarvoor ze de indicatie vormen.

2.   Ze moeten eenvoudig en snel kunnen worden aangetoond

11.3.1.1. Enterobacteriaeceae

Enterobacteriaecae kunnen zowel van fecale als van plantaardige herkomst zijn. Over het algemeen worden ze aangetroffen in producten die geen microbicide behandeling, zoals verhitting, hebben ondergaan. Zo vindt men ze altijd in rauw vlees, rauwe eieren, rauwe vis, rauwe slachtkuikens, meel, bloem en kruiden.

Enterobacteriaecae zijn gevoelig aan hoge temperaturen; bij een temperatuur van 50-60°C sterven ze in waterig milieu snel af. De aanwezigheid in waterige producten, die een verhitting ondergaan, wijst dan ook op nabesmetting, al of niet gevolgd door groei. Ook kan het aantreffen van Enterobacteriaecae wijzen op een onvoldoende verhitting van het rauwe product, wat zou betekenen dat eventueel aanwezige pathogene micro-organismen, zoals Salmonella, ook niet voldoende zijn geïnactiveerd.

Enterobacteriaecae kan optreden als indicatororganisme voor Salmonella. Daar herbesmet​ting met Salmonella meestal gepaard gaat met herbesmetting met grotere aantallen Enterobacteriaeceae is het effectiever om op verschillende plaatsen in de productielijn monsters van het product te onderzoeken op de aanwezigheid van Enterobacteriaeceae.

Door de Enterobacteriaeceae-herbesmetting te bestrijden, bestrijdt men ook eventuele besmetting met Salmonella. Er moet wel duidelijk worden gesteld dat een Salmonella-test nooit door een Enterobacteriaeceae-test kan worden vervangen in het geval dat een partij op de aanwezigheid van Salmonella gecontroleerd moet worden. In dat geval is het uitvoeren van Salmonella-tests in vele monstereenheden onvermijdelijk.

11.3.1.2. Escherichia coli

Aanwezigheid van E. coli in voedingsmiddelen vormt een aanwijzing voor min of meer ernstige besmettingen. Ook de aanwezigheid van E. coli in sommige niet-verhitte producten is ongewenst. Indien E. coli in grote aantallen aanwezig is in producten, waarin door intrinsieke factoren geen groei mogelijk is, dan kan dit min of meer wijzen op een directe verontreiniging met fecaliën.

11.3.1.3. Faecale streptokokken

Fecale streptokokken kunnen als aanvullende indicatororganismen gebruikt worden, daar deze resistenter zijn tegen ongunstige invloeden dan Enterobacteriaeceae.

Het gebruik als indicatie stamt uit de bacteriologische beoordeling van drinkwater. Daar deze groep voorkomt in de faeces van mens en dier kan het aantreffen ervan in drinkwater een indicatie voor fecale besmetting vormen. 

11.3.1.4. Clostridia

Het aantreffen van Clostridia in voedingsmiddelen is voornamelijk een gevolg van het feit dat de Clostridia-sporen de verhitting van grondstoffen overleven en eventueel daarna groeien onder strikt anaërobe omstandigheden. Het in grote aantallen aantreffen van Clostridia kan een indicatie vormen voor de mogelijkheid dat de pathogenen Cl. perfrin​gens en Cl. botulinum de verhitting overleefd hebben en zich ontwikkelen.

Zo vormt het aantreffen van Clostridia in niet-zure conserveren een indicatie, dat de verhitting onvoldoende is geweest om eventueel aanwezige sporen van Clostridium botulinum te vernietigen.

11.3.1.5. Bacteriesporen

In producten die gepasteuriseerd en niet herbesmet zijn en na opslag geen microbiële groei vertonen, zullen het aërobe kiemgetal en het totale aantal aërobe bacteriesporen per gram vrijwel steeds gelijk zijn. Deze groep wordt bijvoorbeeld als indicatororganisme gebruikt om het optreden van herbesmetting van verhitte, droge producten aan te tonen. Blijkt het aantal aërobe bacteriesporen significant lager te liggen dan het aërobe kiemgetal, dan kan er sprake zijn van herbesmetting. 

11.3.1.6. Schimmels

De aanwezigheid van kweekbare schimmelsporen in verhitte producten kan wijzen op nabesmetting. Stof speelt bij deze besmetting een grote rol. De bepaling van het aantal kweekbare schimmels in droge producten, zoals graanproducten, is erg belangrijk en wel met het oog op het bederf door beschimmeling van vochtig geworden droge producten en op de gevaren voor de gezondheid in verband met de aanwezigheid van toxinevormende schimmels. 

11.3.1.7. Gisten

De aanwezigheid van gisten in producten met een lage pH of wateractiviteit kan wijzen op nabesmetting of onvoldoende pasteurisatie en kan een aanwijzing zijn voor de aanwezig​heid van bederfwekkende gisten. In suikerrijke producten kunnen gisten fungeren als indicatororganismen voor osmofiele gisten. Er zijn aanwijzingen dat de aanwezigheid van gisten op vers gesneden vleeswaren in slagerijen en supermarkten een indicatie is voor de hygiëne bij het snijden.

11.3.1.8. Lactobacillus

De aanwezigheid van Lactobacillus-soorten in sommige zure producten, zoals zure sauzen, kan een aanwijzing zijn voor besmette afvulapparatuur en het gevaar van bederfverwek​kende Lactobacillus-soorten.

11.3.1.9. Staphylococcus aureus

De aanwezigheid van S. aureus geeft niet alleen een indicatie voor de aanwezigheid van staphylo-enterotoxinen, maar ook voor de situaties waarbij aanraking van voedsel met de handen mogelijk is.

11.3.2. Algemene kiemgetallen

De bepaling van het aantal kweekbare micro-organismen (schimmels, gisten en bacteriën) in een product is een nuttige aanvulling op het onderzoek naar de algehele toestand van het product en in het bijzonder naar de mate van groei van micro-organismen die in bederfelijke producten is opgetreden.

Het totale kiemgetal zal echter weinig zeggen over de eventuele schadelijkheid van het product voor de gezondheid. Om daarvan een indruk te krijgen moet het direct op de aanwezigheid van pathogene organismen worden onderzocht. 

Bij de meest gangbare onderzoekingen bepaalt men het zogenaamde aërobe kiemgetal, dit is het totale aantal mesofiele, aërobe en facultatief anaërobe micro-organismen. Bij producten in gesloten verpakking is het soms echter nuttig ook het anaërobe kiemgetal, dit is het aantal mesofiele, strikt anaërobe en facultatief anaërobe micro-organismen, te bepalen. 

Bij producten die bij lage temperatuur bederfelijk zijn, geeft een aanvullende bepaling van het totale aantal psychrofiele en psychrotrofe kiemen een beter beeld van de algehele toestand van het produkt dan alleen het mesofiel aërobe kiemgetal.

11.3.3. Enzymactiviteit

Om de effectiviteit van een hittebehandeling te controleren kunnen enzymactiviteiten worden bepaald. Zo toont de afwezigheid van peroxydase in melk aan dat deze zodanig gepasteuriseerd is dat ziektekiemen geëlimineerd zijn. Het enzym amylase wordt meestal gebruikt om de pasteurisatie van eiprodukten aan te tonen en fosfatase voor bijvoorbeeld vruchtensappen. Wanneer deze indicatorenzymen niet kunnen worden aangetoond, betekent dit echter nog geen voldoende garantie voor de werkelijke afwezigheid van pathogenen micro-organismen, die door verhitting geïnactiveerd zouden moeten worden. In de praktijk komt het namelijk nogal eens voor dat na verhitting van producten in niet-hermetisch gesloten verpakking herbesmetting plaatsvindt.

11.4. Microbiologische grenswaarden

Een microbiologische grenswaarde wordt hier gedefinieerd als het maximaal toelaatbaar aantal micro-organismen van een bepaalde soort of groep in een product.

Het stellen van grenswaarden aan pathogene en bederfverwekkende micro-organismen en indicatororganismen in grondstoffen, half- en eindproducten is alleen zinvol indien dit regelmatig gecontroleerd wordt. Men onderscheidt:

  -interne specificaties waarbij de producent grenswaarden vaststelt op een aantal  

   kritische  punten van de productielijn (grondstoffen, half- en eindproducten)

  -eindproductspecificaties waarbij de producent en de afnemer onderling  

   grenswaarden in  het eindproduct afspreken

  -standaarden of normen waarbij de overheid grenswaarden stelt aan  

   eindproducten die in  de handel worden gebracht.

Als deze grenswaarden worden overschreden voldoet het eindproduct niet meer aan de kwaliteitseisen die men heeft gesteld. Overschrijding van de grenswaarden voor indicator​organismen behoeft niet altijd te leiden tot onmiddellijke afkeuring, behoeft niet altijd te leiden tot onmiddellijke afkeuring, maar wel leiden tot het nemen van maatregelen. Overschrijden pathogene micro-organismen de gestelde grenswaarden dan heeft dat veel ernstiger consequenties, zoals het blokkeren en in vele gevallen afkeuren van de betreffen​de partij.

Grenswaarden voor pathogene en bederfverwekkende micro-organismen en indicatororga​nismen komen tot stand door, op grond van de risico's voor voedselinfectie, -vergiftiging en -bederf de volgende aspecten zorgvuldig te bestuderen:

  -de riskante grondstoffen en ingrediënten, de kritische processtappen en de  

   relevante  menselijke factoren bij het productieproces

  -risico's tijdens opslag en distributie

  -risico's tijdens bereiding bij de consument

Wanneer in een productiebedrijf de GMP-regels goed in acht worden genomen, dan kan men een groot aantal monsters, bijvoorbeeld van het eindproduct, onderzoeken op het aantal micro-organismen van de gezochte soort. Aan de hand van de verkregen distributie​grafiek (het aantal kiemen per monster tegen het aantal monsters met een bepaald aantal kiemen) wordt de grenswaarde vastgelegd.

FIGUUR 36. Distributiegrafiek van tellingen
Deze waarde moet met het oog op het gevaar voor de gezondheid of met betrekking tot kwaliteitsvermindering ver afliggen van de maximaal getolereerde grenswaarde M. Overschrijding van M moet onmiddellijk leiden tot ernstige bezorgdheid en afkeuring van het product.

 De grenswaarden worden meestal uitgedrukt in het aantal kweekbare micro-organismen van de soort per gram of ml product.

In de Warenwet zijn voor een aantal voedingsmiddelen die in de handel worden gebracht, normen beschreven betreffende microbiologische grenswaarden. Voor gepasteuriseerde melk bijvoorbeeld wordt gesteld dat het aëroob kiemgetal kleiner dan 100 000 per ml moet zijn; de bacteriën van de coli-groep moeten afwezig zijn in 0.1 ml van de waar.

Vastgestelde grenswaarden moeten altijd gekoppeld zijn aan de toegepaste methoden van onderzoek. De grenswaarden gelden zowel voor het vers bereide product als voor het product na opslag. Hieruit kan men concluderen dat voor elk type voedingsmiddel de bewaaromstandigheden nauwkeurig dienen te worden omschreven. Van een aantal eindproducten stelt de fabrikant dat ze gedurende lange tijd bij kamertemperatuur houdbaar zijn. Aan deze producten zal dan de eis worden gesteld dat na opslag geen significante toeneming van het aantal micro-organismen mag zijn opgetreden. 

11.5. Microbiële houdbaarheid van de voornaamste soorten voedingsmiddelen

Voedingsmiddelen kunnen ten aanzien van hun houdbaarheid bij bewaartemperaturen tussen 5 en 25°C worden ingedeeld in onderstaande categorieën.

11.5.1. Volledig bederfelijke producten

Deze producten zijn bij temperaturen russen 5 en 10°C slechts 24 uur of minder lang houdbaar. Uiteraard is de maximale bewaartijd afhankelijk van de initiële besmetting. Voorbeelden hiervan zijn vers vlees, verse vis, verse schaaldieren en verse groente.

11.5.2. Beperkt houdbare producten

Deze producten zijn verhit geweest (pasteurisatie), waardoor de houdbaarheid bij 5-10°C enigszins verlengd wordt als gevolg van reductie van de initiële besmetting. De hittebe​handeling is hierbij alleen zinvol, indien het product in hermetisch gesloten verpakking is gebracht om herbesmetting te voorkomen. Voorbeelden hiervan zijn gepasteuriseerde consumptiemelk, room en vla.

11.5.3. Betrekkelijk lang houdbare producten

Dit zijn producten die ook zijn gepasteuriseerd, maar die bovendien door aanwezigheid van zout of suiker dan wel door verlaging van het vochtgehalte, alsmede door de aanwezigheid van organische zuren en conserveermiddelen, betrekkelijk houdbaar worden gemaakt bij opslag tussen 5 en 25°C. Voorbeelden hiervan zijn margarine, slasaus, jam, limonade, sommige vleeswaren.

11.5.4. Onbeperkt houdbare producten

Deze producten zijn bij 20 tot 25°C houdbaar gedurende enkele jaren of langer door appertisatie of sterilisatie van het product in hermetisch gesloten verpakking dan wel door een sterk verlaagde wateractiviteit.

Voorbeelden hiervan zijn ingeblikte soepen, groenten en kant-en-klaar-maaltijden, koffiemelk en chocolademelk in flessen, droge producten, marsepein, snoep en chocolade.

WIJZE VAN BESMETTING

Voedsel kan op veel manieren besmet worden met micro-organismen. De besmetting kan op een directe of op een indirecte wijze plaatsvinden. De volgende besmettingswijzen worden onderscheiden.

Contactbesmettinh

Contactbesmetting ontstaat doordat een voorwerp, een voedingsmiddel of een lichaamsdeel in direct contact komt met een voorwerp (een voedingsmiddel of een lichaamsdeel) dat reeds besmet is met micro-organismen. Het voorwerp dat op deze wijze werd besmet, kan vervolgens de micro-organismen weer overdragen op een ander voorwerp of voedingsmiddel.

Nabesmetting

Een voedingsmiddel dat culinair goed bereid (dit wil zeggen: verhit) is, bevat nagenoeg geen levende micro-organismen meer. Na de bereiding kan het voedingsmiddel echter opnieuw besmet raken. Wanneer bijvoorbeeld een pan met gekookt voedsel enige tijd zonder deksel blijft staan, dan vallen stofdeeltjes, met daaraan micro-organismen gekleefd, uit de lucht in het voedsel. Op deze wijze ontstaat een nabesmetting van het voedsel. Ook als men bereid voedsel met niet genoeg gereinigde handen of met een vuil voorwerp (lepel, vork, mes) aanraakt, wordt het voedsel nabesmet.
Nabesmetting is dus het opnieuw besmetten van een voedingsmiddel (of een voorwerp)  dat, in mindere of meerdere mate, vrijgemaakt is van micro-organismen.

Herbesmetting

Dit is een speciaal geval van nabesmetting. Men spreekt over herbesmetting als een voedingsmiddel dat vrijgemaakt is van micro-organismen opnieuw besmet wordt met de oorspronkelijke micro-organismen.
Herbesmetting ontstaat bijvoorbeeld indien gekookt of gebraden vlees wordt aangeprikt met dezelfde (niet gereinigde) vork als waarmee het rauwe vlees in de pan is gedaan. Het dooiwater van een diepvrieskip kan eveneens voor een herbesmetting zorgen. Het is bekend dat dit dooiwater veel bacteriën bevat. 

Kruisbesmetting

Bij deze wijze van besmetting worden micro-organismen via een besmet voorwerp overgedragen van het ene voedingsmiddel op het andere.
Een bekende bron van kruisbesmetting is bijvoorbeeld het mes van een snijmachine. Meestal worden op een snijmachine zowel rauwe als behandelde voedingsmiddelen gesneden. Door contact met een rauw voedingsmiddel wordt het mes van de snijmachine besmet.

Snijdt men daarna op de snijmachine een behandeld voedingsmiddel dat min of meer vrij is van bacteriën, dan wordt dit voedingsmiddel via het mes besmet met bacteriën van het rauwe voedingsmiddel.
Het is daarom raadzaam om rauwe en geconserveerde vleeswaren, kaas en brood niet op dezelfde machine te snijden. Indien men echter de beschikking heeft over slechts één snijmachine, moet de volgorde van snijden zijn:m eerst brood, dan gepasteuriseerde of gekookte vleeswaren, vervolgens gefermenteerde vleeswaren en kaas, en tenslotte rauwe vleeswaren.

Een ander voorwerp waardoor kruisbesmetting kan ontstaan is de knop van een kraan. De kraanknop wordt besmet wanneer iemand met vuile handen de kraan opendraait (contactbesmetting). Wordt vervolgens na het wassen van de handen de kraan weer dichtgedraaid, dan worden d gewassen handen opnieuw besmet met de oorspronkelijke bacteriën (herbesmetting). Als daarna iemand anders met schone handen de kraan opendraait, bijvoorbeeld om wat water te drinken, dan worden de handen van deze persoon via de 

Kraanknop besmet met de bacteriën van de eerste persoon (kruisbesmetting). Voor de goede hygiëne is daarom een kraan met elleboog of voetbediening aan te bevelen. Is een dergelijke kraan niet aanwezig dan kan men de kraanknop ook vastpakken met een papieren handdoekje.

Bronnen van besmetting

Het voedsel kan in de keten van productie tot consumptie in verschillende, achtereenvolgende stadia besmet raken met micro-organismen:

-in de productiefase (bij het telen van gewassen, het fokken en mesten van slachtdieren).

-in de verwerkingsfase (bij het slachten van dieren en bij industriële fabricage van plantaardige en dierlijke voedingsmiddelen)

-in de bereidingsfase( bij het bereiden van voedsel in de keuken)

De bronnen waaruit het voedsel in de genoemde fasen besmet wordt, zijn van velerlei aard; de bodem en het oppervlaktewater, de mens, dieren, rauwe voedingsmiddelen (zowel plantaardige als dierlijke) maar ook de lucht en de keuken kunnen fungeren als besmettingsbron.

De besmettingskringloop

De micro-organismen waar het voedsel mee besmet raakt, zijn meestal van faecale oorsprong. Dit betekent dat deze micro-organismen oorspronkelijk gehuisvest waren in het maag-darmkanaal van het dier of van de mens. Veel in het wild levende dieren en de landbouwdieren maar ook mensen zijn de dragers van deze darmbacteriën (E. coli, Salmonella, C. jejuni, Cl perfringens, L. monocytogenes).
Met de uitwerpselen van de mens en dier komen de darmbacteriën terecht in de natuur. Het oppervlaktewater wordt rechtstreeks besmet door de uitwerpselen van in het wild levende dieren of indirect door de lozing van  riolen. Rioolwater bevat micro-organismen van menselijke oorsprong, maar ook, via afvalwater van slachterijen, micro-organismen die afkomstig zijn van slachtdieren.

De bodem raakt besmet wanneer hij kunstmatig beregend wordt met faecaal verontreinigd oppervlaktewater.
De bemesting van gier en mest of met slib veroorzaakt eveneens een besmetting van de grond. Ook de in het wild levende dieren besmetten de bodems met hun darmbacteriën. Groenten en andere gewassen worden rechtstreeks besmet met micro-organismen die in de bodem aanwezig zijn, maar zij raken tevens besmet wanneer ze besproeid of bemest worden. Veel gewassen dienen als grondstof voor veevoeder, andere grondstoffen zijn vismeel en diermeel. Diermeel wordt gemaakt van slachtafval dat doorgaans eveneens besmet is. Het diervoer wordt bij de productie en distributie dikwijls nog besmet door uitwerpselen van vogels, insekten en knaagdieren. De landbouwdieren worden door het besmette veevoeder geïnfecteerd en tevens besmetten de dieren, als gevolg van intensieve veehouderij, elkaar met faecale micro-organismen.

Voedingsmiddelen

Plantaardige voedingsmiddelen

Groenten en andere gewassen kunnen van nature al micro-organismen bevatten doordat in de grond aanwezige bacteriën (B. cereus, Cl botulinum, …) op het gewas overgaan. Een tweede oorzaak van besmetting is het bemesten van de grond met gier en mest van landbouwdieren en het besproeien van gewassen met faecaal verontreinigd water. Hierdoor raken groenten besmet (Salmonella en Listeria monocytogenes.

Het blijkt dat groenten die op of in de grond groeien zoals sla, radijsjes en worteltjes vaak meer dan honderdduizend bacteriën per gram bevatten. Bij vruchten die niet op de grond groeien is het aantal bacteriën aanzienlijk lager: een appel bevat circa duizend bacteriën per gram.

In ontwikkelingslanden waar de sanitaire omstandigheden niet optimaal zijn, is niet alleen het oppervlaktewater, maar ook het drinkwater dikwijls faecaal verontreinigd. Groenten en fruit die met dit water besproeid of gewassen worden, raken hierdoor besmet met darmbacteriën.

In specerijen met name peper, kaneel en paprika komen meestal micro-organismen (vooral Bacillus en Salmonella voor. Deze micro-organismen kunnen eveneens al van nature aanwezig zijn, maar de specerijen worden ook vaak tijdens het drogen en malen besmet.

Dierlijke voedingsmiddelen

Rauw vlees vooral varkensvlees en gevogelte zijn altijd besmet met Enterobacteriaceae (E. coli, Salmonella) en ook met Campylobacter jejuni. De bron van besmetting is hier het dier zielf: bij het slachten wordt het darmkanaal vaak beschadigd en daardoor wordt het vlees besmet met darmbacteriën. Door kruisbesmetting, via gereedschap dat bij het slachten gebruikt wordt, kan het vlees nog sterker besmet raken.

De hoge mate van besmetting van slachtvarkens (25-30% is besmet met Salmonella) is te wijten aan het varkensvoer dat dikwijls van tropische herkomst is.

Het gebruik van gepelleteerd voer heeft in de afgelopen jaren wel geleid tot en lichte vermindering van de besmetting van varkens.

Op de varkensmesterijen treedt, door de intensieve veehouderij, een onderlinge besmetting op doordat de slachtdieren elkaar met hun uitwerpselen besmetten. Bij industrieel slachten en verwerken van varkens kan het vlees door kruisbesmetting nog verder besmet worden.

Rundsvlees is niet zo ernstig besmet met Salmonella als varkensvlees. Doordat de runderen ander voer krijgen, dragen ze minder pathogene bacteriën in de darm. Van de runderen is 0.5% en van de kalveren 5% drager van Salmonella. Runderen, maar ook schapen en geiten kunnen door het eten van ingekuild gras besmet raken met Listeria monocytogenens. De melk van deze dieren is dan eveneens besmet.

Melk die afkomstig is van een koe met uierontsteking kan Staphylococcus aureus bevatten. IN kaas die van rauwe melk gemaakt wordt, is daardoor soms het toxine van St. aureus aanwezig. Ook E. coli, Salmonella, Y. enterolytica, C. jejuni en L. monocytogenens kunnen voorkomen in de melk van een koe, geit of schaap met uierontsteking.

Bij gevogelte is vooral het kippenvlees sterk besmet met Salmonella, C. jejuni en soms met L. monocytogenens. Van de slachtkippen is bijna 100% geïnfecteerd met Salmonella, 75% met C. jejuni en 20-30% met L. monocytogenens. Ook eenden, ganzen, fazanten, parelhoenders en kalkoenen zijn dikwijls met deze bacteriën geïnfecteerd. Een deel van de bacteriën sterft echter al nadat het gevogelte geslacht en gekoeld is.

Eieren van kipen die verontreinigd zijn met faeces van het pluimvee kunnen met Salmonella geïnfecteerd worden doordat de bacteriën door scheurtjes in de schaal het ei binnendringen. 

Vissen, schaal- en schelpdieren worden geïnfecteerd door micro-organismen die in het water aanwezig zijn, zoals Salmonella, Shigella, E. coli en V. parahaemolyticus. Oesters en mosselen zijn vaak geïnfecteerd met virussen (Hepatitis A), ook Campylobacter jejuni is enkele malen in deze schelpdieren aangetroffen.

Sondevoeding en zuigelingenvoeding

In ziekenhuizen en verpleeghuizen bestaat de kans op een voedselinfectie of voedselvergiftiging wanneer patiënten per sonde voedsel toegediend krijgen. Commercieel verkrijgbare sondevoeding, die in de fabriek gesteriliseerd is, bevat geen levende micro-organismen. Maar de sondevoeding kan besmet geraken met Enterobacteriaceae of met S. aureus zodra aan de voeding ingrediënten worden toegevoegd.
Hetzelfde geldt voor zuigelingenvoeding, deze voeding moet voor het gebruik soms worden aangelengd of worden aangevuld met extra bestanddelen. Hierdoor kan de voeding eveneens besmet worden met de genoemde bacteriën.
Omdat bacteriën zowel in sondevoeding als in zuigelingenvoeding een rijke voedingsbodem vinden, is het noodzakelijk dat deze voedingen gekoeld worden. Pas kort voor het gebruik mogen ze op de gewenste temperatuur gebracht worden. Juist ten aanzien van patiënten en zuigelingen dient de uiterste voorzichtigheid in acht genomen te worden, want ze behoren tot de risicogroepen.

De mens

De mens herbergt zowel inwendig (slijmvliezen van de neus, de mond, de keel en de darm) als uitwendig (op de  huid en in haar) vele soorten micro-organismen waarmee voedingsmiddelen besmet kunnen worden. Daarnaast kunnen de handen, die veelvuldig in contact komen met zowel rauwe als behandelde voedingsmiddelen, zorgen voor kruisbesmetting. Hierdoor is de mens die betrokken is bij de bereiding van voedsel, zowel een primaire als een secundaire bron van besmetting. In het laatste geval dient de lens als vervoermiddel voor het overbrengen van micro-organismen.

De neus

In de neus is een rijke bacterieflora aanwezig. Veel mensen hebben Enterobacteriaceae (zoals E. coli ) in hun neus. Circa 50% van de mensen is drager van S. aureus. Bij 20% van de dragers is deze bacteriesoort permanent aanwezig, bij de andere dragers wordt ze de ene keer wel, de andere keer niet aangetroffen. Vanuit de neus komt S. aureus bij het kuisen van de neus of bij niezen in de lucht en op de handen terecht.

Bij de zogenoemde strooiers verspreiden de staphylococcen zich gemakkelijk uit de neus in de omgeving. Daardoor zijn strooiers in een keuken gevaarlijk, zij vormen een potentiële bron van een voedselvergiftiging.

De mond en de keelholte

Bij het spreken en hoesten komen speekseldeeltjes vrij die streptococcen, afkomstig uit de mond en de keelholte, kunnen bevatten. Door deze bacteriën kan een voedselinfectie veroorzaakt worden.

De darm

De darmflora bestaat uit een grote verscheidenheid van bacteriesoorten. Bij de defaecatie kunnen de handen besmet raken met Enterobacteriaceae, maar ook met S. aureus die rond de anus voorkomt. Het is bekend dat sommige bacteriën door toiletpapier heen kunnen dringen. Wanneer na de defaecatie de handen niet goed zijn gereinigd, kan de besmetting overgedragen worden op voedingsmiddelen.
Sommige gezonde mensen zijn drager van Salmonella of een Shigella soort. Door een slechte persoonlijke hygiëne kunnen ze deze bacteriën overbrengen op voedsel.

De huid

Op de onbehaarde delen van de huid leven ongeveer tienduizend bacteriën per cm², op de behaarde huiddelen is het aantal tien tot honderd keer groter. Veel bacteriesoorten komen op de huid permanent voor. Ze behopren tot de blijvende pf permanente of residente huidflora. Tot deze huidflora behoren in de regel geen pathogene soorten. Andere bacteriën, zoals S. aureus en de Enterobacteriaceae behoren tot de tijdelijk of transiënte huidflora. Ze komen op de huid, vooral op de handen, na een contactbesmetting.
De tijdelijke huidflora verdwijnt voor het grootste gedeelte wanneer men de handen goed wast, maar de permanente flora blijft aanwezig. De bacteriën die tot de permanente flora behoren, komen door het wassen uit de dieperliggende huidlagen naar het oppervlak. Een handafdruk van een gewassen hand geeft daardoor meestal een groter aantal bacteriën te zien, dan de afdruk van een ongewassen hand.
In huidaandoeningen, vooral etterende wondjes en in ontstekingen zoals steenpuisten komen zeer grote aantallen S. aureus voor: een gram pus uit een steenpuist bevat er circa 10 miljard. Ook bij eczeem bestaat de kans dat schadelijke bacteriën aanwezig zijn.

Dieren

Knaagdieren, zoals ratten en muizen, herbergen in hun darm vaak Salmonella. Via de uitwerpselen kunnen voedingsmiddelen met deze darmbacteriën besmet raken. Daarnaast kan voedsel besmet worden door de haren en de huidschilfers van deze dieren.
Insekten, met name vliegen en kakkerlakken, spelen een rol bij de kruisbesmetting van voedsel. Doordat deze insekten veel op rauwe voedingsmiddelen en op faeces kruipen, worden hun poten en hun monddelen besmet met tal van micro-organismen. Wanneer de insecten daarna met bereid voedsel in aanraking komen, laten ze de micro-organismen achter op dit voedsel.

De lucht

In de lucht zweven, onzichtbaar, grote aantallen bacteriën en schimmels. De bacteriën zijn meestal vastgekleefd aan stofdeeltjes van allerlei aard, zoals huidschilfers, haartjes en textieldeeltjes.
De mens is een grote producent van stofdeeltjes, per dag vormt hij 7 gram stof dat bestaat uit huidschilfers en haartjes. Doordat de huid voortdurend afschilfert ( een mens verliest per minuut vijf tot 10 miljoen huidschilfers) komen kleine huidschilfers in de lucht terecht. Een deel van die huidschilfers komt niet direct in de lucht terecht. Een deel blijft vastzitten aan de kleding. Bij het verkleden, maar ook door voortdurend te bewegen, komen deze huidschilfers samen met kleine textieldeeltjes in een later stadium alsnog in de lucht.
Een deel van de huidcellen is besmet met bacteriën, met name met staphylococcen. Een geklede vrouw verspreidt per minuut circa 500 besmette huidschilfers, zonder kleding is dit viermaal groter. Het merendeel van deze besmette huidschilfers is afkomstig van de genitaalstreek. Bij mensen met een huidaandoening is het aantal besmette huidschilfers aanzienlijk groter, ze fungeren hierdoor als staphylococcenstrooiers.

Behalve stofdeeltjes komen in de lucht veel aërosolen voor. Aërosolen zijn microscopisch kleine vochtdruppels die onder andere ontstaan bij niezen, hoesten en spreken. Bij een nies ontstaan circa een miljoen druppeltjes, bij een hoest ontstaan er zo’n 50.000. 
Bij gewoon spreken is het aantal aërosolen dat per seconde gevormd wordt gering, maar bij fluisteren en schreeuwen is het aantal groter. De aërosolen die bij niezen, hoesten en spreken gevormd worden bestaan hoofdzakelijk uit speeksel en slijm. Ze kunnen bacterïên uit de neuse, mond- en keelholte bevatten. Door een nies worden zo enige tienduizenden en door een hoest ongeveer duizend bacteriën in de lucht gebracht. Een deel van de aërosolen slaat vlug neer, de aërosolen drogen dan uit en gaan tot stof behoren. Andere aërosolen blijven lang in de lucht zweven en verspreiden zich zo over de ruimte. Bij de defaecatie worden eveneens aërosolen gevormd, vooral bij het doorspoelen van het toilet. Hierdoor komen darmbacteriën en staphylococcen in de lucht of in de stof terecht.

De keuken

De keuken is de plaats waar zowel rauwe als behandelde voedingsmiddelen, meestal gelijktijdig, aanwezig zijn. Door contactbesmetting met rauwe voedingsmiddelen raken werkbladen, keukengerei en keukenapparatuur besmet met tal van micro-organismen. Hetzelfde geldt voor de handen van het keukenpersoneel, de knoppen van kranen en fornuizen en het handvat van een koelkast of koelcel. Hierdoor is de keuken een rijk reservoir van micro-organismen geworden waaruit gemakkelijk een besmetting kan ontstaan.

De vochtige warmte van de keuken zal de vermeerdering van micro-organismen op veel plaatsen, die vaak moeilijk toegankelijk zijn en daardoor niet afdoende gereinigd worden, zoals naden tussen werkbladen, kerven in snijplanken, het mes van een snijmachine, bevordere,. Het is daarom raadzaam een strikte scheiding te hanteren tussen besmet en schoon materiaal. Dat betekent: geen gerede voedingsmiddelen leggen op plaatsen waar tevoren rauwe voedingsmiddelen hebben gelegen of bijvoorbeeld kaas malen in een vleesmolen die eerder gebruikt is voor het malen van rauw gehakt.

Het tussendoor reinigen gebeurt meestal snel en is daardoor niet voldoende. Werkdoekjes die gebruikt worden om een aanrecht even vlug schoon te maken, verspreiden in de regel een plaatselijke besmetting over een groter oppervlak en zij gaan daarna zelf als een bron van kruisbesmetting fungeren.


