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Listeria monocytogenes

 grampositiv, beweglich, fakultativ intrazellular

e Temperaturoptimum - 0,4 °C bis + 45 °C

 Besonders empfangliche Personengruppen :
YOPIs (young, old, pregnant, immunosupressed)

* Fahigkeit zur Biofilmbildung
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Doijad et al., PLoS ONE 2015
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Listeriose-Falle in Deutschland
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»Robert Koch-Institut: SurvStat@RKI 2.0, https://survstat.rki.de, Abfragedatum: 02.03.2023«
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Listeriose-Ausbriiche in Deutschland

Stand 08.09.2020:
19 laufende Ausbriche mit 222 Erkrankten und 24 Toten

Stand 06.03.2023:
100 laufende Ausbriiche mit
832 Erkrankten und 54 Toten

Large Nationwide Outbreak
of Invasive Listeriosis
Associated with Blood Sausage
Germany, 2018-2019 ! 96 Erkrankte, 5 Tote

Sven Halbedel," Hendrik Wilking,' Alexandra Holzer, Sylvia Kleta, Martin A. Fischer,

Stefanie Luth, Ariane Pietzka, Steliana Huhulescu, Raskit Lachmann, Amrei Krings,
Werner Ruppitsch, Alexandre Leclercq, Rolf Kamphausen, Maylin Meincke, Christiane Wagner-Wiening,
Matthias Contzen, Iris Barbara Kraemer, Sascha Al Dahouk, Franz Allerberger, Klaus Stark,? Antje Flieger?

Molecular Tracing to Find Source of

Protracted Invasive Listeriosis Outbreak 77 Erkrankte. 4 Tote
Southern Germany, 2012-2016 ' ’
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Warum Umgebungsproben untersuchen?

,Lebensmittelunternehmer, die verzehrfertige Lebensmittel herstellen, welche ein durch
Listeria monocytogenes (Lm) verursachtes Risiko fur die 6ffentliche Gesundheit bergen
kdbnnten, haben im Rahmen ihres Probenahmeplans Proben aus den
Verarbeitungsbereichen und Ausristungsgegenstanden auf Lm zu untersuchen.”

,Proben sind bei den bei der Lebensmittelherstellung genutzten Verarbeitungsbereichen
und Ausrustungsgegenstanden zu entnehmen, wenn dies noétig ist, um sicherzustellen,
dass die [mikrobiologischen] Kriterien eingehalten werden.

mmm) Bei Probenahme ist die ISO-Norm 18593 als Referenzverfahren
heranzuziehen!
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Probenahme
- Umgebungsproben -

Bestimmung des Oberflachenkeimgehaltes auf Einrichtungs- und
Bedarfsgegenstanden im Lebensmittelbereich
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Teil 1: Quantitatives Tupferverfahren

Teil 2: Semiquantitatives Tupferverfahren

Teil 3: Abklatschverfahren

Teil 4: Prifung von Packmitteln

Teil 5: Horizontales Verfahren fiir Probenahmetechniken von
Oberflachen (Februar 2019)

—> Ubernahme der gleichnamigen Norm DIN EN ISO 18593 Oktober 2018
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Probenahme
- Umgebungsproben -

* \Verfahren fir Probenahmetechniken mittels Abklatschplatten, Stieltupfer,
Schwammen und Tucher an Oberflachen in der Umgebung der
Lebensmittelkette

* Gilt nicht fir die Validierung von Reinigungs- und Desinfektionsverfahren

* keine Angaben hinsichtlich
- Probenahmehaufigkeit
- Anzahl der Probenahmestellen
- Notwendigkeit zur Rotation der Probenahmestellen
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Probenahme
- Umgebungsproben -

* Einteilung der Oberflachen mit und ohne Lebensmittelkontakt

e Bericksichtigung des gesamten Produktionsumfeldes
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samtliche Hohlrdume oder Uberginge von Paneelenwinden zum
FuBboden oder Rollen auf Rollbahnen

FuRboden vor und hinter Hygieneschleusen

samtliche Tore und Tliren mit Bodenkontakt

Dichtungsprofile und Isoliermaterial

Turen, Wande, Decken

samtliche Formen von Kondenswasser

samtliche Ansammlungen von stehendem Wasser
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Probenahme
- Umgebungsproben -

Fir den Nachweis von Mikroorganismen bei zuganglichen Flachen sollte die gesamte
Probenahmeflache so grof wie moglich sein

zwischen 1000 cm? und 3000 cm? (0,1 m? bis 0,3 m?)

* Nicht sofort oder kurz nach der Reinigung und Desinfektion aufgrund der Gefahr
der Zellschadigung — schwer kultivierbar

* wenn nach Reinigung und Desinfektion, dann vor Produktionsbeginn

« Wahrend der Produktion, nach mindestens zwei Stunden Produktionszeit, oder
am Ende der Produktionsdurchlaufe
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Probenahme
- Umgebungsproben -

§ 64 LFGB B 80.00- 5

Probenahmetechniken

fir die Probenahme von schwer zuganglichen Flachen
(< 100 cm?) sollten sterile Stieltupfer verwendet werden

* die Auswahl von feuchten oder trockenen Stieltupfern hangt vom Zustand der
Oberflache ab, die beprobt werden soll

» fir die Probenahme von zugédnglichen Flachen (> 100 cm?)
sollten sterile Schwamme (feucht/trocken) verwendet werden

* Verdinnungsmittel fir trockene Tupfer/Schwamme
z.B. Pepton-Kochsalzloésung, Ringerlésung, isotonische
Kochsalzlosung bzw. wenn erforderlich Neutralisationsmedium
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Probenahme
- Umgebungsproben -

IWichtig!
* st eine genaue Beschreibung von beprobter Flache und Entnahmeort

* im Rahmen des Umfeldmonitorings sollte nicht nur auf Listeria

monocytogenes untersucht werden
— andere Listerien-Arten (Listeria spp.) kbnnen frihzeitig Hinweise auf
mogliche Kontaminationen mit Listeria monocytogenes geben

* gleiche Auswahl der beprobten Flache und Entnahmeort zur Erstellung von
regelmalligen Trendanalysen
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Untersuchung auf Listeria monocytogenes

ASU § 64 LFGB L 00.00-32/1
Nachweisverfahren in Umgebungsproben

Umgebungsprobe mit % Fraser Bouillon
(1. selektives Anreicherungsmedium)

1 24 h + 2 bei30°C

0,1 ml der ersten Anreicherung in 10 ml Fraser Bouillon
24-48 h +2 (zweites selektives Anreicherungsmedium)

bei 37 °C
l 24— (48) h t2bei37°C

v fraktionierter Verdiinnungsausstrich auf
Listeria-Selektivhahrboden nach

Ottaviani und Agosti und einem zweiten
Selektivmedium (z.B. PALCAM)

fraktionierter Verdiinnungsausstrich auf
Listeria-Selektivnahrboden nach

Ottaviani und Agosti und einem zweiten
Selektivmedium (z.B. PALCAM)

24-48 h + 2 bei37°C

Bestatigung von L. monocytogenes
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Untersuchung auf Listeria monocytogenes

Bestatigung von L. monocytogenes

Anfertigen von Reinkulturen Beimpfen des nicht-selektiven Bestatigungsreaktionen
Nahrbodens

Bebriitung 24 h bei 37 °C

ok
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Untersuchung auf Listeria monocytogenes

Bestatigung von L. monocytogenes

 Hamolysetest

Bestatigung von «  Kohlenhvd ] ] . )
ydratabbau
Listeria monocytogenes Ergibt die Prufung mittels
* CAMP —Test MALDI-TOF kein
- MALDI TOF eindeutiges Ergebnis
* Katalase Reaktion biochemische Priifung
Bestatigung der Listeria spp. «  Gramfirbung Molekularbiologische Priifung
* MALDI TOF

Untersuchungszeitraum

Listeria monocytogenes negativ Listeria monocytogenes positiv
4 Tage bis zu 10 Tagen
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Untersuchungsergebnisse
- Umgebungsproben -

Schwammtupfer auf L. monocytogenes
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Untersuchungsergebnisse
- Umgebungsproben -

Anteil L. monocytogenes positiver Umgebungsproben

10

Anteil positiver Proben in %

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
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Untersuchungsergebnisse
- Umgebungsproben -

Positive L. monocytogenes Tupferproben nach Auftraggeber (2018-2021)
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Untersuchungsergebnisse
Umgebungsproben -

Entnahmestellen von L. monocytogenes positiven Umgebungsproben (2018-2021)

17,89
12.45 bei 6621 untersuchten Tupferproben
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Untersuchungsergebnisse
- Umgebungsproben -

Wo befinden sich Listerien im Betrieb?
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Typisierung von L. monocytogenes

Mikrobiologie

o

Sanger-Sequenzierung

8 o g 8
- =58

Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Next-Generation-Sequencing

MALDI-TOF
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Sequenzierung

= Aufschlisseln der Gensequenz (Basenabfolge)

Bis jetzt:

e "

Sequenzierung

e = A

Datenbankvergleich
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Was ist NGS?

= Next Generation Sequencing (2nd generation sequencing)
- Seit 2007
- Hochdurchsatz-Sequenzierung

- einzelne DNA-/RNA-Molekiile massenhaft parallel

seguenzieren
- Ermoglicht Analyse verschiedenster komplexer Genome und

Mischproben innerhalb kiirzester Zeit




Wie funktioniert nun NGS?

Next Generation Sequencing = massive parallel sequencing

raumliche Trennung

0000 00000 00000 0000 X000C0000C J0000C X000 X000C 0000 X0000C X000
0000 00000 00000 0000 000C 0000CJ0000C X000 X000C 0000 X0000C X000
Y0000 00000 00000 0000 000C 0000C)0000C 000X X000C 0000 X0000C 00X

X0000B000000000000A0COA00AACAAAX XXC00AAACAAACOO00AACO0AC  XACOOA00ACA0AAAACOA00AONX
AAATGGCTGAACGTATC TGATGGCTGTACGTATC GGATCGCTGAACGTATC %

Datenbankvergleich
Scholle Schwarzer Heilbutt Regenbogenforelle
(Pleuronectes (Reinhardtius (Oncorhynchus
% platessa) hippoglossoides) myKkiss)
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Datenauswertung

- erhebliche Datenmengen - pro Probe ca. mehrere
Hundert Megabyte bis 2 GB Rohdaten

- Auswertung sehr groRer Datenmengen durch
Kombination verschiedener Programme und Abgleich mit
Datenbanken

- Infrastruktur aus Auswerterechner, Datenspeicher,
Sicherungssysteme notig

- Bioinformatische
Kenntnisse erforderlich

SACHSEN-ANHALT
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Feintypisierung von L. monocytogenes

Neues Werkzeug — Next Generation Sequencing
— Gesamtes Genom wird zur Typisierung herangezogen
e Genomgrolde ca. 2,9 -3,2 Mio Basen

accessory genome
\

|

pan genome

e 2.B.1701 Gene des Kerngenoms (cgMLST) werden
ve rglichen Ruppitsch et al., J Clin Microbiol. 2015

— sehr tiefe Auflosung = Feintypisierung
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Feintypisierung — Was ist moglich?

Nachweis von Verwandtschaftsverhaltnissen
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Feintypisierung — Was ist moglich?

Nachweis von Persistenz

AT

Persistenz
- wiederholte Isolation - el .

. . Tupfe?robe, 27.05.2021 ; ;
- identischer Subtyp /
- unterschiedliche Zeitpunkte \f/“

Tupferprobe, 07.04.2021 AR
/ \
Tupferprobe, 17.12.2019

o N

- ///_,.

Mett roh auch tiefgefroren, 27.02.2019
\ /

d

Sehr eng verwandete Listeria B
.. Mett roh au tiefgefroren\07.04.2021
monocytogenes Stamme et ,3:;'::?:’52’::’2’5%“52"“

0

y ‘\\ Tupferprobe, 11.11.20!
/ ferprobe, 17.12.2019
Mett roh auch tlefgefroren 17.12.2019 Tupferprobe, 21.10.2020

Tu pfe:probe 24.06:2020

seit 2019 im Betrieb nachweisbar
= Persistenter Stamm! 5 sty 1.5 2021
'\\\d“‘ \
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Feintypisierung — Was ist moglich?

Innerhalb eines Jahres

Tupferprobe, 21.10.2020

Tupfefprobe, 11.02.2020

\\,\\ — /Y
] o ‘\.\\

Tupfefprobe, 11.0/&.2020

N N //

J
-
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Feintypisierung — Was ist moglich?

Wie kommt es zur Persistenz?

2.B. durch
120 A E
. - Anwendur?g
«125mel’ sybletal wirkender
| m25mglL! . .
= «smgrr  Desinfektions-
E 60 - mittelkonzentration
= 40 A
20 m=) Entstehung von
) Biofilmen

8T31 ST121

Martinez-Sudrez et al. (2016), Front. Microbiol.

Landesamt fiir Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt
Anne-Catrin Geuthner 29
12.05.2023




Herausforderung Biofilm

Listeria monocytogenes in Biofilmen resistent gegen QAT und PES!

— Selektion im Betrieb gegeniber den angewandten
Desinfektionsmitteln in unterer Anwenderkonzentration

— Wirksamkeit der Mittel in Biofilmen vermindert

~ 1.4
6 * % * % " —
S 124
8 *
. S5 101 W { I
Persistenz von L. monocytogenes S | 1
. . g : sl ]
in Biofilmen vermeiden S 061 ] : I
oe 0 g T %* %
—> Voraussetzung dafir ist es, o ey ]
. . = 024
die Persistenz zu erkennen! & T
00 QAC PAA | QAC PAA QAC PAA |QAC PAA
Fagerlund et al. (2017) Appl Environ Microbiol Day 4 Day 7 Day 4 Day 7
Multigenera biofilm L. mog?ocf}illtr(r)]genes
_ All bacteria
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Beispiel fur erfolgreiche Bekampfung der
Persistenz

Tupfel

probe, 25.10.2021

Tupferprobe, 25.10.2021
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Feintypisierung — Was ist moglich?

Nachweis von Resistenz/Persistenz/Virulenz
vermittelnden Genen

o
A N 8 . B
, < 8§ - o 8 plasmids
Food industry g @ 5% 289 E cc &
. c - =] T -~ © 28 5
5 o o ==
isolates s 08 283 ¢ £E333 ¢ 533
— T Sy T i
2 .%..253. 953882, ERE codmiur
S A% . OB =5 5% g g = = resistance
IUUEE‘E}ZUEE R W BE EE =
cca s H O EE [ 2
1 cc 3, § AEEmEE [ ! arsenic
CC 575 N BEEEEE B Bl : resistance
ccs 575 [ H HEEEEEEER [ | Hl ©
— ccs s H HEEE [ | || [ | Hl 1
CC gﬁ H EEN [ | | | | 1 QAC
r GG 5TE 2 resistance
l cce 576 W [ | 1
CC1 5T ]| 32
—1 cct st - 2 biofilm-
— I_E CC220 S5T220 2 associated
CC315 ST249 [ | 10 genes
ceat 5T [ AEEEEE [ | m
—L cca sTat H BEEEEN u . ! SSI-1
ccio1 sTI01 1 HEEEEE 1 -Lor b
CC14 STH4 (] | “ SSk2
cciz1 sT121 W HE H = G
L coizd sTi21 1 HE HE B ¢4
cc1z1 sT121 | HE HE B = )
cciz1 57121 B HE B inlA PMSC e
— rcoaissTed B _ HEEEE 5 mutation

i i i I I T I T I
Fagerlund etal. (2022) Appl Environ Microbiol 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70 % 80% 90% 100 %

Prevalence

B Meat processing: hygienic zone

[ Meat processing: hygienic zone excluding CC9 isolates
] Meat processing: low hygienic zone

@ salmon processing
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Vorteile der Feintypisierung

Wir sehen Zusammenhange, welche wir vorher nicht gesehen haben:

- Informationen Uber Verwandtschaftsverhaltnisse und —grade
zwischen Isolaten
- Persistenz erkennen und verhindern
- Frihzeitiges Eingreifen moglich z.B.
- Anpassung R/D Regime
- weiteres Hygienemanagement

- ggf. Eintragsquelle erkennen und eliminieren
- z.B. Uber Stufenkontrollen und epidemiologische
Untersuchungen
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Vorteile der Feintypisierung

Wir sehen Zusammenhange, welche wir vorher nicht gesehen haben:

- Informationen Uber Pathogenitats-, Virulenz-, Resistenzfaktoren,
Biofilmbildung
- MaRnahmen ableitbar fiir Vermeidung/Bekampfung im
Betrieb
- z.B. Anpassung des R/D Regimes
- Hygienemanagement

Schutz des Verbrauchers vor Infektion mit
Listeria monocytogenes durch Lebensmittel
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Zusammenfassung

v" Vorkommen von Listeria monocytogenes in Betrieben sicher durch
Tupferproben von Fullbodenbereichen und FulRbodeneinlaufen
nachzuweisen

v' alleinige Entnahme an anderen Stellen ist nicht ausreichend

v Erkennen und Ausschalten von persistenten Kontaminationen in
Betrieben durch Feintypisierung

Ergreifen von wirksamen MaRRnahmen in Betrieben vor Ort durch die amtliche

Uberwachung
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Vielen Dank fur Ihre Aufmerksamkeit!
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