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Untersuchung zum Eintrag von Listeria monocytogenes in die Lebensmittelkette von Schlachtschweinen

1. Einleitung

Listeria (L.) monocytogenes als bedeutendste humanpathogene Spezies der Gattung
Listeria gilt als Erreger einer seltenen, aber schwerwiegenden Erkrankung beim
Menschen, der Listeriose. Die Infektion erfolgt primar ber Lebensmittel, wobei
Schwangere, alte und immungeschwachte Personen sowie Neugeborene besonders
gefdahrdet sind. Als Symptome konnen Gastroenteritis, Septikimie, Meningitis,
Enzephalitis und Abort auftreten. In Deutschland wurden 701 humane
Erkrankungsfalle im Jahr 2018 gemeldet, was einer Inzidenz von 0,8 Fallen pro 100 000
Einwohnern entspricht (RKI 2019).

Listerien sind grampositive, psychotrophe und fakultativ anaerobe Bakterien, die sich
in infizierten Menschen und Tieren intrazelluldar vermehren. Sie kommen ubiquitar in
der Umwelt vor, sind sehr widerstandsfahig gegeniber duBeren Umweltbedingungen
wie Trockenheit, Kdlte, hoheren Temperaturen und einer hohen Salzkonzentration,
konnen Bestandteil von Biofilmen sein und werden haufig in rohen Lebensmitteln wie
Fleisch, Gemuse, Milchprodukten und Feinkostprodukten, die ohne vorherige
Erhitzung fiir den Verzehr vorgesehen sind, nachgewiesen (Allerberger und Huhulescu
2015). Viele Tiere, so auch Schweine, und Menschen konnen Trager des Bakteriums
sein, ohne selbst klinische Symptome zu zeigen. Sie kénnen somit unerkannt als
Ubertrager fungieren. Insbesondere im Lichte des Antibiotikaminimierungkonzepts der
16. AMG-Novelle stellt sich die Frage, ob die deutliche Reduktion des
Antibiotikaeinsatzes seit 2011 in der Schweinehaltung (Wallmann et al. 2018) dazu
geflhrt hat, dass die Haufigkeit des Auftretens von Listerien in der Schweinepopulation
gestiegen ist. Der haufigere Einsatz von Antibiotika im Schweinemastbereich kdnnte in
der Vergangenheit (vor 2011) namlich zu einer Reduzierung der Listerienpopulation im
Schwein gefiihrt haben. Dieser Effekt konnte durch die erfolgreiche Minimierung der
eingesetzten Antibiotika nur noch in abgeschwachter Form vorhanden sein und so zu
einer Zunahme von Listerien im Schwein gefiihrt haben.

Dieses Projekt untersucht, ob und in welchem Umfang Schlachtschweine als primare
Eintragsquelle von L. monocytogenes in die Lebensmittelkette in Frage kommen.

In der Literatur sind verschiedene Studienergebnisse dariber zu finden. Borch et al.
(1996) kamen zu dem Schluss, dass die Kontamination von Schweinefleisch mit
L. monocytogenes hauptsachlich aus der Verarbeitungsumgebung und nicht primar
von den Tieren selber stammt. Andere Studien (Fredriksson-Ahomaa et al. 2009;
Hellstrom et al. 2010) identifizierten jedoch das Schlachtschwein als maogliche

Eintragsquelle des Erregers in die Lebensmittelkette. In verschiedenen Landern
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wurden Mastschweine als asymptomatische Trager dieses Bakteriums identifiziert und
Pravalenzdaten dazu erhoben (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Ergebnisse von bisher durchgefiihrten Prédvalenzstudien von L. monocytogenes im Mastschwein
Legende der x-Achsenbeschriftung:

1) (Sarnoet al. 2016) (Schweiz)

2) (Hellstrém et al. 2010) (Finnland)

3) (Farzanet al. 2010) (Kanada)

4) (Fredriksson-Ahomaa etal. 2009) (Siiddeutschland)
5) (Estebanet al. 2009) (Spanien)

6) (Kanugantietal 2002) (USA)

7) (lida et al. 1998) (Japan)

8) (Adesiyunund Krishnan 1995) (Trinidad)

9) (Bunci¢ 1991) (Jugoslawien)

10) (Skovgaard und Ngrrung 1989) (Dénemark)

Mit Hilfe der Ganzgenomsequenzierung (Whole Genome Sequencing, WGS) kénnen
Isolate, die fiur ein Krankheitsgeschehen verantwortlich sind, einer Quelle zugeordnet
werden sowie Verwandtschaften zwischen Isolaten festgestellt werden. Die wichtigste
Methode daflr stellt die Multilocus Sequenz Typisierung (MLST) dar (Chenal-
Francisque et al. 2011). Basierend auf den Nukleotidsequenzen von sieben im
Kerngenom stabil verankerten housekeeping Genen (Haushaltsgenen) liefert sie eine
Ubertragbare und standardisierte Terminologie, indem Stamme in Sequenztypen (STs)
und Klonale Komplextypen (CCs) unterteilt werden. Ein ST ist definiert als die
Ubereinstimmung von Allelen der sieben housekeeping Gene, ein CC als Cluster von
STs, die in mindestens sechs Allelen Ubereinstimmen (Félix et al. 2018).
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2. Material & Methoden

Die Probenentnahmen wurden in Zusammenarbeit mit zwei industriellen
Schweineschlachthéfen in Deutschland geplant und durchgefiihrt, um das Vorkommen
von Listerien in Schlachtschweinen aus zwei verschiedenen Regionen Deutschlands
sowie mit der Umgebung eines Schlacht- und Verarbeitungsbetriebes vergleichen zu
kdnnen.
Es wurden am Schlachthof 1
a) Kot- und Tonsillarproben (Abb. 2) von 200 Mastschweinen aus 20 Bestanden
(je Betrieb 10 Tiere) in Nordwestdeutschland direkt nach der Schlachtung
sowie
b) Umgebungsproben vom Schlachthof und der Verarbeitung (Abb. 3)
entnommen

und qualitativ auf Listerien untersucht.
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Abbildung 3: Probenentnahme der Umgebung in der
Zerlegung (Férderband) mit sterilem Schwamm

Abbildung 2: Entnahme einer
Tonsillenprobe mit sterilem Skalpell und
Pinzette

AulRerdem wurden Tonsillenproben am Schlachthof 2 von
c) 180 Mastschweinen aus 18 ostdeutschen Bestanden (je Betrieb 10 Tiere)
und zusatzlich von
d) 50 Mastschweinen aus 5 nordwestdeutschen Betrieben (je Betrieb 10 Tiere)
entnommen.

Am Schlachthof 1 wurden die Tierkorper inklusive der Schadel mit zwei Handsagen
gespalten, bevor die Tonsillenproben entnommen wurden. Am Schlachthof 2 dagegen
gab es automatisierte Sagen, die die Tierkorper exklusive der Schadel spalteten und
nach jedem Tierkorper mit heilem Wasser gereinigt wurden.
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Die Proben wurden modifiziert nach DIN EN ISO 11290-1:2017 aufgearbeitet (Isolate in
Abb. 4 und 5 zu sehen). Zur Bestatigung der Spezies der nachgewiesenen Isolate wurde
MALDI-TOF MS und eine Multiplex-PCR nach Bubert et al. (1999) verwendet.

s

Abbildung 4: Kolonien von Abbildung 5: Kolonien von
L. monocytogenes auf Palcam-Agar L. monocytogenes auf ALOA-Agar

Durch eine Kooperation mit dem EU-Projekt ListAdapt wurden die nachgewiesenen
Listeria-lsolate im ANSES-Institut, EU-Referenzlabor flr L. monocytogenes in Paris,
subtypisiert, um das zoonotische Potential der Isolate und die Verwandtschaft der
Isolate untereinander bestimmen zu kénnen. Diese Untersuchung wurde mittels der
state-of-the-art-Methode der Ganzgenomsequenzierung (Whole Genome Sequencing,
WGS) durchgefiihrt. Zum Vergleich und Kontrolle der Ergebnisse ergab sich die
Moglichkeit, diese Untersuchung nochmals am Bundesinstitut fiir Risikobewertung
(BfR) in Berlin durchzufihren. Durch in diesem Bereicherfahrene Wissenschaftlerinnen
am BfR konnten wir zusatzliches Know-how fir die Auswertung dieser Ergebnisse
gewinnen. Die STs konnten durch Verwendung des Servers des Center for Genomic
Epidemiology  (https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/) aus den WGS-Daten
identifiziert werden (Larsen et al. 2012).

Zusatzlich wurde nach Ablauf der Projektlaufzeit auf Kosten der FU Berlin in
Kooperation mit dem Institut fiir Mikrobiologie und Tierseuchen eine Bestimmung der
Minimalen Hemmkonzentration  (MHK) fir alle L. monocytogenes-lsolate
durchgefiihrt, um eine Aussage Uber die Resistenzlage dieser Isolate zu erhalten. Dazu
wurden die in Kryorohrchen eingefrorenen Isolate Uber Nacht auf Blutplatten
angeziichtet und Kolonien von dieser Platte mit einem sterilen Tupfer entnommen, um
sie in NaCl-Losung (2 ml) zu suspendieren. Um mit der korrekten Menge an
Bakterienkolonien zu arbeiten, wurde die optische Dichte mittels eines Photometers
gemessen und gegebenenfalls auf McFarland 0,5 angepasst. Diese Suspension wurde
anschlielend in 12ml Miller-Hinton-lI-Medium, das zuvor mit Pferdeblut versetzt
wurde, eingemischt und mit einer Mehrkanalpipette auf Mikrotiterplatten, bereits
versetzt mit aufsteigenden Konzentrationen verschiedener Antibiotika, zu 50 pl je
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Probenslot aufgetragen. Diese Mikrotiterplatten wurden gemeinsam mit Blutplatten,
auf denen je 100 pl der Bakteriensuspension zur Bestimmung der Zellzahl ausgespatelt
wurde, fur 24h bei 35°C bebriitet und vorhandenes Bakterienwachstum anschlieldend
abgelesen sowie die gewachsenen Kolonien auf den Blutplatten gezahlt. Fir die
Auswertung der Ergebnisse wurden die in den Guidelines der Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) definierten klinischen Grenzwerte fir die Antibiotika
Penicillin, Ampicillin und Trimethoprim/Sulfamethoxazol, fur die eigene Kklinische
Grenzwerte fir Listerien definiert sind, herangezogen, fiir die restlichen Antibiotika
wurden die Grenzwerte flir Staphylococci verwendet. Anhand des WGS wurden fir alle
Isolate die genotypischen Resistenzen durch Ermittlung des Vorhandenseins bereits
bekannter Resistenzgene gegeniber Antibiotika und Desinfektionsmittel dargestellt.
Hierfir wurde die ResFinder Datenbank (https://cge.cbs.dtu.dk /services/ResFinder/)
des Center for Genomic Epidemiology, Version 4.1 (Bortolaia et al. 2020) genutzt.
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3. Ergebnisse

Die Nachweishaufigkeit von L. monocytogenes in den Tonsillenproben der 200
Mastschweine aus Nordwestdeutschland am Schlachthof 1 war mit 1% (2/200) sehr
gering (Studie a). Diese positiven Proben stammen von Tieren, fir deren

Schlachtkérper als auch fiir deren Organe im Zuge der Fleischuntersuchung keine
pathologischen Befunde dokumentiert wurden. In den dazugehdrigen Kotproben
konnte kein Nachweis von L. monocytogenes (0%, 0/200) erbracht werden (Studie a).
In sieben (9%) der 77 untersuchten Umgebungsproben konnte L. monocytogenes
nachgewiesen werden (Studie b). Die Proben wurden in der Schlachthalle (N=39), in
der Zerlegung (N=11), von Stiefelprofilen von Mitarbeitern (N=15) und in der
Verarbeitung (N=12) entnommen. Zwei der 39 Proben aus der Schlachthalle
(Bodenabfluss), zwei der 11 Proben aus der Zerlegung (Forderband und Arbeitsgerat),
eine Probe der Stiefelprofile sowie zwei Proben aus der Verarbeitung (Oberflache und
Fleischwolf) brachten ein auf L. monocytogenes positives Ergebnis. AuRerdem konnten
auch andere, apathogene Spezies des Genus Listeria, L. innocua und L. welshimeri,
isoliert werden.

Nachfolgend sind die gesamten Ergebnisse der untersuchten Proben aus

Nordwestdeutschland aufgelistet (a + b):

o 4 auf Listeria spp. positive von 200 Kotproben:
» 4 L. innocua

o 3 auf Listeria spp. positive von 200 Tonsillenproben:
» 2 L. monocytogenes
» 1L.innocua

o 10 auf Listeria spp. positive von 77 Umgebungsproben:

» 7 L. monocytogenes (2x Bodenabfluss in der
Schlachthalle, 1x Stiefelprofil Mitarbeiter*, 2x
Forderband bzw. Arbeitsgerat in der Zerlegung, 2x
Oberflache* bzw. Fleischwolf* in der Verarbeitung)

» 4 L. welshimeri (2x Fleischwolf* bzw. 1x Oberflache
in Verarbeitung, 1x Stiefelprofil von Mitarbeiter*)

» 2 L. innocua (1x Oberflache in Verarbeitung*, 1x
Stiefelprofil von Mitarbeiter)

*In diesen Proben wurden jeweils zweiverschiedene Listerienspezies isoliert.
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Bei den Umgebungsproben wurden in drei Proben jeweils zwei verschiedene
Listerienspezies isoliert, was die Differenz aus der Anzahl der positiven Proben und den
gefundenen Isolaten erklart.

Aufgrund des nicht vorhandenen Nachweises von L. monocytogenes in den
untersuchten Kotproben am Schlachthof 1 und des hohen Kosten- und Zeitaufwands
wurde im weiteren Projekt auf die Untersuchung von Kotproben verzichtet und auf die
Untersuchung von Tonsillenproben fokussiert. Am Schlachthof 2 wiesen die

Tonsillenproben der aus ostdeutschen Betrieben stammenden Tiere mit 5 auf
L. monocytogenes positiven Proben (5/180) eine geringfligig hohere Pravalenz von
rund 3% auf (Studie c).

Nachfolgend sind die Ergebnisse der untersuchten Proben von ostdeutschen
Mastschweinen aufgelistet (c):

o 8 auf Listeria spp. positive von 180 Tonsillenproben:
» 5 L. monocytogenes
» 3 L. innocua

Die am Schlachthof 2 entnommenen 50 Tonsillenproben von Tieren aus

nordwestdeutschen Betrieben (Studie d) brachten kein auf L. monocytogenes positives
Ergebnis (0%, 0/50). Nur in einer Probe wurde L. innocua gefunden.

d)

o 1 auf Listeria spp. positive von 50 Tonsillenproben:
» 1L. innocua

Die Ergebnisse der MHK-Bestimmung der insgesamt 14 L. monocytogenes-lsolate, die
in Tonsillen- und Schlachthofumgebungsproben nachgewiesen wurden, sind in Tabelle
1 dargestellt. Auf der y-Achse sind alle Antibiotika, fir die ein MHK-Wert ermittelt
wurde, abgebildet. Die x-Achse stellt die Anzahl an Isolaten dar, deren Grenzwerte in
jenem abgebildeten Bereich (mg/L) liegen. Die grau hinterlegten Bereiche liegen
auBerhalb des getesteten Bereichs.
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No. of isolates with MIC (mg/L)
Antimicrobial agent(s) 0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512

1 3 10
10 2

[N

2}
~

Amoxicillin/clavulanic acid®
Imipenem

Ceftiofur

Cefquinom

Cefalothin

Cefotaxime

Cefoperazone
Erythromycin

Tylosin tartrate
Tulathromycin

Tilmicosin

Clindamycin

Pirlimycin

Tiamulin

Ciprofloxacin

Enrofloxacin
Marbofloxacin

Nalidixic acid

Gentamicin

Streptomicin

Neomycin

Tetracycline

Doxycyclin
Sulfamethoxazole/trimethoprim
Florfenicol

Linezolid

Vancomycin

Colistin
Quinupristin/Dalfopristin 7 7

14
11 3
10 4

N
©
[y

13 1

11
b

14

Classification as susceptible, intermediate or resistant, where applicable breakpoints were available in the CLSI document VET08, 4th Edition

n and trimethoprim MIC values were used for the combinations amoxicillin/clavulanic acid (2:1) and sulfamethoxazole/trimethoprim (19:1), respectively
CLSI breakpoints for the classification as susceptible, intermediate (if available) and resistant are indicated by black vertical lines
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Far Listerien existieren nur far Penicillin, Ampicillin und
Trimethoprim/Sulfamethoxazol vom CLSI vorgegebene klinische Werte, ab wann eine
Resistenz vorliegt, da diese Wirkstoffe die grofSte Relevanz fir die Behandlung von
Listeriose im humanmedizinischen Bereich haben. Fir die wichtigsten im
humanmedizinischen Bereich gegen Listeriose verwendeten Wirkstoffe sind in
Tabelle 2 die Resistenzmuster der getesteten 14 L. monocytogenes-lsolate abgebildet.
Alle 14 Isolate werden als empfindlich gegenliber diesen Antibiotika eingestuft.

Susceptible Intermediate Resistant
Antimicrobial agent(s) no. % no. % no. %
Penicillin 14 100 0 0 0 0
Ampicillin 14 100 0 0 0 0
Erythromycin 14 100 0 0 0 0
Gentamicin 14 100 0 0 0 0
Sulfamethoxazole/trimethoprim 14 100 0 0 0 0
Vancomycin 14 100 0 0 0 0

Tabelle 2: Antimikrobielle Resistenzmuster der getesteten 14 L. monocytogenes-Isolate gegeniiber den humanmedizinisch
relevanten antimikrobiellen Wirkstoffen

Susceptible=empfindlich, Intermediate=intermedidr, Resistant=resistent

Die Ergebnisse der Ganzgenomsequenzierung (WGS) lassen auf den Grad der
Verwandtschaft der Listerien rickschlieBen und mit welchem Kompartment der
Lebensmittelkette diese Isolate hauptsachlich assoziiert werden. Daflir konnen die
Clonalen Complextypen (CC) mit jenen in der Literatur verglichen werden und so
Aussagen Uber den wahrscheinlichen Ursprung des betreffenden Isolats gemacht
werden. Aulerdem geben die Resistenzgene Aufschluss Uber genotypische
Resistenzen. In Tabelle 3 sind die Ergebnisse fir die L. monocytogenes-Isolate
abgebildet, in Tabelle 4 folgen jene fir Isolate anderer Listerienspezies.

Ursprung Linie | MLST Klonaler Resistenzgene
Komplextyp (CC)
Tonsille Schwein (SH1) I 11 fosX
Tonsille Schwein (SH1) I 37 fosX
Tonsille Schwein (SH2) I 6 fosX
Tonsille Schwein (SH2) I 31 fosX
Tonsille Schwein (SH2) I 6 fosX
Tonsille Schwein (SH2) [l 7 fosX
Tonsille Schwein (SH2) [l 18 fosX
Bodenabfluss [l 412 fosX
(Schlachthalle in SH1)
Schuhsohle I 9 fosX
Gummistiefel
(Schlachthalle in SH1)
Bodenabfluss [l 412 fosX
(Schlachthalle in SH1)
Forderband (Zerlegung | | 5 fosX
in SH1)
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Arbeitsgerat (Zerlegung | | 5 fosX
in SH1)

Fleischwolf I 6 fosX
(Verarbeitung in SH1)

Oberflache in Fillerei I 20 fosX
(Verarbeitung in SH1)

Tabelle 3: Charakteristika der L. monocytogenes- Isolate anhand der Ergebnisse der Ganzgenomsequenzierung (WGS);
SH=Schlachthof

Ursprung Spezies Sequenztyp (ST) | Resistenzgene

Darminhalt Schwein L. innocua 603 tet(S)

(SH1)

Darminhalt Schwein L. innocua 1087 k.n.

(SH1)

Darminhalt Schwein L. innocua 637 tet(M)

(SH1)

Darminhalt Schwein L. innocua 2156 k.n.

(SH1)

Tonsille Schwein (SH1) | L. innocua 2694 k.n.

Tonsille Schwein (SH2) | L. innocua 637 dfrG, tet(M), ant(6)-la
(ant6, aadE)

Tonsille Schwein (SH2) | L. innocua 2694 k.n.

Tonsille Schwein (SH2) | L. innocua 1087 k.n.

Tonsille Schwein (SH2) | L. innocua 637 Ant(6)-la (ant6, aadE),
mph(N), tet(M)

Fleischwolf L. welshimeri unbekannt k.n.

(Verarbeitung in SH1)

Oberflache in Fillerei L. welshimeri unbekannt k.n.

(Verarbeitung in SH1)

Schuhsohle L. innocua 532 ClpL

Gummistiefel

(Schlachthalle in SH1)

Schuhsohle L. welshimeri 1084 k.n.

Gummistiefel

(Schlachthalle in SH1)

Fleischwolf L. welshimeri unbekannt k.n.

(Verarbeitung in SH1)

Oberflache in Fillerei L. innocua 1482 k.n.

(Verarbeitung in SH1)

Tabelle 4: Charakteristika der Isolate anderer Listerienspezies anhand der Ergebnisse der Ganzgenomsequenzierung (WGS);
SH=Schlachthof; k.n.=keine nachweisbar

Der klonale Komplextyp (CC) bzw. Sequenztyp (ST) gibt Auskunft Uber den
Verwandtschaftsgrad der Isolate. Aullerdem kann die Haufigkeit, mit der die jeweiligen
CCs fur humane Krankheitsausbriiche verantwortlich gemacht werden, festgestellt
werden und somit ihre humanpathogene Relevanz beurteilt werden. Der CC 6 wurde
hier in 2 Tonsillenproben von Schweinen unterschiedlicher Mastbetriebe sowie in einer
Probe vom Fleischwolf nachgewiesen. Der CC 412 wurde aus demselben Bodenabfluss
nach 8 Wochen erneut isoliert. Beide in der Zerlegung gefundenen Isolate entsprechen
dem CC 5. L. innocua ST 637 wurde aus 3 Proben von Schweinen unterschiedlicher
Mastbetriebe isoliert. Der ST 1087 und ST 2694 wurden jeweils in Proben von
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Schweinen unterschiedlicher Herkunft gefunden. Alle anderen CCs und STs kamen in
dieser Studie jeweils nur einmal vor.

In Tabelle 3 ist ersichtlich, dass alle L. monocytogenes-lsolate nur das Resistenzgen fosX
aufweisen, das flir eine Fosfomycinresistenz, die bei L. monocytogenes
natlrlicherweise vorkommt, kodiert. FUnf L. innocua-lsolate (siehe Tabelle 4) weisen
mindestens ein Resistenzgen auf, zwei davon, beide ST 637, jeweils 3 Resistenzgene.
Die Gene tet(S) und tet(M) kodieren fiir eine Resistenz gegeniiber Tetracyclinen. Das
Gen dfrG kodiert fir eine Trimethoprimresistenz, ant(6)-la fir eine
Streptomycinresistenz und mph(N) flr eine Erythromycinresistenz. Das Gen ClpL sorgt
dafirr, dass das Bakterium weniger empfindlich gegenliber Hitzeeinwirkung ist und so
héhere Temperaturen als andere dieser Spezies Uberleben kann. Keines der in dieser
Studie gefundenen 4 Isolate der Spezies L. welshimeri weist ein Resistenzgen auf.
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4. Diskussion

In der Literatur sind verschiedene Studien zu Pravalenzen von L. monocytogenes in
Mastschweinen zu finden, die zu verschiedensten Ergebnissen kommen. Diese reichen
von 0% Nachweisrate in Kotproben in einer spanischen Studie (Esteban et al. 2009) bis
zu einer Nachweisrate von 45% in Tonsillenproben in einer frihen Studie aus
Jugoslawien (Bunci¢ 1991). Der direkte Vergleich dieser Studienergebnisse ist kritisch
zu betrachten, da unterschiedliche Voraussetzungen und Studienparameter vorliegen.
Zum Beispiel wurden in jener Studie aus Jugoslawien ein Teil der Schweine mit Silage
gefiittert — einem Futtermittel, in dem Listerien haufig vorkommen (Stein et al. 2018).
Bei diesen Tieren lag eine héhere Pravalenz an L. monocytogenes vor. Ebenso zeigten
in einer finnischen Studie (Hellstrom et al. 2010) der Teil der Schweine, die einem
biologischen Haltungssystem entstammten, eine héhere Nachweisrate als Schweine
aus konventionellen Haltungssystemen. Dies weist auf einen Einfluss der Fitterung
und der Haltungsumgebung auf die Infektion von Schweinen mit diesem Erreger hin.
AuBerdem zeigen diese Ergebnisse eine hohere Nachweishaufigkeit dieses Erregersin
den Tonsillen verglichen mit jener im Kot, was mit den Ergebnissen unserer eigenen
Studie Ubereinstimmt. Dies lasst Kot trotz seiner einfachen Beschaffbarkeit als
Untersuchungsmaterial zur Erfassung der Betriebssituation bezogen auf die Zahl der
Carriertiere als ungeeignet erscheinen.

In nachfolgender Abbildung sind die eigenen Ergebnisse (1-3) und im Vergleich dazu
jene von bisherigen Pravalenzstudien von L. monocytogenes in Mastschweinen (4-13)
der Aktualitat nach grafisch dargestellt:
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Abbildung 6: Eigene Studie im Vergleich zu bisher durchgefiihrten Prévalenzstudien von L. monocytogenesim Mastschwein
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Legende der x-Achsenbeschriftung:

1) Schlachthof 1 (Tiere aus Nordwestdeutschland)
2) Schlachthof2 (Tiere aus Ostdeutschland)

3) Schlachthof2 (Tiere aus Nordwestdeutschland)
4) (Sarnoet al. 2016) (Schweiz)

5) (Hellstrém et al. 2010) (Finnland)

6) (Farzanet al. 2010) (Kanada)

7) (Fredriksson-Ahomaa etal. 2009) (Siiddeutschland)
8) (Estebanet al. 2009) (Spanien)

9) (Kanugantietal. 2002) (USA)

10) (lida et al. 1998) (Japan)

11) (Adesiyun und Krishnan 1995) (Trinidad)

12) (Bunci¢ 1991) (Jugoslawien)

13) (Skovgaard und Ngrrung 1989) (Ddnemark)

Auch unsere eigenen Ergebnisse zeigen, dass Tonsillen von Schlachtschweinen ein
Reservoir fiir L. monocytogenes sein konnen. Der Erreger wurde jedoch in dieser Studie
haufiger in der Umgebung nachgewiesen. Somit ist aufgrund dieser Ergebnisse davon
auszugehen, dass ein geringes Risiko vorhanden ist, dass der Erreger tGiber den Weg der
Kreuzkontamination von den Tonsillen auf das Fleisch gelangt. Die hohere
Nachweisrate in der Umgebung im Gegensatz zur sehr geringen Nachweisrate in den
Tonsillen wirft die Frage auf, ob sich jene Pathogene aus den Tonsillen entlang der
Lebensmittelkette anreichern oder diese durch eine andere Eintragsquelle in die
Schlacht- und  Verarbeitungsumgebung  gelangen. Die Ergebnisse  der
Ganzgenomsequenzierung zeigen genetisch diverse Listerien-Isolate innerhalb ihrer
Spezies, die sowohl in den Mastschweinen als auch in der Schlacht- und
Verarbeitungsumgebung vorkommen. In Proben vom Schwein aus Schlachthof 1
wurden L. monocytogenes mit den CCs 11 und 37, aus Schlachthof 2 die CCs 6, 7, 18
und 31 gefunden. Aus Umgebungsproben der Schlachthalle in Schlachthof 1 wurden
L. monocytogenes mit den CCs 9 und 412, aus der Zerlegung der CC 5 und aus der
Verarbeitung die CCs 6 und 20 isoliert. Maury et al. (2016) assoziierten CC 6 stark mit
humanen klinischen Erkrankungen, CC9 stark mit Lebensmitteln, jedoch nur selten mit
klinischen Erkrankungen. Die restlichen hier erwahnten sind als intermediare Klone
beschrieben, die aus beiden Segmenten ahnlich haufig isoliert werden. Obwohl sich
diese Studie aus Isolaten aus Frankreich zusammensetzt, kénnen ihre Erkenntnisse fir
unsere Beurteilung herangezogen werden, da eine vergleichbare klonale Verteilung in
verschiedenen Landern und Regionen der Welt angenommen wird (Chenal-Francisque
et al. 2011). Dass der hochvirulente CC 6 auch aus Tonsillen vom Schwein isoliert
wurde, zeigt, dass humanrelevante Isolate auch in Schweinen vorkommen und so in
die Lebensmittelkette eingetragen werden konnen. Dieser wurde auflerdem im
Fleischwolf — einem Gerat mit direktem Lebensmittelkontakt - gefunden, was ein
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hohes Risiko einer humanen Infektion Uber hierin produzierte Produkte in sich bergen
kann. Auch alle anderen in dieser Studie aus Tonsillenproben isolierten Klone sind
potenziell krankheitsauslésend und ein Eintrag in die Lebensmittelkette sollte
verhindern werden.

Am Schlachthof 1, wo die Tierkorper inklusive der Schadel mit einer Handsdge
gespalten und im direkten Anschluss die Tonsillenproben entnommen wurden, kann
nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, dass es durch die Sdage zu einer
Kreuzkontamination der Tonsillen mit Listerien kam, obwohl die von den Sagen mit
sterilen Schwammen entnommenen Proben ausschlieBlich negative Ergebnisse auf
L. monocytogenes brachten. Am Schlachthof 2 dagegen war die Verschleppung von
Listerien auf nachfolgende Tierkérper und dessen Tonsillen dufSerst unwahrscheinlich,
da die automatisierten Sagen, die die Tierkorper exklusive Schadel spalten, nach jedem
Tierkorper mit heiBRem Wasser gereinigt werden.

Der CC9, der an einem Gummistiefel eines Mitarbeiters gefunden wurde, gilt als
hypovirulent (Maury et al. 2016) und gut an die Schlacht- und Verarbeitungsumgebung
angepasst, da er haufig in Fleisch verarbeitenden Betrieben sowie in deren fertigen
Produkten nachgewiesen wird, jedoch nicht im pre-harvest Bereich (Félix et al. 2018).

Im Bodenabfluss in der Schlachthalle in Schlachthof 1 konnte nach 8 Wochen erneut
ein genetisch identisches L. monocytogenes-lsolat nachgewiesen werden, was auf eine
Persistenz in dieser Nische hinweisen kdnnte. Bodenabfllisse bleiben liber lange Zeit
nass bzw. feucht und sind generell schwierig zu reinigen und desinfizieren. Es kbnnte
sich auch um einen zufalligen Wiederholungsfund handeln. In beiden Fillen aber —
zufallige Neubesiedelung mit einem genetisch identischen L. monocytogenes-Stamm
oder persistierender Erreger - sollten Bodenabflisse als Problembereiche im
Schlachtbetrieb erkannt und gezielten Reinigungs- und Desinfektionsprozessen sowie
Kontrolluntersuchungen unterzogen werden.

Auffallend an den Ergebnissen der aus Ostdeutschland stammenden Mastschweine
(Schlachthof 2) ist, dass 3 der auf L. monocytogenes positiven Proben sowie die 3 auf
L. innocua positiven Proben jeweils von Tieren desselben Betriebes stammen. Dies
|4sst eine innerbetriebliche Ubertragung von im Bestand vorhandenen Listerien auf
andere Tiere oder eine gemeinsame Infektionsquelle vermuten, der Vergleich der CCs
und STs zeigt jedoch, dass die Isolate eines Betriebes jeweils keine Verwandtschaft
miteinander aufweisen. Es scheinen also auf den betreffenden Herkunftsbetrieben
mehrere Eintragsquellen vorzuliegen. Somit ldsst diese Haufung verschiedener
Listerien auf Hygienefehler in Bezug auf Listerienkontaminationen in diesen Betrieben
schlieen.

Beloeil et al. (2003) identifizierten auf Betriebsebene die Fliussigfiitterung wahrend der
Mastperiode und fehlende HygienemaRnahmen wie z.B. keine Desinfektion von

Stiefeln von Mitarbeitern und kein Vorhandensein eines Umkleideraumes vor dem
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Eingang zu den Mastabteilen als Risikofaktoren fir eine Infektion der Mastschweine
mit L. monocytogenes. Somit scheinen die Einhaltung von HygienemaBnahmen im
Mastbetrieb und die Verwendung eines Trockenfltterungssystems wirksame
Methoden zur Verminderung des Eintragsrisikos von L. monocytogenes in die
Lebensmittelkette darzustellen.

Die Ergebnisse der MHK-Wert-Bestimmung der L. monocytogenes-lsolate geben
Auskunft Uber die phanotypische Resistenzlage dieser Bakterienisolate gegeniiber den
wichtigsten humanmedizinisch verwendeten Antibiotika. Die Ergebnisse zeigen eine
relativ vergleichbare Resistenzlage bei allen lIsolaten, es fallt kein Isolat mit
auBergewohnlichen Resistenzen auf. Die alleinige Gabe von einem B-Lactam-
Antibiotikum (Penicillin oder Ampicillin) sowie deren kombinierte Gabe mit Gentamicin
bilden die Therapie erster Wahl bei Patienten, die an Listeriose erkrankt sind. Bei
Patienten  mit vorliegender Allergie gegen B-Lactam-Antibiotika findet
Trimethoprim/Sulfamethoxazol Anwendung. Zur Behandlung schwangerer Frauen mit
Listeriose oder bei Vorliegen einer Bakteriamie werden auch Erythromycin oder
Vancomycin eingesetzt (Charpentier und Courvalin 1999). Fir diese Wirkstoffe
bestehen keine Resistenzen, die bei Behandlung einer durch diese Isolate alleinig
ausgelosten Erkrankung eine erfolgreiche antimikrobielle Behandlung verhindern
wirden. Auch die genotypische Resistenzuntersuchung der L. monocytogenes-lsolate
dieser Studie zeigte, dass keine auBergewdhnlichen Resistenzen vorliegen. Fir
L. monocytogenes besteht eine intrinsische Resistenz gegeniiber Fosfomoycin (Troxler
et al. 2000), was das Vorhandensein des Gens fosX in allen gefundenen
L. monocytogenes-Isolaten erklart. Es wurden keine weiteren Resistenzgene gefunden.
Da Uber die Speziesgrenzen hinweg Resistenzgene (iber Plasmide zwischen Bakterien,
so auch Listerien, ausgetauscht und weitergegeben werden kdnnen (Poyart-Salmeron
et al. 1990), kdnnen Resistenzgene auch in apathogenen Spezies wie L. innocua und
L. welshimeri von Bedeutung sein. In 4 L. innocua-lsolaten dieser Studie wurden
Resistenzgene gegeniiber Antibiotika gefunden, 2 Isolate vom ST 637 besitzen sogar
jeweils 3 Resistenzgene. Jedes lIsolat hiervon weildt ein Resistenzgen gegeniber
Tetracyclinen auf (tet(S) bzw. tet(M)), 2 Isolate zusatzlich gegenliber Trimethoprim
(dfrG) und Streptomycin (ant(6)-la), sowie Erythromycin (mph(N)) und Streptomycin
(ant(6)-la). Besonders eine Resistenz gegeniliber Trimethoprim oder Erythromycin kann
bei der Behandlung einer Listeriose ein Problem darstellen, wenn es durch Plasmide
auf ein pathogenes Bakterium Ubertragen wird. Der ST 637, der am haufigsten
Resistenzgene aufwies, wurde jeweilsin Proben vom Mastschwein gefunden. In einem
anderen Isolat (ST 532), das aus einer Probe der Gummistiefelsohle eines Mitarbeiters
isoliert wurde, wurde ein Gen, das Hitzeresistenz kodiert (ClpL), gefunden, was in der
Lebensmittelproduktion, insbesondere -dekontaminierung, zum Problem werden
konnte. Vor allem der Fakt, dass in 3 der wenigen positiven Proben jeweils
verschiedene Listerienspezies bzw. 3 Mastbetriebe, aus denen positive Tiere
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identifiziert wurden, jeweils mehrere nicht miteinander verwandte Listerienisolate
aufwiesen, also verschiedene Listerien raumlich eng beieinander leben, erleichtert den
Austausch von Resistenzgenen zwischen unterschiedlichen Listerienspezies sowie -
isolaten.

Mit diesem Projekt wird ein weiterer Beitrag geleistet zum Wissen Uber das Risiko der
Einschleppung von L. monocytogenes und dessen Resistenzen in die
Lebensmittelkette, das von konventionell gehaltenen und geschlachteten
Mastschweinen ausgeht. Es bringt erste Erkenntnisse zu Nachweishaufigkeiten von L.
monocytogenes in konventionell gehaltenen Mastschweinen in den Regionen
Nordwest- und Ostdeutschland, in denen unterschiedliche Betriebsstrukturen
vorliegen (Nordwestdeutschland: zahlreiche, mittelgroRe Betriebe in geringem
Abstand zueinander; Ostdeutschland: wenige, sehr grolle Betriebe mit groRerem
Abstand zueinander). Zudem wird die Wichtigkeit der Einhaltung der Hygiene im
Haltungsbetrieb sowie im Schlachtprozess verdeutlicht.
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5. Bedeutung fir die Praxis

Die Ergebnisse zeigen, dass der Eintrag von L. monocytogenes nicht nur Uber die
Umwelt, sondern auch Uber das Schlachttier selbst in den Lebensmittel
produzierenden Bereich moglich sein kann und bei einer Listerienproblematik im
Schlachtbetrieb neben dem Eintrag liber die Umwelt als Eintragsquelle mitin Betracht
gezogen werden sollte. Die Hygiene im Schlachtprozess spielt bei diesem Eintragsweg
Uber das Tier eine grolle Rolle. Vor allem die Entfernung der Tonsillen, welche Trager
von Listerien und anderen potentiell pathogenen Keimen sein kénnen, sollte unter
strenger Einhaltung der Schlachthygienevorgaben erfolgen, um einen Kontakt der
Tonsillen mit als Lebensmittel dienenden Teilen des Schlachtkérpers zu vermeiden. Das
Zersagen des Tierkorpers inklusive des Kopfes birgt hier ein spezielles Risiko. So kénnen
durch den Kontakt des Sageblattes mit den Tonsillen eventuell vorhandene Pathogene
wie auch Listerien von den Tonsillen auf andere Organe bzw. nachfolgende Tierkorper
Ubertragen bzw. in die Schlachtumgebung verbracht werden. Auch apathogene
Listerienspezies wie L. innocua bergen ein Risiko, auch wenn sie selbst zu keiner
Erkrankung fihren konnen. So besteht die Moglichkeit, dass sie z.B. Plasmid getragene
Resistenzgene gegeniiber Antibiotika oder DesinfektionsmalBnahmen an pathogene
Bakterien weitergeben, sodass eine etwaige Behandlung bzw. Dekontaminierung von
Lebensmitteln erschwert wird.

Wenn an einem Schweineschlachtbetrieb eine Haufung von Listeria-Nachweisen
vorliegt, ohne dass die Eintragsquelle ermittelt werden kann, ist eine
Reihenuntersuchung der anliefernden Mastbestande am Schlachthof eine Moglichkeit,
um die Eintragsquelle aufzuspiiren. Hierzu ist die Untersuchung der Tonsillen der
Schlachttiere am sinnvollsten. In der vorliegenden Studie wird die Erfahrung bereits
vorhandener Untersuchungen (siehe Abbildung 6) bestatigt, dass L. monocytogenes im
Kot oder Darminhalt der Schlachttiere seltener bzw. wie in der vorliegenden Studie
nicht nachgewiesen werden und somit eine schlechtere Aussagekraft als bei
Untersuchung der Tonsillen besteht. Eine aussagekraftige Reihenuntersuchung im
Schlachthof sollte demnach aus einer Untersuchung der im Schlachtprozess steril
entnommenen Tonsillen bestehen. Da die Ergebnisse zeigen, dass Listerien in einer
bestandsweisen Haufung vorkommen kénnen, kdnnten diese positiven Bestinde mit
einer solchen Reihenuntersuchung identifiziert werden und so eine logistische
Schlachtung und/oder eine Ursachenforschung und Problembehebung im Mastbetrieb
eingeleitet werden. Wie Beloeil et al. (2003) zeigten, ist das Futter die haufigste
Ursache eines Eintrags von Listerien in einen Mastschweinebestand. Eine
Untersuchung des Futters sowie der Leitungen mit Folge einer Optimierung der
Leitungsreinigung oder der Umstellung von Nass- auf Trockenfiitterung waren
mogliche Handlungsansatze. Die Reinigung der Leitungen fiir das Nassfutter sollten
laut den Autoren der Studie wenn Uberhaupt nur mit Wasser gespuilt werden. Auf eine
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Desinfektion sollte verzichtet werden, um die kompetitive Keimflora nicht zu zerstéren
und eine Abschwemmung von Biofilmen in die Troge zu verhindern. Auch die
allgemeine landwirtschaftliche Betriebshygiene kann eine wichtige Rolle spielen und
sollte Uberprift werden. Ein Vorhandensein eines abgetrennten Umkleideraumes und
das Desinfizieren oder Wechseln der Stiefel der Mitarbeiter vermindern das Risiko
eines Eintrags von Listerien in den Mastbestand ebenso wie eine ausreichend lange
Leerstehzeit der Stallbuchten nach Mastende, um eine effektive Reinigung und
Desinfektion vor Neueinstallung zu gewadhrleisten.
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The entry of Listeria monocytogenesinto the food chain via slaughter pigs.

Zoonoses 2019 - International Symposium on Zoonoses Research

Berlin—16.10.-18.10.2019.

In: Zoonoses 2019 - International Symposium on Zoonoses Research, Joint meeting of the National
Research Platform for Zoonoses and the Research Network Zoonotic Infectious Diseases, Program
and Abstracts —German Research Plattform for Zoonoses (Hrsg.)

Berlin, S. 113

Vortrage:

Oswaldi, V.; Dzierzon, J.; Merle, R.; Thieme, S.; Meemken, D. (2019):

Eintrag von Listeria monocytogenesin die Lebensmittelkette tiber das Schlachtschwein.

60. Arbeitstagung des Arbeitsgebiets Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz
Garmisch-Partenkirchen—24.09.-27.09.2019.

In: Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft. 60. Arbeitstagung des Arbeitsgebiets
Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz. 24.-27. September 2019 in Garmisch-Partenkirchen
Verlag der DVG Service GmbH, GieRen; 60, S. 189-190

ISBN: 978-3-86345-492-0

Oswaldi, V.; Dzierzon, J.; Merle, R.; Thieme, S.; Meemken, D. (2019):
The entry of Listeria monocytogenesinto the food chain via slaughter pigs.
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13th SafePork 2019. One Health - Tear down interdisciplinary walls

Berlin — 26.08.-29.08.2019.

In: 13th SafePork 2019: One Health - Tear down interdisciplinary walls: Proceedings — Safepork-
Conference (Hrsg.)

Berlin: MCI Deutschland GmbH, S. 109

ISBN: 978-3-00-063507-6
www.safepork-conference.com/fileadmin/user_upload/MAIN-dateien/web_safepork.pdf

Oswaldi, V.; Dzierzon, J.; Merle, R.; Thieme, S.; Meemken, D. (2019):

Eintrag von Listeria monocytogenesin die Lebensmittelkette tUiber das Schlachtschwein.
19. Fachtagung fiir Fleisch- und Gefligelfleischhygiene

Berlin —05.03.-06.03.2019.

In: 19. Fachtagung fir Fleisch- und Gefllgelfleischhygiene, Abstracts —BfR (Hrsg.)
Berlin. BfR Abstracts, S. 25-26

ISBN: 978-3-00-061932-8
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10. Erklarung zur Einhaltung der Ausgaben- und Zeitplanung

Das zugeteilte Budget wurde eingehalten, die getatigten Ausgaben waren fir die
Durchfiihrung des Projektes notwendig und angemessen. Die praktischen Arbeiten
wurden bis auf die extern durchgefiihrte Ganzgenomsequenzierung im vorgesehenen

Zeitraum erfullt.
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