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Staphylokokken
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» Mastitiserreger, Wundinfektionskeim
 Nosokomiale Infektionen im Krankenhaus
 problematisch: Antibiotikaresistenzen (MRSA)
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Koagulase positive Staphylokokken

- Staphylokokken mit groBter pathogener Potenz
- Koagulase: als Pathogenitatsfaktor
« wichtigste Vertreter: S. aureus (S. intermedius, S. hyicus)

Lebensmittelhygienische Bedeutung

 Bildung von Staphylokokken-Enterotoxinen (SE)

« praformiert im Produkt

« Vermehrung auf Keimlevel log 5-6 KbE ist
Voraussetzung

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite4 - BFR



Staphylokokken-Intoxikation

» Staphylokokken naturlicher Haut-/SH-Besiedler
 Lebensmittel oft sekundar kontaminiert

Beteiligte Lebensmittel

* Fleisch und -erzeugnisse (Hackfleisch)
 Milch und -erzeugnisse (Kase, v.a. aus Rohmilch)
- Salate, Cremes, feine Backwaren

PraventionsmafBnahmen

 Einhaltung von Hygieneregeln (Kontamination
verhindern)
 Aufrechterhaltung d. Kuhlkette

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite5 = ¢ BFR



Staphylokokken-Enterotoxine (SE)

5 “klassische” SE: SEA, SEB, SEC, SED, SEE

z.T. mit Untertypen (C1, C2, C3)

emetische Aktivitat bewiesen

nach wie vor groBBte Bedeutung bei Intoxikationen

 heue Varianten wurden identifiziert

- fortlaufende Bezeichnung nach Alphabet

« SEF = TSST (Toxic Shock Syndrom-Toxin)

 derzeit: mind. 20 versch. Typen

« SEG-SEU

* bei fehlendem Beweis d. emetischen Aktivitat:
‘staphylococcal enterotoxin like‘ (SE)

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite6 = - BFR



SE: Was ist das eigentlich genau?

* Proteine (194 — 245 AS)

* Molekulargewicht: 24800 — 28500 Da

* |oslich in Wasser u. NaCl

« ahnliche biochemische und strukturelle Eigenschaften

« ausgesprochen hitzestabil (Autoklavierung zur
Inaktivierung notig)

* resistent gegen proteolytische Enzyme

> Aktivitat bleibt nach Magen-Darm-Passage erhalten

- anhand Aminosauresequenz werden 4 Gruppen
unterschieden

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin Seite 7 '—é B.FR



Phylogenetische Beziehungen zw. SE-Typen

Quelle: Thomas et al. 2007

TSST |
Gl‘uppe 1: A, D, E, H, J, N, O, P, S Quelle: Ono et al. 2008
Gruppe 2: B, C (1-3), G, R, U

Gruppe 3: I, K, LM, Q, T, V

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite8 = c BFR



Biologische Eigenschaften der SE

Superantigene (SAgs)
* Im Gegensatz zu konventionellen Antigenen einmalige

Interaktion mit Immunsystem

» binden direkt u. unprozessiert an MHC-II Molekiile
von APCs

- massive Zellaktivierung durch SAgs fuhrt zur Freisetzung
hoher Mengen an Cytokinen durch T-Zellen u.
Makrophagen (z.B. IL-1, TNF-a, -8, Interferon-y)

» Induktion von hohem Fieber

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seited = c BFR



Biologische Eigenschaften der SE

Emetische Aktivitat

* Nur wenig bekannt
- Bewertung erfolgt im Affenfutterungstest

 Direkter Effekt auf Nervus vagus und intestinale
Epithelzellen wird vermutet

'

Stimulation des Brechzentrums

Symptome: nach wenigen min—max. 7 h
Erbrechen, Ubelkeit, Durchfall, Kreislaufsymptome
I.d.R. 1-3 Tage Dauer, selbstlimitierend

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite 10 = ¢ BFR



Il. Rechtliche Vorgaben

Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 uber
mikrobiologische Kriterien fur Lebensmittel

Prozesshygienekriterien

Lebensmittelsicherheitskriterien

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin Seite 11 F’% B,FR



Verordnung (EG) Nr. 2073/2005

l. Prozesshygienekriterien
Grenzwerte fur Koagulase positive Staphylokokken

Erzeugnis Grenzwerte
h=5 m M
c=2 [KbE/g] | [KbE/g]

2.2.3 Kase aus Rohmilch 104 10°

2.2.4 Kase aus warmebehandelter Milch u. gereifter| 102 103

Kase aus Milch oder Molke, pasteurisiert od. hoher
warmebehandelt

2.2.5 nicht gereifter Weichkase (Frischkase) aus 101 102
Milch oder Molke, pasteurisiert oder hoher
warmebehandelt

2.2.7 Milch- und Molkepulver 101 102

2.4.1 Erzeugnisse von gekochten Krebs- und 102 103
Weichtieren ohne Panzer bzw. Schale

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite 12 ¢ BFR



Verordnung (EG) Nr. 2073/2005

l. Prozesshygienekriterien

Referenzverfahren: EN/ISO 68888-1oder -2
Stufe fur die das Kriterium gilt: Ende d. Herstellung

™

2.2.3: Kase aus Rohmilch

2.2.4: Kase aus warmebehandelter | Zeitpunkt des hochsten
Milch u. gereifter Kase aus Milch Staph.-Gehalts
oder Molke, pasteurisiert od.
héher warmebehandelt —

MaBnahmen im Fall unbe-

friedigender Ergebnisse: Hygiene/Rohstoffauswahl verbessern
bei >10° KbE/g: SE-Untersuchung

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite 13 - BFR



Verordnung (EG) Nr. 2073/2005

Il. Lebensmittelsicherheitskriterien

1.21 Kase, Milch- und Molkepulver gemaB den Kriterien fur
Koagulase-positive Staphylokokken in Kapitel 2.2 des Anhangs

n =5

c =0

Grenzwert fur SE: Abwesenheit in 25 g
Referenzverfahren: Europaisches Screening des CRL
Stufe fur die

das Kriterium gilt: in Verkehr gebrachte Erzeugnisse

wahrend der Haltbarkeitsdauer

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite 14 = - BFR



lll. Methodische Aspekte

Methoden zur Quantifizierung d. Erregers
Methoden zur Typisierung d. Erregers
Methoden zum Toxinnachweis (qualitativ/quantitativ)

immunologisch
molekularbiologisch

Screening Verfahren des CRL
Dialytische Aufkonzentrierung

Transia Plate
Vidas SET2

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite 15 = ¢ BFR



Methoden zur Erregerquantifizierung

Klassische mikrobiologische Verfahren zum Nachweis von
Staphylokokken in Lebensmitteln:

Amtliche Methoden nach § 64 LFGB:

« L 00.00.55 = EN/ISO 68888-1
Zahlverfahren mit Baird Parker Agar

Bestatigungsreaktion: Rohrchen-Koagulase-Test

« L 00.00.56 = EN/ISO 68888-2

Zahlverfahren mit Kaninchenplasma-Fibrinogen-Agar

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite 16 = - BFR



EN/ISO 68888-1
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AGENCE FRANCAISE
DE SECURITE SANITAIRE
DES ALIMENTS
Site of
Muisons-Alfort

Study of an alternative to the confirmation step of the
Standard EN ISO 6888-1 for enumeration of
coagulase-positive staphylococci (BP agar)

April 2007-June 2008

Report version 1 =23 April 2009

> Alternativer Bestatigungs-
schritt moglich

II. METHODS

See the following diagram.

150 6888-1

QO0O000
0,1 mL aliquots of the suspension and/or of the

dilutions were surface moculation in BP
(1 or 2 Petn dishes per dilution)

Incubation at 37°C for 24 hours = 2 hours

(if necessary, reincubation for 24 hours = 2 hours)

Grey or black colonies, brilliant and convex, which
are surrounded by an opaque halo of explanation

Selection in BHI of Slthamfmisﬁc colonies x{f‘

{ Petri dish
Incubation 24 hours + 2 hours at 37°C

Confirmation: 0,1 ml of each BHI + 0,3 ml of
rabbit plasma

Incubation at 37°C

e

Calculation of the mmber of coagulase-positive
staphylococel per millilitre of product from the
number of confirmed colonies obtained on plates
chosen at dilution levels so as to give a significant
Tesult

-
¥

| Ry
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/

modified IS0 6288-1

Confirmation: the 3
characteristic colonies / Petni
dish are stabbed on EFFA
Incubation 24 hours £ 2 hours
at 35°C or 37°C
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Methoden zur Typisierung des Erregers

— spa typing
— MLST typing
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— Chip-Technologie
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Methoden zur Detektion von SE

Immunologisch
 Enzym-linked immunosorbent Assays (ELISA), i.d.R. als Sandwich
- kommerzielle Testkits zum Screening

- Einsatz mono-/polyklonaler Antikorper fur Quantifizierung (CRL)

Molekularbiologisch

- Detektion v. fur SE / SE-codierenden Genen (PCR, single/multiplex)
« chromosomal, Prophagen- oder Plasmid-codiert
- oft mehrere Gene, auch Gencluster (egc)
* Nachteil: kein Beweis Uber Exprimierung im Lebensmittel

« Immuno-g-PCR

A. Fetsch, GGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite 19 = ¢ BFR



Screening Verfahren des CRL

g

g
oo T

¥

EUCOMMUNITY REFERENCE
LABORATORY FOR

l .- COAGULASE POSITIVE
o STAPHYLOCOCCI
afssa

AGEMCE FRAMNCAISE

[E SECUIRITE SANITAIRE
DES ALIMEMTS

Site de
Malsons-Afart

LABORATOIRE D'ETUDER
ET DE RECHERCHES 3UR
LA GUALITE ALIMENTAIRE
ET 3UR LE2 PROCEDES

ADROALIMENT AIRES

Detection of staphylococcal enterotoxins tvpes SEA to SEE
in milk & milk products and other food matrices

European screening method of the CRL
“COACULASE POSITIVE STAPHYLOCOCCT,
INCLUDING STAPHYLOCOCCUS AUREUS ®

Version 3, September 2009

Kommerzielle Testkits:
1. Transia Plate SE
2. VIDAS SET2

Generelles Prinzip:

In Abhangigkeit vom Kit 2- oder 3-
phasiges Verfahren:

1. Extraktion/Konzentration

2. Vorbehandlung mit Kaninchen
IgG nur bei Transia Plate SE

3. Immuno-enzymatische Detektion

. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin

seite20 = - BFR



Screening Verfahren des CRL

1. Schritt = Extraktion / Konzentration:

25 g Probenmaterial (+ 40 ml Aqua dest., 38°C)
mischen, homogenisieren

pPH 3,5 einstellen, zentrifugieren

Uberstand neutralisieren (pH 7,3), 2. x zentrifugieren

Dialyse:

Membran vorbereiten, mit Aqua dest. spulen

Uberstand einfiillen, verschlleBen

Inkubation iiber Nacht in 30% PEG- -Losung, 5°C

Resuspension d. konzentrierten Extrakts mit 5 ml PBS (pH 7,3)

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite21 = - BFR



Screening Verfahren des CRL

1. Screening-Verfahren: TRANSIA Plate SE

- Sandwich-ELISA auf Mikrotiterplatte
« SE-Typen:A,B,C1,C2,C3,D, E

« Testdauer: < 2 h (ohne Vorbereitung)

 Nachweisgrenze (laut Hersteller): 0,25 ng/g
« keine Differenzierung verschiedener Enterotoxine
« Vorbehandlung mit Kaninchen IgG notig

> soll falsch positive Reaktionsergebnisse (aufgrund von
Kreuzreaktionen mit Prot. A) verhindern

 validiert fur Milch u. -produkte u. andere Lebensmittel-Matrices

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin Seite 22 % B.FR



Screening Verfahren des CRL

2. Screening-Verfahren: VIDAS SET 2 Staphylokokken Enterotoxin

vollautomatischer Enzyme-linked fluorescent immunoassay
(ELFA)

« SE-Typen:A,B,C1,C2,C3,D, E
« Testdauer: ca. 80 min (ohne Vorbereitung)
 Nachweisgrenze (laut Hersteller): 0,05-0,5 ng/g

« keine Differenzierung verschiedener Enterotoxine

« nur fiir Milch u. Milchprodukte validiert A - 'i

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite23 = - BFR



Aktuelle Infos aus dem CRL Marz 2010

*  Probleme mit Transia Test Kit

« falsch positive und falsch negative Ergebnisse
(unbefriedigende Selektivitat und Sensitivitat)

« PT trial fur NRLs wird verschoben
« Hersteller BioControlSystems und CRL arbeiten an d. Problem

- Informationsschreiben des NRL-Staph an Labore d. Lander v.
25.03.10

« vorubergehende Empfehlung zur Vorgehensweise

» bei offiziellen Kontrollen

- im Falle eines Ausbruchsverdachts

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin Seite 24 ﬁ B.FR



Vorgehensweise bei offiziellen Kontrollen

Diagram 1: official controls

Enumeration of CPS = 105cfu, according to the EC Regulation 2073/2005 modified
(at the critical point of the process)

¥
PCR detection
seato see genes ¥ -
[ No further action
v | *
one or more sea to e

see gene(s)
detected

Transia Plate SE
ESM v3
SEA to SEE
detected or not

Possibility to send samples*® to:
+ - Another NRL using VIDAS SET2 kit**
- Or the CRL (+ 5 CPS strains)

* Meed of agreement with the lab before sending samples
** List to come: will be based on the outcome of the survey on SE detection sent to the NRLs

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite25 = c BFR



Vorgehensweise bei Ausbruchsverdacht

Diagram 2: SFPO investigations

Test samples suspected to be involved in SFPO only if :
- development of CPS possible in the matrix and the production of SE may occur®

- reported human cases with SFPO symptomatology™

1
Enumeration of CPS l

.

| Mo further action

But Gram test reaction +

2 Sustyecr: probiems wirh the use of the
Trcrma ki fon Une shetection of
| rarpteor eatesmnn

b

Transia Plate SE ESM v3 }r
SEA to SEE detected or not i pr
\ ourple cocel

Possibility to send samples to the CRL**"
(+ 5 CPS strains)

* For example: don't test fresh vegetables or fruits...
** Symptoms: nausea, abdominal pain, vomiting, diarrhoea in a delay of 30 min to & hours after ingestion
** Need of agreement with the lab before sending samples

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite26 = - BFR



IV. Ergebnisse

EFSA - ECDC
Community Summary Report

Foodborne outbreaks in the European
Union in 2008

European Food Safety Autharity

THE COMMUNITY SUMMARY REPORT
ON TRENDS AND SOURCES

OF ZOONOSES AND ZOONOTIC AGENTS
AND FOOD-BORNE OUTBREAKS

IN THE EUROPEAN UNION IN 2008

Issued on 23 December 2009
Published on 28 January 2010

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin Seite 27 F’% B,FR



Community Summary Report

Verursachendes Agens bei Lebensmittel-bedingten Ausbruchen
in der EU in 2008

Cther bacteral agents B Verified outbreaks

Yersinia O Possible cutbreaks

Farasites

Escherichia coli, pathogenic
Crther causative agents
Campylobacter

Bacterial toxins

Viruses

Unknown

Salmonella

o HOD 1.000 1.500 2,000
Humber of owtbreaks

bakterielle Toxine verursachten:

> 9.8 % (2007: 8,1 %) aller in d. EU gemeldeten Ausbriche
> 525 (2007: 464) Ausbruche insgesamt (davon 159 bestatigte, 366 wahrscheinliche)

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite28 = - BFR




Community Summary Report

Anzahl

gemeldeter humaner Falle je Agens bei bestatigten
lebensmittelbedingten Ausbrlichen in der EU in 2008

Campylobacter, E. coli, pathogenicz,
234 135

Othercausative
agents, 316

Oiherbacterial _
agents, 375

Parasites, 515

Virus, 1,162

Bacterial toxins, . ———————
2,584

Yerzinia, 53
N=14,001

Unknown, 453

Salmonella, T.724

In 2008:

> 2.994 humane Falle durch bakterielle Toxine verursacht

(kein Todesfall)

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin

seite29 = - BFR



Community Summary Report

Total outbreaks Possible outbreaks
Agent C Ty N R:gl::':::s N Human_cases
100,000 Cases Hospitalised Deaths
Belgium 2 0.02 ] - -
Denmark 3 0.05 0 - -
Finland 3 0.06 2 14 0 0
France &3 0.13 a7 835 32 0
Italy 3 <0.01 3 111 0 0
Metherand 15 0.09 0 - - -
Baciliuz Poland 2 =0.01 0 - - -
Portugal 3 0.03 1 24 24 0
Spain 7 0.02 5 0 0 0
Sweden 3 0.03 1 4 0 0
EU Total 124 0.03 3 988 56 0
Morway 8 0.17 ] 54 0 o
Switzerland 1 0.01 1 5 0 0
Belgium 1 <0.01 0 - - -
Denmark 5 0.09 4 17 1 0
France 58 0.09 42 TIT 24 1
Germany 4 <0.01 0 - - -
Hungary 5 0.05 2 240 2 o
Italy B 0.01 8 42 0 0
- Metherand 2 0.01 0 - - -
Clastridium Faland 3 .01 4 0 10 D
Partugal 8 0.08 il 16 16 0
Romania 3 0.01 2 4 4 1
Spain i3 0.03 8 0 0 0
United Kingdom 3 <0.01 3 0 0 0
EU Total 110 0.02 77 1,156 57 2
orway 3 ] B 0
Belgium 2 0.0z 0 - -
Denmark 1 0.02 0 - -
Finland 1 0.0z 0 - -
France n 0.33 168 453 138 2
Germany 1 =0.01 0 - - -
Hungary 3 0.03 1 15 Ll 0
Italy 2 =0.01 2 8 0 0
Lithuania 2 0.06 2 4 4 0
Metherand g 0.04 0 - - -
Staphylococcus  Poland 10 0.03 T 121 4 0
Portugal 8 0.08 4 48 47 0
Romania 3 0.01 2 17 17 0
Slovakia 2 0.04 1 0 0 0
Slovenia 1 0.05 1 40 0 0
Spain 32 0.07 17 0 0
Sweden B 0.07 5 23 0 0
EU Total 291 0.06 210 1,740 220 2
Morway 7 0.15 5 11 1 o
Switzerland 1 0.01 0 - -

In 2008 in der EU:

durch Staphylokokken verursacht:

291 gemeldete Ausbruche
(Gesamtanteil: 5,5 %)

Inzidenz EU: 0,06

davon 210 wahrscheinliche

81 Staphylokokken bestatigte
(davon 52 S. aureus bestatigte)

GroBteil in F gemeldet:

211 Ausbruche / 43 bestatigte
DE: 1 bestatigter Ausbruch
(2007: 0; 2006: 4; 2005: 0)

20 % aller Ausbruche in der EU
wurden 2008 von DE gemeldet

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin

seite 30 = ¢ BFR



Community Summary Report

Figure OUTS. Distribution of outbreaks caused by pig meat and products thereof in the EU, 2008

@ EEY Schweinefleisch und -produkte:
B T durch Staphylokokken verursacht

COther Salmoneila
spp.

o > 9,6 % der 83 gemeldeten Ausbriiche
o > 13,9 % der 842 gemeldeten Falle

Figure QUTS. Distribution of outbreaks caused by broiler meat (Gallus gallus) and products thereof
in the EU, 2008

ﬁ% e 5% Hiihnerfleisch und -produkte:
—— o durch Staphylokokken verursacht
> 7,1 % der 28 gemeldeten Ausbruche
Semonets — = GierSatmonete > 1,7 % der 352 gemeldeten Falle
> insgesamt grofBe Heterogenitat in Bezug auf die Art des bei SE
Ausbruchen beteiligten Lebensmittels
> langst nicht nur Kase und Milch als beteiligtes Lebensmittel

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin Seite 31 % B.FR



V. Zusammenfassung / Fazit

> mittlerweile erhebliche Anzahl unterschiedlicher SE- oder SE/-
Typen identifiziert

emetische Aktivitat nicht immer vorhanden

Bedeutung im Zusammenhang mit Erkrankungen unklar

YV V

methodische Moglichkeiten derzeit sehr beschrankt
beruhen i.d.R. auf kommerziellen ELISA-Systemen
nur fur klassische SE-Typen (A-E)

keine Identifizierung und Quantifizierung
Sensitivitats- u. Spezifitatsprobleme
Molekularbiologie als erganzendes Tool

VVVYVYVY

A\

derzeit Bestrebungen EN/ISO (DIN) d. Methoden .
hormung :

> Federfuhrung: CRL (AFFSA)
> Normierung des Screening-Verfahrens

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin Seite 32 ﬁ B.FR



V. Zusammenfassung / Fazit

> kaum Daten zum Vorkommen von SE in Lebensmitteln
> vereinzelt Veroffentlichungen zum Erregerverhalten /
Vorkommen in best. Lebensmitteln v.a. aus Asien

> Anteil der durch bakterielle Toxine verursachten Ausbrliche
in der EU hoch

> kaum gemeldete Ausbruche in DE in 2008

> hohe Variabilitat hinsichtlich der Lebensmittel

> Dunkelziffer dirfte insgesamt hoch sein

> Bedeutung von SE aus lebensmittelhygienischer Sicht
moglicherweise unterschatzt

> Anregung von Studien (z.B. Aufnahme in BUP)

A. Fetsch, OGD FoBi 2010, 26.03.2010, Berlin seite 33 = c BFR
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