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Wie ahnlich sind korrespondierende mikrobielle
Okosysteme (Model Abfluss)?

A) Cooling chamber B) Cutting area

DB

C) Washing area D) Processing area

DB
61

Dzieciol et al., 2016 Front. Microbiol.
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Wieso das Thema Kreuzkontamination und Listerien?

Steigende Listeriose-Inzidenz in vielen EU 28 MS

Ausbriche an Listeriose vorwiegend in Landern mit differenzierter
Produktionstechnologie und hohem Hygienestandard (in den letzten 5 Jahren:
Osterreich, Belgien, Danemark, Schweiz, Deutschland)

Viele Zoonoseerreger haben einen Lifestyle aul3erhalb der Kette, der wenig
erforscht ist (Trennung LMH-Okologie)

L. monocytogenes zeigt viele Features, die ihn als Pathogen moderner
Produktionssysteme vermuten lassen
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Mikrobielle Persistenz erleichtert Kreuzkontamination

Food processing

Environment )
environment

Food chain

Habitat specific Contamination of
prevalence food

o L Persistence
Abiotic and biotic . .
VOIS phenomenon Food safety violation

Increased hygiene
risk

Genetic setting Legal consequences

Decreased detection Competiveness of
probability food producers

Mechanisms Hazards Consequences

Larsen et al., 2014, Food Control
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Review - Persistence of Listeria monocytogenes in food
Industry equipment and premises (Brigitte Carpentier,
Olivier Cerf IJFM 145, 2011, 1-8)

« Persistenz: Wie zu definieren?
* Wie schauen Verbreitungsmodelle in Produktionsumfeldern aus?

* Sind persistente Isolate “toleranter” gegen Desinfektionsmitteln?

e Sind persistente Isolate “resistenter” gegen Stressoren (zB.
Nahrstofflimitation)?

« Persistente Listerien und Biofilmbildung? Kénnen Kommensalen die
Biofilmbildung stimulieren?

e Persistente Isolate und Virulenz?
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Listerien sind ,Klassiker* fur
Kreuzkontaminationsphanomene

Country  StatusFPE®  Sampling events ence (%) pos/total sampling

(1) (2) (3) (4)
Farmhouse cheese makers
Slovakia (P 4 1Ly 2/157 0/30 1/43 0/43 1/41
Slovakia uce 4 2.20 4/182 0/45 1/45 0/45 /a7
Ireland C 4 214 4187 0/43 2/50 1/50 1/44
Ireland  UC 4 £.42 12/187 1/46 2/47 6/47 3/47
Dairies
Austria C 4 123/473 21/81 23/80 13/85 66/227
Austria  UC 4 1/190 0/50 0/38 1/51 0/51
Spain uc 4 4152 1/36 1/29 1/38 1/29
Greece C 4 13/180 11/45 2/46 0/44 0/45
Greece  UC 4 3172 0/30 1/44 2/50 0/48
Meat producers
Spain c 4 56/111 14/27 15/28 17/28 10/28
Romania C 4 44/166 8/40 1241 11/42 13/43
Romania  UC 3 16/85 0/13 2/37 14/35 n. d.

® FPE food processing environment; © pos L. manocyt

sitive samﬁles; ¢C contaminated; ¢ UC uncontaminated; n. d. not determined;

Muhterem-Uyar et al., 2015 Food Control
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Nischen des Keimubertrags: Listeria monocytogenes

Utensilien [ Forderbander

Drains Matten Schlauche
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vienna &0 Verbreitungsschemata fur Listerien imromise
Prozessumfeldern
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Persistenz von L. monocytogenes: wie
messen?

A-J=BAPD groups

Wagner et al., JFP 1996
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Die ,Gretchen” Frage: Ist Persistenz genetisch
encodiert?

 Das PAN-GENOME von L. monocytogenes ist hoch stabil. Interessant
sind hyper variable hotspots (accessory genome).

 Mobile Elemente (wie ZB comK prophage) treiben die nischen-spezifische
Adaptation, Persistenz, und Transmission bei L. monocytogenes.

(1) (5) Kuenne et al. (2013) BMC Genetics; (2) Verghese et al. (3) Miiller et al. (2014) PlosOne; (4) El-Hanafi et al., (2010),
AEM (5) Gilmour et al. (1996) AEM.
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Figure 1:

Genomic maps of L. innocua Clip 11262
(inner), Linn_24 (middle), Linn_8 (outer
circle) created with Genespring GX

w0 (Agilent). Absent gene regions are phage
related and depicted in blue.

Genepool bei persistierenden L. monocytogenes and L. innocua (n=30)
weitgehend homolog.

Microarray data: Genetische Variationen nur in Regionen, wo Phagen
Insertiert sind
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Biomarker flr Desinfektionsmitteltoleranz: Th6188
(und Tn554-ahnliche Transposone)

Tn6188
[ (5117 bp)
i ‘ — _ _’ Listeria monocytogenes
Tn5406
(5467 bp)
- ) -G—— -
((((((( tnpA thpB vgaAv radc* Stap hyl OCOCCUS au reus
I_ [B:;ﬁshapj _I
- L) — —Gmee - Staphylococcus lentus
radC* pA tnpB fexA radC*
(N (42235::) (B
- ‘o) G - Enterococcus faecium
radC* npA tnpB drfk  radC*
Tn554
[ (6691 bp)
- m—) m—— ) s s -2)- StaphylocoCCus aureus
radC* tnpA tnpB spc ermA radC*
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Sind persistente Isolate “resistenter” gegen
Stressoren (zB. Nahrstofflimitation)?

Drei persistierende Isolate (6179/IRE, 4423/AT, 479a/DK) und
Kontrolle: exposition gegen milden Nahrstofflimitierung

Stress response (secreted proteins): gemessen durch
exoproteomischer Ansatz



- "
Q &
vetmed , &
phomlse

Nahrstoﬂllmltlerung flhrt zu Resistenz gegen alkalinen
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Konnen Kommensalen die Biofilmbildung von Listerien
stimulieren?

Figure 5: Stainless Steel Flowcell Model
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L. monocytogenes sind die schwachsten Biomasse-
produzenten im Vergleich zu kalteadaptierte Species
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Pseudomonaden fordern die L. monocytogenes
Biofilmbildung (10° C; Flotation)

’ 20,21 +11,94%
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| |

oo
£
=
20
= 3 £9,05% L.
no 20,70 =6,77%
L. mono. 17,30 =10,98%
8,07 £11,57% L. mono.
1 L. mono. i
l ——
0 T T T
L.m. R479a+ L.m. R479a+ L.m. R479a+ L.m. 4423 + L.m. 4423 + L.m. 4423
i Y.enterocholitica P.aerugionsa S.marcescens terocholit

dual- species biofilms




= o’

W @ _°

vetmeduni @ B
vienna & promise

18,0 -

16,0

14,0

12,0

10,0

8,0

6,0

4,0

Persistente Genotypen und Virulenz (ST121)

B NORTH AMERICA (Canada)
AFRICA (Egypt, Marocco)
ASIA (China, Bangladesch, Nepal, Armenia, Georgia)
m SOUTH AMERICA (Ecuador, Argentina, Bolivia, Brasil,
Colombia, Peru, Venezuela)

M EUROPE (Serbia, Moldavia, Albania, Ukraine)

m EUROPE/ASIA (Turkey, Russia)

T T 1

L. monocytogenes MLST 121 Isolate hoch pravalent in Produktionsumfeldern (Ragon
et al., 2008 Plos Pathog; Parisi et al. Food Micro, 2010; Hein et al., 2011 Appl
Environ Microb.)
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Intracelllular Growth Coeficient
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ST121 L. monocytogenes sind niedrig virulent in

epithelialen Zellenkulturen

§012

Strain Food source Serotype MLST -type
ROO1 Mackerel 1/2a 20
] RO02 Marinated fish 1/2a 8 ¢ TH P- 1
RO03 Smoked herring 1/2a 20
RO04 Raw- dry salami 1/2a 20
RO05 Smoked salmon 1/2a 155 ] Ca CO—Z
1 RO06 Anchovy 1/2a 20
RO07 Fish with spices 1/2a 155
RO08 Smoked sprat 1/2a 20
RO09 Fish in oil with herbs 1/2a 155
_ RO10 Butter 1/2a 121
RO15 RO11 Poultry 1/2a 121
RO08 @ RO12 Lard 1/2a 8
RO14 PN - . .
o RO13 Herring with spices 1/2a 155
. RO10 ROO4 §011 RO14  |Porkrind 1/2¢ 9
RO02 ROQ3 @ L4 RO15 Herring with spices 4b 2
& o6, o
ROO1 ROOG. EGDe RSOS
RO06
R014 PSOZ 12 ROO1 O ROO4 EGDe
@ROlO 2 it O Brood]
011 7ROO€ RO13 JROOS RO09 RO15 O
R013 L | | L | | 1
R007 3 4 5 7 8
Invasion efficiency, %
Ciolacu et al., 2015 IJFM
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ST121 haben truncated inlA und bapL Gene
(biofilm formation)

I 1 DD s <D<
I 1. DD s <HD <
80

1 kbp

Schmitz-Esser, 2015 Front. Microbiol.
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ST 121 (multiple origin): Genetischer Hintergrund ist
klonal
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ST121 Genome zeigen Marker, die wahrscheinlich in
Kompetitionsmechanismen mit anderen Bakterien
Jnvolviert sind
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kptA codiert fiir eine RNA 2" 3056 bp protein 29 rearrangement
phosphotransferase (WapA  hotspot repeats (Strain competition)
schneidet RNA und tRNA)
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Take home message: Persistenz ist ein Eckstein In
Listeria Kreuzkontaminationsszenarien
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Input  Strain features  Consequence Input Strain features  Consequence
Lot Abundance o
SEMmiEen —» Erradication elevated Erradication

approriate

Sanitation

o
adaption urviva

inappropriate Tolerance Persistence
\
Ha}bo_ura'ge in Adaptation
abiotic niches Fitness N
\\\
. 7Y AN
Habourage in Mg N
biotic niches N
N
N
AN
N
: Event Low :
Systemic Virulent =»> RI|SK

specific virulent



