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Sehr geehrte Damen und Herren, liebe Teilnehmerinnen und Teilnehmer,

Nach der Pause im Jahr 2021 durch die Coronavirus-Pandemie veranstaltet das BfR in diesem
Jahr wieder das Symposium Zoonosen und Lebensmittelsicherheit als Prasenzveranstaltung.
Unser Ziel ist es, einen Uberblick tiber aktuelle Themen bzw. neue Entwicklungen zu Zoonose-
erregern entlang der Lebensmittelkette zu geben. Dabei geht es weniger um Vollstandigkeit,
sondern darum, spezifische Aspekte herauszugreifen und mit lhnen zu diskutieren. Dafiir
haben wir Referentinnen und Referenten vom BfR, aus Deutschland und auch aus benach-
barten EU-Staaten gewinnen kénnen.

Das Programm umfasst einen bunten Straul8 von Themen aus den Bereichen Monitoring,
Uberwachung und Ausbruchsanalyse, aber auch die Weiterentwicklung von Untersuchungs-
methoden fiir den besseren Nachweis und Charakterisierung von Erregern in Lebensmitteln.
Daneben werden aber auch aktuell diskutierte Gibergreifende Themen wie das ,,Containern”
im Spannungsfeld zwischen Reduktion der Lebensmittelverschwendung und der Lebensmittel-
sicherheit behandelt. Aber auch die wachsende Rolle von Insektenprotein in unserem kiinftigen
Speiseplan — in Mitteleuropa nach wie vor nicht fest etabliert — werden wir vor allem unter
dem Aspekt der Lebensmittelsicherheit diskutieren. Fest etabliert in den meisten Speiseplanen
sind Rindfleisch und Milch und hier haben Fragen um mogliche Gesundheitsrisiken durch so-
genannte ,bovine meat and milk factors” (BMMF) das BfR zu weitergehenden Untersuchungen
veranlasst. Weiterhin geht es um Clostridioides difficile, einem Erreger schwerwiegender,
antibiotikaassoziierter Infektionen in Krankenhausern. Das BfR ist seit mehreren Jahren
intensiv bemiiht, eine mogliche Rolle von lebensmittelliefernden Tieren und von ihnen aus-
gehenden Lebensmittelinfektionen des Menschen aufzuklaren und besser zu verstehen.

Alte Bekannte sind die Belastung des Gefliigelfleisches mit Campylobacter und entsprechende
Bemiihungen, diese Bakterien in der Tierhaltung zu verringern oder ihre Ubertragung auf die
Schlachtkodrper von Masthdhnchen zu vermeiden — oder zumindest zu vermindern. Auch das
Thema zu Erkrankungen durch Cronobacter ist nicht neu und wird in einem Vortrag aufgegriffen.

Die Rolle der Umwelt im Kontext One-Health wird in den Beitrdgen zu Zoonoseerregern in
Wild und in aquatischen Systemen adressiert. Das letztere Thema stellt auch eine Verbindung
zum Klimawandel her, da davon auszugehen ist, dass mit steigenden Umgebungstemperaturen
auch das aquatische Mikrobiom in Europa Veranderungen unterliegen wird.

Zum Abschluss des Symposiums werden wir uns auch den Fragen der Transparenz und Nach
haltigkeit beim ,,open Data“-Ansatz widmen. Das BfR hat hier mit dem Projekt ,, ZooNotify“
eine neue Plattform geschaffen, um die im Rahmen der Arbeit der Uberwachungsbehérden
und Bundeseinrichtungen gewonnenen Daten zum Vorkommen von Zoonoseerregern und
relevanten Bakterien in der Lebensmittelkette und deren Resistenzeigenschaften 6ffentlich
verfligbar und auch maschinell lesbar zu machen. Diese Datenauswertungen kdnnen so einer-
seits von den Einsendern direkt abgerufen werden, stehen aber auch fiir die wissenschaftliche
Nachnutzung durch Dritte zur Verfligung. Ziel dieses Ansatzes ist, den mit Abstand besten
Uberblick tiber die Situation zu Zoonoseerregern und deren Resistenzen in Deutschland zu
geben und aktuelle Trends besser erkennen zu konnen.

Diese Aktivitaten weiter zu entwickeln und die betroffenen ,Stakeholder” zusammenzubringen,
ist seit Jahren der zentrale Antrieb des BfR zur Durchflihrung dieses Symposiums. Wir wiinschen
Ihnen eine interessante und gewinnbringende Tagung mit vielen guten Diskussionen.
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1 Programm

Donnerstag, 16. November 2023
Moderation: PD Dr. B.-A. Tenhagen, Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR), Berlin

10:00-10:15 Uhr BegriiBung
Prof. Dr. Karsten Nockler,
Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR), Berlin

10:15-10:45 Uhr Ergebnisse Zoonosen-Monitoring 2022
Dr. Carolina Plaza-Rodriguez,
Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR), Berlin

10:45-11:15 Uhr Jetzt wird es Wild — Pravalenzerfassung und Monitoring von
Zoonoseerregern in Wildtieren in Brandenburg
Dr. Martin Richter,
Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR), Berlin

11:15-11:45 Uhr Kaffeepause

11:45-12:15 Uhr Vibrio and Aeromonas in fresh water: a focus on V. cholerae and
A. salmonicida two zoonotic “pathogens”
Sandrine Baron,
Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de
I’environnement et du travail (Anses), Frankreich

12:15-12:45 Uhr Vibrio spp. in Aquakulturen: fact or fiction?
Dr. Jens André Hammerl,
Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR), Berlin

12:45-14:15 Uhr Mittagspause

14:15-14:45 Uhr FoodChain-Lab: Regionale, nationale und globale Partnerschaften
fiir interoperable Softwaretools zur Lebensmittelriickverfolgung
Dr. Marion Gottschald,
Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR), Berlin

14:45-15:15 Uhr Rotaviren bei Wildschweinen und Wildwiederkauern in
Brandenburg, 2019-2021
Dr. Eva Trojnar,
Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR), Berlin

15:15-15:45 Uhr VBNC-Campylobacter in der Umwelt:
Erkenntnisse aus Praxis und experimentellen Studien
Dr. Anika Friese,
Freie Universitat Berlin, Berlin
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15:45-16:15 Uhr

Kaffeepause

16.15-16:45 Uhr

Cronobacter and its adaptation to the low-moisture PIF
production environment

Prof. Dr. Guerrino Macori,

University College Dublin, Irland

16:45-17:15 Uhr

Insekten als Nahrungsmittel
Dr. Nils Grabowski, Tierarztliche Hochschule Hannover, Hannover

17:15-17:45 Uhr

Bovine Milk and Meat Factors (BMMFs): was steckt dahinter?
Dr. Stephen Marino,
Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR), Berlin

anschlieRend

Get-together

Freitag, 17. November 2023
Moderation: PD Dr. B.-A. Tenhagen, Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR), Berlin

09.00-09.30 Uhr

Thermische Verfahren in der Broilerschlachtung und deren
Wirkung auf Campylobacter bzw. Salmonellen

PD Dr. Felix Reich,

Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR), Berlin

09:30-10:00 Uhr

Hygienisierung von Prozesswassern im Gefliigelschlachtprozess
mittels organischen Sauren und Sauerstoffabspaltern

Prof. Dr. Uwe Rosler,

Freie Universitat Berlin, Berlin

10:00-10:30 Uhr

Containern: Mikrobiologische und sensorische Qualitat von aus
der Miilltonne enthommenen Lebensmitteln

Dr. Ann-Sophie Braun und Prof. Dr. Corinna Kehrenberg,
Justus-Liebig-Universitat GielSen, Giellen

10:30-11:00 Uhr

Kaffeepause

11:00-11:30 Uhr

Vorkommen von Clostridioides difficile in Lebensmitteln
Dr. Anissa Scholtzek,
Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR), Berlin

11.30-12:00 Uhr

Entwicklung Cluster-spezifischer PCR Screening Assays
Dr. Janina Treffon,
Universitat Munster, Minster
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12:00-12:30 Uhr

Einfluss der Probenvorbereitung und Sequenzierung auf die
Qualitdt von short-read whole genome sequencing-Daten
Dr. Leonie Forth,

Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR), Berlin

12:30-13:30 Uhr

Mittagspause

13:30-14:00 Uhr

Vorkommen von Shiga-Toxin bildenden E. coli in Mehl
Tomke Priser,
Landesamt fiir Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt, Halle

14:00-14:30 Uhr

ZooNotify —

Zoonosendaten aus der Lebensmittelkette verfiigbar machen
PD Dr. B.-A. Tenhagen,

Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR), Berlin

14:30-15:00 Uhr

Schlusswort
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2 Abstracts
2.1 Results of Zoonoses Monitoring 2022

Dr. Carolina Plaza-Rodriguez, PD Dr. Bernd-Alois Tenhagen

Bundesinstitut fur Risikobewertung, Abteilung Biologische Sicherheit

In order to be able to define appropriate measures to reduce the occurrence of zoonotic path-
ogens in livestock and food, monitoring of zoonotic pathogens at all stages of the food chain
is of fundamental importance. By regularly collecting data on zoonotic pathogens, the Zoonoses
Monitoring also provides information about the spread and development trends of zoonotic
pathogens and the effectiveness of the control measures. In addition, with the resistance tests,
representative data is obtained in the Zoonoses Monitoring for the assessment of the current
situation and the development trends of resistance to antimicrobial substances in zoonotic
pathogens and commensal bacteria. The general administrative regulation on the collection,
evaluation and publication of data on the occurrence of zoonoses and zoonotic pathogens
along the food chain (AVV Zoonoses Food Chain) is based on Directive 2003/99/EC and forms
the basis for zoonoses monitoring. The German nationwide zoonoses sampling plan for zoo-
noses monitoring is drawn up jointly by the Federal Institute for Risk Assessment (BfR) and
the Federal Office of Consumer Protection and Food Safety (BVL), and it is approved by the
Zoonoses Committee after consultation with the Federal States. The zoonoses sampling plan
for 2022 envisaged the examination of representative samples from compound feed plants,
primary producers, manufacturing companies, slaughterhouses, border control posts, retailers
and from wild. The pathogens for which the samples were examined were, on the one hand,
the classic bacterial zoonotic pathogens Salmonella spp., Campylobacter spp. and Listeria (L.)
monocytogenes and on the other hand, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA),
presumptive Bacillus (B.) cereus, commensal Escherichia (E.) coli, extended-spectrum beta-
lactamase and AmpC beta-lactamase producing E. coli (ESBL/AmpC-producing E. coli),
carbapenemase-producing E. coli and Enterococcus faecium/faecalis. For the first time, the
Zoonoses Monitoring also included the hepatitis E virus and the parasitic zoonotic pathogens
Echinococcus spp. and Baylisascaris procyonis. In the Zoonoses Monitoring 2022, the chicken
and turkey meat production chains were included in accordance with the European legislation.
In addition, the duck meat production chain, different plant-based foods at different stages
of the production chain, pig liver and wild carnivores, were also examined.

The results of the Zoonoses Monitoring 2022 may indicate initial successes with the process
hygiene criterion for Campylobacter on broiler carcasses introduced in 2018. The contam-
ination of the carcasses with Campylobacter was significantly lower, and the proportion of
neck skin samples with high Campylobacter bacterial counts of over 1,000 CFU/g fell slightly
compared to previous years. Turkey carcasses again showed a high level of Salmonella
contamination, while for the first time no Salmonella was detected in the cecum contents of
the turkeys. Individual slaughterhouses were responsible for the high detection rates, which
indicates significant hygiene deficiencies in these establishments. Fattening ducks were sig-
nificantly more likely to be carriers of Salmonella and Campylobacter than fattening chickens
and turkeys. Also striking was the high proportion of neck skin samples from fattening duck
carcasses with Campylobacter bacterial counts of over 1000 CFU/g. The results make it clear
that duck meat — like the meat of other types of poultry — should only be consumed thoroughly
heated and that strict kitchen hygiene must be observed during preparation. At the same time,



BfR-Symposium: Zoonosen und Lebensmittelsicherheit — Abstracts 9

they illustrate how successful the salmonella control programs are in broilers and turkeys, as
just few or no salmonella were detected in the caecal contents of these animals. MRSA and
ESBL/AmpC-producing E. coli were detected significantly less frequently in fattening ducks than
in broilers and turkeys. These findings correlate with the overall lower resistance rates in
isolates from fattening ducks compared to isolates from broilers and turkeys. The frequent
detection of ESBL/AmpC-producing E. coli in broiler and turkeys is worrying due to the partic-
ular importance of the 3" and 4t generation cephalosporins for human therapy, especially
since, based on current scientific knowledge, it can be assumed that these resistant bacteria
can also be transmitted to humans through the food consumption. What is positive is that
with regard to MRSA detection rates in the broiler food chain, the downward trend observed
in recent years continues and, for the first time, lower contamination rates with MRSA on
turkey carcasses and in turkey meat compared to the results from previous years occurred.
High detection rates of L. monocytogenes were found in poultry meat at incoming goods from
poultry meat product manufacturers, but low contamination rates and bacteria levels in boiled
sausage slices made from poultry meat at outgoing goods, which usually do not pose a health
risk to humans. Worryingly high counts of L. monocytogenes were found in loose, blackened
olives, posing a potential health risk. The results highlight the need to consistently educate
consumers about the risks that blackened olives may pose. The results show that fresh pig
liver is a possible source of infection for Campylobacter and Hepatitis E infections in humans.
This is especially true for foods that contain raw pork liver. Lettuce represents a possible source
of human infections with potentially pathogenic germs such as Salmonella and presumptive
B. cereus, particularly because it is consumed without prior heating. The results confirm that
foxes and raccoons are often carriers of parasites that are dangerous to humans. Appropriate
protective measures should be observed when handling the animals or their feces.

The resistance rates were again higher for E. coli isolates from broilers than in turkeys, which
correlates with the high frequency of antibiotic therapy observed in broilers. What was striking
was the frequent occurrence of resistance to third-generation cephalosporins in isolates from
the broiler food chain, particularly from imported chicken meat, especially since the use of
cephalosporins in poultry is not permitted. The results show that problematic bacteria can
be introduced through imported food. It is encouraging that there has been a significant decline
in resistance to several antibiotics in fattening turkeys in recent years. E. coli isolates from
fattening ducks had significantly lower resistance rates than those from broiler chickens and
turkeys. The lowest resistance rates occurred among E. coli isolates from wild carnivores,
indicating that there is no major accumulation of resistant bacteria in the animals in the
environment. The results make it clear that efforts to reduce the use of antibiotics in farm
animals must be further increased in order to achieve a reduction in resistance rates. A focus
here should also be on reducing the use of critical antibiotics, especially those substances
classified as HPCIA by the WHO. The urgency of reducing the use of fluoroquinolones is under-
lined by the still very high and in some cases increasing resistance rates among isolates from
poultry meat chains to this class of substances.

The results of zoonoses monitoring provide information about what priorities should be set
in monitoring. They provide important information that supports the authorities in taking
appropriate measures to reduce the occurrence of zoonotic pathogens. With the overarching
goal of reducing consumers' exposure to zoonotic pathogens, the Zoonoses Monitoring
make an important contribution to consumer health protection.
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2.2 Jetzt wird es Wild -
Pravalenzerfassung und Monitoring von Zoonoseerregern in Wildtieren in Brandenburg

Dr. Martin Heinrich Richter

Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Abteilung Biologische Sicherheit

Hintergrund

Seit 2017 fihrt das BfR auf Bundesforstflachen in Zusammenarbeit mit dem 2018 am BfR
gegriindeten Studienzentrums fiir landnutzungsbezogene Bewertungsverfahren und One
Health (LaBeOH) systematisch Studien zum Vorkommen zoonotischer Erreger in Wildtieren
durch. Hierbei wird v. a. das Vorkommen zoonotischer Pathogene in Wildtieren, die als
Wildbret verzehrt werden, untersucht. In Langzeitstudien sollen zudem Faktoren untersucht
werden, die Einfluss auf Erregerpravalenzen haben kénnen. Hierzu zéhlen insbesondere der
Einfluss des Klimawandels, oder auch das Migrationsverhalten von Wirtstieren in bisher nicht
oder seit langem nicht mehr besiedelte Okosysteme. GleichermaRen wird das Entstehen neuer
oder das Besiedeln bereits bestehender 6kologischer Nischen, die von bestimmten neuen
(emerging) oder wiederauftretenden (re-emerging) Pathogenen besetzt werden, untersucht.
Im Mittelpunkt stehen hierbei auch Untersuchungen zu den zoonotischen Eigenschaften
dieser Pathogene und ihrem Gefahrdungspotenzial fiir den Menschen.

Momentan gibt es kaum belastbare Daten zu Erregervorkommen in Wildtierpopulationen in
Deutschland. Hier prasentieren wir Ergebnisse zum Vorkommen von zoonotischen Erregern
in Wildtieren im Bundesland Brandenburg auch unter Berlicksichtigung von klima- und wetter-
bedingten Einfllssen.

Methoden

Im Rahmen eines Monitoringprojektes von Wildtieren wurden kontinuierlich zwischen den
Jagdsaisons 2017/18 bis 2022/23 im Bundesland Brandenburg verschiedene Wildtierproben,
u. a. Herzmuskel, Vorderlauf, Fett- und Bindegewebe, Zwerchfell, Leber, Zunge, Tonsillen
und Blut auf das Vorkommen folgender Erreger beprobt: i) Parasiten: Toxoplasmen, Krypto-
sporidien, Alaria alata Mesozerkarien; ii) Bakterien: Yersinien, Campylobacter, Staphylo-
kokken und iii) Viren: Rotaviren, Hep-E Viren. Neben der Isolierung wurden zur Diagnostik
molekularbiologische (PCR, rt-PCR) und serologische Methoden (Immunofluoreszenz, ELISA,
Western Blot) angewendet.

Diskussion und Ausblick

Die erzielten Ergebnisse dienen der Verbesserung der Datendichte im Bereich des
Vorkommens zoonotischer Pathogene in Wildtieren. Bei den Wildtieren, die lGblicherweise
als Wildbret verzehrt werden, soll zusatzlich das hiervon ausgehende Risiko fiir die
Verbraucherinnen und Verbraucher besser abgeschatzt werden kénnen. Ferner sollen
Langzeitstudien dazu beitragen, das Erregerverhalten in Abhdngigkeit klimatischer
Bedingungen zu verstehen und die moéglichen Auswirkungen fir den Menschen besser
abzuschatzen. Da auch der Verzehr von Wildbret kontinuierlich steigt, konnen diese
Erkenntnisse auBerdem in prophylaktische MaBnahmen, wie die Fleischuntersuchung,
einflieBen. Dartber hinaus ist geplant, dieses Monitoring auf andere Bundeslander
auszuweiten, um auch regionale Unterschiede zu untersuchen.
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2.3 Vibrio and Aeromonas in fresh water: a focus on V. cholerae and A. salmonicida two
zoonotic “pathogens”?

Sandrine Baron

Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (Anses), Frankreich

Why a focus on Vibrio cholerae and Aeromonas salmonicida?
These two species share common features...

— Ecological niche similarities. Vibrio cholerae non-01/non-0139 and Aeromonas salmonicida
are both autochthonous bacteria of aquatic environments and euryhaline bacteria,
present in all types of waters from fresh to saline water including wastewater (either
raw or treated).

— These two species are characterised by a high genetic plasticity. A. salmonicida is known
to harbour specific plasmids, and integrons, mainly class 1 and less often class 2. Globally,
at the genus level, Aeromonas is described as a “gene sponge”. Vibrio cholerae harbours
two chromosomes and Integrative Conjugative Elements (ICE) in particular of the SXT
family.

Same questions about these two species could arise...

— Can they be considered as candidates to be potential indicators of antimicrobial
resistance dissemination in the aquatic environment?
To become an indicator, several criteria should be fulfilled: (i) accurate and rapid
identification tools (ii) an easy and frequent detection in aquatic environment (iii) a
capacity to acquire and exchange genes (iv) cut-off values to categorise the isolates
between wild type and non-wild.

— Can they be considered as zoonotic pathogen?
Aeromonas salmonicida is pathogenic for fish, mainly for salmonids, and its opportunistic
pathogen status is discussed. Human infections caused by Aeromonas salmonicida have
been reported. Recently mesophilic strains of A. salmonicida salmonicida have been
described and involved in humane infection.
Vibrio cholerae non-01/non-0139 is an opportunistic human pathogen. Reports of animal
infections, not only in aquatic animals, raise the question of its zoonotic potential.

These two questions are of particular interest, especially in the context of climate change.
Indeed, the increase in water temperature will lead to an increase in the density and the
frequency of both species in aquatic environments.

By presenting the research work carried out at the UMBA and the cooperation with the
Vibrio Unit of the BfR. | will try to provide some answers to these questions.
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2.4  Vibrio spp. in Aquakulturen: Fact or Fiction?

Dr. Claudia Jackel, Jonas Nekat, Cornelia Goéllner, Diana Manta, Dr. Jens Andre Hammerl

Bundesinstitut fur Risikobewertung, Abteilung Biologische Sicherheit, Konsiliarlabor fiir Vibrio spp. in Lebensmitteln

Vibrionen sind weltweit verbreitete Umweltkeime, die primar in aquatischen Habitaten vor-
kommen und Erkrankungen beim Tier und Menschen verursachen kdnnen. Dabei kann ein
Verzehr von kontaminierten Meerestier- und Fischprodukten zu milden/moderaten Durchfall-
erkrankungen fihren. Zunehmend werden aber auch schwere Krankheitsverlaufe bzw.
Wundinfektionen verzeichnet, die bis zum Tod filhren konnen. Im Zuge des fortschreitenden
Klimawandels und der kontinuierlichen und dauerhaften Erwarmung aquatischer Habitate,
ist auch in Deutschland mit einer Zunahme derartiger Infektionen zu rechnen. Als humane
Krankheitserreger treten insb. V. cholerae, V. parahaemolyticus und V. vulnificus in
Erscheinung. Aber auch andere Spezies werden z. T. mit schweren Infektionsverlaufen in
Verbindung gebracht. Wahrend die erlassene Meldepflicht (1fSG) ausschlieBlich humane
Infektionen mit pathogenen Vibrio spp. erfasst, fehlen flachendeckende Daten zur
Epidemiologie der einzelnen Spezies und der Vielfalt ihrer natlrlichen Reservoire.

Das DVG Konsiliarlabor fiir Vibrio spp. in Lebensmitteln (KL-Vibrio) am BfR geht diesen
Fragen fiir Lebensmittel, Nutztiere aber auch Tierhaltungen (Aquakulturen) nach, um den
Verbraucher vor Lebensmittelinfektionen zu schiitzen. Dabei liegt die Herausforderung nicht
allein im Erregernachweis, sondern auch in der Bewertung von deren Bedeutung. Einige
Spezies verfligen Uber Toxingene, die zweifelsfrei mit deren Pathogenitadt verbunden und
diagnostisch leicht nachweisbar sind. Andere Spezies (z. B. V. vulnificus) weisen multiple
Virulenzfaktoren auf, deren spezifische Regulation die Auspragung der Pathogenitat
beeinflussen, aber in ihrer Gdnze nur durch eine aufwendige Gesamtgenomsequenzierung
zu erfassen sind. Die Anforderungen an den Vibrio-Nachweis sind in den letzten Jahren
gestiegen. Neben dem methodisch anspruchsvollen Erregernachweis und der zweifelsfreien
Identifizierung kommen auch neue Reservoire hinzu die im Zuge des Verbraucherschutzes
Uberwacht werden missen. Auch die Einstufung spezifischer Spezies als Risikoagenzien
bedarf weiterer intensiver Grundlagenforschung.

In Deutschland wurde in den vergangenen Jahren stark am Aufbau von geschlossenen
Aquakulturen gearbeitet, die mittlerweile flichendeckend liber die Bundeslander verteilt
sind. Erste Untersuchungen zeigen, dass auch diese geschlossenen Systeme Vibrionen
aufweisen kdnnen, die z. T. auch als humanpathogen eingestuft wurden. Aber woher
kommen diese Keime eigentlich und wie kann man ihnen gezielt entgegenwirken, um die
Produkte so sicher wie moglich zu machen. Gerade fiir das Vorkommen und die Diversitat
von Vibrio spp. in Aquakulturen fehlt es an Monitoringdaten. Im Zuge eine Kooperation mit
einer Aquakultur hat sich das BfR im Zuge eines Jahres intensiv mit der Untersuchung von
Wasser- und Garnelenproben befasst, um Informationen zu Besiedlung und zur Diversitat
der Bakterien in diesem System zu generieren. Der Zuhdérerschaft soll ein Einblick in die
diagnostischen Arbeiten des KL-Vibrio in diesem Aquakulturprojekt prasentiert werden.
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2.5 FoodChain-Lab: Regionale, nationale und globale Partnerschaften fiir interoperable
Softwaretools zur Lebensmittelriickverfolgung

Dr. Marion Gottschald, Dr. Alexander Falenski, Marco Rigen, Latife Yiksel,
PD Dr. Bernd-Alois Tenhagen

Bundesinstitut fur Risikobewertung; Abteilung Biologische Sicherheit

Lebensmittellieferketten werden immer globaler und komplexer. Daher sind effiziente
Werkzeuge und Strategien flr Erfassung, Austausch und Analyse von Lieferkettendaten
unerlasslich fir eine schnelle Reaktion auf lebensmittelbedingte Ereignisse. Durch Partner-
schaften auf der regionalen bis zur globalen Ebene, durch harmonisierte Datenelemente und
durch die Entwicklung zuganglicher, interoperabler Softwaresysteme zur Riickverfolgbarkeit
innerhalb der Lieferkette kénnen Behdrden weltweit potenziell kontaminierte Lebensmittel
besser identifizieren, Krisen schneller |6sen sowie Transparenz und das Vertrauen der
Verbraucher starken. Ganz konkret hat das Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) im
Rahmen eines von der Européischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) finanzierten
Projekts die offene, webbasierte Softwareplattform FoodChain-Lab Web (FCL Web)
entwickelt, um groBe Mengen an Riickverfolgungsdaten von Lebensmitteln zu visualisieren
und zu analysieren. FCL Web unterstiitzt Ausbruchsuntersuchungen, indem potentielle
Quellen kontaminierter Produkte innerhalb der Lieferketten identifiziert werden. Gemeinsam
mit der EFSA wird in einem Folgeprojekt ein Okosystem fiir die Sammlung und Analyse von
Rickverfolgungsdaten entwickelt, welches auf einem universellen Format fiir den Austausch
von Riickverfolgungsdaten basiert — dem ,,Universal Traceability data eXchange (UTX)
format”. Das UTX-Format soll Synergien zwischen europdischen Riickverfolgungsinitiativen
schaffen sowie Daten aus Riickverfolgungssoftware européischer Mitgliedstaaten zusammen-
fihren und diese interoperabel machen, um in Krisenzeiten Doppelarbeit zu vermeiden. Dies
eroffnet auch die Moglichkeit fir globale Partnerschaften. Die U.S. Food and Drug
Administration (FDA) und das BfR kooperieren beispielsweise beim Aufbau webbasierter
Systeme zur Verbesserung der digitalen Rickverfolgbarkeit von Lebensmitteln Giber
harmonisierte Datenelemente. Auf regionaler Ebene gibt es mit Nordrhein-Westfalen eine
Partnerschaft, die interoperable Softwarelésungen nutzt, um die Erfassung und Analyse von
Ruckverfolgungsdaten und das Management lebensmittelbedingter Ereignisse zu digitalisieren
und zu optimieren. Letztendlich soll die Blindelung von regionaler, nationaler und globaler
Expertise Uber interoperable Riickverfolgungssoftwaresysteme die Qualitat, Aktualitat und
Vollstandigkeit von Rickverfolgungsdaten verbessern, um somit komplexe lebensmittel-
bedingte Krisen effizienter zu bewadltigen.
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2.6 Rotaviren in Wildschweinen und Wildwiederkduern in Brandenburg, 2019-2021

Dr. Eva Trojnar, Dr. Nadine Althof, Prof. Dr. Reimar Johne

Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Abteilung Biologische Sicherheit

Rotaviren stellen eine wichtige Ursache fur Durchfallerkrankungen bei Menschen und Tieren
dar, wobei insbesondere Kleinkinder und Jungtiere betroffen sind. Die Infektion erfolgt
hauptsachlich fakal-oral, die Viren kénnen auch durch Schmierinfektionen, kontaminiertes
Wasser und Lebensmittel Gbertragen werden. Die humanen Rotaviren und die der Nutztiere
gelten als relativ gut erforscht. Bei Wildtieren sind diese hingegen nur sehr wenig untersucht.
Innerhalb der am meisten verbreiteten Gruppe A Rotaviren (RVA) wird eine zusatzliche
Einteilung der Viren anhand der beiden Oberflachenproteine VP7 und VP4 in verschiedene
[G] (Glycoproten)- und [P] (Protease-sensitives Protein)-Typen vorgenommen. Aktuell werden
42 [G]- und 58 [P]-Typen definiert, wobei spezifische G/P-Kombinationen fiir verschiedene
Wirtsarten jeweils charakteristisch sind. Aufgrund der moglichen zoonotischen Ubertragungen
von Rotaviren zwischen verschiedenen Wirten ist auch der Austausch von Genomsegmenten
zwischen tierischen und menschlichen RVA-Stammen durch Reassortment moglich, was zu
neuen G/P-Kombinationen mit potenziell neuen Viruseigenschaften fiihren kann.

Fiir die vorliegende Studie wurden zwischen 2019 und 2022 erlegte Wildschweine und Wild-
wiederkauer aus verschiedenen Jagdgebieten rund um Berlin (Brandenburg) auf das Vor-
handensein von RVA untersucht. Dabei wurde nur bei 1 % (2/197) der Wildschweine (Sus
scrofa), bei 1,3 % (2/152) des Rehwildes (Capreolus capreolus) und bei 2,1 % (2/95) des
Damwildes (Dama dama) RVA-RNA im Kot mittels virus-spezifischer real-time RT-PCR
nachgewiesen. Bei Rotwild (28 Tiere) wurde keine RVA-RNA gefunden. Eine anschlielende
Genotypisierung der positiven Proben identifizierte bei den zwei RVA-positiven Wildschweinen
G3P[13]-Stamme mit naher Verwandtschaft zu bereits beschriebenen Haus- und Wildschwein-
Stammen. Das untersuchte Rehwild wies dagegen G10P[15]-Stamme auf, welche nahe mit
bekannten RVA-Stdmmen aus Rehwild, Schafen und Rindern verwandt sind. Die aus RVA-
positiven Dammwild-Proben isolierten Stamme konnten dem Genotyp G3P[3] zugeordnet
werden und clusterten in einer Gruppe von Stammen aus sehr unterschiedlichsten Wirten.

Die erzielten Ergebnisse deuten eine bereits erwartet niedrige Pravalenz von RVA in Wild-
schweinen und Wildwiederkauern in Deutschland an, wobei spezifische RVA-Genotypen nur
mit bestimmten Wiederkduerarten assoziiert zu sein scheinen.
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2.7 VBNC-Campylobacter in der Umwelt:
Erkenntnisse aus Praxis und experimentellen Studien

Benjamin Reichelt!, Dr. Kerstin Stingl?, Dr. Vanessa Szott!3, Prof. Dr. Uwe Résler?,
Dr. Anika Friese?!

1 Freie Universitat Berlin, Institut fir Tier- und Umwelthygiene, Tiermedizinisches Zentrum fiir Resistenzforschung &
Zentrum fir Infektionsmedizin

2 Bundesinstitut fur Risikobewertung, Nationales Referenzlabor flir Campylobacter

3 Freie Universitat Berlin, Institut fir Lebensmittelsicherheit und -hygiene, Zentrum fir Veterinary Public Health

Campylobacter-Infektionen beim Menschen sind in der EU die am haufigsten gemeldeten
Magen-Darm-Erkrankungen. Neben dieser Erkrankungsform, welche klinisch mit wassrigem
bis blutigem Durchfall einhergeht, konnen in einigen Fallen auch schwerwiegende
Komplikationen wie Gelenksentziindungen oder das Guillain- Barré-Syndrom auftreten.
Insbesondere Hihnerfleisch ist die bedeutendste Infektionsquelle fiir Campylobakteriosen
beim Menschen. Die Tiere selbst sind dabei in der Regel gesund.

Obwohl in Masthuhn-Betrieben umfangreiche Studien durchgefiihrt wurden, kdnnen die
genauen Wege, wie Campylobacter trotz vorbeugender MalRnahmen neue Herden
besiedeln, oft nicht eindeutig beschrieben werden. Einige Studien haben wichtige Einblicke
in die epidemiologische Situation mittels Kultivierung des Pathogens und Nachweis von
Campylobacter-DNA ermdoglicht. Dabei wird die Stallumgebung oft als ein Reservoir fiir
Campylobacter in den Masthuhn-Betrieben genannt. Verschiedene Studien lassen jedoch
darauf schlieRen, dass die Kultivierung von Campylobacter in der Umgebung von Masthuhn-
Betrieben nach wie vor eine Herausforderung darstellt. Dies kdnnte auf eine begrenzte
Persistenz von Campylobacter unter verschiedenen Umweltbedingungen zuriickzufihren
sein. Immer wieder wird diskutiert, dass die Exposition gegenliber Umweltstressoren wie
oxidativem Stress, Entzug von Nahrstoffen, osmotischem Stress, Temperatur, pH-Wert und
UV-Licht, einen Ubergang in einen lebensfihigen, aber nicht kultivierbaren (viable but non
culturable - VBNC) Zustand induzieren kann.

In dieser Studie untersuchten wir das Vorkommen von kultivierbaren Campylobacter und
VBNC-Campylobacter in Praxis in drei Masthuhn-Betrieben und deren Umgebung. Dazu
wurden Proben der Umwelt (Wasser, Tupferproben von Equipment, Luftproben, Socken-
tupfer) gesammelt. Zusatzlich wurde in einem experimentellen Ansatz das Entstehen und die
Persistenz von VBNC-Campylobacter in der Hilhnermistmatte, im Boden und in Wasser
analysiert.

Zur VBNC-Detektion nutzen wir die Methode einer Propidium-Monoazid (PMA)-Farbstoff-
basierten ,viability” gPCR (v-qPCR) in Kombination mit Kultivierung einschliefRlich einer
Anreicherungsmethode.

Bei drei von sieben Probenahmezeitpunkten waren die untersuchten Herden Campylobacter-
negativ sowie auch alle Proben der Umwelt. Bei vier Probenahmen wurden VBNC-Campylo-
bacter auBerhalb der Stadlle gefunden, wobei hier zeitgleich auch die Herden Campylobacter-
positiv waren. Diese Ergebnisse werden folgend berticksichtigt. Die Detektion in Umweltproben,
hier vor allem Sockentupfern, betrug 14 % (12/86) fiir VBNC-Campylobacter nach v-qPCR, in
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einer Wasserprobe der Umgebung (1,2 %) war der Erreger kultvierbar. Interessant war, dass
in allen 28 Luftproben der Umgebung Campylobacter-DNA nachweisbar war.

Im experimentellen Ansatz, nach Ausstallen einer Campylobacter-positiven Masthuhngruppe
im Versuchstierstall, wurden nach 24 Stunden keine kultivierbaren Campylobacter (C.) jejuni
im Hilhnermist nachgewiesen. Hingegen war die Detektion von VBNC-Campylobacter auch
nach 72 Stunden (letzter Probenahmezeitpunkt) noch moglich.

Laborstudien mit Boden- und Wasserproben, welche mit kultivierbaren C. jejuni kiinstlich
kontaminiert wurden, zeigten, dass nach drei bis 14 bzw. 15 Tagen (abhéngig von Temperatur
und Luftfeuchte), VBNC-Campylobacter induziert wurden. Diese lieBen sich auch bis zum
letzten Probenahmezeitpunkt, 28 Tage im Boden und 63 Tage im Wasser, noch nachweisen.

Versetzten wir Boden- oder Wasserproben direkt mit vorher hergestellten VBNC-Campylo-
bacter, blieben diese insbesondere bei 4 °C lange nachweisbar, mit 25 Tagen im Boden und
109 Tagen im Wasser. Beides waren auch hier die letzten Probenahmezeitpunkte.

Diese kontrollierten experimentellen Untersuchungen konnen héchstwahrscheinlich nicht
die Persistenz von VBNC-Campylobacter in der Natur nachahmen, da die Einwirkung von
Umweltfaktoren komplexer ist. Sie liefern jedoch einige wichtige Einblicke zur Thematik. So
ist das Potential zum langeren Uberdauern von noch potentiell infektidsen Campylobacter
gegeben. Vor allem die Isolierung von VBNC-Campylobacter aus Umweltproben bleibt
methodisch herausfordernd. Weiterhin ist zu beachten, dass auch andere Faktoren wie
stammspezifische Unterschiede die Persistenz von VBNC-Campylobacter beeinflussen
konnen. Obwohl unter bestimmten Bedingungen in anderen Studien ein ,,Aufwecken” der
VBNC zum kultivierbaren Zustand innerhalb eines distinkten Zeitfensters moglich war,
bestatigt die Methode der PMA v-qPCR ausschlieRlich die Integritat der Zellmembran und
liefert keine Daten zur Stoffwechselaktivitat, Pathogenitat oder Infektiositat. Hierfir sind
weiterflihrende Studien von besonderem Interesse.

Veroffentlichungen zur Studie und weiterfihrend:

Reichelt B, Szott V, Epping L, Semmler T, Merle R, Roesler U, Friese A. Transmission pathways
of campylobacter spp. at broiler farms and their environment in Brandenburg, Germany.
Front Microbiol. 2022 Oct 6;13:982693.

Reichelt B, Szott V, Stingl K, Roesler U, Friese A. Detection of Viable but Non-Culturable
(VBNC)-Campylobacter in the Environment of Broiler Farms: Innovative Insights Delivered by
Propidium Monoazide (PMA)-v-gPCR Analysis. Microorganisms 2023, 11(10), 2492.

Forderung:

Bundesministerium fiir Bildung und Forschung, ,,PAC-Campy” (IP1/01KI1725A)
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2.8 Cronobacter and its adaptation to the low-moisture PIF production environment

Prof. Dr. Guerrino Macori

University College Dublin, Irland

Members of the Cronobacter genus stand out as formidable food-borne pathogens. Their
reputation is primarily forged from causing severe infant infections with mortality rates
oscillating between 40 to 80 %. Such alarming fatality rates, combined with its frequent
isolation from a myriad of food types, most notably powdered infant formula (PIF), spotlight
the critical menace this organism presents.

Cronobacter species, previously known as Enterobacter sakazakii, are opportunistic and
consist of multiple strains. Their impact is especially profound on neonates with immature
immune systems, leading to severe conditions such as meningitis and necrotising enterocolitis
after the intake of contaminated PIF. Source tracking of Cronobacter and analysing high-
frequency species from varied origins can guide more precise control measures. A key
characteristic aiding its tenacity during food processing and storage is its robust resistance to
environmental stresses, including but not limited to extremes of heat, pH, and desiccation.
Numerous factors bolster Cronobacter survival in stringent environments. These encompass
specific genes, regulatory mechanisms, and the formation of biofilms.

Delving into the genomics of this bacterium, our studies has centred on the molecular
intricacies, serotyping distinctions, and phenotypical manifestations of various strains in PIF
environments. Using techniques ranging from RNA sequencing to reverse transcription PCR
(RT-PCR), we have probed into the gene blueprints underlying its resilience, especially its
desiccation survival strategies.

Historically, the lens of microbiological food safety has focused on culture-based method-
ologies, with the objective of detecting, characterising, and identifying target foodborne
pathogens. However, bacterial pathogens were primarily examined at the species level,
neglecting the wider microbiological environment from which they were extracted. The
technological renaissance brought about by high-throughput DNA sequencing in the early
2000s unveiled refined sub-typing protocols. These tools not only facilitate the tracking of
foodborne pathogens throughout the food chain but also offer insights into the associated
microbial ecosystems they originate from. This transformative approach to foodborne
disease surveillance and health risk assessment ushers in the age of precision food safety.

These approaches are presented for describing the environmental stress responses features
exhibited by Cronobacter species, particularly illuminating their ramifications in the food
processing sector, amalgamating the traditional and the cutting-edge, highlighting the signi-
ficance of understanding adaptive tactics of Cronobacter, the essence of contemporary food
safety measures, and the ushering of an era that champions precision in safeguarding the PIF
industry and broader food sectors.
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2.9 Insekten als Nahrungsmittel

Dr. Nils Th. Grabowski

Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover

Obwohl Speiseinsekten als traditionelle Lebensmittel seit jeher vom Menschen genutzt
werden, wurden sie im westlichen Kulturkreis erst seit Beginn des neuen Jahrtausends im
Rahmen der Bestrebungen der FAO zur Bekampfung des Welthungers , wiederentdeckt”.
Einige der mehr als 2000 als essbar bekannten Insektenarten lassen sich relativ gut in groRen
Populationen halten. Gerade omnivore Arten sind gute Kandidaten fiir nachhaltige Haltungen.
Je nach Taxon, Instar und Haltung (bzw. Fltterung) sind sie reich an EiweiRen, Fetten,
Mineralien und Vitaminen. Der Hauptgrund, Insekten traditionell zu konsumieren, ist
allerdings der Geschmack; Je nach Spezies lassen sich Insekten sehr vielfaltig zubereiten,
sowohl als Hauptzutat als auch als Zutat eines anderen Gerichtes.

Im westlichen Kulturkreis stellt die wenig ausgepragte Verbraucherakzeptanz einen wichtigen
Grund fur einen relativ kleinen Speiseinsektensektor dar. Ekel, Vorurteile und mangelndes
Vertrauen in die gesamte Wertschopfungskette, von der Primarproduktion bis zur behordlichen
Uberwachung spielen bei vielen Verbrauchern einerseits eine gewichtige Rolle. Andererseits
hat sich gezeigt, dass die Kombination von Information und der Moglichkeit der Verkostigung
ein probates Mittel ist, um Vorurteile abzubauen und Verbraucherakzeptanz zu steigern.

Wurden bis 2015 regulatorische Aspekte der Nutzinsekten im allgemeinen und Speiseinsekten
im speziellen, wenn Gberhaupt, nur in nationalen Handreichungen mit Empfehlungscharakter
thematisiert, erfolgte 2015 mit einer Risikobewertung der erste Schritt der EFSA hin zu einem
geregelten Markt?!. Im selben Jahr wurde eine Neufassung der Verordnung fiir neuartige
Lebensmittel (VO [EU] 2015/2283) verabschiedet, die Speiseinsekten und Erzeugnisse daraus
eindeutig als neuartige Lebensmittel definiert, fiir die dieselben Verfahren der Zulassung wie
flr andere neuartige Lebensmittel gelten. Bislang (Stand: September 2023) sind Antradge auf
Zulassung von Erzeugnissen aus vier Insektenarten positiv beschieden worden: Larven des
Mehlkafers (Tenebrio molitor, Mehlwiirmer), des Glanzendschwarzen Getreideschimmelkéafers
(Alphitobius diaperinus, ,Buffalowirmer”) sowie Nymphen und Imagines der europ. Wander-
heuschrecke (Locusta migratoria) und des Heimchens (Acheta domesticus). Diese Erzeugnisse
wurden per Novellierungen der VO (EU) 2015/2283 in den Novel Food Catalogue aufgenommen.
Auf diese Weise werden Speiseinsekten in die amtliche Lebensmittelliberwachung integriert.

Die Uberwachung des Speiseinsektensektors erfolgt demnach zunichst unter Beriicksichtigung
des EU-und nationalen Regelwerkes. Aus der Perspektive der EU sind Speiseinsekten per
definitionem Nutztiere, weshalb sie im Bereich der Primarproduktion denselben Vorgaben
wie andere, vertebrate Nutztiere unterliegen. Das gilt u. a. auch fiir die Futterung?. Allerdings

12017 wurden insgesamt sieben Nutzinsektenarten als Futtermittel fiir (zunéchst nur) die Aquakultur zugelassen (VO [E] 2017/893); Spéater
erfolgte die Erweiterung des Nutzungsspektrums auf die Erndhrung von Schweinen und Gefligel.

2 Dabei ist zu bedenken, dass das gegenwartige Futtermittelrecht auf die Risiken zugeschnitten ist, die die Verfutterung von bestimmten
Futtermitteln an diese konventionellen Nutztiere mit sich bringen kénnen, z. B. Ubertragung von Tierseuchen oder Zoonosen oder Ubertrag
von Riickstdnden und Kontaminanten. Insekten beschreiten jedoch mitunter andere metabolische Wege, so dass das fiir konventionelle
Nutztiere (aus gutem Grunde) existierende Verbot zur Verfutterung moglicherweise fiir Insekten nicht sachlich zu begriinden ist. Dennoch
steht der Verbraucherschutz an erster Stelle, und zukinftige Forschung wird zeigen, ob und inwiefern man die Futtermittelgesetzgebung
an die spezifischen Potentiale der Insektenhaltung fiir die Nutzung von landwirtschaftlichen Nebenstrémen anpassen kann.
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gibt es dartiber hinaus keine spezifischen Handreichungen flr Nutzinsekten. Eine eingehende
Uberpriifung eines Nutzinsektenbetriebes ist demnach gegenwirtig nur aufgrund von eigener
Sachkenntnis moglich. Dabei muss man sich stets vor Augen halten, dass die Nutzinsektenarten
keineswegs mit einem einzigen Standard zu messen sind. Daflir ist es von Vorteil, sich in der
Taxonomie der Insekten grundlegend auszukennen. Taxonomisch gesehen unterscheiden sich
Heimchen und Heuschrecken so sehr von Mehlkafern oder Soldatenfliegen wie — auf Sduge-
tiere extrapoliert — Kdngurus von Tigern. Heimchen und Heuschrecken sowie Mehl- und Buffalo-
wirmer gehoéren in jeweils eine Familie, sind also untereinander so verwandt wie Rinder,
Schafe und Ziegen miteinander. Dieser taxonomische Effekt ist von zentraler Bedeutung, da
von ihm die Haltung, Fitterung, chemische und mikrobiologische Beschaffenheit abhangt.

Wahrend nur die ersten Paragraphen des Tierschutzgesetzes sich auf alle Tiere beziehen, gelten
die sog. fiinf Freiheiten des britischen Farm Animal Welfare Committee fiir alle Tiere. Viele,
aber nicht alle davon, sind bis zu einem gewissen Grade auf Insekten Ubertragbar, aber auch
hier spielt die Spezies eine tragende Rolle. So ist im Zusammenhang mit dem Tierwohl u. a. zu
beachten, spezieseigene Standards zugrunde zu legen, z. B. dass es sich bei Kannibalismus,
der bei konventionellen Nutztieren ein ethologisches Problem darstellt, bei vielen Insekten-
arten um ein nattrliches, umfangreich in der Natur dokumentiertes Verhalten handelt. Bei der
Totung der Tiere zur Ernte sind gegenwartig noch verschiedene Methoden erlaubt, auch wenn
das Einfrieren wahrscheinlich die am ehesten dem Tierwohl entsprechende Methode ist.

Die Uberwachung von Insektenerzeugnissen basiert einerseits auf dem allgemeinen Lebens-
mittelrecht und den Novellierungen der einzelnen Erzeugnisse andererseits, wie sie im Novel
Food Catalogue spezifiziert werden. Dabei kommt der Namlichkeitskontrolle eine groRe Rolle
zu, nicht nur bei der Namlichkeit der verwendeten Spezies (cave dhnlich aussehende, aber
nicht zugelassene Arten, Moglichkeit der Tauschung bei homogenisierten Insekten), sondern
auch hinsichtlich der tatsachlichen Zulassung. Bislang erfolgte die Zulassung der einzelnen
Insektenerzeugnisse stets nur auf Antrage der Industrie, und diese Antrage beinhalten genau
definierte Kombinationen aus Insektenspezies x Be- und Verarbeitungsart x Zielprodukt x
prozentualer Insektenanteil, z. B. Heimchen, zu Mehl verarbeitet, als Zutat fir Pasta mit einem
Anteil von 5 %. Hinzu kommt, dass diese Zulassungen fiir die ersten fiinf Jahre nur fir die
Firmen (oder ihre Beauftragten) gelten, die die Zulassung beantragt hat (sog. Datenschutz
nach VO [EU] 2015/2283).

Ist die Namlichkeit bestatigt und das insektenhaltige Lebensmittel tatsachlich zugelassen,
enthalten die Spezifikationen, die aus der Novellierung in den Novel Food Catalogue einge-
flossen sind, alle weiteren Hinweise zur chemischen und mikrobiellen Analytik sowie zur
Etikettierung. Diese Spezifikationen variieren je nach Antrag, Produkt etc. Hinsichtlich der
Etikettierung gilt allerdings fiir alle Erzeugnisse, dass die Insektenart (umgangssprachlich und
wissenschaftlich) auf der Zutatenliste aufgefiihrt werden muss — dhnlich wie bei Meeres-
friichten — und dass der Allergiehinweis in unmittelbarer Ndhe anzubringen ist.
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2.10 Bovine Meat and Milk Factors (BMMFs): was steckt dahinter?

Dr. Stephen F. Marino

Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Abteilung Biologische Sicherheit

Zusammenfassung

Das deutsche Krebsforschungszentrum (DKFZ) behauptet, dass alle Verbraucher, die Rinder-
produkte verzehren, mit hoher Wahrscheinlichkeit mit krebserzeugenden Erregern namens
,Bovine Meat and Milk Factors” (BMMF) , infiziert” sind. Konkrete Beweise fir die Existenz
und die Auswirkungen dieser angeblich Bos-taurus-spezifischen Krankheitserreger wurden
bisher jedoch nicht vorgelegt. Die dies beziiglichen Behauptungen des DKFZ werden vor dem
Hintergrund der verfligbaren Daten liberprift und kritisch hinterfragt, um den Wahrheits-
gehalt der ,BMMF-Hypothese” zu klaren.

Abstract

Nach einer in 2012 veroffentlichten Hypothese von DKFZ Krebsforscher Harald zur Hausen
[1], sind bislang unentdeckte, virusartige Erreger in Rinderprodukten an der Entstehung von
Krebs, vor allem Darmkrebs, beteiligt. Das DKFZ behauptet, dass der Verzehr von Rindfleisch
bzw. Milchprodukten zu einer , Infektion” mit diesen Erregern fiihrt, die ,,Bovine Meat and
Milk Factors” (BMMFs) genannt werden und ,eine chronisch-entziindliche Reaktion, die im
umgebenden Gewebe die Krebsentstehung fordern (kénnen). Zum Ausbruch der Krankheit
kommt es Jahrzehnte nach der Infektion!“ [2]. Erwachsene, die sich mit Rinderprodukte
ernahren, sind ,,vermutlich bereits alle mit BMMFs infiziert” [2], die praktisch ausschlieRlich
bei européischen Rindern (Bos taurus) vorkommen [1]. Das DKFZ rat davon ab, Sduglinge zu
frih mit Kuhmilch zu erndhren, um eine , Infektion” mit BMMFs zu verhindern. Die DKFZ-
Arbeitsgruppe behauptet dariiber hinaus, diese ,,neue Klasse von Erregern” entdeckt zu haben
[2]. Es handelt sich dabei um kleine, zirkulare, einzelstrangige DNA Molekiile, deren offensicht-
lichstes Merkmal das Vorhandensein eines Gens ist, das fur ein Plasmid-Replikationsprotein
(Rep) kodiert. Tatsachlich weisen die meisten dieser BMMF-DNAs eine sehr hohe (bis zu

98 %ige) Sequenzdhnlichkeit mit sogenannten Sphinx-DNAs auf, Giber deren Auftreten bereits
2010 in Gehirnmaterial von mit Scrapie und Kreuzfeldt-Jakob-Krankheit infizierten Nagetieren
berichtet wurde [3]. Diese DNAs werden von der DKFZ-Gruppe nahezu ausschlief3lich in
Zusammenhang mit Rinderprodukten erwdhnt, obwohl andere Forschungsgruppen sie in
allen bisher untersuchten Lebensmittelgruppen, auch in Nicht-Rinder-Milchprodukten, nach-
gewiesen haben [4-6]. Obwohl in mehreren Veroffentlichungen der DKFZ-Gruppe wiederholt
behauptet wird, dass diese DNAs ,Erreger” und ,infektios” sind, und krebsfordernde ,,chronisch-
entziindliche Reaktionen” hervorrufen, wurden bis heute keine definitiven Belege fiir diese
Behauptungen vorgelegt. Die Gruppe behauptet zudem, BMMF DNA und das Rep-Protein in
menschlichen Darmtumorgeweben nachgewiesen zu haben, obwohl eine Studie von 2019
[7] gezeigt hat, dass das BMMF-Rep Protein in Darmgewebe und Makrophagen von gesunden
Saugertieren und in anderen Geweben von gesunden Menschen, ebenfalls nachweisbar ist.
Diese Studie wird von der DKFZ-Gruppe in ihren Veroffentlichungen bisher nicht beriicksichtigt.
Obwohl nicht kategorisch ausgeschlossen werden kann, dass ein unbekannter Erreger in Rind-
fleischprodukten an der Entstehung von Krebs beteiligt sein konnte, gibt es bisher keine 6ffent-
lich zuganglichen Daten, die irgendwelche Behauptungen (iber die in BMMF umbenannten
Molekile belegen.
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2.11 Thermische Verfahren in der Broilerschlachtung und deren Wirkung
auf Campylobacter bzw. Salmonellen

Anja Beterams?, Alina Kirse?, Prof. Dr. Lothar Kreienbrock?, Dr. Niels Bandick?,
PD Dr. Felix Reich!

1 Bundesinstitut fur Risikobewertung, Abteilung Risikokommunikation
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Unter den bakteriellen durch Lebensmittel Gbertragenen Infektionserregern haben Campylo-
bacter und Salmonellen die groRte Bedeutung. Insbesondere die humanen Campylobacteriose-
Falle stehen nach Einschatzung der Europdischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA)
zu einem erheblichen Anteil mit dem Verzehr von belastetem Broilerfleisch im Zusammenhang
(EFSA, 2011). Nach einer Stellungnahme der EFSA kdnnten die Verbraucherexposition und
damit die zu erwartenden Campylobacteriose-Erkrankungen signifikant gesenkt werden,
wenn die quantitative Belastung des Fleisches mit dem Erreger weiter reduziert wiirde
(EFSA, 2011).

In der gewerblichen Broilerfleischgewinnung wird die mikrobiologische Produktqualitat Gber
die optimale Einstellung der Verarbeitungsmaschinen sowie Spiil- und Wascheinrichtungen
bestimmt. Die Verringerung mikrobiologischer Belastungen des Fleisches ist entsprechend
dem geltenden EU-Lebensmittelrecht durch hygienische Verarbeitungsprozesse zu erreichen.
Chemische oder biologische Dekontaminationsverfahren zur Anwendung auf Broilerfleisch
haben derzeit keine Zulassung in der EU.

Im Rahmen des durch das BMEL geforderten Verbundprojektes ,KontRed” werden Verfahren
zur Verringerung der mikrobiologischen Belastung von Broilerfleisch untersucht. Die
Reduzierung der Belastung des Fleisches mit Campylobacter und Salmonellen ist dabei von
besonderem Interesse. In einem Teilprojekt wurde das keimreduzierende Potential von
HeiBwasser und Kaltluft auf die genannten Erreger untersucht.

Eine HeiBwasserbehandlung von Broilerschlachtkdrpern wird routinemaRig als Brihprozess
zur Lockerung der Federn eingesetzt. Dabei hat dieser Verarbeitungsschritt auch eine keim-
reduzierende Wirkung. In den folgenden Verarbeitungsschritten kommt es allerdings regel-
maRig zur Rekontamination der Schlachtkdrper und zu einem Anstieg der Keimbelastung.
Eine direkte Verringerung der frischen Kontamination ware deshalb wiinschenswert. Dafur
wurde in diesem Projekt eine HeiBwasserbehandlung im Modellversuch nach einer simulierten
Rekontamination der Schlachtkérper mit Campylobacter und Salmonellen untersucht. Beimpfte
Broilerschlachtkdrper wurden in einem Tauchbad fir 20 oder 30 Sekunden bei Wasser-
temperaturen von 20, 70, 75 oder 80 °C behandelt. Vor und nach der Behandlung wurden
Schlachtkdrper-Spulproben auf die Belastung mit Campylobacter, Salmonellen, Escherichia
coli und die Gesamtkeimzahl untersucht. Im Mittel wurden fiir Campylobacter und Salmonellen
Keimzahlreduktionen um etwa ein Logio KbE/ml durch die HeiRwasseranwendung erreicht.
Eine Behandlung im Wasserbad bei 20 °C zeigte hingegen keinen Effekt.

Kalte Luft wird im reguldren Schlachtprozess zum Abschluss zur Kiihlung des Fleisches ein-
gesetzt, um das noch warme Fleisch innerhalb von 2-3 Stunden auf Temperaturen zwischen
-2 und +4 °C abzukiihlen und so die Haltbarkeit zu gewahrleisten. In dieser Studie wurde eine
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zusatzliche Kaltluftbehandlung wahrend der Vorkihlung auf natlirlich mit Campylobacter be-
lasteten Broilerschlachtkdrpern angewendet. Das Freshline® SafeChill™-System (Air Products)
lenkt sehr kalte Luft Gber den Schlachtkérper, um so Campylobacter-Zellen zu inaktivieren. In
diesen Untersuchungen wurden Behandlungen fiir 20, 30 oder 40 Sekunden mit Temperaturen
von -80 oder -90 °C untersucht. Durch diese Behandlung wurde im Mittel eine Verringerung
der Campylobacter-Belastung um 0,5 Log10 KbE auf natdirlich belasteten Schlachtkérpern
erreicht.

Die Untersuchungen zeigten, dass thermische Verfahren als Ergdnzung zu Prozessen im
bestehenden Schlachtprozess zu einer weiteren Verringerung der mikrobiologischen
Belastung von Broilerfleisch mit pathogenen Bakterien beitragen kdnnen.

Referenz:

EFSA (2011). EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ); Scientific Opinion on Campylobacter
in broiler meat production: control options and performance objectives and/or targets at
different stages of the food chain. EFSA Journal 2011;9(4):2105. [141 pp.].
doi:10.2903/j.efsa.2011.2105.

Die Forderung des Vorhabens erfolgt aus Mitteln des Bundesministeriums fiir Erndhrung und
Landwirtschaft (BMEL) aufgrund eines Beschlusses des deutschen Bundestages. Die Projekt-
tragerschaft erfolgt tiber die Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung (BLE) im Rahmen
des Programms zur Innovationsférderung.

Das Projekt wird unterstiitzt durch Air Products.
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2.12 Hygienisierung von Prozesswassern im Gefliigelschlachtprozess mittels organischen
Saduren und Sauerstoffabspaltern

Gesa Carstens?, Sebastian Egner?, Dr. Beate Hambsch?, Dr. Anika Friese?,
Prof. Dr. Uwe Résler?

1 Freie Universitat Berlin, Institut fir Tier- und Umwelthygiene, Tiermedizinisches Zentrum fiir Resistenzforschung &
Zentrum fir Infektionsmedizin
2 TZW: DVGW-Technologiezentrum Wasser, Karlsruhe

Einleitung

MaRBnahmen zum Schutz der Verbaucher*innen vor lebensmittelbedingten Erkrankungen
werden wahrend der gesamten Produktionskette fiir Masthihner getroffen. Dabei besteht
besonders entlang des Schlachtprozesses ein Risiko der Kreuzkontamination mit Zoonose-
erregern durch Prozesswasser oder auf Oberflachen (Hazards 2011, Zeng, De Reu et al. 2021).
Im Rahmen des aktuellen Verbundforschungsprojektes ,KontRed” sollen die bestehenden
Verfahren zur Hygienisierung in der Gefliigelschlachtung optimiert sowie durch weitere
Ansdatze erganzt werden. Der Fokus liegt in diesem Teilprojekt auf dem moglichen Einsatz
von chemischen und physikalischen DesinfektionsmaRnahmen zur Dekontamination von
Prozesswasser, insbesondere Brithwasser, sowie der Karkassen selbst.

Material und Methoden

Die Wirksamkeit von organischen Sduren (Ameisensaure, Milchsaure), Sauerstoffabspaltern
(Peressigsaure, Wasserstoffperoxid, Ozon) sowie die Wirksamkeit einer UV-C-Behandlung
zur Hygienisierung des Brithwassers wurde anhand von Suspensionsversuchen nach DIN EN
1276 mit lebensmittelrelevanten Erregern erprobt. Als Modellwasser kam Wasser mit
verschiedenen organischen Zusatzen zum Einsatz.

Zusatzlich wurde die Wirksamkeit von organischen Sauren und Sauerstoffabspaltern auf den
Oberflachen der Karkassen mittels Keimtragerversuchen in Anlehnung an DIN EN 13697
unter Verwendung von Hiihnerhaut als Versuchsmatrix getestet.

Die Priifparameter wurden dabei an die liblichen Briih- bzw. Kithlprozesse im Gefliigel-
schlachthof angepasst.

Ergebnisse

Die getesteten organischen Saduren zeigten in den Suspensionsversuchen selbst bei hohen
organischen Belastungen eine wirksame Desinfektion. Eine Reduktion um 5 logio-Stufen
wurde bei einer Konzentration von 2 % bzw. 4,5 % fliir Ameisen- bzw. Milchsdure erreicht.
Die sauerstoffabspaltenden Substanzen Peressigsaure und Wasserstoffperoxid desinfizierten
die Modellwasser ebenfalls effektiv bei teils sehr niedrigen Komnzentrationen von 0,03 %
und 2 %. Beim Einsatz von Ozon gelang es hingegen selbst bei sehr hohen Ozondosen
(10—20 mg/L) nicht, eine wirksame Desinfektion zu erreichen. Die Inaktivierung von Briih-
wasser durch UV-Bestrahlung liel sich erfolgreich anwenden. Als bendtigte Fluenz fiir eine

5 logio-Inaktivierung ergab sich 220 J/m?2.
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Auf der Hihnerhaut konnte eine Reduktion um 1 logio-Stufe durch 0,1 %ige Peressigsaure
erreicht werden. Die getesteten organischen Sduren (Ameisensaure, Milchsaure) erzielten
hingegen eine Reduktion von 1 logio-Stufe erst bei hohen Konzentrationen (10-20 %).

Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der Suspensionsversuche zeigen, dass eine Hygienisierung von Prozesswasser
durch die getesteten chemischen Desinfektionsmittel mit Ausnahme von Ozon maoglich ist.
Auch bei organischen Zusatzen, die praxisnah die Bedingungen im Briihwasser widerspiegeln,
wurde eine Reduktion um 5 logio-Stufen bei niedrigen Konzentrationen erreicht. Der Einsatz
von UV-C stellt eine weitere Moglichkeit der Hygienisierung dar. Die fir den Trinkwasserbereich
zertifizierten UV-Anlagen mussen eine Mindestbestrahlungsstarke von 400 J/m? aufweisen
und kénnten daher auch zur Dekontamination von Prozesswassern eingesetzt werden.

Fiir die Hygienisierung von Hihnerhaut erzielte Peressigsaure die besten Ergebnisse. Eine
relevante Keimreduktion konnte hier bei einer sehr niedrigen Konzentration nachgewiesen
werden.

Die Auswirkungen der MafRnahmen auf die Sensorik des Produkts sind Gegenstand aktueller
Untersuchungen.
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2.13 Containern: Mikrobiologische und sensorische Qualitdt von aus der Miilltonne
entnommenen Lebensmitteln

Julia Hettfleisch?, Dr. Ann-Sophie Braun3, Dr. Melanie Hassel?, Franziska Kumm?3,
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In der Europdischen Union (EU) entstehen, vor allem in privaten Haushalten, im Bereich von
Lebensmitteldienstleistungen sowie im Einzelhandel, jahrlich etwa 88 Millionen Tonnen
Lebensmittelabfalle (BMEL, 2021). Fiir Deutschland wurden im Jahr 2015 auf Handelsebene
rund 0,5 Millionen Tonnen solcher Abfélle ermittelt, wovon gut 80 % vermeidbar gewesen
waren (Schmidt et al., 2019). Die EU hat sich den Nachhaltigkeitszielen der Vereinten Nationen
verpflichtet und auf nationaler Ebene versucht das Bundesministerium fir Ernahrung und
Landwirtschaft (BMEL) mit Bildungsinitiativen wie ,,Zu gut fiir die Tonne!“ der Lebensmittel-
verschwendung entgegenzuwirken. Auch Privatpersonen haben sich der ,Rettung” von
Lebensmitteln verschrieben. Beim sogenannten Containern durchkdmmen insbesondere
junge Erwachsene die Miilltonnen des Lebensmitteleinzelhandels auf der Suche nach noch
verzehrbaren Nahrungsmitteln (Noack et al., 2016). Mit diesen meist strafbaren Handlungen
wollen sie unter anderem einen Fokus auf die Vergeudung von Lebensmitteln lenken. Dabei
tragen die ,geretteten” Produkte nicht nur zur Deckung des persdnlichen Bedarfs an Nahrung
bei, sondern werden haufig auch noch weiter verteilt (Hoffmeister et al., 2015; Noack et al.,
2016). Uber die mit dem Verzehr solcher Lebensmittel einhergehenden mikrobiologischen
Gefahren und das damit verbundene Risiko fiir die 6ffentliche Gesundheit ist bislang nur
wenig bekannt.

In einem experimentellen Aufbau, mit dem das Vorgehen des Lebensmitteleinzelhandels
nachvollzogen werden sollte, wurden daher unterschiedliche Fleischerzeugnisse, frisches
Rind- und Hahnchenfleisch sowie Milch und verschiedene Milcherzeugnisse analysiert. Die
Produkte wurden am Ende des jeweiligen Mindesthaltbarkeits- oder Verbrauchsdatumes, je
nach Produktart fur 48 bis 168 Stunden, in Abfalltonnen gelagert und anschliefend in
Anlehnung an DIN EN ISO Normen sowie Methoden der Amtlichen Sammlung von Unter-
suchungsverfahren nach § 64 des Lebensmittel-, Bedarfsgegenstiande- und Futtermittel-
gesetzbuchs zu verschiedenen Zeitpunkten mikrobiologisch und sensorisch untersucht.
Anhand der Vorgaben der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005, der Richt- und Warnwerte der
Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie sowie in der Literatur verdffentlichter
Daten wurden die Lebensmittel im Hinblick auf die mikrobiologischen Untersuchungs-
ergebnisse schlieBlich als befriedigend, akzeptabel oder unbefriedigend eingestuft.

Salmonellen, Listeria monocytogenes und prasumtive Bacillus cereus konnten in keiner der
Proben nachgewiesen werden. Bei der Betrachtung von Verderbnis-Parametern wurden
jedoch Lebensmittel aus nahezu allen Produktkategorien als unbefriedigend beurteilt.
Aullerdem wurden Koagulase-positive Staphylokokken und Clostridium perfringens aus Rind-
und Hahnchenfleisch isoliert und in letztgenannter Produktgruppe dariiber hinaus auch
Campylobacter spp. detektiert. Wahrend bei frischem Fleisch und einigen Milchprodukten
schon nach kurzer Lagerung in der Abfalltonne mitunter erhebliche sensorische Abweichungen
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festgestellt wurden, erwiesen sich die verarbeiteten Fleischerzeugnisse hinsichtlich ihrer
sensorischen und mikrobiologischen Qualitat als erstaunlich stabil und waren, abhangig vom
mikrobiologischen Ausgangszustand, erst nach langeren Lagerzeiten zu beanstanden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Containern durchaus Gefahren fiir die 6ffent-
liche Gesundheit bergen kann, insbesondere da die Anwesenheit und Vermehrung auch
pathogener Mikroorganismen unter den unkontrollierten Lagerungsbedingungen ,geretteter”
Lebensmittel nicht auszuschlieRen ist.
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2.14 Vorkommen von Clostridioides difficile in Lebensmitteln
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Clostridioides (C.) difficile — friher Clostridium difficile — ist ein Gram-positives, obligat
anaerobes und sporenbildendes Bakterium. Es kommt Gberall in der Umwelt und auch im
Magen-Darm-Trakt gesunder Menschen und Tiere vor. C. difficile ist Verursacher sogenannter
C. difficile-Infektionen (CDI), die sich in Durchfallerkrankungen unterschiedlichen Grades
darstellen und mit lebensbedrohlichen Komplikationen einhergehen kdnnen. Sie werden
meist durch Schmierinfektionen Ubertragen und treten vor allem im Zusammenhang mit
pradisponierenden Faktoren, z. B. hohes Alter, Aufenthalte in Krankenhausern oder Pflege-
einrichtungen und Antibiotikaeinnahme, auf [1]. Seit einiger Zeit haufen sich CDI-Falle ohne
Zusammenhang mit pradisponierenden Faktoren. Hier werden Kontakte zu (Nutz-)Tieren
und der Verzehr kontaminierter Lebensmittel als Infektionsquelle in Betracht gezogen [2].

Aus diesem Grund hat das BfR in den letzten Jahren in mehreren Projekten verschiedene
Lebensmittelgruppen auf das Vorkommen von C. difficile untersucht. Der Fokus lag hier vor
allem auf pflanzlichen Lebensmitteln, die in Kontakt zum Erdboden wachsen. Konkret
wurden Proben von Salat (n = 393), Paprika (n = 8), Kartoffeln (n = 30), Erdbeeren (n = 50),
frischen Gefliigelfleischprodukten mit und ohne Haut (n = 364) und insektenbasierten
Lebensmitteln (n = 73) untersucht. Die Proben stammten aus Supermarkten, Hofladen,
Wochenmarkten, Garten und Selbstpfliickangeboten in der Region Berlin-Brandenburg und
dem Online-Handel.

Um C. difficile aus den Proben zu isolieren, wurden Oberflachentupfer (Kartoffeln, Erdbeeren)
oder homogenisierte Teilproben (Salat, Paprika, frisches Geflugelfleisch, insektenbasierte
Lebensmittel) entnommen und nach Anreicherung auf ein Selektivmedium ausgestrichen.
Typische Kolonien wurden subkultiviert und die Spezies mittels MALDI-TOF bestatigt. Ge-
wonnene Isolate wurden mittels Multiplex-Real-Time-PCR auf die Toxingene fiir Enterotoxin
TcdA (tcdA), Zytotoxin TcdB (tcdB) und das bindre Toxin CdtA/B (cdtA) untersucht. Es wurden
Ribotypisierungen sowie Antibiotika-Empfindlichkeitstestungen (Agar-Dilution oder E-Test)
durchgeflhrt. Bei einigen Isolaten wurden aulRerdem die Gesamtgenome sequenziert.

C. difficile konnte in Tupfer-Proben von Kartoffeln (26,7 %) und Erdbeeren (2 %) sowie aus
Proben von frischem Geflugelfleisch (14,8 %, Nachweise gelangen nur in Proben mit Haut)
und Salaten (2 %) nachgewiesen werden. Aus den acht Paprikaproben und 73 insekten-
basierten Lebensmitteln konnte kein C. difficile isoliert werden. In allen Produktkategorien
auller Erdbeeren kamen Toxin-bildende Isolate vor. Ein GroRteil der untersuchten Isolate
gehorte auBerdem zu Ribotypen, die bereits im Zusammenhang mit menschlichen Erkran-
kungen beschrieben wurden. Vereinzelt wurden multiresistente Isolate identifiziert [3, 4, 5].

Bisher gibt es keinen beschriebenen Fall, in dem eine CDI auf ein bestimmtes kontaminiertes
Lebensmittel zurtickgefiihrt wurde. Eine CDI tritt hdufig erst im Zusammenhang mit einem
gestorten Darmmikrobiom auf. Es ist denkbar, dass potenziell pathogene Isolate den Darm
besiedeln und erst bei einer Storung des Darmmikrobioms zur Erkrankung fiihren. Unsere
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Untersuchungen legen nahe, dass Lebensmittel mit potenziell humanpathogenen C. difficile
kontaminiert sein kdnnen. Diese Ergebnisse stimmen mit Studien anderer Arbeitsgruppen
Uberein. Weitere Untersuchungen, vor allem der genetischen Verwandtschaft von Isolaten
aus Lebensmitteln und humanen Erkrankungen, kénnen hier zusatzliche Hinweise liefern.
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2.15 Entwicklung Cluster-spezifischer PCR-Screening-Assays

Dr. Janina Treffon

Universitat Minster

Infektionen mit (multiresistenten) bakteriellen Erregern stellen weltweit ein grofRes Problem
dar (1). Vor allem die Ansammlung und Verbreitung dieser Erreger in medizinischen Ein-
richtungen mit vulnerablen, immunsupprimierten Patienten (z.B. Intensivstationen) lasst
Mortalitatsraten drastisch ansteigen und verursacht hohe Kosten fiir das Gesundheitssystem
durch die umfangreichen Therapie- und HygienemaRnahmen (2, 3). Tritt ein spezifischer
Erregerstamm temporar und meist lokal gehauft auf, spricht man von einem ,, Ausbruch”
oder ,,Cluster”. Neben Ausbriichen mit multiresistenten Erregern wird oft von Ausbriichen
durch zoonotische bakterielle Erreger wie Salmonella, Campylobacter, Listeria monocytogenes
oder (Shiga-Toxin-produzierende) Escherichia coli berichtet, die durch den Verzehr von konta-
minierten Lebensmitteln verursacht werden und tédlich enden kénnen (4). Um im Falle von
bakteriellen Ausbriichen Menschenleben zu schiitzen und das Gesundheitssystem zu entlasten
ist eine schnelle und spezifische Nachverfolgung der Cluster-zugehorigen Isolate essentiell.

Die Uberwachung solcher Cluster-Isolate umfasst zwei Schritte: 1.) sensitive Screening-Assays,
welche die schnelle Identifizierung bestimmter Bakterienstimme in hunderten Proben
ermoglichen und 2.) spezifische Bestatigungstests, welche die Zuordnung der identifizierten
Bakterienstamme zu einem bestimmten Cluster erlauben. In klassischen Screening-Assays
werden Abstriche von Patienten oder Oberflachen gesammelt und im mikrobiologischen
Labor kultiviert. Fiir die anschlieBende Zuordnung genetisch identischer oder sehr dhnlicher
Bakterien zu einem Cluster kdnnen verschiedene Methoden verwendet werden. Immer 6fter
wird die Ganzgenomsequenzierung (whole genome sequencing, WGS) eingesetzt (5, 6). Diese
hochauflésende Methode erlaubt eine sehr genaue Verwandtschaftsbestimmung/Cluster-
Zuordnung der Erreger auf Basis von core genome multilocus sequence typing-Daten (7).
Nach wie vor ist WGS jedoch sehr teuer, arbeitsintensiv und nur mit tiefgehender Expertise
durchfihrbar, was die Implementierung dieser Methode in die mikrobiologische Routine-
diagnostik erschwert (8).

Kostenglinstigere und zeitsparendere Methoden, die fir die Suche nach Cluster-Isolaten
eingesetzt werden kénnen, sind PCR-basierte Verfahren. Dazu zdhlen a) konventionelle PCRs
mit anschlieBender Agarosegelelektrophorese, b) high-resolution melting (HRM) oder melt
analysis of mismatch amplification mutation (Melt-MAMA) real-time PCRs, bei denen Ampli-
fikate iber DNA-interkalierenden Fluorophore nachgewiesen werden, oder ¢) TagMan real-
time PCR-Assays, die mit Fluoreszenz-markierten Sonden arbeiten. Mit diesen Assays kdnnen
entweder ganze Gene oder auch nur Genabschnitte bzw. Einzelbasenaustausche (single
nucleotide polymorphisms, SNPs), die ausschlieBlich in den Cluster-Isolaten vorkommen und
nicht in sporadischen (Nicht-Cluster) Erregern zu finden sind, nachgewiesen werden (9-12).
Die einzelnen Verfahren bieten Vor- und Nachteile. Konventionelle PCRs sind einfach in der
Etablierung, mit ihnen konnen bakterielle Isolate jedoch nur tiber die An- oder Abwesenheit
oder eine bestimmte Ldange der PCR-Amplifikate zu einem Cluster zugeordnet werden (13).
HRM real-time PCRs sind etwas spezifischer. Hier erfolgt die Isolatdifferenzierung iiber Ahn-
lichkeiten oder Unterschiede im GC-Gehalt eines bestimmten Abschnitts der bakteriellen
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DNA (14). Noch detaillierter arbeiten Melt-MAMA oder TagMan real-time PCR-Assays, die
Genomunterschiede zwischen Cluster- und Nicht-Cluster-Isolat von nur einem SNP detektieren
kénnen (15, 16).

Diese Cluster-spezifischen PCR-Screening-Assays kdnnen innerhalb von ein bis zwei Wochen
nach Detektion eines Ausbruchsclusters etabliert werden (11, 12). Fir die Etablierung werden
WGS-Daten der ersten Ausbruchsisolate sowie verschiedene bioinformatische Software Tools
bendtigt. Mithilfe von WGS-Daten der Ausbruchsisolate sowie eines WGS-Referenzpanels
mussen zunachst Cluster-spezifische genomische Regionen identifiziert werden (Gene, Gen-
abschnitte oder SNPs). Empfehlenswerte Tools hierfiir sind SeqSphere* (17) oder RUCS (18).
AnschlieBend erfolgt das Design der Cluster-spezifischen PCR-Primer und gegebenenfalls
Sonden. Hierfir kdnnen beispielsweise die Tools RUCS, Primer3 (19-21), Primer Express™
(Thermo Fisher Scientific) oder OligoArchitect™ Online (Sigma) verwendet werden. Nun kann
der Assay fiir Screenings eingesetzt werden — ausgehend von reiner DNA, die von kultivierten
Bakterien isoliert wurde, oder auch direkt mit rudimentéar aufgereinigten Patientenproben
(9). Werden die Cluster-spezifischen real-time PCR-Assays in eine mikrofluidische Kartusche
implementiert, kann das Screening nach Cluster-Isolaten auch automatisiert ablaufen
(Manuskript in Bearbeitung).

Durch den Einsatz von Cluster-spezifischen PCR-Assays flir das Screening nach Ausbruchs-
isolaten kdnnen hunderte Proben in kurzer Zeit spezifisch analysiert werden. Hierdurch
konnen wirkungsvolle HygienemalRnahmen wie Isolation oder Desinfektion schnell und
kontrolliert umgesetzt und so eine Weiterverbreitung des Ausbruchserregers verhindert
werden. Proben, die laut PCR-Assay Cluster-Isolate aufweisen, sollten fiir eine korrekte
epidemiologische Analyse jedoch zusatzlich mit WGS tberprift werden.
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2.16 Einfluss der Probenvorbereitung und Sequenzierung auf die Qualitdt von
short-read whole genome sequencing-Daten

Dr. Leonie Forth

Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Nationales Studienzentrum fiir Sequenzierungen in der Risikobewertung

Im letzten Jahrzehnt haben sich die Mdglichkeiten des whole genome sequencing (WGS)
durch die kontinuierliche Entwicklung neuer Methoden erweitert. Immer mehr Labore
steigen von klassischer Diagnostik auf WGS um oder planen es in naher Zukunft. Die Qualitat
von Sequenzdaten ist hierbei ein kritischer Faktor, um reproduzierbare Ergebnisse aus den
erzeugten Sequenzen sicherzustellen, gerade auch im Hinblick der Aufklarung von lebensmittel-
bedingten mikrobiellen Infektionsketten. In der Regel werden diese Untersuchungen von
verschiedenen Laboren und Instituten gemeinsam durchgefihrt. Um das Ausmal’ der durch
unterschiedliche Laborverfahren hervorgerufenen Variation in der Sequenzdatenqualitat zu
bestimmen und deren Auswirkung auf nachgelagerte Analysen zu bewerten, haben wir eine
laboriibergreifende Studie im Rahmen der §64 LFGB Arbeitsgruppe ,,NGS-Bakterien-
charakterisierung” durchgefiihrt. Die Studie, die in zwei zeitlich versetzte Versuche geteilt
wurde, beinhaltete je 10 Kulturen und eine isolierte DNA von vier bakteriellen Erregern, die
fir einen GrofRteil der lebensmittelbedingten bakteriellen Infektionen verantwortlich sind:
Listeria monocytogenes und Salmonella enterica (Versuch 1) sowie Campylobacter spp. und
Shiga-Toxin produzierende Escherichia coli (Versuch 2). Die Teilnehmer, die aus Bundes-
forschungsinstituten, Landeslaboren, Universitdten und Diagnostikunternehmen stammten,
wurden gebeten, ihre internen Routineprotokolle fir die short-read WGS-Sequenzierung
anzuwenden. Es erfolgte eine zentrale Auswertung der Rohdaten am Nationalen Studien-
zentrum fir Sequenzierungen in der Risikobewertung zur einheitlichen Beurteilung der
Qualitat. Dabei wurden verschiedene Qualitatskriterien angewandt und Unterschiede in der
Qualitat auf ihre potentielle Ursache untersucht. Des Weiteren wurden nachgelagerte SNP-
und cgMLST-calling Analysen durchgefiihrt, um die Auswirkungen der Qualitatsunterschiede
auf eine etwaige Ausbruchsanalyse zu ermitteln. Insgesamt stellten wir fest, dass die Qualitat
der produzierten Sequenzdaten, die mit Illumina Gerdten hergestellt wurden, unabhangig
von dem verwendeten Modell hoch war, mit Ausnahme der Verwendung in Kombination mit
dem Bibliotheksherstellungs-Kit Nextera XT (lllumina). AuBerdem konnten wir beziiglich der
Sequenzierungstechnologie beobachten, dass der Phred-Qualitatswert Q30, welcher ein
Mal fir die Wahrscheinlichkeit ist, dass eine Base an einer bestimmten Position der Sequenz
falsch bestimmt wurde, bei Verwendung von lon Torrent Geraten deutlich niedriger war.
Dies wirkte sich in den nachgelagerten Sequenzanalysen unabhangig von der untersuchten
Spezies aus. Ein Teil der Sequenzierungsartefakte konnte zwar durch die Verwendung von
Filtern reduziert werden, hatte jedoch zur Folge, dass ebenfalls das Auflésungsvermdogen der
Analyse reduziert wurde. Insgesamt waren SNP-Analysen besser als cgMLST-Analysen
geeignet, um die Daten von verschiedenen Laborteilnehmern gemeinsam zu untersuchen.
Die laboriibergreifende Studie zeigt, dass Labore fiir die Erzeugung von WGS Daten ein
Qualitatsmanagement bendtigen. Dies sichert die Generierung von qualitativ hochwertigen
Daten, die anschlieBend fiir hochauflésende Sequenzvergleichsstudien genutzt werden
kénnen.
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2.17 Vorkommen von Shiga-Toxin bildenden E. coli in Mehl

Tomke Priiser, Dr. Anne-Catrin Geuthner, Dr. Anett Krause, Prof. Dr. Dietrich Made

Landesamt fiir Verbraucherschutz Sachsen-Anhalt, Fachbereich Lebensmittelsicherheit

Sowohl in Deutschland als auch in anderen Landern wurde in den vergangenen Jahren
vermehrt (iber Nachweise von Shiga-Toxin bildenden E. coli (STEC) in Getreidemehlen oder
rohen Teigen berichtet. Teilweise werden solcherart kontaminierte Produkte als Ursache fiir
Erkrankungsgeschehen angesehen. Lebensmittelhygienisch erwdchst daraus ein Risiko durch
Verzehr von Erzeugnissen aus nicht gebackenen Teigen wie Keksteig zum Rohverzehr oder
Naschen beim Backen. Wenn die STEC im Zusammenhang mit Erkrankungen im Menschen
nachgewiesen werden, werden sie als EHEC bezeichnet. Kinder sind besonders empfanglich
fir diese EHEC Erkrankungen und es kommt bei einem hohen Anteil zu einem hamolytisch
uramischen Syndrom (HUS), welches Nierenversagen und Tod als Folgen haben kann.

Das Vorkommen von STEC in Getreidemehlen und rohen Teigen ist eine mogliche Erklarung
fiir die besonders hohe Inzidenz von EHEC bei Kindern. Studien zeigten zudem, dass das Risiko
des Verzehrs von nicht durcherhitztem Mehl noch nicht allen Verbrauchern bewusst ist.

Der Nachweis der Erreger erfolgt durch die Kombination von mikrobiologischem und molekular-
biologischem Verfahren, wobei die fiir die zum Verfolg epidemiologischer Zusammenhange
notwendige Erregerisolierung der schwierigste Part ist. Fiir Nachweis und Isolierung steht in
Deutschland eine Methode im Rahmen der Amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB zur Verfligung.
Auch fiir lebensmittelrechtliche Gutachten bildet die Erregerisolierung die Grundlage.

Es konnten 2020—-2021 nur in 0,9 % der untersuchten Getreideproben STEC isoliert werden.
Dagegen wurden in landes- und bundesweiten Untersuchungsprogrammen in Deutschland in
9 % bis Uber 14 % der Mehlproben STEC isoliert. An welcher Stelle es genau zu der Vermehrung
und Verbreitung von STEC kommt, ist bisher noch ungeklart. Eine Méglichkeit ist die Vermeh-
rung im Muhlenbetrieb, da Untersuchungen in Miihlen in Sachsen -Anhalt einen Zusammen-
hang von Nachweisquote und Mihlenbetrieb zeigten. Um die Mdoglichkeit einer Vermehrung
im Miihlenbetrieb zu untersuchen und um zu erkennen an welcher Stelle im Prozess die
Vermehrung von STEC erfolgt, wurden Stufenkontrollen in Betrieben mit hdufigen STEC
Befunden entnommen. Als Stufenkontrollen wurden Getreide-, Mehl- und Staubproben an
verschiedenen Prozessstufen entnommen. Die Auswertung der Ergebnisse zeigte als besondere
Auffalligkeit STEC in allen Staubproben tiber den gesamten Prozess hinweg. Hiermit wurde
Staub als mogliche Quelle der Kontamination des Fertigproduktes Mehl nachgewiesen.
Damit kommt der Prozessfiihrung und in der Konsequenz dem Management der Betriebe
eine wesentliche Bedeutung zur Verbesserung der gegenwartigen Situation zu.
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2.18 ZooNotify — Zoonosendaten aus der Lebensmittelkette verfiigbar machen

Dr. Carolina Plaza-Rodriguez, Dr. Dominic Télle, PD Dr. Bernd-Alois Tenhagen, Dr. Katja Alt

Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Abteilung Biologische Sicherheit

Die Bereitstellung qualitativ hochwertiger Daten spielt eine herausragende Rolle in der Risiko-
bewertung und Politikberatung. Ebenso sind reprasentative Referenzdaten fiir wissenschaftliche
Forschungsarbeiten eine wichtige Grundlage, um neue Ideen zu entwickeln sowie eigene
Ergebnisse sinnvoll einzuordnen und zu bewerten. In Deutschland werden Daten bezliglich
lebensmittelassoziierter Zoonoseerreger und anderer antimikrobiell resistenter Bakterien
aus der Lebensmittelkette bisher vorwiegend in Berichten im Papier oder PDF-Format ver-
offentlicht. Obwohl das gewisse Vorteile hat (quod scriptum est manet), beschrankt es die
Nutzung der Daten in vielerlei Hinsicht. Das resultiert einerseits aus der haufigen Aggregierung
der Daten und andererseits aus der erschwerten Wiederverwendbarkeit, da eine zeitaufwandige
Extraktion und technische Aufbereitung aus den Papierdokumenten erforderlich ist. Die
Suche beschréankt sich selten auf die bloRe Erfassung einer einzigen Kennzahl; vielmehr sind
zeitliche Entwicklungen und eine detaillierte Analyse der Erregereigenschaften oft von
Interesse. Die Extraktion solcher Informationen aus PDF-Dateien gestaltet sich als mihselig
und zeitraubend.

Mit dem Projekt ZooNotify widmet sich das Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) dieser
Herausforderung, indem es schrittweise die Verfligbarkeit dieser Daten verbessert. In den
vergangenen Wochen wurde die erste Stufe dieses Projekts erfolgreich abgeschlossen. Die
Resistenz- und Typisierungsdaten der im Rahmen des Zoonosen-Monitorings an das BfR
eingesandten Isolate aus den Jahren 2012-2021 stehen jetzt, zunachst noch in aggregierter
Form, als Tabellen und graphische Darstellungen zur Verfligung. Kontinuierlich wird an einer
Erweiterung des Angebots auf die Pravalenzdaten aus dem Monitoring sowie anderen
Programmen und aus der Uberwachung gearbeitet. Dabei wird ein ausgewogener Detailgrad
der Daten gewabhrleistet, um die Vertraulichkeit der Informationen zu wahren und individuelle
Betriebe unkenntlich zu halten. Insbesondere im Bereich der Schlachtbetriebe ergeben sich
Einschrankungen aufgrund der begrenzten Anzahl an Betrieben.

Dennoch ist das interaktive Webtool ZooNotify bestrebt, eine umfangreiche Informations-
quelle bereitzustellen. Diese umfasst Tabellen, Grafiken und maschinenlesbare Daten, die
durch individuelle Abfragen abgerufen und fiir weitere Analysen genutzt werden kénnen.
Auch strebt das System einen Uberblick iiber die vorhandenen Daten an. Ausgehend von
dieser Information kann dann gezielt am BfR nachgefragt werden, ob fur wissenschaftliche
Projekte die Moglichkeit besteht, weitergehende Informationen zu den Daten zu erhalten,
die im Portal selbst noch nicht zu erhalten sind.

Schlief3lich erfiillt die Plattform die rechtlichen Vorgaben des ,,Open Data“ Gesetzes, wobei
der Fokus darauf liegt, die Daten nicht nur oberflachlich zuganglich zu machen, um gesetzlichen
Anforderungen zu gentligen, sondern vielmehr sicherzustellen, dass sie in einer verstandlichen
Form bereitgestellt werden, um eine breite Palette von Interessengruppen zu bedienen und
ihre Nutzbarkeit zu gewahrleisten.
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