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Hintergrund

* in 2021 Campylobakteriose haufigste gemeldete lebensmittelassoziierte
Magen-Darm-Erkrankung beim Menschen in der EU

« Huhnerfleisch bedeutendste Infektionsquelle fur Campylobacter-Enteritiden
beim Menschen - vor allem Campylobacter (C.) jejuni

* 11,5% der Frischfleischproben vom Masthuhn in EU Campylobacter-positiv L
in 2021

* 16,4% der Halshautproben uber Grenzwert (1000 KbE/g, gemal} VO (EG)
Nr. 2073/2005) 9 7,7% der PrOben |n DeUtSChland (Quelle: EU One Health Zoonosis Report 2021,

Tabelle 6, Data from Food business operator)
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Hintergrund

* Projekt ,,PAC-Campy:
,Pravention und Bekampfung von Campylobacter-Infektionen:
Ein One-Health-Ansatz"; 2018-2021

”~ ONE HEALT

' CAMPYLOBACTER

» Teilprojekt: Ein- und Austrag von Campylobacter in Masthahnchenbetrieben und
Vorkommen in der Umwelt

Fachbereich Veterinirmedizin
der Freien Universitit Berlin

TTTTTTTTT OR TIER- UND UMWELTHYGIENE

3



Freie Universitit &

Hintergrund

Austrag aus
dem Stall

Kolonisierung der
Masthihner im
Stall

Vorkommen in
der Umwelt

Eintrag aus der
Umwelt

Fachbereich Veterinirmedizin
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Hintergrund

» fast alle Isolate C. jejuni, nur 4,8% C. coli

Fakal assoziierte Proben im Stall (Sammelkot, Sockentupfer,
Mistmatte)

59.6% (136/228)

Umgebung im Stall (Umgebungstupfer, Luft):
13.7% (73/532)

Umwelt um Stall (Sockentupfer, Wasser, Umgebungstupfer, Luft):

1.5% (7/456) — 5 x Wasser, Sockentupfer, Gazetuper

Umgebung im Stall nach Desinfektion (Umgebungstupfer):
0% (0/309)

Campylobacter Prevalence %

100

All samples Summer  Winter

mmm Fikal assoziierte Proben im Stall

—— Umgebung im Stall

Umwelt um Stall N L ‘
nirmedizin
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Hintergrund

« wenige C. jejuni in Umwelt gefunden

?

Welche Rolle spielen VBNC-Campylobacter
in Masthuhnstallen und deren Umgebung?

* Projekt PAC-Campy Il, 2021-2023:

ORIGINAL RESEARCH article

Front. Microbiol., 06 October 2022 This article is part of the Research Topic
Sec. Food Microbioclogy Campylobacter-associated Food Safety
Volume 13 - 2022 | https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.982693 View all 32 Articles >

Transmission pathways of campylobacter
spp. at broiler farms and their environment in
Brandenburg, Germany

Benjamin Reichelt!" ‘a Vanessa Szott* Lennard Epping? ’ Torsten Semmler?

@ Roswitha Merle® 6 Uwe Roesler* Anika Friese®

1 Department of Veterinary Medicine, Institute for Animal Hygiene and Enviranmental Health, Freie Universitat Berlin, Berlin
Germany

2 Genome Sequencing and Genomic Epidemiology. Robert Koch Institute, Berlin, Germany

> Department of Veterinary Medicine, Institute for Veterinary Epidemiology and Biostatistics, Freie Universitat Berlin, Berlin,
Germany

Experimentelle Tenazitatsstudien kultivierbarer Campylobacter sowie VBNC-

Campylobacter unter verschiedenen Umweltbedingungen, Induktion des VBNC-
Zustandes sowie Vorkommen in Praxis

Fachbereich Veterinirmedizin
der Freien Universitit Berlin
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Viable but non culturable Campylobacter

Bedeutung von nicht kultivierbaren Campylobacter spp. in
Lebensmitteln (Fleisch, Milch, Eischale) wird diskutiert

gut etablierte Methode zur Quantifizierung von VBNC-
Campylobacter spp. mit viability(v)-gPCR fur spezifische

Matrices (stingl et al. 2021, Petersen et al. 2021)

VBNC-Campylobacter konnen aufgeweckt werden und wieder
in den kultivierbaren Zustand Ubergehen (wuisten et al. 2020)

Freie Universitit £

0.4 International Journal of Food Microbiology
e % Volume 159, Dacember 2021,109417
e

Challenging the “gold standard” of colony-
forming units - Validation of a multiplex
real-time PCR for quantification of viable
Campylobacter spp. in meat rinses

Kerstin stingL® 2, &

S04’ International Journal of Food Microbiology
£ Volume 5,2 August 202, 109263

Rapid determination of viable but non-
culturable Campylobacter jejuni in food
products by loop-mediated isothermal
amplification coupling propidium
monoazide treatment

Mrlen Petersen ®, Luyao Mo ©, Xigonen Lu ®® 2 &

ORIGINAL RESEARCH article

Underestimated Survival of Campylobacterin
Raw Milk Highlighted by Viability Real-Time
PCR and Growth Recovery

i . Wutstant (1) Aubex Gateer? 9 Kerstin sting?!
-

Fachbereich Veterinirmedizin !
der Freien Universitit Berlin
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Studiendesign

Praxisversuch
Beprobung von drei konventionellen Masthahnchenbetrieben

Experimentelle Studie Hiihnermist

Beprobung Mistmatten von Campylobacter-positiven Tieren aus
experimentellen Studie

Laborexperimentelle Studie

Verhalten von Campylobacter in Wasser und Erde
-Kultivierungsfahigkeit, VBNC, Induktion des VBNC-Status-

Fachbereich Veterinirmedizin
der Freien Universitit Berlin
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Material Und MethOden Kultivierung (qualitativ

und quantitativ) nach
DIN EN ISO 10272 mit
Speziesbestimmung

Probenvorbereitung

Probennahme (Peptonwasser, Filtration,
Zentrifugation, Pellet I6sen)

Resultat: drei Aliquots je 1ml

Viable gPCR

(Pacholewicz et al., 2019)

Fachbereich Veterinirmedizin
der Freien Universitit Berlin
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Material und Methoden

Zugabe: Definition VBNC:

Zugabae: ISPClow .
ISPC high -tote C. sputorum- * Nachweis von DNA nach PMA-Behandlung
fote & sputorum- in v-qPCR bei validen Kontrollen

r—'t—\ « Kein Nachweis von kultivierbaren

Campylobacter nach DIN EN ISO 10272-
1:2017 (Anreicherungsverfahren)

‘ DNA-Extraktion und v-gPCR

o

Fachbereich Veterinirmedizin
der Freien Universitit Berlin
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A: Praxisversuch

>

Insgesamt 7 -
Progbenahmezeitpunkte in I?roben in zwe_i PrOLtJ)rerR/\/lgltder
drei Betrieben mit 186 Stallen pro Betrieb 2924 Proben
Proben (vier Proben je Zeitpunkt) ( -Zeitpt:(?lk(ta)n 1€

Vier Probenahmezeitpunkte
waren positiv (im Stall) >
dafur Ergebnissdarstellung

bei drei Zeitpunkten alle
Proben im Stall und Umwelt

negativ (CFU und v-qPCR) . 2 x Sockentupfer .

2 x Mistmatte

Sockentupfer
» Gazetupfer

°
LUft Fachbereich Veterinirmedizin
° Wasser der Freien Universitit Berlin
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A: Praxisversuch - Ergebnisse
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A: Praxisversuch - Ergebnisse

genomic copies/CFU in logqg/Sample
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Air samples (n=28)

Boot swabs (n=24)

Swab (n=18)

Water (n=16)

Boot swabs (n=8)

> In 12/86 (14%) Umweltproben Detektion von VBNC-Campylobacter
» nurin Sockentupferproben und Gazetupfern

Manure (n=8)

Fachbereich Veterin'zirmed'z'n‘
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B: Experimentelle Studie Hihnermist

» Vier Stélle nach Ausstallung
einer Campylobacter-
positiven Tiergruppe
(C. jejuni — BfR-CA-14430)

> Vier Lokalisationen in der
Mistmatte

» Vier Probenahmezeitpunkte:
0, 24, 48 und 72 Stunden

Fachbereich Veterinirmedizin
der Freien Universitit Berlin
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B: Tierexperimentelle Studie - Ergebnisse

» zum Zeitpunkt 0 und 24 Stunden Campylobacter im
Anreicherungsverfahren kultivierbar, nicht quantifizierbar

» ab Zeitpunkt 48 Nachweis von VBNC-Campylobacter

viable counts in logy /59 manure

Freie Universitat

VBNC
T —— - T
1 T 1 T
| 1 | |
0 24 48 72
hours

Fachbereich Veterinirmedizin
der Freien Universitit Berlin
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C: Laborexperimentelle Studie

>

>

zwei Umweltmatrices: Erde + Wasser

Erde: sandig, pH 7.0
Wasser: Trinkwasser, pH 7.0

drei Bedingungen: 22°C, trocken (35% Luftfeuchte)
22°C, feucht (98% Luftfeuchte)
4°C, mittlere Feuchte (65%)

drei biologische Replikate parallel

Fragestellungen:

Wie bleiben VBNC-Campylobacter in Umweltmatrices stabil?
Wie lange lassen sich kultivierungsfahige C. jejuni nachweisen?
Wann gehen sie ggf. in den VBNC-Status uber?

Fachbereich Veterinirmedizin
der Freien Universitit Berlin
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C: Laborexperimentelle Studie - Ergebnisse

viable counts in logqq /9

VBNC C. jejuni — BfR-CA-14430 eingemischt
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viable counts in log4q /ml

Freie Universitat ~:

C: Laborexperimentelle Studie - Ergebnisse

* kultivierbarer C. jejuni — BfR-CA-14430 eingemischt
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Detection of Viable but Non-Culturable (VBNC)-Campylobacter Schwarz: 202 C, 9? % Luftfeuchte EEerel R et Rar e TS T
in the Environment of Broiler Farms: Innovative Insights Blau: 4°C, 65% Luftfeuchte
Delivered by Propidium Monoazide (PMA)-v-qPCR Analysis i e e 9y

Benjamin Reichelt?, Vanessa Szott 2, Kerstin Stingl 3, Uwe Roesler 10 and Anika Friese :* 1 8
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Zusammenfassung
« Versuche im experimentellen Ansatz zeigen das Potential einer Induktion von
VBNC-Campylobacter in der Umwelt unter verschiedenen Bedingungen
* lange Stabilitat der VBNC-Campylobacter in den Umweltmatrices

* eine sehr gute Probenvorbereitung bei Umweltmatrices ist ausschlaggebend fur den
Erfolg der Methode

» Bewertung hinsichtlich der Relevanz von VBNC-Campylobacter fur die
Kolonisierung von Masthuhner schwierig

Fachbereich Veterinirmedizin !
der Freien Universitit Berlin
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Vielen Dank fur lhre Aufmerksamkeit! Freie Universitat

Danke an den gesamten PAC-Campy-Verbund

ONE HEALTH

”U CAMPYLOBACTER
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