ow do you want m‘ Bf R

your burger?
Bundesinstitut fir Risikobewertung

Rare
Cool red center

Medium Rare
Warm red center

— Medium

o pok et STEC — Herausforderung in
Diagnostik und Bewertung

Warm with little pink
Well done

Warm with no pink
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FG Lebensmittelmikrobiologie, Erreger-Wirt Interaktionen
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Was sind STEC und wo
kommen sie vor?




Was sind STEC?

Shigatoxin-bildende E. coli (STEC): ehem. Verotoxin-bildende E. coli (VTEC)
Zoonoseerreger
Virulenzfaktor Shigatoxin (Stx)

diverse Gruppe der E. coli mit Gber 500 beschriebenen Serotypen (z.B.:

0157:H7)

» Enteroh@morrhagische E. coli (EHEC) sind diejenigen STEC, die zu

schweren Humanerkrankungen fiihren

E. coli

sec @
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Das Shigatoxin (Stx)

Bacteriophage

e Toxin greift in die Proteinbiosynthese ein AN
e Nachweis Uber stx-Gene
e Zwei Varianten beschrieben: Stx1 und Stx2

* Mehrere Subtypen mit unterschiedlicher Toxizitat

Chromosom Plasmid

(stx1a, c, d, e und stx2a — o)

Pathogenitatsinsel ,,Locus of Enterocyte Effacement (LEE)“
* Anheftung ans Darmepithel und Zerstorung des Blirstensaums

* Molekularer Nachweis Uber eae-Gen
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Infektionsverlauf und Symptome

Infektion fakal-oral durch: Zeitlicher Verlauf

~ 82 % Erholung

* Schmierinfektionen Gber Hiande, Gegenstande... Tage -3 0 3

* kontaminierte Lebensmittel, Gewasser...

~ 15 % HUS
) ) ) ) . Infektion Wassrige blutige
Niedrige Infektionsdosis 10-100 KbE (bei 0157:H7) Diarrhé Diarrhé + Langzeitschaden
Bauchschmerzen

* Inkubationszeit 2-10 Tage, Durchschnitt 3-4 Tage

* Ansteckungsgefahr solange der Erreger nachweisbar ist

Wichtigste Symptome:

* Durchfall/ blutiger Durchfall

* Hamolytisch uramisches Syndrome (HUS) bis einschliel3lich
Nierenversagen

* Neurologische Probleme
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Vorkommen und Ubertragungswege

Nutz- /Wildtiere |+

(Rind, Schaf, Reh)
\ Fazes/Dung > | Abwasser
2 Kulturpflanzen |« Oberflachenwasser
'q_) v

Rohe Lebensmittel \
(Milch, Fleisch)

pflanzliche
Lebensmittel

v
A 4

Mensch — Mensch |
p— *
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STEC - Pravalenzen in Tier und Lebensmittel (Zoonosemonitoring)

Rehkot
~ 40%

Mastkalb/Jungrind
Kot bzw. Dickdarm
~ 24 % —-43%

Rehfleisch
~16% - 30%

Rindfleisch
~ 1-6%
Tankmilch
~1-5%

Blatt- und
Kopfsalate
~ 1%
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Wie werden STEC
nachgewiesen?




Nachweis von STEC- Ausgangsituation

1-5

— Geringe Konzentration auf der Matrix

Infektionsdosis

Ursache

— Matrix eigene Mikrobiota

— Isolation von STEC ist notig

2-45 pP
1,1%103 pP
75 pP /80 pP
1/10g
<1/100g

Salami (Produktionsfehler)
Melone (KiTA)
Badesee
Mettwurst

Mehl

- Anreicherung notig (ggf. Unterdrickung von Hintergrundmikrobiota)
- Sensitives Nachweisverfahren

—> 2 stufiges Verfahren aus Nachweis und Isolierung

1 mod. Nach Biilte 2014, 2 Paton et al 1996; 3 Teunis et al 2004, 4Tilden et al 1996 5Gill et al 2019
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Nachweis von STEC- Ausgangsituation

TS/1SO13136:2012

prEN_1S013136:2024

§64 LFGB L 25.00-6 Okt. 2017

Anreicherung

Selektion

DNA-
Extraktion

Detektion/Nachweis

Isolation

Anzucht von STEC &
Hemmung der Hintergrundmikrobiota

aus 25 g Matrix

Gen-Nachweis mittels Realtime PCR

Analyse von 50 Kolonien von

Selektivmedium -
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Herausforderungen in der
Diagnostik




Geringe Konzentration auf der Matrix & Heterogene Verteilung

1.5
Anreicherung o , 5 ®m STEC
* 100 g verbessert Positivitatsrate in LVU/RV £
gegeniiber 25 g! = 1.07 EPEC
* In ,Ausbruchsmehl” in Kanada 0,15-0,43 MPN / §
= 0.5-
100 g (Analyse von > 25 g)? E I
° 1,7 % von 347 Mehlen in Kanada 2018/2019 mit 0.0 rrrr v-v-r-r-rrrrrrl -l-l-l )

0 70 75 80 85 90
STEC (Analyse von 125 g)° Zeltstempel Produktion

Untersuchung einer Fertigteig-Charge
(N=22 Proben lber 85 Minuten)

Untersuchung von mehr als 25 g ggf. notig

1LVU 2023 STECin Mehl 2 Gill et al 2019; 3 Méade et al. 2017; 4 Boss et al. 2019; 5 Zhang et al 2020
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Anzuchtbedingungen

Anreicherung * Gallensalze und/oder Antibiotika sorgen fiir

geringere Positivitaten® 4
Selektion _
* Selektion durch Temperatur (41,5°C) und/oder
Selektivmedien in zweitem Schritt? 3
* Verwendung eines Saureschocks zur Reduktion

der Hintergrundmikrobiota? 3

T Alag
z/l X ¥

£ 3

g

pH7,4 pH2

1LVU 2023 STECin Mehl 2 prEN_ISO13136:2024 3 §64 LFGB L 25.00-6 Okt. 2017 4 Matar 2023

0Dggg (96well-plate)

ODggy (96well-plate)

1.0 buffered peptone water 1.0

0.5 ﬁn”N'. 0.5

time [hours]

1.0+ TSE 1.0+

time [hours]

— STEC O103:H2Z (stxia)
EPEC QB6:H21 (eas) —
— STEC O1B7-H28 (stx2q)

ECB

na growth datectable W

0 5 10 15 20 [+] 5 10 15 20

time [hours]

mTSB

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

time [hours]

E. coli DEM1103 (Control}
Pantoaea agglomerans (natural flour flora)

Aus 4
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Molekularer Nachweis / Detektion

Anreicherung Nachweis moglichst aller stx-Gene mittels Realtime —PCR
e aus der Anreicherung

Selektion * Von Agarplatte

Keine Inhibition der Realtime-PCR

stx2a
stx2b
stx2c
stx2d
stx2e
stx2f
stx2g
stx2h
stx2i
stx2j
stx2k
sitx2/
stx2m

stx2n

seeo () ()

DNA-
Extraktion

*

Detektion/Nachweis

stx2j

»
o
%, 2
e, %
9, ‘l\%
X "y & g012C-4221

2001F31428
stx2h
stx2m 715 00 2018¢-3367
puus

|
o
O
(]
t
[
B
=
|
(]
O

BN 0 OEEOO0E .
*

OONOENEENEONEEOCOD
OO NDENENONNOODE N

stx2a

Mod. Nach Lindsey et al 2023 * Mit extra Methode () eingeschrankt
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Isolation aus Anreicherung

Positiver molekularer Nachweis

-1'3#-1'\5‘
. _’i‘; Einzelkolonien Isolieren
e Potientielle STEC separieren

* Isolate Testen (PCR/Realtime PCR)

Es werden ~50 Einzelkolonien getestet

STEC-Isolat in Reinkultur
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Isolation und Isolationserfolg

Isolationserfolg nach positivem Nachweis mittelt Realtime PCR
100

- Isolationserfolg ist Matrix-abhangig

90 “
* Hintergrundmikrobiota . 32
= Physiol. Zustand in der Probe g - ®
g 50 »
2 40 °
5 »
] . . . . 2 30
—> STEC-Physiologie beeinflusst Isolation B " » » »

H
o
3

- STEC-Anzahl beeinflusst Isolation

RY 2,
hy
fos, .
’bpto,h
by
<k

—> Probenvolumen beeinflusst Isolation

Mod. Nach Martinez-Castillo & Muniesa 2014
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Mogliche Ergebnisse der STEC Diagnostik

v

' ' '
Negative Probe stx-Gen positive Probe STEC positive Probe
- kein Gennachweis - nur Gennachweis - stx Gennachweis
- Keine Isolation - Keine Isolation - Isolation von stx-pos. E. coli
X
stx O
Chromosom Plasmid
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Risikobewertung von STEC




Risikobewertung Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) in the EU, 2022

Nach Codex Alimentarius:

Human cases e coiorpuion 201 poaonn

Gefahrenidentifizierung
(Hazard identification) ] 7,117 Cases of illness
Gefahrencharakterisierung 5,011 Infections acquired in the EU 1,130 Hospitalisations
(Hazard characterization) 525 Infections acquired outside the EU 28 Deaths
Expositionsschéitzung 1.5871 Unknown travel status or unknown country of infection S
(Exposure assessment)
Risikocharakterisierung
(Risk characterization) Foodborne outbreaks and related cases

Foodborne outbreaks A8 casesofiliness

Strong-evidence outbreak 6.2 Hospitalisations

Weak-evidence outbreaks 1 Death

Quelle: The European Union One Health Report EFSA/ECDC 2023
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Gefahrenidentifizierung

Beispiel 1 gég ;'?2
Daycare STEC Outbreak Calgary Canada 2023 [1] esé "2
> 448 Infektionen, 39 Hospitalisierung, 23 HUS gr Ig
Hackbraten mit STEC 0157, stx2a, eae R REER

Beispiel 2

Sprossenausbruch Deutschland 2011 [2]

> 3800 Infektionen, 855 HUS, 53 Verstorbene
Gekeimte Sprossensamen mit STEC/EAEC 0104, stx2a, aggR <

Beispiel 3

Mehl/Teig Ausbruch Kanada 2016 [3]

30 Infektionen, 8 Hospitalisierung, 1 HUS
Mehl mit STEC 0121, stx2a, eae

[1] https://www.cp24.com/news/how-could-this-happen-a-look-at-the-e-coli-outbreak-in-calgary-daycares-1.6706464
[2] Buchholz et al. 2011
[3] Morton et al. 2017
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https://www.cp24.com/news/how-could-this-happen-a-look-at-the-e-coli-outbreak-in-calgary-daycares-1.6706464

Historie

1982

1983
1983
1983
1987
1995
2011
2012

0157
Ausbruch mit hamorrhagischer Kolitis durch O157:H7
(Hamburger disease) . _

Shigatoxin
0157:H7 Stamm EDL933 produziert Verotoxin (O Brien et al.)’
Verotoxin 1 vergleichbar mit Shigatoxin von Shigella dysenteriae
Shigatoxin Ursache fir HUS (Karmali et al.)’ A2 5
EHEC= Stx + pO157 + A/E Lasionen
Pathogenitatsinsel ,Locus of Enterocyte Effacement” (McDaniel et al.) aggR
Ausbruch EHEC/EAEC Serotyp O104:H4 -> Hybridstamme
Einheitliche Shigatoxin-Nomenklatur (Scheutz et al.) Non-O157 Stx-
Top-7 Subtypen

(stx1a, stx1c, stx1d, stx2a-stx2g)

1 Kaper & O'Brien 2014
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\'—\ kacteriophage f
‘l

Gefahrencharakterisierung

LEE 3
< O
Chromosom Plasmid
Kategorisierung durch FAO/WHO Experten (2018) %
TABLE 5. Combinations of STEC virulence genes and the estimated potential to cause
diarrhoea (D), bloody diarrhoea (BD) and haemolytic uraemic syndrome (HUS) '
Level Trait (gene) Potential for:
1 stx, +eaeoraggR D/BD/HUS
2 stx,, D/BD/HUS?
3 stx,, + eae D/BD?
4 stx,, + eae D/BD? i
5 Other stx subtypes DA

NOTES: 1. depending on host susceptibility or other factors; e.g. antibiotic treatment
2. association with HUS dependent on stx2d variant and strain background.
3. some subtypes have been reported to cause BD, and on rare occasions HUS

Quelle: FAO/WHO STEC expert group (2018). Report, Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) and food: attribution, characterization, and monitoring
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Percentage of cases

|
- S O
_|
_{
-
- —
—

EFSA Report Pathogenicity assessment (EFSA BIOHAZ Panel, 2020)

Bloody diarrhoea HUS

I 1 -
- 4] B & o
N N O RO " . - \ 8
o o V' VG 4 | 1 _,I“. H k\ & NE AL Al W A° 1 - o A 0 D
? ? '\»--I & & o O > o o~ > o S 5 g LS S . L . R s S L S O o O
) ’ . e ? 3+
wct e ;\ N 4y N ngr X N X AD" Ak
R Fa o <t h:\:...h
eae pos eae neg ede pos

Verfugbare Daten zeigen, dass alle STEC humanpathogen sind und in der Lage mindestens Durchfall
auszulosen. Sowie, dass alle STEC Subtypen mit einer schweren Erkrankung in Verbindung gebracht
werden konnen. Die Serogruppe kann nicht zur Vorhersage der klinischen Symptome benutzt werden
und die Anwesenheit des Intimin Gens (eae) ist nicht essentiell fiir eine schwere Erkrankung.
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Expositionsschatzung

Zum Beispiel unter Berucksichtigung von:

Pravalenzdaten Zoonose-Monitoring
Verzehrsdaten
Verzehrsgewohnheiten /Ready to eat
Angebotsformen
Kontaminationsgrad /Infektionsdosis

Retrospektiv aus Ausbruchslebensmitteln

< 700 Bakterienzellen 0157 in Rindfleischpattie [1]
Schatzungen

2,4 MPN/g 0145 in Eiscreme bzw. 0,03 MPN/g 026 [2]
0.15 to 0.43 MPN/100 g 0121 in Mehl [3]

ow do you want

your burger?

Rare
Cool red center

Medium Rare
Warm red center

Medium
Warm pink center

Medium well

Warm with little pink

[1] Tuttle et al. 1999, [2] Buvens et al. 2011, [3] Gill et al. 2019

Well done

Warm with no pink

2
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Pravalenzdaten STEC — Pflanzliche Lebensmittel

Or:H23
0156:H25
0146:H28
0175:H28
026:H11
Zoonose-Monitoring Deutschland 08-H19 011-%52?9
ONT:H23 036:H14
— Mehl (2020) 9% 045:H. 0187:H28
el ,0154:H31 |
ONT:H7 : |
— Blatt-/Kopfsalat (2012) — Einzelhandel kein STEC nachgewiesen; by
Erzeugerebene (2012) 1,3%
stx1d
— Frischer Babyspinat (2019) 1,2%
— Tiefgefrorene Petersilie (2019) 0,3% StX.2g

— Sprossen, frische Erdbeeren, frische Krauter, verpackte
vorgeschnittene Blattsalate, Tomaten, unbehandelte Sesamsaaten
-> kein STEC
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stx1c/stx2b

. . 08:H19
Quellenzuordnung (Source attribution)
0176:H4 9128H485 H25 onEiisi022:H8
. . ) . 02 H27 036:H1
Expertenbefragung zur Kategorisierung von Lebensmitteln in Bezug 015:H16 146 H 2 10179H8
auf STEC RISIkO glélTHl-éMO‘)l ‘H14 0136: H120128H20116 H21 0182- HZS
e
EUR A AM T2 0146:H28 0116H28. 038:H26 017112091 H21
stx2a/stx2c/d 85;?7:%{1 O 1 O O H 3 O
— *
Beel Q157 :H78m
oy Nt L qi7e
Small ruminants' meat |  =—S———— Sighas | orzs OL4THE six2e
S’ ot
i O(:HZS‘
Da"‘y - ——— stx2c/d ?;.'}w,if.;.

Pork -

Aus Hoffmann et al. 2017 in EFSA report 2020

Vegetablesq -
Fruits and nuts 4 “S——
o

Other foods -

0% 25% 50% 75% 100%
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Assoziierte Lebensmittelmatrix der STEC Infektionen in Europa (1998-
2017)

EUR
e STEC aus (frischen)
- Basierend auf
e Ausbruchsdaten pflanzlichen Lebensmitteln
Q
. . werden selten isoliert
§_ l Rindfleisch: 31 %;
R 95% Ul 28-34% * aber hiufig verantwortlich
= pflanzl. LM: 30 %;
g 95% Ul 27-33% fur Ausbruche
=]
2 10+ .y y
g | » Mogliche Grinde:
- | ? Probennahme, Methoden,
- l -
O -
A , , — : Verzehrsform
> A & & Ny ¢ X o o S $ 'S Y s QA
N L
5 ¢ ov
& &
4(29 © Pires et al. 2019, Epidemiology and Infection
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Risikocharakterisierung

* Erreger-Matrix Kombination
» Kategorisierung von Lebensmitteln in Bezug auf Infektionsrisiko mit STEC (Rohverzehr vs. Nicht-Rohverzehr)

Beispiel 1 Daycare
Hackbraten mit STEC 0157, stx2a, eae ”"b’ea"‘,_\

Beispiel 2 2 \Q":g’ .
Gekeimte Sprossensamen mit STEC/EAEC 0104, stx2a, aggR L

Beispiel 3
Mehl mit STEC 0121, stx2a, eae
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Herausforderungen in der
Bewertung




Risikobewertung E. coli in Mehl

BfR-Risikoprofil:

[Escherichia coli in Mehl - Quellen, Risiken und Vorbeugung]
(Stellungnahme Nr. 004/2020)

- Allgemeinbevdolkerung |
A Betroffen sind kleine Kinder immungeschwiachte Personen [1] W 'ifk, ﬂ:i’ '"'i. fij‘ ' ?

Wahrscheinlichkeit

einer gesundheitlichen Praktisch
Beeintrachtigung bei ausgeschlossen
EHEC/STEC in Mehl

Unwahrscheinlich Wahrscheinlich Gesichert

- Leichte Mittelschwere
Schwere der gesundheitli- - iyl P
chen Beeintrachtigung bei Keine Beeintrachtigung Beeintrachtigung

. Beeintrachtigung [reversi- [reversi-
2izzsuacinl bel/irreversibel] bel/irreversibel]

Schwere
Beeintrachtigung
hEEE L E R

) Hoch: Mittel: - Ger_ing:_
A:s:gg%(:g]der JEILE Die wichtigsten Daten liegen vor Einige wichtige Daten fehlen feﬁl?ai:llr::ﬂ:i‘}:ﬁ ﬂg:rgaﬁgh-
g und sind widerspruchsfrei oder sind widerspriichlich P

lich

. . . Kontrollierbar durch .
Kontrollierbarkeit durch Kontrolle nicht e e R Kontrollierbar

Verbraucher notwendig e durch Verzicht

Nicht kontrollierbar

https://mobil.bfr.bund.de/cm/343/escherichia-coli-in-mehl-quellen-risiken-und-vorbeugung.pdf
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Gefahrenidentifizierung / Gefahrencharakterisierung

Or:H30 3
0146:H21 / 0100030 O187:H28

Kritische Punkte / Methodische Herausforderungen o?;?ﬂ%ggll_l—%z%

027:H30043:H2
089&910:%1 02:Hé6
08:H8

stx2b

 Nachweisvs. Isolierung
* Neue E. coli Typen /Genomplastizitat
* Matrix vs. Standardisierung/Normung

stx2b
stx2b

* Typisierungsdaten unvollstandig/nicht vorhanden

Beispiele:
Serogruppe berichtet flir 47 % und stx-Subtypen flir 27 % der humanen STEC; ahnlich fir
den Lebensmittelbereich (EFSA/ECDC Daten fiir 2022)

Unterschiede zwischen Lebensmittel- und Humanisolaten (Werber et al. 2008)
Human: 0157, 0103, 026, 091, 0145, 0111
Lebensmittel: ONT, 08, 091, 0113, (0115, 0174, 0146)
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Herausforderungen Exposition

* Verdnderte Essgewohnheiten — ey —
SOyl Rohmilc
#_ . el

und Angebote

* @Geschatzt sind (nur) ca. die
Halfte aller STEC-Infektionen
durch kontaminierte
Lebensmittel verursacht

(WHO/FAO 2018)

Lebensmitteln 60% > Tierkontakt
(Wild- und Haustiere) 11% >
Mensch zu Mensch 8% > Wasser 7%
> BOden 3% M. GroRmann / pixelio.de
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Zusammenfassung und
Ausblick




Zusammenfassung Risikobewertung

tungA Kontami 8 wohnheiten

nation

Exposition

 Differenzierung von
,Low and high risk STEC*
« Methodenabhangig

Risk assessment -> Risk management
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Ausblick

Codex Alimentarius

Guidelines for the control of STEC in beef, raw milk and cheese produced from raw milk,
leafy greens and sprouts (FAO/WHO in Arbeit)

European Commission (EC) “guidance document on the application of Article 14 of
Regulation EC 178/2002 as regards food contaminated with STEC” Neuer Entwurf?

Integrierte/Sektoriibergreifende genomische Surveillance
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Danke

Kolleginnen und Kollegen aus
den Landesuntersuchunglaboren,

dem Nationalen Referenzlabor fir E. coli
einschlielSlich verotoxinbildende E. coli,

den Fachgruppen des Bundesinstituts fur
Risikobewertung

Und lhnen fiir lhre Aufmerksamkeit!
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Beispiele fur Verbesserungsmaoglichkeiten

® Spezifisches Anreicherungsmedium fir STEC

® High-troughput Methoden fiir genetischen Nachweis mit sicherem Nachweis, dass verschiedene
Virulenzmarker in derselben Bakterienzelle sind

® Stabiler Nachweis direkt aus allen verschiedenen Lebensmittelmatrices (Anreicherungen)
® Tiermodell oder andere Moglichkeiten flir die Vorhersage des pathogenen Potentials

® Vorhersage der Shigatoxin-Produktion
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