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1 Einleitung

Lebensmittelbedingte Zoonosen stellen weltweit eine erhebliche Gefahr fur die 6ffentliche
Gesundheit dar. In der EU sind im Jahr 2020 die Campylobacteriose und Salmonellose die
haufigsten zoonotischen Erkrankungen beim Menschen. Die Listeriose folgte als funfhaufigste
Zoonose. Davon verursachten Infektionen mit Listeria (L.) monocytogenes jedoch die
schwerwiegendsten Verlaufe mit der hochsten Rate an Hospitalisierungen (EFSA und ECDC
2021). Die Mehrheit der Erkrankungen wird bei Personen Uber 64 Jahren, im Speziellen bei
Personen Uber 84 Jahren, beobachtet. Die durch den demografischen Wandel steigende
Anzahl an alteren Personen in unserer Gesellschaft macht eine Aufklarung der Bevolkerung
zu einem korrekten Umgang mit Lebensmitteln in Bezug auf diesen Erreger aktueller denn je.

L. monocytogenes ist somit ein in der Lebensmittelproduktion geflrchteter Erreger, der die
lebensmittelherstellende Industrie immer wieder durch Berichte von Krankheitsausbriichen
infolge Lebensmittelkontamination in den Medien erscheinen lasst und enorme wirtschaftliche
Schaden fir die betroffenen Betriebe, vor allem durch Produktriickrufe, bedeuten kann. Im
Jahr 2020 wurden nur 6,4% der Listeriosefalle in der EU im Zuge eines Ausbruches (d.h.
Krankheitsfalle werden auf dasselbe Lebensmittel als Quelle zuriickgefiihrt) gemeldet.
Insgesamt wurden 16 lebensmittelbedingte Ausbriiche mit 120 Krankheitsféllen berichtet,
davon sind sechs auf Fisch- und zwei auf Fleischprodukte zurtickzufiihren. Drei der Ausbriiche
fanden in Deutschland statt (EFSA und ECDC 2021).

In der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 der Kommission sind Lebensmittelsicherheitskriterien
auf Ebene der Schlachtung und Verarbeitung festgelegt. Auf Ebene der Primarproduktion gibt
es im Gegensatz dazu in dem Umfang keine harmonisierte gesetzliche Uberwachung, so dass
wenig vergleichbare amtliche Daten Uber das Vorkommen von L. monocytogenes in der
Primarproduktion vorliegen. Bei Wiederkauern, die haufiger an einer klinisch manifesten
Listeriose erkranken, gibt es im Vergleich zu anderen Nutztieren mehr klinische Daten. Fir
Schweine, bei denen Infektionen mit Listeria zum grof3ten Teil klinisch inapparent verlaufen,
deutlich weniger.

Da Schweinefleischprodukte eine bedeutende Rolle als Quelle von humanen
Listerieninfektionen haben und es immer wieder zu Krankheitsféallen bzw. -ausbriichen durch
den Verzehr von Schweinefleischprodukten kommt, ist das Wissen zu Eintragsquellen und die
Rolle der Primarproduktion beim Eintrag in die Lebensmittelkette wichtige Voraussetzung, um
Lebensmittelbedingte Listeriosen zu reduzieren.

Vorhandene Studien zum Vorkommen von Listerien beim Schwein und dessen Bedeutung fur
humane Erkrankungsfélle kamen in verschiedenen Regionen der Erde zu unterschiedlichen
Ergebnissen und Schlussfolgerungen. So finden sich neben zahlreichen Untersuchungen der
Belastung verschiedener Lebensmittel aul3erdem haufig Arbeiten zur Resistenzsituation bei
Listerien. Nur selten werden diese jedoch mit dem Vorkommen in der Primarproduktion oder
antibiotischen Behandlungen im Schweinesektor verknupft.

So stellt sich z.B. die Frage, welche Auswirkungen der nachweislich geringere
Antibiotikaeinsatz beim Schwein in Deutschland im Zuge der Antibiotikaminimierungsstrategie
seit 2011 auf die Pravalenz von Listerien, die vergleichsweise sensibel gegeniiber einer
grol3en Auswahl an Antibiotika sind, hat.

Gleichzeitig stellen die Anwendung antimikrobieller Substanzen ein Risiko zur Bildung von
Resistenzen in bakteriellen Erregern dar, sodass eine Uberwachung der Resistenzsituation
sinnvoll ist, um eine erfolgreiche Behandlung humaner Erkrankungsfalle auch in Zukunft
gewabhrleisten zu kénnen.



Ziel dieser Arbeit ist es, mehr lber die Rolle des Schlachtschweins im Vergleich zur Umwelt
am Eintrag von Listerien in Schlachtbetriebe herauszufinden, um so zu Strategien der
Verringerung der Listerienkontamination von Schweinefleisch beitragen zu kénnen. Zudem
werden die Eigenschaften in Bezug auf Virulenz und antimikrobieller Resistenz der
betreffenden lIsolate weiterfihrend untersucht, da diese Eigenschaften relevant fir die
Beurteilung der Entstehung und Behandlung einer humanen Listeriose sind und die
Uberwachung der Resistenzen fiir die Erhaltung der 6ffentlichen Gesundheit eine groRe Rolle
spielt.



2 LiteraturtUbersicht

2.1 Listeria spp.
Das Genus Listeria wird der grofen Gruppe der nicht sporenbildenden, Gram-positiven,
regelmaRig geformten Stébchenbakterien zugeordnet, zu denen auch Lactobacillus,
Erysipelothrix, Brochothrix, Renibacterium, Kurthia und Caryophanon z&hlen (Rocourt und
Buchrieser 2007).

Das Genus beinhaltet 20 Spezies, die in zwei Gruppen eingeteilt werden, Listeria sensu stricto
und Listeria sensu lato. Erstere besteht aus L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri,
L. seeligeri, L. ivanovii und L. marthii. Zur Gruppe Listeria senu lato werden die Spezies
L. grayi, L. rocourtiae, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica,
L. cornellensis, L.riparia, L. grandensis, L.booriae, L. newyorkensis, L. costaricensis,
L. goaensis und L. thailandensis gezéhlt (Leclercq et al. 2019).

Davon werden zwei als pathogen eingestuft, L. monocytogenes und L. ivanovii. Erstere weist
als bekannteste Spezies die grof3te Bedeutung bei menschlichen Erkrankungsfallen auf,
zweitere spielt vor allem bei Erkrankungen von Wiederkauern eine Rolle. Obwonhl die restlichen
Listerienspezies als apathogen gelten, gibt es Berichte einzelner Erkrankungsfélle durch
atypische, hamolytische L. innocua (Moura et al. 2019; Perrin et al. 2003) sowie L. seeligeri
(Rocourt et al. 1986).

2.1.1 Listeria monocytogenes

2.1.1.1 Geschichte

L. monocytogenes wurde in den 1920er-Jahren durch E.G.D. Murray im Zuge von
Krankheitsausbriichen in Labortieren in Cambridge entdeckt und von Murray, Webb und
Swann erstmals beschrieben. J. Pirie entdeckte das Bakterium unabhangig davon bei
ungewohnlichen Todesféllen bei Gerbils in Sidafrika (Rocourt und Buchrieser 2007) und
benannte es nach Lord Joseph Lister aus Schottland, dem Erfinder der antiseptischen
Chirurgie (Gibbons 1972). Die Bezeichnung monocytogenes geht auf die bei dieser
Erkrankung typischerweise beobachtete Monozytose bei den Labortieren zuriick (Allerberger
und Huhulescu 2015).

Der erste dokumentierte humane Krankheitsfall betraf im Jahre 1924 einen an Meningitis
leidenden Soldaten am Ende des ersten Weltkrieges (McLauchlin 1997). Mit der Einfihrung
der groR3flachigen Nutzung von Kiihlgeraten, verarbeiteten Lebensmitteln und somit
verlangerten Haltbarkeiten von Lebensmitteln seit den 1960er-Jahren nahmen auch durch
L. monocytogenes verursachte Erkrankungen zu (Lamont et al. 2011). AuRerdem fihrt die
verénderte multinationale Produktion und Vermarktung von Lebensmitteln zu einem erhghten
Potential fir groR3flachige und l&nderiibergreifende Krankheitsausbriiche aufgrund
kontaminierter und weit verteilter kommerzieller Lebensmittel und deren Produkte (Allerberger
2007).

2.1.1.2 Eigenschaften

Das Gram-positive Bakterium vermehrt sich bei Temperaturen von 0 bis 45°C (Grau und
Vanderlinde 1990), bei hohen Salzkonzentrationen bis 10%, bei pH-Werten von 4,4 bis 9,4
(George et al. 1988) sowie bei geringer Né&hrstoffverfliigbarkeit. Aufgrund dieser
Widerstandsfahigkeit gegeniber vielen Umweltstressoren ist es nicht nur ubiquitdr in der
Umwelt verbreitet, sondern auch gut an die Bedingungen in der Lebensmittelherstellung
angepasst. Es stellt sich morphologisch als Stdbchen ohne Kapsel dar und ist bei
Temperaturen unter 25-30°C durch peritrich angeordnete Flagellen beweglich. Es weist einen
niedrigen GC-Gehalt der DNA auf (Rocourt und Buchrieser 2007).



2.1.1.3 Biodiversitdt

Die Spezies L. monocytogenes kann in vier evolutionére Linien gruppiert werden (Orsi et al.
2011). Durch Serotypisierung, die auf flagellaren (H) und somatischen (O) Antigenen basiert,
wird L. monocytogenes in 17 Serotypen unterteilt (Ramaswamy et al. 2007), von denen die
vier Serotypen 1/2a, 1/2b, 1/2c und 4b am haufigsten mit der humanen Listeriose assoziiert
werden (Seeliger und Héhne 1979). Die Serotypen 1/2b und 4b gehéren der Linie I, 1/2a und
1/2c der Linie Il an, wahrend die Linien Il und IV nur selten und vorwiegend aus tierischen
Quellen isoliert werden (Orsi et al. 2011). Des Weiteren kénnen Uber 170 klonale
Komplextypen (CCs) und tber 300 Sublinien unterschieden werden
(http://bigsdb.pasteur.fr/listeria), von denen die bedeutendsten weltweit mit hoher Pravalenz
auftreten, wobei Unterschiede im Verhéltnis von Lebensmittel assoziierten Listerien zu klinisch
assoziierten bestehen (Chenal-Francisque et al. 2011).

2.1.1.4 Humane Listeriose

Listeria monocytogenes kann human- als auch tierpathogen sein und ist der bedeutendste
Erreger der humanen Listeriose. Diese stellt durch ihre hohe Letalitit eine der
schwerwiegendsten lebensmittellibertragenen Zoonosen in der EU dar. Im Jahr 2020 wurden
1.876 bestétigte Falle, 780 Hospitalisierungen und 167 Todesfalle durch Listeriose in der EU
gemeldet, das entsprach 0,42 Félle auf 100.000 Einwohner. Von 1.283 Fallen, deren Ausgang
gemeldet wurde, lasst sich eine Fatalitatsrate von 13% errechnen (EFSA und ECDC 2021).
Davon entfielen 575 Erkrankungsfalle auf Deutschland, was einer Inzidenz von 0,7 pro
100.000 Einwohnern entspricht, die Fatalitatsrate lag bei 5% (RKI 2021).

Die minimale Infektionsdosis, bei der mindestens 50% der exponierten Individuen erkranken,
unterscheidet sich je nach Wirtsanfélligkeit, Listerienstamm und Lebensmittelmatrix. Meist
erfordert es eine hohe Bakterienzahl von circa 100.000 Bakterien/g im kontaminierten
Lebensmittel. Die genaue minimale Infektionsdosis ist jedoch nicht bekannt (Hoelzer et al.
2012).

Eine Infektion kann sich als nicht-invasive gastrointestinale Form in immunkompetenten
Personen oder als invasive Form in sehr jungen, alten, immunsuppressiven und schwangeren
Personen mit Symptomen wie Meningoenzephalitis oder Septikdmie zeigen. Eine perinatale
Infektion des Fo6tus via Plazenta kann zu Abort, Totgeburt oder Neugeborenenlisteriose flihren
(Allerberger und Wagner 2010). Das Bakterium verhdlt sich im Wirtsorganismus fakultativ
intrazellular. Es kann direkt von der Wirtszelle unter Umgehung des extrazellularen Milieus in
benachbarte Zellen eindringen und anatomische Barrieren wie die Blut-Hirn-Schranke sowie
Plazentarschranke aktiv Uberwinden (Allerberger und Huhulescu 2015). Die intra- und
interzellulare  Verbreitung sorgt fur ein  Entkommen dieses Erregers vor
Immunabwehrmechanismen wie zirkulierenden Antikérpern und Komplementsystem, aber
nicht vor der T-Zell-induzierten Immunitat (Mielke et al. 1997).

Auch wenn es einzelne Berichte direkter Infektion durch asymptomatische Tragertiere gibt,
erfolgt die grof3e Mehrheit der Infektionen durch Verzehr kontaminierter Lebensmittel. Seit den
1950er Jahren wurden kontaminierte Lebensmittel als Ursache vermutet (Seeliger 1955), bis
1981 zum ersten Mal eine Infektion als durch Lebensmittel Gibertragen nachgewiesen werden
konnte (Schlech et al. 1983). Seitdem wurden weltweit sowohl zahlreiche sporadische Falle
als auch Ausbriiche auf den Verzehr verschiedener Lebensmittel wie z.B. Kase (Koch et al.
2010; Currie et al. 2015), Fleischprodukte (Currie et al. 2015) oder gefrorenen Mais
(McLauchlin et al. 2021) zurtickgefuhrt. In der EU konnten 2020 neun Ausbriiche auf ein
Lebensmittel als Quelle zurickgefiihrt werden. Hierbei waren Fisch und Fischprodukte fir
sechs Ausbriiche, Fleisch und Fleischprodukte fiir zwei und Milchprodukte fir einen Ausbruch
verantwortlich. Von sechs weiteren Ausbriichen konnte bei schwacher Beweislage nur far


http://bigsdb.pasteur.fr/listeria

einen Ausbruch Milchprodukte als Ursache vermutet werden, wahrend die Ursache der
restlichen nicht bekannt ist (EFSA und ECDC 2021).

Zur Behandlung der humanen Listeriose werden verschiedene Antibiotika eingesetzt, darunter
am haufigsten Ampicillin oder Penicillin allein oder in Kombination mit Gentamicin. Eine
Kombination aus Trimethoprim und einem Sulfonamid wird flir Patienten mit einer Allergie
gegen B-Lactam-Antibiotika angewendet. Vancomycin wird zur Behandlung einer Bakteriamie,
Erythromycin bei an Listeriose erkrankten, schwangeren Frauen angewendet. Aul3erdem
werden seltener Rifampicin, Tetrazykline, Chloramphenicol und Fluorchinolone eingesetzt
(Alonso-Hernando et al. 2012).

2.1.1.5 Vorkommen

L. monocytogenes ist als Saprophyt des Bodens aufgrund seiner hohen Widerstandsféahigkeit
gegenluber &uRReren Umweltbedingungen weit verbreitet. Durch das Vorhandensein des
Bakteriums in Abwassern und Fézes und die Tatsache, dass es sich in verrottendem
Pflanzenmaterial zahlreich vermehrt, wird seine ubiquitéare Préasenz im Boden erklart (Farber
und Peterkin 1991). Sein Genom weist eine hohe Anzahl an Genen, die Transportproteine
kodieren, sowie Regulatorgene auf. Dies ist charakteristisch flr einen ubiquitaren Lebensstil
(Vivant et al. 2013). Eine generell hohe Stressresistenz ist fur eine Besiedlung des Bodens
notwendig. Auch die Fahigkeit zur Biofilmbildung verbessert das Uberleben im Boden
(Sévellec et al. 2022). Biofilme sind auf einer Oberflache oder Substrat irreversibel festsitzende
Gemeinschaften von Mikroorganismen, die von extrazellularer polymerer Matrix umgeben sind
und verédnderte Phéanotypen hinsichtlich deren Wachstumsrate und Gentranskription
aufweisen (Donlan und Costerton 2002). Durch Biofilmbildung erhéht das Bakterium seine
Persistenz gegenuber Umwelteinflissen und auch gegeniber Desinfektionsmitteln (Lourenco
et al. 2011).

Nischen im Boden wie die Rhizosphéare, der unmittelbar von lebenden Wurzeln beeinflusste
Bereich, werden erfolgreich von L. monocytogenes besiedelt. Eine endophytische
Besiedelung ist jedoch nicht bekannt (Kljujev et al. 2018; Kutter et al. 2006). Das Bakterium
kommt zudem in Wasser, Staub und Tierfutter vor und kann so Lebensmittel kontaminieren.
Vor allem rohe sowie verarbeitete Produkte, die zum Verzehr ohne vorherige Erhitzung
vorgesehen sind, bergen ein erhdhtes Risiko fir Konsumenten. Von allen getesteten
Lebensmitteln in der EU in 2020 wurden mit 4,8% am meisten L. monocytogenes positive
Proben in ready-to-eat (RTE) Fleisch und Fleischprodukten gefunden, gefolgt von RTE Fisch
und Fischprodukten mit 4,2%, RTE Obst und Gemise mit 2,9% und RTE Milch und RTE
Milchprodukten mit 0,44% positiven Proben. Betrachtet man die Kategorie RTE Fleisch und
RTE Fleischprodukte genauer, war der Anteil an positiven Proben in Rindfleischprodukten mit
74% am hochsten, gefolgt von  Schweinefleischprodukten mit 3%  und
Geflugelfleischprodukten mit 0,65% (EFSA und ECDC 2021).

2.1.1.6 Menschen und Tiere als Carrier

Neben dem Menschen wurde das Bakterium in vielen Tierarten nachgewiesen, von
S&ugetieren Uber Vogel bis hin zu Fischen und Krustentieren (Roberts und Wiedmann 2003).
Auch z.B. asymptomatische Hunde wurden als Trager festgestellt (lida et al. 1991), die Rolle
von Haustieren in der Verbreitung ist jedoch nicht gut erforscht. Eine Ubertragung des
Bakteriums von Haustieren wie Hund oder Katze auf den Menschen ist nicht dokumentiert.
Nutztiere jedoch sind ein wichtiges Reservoir. Sie tragen zur Zirkulation des Bakteriums in
Tierhaltungen und einem Transfer in den Boden durch fakale Ausscheidung bei (Hurtado et
al. 2017). Wéahrend Listerien in Wiederkduern eine neurologische Erkrankung sowie Aborte
verursachen konnen, kommt es in Schweinen nur selten zu einer klinisch manifesten
Erkrankung (Stein et al. 2018). Die meisten Infektionen bleiben asymptomatisch. Mehrere



Studien untersuchten verschiedene Organe von gesunden Schweinen auf das Vorkommen
von L. monocytogenes und stellten dabei unterschiedliche Préavalenzen fest.

So fanden Hellstrom et al. (2010) in Finnland in Proben von Schweinen in Tonsillen mit 24%
positiven Proben die in ihrer Studie hdchste Pravalenz, gefolgt von Geschlinge, Darminhalt
und Schlachttierkérper. Auch Tierfutter und Fleischprodukte wurden beprobt und es wurden
die Pravalenzen von konventionell mit biologisch gehaltenen Schweinen verglichen. Im
Tierfutter und in Proben von Schweinen aus biologischer Produktion war sie signifikant héher
als in jenen aus konventioneller Produktion, jedoch nicht in den daraus resultierenden
Fleischprodukten. Weitere Studien aus Finnland berichten, verglichen mit verschiedenen
Organproben, die hochsten Préavalenzen in Proben von Zunge (14%) und Tonsillen (12%)
(Autio et al. 2000) bzw. in Tonsillenproben von Mastschweinen mit 22% eine signifikant hohere
Pravalenz des Bakteriums als in jenen von Sauen (6%) (Autio et al. 2004).

Esteban et al. (2009) untersuchten Kotproben von 17 Schweinepopulationen im Baskenland
auf L. monocytogenes, wovon keine Probe positiv war.

In Japan wurde eine Pravalenz von 0,8% im Darminhalt von 5.975 Schlachtschweinen aus
verschiedenen Schlachthéfen (lida et al. 1998) und 0,3% im Darminhalt von 250 Tieren aus
einer Herde (Yokoyama et al. 2005) festgestellt.

Sarno et al. (2016) untersuchten Tonsillenproben von 504 gesunden, geschlachteten
Schweinen in einem Schweizer Schlachthof und kamen zu einer Pravalenz von 5,6%.
AuRerdem fanden Wacheck et al. (2010) in 153 erlegten Wildschweinen in der Schweiz eine
Pravalenz von 17% in Tonsillenproben und 1% in Kotproben.

Eine altere Studie aus Jugoslawien berichtet von einem Anteil von 45% an L. monocytogenes
positiven Tonsillenproben bei insgesamt 103 Schlachtschweinen. Proben vom Darminhalt
hingegen brachten bei 3% von 97 Tieren ein positives Ergebnis (Bunc&i¢ 1991). Diese
tonsilliaren Carriertiere stammten haufiger von Betrieben mit Silagefutterung als von
Betrieben, die mit einer Trockenfutterung arbeiteten.

Von 172 Schlachtschweinen in Danemark waren 1,7% Trager von L. monocytogenes und
2,3% von L. innocua in Proben vom Darminhalt (Skovgaard und Ngrrung 1989).

In Stiddeutschland wurden Tonsillen- sowie Kotproben von 50 Schlachtschweinen untersucht,
wobei die Tonsillenproben mit 32% ein deutlich héheres Vorkommen aufwiesen als die
Kotproben mit 4% (Fredriksson-Ahomaa et al. 2009).

In Kanada beprobten Farzan et al. (2010) Schweinebetriebe anhand von gepoolten Kotproben.
Von 122 Proben fielen 3,3% positiv aus, die von elf Betrieben stammten. Dabei waren drei der
positiven Proben von Absetzferkeln und eine von Mastschweinen. Keine Probe von Sauen
ergab ein positives Ergebnis.

In der Studie von Kanuganti et al. (2002) wurden 300 Schlachtschweine aus einem Betrieb in
den USA anhand verschiedener Probenmatrices auf das Vorhandensein von
L. monocytogenes untersucht. Die hochsten Pravalenzen wurden je nach Anzuchtmethode mit
3,2% bzw. 7,1% in Tonsillenproben, gefolgt von Abstrichuntersuchungen von
Schlachttierkdrpern mit 1,5% bzw. 4,1% nach der Schlachtung festgestellt. Tonsillenproben
von Tieren desselben Stalles vor der Schlachtung ergaben 0% bzw. 0,3% positive Ergebnisse.
Proben von Darminhalt ergaben kein positives Ergebnis.

In Frankreich wurden Mastschweine vor dem Transport in den Schlachthof auf 93 Betrieben

mittels Kottupfern getestet, wovon in 14% der Betriebe positive Proben nachgewiesen wurden

(Beloeil et al. 2003b). Boscher et al. (2012) verglichen Pravalenzen bei Sauen mit jenen bei

Mastschweinen in denselben Betrieben anhand gepoolter Kotproben und fanden 46% der
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Betriebe und 11% der Sauenproben als positiv. Fir Mastschweine wurden 25% der Betriebe
und 14,5% der Proben positiv auf L. monocytogenes getestet.

Adorisio et al. (2003) stellten in Italien 13% von 189 Schweinen als asymptomatische
Tragertiere von L. monocytogenes fest, daflr wurden Speicheldrisen,
Mesenteriallymphknoten und Tonsillen untersucht. Auf Sardinien fanden Meloni et al. (2013)
in Schlachthéfen eine L. monocytogenes-Pravalenz von 7% im Darminhalt der
Schlachtschweine und von 33% in Schlachttierkorpern.

Eine Studie in Trinidad kam 2zu Ergebnissen von 5% L. monocytogenes-positiven
Rektaltupfern und 1,9% positiven Schweineschlachtkdrpern (Adesiyun und Krishnan 1995).

2.1.1.7 Risikofaktoren fiir das Vorkommen von Listerien bei Schweinen

Gute landwirtschaftliche Praxis kann das Vorkommen des Erregers auf Betrieben und somit
den Mastschweinen verringern (Hellstrom et al. 2010). Vor allem Faktoren wie grol3e
GruppengrofRen und Kontakt mit Haustieren und Schadnagern, aber auch organische
Produktion, mangelnde Hygienebedingungen und Betriebsmanagement wurden mit einer
erhdhten Pravalenz von L. monocytogenes auf Schweinebetrieben assoziiert. Zu diesem
Betriebsmanagement zahlen Glllemanagement, grob gemahlenes Futter, Zugang zu einem
AuRenbereich und Verwendung des Trogs als Tranke (Hellstrom et al. 2010).

Die Futterung gilt als hauptséchliche Infektionsquelle fiir Listerien bei Tieren. So wurde
Nassfutterung wahrend der Mast flir Schweine als Risikofaktor festgestellt (Beloeil et al.
2003b; Skovgaard und Ngrrung 1989). Beloeil et al. (2003a) fanden hohere
Listeriennachweisraten in Proben von Nassfutter als von trockenem Futter. Diese wurde auf
eine Kontamination durch die Leitungen fir Nassfutter zurtickgefuhrt. Eine andere Erklarung
dafur ist eine veranderte mikrobiologische Flora im Verdauungstrakt der Schweine durch
Nassfltterung, die ein Listerienwachstum fordert (Fosse et al. 2009). Silagefitterung ist mit
einer erhohten Listerienpravalenz in Tieren assoziiert (Bunci¢ 1991), da sie hohe
Bakterienzahlen enthalten kann (Gray und Killinger 1966; Gray 1960). Vor allem bei
Wiederkauern spielt dies eine wichtige Rolle, wéhrend Silagefiitterung bei Schweinen seltener
vorkommt. Husu (1990) stellte bei Rindern mittels Kotproben eine niedrigere Zahl an
Carriertieren in der reinen Weidesaison als in der Saison mit hauptsachlicher Silagefutterung
fest.

Neben der Fitterung spielen Hygienebedingungen auf dem Betrieb eine Rolle. So wiesen
Betriebe mit wenig bis keiner Reinigung generell und héchstens einmal wdchentlichen
Stiefeldesinfektion der Mitarbeiterinnen im Speziellen eine héhere Infektionsrate der Schweine
auf. Ebenso verhélt es sich mit dem Fehlen eines Umkleideraumes vor dem Stalleingang
(Beloeil et al. 2003b). Dieselbe Studie identifizierte ein zu kurzes Leerstehen der
Absatzferkelbuchten von nur einem Tag oder weniger vor Neueinstallung als Risikofaktor.
Innerhalb der Betriebe, die mit Nassfutter futterten, wurde auf3erdem eine Desinfektion der
Futterleitungen mit einem hoheren Risiko einer Listerieninfektion assoziiert als keine
Reinigung der Leitungen oder eine nur mit Wasser. Als Erklarung wurden die beiden
Hypothesen aufgestellt, dass Futterrestschichten und Biofilme Listerien enthalten kdnnen
(Skovgaard 1990) und durch Reinigungs- und DesinfektionsmalRnahmen vermehrt abgespiilt
und diese dadurch verteilt werden oder aber, dass andere Bakterien in Biofilmen, die durch
Desinfektion zerstért werden, in der Lage sind, das Wachstum von Listerien zu hemmen
(Royer et al. 2004).

2.1.2 Listeria innocua

Listeria innocua ist normalerweise apathogen fur Mensch und Tier, nur sehr vereinzelt gibt es
Fallberichte von menschlichen Erkrankungen, die durch pathogene L.innocua-Isolate
verursacht wurden (Favaro et al. 2014; Perrin et al. 2003).
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Aufgrund seiner engen genetischen Verwandtschaft zu L. monocytogenes wird L. innocua in
vielen Studien als Modell und Indikator fur dessen Prasenz verwendet (Glaser et al. 2001).
Eine unterschiedliche Stresstoleranz verschiedener Linien kann jedoch zu abweichenden
Uberlebensfahigkeiten und somit Ergebnissen filhren, daher sollten die als Modell
verwendeten L. innocua-Isolate sorgféltig ausgewahlt werden (Milillo et al. 2012). Milillo et al.
(2012) fuhren weiter aus, dass sich diese nur fur Studien im kontrollierten Labor eignen, aber
nicht in Lebensmittelbetrieben eingesetzt werden sollen. Sie kdnnen bei Testung auf Listeria
spp. zu positiven Probenergebnissen flihren, was im Falle von L. innocua zu unnétigem
Aufwand fir Reinigung und Desinfektion fuhrt. Ein Vorteil im Wachstum und die Bildung von
inhibitorischen Stoffen fordert eine Verdrangung von L. monocytogenes durch L. innocua bei
der Anzucht in verschiedenen Anreicherungsmedien und kann so zu falsch negativen
Ergebnissen bei Proben auf L. monocytogenes fihren (Cornu et al. 2002; Curiale und Lewus
1994).

2.1.3 Listeria welshimeri

L. welshimeri gilt als apathogene Spezies und wird haufig aus der Umgebung und seltener aus
tierischen Proben isoliert. Auch der Mensch wurde als fakaler Trager des Bakteriums
festgestellt (Andre und Genicot 1987).

Die Présenz von L. welshimeri in Proben verschiedener Lebensmittelmatrices kann die
Isolierung von L. monocytogenes verhindern und so zu falsch negativen Ergebnissen fihren,
da es als dominante Spezies in der Anreicherung wachst (Dailey et al. 2015).

2.2 Next Generation Sequencing (NGS)

Next Generation Sequencing (NGS) als analytisches Tool hat sich als wirkungsvolle Methode
zur Ausbruchsanalyse etabliert und ist vorangegangenen Methoden weit Gberlegen. Denn mit
Hilfe des NGS koénnen lIsolate, die fir ein Krankheitsgeschehen verantwortlich sind, einer
Quelle zugeordnet werden und Verwandtschaften zwischen Isolaten festgestellt werden.

2.2.1 Gesamtgenomsequenzierung (WGS)

Die Gesamtgenomsequenzierung (Whole Genome Sequencing, WGS), eine Methode des
NGS, ist die Analyse des gesamten bakteriellen Genoms. Sie ermoglicht den Vergleich von
DNA-Sequenzen des gesamten Genoms, Base fur Base, einen Einblick in die Evolution
bakterieller Spezies und bringt zusatzliche Informationen, z.B. Virulenz- und antimikrobielle
Resistenzmarker (LUth et al. 2018).

2.2.2. Multilocus Sequenz Typisierung (MLST)

Die Multilocus Sequenz Typisierung (MLST) stellt die wichtigste Methode zum Vergleich von
Isolaten dar und erlaubt dies zwischen Laboren auf globalem Level (Chenal-Francisque et al.
2011). Basierend auf den Nukleotidsequenzen von sieben housekeeping Genen
(Haushaltsgenen) liefert sie eine Ubertragbare und standardisierte Terminologie, indem
Stamme in Sequenztypen (STs) und klonale Komplextypen (CCs) unterteilt werden. Ein ST ist
definiert als die Ubereinstimmung von Allelen der sieben Haushaltsgene, ein CC als Cluster
von STs, die in mindestens sechs Allelen Ubereinstimmen (Félix et al. 2018).

Das core-genome (cg) MLST, eine Weiterentwicklung des klassischen MLST, vereint diese
Methode mit den umfangreichen Daten, die beim WGS erlangt werden (Salcedo et al. 2003).
Basierend auf 1.748 core loci schlugen Moura et al. (2016) ein Standardnomenklatursystem
dafir vor.

2.2.3 Erkenntnisse aus der Gesamtgenomanalyse von Listeria spp.
Die Publikation der gesamten Genomsequenz von L. monocytogenes sowie von der eng
verwandten Spezies L. innocua (Glaser et al. 2001) war ein wichtiger Schritt zum Verstandnis

ihrer Biologie auf Molekularebene. Eine Untersuchung von Gesamtgenomen mehrerer
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Listerienspezies (den Bakker et al. 2010) identifizierte ein Pangenom mit 2.032 Kern- und
2.918 akzessorischen Genen. Auch weisen die Genome eine hohe Syntanie auf, d.h. die
Anordnung der Gene blieb zwischen den verschiedenen Spezies stark konserviert.
Genverluste gingen mit der Entwicklung der einzelnen Spezies und vermutlich mit dem Wandel
hin zu einer saprophytischen Lebensweise einher. Die verschiedenen Spezies entwickelten
sich vermutlich vor circa 47 Millionen Jahren aus einem gemeinsamen pathogenen Vorfahren,
der die wichtigsten Virulenzgene besald (den Bakker et al. 2010).

So fehlen im Genom der Spezies L.innocua Virulenzgene, die sich auf dem 10-kb
Virulenzlokus befinden und fir eine Infektion der Wirtszelle nétig sind (Chakraborty et al. 2000;
Cossart und Lecuit 1998). Die Analyse des Gesamtgenoms von L. welshimeri (Hain et al.
2006) zeigt ebenso eine groRe genetische Ahnlichkeit mit L. monocytogenes, mit Ausnahme
des Fehlens von Genen, die fur Virulenz und andere Eigenschaften fiir die Pathogenitat von
L. monocytogenes verantwortlich sind sowie Genen flir Kohlenhydrattransport und
Kohlenhydratmetabolismus. Insgesamt weist das Genom 482 Gene weniger als jenes von
L. monocytogenes auf, von welchen 249 Gene auch im Genom von L. innocua fehlen, was
eine ahnliche Entwicklung dieser beiden Spezies von einem gemeinsamen Vorfahren aus
bestérkt (Hain et al. 2006).

Eine enge Verwandtschaft von Listeria zu Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus wurde
aufgrund der groRBen genetischen Ahnlichkeit festgestellt und zeugt von einer hohen Stabilitat
der Genome dieser Gruppe von Bakterien (Glaser et al. 2001).

Gentransfer durch Transformation kann als Ursache der genetischen Unterschiede zwischen
Listeria und Bacillus subtilis wie auch zwischen den Spezies L. innocua und L. monocytogenes
vermutet werden (Glaser et al. 2001).

2.2.3.1. Klonale Komplextypen (CCs)

Es werden hypervirulente und hypovirulente CCs unterschieden, die mit unterschiedlicher
Haufigkeit aus Tieren, humanen Erkrankungsféallen und Lebensmitteln isoliert werden, was fur
eine Anpassung an unterschiedliche 6kologische Nischen spricht (Sévellec et al. 2022). Zu
den hypervirulenten CCs werden unter anderem CC1, CC2, CC4, CC6 und CC11 gezahlt,
welche am haufigsten als Ursache humaner Erkrankungsfélle identifiziert werden. Als
hypovirulent werden z.B. die Lebensmittel assoziierten klonalen Komplextypen CC9 und
CC121 bezeichnet, die nur selten eine Erkrankung in immunkomprimierten Patienten
verursachen (Maury et al. 2016). Dazwischen gibt es intermediar eingestufte Komplextypen
verschiedener Herkiinfte.

2.2.4 Virulenzgene

Virulenzgene spielen eine essenzielle Rolle im Infektionszyklus und geben daher Auskunft
Uber die Pathogenitat eines Erregers. Bei Listerien sind diese Gene in getrennten Clustern
organisiert. Folgende sogenannte Pathogenitatsinseln wurden identifiziert.

Der Virulenzgen-Cluster Pathogenitatsinsel 1 (LIPI 1) beinhaltet die Gene prfA, pIcA, hly, actA,
und plcB, die intrazellulares Uberleben sowie Motilitat ermdglichen. Die Gene hly und plcA
vermitteln das Entkommen aus den Endosomen, actA durch Aufbau der Aktinfilamente und
Geil3elbildung die inter- und intrazellulare Motilitaét. Durch Kontakt mit der Plasmamembran
werden Protrusionen in Form von Pseudopodien ausgebildet, die bei Kontakt in die
benachbarte Zelle aufgenommen werden. Die Gene plcB und hly sind nun fir die Auflésung
der beiden Plasmamembranen zustandig, sodass das Bakterium in das Zytoplasma
entkommen und ein neuer Infektionszyklus beginnen kann (Kuchmina 2008; Chakraborty et
al. 2000). Die Fahigkeit zur beta-Hamolyse, die vollstindige Hamolyse von Erythrozyten, wird
durch ein Hamolysin, genannt Listeriolysin O (LLO), das durch das Gen hly kodiert wird,
ermdglicht (Geoffroy et al. 1987) und ist nétig fur die Virulenz von L. monocytogenes (Gaillard
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et al. 1986). Auch die pathogene Spezies L. ivanovii sowie die hamolytische und apathogene
Spezies L. seeligeri weisen dieses Gencluster in ihrem Genom auf (Gouin et al. 1994), wobei
auch von nicht hamolytischen L. seeligeri-Isolaten ohne LIPI 1 berichtet wurde (Volokhov et
al. 2006). Den normalerweise apathogenen und nicht hamolytischen L.innocua und
L. welshimeri fehlen LIPI 1 (Gouin et al. 1994). Es wurden aber atypische, hamolytische
L. innocua-Isolate gefunden, die LIPI 1 (Johnson et al. 2004) sowie das nachfolgend
beschriebene Gen inlA (Volokhov et al. 2007) in ihrem Genom aufweisen.

Die Gene inlA und inlB sind fir die Anheftung an die Wirtszelle sowie die folgende
Internalisierung verantwortlich. Das Gen inlA kodiert den entscheidenden Virulenzfaktor
Internalin A (Clayton et al. 2011), der an Spezies-spezifischen Rezeptoren an Epithelzellen
anheften kann. Wahrend zur Uberwindung der intestinalen Barriere nur inlA beteiligt ist, ist
zusatzlich inlB zur Uberwindung der plazentiaren Barriere notwendig (Disson et al. 2021;
Disson et al. 2008). Das Gen inlA ist in allen L. monocytogenes-lsolaten vorhanden, jedoch in
der Mehrzahl der hypovirulenten Isolate nur in verkirzter Form, in klinischen Isolaten wird es
deutlich haufiger in voller Lange exprimiert (Disson et al. 2021).

Die Pathogenitatsinsel 3 (LIPI 3), auch LLS-Cluster genannt, enthalt acht Gene (Vilchis-Rangel
et al. 2019) und wurde in einigen Isolaten der Linie | von L. monocytogenes nachgewiesen,
die fUr einen Grofteil der Krankheitsausbriiche verantwortlich sind. Dies spricht fir eine
mogliche wichtige Rolle von LIPI 3 bezuglich der Hypervirulenz von Isolaten. Das Gen IIsA
dieses Clusters kodiert fur die Produktion von Listeriolysin S (LLS), ein hamolytischer und
zytotoxischer Faktor, der zur Virulenz beitrdgt und auch in anderen Pathogenen wie
Staphylococcus aureus oder Clostridium botulinum vorkommt (Cotter et al. 2008). Clayton et
al. (2014) identifizierten LIPI 3 oder Uberreste davon auch in etlichen L. innocua-Isolaten,
wobei unklar ist, ob dieser vom gemeinsamen Vorfahren in einem langsamen Prozess verloren
ging oder jungst von L. monocytogenes erworben wurde.

Ebenfalls in einer stark klinisch assoziierten Untergruppe der Linie | von L. monocytogenes
wurde die Pathogenitéatsinsel 4 (LIPI 4) charakterisiert, ein aus sechs Genen bestehender
Virulenzcluster. LIPI 4 kodiert vermutlich fir ein Phosphotransferasesystem, das bei der
Infektion der Plazenta und des Zentralnervensystems beteiligt ist, die genauen Mechanismen
sind mit heutigem Forschungsstand unbekannt (Maury et al. 2016). Auch L. innocua besitzt
diesen Gencluster, seine Bedeutung fir diese apathogene Spezies ist noch ungeklart (Disson
et al. 2021).

Die Pathogenitatsinsel 2 (LIPI 2) ist ein speziesspezifischer Virulenzcluster, der in L. ivanovii
vorkommt und ausschlaggebend fir dessen Virulenz und Wirtstropismus ist. Die Gene dieses
Clusters kodieren fir zehn Internalin-Proteine sowie den Virulenzfaktor Sphingomyelinase
(SmcL) (Dominguez-Bernal et al. 2006). In einem hypervirulenten L. monocytogenes-Isolat
aus einem Krankheitsausbruch bei Schafen in China wurde ein Teil von LIPI-2 detektiert und
fur dessen Hypervirulenz verantwortlich gemacht (Yin et al. 2019).

2.3 Antimikrobielle Resistenzen (AMR)

Antibiotika werden seit der Erfindung von Penicillin im Jahr 1929 fir die Behandlung vieler
bakterieller Krankheiten eingesetzt und finden als Zusatz im Tierfutter zur Leistungsférderung
Verwendung, was in der EU jedoch seit 2006 verboten ist (Castanon 2007; Jones und Ricke
2003). Durch diesen Antibiotikaeinsatz fuhrte ein selektiver Druck Uber diesen Zeitraum zur
Entwicklung von Mikroorganismen, die gegen ein oder mehrere antimikrobielle Substanzen
resistent sind und ein Risiko fur die 6ffentliche Gesundheit darstellen (Luque-Sastre et al.
2018). Antimikrobielle Resistenzen konnen intrinsisch oder erworben sein. Intrinsische
Resistenzen kommen als eine Folge von angelegten strukturellen oder funktionellen
Eigenschaften eines Bakteriums vor, wie Abwesenheit des Rezeptors fir ein Antibiotikum,
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geringe Affinitat, Impermeabilitdt der Zellwand oder Enzymproduktion (Irving et al. 2012),
erworbene Resistenzen entstehen durch Genmutationen oder horizontalen Gentransfer (Blair
et al. 2015). Jene durch spontane Mutationen erworbene nennt man primare Resistenzen,
diese konnen auch ohne Kontakt zur jeweiligen antibiotischen Substanz entstehen, sind
chromosomal kodiert und werden nicht an andere Spezies weitergegeben. Obwohl sie nur
selten auftreten, verschaffen sie jenem Bakterium bei Anwesenheit des Antibiotikums einen
Selektionsvorteil, sodass es empfindlichen Populationen Uberlegen ist und sich
weiterverbreiten kann (Urban-Chmiel et al. 2022; Acar und Rostel 2001). Sekundar erworbene
Resistenzen entstehen beim Kontakt mit der antibiotischen Substanz und ihre Mechanismen
sind komplexer. Die verantwortlichen Gene befinden sich extrachromosomal im Zytoplasma in
Plasmiden, das sind Kkleine ringférmige DNA-Moleklle. Ein einzelnes Plasmid kann
Resistenzgene fir mehrere verschiedene Antibiotika beinhalten und diese von einer
Bakterienzelle zur nachsten transferieren, hauptséchlich via Konjugation und Transduktion.
Bei der Konjugation werden Plasmide bei direktem Kontakt Gber Proteinréhren an eine andere
Bakterienzelle weitergegeben, bei der Transduktion wird der Transfer durch Bakteriophagen
vermittelt (Urban-Chmiel et al. 2022; van Hoek et al. 2011). Unter mobile genetische Elemente,
die ihre Position im Genom verandern kdnnen, fallen Transposons und Insertionssequenzen.
Insertionssequenzen enthalten ein Gen, das fir das Enzym Transposase kodiert sowie sich
gegenlaufig wiederholende Endsequenzen, was ihnen ein beliebiges versetztes Einbauen in
die DNA erlaubt. Ein Transposon kann dartber hinaus noch weitere genetische Information,
z.B. Resistenzgene, enthalten (Urban-Chmiel et al. 2022).

2.3.1 Antimikrobielle Resistenzen in Listeria spp.

Listeria monocytogenes gilt generell als empfindlich gegenliiber den meisten zur Behandlung
von Gram-positiven Bakterien eingesetzten antimikrobiellen Substanzen, wobei eine Zunahme
an Resistenzen beschrieben wird. Erstmals wurde 1988 von einem multiresistenten klinischen
L. monocytogenes-Isolat in Frankreich berichtet (Poyart-Salmeron et al. 1990). Seitdem
wurden etliche weitere resistente Isolate, auch anderer Listerienspezies, nachgewiesen
(Olaimat et al. 2018; Conter et al. 2009; Charpentier et al. 1995; Facinelli et al. 1993). Dabei
wurde in einigen Studien ein Anstieg der Resistenzen Uber die Zeit beobachtet, auch
gegenliber solchen zur Listeriosebehandlung eingesetzten antibiotischen Substanzen wie
Gentamicin (Hailu et al. 2021; Olaimat et al. 2018; Aras und Ardi¢ 2015; Alonso-Hernando et
al. 2012). Resistenzen gegeniiber Tetrazyklinen und Fluorchinolonen werden laut Morvan et
al. (2010) immer haufiger beobachtet. Dem gegeniiber wurde in anderen Publikationen kein
Anstieg von AMR-L. monocytogenes-Isolaten beobachtet, auch Resistenzen gegenlber
Gentamicin nur in Einzelfallen (Baquero et al. 2020; Granier et al. 2011). Ebenso wurden
gegenuber Antibiotika erster Wahl zur Listeriosebehandlung, Ampicillin und Penicillin, in vielen
Studien keine Resistenzen berichtet (Mota et al. 2020; Yan et al. 2019; Granier et al. 2011),
andere wiesen hohe Resistenzraten von bis zu 75% bzw. 80% gegeniiber Ampicillin bzw.
Penicillin nach (lwu und Okoh 2020; Sharma et al. 2017; Aras und Ardi¢c 2015; Jamali et al.
2015; Rahimi et al. 2010). Davis und Jackson (2009) fanden in Nordamerika keine Penicillin-
resistenten L. monocytogenes-lsolate, jedoch waren alle L. innocua- sowie L. welshimeri-
Isolate in ihrer Studie resistent gegentber Penicillin. Von 259 L. monocytogenes-Isolaten aus
Lebensmitteln, Umgebung der Lebensmittelproduktion und Patienten in Deutschland fanden
Noll et al. (2018) keine Resistenzen gegenuber Ampicillin, ca. 1% der Isolate resistent
gegeniber Penicillin, ca. 5% gegentber Gentamicin und ca. 23% gegeniber Tetrazykline.
Insgesamt wurden in der genannten Studie 56% aller untersuchten Isolate als multiresistent
eingestuft, also resistent gegentiber mindestens drei antimikrobiellen Substanzen.

In Listerien kommen wenige intrinsische antimikrobielle Resistenzen vor, darunter gegentuber
Fusidinsaure und die meisten modernen Cephalosporine. Des Weiteren unterscheiden sich
die verschiedenen Spezies in ihren Resistenzen, so liegt beispielsweise bei L. monocytogenes
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und L.innocua eine intrinsische Resistenz gegenuber Fosfomycin vor, bei L.innocua,
L. ivanovii und L. seeligeri gegentiber die Fluorchinolone Enoxacin und Sparfloxacin (Troxler
et al. 2000).

Haufiger, wenn auch dennoch seltener als in anderen Genera, kommen erworbene
Resistenzen gegentber antibiotischen Wirkstoffen bei Listerien vor, meist durch mobilisierbare
genetische Elemente wie konjugative und mobilisierbare Plasmide und konjugative
Transposons erworben (Godreuil et al. 2003; Charpentier et al. 1999; Poyart-Salmeron et al.
1990). Diese Mechanismen sind in L. monocytogenes wesentlich mit Resistenzen gegenuber
Flourchinolon-, Makrolid- und Cefotaxim-Antibiotika assoziiert. Durch Plasmide kodnnen
Resistenzgene an andere L. monocytogenes-Isolate, aber auch spezies- und
genustubergreifend weitergegeben sowie von ihnen erworben werden, wie beispielsweise das
Plasmid pIP501 aus Streptococcus (Pérez-Diaz et al. 1982). Uber konjugative Transposons
kénnen Gene, die fir Resistenzmechanismen kodieren, zwischen Listerienspezies sowie
zwischen Listerien und anderen Genera ausgetauscht werden. Ein Beispiel hierfir ist das
Transposon Tn916 mit einem breiten Wirtsspektrum. Es tragt das Tetrazyklinresistenzgen
tet(M) und seine Ubertragung wurde von E. feacalis auf L. innocua und weiter auf andere
Listerienspezies sowie zurlick zu E. feacalis nachgewiesen (Celli und Trieu-Cuot 1998;
Vicente et al. 1988).

Hanes und Huang (2022) analysierten AMR-Gene von L. monocytogenes-Isolaten weltweiten
Ursprungs von 2010 bis 2021 und stellten als die haufigsten Resistenzgene fosX, lin und abc-f
fest, gefolgt von tet(M) und vanC, vanR, vanS, vanT und vanXY-C. In der Studie wurde keine
Zunahme der AMR-Gene Uber den genannten Zeitraum beobachtet. Mit 99,98% ist fosX und
mit 97,8% lin in fast allen Isolaten vorhanden. Das Gen fosX aus dem Kerngenom kodiert fr
eine Fosfomycinresistenz (Scortti et al. 2018) und das Gen lin fur eine Resistenz gegentiber
Lincomycin. Das AMR-Gen abc-f kodiert einen ABC-Transporter, der eine Resistenz
gegenlber jenen Antibiotika bewirkt, die an den Ribosomen Gram-positiver Mikroorganismen
ansetzen (Sharkey et al. 2016). Fur eine Resistenz gegenlber Tetracycline kodiert tet(M). Die
AMR-Gene vanC, vanR, vanS, vanT und vanXY-C bewirken eine Vancomycinresistenz und
wurden nur in Isolaten aus Umgebungsproben aus den Jahren 2014 bis 2016 gefunden
(Hanes und Huang 2022).

Yan et al. (2019) untersuchten 2.862 L. monocytogenes aus Lebensmitteln in China von 2012
bis 2015 und wiesen in 28 Isolaten phanotypische Resistenzen gegeniber ein bis vier
Antibiotika nach. Genetische Untersuchungen legten nahe, dass diese von anderen Bakterien
durch horizontalen Gentransfer oder Aufnahme in das Chromosom erworben wurden. Am
haufigsten wurde eine Resistenz gegen Tetrazykline in 8,7% der Isolate festgestellt, auch
gegen Erythromycin (2,2%), Trimethoprim/Sulfamethoxazol (0,98%) und Chloramphenicol
(0,8%) kamen Resistenzen vor, in zehn Isolaten gegen alle vier Substanzen, sodass sie als
multiresistent eingestuft wurden. Als Reservoir von Tetrazyklinresistenzen kénnte L. innocua
fur andere Spezies, inklusive L. monocytogenes, fungieren. Facinelli et al. (1993) vermuten,
dass ein Transfer von Resistenzgenen zwischen den beiden Spezies im Gastrointestinaltrakt
von Haustieren oder in der Lebensmittelumgebung stattfinden kann, da diese Spezies dort
zusammentreffen. In den letzten Jahren ist das wissenschatftliche Interesse an der Bedeutung
der Umwelt als Ort der Verbreitung von antimikrobiellen Resistenzen zwischen
Mikroorganismen gestiegen (Urban-Chmiel et al. 2022), da horizontaler Gentransfer an jedem
Ort, an dem sie zusammentreffen, stattfinden kann. Zwischen phylogenetisch eng verwandten
Bakterien ist er wahrscheinlicher (Smillie et al. 2011) und wird durch Stressoren wie
antimikrobielle Substanzen und Biozide, z.B. quartare Ammoniumverbindungen wie sie in der
Lebensmittelproduktion verwendet werden, induziert (Guérin et al. 2021; Jutkina et al. 2018;
Zhang et al. 2017).
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Abstract

Listeria (L.) monocytogenes as the cause of human listeriosis is widespread in the environment and a hazard considering
food safety. Almost all animal species as well as humans can be asymptomatic carriers of this bacterium. In pigs, the tonsils
are identified as the organ with the highest detection rate compared to other sample matrices. We sampled 430 pigs in total
in two slaughterhouses in Northwest and East Germany, two structurally different and important regions in pig production,
to re-examine pigs as a possible source of Listeria-contamination of pork products. We detected a low prevalence of L.
monocytogenes in tonsil samples of 1.6% (7/430) on single animal level and of 11.6% (5/43) on herd level with no signifi-
cant difference between the two German regions. Apart from L. monocytogenes, the usually non-pathogenic L. innocua had
a prevalence of 1.2% (5/430) on single animal level. From 200 pigs from Northwest Germany, intestinal content samples
were analysed in addition to tonsil samples from the same animals, but no positive sample was found for L. monocytogenes
(0.0%, 0/200), while four pigs were positive for L. innocua (2.0%, 4/200). Although the prevalence of L. monocytogenes in

tonsils is low, the risk of cross-contaminating meat with the pathogen is still given.

Keywords Listeria monocytogenes - Abattoir - Pig tonsils - Pig intestinal content - Asymptomatic carrier - Slaughter

hygiene

1 Introduction

Listeria (L.) monocytogenes as the most important human
pathogenic species of the genus Listeria is the causative
agent of the rare but severe human listeriosis (Allerberger
and Wagner 2010). There are 20 recognized species of the
genus Listeria, and apart from L. monocytogenes, the spe-
cies L. ivanovii is also considered a pathogen (Leclercq
et al. 2019). L. innocua is considered to be non-pathogenic,
although there are rare reports of disease caused by atypi-
cal hemolytic L. innocua strains (Moura et al. 2019; Perrin
et al. 2003).

Human listeriosis can manifest in a non-invasive gastro-
intestinal form in immunocompetent persons or in an inva-
sive form in young, old, immunocompromised or pregnant
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patients with symptoms like meningitis, encephalitis, sepsis,
perinatal infections and abortions (Allerberger and Wagner
2010). In 2019, the incidence of human listeriosis in Ger-
many was 0.7 cases per 100,000 people with a case fatal-
ity rate of 7% (Robert Koch-Institut 2020). In the European
Union, the case fatality rate is even higher (16%) which
makes listeriosis one of the most serious foodborne diseases
with 14 reported foodborne outbreaks in 2018 (EFSA and
ECDC 2019).

L. monocytogenes is frequently found in food products
of animal origin such as processed meat, fish and dairy
products, but also in vegetable products (Desai et al. 2019).
In particular, pork meat was linked to several outbreaks of
listeriosis (Duranti et al. 2018; Pichler et al. 2009). Next to
raw and unprocessed food products, also processed and heat-
treated products that have been contaminated after heating
bear a particular risk for causing an infection (Ramaswamy
et al. 2007).

The resilient bacterium L. monocytogenes is ubiquitous
in the environment. It has been isolated from soil, dust,
water, feed and sewage and from almost any animal spe-
cies, including asymptomatic humans (Allerberger 2007).
In asymptomatic pigs, it has been found in several matrices
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including intestinal content, tonsils, lymph nodes, pluck sets
and carcass swabs, while tonsils showed the highest prev-
alence (Fredriksson-Ahomaa et al. 2009; Hellstrom et al.
2010; Iida et al. 1998; Kanuganti et al. 2002; Sarno et al.
2016). In rare cases it can also cause clinical disease in pigs
(Stein et al. 2018).

Feed is described as the main source of contamination
with Listeria, but also an environmental source is possible
due to the soil origin of Listeria spp. (Beloeil et al. 2003;
Skovgaard and Ngrrung 1989).

For South Germany, Fredriksson-Ahomaa et al. (2009)
found prevalence rates for L. monocytogenes of 32% (16/50)
in tonsils and 4% (2/50) in feces originating from pigs.

The aim of the present study was to get a first overview
of the current status of contamination in pig herds with L.
monocytogenes in two other important and structurally dif-
ferent pig production regions of Germany, the Northwest
and the East, to reconsider pigs as a possible source of con-
tamination of pork products. Compared to South of Ger-
many, where farms are small but numerous, there are many
large farms and a very high production animal density in the
Northwest of Germany, whereas the East has few very large
farms. Numerically, 43% of fattening pig farms keeping 19%
of total German fattening pigs are located in the South. In
the Northwest, there are 29% of German fattening pig farms
which are keeping 56% of fattening pigs, while 5% of Ger-
man fattening pig farms keeping 11% of fattening pigs are
located in the East (Merle et al. 2012). The two different
regions were chosen to examine if differences in agricultural
structure have an effect on the L. monocytogenes contamina-
tion of pig herds.

2 Materials and methods

The samples were taken from conventionally raised fattening
pigs of 6-7 months of age in two industrial slaughterhouses.
The slaughter capacity of both slaughterhouses amounts to
more than 5000 pigs per day. The slaughterhouses as well
as the fattening pig farms are located in Germany in two
regions with different agricultural structures. The Northwest
is characterized as a high pig dense region with many large
sized pig farms whereas the East stands for a low pig dense
region with a few but huge pig farms.

In slaughterhouse A, tonsil as well as intestinal content
samples from 200 slaughter pigs from 20 farms, i.e. ten
pigs per farm, were taken on four different dates in winter
2018/2019. The randomly chosen farms raise at least 1000
pigs per year and are located in Northwest Germany. We
selected every third pig of each chosen herd, till attaining ten
pigs. In order to get both samples from the same animal, one
person labelled the chosen pigs before evisceration. Samples
of tonsils were taken using sterile forceps and disposable
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scalpels (Cutfix®; B.Braun, Melsungen, Germany) after the
splitting of carcasses and were stored in sterile stomacher
bags (VWR® Blender Bag; Radnor, PA, USA). In slaugh-
terhouse A, the carcasses were split along the midline from
back to front inclusively their heads. Intestinal content from
the same animals were taken into a 15 ml fecal tube (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) after evisceration by
incising the correspondent rectum with a sterile scalpel.

Due to negative results for L. monocytogenes in fecal
samples in slaughterhouse A, no fecal samples were taken
in slaughterhouse B. The sampling in slaughterhouse B was
performed in autumn 2019. Samples from 180 pigs origi-
nating from 18 farms located in East Germany and 50 pigs
originating from five farms located in Northwest Germany
were taken. Therefore, from each randomly selected farm,
ten pigs were randomly chosen and their tonsils were cut
out with a disposable scalpel and a sterile forceps directly at
the end of the slaughter line and stored in sterile stomacher
bags. This slaughterhouse used automatic splitting with saws
splitting exclusively the heads of the carcasses.

All samples were transported in cold storage between 2
and 8 °C directly into the institute’s laboratory and examina-
tion started the following day.

Processing of the samples was performed in accordance
to the EN ISO 11290-1:2017 protocol (Horizontal method
for the detection and enumeration of Listeria monocytogenes
and of Listeria spp.) with minor modifications: samples of
tonsils weighed 12 g on average, whereas samples of intes-
tinal content weighed 1-2 g. They were homogenized in a
stomacher (Smasher™ High-Performance Blender/Homog-
enizer, bioMerieux, Marcy—l’Etoile, France) for 2 min with
half-Fraser broth (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
in a dilution of 1:10. The homogenate was incubated for
24 h at a temperature of 30 °C. Altogether, 0.1 ml of the
incubated suspension was mixed in 10.0 ml Fraser broth
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and incubated for
24 h at 37 °C, followed by streaking out on two selective
agar plates. Those selective agar plates were Agar Listeria
according to Ottaviani and Agosti (ALOA; Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) and PALCAM agar (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany). The agar plates were incubated at
37 °C for 48 h. Presumptive colonies were streaked out on
Columbia blood agar (Oxoid Ltd., Hampshire, UK) and
incubated for 24 h at 37 °C, followed by a CAMP test, cata-
lase test, biochemical tests including rhamnose and xylose
sugar utilization and Gram staining in accordance with the
EN ISO 11290-1:2017. As confirmation, a multiplex poly-
merase chain reaction (PCR) as described by Bubert et al.
(1999) was performed, firstly to confirm the Genus Listeria
and secondly to verify the species. The cycling conditions
were 95 °C for 5 min for the initial denaturation, followed
by 95 °C for 15 s (denaturation), 58 °C for 30 s annealing,
72 °C for 50 s (extension) and 72 °C for 5 min as a final step.
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Table 1 Results in samples of tonsils in % (n/N) (95% CI confidence

interval)
Detection rate  Detection rate Detection rate
of Listeria spp. of L. monocy- of L. innocua
(95% CI) togenes (95% CI)
(95% CI)
Total 2.8% (12/430) 1.6% (7/430) 1.2% (5/430)
(1.23-4.35%)  (0.43-2.82%) (0.15-2.18%)
Slaughterhouse  1.5% (3/200) 1.0% (2/200) 0.5% (1/200)
A (0.00-3.18%)  (0.00-2.38%) (0.00-1.48%)
Slaughterhouse  4.4% (8/180) 2.8% (5/180) 1.7% (3/180)
B? (1.43-7.46%) (0.38-5.18%) (0.00-3.54%)
Slaughterhouse  2.0% (1/50) 0.0% (0/50) 2.0% (1/50)
BY (0.00-5.88%)  (0.00-6.98%) (0.00-5.88%)

#Samples of pigs from East Germany

bSamples of pigs from Northwest Germany

Species identification was also confirmed by matrix-assisted
laser desorption-ionization-time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) (Bruker MALDI Biotyper®; Bruker Dal-
tonik, Bremen, Germany).

Calculation of sample size was based on an expected
prevalence between 4 and 30% according to previous stud-
ies in Germany and other European countries within the last
15 years (Fredriksson-Ahomaa et al. 2009; Hellstrom et al.
2010; Sarno et al. 2016). We tested 200 and 230 animals per
slaughterhouse, respectively for an accuracy of 5-10%. The
Chi-square-test and odds ratio were performed with IBM®
SPSS® Statistics Version 25 (SPSS, Inc., Chicago, IL) with
p <0.05 defined as statistically significant. The 95% confi-
dence intervals (95% CI) were calculated using epitools' and
causascientia” if the result was zero.

3 Results

In tonsil samples, the detection rate for Listeria spp. was
2.8% (12/430) on single animal basis (Table 1). The detec-
tion rate of L. monocytogenes was 1.6% (7/430). In slaugh-
terhouse A, three out of 200 pigs (3/200, 1.5%) originating
from Northwest Germany were positive for Listeria spp. in
tonsil samples. In detail, two samples were positive for L.
monocytogenes (2/200, 1.0%) and one for L. innocua (1/200,
0.5%). All affected animals originated from different farms.
In intestinal content samples, four animals from four differ-
ent farms were tested positive for L. innocua (Table 2). None
of these animals showed positive results in tonsils.

! https://epitools.ausvet.com.au/ciproportion Accessed March 2021.

2 https://www.causascientia.org/math_stat/ProportionCI. html
Accessed March 2021.

Table 2 Results in samples of intestinal content in % (n/N) (95% CI)

Detection rate  Detection rate  Detection rate of

of Listeria spp. of L. monocy- L. innocua
(95% CI) togenes (95% CI)
(95% CI)
Slaughterhouse 2.0% (4/200) 0.0% (0/200) 2.0% (4/200)
A (0.06-3.94%)  (0.00-1.82%)  (0.06-3.94%)

No intestinal content sample taken in slaughterhouse B

In slaughterhouse B, out of 180 pigs from East Germany,
eight samples (8/180, 4.4%) were positive for Listeria spp.
Five of those isolates were confirmed as L. monocytogenes
(5/180, 2.8%) and three as L. innocua (3/180, 1.7%). These
five L. monocytogenes positive samples originated from
three farms with three isolates from pigs of the same farm
and the other two from two different farms, respectively.
In addition, the three isolates of L. innocua came from one
single farm—a farm with no L. monocytogenes positive sam-
ples. From 50 pig tonsil samples from Northwest Germany
slaughtered in slaughterhouse B, L. innocua was found in
one sample (1/50, 2.0%).

A herd with at least one positive tonsil sample was
regarded positive. The total herd level detection rate was
16.3% (7/43) for Listeria spp. and 11.6% (5/43) for L. mono-
cytogenes (Table 3). Considering only results of intestinal
content samples, the herd detection rate of Listeria spp.
was 20.0% (4/20) and of L. monocytogenes 0.0% (0/20) in
slaughterhouse A (Table 4).

To compare the results of pigs tested in both slaughter-
houses, the samples of intestinal content in slaughterhouse
A were omitted in the following results: the herd detection
rate in slaughterhouse A was 10.0% (2/20) for Listeria spp.
as well as for L. monocytogenes. In slaughterhouse B, the
herd detection rate for Listeria spp. was 21.7% (5/23) and
for L. monocytogenes 13.0% (3/23). The Chi-square-test
showed no statistically significant association (p =0.420
for Listeria spp. resp. p >0.999 for L. monocytogenes) of
slaughterhouse and the finding of positive herds, as though
the odds ratio showed a 2.5 (95% CI 0.428-14.607) resp. 1.4
(95% CI1 0.202-9.018) times higher risk to find a positive
pig herd in slaughterhouse B. Altogether, in tested pig herds
originating from Northwest Germany the herd detection rate
was 12.0% (3/25) for Listeria spp. and 8.0% (2/25) for L.
monocytogenes. In pig herds originating from East Germany,
the herd detection rate was 22.2% (4/18) for Listeria spp. and
16.7% (3/18) for L. monocytogenes. The odds ratio showed a
2.1 (95% CI 0.406-10.802) resp. 2.3 (95% CI 0.343-15.436)
times higher risk for a positive herd originating from East
Germany, but the Chi-square-test showed no statistically
significant correlation between positive results and origin
of pigs (p=0.427 resp. p=0.634) in this study.
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Table 3 Results on herd level
in samples of tonsils in % (n/N)
(95% CI)

Herd detection rate of
Listeria spp.
(95% CI)

Herd detection rate of
L. monocytogenes
(95% CI)

Herd detec-
tion rate of
L. innocua

(95% CI)

Total
Slaughterhouse A
Slaughterhouse B*

Slaughterhouse B®

16.3% (7/43)
(5.24-27.31%)
10.0% (2/20)
(0.00-23.15%)
22.2% (4/18)
(3.02-41.43%)
20.0% (1/5)
(0.00-55.06%)

11.6% (5/43)
(2.05-21.21%)
10.0% (2/20)
(0.00-23.15%)
16.7% (3/18)
(0.00-33.88%)

0.0% (0/5)
(0.00-45.93%)

7.0% (3/43)
(0.00-14.59%)
5.0% (1/20)
(0.00-14.55%)
5.6% (1/18)
(0.00-16.14%)
20.0% (1/5)
(0.00-55.06%)

4Samples of pig herds from East Germany

bSamples of pig herds from Northwest Germany

As on herd basis, also the single animal results showed
no statistically significant association of the origin of pigs
and positive results for Listeria spp. as well as for L. mono-
cytogenes (p=0.134 resp. p=0.135) with an odds ratio of
2.9 (95% C10.848-9.650) resp. 3.5 (95% CI 0.680-18.470).

For comparison of the specificity of culture, PCR and
MALDI-TOF MS for species identification, the results for
all isolates were identical with all methods.

4 Discussion

This study shows the first data of asymptomatic L. monocy-
togenes carrier pigs originating from two structurally differ-
ent pig production regions in Germany, the Northwest and
the East. Results of 1.6% (7/430) positive L. monocytogenes
tonsil samples in total assume a high hygienic standard in
the corresponding farms. The diverse agricultural structures
with high vs. low density and big vs. very big farms in the
Northwest and East of Germany, respectively, showed no
significant difference on the impact of contamination with
L. monocytogenes. For South Germany, where farms are in
average smaller but the density of farms is high (Merle et al.
2012), Fredriksson-Ahomaa et al. (2009) isolated L. mono-
cytogenes in 34% of tonsils and 4% in feces of 50 slaughter
pigs. Next to agricultural structures, the occurrence of L.
monocytogenes in pigs may also be influenced by, e.g., date
and method of investigations.

Other prevalence studies of L. monocytogenes in asymp-
tomatic pigs in different regions of the world come to vari-
ous results. In Fig. 1, results of several selected studies
in comparison with our results are illustrated in reverse
chronological order. The previous studies show a variation
of results from 0% positive fecal samples in North Spain
(Esteban et al. 2009) to 45% positive samples of tonsils in
Yugoslavia (Bunci¢ 1991), even though a direct compari-
son must be seen critically because of different sampling
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Table 4 Results on herd level in samples of intestinal content in %
(/N) (95% CI)

Herd detection  Herd detection ~ Herd detec-
rate of Listeria  rate of L. mono- tion rate of L.

spp- cytogenes innocua
(95% CI) (95% CI) (95% CI)

Slaughterhouse  20.0% (4/20)
A

0.0% (0/20) 20.0% (4/20)

In slaughterhouse B, no intestinal content samples weretaken

CI Confidence interval

and detection methods, sample sizes and circumstances
like husbandry conditions. Considering the environmental
source of L. monocytogenes, the feeding and husbandry
conditions have an impact on the contamination of pigs
on the farm (Skovgaard 1990). For example, pigs were
partially fed with silage in the study of Bunci¢ (1991) what
explains a higher prevalence of L. monocytogenes. In the
study of Hellstrom et al. (2010) pigs from organic farms
showed a higher prevalence than conventionally raised
pigs in farm-level as well as at slaughterhouse level. Dif-
ferent feeding practices, e.g., hay or straw as coarse feed,
and more contact to soil, plants and other animals lead
to a higher risk of contamination with this ubiquitous
pathogen. The chronological depiction of previous study
results indicates a slight trend of decreasing numbers of
the bacterium found in pigs. The negative correlation with
the increasing numbers of human disease cases could be
explained by changing of production and distribution of
food which support the widespread of the pathogen. For
instance, the rising popularity of ready-to-eat products,
which are intended to be eaten without further heating,
are one of the most important sources for human listeriosis
(Kurpas et al. 2018).

As shown in Figure 1, prevalence rates from our study
are comparably low. In slaughterhouse A, we detected 1.0%
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Fig.1 Detection rates of L. monocytogenes in pigs found in this
and in various studies worldwide in reverse chronological order. 1:
Slaughterhouse A (pigs from Northwest Germany). 2: Slaughterhouse
B (pigs from East Germany). 3: Slaughterhouse B (pigs from North-
west Germany). 4: Sarno et al. (2016) (Switzerland). 5: Hellstrom

(2/200) of tonsil samples vs. 0.0% (0/200) intestinal content
samples positive for L. monocytogenes. Results suit with the
higher detection rate of this pathogen in samples of tonsils
than of intestinal content from other studies (Fredriksson-
Ahomaa et al. 2009; Hellstrom et al. 2010). Intestinal con-
tent taken as samples of feces would be easily accessible on
the farm but is shown there to be an improper material to
detect the actual number of asymptomatic carrier pigs in a
herd. Therefore, the examination of tonsils in the slaughter-
ing process should be preferred.

Results of this study confirm that especially tonsils can
still be a reservoir for L. monocytogenes. The low prevalence
indicates a minor but potential risk of cross-contamination
of the bacterium from tonsils to meat or the slaughterhouse
environment where L. monocytogenes could accumulate
and spread along the food chain. Autio et al. (2000) found
mechanical saws as source of cross-contaminating L. mono-
cytogenes to pig carcasses. It underlines the importance of
hygiene at the point of splitting the carcasses, removing ton-
sils and other steps in the slaughter line. An automatic saw
like used in slaughterhouse B has the advantage of being
cleaned with hot water after splitting a pig carcass, so there
is a minor risk of cross-contaminating L. monocytogenes
from one carcass to the next. More research is necessary to
evaluate the difference in cross-contamination with L. mono-
cytogenes between different types of saws and practices, e.g.
splitting inclusively or exclusively the heads of carcasses.

Furthermore, in our study we could show an intra-farm
accumulation of three L. monocytogenes as well as three L.
innocua positive samples in slaughterhouse B, revealing a
transmission inside a herd or a shared origin of contamina-
tion on the farm, such as feeds. Cross-contamination in the
slaughterhouse is unlikely to be the cause for it because the
positive tested carcasses were not sampled one after another

Intestinal content* 45%

m Tonsils

32%

30%

24%
25%
20%
15%
10% 6% i 5%+

4% .

5% . J% 3% . 1% 3%* o : . 1%* 3% 204*
on W 0% 0%* 0/

10 11 12 13

et al. (2010) (Finland). 6: Farzan et al. (2010) (Canada). 7: Fredriks-
son-Ahomaa et al. (2009) (South Germany). 8: Esteban et al. (2009)
(Spain). 9: Kanuganti et al. (2002) (USA). 10: Iida et al. (1998)
(Japan). 11: Adesiyun and Krishnan (1995) (Trinidad). 12: Buncié
(1991) (Yugoslavia). 13: Skovgaard and Ngrrung (1989) (Denmark)

in the slaughter line. Due to data protection reasons, it was
not possible in our study to get more detailed information
about the farms to compare agricultural practices. Beloeil
et al. (2003) identified wet feeding during the fattening
period as well as low hygienic standards on farm as risk
factors for L. monocytogenes contamination of pigs on farm
level. Hellstrom et al. (2010) underlined the importance
of hygiene conditions and added as further risk factors a
large group size, contact with pet and pest animals, organic
production, farm management practices like management
of manure, use of coarse feed, access to outdoor areas and
drinking from the trough.

5 Conclusions

In two high-capacity slaughterhouses, 250 pigs originating
from Northwest Germany and 180 pigs from East Germany
were tested for Listeria spp. in tonsils and the first 200 pigs
also in intestinal contents. The rates of asymptomatic L.
monocytogenes carrier pigs (1.6% in tonsil resp. 0.0% in
intestinal content samples) found in this study are lower than
in previous studies worldwide.

Due to the high numbers of pigs slaughtered per day in
an average slaughterhouse in the concerned regions, the risk
to introduce L. monocytogenes into the food chain is pre-
sent. Especially tonsils of pigs may represent a reservoir
for L. monocytogenes and slaughterhouse hygiene remains
important to prevent a contamination of food products. On
farm level, the feeding system, high hygiene and biosecurity
standards are important to decrease the risk of contamination
of pigs. Furthermore, differences in agricultural structures
such as the high vs. low density of pig farms in Northwest
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and East Germany, respectively, had no significant impact
on the prevalence rates of asymptomatic L. monocytogenes
carrier pigs in our study.
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Abstract: Listeria (L.) monocytogenes is a foodborne pathogen that can cause disease, mainly in elderly,
pregnant or immunocompromised persons through consumption of contaminated food, including
pork products. It is widespread in the environment and can also be found in asymptomatic carrier
animals, for example, in different tissues of pigs. To learn more about their nature, 16 Listeria spp.
isolates found in tonsils and intestinal content of pigs and 13 isolates from the slaughterhouse
environment were characterized using next-generation sequencing (NGS). A wide distribution of
clonal complexes was observed in pigs, as well as in the pork production chain, suggesting multiple
sources of entry. Hypervirulent clones were found in pig tonsils, showing the potential risk of pigs as
source of isolates causing human disease. The presence of closely related isolates along the production
chain suggests a cross-contamination in the slaughterhouse or recontamination from the same source,
strengthening the importance of efficient cleaning and disinfection procedures. The phenotypical
antimicrobial resistance status of L. monocytogenes isolates was examined via broth microdilution
and revealed a low resistance level. Nevertheless, genotypical resistance data suggested multiple
resistances in some non-pathogenic L. innocua isolates from pig samples, which might pose a risk of
spreading resistances to pathogenic species.

Keywords: Listeria monocytogenes; Listeria innocua; Listeria welshimeri; pork production; food safety;
next-generation sequencing; MLST; SNP; antimicrobial resistance; food contamination

1. Introduction

Listeria (L.) monocytogenes, a Gram-positive bacterium, is the cause of human listeriosis,
a rare foodborne illness with a high hospitalization and case-fatality rate [1]. Currently,
20 Listeria species are known [2], among which L. monocytogenes and L. fvanovii are consid-
ered mammalian pathogens. While infections caused by L. ivanovii are seldom and mainly
affect ruminants, L. monocytogenes is associated with most human and animal listeriosis
disease cases [3]. Other Listeria species are generally considered non-pathogenic, although
there are some rare cases of disease reported caused by L. innocua [4,5] and L. seeligeri [6].

The species L. monocytogenes is subdivided into four evolutionary lineages [7-10] and
13 serovars. Almost all human disease cases are associated with one of three serovars:
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4b, 1/2a or 1/2b [11]. The bacterium is further classified into sequence types (STs) via
multilocus sequence typing (MLST) and into clonal complexes (CCs). STs are defined as
the unique collective of alleles from seven housekeeping genes, and CCs are defined as
clusters of STs sharing at least six alleles [12,13]. MLST is a reference method that allows for
comparison of isolates and demonstrates that only a few frequent L. monocytogenes clones
are globally distributed [14].

Its resilience against a wide range of environmental stressors, such as low nutrient
availability, acidic conditions, high salinity, and a broad temperature range from 0 °C to
45 °C[11] give L. monocytogenes the ability to survive in different food sources. In addition, L.
monocytogenes is widespread in the environment, requiring constant control of this pathogen
in food production facilities [1]. It is also present in the intestines of asymptomatic animals
and humans [15]. Regarding pigs, studies have confirmed the presence of the pathogen on
carcasses and in different tissues [16], as well as in the farm environment and in feed [17].
The prevalence of Listeria spp. in pigs in German slaughterhouses was described by
Oswaldi et al. [18]. L. monocytogenes is frequently found in pork products worldwide [19,20],
especially in products intended to be eaten raw (ready-to-eat products); this poses a threat to
public health [21]. Some studies have confirmed living pigs as the origin of L. monocytogenes
found in pork [17,22]; others identified the slaughter and processing environment as
the source of pork contamination [23,24]. Demaitre et al. [25] reasoned that persistent
isolates in the slaughterhouse environment are more likely the source of contamination
than less common, presumably transient and sporadically introduced isolates, as routine
cleaning and sanitizing have become ineffective. Next-generation sequencing (NGS) makes
it possible to investigate the origin of isolates and provides information on virulence and
resistance [26].

L. monocytogenes is a highly heterogeneous species in terms of pathogenicity and
contains hypovirulent and hypervirulent clones, which are most likely to cause disease.
Thus, knowledge about the clonal structure of isolates is needed to assess their potential to
cause disease [27]. The major genes associated with virulence in Listeria are involved in the
cell infectious cycle: prfA, plcA, hly, mpl, actA and plcB for pathogenicity island 1 and inlA
and inlB for pathogenicity island 2 [28]. Isolates considered non-pathogenic do not possess
these virulence genes [29].

Knowledge about the antimicrobial resistance (AMR) status of isolates that cause hu-
man disease is crucial for treatment and the prevention of fatal outcomes. L. monocytogenes is
susceptible to a wide range of antimicrobial agents that are effective against Gram-positive
bacteria, such as tetracyclines, erythromycin, ampicillin and gentamicin [30], and shows in-
trinsic resistance to fosfomycin and fusidic acid [31]. The multiple antimicrobial resistance
of a L. monocytogenes isolate was first shown in 1988 [32], followed by various resistant
strains from different sources, including food, as well as environmental and human clinical
samples [33]. Poyart-Salmeron et al. [32] showed that resistance genes can be transferred
between Listeria species and other bacteria by self-transmissible plasmids.

The aim of this study was to perform NGS on Listeria spp. isolates found in pigs
and along the corresponding pork processing chain to gain knowledge about their MLST
types, differences in SNPs, virulence genes and antimicrobial resistance genes. Moreover,
we identified the presence of phenotypic resistance against antimicrobial agents in these
L. monocytogenes via broth microdilution. These results may provide insights into the
relatedness of Listeria spp. found in pigs and along the corresponding pork production
chain, as well as their relevance for human disease.

2. Materials and Methods
2.1. Origin of Isolates

The isolates were recovered by sampling 430 fattening pigs and the slaughterhouse
environment in two industrial high-capacity pig slaughterhouses in Germany, as described
by Oswaldi et al. [18], later referred to as slaughterhouses A and B. Overall, 16 isolates of
Listeria spp. originating from pigs and 13 isolates originating from the slaughterhouse envi-
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ronment were isolated. In slaughterhouse A, samples were collected from pig tonsils and
intestinal content on four dates in the winter period of 2018/2019, later referred to as dates 1
to 4. On sampling dates 3 and 4, with two months in between, environmental samples
were also taken from slaughter, cutting and processing environments during processing.
These environmental samples were collected with sponges (Whirl-Pak™ Speci-Sponge™
Environmental Surface Sampling Bags, Nasco, Fort Atkinson, WI, USA) moisturized with
10 mL sterile 0.85% saline solution. The samples from pig tonsils in slaughterhouse B were
taken in October 2019 (sampling dates 5 and 6); no environmental samples were taken due
to organizational reasons. Sample transportation and examination, as well as confirmation
of presumptive isolates, were performed as described by Oswaldi et al. [18]. All confirmed
isolates were stored under cryopreservation conditions at —80 °C in cryovials (ROTI®Store
cryovials, Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany).

2.2. Sequencing and Bioinformatic Analysis of Sequences

Next-generation sequencing (NGS) was performed at the German Federal Institute
for Risk Assessment (BfR) in Berlin, Germany. The DNA was isolated with a PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA). For lysis, the PulseNet protocol
for Gram-positive bacteria was used (https://www.cdc.gov/pulsenet/pdf/pnl32-miseq-
nextera-xt.pdf; accessed on 22 April 2021). DNA concentration was quantified using a
Qubit™ dsDNA BR assay kit with a Qubit™ 2.0 fluorometer (Invitrogen™, Carlsbad,
CA, USA). The sequencing library was prepared with an Illumina DNA prep kit (Illumina
Inc., San Diego, CA, USA). Sequencing was performed in paired-end mode at 2 x 150 bp
with an Illumina NextSeq 500 or at 2 x 300 bp with an Illumina MiSeq (Illumina Inc., San
Diego, CA, USA). Trimming of sequencing raw reads and overall quality assessment was
conducted using the pipeline AQUAMIS [34].

For single-nucleotide polymorphism (SNP) analysis, the pipeline snippySnake (https:
/ / gitlab.com/bfr_bioinformatics/snippySnake; accessed on 25 May 2021), based on Snippy
(https:/ /github.com /tseemann/snippy; accessed on 25 May 2021), was used. Three sepa-
rate SNP analyses were carried out for the three different Listeria species found so as not to
distort the analysis with interspecies variability. Optimal reference genomes for SNP analy-
sis were automatically identified via the mash-based search included in the snippySnake
workflow. Accordingly, NZ_CP026043.1 (strain FDAARGOS_58) was used as reference
for the analysis of L. mono cy togenes strains, NC_003212.1 (strain Clip11262) was used as
reference for the analysis of L. innocua strains, and NZ_1T906444.1 (strain NCTC11857)
was used as reference for the analysis of L. welshimeri strains. Complete linkage clustering
of SNP distance matrices was performed in R. Trees were exported using the phylogram
package and visualized in iTOL [35]. Strains with single-digit SNP differences were rated
as likely to be related to one another.

The BakCharak pipeline (https://gitlab.com/bfr_bioinformatics/bakcharak; accessed
on 27 May 2021) was used for MLST determination (database: pubMLST), as well as for
screening of sequences for antimicrobial resistance genes (database: NCBI resistance gene
database) and virulence factors (database: VFDB).

2.3. Antimicrobial Susceptibility Testing

For all L. monocytogenes isolates, antimicrobial susceptibility testing was performed
by broth microdilution according to the recommendations of the Clinical and Labora-
tory Standards Institute given in the document VET06 [36]. Bacterial suspensions with
a turbidity equivalent to McFarland 0.5 were prepared. Subsequently, 5 pL of the sus-
pension was mixed per mL CAMHB II (cation-adjusted Mueller-Hinton-II) broth (Oxoid,
Wesel, Germany) supplemented with 5% (v/v) lysed horse blood. Then, 50 pL of this
suspension was pipetted in each well of the four microtiter plates (Thermo Fisher Sci-
entific, Basingstoke, UK) with a multichannel pipet and incubated at 35 °C £ 2 °C for
24 h. To count the colony-forming units (cfu), 100 uL of the suspension was inoculated on
Columbia blood agar. Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619 was used as a quality control
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strain. The resulting minimal inhibitory concentrations (MICs) of penicillin, ampicillin and
sulfamethoxazole/trimethoprim were classified as susceptible, intermediate or resistant
according to the clinical breakpoints available in CLSI documents M45 [37] and VET06 [36].
For the remaining antimicrobial agents, erythromycin, clindamycin, ciprofloxacin, gentam-
icin, tetracycline and vancomycin, the clinical breakpoints for staphylococci listed in the
CLSI document M100 [38] were used. Furthermore, based on CLSI document VET01S [39],
breakpoints for staphylococci of animal origin were applied for amoxicillin/clavulanic acid,
enrofloxacin, marbofloxacin, pirlimycin and doxycycline. For streptomycin and neomycin,
the breakpoints described by Troxler et al. [31] were used.

3. Results
3.1. Presence of Listeria spp. in Pigs in Slaughterhouse A and B

Sixteen isolates of Listeria spp. (seven L. monocytogenes and nine L. innocua) used in
this study were found in porcine samples; their distribution and prevalence in pigs were
reported by Oswaldi et al. [18]. Two L. monocytogenes and five L. innocua isolates origi-
nated from slaughterhouse A, taken on sampling dates 1 to 4, whereas the remaining five
L. monocytogenes and four L. innocua isolates came from slaughterhouse B on sampling
dates 5 and 6.

3.2. Presence of Listeria spp. in Environmental Samples in Slaughterhouse A

The numbers of slaughter and processing environmental samples positive for Listeria
spp. are shown in Table 1.

Table 1. Results of environmental samples taken on date 3 (1 = 36) and date 4 (1 = 41) in slaughter-
house A in absolute numbers.

Number of Samples Positive for Samples Positive =~ Samples Positive

Place of Sampling Samples Taken L. monocytogenes for L. innocua for L. welshimeri

Date 3 Date 4 Date 3 Date 4 Date 3 Date 4 Date 3 Date 4
Saws 4 4 0 0 0 0 0 0
Tonsil removal device 2 2 0 0 0 0 0 0
Floor drains 5 6 1 1 0 0 0 0
Rubber boots (sole) 7 8 1 0 1 0 1 0
Equipment in slaughter hall 8 8 0 0 0 0 0 0
Comppapmiinsd o0 2 0 0 0 o
Processisnugr g:er;t/(c}l)ssidczg contact 5 7 0 5 0 1 2 1

Total 77 7 2 4

No Listeria spp. was found in samples of saws (1 = 8), tonsil removal devices (1 = 4)
or other equipment in the slaughter hall with product contact (n = 16). On date 3, L. mono-
cytogenes, L. innocua and L. welshimeri were found on soles of rubber boots used within the
slaughter hall. L. monocytogenes was isolated from the same drain on date 3 and date 4.
On date 4, we found samples positive for L. monocytogenes in the cutting and processing
plant in places with direct product contact, including the mincer. In the cutting plant,
L. monocytogenes-positive samples were found on the conveyor belt and a cutting tool.
Other Listeria species, L. innocua and L. welshimeri, were found in the processing plant on
both sampling dates.
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3.3. MLST Analyses

The distribution of STs and CCs of the L. monocytogenes isolates is presented in Table 2.
There were lineage I isolates with ST5 = CC5 (n = 2) and ST6 = CC6 (n =3), as well as lineage
IT isolates with ST7 = CC7 (n = 1), ST9 = CC9 (n =1), ST18 = CC18 (n =1), ST20 = CC20
(n=1),5T37 =CC37 (n =1), ST325 = CC31 (n =1), ST412 = CC412 (n =2) and ST451 = CC11
(n = 1). Altogether, there were ten different STs and CCs present among the 14 isolates.

Table 2. Characteristics of L. monocytogenes isolates found in pigs and in the environment *.

Sampled Matrix Sampling . MLST MLST .
(Sample Number) Slaughterhouse Date Lineage ST cC Virulence Genes (Total Number)
actA, ami, aut, bsh, clpC, cIpE, clpP, fopA,
. . gtcA, hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC,
Pig tonsil ¢ e
(21-L100365-0) A 2 11 451 11 inlF, inl], inlK, lap, lapB, IntA, IpeA, IpAl,
IspA, mpl, oatA, pdgA, plcA, plcB, prfA,
prsA2, vip (32)
actA, ami, aut, bsh, clpC, clpE, clpP, fopA,
. . gtcA, hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC,
Pig tonsil ¢ . .
(21-L100512-0) A 3 1I 37 37 inlF, inl], inlK, lap, lapB, IntA, IpeA, IpAl,
IspA, mpl, oatA, pdgA, plcA, plcB, prfA,
prsA2 (31)

actA, bsh, clpC, clpE, clpP, fopA, gtcA, hly,
hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC, inlF, inlK,
B 5 I 6 6 lap, lapB, lIsA, lIsB, lIsD, lIsG, lIsH, lIsP,
IsX, llsY, IntA, IpeA, IpAl, IspA, mpl, oatA,
pdgA, plcA, plcB, prfA, prsA2, vip (37)

ami, aut, bsh, clpC, cIpE, clpP, fopA, gicA,

Pig tonsil
(21-L100523-0)

Pig tonsil B 5 I 305 31 hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC, inlF, inl],
(21-L100524-0) inlK, lap, IntA, IpeA, IpAl, IspA, mpl, oatA,
pdgA, plcA, plcB, prfA, prsA2 (29)
actA, bsh, clpC, clpE, clpP, fopA, gtcA, hly,
Pi . hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC, inlF, inlK,
ig tonsil

B 5 I 6 6 lap, lapB, lIsA, lIsB, llsD, lisG, lIsH, lIsP,
IsX, lIsY, IntA, IpeA, IpAl, IspA, mpl, oatA,
pdgA, plcA, plcB, prfA, prsA2, vip (37)

actA, ami, aut, bsh, clpC, cIpE, clpP, fopA,
gtcA, hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC,
B 5 I 7 7 inlF, inl], inlK, lap, lapB, IntA, IpeA, IpAl,
IspA, mpl, oatA, pdgA, plcA, plcB, prfA,
prsA2 (31)

actA, ami, aut, bsh, clpC, cIpE, clpP, fopA,
gtcA, hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC,

(21-L100525-0)

Pig tonsil
(21-L100526-0)

Pig tonsil

i ] B 5 I 18 18 inlF, inl], inlK, lap, lapB, IntA, IpeA, IpAl,
(21-L100527-0) IspA, mpl, oatA, pdgA, plcA, plcB, prfA,
prsA2, vip (32)
actA, ami, aut, bsh, clpC, clpE, clpP, fbpA,
Floor drain gtcA, hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC,
(21-L100513-0) A 3 1 412 412 inlF, inl], inlK, lap, IntA, IpeA, IpAl, IspA,

mpl, oatA, pdgA, plcA, plcB, prfA, prsA2 (30)

actA, ami, aut, bsh, clpC, cIpE, clpP, fopA,
gtcA, hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC,
A 3 I 9 9 inlF, inl], inlK, lap, lapB, IntA, IpeA, IpAl,
IspA, mpl, oatA, pdgA, plcA, plcB, prfA,
prsA2, vip (32)

Sole of rubber boot
(21-LI00517-1)
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Table 2. Cont.

Sampled Matrix Sampling . MLST MLST .
(Sample Number) Slaughterhouse Date Lineage ST cC Virulence Genes (Total Number)

actA, ami, aut, bsh, clpC, clpE, clpP, fopA,

Floor drain 4 I 412 412 gtcA, hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC,
(21-LI00519-0) inlF, inl], inlK, lap, IntA, IpeA, IpA1l, IspA,
mpl, oatA, pdgA, plcA, plcB, prfA, prsA2 (30)

ami, aut, bsh, clpC, clpE, clpP, fbpA, gicA,

Cutting plant 4 I 5 5 hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC, inlF,
(21-L100520-0) inlK, lap, lapB, IntA, IpeA, IpAl, IspA, mpl,
oatA, pdgA, plcA, plcB, prfA, prsA2, vip (30)

ami, aut, bsh, clpC, cIpE, clpP, fbpA, gicA,

Cutting plant 4 I 5 5 hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC, inlF,

(21-L100521-0)

inlK, lap, lapB, IntA, IpeA, IpA1, IspA, mpl,
oatA, pdgA, plcA, plcB, prfA, prsA2, vip (30)

Processing plant
(21-LI00522-0)

actA, bsh, clpC, clpE, clpP, fopA, gtcA, hly,
hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC, inlF, inlK,
4 I 6 6 lap, lapB, lIsA, lIsB, lisD, llsG, lIsH, lIsP,
lIsX, lIsY, IntA, IpeA, IpAl, IspA, mpl, oatA,
pdgA, plcA, plcB, prfA, prsA2, vip (37)

Processing plant
(21-L100368-0)

actA, ami, aut, bsh, clpC, cIpE, clpP, fopA,
gtcA, hly, hpt, iap/cwhA, inlA, inlB, inlC,
4 11 20 20 inlF, inl], inlK, lap, lapB, IntA, IpeA, IpAl,
IspA, mpl, oatA, pdgA, plcA, plcB, prfA,
prsA2, vip (32)

1 All the listed isolates showed AMR genes fosX and vga(G), as well as phenotypical resistance to clindamycin and
pirlimycin.

3.4. SNP Analyses

The results of the SNP analyses showed great genetic differences between the isolates,
consistent with MLST types. Intra-CC diversity showed SNP differences, most likely related
to the isolates’ epidemiological or evolutionary relationship.

The two L. monocytogenes isolates found in the same drain in the slaughter hall of
slaughterhouse A on two different dates both belong to CC412 and showed a difference
of 62 SNPs, which makes a direct relation unlikely (Figure 1). In the cutting plant, two L.
monocytogenes isolates found on a conveyor belt and a cutting tool further down the line
belong to CC5 and had only one pairwise SNP difference, indicating a possible connection
(Figure 1).

The two CC6 isolates found in pig tonsils in slaughterhouse B on the same date but
originating from different farms have a pairwise SNP difference of 84, making a direct
relation unlikely (Figure 1). In the processing plant of slaughterhouse A, another CC6
isolate was isolated from the meat mincer. The difference in SNPs was 43 to the nearer
related CC6 isolate, so no close relationship was assumed. None of the isolated L. innocua
showed close relationships with one another, as they all differed from each other by more
than 90 SNPs (Figure 2).
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Figure 1. Clustering of 14 L. monocytogenes isolates found in pigs and the slaughterhouse environment
in a linkage tree with differences of less than 1000 SNPs indicated.

Q
;\\'0
4
S
’\\“Q
g g & S
- ] ¥ g
21-L100516-0
Matrix
21-L100367-0
1.L100366:0 - [ ] Filing area surface
| | Shoe sole rubber boot (slaughterhouse)
21-L100518-0
229|—21 L100528-0 . L] Torsilpig
OQK . Digestive tract content pig
21-L100372-0
21-L100510-0 - Sampling location
90%214"00370_0 . [] Slaughterhouse A
21-L100366-0 B Slaughternouse B

so3 2111005110 [

L21-L100371-0 -

Figure 2. Clustering of 11 L. innocua isolates found in pigs and the slaughterhouse environment in a
linkage tree with differences of less than 1000 SNPs indicated.

Three clones of L. welshimeri isolated from the processing plant (mincer on dates 3 and
4, working surface in filling area on date 3) showed a close relationship to one another, with
differences of only three and nine SNPs, respectively (Figure 3).
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Figure 3. Clustering of 4 L. welshimeri isolates found in the slaughterhouse environment in a linkage
tree with differences of less than 1000 SNPs indicated.
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3.5. Antimicrobial Resistance Genes
All tested Listeria spp. isolates carried the AMR gene fosX (Tables 2 and 3), which

indicates genotypic resistance to fosfomycin.

Table 3. Characteristics of Listeria species other than L. monocytogenes found in pigs and the slaughter-

house environment.

Sampled Matrix Sampling Virulence Genes
(Laboratory Slaughterhouse Date Species AMR Genes (Total Number)
Number)
Pig intestinal clpC, cIpE, clpP, fbpA, gtcA, iap/cwhA, lap
content A 1 L. innocua fosX; tet(S) ] ef,\ ] All Is :4 out:‘l J ,A A2 (’13) !
(21-L100510-0) pes, ipAd, ispA, , paga, p
Pig intestinal cIpC, clpE, clpP, fbpA, gtcA, iap/cwhA, lap,
content A 2 L. innocua fosX lIsA, llsG, lIsH, lIsX, IpeA, IpA1, IspA, oatA,
(21-L100511-0) pdgA, prsA2 (17)
Pig intestinal .
content A 4 L. innocua fosX; tet(M) c;peCA C;pilldzqufbg;:qgtc; ,/llap/:swz‘\h; (/1151;91
(21-L100518-0) pesl, ipAL, tspa, 0ats, paga, p
Pig intestinal cIpC, cIpE, clpP, fbpA, gtcA, iap/cwhA, lap,
content A 4 L. innocua fosX lIsA, llsG, lIsH, lIsX, IpeA, IpA1, IspA, oatA,
(21-LI00367-0) pdgA, prsA2 (17)
Pig tonsil . cIpC, clpE, clpP, fbpA, gtcA, iap/cwhA, lap,
(21-L100366-0) A 2 L. innociia fosX IpeA, IpA1, IspA, oatA, pdgA, prsA2 (13)
Pig tonsil B 6 L innocua fosX; dfrG; clpC, clpE, clpP, fbpA, gtcA, iap/cwhA, lap,
(21-L100528-0) ’ tet(M); ant(6)-Ia IpeA, IpAl, IspA, oatA, pdgA, prsA2 (13)
Pig tonsil . clpC, cIpE, clpP, fbpA, gtcA, iap/cwhA, lap,
(21-LI100370-0) B 6 L. innocua fosX IpeA, IpAl, IspA, oatA, pdgA, prsA2 (13)
Pie tonsil cIpC, cIpE, clpP, fbpA, gtcA, iap/cwhA, lap,
(21_1:81083;1_0) B 6 L. innocua fosX lIsA, llsG, lIsH, lIsX, IpeA, IpA1, IspA, oatA,
pdgA, prsA2 (17)

Pig tonsil B 6 L innocua fosX; tet(M); cIpC, clpE, clpP, fbpA, gtcA, iap/cwhA, lap,
(21-LI00372-0) ' ant(6)-Ia IpeA, IpAl, IspA, oatA, pdgA, prsA2 (13)
Processing plant L clpC, clpE, clpP, fbpA, lap, IpeA, IpAl, IspA,

(21-LI00514-0) A 3 L. welshimeri fosX prsA2 (9)
Processing plant L clpC, clpE, clpP, fopA, lap, IpeA, IpAl, IspA,
(21-LI00515-0) A 3 L. welshimeri fosX prsA2 (9)
Sole of rubber clpC, cIpE, clpP, fbpA, gtcA, iap/cwhA, lap,
boot A 3 L. innocua fosX lIsA, llsG, lIsH, IpeA, IpAl, IspA, oatA,
(21-LI00516-0) pdgA, prsA2 (16)
Sole of rubber
boot A 3 L. welshimeri fosX clpC, clpE, clpP, fb ZZ’;?;’) lped, IpAl, lspA,
(21-L100517-0) P
Processing plant Lo ) cIpC, cIpE, clpP, fopA, lap, IpeA, IpAl, IspA,
(21-LI00522-1) A 4 L. welshimeri fosX; vga(G) prsA2 (9)
. clpC, clpE, clpP, fbpA, gtcA, iap/cwhA, lap,
Processing plant A 4 L. innocua fosX lIsA, 1IsG, lIsH, lIsX, IpeA, IpA1, IspA, oatA,

(21-LI100369-0)

pdgA, prsA2 (17)
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In addition, all the L. monocytogenes isolates carried the gene vga(G), which confers
resistance to lincosamides, streptogramin A antimicrobial agents and possibly pleuro-
mutilins [40,41]. This gene has previously been referred to as /00919 [40] and was
later tentatively designated vga(L) [41]. The designation vga(G) was recently approved
by the Nomenclature Center for Macrolide-Lincosamide-Streptogramin (MLS) Genes
(https:/ /faculty.washington.edu/marilynr/; accessed on 9 December 2021). As all L. mono-
cytogenes share the same AMR genes, fosX and vga(G), and there was no difference in AMR
gene content between L. monocytogenes of lineage I and I1.

Among the 11 L. innocua isolates, seven harbored only the fosX resistance gene, whereas
two isolates carried two, one isolate carried three and one isolate carried four AMR genes.
One of these additional resistance genes was the gene tet(S), which codes for resistance
to the tetracyclines doxycycline, tetracycline and minocycline. Three isolates carried the
tet(M) gene, which confers the same resistance phenotype as tet(S). Two of these isolates
additionally had the streptomycin resistance gene ant(6)-Ia, also known as ant6 or aadE.
One isolate harbored the trimethoprim resistance gene dfrG as a fourth resistance gene.

In one L. welshimeri isolate, the resistance gene vga(G) was found in addition to the
fosX gene.

3.6. Virulence Genes

All L. monocytogenes isolates found in our study harbored the major virulence genes
prfA, plcA, hly, mpl, plcB, inlA and inlB. Three isolates—two CC5s found in the cutting plant
and one CC31 in a pig tonsil—carried a truncated version of actA. The truncation was
of 1024/1920 nt and 1026/1920 nt for CC5 and CC31 strains, respectively, compared to
EGD-e actA (NCBI gene ID: 987035). The gene actA is one of the major virulence genes of
pathogenicity island 1. Tables 2 and 3 list the virulence genes for each isolate.

Neither L. innocua nor L. welshimeri isolates in this study showed any of the abovemen-
tioned major virulence genes.

3.7. Antimicrobial Susceptibility Testing Results

The results of antimicrobial susceptibility testing of 14 L. monocytogenes isolates
are listed in Table 4. All tested isolates were susceptible to penicillin, ampicillin, ery-
thromycin, ciprofloxacin, gentamicin, streptomycin, neomycin, tetracycline, sulfamethoxa-
zole/trimethoprim and vancomycin. For amoxicillin/clavulanic acid, 57% (n = 8) of the
L. monocytogenes isolates tested susceptible, whereas 43% (1 = 6) were classified as intermedi-
ate. All isolates, except of one intermediate isolate, were susceptible to the fluoroquinolone
enrofloxacin according to the clinical breakpoints for staphylococci in VETO01S. The majority
(86%, n = 12) of the isolates tested susceptible for marbofloxacin, another fluoroquinolone,
two isolates (14%) were classified as intermediate and 11 isolates (79%) had intermediate
results recorded for doxycycline, whereas only 21% (n = 3) were susceptible. Using the
clinical breakpoints for staphylococci in the CLSI documents M100 or VETO1S, all tested
isolates proved to be resistant to the lincosamides clindamycin and pirlimycin, which is in
agreement with the carriage of the resistance gene vga(G).
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Table 4. Susceptibility testing results of the 14 L. monocytogenes isolates for antimicrobial agents with
existing clinical breakpoints.

Antimicrobial Agent(s) Susceptible Intermediate Resistant
no. % no. % no. %
Penicillin 14 100 0 0 0 0
Ampicillin 14 100 0 0 0 0
Amoxicillin/clavulanic acid 8 57 6 43 0 0
Erythromycin 14 100 0 0 0 0
Clindamycin 0 0 0 0 14 100
Pirlimycin 0 0 0 0 14 100
Ciprofloxacin 14 100 0 0 0 0
Enrofloxacin 13 93 1 7 0 0
Marbofloxacin 12 86 2 14 0 0
Gentamicin 14 100 0 0 0 0
Streptomycin 14 100 0 0 0 0
Neomycin 14 100 0 0 0 0
Tetracycline 14 100 0 0 0 0
Doxycycline 3 21 11 79 0 0
Sulfamethoxazole/trimethoprim 14 100 0 0 0 0
Vancomycin 14 100 0 0 0 0

4. Discussion

We were able to demonstrate a wide distribution of Listeria spp.-positive samples
within the slaughterhouse and the associated meat production chain, with only five out of
29 Listeria spp. isolates being genetically related, including two L. monocytogenes and three
L. welshimeri isolates, in contrast to 24 Listeria spp. isolates not being genetically related.
This assumes several different sources of entry along the slaughter and processing line.
Isolates of L. monocytogenes were found in pig tonsil samples, as well as in the slaughter,
cutting and processing environment. L. innocua was isolated in samples of pig intestinal
content, whereas isolates of L. welshimeri, in contrast, were only present in samples from
the slaughter and processing environment.

In our study, equipment in the slaughter hall was not found to be a carrier of Listeria
spp., whereas isolates were detected on the soles of rubber boots worn within the slaughter
hall. Positive samples in floor drains support the risk of spreading clones within the
slaughterhouse via boots or via air during washdown. Berrang and Frank [42] showed
that contaminated floor drains in poultry processing plants can be the source of airborne
spread of Listeria and can cross-contaminate food contact surfaces, equipment, and exposed
products. Therefore, the authors recommended that workers act with caution so as to not
spray hoses directly into drains.

Maury et al. [27] grouped prevalent CC types into food-associated (CC9 and CC121),
infection-associated (CC1, CC2, CC4 and CC6) and intermediate clonal complexes (others),
with various origins. In our study, infection-associated isolates (belonging to CC6) were
found in two pig tonsil samples originating from separate farms. We found another
CC6 isolate in the mincer, which constitutes a threat for the consumer if products get
contaminated. These isolates have the same CC but differences in SNPs, which indicates
no close relationship. Therefore, we were not able to detect a direct connection between
isolates found in pigs and along the slaughter, cutting and processing chain. CC6 and
CC5, which we found in the cutting environment, were considered by Félix et al. [24]
to be ubiquitous and evenly spread CCs in the pork production chain. In another study,
Maury et al. [43] suggested that hypovirulent isolates belonging to CC9 and CC121 are
better adapted to the food processing environment, whereas hypervirulent isolates of CC6
are better adapted to the mammalian gut environment. CC9 and CC121 were both reported
as the most frequent CCs in the pork processing environment, confirming their adaptation
to the conditions of the production environment [24,44]. Demaitre et al. [25] suggested
the continuous introduction and repeated contamination with the most common CCs via
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incoming carcasses and/or that they persist in the concerned cutting plants, likely by
genetic determinants contributing to their establishment. We found no CC121 isolate in
our study and one CC9 isolate on a sole of a rubber boot. Félix et al. [24] connected CC9
to raw meat processing, from which isolates of this CC may have originated. On a rubber
boot, isolates can be easily distributed throughout the whole slaughterhouse and possibly
contaminate food. Our finding of a CC37 isolate in a pig tonsil is in accordance with the
results of Félix et al. [24], who reported that this CC type is better adapted to pig farms than
to the pork production environment. CC11 (ST451) is considered a hypervirulent clonal
complex specific to central Europe, as it is found frequently there, mainly in dairy but also
in meat products [45], and has also been reported as the cause of human listeriosis cases
in Germany [46]. We found one CC11 isolate in a pig tonsil in slaughterhouse A. These
findings highlight the potential risk of pigs as a source of pathogenic L. monocytogenes in
food, as also other studies have suggested [47,48]. Looking at the SNP results, we found
closely related L. monocytogenes distributed in the cutting plant, indicating a carryover along
the processing line, from the conveyor belt to a cutting tool further down the cutting line.

In the processing plant, two L. welshimeri clones isolated on date 3 indicate a cross-
contamination from a working surface to the mincer. On date 4, the same clone was again
isolated from the same mincer. Despite daily disinfection, this clone showed a persistence
over a period of two months, or it was reintroduced from the same source. Stoller et al. [49]
showed a possible persistence of L. monocytogenes isolates belonging to CC9, CC121 and
CC204 in meat production plants for at least four years, suggesting disinfectant failures
and biofilm formation of the pathogen as possible causes of persistence. Even though
L. welshimeri is considered non-pathogenic [50], it has similar growth characteristics and
can thereby be considered a model of distribution for L. monocytogenes [28] and illustrate
the risk of persistence and cross contamination in the slaughterhouse environment.

The virulence genes analyzed support the pathogenicity of 11 out of the 14 L. monocy-
togenes isolates found in this study. The three exceptions were due to the truncation of the
actA, as recently described [51]. The actA gene plays a role in intracellular motility and inter-
cellular spreading, a key determinant of L. monocytogenes virulence [52]. Domann et al. [52]
demonstrated that strains without this gene are incapable of infecting adjacent cells and
are distinctly less virulent. In our study, two CC5 isolates found in the cutting plant and a
CC31 isolate found in a pig tonsil in slaughterhouse B harbored only a truncated rather
than the full-length gene.

All L. innocua and L. welshimeri isolates found in this study can be considered non-
pathogenic. In contrast, atypical, pathogenic L. innocua isolates able to cause human disease
were shown to have the genes encoding for the pathogenicity island 1 and inlA [53]. A
study in Brazil [54] found such isolates in the environment of pork processing plants.

The genotypic AMR results showed fosfomycin resistance in all Listeria spp. isolates,
which is not remarkable, as intrinsic resistance is known [31]. In addition, in all L. monocyto-
genes isolates, a genotypic resistance to lincosamides was found, which has been shown to
be a common native resistance in L. monocytogenes [33]. Four L. innocua isolates in our study
had a genetic resistance to tetracyclines, and two were also resistant to the aminoglycoside
streptomycin. In addition, one isolate had a fourth resistance gene determining trimetho-
prim resistance. The L. innocua isolates with multiple resistance genes in our study all
originated from samples from pigs. Tetracycline is one of the most often used antimicrobial
agents in pig production in Germany, and aminoglycosides are also commonly used [55];
therefore, subinhibitory levels of these antimicrobials may be expected in the gastrointesti-
nal tract and promote the occurrence of resistances [33]. Consequently, L. innocua isolates
can be of concern, as reservoirs of these antimicrobial resistance genes can be transferred to
L. monocytogenes, for example, in the gastrointestinal tract.

The MIC values of the L. monocytogenes isolates of this study provide information
about the phenotypic situation of resistance against antimicrobial agents. However, our in-
terpretation of these values was limited, as specific clinical breakpoints for L. monocytogenes
do not exist for all antimicrobial agents. Therefore, we used existing clinical breakpoints
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for erythromyecin, clindamycin, ciprofloxacin, gentamicin, tetracycline and vancomycin
that are applicable to staphylococci, although not necessarily for staphylococci of porcine
origin. As a consequence, the classifications obtained with these breakpoints have to be
considered with caution. No L. monocytogenes isolate in our study showed a phenotypic
resistance against antimicrobial agents commonly used for treatment of human listerio-
sis, including ampicillin or penicillin alone or in combination with gentamicin, whereas
for patients allergic to 3-lactams, the combination of trimethoprim and a sulfonamide is
recommended. For treatment of listeriosis in pregnant woman, erythromycin is usually
used, whereas bacteraemia is usually treated with vancomycin. Other antimicrobial agents,
such as rifampicin, tetracycline, chloramphenicol and fluoroquinolones are used to a lesser
extent [56]. A small percentage of isolates in our study were classified as intermediate,
and no isolate was shown to be resistant. However, Alonso-Hernando et al. [56] reported
increasing resistances to the fluoroquinolones enrofloxacin and ciprofloxacin and other
antimicrobial agents, such as gentamicin, which is commonly used for treating human liste-
riosis. These emerging resistances, particularly multidrug resistances, represent a public
health concern, as they may result in unsuccessful treatment of human disease cases [33].

5. Conclusions

In this study, we analyzed Listeria spp. isolates in the pork production chain, beginning
from tonsils and intestinal content of fattening pigs, through the slaughter hall to the cutting
and the processing plant in Germany. We found 14 L. monocytogenes isolates belonging to
ten different clonal complexes. The isolates found in floor drains risk cross-contamination
of pork products. Closely related isolates were identified in the cutting plant, suggesting
contamination along the cutting line. Additionally, we found hypervirulent CC6 isolates of
L. monocytogenes, known for causing a high risk of human listeriosis, in pig tonsils, which
verifies pigs as a potential entry source into pork products. Closely related L. welshimeri
isolates found on a working surface and in a nearby mincer on two different sampling
dates indicate a risk of cross-contamination and persistence of Listeria spp. over a longer
period. This highlights the importance of proper cleaning and disinfection procedures.

In our study, L. monocytogenes isolates were found to have a low level of antimicrobial
resistance, as demonstrated by genotypical analyses and phenotypical antimicrobial resis-
tance tests. No isolate of L. monocytogenes from pigs or the slaughterhouse environment
showed resistance to commonly used antimicrobials for treatment of human listeriosis.
However, we found non-pathogenic L. innocua had multiple resistance genes, which poses
a risk for public health, as bacteria are able to pass on their resistance genes to related and
unrelated species through horizontal transfer mechanisms. Therefore, monitoring of the
resistance situation of non-pathogenic species is also required.

In conclusion, for the successful control and treatment of human listeriosis, an one
health approach is needed, considering the origin of the food contamination and possible
causes of resistances.
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4 Ubergreifende Diskussion

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eine geringe Pravalenz von Listeria spp. in
Mastschweinen im Vergleich zum hdéheren Vorkommen des Bakteriums in der untersuchten
Schlachthofumgebung. Die geringe Anzahl von Carriertieren spricht fir einen hohen
hygienischen Standard der Herkunftsbetriebe in den beiden untersuchten Regionen
Deutschlands, die eine grof3e Rolle in der Schweinefleischerzeugung spielen. Zwischen dem
Osten, der durch sehr grol3e Betriebe in geringer Dichte aufféllt, und dem Nordwesten, wo eine
hohe Dichte groRRer Betriebe vorherrscht (Merle et al. 2012), wurde kein signifikanter
Unterschied in der Anzahl an Carriertieren in den Stichproben festgestellt. Im Einklang mit
vorangegangenen Studien (Hellstrém et al. 2010; Fredriksson-Ahomaa et al. 2009) war auch
hier die Préavalenz an Listeria spp. in den Tonsillen von Mastschweinen héher als in Kotproben
bzw. Darminhalt, was diese Matrix flr Untersuchungen auf Carriertiere von L. monocytogenes
auf Betriebsebene ungeeignet erscheinen lasst. Tonsillenuntersuchungen nach der
Schlachtung ergeben laut dieser Studie prézisere Ergebnisse als Untersuchungen des
Darminhaltes. Es wurden keine Hinweise in der Literatur gefunden, dass sich die
Listerienpravalenz im Mastschwein mit der Zeit in Deutschland verandert hat. Dies ist vor allem
interessant, da sich der Antibiotikaeinsatz Uber die Jahre durch gesetzliche Veranderungen
stark gewandelt hat, kein prophylaktischer Einsatz von antimikrobiellen Substanzen seit 2006
mehr erlaubt ist und der Einsatz seit 2011 mit dem Antibiotikaminimierungskonzept noch weiter
verringert wurde. Eine Auswirkung dieser Veranderungen auf die Listerieninfektion von
Mastschweinen konnte mit der vorhandenen Datenlage nicht Uberprtft werden.

Es ist unklar, welche Mechanismen Tiere und Menschen asymptomatische Trager dieses
Pathogens werden lassen, es scheint aber vom Darmmikrobiom beeinflusst zu sein, welches
eine wichtige Abwehrlinie gegen durch Lebensmittel Gibertragene Pathogene darstellt (Hafner
et al. 2021). AulRerdem spielen Futter, Haltung, hygienische Bedingungen und Stress, z.B.
Haltungsbedingungen oder Transport, eine Rolle bei der fakalen Ausscheidung (Schoder et
al. 2022; lvanek et al. 2007; Beloeil et al. 2003b). Hafner et al. (2021) stellten fest, dass fakale
Ausscheidung mit Virulenz korreliert. Dies kann in der vorliegenden Studie bei Schweinen nicht
beobachtet werden, da aus dem Darm nur apathogene L. innocua isoliert wurden. Allerdings
konnten in den Tonsillen einige hypervirulente Isolate nachgewiesen werden.

Die genetischen Untersuchungen der nachgewiesenen Isolate deuten auf verschiedene
Eintragsquellen in den Schlachthof hin. Ein direkter Eintrag von L. durch Mastschweine wurde
innerhalb dieser Studie nicht bestatigt. Jedoch wurden hypervirulente Isolate von
L. monocytogenes (CC6, CC11) aus Tonsillen von Mastschweinen isoliert, was fur einen
moglichen Eintrag in die Lebensmittelkette und damit einhergehendes potentielles Risiko fur
den Verbraucher durch das Schwein spricht und die Wichtigkeit guter hygienischer
Bedingungen beim Handling von Schlachttierkbrpern unterstreicht. Autio et al. (2000)
berichteten von positiv getesteten Sagen zur Spaltung der Schlachttierkorper, die zur
Kreuzkontamination von Schlachttierkdrpern filhrten. Unsere Untersuchungen des
Equipments in der Schlachthalle, darunter auch der mechanischen Sagen in Schlachtbetrieb
A, ergaben keine positiven Ergebnisse. Nichtsdestotrotz bergen sie ein Risiko zur
Weiterverbreitung des Erregers auf Muskelfleisch nachfolgender Schlachttierkérper. Das
Vorhandensein des Bakteriums am Boden in der Schlachthalle bestatigen zwei Isolate von
L. monocytogenes aus einem Gully (CC412) an verschiedenen Probenahmetagen, ebenso
wie je ein von Profilen von Gummistiefeln isolierter Klon von L. monocytogenes (CC9),
L. innocua und L. welshimeri. Dies birgt die Gefahr der Verschleppung in andere Bereiche des
Schlachtbetriebes. Innerhalb dieser Studie konnte jedoch kein nah verwandtes Isolat an
anderer Stelle nachgewiesen werden. Weltweit wird CC9 als einer der hé&ufigsten
Komplextypen in der Schweinefleischverarbeitenden Umgebung beschrieben (Félix et al.
2018). Er ist gut an die Umweltbedingungen in diesem Produktionsbereich angepasst. Neben
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diesen weltweit &hnlich beobachteten Vorkommen von CCs bzw. STs kommen viele
geografische Unterschiede in der Verteilung vor. So wird der, in der vorliegenden Studie in
einer Tonsille nachgewiesene, hypervirulente CC11 spezifisch in Zentraleuropa haufig aus
Milch- und Fleischprodukten sowie bei humanen Erkrankungen isoliert (Kubicova et al. 2021).
In China wiederum ist der hypervirulente ST87 fir die meisten humanen klinischen
Erkrankungsfalle verantwortlich, dieser scheint in keinem anderen Land eine grof3e Rolle zu
spielen (Li et al. 2018).

Die vielen verschiedenen Nischen und Subnischen, die dieses Bakterium besiedelt und auf
die es sich spezialisiert, fihren neben einer grof3en Diversitat der Spezies zu einer steigenden
Okologischen und genomischen Isolation. Persistenz in Nischen in der Umgebung von
Lebensmittel produzierenden Betrieben Uber lange ZeitrAume, sogar Jahre bis Jahrzehnte,
kommen vor (Harrand et al. 2020). Auch im beprobten Schlachtbetrieb A wurde die Persistenz
eines L. welshimeri-Isolates in der Verarbeitungsumgebung Uber einen Zeitraum von zwei
Monaten festgestellt. Bei L. monocytogenes besteht bei hypovirulenten klonalen
Komplextypen wie CC9 oder CC121 eine vermehrte Tendenz zur Persistenz in der Umgebung
der Lebensmittelproduktion, hauptséachlich durch Resistenzen gegentuber Desinfektionsmitteln
wie quartare Ammoniumverbindungen (Maury et al. 2019), deren haufiger Einsatz in der
Lebensmittelproduktion diese begunstigt.

Wie auch in vorangegangenen Studien fihrten alle L. monocytogenes-Isolate der
vorliegenden Studie das Resistenzgen fosX, das zu einer intrinsischen Resistenz gegeniiber
Fosfomycin fuhrt (Mota et al. 2020). Das geringe Vorkommen von erworbenen Resistenzen
bei L. monocytogenes in der vorliegenden Studie stimmt mit anderen Ergebnissen aus
Zentraleuropa Uberein (Granier et al. 2011; Mayrhofer et al. 2004), widerspricht jedoch den
Ergebnissen von Noll et al. (2018), die von 259 L. monocytogenes-Isolaten aus Deutschland
mehr als die Halfte als multiresistent einstuften.

Ein hoher Anteil an Kerngenen, der als ,geschlossenes Genom* bezeichnet wird, reduziert die
Abhangigkeit, sich fremde Gene bei der ErschlieBung einer Nische anzueignen (Baquero et
al. 2020). Daher wird bei L. eine geringere Aneignung von Resistenzgenen erwartet als dies
bei anderen Bakterienspezies der Fall ist. Neben der Umgebung kommt L. auch im Darm vieler
asymptomatischer Tiere und Menschen vor. Dort kommt L. mit verschiedenen Spezies von
Enterococcus und Streptococcus in Kontakt, die in groRer Zahl im Darm zu finden sind und
konjugative Plasmide und Transposons beherbergen. Dies macht den Darm zu einem
geeigneten Ort fur den direkten Austausch von genetischer Information (Charpentier und
Courvalin 1999). Jahan und Holley (2016) konnten den Transfer von Resistenzgenen von
Enterococcus faecium auf L. monocytogenes belegen. Dazu kommt ein in der Praxis tblicher
peroraler Antibiotikaeinsatz bei Nutztieren. Die in dieser Studie isolierten L. innocua-Isolate
aus Schweineproben weisen multiple Resistenzgene auf, was zu einem potentiell hohen
Selektionsdruck im Darm von Nutztieren durch Antibiotikaeinsatz passen kénnte. So wurde
das Gen tet(M) dreimal und einmal das Gen tet(S) identifiziert, beide kodieren fir eine
Resistenz gegen Tetrazyklin, ein haufig in der Schweinemedizin eingesetztes Antibiotikum.
Diese beiden Gene fuhren Uber spezifische zytoplasmatische Proteine zum Schutz der
Ribosomen vor Antibiotika und somit zu einer Resistenz (Connell et al. 2003). Das Gen tet(M)
wird nicht nur in Listerien als haufigstes Gen, das zu einer Tetrazyklinresistenz fiihrt,
nachgewiesen, sondern auch in anderen Gram-positiven und einigen Gram-negativen
Bakterien (Urban-Chmiel et al. 2022). Es wurde gezeigt, dass der Erwerb dieses Gens von
Listerien durch schrittweisen Transfer zwischen anderen Gram-positiven Bakterien
vorangetrieben werden konnte (Bertrand et al. 2005).

Davis und Jackson (2009) stellten fest, dass L. monocytogenes weniger Resistenzen aufweist
als andere Listerienspezies. Walsh et al. (2001) fanden deutlich mehr Resistenzen bei
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L. innocua als bei L. monocytogenes und keine Resistenzen bei L. welshimeri und L. seeligeri.
Auch in der vorliegenden Studie konnten bei L. innocua-Isolaten multiple Resistenzgene
festgestellt werden. Hingegen konnten bei keinem L. monocytogenes-Isolat erworbene
Resistenzen nachgewiesen werden. Die Resistenzsituation variiert sowohl zwischen den
verschiedenen Serogruppen von L. monocytogenes sowie zwischen Isolaten verschiedener
Lander (Obaidat et al. 2015). Internationale Reisen und Transport von Tieren und
Lebensmitteln steigern das Risiko fUr eine Ausbreitung der Resistenzen weltweit.
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5 Schlussfolgerungen

Der Nachweis von hypervirulenten Listerienspezies sowohl im Schwein als auch in der
Schlachthofumgebung weist auf verschiedene potentielle Eintragsquellen des Bakteriums in
die Lebensmittelkette hin. Zur Verhinderung der Kontamination von Lebensmitteln braucht es
daher einen komplexen Losungsansatz und gute hygienische Bedingungen alle mdglichen
Eintragsquellen betreffend. Bezogen auf das Schwein nehmen die Haltungs- und
Futterungsbedingungen am Herkunftsbetrieb Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit einer
Listerieninfektion aus der Umwelt, die untersuchten Regionen in Deutschland als
unterschiedliche Herkunft der Schweine jedoch nicht. Auf Biosicherheitsstandards sollte im
Herkunftsbetrieb geachtet werden. Am Schlachtbetrieb ist eine strikte Einhaltung der Hygiene
bei der Herrichtung der Schlachttierkdrper, besonders bei der Entfernung der Tonsillen, von
grol3er Wichtigkeit. Aber auch die weitere Verarbeitung birgt viele Risiken der
Listerienkontamination des spéteren Produktes, sodass die Hygiene entlang der gesamten
Verarbeitungskette essentiell ist. Da trotz guter hygienischer Praxis in der
Lebensmittelproduktion eine Kontamination mit dem ubiquitar vorkommenden Bakterium nie
sicher ausgeschlossen werden kann, ist auch eine Aufklarung des Konsumenten beziiglich
des richtigen Umgangs mit Lebensmitteln wie eine gute Kiichenhygiene wichtig.

Die Resistenzsituation von verschiedenen Listerienspezies und Serogruppen sowie von
L. monocytogenes in verschiedenen Landern erscheint sehr unterschiedlich. Wahrend in
Mitteleuropa meist wenig Resistenzen von L. monocytogenes gegenldber humanmedizinisch
relevanten Antibiotika nachgewiesen werden, liegt der Trend in anderen Erdteilen und flr
andere Listerienspezies weitaus hoher. In Hinsicht auf die hohe Letalitdét von humanen
Listeriosefallen ist somit eine regelmaRige Uberwachung der Resistenzsituation von
L. monocytogenes weltweit nétig, ebenso von L. innocua, das genetisch sehr eng mit L.
monocytogenes verwandt ist und als Reservoir von Resistenzgenen diskutiert wird (Bertrand
et al. 2005). Auch L. welshimeri sollte gemonitort werden, da diese Spezies zahlreiche durch
horizontalen Gentransfer erworbene Gene tragt und so das Potential zum Transfer oder zur
Annahme von Resistenzgenen aufweist (Hain et al. 2006). Um dem Problem der
antimikrobiellen Resistenzen langfristig zu begegnen, wird eine Strategie zu deren
Reduzierung empfohlen, die mehr Forschung zur Rolle der Bakterien in der Ubertragung von
Resistenzen auf die humane und tierische mikrobielle Flora umfasst. Daneben wird vermehrte
Forschung zur erhéhten genetischen Krankheitsresistenz von Tieren sowie die Suche nach
neuen antimikrobiellen Substanzen angeraten. Zu den implementierten Strategien zéhlen
alternativer Einsatz von Bakteriophagen und deren Enzyme und die Entwicklung von
Impfstoffen der nachsten Generation. Ebenso nehmen neue Fitterungsstrategien fur Tiere mit
Prébiotika, Probiotika, bakteriellen Nebenprodukten und Phytobiotika eine groRe Bedeutung
ein, um dem Problem der Antibiotikaresistenzen zu begegnen (Ruvalcaba-Gémez et al. 2022).
Als Alternative zu Antibiotika besteht auch grof3es Interesse an Proteinen und Peptiden mit
bakterizider Aktivitat, die von Bakterien, Pflanzen, wirbellosen Tieren sowie Wirbel- und
S&augetieren produziert werden. Dies stitzt sich derzeit auf antimikrobielle Peptide, die von
allgemein als sicher anerkannten (generally recognized as safe — GRAS) Mikroorganismen
stammen, wie Lactobacillus spp., Streptomyces, Micrococcus, Saccharomyces und Candida
(Mourenza et al. 2020). Die weltweite AMR-Problematik wird auf lange Sicht nur mit einem
One-Health-Ansatz unter Zusammenarbeit aller beteiligten Bereiche erfolgreich bearbeitet
werden kénnen.
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6 Zusammenfassung

Untersuchung zum Eintrag von Listeria monocytogenes in die Lebensmittelkette von
Schlachtschweinen

Das Gram-positive Bakterium L. monocytogenes ist der wichtigste Erreger der humanen
Listeriose, eine Uber kontaminierte Lebensmittel Ubertragene Zoonose mit hoher Letalitét.
Betroffen von der invasiven Form sind hauptsachlich sehr junge, alte, immunsuppressive und
schwangere Personen. Eine Infektion entsteht vorwiegend Uber sogenannte ready-to-eat
Produkte, hierbei vor allem Fisch und Fischprodukte, Fleisch und Fleischprodukte, Milch und
Milchprodukte. Schweinefleisch wurde als Ursache fir mehrere Ausbriiche bzw.
Krankheitsfalle festgestellt. Es kann wéahrend der Schlachtung, Verarbeitung und Produktion
mit dem ubiquitér vorkommenden Bakterium kontaminiert werden. Schweine kdnnen aber
auch in der Primarproduktion damit in Kontakt kommen und das Pathogen als
asymptomatische Tragertiere (Carrier) mit in den Schlachtbetrieb bringen. Am
landwirtschaftlichen Betrieb spielt die Fitterung neben den hygienischen Bedingungen die
grofte Rolle als Risikofaktor fur eine Infektion der Schweine.

In dieser Arbeit wurden 430 Tonsillenproben von Schlachtschweinen zweier deutscher
Schweineschlachtbetriebe und zusatzlich von 200 der Schweine vom Schlachtbetrieb A
Proben des Enddarminhaltes entnommen und auf das Vorhandensein von Listerien
untersucht. Dabei betrug die ermittelte Pravalenz an L. monocytogenes auf Einzeltierebene
1,6% (7/430) der Tonsillenproben, was 11,6% positiven Herden entsprach, wobei kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden untersuchten Regionen in Deutschland, dem
Nordwesten und dem Osten, als Herkunft der Schweine festgestellt wurde. Die Pravalenz der
apathogenen Spezies L. innocua lag auf Einzeltierebene bei 1,2% (5/430). Im Darminhalt
wurde L. monocytogenes nicht nachgewiesen, die Pravalenz an L.innocua betrug auf
Einzeltierebene 2,0% (4/200). Zusatzlich wurden Proben aus der Umgebung und von
Equipment aus der Schlachthalle, Zerlegung und Verarbeitung entnommen und dabei sieben
L. monocytogenes-, zwei L. innocua- und vier L. welshimeri-lsolate gewonnen. Diese 29
Listeria spp.-Isolate wurden mithilfe von NGS weiter untersucht, um ihre MLST STs und CCs,
ihre  Verwandtschaft mittels SNP-Analyse, ihre antimikrobiellen Resistenzgene und
Virulenzgene zu ermitteln. Zuséatzlich wurden die phéanotypischen antimikrobiellen
Resistenzen der 14 L. monocytogenes-lsolate mittels Bouillon-Mikrodilutionsverfahren
ermittelt. Unter den Isolaten wurden sowohl im Schwein als auch der Umgebung viele
unterschiedliche CCs vorgefunden und nur finf der 29 Isolate als eng verwandt eingestuft,
was fur mehrere verschiedene Eintragsquellen spricht. So wurden hypervirulente CCs, die mit
humanen Erkrankungen in Verbindung gebracht wurden, in Tonsillenproben sowie in
Umgebungsproben gefunden, was das Schwein als potenzielle Eintragsquelle
humanpathogener Isolate bestatigt und die Wichtigkeit der Einhaltung einer guten
Hygienepraxis im Schlachtprozess unterstreicht. Der Nachweis der eng verwandten Isolate
entlang der Zerlegungs- und Verarbeitungskette deutet auf eine Kreuzkontamination innerhalb
des Betriebs oder Rekontamination aus derselben Quelle hin und unterstreicht die
Durchfiihrung einer effizienten Reinigung und Desinfektion. Im Fleischwolf zeigte ein
L. welshimeri-Isolat eine Persistenz von zwei Monaten. Das Profil der Gummistiefel von
Mitarbeitern wurde als Trager von Listeria spp. identifiziert, ebenso zeugen positive
Ergebnisse in einem Gully vom Vorhandensein des Bakteriums am Boden der Schlachthalle,
die Beprobung von Equipment in der Schlachthalle fiel negativ aus. Von den 14
L. monocytogenes-Isolaten bestétigte die Analyse der Virulenzgene die Pathogenitat von 11
Isolaten, dreien fehlt das Virulenzgen actA, ebenso fehlen allen L.innocua sowie
L. welshimeri-Isolaten die hauptsachlichen Virulenzgene, was ihre Apathogenitét belegt. Die
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Analyse der Resistenzgene zeigt in den L. monocytogenes-lsolaten nur bereits bekannte,
intrinsische Resistenzen. Unter den L. innocua-lsolaten wurden jedoch zusatzlich weitere
Resistenzgene gefunden, am haufigsten gegeniber Tetrazyklinen. Jene Isolate mit multiplen
genotypischen Resistenzen stammten aus Proben vom Schwein, was einen Zusammenhang
mit dem Antibiotikaeinsatz in der Schweineproduktion vermuten lasst. Auch wenn die
apathogene Spezies L. innocua keine direkte Gefahr als Krankheitserreger darstellt, kann sie
als Reservoir flr Resistenzgene diese an pathogene Spezies durch horizontalen Gentransfer
weitergeben. Die phanotypische Resistenztestung der L. monocytogenes-Isolate zeigte keine
Resistenzen gegenlber Antibiotika, die zur Behandlung der Listeriose eingesetzt werden. Die
Interpretation der Ergebnisse blieb durch viele fur L. monocytogenes fehlende klinische
Grenzwerte jedoch limitiert. Da in anderen Studien héhere Resistenzraten festgestellt werden,
bleibt eine Uberwachung der Resistenzsituation von Listeria spp. geboten. Die Uberwachung
des Vorkommens von L. monocytogenes in Lebensmitteln ist ebenso wie eine gute
Hygienepraxis entlang der gesamten Lebensmittelkette bis hin zur Aufklarung des
Konsumenten und Forschung an zukiinftigen Bekampfungsstrategien im Sinne des One-
Health-Konzepts wichtig fur die Erhaltung der 6ffentlichen Gesundheit.
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7/ Summary

Examination on the introduction of Listeria monocytogenes into the food chain via
slaughter pigs

The Gram-positive bacterium L. monocytogenes is the most important causative agent of
human listeriosis, a zoonosis with a high case-fatality rate transmitted via contaminated food.
The invasive form mainly affects very young, elderly, immunosuppressed and pregnant
persons. Infection occurs primarily via so-called ready-to-eat products, in particular fish and
fish products, meat and meat products, milk and milk products, and less frequently vegetables
and fruits. Pork has been identified as the cause of several listeriosis outbreaks and cases. It
can become contaminated with the ubiquitous bacterium during slaughter, processing, and
production, but pigs may also come into contact with it during primary production and bring the
pathogen with them to the slaughterhouse as asymptomatic carriers. On the farm, feeding,
along with sanitary conditions, plays the most important role in the likelihood of infection of

pigs.

In this work, 430 tonsil samples were taken from slaughter pigs in two German pig
slaughterhouses and, in addition, samples of the intestinal contents were taken from 200 of
the same pigs slaughtered in slaughterhouse A and examined for the presence of Listeria spp..
Thereby, the determined prevalence of L. monocytogenes on single animal level was 1.6%
(7/430) in tonsil samples which corresponded to 11.6% positive herds, with no significant
difference between the two different regions in Germany as origin of the slaughter pigs, the
Northwest and the East. The prevalence of the apathogenic species L. innocua was 1.2%
(5/430) on single animal level. L. monocytogenes was not detected in the intestinal contents,
whereas the prevalence of L. innocua on single animal level was 2.0% (4/200). In addition,
samples were collected from the slaughterhouse environment and from equipment used in the
slaughter hall, yielding seven L. monocytogenes, two L. innocua, and four L. welshimeri
isolates. These 29 Listeria spp. isolates were further analyzed using Next Generation
Sequencing (NGS) to determine with Multilocus Sequence Typing (MLST) their sequence
types (STs) and clonal complex types (CCs), relatedness by SNP analysis, antimicrobial
resistance genes, and virulence genes. In addition, the phenotypic antimicrobial resistances
of the 14 L. monocytogenes isolates were determined by broth microdilution. Many different
CCs were found among the isolates in both the pigs and the environment, and only five of the
29 isolates were found to be closely related, suggesting multiple different sources of entry.
Thus, hypervirulent CCs associated with human disease were found in tonsil samples as well
as in environmental samples, confirming pigs as a potential source of human pathogenic
isolates and emphasizing the importance of maintaining good hygiene practices in the
slaughter process. The detection of closely related isolates along the cutting and processing
line indicates cross-contamination within the establishment or recontamination from the same
source and necessitates efficient cleaning and disinfection. In the mincer, a L. welshimeri
isolate showed a persistence of two months. The profile of employees' rubber boots was
identified as carrying Listeria spp.. Similarly, positive results in a gully testified to the presence
of the bacterium on the floor of the slaughter hall, whereas sampling of equipment in the
slaughter hall was negative. Of the 14 L. monocytogenes isolates, virulence gene analysis
confirmed the pathogenicity of 11 isolates, three lack the virulence gene actA, and all
L. innocua as well as L. welshimeri isolates lack the major virulence genes, demonstrating their
apathogenicity. Analysis of resistance genes reveals only resistance genes encoding already
known intrinsic resistance in the L. monocytogenes isolates. However, among the L. innocua
isolates, additional resistance genes were found, most commonly to tetracyclines. Those
isolates with multiple genotypic resistances came from samples of pigs, suggesting a link to
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antibiotic use in pig production. Although the apathogenic species L. innocua does not pose a
direct threat as a pathogen, as a reservoir for resistance genes it can pass them on to
pathogenic species. The phenotypic resistance testing of L. monocytogenes isolates did not
reveal resistance to antibiotics used to treat human listeriosis, but interpretation of the results
remained limited due to a lack of specific clinical breakpoints. Since higher resistance rates
were reported by other studies, monitoring of the resistance situation of Listeria spp. remains
necessary. The monitoring of the presence of L. monocytogenes in food is important for the
preservation of public health, as is a good hygiene practice along the entire food chain, up to
consumer education and research into future control strategies in line with the One Health
concept.
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