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Zusammenfassung

Die Gesamtgenomsequenzierung (engl. Whole Genome Sequencing [WGS]) ermdglicht es,
die genetische Ahnlichkeit von bakteriellen Isolaten mit einem auBerordentlich hohen Auflé-
sungsvermogen zu untersuchen. Das Verfahren etabliert sich daher weltweit und sektoren-
Ubergreifend (human, veterinar, Lebensmittel und Umwelt) im Rahmen der Untersuchung
von Krankheitsausbriichen und Infektketten. Das WGS eréffnet den zustandigen Behorden
und Lebensmittelunternenmern neue Méglichkeiten zur Uberwachung von bakteriellen Erre-
gern in Lebensmitteln und zur Verbesserung der Lebensmittelsicherheit und des Verbrau-
cherschutzes. Eine routinemaflige Nutzung des WGS erfordert dabei verschiedene Investiti-
onen zur Schaffung der notwendigen Infrastrukturen einschlieRlich der Harmonisierung,
Standardisierung und Qualitatssicherung fur die Generierung, Auswertung und Interpretation
der WGS-Daten. Mit diesem Review mdchten wir insbesondere Experten von zustandigen
Behorden, Untersuchungseinrichtungen der Lander und Lebensmittelunternehmer Uber den
Einsatz der Gesamtgenomsequenzierung im Rahmen der Aufklarung von lebensmittelbe-
dingten Krankheitsausbriichen informieren. Arbeitsschritte, Auswertungsansatze, die Inter-
pretation von WGS-Daten sowie Herausforderungen in der Standardisierung der Verfahren
und dem erforderlichen Austausch von Daten werden dargelegt.

Schlisselworter: Whole Genome Sequencing, Next Generation Sequencing, lebensmittelbe-
dingte Krankheitsausbriiche, bakterielle Erreger, Typisierung, Standardisierung, Interpretati-
on

Abstract

Whole Genome Sequencing (WGS) makes it possible to investigate the genetic similarity of
bacterial isolates with extraordinarily high resolution. Therefore, the method is being imple-
mented worldwide and across sectors (human, veterinary, food, and environment) for the
investigation of disease outbreaks and infection chains. The WGS opens up new possibilities
for the competent authorities and food business operators to monitor bacterial pathogens in
food and to improve food safety and consumer protection. Routine use of WGS requires var-
ious investments to create the necessary infrastructures, including harmonisation, standardi-
sation and quality assurance for the generation, evaluation and interpretation of WGS data.
With this review we inform in particular experts of responsible authorities, laboratories of the
federal states and food business operators about the application of whole genome sequenc-
ing for the detection of foodborne disease outbreaks. Working steps, approaches for analy-
sis, the interpretation of WGS data, as well as challenges in the standardization of the proce-
dures and the need of data exchange are presented.

Keywords: Whole Genome Sequencing, Next Generation Sequencing, foodborne disease
outbreaks, bacterial pathogens, typing, standardization, interpretation
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1 Einleitung

Lebensmittelbedingte Krankheitsausbriiche verursachen in Deutschland nach wie vor jahrlich
zahlreiche Erkrankungen. FlUr das Jahr 2017 sind insgesamt 389 lebensmittelbedingte
Krankheitsausbriiche mit mindestens 2277 Erkrankungen, 412 Hospitalisierungen und vier
Todesfallen an das Robert Koch-Institut (RKI) und das Bundesamt fir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit (BVL) ubermittelt worden (Rosner et al. 2018). Insbesondere
Campylobacter-Enteritis-Ausbriiche (38 %) und Salmonellose-Ausbriiche (34 %) sind, mit
groBem Abstand zu Noroviren-Ausbrichen (5 %), am haufigsten gemeldet worden. Aber
auch Listeriose-Ausbriiche konnten in den vergangenen zwei Jahren durch mit Listeria mo-
nocytogenes belastete Lebensmittel nachgewiesen werden (Kleta et al. 2017).

Der Anteil der in Zusammenhang mit lebensmittelbedingten Ausbriichen tbermittelten Falle
ist jedoch nur ein Bruchteil der gemal IfSG Ubermittelten humanen Erkrankungen. So konn-
ten insgesamt fur das Jahr 2017 nur 552 Falle zu 147 Ausbrichen durch Campylobacter
spp. und 817 Falle zu 133 Ausbriichen durch Salmonella spp. zugeordnet werden (Rosner et
al. 2018). Insgesamt sind aber 69.414 Campylobacter-Enteritis-Falle und 14.269 Salmonel-
losefalle gemeldet worden (RKI 2018). Viele Erkrankungsféalle werden daher als sporadisch
angesehen bzw. lassen sich in keinen epidemiologischen Zusammenhang mit dem Verzehr
von belasteten Lebensmitteln bringen.

Die Typisierung von Erregerisolaten ist ein wesentlicher Baustein bei der Aufklarung von
lebensmittelbedingten Ausbriichen. Ein Vergleich der genetischen Profile verdachtiger Isola-
te kann entscheidende Hinweise auf das mit dem Erreger ursachlich belastete Lebensmittel
oder sogar auf die urspringliche Quelle der Kontamination liefern. Ebenso kénnen erkrankte
Patienten eindeutig zu einem Ausbruchsgeschehen zugeordnet werden. Ein sog. Aus-
bruchsstamm verbreitet sich in der Regel sehr schnell durch den direkten Kontakt von Men-
schen oder durch die Aufnahme des Erregers Uber belastete Lebensmittel und in einigen
Fallen erfolgt die Verbreitung Uber grofiere Gebiete in Form von mehreren Ausbruchsclus-
tern. Der weltweite Handel von Lebensmitteln férdert eine solche Verbreitung. In Verbindung
mit verfigbaren Metadaten wie Datum, Ort der Isolierung, Herkunft, Produzent etc. kénnen
epidemiologische Untersuchungen im Rahmen von Krankheitsausbriichen gezielt durchge-
fuhrt werden. Steht ein Lebensmittel im Verdacht, einen Krankheitsausbruch verursacht zu
haben, kénnen betroffene Patienten genauer nach dem Verzehr des Lebensmittels befragt
werden. Ebenso kénnen die Warenkettenstrome des Lebensmittels gezielter rickverfolgt
werden (Weiser et al. 2016).

Das Auflésungsvermdgen der eingesetzten Typisierungsmethoden fir den Vergleich von
Isolaten auf ihre genetische Verwandtschaft ist dabei flr den Erfolg der Untersuchungen
entscheidend. In den letzten zwei Jahrzehnten haben insbesondere die Pulsfeldgelelektro-
phorese (PFGE) und die Multilocus-variable-number-tandem-repeats-Analyse (MLVA) zur
Subtypisierung von Isolaten einen bedeutenden Beitrag zur Rickverfolgung und dem Auf-
spuren von Infektionsquellen geleistet. Ihr Aufldésungsvermdgen ist jedoch beschrankt, da nur
ein Bruchteil der genetischen Information der Isolate durch die Typisierungsmethoden be-
rucksichtigt wird. Phylogenetische Analysen eng verwandter Isolate sind daher weder mit der
PFGE noch mit der MLVA mdglich.

Mit dem Aufkommen der Gesamtgenomsequenzierung (engl. Whole Genome Sequencing
[WGS]) in den letzten Jahren ist es mdglich geworden, die Basenabfolge eines DNA-
Molekiils oder ganzen Genoms eines Erregers zu bestimmen (Heather and Chain 2016;
Ronholm et al. 2016). Das héchstmdégliche Auflésungsvermégen des WGS, die Verringerung
der Kosten des WGS und die Einfihrung von anwenderfreundlichen Sequenziergeraten in
den letzten Jahren macht die Methode flir Behorden im Bereich der offentlichen Gesundheit,
Veterinarmedizin und Lebensmittelsicherheit flir die Erregertypisierung sehr attraktiv (Kovac
et al. 2017; Sekse et al. 2017). Auch spezifische Eigenschaften des Erregers, wie Virulenz-
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und Resistenzdeterminanten, kénnen in einem Experiment abgerufen werden. Einige Lander
wie GrofRbritannien, Kanada und die USA haben bereits ein auf WGS basierendes Echtzeit-
System fir die Uberwachung von wichtigen bakteriellen Erregern etabliert, welches fir die
Untersuchung von Krankheitsausbriichen und die Uberwachung von Kontaminationen in der
Lebensmittelproduktion eingesetzt wird (Allard et al. 2016; Ashton et al. 2016; Stevens et al.
2017). Ein solches System ist darauf ausgerichtet, prospektiv auf Grundlage der WGS-Daten
Cluster von sehr ahnlichen Isolatsequenzen zu erkennen. Die Kombination dieser Sequenz-
vergleiche mit den relevanten Metadaten zu den Isolaten und den Warenketteninformationen
erlaubt es schlieRlich, die Ubertragungswege zuriickzuverfolgen und die Ausbruchsquelle
sicher aufzuklaren (EFSA BIOHAZ Panel et al. 2019; FAO 2016). Aufgrund der so méglichen
frihen ldentifizierung eines verdachtigen Lebensmittelvehikels kénnen schneller Mafl3nah-
men ergriffen und somit die Zahl von Erkrankungen in einem Ausbruch verringert werden
(WHO 2018). Erfahrungen aus den USA mit der Echtzeit-Uberwachung von Listerieninfektio-
nen basierend auf Sequenzdaten von L. monocytogenes-Lebensmittel- und -Umweltisolaten
aus Monitoringprogrammen zeigen, dass deutlich mehr humane Listeriosecluster und Aus-
briche identifiziert werden konnten. Im Ergebnis der eingeleiteten MalRnahmen konnte pro
Ausbruch der Median von sechs auf drei Falle reduziert werden (Jackson et al. 2016). Eine
europaische Studie zu Listerioseausbriichen kommt zum Schluss, dass europaweite Aus-
bruchscluster im Durchschnitt mehrere Monate friiher erkannt werden, wenn die Daten zent-
ral hinterlegt werden (Van Walle et al. 2018). Auch anderswo konnte gezeigt werden, dass
unter Einbeziehung von WGS-Daten die korrekte Einordnung der zu einem Ausbruch geho-
renden Isolate als ,wahrscheinlich® oder ,nicht wahrscheinlich bedeutend gesteigert werden
konnte (Jenkins et al. 2019). In einer Studie aus Kanada konnten bereits in einer Kosten-
Nutzen-Analyse auch die gesamtokonomischen Vorteile eines solchen Systems fir den Er-
reger Salmonella beschrieben werden (Jain et al. 2019).

Inzwischen gibt es internationale Anstrengungen, eine Echtzeit-Uberwachung von lebensmit-
telassoziierten Krankheitserregern zu etablieren und zu standardisieren (Gardy und Loman
2018; Nadon et al. 2017; Taboada et al. 2017). Es gibt jedoch noch einige Herausforderun-
gen zu bewaltigen, damit das WGS eine breite Anwendung in der Aufklarung von lebensmit-
telbedingten Ausbriichen findet. Nicht nur die Etablierung der Technologie und die damit
verbundene Auswertung der Daten ist zu beachten, auch das Datenmanagement spielt fiir
den Erfolg des Verfahrens eine wichtige Rolle. Der Artikel beschreibt die derzeitigen Ansatze
der WGS, Arbeitsschritte, Auswertungsmaoglichkeiten, die Interpretation von WGS-Daten
sowie Herausforderungen in der Standardisierung der Verfahren und dem erforderlichen
Austausch von Daten. Dabei wird Bezug auf die Uberwachung und die Untersuchung von
Uberregionalen Krankheitsausbrichen in Deutschland genommen. Erklarungen zu bestimm-
ten Fachausdriicken sind in einem Glossar hinterlegt.
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2 Gesamtgenomsequenzierung von Isolaten

21 WGS-Technologien

Die WGS basiert auf der ,Next Generation Sequencing®“-Technologie (NGS, df. Nachste-
Generation-Sequenzierung). NGS-Technologien stellen eine Weiterentwicklung der Sequen-
zierung der ersten Generation dar, die von Sanger Ende der 1970er-Jahre zur Bestimmung
der Basenabfolge von einzelnen kurzen DNA-Molekilen entwickelt wurde (Sanger and
Coulson 1975). Der grof3e Fortschritt der Sequenzierung der zweiten Generation basiert auf
der massiven millionenfach parallelen Sequenzierung von kurzen (short-read) DNA-
Molekilen (50—400 bp Lange) (Cao et al. 2017). Unter Verwendung von bioinformatischen
Ansatzen kann aus den erzeugten Sequenzabschnitten die Basenabfolge ganzer Genome
bestimmt werden (z.B. Salmonella Genom von ca. 5 Megabasen). Nach der kommerziellen
EinflUhrung der Sequenzierungsapparaturen der zweiten Generation zu Beginn der 2000er-
Jahre folgten Gerate, die in ihrem Umfang auf einem Labortisch platziert werden konnten, in
den Anschaffungskosten deutlich gesunken waren und die Vorbereitung der Sequenzie-
rungsproben vereinfachten (Loman et al. 2012a). Dies ermdglichte die breite Anwendung der
Technologie in der Mikrobiologie und eréffnete neue Mdglichkeiten fir Forschung und Routi-
nediagnostik (Didelot et al. 2012; Wilson 2012). Fir die Short-read-Genomsequenzierung
von Bakterienisolaten hat sich weltweit insbesondere das ,sequencing-by-synthesis“-
Verfahren, auch lllumina-Technologie genannt, durchgesetzt (https://www.illumina.com). II-
lumina bietet inzwischen eine Reihe von Sequenziergeraten an, die auf den Bedarf unter-
schiedlicher Labore zugeschnitten sind. Als weitere Short-read-Technologie gibt es das sog.
~Semi-conductor sequencing“-Verfahren, welches in den Geraten von Thermo Scientific
(https:/iwww.thermofisher.com/de/de/homellife-science/sequencing/next-generation-
sequencing.html) verwendet wird (Cao et al. 2017).

Beim Vergleich bezlglich der Sequenzierungsgenauigkeit weisen beide Technologien der-
zeit noch geringfligige Unterschiede auf (Loman et al. 2012b; Pallen 2013). Diese technisch
bedingten Unterschiede werden sich voraussichtlich durch die kinftige Weiterentwicklung
von Reagenzien und Softwarelésungen bereinigen lassen. Hinsichtlich der Schnelligkeit der
Sequenzierung nehmen sich beide Technologien nicht viel. Im Wesentlichen kommt es bei
der Dauer des Laufes auf die Lange der zu sequenzierenden DNA-Molekile an. Die gene-
rierten Sequenzlangen betragen je nach Kitverwendung mit der lllumina Technologie zwi-
schen 2x 75bp bis 2 x 300 bp (Paired-end-Sequenzierung) und mit der lon-Torrent-
Technologie zwischen 200 und 400 bp (Single-strand-Sequenzierung).

Einzubeziehen in den Prozess der Sequenzierung sind aber auch die Vorbereitungsschritte
der Probe. Eigene Erfahrungen mit der lllumina-Technologie zeigen, dass flr die Bearbei-
tung einer Sequenzierung von kurzeren Sequenzstiicken (2 x 75 bp) von der vorliegenden
DNA bis zum ausgewerteten Ergebnis ca. zwei Tage bendtigt werden. Fur die Erzeugung
von langeren Sequenzen, die haufig zu einer besseren Daten-Assemblierung einhergehend
mit einer verringerten Contigzahl (Anzahl der bioinformatisch zusammengesetzten Sequenz-
sticke) fuhrt, werden ca. vier Tage bendtigt. Die Anzucht des Erregers fir die DNA-
Isolierung ist in dieser Betrachtung nicht einbezogen und kann je nach Erreger weitere zwei
bis vier Tage erfordern. Fir Leser, die an den technologischen Prinzipien der Short-read-
Genomsequenzierung interessiert sind, wird auf weitergehende Literatur verwiesen (Besser
et al. 2018; Quainoo et al. 2017; Shendure et al. 2017).

Inzwischen sind Sequenziertechnologien der dritten Generation verfligbar, mit denen einzel-
ne DNA-Molekiile sequenziert werden kdnnen. Sequenzapparaturen der dritten Generation
ermdglichen es, die Basenabfolge sehr langer DNA-Molekile (ca. 10-50 Kilobasen) am
Stick bestimmen zu kénnen (Kwong et al. 2015; Ronholm et al. 2016). Die Long-read-
Sequenzierung mit der Oxford-Nanopore-Technologie (ONT) und die ,Einzelmolekil-
Echtzeit(SMRT)“-Sequenzierung, die von Pacific Biosciences entwickelt wurde, sind in die-
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sem Bereich die dominierenden Methoden (Cao et al. 2017; de Lannoy et al. 2017). Die Feh-
lerrate bei der Erstellung der Basenabfolge durch Sequenziertechnologien der dritten Gene-
ration ist vergleichsweise zur zweiten Generation noch hoch, sodass sie bisher nicht fir Se-
quenzvergleiche von Isolaten im Rahmen von Untersuchungen bei Krankheitsausbriichen
aufgrund der Messungenauigkeit geeignet sind (Quainoo et al. 2017). Sie sind jedoch sehr
natzlich, um in Kombination mit Sequenzdaten aus der zweiten Generation geschlossene
Genomsequenzen mit hoher Genauigkeit zu generieren. Diese kdnnen als Referenzsequen-
zen fir die Ausbruchsanalyse mittels bioinformatischer Verfahren verwendet werden
(Abb. 1). Flr die meisten relevanten Erreger steht daher auch schon eine Vielzahl geeigneter
Referenzsequenzen in &ffentlichen Datenbanken zur Verfigung.

(A)
Gene-by-Gene
_— —_— N
Assemblierung der Gent Gend Gend Bestimmung und
Reads an vordefinierten \ \d ¥ Vergleich von ‘ \.
Reads Satz von Genen 1 5 7 identischen und nicht

identischen Allelen

Allel-Bestimmung . )
eines vorbestimmten

von hunderten

core Gensatzes; cgMLST Minimum -
Genen : i
Erstellung einer spanning Baum
Allelmatrix
(B)
Referenz Mapping :
—_— —_— ®
Assemblierung der - 4 Vergleich und Abfrage von = :
Reads an eine s . : e eniy SNPs zwischen der Isolat-
SNP SNP  SNP SNP SNP
Reads vorgewshlte al und der vorgewihlten @
Referenzsequenz SNP-Identifizierung Referenzsequenz;
zum Referenzgenom Erstellung einer
SNP-Matrix o
@

Maximum-Likelihood
oder Neighbour-joining
Baum

Abb. 1: Methoden der WGS-Datenauswertung im Rahmen von Krankheitsausbriichen zur Bestimmung
der genetischen Ahnlichkeit von Isolatsequenzen. (A) Gene-by-Gene-Anndherung (Allelbestimmung von
Genen), (B) Referenzmapping (SNP-Bestimmung anhand eines Referenzgenoms).

2.2 WGS: Arbeitsablaufe, Gerateausstattung, Qualitatsmanagement

Der Arbeitsablauf einer Genomsequenzierung von bakteriellen Isolaten besteht in der Regel
aus mehreren Schritten: (i) der DNA-Gewinnung, (ii) der Bibliothekenherstellung unter Ver-
wendung der extrahierten DNA, (iii) der massenhaften Sequenzierung der Bibliothek und (iv)
der bioinformatischen Auswertung der Sequenzdaten (Luheshi et al. 2015). Alle Schritte
kdnnen einen Einfluss auf die Qualitat der Ergebnisse haben. Fir die Bibliothekenherstellung
steht dem Anwender bereits eine gréRRere Palette an Kits von verschiedenen Firmen zur Ver-
fugung (Zahringer 2014). Welche Kitformate fur die Anwendungsbereiche des Labors am
passendsten sind, sollte ausfihrlich evaluiert werden (Seth-Smith et al. 2019). Dabei sollte
bertcksichtigt werden, dass die Sequenzabdeckung tber das Genom mdglichst gleichmalig
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erfolgt und jede Base des Genoms mit einer ausreichenden Sequenzierungstiefe abgedeckt
wird (Sato et al. 2019). Verzerrungen in der Abdeckung kdénnen zu falschen oder keinen Er-
gebnissen fihren (Seth-Smith et al. 2019). Ursachlich hierfir kdnnen der GC-Gehalt eines
Genomabschnittes oder die Generierung von suboptimalen FragmentgréRen wahrend der
Bibliothekenherstellung sein (Aigrain et al. 2016; Tyler et al. 2016). Auch die Methode der
DNA-Extraktion kann einen Einfluss auf das Ergebnis haben, insbesondere wenn Isolate
Plasmide in ihrem Genom enthalten, deren DNA neben der chromosomalen DNA mitextra-
hiert werden sollte (Becker et al. 2016).

Mikrobiologische Labore, welche die WGS fir die Sequenzierung bakterieller Isolate einfiih-
ren, benotigen verschiedene Grof3- und Kleingerate. Tabelle 1 gibt ein Beispiel, welche spe-
ziellen Gerate notwendig sind. Die Investitionskosten hangen im Wesentlichen von der An-
zahl der angestrebten Genomsequenzierungen sowie der bereits bestehenden Labor- und
IT-Infrastruktur eines Labors ab. Fir die Herstellung der Bibliotheken werden méglicherweise
zusatzliche Gerate (z.B. ein Plattenschittler) bendtigt. Bei ca. 500 bis 1000 zu untersuchen-
den Isolaten im Jahr kann grob eine Investitionssumme von 300.000 € fir ein auf Molekular-
und Mikrobiologie ausgerichtetes Labor veranschlagt werden. Weitere laufende Kosten ent-
stehen durch die Servicevertrage der Grofigerate, den Unterhalt der IT-Infrastruktur und die
entsprechenden Verbrauchsmaterialien fur die Sequenzierung (WHO 2018).

Tab. 1: Benétigte Infrastruktur fiir ein molekular- bzw. mikrobiologisch arbeitendes Labor zur Genomse-
quenzierung von bakteriellen Isolaten mittels WGS im Rahmen der Aufklarung von Krankheitsausbriichen

Sequenzierungsinfrastruktur Anmerkung

DNA-Konzentrationsmessung

Qubit Fluorometer fur die schnelle und genaue Messung der DNA-
Konzentration

Spektralphotometer fiir die Reinheitsbestimmung der DNA (260/280-
und 260/230-Verhaltnis) im MikrovolumenmalRstab

NanoDrop

DNA-Bibliothekenerstellung

Mehrkanalpipetten

Fir das effiziente Pipettieren im 96-Well-MaRstab

PCR Cycler Haufig bendtigt, um an fragmentierte DNA Index-Sequenzen fiir den
Sequenzierungsprozess anzuhangen und DNA zu vervielfaltigen
Magnetauflagen Fir die Durchfiihrung von Bead-basierten Reinigungsschritten

Plattenzentrifuge

Zum Sammeln von Flissigkeiten

Optional: Plattenschittler

Fir die Durchmischung von Beads mit Reaktionsldsungen

Optional: Fragmentanalyzer oder
Bioanalyzer

Qualitatskontrolle von hergestellten Bibliotheken bezuglich ihrer
Konzentration und FragmentgréRenbestimmung

Optional: Schergerat flir DNA

Ultrasonificator fiir das mechanische Scheren von DNA in kleine
Stlicke. In Abhangigkeit von dem verwendeten Bibliotheken-Kit ist
dieser Schritt notwendig

Sequenzierung

Sequenzierer

Fir die Sequenzierung der DNA-Bibliotheken. Preis und Modell han-
gen im Wesentlichen von der bendtigten Kapazitat ab

Optional: unterbrechungsfreie
Stromversorgung (USV)

Der Sequenzierer sollte an einer USV angeschlossen sein, um
Strompeaks ausgleichen zu kénnen und kurze Stromunterbrechun-
gen zu Uberbricken

Datenauswertung

Datenspeicher/Backup

Speicherung der WGS-Roh- und -Auswertungsdateien. Pro bakteriel-
le Genomsequenz sollten 3 Gigabyte grob kalkuliert werden. Ein
Backup-System muss raumlich getrennt von dem eigentlichen Spei-
chersystem vorhanden sein
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Fortsetzung Tab. 1: Bendétigte Infrastruktur fiir ein molekular- bzw. mikrobiologisch arbeitendes Labor zur
Genomsequenzierung von bakteriellen Isolaten mittels WGS im Rahmen der Aufklarung von Krankheits-
ausbriichen

Linux Rechner Fir die bioinformatische Datenauswertung. Leistungsstarke Prozes-
soren sollten die Grundlage eines Linux-Systems sein. Je mehr Re-
chenleistung, desto schneller die Berechnung (z.B. Assemblierung)

Optional: Windows Rechner mit aus- Bei Anwendung von Windows-Programmen werden Windows-
reichender Rechenkapazitat Rechner bendtigt. Die Rechenkapazitat sollte ausreichend sein. Eine
Verbindung zu einem Speichersystem muss eingerichtet werden

Kommerzielle und/oder Open-source- | Die Anschaffung von bioinformatischen Programmen fir die Erstel-
Sequenzauswertungsprogramme lung von phylogenetischen Baumen auf SNP-Ebene und/oder
cgMLST-Baumen ist mindestens notwendig. Die Programme missen
auch zur Prufung von Qualitdtsparametern in der Lage sein, sofern
kein eigenstandiges Programm hierfiir benutzt wird

Schnelles Internet Zum Austausch von WGS-Daten mit Laboren bzw. Behérden muss

eine stabile und leistungsfahige Internetanbindung vorhanden sein.
Eine 250-Mbit/s-Leitung sollte vorliegen. Die Schnelligkeit sollte sich
an dem Bedarf des Labors orientieren

Wie bereits angedeutet, muss die Anschaffung der Infrastruktur fir die Genomsequenzierung
auch die notwendige Informationstechnik (IT) berlcksichtigen (ECDC et al. 2019; Nadon et
al. 2017). Leistungsfahige Lésungen fir die Datenspeicherung sowie ein Back-up-System
mussen angeschafft werden. Bioinformatische Open-source-Programme, die fur die Nach-
bearbeitung der Rohsequenzen und die Auswertung eingesetzt werden, benétigen fast im-
mer Linux-Systeme als Grundlage (Hendriksen et al. 2018; Jagadeesan et al. 2019). Daher
ist es notwendig, eine Linux-basierte Infrastruktur zur Verfigung zu haben. Dies stellt haufig
fur kleinere Labore personell und strukturell eine Herausforderung dar. Zwar gibt es auch
Windows-basierte Programme flir die Auswertung von Genomsequenzdaten, diese kosten
jedoch Lizenzgebihren, enthalten oft Gberholte Algorithmen und geben keine Mdglichkeit zur
Weiterentwicklung der Datenauswertung. Der Vorteil ist, dass der Anwender keine tieferge-
henden bioinformatischen Kenntnisse besitzen muss. Laboren, die einen héheren Durchsatz
und Flexibilitat in der Auswertung von Genomsequenzierungen anstreben, wird jedoch emp-
fohlen, Linux-basierte Serversysteme zu etablieren.

Ein WGS-Labor bendtigt ein Qualitdtsmanagement fur die Sequenzierungsablaufe im Labor
und die anschlieBenden bioinformatischen Auswertungen (Hutchins et al. 2019). Da haufig
wahrend der Herstellung der Bibliothek noch die Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt wird,
sind insbesondere die damit in den Laboren verbundenen raumlichen Trennungen zu beach-
ten. Weiterhin muss die Uberprifung der Geréate auf ihre Funktionalitat und geforderten Leis-
tungsparameter durch Kontrollen wahrend der Arbeitsschritte sichergestellt sein. Nicht zu-
letzt ist der richtige Umgang mit dem Probenmaterial zu beachten (Endrullat et al. 2016).
Isolate sollten so gelagert und kultiviert werden, dass potenzielle genetische Anderungen
durch naturliche Evolutionsprozesse minimiert werden. Dazu gehort das moglichst geringe
Passagieren der Kultur, die auf wenige Tage beschrankte Lagerung von Stammen bei Tem-
peraturen von 4 °C bis 25 °C und das langfristige Archivieren bei tiefen Temperaturen. Der
bioinformatischen Analyse kommt in der Qualitatssicherung der erzeugten Genomsequenzen
eine besondere Rolle zu (Bogaerts et al. 2019). Mit ihr kénnen Qualitatsparameter des ge-
samten Sequenzierungslaufs, von allen Sequenzen einer Probe, sowie von jeder individuel-
len Sequenz geprift werden. Eine gute Qualitat der Sequenzdaten ist schlief3lich Vorausset-
zung fur verlassliche Vergleichsuntersuchungen.
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2.3 Untersuchung von Sequenzen bakterieller Isolate

Rohsequenzen, die zu einem Isolat hergestellt wurden, sollten idealerweise direkt nach der
Sequenzierung immer in einer Datei verpackt vorliegen. Gerate von lllumina verpacken die
Daten bei der Anwendung der Ublicherweise benutzten Paired-end-Sequenzierungs-
technologie in zwei Dateien. Die Dateien enthalten alle zum Isolat zugeordneten Rohse-
quenzen. Eine typische Datei hat eine GrofRe von 0,25 bis 1 Gigabyte und enthalt ca. 1 bis
2 Millionen Sequenzstiicke. Rohsequenzen, die im Rahmen eines Krankheitsausbruchs von
Patienten- und Lebensmittelisolaten generiert wurden, werden zunachst vor einem Vergleich
auf ihre genetische Ahnlichkeit einer Qualitatstiberpriifung und Vorbearbeitung unterzogen
(Bogaerts et al. 2019).

2.3.1 Sequenzqualitatstberprifung und Assemblierung

Zur Aufbereitung der Rohsequenzen werden die zum Isolat gehérenden Sequenzen ge-
trimmt und assembiliert (Carrico et al. 2018). Die Qualitatsprifung der Sequenzdaten erfolgt
schlief3lich durch Abfrage wesentlicher Qualitatsparameter, die meist in Form eines automa-
tisch erstellten Assembly Reports aufgelistet werden. Geprift wird haufig die erwartete
Ubereinstimmung der vorhergesagten Spezies, die Datenmenge bzw. die Abdeckungstiefe
(Coverage) des Assembly, die Anzahl der Sequenzabschnitte (Contigs) sowie die Lange des
Gesamt-Assembly, die der erwarteten Lange des Genoms entsprechen sollte (Bogaerts et
al. 2019). Die dabei zur Anwendung kommenden Grenzwerte werden auch in einem interna-
tionalen 1SO-Standard erarbeitet (siehe Kap. 4). Aufgrund der unterschiedlichen Basenzu-
sammensetzung der Erreger-DNA, ihrer Genomgrofle und der Variation der Ergebnisse in
Abhangigkeit von der angewendeten Sequenziertechnologie ist es nicht sinnvoll, Qualitats-
grenzwerte generell festzulegen, denn diese sollten sich auch nach den in einem Labor etab-
lierten Sequenzierablaufen und Erfahrungen richten. Tabelle 2 gibt einige Beispiele flir Quali-
tatsparameter mit moglichen Grenzwerten flr verschiedene Erreger an.

Tab. 2: Mindestens anzustrebende Qualitidtsparameter der Sequenzierung fiir ausgesuchte tiber das Le-
bensmittel libertragbare Erreger

GenomgroRe | Anzahl sequen- Abdeckung Anzahl der Gesamte as-
in Mio. zierende Basen nach Assem- Contigs semblierte Lan-
Basenpaare | pro Probe (in blierung der ge in Mio.
Mio.) Reads Basenpaare
Campylobacter 1,7 > 80 > 40 20-55 1,6-1,8
Listeria 3,0 > 90 > 30 15-45 2,8-31
E. coli 5,1 > 200 > 40 150-350 4,9-53
Salmonella 4.8 > 150 > 30 50-150 4,6-5,1

2.3.2 Phylogenetischer Vergleich der Genomsequenzen bei der Aufklarung von lebensmit-
telbedingen Krankheitsausbriichen

Derzeit gibt es eine Reihe verschiedener Ansatze, Genomsequenzen im Rahmen einer Aus-
bruchsuntersuchung miteinander zu vergleichen (Schurch et al. 2018; Taboada et al. 2017)
(Abb. 1). Die gangigsten Ansatze sind: (i) Kerngenom MLST (cgMLST) unter Beriicksichti-
gung von Tausenden von Genen, die in den meisten Isolaten einer Spezies oder Gattung
vorhanden sind, (ii)) Gesamtgenom MLST (wgMLST) unter Berlcksichtigung aller Gene ein-
schlieBlich der variablen Zusatzgene einer Spezies und (iii) die Referenzkartierung von Ein-
zelnukleotid-Polymorphismen (SNP) (Kovac et al. 2017; Pérez-Losada et al. 2018). Bei der
cgMLST/wgMLST wird die DNA-Sequenzvariation in einem Satz von festgelegten Genen
bestimmt (Maiden 2006; Maiden et al. 2013). Die Typisierung der Isolate erfolgt anhand ihres
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spezifischen Allelprofils, das sich schlielich in ihrem entsprechenden Sequenztyp (ST) wi-
derspiegelt. Wahrend die MLST auf einer ,gene-by-gene“-basierten Analyse beruht (Gen-flr-
Gen-Annaherung), beruht die SNP-Analyse auf einem Vergleich der Einzelpunktmutationen
der Isolatsequenzen zu einem vorher festgelegten, nahe verwandten Referenzgenom. Diese
Art der Analyse nennt man ,referenzbasiertes Mapping® (Carrico et al. 2018). In diesem Ver-
fahren werden keine zu analysierenden Gene festgelegt. So kénnen auch SNPs auf3erhalb
von gencodierenden Sequenzen bertcksichtigt werden.

Wahrend bei SNP-basierten Clustering-Verfahren alle Unterschiede, die zum Referenzge-
nom auftreten, zu erfassen sind, werden bei der cgMLST/wgMLST nur Allelunterschiede oh-
ne Unterscheidung der Anzahl und Art der Mutationen zwischen den zu vergleichenden Iso-
laten berticksichtigt. Dies kann dazu flhren, dass mit der SNP-Analyse ein hdéheres Auflo-
sungsvermaogen als mit der cgMLST/wgMLST-Analyse erreicht wird (Halbedel et al. 2018).
Ein Vorteil von cgMLST/wgMLST ist die Anwendung von Nomenklaturschemata, die es er-
mdglichen, eine eindeutige Identifizierung der zu untersuchenden Sequenz zu erstellen, die
leicht kommuniziert werden kann, ohne Rohsequenzen austauschen zu mussen. Vorausset-
zung dafur ist jedoch die Benutzung einer zentral verwalteten Nomenklatur, die fortlaufend
aktualisiert wird (Nadon et al. 2017). CgMLST/wgMLST erfordern prinzipiell etwas weniger
Aufwand bei der Rechenleistung im Vergleich zu SNP-basierten Verfahren (Nadon et al.
2017). Durch die verschiedenen bioinformatischen Mdglichkeiten, die Qualitat der SNPs zu
bewerten und daraus schlieRlich eine Auswahl von SNPs zu treffen, die in einer SNP-
Analyse berlcksichtigt werden, missen immer die Rohsequenzen aller zu vergleichenden
Isolate vorliegen. SNP-Analysen kénnen nur fir relativ eng verwandte Genome sinnvoll an-
gewendet werden, also z.B. innerhalb eines Serovars oder einer MLST-Gruppe. Ein
,vorclustering“ von mit einer SNP-Analyse zu vergleichenden Genomsequenz ist daher sinn-
voll. Fir beide Verfahren (SNP bzw. cgMLST/wgMLST) gilt grundsatzlich, dass Ergebnisse
nur dann vergleichbar sind, wenn sie mit den gleichen oder aquivalenten Softwareprogram-
men bzw. identischen Softwarealgorithmen sowie identischen Parametereinstellungen gene-
riert wurden. Bei SNP-Analysen missen zudem die exakt gleichen Referenzen benutzt wer-
den, da es sonst zu einem unterschiedlichen Ergebnis in der SNP-Identifikation kommen
kann (Carrico et al. 2018).

Sowohl cgMLST/wgMLST- als auch SNP-basierte Analysen sind grundsatzlich fir die Be-
stimmung der Unterschiede zwischen Isolaten im Rahmen von Ausbruchsuntersuchungen
gut geeignet und flhren zu ahnlichen Ergebnissen (Halbedel et al. 2018; Pearce et al. 2018).
Beide Analyseverfahren erlauben die Einteilung von Genomen in Subtypen (Clustertypen)
und eine Bewertung, ob zwei Genome genetisch (nahezu) identisch sind. Fur die Untersu-
chung der Phylogenie kann die Verwendung von cgMLST- oder SNP-Verfahren robuste Ana-
lysen liefern, da sie nur Regionen des Genoms umfassen, die in allen Stdmmen vorhanden
sind. WgMLST kann aber durch die zusatzliche Berlicksichtigung der variablen Zusatzgene
einer Spezies zu einer hdheren Auflésung flhren (Chen et al. 2017). Die Anwendung von
cgMLST/wgMLST ist geeigneter, wenn mehrere Benutzer gleichzeitig jedes neue Isolat, das
einer gemeinsamen Datenbank hinzugefiigt wird, analysieren missen (z.B. im Ausbruchs-
fall), insbesondere wenn die Sequenzinformationen nicht o&ffentlich zuganglich sind
(Jagadeesan et al. 2019).

SNP- und cgMLST/wgMLST-Ansatze bewerten genetische Variationen auf etwas unter-
schiedliche Weise und sollten als komplementar angesehen werden. Insbesondere wenn
eine Methode allein keine eindeutige Antwort liefert, sollte der Datensatz zur besseren Beur-
teilung mit beiden Analyseverfahren ausgewertet werden.
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2.3.3 Charakterisierung der Genomsequenzen auf Erregereigenschaften

Die o.g. Typisierungsmethoden lassen zunachst keine weitere Aussage zur Zusammenset-
zung, zum Aufbau und zu den Eigenschaften eines bakteriellen Genoms zu. WGS-Daten
lassen sich aber auch fir Untersuchungen von Isolaten hinsichtlich ihres Genmaterials und
daraus abgeleitete funktionelle Eigenschaften nutzen. So kdénnen Virulenzgene, die zur Pa-
thogenitat eines Erregers beitragen, Resistenzgene, die fir die Unempfindlichkeit gegenuber
antimikrobiellen Substanzen und Desinfektionsmitteln verantwortlich sind, oder Gene, die bei
der Bildung von Biofilmen eine Rolle spielen, identifiziert werden (Ronholm et al. 2016). De-
terminanten, die fir die Mobilitat von Genen eine Rolle spielen, kénnen zur Untersuchung
von dynamischen Veranderungen eines Genoms genutzt werden. Diese Informationen er-
maoglichen es schlielilich, bakterielle Stamme hinsichtlich ihres Verhaltens in Mensch, Tier,
Umwelt bzw. im Lebensmittel zu bewerten (Luheshi et al. 2015). Die Identifizierung von spe-
zifischen Genen, z.B. in epidemisch aufkommenden Klonen, kann auch fiir die schnelle Ent-
wicklung von PCR-Schnelltests zur Detektion eines Stammes genutzt werden. In Ausbruchs-
fallen kénnen so bei Bedarf verdachtige Proben in einem hohen Durchsatz, kostengtinstig
untersucht werden, und das auch in Laboratorien, denen WGS nicht zur Verfigung steht
(Bielaszewska et al. 2011).

2.3.4 Referenzdatenbanken und bioinformatische Tools fur Clusteranalysen

Fur die Durchfihrung von Sequenzvergleichen bakterieller Isolate werden bioinformatische
Algorithmen und Datenbanken bendétigt, die in Auswertungsprogramme integriert werden
bzw. darauf zugreifen kénnen. Fir die Erstellung von cgMLST/wgMLST-Daten ist ein Sche-
ma notwendig, das die zu untersuchenden Gene fir die Allelprofilbestimmung festlegt und
neuen Allelen eine definierte Nummer zuweist (Maiden et al. 2013). Fir eine Auswahl von
bedeutenden Erregern (Spezies) liegen bereits 6ffentlich zugangliche Datenbanken vor, die
sowohl WGS-Daten speichern als auch analysieren (Jagadeesan et al. 2019). Diese Daten-
banken kénnen meist online Uber ein Web-Interface-Tool benutzt werden. Prominente Da-
tenbanken mit 6ffentlich hinterlegten Schemata sind z.B. Enterobase fir die Spezies/Genera
Escherichial Shigella, Salmonella enterica, Yersinia, Vibrio, Helicobacter, Clostridioides und
Moraxella (https://enterobase.warwick.ac.uk/), pubMLST insbesondere flr Campylobacter
Jjeuni und C. coli (https://pubmlst.org/campylobacter/) sowie PasteurMLST fir L. monocyto-
genes (http://bigsdb.pasteur.fr/listeria). Aufgrund ihrer Bedeutung und Verbreitung finden
solche 6ffentlichen Schemata auch in kommerziellen Programmen Verwendung. Datenban-
ken kénnen aber auch in Open-source-Programmen hinterlegt werden, sodass Lizenz- oder
Analysegebuhren an kommerzielle Hersteller nicht anfallen. Fir selten vorkommende Spe-
zies kdénnen ad hoc cgMLST/wgMLST-Schemata entwickelt werden. Dies ist sinnvoll, wenn
offentliche Referenzschemata nicht zur Verfligung stehen.

Fir einen Vergleich von cgMLST-Daten zwischen Laboratorien ist es notwendig, sich auf ein
Schema zu der entsprechenden Spezies zu einigen (Nadon et al. 2017). Die Festlegung auf
ein Schema pro Spezies ist auch auf internationaler Ebene noch nicht abgeschlossen. Wah-
rend fir einige Spezies (z.B. Salmonella) die Anwendung bestimmter Schemata schon relativ
gut harmonisiert ist, gibt es flr andere Spezies (z.B. L. monocytogenes) noch Abstimmungs-
bedarf. Dies fiuhrt dazu, dass Daten zwischen Laboratorien, die unterschiedliche Schemata
anwenden, nicht direkt verglichen werden konnen. Jedoch wurde gezeigt, dass z.B. im Fall
L. monocytogenes die beiden Ublicherweise verwendeten cgMLST-Schemata zu sehr hohen
Ubereinstimmenden Ergebnissen fuhren (Van Walle et al. 2018).

Bioinformatische Tools und Auswertungspipelines wurden in den letzten Jahren verstarkt entwi-
ckelt. Uber online Webdienste kdnnen viele Auswertungen durchgefiihrt werden. Dies setzt das
Hochladen der zu untersuchenden Sequenz voraus. Das ,Center fir Genomische Epidemiolo-
gie“ der Danischen Technischen Universitat (DTU) in Kopenhagen bietet eine Reihe von Se-
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quenzauswertungsmoglichkeiten an, die zur Untersuchung der Sequenzdaten herangezogen
werden kdnnen, ohne dass diese verdffentlicht werden missen. Zur Verfigung stehen Tools zur
Resistenzgen- und Virulenzgenbestimmung, aber auch Typisierungstools (MLST, cgMLST,
Plasmide, Spezies, Serotypie; (http://www.genomicepidemiology.org/). Auch die Plattform PAT-
RIC (https://lwww.patricbrc.org/) ist fur den Webanwender hinsichtlich der Analysemdglichkeiten
sehr ergiebig. Die bei Online-Webdiensten hinterlegten Softwareprogramme stehen gréfitenteils
der wissenschaftlichen Gemeinschaft als Open-source-Anwendungen zur Verfligung. Bioinfor-
matiker kénnen diese in Pipelines verpacken und automatische Auswertungsprozesse pro-
grammieren (Carrico et al. 2018). Eine Online-Anwendung der Tools ist so nicht mehr erforder-
lich. Das Studienzentrum fir Genomsequenzierung und -analyse am Bundesinstitut fir Risiko-
bewertung hat eine Pipeline entwickelt, die automatisiert Qualitdtsparameter fir vom Sequen-
ziergerat erzeugte Rohsequenzen erstellt. Der Anwender kann schliefllich anhand der Werte
entscheiden, ob die Sequenz qualitativ ausreicht, um einer weiteren Pipeline zur Charakterisie-
rung und Typisierung zugefihrt zu werden. Diese semi-automatisierte Vorgehensweise ermog-
licht die Analyse von vielen hunderten bis tausenden Genomsequenzen der unterschiedlichen
Erreger unabhangig von der Geschwindigkeit der anliegenden Internetverbindung.

Da solche Programme grundsatzlich nur mit dem Betriebssystem Linux kompatibel sind und
Befehle hauptséachlich tiber die Kommandozeile ausgefihrt werden, bendtigt die Etablierung
frei verfigbarer Open-source-Pipelines fir die Analyse von Genomsequenzen ein Mindest-
mal an bioinformatischer Expertise. Ist die Expertise nicht verfigbar bzw. eine auf Linux
ausgerichtete IT-Infrastruktur nicht vorhanden, kann fiir eine weitergehende Analyse auch
auf kommerzielle Windows-basierte Programme zurlickgegriffen werden. Nahere zusam-
menfassende Information zu haufig angewandten Open-source- und kommerziellen Softwa-
retools fur die Genomsequenzcharakterisierung und -typisierung findet man in der Literatur
z.B. unter den angegebenen Referenzen (ECDC et al. 2019; Hendriksen et al. 2018;
Jagadeesan et al. 2019; Quainoo et al. 2017; WHO 2018).
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3 Interpretation von WGS-Daten im Ausbruchsgeschehen

Die WGS-Analyse liefert grundsatzlich Informationen darlber, inwieweit Isolate genetisch
verwandt sind. Eine engere genetische Verwandtschaft bedeutet aber nicht unbedingt, dass
ein klinischer Fall direkt mit einem bestimmten Lebensmittel in Zusammenhang steht. Es ist
daher unerlasslich, dass epidemiologische Informationen zum Isolat und dem im Verdacht
stehenden Lebensmittel und idealerweise auch Informationen zu den Produktionsbedingun-
gen vorliegen, um die phylogenetischen WGS-Daten richtig zu interpretieren (EFSA BIOHAZ
Panel et al. 2019; Jagadeesan et al. 2019).

3.1 Genetische Variabilitat bakterieller Isolate

Lebensmittelbedingte Erreger konnen in kurzer Zeit in der Lebensmittelkette oder im Men-
schen viele Generationen durchlaufen und unterliegen somit einer standigen Veranderung
(Cowley et al. 2016). In Abhangigkeit vieler extrinsischer und intrinsischer Faktoren erfolgen
diese Veranderungen schneller oder langsamer. Bietet eine genetische Veranderung dem
Erreger einen Uberlebensvorteil (z.B. Anpassung an bestimmte Umweltbedingungen), ist die
Wahrscheinlichkeit hoch, dass diese Veranderung an weitere Nachfahren weitergegeben
wird und sich in der Population des Mikroorganismus manifestiert (Ferreira et al. 2014). Da-
bei fuhrt nicht jede genetische Veranderung zu einem Selektionsvorteil. Studien zur Rate
einer durchschnittlichen Veranderung eines Bakteriengenoms (die sog. Mutationsrate) gehen
z.B. fUr S. Enteritidis durchschnittlich von 1,01 Basen pro Genom pro Jahr aus (Deng et al.
2014) und fur E. coli mit 1,1 Basen pro Genom pro Jahr (Didelot et al. 2012). Dagegen wurde
fur die Spezies Staphylococcus aureus eine Mutationsrate von 8,4 Basen pro Genom pro
Jahr ermittelt (Didelot et al. 2012) und flr Listeria monocytogenes wiederum von 0,18 bis
0,35 Basen (Knudsen et al. 2017).

In einer WGS-Analyse wird, wie oben beschrieben, die Anzahl der SNP- bzw. Allel-
Unterschiede verwendet, um phylogenetische Baume zu konstruieren, die Informationen
Uber die Entwicklungsgeschichte der Isolate liefern und darstellen, wie Stamme zueinander
verwandt sind. In biologischer Hinsicht bedeutet eine hohe Sequenzahnlichkeit, dass Isolate
einen jungen gemeinsamen Vorfahren besitzen. Im Gegensatz bedeutet eine geringe Ahn-
lichkeit, dass sie im besten Fall von einem alteren gemeinsamen Vorfahren abstammen
(Pightling et al. 2018). Eine grundlegende Annahme in der molekularen Epidemiologie ist,
dass die Phylogenie die epidemiologische Verwandtschaft widerspiegelt, d.h., klinische Isola-
te oder klinische und phylogenetisch eng verwandte Lebensmittel- oder Umweltisolate wahr-
scheinlich in einem epidemiologischen Zusammenhang stehen (Besser et al. 2018). Bei der
Aufnahme oder Abgabe von ganzen DNA-Abschnitten durch Mechanismen, die als horizon-
taler Gentransfer oder Rekombination bekannt sind, kann sich eine Zelle so stark in ihrem
Genom verandern, dass eine phylogenetische Abbildung der Evolution nicht mehr mdglich
ist. Dabei ist nicht davon auszugehen, dass sich Bakterienpopulationen unter natdrlichen
Bedingungen in einer Lebensmittelkette evolutionar so verhalten, wie es unter Laborbedin-
gungen beobachtet wird (Deatherage et al. 2017). Bakterienpopulationen unterliegen viel-
mehr verschiedenen Stufen der genetischen Diversitat, die sich aus verschiedenen Vorgan-
gen wie genetische Drift, natiirliche Selektion oder Griindereffekte ergeben. Solche Ereignis-
se kénnen an jedem Punkt in der Lebensmittelkette stattfinden und zu einer verminderten
oder erhdhten Diversitat in einer Bakterienpopulation fihren (Deatherage et al. 2017).

Der Einsatz von Desinfektionsmitteln in einem Produktionsbetrieb oder der Einsatz von Anti-
biotika in der Primarproduktion vermindert eine Bakterienpopulation stark oder kann sie na-
hezu ausléschen (Jagadeesan et al. 2019). Uberlebende Bakterien kénnen jedoch eine neue
Population mit neu erworbenen Eigenschaften griinden. In einem phylogenetischen Baum
wirde man die enge Verwandtschaft der alten und neuen Population aufgrund zahlireicher
akkumulierter genetischer Veranderungen nicht notwendigerweise sofort erkennen (Colijn
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and Gardy 2014). Phylogenetische Baume reflektieren daher nicht immer direkt Ubertra-
gungsereignisse, kdnnen aber Auskunft dariber geben, wie und mit welcher Dynamik der
Weg der Ubertragung erfolgte (Besser 2018; Colijn and Gardy 2014; Didelot et al. 2012;
Jagadeesan et al. 2019). Abbildung 2 zeigt die Entstehung, Verbreitung und Selektion eines
Erregers in der Lebensmittelkette und wie sich Veranderungen bei einer Rickverfolgung der
Infektionsquelle bzw. des -vehikels in einem phylogenetischen Baum widerspiegeln kénnen.

= Verbreitung und
Veranderung von
Erregersubtypen in der
Lebensmittelkette

Rickverfolgung und
Probennahme; Isolierung
des Erregers

Gesamtgenom-
sequenzierung der
Isolate

Phylogenetische
Auswertung: Bestimmung

° ger genetischen
%) Ahnlichkeit;
Interpretation unter

® Einbindung von
epidemiologischen Daten

Abb. 2: Entstehung, Verbreitung und Selektion eines bakteriellen Erregers in der Lebensmittelkette und
Darstellung der Veranderungen in einem phylogenetischen Baum. In die Lebensmittelkette (Primérpro-
duktion) eingetretene Erreger unterliegen einer Veranderung wahrend der Produktion und eine Vielzahl
von Varianten (dargestellt in Kreisen mit verschiedener Farbe) entsteht. Ein Teil der Varianten wird in
lebensmittelverarbeitende Betriebe eingeschleppt. Dort kann es zu einer weiteren Diversifizierung der
Population mit Entstehung neuer Varianten kommen. Ein Teil der Varianten wird durch den Verzehr von
produzierten Lebensmitteln auf den Menschen libertragen, der sich schlieBlich mit einer oder mehreren
im Lebensmittel vorkommenden Varianten infizieren kann. Durch eine Riickverfolgung werden aus hu-
manen Proben, Lebensmitteln, Lebensmittelbetrieben und der Primarproduktion (einschlieBlich Futtermit-
tel) Isolate gewonnen und sequenziert. Die genetische Ahnlichkeit der Sequenzen wird bioinformatisch
ermittelt. Die Interpretation der Daten erfolgt unter Einbindung von epidemiologischen Daten.

3.2 Schwellenwerte fiir die Interpretation von WGS-Daten

Erfahrungswerte bei der Auswertung von WGS-Daten, die im Zusammenhang mit lebensmit-
telbedingten Krankheitsausbriichen gewonnen wurden, lassen grobe Einschatzungen zu, in
wie vielen SNPs oder Allelen sich Isolate unterscheiden kénnen (Tab. 3). Wie wahrscheinlich
es ist, dass zwei Isolate miteinander in einem Zusammenhang stehen, ohne zunachst wei-
tergehende epidemiologische Informationen zu haben, untersuchten Pightling et al. (2018)
anhand der Anzahl von SNPs, der Topologie des phylogenetischen Baumes und den damit
verbundenen Bootstrap-Werten. Die Autoren definieren drei Bereiche, die ein Ergebnis
(Match) unterstitzend, neutral oder nicht unterstiitzend einordnen. Danach sind zwei Errege-
risolate, die einen Unterschied von nicht mehr als 20 SNPs besitzen, als eng verwandt ein-
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zustufen. Sie besitzen dann wahrscheinlich einen jingeren gemeinsamen Vorfahren, der aus
einer gemeinsamen Quelle abstammt. Wenn solche eng verwandten Isolate von verschiede-
nen Orten in einer Lebensmittelproduktionsanlage isoliert werden, ist das wahrscheinlichste
Szenario, dass sich der gleiche Stamm innerhalb der Produktionsumgebung ausgebreitet
hat.

Isolate mit einem SNP-Unterschied zwischen 20 und 100 werden als neutral eingestuft. In
diesem Fall ist es umso wichtiger, epidemiologische Daten hinzuzuziehen, um eine richtige
Schlussfolgerung ziehen zu kénnen. Neben der Anzahl der SNPs ist aber auch der
Bootstrap-Wert entscheidend, der die Robustheit eines Zweiges in einem phylogenetischen
Baum widerspiegelt. Der Wert sollte hier nicht unter 0,8 liegen, wenn die Isolate verdachtigt
werden, in Zusammenhang mit einem Ausbruch zu stehen. Wenn die Sequenzen zweier
Isolate sehr unterschiedlich sind, z.B. mehr als 100 SNPs, gelten sie im Allgemeinen als
nicht mehr verwandt. Die Wahrscheinlichkeit, dass sie nicht aus derselben Quelle stammen,
ist dann sehr hoch (Pightling et al. 2018).

Die Einteilung der Isolate liegt nicht immer innerhalb der oben genannten Schwellenwerte.
Beispielsweise kdnnen sich Isolate in einer Lebensmittelverarbeitungsanlage in 30 SNPs
unterscheiden, aber im Vergleich zu anderen Isolaten zum selben Cluster gehéren. Dies
deutet darauf hin, dass die Isolate einen gemeinsamen Vorfahren aufweisen und sich wahr-
scheinlich von einem resilienten Stamm entwickelt haben, der in der Anlage Uber langere
Zeit persistieren konnte (Elson et al. 2019). Dies kann wie oben beschrieben eintreten, wenn
mikrobielle Populationen eine starke Verminderung ihrer Anzahl z.B. durch Desinfektionsmit-
tel erfahren, da zufallige Mutationen zu einer Diversifizierung des Vorgangerstammes flhren
kdénnen (Jagadeesan et al. 2019). Die o0.g. Schwellenwerte kdnnen jedoch auch bei Ausbru-
chen, die mit einer Quelle verbunden sind, tberschritten werden. In einem Fall waren bei der
Exposition mit Salmonellen durch kleine Schildkréten gleichzeitig drei Salmonella-Serovare
(S. Poona, S. Pomona und S. Sandiego) beteiligt. Die Unterschiede der assoziierten Isolate
fur S. Poona betrugen bis zu 17 SNPs und fir S. Pomona bis zu 30 SNPs
(https://www.cdc.gov/salmonella/small-turtles-03-12/epi.html). Ebenso zeigten 401 Isolate,
die in Zusammenhang mit einem multinationalen europaischen Ausbruch von S. Enteritidis
Phagentyp 14b mit Eiern als Quelle standen, einen maximalen Unterschied von 23 SNPs
(Dallman et al. 2016). Auch bei S. Typhimurium-Ausbriichen ist ein Uberschreiten der o.g.
unterstitzenden SNP-Anzahl beschrieben worden (Leekitcharoenphon et al. 2014).

Eine allgemeinglltige Festlegung eines Schwellenwertes fiir die Definition eines Ausbruchs-
geschehens ist daher schwierig und hangt von weiteren guten epidemiologischen Daten im
Einzelnen ab (Jagadeesan et al. 2019; Pightling et al. 2018; Schurch et al. 2018). Bei der
Zuordnung von Erkrankten zu einem Ausbruchsgeschehen und der gleichzeitigen Rickver-
folgung von mdglichen Kontaminationsquellen von belasteten Lebensmitteln missen die
Herkunft und das Isolationsdatum der Isolate beruicksichtigt werden. Isolate von gleichzeitig
Erkrankten, die nachweislich dem gleichen lebensmittelbedingten Krankheitsausbruch zuge-
ordnet werden konnen, weisen erwartungsgemal eine geringe Variabilitdt in ihren Ge-
nomsequenzen aus, da sie von einer gemeinsamen Infektionsquelle (Lebensmittel) stammen
und im Korper der Erkrankten in der Regel nur eine kurze Verweildauer bis zum Krankheits-
ausbruch besteht (Deng et al. 2014). Kontaminationsquellen in einem Produktionsbetrieb
kénnen jedoch schon sehr lange aktiv sein und persistierende Erreger unterliegen einer ge-
wissen Dynamik, die zu einer hdheren Diversitat in ihren Bakterienpopulationen fihrt. Die im
Rahmen von Probennahmen in Produktionsbetrieben gewonnenen Isolate decken selten alle
Variationen in einer persistierenden Bakterienpopulation ab. Daher kann haufig beobachtet
werden, dass Umweltisolate, die bei Ruckverfolgungen in Betriebsstatten gewonnen wurden,
genetisch von Isolaten, die vom ursachlichen Lebensmittel und von Patienten stammen, ge-
netisch weiter voneinander entfernt sind (d.h. eine héhere Anzahl an SNPs bzw. Allele zuei-
nander aufweisen).


https://www.cdc.gov/salmonella/small-turtles-03-12/epi.html
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Auch bei der Anwendung der cgMLST-Analyse werden Schwellenwerte angegeben, die hilf-
reich zur Erkennung von Ausbruchsclustern sein kdnnen. Zum Beispiel hat sich flr die zwei
meist verwendeten L. monocytogenes-Schemata nach Ruppitsch (Ruppitsch et al. 2015) und
nach Moura (Moura et al. 2016) ein Wert von < 7 Alleldifferenz zwischen zwei Isolaten als
sinnvoll ergeben (Van Walle et al. 2018). Dabei kann die maximale Anzahl der unterschiedli-
chen Allele, die in einem Cluster zusammengefasst werden, sieben Ubersteigen (Halbedel et
al. 2018). Fur ein Salmonella-bekanntes cgMLST-Schema nach Achtman et al.
(https://enterobase.warwick.ac.uk/) wird ein schrittweises Clustering mit verschiedenen
Schwellenwerten angeboten. Die Autoren betonen jedoch, dass es nicht offensichtlich ist,
welcher Schwellenwert nitzlich sein kann und epidemische Ausbruchsisolate mit Werten von
<2, 5 oder 10 auftreten kdnnen (Zhou et al. 2019). Grundsatzlich ist die Anzahl von SNP-
Unterschieden zwischen Isolatsequenzen, die zu einem Ausbruch gezahlt werden, grélRer
als die Anzahl von cgMLST-Allelunterschieden, da bei der SNP-Analyse ein grélerer Ge-
nomsequenzbereich als bei der cgMLST-Analyse bericksichtigt wird (Halbedel et al. 2018;
Jagadeesan et al. 2019; Pearce et al. 2018).


https://enterobase.warwick.ac.uk/
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Tab. 3: Beispiele fiir die Unterschiede der SNPs bzw. Allele von Isolaten in lebensmittelbedingten Krankheitsausbriichen

Spezies Ausbruchsmatrix Ausbruchsjahr Anzahl Iso- Bereich Bereich Bereich Referenz
late unter- SNP wgMLST cgMLST
sucht (Allele) (Allele)

E. coli 0157 (STEC) Gefrorene Rind- 2012 36 0-106 0-90 n.u. | (Rumore et al. 2018)

fleischburger
E. coli 0157 (STEC) Rindfleischbratlinge 2012 42 0-110 0-100 n.u. | (Rumore et al. 2018)
E. coli 0157 (STEC) Rohmilchkase 2013 44 0-5 0-9 n.u. | (Rumore et al. 2018)
E. coli 0121 (STEC) Mehl 2015-2016 40 0-2 n.u. n.u. | (Crowe et al. 2017)
E. coli 0157 (STEC) Rohmilch 2017 17 01 n.u. n.u. | (Treacy et al. 2019)
E. coli 0157 (STEC) Brunnenkresse 2013 22 0-3 n.u. n.u. | (Jenkins et al. 2015)
E. coli 0103 (STEC) Rohmilch 2017 17 n.u. n.u. 0-5 | (Mylius et al. 2018)
L. monocytogenes Geraduchertes 2012-2016 543 n.u. n.u. 0-4 | (Kletaetal. 2017)

Schweinefleisch
L. monocytogenes Fleischprodukt 20162017 83 n.u. n.u. 0-7 | (Pietzka et al. 2019)
L. monocytogenes Krabbenfleisch 2012-2013 10 0-10 n.u. n.u. | (Elson et al. 2019)
L. monocytogenes Krabbenfleisch 2007-2013 50 0-40 n.u. n.u. | (Elson et al. 2019)
L. monocytogenes Lachsprodukte 2017 21 0-9 n.u. 0-16 | (Schjgrring et al. 2017)
L. monocytogenes Eiscreme 2013-2018 10 0-31 n.u. n.u. | (Allard et al. 2019)
L. monocytogenes Kése 2012-2013 56 0-12 n.a. 0-9 | (Chen et al. 2017)
S. enterica Eier (Deutschland) 2014 207 0-23 n.u. n.u. | (Inns et al. 2015)
S. enterica Eier (Spanien) 2015 136 0-20 n.u. n.u. | (Inns et al. 2017)
S. enterica Rohwurst, Schwein 2013-2014 145 0-5 n.u. 0—6 | (Simon et al. 2018)
S. enterica Eier (Tasmanien) 2005-2008 12 0-23 n.u. n.u. | (Hawkey et al. 2013)
S. enterica Sesampaste 20162017 28 n.u. n.u. 0-2 | (Meinen et al. 2019)
C. jejuni Leberpastete 2012 7 n.u. n.u. 0-15 | (Lahti et al. 2017)
C. jejuni Milch 20022003 10 n.u. 0-12 n.u. | (Revezetal. 2014)

n.a.: untersucht, aber nicht angegeben, n.u.: nicht untersucht
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4 Harmonisierung und Standardisierung

Um WGS-Daten laborlbergreifend analysieren und vergleichen zu kénnen, muss die Her-
stellung der Isolatsequenzen, deren bioinformatische Auswertung sowie der Datenaustausch
Standards unterworfen sein, die eindeutige Qualitatskriterien an die erzeugten Genomse-
quenzen stellen. Zudem mussen auch einheitliche Auswertungsverfahren festgelegt werden.
Insbesondere Auswertungsprogramme fur die Clustererkennung mit der Methode der
cgMLST- bzw. SNP-Analyse offerieren eine Vielzahl von Optionen, die einen direkten Ver-
gleich von WGS-Ergebnissen zwischen den Laboren erschweren (Lith et al. 2018). Derzeit
mussen Vergleichsanalysen von Isolatsequenzen daher noch lokal an einer Stelle erfolgen
und kdnnen nicht dezentral durchgefiihrt werden. Auf ISO-Ebene gibt es inzwischen eine
Arbeitsgruppe (ISO TC 34/SC 9/WG25), die international einen Standard zur Anwendung
des WGS fir die Typisierung und genomische Charakterisierung von Erregern, die Uber das
Lebensmittel Gbertragen werden kdnnen, erarbeitet. Ein erster Arbeitsentwurf befindet sich
derzeit im Komitee Status der ISO (ISO 2019). Dieser Arbeitsentwurf umfasst Laborverfah-
ren zur Herstellung der Sequenzen, die bioinformatische Analyse, Metadatenhinterlegung in
Datenbanken und die Validierung und Verifizierung von WGS-Arbeitsablaufen. Der offizielle
Prozess bis zum endgiiltigen Standard wird jedoch noch einige Jahre in Anspruch nehmen.

Inzwischen konnten einige Aktivitdten auf internationaler Ebene durchgefiihrt werden, die in
Richtung Harmonisierung von WGS-Methoden weisen. Sowohl das Global-Microbial-
Identifier(GMI)-Konsortium (https://www.globalmicrobialidentifier.org) als auch das GenomeT-
rakr-Konsortium  (https://www.fda.gov/food/whole-genome-sequencing-wgs-program/genome-
trakr- network) fuhrten eine Reihe von WGS-Ringversuchen durch, mit denen die teilnehmenden
Labore die Vergleichbarkeit inrer WGS-Ergebnisse Uberprifen konnten (Moran-Gilad et al. 2015;
Timme et al. 2018) (https://www.globalmicrobialidentifier.org/workgroups/gmi-proficiency-test-
reports). Auch wurden Referenzgenomsatze verdffentlicht, mit denen die Leistungsfahigkeit von
Softwaretools verglichen werden kann (Timme et al. 2017; Timme et al. 2019).

Um in Deutschland die Anwendung von WGS-Methoden zu standardisieren, hat das BVL zu
Beginn dieses Jahres flr den Bereich der Lebensmittelsicherheit die Arbeitsgruppe ,NGS-
Bakteriencharakterisierung® im Rahmen der § 64-LFGB-Methodensammlung gegriindet.
Diese Gruppe besteht aus Vertretern der Labore der Lander und des Bundes sowie aus Ver-
tretern von Privatlaboren. In der ersten Sitzung, die im Marz 2019 stattfand, konnte sich da-
rauf geeinigt werden, dass zunachst Verfahren validiert werden, die fur die Typisierung von
bakteriellen Isolaten im Rahmen von Ausbruchsuntersuchungen angewendet werden (Szabo
et al. 2019). Die Ausarbeitung von validierten Protokollen fiir die Genomsequenzierung und
Analyse der WGS-Daten wird die Labore der Lander und des Bundes in die Lage versetzen,
ihre Daten auch dezentral analysieren zu kénnen.


https://www.globalmicrobialidentifier.org
https://www.fda.gov/food/whole-genome-sequencing-wgs-program/genome-trakr-network
https://www.globalmicrobialidentifier.org/workgroups/gmi-proficiency-test-reports
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5 Austausch von WGS-Daten

Behorden, die eine effektivere Uberwachung von Erregern im Rahmen der Aufklarung von
lebensmittelbedingten Krankheitsausbriichen erreichen, und Unternehmen, die Kontaminati-
onen im Produktionsprozess ihrer Lebensmittel nachverfolgen mdéchten, missen sich mit
dem Thema des WGS-Datenaustausches beschéaftigen. Erreger kénnen sich durch den glo-
balen Welthandel und Personenreiseverkehr sehr schnell weltweit verbreiten. Die Aufklarung
von Ausbrichen ist daher auch immer mit der Notwendigkeit des Austausches von WGS-
Daten und der zugehdrigen epidemiologischen Daten verbunden, um eine raumliche und
zeitliche Verbreitung von Erregern und Erreger-Subtypen erkennen zu kénnen (FAO 2016).
Behorden auf foderaler, nationaler, europaischer und schlieBlich internationaler Ebene, die in
der Uberwachung von lebensmittelbedingten Krankheitserregern involviert sind, benétigen
daher abgestimmte Konzepte, wie ein Datenaustausch erfolgen kann (LUth et al. 2018). Der
Austausch der Daten muss dabei nicht nur innerhalb eines Sektors, sondern nach dem One-
Health-Ansatz Ubergreifend, d.h. zwischen den flir Lebensmittelsicherheit, 6ffentliches Ge-
sundheitswesen, Veterinarwesen und Umwelt zustandigen Behorden, erfolgen.

Um den Datenaustausch so effizient wie moglich zu gestalten, ware die Verdffentlichung
aller WGS-Daten zu den Isolaten in einer gemeinsamen Datenbank sinnvoll. Aus rechtlichen
Grinden werden sensible Metadaten zu der Genomsequenz des Isolats nicht veréffentlicht
und die WGS-Daten werden deshalb lediglich mit einer Basisinformation zum Isolat in 6ffent-
liche Datenbanken eingestellt. Die Griinde hierfir sind vielfaltig. Insbesondere der Miss-
brauch oder die Fehlinterpretation der Daten werden angeflihrt (Aarestrup and Koopmans
2016; Luth et al. 2018). Dieses stellt vor allem die Hersteller eines belasteten Lebensmittels
vor ein grofRes Dilemma: Einerseits kdnnen Krankheitsausbriiche durch den Datenaustausch
schneller erkannt und gestoppt werden, andererseits missen die Hersteller rechtliche und
wirtschaftliche Konsequenzen befiirchten. Dieses Problem kann nur durch den offenen Dia-
log zwischen den verschiedenen Sektoren unter Einbeziehung der Lebensmittelunternehmer
geldst werden. Notwendig ist eine klare Regelung zum Datenaustausch und den Handlungs-
ablaufen, die bei einer Datenlbereinstimmung erfolgen missen. International agierende Le-
bensmittelkonzerne sehen bereits die Vorteile der Implementierung des WGS in ihre quali-
tatssichernden MaRnahmen und verfligen schon teilweise tber grof’e Mengen von WGS-
Daten im Rahmen ihrer Eigenkontrollen. Diese Konzerne sind aber auch auf ihre Reputation
und den Schutz vor regulatorischen MaRnahmen der Behorden bedacht und daher haufig
noch zurtickhaltend, wenn es um die Veréffentlichung ihrer WGS-Daten geht (Jagadeesan et
al. 2019).

Die Lebensmittelunternehmen und die zustandigen Behorden konnten durch die Bereitstel-
lung von WGS-Daten aus Eigenkontrollen oder Anlasskontrollen schneller Infektionsquellen
ausfindig machen, um zuklnftig schneller reagieren zu kdnnen und damit die Lebensmittelsi-
cherheit zu verbessern. Es zeigte sich in der Vergangenheit, dass ein groRer wirtschaftlicher
Schaden flr einen Lebensmittelunternehmer immer dann entstanden ist, wenn der betroffe-
ne Erreger schon sehr lange — teilweise Gber Jahre — im Betrieb persistierte und sich unkon-
trolliert in der Produktionskette auf eine Vielzahl von Produkten verbreitet und somit zu vielen
Erkrankungsfallen gefuhrt hat. Solch ein Risiko wird minimiert, wenn eine schnelle Erken-
nung von Hygieneproblemen in einem Betrieb wahrscheinlicher wird. Unter Einbeziehung
von WGS-Daten kénnten Lebensmittelunternehmer ihre Hygienekonzepte anpassen und
bisher unerkannte Wege einer Verschleppung von Erregern im Betriebsablauf aufklaren und
stoppen. Der Lebensmittelunternehmer kann unter Umstanden Kontaminationseintrage ver-
ringern bzw. abstellen und dadurch groReren Schaden in der Zukunft abwenden. Grundsatz-
lich besteht auf behdrdlicher sowie auf unternehmerischer Seite der Wunsch, den WGS-
Datenaustausch auf globaler Ebene zu regeln und zu vereinfachen und regulatorische Maf3-
nahmen flr die Lebensmittelindustrie nachvollziehbarer zu machen (FAO 2016).
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Fir die Uberwachung und die Untersuchung von (berregionalen Krankheitsausbriichen in
Deutschland wird ein zukunftsfahiges Konzept zum WGS-Datenmanagement fir die Bundes-
lander bendtigt. Als Ansatz ist es denkbar, die WGS-Daten der Isolate in &ffentliche Daten-
banken und die dazugehérigen epidemiologischen Metadaten in nichtoffentliche Datenban-
ken zu stellen. WGS-Daten ohne Metadaten sind zunachst wenig aussagekraftig, da eine
Interpretation bzw. Rickverfolgung auf den Ursprung des Isolates nicht méglich ist. Bei ei-
nem Verdacht auf ein Ausbruchsgeschehen kann die Rickverfolgung daher nur durch die
zustandigen Behdrden der Lander erfolgen. In Deutschland gibt es viele klein- und mittel-
stédndische Lebensmittelunternehmen, die sich eine Qualitatssicherung zur Betriebshygiene
auf der Basis von WGS-Daten nicht leisten werden kénnen. Die zustandigen Behoérden, die
in den Bundeslandern fur die Einhaltung der Hygienebestimmungen verantwortlich sind, soll-
ten diesbezliglich die Lebensmittelunternehmen beratend unterstitzen. In einem zweiten
Schritt ist zu Uberlegen, wie Lebensmittelunternehmen an einer prospektiven Uberwachung
beteiligt werden kénnen. Hier wirde es eine nochmalige Verbesserung zum frihen Auffinden
von potenziell belasteten Quellen mit Erregern geben, welche 6konomische Schaden fir das
Unternehmen, aber auch das Risiko von gesundheitlichen Schaden fir den Verbraucher
verringern kann.
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6 Schlussfolgerung

Das WGS bietet im Vergleich zu konventionellen Typisierungsmethoden ein wesentlich detaillier-
teres Bild von verdachtigen Isolaten, die im Rahmen von lebensmittelbedingten Krankheitsaus-
briichen untersucht werden. Mit dem WGS ist die Echtzeit-Uberwachung von Erregern und Erre-
ger-Subtypen moglich. Daher stellt das WGS ein sehr effektives Tool fir die zustandigen Behor-
den dar, um lebensmittelbedingte Krankheitsausbriiche frih zu erkennen und geeignete Mal3-
nahmen zu ergreifen. Diese Technologie muss jedoch noch weiter standardisiert und harmoni-
siert werden. Gelingt dies auf nationaler und schlieRlich internationaler Ebene und werden Uber-
einkommen abgeschlossen, Daten (WGS-Daten und epidemiologische Daten), die zur Aufkla-
rung von Ausbriichen bendtigt werden, zwischen den zustandigen Behdrden im Bereich der 6f-
fentlichen Gesundheit, Veterindrmedizin, Lebensmittelsicherheit und Umwelt auszutauschen und
im Idealfall auch Daten von Lebensmittelproduzenten mit einzuschlie3en, wird dies héchstwahr-
scheinlich zu geringeren Fallzahlen von lebensmittelbedingten Infektionserkrankungen fihren
und somit einen hohen gesundheitlichen und 6konomischen Nutzen darstellen. Wir verweisen zu
diesem Thema auch auf die kurzlich verdffentlichte Scientific Opinion der EFSA, abrufbar unter:
https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.2903/j.efsa.2019.5898 (EFSA BIOHAZ Panel et al.
2019).


https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.2903/j.efsa.2019.5898
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7 Anmerkungen

Das Bundesinstitut fur Risikobewertung hat flr Laura Uelze eine finanzielle Forderung durch
den Bund aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages durch die Bundesregie-
rung im Rahmen des Projektes ,Integrierte genombasierte Surveillance von Salmonellen
(GenoSalmSurv), Zuweisungsbescheid ZMVI1-2518FSB709 vom 26.11.2018, erhalten. Jo-
sephine Grutzke wurde unterstutzt durch eine finanzielle Férderung des Ministeriums fur Bil-
dung und Forschung im Rahmen des Drittmittelprojektes ,Lebensmittelsicherheit und Resili-
enz von Lebensmittelwarenketten in biologischen Gefahrenlagen (Ess-B.A.R.), FKZ
13N13982.

Erklarung

Die Autoren erklaren, dass sie keine Interessenkonflikte haben.
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9 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Methoden der WGS-Datenauswertung im Rahmen von
Krankheitsausbriichen zur Bestimmung der genetischen Ahnlichkeit von
Isolatsequenzen. (A) Gene-by-Gene Annaherung (Allelbestimmung von
Genen), (B) Referenzmapping (SNP-Bestimmung anhand eines
Referenzgenoms).

Abb. 2: Entstehung, Verbreitung und Selektion eines bakteriellen Erregers in der
Lebensmittelkette und Darstellung der Veranderungen in einem
phylogenetischen Baum. In die Lebensmittelkette (Primarproduktion)
eingetretene Erreger unterliegen einer Veranderung wahrend der Produktion
und eine Vielzahl von Varianten (dargestellt in Kreisen mit verschiedener
Farbe) entsteht. Ein Teil der Varianten wird in lebensmittelverarbeitende
Betriebe eingeschleppt. Dort kann es zu einer weiteren Diversifizierung der
Population mit Entstehung neuer Varianten kommen. Ein Teil der Varianten
wird durch den Verzehr von produzierten Lebensmitteln auf den Menschen
Ubertragen, der sich schlief3lich mit einer oder mehreren im Lebensmittel
vorkommenden Varianten infizieren kann. Durch eine Ruckverfolgung werden
aus humanen Proben, Lebensmitteln, Lebensmittelbetrieben und der
Primarproduktion (einschliellich Futtermittel) Isolate gewonnen und
sequenziert. Die genetische Ahnlichkeit der Sequenzen wird bioinformatisch
ermittelt. Die Interpretation der Daten erfolgt unter Einbindung von
epidemiologischen Daten.
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11 Glossar

Abdeckungstiefe: gibt Aufschluss dariber, wie haufig jede Base des Genoms durchschnitt-
lich sequenziert wurde.

Bibliothek: Sammlung von genomischen DNA-Fragmenten eines Isolats, die fir die Erstel-
lung der Genomsequenz des Isolats verwendet wird.

Bibliothekenherstellung: experimenteller Prozess zur Herstellung einer DNA-Bibliothek
eines Isolats fir die NGS. Fir die Herstellung wird die aus dem Isolat aufgereinigte DNA
zunachst enzymatisch oder mechanisch fragmentiert. An die Enden der fragmentierten DNA
werden Adaptersequenzen, die fir den Sequenzierungsprozess bendtigt werden, ligiert. An-
schlieltend erfolgen eine Amplifizierung der Fragmente mit der PCR und ein Aufreinigungs-
schritt.

Bioinformatik: Sammlung, Speicherung und Auswertung von biologischen Sequenzdaten
mit informationstechnischen Hilfsmitteln.

Contig: Zusammenhangender Abschnitt einer DNA-Sequenz, der sich aus der Uberlappung
kirzerer DNA-Sequenzen ergibt.

»De-novo“-Assemblierung: Prozess der Anordnung von kurzen DNA-Sequenzen zu lange-
ren DNA-Sequenzen (Contigs). Viele kiirzere Sequenzen werden zu langeren Sequenzsti-
cken zusammengesetzt.

Epidemiologische Daten: bezeichnet einen Datensatz, der die Probeneinheit (z.B. Datum
und Ort der Probenahme, Art der Probe und Herkunft der Probe, z.B.
Tier/Lebensmittel/Futtermittel) beschreibt. Wenn aus der Probe ein Bakterienisolat erhalten
werden konnte, welches molekularbiologisch (z.B. mit WGS) typisiert wird, muss eine Verlin-
kung dieser Daten mit den molekularen Typisierungsdaten erfolgen.

Gene-by-Gene-Anndherung: Verfahren, bei dem Sequenzen an ausgewahlte Gensequen-
zen angeordnet werden. Unterschiede in der Sequenz werden durch eine Allelnummer, die
fur die Gensequenz spezifisch ist, beschrieben.

Metadaten: Daten, die andere Daten definieren und beschreiben. Metadaten kénnen der
Probenahme, dem Isolat oder der Sequenz zugeordnet werden. Metadaten sollten je nach
Probentyp (epidemiologische Daten), entsprechend den durchgeflihrten Tests oder durchge-
fuhrten Operationen bereitgestellt werden, die die gespeicherten Sequenzierungsdaten be-
schreiben.

MLST: bezeichnet die Sequenzierung mehrerer Gene oder eines genetischen Locus, der
genltgend polymorphe Stellen aufweist, um in einem Typisierungsschema verwendet zu
werden. Bei der cgMLST werden mehrere hundert solcher Gene bertcksichtigt, die ubli-
cherweise in allen Isolaten der betrachteten Spezies vorhanden sind (,Kerngene®). Bei der
wgMLST werden alle Gene eines Spezies in der Analyse bericksichtigt, unabhangig von der
Abwesenheit/Anwesenheit der Gene in allen Isolaten.

Next Generation Sequencing: Hochdurchsatzverfahren zum Bestimmen der Nukleotidse-
quenz eines Genoms oder eines Teils davon. Diese Technik verwendet DNA-
Sequenzierungstechnologien, die in der Lage sind, mehrere DNA-Sequenzen parallel zu
verarbeiten. Auch als massiv parallele Sequenzierung und NGS bezeichnet.

Paired-end-Sequenzierung: Prozess, der die Sequenzierung beider Enden eines DNA
Fragmentes ermdglicht und so den Nachweis repetitiver Sequenzelemente erleichtert.
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Pipeline/bioinformatische Auswertungspipeline: Programme, Skripte oder Software-
Module, die aufeinander aufbauen. Das Ergebnis eines Programms wird als Input fir eine
nachfolgende Datenverarbeitung verwendet.

Phylogenie: Abbildung der evolutionaren Beziehung von Organismen.

Referenzbasiertes Mapping: Prozess, bei dem Sequenzen an eine vorgegebene Referenz-
sequenz angeordnet werden. Dies erfolgt mithilfe von Software.

Sequenztyp (ST): numerische Bezeichnung fir ein bestimmtes allelisches DNA-
Sequenzprofil. Ursprlinglich sind sieben Loci indiziert, fir die jeder einzelnen Sequenz eine
beliebige und eindeutige Allelnummer zugeordnet ist, die in das allelische Profil integriert ist.
STs werden in Sequenz-Typisierungsschemata als Vergleichseinheit verwendet, die auf alle-
lischen Varianten basiert. Isolate, die fir alle Sequenzen identische Allele besitzen, werden
einem gemeinsamen Sequenztyp (ST) zugeordnet.

SNP: Ein Single-Nukleotid-Polymorphismus (SNP) ist eine Substitution eines einzelnen Nuk-
leotids, das an einer bestimmten Stelle im Genom auftritt.

Trimming: Adaptersequenzen werden von den Rohsequenzen entfernt und Basen mit
schlechter Qualitat aus der Sequenz herausgefiltert.

Whole Genome Sequencing: Verfahren zur Bestimmung der DNA-Sequenz eines Genoms
unter Verwendung der gesamten genomischen DNA eine Probe.
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