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Erbmaterial von Erregern vergleichen, um Krankheitsausbriche aufzuklaren

Stellungnahme Nr. 047/2019 des BfR vom 28. November 2019

Lebensmittel kénnen mit krankmachenden Erregern wie Bakterien, Viren oder Parasiten ver-
unreinigt sein. Durch den weltweiten Handel von Lebensmittelprodukten kénnen Verunreini-
gungen an weit voneinander entfernten Orten zu Krankheitsausbriichen fuhren. Um Ursache
und mogliche Zusammenhange von Krankheitsgeschehen zeitnah aufzuklaren, nutzen die
zustandigen Kontrollbehérden molekulare Labormethoden. Diese werden durch die Anwen-
dung auch permanent weiterentwickelt.

Zu dieser Thematik hat sich das Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) mit relevanten
Fragen befasst und bewertet, inwieweit molekulare Methoden der Next Generation Sequen-
cing-Verfahren zur Aufklarung von Krankheitsausbruchsgeschehen geeignet und welche
Daten daruber hinaus einzubeziehen sind. Die vorliegende Bewertung dient vor allem den
Behorden im Bereich der 6ffentlichen Gesundheit, Lebensmittelsicherheit und Veterindrme-
dizin, um zu entscheiden, welches Verfahren bei der Aufklarung von Ausbruchsgeschehen
geeignet ist.

.,Next Generation Sequencing (NGS)“, steht fiir die zweite und dritte Generation der Sequen-
zierung von Erbmaterial und bietet die hochst mogliche Auflésung, um die Nukleotidabfolge
eines DNA-Molekiils oder Genoms zu bestimmen. Die Kosten der Methode haben sich in
den letzten Jahren deutlich verringert.

Um Krankheitsausbriiche zu untersuchen kommen derzeit zwei Verfahren in Frage:

1) Fur leicht kultivierbare Erreger, die in reiner Form vorliegen, hat sich weltweit die Gesamt-
genomsequenzierung (engl.: whole genome sequencing, WGS) etabliert. Dabei wird die
Erbsubstanz des ursachlichen Keims von Erkrankten isoliert und mit Isolaten des gleichen
Erregers aus Lebensmitteln verglichen. So lassen sich kleinste Unterschiede im Erbmaterial
erkennen und auswerten.

2) Bei der Gesamtmetagenomsequenzierung (engl.: whole metagenome sequencing, WMS)
dagegen wird Erbsubstanz aus einer Lebensmittel-Probe direkt gewonnen, die oft verschie-
dene Keime enthalt. Damit lassen sich auch schwer bis nicht kultivierbare Mikroorganismen
wie Parasiten oder Viren nachweisen. Die Gesamtmetagenomsequenzierung eignet sich als
eine Methode zur ersten Diagnostik, wenn kein Verdacht auf einen konkreten Erreger vor-
liegt.

Um lebensmittelbedingte Krankheitsausbrliche aufzuklaren, ist es unabhangig vom ange-
wendeten Analyseverfahren notwendig, epidemiologische Daten zu den untersuchten Erre-
gern hinzuzuziehen. So lasst sich etwa bewerten, ob ein nachgewiesener Erreger zu einem
bestimmten Ausbruchsgeschehen gehért. Im Idealfall gelingt es, Ubertragungswege und die
Quelle der Verunreinigung sicher aufzuklaren.

1 Gegenstand der Bewertung/ Einleitung
Mikroorganismen unterliegen einer standigen Veranderung von Merkmalen uber ihre Gene-
rationen hinweg. In Abhangigkeit vieler extrinsischer und intrinsischer Faktoren erfolgt die

Veranderung schneller oder langsamer. Bietet die Veranderung dem Mikroorganismus einen
Uberlebensvorteil (z. B. Anpassung an die Umweltbedingungen), ist die Wahrscheinlichkeit
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hoch, dass sie an weitere Nachfahren weitergegeben wird und sich in der Population des
Mikroorganismus manifestiert. Die Veranderung kann jedoch auch einen Nachteil fir die Zel-
le bringen, sodass sie sich nicht weiter verbreiten kann. Die so im Laufe der Evolution erwor-
benen neuen Eigenschaften sind nicht immer sichtbar. Ihre Veranderung ist jedoch in der
Nukleotidsequenz des Genoms hinterlegt. Studien zur Rate einer durchschnittlichen Veran-
derung eines Bakteriengenoms, die sog. Mutationsrate, gehen z. B. fur Escherichia coli von
ca. 1 x 10~ Mutationen pro Genom pro Generation aus (Lee et al., 2012). Fiir das Salmonel-
la Serovar S. Choleraesuis var. Kunzendorf konnte die Mutationsrate in Bezug auf die Zeit
mit 1,02 Basen pro Genom pro Jahr ermittelt werden (Leekitcharoenphon et al. 2019). Die
Rate fur S. Enteritidis wurde in einer Studie ahnlich mit 1,01 Basen pro Jahr ermittelt (Deng
et al., 2014).

Molekulare Typisierungsmethoden sind wichtige Werkzeuge, um Unterschiede im geneti-
schen Material eines Isolates durch den Vergleich mit weiteren Isolaten der gleichen Spezies
zu erkennen. Das Aufspliren solcher Unterschiede in einer Bakterienpopulation, die in kur-
zen Zeitraumen (wenige Jahre) stattgefunden haben, benétigt daher hoch diskriminierende
Typisierungsmethoden. Im Rahmen von Krankheitsausbruchsgeschehen verbreitet sich ein
so0g. Ausbruchsstamm in der Regel durch direkten Kontakt von Menschen oder durch die
Aufnahme des Keims Uber belastete Lebensmittel sehr schnell. Im ungtinstigen Falle erfolgt
die Verbreitung Uber gréRere Gebiete in Form von vielen Ausbruchsclustern. Ein weltweiter
Handel von Lebensmitteln férdert eine solche Verbreitung. In der Vergangenheit wurden in
der Ausbruchsaufklarung fur einen Vergleich verdachtiger zusammenhangender Isolate die
Multilocus variable-number tandem-repeats Analyse (MLVA) und die Pulsfeldgelelektropho-
rese (PFGE) eingesetzt. Allerdings haben diese Methoden nur eine begrenzte Auflésungs-
kraft, sodass haufig eine Kombination von Typisierungsmethoden in der Ausbruchsaufkla-
rung verwendet wurde.

Unter dem Begriff ,DNA-Sequenzierung“ versteht man die Bestimmung der Nukleotidabfolge
(Sequenz) in einem DNA-Molekiil. Das erste Verfahren, womit man eine solche Sequenz
bestimmen konnte, wurde von Sanger Ende der 70er Jahre entwickelt. Hiermit konnten in
einer begrenzten Zahl kurze DNA Abschnitte sequenziert werden. Diese Methode ist jedoch
nicht geeignet, in kurzer Zeit und kosteneffizient Genome vollstandig sequenzieren zu kon-
nen. Mit zunehmender Bedeutung der Sequenzierung in der Forschung und Diagnostik kam
Mitte der 2000er die nachste Generation (zweite Generation) der Sequenziertechnologie auf
den Markt. Mit den dafir entwickelten Geraten konnte eine massenhafte parallele Sequen-
zierung von kurzen Nukleotidabfolgen eines DNA Molekils durchgefiihrt werden. Unter Ver-
wendung von bioinformatischen Ansatzen ermdglichen sie es, die Nuklotidabfolge ganzer
Genome bestimmen zu kénnen (z. B. E. coli Genom von 5 Megabasen). Inzwischen ist eine
weitere Sequenziertechnologie (Dritte-Generation) verfligbar, die einzelne Molekiile sequen-
zieren kann. Dadurch ist der Schritt der Polymerase-Kettenreaktion, der noch in der zweiten
Generation eingesetzt wurde, nicht mehr notwendig. Sequenzierer der dritten Generation
ermoglichen es, sehr lange DNA-Molekile (ca. 10-50 Kilobasen) am Stuck sequenzieren zu
kénnen (Ronholm et al., 2016).

Das ,Next Generation Sequencing (NGS)* (zweite und dritte Generation Sequencing) bietet
die héchst mogliche Auflésungskraft fir die Bestimmung der Nukleotidabfolge eines DNA-
Molekuls oder Genoms. Die Kosten des NGS haben sich in den letzten Jahren soweit verrin-
gert, dass der Einsatz der Technologie fir Behdrden im Bereich der 6ffentlichen Gesundheit,
Veterinarmedizin und Lebensmittelsicherheit erschwinglich geworden ist. Dies flihrte weltweit
zum Einsatz des NGS, um die Verwandtschaft von Isolaten im Rahmen von Untersuchungen
zu Krankheitsausbriichen oder der Uberwachung und des Monitoring von Kontaminationen
in der Lebensmittelproduktion zu bestimmen. Die Kombination dieser Sequenzvergleiche mit
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relevanten epidemiologischen Informationen und idealerweise mit der Auswertung der Wa-
renketteninformationen erlaubt es schlieRlich, die Ubertragungswege und Quelle sicher auf-
zuklaren. Der Erfolg einer Ausbruchsaufklarung erfordert daher die kontinuierliche Zusam-
menarbeit der Mikrobiologen und Epidemiologen, um die Bewertung genomischer und epi-
demiologischer Beweise zu einem sicheren Ergebnis zusammenzufigen (World Health Or-
ganisation, 2018).

Zu dieser Thematik hat sich das Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) mit folgenden Fra-
gen befasst:

1. NGS-Verfahren

a.) Eignen sich alle NGS-Verfahren in gleicher Weise fiir die Untersuchung im Rahmen von
Krankheitsausbriichen?

b.) Welche Vor- und Nachteile der einzelnen technischen Varianten sind fiir die Untersu-
chung von Probenmaterial im Rahmen von Krankheitsausbruchsgeschehen von Bedeutung?
c¢.) Welchen qualitatssichernden Mal3nahmen sind die angewandten NGS-Verfahren (z. B. im
Rahmen von Ringversuchen) unterzogen worden?

2. Analyseergebnisse
a.) Welcher Ubereinstimmungsgrad ist bei Ergebnissen von Untersuchungen mit NGS-

Verfahren erforderlich, um sie einem bestimmten Krankheitsausbruchsgeschehen, z. B.
sog. Cluster zuzuordnen?

b.) Wie hoch ist der Aussagewert der verschiedenen Techniken der NGS-Verfahren?

c.) Welche Informationen sind erforderlich, um ein Cluster / einen identischen molekularbio-
logischen Subtyp einheitlich zu charakterisieren?

3. Daten zum Untersuchungsmaterial

a.) Welche betriebs- oder produktbezogenen Angaben werden im Zusammenhang mit (iber-
sandten Lebensmittelisolaten und Typisierungsergebnissen (aus Probenmaterial der fiir die
Lebensmittelliberwachung zustdndigen Lander) zu welchem Zweck erfragt (oder erhoben)
und wie werden diese zugeordnet?

b.) Wie und von welcher Stelle sollen diese Angaben im Falle eines Ausbruchsgeschehens
genutzt werden?

Die Fragen werden wie folgt beantwortet:

1. NGS-Verfahren:
a.) Eignen sich alle NGS-Verfahren in gleicher Weise fiir die Untersuchung im Rahmen von
Krankheitsausbriichen?

NGS-Verfahren erlauben die massenhafte Bestimmung von Nukletidabfolgen von geneti-
schem Material in einer Probe. Sie setzen sich in der Regel (i) aus der Gewinnung der Nuk-
leinsaure aus einer Probe, (ii) der Bibliothekenherstellung, (iii) der massenhaften Sequenzie-
rung der Nukleinsaure und (iv) der bioinformatischen Auswertung der Rohsequenzierungs-
stlicke zusammen. Grundsatzlich wird zwischen DNA oder RNA, die aus einer Reinkultur

(z. B. Isolat) oder aus einer komplexen Zusammensetzung von verschiedenen Organismen
(z. B. einer Lebensmittelprobe) gewonnen wurde, unterschieden.

Fir die Untersuchung von Krankheitsausbriichen kommen derzeit zwei Verfahren in Frage,

deren Einsatz jedoch abhangig von der Ausgangslage des Geschehens ist. Das bei leicht
kultivierbaren Erregern angewandte Verfahren ist die Gesamtgenomsequenzierung (engl.:
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whole genome sequencing (WGS)). Hierbei wird das Genom sequenziert, das von einem in
Reinform vorliegenden Bakterienisolat stammt und anschlielend mit weiteren ebenso se-
quenzierten Genomen verdachtiger Isolate verglichen wird. Durch diesen Ansatz kénnen
einzelne Nukleotidunterschiede zwischen den Genomen Uber groRere Sequenzabschnitte
festgestellt werden. Aufgrund seiner Genauigkeit und hohen Auflésungskraft hat sich WGS
weltweit fir die Untersuchung von relevanten und gut kultivierbaren Erregern im Rahmen der
Aufklarung von Krankheitsausbrichen etabliert.

Ein weiterer Ansatz fur die Untersuchung im Rahmen von Krankheitsausbriichen ist die Ge-
samtmetagenomsequenzierung (engl.: whole metagenome sequencing (WMS)). Dies ist ein
Verfahren bei dem die DNA aus einer Probe, wie z. B. aus einem Lebensmittel, extrahiert
wird und diese im Anschluss mittels NGS analysiert wird. Hierfir wird auf die haufig zeitauf-
wendige Isolation und Anzucht der Erreger verzichtet. Dies ermoglicht, neben dem zeitlichen
Vorteil, auch eine Detektion von schwer bis nicht-kultivierbaren Mikroorganismen wie Parasi-
ten oder Viren. Da bei der WMS keine Anzucht der Erreger vor ihrer Sequenzierung vorge-
nommen wird, kann jedoch keine Aussage Uber die Lebens- und Proliferationsfahigkeit der
Erreger getroffen werden. Weiterhin erfordert das Verfahren aufwendige bioinformatische
Analysen, da die komplexen Sequenzgemische den einzelnen Erregern zugeordnet werden
mussen. Eine geringe Sequenzabdeckung kann einen Vergleich zwischen den Proben au-
Rerdem erschweren. Das Verfahren eignet sich daher als eine universelle und ungerichtete
Methode bei Abwesenheit eines spezifischen Verdachtsfalls zur Vorfelddiagnostik und nur
unter bestimmten Voraussetzungen zur Untersuchung von Krankheitsausbrichen.

b.) Welche Vor- und Nachteile der einzelnen technischen Varianten sind fiir die Untersu-
chung von Probenmaterial im Rahmen von Krankheitsausbruchsgeschehen von Bedeutung?

Wie oben beschrieben, gibt es unter den NGS-Technologien solche der zweiten und solche
der dritten Generation. Fur die Isolatsequenzierung von ausbruchsrelevanten Proben kommt
insbesondere die zweite Generation der Sequenzierung zum Einsatz, da diese einen extrem
hohen Durchsatz sowie aulderst geringe Sequenzfehlerquoten hat. Zur Detektion von Aus-
bruchsclustern werden Sequenzunterschiede zwischen verschiedenen Isolaten bestimmt.
Daher ist es entscheidend, dass mdgliche technisch bedingte Sequenzierfehler von echten
biologischen Signalen unterschieden werden kénnen. Dies ist nur moglich, wenn Sequen-
zierfehler zufallig und ohne erkennbares Muster auftreten, da sie so relativ zuverlassig an-
hand statistischer Verfahren aufgelést werden kédnnen. Die einzige Technologie, die keine
systematischen Fehler generiert, ist aktuell das ,sequencing-by-synthesis* Verfahren (Cao et
al., 2017). Eine weitere Sequenziertechnologie, das sogenannte ,semi-conductor sequen-
cing“ Verfahren generiert systematische Fehlerprofile, die einen direkten Vergleich zu den
Ergebnissen aus Sequenzierungen mit dem ,sequencing-by-synthesis* Verfahren erschwe-
ren. Da sich das ,sequencing-by-synthesis* Verfahren weltweit in der Genomsequenzierung
weitgehend durchgesetzt hat, konnen Sequenzergebnisse fur die Untersuchung von Aus-
bruchsgeschehen mit diesem Verfahren zuverlassig verglichen werden.

Kdirzlich hat sich die § 64 Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) Arbeitsgruppe
,NGS Bakteriencharakterisierung“ etabliert. Sie wird vom Bundesamt fir Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherheit (BVL) koordiniert. Ziel ist es, den mit der Lebensmitteliberwa-
chung betrauten Behoérden validierte, leistungsfahige und standardisierte Methoden der
NGS-Verfahren fir bakterielle Erreger lebensmittelbedingter Ausbruchsuntersuchungen zur
Verflgung zu stellen. Eine Aktivitat dieser Arbeitsgruppe wird die Vergleichbarkeit der ver-
schiedenen Zweite-Generation Sequenzierungsverfahren bei der Anwendung von Aus-
bruchsuntersuchungen sein.
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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 generierten Sequenzlangen betragen je nach Kitverwendung mit dem
~sequencing-by-synthesis* Verfahren zwischen 2x 75 bp bis 2x 300 bp und mit dem ,.semi-
conductor” Verfahren zwischen 200 bis 400 bp. Einzubeziehen in den Prozess der Sequen-
zierung sind aber auch die o. g. weiteren Vorbereitungsschritte der Bibliothekenherstellung.
Die Erfahrungen des BfR mit dem ,sequencing-by-synthesis* Verfahren zeigen, dass die
Bearbeitungsdauer bei einer Sequenzierung von kirzeren Sequenzsticken (2x 75 bp) von
der vorliegenden DNA bis zum ausgewerteten Ergebnis ca. 2 Tage bendtigt. Die Erzeugung
von langeren Sequenzen, die eine Auswirkung auf die Anzahl der Contigs (Anzahl der bioin-
formatisch zusammengesetzten Sequenzstiicke) haben kann, bedingt ca. 4 Tage Bearbei-
tungszeit. Die Anzucht des Erregers fir die DNA Isolierung ist in dieser Rechnung nicht ein-
bezogen und kann je nach Erreger weitere 2 bis 4 Tage erfordern.

Die Dritte-Generation der Sequenzierung ist in der Lage wenige, aber daflir duf3erst lange
Sequenzen zu generieren und kann so genutzt werden, um Referenzgenome fur einzelne
Ausbruchsgeschehen zu erstellen. Die Fehlerraten der zur dritten Generation gehdrenden
Technologien sind noch vergleichsweise hoch, so dass diese noch nicht fir Isolatsequenz-
vergleiche im Rahmen von Untersuchungen bei Krankheitsausbriichen geeignet sind. Sie
sind jedoch sehr nltzlich, um geschlossene Referenzisolatsequenzen zu erzeugen, die in
Kombination mit Sequenzdaten aus der zweiten Generation kombiniert werden kénnen und
so eine sehr genaue Genomsequenz ergeben. Referenzsequenzen von Isolaten sind flr die
bioinformatische Auswertung notwendig. Fir die meisten relevanten Erreger steht daher
auch schon eine Vielzahl guter Referenzsequenzen zur Verfugung.

c.) Welchen qualitétssichernden MalBnahmen sind die angewandten NGS-Verfahren (z. B. im
Rahmen von Ringversuchen) unterzogen worden?

Derzeit sind NGS Verfahren am BfR aufgrund ihrer Komplexitat noch nicht akkreditiert. Es
werden aber bereits verschiedene qualitatssichernde Malinahmen wahrend der Bibliothe-
kenherstellung, des Sequenzierungsprozesses auf dem Gerat und der bioinformatischen
Auswertung durchgeflhrt.

Zu den qualitatssichernden MalRnahmen wahrend der Bibliothekenherstellung gehéren so-
wohl die Konzentrationsiberprifung der DNA als auch eine DNA-Fragmentlangen-
bestimmung. Diese Daten sind eine wichtige Voraussetzung, dass die Sequenzierung auf
dem Gerat qualitativ hochwertig durchgefiihrt werden kann. Bei der anschlielenden bioin-
formatischen Auswertung werden die erzeugten Rohdaten fir jedes sequenzierte Isolat ge-
trimmt (Basen mit schlechter Qualitat werden herausgefiltert) und assembliert (viele kirzere
Sequenzen werden bioinformatisch zu langeren Sequenzstiicken zusammengesetzt). Die
Qualitatsprifung erfolgt schlieRlich anhand eines automatisch erstellten Assembly Reports,
der wesentliche Qualitatsparameter auflistet, die Ublicherweise benutzt werden, um die Qua-
litat der Sequenzdaten einschatzen zu kénnen. Geprift wird die anhand der Daten vorherge-
sagte Spezies, die Datenmenge bzw. die Abdeckungstiefe (Coverage) des Assemblies (gibt
Aufschluss dartber, wie haufig jedes Nukleotid des Genoms durchschnittlich sequenziert
wurde), die Anzahl der Sequenzstlicke (Contigs) sowie die Lange des Gesamt-Assemblies,
die der erwarteten Lange des Genomes entsprechen sollte (gibt Aufschluss Gber eventuelle
Kontaminationen). Die dabei zur Anwendung kommenden Grenzwerte, anhand derer be-
stimmt wird, ob die Qualitat der Sequenzdaten ausreichend ist, basieren einerseits auf eige-
ner Erfahrung, andererseits auf dem Austausch mit Wissenschaftlern des National Food In-
stitute der Technical University of Denmark (DTU-Food) und der U. S. Food and Drug Admi-
nistration (FDA), sowie Literaturangaben.
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Jede groRere (z. B. Wechsel der Sequenzierungskits) oder kleinere (z. B. Verkirzung der
Sequenzierungszyklenzahl) Anpassung im Ablaufschema wird sowohl im Labor als auch
bioinformatisch validiert bzw. verifiziert. Dabei kommen Kontroll-Isolate zum Einsatz, anhand
derer abgeschatzt wird, ob sich bioinformatische Kennwerte (Coverage, Contigzahl, As-
sembly, Lange) Uber das akzeptable Mal} hinaus verandern, bzw. ob Sequenzunterschiede
mit dem ursprunglich angewandten Protokoll beobachtet werden.

Zur weiteren Qualitatssicherung der praktischen Laborarbeit, aber auch der bioinformati-
schen Analysen, nimmt das BfR regelmaRig an WGS Ringversuchen teil. Dazu gehdrten
bisher folgende Leistungsvergleichstests:

e Global Microbial Identifier Initiative (Teilnahme 2015, 2016 und 2017)

e Verschiedene Ringversuche im Rahmen des ENGAGE (Establishing Next Generation
sequencing Ability for Genomic analysis in Europe) und des COMPARE (Collabora-
tive management platform for detection and analyses of (re-) emerging and food-
borne outbreaks in Europe) Projektes

e Sequenzierungsvergleichsversuche von definierten Isolaten mit dem RKI

e Bioinformatischer Ringversuch UNSGM (Practical Exercise in Support of the United
Nations Secretary-General’s Mechanism for Investigation of Alleged Use of Biological
Weapons, with Special Consideration of the Functional Subunit Approach) zur Detek-
tion von Pathogenitatsfaktoren in Sequenzdaten

Das BfR strebt die Akkreditierung der NGS-Verfahren flr die Sequenzierung von Erregeriso-
laten im Rahmen von Krankheitsausbriichen an. Vorbereitende MalRnahmen haben diesbe-
zuglich begonnen. Das BfR hat in der kirzlich vom BVL neu eingerichteten § 64 LFGB-
Arbeitsgruppe ,NGS — Bakteriencharakterisierung“ auch die Obmann-Funktion tibernommen
und bringt seine bisher gewonnene Expertise aktiv in den Standardisierungsprozess ein.
Dafir wird es Ringversuche mit den Mitgliedern der Arbeitsgruppe organisieren und durch-
fuhren. § 64 LFGB-Arbeitsgruppen werden vom BVL eingerichtet und dienen dazu, den mit
der Lebensmitteliberwachung betrauten Behdrden validierte, leistungsfahige und standardi-
sierte Methoden im Rahmen der ,Amtlichen Sammlung von Verfahren zur Probenahme und
Untersuchung von Lebensmitteln® (ASU) zur Verfugung zu stellen.

2. Analyseergebnisse:

Das BfR bezieht sich bei der Beantwortung der Fragen auf die verschiedenen bioinformati-
schen Analysemoglichkeiten, die in der Ausbruchsuntersuchung von Isolatsequenzen mittels
WGS eingesetzt werden. Es wird zum besseren Verstandnis mit der Beantwortung von Fra-
ge 2b begonnen.

b.) Wie hoch ist der Aussagewert der verschiedenen Techniken der NGS-Verfahren?

Derzeit werden mehrere Ansatze zur Analyse von WGS-Ergebnissen in der Ausbruchunter-
suchung verwendet: (i) Kerngenom MLST (cgMLST) unter Bertcksichtigung von Tausenden
von Genen, die in den meisten Isolaten einer Spezies oder Gattung vorhanden sind, (ii) Ge-
samtgenom MLST (wgMLST) unter Berlcksichtigung aller Gene einschlief3lich der variablen
Zusatzgene einer Spezies und (iii) die Referenzkartierung hochwertiger Single-Nucleotide
Polymorphism (SNP)-basierter Clustering-Pipelines (Kovac et al., 2017). CgMLST/wgMLST
beruhen auf dem MLST-Konzept. Hier wird die DNA-Sequenzvariation in einem Set von
festgelegten Genen bestimmt. Diese sind auf dem Genom verteilt und weisen trotz der Kon-
servierung bestimmte Variationen aufgrund von Mutationen oder Rekombinationen auf. Die
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Typisierung der Isolate erfolgt anhand ihres spezifischen Allelprofils der Gene, das sich
schlieBlich in ihrem entsprechenden Sequenztyp (ST) widerspiegelt. Wahrend die MLST auf
einer ,de novo assembly“ basierten Analyse stattfindet (Gen fur Gen Annaherung) basiert die
SNP-Analyse auf einem Vergleich der Einzelpunktmutationen der Isolatsequenzen zu einem
vorher festgelegten, nahverwandten Referenzgenom. Diese Art der Analyse nennt man ,Re-
ferenz-basiertes Mapping“. In diesem Verfahren werden keine zu analysierenden Gene fest-
gelegt. So kénnen auch SNPs aulerhalb von genkodierenden Sequenzen berticksichtigt
werden.

Wahrend bei SNP-basierten Clustering-Verfahren alle Unterschiede in einem Set bertcksich-
tigt werden, die zum Referenzgenom auftreten, werden bei der cgMLST/wgMLST nur Allel-
unterschiede ohne Unterscheidung der Anzahl und Art der Mutationen zwischen den zu ver-
gleichenden Isolaten bertcksichtigt. Dies kann dazu fuhren, dass mit der SNP-Analyse ein
héheres Auflésungsvermdgen als mit der cgMLST/wgMLST Analyse erreicht wird. Der grof3e
Vorteil von cgMLST/wgMLST ist die Anwendung von Nomenklaturschemata, die es ermdgli-
chen, eine eindeutige Identifizierung der zu untersuchenden Sequenz zu erstellen, die leicht
kommuniziert werden kann, ohne Rohsequenzen teilen zu missen. CgMLST/wgMLST erfor-
dern auch weniger Aufwand bei der Rechenleistung im Vergleich zu SNP-basierten Verfah-
ren. Durch die verschiedenen bioinformatischen Mdglichkeiten, die Qualitat der SNPs zu
bewerten und daraus schlielich eine Auswahl zu treffen, die in einer SNP-Analyse berlick-
sichtigt werden, mussen immer die Rohsequenzen aller zu vergleichenden Isolate vorliegen.
SNP-Analysen kénnen nur fir relativ eng verwandte Genome sinnvoll angewendet werden,
also z. B. innerhalb eines Serovars oder MLST-Gruppe. Fur beide Verfahren (SNP —
cgMLST/wgMLST) gilt grundséatzlich, dass Ergebnisse nur dann vergleichbar sind, wenn sie
mit den gleichen oder aquivalenten Softwareprogrammen bzw. identischen Softwarealgo-
rithmen generiert wurden. Bei SNP-Analysen missen zudem die exakt gleichen Referenzen
benutzt werden, da es sonst zu einem unterschiedlichen Ergebnis der gefundenen SNPs
kommen kann. Fur cgMLST-Analysen hingegen muss einerseits ein einheitliches Schema
verwendet werden und auflerdem eine zentral verwaltete Nomenklatur fir neue Allelnum-
mern verwendet werden. Letzteres ist angestrebt, aber derzeit noch nicht zentral vorhanden.
Bisher liegen nur verschiedene isolierte Losungen vor. Fir eine korrekte Bewertung von
cgMLST/wgMLST ist daher eine zentrale Datenanalyse durch Austausch der Sequenzie-
rungsrohdaten geboten.

Die Aussagekraft von cgMLST/wgMLST als auch von SNP-basierten Analysen ist grundsatz-
lich fr die Bestimmung der Unterschiede zwischen Isolaten im Rahmen von Ausbruchsun-
tersuchungen sehr gut geeignet und fihrt zu ahnlichen Ergebnissen. Beide erlauben die Ein-
teilung von Gruppen von Genomen in Subtypen (Clustertypen) und beide erlauben eine Be-
wertung, ob zwei Genome molekularbiologisch (nahezu) identisch sind. Mégliche Schwel-
lenwerte fur die Alleldistanz bzw. SNP-Distanz sind dennoch prinzipiell verschieden. Die An-
wendung von cgMLST ist geeigneter, wenn mehrere Benutzer gleichzeitig jedes neue Isolat,
das einer gemeinsamen Datenbank hinzugeflgt wird, systematisch analysieren missen

(z. B. im Ausbruchsfall), insbesondere wenn die Sequenzinformationen nicht &ffentlich zu-
ganglich sind. Fur die Untersuchung der Phylogenie kann die Verwendung von cgMLST oder
SNP-Verfahren robustere Analysen liefern als wgMLST, da sie nur Regionen des Genoms
umfasst, die in allen Stdmmen vorhanden sind. WgMLST kann aber durch die zuséatzliche
Berucksichtigung der variablen Gene einer Spezies zu einer hdheren Auflésung flihren.
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, sollten zur besseren Beurteilung beide
Analyseverfahren durchgefuhrt werden.
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Unabhangig vom Analyseverfahren ist es erforderlich, epidemiologische Daten der verdach-
tigen Isolate fir eine Aufklarung hinzuzuziehen. Nur so kénnen schliefllich Rickschlisse auf
die Zugehdrigkeit dieser zu einem Ausbruchsgeschehen oder zu einem sog. Cluster gezo-
gen werden. Isolate, die in einem Cluster zusammengefasst werden, missen nicht notwen-
digerweise zu einem Ausbruchsgeschehen gehdren, wenn epidemiologische Daten zu den
Sequenzvergleichsdaten im Widerspruch stehen.

a.) Welcher Ubereinstimmungsgrad ist bei Ergebnissen von Untersuchungen mit NGS-
Verfahren erforderlich, um sie einem bestimmten Krankheitsausbruchsgeschehen, z. B. sog.
Cluster, zuzuordnen?

c.) Welche Informationen sind erforderlich, um ein Cluster / einen identischen molekularbio-
logischen Subtyp einheitlich zu charakterisieren?

Die Fragen 2a und 2c werden gemeinsam beantwortet, da es eine groRe Uberlappung bei
der Fragestellung gibt.

In der WGS-Analyse wird die Anzahl der SNP- bzw. Allel-Unterschiede verwendet, um phy-
logenetische Baume zu konstruieren, die Informationen Uber die Entwicklungsgeschichte der
Isolate liefern. In biologischer Hinsicht bedeutet eine hohe Sequenzahnlichkeit durch die
WGS-Analyse, dass Isolate einen jungen gemeinsamen Vorfahren besitzen. Im Gegensatz
bedeutet eine geringe Ahnlichkeit, dass sie im besten Fall von einem &lteren gemeinsamen
Vorfahren abstammen (Plightling et al., 2018). Es ist eine grundlegende Annahme in der
molekularen Epidemiologie, dass die Phylogenie die epidemiologische Verwandtschaft wi-
derspiegelt, d. h. klinische Isolate oder klinische und phylogenetisch eng verwandte Le-
bensmittel- oder Umweltisolate sind wahrscheinlich epidemiologisch oder kausal verbunden
(Besser et al., 2018). Diese Annahme ist aber nicht immer zutreffend, da es sich um komple-
xe oder indirekte Verbindungen handeln kann, die an jedem Punkt entlang der Lebensmittel-
kette auftreten konnen. Daher ist es von entscheidender Bedeutung, dass epidemiologische
und lebensmittelrechtliche Rickschllisse gemeinsam gezogen werden, um zu einer schlis-
sigen Interpretation der WGS-Analyse zu kommen. Die WGS-Analyse liefert belastbare Be-
weise daflr, dass Isolate genetisch verwandt sind, aber sie bedeutet nicht unbedingt, dass
ein klinischer Fall direkt mit einem Lebensmittel in Zusammenhang steht. Es ist daher uner-
I&sslich, dass epidemiologische Informationen vorliegen, um die phylogenetischen Ergebnis-
se zu unterstitzen (Jagadeesan et al, 2019).

Aufgrund der Vielfalt der Bakterienarten, der unterschiedlichen epidemiologischen Kontexte
und der unterschiedlichen WGS-Analyseansatze sollte die Festlegung eines Schwellenwer-
tes, z. B. in der Interpretation wahrend eines Ausbruchsgeschehens, sowohl bei der cgMLST
als auch bei der SNP-Analyse grundsatzlich vermieden werden (Pightling et al., 2018;
Schirch et al., 2018; Jagadeesan et al, 2019). Einige Spezies oder Serotypen sind weniger
divers als andere, z. B. Salmonella Enteritidis ist relativ klonal (Allard et al., 2013). Darlber
hinaus kann die Umgebung, in der sich eine Spezies befindet, evolutionaren Druck ausuben,
der die Mutationsrate und die Generationszeit beeinflusst (Deatherage et al., 2017). Daher
muss die Interpretation der genetischen Verwandtschaft von Stammen, die auf SNP- oder
Allelunterschieden basieren, durch Expertenwissen Uber den jeweiligen Krankheitserreger,
einschlieBllich eines Verstandnisses seiner genetischen Vielfalt in der Lebensmittelkette und
der Reprasentativitat der untersuchten Isolate, erganzt werden (Besser et al, 2018; Schirch
et al, 2018; Jagadeesan et al, 2019). Die WGS-Analyse jedes lebensmittelbedingten Aus-
bruchsszenarios muss unabhangig voneinander bewertet werden, wobei epidemiologische
und lebensmittelkettenbezogene Untersuchungen durchgefihrt werden sollten, um so viele
Informationen wie mdglich fur die Interpretation bereitzustellen.
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Fir eine erste grobe Einschatzung kann man davon ausgehen, dass zwei Erregerisolate, die
einen Unterschied von z. B. 0-20 SNP/Allele besitzen, als eng verwandt gelten (Jagadeesan
et al, 2019). Sie besitzen dann wahrscheinlich einen jlingeren gemeinsamen Vorfahren, der
aus einer gemeinsamen Quelle abstammt. Wenn solche hoch verwandten Isolate von ver-
schiedenen Orten in einer Lebensmittelproduktionsanlage isoliert werden, ist das wahr-
scheinlichste Szenario, dass sich der gleiche Stamm innerhalb der Produktionsumgebung
ausgebreitet hat.

Durch verschiedene Ausbruchsgeschehen wurde gezeigt, dass Isolate von erkrankten Men-
schen, die in einer SNP-basierten Analyse unter einen Schwellenwert von wenigen SNP fal-
len, eine starke zeitliche Korrelation in Bezug auf das Datum des Auftretens der Symptome
aufweisen (Deng et al, 2014). Eine Untersuchung zu sieben verschiedenen S. Enteritidis
Ausbrichen zeigte eine Divergenz von 3 SNPs innerhalb eines Ausbruchs und die nachstge-
legenen Nichtausbruchstdmme unterschieden sich um durchschnittlich 42,4 SNPs (Taylor et
al, 2016). Aber auch Uber einen langeren Ausbruchszeitraum kann die Anzahl der SNP-
Unterschiede zwischen den Isolaten gering bleiben. In einer Ausbruchsstudie zu Listeria mo-
nocytogenes betrug die Variabilitét der Isolatsequenzen innerhalb von zwei Ausbruchsclus-
tern 5 SNPs Uber einen Zeitraum von drei Jahren (Gillesberg Lassen, 2016). Die Daten wur-
den in Kombination mit epidemiologischen Untersuchungen in den Lebensmittelbetrieben
und Befragungen der Patienten bestatigt.

Wenn die Sequenzen zweier Isolate sehr unterschiedlich sind, z. B. > 50-100 SNPs oder
Allele, gelten die Isolate im Allgemeinen als nicht verwandt. Die Wahrscheinlichkeit, dass sie
nicht aus derselben Quelle stammen, ist dann sehr hoch.

Isolate liegen nicht immer innerhalb der oben genannten Schwellenwerte. Beispielsweise
kdnnen sich Isolate in einer Lebensmittelverarbeitungsanlage in 30 SNPs/Allele unterschei-
den, aber zum selben Cluster im Vergleich zu anderen Isolaten gehoéren. Dies deutet darauf
hin, dass die Isolate einen gemeinsamen Vorfahren haben und sich wahrscheinlich von ei-
nem resilienten Stamm entwickelt haben, der in der Anlage persistiert (Elson et al., 2019).
Dies kann eintreten, wenn mikrobielle Populationen eine starke Verminderung ihrer Anzahl

z. B. durch Desinfektionsmittel erfahren, da zufallige Mutationen zu einer Diversifizierung des
Vorgangerstammes filhren kdnnen (Jagadeesan et al, 2019).

Die o. g. Schwellenwerte kdnnen jedoch auch bei Ausbriichen, die mit einer Quelle verbun-
den sind, Uberschritten 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 fir 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) (Jagadeesan et al, 2019). Ebenso zeigten 401 Isolate, die in Zusam-
menhang mit einem multinationalen europaischen Ausbruch von S. Enteritidis Phagentyp
14b mit Eiern als Quelle standen, einen maximalen Unterschied von 23 SNP (Dallman et al.,
2016).

3. Daten zum Untersuchungsmaterial:

a.) Welche betriebs- oder produktbezogenen Angaben werden im Zusammenhang mit (iber-
sandten Lebensmittelisolaten und Typisierungsergebnissen (aus Probenmaterial der fiir die
Lebensmittelliberwachung zustédndigen Léander) zu welchem Zweck erfragt (oder erhoben)
und wie werden diese zugeordnet?
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Fur die Einsendung von Isolaten aus diversen Matrices (Lebensmittel, Futtermittel, Primar-
produktion, Produktionsumgebung und Sonstige, ausgenommen humane Isolate) zur Unter-
suchung in den mikrobiologischen Nationalen Referenzlaboratorien (NRL) und Konsiliarlabo-
ratorien im BfR steht ein elektronisches Einsendeformular im Excel-Dateiformat auf der
Homepage des BfR zur Verfiigung. Alle Einsender werden gebeten, das Einsendeformular
moglichst vollstandig ausgefillt elektronisch per E-Mail und/oder in Papierform an das BfR
zu ubermitteln. Die Daten werden im Laborinformationssystem dokumentiert.

Im BfR-Einsendeformular werden folgende Metadaten in Textform und als ADV-Codes abge-
fragt: Probennummer, AVV-Datanummer, Erreger-Vorbefund, Datum der Probenahme, Da-
tum der Isolation, Ort der Probenahme, Matrix, Verarbeitungszustand, Grund der Probenah-
me, Betriebsart, Viehverkehrsverordnungsnummer.

Lediglich flr Proben aus dem Zoonosen-Monitoring sind diese Angaben Pflicht. Fir alle an-
deren Proben mussen mindestens Probennummer, Erreger, Datum der Probennahme und
Matrix an das BfR tUbermittelt werden.

Die Metadaten werden vom BfR fir die Zuordnung einzelner Isolate eines Erregers im Rah-
men

e von Ausbruchsuntersuchungen

e von epidemiologischen Fragestellungen

e der Umsetzung der Zoonosen-Uberwachungsrichtlinie 2003/99/EG

o der Zoonosen-Bekdmpfungsverordnung (EG) 2160/2003

o der Erhebungen von Statistiken bezliglich der Pravalenz der Erreger in unterschiedli-
chen Matrices aulerhalb der oben genannten Angelegenheiten und Programme er-
hoben.

Das BfR erhalt nur in Ausnahmefallen und auf freiwilliger Basis prazise Angaben zu Herstel-
lern von Proben, welche eine eindeutige Zuordnung von Proben zu Einzelbetrieben ermogli-
chen. In der Regel verbleiben diese fur die Ausbruchsuntersuchungen wichtigen Angaben in
den Landern und werden im Bedarfsfall vom BVL in den betroffenen Bundeslandern tber die
obersten Landesbehdrden abgefragt.

Winschen die im Rahmen einer Ausbruchsaufklarung beteiligten Landesbehérden eine Wa-
renstromanalyse mit Rickverfolgung von verdachtigen Lebensmitteln, unterstitzt das BfR
auf Nachfrage sowohl bei der Datenerfassung als auch bei den Analysen, Visualisierungen
und deren Bewertung mithilfe der zu diesem Zweck entwickelten Software FoodChain-Lab.

b.) Wie und von welcher Stelle sollen diese Angaben im Falle eines Ausbruchsgeschehens
genutzt werden?

Um eine effiziente Untersuchung und eine sichere Interpretation der Ergebnisse von le-
bensmittelbedingten Krankheitsausbriichen durchzufuhren, ist es notwendig, die vorliegen-
den Sequenzdaten von verdachtigen Isolaten mit den epidemiologischen Daten zu verknUp-
fen. Sequenz- und Metadaten sollten daher in Datenbanken, die miteinander verknupft sind,
vorliegen. Die Analyse der Isolatsequenzen mussen Experten durchfihren, die die Ver-
wandtschaft der zu vergleichenden Isolate bioinformatisch ermitteln. Sind Isolate als eng
verwandt eingestuft, bildet dies die Grundlage fir die weitergehenden epidemiologischen
Untersuchungen (z. B. Zuordnung von Proben zu Einzelbetrieben, Handlern, MalRnahmen fir
Kontrolluntersuchungen in den Betrieben,...).
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Der Sequenzvergleich sollte durch ein Erreger-Expertenlabor durchgefiuhrt werden. Dies
kann ein Labor, das die Expertise fir phylogenetische Vergleiche des jeweiligen Erregers
erlangt hat, sein. Das Fuhren und die Verwaltung eines Metadatensatzes flr eine erste epi-
demiologische Beurteilung sollten durch eine autorisierte Stelle erfolgen, die hierzu die not-
wendige Erfahrung hat (Ubermittlung von Daten durch die Behérden). Diese erste Beurtei-
lung muss keine sensitiven Daten zu Betrieben enthalten (z. B. Betriebsname oder -ort). Die-
se kdnnen entsprechend ihrer Zustandigkeit in den jeweiligen Bundeslandern verbleiben und
erst bei erhéhtem Verdacht durch das betroffene Bundesland in einer vertieften epidemiolo-
gischen Untersuchung einbezogen werden. Die Isolatsequenzdaten sollten moglichst schnell
in ein 6ffentliches Repositorium (z. B. ENA oder NCBI) gestellt werden. Dies bietet die
Grundlage fur den Austausch der Sequenzdaten und die Mdglichkeit weitergehende lokale
Analysen unter identischen Softwarebedingungen durchfiihren zu kénnen. So ist auch die
Verfugung der Sequenzen bei Untersuchungen im Rahmen internationaler Ausbruchsge-
schehen gesichert.

Weitere Informationen auf der BfR-Website zum Thema Next Generation Sequencing

Einsendeformular fur Isolate und Proben (Excel-Dateiformat)
https://www.bfr.bund.de/de/einsendeformular _fuer isolate und proben-9257.html

Forschungsprojekt Errichtung der Next-Generation-Sequenzierung fiir die Genomanalyse
von bakteriellen Erregern in Europa (ENGAGE)

https://www.bfr.bund.de/de/errichtung der next generation sequenzierung fuer die geno
manalyse von bakteriellen erregern in _europa engage -202736.html

Externe Links zu Next Generation Sequencing

Weltweite Initiative Global Microbial Identifier zum Aufbau einer DNA Genom Datenbank zur
Identifizierung und Diagnostik mikrobieller Krankheitserreger, an dem auch das BfR mitarbei-
tet

https://www.globalmicrobialidentifier.org/

E_:p’l!?El ,Stellungnahmen-App*“ des BfR
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Uber das BfR

Das Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) ist eine wissenschaftlich unabhangige Einrich-
tung im Geschéaftsbereich des Bundesministeriums fur Erndhrung und Landwirtschaft
(BMEL). Es berat die Bundesregierung und die Bundeslander zu Fragen der Lebensmittel-,
Chemikalien- und Produktsicherheit. Das BfR betreibt eigene Forschung zu Themen, die in
engem Zusammenhang mit seinen Bewertungsaufgaben stehen.
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