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Bedeutung von Salmonellen als Zoonoseerreger

= Zweithadufigste Zoonose -> bedeutendstes Reservoir landwirtschaftliche
Nutztierel3]

= 70-80% der Salmonellosen -> S. Typhimurium, S. Enteritidis

* Trotz Prophylaxe- und BekimpfungsmalRnahmen im Nutztiersektor -> relevantes
Gesundheitsrisiko und erhebliche Belastung fiir LM-Sicherheit

= EU/y > 100.000 humane Fille [1]
= Deutschland/y > 14.000 humane Félle [2!

* Hospitalisierungsrate > Campylobacteriose 13!
= GrolRe Anzahl an (grofRen) lebensmittelbedingte Ausbriichen

= EFSA Schatzung: Salmonellosen beim Menschen -> belasten Wirtschaft/y mit bis
zu 3 Mrd. EUR 1]

= Einfiihrung WGS fiir zur Molekularen Surveillance und Untersuchung von LM-
bedingten Ausbriichen
= ->Verbesserung Clusterdetektion, Erhéhung Trennschirfe [*
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Nationales Referenzzentrum (NRZ) fiir Salmonellen und andere
bakterielle Enteritiserreger

am FG 11 Bakterielle darmpathogene Erreger und Legionellen

= ~14.000 Meldefdlle/a = ~ 4,000 Probeneingidnge/a

| o0 | 2o | 208 | 2w | 2016

Meldezahlen nach

8.727* 13.696 13.539 14.270 12.970
Ref.Def.
Einsendungen
Salmonella spp. 3.449 5.521 4.037 3.885 2.391
am NRZ*
S. Typhimurium 975 1.331 899 981 662
S. Enteritidis 559 1.160 981 910 263
*Quelle: RKI Salmo-DB # Covid-19-bedingter Einbruch S. Typhimurium + S. Enteritidis = 40-49% der Isolate; pro Jahr 130 - 170 verschiedene Serovare
Aufgaben

Laborgestiitzte epidemiologische Uberwachung (Surveillance)

Sub- und Feintypisierungen zur Ausbruchsaufklarung / Identifizierung von Erregerquellen
= Bewertungen der Resistenz- und Virulenzentwicklung in der Erregerpopulation (Risikopotentialanalyse)

= Stammsammlung
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Genomsequenzierung am NRZ

= Ausbruchsuntersuchungen

= Surveillance: S. Enteritidis, S. Typhi, Listeria, EHEC
= Typisierung (Ersatz fur klassische Methoden)

= Sonderfalle (raue, geiRellose Isolate)

=  Forschungsprojekte
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Molekulare Surveillance von Salmonella enterica am NRZ Salm
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Riickgang durch geringe Reiseaktivitaten

Intensivierte Sequenzierung im Rahmen von GenoSalmSurv

Serovare mit Ausbriichen 2020
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seit 2014 wurden ca. 5.500 Sa/lmonella
Genome sequenziert

davon ca. 3.100 NGS Datensatze fur S.
Enteritidis und S. Typhimurium

Typisierrate auf bis 40% (in 2019)
S. Typhi Vollabdeckung durch NGS

seit 01/2020: fur alle SE Proben NGS-
basierte Typisierung

flr STM ebenfalls angestrebt (2020 ca.
55%)

alle anderen Serovare anlassbezogen
(Ausbriiche)
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Nationales Referenzlabor (NRL) - Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR)

. BfR-Profil: Wissenschaftliche Risikobewertung von Lebens- und
Futtermitteln, Stoffen und Produkten

. Abteilung Biologische Sicherheit: Bewertung mikrobieller Risiken von
Lebensmitteln, acht Referenzlaboratorien nach EU VO 2017/625

. An molekularer Surveillance und GenoSalmSurv beteiligte Labore:

. NRL fir Salmonella
— Istvan Szabo, Jennie Fischer, Marina Lamparter

. Studienzentrum fir Genomsequenzierung
und — analyse

— Burkhard Malorny, Maria Borowiak, Laura Uelze, Carlus
Deneke

Alt-Marienfelde
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NRL-Salmonella Routinediagnostik

e Jahrlich ca. ~5.000 Salmonellen Einsendungen im Rahmen von Monitoring- und
Bekampfungsprogrammen, Auftrage von Privatlaboren, Universitaten,
Landesuntersuchungsamtern

* Herkunft: Nutztier, Wildtier, Zootiere, Lebensmittel, Futtermittel, Umwelt

* Routinemalige Serotypisierung aller Isolate, Resistenzbestimmung von Sequentzierte Isolate nach Genus

Monitoringisolaten 4500

4000 m other

* Beteiligung an der Aufklarung von Infektketten und lebensmittelbedingten
Krankheitsausbriichen, feindifferenzierende Untersuchungen (u.a. mittels 3500 m o lococcns

Ganzgenomsequenzierung) 3000 I I m Bacillus

M Clostridium

- R

NGS Kapazitaten 2000 B Vibrio

* Seit 2015, > 4.500 Datensatze im NRL-Salmonella 1500 I I = Escherichia

* Bioinformatik: kommerzielle Programme, open-source Pipeline 1000 — I .cL;::;fbbacter
Entwicklungen fur lebensmittelbedingte Erreger c00 R I I I W Brucella

* Gerate: 2 x MiSeq und 1 x NextSeq Sequenzierer (lllumina), 1 x o I I emenele
PGM lon Torrent (Thermo Scientific), 1 x Minlon (Oxford 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Nanopore), 1 x Sequel (Pacific Biosciences) Anzahl sequenzierte Isolate Abteilung 4

* Erfahrungen in der Ringversuchsorganisation
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Kommunikation und Interaktion von NRZ und NRL
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NGS-Cluster

Mindestens 4 voneinander unabhangige Salmonella
Isolate mit 0 AD => Referenz-cgMLST Profil
Salmonella Isolate mit 1-3 AD zum Referenzprofil
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Erkennung von zusammenhangenden Isolaten

= 2014-2020 ca. 3.100 NGS Datensatze fiir S. Enteritidis und S. Typhimurium

S. Enteritidis

» 2.214 NGS-Datensatze

* 51 Cluster sehr eng verwandter Erreger
(cgMLST, AD < 5, ClustergroRe > 5 Isolate)
» ClustergrofSe 5-284 (Median:14)

* ca. 80% aller Isolate in Clustern
* ca. 10 % in Haufungen (2-4 Isolate)
= ca. 10% sporadische Isolate

= fiir 15 Cluster: passende

Lebensmittelisolate
(i. d. R. Eier oder Eierspeisen)

Michael Pietsch

S. Typhimurium

» 917 NGS-Datensatze

= 42 Cluster sehr eng verwandter Erreger
(cgMLST, AD <5, ClustergroRe > 5 Isolate)

*» ClustergrofSe 5-204 (Median:7) O
| \ N

= ca. 50 % aller Isolate in Clustern N \ P \\/\

= ca. 20 % in Haufungen (2-4 Isolate) o = /\\ =

= ca. 30 % sporadische Isolate 7/ \ A AN

* fiir 11 Cluster: passende
Lebensmittelisolate
(Rohwurst / Hackfleisch)
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NGS-basierte Ausbruchsanalyse
S. Enteritidis CT1734-Ausbruch 2018-2019

= (zweit-)haufigster Serovar beim Menschen in Deutschland

= haufig assoziiert mit Ei(produkten)

Ausbruchsfakten:
Wann: Juli 2018 — Ende 2019
Wo: in 12 Bundeslandern (v.a. RP, SL, NW, HE)

NGS-bestatigte Falle in Norwegen (n=16), Frankreich (n=3),
Luxembourg (n=1) und Schottland (n=1)

Fallzahl: >300
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NGS-basierte Ausbruchsanalyse

S. Enteritidis CT1734-Ausbruch 2018-2019 Uberblick Erregernonulation S. Enteritidis
Aufklirung / Analyse:
fo
« NGS fur alle S. Enteritidis PT8-Isolate (entspricht > 50 % aller SE) -> ‘ . ;;:' Y
Vorselektion mittels CT1734-spezifischer PCR & . 3

« Sequenzaustausch mit NRL am BfR -> ermittelte Infektionsquelle:
Eier mehrerer Legebetriebe

. Patienteninterviews des RKI und FKS in Rheinland-Pfalz deuten auf
Eier

« Enge Zusammenarbeit mit BfR FoodChain-Lab und BVL

« Ursachliche gemeinsame Quelle bisher nicht identifiziert e, ST
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Herausforderungen zur Identifizierung
von Infektionsclustern und Erregerquellen LM-bedingter Erkrankungen

Integrierte Molekulare Surveillance (IMS)

= Nutzung Erkenntnisse aus genombasierter Feintypisierung (molekulare Surveillance)
= Zusammenfiihrung mit epidemiologischen Daten (aus dem Meldesystem nach IfSG)

= Zusammenfiihrung mit Daten der Lebensmittel- und Veterindrbehorden

= Keine einheitlichen Qualitatskriterien und Analysepipelines fiir die Auswertung von

Sequenzdaten
— Einzellésungen, lassen oftmals keine direkten Vergleiche zu
— keine definierten Standards, erschwerte Kommunikation

= Keine Sektor-Ubergreifende Zusammenfihrung von NGS Daten zur einheitlichen
Interpretation

* |nternationale Warenstrome
— grenziberschreitender Austausch von Erregern
— erschwerte Identifikation von Transmissionsquellen

= Harmonisierung der Methoden und Zusammenfiihrung Daten aus unterschiedlichen

Sektoren notwendig
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Herausforderungen (der IMS) zur Identifizierung
von Infektionsclustern und Erregerquellen LM-bedingter Erkrankungen

Integrierte Molekulare Surveillance (IMS)

= Nutzung Erkenntnisse aus genombasierter Feintypisierung (molekulare Surveillance)
= Zusammenfiihrung mit epidemiologischen Daten (aus dem Meldesystem nach IfSG)

= Zusammenfiihrung mit Daten der Lebensmittel- und Veterindrbehorden

Stand heute beim Abgleich der Genomsequenzen:

* Manueller Datenaustausch zwischen Instituten

* Reprocessing von Datensatzen in den jeweiligen Instituten um Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten

Probleme/Risiken

« Ubersehen von Clustern zwischen Instituten, da intern unter Threshold zum
Datenaustausch

* In der Dimension der Daten nicht mehr handisch realisierbar
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GenoSalmSurv
- Integrierte genombasierte Surveillance von Salmonellen

-> Etablierung von praktikablen harmonisierten _-—7(_ B_';R
Arbeitsablaufen fiir eine IMS von Salmonellen

LGL
= Bestandsaufnahme verflgbarer sowie tatsachlich 2.5
angewendeter Typisierungsmethoden, Identifikation -9
von beglinstigenden und behindernden Faktoren

Surveillance fiir Salmonellen (incl. Standardablaufe,

= Aufbau einer integrierten genombasierten '\
Best Practice Beispiele, Laborvergleichstests, real

time Sequenzierung) IR | Veraseherschuz ung -
Lebensmittelsicherheit
= Befahigung weiterer Laboratorien (insb.
Landeslaboratorien) zur Genomsequenzierung/-
analyse (Schulungen, Veroffentlichungen)
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Entwicklung von Standardarbeitsablaufen fiir eine Integrierte Genombasierte
Surveillance

= Entwicklung bioinformatischer Standardarbeitsablaufe
fir die Typisierung, phylogenetischen Analysen und
Detektion von Clustern (cluster alert)

= Zusatzliche Betrachtung von: (Assemblierte) Rohdatenbank
= Antibiotikaresistenzgenen Gauplare
= Virulenzgenen
=  Serotyp-bestimmenden Loci Charakterisierung Clusteridentifizierung Phylogenie
= Plasmiden * Resistenzgene = cgMLST Analyse « SNP Analyse
. = Virulenzfaktoren = Austauschvon * Detaillierte
= Detektion von Impfstamm-Markern
etektion vo pista arke * Plasmide Allelprofilen Ausbruchs-
: . . .. * Impfstdmme etc. * Definition von untersuchung
» Ausarbeitung und Entwicklung von Arbeitsabldufen zum Clustertypen
Austausch minimaler Metadatensatze und zur
Kommunikation von Clustern / Matches Ergebnisdatenbank

Internationaler
Zusammenhange fiir Surveillance Vergleich
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Realtime Genomsequenzierung
- Konzept

= Sequenzierung und bioinformatische Auswertung von ca. 2 300 Salmonella Isolaten ausgewahlter Serovare

» Sequenzierung von vorliegenden S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis Isolaten an BfR, LGL und RKI
in zwei Phasen

» Validierung von Pipelines und Clusterdetektion -> ggf. Anpassung der Workflows
» Erprobung des Datenaustauschs und der Kommunikation

» Offener Genomvergleich: Wie viele neue Cluster werden identifiziert?
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Realtime Genomsequenzierung
- Datenaustauschmodell

Austausch von Metadaten /

via secured Database oder direkt

— [—> BfR LGL =—
!_é"s !_é“ r_gs
fastq J§ fastq fastq \J\\
Assemblierung & cgMLST .
¥ analee [ AQUAMIS + chewieSnake
L] ' a® o L .D.
AIIeIprofiIe. io. Allelprofile I Allelprofile” *
Upload von gehashten Allelprofilen in =%,
secured Database
4 N
. RKI Fold
Synchronisierung und Zusammenfiihrung oer BfR Folder LGL Folder
der Allelprofile sowie Generierung von . - /
cgMLST Reports o’

°-

( Merged Allel DB

Michael Pietsch

& T e
L Clusterreport J
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Realtime Genomsequenzierung
- Ergebniskommunikation

Meldung

Meldung der Ergebnisse

MolBioc Match am RKI
NGS5 Cluster

Information FG35

Clusteranalyse

Ausbruchs-Routine am NRZ

\

Identifikation von human NGS
Clustern

Relevante humane

. Cluster [NGS Cluster)

Vergleich mit Referenzsequenz
aus Geschehen von NRL

) 4

| gef. Info ECDC

MolBio Match
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.................... - == 3 klinische Isolate

Clusterdetektion

Real Time-Phase |

Cluster: 166
Cluster mit mind. 2 Partnern: 73

Clusteranalyse

Ausbruchs-Routine am NRL

Clustervorauswahl (RKI)

- AD zwischen Partner max 3
- Isolate »= 2 Partner

Cluster:50 |, consennmnens® -

Referenzsequenz aus
Hauptknoten des Geschehens an

Cluster: 20 I

P

- »= 5 Isolate im Cluster
GenoSalmSury Telko

¥

Relevante Human — ,Fenimal”
Cluster

¥

Uberprifung/ Bestatigung der
Relevanz des Clusters:
*  Epi-lage (Metadaten)
*  Bestimmung Hauptknotenisolat
*  Kommunikation Gber
Infektionsgeschehen an die
Beteiligten Behorden

\ 4

Festlegung des Kemmunikations- / Beobachtungsstatus

Inzktives Cluster | I Aktives Cluster I | JHistorisches® Cluster
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‘ Abgleich NRL-Sequenzdatenbank ‘

¥

| d.R. Riicksprache NRZ |
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| MolBio Match |
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Meldung

Meldung der Ergebnisse

MolBio Match am BfR ‘

g B ‘|

Information Einsender oder
Priifbericht
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Realtime Genomsequenzierung
- Verlauf der Realtime Phase
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Realtime Genomsequenzierung
- erste Ergebnisse und Erfolge

Grapetree Visualisierung annotiert

nach Einsender
S.Infantis

S.Choleraesuis nach Serovar

S.Enteritidis

nach Clusterzuordnung
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Realtime Genomsequenzierung
- Sektorubergreifende Cluster

Cluster Threshold: AD10 — AD3

(Nomenklatur: Dichter — Buchstabe)

Antiphon.alpha
Antiphon.beta

DatenbankgrofRe*: 1.999 Samples

-471 Orphans

- 1.528 Isolate in Clustern

Anzahl Cluster
AD10:

AD]'ODifferent Sender:

AI:)?’Different Sender:
Davon Cluster mit:

Michael Pietsch

240
99
65

2 Samples: 9
3 Samples: 9
4 Samples: 11
5Samples: 3
>5 Samples: 33
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Sender
@ RKI [492]
@ BR[308]
@ LGL [40]
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Realtime Genomsequenzierung
- Ubersicht Cluster — Matrix Composition

Aesop iathocles:Antidam roecius Jordanes

00““@0&09“900000“0&060«00

Alvpius Amanda:Caelius Ambrose Anapsvchia Anaxicrates  ndrotion:Heraclitu Angilbert Anicius Antagoras Antigonus Julius Lactantius ~ Libanius ~ Marinus

0930000000 C000000000000000

Antipater Antiphilus Antiphon Archelaus Archetimus alaephatus. ammachius

ﬂﬁﬁ”ﬁﬂ&ﬂﬂ“ﬂﬁ060000@“000“9

Archimelus Architimus Anaethus

ﬁﬁﬁﬁﬂ@ﬂﬂﬁﬁﬁi0000@900000@0

Avianus Baudovinia Benedict Braulio Calcidius Sophron Straton Sulpicius Symphosius Taius Theodore Theodorus

0““J¢0¢000¢¢¢0009300¢0¢¢0

Coelius Coattosus

Qﬁﬂﬂﬂﬁﬂﬂﬁﬁﬂﬂﬁb“OOOﬁﬁﬁ

Dionysius Diophanes Dracontius

000000000000

. fenimal == food + feed + animal

—> 240 Cluster insgesamt
- 60 % der Cluster bestehen aus nur einem Matrix Typ

‘ Michael Pietsch
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Ziele/Fazit

» Einsatz WGS ermadglicht Stammvergleich im Hochdurchsatzverfahren mit maximaler Auflésung

» Beschleunigung Clusterdetektion + Ausbruchsuntersuchung fiir Salmonella

= Enorme Entwicklung in der Sektor-tbergreifenden Surveillance in den letzten Jahren
= EinfUhrung der routinemafiigen NGS fuhrt zur vermehrten Clusterdetektion
" |ntensivierte Kommunikation zwischen NRL und NRZ sowie allen weiteren Akteuren

= Aber: Erhéhter Arbeitsaufwand durch NGS nicht zu vernachlassigen!
= Jeder Sequenzierlauf kann bestehende Cluster vergréfSern oder neue generieren
» Kommunikation und Priorisierung!

GenoSalmSurv
= Lizenzfreie Pipeline fiir die integrierte genombasierten Surveillance fir Salmonellen verfigbar und im Produktivmodus
» AQUAMIS, BakCharak, chewieSnake

= Datenaustausch (unter Einhaltung Datenschutzrelevanter Fragestellungen) zwischen Instituten realisiert und Sektor-
Ubergreifende Matches identifiziert
= Anndhernd automatisierte Cluster Generierung und Matching funktioniert
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Front Microbiol. 2021; 12: 626941, PMCID: PMCT7302525
Published online 2021 Feb 10. doi: 10.338%/fmicb. 2021.62694 1 PMID: 33643254

Toward an Integrated Genome-Based Surveillance of Salmonella
enterica in Germany

Laura Uelze," Natalie Becker,® Maria Borowiak,! Ulrich Busch,* Alexandra Dange_|,3 Carlus Deneke,! Jennie Fischer,”
Antje Flieger,* Sabrina Hepner,® Ingrid Huber,® Ulrich Methner,® Jérg Linde.® Michael Pietsch.* Sandra Simon,*
Andreas Sir1|;|,3 Simon H. Tausch, |stvan Szabo," and Burkhard f'u'1;aI|:|rr1‘_-,.[1"t

= BfR

* https://gitlab.com/bfr_bioinformatics/AQUAMIS

* https://gitlab.com/bfr_bioinformatics/bakcharak

* https://gitlab.com/bfr_bioinformatics/chewieSnake
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