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COVID-19-Pandemie fiihrte zu starkem Riickgang von
darmpathogenen Erregern — Ergebnisse der integrierten

molekularen Surveillance

Bericht aus dem Nationalen Referenzzentrum fiir Salmonellen

und andere bakterielle Enteritiserreger

Im Mirz 2020 wurden zur Bewiltigung der Corona-
virus Disease 2019-(COVID-19-)Pandemie durch
Bundesregierung und Bundeslinder umfangreiche
Infektionsschutzmafnahmen in Deutschland er-
griffen. Als zusitzlicher Effekt der Kontaktbeschrin-
kungen fiir die Bevolkerung wurde bereits friih-
zeitig ein abrupter Riickgang von Atemwegserkran-
kungen beobachtet, welcher hauptsichlich auf die
Einhaltung der AHA+L-Regeln (Abstand halten,
Hygiene beachten, Alltag mit Maske und Liiften)
zuriickgefithrt wurde." Ein derartiger Effekt konnte
im Verlauf des Jahres bei einer Vielzahl melde-
pflichtiger Erreger beobachtet werden. Abgebildet
wurde dieser Trend durch die erfassten Fallzahlen
im Meldesystem gemifl Infektionsschutzgesetz
(IfSG).? So lag bis zur 32. Kalenderwoche (KW)
2020 die Anzahl der gemeldeten Salmonellosen
45,4 % unter dem durchschnittlichen Wert des glei-
chen Zeitraums der Jahre 2015-2019. Die Anzahl
der Campylobacter-Enteritiden ging um 22,2%
zuriick, Infektionen mit enterohidmorrhagischen
Escherichia (E.) coli (EHEC) um 46,4 %, Shigellose
um 82,9 %, Listeriose um 21,8 % und Yersiniose um
7%.%* Mit Beginn der Infektionsschutzmafinahmen
ab der 1. KW bis zu den ersten umfangreicheren
Lockerungen der Restriktionen in der 19. KW 2020
und nochmals mit Beginn der zweiten Infektions-
welle (40.KW) verzeichneten auch das Nationale
Referenzzentrum fiir Salmonellen und andere bak-
terielle Enteritiserreger (NRZ Salm) und das Konsi-
liarlabor fiir Listerien (KL Listeria) einen in diesem
Umfang nicht erwarteten Riickgang an eingesand-
ten Proben. Zu Beginn des Jahres 2020 lagen die
Probeneingangszahlen am NRZ Salm im Mittel der
wurden ausbruchsbedingt sogar mehr Salmonellen-
Isolate fiir die Typisierung eingesandt. Ab Mirz
wurde fiir alle zu bearbeitenden Erreger ein mehr
oder weniger starker Riickgang an Einsendungen

registriert, der sich bis auf geringfiigige Verinde-
rungen auch Anfang 2021 noch nicht auf dem Ein-
sendeniveau der Vorjahre befand.

Eine Abfrage unter 20 Haupteinsendern an das NRZ
Salm/KL Listeria ergab, dass die Labore der Primir-
diagnostik zwar eine groffe Anzahl von Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus Typ 2-(SARS-
CoV-2-)Testungen bewiltigen mussten, jedoch in
ausreichendem Mafle Kapazititen zur Testung bak-
terieller Erreger (Stuhldiagnostik) zur Verfiigung
standen. Die Labore berichteten allerdings, eine ge-
ringere Anzahl von Anforderungen auf derartige
Untersuchungen erhalten zu haben. Der deutliche
Riickgang an Arztbesuchen hatte in diesem Zusam-
menhang zudem eine grofde Bedeutung.*

Dies implizierte, dass mit dem Lockdown nicht nur
die Verbreitung viraler Erreger durch die Reduktion
sozialer Kontakte verringert wurde.' Wahrscheinlich
war die Verarbeitung und Ausgabe von Lebensmit-
teln in so groffem Mafe eingeschrinkt durch die
Schliefung von Gemeinschaftseinrichtungen (wie
z.B. Kindertagesstitten, Schulen etc.) und Gastro-
nomiebetrieben, die geringeren Belegungszahlen in
Krankenhdusern und Kliniken sowie das Verbot von
Groflveranstaltungen und gréfleren Familienfeiern,
dass auch daraus resultierende Infektionen mit bak-
teriellen Enteritiserregern verringert wurden. Ne-
ben der Kiichenhygiene und der Lebensmittelverar-
beitung als solches kénnte zudem der Warenver-
kehr eine Rolle gespielt haben. So wurde analysiert,
dass das Verhalten der Konsumierenden in dieser
Zeit auf den Verzehr von Dauerlebensmitteln aus-
gerichtet war®® und regionale Lebensmittel bevor-
zugt wurden. Die Zubereitung von Speisen erfolgte
in gréflerem Mafle individuell oder Lieferangebote
wurden in Anspruch genommen.”® Auch die Aus-
weisung von Risikogebieten und die Einschrinkung
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Abb. 1| Anzahl der Einsendungen von Shigatoxin-produzierenden Escherichia coli (EHEC) an das NRZ Salm 2020 im Vergleich
zum Mittelwert der vorangegangen fiinf Jahre. * ausbruchsbedingt hohe Einsendezahlen
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Abb. 2 | Anzahl der Einsendungen von Salmonella enterica an das NRZ Salm 2020 im Vergleich zum Mittelwert der vorangegan-
genen fiinf Jahre. * ausbruchsbedingt hohe Einsendezahlen
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Abb. 3 | Anzahl der Einsendungen von Listeria monocytogenes an das KL Listeria 2020 im Vergleich zum Mittelwert der
vorangegangen fiinf Jahre. * ausbruchsbedingt hohe Einsendezahlen
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der Reisetitigkeit in das Ausland hatten im Jahr
2020 einen Einfluss auf die Infektionsraten. Sicht-
bar war dies vor allem bei den mehrheitlich reise-
assoziierten viralen Erkrankungen (Dengue- und
Chikungunya-Fieber, Riickgang um 86 % bzw. 78 %
gegentiiber 2019)° sowie den bakteriell verursachten
Infektionen (drastischer Riickgang der Meldezahlen
fuir Paratyphus, Typhus abdominalis und Shigellose
um jeweils 78 %, 77 % und 82 % gegeniiber 2019°).
Veranstaltungsverbote und Einschrinkungen der
Freizeitaktivititen wurden dagegen in der Anzahl
gemeldeter EHEC-Infektionen und Fillen von
himolytisch-urimischen Syndrom (HUS) abgebil-
det. Die Infektionsursache ist in solchen Fillen ne-
ben dem Konsum von Risikolebensmitteln wie
Rohmilch oder nicht durchgegarten Fleischproduk-
ten hiufig im direkten Tierkontakt zu suchen, wie
beim Besuch von Streichelzoos oder Bauernhéfen.™
Dies war bis zur zwischenzeitlichen Lockerung der
Restriktionen — wenn iiberhaupt — nur einge-
schrinkt méglich. Bis zur 53. KW 2020 wurden ins-
gesamt 58,4 % weniger EHEC-Enteritiden an das
Robert Koch-Institut (RKI) tibermittelt als 2019
(HUS: —54,9 %).°

In den nichsten Abschnitten soll anhand von ausge-
wihlten lebensmittelbedingten darmpathogenen In-
fektionserregern auf die Bedeutung der molekularen
Analyse mittels Genomsequenzierung (WGS) im
Sinne einer integrierten molekularen Surveillance
(IMS) eingegangen werden. Sie ist besonders fiir die
Darstellung der Erregervielfalt, ihrer Haufigkeitsver-
teilung und der Detektion von Ausbriichen relevant.

Molekulare Surveillance darmpathogener
bakterieller Enteritiserreger

Auch wenn die Isolat-Einsendungen an das NRZ
Salm im Jahr 2020 ganz unter dem Zeichen der
Pandemie deutlich geringere Zahlen als in den Vor-
jahren aufwiesen, konnte die Weiterfithrung und der
Ausbau der IMS weiter umgesetzt werden. Seit Sep-
tember 2017 hat sie im §13 IfSG eine rechtliche
Grundlage gefunden und soll bei der Aufklirung
von lebensmittelbedingten Ausbriichen durch bak-
terielle Enteritiserreger eine Schliisselfunktion ein-
nehmen. Im Mittelpunkt steht hierbei die WGS,
deren Leistungsfihigkeit bereits an vielen Beispielen
gezeigt werden konnte.”" Die gewonnenen Daten

sind in hohem Maf$ standardisierbar und vergleich-
bar, was einen nationalen und internationalen Da-
tenabgleich vereinfacht.” Das NRZ Salm und das KL
Listeria koordinieren bzw. beteiligen sich in mehre-
ren durch das Bundesministerium fiir Gesundheit
aktiv an der Fortentwicklung dieses molekular-
epidemiologischen Tools. Die Sequenzanalyse dient
sowohl der frithzeitigen Erkennung von Verinde-
rungen in der Erregerpopulation als auch der Ent-
deckung von Krankheitsclustern. Salmonella (S.)
enterica, EHEC und Listeria (L.) monocytogenes
stehen als Krankheitserreger dabei im Vordergrund
(s. nachfolgende Ausfiihrungen). WGS-basierte
Methoden zur Analyse der Epidemiologie von Shi-
gella, Campylobacter (s. nachfolgende Ausfithrun-
gen) und Yersinia befinden sich in der Entwicklung.

Salmonella enterica

Priorisierte Serovare fiir die WGS-basierte Surveil-
lance am NRZ Salm sind S. Enteritidis sowie
S. Typhi. Bei letzterem standen insbesondere die
mit Pakistan-Aufenthalt assoziierten extensiv anti-
biotikaresistenten Stimme im Fokus." Anlassbezo-
gen werden auch Ausbruchsgeschehen mit anderen
Serovaren untersucht, wobei die Sequenzierung
i.d.R. wihrend des laufenden Geschehens durchge-
fithrt wird. Die Auswertung der Genomdaten erfolgt
mittels core genome multi locus sequence typing
ware, wobei die 3.002 Genloci des international eta-
blierten EnteroBase-Schemas zum Sequenzver-
gleich herangezogen werden. Zur Ermittlung und
Bestitigung von Infektionsquellen findet ein regel-
mifiger Austausch von Isolaten und Sequenzdaten
mit dem Nationalen Referenzlabor (NRL) Salmonel-
la am Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) so-
wie mit den Landesstellen des Offentlichen Gesund-
heitsdiensts (OGD) statt, bei denen WGS bereits
etabliert ist. 2020 lieflen sich 264 von 510 analysier-
ten S. Enteritidis-Genomen 17 NGS-Clustern zuord-
nen (Clusterdefinition: mindestens fiinf Isolate mit
maximal fiinf Alleldifferenzen (AD) zum nichsten
Nachbarn). Sechs Cluster wiesen 2020 mehr als
20 Isolate auf. Das grofite Cluster umfasste 44 Iso-
late acht verschiedener Komplextypen mit maxima-
ler paarweiser Distanz von 13 AD. Fiir zwei multina-
tionale S. Enteritidis-Ausbriiche wurden sehr eng
verwandte deutsche Isolate identifiziert und an das


https://www.bfr.bund.de/de/integrierte_genomische_surveillance_von_zoonoseerregern__igs_zoo_-241853.html
https://www.rki.de/DE/Content/Institut/OrgEinheiten/Abt1/FG11/Projekt_GenoSalmSurv.html
https://www.cgmlst.org/ncs
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Europiische Zentrum fiir die Privention und die
Kontrolle von Krankheiten (ECDC) ibermittelt. Als
zunehmend problematisch erweist sich mit steigen-
der Anzahl sequenzierter Genome dieses klonalen
Serovars das Verschmelzen von Clustern zu grof3en
Pseudoclustern, die Entstehung von Clustern mit
mehreren Komplextypen sowie die Beurteilung
~grenzwertiger* Matches. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit WGS-Daten mit epidemiologischen
Informationen zu untermauern, um distinkte Aus-
bruchsgeschehen zu identifizieren (WGS-Cluster
sind nicht automatisch Ausbriichen gleichzu-
setzen!). Das NRZ Salm und das fiir gastrointesti-
nale Infektionen zustindige Fachgebiet 35 der Ab-
teilung fiir Infektionsepidemiologie am RKI stehen
in engem Austausch, um unter Beriicksichtigung
epidemiologischer Erkenntnisse bessere Kriterien
zur Abgrenzung von relevanten NGS-Clustern zu
entwickeln und die Kommunikation mit dem OGD
und den weiteren Beteiligten an Ausbruchsunter-
suchungen effizient zu gestalten.

Escherichia coli

Die Analyse dieses Erregers ist fokussiert auf die
mit dem HUS assoziierten Shigatoxin-produzieren-
den E. coli (EHEC/STEC) der Serovare O157:H7,
026:Hu, 0103:H2, Ou1:H8 und O145:H28 sowie auf
Isolate mit Hinweis auf schwerwiegende Sympto-
matik (blutige Diarrho, atypisches oder partielles
HUS). Das fiir die bioinformatische Auswertung
verwendete EnteroBase cgMLST vi-Schema umfasst
2.513 Genomloci. Ein epidemiologischer Zusam-
menhang wird hierbei als wahrscheinlich erachtet,
wenn zehn oder weniger AD zwischen zwei Isolaten
vorliegen. Fiir Isolate aus detektierten Clustern er-
folgt zusitzlich ein single nucleotide polymor-
phism-(SNP-)basiertes Mapping an Referenzgeno-
men und ein Mapping an Referenzsequenzen fiir
die Analyse der Virulenzfaktoren und der O- und
H-Antigencluster.”? Diese systematische Analyse der
EHEC-Erreger mit erh6htem Risikopotenzial ist
derzeit noch einmalig in Deutschland.

Im Jahr 2020 konnten 774 EHEC-Reinkulturen
(58 % aller Meldefille®) weiterfithrend typisiert wer-
den. Im Frithjahr wurde in Nordwestdeutschland
ein grofleres Geschehen detektiert: STEC 0153
(OgN3):Hz2j5 (stxza positiv; 9 Isolate am NRZ). Von
einem Ausbruch mit EHEC-Gastroenteritis, der

Ende November und Anfang Dezember zeitgleich
mehrere Kindereinrichtungen in Nordwestmeck-
lenburg betraf, erhielt das NRZ Salm 19 Isolate, bei
denen der Serovar O26:Hu (stx2a positiv) mit ein-
heitlichem cgMLST-Profil nachgewiesen wurde.
Dieses cgMLST-Profil fand sich ausschlieRlich bei
Fillen, die auch nach epidemiologischen Kriterien
zu diesem Ausbruch gehorten. Im Fall einer im
Spitsommer (Ende Juli bis Anfang Oktober 2020)
registrierten Hiufung von insgesamt 50 HUS-
Fillen vor allem in Stiddeutschland (Bayern, Baden-
Wiirttemberg) konnte in enger Kooperation mit
dem KL HUS der Universitit Miinster ein Ausbruch
ausgeschlossen werden. Von 22 Infizierten waren
Isolate zur Sequenzierung verfiigbar. Es fanden sich
12 verschiedene Serovare, wobei nur die Serovare
O157:H7y, 026:Hu und O145:H28 bei mehreren
Patientinnen und Patienten nachweisbar waren,
ohne eine cgMLST-Uberstimmung aufzuweisen.
Dariiber hinaus zeigten sich in der molekularen
Surveillance insgesamt 27 kleinere Cluster (2—5 Iso-
late), wobei es sich hiufig um familidre Erkran-
kungsgeschehen handelte. Bei keinem der unter-
suchten Hiufungen gab es Hinweise auf bestimmte
Lebensmittel als Infektionsquelle. Fiir die Ermitt-
lung solcher Quellen erfolgt seit 2019 ein aktiver
Austausch von Referenz-Sequenzdaten mit dem
NRL fiir E. coli am BfR.

Listeria monocytogenes

Zur Identifikation von Listeriose-Erkrankungsclus-
tern werden WGS und das ¢gMLST genutzt. Das
verwendete cgMLST-Schema nutzt 1.701 Genomloci
fuir die Verwandtschaftsanalyse,™ unterscheidet bis-
lang >14.000 Clustertypen und erreicht damit eine
weitaus hohere Auflosung als die klassische Puls-
feldgelelektrophorese (PFGE).™

Ein epidemiologischer Zusammenhang wird zwi-
schen Isolaten mit AD <7 angenommen. Es erfolgt
eine Clusterermittlung (Nomenklatur-Benennung:
Alphai, Omegai, Alpha2, usw.) und ausgewihlte
Cluster werden durch ein SNP-Cualling bestitigt."
Das KL Listeria erhielt im Jahr 2020 insgesamt
441 Einsendungen von klinischen L. monocytogenes-
Isolaten aus Deutschland und deckte damit etwa
80 % der 575 registrierten Meldefille ab. Mit Hilfe
einer Multiplex-PCR wurden Speziesidentitit und
molekulare Serogruppen fiir alle eingesandten
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Isolate ermittelt und die Genome der bestitigten
L. monocytogenes-Isolate sequenziert. Aktuell ist die-
se hohe Probenabdeckung von Erregerisolaten mit
WGS-basierten Typisierverfahren bei L. monocyto-
genes beispielgebend bei den gastrointestinalen bak-
teriellen Erregern in Deutschland. Insgesamt 259
der Isolate (58,7 %) lieflen sich 82 Erkrankungsclus-
tern zuordnen, die verbleibenden Isolate (41,3 %)
stellen nach derzeitigem Untersuchungsstand spo-
radische Erkrankungsfille dar. Die Erkrankungs-
cluster mit den meisten Fillen im Jahr 2020 sind
Ny9 (IIa, ST394, CT13516+14488; 55 Isolate), Omi-
kronu (IIa, ST155, CTu238; 16 Isolate), sowie Tau8 und
Pi4 (je 12 Isolate). Durch Abgleich von Referenz-
sequenzen mit dem NRL fiir L. monocytogenes am
BfR konnten fiir 26 der im Jahr 2020 aktiven Cluster
passende Lebensmittelisolate identifiziert werden.”

Shigella

Durch die Auswirkungen der COVID-19-Pandemie
war ein Riickgang der Shigellose-Meldezahlen um
82,1% von 764 im Jahr 2019 auf'137 im Jahr 2020
zu verzeichnen.” Am NRZ Salm wurden 31 Isolate
in die molekulare Surveillance einbezogen, welche
auf Basis einer Multiplex-PCR hinsichtlich Spezies-
identifikation getestet wurden. Es konnten zwei
Shigella (S.) flexneri-Isolate einem neuen Cluster
(SHF_2020_NGS_1) zugeordnet und jeweils ein
Isolat in zwei bereits bekannte Cluster eingefiigt
werden (SHF_2019_NGS_1, SHF_2019_NGS_6).
Von den S. sonnei-Isolaten wurden vier neuen Clus-
tern zugeordnet (SHO_2020_NGS_1, SHO_2020
NGS_2) und u weitere Isolate drei bereits bekann-
ten Clustern (SHO_2018_NGS_1, SHO_2018_
NGS_4, SHO_2019_NGS_1). Cluster SHO_2018_
NGS_1 ist seit 2018 in Deutschland erfasst und

mittlerweile das grofite Cluster mit zwei Unterclus-
tern 1A und 1B. Es enthilt inzwischen 41 Isolate, die
durch Vergleichsanalysen mit Sequenzen aus dem
Vereinigten Kénigreich mit hoher Wahrscheinlich-
keit einer dort bei Minnern, die Sex mit Minnern
haben (MSM), dominierenden assoziierten klona-
len Linie angehéren. Weiterhin sind ca. 6o % aller
Shigella-Isolate 3- oder 4-MRGN (MRGN — multi-
resistente gramnegative Erreger). Besonders bemer-
kenswert ist der ansteigende Anteil Azithromycin-
resistenter Isolate, der im Probenanteil des NRZ
Salm bereits bei 43 % lag, zuziiglich einer Fluor-
chinolon-Resistenz in 4/5 der Fille."®

Campylobacter

Im Jahr 2020 wurde eine IMS fiir Campylobacter
aufgebaut mit dem Ziel der systematischen Unter-
suchung auf Genomebene. Die an das NRZ Salm
eingesandten Isolate decken den mittleren Teil
Deutschlands mit Nordrhein-Westfalen (NRW),
Niedersachsen, Thiiringen, Berlin und Branden-
burg sehr gut ab. Hierbei ist als Bundesland beson-
ders NRW mit 21% der Campylobacter-Enteritis-
Meldefillen gut reprisentiert. Weitere Bundeslin-
der sollen in der nichsten Phase aktiv eingebunden
werden. 2020 gehorten 84 % der eingesandten Iso-
late der Spezies Campylobacter (C.) jejuni an, 15%
C. coli, 0,5% C. fetus, 0,3% C. hyointestinalis und
0,1% C. upsaliensis. go1 Isolate wurden mittels einer
C. jejuni-/C. coli-spezifischen cgMLST (Ridom
SeqSphere+ Schema mit 637 Loci) und einer
Cluster-Obergrenze von 4 AD analysiert. Insbeson-
dere fur C. jejuni konnten so vier gréflere phylo-
genetische Cluster identifiziert werden, die aktuell
18, 22, 27 und 71 Isolate pro Cluster aufweisen. Zu
allen diesen Clustern finden sich passende Isolate
aus Nachbarlindern (insbesondere Dinemark und
Luxemburg), so dass diese offenbar grenziiber-
schreitend auftreten.

Zusammenfassung

Zusammenfassend wurde im Jahr 2020 seit dem
Beginn der COVID-19-Pandemie und den damit
verbundenen Infektionsschutzmafinahmen ein in
diesem Maf nicht erwarteter Riickgang an bakte-
riellen Enteritiden registriert, die besonders mit
dem Konsum kontaminierter Lebensmittel oder
einer Mensch-zu-Mensch-Ubertragung assoziiert
sind.? In vielen Publikationen werden einige hin-
linglich bekannte Infektionsrisiken benannt, z. B.
ungeniigende Kiichenhygiene, Verzehr von Risiko-
lebensmitteln, Reisetitigkeit und Tierkontakt.”"
Durch den Riickgang von Arztbesuchen in der Pan-
demie ist eine Untererfassung von Fillen bzw. eine
entsprechende Dunkelziffer ebenfalls nicht auszu-
schliefen.* Eine Riickstellung oder Priorisierung
von labordiagnostischen Analysen wegen Untersu-
chungsanforderungen auf SARS-CoV-2 konnte als
Grund fiir den Riickgang an Einsendungen durch
selektive Befragung von Einsendenden an das NRZ
Salm weitestgehend ausgeschlossen werden.
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Auch wenn eine geringere Zahl an Erkrankungs-
fillen bzw. Einsendungen zu verzeichnen war,
konnte am NRZ Salm die IMS der in dieser Arbeit
vorgestellten Erreger erfolgreich fortgefiihrt und
ausgebaut werden. Trotz dhnlicher Bearbeitungsan-
sitze (z.B. Analyse mittels spezifischer cgMLST-
Schemata) kann es fiir die genombasierte Analyse
der verschiedenen Erreger kein universelles Vorge-
hen geben. So miissen sich aufgrund der unter-
schiedlichen Erregereigenschaften zum Beispiel die
spezifischen Clusterdefinitionen und Ausschluss-
kriterien unterscheiden.

Fiur die Anwendung der IMS zur prospektiven De-
tektion von Erkrankungshiufungen ist die Gewin-
nung von Isolaten aus Primarproben entscheidend.
Diese sollten zeitnah zur Weiterverarbeitung (Ge-
nomsequenzierung) an Speziallabore wie das NRZ
Salm weitergeleitet werden. Wir bedanken uns an
dieser Stelle bei allen aktiven Einsendenden der Pri-
mairdiagnostik fiir die kontinuierliche Unterstiit-
zung dieser Arbeit. Gleichzeitig méchten wir weitere
Interessierte ermuntern, eine flichendeckende mo-
lekulare Surveillance durch ihre Beteiligung zu er-
moglichen und bitten um Kontaktaufnahme (s.u.).
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