Leitthema

Bundesgesundheitsbl 2023 - 66:84-91
https://doi.org/10.1007/500103-022-03628-6
Eingegangen: 21. Juli 2022

Angenommen: 14. November 2022

Online publiziert: 16. Dezember 2022

© Der/die Autor(en) 2022

)

Check for
Updates.

Einleitung

Die Typisierung bakterieller Infekti-
onserreger mittels Genomsequenzie-
rung (Whole Genome Sequencing, WGS)
stellt eine neue, wichtige Entscheidungs-
grundlage zur Uberwachung und zur
Ausbruchsaufklirung dar. Sie tragt dazu
bei, die Entstehung und Ausbreitung
dieser Erreger besser zu verstehen und
im Gegenzug die Ausbreitung von In-
fektionen durch spezifische Kontroll-
und Interventionsmaflinahmen mog-
lichst schnell einzuddimmen. Wiéhrend
einige Lander und Institutionen bereits
mit der Implementierung der WGS von
Zoonoseerregern begonnen haben, z.B.
PulseNet der Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) in den USA [1]
und PulseNet International des Euro-
pean Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC; [2]) sowie Public Health
England im Vereinigten Konigreich ([3];
heute UK Health Security Agency and
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Bestandsaufnahme der
verfligbaren und aktuell
eingesetzten Typisierungs-
methoden von zoonotischen
Erregern am Beispiel von Shiga
Toxin-bildenden bzw.
enterohamorrhagischen
Escherichia coli (STEC/EHEC)

Office for Health Improvement and Dis-
parities), fehlte in Deutschland bisher
eine vergleichbare systematische und
koordinierte nationale Initiative.
Deswegen wird im Rahmen der
vom Bundesministerium fiir Gesund-
heit (BMG) finanzierten Projekte zur
»Integrierten genombasierten Surveil-
lance von zoonotischen Erregern und
Erregern mit speziellen Antibiotikaresis-
tenzen” die gemeinsame Einrichtung von
Standardprotokollen und die Umsetzung
einer ressortiibergreifenden Surveillance
(Mensch, Tier, Lebensmittel) von zoo-
notischen Infektionserregern mittels
Genomanalyse in 3 Projekten gefordert:
1. Integrierte genombasierte Surveil-
lance von Salmonellen (GenoSalm-
Surv),
2. Integrierte Genomische Surveillance
von Zoonoseerregern (IGS-Zoo) und
3. Genombasierte Surveillance tiber-
tragbarer Colistin- und Carbape-
nemresistenzen Gram-negativer
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Infektionserreger (GUCCI).

Im Rahmen des Projekts IGS-Zoo soll ein
Konzept zur genomischen Surveillance
von Zoonoseerregern in Deutschland am
Beispiel der Shiga Toxin(Stx)-bildenden
bzw. enterohdmorrhagischen Escherichia
coli (STEC/EHEC) entwickelt, praktisch
erprobtundevaluiert werden. Diese Erre-
ger wurden ausgewdhlt, da sie als Verur-
sacher von Ausbriichen mit hohen Mor-
biditits- und Mortalitdtsraten (wie z.B.
der durch den EHEC-Stamm O104:H4
verursachte Ausbruch von hamolytisch-
urdmischem Syndrom (HUS) im Jahr
2011; [4]) sowie der hohen Virulenz und
Persistenz besonders relevant sind [5].
Zur Ermittlung der Ausgangslage
wurden im ersten Schritt per Online-
umfrage die aktuell verfiigbaren Typisie-
rungsmethoden in den Laboratorien im
Bereich der staatlichen Untersuchungs-
dmter im Veterindrwesen, der Lebens-
mitteliitberwachung (Lebensmittelunter-
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Anzahl Laboratorien

Humanmedizin
Lebensmittelsicherheit

Veterind rmedizin / Tiergesundheit
Futtermittelsicherheit
Trinkwasser / Wasser

Umwelt

Weitere

Uberwachungs- und
Monitoringprogramme

Amtliche Kontrollen

Klinische Diagnostik

aus epidemiologischen Fragestellungen
oder zur Aufklarung von Ausbriichen

Betriebshygiene / Eigenkontrollen
Forschungsprojekte

Weitere

E. coli

Salmonella sp.
Listeria sp.
Campylobacter sp.
Staphylococcus sp.
Shigella sp.
Noroviren

Bacillus sp.
Klebsiella sp.
Brucella sp.
Paenibacillus larvae
Pasteurellaceae
Clostridium sp.
Yersinia sp.
Enterobactersp.
Legionella sp.
Pseudomonas sp.
Vibrio sp.

Coxiella burnetii
Rotavirus

HIV

TBC-Emreger
Enteritis-Erreger

c Hepatitis-Erreger
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1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Abb. 1 A Allgemeine Informationen zum Aufgabengebiet der teilnehmenden Laboratorien. a Aufgabengebiet/Sektoren, in
denen die teilnehmenden Laboratorien (n=26) tatig sind. ,Weitere” beinhaltet Arzneimittel, Kosmetika, Bedarfsgegenstan-
de, Geologie, Boden, Luft, Infektionsepidemiologie, Hygiene, Pflanzenschutzdienst, Fischereiaufsicht und Tierarzneimittel-

Uiberwachung.b Anlass zur Generierung von Typisierungsdateien in den teilnehmenden Laboratorien (n =26). c Die jeweils 5
haufigsten Erreger, die in den teilnehmenden Laboratorien (n=23) bearbeitet werden. Mehrfachnennungen waren bei allen

Fragen (a—c) moglich. Eigene Abbildung

suchungsamt, LUA) und des Offentlichen
Gesundheitsdienstes (OGD) der Lin-
der erfragt und in welchem Kontext sie
tatsachlich angewandt werden. Um syn-
ergistische Effekte der involvierten Pro-
jektverbiinde im Forderstrang ,,Zoonoti-
sche Infektionskrankheiten und Erreger
mit speziellen Resistenzen® zu nutzen,
erfolgte die Umfrage in Kooperation mit
den Forschungsverbiinden GenoSalm-
Surv und GUCCI koordiniert durch das
Robert Koch-Institut (RKI). Schwer-
punkte der Umfrage waren die Geno-
und Phénotypie sowie die WGS-basierte
Typisierung. Von besonderer Bedeutung
ist es, die Faktoren einer sachgerechten
Erregertypisierung zu evaluieren und
anschliefend harmonisierte Verfahren
sowie Schulungskonzepte zielgerichtet
fir die Adressaten dieser Umfrage zu
entwickeln. Auflerdem sollen so An-
satzpunkte fiir eine bessere Verbreitung

und Nutzung sowie die Verringerung
moglicher Hindernisse der genomischen
Surveillance identifiziert werden.

Methoden

Aufbau und Zielgruppe der
Onlineumfrage

Zusammen mit den beiden anderen For-
schungskonsortien GenoSalmSurv und
GUCCIwurden 71 Fragen entworfenund
auf 5 Themenfelder verteilt: allgemeine
Informationen zur Institution [I], allge-
meine und spezielle Fragen zur Phino-
und Genotypie von Salmonella (Geno-
SalmSury, [I1,]), allgemeine und spezi-
elle Fragen zur Phéno- und Genotypie
von STEC/EHEC (IGS-Zoo; [I1,]), Fra-
gen zur Ausstattung und Nutzung von
WGS [I11], Fragen zur bioinformatischen
Auswertung [IV] sowie Fragenzu (mogli-
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chem) Schulungsbedarf [V]. Die Umfra-
ge bestand zum Grofiteil aus Auswahlfra-
gen mit vorgegebenen Antwortmdoglich-
keiten und einem Freitextfeld fiir sons-
tige Antworten. Angaben zum Institut
und zu bearbeiteten Erregern wurden als
Pflichtfragen definiert, um eine projekt-
spezifische Zuordnung zu den jeweili-
gen Projektverbiinden zu gewidhrleisten.
Auflerdem wurde eine Survey Logic ein-
gebaut, sodass einige Zusatzfragen ba-
sierend auf den Antworten vorheriger
Fragen freigeschaltet wurden. Der Fra-
gebogen wurde mit Hilfe der Umfrage-
software Voxco programmiert und der
Zielgruppe online zur Verfiigung gestellt.
Zur Teilnahme eingeladen wurden ins-
gesamt 16 Landesinstitutionen des OGD,
40 staatliche Untersuchungsdmter im Ve-
terindrwesen und der Lebensmitteliiber-
wachung sowie 6 Institutionen des Bun-
des. Fiur die Auswertung der Umfrage
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A. Flieger

Escherichia coli (STEC/EHEC)

Zusammenfassung

Einleitung. Fiir eine Verbesserung der
Patientenversorgung und die Erhdhung der
Lebensmittelsicherheitim Sinne von One
Health wurden im Rahmen des Projekts
JIntegrierte Genomische Surveillance von
Zoonoseerregern (IGS-Zoo)” Konzepte

fiir eine sektoriibergreifende genomische
Surveillance von Shiga Toxin(Stx)-bildenden
bzw. enterohamorrhagischen Escherichia coli
(STEC/EHEC) in Deutschland entwickelt.
Methoden. Mittels Onlineumfrage erfolgte
zundchst eine Bestandsaufnahme der aktuell
in den Laboratorien im Bereich der staatlichen
Untersuchungsdmter im Veterindrwesen,
der Lebensmitteliiberwachung und des
Offentlichen Gesundheitsdienstes der Lander
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verfiigbaren und der tatsachlich angewandten
Typisierungsmethoden fiir diese Erreger.
Ergebnisse. Von 33 Teilnehmenden konnten
26 Fragebdgen hinsichtlich STEC/EHEC
ausgewertet werden. Pro Jahr werden in den
Laboratorien zwischen 10 und 3500 Proben
bearbeitet, daraus werden zwischen 3 und
1000 Erregerisolate gewonnen. Die aktuell am
haufigsten verwendete Typisierungsmethode
ist dabei die Bestimmung der Stx- und Intimin-
kodierenden Gene mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR). Genomsequenzierung
(Whole Genome Sequencing, WGS) ist in 8
staatlichen Laboratorien der Lander etabliert
und zusatzlich in 9 Einrichtungen geplant. Als
haufigstes Hindernis fiir eine weiterfiihrende
STEC/EHEC-Typisierung wurde angefiihrt, dass

A.Richter - M. Pietsch - D. Harmsen - K. Juraschek - C. Lang - A. Mellmann - B. Middendorf-Bauchart - M. Pulz - S. Roth - E. Schuh - A. Fruth -

Bestandsaufnahme der verfiigbaren und aktuell eingesetzten Typisierungsmethoden von
zoonotischen Erregern am Beispiel von Shiga Toxin-bildenden bzw. enterohamorrhagischen

auch bei eindeutigem Nachweis des stx-Gens
mittels PCR eine Isolierung aus Probenmaterial
oftmals nicht erfolgreich ist.

Diskussion. Die Ergebnisse der Befragung
sollen dazu beitragen, die im Projekt
entwickelten Analyseverfahren bei der
Zielgruppe zu integrieren, und zudem
aufzeigen, wo Schwerpunkte bei der bedarfs-
gerechten Entwicklung von entsprechenden
Schulungskonzepten gesetzt werden sollen.

Schliisselworter

Genomische Surveillance - 1GS-Zoo -
Molekulare Typisierung - Public Health -
Genomsequenzierung (Whole Genome
Sequencing, WGS)

Abstract

Introduction. In order to improve patient
care and to increase food safety within

the framework of One Health, the project
“Integrated Genomic Surveillance of Zoonotic
Agents (IGS-Z0o)" aims to develop concepts
for a genomic surveillance of Shiga toxin(Stx)-
producing and enterohemorrhagic Escherichia
coli (STEC/EHEC) in Germany.

Methods. An online survey was conducted
to assess the currently available and applied
STEC/EHEC typing methods in the federal
laboratories of veterinary regulation, food
control, and public health service.

Results. Twenty-six questionnaires from

33 participants were evaluated with regard
to STEC/EHEC. The number of STEC/EHEC-
suspected samples that the laboratories
process per year ranges between 10 and
3500, and out of these they obtain between
3 and 1000 pathogenic isolates. Currently
the most frequently used typing method is
the determination of Stx- and intimin-coding
genes using polymerase chain reaction (PCR).
Whole genome sequencing (WGS) is currently
used by eight federal state laboratories, and
nine are planning to implement it in the
future. The most common obstacle for further

Assessment of available and currently applied typing methods of zoonotic pathogens using the
example of Shiga toxin-producing and enterohemorrhagic Escherichia coli (STEC/EHEC)

typing of STEC/EHEC is that isolation from
sample material is often unsuccessful despite
apparent PCR detection of the stx genes.
Discussion. The results of the survey should
facilitate the integration of the analysis
methods developed in the project and
emphasize the target groups’ individual needs
for corresponding training concepts.

Keywords

Genomic surveillance - IGS-Zoo - Molecular
typing - Public health - Whole genome
sequencing

wurden die Antworten entsprechend fiir
die Weiterverwendung in den verschie-
denen Konsortien separiert.

Dieser Bericht enthilt die projekt-
spezifische Auswertung fiir IGS-Zoo.
Die Auswertung zum Erregerkomplex
Salmonella sowie die speziellen Tei-
le zur bioinformatischen Auswertung
und zum Schulungsbedarf werden in
der Publikation ,,Bestandsaufnahme der
verfiigbaren und aktuell eingesetzten
Typisierungsmethoden  einschlieSlich

genombasierter Verfahren von Zoono-
seerregern am Beispiel von Salmonella
enterica“ dargestellt (siehe auch Beitrag
von Pietsch et al. in diesem Heft).
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Ergebnisse

Teilnehmende Laboratorien
und Anlass zur Generierung von
Typisierungsdaten

An der gemeinsamen Umfrage der 3 For-
schungsverbiinde nahmen insgesamt
24 staatliche Laboratorien der Lander,
8 staatliche Laboratorien des Bundes
und eine klinische Einrichtung teil. Fiir
das Projekt IGS-Zoo relevant waren


https://doi.org/10.1007/s00103-022-03628-6

4.000 -+

3.500 -

3.000 -

2.500 -

2.000 -

1.500 -

Anzahl Proben bzw. Isolate

1.000 -

500 -

Humanmedizin x x
Lebensmittelsicherheit x X x
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Abb. 2 A Anzahl der STEC/EHEC-verdachtigen Proben, die in den teilnehmenden Laboratorien (n =23) pro Jahr bearbeitet
werden (blau), und daraus gewonnene Isolate (rot). Zahlen auf der x-Achse entsprechen einem teilnehmenden Laboratorium.
Die Tabelle zeigt die Arbeitsbereiche/Sektoren, in denen die jeweiligen Laboratorien tatig sind. Eigene Abbildung

davon 26 Fragebogen (22 Landesinsti-
tutionen, 4 Bundesinstitute), von denen
5 FragebOgen nur teilweise ausgefiillt
waren. Eine Aufteilung der Laboratorien
auf die Sektoren Humanmedizin, Le-
bensmittelsicherheit, Veterindrmedizin/
Tiergesundheit, Futtermittelsicherheit,
Trinkwasser/Wasser und Umwelt ist in
B Abb. 1a dargestellt. Mehrfachnennun-
gen waren moglich. Als weitere Sek-
toren, in denen die Laboratorien titig
sind, wurden Arzneimittel, Kosmetika,
Bedarfsgegenstinde, Geologie, Boden,
Luft, Infektionsepidemiologie, Hygiene,
Pflanzenschutzdienst, Fischereiaufsicht
und Tierarzneimitteliiberwachung an-
gegeben.

Von den teilnehmenden Laboratorien
gaben 19% (5/26) an, eine Referenz-
funktion zu besitzen, davon ist eines ein
Referenzlabor nach Verordnung (EG)
Nr. 882/2004 bzw. 2017/625, 2 wurden
vom BMG als Nationales Referenzzen-

trum berufen, 2 als Konsiliarlabore und
eines fungiert als Referenzlabor nach
Tiergesundheitsgesetz. 88 % (23/26) der
Laboratorien besitzen eine Akkreditie-
rung, davon sind 70% (16/23) nach
DIN EN ISO/IEC 17025 und 4 % (1/23)
nach DIN EN ISO 15189 akkreditiert
sowie weitere 26 % (6/23) nach beiden
Normen.

Die hiufigsten Anldsse, fir die in
den Laboratorien Typisierungsdaten ge-
neriert werden, sind epidemiologische
Fragestellungen, Ausbruchsaufklirun-
gen, Uberwachungs- und Monitoring-
programme, amtliche Kontrollen oder
klinische Diagnostik, gefolgt von For-
schungsprojekten und Betriebshygie-
ne/Eigenkontrollen. Weitere Verwen-
dungszwecke sind Erreger-Surveillance
und veterindrmedizinische Diagnostik
(8 Abb. 1b).

Auf die Frage nach den 5 hiufigsten
Erregern, die in den Laboratorien bear-
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beitet werden, gaben 81 % (21/26) Esche-
richia coli, 69 % (18/26) Salmonella speci-
es (sp.), 42 % (11/26) Listeria sp. und 38 %
(10/26) Campylobacter sp. an. B Abb. 1c
listet diese und weitere Erreger und zeigt
die Anzahl der Laboratorien, in denen sie
als haufigste Erreger genannt wurden.

Anzahl der bearbeiteten Proben
und Isolatgewinnung

Die Laboratorien wurden gefragt, wie vie-
le STEC/EHEC-verdéchtige Proben sie
pro Jahr bearbeiten und wie viele Isola-
te daraus gewonnen werden (8 Abb. 2).
Die Anzahl der STEC/EHEC-verdichti-
gen Proben, die in den Laboratorien pro
Jahr bearbeitet werden, liegt zwischen 10
und 3500. Dabei bearbeiten pro Jahr 31 %
(8/26) der Laboratorien unter 100 Pro-
ben, 34,6 % (9/26) zwischen 101 und 1000
Proben und 23 % (6/26) iiber 1000 Pro-
ben. 12% (3/26) der Laboratorien mach-
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Anzahl Laboratorien
Bestimmung
O-Antigene intern

Bestimmung 4

H-Antigene intern

Bestimmung
0O-Antigene extern

Bestimmung
H-Antigene extem

keine Serotypisierung 3

Anzahl Laboratorien

Vitek® 4
BD Phoenix® il
MicroScan Walk- 1
Away®
Merlin Micronaut® 2

TREK Sensititre® |Q

Inhouseverfahren 1

10
Bestimmung eaeA-Gen
Bestimmung ehxA-Gen
6 Bestimmung aaiC-Gen
6 Bestimmung aggR-Gen

Bestimmung ipaH-Gen

Bestimmung des Serovars

Speziesbestimmung

Differenzierung zwischen stx1- und stx2-Genen
Subtypisierung von stx1- und stx2-Genen
Sonstige PCR

Pulsed-field gel elctrophoresis (PFGE)
Multi-locus Sequencing Typing (MLST)

RFLP / AFLP

SNP-Analyse

Resistenzgenbestimmung

Bestimmung stx-Gene

CEMLST

WEMLST

Anzahl Laboratorien

Abb. 3 A Inden Laboratorien angewandte Methoden zur Typisierung von STEC/EHEC. a In den teilnehmenden Laboratorien
(n=15) intern durchgefiihrte oder extern veranlasste Serotypisierung. b Methoden zur Bestimmung der antimikrobiellen

Empfindlichkeit, diein denteilnehmenden Laboratorien (n =8) durchgefiihrt werden.cMethoden zur Genotypisierung, diein
den teilnehmenden Laboratorien (n = 25) durchgefiihrt werden. Mehrfachnennungen waren bei allen Fragen (a—c) moglich.

Eigene Abbildung

ten hierzukeine Angaben. Die Anzahl der
Isolate, die aus den verdichtigen Proben
gewonnen werden, ist dabei in allen Sek-
toren sehr gering; 50 % der Laboratorien
gewinnen Isolate aus weniger als 10%
der verdichtigen Proben. 61 % (16/26)
der Laboratorien gaben an, dass sie Pro-
ben aus Originalmaterial und Isolaten
bearbeiten, 27 % (7/26) bearbeiten nur
Originalmaterial, 8% (2/26) nur Isolate
und 4% (1/26) machten keine Angabe.

Anwendung von Phéno- und
Genotypisierungsverfahren

Phénotypische Methoden in der Dia-
gnostik werden von 61% (16/26) der
Laboratorien eingesetzt. Davon mach-
ten 15 Laboratorien Angaben, ob und
in welcher Form die Serotypisierung
angewandt wird, dabei waren Mehr-
fachnennungen moglich. Zwolf dieser
Laboratorien bestimmen O-Antigene,
wobei hiervon 10 eine Bestimmung in-

tern vornehmen und 6 Laboratorien
diese extern in Auftrag geben. Neun
Laboratorien bestimmen H-Antigene,
davon 4 Laboratorien intern und 6 La-
boratorien extern. Drei Laboratorien
gaben an, keine Serotypisierung durch-
zufiihren (B Abb. 3a). Weitere Verfahren,
die in den Laboratorien zur Charakte-
risierung angewendet werden, sind API
(Analytical Profile Index, bioMérieux),
Selektivagarplatten, Toxin-ELISA (En-
zyme-linked Immunosorbent Assay),
Bunte Reihe, Verozelltests und Shiga
Toxin Quik Chek (Techlab Inc., Abbott

Laboratories).
31% (8/26) der Laboratorien fithren
antimikrobielle  Empfindlichkeitstests

durch. Alle diese Laboratorien gaben
an, dafiir einen Mikrobouillonverdiin-
nungstest zubenutzen. Alshiufigste Test-
methode zur antimikrobiellen Empfind-
lichkeitstestung wird Vitek (bioMérieux)
von 50 % (4/8) der Laboratorien genutzt.
Weitere Testmethoden sind bei 25%
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(2/8) der testenden Laboratorien Merlin
Micronaut (Merlin Diagnostika) sowie
bei jeweils 12,5 % (1/8) der Laboratorien
BD Phoenix (BD Diagnostic Systems),
MicroScan Walk-Away (Beckman Coul-
ter) und Inhouseverfahren (B Abb. 3b).

Bis auf ein Laboratorium setzen al-
le molekularbiologische Verfahren zur
Charakterisierung der Isolate ein. Alle
diese Laboratorien nutzen dazu die Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) mit Fokus
aufstx-Gene (88 % [22/25] dieser Labora-
torien) und auf das eaeA-Gen (Intimin —
84% [21/25] dieser Laboratorien). Wei-
tere Virulenzgene werden jeweils nur von
12% (3/25 - ehxA), 4% (1/25 - aaiC),
4% (1/25 - aggR) und 24 % (6/25 - ipaH)
dieser Laboratorien tiberpriift. Gene zur
Bestimmung des Serovars werden von
20% (5/25) und zur Speziesbestimmung
von 16 % (4/25) dieser Laboratorieniiber-
priift.

Molekularbiologische Typisiermetho-
den zur phylogenetischen Klassifizierung



Anzahl Laboratorien

WGS-Zugang intem

WGS-Zugang extern durch 3
Auftragssequenzierung

WGS-Zugang extern durch
Kooperationspartner

kein WGS-Zugang

Anzahl Laboratorien

Die Methode fallt nichtin unser
Aufgabengebiet

Bislang keine einschlagige fachliche
Expertise

Finanzierungsengpasse

Keine ausreichenden Personalmittel

Technische / Infrastrukturengpdsse

Andere

2
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Anzahl E. coli Genomsequenzierungen
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C Laboratorium

Abb. 4 A Zugang und Nutzung von Genomsequenzierung (WGS). a Anzahl der teilnehmenden Laboratorien (n =22), die
intern oder extern Zugang zu WGS haben. b Griinde, warum es in den teilnehmenden Laboratorien (n=14) intern keinen
Zugang zu WGS gibt. Als weitere Griinde wurden genannt, dass die Methode gerade etabliert wird und dass sich bisher keine
Notwendigkeit fiir WGS gab. c Teilnehmende Laboratorien (n = 6), die WGS bei Escherichia colianwenden,und Anzahl der2018
dort sequenzierten Escherichia (E.) coli. Nummern auf der x-Achse entsprechen einem Laboratorium. Mehrfachnennungen

waren bei a und b méglich. Eigene Abbildung

werden von 35% (9/26) der Laborato-
rien eingesetzt. Die hiufigste dafiir an-
gewandte Methode ist das Core Genome
Multilocus Sequence Typing (cgMLST).
Auftillig ist dabei, dass alle teilnehmen-
den Bundesinstitute (4/4), aber nur 18 %
(4/22) der Laboratorien der Lander diese
Methode einsetzen. @ Abb. 3c listet die
verschiedenen angewandten Methoden
zur Genotypisierung auf.

Sechs der Laboratorien fithren einen
Vergleich von Isolaten im Rahmen von
Ausbruchsuntersuchungen durch. Ver-
wendete Methoden hierfiir sind cgMLST,
Serotypisierung,  SNP(Single-Nucleoti-
de-Polymorphism)-Analyse und PFGE
(Puls-Feld-Gel-Elektrophorese). 2 Labo-
ratorien (8%) gaben an, dass die von
ihnen generierten Typisierungsdaten
bereits in einem juristischen Verfahren
verwendet wurden.

Die Laboratorien wurden gefragt, in-
wieweit die Neufassung von § 13 des
Infektionsschutzgesetzes (IfSG) die mo-
lekulare Surveillance betreffend in ih-
rer Einrichtung umgesetzt werden soll.
Absatz (3) von § 13 IfSG besagt unter
anderem, dass ,Einrichtungen des 6f-

fentlichen Gesundheitsdienstes, in de-
nen Untersuchungsmaterial und Isolate
von Krankheitserregern untersucht wer-
den, verpflichtet sind, Untersuchungs-
material und Isolate von Krankheitser-
regern zum Zwecke weiterer Untersu-
chungen und der Verwahrung an be-
stimmte Einrichtungen der Spezialdia-
gnostik abzuliefern (molekulare Surveil-
lance). Von einigen Einrichtungen wird
dies bereits im Rahmen der Teilnahme
am RKI-Netzwerk ,Molekulare Surveil-
lance von EHEC, an einem cgMLST-
basierten Pilotprojekt zur molekularen
Surveillance in einem Landkreis sowie
durch intensivierte Isolatgewinnung und
das Deutsche Elektronische Melde- und
Informationssystem fiir den Infektions-
schutz (DEMIS) adressiert.

Hindernisse bei der phano-
typischen und genotypischen
Charakterisierung von STEC/EHEC
sowie Verzdgerungen bei der
effektiven Typisierung

Als haufigstes Hindernis fiir eine Typisie-
rung von STEC/EHEC wurde genannt,
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dass trotz positiver PCR kein stx-positi-
ver Stamm aus dem Probenmaterial iso-
liert werden kann. Weitere Probleme sind
das Vorkommen von Mischkulturen, stx-
Genverlust und dass Stuhlproben eine
Vielzahl von Substanzen enthalten kon-
nen, welche eine Amplifikation mittels
PCR inhibieren. Als effektivere Ad-hoc-
Typisierung wird die Subtypisierung der
stx-Gene angesehen. Hier wurde als wei-
teres Hindernis benannt, dass bisher kei-
ne kommerziellen PCR-Kits zur Subtypi-
sierung dieser Gene verfiigbar sind (siehe
Infobox).

Anwendung von WGS

Die Laboratorien wurden gefragt, ob
und inwieweit sie Zugang zu WGS besit-
zen. Die detaillierten Antworten sind in
O Abb. 4a dargestellt. Es waren Mehrfach-
nennungen moglich. Insgesamt gaben
12 Laboratorien internen oder externen
Zugang zu WGS an. Davon gaben 9 La-
boratorien einen internen Zugang an, 3
weitere lediglich externe Nutzungsmog-
lichkeiten durch Auftragssequenzierung
und/oder Kooperationspartner. Zehn



Leitthema

Laboratorien gaben an, WGS nicht zu
nutzen, 4 Laboratorien gaben keine Ant-
wort. Laboratorien, die WGS nicht oder
nur extern nutzen, begriindeten dies
mit unzureichenden Personalmitteln,
fehlender einschldgiger fachlicher Ex-
pertise und damit, dass aufgrund von
Finanzierungsengpdssen oder techni-
schen und Infrastrukturengpédssen WGS
nicht méglich sei, die Methode nicht ins
Aufgabengebiet falle oder derzeit noch
etabliert wiirde bzw. dass es bisher keine
Notwendigkeit fiir die Anwendung von
WGS gab (8 Abb. 4b).

Bei 5 Laboratorien ist die Einfithrung
von WGS geplant. Bei 2 Laboratorien
verzogert sich die Einfithrung aufgrund
von Personalengpissen, fehlender Finan-
zierung und fehlendem Wissenstransfer.
Bei 2 weiteren Laboratorien ist wegen
fehlender Finanzierung, IT-Infrastruk-
tur, Personalressourcen bzw. technischer
und raumlicher Ausstattung lediglich ei-
ne externe Einfilhrung von WGS ge-
plant. Ein weiteres Laboratorium plant
keine Einfithrung von WGS, da dafiir
keine Akkreditierung im humanmedizi-
nischen Bereich vorhanden ist und es zu
geringe Probenzahlen gibt.

Die WGS-nutzenden Laboratorien
wurden gefragt, ob sich bei der Imple-
mentierung Hindernisse ergeben haben.
Es wurde von 6 Laboratorien das Fehlen
von ausreichenden Personalmitteln an-
gegeben. Je 4 Laboratorien nannten als
Hauptgriinde fiir eine lange Implemen-
tierungsphase das Fehlen einschligiger
fachlicher oder bioinformatischer Exper-
tise, Finanzierungsengpisse, technische
und Infrastrukturengpésse sowie Va-
lidierungs- und Normierungsdefizite.
Als hinderlich wurden fehlender Aus-
tausch und Diskussion von Ergebnissen
mit Institutionen unterschiedlicher Zu-
standigkeiten empfunden. Lediglich ein
Laboratorium gab an, dass die Imple-
mentierung problemfrei verlief.

Die WGS-nutzenden Laboratorien
wurden des Weiteren gefragt, welche
Erreger und in welcher Anzahl diese
im Jahr 2018 sequenziert wurden. Von
den 9 Laboratorien setzten 6 WGS bei
Escherichia coli ein, dabei lag die An-
zahl der Sequenzierungen zwischen 3
und 550 (B Abb. 4c). Eine detailliertere
Auswertung zur Nutzung von WGS,

Bioinformatik und Datenverwaltung
erfolgte fiir alle Konsortien erregeriiber-
greifend ebenfalls im Beitrag von Pietsch
et al. in diesem Themenbheft, da sich die
Antworten der Laboratorien hierzu nicht
zwischen den Erregern unterscheiden.

Diskussion

Durch eine Onlinebefragung wurde
in Laboratorien aus dem Bereich der
staatlichen Untersuchungsdmter im Ve-
terindirwesen, der Lebensmitteliiber-
wachung und des OGD der Linder
ermittelt, welche Typisierungsmethoden
fur STEC/EHEC aktuell verfiigbar sind
und tatsdchlich angewandt werden.
Aufgrund der COVID-19-Pandemie
ergaben sich bedeutend weniger Riick-
meldungen von Teilnehmenden als ur-
spriinglich erwartet. Obwohl die Riick-
meldezeit darauthin verldngert und die
Adressaten erneut angeschrieben wur-
den, blieb die Teilnehmendenzahl ins-
gesamt dennoch sehr gering. Dies hat
zur Folge, dass die Daten ggf. nicht re-
prasentativ fiir alle Sektoren und Regio-
neninDeutschland sind. Aulerdem spie-
geln die Umfrageergebnisse vorrangig die
staatlichen Laboratorien der Lander und
des Bundes wider, da keine universitéren
undanderen Forschungslaboratorien, die
im Bereich STEC/EHEC titig sind, an
der Umfrage teilnahmen. Da sich je nach
Instituts- bzw. Amtsstruktur die Auftei-
lung der Fachgebiete auf die Sektoren und
somit die Anzahl der Adressaten unter-
scheiden konnen, sind die absolute An-
zahl der potenziell Teilnehmenden und
somit die Antwortrate nicht ermittelbar.
Die Befragungsergebnisse bieten je-
doch einen Uberblick iiber die genutzten
Methoden zur Erregertypisierung sowie
mogliche Hindernisse der teilnehmen-
den Laboratorien. Die aktuell von den
meisten Laboratorien genutzte Methode
ist die Genotypisierung mittels PCR. Es
wird vor allem die Bestimmung der stx-
Gene sowie des Intimin-Gens durchge-
fihrt. Andere Gene werden jeweils nur
von wenigen Laboratorien bestimmt.
Phénotypische Methoden zur Charak-
terisierung von STEC/EHEC werden
von knapp 2 Dritteln der teilnehmenden
Laboratorien benutzt. Knapp ein Drittel
der Laboratorien nutzt auflerdem an-
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timikrobielle Empfindlichkeitstests zur
weiteren Charakterisierung.

Die weitergehende Charakterisierung
der Erreger mittels Serotypisierung und/
oder WGS ist fiir epidemiologische Fra-
gestellungen, insbesondere Ausbruchser-
kennung und -aufklirungen notwendig.
Jedoch wird nur von knapp der Half-
te der teilnehmenden Laboratorien eine
Serotypisierung mittels Bestimmung der
O- oder H-Antigene durchgefiihrt und
insgesamt ebenfalls nur knapp die Half-
te der Laboratorien haben intern oder
extern Zugang zu WGS. In allen teilneh-
menden Laboratorien des Bundes wird
die WGS genutzt. In den staatlichen La-
boratorien der Linder ist die Methode
bei knapp einem Viertel der Laboratorien
bereits intern einsetzbar, jedoch kénnen
weitere Laboratorien externe Moglich-
keiten nutzen. Die meisten der Teilneh-
menden, die WGS aktuell nicht einsetzen
konnen, planen jedoch, die Methode in
ihrem Laboratorium zu etablieren. Le-
diglich ein Laboratorium schliefit dies
gegenwidrtig aus.

Anhand der Daten der teilnehmen-
den Laboratorien werden folgende Hin-
dernisse ersichtlich:

In der Halfte der Laboratorien werden
aus weniger als 10% der verdédchtigen
Proben tatsdchlich Isolate gewonnen. Der
geringe Anteil von STEC/EHEC-Isolaten
im Verhiltnis zu eingegangenen bear-
beiteten Proben in einigen Einrichtun-
gen (insbesondere Landeslaboratorien)
konnte ebenso darauf zuriickzufithren
sein, dass hier in groflerem Rahmen
auch Kontaktpersonenbeprobung von
asymptomatischen Personen oder Ana-
lysen im Rahmen von Lebensmittel-
oder Veterindrmonitoringprogrammen
durchgefithrt werden. Diese Analysen
gehen in der Regel per se mit einer ge-
ringen Positivrate einher. Jedoch sollte
bei Laboratorien mit vorselektiertem
Probenaufkommen (wie bei Weiterlei-
tung von auf stx-Gene positiv getesteten
Proben) der Isolationsanteil hoher sein.

Es wurde von mehreren Teilnehmen-
den als Hindernis genannt, dass trotz
positiver PCR keine Isolierung méglich
ist. Hier wurden in den letzten Jahren
einige ursichliche Faktoren beschrieben.
Sowohl die Matrix ,,Stuhl mit dem ent-
haltenen Mikrobiom als auch bestimmte



Infobox Faktoren, die bei der
phanotypischen und genotypi-
schen Charakterisierung von STEC/
EHEC hinderlich sind bzw. eine
effektive Typisierung verzégern

Antworten der teilnehmenden Laboratorien

(n=6) im Freitextfeld auf die Frage, welche

Probleme sich bei der phé@notypischen

und genotypischen Charakterisierung

von STEC/EHEC ergeben und eine weitere

Typisierung erschweren.

Faktoren, die eine Typisierung verhindern

oder verzégern:

== Keine Isolation trotz positiver PCR

== Keine kommerziellen PCR-Kits zur
Subtypisierung der stx-Gene

== |nhibitoren in Probe, die Amplifikation
hemmen

== Mischkulturen

= stx-Genverlust

Transportprozesse und Lagerungsef-
fekte oder das Vorhandensein freier
Toxinphagen konnen die Isolierung der
STEC/EHEC-Erreger verhindern bzw.
zu falsch-positiven PCR-Ergebnissen
fuhren [6, 7]. Die weitere Analyse und
Optimierung von Kultivierungs- und
Detektionsbedingungen kénnten hier
von Bedeutung sein. Forschungsbedarf
besteht insbesondere zu Selektivmedien,
die eine einfache und schnelle Detektion
und Isolierung miteinander koppeln,
wodurch zudem die Anzahl durchzu-
fihrender Bestitigungstests minimiert
werden konnte.

Als Problematik bei der Einfithrung
von WGS wurden vor allem Finanzie-
rungsengpisse und der Mangel an qua-
lifiziertem Personal gesehen. Da WGS-
basierte Typisierungsverfahren die Ge-
nauigkeit und Effektivitit der Analyse
von Ausbruchsgeschehen erhéhen, wird
es auch im internationalen Kontext zu-
nehmend als Standard gewiinscht [8].
Um die Methode erfolgreich in den La-
boratorien der Lander zu implementie-
ren, sind eine gezielte Férderung und
ein sektoriibergreifender Wissens- und
Erfahrungsaustausch empfehlenswert.

Im nidchsten Schritt von IGS-Zoo ist
geplant, eine einheitlich hohe STEC/
EHEC-Typisierungsqualitidt zu etablie-
ren und die entwickelten Analysever-
fahren breiter zu integrieren. In diesem
Sinne werden Ringversuche durchge-
fiuhrt und Weiterbildungen organisiert

(siehe https://nlga.elearning-home.de).
Weiterhin sollen Schwerpunkte bei der
bedarfsgerechten Entwicklung von Schu-
lungskonzepten zur Anwendung der
Analyseverfahren entwickelt werden.
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