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Bestandsaufnahme der
verfügbaren und aktuell
eingesetzten Typisierungs-
methoden von zoonotischen
Erregern am Beispiel von Shiga
Toxin-bildenden bzw.
enterohämorrhagischen
Escherichia coli (STEC/EHEC)

Einleitung

Die Typisierung bakterieller Infekti-
onserreger mittels Genomsequenzie-
rung (Whole Genome Sequencing, WGS)
stellt eine neue, wichtige Entscheidungs-
grundlage zur Überwachung und zur
Ausbruchsaufklärung dar. Sie trägt dazu
bei, die Entstehung und Ausbreitung
dieser Erreger besser zu verstehen und
im Gegenzug die Ausbreitung von In-
fektionen durch spezifische Kontroll-
und Interventionsmaßnahmen mög-
lichst schnell einzudämmen. Während
einige Länder 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 Königreich ([3];
heute UK Health Security Agency and

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 für 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 dieUmsetzung
einer ressortübergreifenden Surveillance
(Mensch, Tier, Lebensmittel) von zoo-
notischen Infektionserregern mittels
Genomanalyse in 3 Projekten gefördert:
1. Integrierte genombasierte Surveil-

lance von Salmonellen (GenoSalm-
Surv),

2. Integrierte Genomische Surveillance
von Zoonoseerregern (IGS-Zoo) und

3. Genombasierte Surveillance über-
tragbarer Colistin- und Carbape-
nemresistenzen Gram-negativer

Infektionserreger (GÜCCI).

ImRahmendesProjekts IGS-Zoo soll ein
Konzept zur genomischen Surveillance
vonZoonoseerregern inDeutschland am
Beispiel der Shiga Toxin(Stx)-bildenden
bzw. enterohämorrhagischen Escherichia
coli (STEC/EHEC) entwickelt, praktisch
erprobtundevaluiertwerden.DieseErre-
ger wurden ausgewählt, da sie als Verur-
sacher von Ausbrüchen mit hohen Mor-
biditäts- und Mortalitätsraten (wie z.B.
der durch den EHEC-Stamm O104:H4
verursachte Ausbruch von hämolytisch-
urämischem 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 verfügbaren Typisie-
rungsmethoden in den Laboratorien im
Bereich der staatlichen Untersuchungs-
ämter im Veterinärwesen, der Lebens-
mittelüberwachung (Lebensmittelunter-
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Abb. 18Allgemeine Informationen zumAufgabengebiet der teilnehmenden Laboratorien. aAufgabengebiet/Sektoren, in
denen die teilnehmenden Laboratorien (n=26) tätig sind. „Weitere“ beinhaltet Arzneimittel, Kosmetika, Bedarfsgegenstän-
de, Geologie, Boden, Luft, Infektionsepidemiologie, Hygiene, Pflanzenschutzdienst, Fischereiaufsicht und Tierarzneimittel-
überwachung.bAnlass zurGenerierungvonTypisierungsdateien inden teilnehmendenLaboratorien (n=26). cDie jeweils 5
häufigsten Erreger, die in den teilnehmendenLaboratorien (n=23)bearbeitetwerden.Mehrfachnennungenwarenbei allen
Fragen (a–c)möglich. Eigene Abbildung

suchungsamt,LUA)unddesÖffentlichen
Gesundheitsdienstes (ÖGD) der Län-
der erfragt und in welchem Kontext sie
tatsächlich angewandt werden. Um syn-
ergistische Effekte der involvierten Pro-
jektverbünde im Förderstrang „Zoonoti-
sche Infektionskrankheiten und Erreger
mit speziellen Resistenzen“ zu nutzen,
erfolgte die Umfrage in Kooperation mit
den Forschungsverbünden GenoSalm-
Surv und GÜCCI koordiniert durch das
Robert Koch-Institut (RKI). Schwer-
punkte der Umfrage waren die Geno-
und Phänotypie sowie die WGS-basierte
Typisierung. Von besonderer Bedeutung
ist es, die Faktoren einer sachgerechten
Erregertypisierung zu evaluieren und
anschließend harmonisierte Verfahren
sowie Schulungskonzepte zielgerichtet
für die Adressaten dieser Umfrage zu
entwickeln. Außerdem sollen so An-
satzpunkte für eine bessere Verbreitung

und Nutzung sowie die Verringerung
möglicherHindernisse der genomischen
Surveillance identifiziert werden.

Methoden

Aufbau und Zielgruppe der
Onlineumfrage

Zusammenmit den beiden anderen For-
schungskonsortien GenoSalmSurv und
GÜCCIwurden71Fragenentworfenund
auf 5 Themenfelder verteilt: allgemeine
Informationen zur Institution [I], allge-
meine und spezielle Fragen zur Phäno-
und Genotypie von Salmonella (Geno-
SalmSurv, [II1]), allgemeine und spezi-
elle Fragen zur Phäno- und Genotypie
von STEC/EHEC (IGS-Zoo; [II2]), Fra-
gen zur Ausstattung und Nutzung von
WGS [III], Fragen zur bioinformatischen
Auswertung[IV]sowieFragenzu(mögli-

chem) Schulungsbedarf [V]. Die Umfra-
ge bestand zumGroßteil ausAuswahlfra-
gen mit vorgegebenen Antwortmöglich-
keiten und einem Freitextfeld für sons-
tige Antworten. Angaben zum Institut
und zu bearbeiteten Erregern wurden als
Pflichtfragen definiert, um eine projekt-
spezifische Zuordnung zu den jeweili-
gen Projektverbünden zu gewährleisten.
Außerdem 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 zurVerfügung gestellt.
Zur Teilnahme eingeladen wurden ins-
gesamt 16LandesinstitutionendesÖGD,
40 staatlicheUntersuchungsämter imVe-
terinärwesen und der Lebensmittelüber-
wachung sowie 6 Institutionen des Bun-
des. Für die Auswertung der Umfrage
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Bestandsaufnahme der verfügbaren und aktuell eingesetzten Typisierungsmethoden von
zoonotischen Erregern am Beispiel von Shiga Toxin-bildenden bzw. enterohämorrhagischen
Escherichia coli (STEC/EHEC)

Zusammenfassung
Einleitung. Für eine Verbesserung der
Patientenversorgung und die Erhöhung der
Lebensmittelsicherheit im Sinne von One
Health wurden im Rahmen des Projekts
„Integrierte Genomische Surveillance von
Zoonoseerregern (IGS-Zoo)“ Konzepte
für eine sektorübergreifende genomische
Surveillance von Shiga Toxin(Stx)-bildenden
bzw. enterohämorrhagischen Escherichia coli
(STEC/EHEC) in Deutschland entwickelt.
Methoden.Mittels Onlineumfrage erfolgte
zunächst eine Bestandsaufnahme der aktuell
in den Laboratorien im Bereich der staatlichen
Untersuchungsämter im Veterinärwesen,
der Lebensmittelüberwachung und des
Öffentlichen Gesundheitsdienstes der Länder

verfügbaren undder tatsächlich angewandten
Typisierungsmethoden für diese Erreger.
Ergebnisse. Von 33 Teilnehmenden konnten
26 Fragebögen 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
häufigsten 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 Länder etabliert
und zusätzlich in 9 Einrichtungen geplant. Als
häufigstes Hindernis für eine weiterführende
STEC/EHEC-Typisierungwurde angeführt, dass

auch bei eindeutigemNachweis des stx-Gens
mittels PCReine 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.

Schlüsselwörter
Genomische Surveillance · IGS-Zoo ·
Molekulare Typisierung · Public Health ·
Genomsequenzierung (Whole Genome
Sequencing,WGS)

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

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-Zoo)” 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 evaluatedwith 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

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 für
die Weiterverwendung in den verschie-
denen Konsortien separiert.

Dieser Bericht enthält die projekt-
spezifische Auswertung für IGS-Zoo.
Die Auswertung zum Erregerkomplex
Salmonella sowie die speziellen Tei-
le zur bioinformatischen Auswertung
und zum Schulungsbedarf werden in
der Publikation „Bestandsaufnahme der
verfügbaren und aktuell eingesetzten
Typisierungsmethoden einschließlich

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

Ergebnisse

Teilnehmende Laboratorien
und Anlass zur Generierung von
Typisierungsdaten

Ander gemeinsamenUmfrage der 3 For-
schungsverbünde nahmen insgesamt
24 staatliche Laboratorien der Länder,
8 staatliche Laboratorien des Bundes
und eine klinische Einrichtung teil. Für
das Projekt IGS-Zoo relevant waren
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Abb. 28Anzahl der STEC/EHEC-verdächtigen Proben, die in den teilnehmenden Laboratorien (n=23) pro Jahr bearbeitet
werden(blau),unddarausgewonnene Isolate (rot).Zahlenaufderx-AchseentsprecheneinemteilnehmendenLaboratorium.
Die Tabelle zeigt die Arbeitsbereiche/Sektoren, in denen die jeweiligen Laboratorien tätig sind. Eigene Abbildung

davon 26 Fragebögen (22 Landesinsti-
tutionen, 4 Bundesinstitute), von denen
5 Fragebögen nur teilweise ausgefüllt
waren. Eine Aufteilung der Laboratorien
auf die Sektoren Humanmedizin, Le-
bensmittelsicherheit, Veterinärmedizin/
Tiergesundheit, Futtermittelsicherheit,
Trinkwasser/Wasser und Umwelt ist in
. Abb. 1a dargestellt. Mehrfachnennun-
gen waren möglich. Als weitere Sek-
toren, in denen die Laboratorien tätig
sind, wurden Arzneimittel, Kosmetika,
Bedarfsgegenstände, Geologie, Boden,
Luft, Infektionsepidemiologie, Hygiene,
Pflanzenschutzdienst, Fischereiaufsicht
und Tierarzneimittelüberwachung 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 häufigsten Anlässe, für die in
den Laboratorien Typisierungsdaten ge-
neriert werden, sind epidemiologische
Fragestellungen, Ausbruchsaufklärun-
gen, Überwachungs- und Monitoring-
programme, amtliche Kontrollen oder
klinische Diagnostik, gefolgt von For-
schungsprojekten und Betriebshygie-
ne/Eigenkontrollen. Weitere Verwen-
dungszwecke sind Erreger-Surveillance
und veterinärmedizinische Diagnostik
(. Abb. 1b).

Auf die Frage nach den 5 häufigsten
Erregern, die in den Laboratorien bear-

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. . Abb. 1c
listet diese und weitere Erreger und zeigt
dieAnzahl der Laboratorien, in denen sie
als häufigste Erreger genannt wurden.

Anzahl der bearbeiteten Proben
und Isolatgewinnung

DieLaboratorienwurdengefragt,wievie-
le STEC/EHEC-verdächtige Proben sie
pro Jahr bearbeiten und wie viele Isola-
te daraus gewonnen werden (. Abb. 2).
Die Anzahl der STEC/EHEC-verdächti-
gen Proben, die in den Laboratorien pro
Jahr bearbeitet werden, liegt zwischen 10
und 3500.Dabei bearbeitenpro Jahr 31%
(8/26) der Laboratorien unter 100 Pro-
ben,34,6%(9/26)zwischen101und1000
Proben und 23% (6/26) über 1000 Pro-
ben. 12% (3/26) der Laboratorien mach-
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Abb. 38 In den Laboratorien angewandteMethoden zur TypisierungvonSTEC/EHEC.a In den teilnehmendenLaboratorien
(n= 15) intern durchgeführte oder extern veranlasste Serotypisierung.bMethoden zur Bestimmungder antimikrobiellen
Empfindlichkeit,die indenteilnehmendenLaboratorien(n=8)durchgeführtwerden.cMethodenzurGenotypisierung,die in
den teilnehmendenLaboratorien (n=25)durchgeführtwerden.Mehrfachnennungenwarenbei allen Fragen (a–c)möglich.
Eigene Abbildung

tenhierzukeineAngaben.DieAnzahlder
Isolate, die aus den verdächtigen Proben
gewonnen werden, ist dabei in allen Sek-
toren sehr gering; 50% der Laboratorien
gewinnen Isolate aus weniger als 10%
der verdächtigen 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 Phäno- und
Genotypisierungsverfahren

Phänotypische 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 möglich. Zwölf 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-
zuführen (. 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 führen
antimikrobielle Empfindlichkeitstests
durch. Alle diese Laboratorien gaben
an, dafür einen Mikrobouillonverdün-
nungstestzubenutzen.AlshäufigsteTest-
methode zur antimikrobiellen Empfind-
lichkeitstestung wird Vitek (bioMérieux)
von 50% (4/8) der Laboratorien genutzt.
Weitere Testmethoden sind bei 25%

(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 (. 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
auf stx-Gene(88%[22/25]dieserLabora-
torien) und auf das eaeA-Gen (Intimin –
84% [21/25] dieser Laboratorien). Wei-
tereVirulenzgenewerden jeweils nur von
12% (3/25 – ehxA), 4% (1/25 – aaiC),
4% (1/25 – aggR) und 24% (6/25 – ipaH)
dieser Laboratorien überprüft. Gene zur
Bestimmung des Serovars werden von
20% (5/25) und zur Speziesbestimmung
von16%(4/25)dieserLaboratorienüber-
prüft.

MolekularbiologischeTypisiermetho-
denzurphylogenetischenKlassifizierung
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Abb. 48 Zugang undNutzung vonGenomsequenzierung (WGS). aAnzahl der teilnehmenden Laboratorien (n=22), die
intern oder extern Zugang zuWGShaben.bGründe,warum es in den teilnehmenden Laboratorien (n=14) intern keinen
Zugang zuWGSgibt. AlsweitereGründewurdengenannt, dass dieMethodegerade etabliertwirdunddass sichbisher keine
Notwendigkeit fürWGSgab.cTeilnehmendeLaboratorien(n=6),dieWGSbeiEscherichia colianwenden,undAnzahlder2018
dort sequenzierten Escherichia (E.) coli.Nummern auf der x-Achse entsprechen einem Laboratorium.Mehrfachnennungen
waren bei a undbmöglich. Eigene Abbildung

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

Sechs der Laboratorien führen einen
Vergleich von Isolaten im Rahmen von
Ausbruchsuntersuchungen durch. Ver-
wendeteMethodenhierfür sindcgMLST,
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 öf-

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 für den Infektions-
schutz (DEMIS) adressiert.

Hindernisse bei der phäno-
typischen und genotypischen
Charakterisierung von STEC/EHEC
sowie Verzögerungen bei der
effektiven Typisierung

AlshäufigstesHindernis für eineTypisie-
rung von STEC/EHEC wurde genannt,

dass trotz positiver PCR kein stx-positi-
ver Stamm aus dem Probenmaterial iso-
liertwerdenkann.WeitereProblemesind
dasVorkommenvonMischkulturen, stx-
Genverlust und dass Stuhlproben eine
Vielzahl von Substanzen enthalten kön-
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 kommerziellenPCR-Kits zur Subtypi-
sierungdieserGene verfügbar sind (siehe
Infobox).

Anwendung vonWGS

Die Laboratorien wurden gefragt, ob
und inwieweit sie Zugang zuWGS besit-
zen. Die detaillierten Antworten sind in
. Abb.4adargestellt. EswarenMehrfach-
nennungen möglich. Insgesamt gaben
12 Laboratorien internen oder externen
Zugang zu WGS an. Davon gaben 9 La-
boratorien einen internen Zugang an, 3
weitere lediglich externe Nutzungsmög-
lichkeiten durch Auftragssequenzierung
und/oder Kooperationspartner. Zehn
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Laboratorien gaben an, WGS nicht zu
nutzen, 4 Laboratorien gaben keine Ant-
wort. Laboratorien, die WGS nicht oder
nur extern nutzen, begründeten dies
mit unzureichenden Personalmitteln,
fehlender einschlägiger fachlicher Ex-
pertise und damit, dass aufgrund von
Finanzierungsengpässen oder techni-
schen und Infrastrukturengpässen WGS
nicht möglich sei, die Methode nicht ins
Aufgabengebiet falle oder derzeit noch
etabliert würde bzw. dass es bisher keine
Notwendigkeit für die Anwendung von
WGS gab (. Abb. 4b).

Bei 5 Laboratorien ist die Einführung
von WGS geplant. Bei 2 Laboratorien
verzögert sich die Einführung aufgrund
vonPersonalengpässen, fehlenderFinan-
zierung und fehlendemWissenstransfer.
Bei 2 weiteren Laboratorien ist wegen
fehlender Finanzierung, IT-Infrastruk-
tur, Personalressourcen bzw. technischer
und räumlicher Ausstattung lediglich ei-
ne externe Einführung von WGS ge-
plant. Ein weiteres Laboratorium plant
keine Einführung von WGS, da dafür
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
Hauptgründe für eine lange Implemen-
tierungsphase das Fehlen einschlägiger
fachlicheroderbioinformatischerExper-
tise, Finanzierungsengpässe, technische
und Infrastrukturengpässe sowie Va-
lidierungs- und Normierungsdefizite.
Als hinderlich wurden fehlender Aus-
tausch und Diskussion von Ergebnissen
mit Institutionen unterschiedlicher Zu-
ständigkeiten 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 (. Abb. 4c). Eine detailliertere
Auswertung zur Nutzung von WGS,

Bioinformatik und Datenverwaltung
erfolgte für alle Konsortien erregerüber-
greifend ebenfalls im Beitrag von Pietsch
et al. in diesem Themenheft, da sich die
Antwortender Laboratorienhierzunicht
zwischen den Erregern unterscheiden.

Diskussion

Durch eine Onlinebefragung wurde
in Laboratorien aus dem Bereich der
staatlichen Untersuchungsämter im Ve-
terinärwesen, der Lebensmittelüber-
wachung und des ÖGD der Länder
ermittelt, welche Typisierungsmethoden
für STEC/EHEC aktuell verfügbar sind
und tatsächlich angewandt werden.

Aufgrund der COVID-19-Pandemie
ergaben sich bedeutend weniger Rück-
meldungen von Teilnehmenden als ur-
sprünglich erwartet. Obwohl die Rück-
meldezeit daraufhin verlängert 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-
präsentativ für alle Sektoren und Regio-
neninDeutschlandsind.Außerdemspie-
gelndieUmfrageergebnissevorrangigdie
staatlichen Laboratorien der Länder und
des Bundes wider, da keine universitären
undanderenForschungslaboratorien,die
im Bereich STEC/EHEC tätig sind, an
derUmfrage teilnahmen. Da sich je nach
Instituts- bzw. Amtsstruktur die Auftei-
lungderFachgebiete aufdie Sektorenund
somit die Anzahl der Adressaten unter-
scheiden können, sind die absolute An-
zahl der potenziell Teilnehmenden und
somit die Antwortrate nicht ermittelbar.

Die Befragungsergebnisse bieten je-
doch einen Überblick über die genutzten
Methoden zur Erregertypisierung sowie
mögliche 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-
führt. Andere Gene werden jeweils nur
von wenigen Laboratorien bestimmt.
Phänotypische Methoden zur Charak-
terisierung von STEC/EHEC werden
von knapp 2 Dritteln der teilnehmenden
Laboratorien benutzt. Knapp ein Drittel
der Laboratorien nutzt außerdem an-

timikrobielle Empfindlichkeitstests zur
weiteren Charakterisierung.

Die weitergehende Charakterisierung
der Erreger mittels Serotypisierung und/
oder WGS ist für epidemiologische Fra-
gestellungen, insbesondereAusbruchser-
kennung und -aufklärungen notwendig.
Jedoch wird nur von knapp der Hälf-
te der teilnehmenden Laboratorien eine
Serotypisierung mittels Bestimmung der
O- oder H-Antigene durchgeführt und
insgesamt ebenfalls nur knapp die Hälf-
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 Länder ist die Methode
bei knapp einemViertel derLaboratorien
bereits intern einsetzbar, jedoch können
weitere Laboratorien externe Möglich-
keiten nutzen. Die meisten der Teilneh-
menden, dieWGSaktuell nicht einsetzen
können, planen jedoch, die Methode in
ihrem Laboratorium zu etablieren. Le-
diglich ein Laboratorium schließt dies
gegenwärtig aus.

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

In derHälfte der Laboratorienwerden
aus weniger als 10% der verdächtigen
ProbentatsächlichIsolategewonnen.Der
geringeAnteil von STEC/EHEC-Isolaten
im Verhältnis zu eingegangenen bear-
beiteten Proben in einigen Einrichtun-
gen (insbesondere Landeslaboratorien)
könnte ebenso darauf zurückzuführen
sein, dass hier in größerem Rahmen
auch Kontaktpersonenbeprobung von
asymptomatischen Personen oder Ana-
lysen im Rahmen von Lebensmittel-
oder Veterinärmonitoringprogrammen
durchgeführt 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 höher sein.

Es wurde von mehreren Teilnehmen-
den als Hindernis genannt, dass trotz
positiver PCR keine Isolierung möglich
ist. Hier wurden in den letzten Jahren
einige ursächliche Faktoren beschrieben.
Sowohl die Matrix „Stuhl“ mit dem ent-
haltenen Mikrobiom als auch bestimmte
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Infobox Faktoren, die bei der
phänotypischen und genotypi-
schen Charakterisierung von STEC/
EHEC hinderlich sind bzw. eine
effektive Typisierung verzögern

Antworten der teilnehmenden Laboratorien
(n= 6) im Freitextfeld auf die Frage, welche
Probleme sich bei der phänotypischen
und genotypischen Charakterisierung
von STEC/EHEC ergeben und eine weitere
Typisierung erschweren.
Faktoren, die eine Typisierung verhindern
oder verzögern:
4 Keine Isolation trotz positiver PCR
4 Keine kommerziellen PCR-Kits zur

Subtypisierung der stx-Gene
4 Inhibitoren in Probe, die Amplifikation

hemmen
4 Mischkulturen
4 stx-Genverlust

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

Als Problematik bei der Einführung
von WGS wurden vor allem Finanzie-
rungsengpässe und der Mangel an qua-
lifiziertem Personal gesehen. Da WGS-
basierte Typisierungsverfahren die Ge-
nauigkeit und Effektivität der Analyse
von Ausbruchsgeschehen erhöhen, wird
es auch im internationalen Kontext zu-
nehmend als Standard gewünscht [8].
Um die Methode erfolgreich in den La-
boratorien der Länder zu implementie-
ren, sind eine gezielte Förderung und
ein sektorübergreifender Wissens- und
Erfahrungsaustausch empfehlenswert.

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

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