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Bundesinstitut fiir Risikobewertung

Next Generation Sequencing - Moglichkeiten und Grenzen beim Gesundheits-
schutz von Mensch und Tier

Mitteilung Nr. 022/2020 des BfR vom 14. Mai 2020

Die Europaische Behdrde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) hat eine Stellungnahme zum
mdglichen Nutzen des ,Next Generation Sequencing (NGS)“ fir eine Anwendung in lebens-
mittelbedingten Ausbruchsuntersuchungen und bei der Testung von Lebensmitteln auf mik-
robielle Krankheitserreger verdéffentlicht. In dem Dokument mit dem Titel ,WWhole genome
sequencing and metagenomics for outbreak investigation, source attribution and risk asses-
sment of food-borne microorganisms* geht es dartiber hinaus um den Mehrwert der neuen
molekularen Labormethoden flir die Risikobewertung in der Lebensmitteliberwachung. Vor-
und Nachteile der verschiedenen NGS-Methoden werden dazu im Hinblick auf die in der
aktuellen Gesetzgebung der Europaischen Union verankerten mikrobiologischen Methoden
analysiert.

Das Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) hat in Abstimmung mit dem Friedrich-Loeffler-
Institut (FLI) die Anwendung der NGS-Methoden in den Bereichen Lebensmittelsicherheit
und Tiergesundheit basierend auf der EFSA-Stellungnahme bewertet. Thematisiert sind da-
bei auch Herausforderungen beim Datenaustausch und beim Vereinheitlichen der neuen
Methoden in den unterschiedlichen Laboren. Zielgruppe sind alle Mitarbeitenden in Institutio-
nen, Laboren und Behdérden, die mit der Typisierung und Charakterisierung von Krankheits-
erregern in Lebensmitteln und Tieren befasst sind.

NGS steht fur die zweite und dritte Generation der Sequenzierung von Erbmaterial und bietet
die héchst mogliche Auflosung, um die Nukleotidabfolge eines DNA-Molekils oder Genoms
zu bestimmen.

Fur leicht kultivierbare Erreger, die in reiner Form vorliegen, hat sich weltweit als eine NGS-
Methode die Gesamtgenomsequenzierung (engl.: whole genome sequencing, WGS) etab-
liert. Dabei wird die Erbsubstanz des ursachlichen Keims von Erkrankten isoliert und mit Iso-
laten des gleichen Erregers aus Lebensmitteln oder Tieren verglichen. So lassen sich gene-
tische Verwandtschaften im Erbmaterial erkennen und die Erkrankungsfalle den Krankheits-
ausbrichen an verschiedenen Orten zuordnen. Bei einer anderen NGS-Methode, der Se-
quenzierung des gesamten Metagenoms (engl.: whole metagenome sequencing), wird die
Erbsubstanz etwa aus einer Lebensmittel- oder Tierprobe direkt gewonnen, die oft verschie-
dene Keime enthalt. Damit lassen sich auch schwer bis nicht kultivierbare Mikroorganismen
wie Parasiten oder Viren nachweisen. Die Metagenomsequenzierung eignet sich als eine
Methode zur ersten Diagnostik, wenn kein Verdacht auf einen konkreten Erreger vorliegt. Sie
ermdglicht es zudem auch, neue und bisher unbekannte Erreger zu entdecken, wie im Jahr
2011 das Schmallenbergyvirus.
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Bewertung des Bundesinstituts fiir Risikobewertung (BfR) in Abstimmung mit dem
Friedrich-Loeffler-Institut (FLI) zu den in der Stellungnahme der Europaischen
Behorde fir Lebensmittelsicherheit (EFSA) getroffenen Feststellungen

Die EFSA flhrt seit einigen Jahren verschiedene Aktivitdten durch, um das Potential von
Next Generation Sequencing- (NGS) beziehungsweise Whole Genome Sequencing- (WGS)
Methoden fiir die Erregercharakterisierung und Typisierung, fir Untersuchungen bei lebens-
mittelbedingten Krankheitsausbriichen und fir zielgerichtete Risikobewertungen zu evaluie-
ren. Uber die von der EFSA genannte Erregercharakterisierung und Typisierung hinaus eig-
nen sich NGS-Methoden insbesondere fir die Erregeridentifikation (sog. Metagenomics).
Grolie Gemeinsamkeiten bestehen hier zur Tiergesundheit und insbesondere bei der Be-
kdmpfung und Vermeidung von Tierseuchen, auch wenn fir die beiden Bereiche unter-
schiedliche Rechtssetzungen gelten. Der Fokus der EFSA liegt dabei mandatsbedingt auf
der Lebensmittelsicherheit und den Lebensmittel-assoziierten Ausbriichen, dennoch mussen
die Potentiale der NGS- bzw. WGS-Methoden sektorenlbergreifend betrachtet werden, aber
auch sektorenspezifische Unterschiede mussen berucksichtigt werden.

Beispiele fir Aktivitaten der EFSA sind die Erstellung wissenschaftlicher Stellungnahmen,
die Ko-Finanzierung von Forschungsprojekten zu WGS und der erstellte Technische Report
zur Erweiterung der molekularen Datenbank des Europaischen Zentrum fir die Pravention
und Kontrolle von Krankheiten (ECDC) und EFSA beziiglich WGS-Daten (EFSA 2019a). Die
jungste Aktivitat hierzu war die Erstellung einer wissenschaftlichen Stellungnahme als
Selbstmandat des EFSA-Gremiums fur Biologische Gefahren (BIOHAZ Panel) zur Anwen-
dung von WGS und Metagenomics fur die o. g. Bereiche, auf die Bezug genommen wird
(EFSA BIOHAZ Panel 2019).

Folgende Themen (auch als Terms of References, ToRs, in der EFSA-Stellungnahme be-
zeichnet) wurden in dieser bearbeitet:

ToR1: Die Evaluierung von NGS fur eine mogliche Anwendung in lebensmittelbedingten
Ausbruchsuntersuchungen und der Gefahrenidentifizierung unter Berlicksichtigung von Akti-
vitdten und Erfahrungen verschiedener Staaten sowie der Mehrwert fiir die Risikobewertung.

ToR2: Vor- und Nachteile sowie Grenzen von existierenden NGS-Methoden, die vergleichba-
re Ergebnisse mit den in der aktuellen EU-Gesetzgebung verankerten mikrobiologischen
Methoden (z. B. Salmonella-Serotypie, Monitoring von Shigatoxin-bildenden E. coli (STEC)
und Antibiotikaresistenztestung) ergeben wirden, sind kritisch zu analysieren. Leistungsver-
gleichsstudien sind dabei zu bericksichtigen.

Ein Grund fir die EFSA, diese wissenschaftliche Stellungnahme als Selbstmandat beauftragt
zu haben, ist die Erwagung darlber, zukilinftig Ergebnisse von NGS-Methoden in beste-
hende gesetzgebende Regulierungen einzubeziehen und/oder sogar auf weitere NGS-Me-
thoden zu erweitern. An der Arbeitsgruppe, die die Stellungnahme erarbeitet hat, nahm auch
ein Vertreter des BfR teil. Dadurch war es maoglich, die Erfahrungen auf dem Gebiet des
WGS, die das BfR durch die Typisierung von lebensmittelassoziierten Erregern mit dem
WGS erlangt hat, mit einzubringen.
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Die Schlussfolgerungen zum ToR 1 (Seite 50 der EFSA-Stellungnahme) fassen das Potenti-
al und die Einsatzbereiche von WGS und Metagenomics fiir die 0. g. Themen wie folgt zu-
sammen:

Das WGS ermdglicht demnach im Vergleich zu konventionellen Typisierungsmethoden ein
wesentlich detaillierteres Ergebnis, d. h. eine hdhere Auflésung der Phylogenie. Daraus er-
geben sich neue Ansatze fur die Durchfuhrung von differenzierteren Typisierungen im Rah-
men von Ausbruchsuntersuchungen, Source-Attribution-Studien und Gefahrenidentifizierun-
gen als Teil der Risikobewertung bei lebensmittel- und tierseuchenrechtlichen Fragestellun-
gen.

Weiterhin wurde festgestellt, dass WGS nitzlich fir vielseitige Anwendungen unter Benut-
zung spezifischer bioinformatischer Analysen sein kann. Genomsequenzen kdnnen in aktu-
ellen Ausbruchsgeschehen verwendet werden, wobei das Auflosungsvermdgen alle bisher
verwendeten Methoden (z. B. Serotypie, MLST) Uberragt und eine hochauflésende moleku-
lare Epidemiologie ermdglicht. Mit Krankheitserregern belastete Lebensmittel kbnnen so bei-
spielsweise zu sporadischen humanen Fallen zugeordnet und so die epidemiologische Auf-
klarung von ortlich verschieden auftretenden Ausbriichen vereinfacht werden. Das FLI er-
ganzt, dass das Gleiche bei Tierseuchenausbriichen, wie z. B. bei Brucellose, Rinder-
salmonellose oder Geflligelpest, gilt. Es wird betont, dass das Setzen von Schwellenwerten,
ob ein Isolat zu einem Ausbruch gezahlt wird oder nicht, kein absolutes Kriterium sein darf.
Weitere diagnostische bzw. epidemiologische Daten mussen fir die Definition eines Aus-
bruchs hinzugezogen werden.

Fir die Source-Attribution, d. h. die Quellenzuordnung bestimmter Erreger-Subtypen zu be-
stimmten Lebensmitteln oder Tierarten, soll durch die Entwicklung von verfeinerten Model-
len, die Genomsequenzierungsdaten bericksichtigen, eine hdhere Genauigkeit erreicht wer-
den. Aber auch hier gilt, dass Datensatze mit epidemiologischen Daten verknlpft werden
sollten. Metagenomics als kultur-unabhangiges NGS-Verfahren bietet ein weiteres grolies
Potential zur Erkennung von Ausbrlichen, fiir Source-Attribution-Studien und Risikobewer-
tungen bei nicht-kultivierbaren oder langsam wachsenden Mikroorganismen oder zur Identifi-
kation ganz neuer Erreger, wie zum Beispiel des Schmallenbergvirus im Jahr 2011. Ahnlich
wie bei WGS ist der Nachweis genetischer Marker beispielsweise fiir Resistenz gegen Anti-
biotika oder von Virulenzmarkern moglich. Die Bedeutung und Anwendung von Meta-
genomics wird in Zukunft je nach Anwendungsbereich von der Weiterentwicklung und Har-
monisierung sowie der méglichen Sensitivitdt der Methoden abhangen. Im Bereich des
Nachweises neuer viraler Erreger nimmt Metagenomics in jedem Fall schon jetzt eine fuh-
rende Rolle ein. Diese kann sie in Zukunft auch bei der Identifizierung von Genen gegen
antimikrobielle Resistenzen (AMR) in Proben erlangen.

Zusammenfassend kann eingeschatzt werden, dass das WGS aufgrund der fortgeschritte-
nen Etablierung in den Laboren und technologischen Ausgereiftheit eine der bedeutendsten
Methoden im Bereich der Mikrobiologie geworden ist. Es gilt daher, die Methode weiter zu
foérdern und Daten, die mit dem WGS gewonnen werden kdénnen, in die Modelle der Risiko-
bewertungen einzubeziehen, um das Potential auszuschépfen. Gleiches gilt fir Metageno-
mics, die in den Laboren oftmals nicht zuletzt aufgrund der kostenintensiven Anwendungen
noch nicht immer etabliert ist, aber fur die nicht-kultivierbaren Mikroorganismen, einschlief3-
lich Viren, ein sehr grolRes Potential fur differenziertere Risikobewertungen und Ausbruchs-
untersuchungen bietet. Targeted (gezielte) Metagenomics, d. h. der Nachweis von im Voraus
bestimmten genetischen Markern mittels Sequenzierung komplexer Proben, kénnte eine
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kostengtinstigere Alternative als der ungezielte Nachweis darstellen. Targeted Metageno-
mics erlaubt aber eben nicht, bisher unbekannte genetische Marker nachzuweisen.

Die Schlussfolgerungen zum ToR 2 beinhalten folgende Feststellungen (Seite 50/51 der
EFSA-Stellungnahme):

Das WGS ermdglicht, Informationen zu Serotypen fir Salmonella und STEC und zur Anwe-
senheit von genetischen Resistenz-Determinanten zu erheben. Es kdnnen hohe Uberein-
stimmungen zwischen den klassisch mikrobiologischen und WGS-basierten Methoden er-
reicht werden. Darlber hinaus kann mittels WGS fir die durch konventionelle Verfahren
(Agglutination) nicht serotypisierbaren Salmonella- und STEC-Isolate der Serotyp vorher-
gesagt werden. Es wird empfohlen, WGS-basierte Serotypisierung in die EU-Regularien, in
denen die Serotypisierung von Salmonella und E. coli gefordert ist (z. B. (EU) No. 200/2010,
517/2011, 200/2012 und 1190/2012 in Ubereinstimmung mit (EC) No. 2160/2003), mit auf-
zunehmen, da sie ein wesentlich genaueres und differenzierteres Bild der Typen wiedergibt,
als es mit den jetzt gangigen Methoden mdglich ist. Da das White-Kauffmann-Le Minor
(WKL) Schema (Grimont and Weill 2007) zur Bestimmung der Serotypen bei Salmonella auf
Antigen-Antikérper-Reaktionen beruht, kann es zu inkorrekten bzw. nicht vollstandigen Sero-
typie-Ergebnissen kommen. Genotypische Daten zu Serotypen sollten daher in das WKL-
Schema integriert werden, um die Differenzen, die zurzeit in der Ungenauigkeit des WKL-
Schemas liegen, zu beschreiben und dieses zukiinftig dann ersetzen.

Differenzen zwischen dem Phanotyp und dem Genotyp bei der Bestimmung der Antibiotika-
resistenz konnen aufgrund der variablen Expression von Resistenzgenen vorkommen (indu-
zierte Resistenz). WGS liefert daher Uber die Expression hinaus Daten, ob Antibiotikaresis-
tenzgene im Genom vorhanden sind und potentiell fir die Ubertragung auf andere Bakterien
zur Verfigung stehen. Eine schrittweise Integration von WGS-Daten in die harmonisierten
AMR-Monitoringprogramme wurde in einer friiheren technischen Spezifikation der EFSA
empfohlen (EFSA 2019b).

Mit dem Wechsel zu den NGS-basierten Methoden in den Referenzzentren wird es zu neuen
Herausforderungen beziglich des Datenaustausches und der Methodenstandardisierung
kommen. Metagenomics wird als Methode mit sehr hohem Potential angesehen, hat aber
auch noch Grenzen im Vergleich zu WGS-basierten Methoden (wie Sensitivitat und Fehlen
von Harmonisierungen). Fur den Nachweis neuer viraler und bakterieller Erreger ist die An-
wendung von Metagenomics nach Ansicht von BfR und FLI jedoch unerlasslich.

Zusammenfassend wird festgestellt, dass WGS-Methoden den mikrobiologischen Verfahren
gleichgestellt werden sollten. Dies bedeutet, Serotyp-Vorhersagen mittels WGS-Methoden
fur Salmonella und E. coli anzuerkennen, Virulenzgene mit der WGS fur STEC zu identifizie-
ren und Antibiotikaresistenzgene im Rahmen der antimicrobial resistance (AMR)-
Monitoringprogramme systematisch zu erfassen. Um die Entwicklung, Validierung und Stan-
dardisierung solcher WGS-Methoden zwischen den Laboratorien weiter zu optimieren, soll-
ten dazu Projekte einschlieBlich eines Kapazitatsaufbaus in den EU-Mitgliedslandern gefor-
dert werden. BfR und FLI gehen davon aus, dass dies u. a. die Férderung von NGS-
basierten Untersuchungen zur molekularen Epidemiologie von Erregern bei Wild-, Haus- und
Nutztieren sowie Ausbruchsuntersuchungen in der Primarproduktion umfasst. Dies dient der
Tiergesundheit, dem Tierwohl, der Agrarwirtschaft und dem gesundheitlichen Verbraucher-
schutz, da die Ubertragung zoonotischer Erreger iiber Lebensmittel begrenzt wird.
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Nach Einschatzung des FLI wird NGS im Tierbereich aber bisher nur sehr begrenzt einge-
setzt. Mittel zum Kapazitatsaufbau sind in allen Bundeslandern und flir die Bundesinstitute
dringend nétig, auch um international den methodischen Anschluss zu halten. Dies beinhal-
tet die Anschaffung von Hardware (z. B. Sequenziergerate, Hochleistungsrechner, schnelle
Internetverbindung), Software und die Einstellung von spezialisiertem Personal. In Abstim-
mung und direkter Zusammenarbeit zwischen BfR, FLI und Robert Koch-Institut (RKI) wer-
den bioinformatische Methoden fiir NGS-basierte molekulare Epidemiologie und Ausbruchs-
untersuchungen entwickelt. Eine Validierung der Methodik nach ISO 17025:2018 wird ange-
strebt, um den Einsatz bei der Tiergesundheitsuberwachung zu gewahrleisten.

Antworten des BfR und des FLI zu weiteren Fragenstellungen:

1. Artikel 34 der Verordnung (EU) 2017/625 sieht vor, dass die fiir Laboranalysen ver-
wendeten Methoden den Anforderungen nach Anhang lll der genannten Verord-
nung geniigen miissen. Welche der genannten Merkmale des Anhang lll Verord-
nung (EU) 2017/625 werden durch (welche) Whole Genome Sequencing (WGS)-Me-
thoden erfiillt?

WGS-Methoden erzeugen moglichst vollstandig abgedeckte DNA-Sequenzen eines Genoms
(z. B. Genom eines Bakterienisolats), die anschliefend fir die Typisierung bzw. fur die Iden-
tifizierung bestimmter Eigenschaften des Isolates bzw. Genoms genutzt werden. Die Merk-
male, die eine Sequenz erflllen muss, um der Qualitat fir eine nachfolgende Analyse zu
genuigen (Akzeptanzparameter), sind in der ISO/CD 23418(E) niedergelegt (Table A2). Die-
ses Dokument entspricht noch keinem ISO-Standard und befindet sich derzeit in der Kom-
mentierung. Daher sind Anderungen maglich. Die den Akzeptanzparametern gentigenden
DNA-Sequenzen konnen schlieBlich fur die Typisierung bzw. Identifizierung von Genomei-
genschaften herangezogen werden. Dabei gilt, dass die alternative Typisierungsmethode
(hier die WGS-basierte Typisierung/ldentifizierung) validiert sein muss. Welche Anforder-
ungen an die Validierung einer alternativen Typisierungsmethode bestehen, ist in dem
Entwurf ISO/FDIS 16140-6 “Microbiology of the food chain - Method validation - Part 6: Pro-
tocol for the validation of alternative (proprietary) methods for microbiological confirmation
and typing procedures” niedergelegt. Hier wird die Referenzmethode mit der alternativen
Methode verglichen (Bestimmung der Inklusivitat und Exklusivitat in Studienversuchen und
Methodenringversuchen) und im Ergebnis ein Standard definiert.

Fur die Bestimmung z. B. des Serotyps eines Salmonellen-Isolates auf Grundlage von WGS-
Daten werden folgende Merkmale aus dem Anhang lll der Verordnung (EU) 2017/625 erfillt:
Selektivitdt, Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit. Da es sich im Allgemeinen bei Typi-
sierungsmethoden nicht um qualitative oder quantitative Nachweismethoden handelt, treffen
die im Anhang lll der Verordnung (EU) 2017/625 aufgelisteten Merkmale fiir alternative Typi-
sierungsmethoden zumeist nicht zu. Im Ubrigen gelten die im Rahmen der Akkreditierung
nach DIN EN ISO/IEC 17025 von der Deutschen Akkreditierungsstelle (DAKkS) geforderten
Validierungsvorschriften fir Prifverfahren (Dokument 71 SD 4 019 vom 14.01.2015).

Metageomische Ansatze zur Erregerdetektion, insbesondere viraler Erreger, erflillen neben
der Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit das in Anhang Il Absatz 3 der Verordnung
genannte Merkmal (,Analysemethoden, die sich einheitlich auf verschiedene Produktgruppen
anwenden lassen, sollten gegenltiber Methoden bevorzugt werden, die nur bei einzelnen
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Produkten anwendbar sind“). Am FLI wurde bereits gezeigt, dass die fiur den Erregernach-
weis etablierten Methoden sich auf diverse Probenmatrices unterschiedlichster Herkunft an-
wenden lassen. Welche weiteren Anforderungen des genannten Anhangs erfiillt werden,
muss, wie auch die Sensitivitat, weiter erforscht werden.

2. Die Verordnungen (EG) Nr. 2160/2003 und (EG) Nr. 2073/2005 gehen von der
Anwendung bestimmter Methoden aus. Welche zusatzlichen und weitergehenden
Ergebnisse fiir die Uberpriifung der in den genannten Verordnungen
beschriebenen Kriterien (fiir die VO (EG) Nr. 2160/2003 sind dies Informationen, die
uber die Kriterien fiir die Bestimmung der Salmonella-Serotypen hinausgehen und
zusatzliche Informationen z. B. iiber die Pathogenitat liefern) konnen durch die
Anwendung von Whole Genome Sequencing (WGS)-Methoden erhalten werden,
die gegebenenfalls fiir die Risikobewertung von Bedeutung sind?

Durch die Anwendung von WGS-Methoden kann auf Grundlage der Bestimmung der Anwe-
senheit bzw. Abwesenheit von Pathogenitatsgenen eine Risikobewertung bestimmter Erre-
gertypen erfolgen. Ein typisches Beispiel ist die Identifizierung von stx-Gentypen bei STEC.
Die Bestimmung solcher STEC-Varianten wird bereits mit Hilfe von PCR-Verfahren
durchgefiihrt, kann aber durch WGS-Methoden abgeldst werden. Dartiber hinaus kdnnen die
abrufbaren Charakteristika (d. h. Repertoire von Pathogenitatsgenen eines Isolats) deutlich
erweitert werden, so dass sich fir die Risikobewertung wesentlich differenziertere und
detailreichere Datensatze als bisher herstellen lassen. Im Allgemeinen gilt dies fir alle in der
Lebensmitteliberwachung relevanten Bakterien-Spezies und weitere Mikroorganismen (z. B.
fur die Tiergesundheit relevante Erreger). Neben der Bestimmung von Pathogenitatsgenen in
einem Genom eines Stammes kénnen fiir eine Risikobewertung z. B. folgende Gene von
Interesse sein: 1.) Bestimmung von Genen, die zu einer Biofilmbildung beitragen, 2.)
Resistenzgene, die fur die Unempfindlichkeit gegentber antimikrobiellen Substanzen und
Desinfektionsmitteln verantwortlich sind, 3.) Determinanten, die fiir die Mobilitat von Genen
eine Rolle spielen (Plasmide, Transposons, IS Elemente, Phagen) und 4.) Gene, die fur
bestimmte metabolische Eigenschaften eines Keims verantwortlich sind und z. B. ein
Uberleben unter Stressbedingungen férdern.

3. Sind Whole Genome Sequencing (WGS)-Methoden schon jetzt geeignet, die
Unterschiede der fur die 6ffentliche Gesundheit relevanten pathogenen
Mikroorganismen, wie z. B. fiir Salmonellen, Campylobacter spp. und Listerien zu
differenzieren und damit z. B. bisher gebrauchliche Charakteristika von
Mikroorganismen, wie z. B. Serotyp, Phagentyp etc. zu ersetzen (s.
Schlussbemerkungen des Kapitels 3.4.3 der o. g. EFSA-Stellungnahme)?

Die Vorhersage der Charakteristika von Mikroorganismen auf Grundlage von Genomse-
quenzen, wie z. B. des Serotyps und der Antibiotikaresistenz, ist in bereits darauf speziali-
sierten Laboren grundsatzlich méglich. Jedoch ist die Genauigkeit einer solchen Vorhersage
von dem Umfang und vom Inhalt der Sequenz- und Wissensdatenbanken (z. B. bekannte
genetische Marker fir Antibiotikaresistenz) abhangig, die fir eine solche Abfrage verwendet
werden mussen. Der Umfang dieser Datenbanken schwankt erregerabhangig sehr. Weiter-
hin hangt sie von der Verfiigbarkeit bioinformatischer Programme und zur Verfligung ste-
hender IT-Hardware ab, um die Charakteristika bestimmen zu kénnen. Die Pflege von Se-
quenzdatenbanken sowie die Entwicklung und Validierung von bioinformatischen Program-
men, die relevante Charakteristika bestimmen konnen, wird in Zukunft dartiber entscheiden,
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wie zuverlassig die erhaltenen Ergebnisse aus einer Genomanalyse sind. Fir die derzeit laut
EU-Regularien zu bestimmenden Charakteristika (Serotypen fur Salmonellen bzw. E. coli,
Antibiotikaresistenz) sind die WGS-Methoden bereits gut etabliert und kénnen die klassische
mikrobiologische Bestimmung ersetzen.

Durch die Etablierung automatisierter Auswertesoftware kdnnen alle zusatzlichen genetisch
fixierten Charakteristika eines Isolates erfasst werden. Dies beinhaltet beispielsweise MLST-
Typen aller Gene oder Einzelnukleotidanderungen im gesamten Genom. Diese Charakte-
ristika erganzen klassische Charakteristika (z. B. Serotyp) und erlauben eine hdhere Aufl6-
sung. Durch die Vielzahl der zusatzlich gewonnenen Informationen des WGS koénnen regel-
mafig neu definierte Charakteristika hinzugefligt werden.

Die Vorhersage des Phagentyps, z. B. von Salmonellen, durch WGS-Daten wird derzeit nicht
weiterverfolgt, da inzwischen wesentlich differenziertere sequenzbasierte Ansatze zur Be-
stimmung von phylogenetischen Eigenschaften zur Verfigung stehen (z. B. MLST, rMLST,
cgMLST, SNP-Analysen). Internationalen Abstimmungsbedarf gibt es jedoch noch in der
Nomenklatur von Typbezeichnungen bei solchen neuen Verfahren, um sie laboriibergreifend
vergleichen zu kdnnen.

4. In der Stellungnahme 047/2019 des BfR vom 28. November 2019 zu ,,Erbmaterial
von Erregern vergleichen, um Krankheitsausbriiche aufzuklaren* wird die
Qualitatssicherung im Labor betont und auf die Aktivitaten einer § 64 LFGB-
Arbeitsgruppe hingewiesen. Welche qualitatssichernden Laborstandards sind
erforderlich, um sowohl die Ergebnisse, die mit einer Methode von verschiedenen
Anwendern gewonnen werden, als auch die Ubereinstimmung zwischen
verschiedenen Laboren (in verschiedenen Institutionen) zu tberpriifen?

Qualitatssichernde Laborstandards einer Methode bzw. eines Prifverfahrens sind grund-
satzlich von der DAKKS beschrieben worden (Dokument 71 SD 4 019 vom 14. Januar 2015)
und innerhalb der ISO-Normen (DIN EN ISO/IEC 17025, DIN EN ISO 15189) geregelt. Dies
gilt sowohl fiir den Lebensmittelbereich als auch fiir den Bereich Tiergesundheit. Die dort
beschriebenen Anforderungen missen Labore erfillen, um fiir das Prifverfahren akkreditiert
zu werden. Unterschieden werden missen grundsatzlich Normverfahren, die normativ im
Anwendungsbereich des Verfahrens eingesetzt werden und nicht normierte Prifverfahren
(z. B. Hausverfahren). In jedem Fall gilt, dass das Prifverfahren validiert sein muss. Der Um-
fang der zu ermittelnden VerfahrenskenngréfRen hangt davon ab, ob es sich um ein qualitati-
ves oder quantitatives Verfahren handelt. Zur Verifizierung eines bereits validierten Verfah-
rens (z. B. Normverfahren), welches in verschiedenen Laboren etabliert ist, sollte eine Leis-
tungseignungsprufung des Labors regelmaRig durch eine geeignete Stelle (z. B. Nationales
Referenzlabor (NRL)) erfolgen.

In der § 64 LFGB-Arbeitsgruppe ,NGS-Bakteriencharakterisierung“ werden normativ Prifver-
fahren entwickelt (Szabo et al. 2019). Hier werden Validierungen durchgefuhrt, die zeigen,
dass das Verfahren in der Lage ist, zuverlassig richtige Ergebnisse zu erzielen und diese
zwischen den Laboratorien vergleichbar sind. Die Validierung umfasst eine Vergleichsstudie
in einem Labor, welche die Selektivitat (Inklusivitat und Exklusivitat) ermittelt und eine Labor-
vergleichsstudie, die mit mindestens acht Laboren durchgefuhrt wird. Bei Vorliegen einer
Referenzmethode erfolgt die Einbeziehung dieser in die Vergleichsstudie. Die Laborver-
gleichsstudien sind in der WGS sehr umfangreich, da fir jeden Zielorganismus die zu ermit-
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telnden Charakteristika vergleichend untersucht werden missen. Dies betrifft sowohl die
qualitatssichernden Parameter der zu erzeugenden Rohsequenzen als auch die folgenden
bioinformatischen Analyseschritte bis zum Ergebnis. Zurzeit ist in der § 64 LFGB-
Arbeitsgruppe ,NGS-Bakteriencharakterisierung“ eine Studie in Bearbeitung, welche prift, ob
die Verfahren fur die Erkennung von Clustern bei Listeria (L.) monocytogenes im Rahmen
der Untersuchung von Krankheitsausbrichen geeignet sind. Da es bisher kein Referenzver-
fahren gibt, werden die Merkmale zur Vergleichsprazision (zufallige Abweichungen von La-
bor zu Labor) und Messunsicherheiten analysiert. Aufgrund der notwendig durchzuflihrenden
Laborvergleichsstudien fur die vier lebensmittelassoziierten Erreger L. monocytogenes, Sal-
monella, Campylobacter und STEC wird die Erstellung von Normverfahren sukzessive erfol-
gen und noch mehrere Jahre bendtigen.

Im Bereich der Tiergesundheit (§ 27 TierGesG) werden entsprechende diagnostische Ver-
fahren ebenfalls entwickelt und validiert. Es wurde begonnen, Pilotstudien zu Laborver-
gleichsverfahren mit ausgewahlten Bundeslandern und internationalen Partnern durchzu-
fUhren.

Fur qualitatssichernde Malinahmen ist weiterhin notwendig, sogenannte Referenzgenom-
satze herzustellen und zu etablieren. Auch Referenzstdmme mussen definiert und zur Ver-
flgung gestellt werden. Diese Referenzstamme bendtigen die Labore, um 1.) intern ihre
WGS-Verfahren regelmalig zu verifizieren und 2.) Anpassungen im WGS-Verfahren zu vali-
dieren.

Die Validierung von WGS-Verfahren betrifft nicht nur laborbezogene Arbeiten, sondern ist
auch im Besonderen flr die bioinformatische Auswertung der WGS-Daten von Bedeutung.
Aufgrund der vielen verschiedenen Algorithmen, die es fur die Auswertung von WGS-Daten
gibt, sind auch fir diesen Teil Vergleichsuntersuchungen notwendig, um sich auf robuste
Standards festzulegen. Die § 64 LFGB-Arbeitsgruppe ,NGS-Bakteriencharakterisierung“ und
das FLI berucksichtigen diesen Teil der Validierung mit.

Sowohl in der Lebensmitteliiberwachung als auch in der Tiergesundheit wird man jedoch
ohne das Hinzuziehen individueller epidemiologischer Daten zu den Isolaten keine Festle-
gungen treffen kdnnen, wann ein Isolat zu einem Ausbruchsgeschehen zahilt.

BfR und FLI nehmen regelmaRig u. a. an Ringversuchen des United Nations Secretary Ge-
neral‘’s Mechanism (UNSGM) teil. Diese werden vom RKI organisiert und beinhalten Versu-
che mit NGS-Verfahren fur hochpathogene bakterielle und virale Erreger (BSL3).

Weitere Informationen auf der BfR-Website zum Thema Next Generation Sequencing
Stellungnahme 047/2019 des BfR vom 28. November 2019

https://www.bfr.bund.de/cm/343/erbmaterial-von-erregern-vergleichen-um-
krankheitsausbrueche-aufzuklaeren.pdf

Anwendung des Whole Genome Sequencing zur Aufklarung von lebensmittelbedingten
Krankheitsausbriichen (2020). BfR Wissenschaft. Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin
https://www.bfr.ound.de/cm/350/anwendung-des-whole-genome-sequencing-zur-
aufklaerung-von-lebensmittelbedingten-krankheitsausbruechen.pdf
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Forschungsprojekt Errichtung der Next-Generation-Sequenzierung fiir die Genomanalyse
von bakteriellen Erregern in Europa (ENGAGE)

https://www.bfr.ound.de/de/errichtung der next generation _sequenzierung fuer die geno
manalyse von bakteriellen _erregern in_europa engage -202736.html

Externe Links zu Next Generation Sequencing

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

-https://www.globalmicrobialidentifier.org/

E_;'EIFE ,Stellungnahmen-App“ des BfR

[=]
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Uber das BfR

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