TYPISIERUNG BAKTERIELLER ERREGER IN DER LEBENSMITTEL- UND HUMANANALYTIK

Im taglichen Routinebetrieb unterstutzt das NGS-Labor am Institut fur Hygiene und Umwelt (NGS@HU) auch die
Lebensmittelliberwachung und Aufklarung von Ausbruchsgeschehen. Dabel ist eine ubiquitar eingesetzte Methodik die Typisierung von
bakteriellen und viralen Krankheitserregern. Im Gegensatz zur klassischen Serotypisierung wird im NGS-Labor das entsprechende
Isolat, genauer gesagt, dessen Gesamtgenom mittels massive parallel sequencing (MPS) sequenziert. Im Anschluss einer solchen

Ganzgenomsequenzierung (whole genome sequencing, WGS) wird mit rechnergestitzten Analysen das Isolatgenom in seiner
Gesamtheit rekonstruiert (assembly) und jedes Iidentifizierte Gen einem funktionellen Kontext zugewiesen (annotation).
Ganzgenomsequenzierungen erfolgen je nach Vorhandensein mit oder ohne Abgleich zu einem Referenzgenom (reference based
assembly vs. de novo assembly) und ermoglichen in Kombination mit einer Kerngenom Multi-Locus-Sequenztypisierung (cgMLST,
core genome multi locus sequence typing) oder durch Bestimmungen des individuellen Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP, single
nucleotide polymorphism) eine Beschreibung des vorherrschenden Typs oder Serovars.

| - Erstellung von DNA-Bibliotheken (library prep)
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*hgDNA = humane genomische DNA
#mikrob. DNA = mikrobielle DNA
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Bei der DNA-Bibliothekserstellung ist die ubiquitar eingesetzte Methode, die
oben dargestellte Library prep mit PCR. Hierbeli werden die Indizes [
abweichend zur Library prep ohne PCR neben der Ligation auch amplifiziert.
Daraus resultiert, dass bei der Library prep mit PCR die gesuchten
Zielsequenzen in den finalen Libraries hoher konzentriert sind. Durch die [
Amplifikation kann es jedoch zu Seguenzmaskierungen kommen. Zuséatzlich
unterscheiden sich beide Methoden bei der Qualitats- und Quantitatskontrolle
der finalen Libraries. Mittels Fluorometer wird bel Library prep mit PCR die [

Quantitat der doppelstrangigen DNA (dsDNA) gemessen, wohingegen bei der 4. SNP-CLUSTER-ANALYSE via snippySnake pipelinel®
Library prep ohne PCR die einzelstrangige (ssDNA) bestimmt wird. Eine
Qualitatskontrolle mittels Fragment Analyzer ist nur bei dsDNA maoglich.

[3] https://gitlab.com/bfr_bioinformatics/chewieSnake

Il - Sequenzierung und Laufparameter (lllumina MiSeq™)

Sequenzierparameter zur Typisierung
von bakteriellen Isolaten aus Lebens-
mitteln und humanen Proben zur
Aufklarung von Infektionsketten. Die
Ubersicht zeigt den Fortschritt!, die
Ausfalle?, die Clusterdichte3, den |um
Anteil Uber Qualitatswert Q304 sowie
eine Darstellung der Fliel3zelle®.

[4] https://qgitlab.com/bfr_bioinformatics/snippySnake
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