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Einleitung

Die Gewahrleistung der Lebensmittelsicherheit

tragt wesentlich zur 6ffentlichen Gesundheit bei.
Lebensmittelbedingte Erkrankungen im Zusammenhang
mit einer mikrobiellen Kontamination durch

pathogene Bakterien stellen eine erhebliche Gefahr

fir die Humangesundheit dar. Insbesondere REP-
Bakterienstamme (Recurring, Emerging, Persisting;
wiederholt auftretend, neu auftretend, persistierend),
einschlieBlich pathogener E. coli, Listeria, Campylobacter,
Shigella und Salmonella, kdnnen periodisch akute
Ausbriiche verursachen."?

Die Verwendung von Labormethoden zur Subtypisierung
von Enterobacteriaceae, einschlieBlich Salmonella, war
entscheidend flr die Ermittlung potenzieller Ausbriche
und die Verknlpfung von durch Bakterien verursachten
Erkrankungen mit Ausbruchsquellen. In den USA verhindert
die landesweite molekularbiologische Surveillance
mithilfe von NGS (Next-Generation Sequencing,
Sequenzierung der nachsten Generation) jahrlich Gber
250.000 Erkrankungen durch enterische Bakterien

und spart eine halbe Milliarde US-Dollar an Kosten

fir Behandlungen und Produktivitatsverluste ein.>*

Wahrend die Genomsequenzierung (WGS, Whole-Genome
Sequencing) auf Basis von NGS Mikrobiologielaboren
erhebliche Vorteile bei Geschwindigkeit, Genauigkeit und
Informationstiefe bietet, stellt die Bibliotheksvorbereitung
weiterhin einen Engpass dar. Durch die Automatisierung
der Bibliotheksvorbereitung anhand eines Liquid-Handling-
Systems werden bei verringertem manuellen Aufwand und
geringerem Potenzial flr Bedienungsfehler einheitliche
Bibliotheken generiert.®

In diesem technischen Hinweis wird die Performance
eines umfassenden NGS-Workflows dargestellt, der drei
Optionen zur Automatisierung der Bibliotheksvorbereitung
mithilfe von lllumina DNA Prep mit der Sequenzierung auf
der MiSeq i100 Series und der Analyse mit DRAGEN™-
Software fUr eine effiziente und genaue Surveillance im
Bereich Lebensmittelsicherheit vereint (Abbildung 1).°
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32 Salmonella enterica-Isolate, die im Rahmen der
PulseNet-Routinesurveillance” entnommen wurden,
wurden auf BBL Blood Agar Base (ohne Zugabe von
Blut) (BD, Katalog-Nr. 211037) kultiviert. Genomische
DNA (gDNA) wurde mit dem Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Katalog-Nr. A1120) mit leicht
abgeandertem Protokoll zur Isolierung von gDNA
aus gramnegativen Bakterien extrahiert.® Gereinigte
gDNA wurde mit dem Qubit dsDNA BR Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Katalog-Nr. Q32853) vor
der Bibliotheksvorbereitung quantifiziert.

Bibliotheksvorbereitung

FUr die Sequenzierung geeignete Bibliotheken wurden
in dreifacher Ausfertigung mit drei Optionen fur
automatisierte Losungen und einer manuellen Option
fur lllumina DNA Prep (lllumina, Katalog-Nr. 20060059)
vorbereitet. 100 ng extrahierte gDNA pro Probe wurden
zur Normalisierung des Bibliotheksergebnisses als
Zugabe verwendet. Zur Optimierung der Insert-GréRe
auf der MiSeq i100 Series wurde ein zusatzlicher
Bead-Reinigungsdurchgang mit einem Bead-Proben-
Verhaltnis von 0,5-fach durchgefiihrt, um kurze Inserts zu
entfernen.® Die drei evaluierten Automatisierungslésungen
waren das Biomek NGenius Next Generation Library
Prep System (Beckman Counter, Katalog-Nr. C62),
die Biomek i7 Automated Workstation (Beckman
Coulter, Katalog-Nr. B87585) und die Firefly-Plattform
(SPT Labtech) (Tabelle 1).

Sequenzieren Analysieren

DRAGEN Small Whole-
Genome Sequencing App

MiSeq i100 Series

Abbildung 1: Umfassender NGS-Workflow fiuir den Salmonella-Nachweis

Die Kombination aus automatisierten Lésungen fur die lllumina-Bibliotheksvorbereitung mit der Sequenzierung auf der MiSeq i100 Series
und der DRAGEN-Sekundéaranalyse ermoglicht die genaue Surveillance durch Lebensmittel Ubertragener Salmonella.
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Die Qualitat und Konzentration der PCR-amplifizierten
(Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion)
Bibliotheken wurden mit dem TapeStation System 4200
(Agilent Technologies, Katalog-Nr. G2991BA) und

dem Qubit 1X dsDNA High Sensitivity (HS) Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Katalog-Nr. Q33231) vor
dem Poolen bestimmt.

Sequenzierung

Vorbereitete Bibliotheken wurden nach Volumen
gepoolt und auf eine Ladekonzentration von 60 pM
(32 Bibliotheken/Lauf) verdinnt. Die Sequenzierung
wurde auf dem MiSeq i100 Plus System mit einer
25M-FlieBzelle und einer Laufkonfiguration von

2 x 301 bp durchgefiihrt. Fur groBere Studien
lassen sich Sequenzierungslaufe auf das NextSeq™
1000 System, das NextSeq 2000 System oder das
NovaSeq™ 6000 System hochskalieren.

Datenanalyse

Im Anschluss an die Sequenzierung wurden die Daten
an BaseSpace™ Sequence Hub gestreamt und mit

dem FASTQ Toolkit (v2.2.6) einem Downsampling auf
700.000 Paired-End(PE)-Reads unterzogen. Die Analyse
wurde mit der DRAGEN Small Whole-Genome Sequencing
(sSWGS) App (v4.3.13) durchgeflhrt. Hierbei wurden die
Genom-Coverage, Metriken zur medianen Tiefe und
zusétzliche Assaymetriken ermittelt.

Ergebnisse

Sequenzierungsmetriken

Mit dem MiSeq 1100 Plus System wurden
Sequenzierungsdaten mit durchschnittlich

> 96,5 % der Basen Uber Q30 und = 75 % Reads nach
Filterung (PF, Passing Filter) generiert (Tabelle 2).
Die Konzentration der mit automatisierten und
manuellen Methoden vorbereiteten Bibliotheken
war vergleichbar (Abbildung 2A).
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Tabelle 1: Assay-Zeit mit manuellen und
automatisierten Methoden zur Bibliotheksvorbereitung

Automatisie- Manueller | Assay-Zeit

Methode? .
rungsdauer | Aufwand @ insgesamt
Manuell 60-90 mi ca.
anue n. z. - min 4_4'5 h
Biomek . ca. ca.
NGenius 21h 45 min 45 min 21h 45 min®
: : ca. ca. ca.
Biomek i7 4h30min | 20-24min | 4h34min
. . ca. ca.
SPT firefly 3 h 8 min 20-22 min 3 h 28 min

a. 96 Proben pro Lauf.

b. Die Laufzeit von Biomek NGenius zur Verarbeitung von 24 Proben
betragt 7 h 15 min.

Die Werte flr den prozentualen Anteil demultiplexierter
Reads, d. h. der Anteil an der Gesamtzahl der

Reads, die einer Probe anhand ihres Barcodes
zugeordnet werden konnten, sind vergleichbar.

Der Variationskoeffizient (CV, Coefficient of Variation)
ist bei automatisierten und manuellen Methoden
niedrig (< 10 %), was einen weiteren Anhaltspunkt
daflr liefert, dass alle untersuchten Methoden zur
Bibliotheksvorbereitung Daten von guter Qualitat
erbrachten (Abbildung 2B).

Mediane Insert-GroBen

Bei der Insert-GroBRe handelt es sich um einen
wichtigen Parameter bei der Vorbereitung der
NGS-Bibliothek, der durch die Bedingungen

der Tagmentierungsreaktion wie Zeit, Temperatur
und Bibliotheksbereinigungsschritte mit lllumina-
Reinigungsbeads beeinflusst wird. Die automatisierte
Bibliotheksvorbereitung lieferte eine konsistente
mediane Insert-GroRe Uber dem fur die manuelle
Bibliotheksvorbereitung beobachteten Wert
(Abbildung 3).

Tabelle 2: Sequenzierungsmetriken und Laufzeiten mit manuellen und automatisierten Methoden zur Bibliotheksvorbereitung

Methode Mittelwert % Q30

Manuell 97,95 + 0,40 81,0984

Biomek NGenius 97,92 + 0,18 77,72 + 0,96

Biomek i7 96,67 + 0,55 78,04 £ 2,79

SPT firefly 97,66 + 0,13 75,31+ 1,49
3 M-GL-02913 DEU v1.0

Laufzeit der
Sequenzierung

Gesamtzahl der PE-
Reads nach Filterung

64.122.141 14 h 13 min
61.455.112 14 h 2 min
61.710.695 14 h 2 min
59.551.797 14 h 21 min

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Abbildung 2: Automatisierte Methoden liefern
hochwertige Daten

(A) Die Konzentrationen der Bibliotheken, die mit
unterschiedlichen automatisierten Methoden
vorbereitet wurden, waren mit jenen bei der manuellen
Vorbereitung vergleichbar — bei geringfligig niedrigeren
Variationskoeffizienten (CV). (B) Automatisierte
Methoden zur Bibliotheksvorbereitung lieferten qualitativ
hochwertige Sequenzierungsdaten mit Werten fur den
prozentualen demultiplexierten Anteil, die mit jenen der
manuellen Bibliotheksvorbereitung vergleichbar sind.

Genom-Coverage

Die DRAGEN sWGS-Analyse ergab eine Coverage

von = 90 % des Salmonella-Genoms bei = 20-facher
Coverage-Tiefe, wie durch einen gleitenden
Mittelwert der Coverage in einer reprasentativen Probe
(Abbildung 4) und Uber 30 von 33 untersuchten Proben
(Abbildung 5) gezeigt werden konnte. Die geringere
mediane Insert-GroBe bei manueller Vorbereitung
(Abbildung 3) kann die geringere Coverage-Tiefe

bei manueller Vorbereitung (Abbildung 4) erklaren,
wobei weiterhin eine umfassende Coverage des
Genoms erreicht wird (Abbildung 5).
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Abbildung 3: Einheitliche mediane Insert-GroBe

bei automatisierten Methoden

Die mediane Insert-GroBe war bei automatisierten
Bibliotheksvorbereitungsmethoden durchgehend gréBer
als die bei der manuellen Bibliotheksvorbereitung
erzielte mediane Insert-GroBe.
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Abbildung 4: Genom-Coverage bei automatisierten
Methoden

Automatisierte Methoden fur die Bibliotheksvorbereitung
liefern hochwertige Sequenzierungsdaten, wie durch
einen gleitenden Durchschnitt der Genom-Coverage

in einer reprasentativen Probe gezeigt.

Nur fur Forschungszwecke. Nicht zur Verwendung in Diagnoseverfahren.
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Abbildung 5: Umfassende probeniibergreifende
Genom-Coverage bei automatisierten Methoden
Automatisierte Methoden fir die Bibliotheksvorbereitung
liefern hochwertige Sequenzierungsdaten mit

ca. 90 % des Genoms bei = 20-facher Coverage

fUr alle untersuchten Proben, mit Ausnahme eines
AusreiBerreplikats (Probe 7), fir das auf der Biomek
NGenius-Plattform unterdurchschnittliche Ergebnisse
erzielt wurden.

Zusammenfassung

Lebensmittelbedingte Erkrankungen im Zusammenhang
mit einer mikrobiellen Kontamination durch

Bakterien stellen eine erhebliche Gefahr flr die
Humangesundheit dar. Mit automatisierten Methoden
lassen sich bei verringertem manuellen Aufwand

und geringerem Potenzial fur Bedienungsfehler
einheitliche Bibliotheken generieren. Die Mdglichkeit
zur Integration von automatisierten Methoden fur die
Bibliotheksvorbereitung in die MiSeq i100 Series sorgt
fur einen schnellen, umfassenden NGS-Workflow, der
hochwertige Daten fir die wirksame Surveillance zur
Gewahrleistung der offentlichen Gesundheit liefert.
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