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Fuldgenom-DNA-sekventering (whole genome sequencing (WGS)) anvendes i stigende grad til fastlæggelse af
spredningsveje af bakterier både på hospitaler og i resten af samfundet. WGS er inde i en rivende udvikling med
mange nye anvendelser inden for infektionsforebyggelse [1]. Særligt i forbindelse med overvågning og
inddæmning af smitte med hospitalsassocierede bakterier og fødevarebårne infektioner er WGS et uvurderligt
støtteværktøj til den epidemiologiske kortlægning og afbrydelse af smitteveje.

HOVEDBUDSKABERHOVEDBUDSKABER

Gennem de seneste ti år er fuldgenomsekventering (WGS) blevet standardmetode til typning og undersøgelse for
specifikke gener i bakterier.

Undersøgelserne har hidtil taget flere uger, men kan nu rutinemæssigt udføres på få dage.

WGS kan dermed få kliniske konsekvenser og udbrud og smittekilder kan hurtigt identificeres.

Ved mistanke om udbrud med en klon af bakterier er det vigtigt af hensyn til smitteopsporing og afbrydelse af
smitteveje hurtigt at fastslå, om et givet bakterieisolat kan være identisk med udbrudstypen. Hertil anvendes i
dag forskellige WGS-baserede typningsmetoder, der med større eller mindre detaljeringsgrad kan afklare, hvor
beslægtede forskellige isolater af samme bakterieart er.

Udbrud skyldes ikke altid kun spredning af en bestemt klon, men kan også relateres til overførsel og spredning
af antibiotikaresistens på tværs af arter og subtyper af bakterier. Antibiotikaresistensgener og andre genetiske
egenskaber kan spredes via mobile DNA-sekvenser (plasmider), der koder for egenskaberne [2-4]. I de tilfælde er
identifikation af resistensgener og plasmider lige så vigtige for overvågningen som artsidentifikation og typning
af bakterierne [5, 6]. Jo hurtigere typning kan foretages, og genetiske egenskaber kan fastlægges, desto hurtigere
kan man drage epidemiologiske konklusioner og kliniske konsekvenser.

WGS kan anvendes til alle bakteriearter og kan i dag erstatte tidligere brugte typningsmetoder, der ofte er
artsspecifikke og kræver særlige reagenser for hver enkelt art. Derudover er WGS-data entydige, og sekvenser
kan nemt udveksles digitalt ved undersøgelser på tværs af hospitaler. Det er dog en udfordring, at der hverken i
Danmark eller internationalt er konsensus om tolkning af reglerne for akut udveksling af bakterielle sekvenser
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med eller uden ledsagende personhenførbare data. Dette til trods for, at de samme genomsekvenser i
forbindelse med videnskabelige publikationer ofte gøres offentligt tilgængelige i internationale genbanker. De
største ulemper ved WGS i klinisk sammenhæng er, at metoden traditionelt tager flere dage og er relativt
omkostningstung. Nye udviklinger i sekventeringsmetoderne muliggør, at WGS kan udføres hurtigere, i nogle
tilfælde helt ned til otte timer. Denne udvikling ændrer mulighederne for tidlig opsporing af smitteveje og -
kilder.

Den omfattende WGS af SARS-CoV-2, der har været omtalt i medierne, har haft en positiv afsmitning på
organisering af bakteriel WGS. Danske læger vil med stigende hyppighed støde på situationer, hvor WGS er
indgået i udredning af udbrud på hospitaler og det øvrige samfund. Formålet med denne artikel er at give
læseren en opdatering på baggrund, metode, status og fremtid for anvendelse af WGS i overvågning og
udbrudshåndtering af bakterielle infektioner.

FULDGENOMSEKVENTERINGFULDGENOMSEKVENTERING  TIL OVERVÅGNING OG UDBRUDSEFTERSPORING I DANMARK OG INTERNATIONALTTIL OVERVÅGNING OG UDBRUDSEFTERSPORING I DANMARK OG INTERNATIONALT

Referencelaboratoriet for Tarmbakteriologi på Statens Serum Institut (SSI) indførte som det første laboratorium
på SSI WGS til den nationale overvågning af Listeria monocytogenes i 2013. WGS viste sit værd, da man vha. den
afslørede et stort udbrud af listeriose i 2014 og bidrog til identifikation af et bestemt parti rullepølse som kilden
til udbruddet [7]. Siden fulgte den nationale typning af de hospitalsassocierede bakterier vancomycinresistente
enterokokker (VRE), extended spectrum beta lactamase-producerende Escherichia coli og
carbapenemaseproducerende organismer [8]. Andre bakterier, som fødevarebårne patogener [9, 10] og
tuberkulosebakterier [11, 12], er senere føjet til listen over bakterier, der fuldgenomsekventeres på SSI til
national og international overvågning og udbrudseftersporing [13, 14]. SSI har fra starten delt relevante
fuldgenomsekvenser og i nogle tilfælde tilhørende bioinformatiske analyser med de lokale klinisk
mikrobiologiske afdelinger og dermed løftet en vigtig lokal infektionshygiejnisk opgave.

Blandt de lokale klinisk mikrobiologiske afdelinger startede Amager/Hvidovre Hospital allerede i 2013 med
rutinemæssig WGS af alle methicillinresistente Staphylococcus aureus og VRE mhp. overvågning og
udbrudseftersporing [15]. Indførslen af WGS forbedrede smitteopsporingen markant og førte bl.a. til opdagelse
af et langvarigt hospitalsudbrud, hvor halvdelen af patienterne først blev fundet methicillinresistent S. aureus-
positive længe efter udskrivelse, hvorfor det var WGS-data, der rejste mistanken om et udbrud [16]. Blandt andre
tidlige gennembrud var klarlægning af person til person-spredning på institutioner som årsag til dødeligt
forløbende infektioner af husdyrsassocierede methicillinresistente S. aureus [17]. Siden fulgte andre hospitaler
med anvendelse af lokal WGS til smitteopsporing og afklaring af lokale udbrud af bl.a. legionærsyge, VRE-
infektioner og methicillinresistent S. aureus-sygdom [18-20].

I dag har mange klinisk mikrobiologiske afdelinger fast etablerede WGS-grupper, der på daglig basis bistår i
lokal og national overvågning og udbrudseftersporing. Dermed er der potentiale til tæt samarbejde på tværs af
hospitaler og regioner.

På europæisk plan er det Den Europæiske Fødevaresikkerhedsautoritet og Det Europæiske Center for
Forebyggelse af og Kontrol med Sygdomme, der varetager overvågningen af patogener hhv. i fødevarer og hos
mennesker. Her samarbejder SSI på lige fod med de andre europæiske nationale referencelaboratorier om
grænseoverskridende spredning af mikrobielle agens.

TEKNOLOGIER: SEKVENTERING OG SEKVENSANALYSERTEKNOLOGIER: SEKVENTERING OG SEKVENSANALYSER

I dag anvendes der langt overvejende to teknologier til bakteriel WGS. Short read-sekventering, som hyppigst
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udføres med teknologi fra firmaet Illumina, har længe været den altdominerende metode. I de senere år har
long read-sekventering, især med anvendelse af firmaet Oxford Nanopore Technology (ONT)s metode vundet
fremgang. De to metoder har forskellige fordele og ulemper (Figur 1Figur 1). Der findes andre producenter af
sekventeringsudstyr, men de to nævnte er langt de mest udbredte både i Danmark og internationalt.

Med WGS kan næsten hele genomsekvenser fastlægges i én arbejdsgang, og sekvenser i udvalgte genfragmenter
kan ekstraheres med bioinformatiske værktøjer. Forskellige sekvenser i et antal (ofte syv) genfragmenter
sammenstilles i overordnede typer. Metoden benævnes multi locus sequence typing (MLST), og de individuelle
typer betegnes sekvenstype (ST) efterfulgt af et tal. Højere opløselighed kan opnås ved at udvide antallet af
genfragmenter, der anvendes til MLST-typning til op til flere tusinde. Dette kaldes kernegenom MLST (cgMLST)
[21-24]. I Danmark har cgMLST ud over til afgrænsning af udbrud også været anvendt til vurdering af varighed af
udbrud [25].
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Hvis der ønskes endnu større opløselighed, kan bakteriers fuldgenomsekvenser sammenlignes på variationer på
enkelte nukleotider (single nucleotide variation (SNV) eller single nucleotide polymorphism (SNP)) (Figur 2Figur 2). Til
undersøgelserne anvendes en referencesekvens, der i dag ofte består af en præcis og komplet genomsekvens for
et centralt isolat, f.eks. et af de første isolater fra et udbrud. Komplette fuldgenomsekvenser opnås ved at
kombinere data fra Illumina- og ONT-sekventering.

De genetiske analyser kan anvendes til identificering af smittekilder (inficerede personer, fødevarer,
vandforsyninger, afløb, mv.), idet beslægtede bakterier i praksis ofte antages at være af klonal oprindelse og
dermed epidemiologisk relaterede.
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SoftwareløsningerSoftwareløsninger

Danmarks Tekniske Universitet har udviklet en række online »plugʼn play« analyseværktøjer, der ikke
forudsætter et dybereliggende kendskab til bioinformatik. Værktøjerne er gratis at benytte og vedligeholdes bl.a.
i samarbejde med SSI. I både Danmark og udlandet har disse værktøjer bidraget til udbredelsen af anvendt WGS
[4, 26]. Andre organisationer tilbyder også enkle og klinisk relevante bioinformatiske værktøjer, enten gratis
eller mod betaling [27].

Specielt til typning findes forskellige bioinformatiske værktøjer til bearbejdning af de meget omfattende data,
der opnås med WGS. Enkle og umiddelbart intuitive softwareløsninger fra bl.a. firmaerne 1928 Diagnostics,
BioNumerics og Ridom muliggør MLST og cgMLST af bakterier. Med disse løsninger kan man anvende WGS til
overvågning i enheder med begrænset bioinformatisk ekspertise [28, 29]. Da systemerne gemmer data, og nogle
af dem automatisk advarer ved ophobninger af beslægtede bakterier, afslører de både potentielle nye udbrud og
langvarige udbrud med sjældent forekommende bakteriestammer.

SENESTE UDVIKLING OG FREMTIDSENESTE UDVIKLING OG FREMTID

Dag til dag-ONT-WGS udføres nu i udvalgte tilfælde i Region Sjælland ved mistanke om udbrud. Hurtig genomisk
udredning har for nylig været anvendt til potentielle eller bekræftede udbrud af panoftalmi, Pseudomonas
aeruginosa-infektioner og listeriose. I fremtiden vil der i mange sammenhænge kunne sekventeres akut, og
fuldgenomsekvenser vil kunne sammenlignes med sekvenser fra andre laboratorier for hurtigt at fange regional
eller international spredning. For at få det fulde udbytte af overvågning baseret på WGS arbejder SSI og de
kliniske mikrobiologiske afdelinger på at udvikle en fælles analyseplatform med indbyggede
kvalitetsvurderinger og fælles databaser, der er tilgængelige for alle de diagnostiske laboratorier og
hygiejneenheder på hospitalerne. Herudover findes der kommercielle platforme, som tillader deling af
fuldgenomsekvenser blandt flere brugere på tværs af institutioner og landegrænser [30]. Flere danske regioner
bruger det nationale danske computercenter Computerome til opbevaring, bearbejdning og deling af bakterielle
fuldgenomsekvenser.

Prisen for at udføre WGS er fortsat relativt høj, ofte tusind kroner eller mere pr. isolat alene i forbrugsvarer, men
den kan nedbringes væsentligt ved stordrift. Enkelte danske hospitaler udfører WGS på et meget stort antal
bakterielle isolater og ikke kun på bakterier, der ud fra artsidentifikation eller særlige resistensegenskaber
umiddelbart rejser mistanke om mulig spredning. Dermed opnås vigtige oplysninger om underliggende
spredningsveje på hospitalerne, længe inden de viser sig ved spredning af særligt problematiske bakterier som
f.eks. multiresistente bakterier.

I tillæg til typning indeholder fuldgenomsekvenser også meget anden vigtig information, som indgår i
karakterisering og genkendelse af udbrudsstammer. Identifikation af antibiotikaresistensgener og
resistensskabende mutationer [29], virulensfaktorer [15], samt markører for oprindelse (f.eks.
husdyrsassocierede methicillinresistente S. aureus [17, 20]) kan alt sammen fastlægges ud fra
fuldgenomsekvenser. Fremover må det forventes, at disse informationer bliver inddraget i stigende grad til både
behandling og overvågning.

DISKUSSION OG KONKLUSIONDISKUSSION OG KONKLUSION

Indførelse af WGS i overvågning af bakterielle infektionssygdomme har grundlæggende ændret effektiviteten af
overvågning og udbrudshåndtering af bakterier.

Hvor det før som regel var epidemiologiske data, der gav mistanke om udbrud, er det i dag ofte WGS-data, der
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giver anledning til at undersøge, om der kan påvises en sammenhæng mellem patienter i tid og/eller sted. WGS
har ført til, at flere udbrud påvises. Metoden giver langt flere og mere entydige resultater end tidligere teknikker
og kan appliceres på alle dyrkbare bakterier.

WGS har fundet en plads i overvågning af bakterielle infektioner lokalt, nationalt og internationalt. WGS kan
udføres på ned til en dag, og data kan umiddelbart deles mellem laboratorier til gavn for smitteopsporing. De
tekniske løsninger er tilgængelige, men der mangler stadig finansiering og organisering, for at dette kan
implementeres fuldt ud til gavn for fødevaresikkerhed og infektionsforebyggelse på hospitaler og på
institutioner.
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This review summarises the current knowledge of whole genome sequencing (WGS) which has become the
standard method for genetic characterisation of bacteria in surveillance and outbreak investigation. Although
the method offers many advantages, its use in outbreak investigations is hampered by the relatively slow turn-
around time. Using new approaches to perform WGS, typing and gene detection can now be completed within
one day. This break-through allows clinical consequences to be taken almost immediately after detection of
relevant bacteria and may have a huge impact on the future prevention of transmission of infectious diseases.
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