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 Kurze Vorstellung  der Sequenziertechnologien

 Auswertestrategien mit generierten Genom(roh)daten

 Anwendungsbeispiele im Bereich Public 

Health/Krankenhausinfektionen

30.03.17 Prof. Dr. Guido Werner



Nächste Generation an Sequenziertechniken

Dr. Guido Werner 3

 Marktführer derzeit: illuminamit Solexa Technologie 

 Prinzip: parallelisierte Sequenzierung durch Synthese 

mit „Brückenamplifikation“ auf Trägeroberfläche

 Endprodukt: Millionen kurze Einzelstränge 

 Fehler: wenige, korrigiert durch vielfache Abdeckung pro Nukleotid („coverage“)

 Vorteile: vergleichsweise günstig (<200 Euro) und schnell („rapid run“), geeignet 

für hochparalleles Arbeiten:

 Illumina Hiseq Geräte erlauben die Sequenzierung von 100 – 200 Bakteriengenomen in 

1 Lauf

Quellen: www.creative‐biogene.com; Wikipedia 30.03.17

Hiseq2000

Miseq



3. Generation an Sequenziertechniken

Dr. Guido Werner 4

 Seit einigen Jahren am Markt

 Anbieter: z.B. Pacific Biosciences

 Prinzip: Einzel‐Molekül‐Echtzeit‐Sequenzierung (SMRT)

 Endprodukt: Lange DNS‐Stränge bis zu 40 kbp

 Fehler: hoch (PacBio, ca. 15%), korrigiert durch mehrfache 

Abdeckung pro Nukleotid („coverage“)

 Vorteil: Generierung langer DNS Fragmente, ideal zu Rekonstruktion neuer und 

komplexer Genome und mobiler Elemente; Spezialanwendungen (Methylierung)

 Nachteil: vergleichsweise teuer, technisch anspruchsvoll, Daten!

 Alternative: Oxford Nanopore MinION

Quellen: Pacific Biosciences; Oxford Nanopore; amazon.de30.03.17



4. Workshop Antibiotikaresistenz, Berlin 506.12.16

Arbeiten mit Genomfragmenten 

Bildquellen: fotopuzzle.de; 123rf.com; eurofinns.de; illumina.de; 

NGS

3rdGS/SMS



4. Workshop Antibiotikaresistenz, Berlin 606.12.16

Sequenziertechnologie!

Bildquellen: fotopuzzle.de; 123rf.com; eurofinns.de; illumina.de; 

NGS

KOSTEN!  90 ‐ 130 Euro/Isolat

KOSTEN!  Ca. 2200 Euro/Isolat

ZEIT!  Wenige Tage

ZEIT! Wochen

Multiplexing

KEIN Multiplexing
3rdGS/SMS



7Prof. Dr. Guido Werner30.03.17

Von der Genomsequenz zur Verwandtschaft

 Erfassung der gesamten Erbinformation erlaubt ultimative Informationstiefe

 Phylogenie/Verwandtschaftsvergleich  – Public Health

 Diagnostische Aspekte (Toxine, Resistenzen) – Therapie (Public Health)

 Genome sind nicht starr, sondern unterliegen einer permanenten Veränderung

 Ein Vergleich von sich homogen ändernden Regionen im Genom enthält ein 

zeitliches/evolutionäres Signal (Mutationen/Jahr; „trace back“); 

 Bestätigung von akuten Ausbrüchen und Erkennen von „diffusen“ Ausbrüchen

 Strategien

 Mapping (Einzelnukleotid‐Unterschiede – SNP) vs. Assembly („Kerngenoms“ ‐ cgMLST) 



8Prof. Dr. Guido Werner30.03.17

Auswertestrategien – Variante 1 – „Mapping“ gegen Referenz

Vorhandensein einer Referenz: Mapping („puzzeln nach Vorlage“)

Ziel: Vergleich von Unterschieden zwischen den Isolaten 
(„Single Nucleotide Polymorphisms“ ‐ SNPs)

 Ausbruchsanalysen/Transmissionsgeschehen
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CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATTTCATAACATCACCATGAGCTTGG
CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATTTCATAACATCACCATGAGTTTGG
CGATTAAAGATAGAAATACACGATCCGAGCAATTTCATAACATCACCATGAGCTTGG
CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATTTCATAACATCACCATGAGCTTGG
CGATTAAAGATAGAAAT------TGCGAGCAATTTCATAACATCACCATGAGCTTGG
CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATTTCATAACATCACCATGAGCTTGG
CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATTTCATAACATCACCATGAGCTTGG
CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATTTCATAACATCACCATGAGCTTGG
CGATTAAAGATAGAAATATCCGATGCGAGCAATTTCATAAAATCACCATGAGCTTGG

iso01
iso02
iso03
iso04
iso05
iso06
iso07
iso08
iso09
iso10 CGATTTAAGATAGAAATACCCGATGCGAGCAATTTCATAACATCGCCATGAGCTTGG

CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATTTCATAACATCACCATGAGCTTGG

Prof. Dr. Guido Werner30.03.17

Auswertestrategien – Variante 1 – „Mapping“ gegen Referenz
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AACACGAGCAGC
AACACGAGCAGT
AACACGACCAGC
AACACGAGCAGC
A------GCAGC
AACACGAGCAGC
AACACGAGCAGC
AACACGAGCAGC
AATCCGAGAAGC

iso01
iso02
iso03
iso04
iso05
iso06
iso07
iso08
iso09
iso10

Beim Mapping keine Aussagen über

- Variable Elemente (Plasmide)

- Virulenzgenen (Toxine)

- Resistenzen

TACCCGAGCGGC

Reduktion auf die unterscheidenden Anteile

- Vorteil: schnelleres Rechnen

- Nachteil: Informationen gehen verloren

- Analysen abhängig von Anzahl der Isolate

Prof. Dr. Guido Werner30.03.17

Auswertestrategien – Variante 1 – „Mapping“ gegen Referenz

z.T. diagnostisch wertvolle Informationen



 Vorteile

 Für die meisten Bakterien sind hochwertige Referenzgenome verfügbar

 Reduktion der Rechenleistungen nur auf genomische Unterschiede (Zeit!)

 Nachteile

 „what you get is what you see“ – Abschnitte, die im Referenzgenom fehlen, 

fehlen grundsätzlich auch im Vergleich

 Linux‐basiert – Software/Analysen wenig „Kundenfreundlich“

 Analysen in konservierte Regionen des Genoms, die gleichmäßig evolvieren 

– ein Einbeziehen von „Mutations‐hot spots“ verschiebt komplett die 

Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Stämmen

Auswertestrategien – Variante 1 – „Mapping“ gegen Referenz

11Prof. Dr. Guido Werner30.03.17
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Ohne Referenz: de novo Assembly („puzzlen ohne Vorlage“)

Ziel: 1. Vergleich von Unterschieden zwischen den Isolaten (cgMLST)

 Ausbruchsanalysen/Transmissionsgeschehen

2. Ableitung von Resistenzgenen/Virulenzgenen

Prof. Dr. Guido Werner30.03.17

Auswertestrategien – Variante 2 – ohne Referenz



13

CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATTTCATAACATCACCATGAGCTTGG

Generierung von consensus Sequenzen,
je nach Seq-Technologie und Qualität 1 – 400 contigs

Annotation/Vorhersage von Genen

- Ableitung von MLST

- Ableitung von cgMLST

- Ableitung von Virulenzgenen

- Ableitung von Resistenzen

Prof. Dr. Guido Werner30.03.17

Auswertestrategien – Variante 2 – ohne Referenz



14Prof. Dr. Guido Werner30.03.17

Auswertestrategien – Variante 2 – ohne Referenz

„Backward comparability“



15Prof. Dr. Guido Werner30.03.17

Auswertestrategien – Variante 2 – ohne Referenz/cgMLST

 Vorteile: 

 Keine Referenz notwendig

 Software häufig „kundenfreundlich“

 Für viele Bakterien sind bereits Schemata entwickelt

 Ableitung einer Nomenklatur möglich 

 Nachteile

 Fragmente/Informationen gehen z.T. verloren („unassembled reads“)

 Kommerzielle Software, Datenbanken z.T. „Cloud‐basiert“

 Nur kodierende Regionen werden herangezogen 

(mglw. weniger diskriminierend als Mapping)

SeqSphere+
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Staphylococcus aureus

 NGS‐basierte Analyse eines Ausbruchs mit MRSA auf einer

neonatologischen ITS

Enterobacteriaceae

 NGS‐basierte Analyse eines Multispezies‐Ausbruchs mit

Carbapenemase‐produzierenden Enterobacteriaceae‐Isolaten –

Verdacht auf „Plasmidhospitalismus“ (unpubl. Daten)

Beispiele

Prof. Dr. Guido Werner30.03.17
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Vermuteter MRSA Ausbruch auf einer neonatologischen ICU, 2016

Patientenalter Bemerkung Resistenzmuster, phänotypisch spa Typ Genom Clustertyp RKI‐Nr. 
1 Frühgeborenes  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00181
1 Frühgeborenes  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00182
1 Frühgeborenes  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00183‐1
1 Frühgeborenes  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00183‐2
50 Personal  PEN, OXA, ERY, CLI, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2407 16‐00220
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00277‐1
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 nd 16‐00277‐2
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00278‐1
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 nd 16‐00278‐2
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00279‐1
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 nd 16‐00279‐2
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 nd 16‐00279‐3
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00280
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00281‐1
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 nd 16‐00281‐2
1  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00282‐1
1  PEN, OXA, GEN, ERY, CIP, SXT, PHO, MFL, COX, OxaSu S. haemolyticus nd 16‐00282‐2

Stillsessel  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00319
Griffflächen  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00320‐1
Griffflächen  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 nd 16‐00320‐2

1 Index‐Patient?  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00340
7 Bruder Index‐Patient  PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2490 16‐00402
1 Zwilling Index‐Patient   PEN, OXA, ERY, CIP, MFL, COX, OxaSu t003 2404 16‐00403
2  PEN, OXA, ERY, TET, COX, OxaSu t223 nd 16‐00499
1 Screening  PEN, OXA, ERY, CLI, MFL, COX, OxaSu t003 nd 16‐00542
1 Screening PEN, OXA, CIP, MFL, COX, OxaSu t032 nd 16‐00543

 26 Fälle, davon 23 x t003

30.03.17 Dr. Birgit Strommenger/Dr. Franziska Layer
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Vermuteter MRSA Ausbruch auf einer neonatologischen ICU, 2016

Hypothese 1:

 Lässt sich der epidemiologisch vermutete Indexfall als solches durch 

Genomvergleiche bestätigen? Spielt der ältere Bruder und/oder der 

Zwilling des Indexfalls eine Rolle?

30.03.17

Hypothese 2:

 Spielt die Krankenschwester eine Rolle bei der Weitergabe des 

Ausbruchsstamms?

 NGS von 18 Fällen/MRSA

 cgMLST Phylogenie (Ridom® SeqSphere+)

 Mapping Ansatz (BWA)

Dr. Birgit Strommenger/Dr. Franziska Layer
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Indexfall

Bruder

Krankenschwester

Krankenschwester

Vermuteter MRSA Ausbruch auf einer neonatologischen ICU, 2016

Dr. Birgit Strommenger/Dr. Franziska Layer

Bruder

Zwilling

Indexfall

Zwilling
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Indexfall?

Indexfall?

Krankenschwester

Krankenschwester

Vermuteter MRSA Ausbruch auf einer neonatologischen ICU, 2016

Dr. Birgit Strommenger/Dr. Franziska Layer

Hypothese 1:

 Indexfall clustert mit Zwilling, aber nicht mit älterem Bruder

Hypothese 2:

 Der MRSA der Krankenschwester lässt sich vom Ausbruch 

abtrennen; Teile des Personals haben andere MRSA (spa Typ) –

Quelle bleibt fraglich



02.05.2016 Dr. Guido Werner 21
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 Seit 09/2015 ‐ Häufung von blaNDM‐1 ‐ positivenEnterobacteriaceae
unterschiedlicher Spezies

 N= 18; 
11 Escherichia coli, 1 Klebsiella pneumoniae, 3 Citrobacter freundii, 
2 Morganella morganii, 1 Providencia stuartii

 Carbapenem‐resistent (NDM‐1)  geringe Prävalenz von NDM‐1 in DE

 Typisierung ergab 3 E.coli Stammvarianten (ST405, ST410, ST744)

Eingangsvermutung: horizontaler Gentransfer; „Plasmidhospitalismus“

Setting 2 ‐ Prävalenz von NDM‐1 in Enterobacteriaceae‐Isolaten
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Prävalenz von NDM‐1 in Enterobacteriaceae‐Isolaten

RKI‐Nr. Entnahme Spezies MLST beta‐lactamase (Resfinder) replicon Typen (Plasmidfinder)

20/16 2015‐09‐23 cifrc 0 NDM‐1+TEM‐1+CTX‐M‐15+OXA‐1 IncA/C2, IncR

21/16 2015‐09‐23 prst** 0 NDM‐1+OXA‐10 IncA/C2

22/16 2015‐12‐30 klpn** ST15 NDM‐1+TEM‐1+CTX‐M‐15+SHV‐28 IncR, IncFIB/FIIK

23/16 2015‐12‐30 ecol ST410 NDM‐1 IncN

24/16 2015‐12‐30 ecol ST744 NDM+TEM‐1+CTX‐M‐15+OXA‐1+OXA‐9nf IncA/C2, IncR, IncFIA(HI1), IncI1, IncX1, IncQ1

25/16 2015‐12‐30 ecol ST744 NDM‐1+TEM‐1+CTX‐M‐15+OXA‐9nf IncA/C2, IncR, IncFIA(HI1), IncI1, IncX1, IncQ1

26/16 2015‐12‐30 ecol ST744 NDM‐1+TEM‐1+CTX‐M‐15+OXA‐9nf IncA/C2, IncR, IncFIA(HI1), IncI1, IncX1, IncQ1

27/16 2015‐12‐30 momo 0 NDM‐1+DHA IncN

28/16 2016‐01‐04 momo 0 NDM‐1+CTX‐M‐1+DHA IncN

29/16 2016‐01‐07 ecol ST410 NDM‐1+TEM‐1+OXA‐1 IncN, IncX1, IncFIA, IncFIB/FII

128/16 2016‐02‐24 ecol ST405 NDM‐1+TEM‐1+TEM116+CTX‐M‐15+OXA‐1 IncA/C2, IncFIA, IncQ1, IncY, IncFII(p14), IncFIB(AP001918)

129/16 2016‐02‐24 ecol ST744 NDM‐1+CTX‐M‐15+ TEM‐1+OXA‐1+OXA‐9 IncA/C2, IncI1, IncFIA(HI1), IncQ1, IncX1, IncR
130/16 2016‐02‐24 ecol ST405 NDM‐1+TEM‐1+CTX‐M‐15+OXA‐1 IncA/C2, IncFIA, IncQ1, IncFII(p14), IncY, IncFIB(AP001918)

131/16 2016‐02‐24 ecol ST744 NDM‐1+TEM‐1+CTX‐M‐15+OXA‐1OXA‐9 IncA/C2, IncI, IncFIA(HI1), IncX1, IncQ1, IncR

132/16 2016‐02‐24 cisp 0 NDM‐1+CMY‐80+OXA‐9+TEM‐1+OXA‐1 IncN, IncR, IncFIA(HI1)

133/16 2016‐02‐26 ecol ST744 NDM‐1+CTX‐M‐15+TEM‐1+OXA‐9+OXA‐1 IncA/C2, IncI1, IncFIA(HI1), IncX, IncQ1, IncR
134/16 2016‐02‐26 cisp 0 NDM‐1+TEM‐1+CTX‐M‐15+OXA+9+OXA‐1 IncA/C2, IncR, IncFIA(HI1) 

135/16 2016‐03‐21 ecol ST410 NDM‐1+TEM‐1+CTX‐M‐15+OXA‐1 IncN, IncFIA, IncX1, IncFII, IncFIB(AP001918), IncFII

 Verschiedene Plasmidtypen inkl. IncA/C2 und IncN kein einzelnes „Ausbruchplasmid“

** prst und klpn epidemiologisch abzugrenzen

30.03.17 André Frühauf
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Analyse der E. coli Stammvarianten
ST744  ST405 ST410 

ST410 

ST405 

ST744 

30.03.17 André Frühauf
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S1 Pulsfeld‐Gelelektrophorese (PFGE) zeigt Plasmiddiversität

Lane  RKI‐Nr.  Spezies Plasmidgröße [kb] Replikontypen (bestätigt, PCR‐based replicon typing [Caratolli et al.]
1 20/16 C. freundii 170 IncA/C2, IncR
2 21/16 P. stuartii 165  IncA/C2
3 22/16 K. pneumoniae ST15 40, 125 IncR, IncFIB/FIIK
4 23/16 E. coli ST410 40 IncN
5 24/16 E. coli ST744 43, 50, 80, 140, 290, 440 IncA/C2, IncR, IncFIA(HI1), IncI1, IncX1, IncQ1
6 25/16  E. coli ST744 50, 80, 225, 440 IncA/C2, IncR, IncFIA(HI1), IncI1, IncX1, IncQ1, IncFII
7 26/16 E. coli ST744 50, 80, 140, 290, (440) IncA/C2, IncR, IncFIA(HI1), IncI1, IncX1, IncQ1
8 27/16 M. morganii 40, 90 IncN
9  28/16 M. morganii 40, 95, 100 IncN
10 29/16 E. coli ST410 40, 110 IncN, IncX1, IncFIA, IncFIB/FII

E. coli ST744

Caratolli et al., J Microbiol Methods 2005 Dec; 63(3):219-
30.03.17 André Frühauf
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Der „NDM‐1‐Transposonbaum“

IncA/C2 
IncN

E. coli ST744

C. freundii ST104 

C. freundii ST104 

E. coli ST405

E. coli ST405

E. cloacae ST231

E. coli ST410

E. cloacae ST231

M. morganii

M. morganii

M. morganii

E. coli ST410

E. coli ST410

C. freundii ST105

K. pneumoniae ST15

30.03.17 André Frühauf
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 Ein E.coli Isolat ST744 wurde mittels MinION sequenziert
 Plasmidsequenz konnte vollständig rekonstruiert werden
 Vergleich der NGS‐Sequenzen gegen die Nanopore Sequenz als Referenz 

Verbesserte Auflösung durch „Long Read“ Sequenzierung (ongoing)

Kooperation mit RKI/ZBS1, Dr. Nitsche, Dr. Radonic

30.03.17 André Frühauf



Zusammenfassung

 WGS‐Daten enthalten ein evolutionäres Signal, was für Untersuchungen von 

Transmissionsereignissen herangezogen werden kann (Bsp. MRSA; gutes Sampling!!)

 WGS‐Analysen zur Abklärung epidemiologisch‐abgeleiteter Hypothesen verwenden

 in endemischen Situationen können WGS‐Analysen Isolate diskriminieren, die mit 

klassischen Typisierverfahren nicht unterscheidbar sind 

 Viele (Ausbruchs)Situationen lassen sich mit guter Epidemiologie und klassischen 

Typisierverfahren zufriedenstellend aufklären

 Sensible Vorläufer‐Isolate helfen häufig komplexe Szenarien besser aufzulösen, stehen 

aber meist nicht zur Verfügung (Bsp NDM‐1; frühes Sampling!!)

 Bei komplexen Szenarien (Multi‐Spezies‐Ausbrüche; Bsp NDM‐1) kommen auch NGS‐

Verfahren an die Grenzen ihrer Aussagefähigkeit => Long Read Sequencing

30.03.17 Prof. Dr. Guido Werner



30.03.2017 Prof. Dr. Guido Werner Bildquelle: süddeutsche.com 29

„NGS oder nicht NGS, das ist hier die Frage“

Fragestellung

Was ist die konkrete Frage, ist ein Mehrwert durch NGS erkennbar?

NGS Technologie

Ressourcen, Zugang zur Technik, Kosten, Computer‐Power, …..?

Auswertestrategie

IT‐Infrastruktur, Verfügbarkeit von Software und Expertise (Linux), …

Assembly/cgMLST etc Mapping/SNP



DNS Sequenzierung

30.03.17 Prof. Dr. Guido Werner 30

 SANGER Sequenziermethode entwickelt in den 1970ern

 Methodik einer Synthese und „Kettenabbruchreaktion“ (ddNTPs)

 Ermittlung der Basenfolge durch Gele (a) und später Fluoreszenz (b)

 SANGER‐Seq ermittelt ca 1000 bp/Lauf

 Parallelisierung in zB 96er Kapillarsequenzierer (96 Sequ. parallel) (c) 

 Plasmid ≤300 kbp; Bakterium ≤5 Mbp; Mensch 3 Gbp, Weizen 17 Gbp(!)

 Nachteil SANGER: aufwendige Vorbereitung, Stückelung in 1000 bp Fragmente

Quellen: WIKIPEDIA,  http://mcb112.org/w01/images/DNA.png

a b c



Nächste Generation an Sequenziertechniken I
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 Entwicklung der Pyrosequenzierungstechnologie (454 Roche) 

 Prinzip: hochparallelisierte Sequenzierung durch Synthese, Einfangen 

des Einbaus jedes Nukleotids durch Lichtsignal (Freisetzung von PPi)

 Endprodukt: viele kurze Einzelstränge 

 Fehler: systematisch in Wiederholungsregionen (AAAAAAA oder 

GGGGGG)

 Anfangs Nischenprodukt; durch verbesserte Computerpower und neue 

Algorithmen geeignet für Ganzgenomsequenzierung – 2014 wieder vom 

Markt

 Technologie ist leicht geänderter Form im Ion Torrent verfügbar

30.03.17 Prof. Dr. Guido Werner Quelle: roche.com; ion torrent
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Phylogenie von 3 NDM‐1‐positiven C. freundii Isolaten

NZ_CP007557.1 20‐16 132‐16 134‐16
NZ_CP007557.1 1269 54 1272
20‐16 1269 1314 5
131‐16 54 1314 1317
134‐16 1272 5 1317

Isolat 132‐16 C.freundii
Abt. A, 15.02.2016

Isolat 134‐16 C. freundii
Abt. A, 22.02.2016

Isolat 20‐16  C. freundii
Abt. E, 15.08.2015

 Sehr wahrscheinlich, dass C. freundii 20‐16 und 134‐16 epidemiologisch verlinkt sind

30.03.17 André Frühauf
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Dr. Stefan Fuchs

Automatisierung der Auswertevorgänge – “Pipelines”
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Beteiligte AGs am RKI



06.12.16 4. Workshop Antibiotikaresistenz, Berlin 36

 Cluster 1: E. coli ST744
 Cluster 2: E. coli ST410, ST405, M. morganii, C. freundii Isolate
 Cluster 3&4: nichtverwandte Isolate P. stuartii & K. pneumoniae ST15 (Patienten aus Ausland)

Phylogenie der genetischen Umgebung von blaNDM‐1

813bp

ndm1
500 bp 500 bp

E. coli ST744

E. coli ST744

K. pneumoniae ST15

Providencia stuartii

E. coli ST405, ST410,
Morganella
morganii, Citrobacter
freundii
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NDM‐1‐Gencluster von verschiedenen IS Elementen flankiert

3.900 2.901 1.901 901 1

1 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.093

1 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 8.000 8.937

1 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 8.000 9.000 9.629

1 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 7.575

1 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 7.574

ISAba125 qacblaNDM-1aphA

tattrpFbleOblaNDM-1DDEaphA

dsbC

cutA

ISAba125

ISCR21groELgroEStat trpFbleOblaNDM-1

dsbC cutA

ISCR21groELgroEStrpFbleOblaNDM-1

cutAdsbC

ISCR21groELgroEStattrpFbleOblaNDM-1

dsbC cutA

ISCR21groELgroEStattrpFbleOblaNDM-1

dsbC cutA

P. stuartii

K. pneumoniae ST15

E. coli ST744

C. freundii

M. morganii

E. coli ST410

ISAba125 (trunkiert)
IS26
ISAba14 (trunkiert) 

tat 

IS26 und ISAba125



PNAS, Jan 2008

Evolutionsrate

 Der Ausbruchsstamm akkumuliert 2,8 x 10-6 Mutationen pro Nukleotid pro Jahr 

S. aureus ST22:   2,4 x 10-6 (Nübel et al., 2013)
S. aureus ST225:    2 x 10-6 (Nübel et al., 2010)
S. aureus ST239:    3 x 10-6 (Harris et al., 2010; Smyth et al., 2010)

• Integration der Isolations-Zeitpunkte

 Basierend auf diesen Daten wurde der letzte gemeinsame Vorfahre (most recent 
common ancestor - MRCA) des Ausbruchsstammes berechnet 
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Sequenzrekonstruktion
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AATACACGATGCGAGCAATCAA
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Sequenzrekonstruktion

CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATCAAATTTCATAACATCACCATGAGTTTGG

AAT-----TTCATAACATCACCATGAGCTTGG

AAT-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

TCACCATGAGCTTGG

AAAGATAGAAATA

CATGAGCTTGG

AT-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CACGATGCGAGCAAT-----TTCATA

TAACATCAGCATGAGCTTGG

TACACGATGCGAGCAAT-----TT

ATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCAGC

CACCATGAGCTTGG

AATACACGATGCGAGCAAT

CCATGAGCTTGG

TTCATAACATCACCATGAGCTTGG

CACCATGAGCTTGG
ATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCACC

AAAGATAGAAATA

TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CACCATGAGCTTGG

ATAACATCACCATGAGCTTGG

T-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CATCACCATGAGCTTGG

CGAGCAAT-----TTCATAACATCAGCATGAGC

GAGCTTGG

CCATGAGCTTGG

GATAGAAATACACGAT

TAGAAATACACGATGCGA

GATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCA

CGTTTAAA

TCACCATGAGCTTGG

AGATAGAAATACACG

GATAGAAATACACGAT

Mapping
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AAT-----TTCATAACATCACCATGAGCTTGG

AAT-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

TCACCATGAGCTTGG

AAAGATAGAAATA

CATGAGCTTGG

AT-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CACGATGCGAGCAAT-----TTCATA

TAACATCAGCATGAGCTTGG

TACACGATGCGAGCAAT-----TT

ATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCAGC

CACCATGAGCTTGG

AATACACGATGCGAGCAAT

CCATGAGCTTGG

TTCATAACATCACCATGAGCTTGG

CACCATGAGCTTGG
ATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCACC

AAAGATAGAAATA

TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CACCATGAGCTTGG

ATAACATCACCATGAGCTTGG

T-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CATCACCATGAGCTTGG

CGAGCAAT-----TTCATAACATCAGCATGAGC

GAGCTTGG

CCATGAGCTTGG

GATAGAAATACACGAT

TAGAAATACACGATGCGA

GATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCA

CGTTTAAA

TCACCATGAGCTTGG

AGATAGAAATACACG

CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATCAAATTTCATAACATCACCATGAGTTTGG

GATAGAAATACACGAT

Deletionen (gap)

Sequenzrekonstruktion
Mapping
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Sequenzrekonstruktion
Mapping

AAT-----TTCATAACATCACCATGAGCTTGG

AAT-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

TCACCATGAGCTTGG

AAAGATAGAAATA

CATGAGCTTGG

AT-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CACGATGCGAGCAAT-----TTCATA

TAACATCAGCATGAGCTTGG

TACACGATGCGAGCAAT-----TT

ATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCAGC

CACCATGAGCTTGG

AATACACGATGCGAGCAAT

CCATGAGCTTGG

TTCATAACATCACCATGAGCTTGG

CACCATGAGCTTGG
ATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCACC

AAAGATAGAAATA

TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CACCATGAGCTTGG

ATAACATCACCATGAGCTTGG

T-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CATCACCATGAGCTTGG

CGAGCAAT-----TTCATAACATCAGCATGAGC

GAGCTTGG

CCATGAGCTTGG

GATAGAAATACACGAT

TAGAAATACACGATGCGA

GATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCA

CGTTTAAA

TCACCATGAGCTTGG

AGATAGAAATACACG

CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATCAAATTTCATAACATCACCATGAGTTTGG

GATAGAAATACACGAT

Deletionen (gap)

Einfacher Nukleotidaustausch(SNP)
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AAT-----TTCATAACATCACCATGAGCTTGG

AAT-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

TCACCATGAGCTTGG

AAAGATAGAAATA

CATGAGCTTGG

AT-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CACGATGCGAGCAAT-----TTCATA

TAACATCAGCATGAGCTTGG

TACACGATGCGAGCAAT-----TT

ATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCAGC

CACCATGAGCTTGG

AATACACGATGCGAGCAAT

CCATGAGCTTGG

TTCATAACATCACCATGAGCTTGG

CACCATGAGCTTGG
ATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCACC

AAAGATAGAAATA

TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CACCATGAGCTTGG

ATAACATCACCATGAGCTTGG

T-----TTCATAACATCAGCATGAGCTTGG

CATCACCATGAGCTTGG

CGAGCAAT-----TTCATAACATCAGCATGAGC

GAGCTTGG

CCATGAGCTTGG

GATAGAAATACACGAT

TAGAAATACACGATGCGA

GATGCGAGCAAT-----TTCATAACATCA

CGTTTAAA

TCACCATGAGCTTGG

AGATAGAAATACACG

CGATTAAAGATAGAAATACACGATGCGAGCAATCAAATTTCATAACATCACCATGAGTTTGG

GATAGAAATACACGAT

Deletionen (gap)

Einfacher Nukleotidaustausch(SNP)

Fragwürdige SNPs

Sequenzrekonstruktion
Mapping
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Sequenzrekonstruktion
Mapping


