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Definition „Cluster“

Cluster

Gruppierung

Häufung

Ausbruch

Erregerverbreitung mit zeitlichem 
und örtlichem Zusammenhang (meist 
ein bestimmter Stamm einer Spezies)

Infektionsgeschehen

Meldepflichtig

Kleine bzw. größere 
Erregeransammlung (meist 
verschiedene Stämme einer Spezies)

Kein Infektionsgeschehen

Nicht meldepflichtig

Im Englischen... Im Deutschen...
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Nachverfolgung genetisch identischer/ähnlicher Erreger
mit Cluster-spezifischen Screening-Assays
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Wieso ist Erregernachverfolgung wichtig?

• Weltweit viele Todesfälle assoziiert mit (multi)resistenten Bakterien

• (Multi)resistente Bakterien verursachen hohe Kosten für das Gesundheitssystem (Therapie, Hygienemaßnahmen)
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• Weltweit viele Todesfälle assoziiert mit (multi)resistenten Bakterien

• (Multi)resistente Bakterien verursachen hohe Kosten für das Gesundheitssystem (Therapie, Hygienemaßnahmen)

EHEC-Ausbruch in 
Deutschland, 2011

• 3.842 Erkrankte

• 53 Todesfälle

Erregernachverfolgung!

Einfach Schnell Kostengünstig Zuverlässig
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Wie funktioniert Erregernachverfolgung?

Schritt 1: Beprobung und Probenverarbeitung

Probenmaterial sammeln, DNA isolieren, Bakterien kultivieren
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Vorteile

• Assaydesign und Assaydurchführung einfach und schnell

• Gezielter Nachweis von Genen, DNA-Abschnitten, single nucleotide

polymorphisms (SNPs)

• Sensitiv (Nachweis von 10 DNA-Kopien möglich)

• Nachweis sowohl mit reiner DNA als auch aus Primärmaterial

• Hochskalierbar

PCR-basierte Assays

https://handling-solutions.eppendorf.com
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Vorteile

• Assaydesign und Assaydurchführung einfach und schnell

• Gezielter Nachweis von Genen, DNA-Abschnitten, single nucleotide

polymorphisms (SNPs)

• Sensitiv (Nachweis von 10 DNA-Kopien möglich)

• Nachweis sowohl mit reiner DNA als auch aus Primärmaterial

• Hochskalierbar

Nachteile

• Assayentwicklung auf Basis von Sequenz-Daten

• Real-time PCRs teuer

PCR-basierte Assays

https://handling-solutions.eppendorf.com

https://standardofcare.com
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Konventionelle PCR mit Agarosegelelektrophorese

• Differenzierung über An-/Abwesenheit bestimmter Gene/DNA-

Abschnitte

PCR-basierte Screening-Assays: Methoden

https://weblogographic.com
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Konventionelle PCR mit Agarosegelelektrophorese

• Differenzierung über An-/Abwesenheit bestimmter Gene/DNA-

Abschnitte

PCR-basierte Screening-Assays: Methoden

https://weblogographic.com

High-resolution melting (HRM) real-time PCR

• Differenzierung über GC-Gehalt bestimmter DNA-Abschnitte 

mittels Schmelzkurvenanalyse

Treffon et al. 2023. J Clin Microbiol. 61(3):e0187322 
(modifiziert) 
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Birdsell et al. 2012. PLoS One 7:e32866

PCR-basierte Screening-Assays: Methoden

Melt analysis of mismatch amplification mutation (Melt-

MAMA) real-time PCR

• Differenzierung über GC-Gehalt oder SNPs

• Anwendbar als real-time PCR oder konventionelle PCR
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Birdsell et al. 2012. PLoS One 7:e32866

PCR-basierte Screening-Assays: Methoden

Melt analysis of mismatch amplification mutation (Melt-

MAMA) real-time PCR

• Differenzierung über GC-Gehalt oder SNPs

• Anwendbar als real-time PCR oder konventionelle PCR

TaqMan real-time PCR

• Differenzierung über SNPs

• Einfacheres Assaydesign als bei Melt-

MAMA-PCR

https://kilobaser.com (modifiziert)
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Bestätigungstests

Sequenz-basierte Methoden

z.B. Ganzgenomsequenzierung 

(whole genome sequencing, WGS)

https://forschungsinfrastruktur.bmbwf.gv.at; 
https://www.genome.gov

Treffon et al. 2023. J Clin
Microbiol. 61(3):e0187322
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Bestätigungstests

Sequenz-basierte Methoden

z.B. Ganzgenomsequenzierung 

(whole genome sequencing, WGS)

Vorteile

• Hohe Auflösung

• Nachweis kleinster genetischer 

Unterschiede (bis zu einem SNP) 

Nachteile

• Zeit-, arbeits- und kostenintensiv

• Tiefgehende Expertise nötig

https://forschungsinfrastruktur.bmbwf.gv.at; 
https://www.genome.gov

Treffon et al. 2023. J Clin
Microbiol. 61(3):e0187322
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Übersicht Screening Assays/Bestätigungstest für Erregernachverfolgung

Genauigkeit

Kosten

Expertise

WGSTaqMan-PCR

Melt-MAMA-PCR

HRM-PCRKlassische PCR

Real-time PCR
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Beispiele für Cluster-spezifische PCR-Screening-Assays

Bielaszewska et al. 2011

• Escherichia coli O104:H4 (EHEC)

• Gen-spezifische klassische Multiplex-PCR

Zhang et al. 2012

• Escherichia coli O104:H4 (EHEC)

• Gen-spezifische real-time Multiplex-PCR

• Rudimentär aufgereinigte Stuhlproben
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Beispiele für Cluster-spezifische PCR-Screening-Assays

Bielaszewska et al. 2011

• Escherichia coli O104:H4 (EHEC)

• Gen-spezifische klassische Multiplex-PCR

Zhang et al. 2012

• Escherichia coli O104:H4 (EHEC)

• Gen-spezifische real-time Multiplex-PCR

• Rudimentär aufgereinigte Stuhlproben

Pérez-Lago et al. 2016

• Mycobacterium tuberculosis

• Allel-spezifische klassische Multiplex-PCR

• Entwicklungszeit: über ein Monat
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Entwicklung Cluster-spezifischer PCR-Screening-Assays

1.) Ansammlung/Verbreitung eines bestimmten Bakterienstammes  Cluster?

2.) Ganzgenomsequenzierung einiger Cluster-Isolate (je mehr, desto besser)

3.) Suche nach Cluster-spezifischen genomischen Regionen/SNPs mit bioinformatischen Tools

4.) (Real-time) PCR-Design

5.) Kleiner Funktionstest

6.) Screening nach Cluster-Isolaten

7.) Bestätigung einzelner Isolate mittels WGS
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Suche nach Cluster-spezifischen genomischen Regionen 

• Große Auswahl an Software-Tools (SeqSphere+, RUCS, Gegenees, Find 

Differential Primers, kSNP, ...)
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WGS-Referenzdatensatz

• Sollte mehrere hundert verschiedene Ganzgenomsequenzen der Cluster-

Spezies beinhalten (keine Cluster-Isolate!)

• Kann mit Genomsequenzen von öffentlichen Datenbanken (z.B. NCBI) 

aufgebaut werden
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WGS-Referenzdatensatz

• Sollte mehrere hundert verschiedene Ganzgenomsequenzen der Cluster-

Spezies beinhalten (keine Cluster-Isolate!)

• Kann mit Genomsequenzen von öffentlichen Datenbanken (z.B. NCBI) 

aufgebaut werden

Acinetobacter baumannii-Datenbank
(481 unterschiedliche Genome)

Treffon et al. 2022. Microbiol
Spectr. 10(6):e0303622
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Suche nach Cluster-spezifischen genomischen Regionen 

Target

WGS-Daten von 

Cluster-Isolaten

Nicht-Target

WGS-Daten von 

Referenzdatensatz

ACCGTCCGTA

TGAACCTGT

A/C
T/C

T/A

https://creazilla.com

Treffon et al. 2022. Microbiol
Spectr. 10(6):e0303622
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Suche nach Cluster-spezifischen genomischen Regionen 

Target

WGS-Daten von 

Cluster-Isolaten

Nicht-Target

WGS-Daten von 

Referenzdatensatz

ACCGTCCGTA

TGAACCTGT

A/C
T/C

T/A

https://creazilla.com

Treffon et al. 2022. Microbiol
Spectr. 10(6):e0303622https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Entwicklung Cluster-spezifischer PCR-Screening-Assays
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• Sonden-basierte Real-time PCRs für zwei A. baumannii-Cluster

• Nachweis mehrerer spezifischer SNPs pro Cluster (Backup)

• Assayentwicklung in ca. 7 Tagen möglich

Entwicklung Cluster-spezifischer PCR-Screening-Assays
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Es geht auch schneller...
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Es geht auch schneller...

• Zwei Ringversuche für den Nachweis von E. coli-Clustern

• Ringversuch 1: kein Zeitlimit  Assayentwicklung in 8 – 80 Tagen

• Ringversuch 2: Zeitlimit von zwei Wochen  Assayentwicklung in 4 – 13 Tagen
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Es geht auch schneller...

• Zwei Ringversuche für den Nachweis von E. coli-Clustern

• Ringversuch 1: kein Zeitlimit  Assayentwicklung in 8 – 80 Tagen

• Ringversuch 2: Zeitlimit von zwei Wochen  Assayentwicklung in 4 – 13 Tagen

• Einfluss durch Oligonukleotid-Hersteller (Sonden!), Priorisierung, Wissen über 

bioinformatische Tools und Assaydesign (PCR, HRM-PCR, Melt-MAMA-PCR, 

TaqMan-PCR)
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Automatisiertes Screening

OutbreakChecker-Projekt in Zusammenarbeit mit 

• Analyse von Abstrichtupferproben

• Vollautomatisiertes mikrofluidisches System 

(DNA-Isolation, real-time PCR)

• Ergebnisse nach 1 h 10 min
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Anhang



NCBI Nucleotide BLAST-Analyse

 Kontrolle der Cluster-spezifischen SNPs/Sequenzen
SNP kommt nur in Cluster-Isolat vor

SNP kommt auch in Nicht-Cluster-Isolaten vor

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI
NK_LOC=blasthome


