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Zusammenfassung

Die Tuberkulose (TB) zählt mit circa 10 Millionen Neuerkrankungen und 1,4 Mil-

lionen Todesfällen in 2015 zu den bedeutendsten Infektionskrankheiten weltweit.

Besonders die steigenden Zahlen resistenter und multiresistenter (MDR) Fälle er-

schweren die Behandlung und stellen ein zunehmendes Problem für die Gesund-

heitssysteme dar. Eine frühzeitige Erkennung vorhandener Antibiotikaresistenzen

ist der Schlüssel für eine adäquate Therapie. Jedoch kann die traditionelle phäno-

typische Resistenztestung auf Grund des langsamen Wachstums des TB-Erregers

bis zu acht Wochen dauern. Genomsequenzierungstechniken der nächsten Gene-

ration (NGS, engl.: next-generation sequencing; NGS) bieten neue Möglichkeiten

resistenzvermittelnde Mutationen zuverlässig zu bestimmen und damit ein für

den Patienten individualisiertes, molekularbiologisches Resistenzprofil zu erstel-

len.

Ein Problem bei der Anwendung der NGS-basierten Diagnostik ist die komplexe

Prozessierung, Aufbereitung und Interpretation der Daten. Zusätzlich erschwe-

ren heterogene Populationen, beispielhaft ausgelöst durch Mischinfektionen zwei-

er unterschiedlicher TB-Stämme oder durch die Mikroevolution des Pathogens im

Wirt und die damit zum Teil einhergehenden Heteroresistenzen, die Interpretati-

on der Daten.

Der NGS-basierte Nachweis heterogener Populationen in klinischen TB-Proben

ist bis jetzt noch nicht ausreichend untersucht und beschrieben worden.

Ein Ansatz für die breitere Anwendung NGS-basierter Diagnostik ist die An-

wendung automatisierter Analyseprogramme. Hier stehen, neben der in dieser

Arbeit mit entwickelten Webseite PhyResSE, weitere frei-verfügbare Webseiten

oder Analyseprogramme zur Verfügung. Eine vergleichende Evaluierung der Re-

sistenzvorhersage wurde allerdings noch nicht durchgeführt. Um diese Fragestel-

lung zu adressieren, wurden in dieser Arbeit die für die TB-Resistenzdiagnostik

entwickelten, automatisierten NGS-Analyseprogramme CASTB, KvarQ, Mykro-

be Predictor TB, TBProfiler und PhyResSE systematisch evaluiert. Zudem wur-

den in dieser Arbeit neuartige Verfahren implementiert, die zum einen heterogene

Populationen (Mischinfektionen und niederfrequente Resistenzmutationen) nach-

weisen und zum anderen die detektierten, niederfrequenten Resistenzmutationen

mittels eines statistischen Verfahrens bewerten, um sie für eine valide Diagnostik

zugänglich zu machen.



Der Vergleich der automatisierten NGS-Analyseprogramme zeigte, dass die Sensi-

tivität der Resistenzvorhersage zwischen den fünf untersuchten Programmen stark

variiert; so lagen zum Beispiel die Werte für den Nachweis von Isoniazid Resistenz

zwischen 100 % für PhyResSE und 86 % für CASTB und KvarQ. Die Werte für

den Ausschluss von Isoniazid Resistenz lagen zwischen 100 % für CASTB, KvarQ

und Mykrobe Predictor TB und 85 % für TBProfiler, das sieben Isoniazid sensible

TB-Stämme fehlinterpretierte. Die größte Diskrepanz zwischen den untersuchten

Programmen konnte für Streptomycin mit Sensitivitäten zwischen 30 % (CASTB)

und 86 % (PhyResSE) beobachtet werden.

Da mit keinem der untersuchten, automatisierten NGS-Analyseprogramme eine

zuverlässige Detektion heterogener Populationen möglich war, wurde in dieser

Arbeit ein Verfahren implementiert, das basierend auf dem Clusteralgorithmus

DBSCAN, Schwerpunkte in der Häufigkeitsverteilung der Allelfrequenzen detek-

tiert. Die Sensitivität und Spezifität des entwickelten Mischungsdetektors wurde

anhand von 1200 Genomdatensätzen ermittelt und ergab für Mischinfektionen,

bei denen die schwächere Population mindestens einen Anteil von 5% ausmachte,

eine Sensitivität von 100%, sowie eine Spezifität von 97%.

Des Weiteren wurde ein Verfahren entwickelt, das niederfrequente Resistenzmuta-

tionen detektiert und mit Hilfe des Binomialtests bewertet. Es konnten bei einer

Abdeckung von 400 NGS-Sequenzfragmenten Mutationen bis zu einer Frequenz

von 1% valide detektiert werden.

Beide Verfahren wurden sowohl mit artifiziellen NGS-Datensätzen, als auch mit

klinischen NGS-basierten Daten überprüft.

Anhand serieller NGS-Daten von 13 Patienten konnte gezeigt werden, dass Rein-

fektionenen und Mischinfektionen mit unterschiedlichen TB-Stämme eine große

Bedeutung bei Therapieversagen haben. So wurde beispielhaft bei 10 der 13 Pati-

enten eine Re- oder Mischinfektion mit Hilfe des hier implementierten Verfahren

nachgewiesen, welche mit klassischen Methoden (Gold Standards) nicht detek-

tierbar waren.

Zusammengefasst konnte in dieser interdisziplinäre Arbeit die Etablierung neu-

artiger bioinformatischer Methoden mit der Anwendung NGS-basierter TB-Diag-

nostik verbunden werden. Eine verbesserte und optimierte Interpretation von

NGS-Datensätzen mit Hilfe der hier implementierten Algorithmen leistet einen

entscheidenden Beitrag auf dem Weg zur personalisierten Therapie von TB-

Patienten im klinischen Alltag.



Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis xi

Tabellenverzeichnis xiv

Liste der Quelltexte xvii

Abkürzungsverzeichnis xviii

I Einführung 1
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F.4 Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Probe von

Patient D . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 229
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1 Tuberkulose

Erstmals seit Mitte des

20. Jahrhunderts erleben wir in

Deutschland eine Umkehr des

bislang rückläufigen

Tuberkulosetrends.

Lena Fiebig, 2016

Robert Koch Institut, Berlin

Die Tuberkulose (TB) zählt auch heute noch neben Malaria und der Infektion

mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (engl.: human immunodeficiency virus;

HIV) zu den zehn häufigsten zum Tode führenden Infektionskrankheiten weltweit

[213].

Diese Arbeit soll einen Beitrag zur Entwicklung einer personalisierten Therapie

von Tuberkulosepatienten leisten.

1.1 Geschichte der Tuberkulose

Die TB-Erkrankung begleitet den Menschen seit Jahrtausenden. Bereits in 500 000

Jahre alten Schädelknochen des Homo erectus konnten TB-assoziierte Krankheits-

bilder nachgewiesen werden [96]. Als ältester gesicherter Nachweis gilt der von

Hershkovitz et al. beschriebene, circa 9 000 Jahre alte, Skelettfund in Israel [78],

der eine Jahrzehnte lange Koevolution des TB-Erregers mit dem Menschen be-

stätigt.

Bereits Aristoteles vermutete eine Übertragbarkeit der Krankheit [71]. Doch erst

Mitte des 19. Jahrhunderts konnte der als
”
Tuberkelbazillus“ beschriebene Er-

reger, Mycobacterium tuberculosis, von Robert Koch mikroskopisch nachgewie-

sen werden [106] und eine Übertragung anhand von Tierversuchen belegt wer-

den [206]. In den darauf folgenden Jahren entwickelten Franz H. P. Ziehl und
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Friedrich C. A. Neelsen, die nach ihnen benannte Färbemethode (Ziehl-Neelsen

Färbung) [147], die auch heute noch zum mikroskopischen Nachweis von My-

kobakterien in der Diagnostik angewendet wird [97]. Mit der Entwicklung des

Tuberkulin Hauttests durch Charles Mantoux und Felix Mendel stand 1912 eine

weitere diagnostische Möglichkeit zur Verfügung [146].

Schon früh wurde erkannt, dass eine Infektion nur mit Hilfe einer vorbeugenden

Impfung zu verhindern ist. Doch erst 1910 gelang es Albert Calmette und Camille

Guerin den nach ihnen benannten BCG-Impfstoff (Bacillus Calmette-Guerin) zu

entwickeln [110]. Es handelt sich um einen attenuierten Stamm, der ursprünglich

(1901) aus einer Kuh (humanpathogenen TB-Erreger M. bovis) mit tuberkulöser

Mastitis isoliert wurde. Mittlerweile ist gezeigt worden, dass der BCG-Impfstoff

bei Erwachsenen nicht zuverlässig vor einer aktiven TB schützt und die Wirkung

nur auf bestimmten Formen der TB, zum Beispiel die tuberkulöse Hirnhaut-

entzündung bei Kleinkindern, beschränkt ist [31]. Aus diesem Grund wird diese

Impfung seit 1998 von der Ständigen Impfkommission (STIKO) beim Robert-

Koch-Institut nicht mehr empfohlen [109].

Bis zur Mitte des 20. Jahrhunderts standen gezielt auf den TB-Erreger wirkende

Medikamenten nicht zur Verfügung. Zur Behandlung wurden daher natürliche Me-

thoden eingeführt, wie zum Beispiel die von Hermann Brehmer 1856 begründete

Freiluft-Liegekur in speziellen TB-Sanatorien [19], die neben der Pneumothorax

das Haupttherapeutikum im letzten Viertel des 19. und Anfang des 20. Jahrhun-

derts darstellte [152]. Brehmer forderte bei dieser Liegekur eine lang-dauernde

Behandlung an
”
immunen Orten“, die unterstützt wird durch Bewegung an fri-

scher Luft und einer reichhaltigen Ernährung unter anderem mit Milch und Wein-

brand [19, 152]. Mit Streptomycin (SM) stand 1944 erstmalig ein wirksames An-

tibiotikum gegen die TB zur Verfügung [177]. In den Folgejahren wurden weitere

Antibiotika entdeckt, die in Tabelle 1.1 zusammengefasst sind. Insbesondere die

Markteinführung von Isoniazid (INH) und Rifampicin (RMP) verbesserten die

Therapie erheblich [35,107].

Neben den nun zur Verfügung stehenden wirksamen Medikamenten führten auch

verbesserte Lebensumstände zu einem stetigen Rückgang der Fallzahlen bis etwa

Mitte der 1980er Jahre [136]. Dann war ein erheblicher Anstieg von TB-Fällen

zu verzeichnen [70]. Die Entwicklung war so dramatisch, dass die Weltgesund-

heitsorganisation (engl.: World Health Organization, WHO) 1993 den globalen

TB-Notstand ausgerufen hat [70]. Experten machten den Anstieg der Weltbevöl-
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kerung, Armut, Migration, Reduktion von TB-Kontrollprogrammen, aber auch

vor allem die Koinfektion mit HIV und die Ausbreitung von resistenten TB-

Stämmen dafür verantwortlich [39].

Im Jahr 1998 wurde von der WHO, zusammen mit einer Vielzahl von internatio-

nalen, öffentlichen und privaten Organisationen die Partnerschaftsgemeinschaft

”
Stop TB Partnership“ gegründet. Die Hauptziele des von der Partnerschafts-

gemeinschaft entwickelten globalen Plans zur Eindämmung der TB (engl.: Glo-

bal Plan to Stop TB, [159]) waren die Halbierung der TB-Prävalenz und TB-

Sterblichkeit bis 2015 im Vergleich zum Jahr 1990 [159]. Basierend auf den Er-

gebnissen des globalen Plans wurde im Mai 2014 ein weiterführender Plan (engl.:

Global Plan to End TB) für die Jahre 2015 - 2035 von der WHO verabschie-

det [155]. Zu den Meilensteinen gehören die Reduzierung der TB-Todesfälle um

95 % sowie die Reduzierung der Anzahl neuer TB-Fälle um 90 % zwischen den

Jahren 2015 und 2035 [155]. Das Herzstück der globalen Pläne ist die Einhaltung

und Verfügbarkeit der so genannte
”
DOTS-Strategie“ (engl.: Directly Observed

Treatment Short Course), eine von der WHO in den 1990er Jahren eingeführte

Kontrollstrategie [154]. Diese soll die Heilungschancen verbessern und der Resis-

tenzentwicklung entgegenwirken. Die kontrollierte Medikamenteneinnahme ist ein

Bestandteil dieser Strategie. Darüber hinaus sollen Regierungen und Gesundheits-

ministerien die TB-Bekämpfung mit oberster Priorität behandeln und entspre-

chende Ressourcen zur Verfügung stellen. Dazu gehört eine qualitätskontrollierte

Fallfindung und Diagnose für ein standardisiertes Berichtwesen durchzuführen

und die Medikamentenversorgung für jeden Patienten zu jeder Zeit sicher zu stel-

len [154].

1.2 Epidemiologie der Tuberkulose

Trotz intensiver Bemühungen konnten die Meilensteine der Globalen Pläne zur

Eindämmung der TB der
”
Stop TB Partnership“ (Kapitel 1.1) bis jetzt nicht

erreicht werden [212]. Nach Schätzungen der WHO ist etwa ein Drittel der Welt-

bevölkerung mit dem TB-Erreger latent infiziert. Schätzungsweise entwickeln 5 -

15 % der Infizierten im Laufe ihres Lebens eine aktive, beziehungsweise offene

TB [152,213].
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Geschätzte TB Neuerkrankungen 
(alle Formen) pro 100 000 
Einwohner pro Jahr

 0 - 9,9

10 - 19

20 - 49
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300 - 499

>499

Keine Daten

Nicht zutreffend

Abbildung 1.1: Geschätzte TB Neuerkrankungen (alle Formen) pro 100 000 Ein-
wohner für die Regionen der Welt im Jahr 2015. Besonders hohe
Raten können in Indien, Indonesien, China, Nigeria, Pakistan und
Südafrika beobachtet werden. Quelle: [213]

Insgesamt gab es im Jahr 2015 laut WHO 10,4 Millionen TB-Neuerkrankungen

und 1,4 Millionen Todesfälle [213]. Damit ist die TB auch heute noch unter den be-

handelbaren Infektionskrankheiten, diejenige, die weltweit die meisten Todesopfer

fordert [171].

Abbildung 1.1 zeigt die TB-Inzidenz (Neuerkrankungen/100 000 Einwohner in

einem bestimmten Zeitraum) für die verschiedenen Regionen der Welt im Jahr

2015. Sechzig Prozent der weltweiten Neuerkrankungen fallen dabei allein auf die

Länder Indien, Indonesien, China, Nigeria, Pakistan und Südafrika [213].

Die TB-Kontrolle wird durch die Koinfektion mit HIV erschwert. Patienten mit

HIV haben durch die Schwächung des Immunsystems ein 20 - 30-fach erhöhtes Ri-

siko nach einer TB-Infektion eine aktive TB zu entwickeln, als TB-Infizierte ohne

eine Koinfektion mit HIV, wodurch HIV-Patienten schneller infektiös sind und

die TB-Erreger übertragen können [150]. Im Jahr 2015 entwickelten 1,2 Millionen

HIV-Infizierte zusätzlich eine TB, von denen 400 000 an dieser verstarben [213].

Ein zunehmendes Problem bei der Behandlung von TB stellt das vermehrte
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Auftreten von resistenten Stämmen dar [152]. Insgesamt erkrankten im Jahr

2015 480 000 Patienten an einer so genannten multiresistenten Form der TB

(engl.:multi-drug resistant, MDR) [213]. Dabei handelt es sich um eine Erkran-

kung mit einem Erreger-Stamm, der definitionsgemäß Resistenzen gegenüber den

zwei effektivsten Erstrangmedikamenten INH und RMP aufweist. Weitere 100 000

Patienten entwickelten im Jahr 2015 eine RMP-resistente TB (RR-TB), die eine

zur MDR-TB vergleichbare Behandlung indiziert. In Abbildung 1.2 ist der Anteil

von MDR/RR-TB-Fällen an allen detektierten TB-Fällen im Jahr 2015 für die Re-

gionen der Welt dargestellt. Die Länder mit der größten MDR/RR-TB Last, ba-

sierend auf den absoluten Zahlen aus dem Jahr 2015, sind Indien mit 130 000 Fäl-

len, China mit 70 000 Fällen und die Russische Föderation mit 60 000 Fällen

(gemeinsam insgesamt 45 % der globalen MDR/RR-TB-Fälle) [213]. Für Russ-

land bedeutet das zum Beispiel, dass mehr als 18 % der TB-Neuerkrankungen

MDR/RR-TB-Fälle sind (Abbildung 1.2).

Eine noch größere Herausforderung für die TB-Kontrolle stellt das Vorkommen

der, erstmals 2006 beschriebenen, extrem resistenten TB (engl.: extensively drug

resistant, XDR) dar. Bei dieser Form handelt es sich um die Infektion mit einem

Erreger, der neben INH und RMP zusätzlich gegen mindestens einem der Fluoro-

chinolone (FQs) und einem der drei injizierbaren Zweitrangantibiotika Amikacin

(AMK), Kanamycin (KAN) oder Capreomycin (CPM) resistent ist [140, 186].

Mittlerweile wurden XDR-TB-Fälle in 117 der insgesamt 194 Mitgliedstaaten der

WHO beschrieben. In 2015 wurden 7 579 Patienten aus 74 verschiedenen Ländern

mit einer XDR-TB registriert. Der Großteil der Fälle wurde in Indien (2 130), der

Ukraine (1 206), der Russischen Föderation (1 205) und Südafrika (719) detek-

tiert [213].
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Prozent
aller Fälle

0 - 2,9
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12 - 17,9
>18
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Abbildung 1.2: Anteil (in %) neuer MDR/RR-TB-Fälle an allen TB-Fällen pro
Region im Jahr 2015. Quelle: [213]
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1.3 Die Tuberkuloseinfektion

Die Erreger der TB werden hauptsächlich von Erkrankten mit einer so genannten

offenen TB durch Tröpfcheninfektion übertragen [98]. Die Erreger gelangen in die

Lunge und es kommt zu einer unspezifischen Entzündungsreaktion. Die Erreger

werden von den Alveolarmakrophagen aufgenommen und teilweise verdaut [176].

Allerdings besitzen die Erreger der TB spezielle Abwehrmechanismen, welche

ihnen ein Überleben und sogar die Vermehrung in den Makrophagen ermögli-

chen [176]. Die infizierten Makrophagen rekrutieren weitere Immunabwehrzellen

und mit Hilfe der T-Zellen bildet sich eine für die Infektion mit dem Erreger

typische granulomatöse Entzündungsreaktion [182]. Dabei produziert der Körper

einen Zellwall um die infizierten Makrophagen, den so genannten Lungenherd

oder auch Granulom [98]. Auf einem Thorax-Röntgenbild lassen sich diese knöt-

chenförmigen Gewebeneubildungen nachweisen [202]. Auf diese Weise kontrolliert

das menschliche Immunsystem die Bakterien und verhindert eine Ausbreitung (la-

tente TB). Solange das Immunsystem intakt ist, kann ein Ausbruch verhindert

werden [176].

Auslöser für den Ausbruch der Krankheit (aktive, offene TB) ist unter anderem

die Schwächung der zellulären Antwort des Immunsystems durch beispielswei-

se Unterernährung, mangelnde Hygiene, Einnahme von Immunsuppressiva oder

andere Infektionen, wie zum Beispiel eine Infektion mit HIV [44, 123]. Zu den

Symptomen der aktiven TB gehören zum Beispiel anhaltender Husten, Müdig-

keit, Gewichtsverlust, Nachtschweiß und leichtes Fieber [44].

Die Entzündungsreaktion führt im Endstadium durch nekrotisierende und fibro-

sierende Prozesse zur Gewebszerstörung [94]. Unbehandelt nimmt die TB bei etwa

50 % der Infizierten innerhalb von zwei Jahren einen tödlichen Verlauf [44].

Ähnlich schlechte Heilungschancen bestehen trotz adäquater Antibiotika-Therapie

für Patienten mit einer MDR-TB. Nur etwa 50 - 70 % der MDR-TB-Patienten

werden in Abhängigkeit von der Region erfolgreich therapiert [114,157].

1.4 M. tuberculosis-Komplex

Die Erreger der TB gehören zur Familie der Mycobacteriaceae. Bei den Erregern

aus dem M. tuberculosis-Komplex (MTBK) handelt es sich um ein 1 - 4µm langes
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unbewegliches, säurefestes Stäbchenbakterium mit einem Umfang von 0,3 - 0,6µm

[187]. Der Begriff säurefest geht auf den Nachweis von Mykobakterien über die

Ziehl-Neelsen Färbung zurück. Dabei werden Zellen mit Karbolfuchsin gefärbt,

anschließend durch eine Säurebehandlung entfärbt und mit Methylenblau behan-

delt [99]. Mykobakterien erscheinen im Gegensatz zu allen anderen Methylenblau-

gefärbten Bakterien rot, da sie aufgrund des besonderen Aufbaus ihrer Zellwand

durch die Säurebehandlung nicht entfärbt werden [99]. Die mykobakterielle Zell-

wand ist unter anderem gekennzeichnet durch die namengebenden Mykolsäuren,

dem so genannten Cord-Faktor (Glykolipid: 6,6’-Dimykolyltrehalose) und Wach-

sen [89]. Der komplexe Aufbau ermöglichen den Bakterien nicht nur das Über-

leben und die Vermehrung in Makrophagen durch die Hemmung der Phagosom-

Lysosom Fusion [11,191], sondern verringert zusätzlich die Permeabilität für viele

hydrophile Antibiotika, wie die Beta-Lactam-Antibiotika (z. B. Penicillin), wo-

durch die TB-Erreger ein hohes Maß an intrinsischer Resistenz aufweisen [20,89].

M. tuberculosis ist ursächlich für 95% der TB-Erkrankungen beim Menschen [153].

Weitere Erreger sind zum Beispiel M. bovis und M. pinnpedii, die zusammen mit

M. tuberculosis und weiteren Spezies im MTBK zusammengefasst werden (Kapi-

tel 1.5).

1.5 Populationsstruktur des MTBK

Die Erreger der verschiedenen Spezies des MTBK unterscheiden sich in ihrem

Wirtsspektrum und der regionalen Häufigkeit ihres Auftretens [82]. So sind die

Erreger der Spezies M. tuberculosis, M. africanum und M. canettii hauptsäch-

lich humane Pathogene, während zum Beispiel die Erreger der Spezies M. bovis

(Rinder), M. caprae (Ziegen), M. microti (Nagetiere) und M. pinnipedii (Seehun-

de) vorwiegend Tiere als Wirt haben, die namengebend für die jeweilige Spezies

sind [82].

Basierend auf molekularbiologischen Typisierungsmethoden lassen sich die MTBK-

Stämme in verschiedene phylogenetische Linien unterteilen, die in Abbildung 1.3

dargestellt sind. Die phylogenetischen Linien sind vielfach nach der Region be-

nannt worden, in der sie zuerst beschrieben wurden [211]. Gagneux et al. führte

erstmalig 2006 ein numerisches Benennungssystem ein, in dem sieben Hauptlinien,

zum Beispiel Linie 2 (Linie Beijing) oder Linie 4 (Euro-Amerikanische Superlinie),
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1.5 Populationsstruktur des MTBK

unterschieden werden (Abbildung 1.3) [17, 65]. Wie in Abbildung 1.3 gezeigt ist,

korrelieren beide Klassifizierungssysteme sehr gut und können analog verwendet

werden.

Zu den klassischen Typisierungsmethoden zählen neben der IS6110 (Insertionsse-

quenz 6110 ) Desoxyribonukleinsäure (DNS) Fingerprint Typisierung, die Spacer

Oligonukleotid (Spoligotyping) sowie die MIRU-VNTR (
”
Mycobacterial Inters-

persed Repetitive Units - Variable Number of Tandem Repeats“) Typisierung.

� IS6110 DNS Fingerprint Typisierung [50]:

Diese Methode basiert auf der Detektion der Insertionssequenz IS6110.

IS6110 ist eine repetitive, mobile Sequenz, die in variabler Kopienzahl im

Genom von MTBK-Stämmen vorkommt [161]. Für die Analyse wird die

genomische DNS mittels des Restriktionsenzyms PvuII fragmentiert [131].

Anschließend werden die entstandenen Fragmente gelelektrophoretisch der

Größe nach aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit Hil-

fe einer markierten Sonde, die komplementär zum 3’-Ende der IS6110 ist,

nachgewiesen [131]. Die Kopienzahl und Genompositionen der IS6110 Ele-

mente variieren, sodass sich auf diese Weise für jeden Stamm ein spezifisches

Bandenmuster ergibt [50].

� Spacer Oligonukleotid Typisierung (Spoligotypisierung) [95]:

Dieses Verfahren untersucht das Vorhandensein beziehungsweise Fehlen ein-

zigartiger Spacer DNS Sequenzen in repetitiven Genomregionen (engl. di-

rect repeat (DR) region). Insgesamt werden 43 dieser Oligonukleotid-Spacer

verwendet [95]. Die einzelnen phylogenetischen Linien unterscheiden sich in

dem Vorkommen der 43 Sequenzen und dem daraus resultierenden Typisie-

rungsmuster.

� MIRU-VNTR Typisierung [63,132,199]:

Bei dieser Methode wird die Anzahl der Wiederholungen (Kopienzahl) be-

stimmter kurzer Sequenzen in repetitiven Genomregionen, so genannten Mi-

kro- beziehungsweise Minisatelliten, bestimmt (engl.: Mycobacterial Inter-

spersed Repetitive Units). Die entsprechenden Regionen werden mit Hil-

fe der Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR)

amplifiziert und im Anschluss der Größe nach aufgetrennt. Auf diese Weise

kann die jeweilige Kopienzahl der MIRU-VNTR-Marker bestimmt werden.

Es werden standardisiert 24 dieser Regionen in die Analyse einbezogen (24
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1 Tuberkulose

Loci-MIRU-VNTR), um eine möglichst hohe Auflösung der einzelnen Lini-

en zu erreichen. Jeder Stamm wird demnach durch einen spezifischen 24-

stelligen Zahlencode charakterisiert, der sich aus der Kopienzahl der MIRU-

VNTR-Marker ergibt.

Neben den klassischen Typisierungsmethoden gewinnen genombasierte Verfahren,

wie zum Beispiel die Klassifizierung anhand spezifischer Einzelnukleotidaustau-

sche (engl.: Single Nukleotide Polymorphisms, SNPs), immer mehr an Bedeu-

tung [32, 82]. Die Studie von Coll et al. [32] untersuchte 1601 MTBK-Genome

aus elf unabhängigen Sequenzierstudien aus verschiedenen Regionen der Welt. In

diesem Datensatz waren Stämme aller sieben Hauptlinien (Linie 1: n = 121, Li-

nie 2: n = 390, Linie 3: n = 189, Linie 4: n = 856, Linie 5: n = 17, Linie 6: n = 11,

Linie 7: n = 6) sowie MTBK-Stämme der Spezies M. bovis (n = 11) vertreten.

Basierend auf der vergleichenden Analyse der Genomdaten, konnten 62 SNPs

identifiziert werden, mit denen die sieben Hauptlinien und 55 Untergruppen, zum

Beispiel Linie 4.3.3 (Linie LAM) oder Linie 1.1.1 (Linie EAI), eindeutig unter-

schieden werden können (Abbildung 1.3). Insgesamt ist mit genombasierten Me-

thoden eine höhere Präzision als mit den klassischen Typisierungsmethoden zu

erreichen [108,158]. So ist eine Abgrenzung von Stämmen, die beispielsweise mit

dem gleichen MIRU-VNTR Typisierungsmuster klassifiziert wurden, mit Hilfe

der Gesamtgenom-Analyse bei Ausbruchsuntersuchungen anhand weniger SNP-

Unterschiede möglich [108].

Genetische Unterschiede zwischen verschiedenen phylogenetischen Linien sind

auch von großer Bedeutung hinsichtlich der Virulenz, der Übertragbarkeit und

der Resistenzentwicklung [77, 164]. So spielen Veränderungen im Erbgut (SNPs,

Insertionen/Deletionen [Indels]), die in Zielstrukturen der Antibiotika lokalisiert

sind (Tabelle 1.1) oder die zu Veränderungen in Enzymen führen, die zur Akti-

vierung von inaktiven Wirkstoffen, so genannten Prodrugs (z. B.: Pyrazinamid,

PZA), benötigt werden, eine bedeutende Rolle im Infektionsverlauf und in der

Therapie [72]. Beispielhaft untersuchte eine Studie aus dem Jahr 2013 die Bedeu-

tung des genetischen Hintergrunds bei der Ausbildung von Antibiotikaresisten-

zen [61]. Ford et al. beobachteten bei Stämmen der Linie Beijing (Linie 2) in vitro

einen schnelleren Resistenzerwerb als bei Stämmen der Euro-Amerikanischen Su-

perlinie (Linie 4). Insbesondere zeigte sich für Stämme der Linie 2 im Vergleich zu

Stämmen der Linie 4 eine höhere Mutationsrate für das Gen rpoB, das Resistenz

gegenüber RMP vermittelt (Tabelle 1.1). Aber nicht nur für RMP, sondern auch
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für INH und Ethambutol (EMB) konnte bei Stämmen der Linie 2 im Vergleich

zu Stämmen der Linie 4 ein schnellerer Resistenzerwerb beobachtet werden. Das

Risiko der Ausprägung einer MDR-TB (INH- und RMP-Resistenz) wäre für Trä-

ger der Linie Beijing (Linie 2) nach dieser Studie höher als bei der Infektion mit

Stämmen der Euro-Amerikanischen Superlinie (Linie 4) [61].

1.6 Diagnose und Therapie der Tuberkulose

Eine effektive Therapie, die auf einer frühen und validen Diagnostik aufbaut, ist

von größter Bedeutung für die TB-Kontrolle und Behandlung [212]. Neben dem

Nachweis einer aktiven TB-Infektion, zum Beispiel durch mikroskopische Unter-

suchung des Sputums mit Hilfe zum Beispiel der Ziehl-Neelsen Färbung oder der

Anzucht auf speziellen Nährmedien [190], ist die Untersuchung auf vorliegende

Resistenzen unverzichtbar für die Einleitung einer effektiven Therapie [159]. Die

Resistenztestung (engl.: Drug Susceptibility Testing, DST) kann mit phänoty-

pischen, wachstumsbasierten oder molekularbiologischen Verfahren durchgeführt

werden [190].

Grundsätzlicher Nachteil der Kulturverfahren ist das langsame Wachstum (Ge-

nerationszeit 24 - 48 Stunden) der TB-Erreger. So dauert der Nachweis von Re-

sistenzen auf Festmedium acht bis zwölf Wochen und in Flüssigmedium 7 - 13

Tage [3,187].

Darüber hinaus sind phänotypische DST-Ergebnisse zum Teil schwer reproduzier-

bar [83] und mehrere Studien berichten für einige Erstrangantibiotika, wie zum

Beispiel EMB, nur geringe Sensitivität (83,3 % [95 % Konfidenzintervall, 42,0 -

97,2]) und Spezifität (83,9 % [95 % Konfidenzintervall, 72,7 - 91,1]) [83,102].

Zu den molekulargenetischen Verfahren der Resistenztestung gehören neben den

DNS-Sondentests, bei denen eine Probe zum Beispiel auf spezifische Sonden hybri-

disiert wird, die Detektion von Mutationen mittels Sequenzierung (Kapitel 1.8).

Ein Vorteil gegenüber phänotypischen Verfahren ist die Nachweiszeit, so können

zum Beispiel mit Hilfe des Xpertr MTB/RIF-Verfahrens der Firma Cepheid in-

nerhalb von zwei Stunden Erreger des MTBKs nicht nur nachgewiesen werden,

sondern auf eine RMP-Resistenz getestet werden [129,193]. Eine RMP-Resistenz

wird als Indiz für eine vorliegende MDR-TB verwendet und leitet eine zur MDR-
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Therapie ähnliche Behandlung ein [193]. Allerdings fehlen für alle weiteren Erst-

und Zweitrangmedikamente Informationen über vorliegenden Resistenzen; eine in-

dividualisierte Therapie ist daher erst nach Durchführung von Sondentests (engl.:

Line Probe Assays, LPA) oder phänotypischer DST möglich [5].

Die für die TB-Behandlung verwendeten Antibiotika wirken auf unterschiedli-

che Weise. Zu den bakterizid, also abtötend wirkenden Antibiotika zählen die

Erstrangmedikamente INH, RMP, PZA sowie einige Zweitrangmedikamente (Ta-

belle 1.1). Als bakteriostatisch, also wachstumshemmend, gilt EMB (Tabelle 1.1).

Darüber hinaus gelten PZA und RMP als sterilisierende Antibiotika, die zusätz-

lich auf persistierende Bakterien wirken und die Behandlungsdauer dadurch signi-

fikant verringern [110]. Die derzeit von der WHO empfohlene Behandlung besteht

aus einer Kombination verschiedener Antibiotika mit unterschiedlichen Wirkme-

chanismen (Tabelle 1.1), sodass Bakterien unterschiedlicher physiologischer Sta-

dien (latent/aktiv) abgetötet werden und die Wahrscheinlichkeit einer Selektion

resistenter Zellen minimiert wird [171,210].

Nach Vorgaben der WHO werden Patienten mit einer sensiblen TB über einen

Zeitraum von insgesamt sechs Monaten mit vier beziehungsweise zwei Antituber-

kulotika behandelt [210]. Die Standardmedikamente (Erstrangantibiotika) sind

INH, RMP, EMB und PZA. In der initialen Phase (zwei Monate) erfolgt eine

tägliche Behandlung mit den vier Erstrangmedikamenten INH, RMP, PZA und

EMB. In der anschließenden Stabilisierungsphase (vier Monate) werden nur noch

die zwei effektivsten Antibiotika INH und RMP verabreicht [210].

Durch eine fehlende Kombinationstherapie oder durch geringe Therapietreue des

Patienten während der Behandlung können resistente Pathogene selektioniert

werden [100, 205]. Resistenzvermittelnde Variationen entstehen spontan und zu-

fällig in einer Bakterienzelle, wobei die Mutationsrate in Abhängigkeit des be-

trachteten Lokus zwischen 10−6 und 10−8 Mutationen pro Bakterium und Gene-

ration liegt (Vergleich E. coli : 10−3 − 10−4) [12, 133, 144]. Das bedeutet, in einer

Population mit 1 ∗ 108 Bakterien und einer Mutationsrate von 1 ∗ 10−8 trägt im

Durchschnitt eines eine Mutation in einem resistenzvermittelnden Gen. Unter an-

tibiotischen Selektionsdruck, werden diese selektiert und es kommt zur Bildung

einer resistenten Subpopulation, die sich während der Behandlung in der Gesamt-

population durchsetzt [100].

Bei Vorliegen von Resistenzen, aber auch bei Unverträglichkeit von Erstrang-

medikamenten, wird auf die Zweitrangmedikamente zurückgegriffen, zu denen
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unter anderem die Fluorochinolone Ciprofloxacin (CFX), Moxifloxacin (MOX)

und Ofloxacin (OFX), die injizierbaren Antibiotika AMK, CPM und KAN so-

wie Ethionamid (ETH), D-Cycloserin (DCS), Linezolid (LZD) zählen (Auswahl

der wichtigsten Antituberkulotika in Tabelle 1.1). Insbesondere bei Patienten mit

einer MDR-TB verlängert sich dabei der Behandlungszeitraum deutlich auf min-

destens 20 Monate [156]. Darüber hinaus geht die Therapie unter Einsatz von

Zweitrangmedikamenten mit dem Auftreten von starken Nebenwirkungen ein-

her [45]. Dazu gehören unter anderem Nervenentzündungen, die Einschränkung

des Farbsehens, der Hörverlust und die Beeinträchtigung der Leberfunktion.

Die enormen Kosten (58e pro Tag bei 600 Tagen Behandlungszeitraum vergli-

chen mit 4e pro Tag bei 180 Tagen Behandlungszeitraum einer sensiblen TB),

die durch die Behandlung einer resistenten TB entstehen, stellen eine große Her-

ausforderung für die Gesundheitssysteme dar [45].
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Tabelle 1.1: Die wichtigsten Antituberkulotika und ihre Wirkmechanismen.

Antibiotikum Abk.

Markt-

einfüh-

rung

Wirkungs-

weise
Wirkungsort

Resis-

tenz-

gene

Beteiligte

Proteine

Isoniazid INH 1952 bakterizid
Fettsäurebiosyn-

these (Zellwand)

katG
Katalase-

Peroxidase

inhA
Enoyl-ACP-

Reduktase

ahpC

Alkyl Hydroper-

oxidase Reduk-

tase

E
rs

tr
a
n
g

Rifampicin RMP 1966

bakterizid,

sterili-

sierend

RNS-

Polymerase

(Transkription)

rpoB

β-Untereinheit

der RNS-

Polymerase

Pyrazinamid PZA 1952

bakterizid,

sterilisie-

rend

trans-

Translation
pncA Pyrazinamidase

Ethambutol EMB 1961
bakterio-

statisch
Stoffwechsel embB

Arabinosyl-

transferasen

Streptomycin SM 1944 bakterizid
Proteinbiosyn-

these

rrs 16S rRNS

rpsL Ribosomales

Protein S12

Fluoroquinolone

FQ 1963 bakterizid
Topologie der

DNS-Moleküle

gyrA
Gyrase Unter-

einheit A

(CFX, MOX, OFX, u.a.)
gyrB

Gyrase Unter-

einheit B

Ethionamid ETH 1956 bakterizid
Fettsäurebiosyn-

these (Zellwand)
inhA

Enoyl-ACP-

Reduktase

Amikacin AMK 1957 bakterizid Proteinbiosynthese rrs rRNS Synthese

Z
w

e
it

ra
n
g

Kanamycin KAN 1957 bakterizid Proteinbiosynthese rrs rRNS Synthese

Capreomycin CPM 1960 bakterizid Proteinbiosynthese rrs rRNS Synthese

D-Cycloserin DCS 1975
bakterio-

statisch
Zellwandsynthese cycA

D-Serin/ Ala-

nin/Glycin

Transporter

Linezolid LZD 2001
bakterio-

statisch
Proteinsynthese

rrl
ribosomale 50S

Untereinheit

rplC
Ribosomales

Protein S50

Abkürzungen: RNS-Ribonukleinsäure; rRNS-ribosomale Ribonukleinsäure
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1.7 Heteroresistente und Mischpopulationen

TB-Patienten können simultan mit antibiotika-sensiblen und antibiotika-resisten-

ten TB-Stämmen infiziert sein. Die Detektion dieser heterogene Populationen

stellt ein Problem für eine valide Diagnose dar [60, 169]. Diese Situation ist für

den Patienten besonders kritisch, wenn ausschließlich der sensible Stamm identi-

fiziert und eine entsprechende Therapie initiiert wird. Da die resistenten Zellen

nicht effektiv behandelt, beziehungsweise weiter selektioniert werden, tritt keine

Verbesserung für den Patienten unter Therapieverlauf ein [60].

Wie gut heteroresistente Populationen mittels molekularbiologischer Verfahren

diagnostiziert werden können, ist kaum untersucht worden. Folkvardsen et al.

verglichen 2013 die phänotypische Resistenztestung mit molekularbiologischen

Verfahren (GenoType MTBDRplus, INNO-LIPA Rif.TB und rpoB - bzw. katG-

Sequenzierung) für Suspensionen mit 1 %, 5 %, 10 %, 50 % und 100 % RMP- und

INH-resistenter Bakterienzellen. In diesen Studien konnten die Proben mit der

kritische Konzentrationen von 1 % resistenten Keimen ausschließlich mit der phä-

notypischen Resistenztestung zuverlässig detektiert werden [59,60]. Mit dem Ge-

noType MTBDRplus war es in dieser Studie möglich, Konzentrationen von 5 %

resistenten Keimen zu detektieren und mit der Sequenzierung wurden die Pro-

ben mit mindestens 10 % (katG) beziehungsweise 50 % (rpoB) resistenten Keimen

korrekt detektiert [59,60]. Demnach konnten für geringe Konzentrationen an resis-

tenten Keimen bessere Detektionswerte mit der phänotypischen Resistenztestung

im Vergleich zu den molekularbiologischen Verfahren beobachtet werden [59,60].

Generell können Heteroresistenzen durch verschiedene Situationen entstehen [30]:

1. Wirtsinterne Diversifikation unter Selektionsdruck

2. Mischinfektion verschiedener Stämme zu Krankheitsbeginn

3. Infektion mit einer zweiten Population während der Behandlung

Die wirtsinterne Diversifikation spiegelt den normalen Vorgang beim Resisten-

zerwerb, zum Beispiel unter nicht effektiver Therapie, wieder. Ausgehend von

wenigen resistenten Zellen in einer Population, werden unter nicht effektiver The-

rapie die resistenten Zellen selektioniert, während die sensiblen Bakterien ab-

getötet werden [205]. Dadurch können an verschiedenen molekularbiologischen

Resistenzmarkern Wildtyp und mutierte, resistenzvermittelnde Allele vorhanden

sein [169].
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Neben der wirtsinternen Diversifikation kann es ebenfalls durch simultane In-

fektion verschiedener Stämme (Mischinfektion, Reinfektion) zur Heteroresistenz

kommen [221]. Es wurde lange Zeit davon ausgegangen, dass der menschliche

Körper durch eine Infektion mit dem TB-Erreger immun gegenüber einer Neu-

infektion mit einem weiteren MTBK-Stamm ist [29]. Obwohl bereits 1975 von

Mankiewicz et al. Mischungen bei der Typisierung von MTBK-Stämmen einer

Inuit-Population festgestellt wurden [126], hielt sich diese Hypothese Jahrzehn-

te lang. In den letzten Jahren wurden jedoch mehrere Fälle beschrieben, bei

denen Patienten simultan mit zwei unterschiedlichen Stämmen infiziert waren

[29,30,84,125,183,221].

Eine Mischinfektion kann zum einen entstehen, wenn bereits bei der Aktivierung

persistierender Krankheitsherde unterschiedliche Populationen durch unabhängi-

ge Mehrfachinfektion des Patienten koexistieren. Zum anderen kann eine Misch-

infektion durch Reinfektion mit einem weiteren Stamm entstehen, was vor allem

in Hochinzidenz-Regionen beobachtet wird [29].

Zur Heteroresistenz kann es bei Mischinfektionen dann kommen, wenn nur einer

der beiden Stämme eine oder mehrere resistenzvermittelnde Mutationen trägt

oder die unterschiedlichen Stämme verschiedene Resistenzprofile haben [221].

Von großer Bedeutung bei Mischinfektionen ist neben der Detektion eventuell

vorhandener Heteroresistenzen zusätzlich die Identifikation der beteiligten phy-

logenetischen Linien, da die genetischen Unterschiede funktionelle Konsequenzen

haben können (Kapitel 1.5) [77,164]. Mit den derzeit verwendeten Typisierungs-

methoden (Kapitel 1.5) ist es jedoch nur bedingt möglich, eine Mischung zweier

unterschiedlicher MTBK-Stämme zu identifizieren (Abbildung 1.4) [29]. In Ab-

bildung 1.4 sind die molekularbiologischen Typisierungsmethoden zur Detektion

von Mischinfektionen zusammengefasst.

Bei der Spoligotypisierung (Abbildung 1.4a) können entweder durch Subkul-

turen unterschiedliche Typisierungsmuster beobachtet werden (Abbildung 1.4a)

oder im Spezialfall können schwächere Intensitäten an bestimmten Spacern be-

obachtet werden, die auf eine Mischinfektion hindeuten [29]. Wird hingegen nur

das gemeinsame Typisierungsmuster beobachtet, kann dies zur Fehlinterpretation

führen. Insgesamt wird die Detektion von Mischinfektionen basierend ausschließ-

lich auf dem Ergebnis der Spoligotypisierung nicht empfohlen [134].

Bei der IS6110 DNS Fingerprint Typisierung können entweder durch Subkul-

turen verschiedene Bandenmustern nachgewiesen oder im Falle einer fehlenden
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1.7 Heteroresistente und Mischpopulationen

Spoligotypisierung

Zusammen

Einzeln

(a) Mischdetektion mit Hilfe der SpoligotypisierungIS6110-RFLP Typisierung

Einzeln

Zusammen

(b) Mischdetektion mit Hilfe der IS6110 DNS Fingerprint Typisierung

Einzeln

Zusammen

 ...

 ...

 ...

 ...

MIRU-VNTR Typisierung

loci:        a            b            c

3            2            2

5            2            1

3&5         2          2&1

(c) Mischdetektion mit Hilfe der MIRU-VNTR Typisierung

Abbildung 1.4: Detektion von Mischinfektionen mit den standardisierten Typi-
sierungsmethoden. a Detektion mit der Spoligotypisierung. Sub-
kulturen zeigen unterschiedliche Bandenmuster. Eine Mischkultur
beider Stämme zeigt ein gemeinsames Bandenmuster, das zu kei-
nem der einzelnen Stämme gehört. b Detektion mit der IS6110
DNS Fingerprint Typisierung. Subkulturen zeigen unterschiedli-
che Bandenmuster. Eine Mischkultur zeigt eventuell schwächere
Banden des unterrepräsentierten Stammes. c Detektion mit der
MIRU-VNTR Typisierung. Subkulturen zeigen unterschiedliche
Zahlencodes. Eine Mischkultur zeigt unterschiedliche Kopienzah-
len am selben Lokus. Quelle: [29]
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Subkultivierung zusätzliche, schwächere Banden im selben Gel detektiert werden

(Abbildung 1.4b). Das Auftreten schwächerer Banden kommt allerdings nur vor,

wenn einer der beiden Stämme in der Probe unterrepräsentiert ist [29]. Darüber

hinaus kann es oftmals in der Diagnostik als Artefakt fehlinterpretiert werden.

Bei der MIRU-VNTR Typisierung kann eine Mischinfektion ebenfalls an ver-

schiedenen Zahlencodes unterschiedlicher Subkulturen derselben Probe oder an

zwei verschiedenen Kopienzahlen am selben Lokus identifiziert werden (Abbil-

dung 1.4c). Die Schwierigkeit besteht darin, eine Mischinfektion von einer Allel-

Evolution zu unterscheiden (Abbildung 1.4c) [29]. Mischungen nah verwandter

Stämme, die zum Beispiel nur einen Lokus Unterschied haben, können fehlinter-

pretiert werden.

Das Auftreten von Mischinfektionen ist hinsichtlich ihres Vorkommens, aber auch

ihrer Häufigkeit kontrovers diskutiert. Van Rie et al. vermuten Mischinfektion

hauptsächlich in Regionen mit hohen Inzidenzraten (Abbildung 1.1) [168]. Im

Gegensatz dazu zeigte eine Studie von Caminero et al., dass extrem hohe Raten

an Mischinfektionen in Regionen mit geringer TB-Inzidenz auftreten [22]. Die

Frequenzen variieren zwischen 2,8 % und 19 % in Abhängigkeit der geographi-

schen Lokalisation und der durchgeführten Studie [74]. Neben der TB-Inzidenz

als treibender Faktor könnte ebenfalls die inakkurate Detektionsmöglichkeit als

Erklärung für diese Variation herangezogen werden (Abbildung 1.4) [134].

Insgesamt werden neue, bessere molekularbiologische Methoden zur Detektion

von Resistenzen benötigt, um eventuelle Heteroresistenzen frühzeitig zu erkennen

und eine adäquate, individualisierte Therapie zu initiieren [80].

Ein wesentlicher Fortschritt stellt hierbei der Einsatz von genombasierten Typi-

sierungsmethoden dar.

1.8 Genomsequenzierung von MTBK-Stämmen

Die Verwendung von Sequenzierungsdaten zur Resistenzbestimmung von MTBK-

Stämmen ist ein vielversprechender Ansatz [33]. Seit 1975 wurde sich auf die

Sequenzierung (Sanger-Sequenzierung) bestimmter Genomregionen, so genannter

”
hot spots“, der resistenzvermittelnden Gene fokussiert [62]. Mit der Entwick-

lung neuer Sequenzierverfahren (engl.: Next-Generation Sequencing, NGS) kann
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heutzutage schnell und zuverlässig das gesamte Genom der Pathogene analysiert

werden, was ein entscheidender Vorteil gegenüber der phänotypischen Resistenz-

bestimmung ist [21]. Die Sanger-Sequenzierung gehört zu den traditionellen, mo-

lekulargenetischen Sequenzierungstechniken. Bei dieser Methode werden im Ver-

gleich zum gesamten Genom nur kleine Regionen, beispielsweise ein Gen oder

Genfragmente (bis circa 1000 Basenpaare [bp]), analysiert [62].

Moderne NGS-basierte Verfahren erlauben die parallele Sequenzierung ganzer

Genome mehrerer klinischer Isolate. Bei der als Hochdurchsatzverfahren bezeich-

neten Methode wird das ganze Genom in einem
”
Shotgun“-Verfahren analysiert

[184]. Es handelt sich dabei um eine ungerichtete Sequenzierung, die nicht auf

bekannte Abschnitte des Genoms beschränkt ist.

Zurzeit werden diese Hochdurchsatzverfahren durch drei konkurrierende Techno-

logien getragen:

� Illumina

� Ion Torrent

� Pac Bio RS

Eine ausführliche Übersicht der einzelnen Verfahren ist in Tabelle 1.2 zusammen-

gefasst.

Das Verfahren der Firma Illumina steht seit 2006 zur Verfügung. Hierbei wird das

Zielgenom mit Hilfe von Endonukleasen zufällig in Fragmente zerteilt (
”
Shotgun“-

Sequenzierung) und mit Adaptern für die anschließende PCR versehen. Die Frag-

mente werden auf einem Glasträger immobilisiert und mit Hilfe einer
”
Brücken“-

PCR (engl.: Bridge Amplification) amplifiziert. Im Anschluss werden die Frag-

mente sequenziert [76]. Das verwendete Verfahren wird als
”
sequencing-by-synthe-

sis“-Verfahren bezeichnet, da nach jedem Syntheseschritt des DNS-Stranges ana-

lysiert werden kann, welches Nukleotid (Adenin [A], Cytosin [C], Guanin [G] oder

Thymin [T]) eingebaut wurde. Ähnlich, wie bei der Sanger-Sequenzierung werden

fluoreszierende Kettenabbruchnukleotide eingesetzt, deren Einbau von speziellen

Optiken detektiert wird [184]. Die Leseweite liegt zurzeit zwischen 51 bp und

351 bp. Die Illumina Technologie bietet die Möglichkeit der so genannten
”
paired-

end“-Sequenzierung [85]. Bei dieser Methode wird ein Fragment jeweils von beiden

Seiten abgelesen. Auf diese Weise entstehen zwei NGS-Sequenzfragmente (51 bp -

351 bp), die einen bekannten Abstand zueinander haben, wodurch die Ausrichtung

zu einer Referenzsequenz erleichtert wird [10, 85]. Außerdem lassen sich größere
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Indels detektieren, wenn bei perfekter Ausrichtung der NGS-Sequenzfragmente

zur Referenzsequenz zum Beispiel der Abstand der zwei NGS-Sequenzfragmente

nicht dem erwarteten Abstand entspricht. Die in dieser Arbeit verwendeten NGS-

Daten sind hauptsächlich mit Hilfe von Illumina HiSeq 2500, MiSeq oder NextSeq

500 Geräten erhoben worden.

Das Verfahren von Ion Torrent basiert auf einer Halbleitertechnologie und wurde

2010 eingeführt [173]. Es werden ebenfalls DNS-Fragmente des Gesamtgenoms mit

Hilfe von Endonukleasen erzeugt. Diese werden mit einer Emulsions-PCR (emP-

CR) vervielfältigt. Die Sequenzierung unterscheidet sich jedoch von der Illumina-

Methode. Es werden zwar ebenfalls sequentiell nacheinander die verschiedenen

Nukleotide zugegeben, allerdings wird bei diesem Verfahren die Veränderung des

pH-Werts gemessen [173]. Beim Einbau eines Nukleotids entsteht eine kovalen-

ten Bindung unter Freisetzung eines Pyrophosphats und eines positiv geladenen

Wasserstoffions, in dessen Folge der pH-Wert ansteigt. Eine pH-sensitive Schicht

detektiert diese Veränderung und ein Detektor registriert, in Abhängigkeit der

zugegebenen Base, den Einbau. Bei Homopolymeren steigt der pH-Wert propor-

tional zur Anzahl der gleichen Basen. Die Leseweite liegt zwischen 200 bp und

300 bp [173].

Das PacBio RS System von Pacific Bioscience gehört zu den so genannten Sequen-

ziergeräten der dritten Generation, hier werden Leseweiten von bis zu 15 000 bp

erzielt (Tabelle 1.2). Dabei werden einzelne DNS-Moleküle während der Repli-

kation durch die DNS-Polymerase sequenziert (engl.: Single-Molecule Real-Time;

SMRT) [58, 76]. Eine vorherige Amplifikation ist nicht nötig [76]. Die vier Nu-

kleotide werden mit einem Fluoreszenz-Farbstoff versehen, der nach Einbau des

Nukleotids von der DNS-Polymerase abgetrennt wird. Das Fluoreszenzsignal ei-

nes Nukleotids bei Einbau wird detektiert und in die DNS-Sequenz übersetzt.

Die Fehlerrate ist jedoch mit etwa 14 % im Vergleich zu anderen Methoden sehr

hoch [58].

Bei allen hier vorgestellten NGS-Verfahren ist die Genauigkeit
”
pro gelesene Ba-

se“ signifikant geringer als bei der klassischen Sanger-Sequenzierungsmethode.

Dies wird jedoch durch die Mehrfachlesung der Sequenzen kompensiert [76]. Es

entsteht eine überlappende Sequenzfragment-Population aus der das Zielgenom

rekonstruiert werden kann. Die umfangreiche Analyse der von den NGS-Verfahren

millionenfach generierten kurzen Sequenzfragmente kann mit verschiedenen Me-

thoden erfolgen:

22



1.8 Genomsequenzierung von MTBK-Stämmen

1. De-novo Assemblierung

2. Ausrichtung zu einer Referenzsequenz

Bei der de-novo Assemblierung werden die Sequenzfragmente anhand ihrer Über-

lappungen zu größeren so genannten
”
Contigs“ zusammengefasst [10]. Auf diese

Weise wird das Zielgenom rekonstruiert und eine so genannte Konsensussequenz

abgebildet. Bei der Ausrichtung zu einer Referenzsequenz wird für jedes Sequenz-

fragment die Position in einem bekannten Referenzgenom ermittelt, an der es die

meisten Übereinstimmungen mit der Referenzsequenz hat [118]. Im Anschluss

kann die Probe auf Unterschiede zur Referenzsequenz untersucht werden und auf

diese Weise das Zielgenom rekonstruiert werden.

Diese Analysen erfordern umfangreiche, computergestützte Verfahren, die insbe-

sondere durch Kommandozeilenanwendungen (Computerprogramme ohne grafi-

sche Benutzeroberfläche) geprägt sind (Kapitel 2.3). Für Anwender ohne informa-

tischen Hintergrund sind diese nur bedingt zugänglich [56]. Ein weiteres Problem

bei der Analyse von NGS-Datensätzen ist deren Größe, die sich zwischen 150 Me-

gabyte (MB) und drei Gigabyte (GB) bewegt. Die benötigte Rechen- und Spei-

cherkapazität erfordert unter anderem eine umfangreiche Informationstechnik-

Infrastruktur (IT-Infrastruktur) [56].

Um diese Probleme zu adressieren, wurden bereits benutzerfreundliche Program-

me entwickelt, die insbesondere die Auswertung von NGS-Daten zur Resistenz-

bestimmung bei TB-Erregern automatisieren und erleichtern sollen [18, 33, 56,

86,192]. Ein systematischer Vergleich der vorhandenen Analysemöglichkeiten zur

Resistenzvorhersage wurde jedoch noch nicht durchgeführt.
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rü

cken
-P

C
R

au
f

D
u
rch

fl
u
sszelle

reversib
ler

F
arb

stoff
-

T
erm

in
atoren

S
eq

u
en

zie-
ru

n
g

w
äh

ren
d

S
y
n
th

ese

O
p
tisch

e
D

etek
tion

d
er

F
lu

ores-
zen

zem
ission

n
ach

E
in

b
au

m
ark

ierter
N

u
k
leotid

e

S
u
b
sti-

tu
tion

en
,

m
eist

zu
m

E
n
d
e

d
es

S
eq

u
en

z-
fragm

en
ts

b
is

250b
p

7-60
0.1

Illu
m

in
a

M
iS

eq
50-300b

p
4-39

0.1

Illu
m

in
a

N
ex

tS
eq

150b
p

11-29
0.1

L
ife

T
ech

n
o-

logies/
Ion
T

orren
t

Ion
P

G
M

E
m

u
lsion

s-
P

C
R

m
it

S
eq

u
en

zier-
b

ead
s

H
alb

leiter-
b
asierte

S
eq

u
en

zie-
ru

n
g

w
äh

ren
d

S
y
n
th

ese

T
ran

sistor-
b
asierte

D
etek

tion
d
es

p
H

-W
ert-

A
n
stiegs

n
ach

E
in

b
au

ein
es

N
u
k
leotid

s

In
sertion

en
/

D
eletion

en

200-
300

b
p

3
1

Ion
P

roton
b
is

200
b
p

2-4

P
acifi

c
B

ioscien
ce

P
acB

io
R

S
n
ich

t
verw

en
d
et

E
in

zel-
M

olek
ü
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1.9 Zielsetzung

1.9 Zielsetzung

Das vermehrte Auftreten resistenter MTBK-Stämme erschwert die weltweite Kon-

trolle und stellt eine der größten Herausforderungen bei der zukünftigen Bekämp-

fung der TB dar [158]. Für eine erfolgreiche Kontrolle von M/XDR-Stämmen ist

die schnelle Detektion vorhandener Antibiotikaresistenzen als Basis für eine effek-

tive Therapie von besonderer Bedeutung [158]. Verfahren, die auf der klassischen

Resistenztestung beruhen, sind zeitintensiv und nur bedingt für Zweitranganti-

biotika durchführbar [102]. Auch molekulare Schnelltests zur Resistenztestung

sind nur eingeschränkt für Zweitrangantibiotika anwendbar und bilden nur einen

geringen Teil der Genomsequenz ab [5,129,193].

NGS-basierte Verfahren ermöglichen einen schnellen und zuverlässigen Nach-

weis nahezu aller mit Resistenz assoziierten Varianten in einem Genom (Resi-

stom) [158]. Darüber hinaus können klinische Isolate präzise in verschiedene phy-

logenetische Linien eingeteilt und eine hochauflösende Genotypisierung für Aus-

bruchuntersuchungen durchgeführt werden [108].

Zurzeit ist die routinemäßige Anwendung von NGS-basierten Verfahren für dia-

gnostische Fragestellungen, aufgrund der nötigen Infrastruktur und einer um-

fangreichen Datenanalyse, nur eingeschränkt möglich [215]. Außerdem sind die

frei verfügbaren Analyseprogramme noch nicht hinreichend evaluiert worden.

Auch der NGS-basierte Nachweis heterogener Populationen in klinischen Isolaten,

der insbesondere für die Resistenzdiagnostik von großer Bedeutung ist, ist noch

nicht ausreichend untersucht und beschrieben worden [134].

Um diese Fragestellungen zu adressieren, soll in dieser Arbeit Folgendes gezeigt

werden:

1. Systematischer Vergleich automatisierter NGS-Analyseprogramme:

a) Vergleich der Handhabung und Darstellung der Ausgabe fünf automa-

tischer Analyseprogramme (CASTB, KvarQ, Mykrobe Predictor TB,

PhyResSE und TBProfiler) zur Resistenzvorhersage von TB-Erregern

b) Evaluierung der Güte der Resistenzvorhersage der Programme im Ver-

gleich zur Sanger-Sequenzierung (Goldstandard) anhand eines gut be-

schriebenen Datensatzes
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c) Evaluierung der Güte der Genotypklassifikation im Vergleich zu stan-

dardisierten Verfahren (MIRU-VNTR Typisierung, IS6110 DNS Fin-

gerprint Typisierung, Spoligotypisierung)

d) Analyse der Möglichkeit der Detektion von Heteroresistenzen/Misch-

infektionen

2. Implementierung und Anwendung eines NGS-Mischungsdetektors:

a) Implementierung eines Mischungsdetektors anhand von NGS-Daten

b) Anwendung des Detektors bei unterschiedlichen Populationen

3. Bewertung von niederfrequenten Resistenzmutationen:

a) Ansatz zur Bewertung niederfrequenter Mutationen

b) Untersuchung serieller Daten auf niederfrequente Subpopulationen

Insgesamt soll diese Arbeit einen Beitrag zur verbesserten Analyse von Hoch-

durchsatzdaten der TB-Erreger leisten. Insbesondere die Möglichkeit der Detek-

tion von Heteroresistenzen soll fokussiert behandelt werden.
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2 Grundlagen

In diesem Kapitel wird auf die für diese Arbeit relevanten Grundlagen der Ge-

nomsequenzierung sowie der damit verbundenen Analyse der Sequenzierungsda-

ten eingegangen.

2.1 Illumina-Sequenzierung

Die in dieser Arbeit verwendeten Daten basieren auf der Illumina-Sequenzierung.

Für das Herstellen der so genannten
”
Libraries“ (DNS-Bibliotheken) wurde das

”
Nextera XT Preparation Kit“ [4] und das von Baym et al. [13] 2015 beschriebene

Verfahren nach Herstellerangaben verwendet. Beide Protokolle basieren auf dem-

selben Grundprinzip und lassen sich in fünf Schritte einteilen (Abbildung 2.1),

allerdings ist das Baym-Protokoll die günstigere Alternative [4, 13].

2.2 Ausgabeformate

Bei der Prozessierung von NGS-Daten gibt es für die unterschiedlichen Analy-

seabschnitte definierte Ausgabeformate. Nur so ist es möglich, dass Analyse-

programme unterschiedlicher Entwickler kompatibel miteinander arbeiten kön-

nen. Die NGS-Primärdaten liegen im so genannten FastQ-Format vor. Im ersten

Schritt werden die NGS-Sequenzfragmente der FastQ-Datei zu einer Referenz-

sequenz ausgerichtet (engl.: Mapper). Das Ergebnis der Ausrichtung wird im so

genannten Sequenz-Ausrichtungs-Format (engl.: Sequence Alignment Map For-

mat, SAM) ausgegeben. Varianten beziehungsweise Mutationen werden durch den

Vergleich mit der Referenzsequenz terminiert und ebenfalls in dem speziell dafür

entwickelten Varianten-Format (engl.: Variant Call Format, VCF) abgelegt. Wei-

terhin wird ein Format mit Komma-getrennten Werten (engl.: Comma-separated
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genomische
        DNS

1

Standardisierung

2

Tagmentierung

3

Adapter und 
Barcode PCR

4

PCR Aufreinigung

5

QC und 
Zusammenfügen

Illumina
Sequenziergerät

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Illumina DNS-
Bibliothekenerstellung beginnend mit der genomischen DNS
bis zum Illumina-Sequenziergrät.
Standardisierung: Für eine einheitliche Reaktionseffizienz im
nächsten Schritt (Tagmentierung) muss die Konzentration der
genomischen DNS für alle Proben etwa gleich sein. Die optimale
Konzentration liegt zwischen 0,5 und 1 ng/µl und kann unter
anderem mit dem

”
QuBit“ gemessen werden.

Tagmentierung: Bei der Tagmentierung der genomischen DNS
handelt es sich um eine modifizierte Transpositionsreaktion.
Hierbei wird die genomische DNS gleichzeitig in Fragmente
zerbrochen und mit Adaptern für die Taq-Polymerase der PCR
versehen. Dies geschieht zum Beispiel mit Hilfe des Nextera XT
Transposons. Die Transposase schneidet die genomische DNS an
zufälligen Stellen, sodass eine sich überlappende Molekülpopula-
tion entsteht.
Adapter- und Barcode-PCR: Vervielfältigung der Fragmente
mittels PCR und Anhängen von eindeutigen Identifikationsse-
quenzen (Index-Sequenzen).
PCR Aufreinigung: Aufreinigung des PCR-Produktes mit
Hilfe paramagnetischer Mikroperlen. Die Fragmente werden an
die Mikroperlen gebunden und mit Hilfe einer magnetischen
Platte separiert, sodass die Überstände abgenommen werden
können. Danach schließen sich mehrere Waschgänge mit 80 %
Ethanol an.
Zusammenfügen der NGS-Bibliotheken: Zusammenfügen
gleicher Volumina normalisierter NGS-Bibliotheken.
Beladen des Illumina-Sequenziergeräts.
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2.2 Ausgabeformate

values, CSV) und Daten im JavaScript-Objekt Format (JavaScript Object No-

tation, JSON) in dieser Arbeit verwendet, die eine Rolle als Ausgabeformate

bestimmter NGS-Analyseprogramme spielen. In den folgenden Kapiteln werden

die genannten Formate kurz beschrieben.

2.2.1 FastQ-Format

Die Primärdaten heutiger NGS-Geräte werden im FastQ-Format ausgegeben. Es

unterscheidet sich von dem für Sequenzen verwendeten Fasta-Format durch zu-

sätzliche Qualitätsinformation (Q) der determinierten Basen. Dabei wird jedes

NGS-Sequenzfragment durch vier fest vorgeschriebenen Zeilen definiert (Quell-

text 2.1).

Quelltext 2.1: Drei NGS-Sequenzfragmente im FastQ-Format.

@M00553:3:A0U76:1:1101:16419:1569 1:N:0:1

NTCGACACCTTGATCAAGAATCTTGGCAACGCCAAGGAGGGCGCCGAGTGCAAGAGCTTTCCGGAAGATCATGCCGACCAGGTGG

+

#555<<<<@@@9<@@ACCCCCCEBEBAEEE+6>ECEDE+7+@>CD>>>55A-A-A+ACEEDEED@)+555=CCC=))4CA++<@@

@M00553:3:A0U76:1:1101:15144:1570 1:N:0:1

NTACCAGAGCCAGGCGCCGATCGACCTGGCCTGCCGGCTACGTGAGCGTATCGGCGATCTCGACCAGATCGCGTCGATCGTGCTG

+

#5<???BBDDDDDDDDGGGGGGHHHHHIHHIHHIIHHHHHIHHHIHIHHHHIHHHHHHHHHHHHHHHGGGGGGGGGGGGGGGGEE

@M00553:3:A0U76:1:1101:16096:1571 1:N:0:1

NGCGTAGCCTGCTTGCCTACCAATGGGCACACCCCGGCAAGCAATTGCTGTTCATGGGTCAGGAATTCGGCCAACGCGCCGAATG

+

#5<???BADDEEDEDDGGGGGGIIIIIIIHIIHHHHHHHHIIIIIIIIIIHIIHIHHIIIIIIHIIIIIIHHHHHEHHHHHHHHG

Zu Beginn eines jeden NGS-Sequenzfragments steht ein
”
@“ gefolgt von dem ein-

deutigen Identifikator für die Sequenz. Der Identifikator enthält unter anderem

Informationen über das verwendete Sequenziergrät, den Sequenzierlauf und die

verwendete Indexsequenz. Anschließend folgt eine zweite Zeile mit der Basen-

abfolge der Sequenz (Quelltext 2.1), gefolgt von einem
”
+“ in der dritten Zeile,

in der der Identifikator obligat wiederholt auftritt. In der letzten Zeile ist die

Qualitätsinformation (Q) der Basen aus der zweiten Zeile mit dem Amerikani-

schen Standardcode zum Informationsaustausch (engl.: American Standard Code

for Information Interchange, ASCII) kodiert gegeben (Tabelle 2.1). Jeder Base

wird genau ein Qualitätssymbol zugeordnet, sodass diese Zeile dieselbe Anzahl

an Symbolen haben muss, wie die Zeile der Basenabfolge. Die Berechnung des

Qualitätswerts Q anhand der Fehlerwahrscheinlichkeit e ist in der Gleichung 2.1
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2 Grundlagen

Tabelle 2.1: Qualitätswerte (Q) mit zugehörigen Fehlerwahrscheinlichkeiten (e)
und korrespondierenden ASCII-Zeichen

Q e ASCII Q e ASCII
0 1,0000000 ! 22 0,00630957 7
1 0,7943282 ” 23 0,00501187 8
2 0,6309573 # 24 0,00398107 9
3 0,5011872 $ 25 0,00316228 :
4 0,3981072 % 26 0,00251189 ;
5 0,3162278 & 27 0,00199526 <
6 0,2511886 ’ 28 0,00158489 =
7 0,1995262 ( 29 0,00125893 >
8 0,1584893 ) 30 0,00100000 ?
9 0,1258925 * 31 0,00079433 @
10 0,1000000 + 32 0,00063096 A
11 0,0794328 , 33 0,00050119 B
12 0,0630957 - 34 0,00039811 C
13 0,0501187 . 35 0,00031623 D
14 0,0398107 / 36 0,00025119 E
15 0,0316228 0 37 0,00019953 F
16 0,0251189 1 38 0,00015849 G
17 0,0199526 2 39 0,00012589 H
18 0,0158489 3 40 0,00010000 I
19 0,0125893 4 41 0,00007943 J
20 0,0100000 5 42 0,00006309 K
21 0,0079433 6
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2.2 Ausgabeformate

dargestellt.

Q = −10 ∗ log10(e) (2.1)

Die Kodierung des Qualitätswerts Q mittels der ASCII-Zeichen ermöglicht die

Darstellung aller auftretender Qualitätswerte mit nur einem Zeichen. Für die

Kodierung wird zum berechneten Qualitätswert die Zahl 33 addiert, sodass die

ASCII-Zeichen 33 (erstes darstellbares Zeichen) bis 126 auftreten können (An-

hang A) [28]. Wie die Qualitätswerte Q mit der Fehlerwahrscheinlichkeit e und

dem ASCII-Zeichen in der FastQ-Datei zusammenhängen, ist in Tabelle 2.1 dar-

gestellt.

Durch die spezielle Darstellung über den negativen dekadischen Logarithmus kor-

relieren kleine Fehlerraten mit großen Qualitätswerten und kleine Qualitätswerte

weisen auf eine unsichere Vorhersage der Base hin [53]. Basen mit einem Quali-

tätswert unter Q20 (> 1 % Fehlerwahrscheinlichkeit) sind unzureichend, während

Basen mit einem Qualitätswerte über Q28 (< 0,2 % Fehlerwahrscheinlichkeit) als

Basen mit sehr hoher Qualität angesehen werden [148]. Der Wert Q20 wird häufig

als Grenzwert zur Verwendung einzelner Basen genutzt, da ab diesem Wert die

Fehlerwahrscheinlichkeit vergleichsweise konstant bleibt (Abbildung 2.2) [148]

Eine FastQ-Datei enthält üblicherweise Millionen von NGS-Sequenzfragmenten

für eine Probe, die bei der für diese Arbeit verwendeten Methode eine Länge von

151 bis 301 bp haben.

Durch die Verwendung der
”
paired-end“ Sequenzierung werden jeweils zwei FastQ-

Dateien pro NGS-Probe ausgegeben.

2.2.2 Sequenz-Ausrichtungs-Format (SAM)

Das SAM-Format enthält Informationen zur Ausrichtung der NGS-Sequenzfrag-

mente zur Referenzsequenz. Die Datei im SAM-Format ist ein einfaches Textdo-

kument, in der in jeder Zeile ein NGS-Sequenzfragment repräsentiert wird. Die

SAM-Datei besteht aus dem Dateikopf mit einer allgemeinen Beschreibung (Zeilen

beginnen mit einem @) und dem Dateikörper, der Informationen über die Aus-

richtung der jeweiligen NGS-Sequenzfragmente zur Referenzsequenz beinhaltet.

Jede Zeile des Dateikörpers besteht aus elf obligatorischen Spalten und beliebig

vielen optionalen Spalten. Einer der wichtigsten Werte des SAM-Formats ist zum

Beispiel die Qualität der Ausrichtung (engl.: Mapping Quality, MAPQ). Dieser
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Abbildung 2.2: Darstellung der Fehlerwahrscheinlichkeit e (Genauigkeit) einer
Base in Abhängigkeit des Basenqualitätswerts. Ab einem Quali-
tätswert von Q20 (> 1 % Fehlerwahrscheinlichkeit) ist nur noch
ein flacher Anstieg (Genauigkeit, blaue Linie) beziehungsweise
Abfall (Fehler, rote Linie) des Kurvenverlaufs zu beobachten, so-
dass sich dieser Wert als Grenzwert etabliert hat. Erstellt mit dem
Statistikprogramm R Version 3.1.2.
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2.2 Ausgabeformate

Wert gibt für jedes NGS-Sequenzfragment die Qualität der Übereinstimmung mit

der ausgerichteten Position in der Referenzsequenz an; er berechnet sich mit

MAPQ = −10 log10(P (ausgerichtete Position falsch))

und wird auf die nächste ganze Zahl gerundet. Die exakte Spezifikation der ob-

ligatorischen Spalten ist in der
”
Sequence Alignment/Map Format Specification“

der SAM-Format Spezifikations-Arbeitsgruppe [130] gegeben. Die binäre Version

des SAM-Formats heißt BAM-Format und enthält dieselbe Information [130].

2.2.3 Varianten-Format (VCF)

Das Varianten-Format (engl.: Variant Call Format, VCF) ist ein standardisiertes

Format zum Abspeichern von DNS-Polymorphismen, wie SNPs und Indels [37].Je-

de Zeile dieses Dokuments repräsentiert eine Mutation. Hinter den acht obligatori-

schen Spalten, in denen unter anderem Informationen über die Referenz- sowie die

alternative Base einer variable Position abgelegt sind, kann optional eine Format-

Spalte und beliebig viele Probenspalten auftreten. Jede Probenspalte erhält die

Information zu einer NGS-Probe.

2.2.4 Komma-getrennte Werte-Format (CSV)

”
CSV“ steht dabei für das englische

”
comma-separated values“ und besteht dem-

nach aus Werten, die mittels Komma voneinander getrennt sind. Dieses Format

wird auch
”
character-separated values“ übersetzt, was der korrekteren Bezeich-

nung entspricht, da nicht zwingend ein Komma als Feldtrennzeichen verwendet

wird.Das CSV-Format beschreibt eine Textdatei zum Austausch strukturierter

Daten zwischen unterschiedlichen Programmen. Es gibt vielmehr verschiedene

Spezifikationen und Implementationen des CSV-Formats [46,49,172].
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2 Grundlagen

2.2.5 JavaScript-Objekt-Format (JSON)

Das JSON-Format ist ein Textformat für den einfachen Datenaustausch [48]. Das

Format ist nicht von einer Programmiersprache abhängig und erfüllt Konventio-

nen für C-basierte Programmiersprachen. Das Format baut auf zwei grundlegen-

den Strukturen auf:

� Name/Wert Paare

� Geordnete Listen von Werten

Die JSON-Datei enthält mehrere
”
Objekte“, die jeweils durch geschwungene Klam-

mern abgegrenzt sind und eine ungeordnete Menge von Name/Wert Paaren, die

jeweils durch ein Komma voneinander getrennt sind, enthält. Nach einem Namen

steht ein Doppelpunkt gefolgt von dem Wert. Ein Wert im JSON-Format kann

ein weiteres Objekt, ein Liste (engl.: Array), eine Zeichenkette (engl.: String),

eine Zahl oder einer der Ausdrücke true, false oder null sein. Eine Zeichenkette

wird von doppelten Anführungszeichen umschlossen.

Die geordnete Liste von Werten wird durch eckige Klammern begrenzt, wobei die

Werte wiederum mit einem Komma voneinander getrennt sind (Minimalbeispiel

in Quelltext 2.2).

Quelltext 2.2: Minimalbeispiel zweier Objekte im JSON-Format.

{"`Wertname1"' : "`Wert1"', "`Wertname2"' : "`Wert2"', "`Listenname1"' : ["`Wertname3"' :

"`Wert3"' , "`Wertname4"' : "`Wert4"']},

{"`Wertname5"' : "`Wert5"', "`Wertname6"' : "`Wert6"'}

2.3 Analyse von NGS-Daten

Zurzeit gibt es keine einheitliche Empfehlung zur standardisierten Analyse von

NGS-Daten. Die Art der Generierung der NGS-Daten (Kapitel 1.8), impliziert

jedoch obligatorische Analyseschritte [6], die im Folgenden kurz erläutert wer-

den.

Basenbestimmung: Die Verfahren zur Bestimmung der Basensequenz einer bio-

logischen Probe wurden bereits in Kapitel 1.8 dargestellt. Die Ausgabe er-

folgt im FastQ-Format (Kapitel 2.2.1).

34



2.3 Analyse von NGS-Daten

Qualitätskontrolle: Die unprozessierten Sequenzierungsdaten werden mit bestimm-

ten Programmen (z. B.: FastQC) auf ihre Qualität geprüft. Zu den Quali-

tätswerten zählen unter anderem die Verteilung der Qualitätswerte und der

GC-Gehalt der NGS-Sequenzfragmente. In diesem Schritt ist es möglich,

NGS-Sequenzfragmente heraus zu filtern, die bestimmte Qualitätskriterien

nicht erfüllen (z. B.: 90 % der Basen zeigen Qualitätswert > 20).

Ausrichtung/Assemblierung: Es gibt zwei grundsätzlich unterschiedliche Ver-

fahren aus den NGS-Sequenzfragmenten das Zielgenom zu rekonstruieren

(Kapitel 1.8). In dieser Arbeit wird die Ausrichtung zu einer Referenzse-

quenz verwendet. Für diese Aufgabe gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher

Programme, die Dateien im SAM- beziehungsweise BAM-Format ausgeben.

Post-Prozessierung: Je nach verwendetem Programm und Organismus sollten

die initialen Rekonstruktionen des Zielgenoms nachgebessert werden. Zur

Verbesserung der Ausrichtung der NGS-Sequenzfragmente zur Referenzse-

quenz kann beispielsweise eine Neu-Ausrichtung der NGS-Sequenzfragmente

um kleine Indels oder das Entfernen von PCR-Artefakten (Duplizierte NGS-

Sequenzfragmente) nötig werden. Das Genomanalyse Softwarepaket (engl.:

Genome Analysis Toolkit; GATK) vom Broad Institut und SAMtools bieten

für diese Verarbeitungsschritte eine Vielzahl Algorithmen an [42,119,135].

Qualitätswertrekalibrierung: Es wurde beschrieben, dass die Software der heuti-

gen Sequenziergeräte die Basenqualität im Allgemeinen überschätzen [121].

Aus diesem Grund wird die Rekalibrierung der Basenqualitätswerte emp-

fohlen [6], für die unter anderem GATK Algorithmen zur Verfügung stellt.

Variantendetektion: Nachdem das Zielgenom rekonstruiert wurde, sind im All-

gemeinen die SNPs im Vergleich zur Referenzsequenz von Interesse. Die

verfügbaren Programme geben die Ergebnisse im VCF-Format aus (Kapi-

tel 2.2.3).

Filterung der SNP-Kandidaten: Das Filtern der detektierten Mutationen, zum

Beispiel nach Qualität oder biologischer Relevanz, vermeidet falsch-positive

Ergebnisse. Algorithmen überprüfen beispielsweise die Nähe zu Indels oder

ob bei
”
paired-end“ sequenzierten NGS-Proben ein Richtungs-Bias zu be-

obachten ist, also der detektierte SNP beispielsweise nur auf den vorwärts-

sequenzierten NGS-Sequenzfragmenten detektiert wurde.
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2 Grundlagen

Interpretation der SNP-Kandidaten: Am Ende der Analyse steht die Interpre-

tation der SNP-Kandidaten.

Die Analyse von NGS-Datensätzen besteht demnach aus einer komplexen Kom-

bination verschiedener Programme. Der Großteil dieser Programme sind Kom-

mandozeilenanwendung ohne grafische Benutzeroberfläche (engl.: Graphical User

Interface; GUI) und benötigt auf Grund der Datenmenge eine hohe Speicherplatz-

und Prozessorleistung.

Die in dieser Arbeit für den Hauptteil der verwendeten NGS-Daten ausgeführ-

te Analysepipeline ist die Grundlage für die Webseite
”
Phylo Resistance Search

Engine“ (PhyResSE) und ist in Abbildung 2.3 dargestellt.

2.4 Verwendete Datensätze

In dieser Arbeit wurden selbst erhobene NGS-Daten sowie NGS-Datensätze aus

dem Europäischen Nukleotid Archiv (engl.: The European Nucleotide Archive;

ENA; [51]) aus sechs Studien unterschiedlicher geographischer Regionen verwen-

det. Eine umfangreiche Beschreibung der Datensätze befindet sich im Anhang B.

Tabelle 2.2 gibt einen allgemeinen kurzen Überblick.

Darüber hinaus wurden artifizielle Datensätze generiert, die Mischinfektionen

und heteroresistenten Populationen mit eindeutigem Resistenzstatus simulieren.

Dazu wurden DNS-Proben in einem festgelegten Verhältnis gemischt. Zur Her-

stellung von Mischungen mit Stämmen zweier unterschiedlicher phylogenetischer

Linien wurde die DNS zweier antibiotikasensibler Stämme gemischt. Die DNS der

Probe 49-02, eines Stammes der Linie Beijing (Linie 2.2.1, ENA-Zugriffsnummer:

HG813240) und der Probe 7199-99, eines Stammes der Linie Haarlem (Linie

4.1.2, ENA-Zugriffsnummer: HE663067), wurde im Verhältnis 1:1, 7:3 und 9:1

gemischt. Anschließend wurden die NGS-Bibliotheken für die Sequenzierung her-

gestellt (Kapitel 2.1) und auf dem Illumina MiSeq Gerät mit einer 100-fachen

Referenzgenomabdeckung (engl.: Coverage) sequenziert, das heißt im Mittel wird

jede Position der Referenzsequenz von 100 NGS-Sequenzfragmente abgedeckt.

Zur Erstellung von heteroresistenten Proben wurde die DNS des Laborstam-

mes M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 mit der DNS zweier Selektionsklo-

ne gemischt. Für diese Arbeit wurden Selektionsklone mit den zwei häufigsten
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2.4 Verwendete Datensätze

FastQ

SAM/BAM

Formatiertes BAM

Neu-ausgerichtetes
 BAM

BAM ohne Duplikate

Rekalibriertes BAM

VCF

Datentabelle mit bewer-
teten Resistenzmutationen

Ausrichtung zur Referenz-
sequenz mit BWA

 Sortieren mit SAMtools

Duplikate entfernen 
mit SAMtools

Neu-Aurichtung um 
Indels mit GATK

Rekalibrierung der Basen-
qualitäten mit GATK

Detektion der Varianten 
mit GATK

Interpretation der 
Varianten

Abbildung 2.3: Abfolge der Analyseschritte von PhyResSE mit zugehörigen Pro-
grammen und resultierenden Formaten. Beginnend mit der FastQ-
Datei wird mittels eines Algorithmus zur Ausrichtung von Se-
quenzfragmenten zu einer Referenzsequenz von BWA eine SAM-
beziehungsweise BAM-Datei erzeugt. Diese BAM-Datei wird mit
SAMtools, einem Programm speziell zur Analyse von SAM-
Dateien, weiter verarbeitet, sodass eine BAM-Datei erzeugt wird,
die nach der ausgerichteten Position der Referenzsequenz sor-
tiert und frei von duplizierten NGS-Sequenzfragmenten ist. In
den darauffolgenden Schritten werden die NGS-Sequenzfragmente
der BAM-Datei mittels Algorithmen von GATK um Indels neu
zur Referenzsequenz ausgerichtet und die jeweiligen Basenqualitä-
ten rekalibriert. Aus der resultierenden BAM-Datei wird ebenfalls
mittels eines Algorithmus von GATK eine VCF-Datei erzeugt, in
der die detektierten Mutationen im Vergleich zur Referenzsequenz
abgebildet sind. Zum Schluss werden die detektierten Mutationen
automatisch interpretiert und in Datentabellen ausgegeben.
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2.4 Verwendete Datensätze

RMP-Resistenzmutationen rpoB531 (SR1a-Klon) und rpoB526 (SR4k-Klon) aus-

gewählt [143]. Es wurden jeweils Mischungen von Selektionsklon und Laborstamm

im Verhältnis von 1:99, 1:19 und 1:9 generiert und mit einer mittleren Referenzge-

nomabdeckung von 500 NGS-Sequenzfragmenten pro Position auf dem Illumina

NextSeq 500 Gerät sequenziert.

In Tabelle 2.3 sind die Bezeichnungen für die artifiziellen Datensätze, die im Fol-

genden verwendet werden, zusammengefasst.

Tabelle 2.3: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten, artifizielle DNS-
Proben

Bezeichnung Beschreibung

Mix50 Artifizielle Mischung im Verhältnis 1:1 der Stämme 49-02 (ENA-
Zugriffsnummern HG813240; Linie Beijing/Linie 2.2.1) und 7199-99
(ENA-Zugriffsnummer: HE663067; Linie Haarlem/Linie 4.1.2)

Mix70 Artifizielle Mischung im Verhältnis 7:3 der Stämme 49-02 (ENA-
Zugriffsnummern HG813240; Linie Beijing/Linie 2.2.1) und 7199-99
(ENA-Zugriffsnummer: HE663067; Linie Haarlem/Linie 4.1.2)

Mix90 Artifizielle Mischung im Verhältnis 9:1 der Stämme 49-02 (ENA-
Zugriffsnummern HG813240; Linie Beijing/Linie 2.2.1) und 7199-99
(ENA-Zugriffsnummer: HE663067; Linie Haarlem/Linie 4.1.2)

SR1a rpoB531 1 Artifizielle Mischung eines Selektionsklons mit dem SNP rpoB
S531L und dem Referenzstamm M. tuberculosis H37Rv ATCC
27294 im Verhältnis 1:99

SR1a rpoB531 5 Artifizielle Mischung eines Selektionsklons mit dem SNP rpoB
S531L und dem Referenzstamm M. tuberculosis H37Rv ATCC
27294 im Verhältnis 1:19

SR1a rpoB531 10 Artifizielle Mischung eines Selektionsklons mit dem SNP rpoB
S531L und dem Referenzstamm M. tuberculosis H37Rv ATCC
27294 im Verhältnis 1:9

SR4k rpoB526 1 Artifizielle Mischung eines Selektionsklons mit dem SNP rpoB
H526Y und dem Referenzstamm M. tuberculosis H37Rv ATCC
27294 im Verhältnis 1:99

SR4k rpoB526 5 Artifizielle Mischung eines Selektionsklons mit dem SNP rpoB
H526Y und dem Referenzstamm M. tuberculosis H37Rv ATCC
27294 im Verhältnis 1:19

SR4k rpoB526 10 Artifizielle Mischung eines Selektionsklons mit dem SNP rpoB
H526Y und dem Referenzstamm M. tuberculosis H37Rv ATCC
27294 im Verhältnis 1:9
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2.5 Verwendete Software und

Programmiersprachen

Die in der vorliegenden Arbeit erstellten Programme wurden größtenteils mit der

Programmiersprache Perl implementiert. Zusätzlich wurden R-Pakete und der

Bam-readcount Algorithmus genutzt. In den folgenden Abschnitten werden diese

kurz beschrieben und erklärt.

2.5.1 Statistikprogramm R

Das Programm R bietet primär Möglichkeiten zur statistischen Datenanalyse.

Es handelt sich um eine Kombination aus einer objekt-orientierten, interaktiven

Programmiersprache und einer Laufzeitumgebung. R bietet eine flexible Grafi-

kumgebung für die explorative Datenanalyse und eine Vielzahl klassischer sowie

moderner statistischer und numerischer Verfahren. Dem Anwender stehen zahl-

reiche Ergänzungsmöglichkeiten zur Verfügung. Die Verwendung ist kostenfrei

und der Quellcode frei erhältlich (engl.: Open Source Software). Für diese Arbeit

wurde die R Version 3.0.2 verwendet.

2.5.2 Bam-readcount Algorithmus

Der Bam-readcount Algorithmus berechnet basierend auf einer BAM-Datei me-

trische Werte für einzelne Genompositionen. Die wichtigsten, hier verwendeten

Werte sind:

base Base A, C, G oder T,

count beschreibt die Anzahl an NGS-Sequenzfragmenten, die diese Base zeigen

avg basequality definiert die mittlere Basenqualität dieser Base

Die Benutzereingabe besteht aus der zu untersuchenden BAM-Datei und einer

Liste der zu untersuchenden Genompositionen. Die Liste muss in der Form
”
Chro-

mosom Start Stop“ für jeden Bereich angegeben werden, der analysiert werden

soll. Ein Beispiel ist im Anhang C gegeben.
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2.5 Verwendete Software und Programmiersprachen

2.5.3 Programmiersprache Perl

Der Name Perl steht für
”
Practical Extraction and Report Language“. Perl ist

eine freie, plattformübergreifende Programmiersprache. Ein Kompilieren, also in

Maschinensprache umwandeln, ist nicht notwendig, da es sich um eine interpre-

tierte Sprache handelt. Ursprünglich entstand Perl aus einer Kombination der

Programmiersprache C und einigen UNIX-Funktionen. Perl ist nach der allge-

meine Veröffentlichungsgenehmigung
”
GNU“ (engl.: GNU General Public License,

GNU-GPL) einschließlich des Quelltextes frei verfügbar. In dieser Arbeit wurde

die Perl Version 5.20.1 verwendet.
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3 Automatisierte

NGS-Analyseprogramme

Die Auswertung von NGS-Daten erfordert bioinformatische Kenntnisse, leistungs-

starke Computer Hardware und Expertenwissen für die Interpretation der Da-

ten und stellt somit eine Herausforderung für nicht spezialisierte Anwender zum

Beispiel Biologen oder Kliniker dar. Außerdem erfordert jede biologische Frage-

stellung eine individuell angepasste Analyse. Für die NGS-basierte Resistenzde-

tektion von MTBK-Stämmen wurden beispielsweise bereits automatisierte Pro-

gramme zur Analyse und Interpretation implementiert und veröffentlicht. Ein

Vergleich der Programme im Hinblick zum Beispiel auf Anwenderfreundlichkeit

und Sensitivität/Spezifität für die Vorhersage von Resistenzen aus NGS-Daten ist

allerdings noch nicht durchgeführt worden. Die Programme werden im Folgenden

kurz dargestellt und nachfolgend mit einem Testdatensatz evaluiert.

3.1 CASTB (Version 1.1)

CASTB steht für
”
The Comprehensive Analysis Server for the Mycobacterium tu-

berculosis complex“ und ist eine Webseite (http://castb.ri.ncgm.go.jp/CASTB/)

[86], die zur Resistenzvorhersage und phylogenetischen Analyse von NGS-Daten

klinischer MTBK-Stämme öffentlich zugänglich ist. Bevor jedoch Analysen durch-

geführt werden können, ist eine Registrierung erforderlich. In der Eingabemaske

können unter anderem FastQ-Dateien hochgeladen werden; ebenso ist es mög-

lich assemblierte Genome oder assemblierte Genomabschnitte mit CASTB zu

analysieren. Zur phylogenetischen Klassifizierung der MTBK-Stämme kann ei-

ne oder mehrere der folgenden Typisierungsmethoden ausgewählt werden, die im

Anschluss virtuell basierend auf den NGS-Daten der hochgeladenen Probe durch-

geführt werden:
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3 Automatisierte NGS-Analyseprogramme

� Spoligotypisierung (43 Spacer Sequenzen)

� Typisierung mittels langer Sequenz-Polymorphismen (LSP-Typisierung)

� Beijing-Subtypisierung

� MIRU-VNTR Typisierung (bei NGS-Sequenzfragmentlängen über 1000 bp

möglich; 24 Loci)

Die Resistenzvorhersage wird für sechs Antituberkulotika (Tabelle 4.1) erstellt.

CASTB liegt eine umfangreiche bakterielle Genomsequenz Datenbank (engl.: Bac-

terial Isolate Genome Sequence database; BIGSdb) zu Grunde [93]. Zum Assem-

blieren der NGS-Daten wird ein Algorithmenpaket namens
”
Velvet“ verwendet

[218]. Neben einem Assembler ist ebenfalls der Algorithmus
”
MUMmer“ zum Aus-

richten von NGS-Sequenzfragmenten zur Referenzsequenz M. tuberculosis H37Rv

inkludiert [40,41,116]. Bei der phylogenetischen Klassifizierung der MTBK-Stäm-

me wird, abhängig von der ausgewählten Methode, eine Klassifizierung in die

sechs Hauptlinien des MTBK (nicht Linie 7/ Äthiopien) vorgenommen. Bei der

Beijing-Subtypisierung werden die NGS-Sequenzfragmente einer Probe zu drei

Zielsequenzen (non beijin 1, beijing 1, beijin 2) mit
”
BLAST“ (engl.: Basic Local

Alignment Search Tool) ausgerichtet, um zwischen Stämmen einer nicht-Beijing

Linie und Stämmen der Linie Beijing zu unterscheiden. Zusätzlich werden die

NGS-Sequenzfragmente zu den Sequenzen
”
ancestral 1“ und

”
modern 1“ geblas-

tet, um Stämme der anzestralen und modernen Beijing Sublinie zu unterschei-

den [137].

Die Resistenzvorhersage basiert laut Autoren von CASTB auf den resistenzver-

mittelnden Mutationen der Studien von Sekiguchi et al. und Ando et al. [7,8,181];

eine Liste der verwendeten resistenzvermittelnden Mutationen ist allerdings nicht

verfügbar.

Die Ergebnisse der Analysen von CASTB werden in Form von Tabellen aus-

gegeben, die im CSV-Format heruntergeladen werden können. Die NGS-Daten,

inklusive der Auswertungstabellen, werden sieben Tage auf dem CASTB-Server

gespeichert.
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3.2 KvarQ (Version 0.12.2)

KvarQ ist ein Computerprogramm zur direkten Variantendetektion aus FastQ-

Dateien von MTBK-Stämmen [192]. Das Programm kann unter www.swisstph.

ch/kvarq heruntergeladen werden. Es gibt neben einer Kommandozeilenanwen-

dung, Implementationen für Windows und Mac OS X, die über eine grafische

Benutzeroberfläche verfügen.

Das Programm untersucht für bestimmte Zielregionen der Genomsequenz des

Referenzstamms M. tuberculosis H37Rv, die in Python-Modulen festgelegt sind,

nach passenden NGS-Sequenzfragmenten in der FastQ-Datei und richtet diese

entsprechend aus. Auf diese Weise wird auf den Schritt der Referenzgenomaus-

richtung verzichtet. In dieser Arbeit wurden die Standardparameter und die vorin-

stallierten Python-Module
”
MTBC/phylo“,

”
MTBC/resistance“ und

”
MTBC/s-

poligo“ verwendet [192].

Die Stämme einer analysierten Probe werden in eine der sieben Hauptlinien des

MTBK und die Sublinie Beijing klassifiziert. In dem Python-Modul
”
MTBC/phy-

lo“ werden jeweils drei SNP-Positionen pro phylogenetischer Linie analysiert, auf

denen die phylogenetische Klassifizierung der Stämme basiert. Zusätzlich kann

eine virtuelle Spoligotypisierung durchgeführt werden.

Die Resistenzvorhersage wird für neun Antibiotika durchgeführt (Tabelle 4.1).

Das Python-Modul
”
MTBC/resistance“ definiert insgesamt 561 bp des pncA-

Gens, die 81 bp großen RMP-Resistenz assoziierte Kernregion ( engl.: Rifampicin

Resistance Determining Region; RRDR), die 63 bp großen Quinolon-Resistenz as-

soziierte Kernregion (engl.: Quinolone Resistance Determining Region; QRDR),

3 bp in katG und 32 SNP-Positionen in weiteren, bekannten resistenzvermit-

telnden Genen der Referenzsequenz M. tuberculosis H37Rv, die auf Mutationen

untersucht werden (detaillierte Mutationsliste im Anhang D). Die Mutationsliste

basiert hauptsächlich auf der Tuberkulose Resistenz-Datenbank (engl.: Tubercu-

losis Drug Resistance Mutation Database, TBDReaMDB) [175].

Die Analyseergebnisse von KvarQ können im JSON-Format abgespeichert und

mit Hilfe der Grafikoberfläche untersucht werden.
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3.3 Mykrobe Predictor TB (Version 0.1.3)

Mykrobe Predictor TB ist ein Programm zur schnellen Bestimmung von Resis-

tenzmutationen in NGS-Daten von MTBK-Stämmen [18]. Das Programm kann

unter http://www.mykrobe.com/products/predictor/ heruntergeladen werden.

Es gibt neben einer Kommandozeilenanwendung, Implementierungen für Win-

dows und Mac OS X, die eine grafische Benutzeroberfläche haben.

Die Analyse-Pipeline besteht aus der Ausrichtung der NGS-Sequenzfragmente zur

Referenzsequenz von M. tuberculosis H37Rv (GenBank NC000962.2) mit dem

Ausrichtungsalgorithmus
”
Stampy“ [124] und der Variantendetektion mit Algo-

rithmen von SAMtools/VCFtools [119].

Für die phylogenetische Klassifizierung werden Marker für vier MTBK-Spezies

(M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis und M. caprae) und 39 NTM (z. B.:

M. abscessus, M. aromaticivorans, M. avium, u. A. siehe [18]) verwendet.

Für die Resistenzvorhersage werden Resistenzmarker für acht Antibiotika unter-

sucht (Tabelle 4.1). Die Resistenzvorhersage von Mykrobe Predictor TB basiert

auf den Mutationen, die für die molekularen Testsysteme von HAIN [27], Ce-

pheid [129] und AID [170] verwendet werden sowie weiteren Mutationen aus der

Literatur (detaillierte Liste im Anhang D).

Die Analyseergebnisse von Mykrobe Predictor TB können im JSON-Format ab-

gespeichert und mit der grafischen Benutzeroberfläche erneut geöffnet und unter-

sucht werden.

3.4 PhyResSE (Version 1.0)

Im Rahmen der Masterarbeit
”
Analyse von Next-Generation-Sequencing Daten

zur Resistenzdetektion bei Tuberkulosebakterien“ [178] wurden die Grundsteine

für den Webservice PhyResSE gelegt.

PhyResSE steht für
”
Phylo-Resistance Search Engine“ und ist eine Webseite zur

automatisierten Analyse der NGS-Daten von MTBK-Stämmen zur phylogeneti-

schen Klassifizierung und Resistenzvorhersage [56]. Die Seite ist über die Adresse

www.phyresse.org erreichbar, eine Registrierung ist nicht erforderlich.

Die Analyse-Pipeline besteht aus der Ausrichtung der NGS-Sequenzfragmente zur
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3.5 TBProfiler

Referenzsequenz M. tuberculosis H37Rv (GenBank NC000962 3) mit dem Aus-

richtungsalgorithmus
”
bwa mem“ von BWA [118], der Entfernung von Duplikaten

(PCR-Artefakte) mit dem Algorithmus
”
samtools rmdup“ von SAMtools [119],

der Neu-Ausrichtung der NGS-Sequenzfragmente um kleine Indels mit den Algo-

rithmen
”
RealignerTargetCreator“ und

”
IndelRealigner“ von GATK, der Rekali-

brierung der Basenqualitätswerte mit dem Algorithmus
”
BaseRecalibrator“ von

GATK und der Variantendetektion mit dem Algorithmus
”
UnifiedGenotyper“ von

GATK (Abbildung 2.3). Die phylogenetische Klassifizierung basiert auf spezifi-

schen SNPs aus den Studien von Coll et al. 2014 [32] und Homolka et al. 2012 [82].

Das Resistenzprofil besteht aus der Resistenzvorhersage für zwölf Antibiotika (Ta-

belle 4.1) und basiert auf resistenzvermittelnden Mutationen verschiedener Stu-

dien einer umfangreichen Literaturrecherche (komplette Liste im Anhang D).

Es ist möglich, die Ergebnisse einzelner NGS-Proben oder ganzer NGS-Studien

herunterzuladen und im CSV-Format abzuspeichern (Kapitel 2.2.4). Die FastQ-

Dateien sowie die Analyseergebnisse, werden über einen 32-stelligen Zahlencode,

mit dem der Nutzer selektiv auf die persönlichen Daten zugreifen kann, gesichert

und 3 Monate auf dem Server gespeichert.

3.5 TBProfiler

TBProfiler ist eine Webseite zur schnellen Detektion von Antibiotikaresistenzen

in NGS-Daten von MTBK-Stämmen [33]. Die Webseite kann über die Adres-

se http://tbdr.lshtm.ac.uk/ aufgerufen werden, eine Registrierung ist nicht

erforderlich. Es ist ebenfalls möglich den Programmcode herunterzuladen und

die Analysen von TBProfiler lokal über die Kommandozeile durchzuführen. In

der Eingabemaske der Webseite können FastQ-Dateien von Illumina Sequen-

ziergeräten hochgeladen werden. Die Analyse-Pipeline besteht aus der Ausrich-

tung der NGS-Sequenzfragmente zu einer modifizierte Version der Referenzse-

quenz M. tuberculosis H37Rv (spezielle Bereiche aus GenBank NC000962 3) mit

dem Ausrichtungsalgorithmus
”
Snap“ [217] und der Variantendetektion mit SAM-

tools [119].

Die Ausgabe beinhaltet die Resistenzvorhersage für elf Antibiotika (Tabelle 4.1)

sowie die phylogenetischen Klassifizierung anhand spezifischer SNPs. Die Muta-
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tionsliste umfasst 1325 SNPs und Indels (detaillierte Liste im Anhang D).

Die Ergebnisse werden unter einer Identifikationsnummer für alle Benutzer öf-

fentlich gespeichert und können beliebig oft aufgerufen werden.
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4 Evaluierung automatischer

NGS-Analyseprogramme mit Hilfe

eines Validierungsdatensatzes

Eine vergleichende Evaluierung der frei-verfügbaren Programme, zum Beispiel im

Hinblick auf die Resistenzvorhersage, wurde bislang noch nicht durchgeführt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher die NGS-basierte Resistenz-

vorhersage und die phylogenetische Klassifizierung von MTBK-Stämmen mit den

frei-verfügbaren Programmen CASTB, KvarQ, Mykrobe Predictor TB, PhyRes-

SE und TBProfiler mit einem gut charakterisierten NGS-Datensatz evaluiert

[179]. Dazu wurden jeweils NGS-Daten von 91 Proben aus Sierra Leone (Kapitel

2.4) mit den Programmen zur automatisierten NGS-Analyse prozessiert. Dieser

Datensatz wurde sehr gut charakterisiert [55, 81], indem zum einen die Stämme

mittels der klassischen Typisierungsmethoden phylogenetisch klassifiziert wurden

(Kapitel 1.5) und zum anderen Sanger-Sequenzen der Resistenzgene ahpC, embA,

embB, embC, gidB, inhA, katG, rrs, rpsL, pncA und rpoB erstellt wurden.

Die Ergebnisse der Analysen mit den verschiedenen Programmen wurden jeweils

zusammengefasst und anschließend bezüglich der phylogenetischen Klassifizierung

und der Resistenzvorhersage evaluiert.

4.1 Allgemeiner Vergleich

Die untersuchten Programme unterscheiden sich nicht nur bei den Analyseer-

gebnissen, sondern auch bei der Bedienung, bei der Anpassbarkeit und weiterer

Funktionen (Tabelle 4.2).

Ein wichtiger Aspekt hierbei ist die Anzahl der Antibiotikaresistenzen, auf die

eine NGS-Probe untersucht werden kann. Diese variierte stark zwischen den eva-

luierten Programmen. Eine Übersicht ist in Tabelle 4.1 gezeigt. Für die Erstran-
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gantibiotika sind außerdem die Gene dargestellt, in denen Mutationen für die

Resistenzvorhersage detektiert werden.

Wie in Tabelle 4.1 zu erkennen ist, erlauben alle Programme eine Resistenzvor-

hersage für die Erstrangantibiotika INH, RMP und EMB. Mykrobe Predictor

TB war das einzige Programm im Test, das keine Vorhersage für das Erstran-

gantibiotikum PZA erstellte. Insgesamt erlaubten PhyResSE und TBProfiler die

umfassendste Analytik mit einer Resistenzvorhersage für bis zu zwölf Antibioti-

ka pro NGS-Probe. CASTB hatte das kleinste Spektrum und erlaubte unter den

Zweitrangantibiotika ausschließlich eine Resistenzvorhersage für CFX und SM

(Tabelle 4.1).

Die Qualität der jeweiligen Resistenzvorhersagen der verschiedenen Programme

für die Antibiotika INH, RMP, EMB, SM und PZA wird in Kapitel 4.3 behan-

delt.

Die Programme unterschieden sich außerdem in ihrem Layout und der Bedie-

nung. In Tabelle 4.2 sind die wichtigsten Unterscheidungsmerkmale aufgeführt.

Der größte Unterschied in Bezug auf die Handhabung der getesteten Programme

bestand in der Verarbeitung der FastQ-Dateien. Für zwei Programme (KvarQ

und PhyResSE) war beispielsweise eine
”
Batch“-Prozessierung der 91 MTBK-

Stämme aus Sierra Leone möglich, während die NGS-Proben bei den anderen

Programmen einzeln prozessiert werden mussten. Außerdem mussten die FastQ-

Dateien der
”
paired-end“ sequenzierten Proben des Sierra Leone Datensatzes für

die Verwendung mit KvarQ und MykrobePredictor TB im Vorfeld zusammenge-

fügt werden, da nur eine Datei pro NGS-Probe analysiert werden konnte (Tabelle

4.2).

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal stellt die verwendete Analyse-Pipeline der

getesteten Programme dar. Jedes Programm analysierte die FastQ-Dateien des

Sierra Leone Datensatzes mit einer individuellen Analyse-Pipeline (Tabelle 4.2).

KvarQ war in diesem Test das einzige Programm, das den zeitaufwendigen Schritt

der Ausrichtung der NGS-Sequenzfragmente zu einer Referenzsequenz überspringt

und mit einem k-mer Ansatz arbeitet. Auf diese Weise ist es theoretisch mög-

lich eine NGS-Probe mit einer mittleren Referenzgenomabdeckung von 100 NGS-

Sequenzfragmenten pro Base innerhalb von nur zwei Minuten mit KvarQ zu ana-

lysieren [192]. Im Gegensatz dazu beinhaltete die Analysepipeline von PhyResSE

mehrere, rechenzeitaufwendige Vor-Prozessierungsschritte (Tabelle 4.2).

Ein weiterer Unterschied war bei der Darstellung und Exportierbarkeit der Ana-
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4.1 Allgemeiner Vergleich

lyseergebnisse der verschiedenen Programme zu beobachten. Während die Pro-

gramme KvarQ und Mykrobe Predictor TB die Ausgaben nur in dem speziell auf

die jeweilige grafische Benutzeroberfläche spezifizierten JSON-Format zur Ver-

fügung stellten, konnten die Analyseergebnisse von CASTB und PhyResSE als

CSV-Dateien exportiert werden. TBProfiler stellt alle analysierten Daten auf der

Webseite zur Verfügung und liefert keine Lösung zum Exportieren der Analyse-

ergebnisse.

Die Darstellung der Analyseergebnisse der getesteten Programme hat Einfluss auf

die Anwenderfreundlichkeit der einzelnen Programme, da diese durch die geziel-

te Verwendung von Farben, Symbolen und unterschiedlichen Schriftarten erhöht

wird [166]. Die Darstellung der Analyseergebnisse von Mykrobe Predictor TB und

PhyResSE waren demnach besonders anwenderfreundlich, während die Ausgabe

von KvarQ beispielsweise an die Ausgabe einer Kommandozeile erinnerte.

Doch nicht nur die optische Präsentation auch der Informationsgehalt der Pro-

grammausgaben unterschied sich voneinander (Tabelle 4.2). In der CASTB-Tabelle

zur Resistenzvorhersage zeigte beispielsweise ein
”
R“ das Vorhandensein einer re-

sistenzvermittelnden Mutation für das jeweilige Antibiotikum an; die detektier-

te resistenzvermittelnde Mutation wurde allerdings nicht ausgegeben. Die ande-

ren Programme gaben mindestens den Aminosäureaustausch der resistenzvermit-

telnden Mutation an, auf der die Resistenzvorhersage basierte. Zusätzlich gaben

PhyResSE und TBProfiler detektierte Mutationen in bekannten resistenzvermit-

telnden Genen, beziehungsweise alle detektierten Mutation im Genom (PhyRes-

SE), aus.

Alle getesteten Programme sind im derzeitigen Entwicklungsstatus für die Ver-

wendung in der Forschung bestimmt. Aus diesem Grund war die Justierbarkeit

der Mutationslisten der verschiedenen Programme von Interesse, um zum Beispiel

neue Kandidatenmutationen in einer Referenzkollektion auf ihre resistenzvermit-

telnde Funktion untersuchen zu können. CASTB bot keine Möglichkeit diese Pro-

blemstellung zu adressieren. Bei KvarQ, Mykrobe Predictor TB und TBProfiler

musste der Quelltext editiert werden. Bei PhyResSE dagegen konnte die Muta-

tionsliste (CSV-Datei), auf der die Resistenzvorhersage basiert, heruntergeladen

werden und beliebig um weitere Mutationen ergänzt werden. Die erweiterte Mu-

tationsliste konnte nach der Bearbeitung erneut hochgeladen werden und die ak-

tuelle Analyse wurde automatisch an die neue Mutationsliste angepasst.
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4.2 Evaluierung der phylogenetischen

Klassifizierung

Traditionell wird die phylogenetische Klassifizierung von MTBK-Stämmen mit

klassischen Typisierungsverfahren, wie Spoligotypisierung oder MIRU-VNTR Ty-

pisierung vorgenommen (Kapitel 1.5). Ein alternatives Verfahren ist die Analyse

basierend auf phylogenetisch informativen SNPs, die zum Beispiel aus NGS-Daten

extrahiert werden können [32, 82, 196]. Allerdings gibt es zurzeit noch kein all-

gemein gültiges Schema, sodass die getesteten Programme ihre phylogenetische

Klassifizierung jeweils auf unterschiedliche SNPs-Datensätze stützen.

CASTB führt die traditionellen, genetischen Laborverfahren (Spoligotypisierung,

MIRU-VNTR Typisierung, u. A.) virtuell anhand der NGS-Daten durch. KvarQ

verwendet jeweils drei SNPs pro phylogenetischer Hauptlinie, die aus den Studien

von Comas et al. 2009 und Stucki et al. 2012 stammen [34,196]. Die Typisierung

von Mykrobe Predictor TB basiert ebenfalls auf dem SNP-Schema von Stucki et

al. 2012 [196]. Basierend auf diesem SNP-Schema, kann die Einteilung der Stäm-

me bei diesen Programmen nur in die sieben Hauptlinien des MTBK erfolgen

(Tabelle 4.3). Im Gegensatz dazu verwenden PhyResSE und TBProfiler zusätz-

lich spezielle Mutationen aus den Studien von Homolka et al. 2012 [82] und Coll

et al. 2014 [32], die eine feinere Klassifikation in weitere MTBK-Untergruppen

ermöglichen.

In Tabelle 4.3 ist die phylogenetische Klassifizierung der MTBK-Stämme des Si-

erra Leone Datensatzes mittels der klassischen MIRU-VNTR Typisierung sowie

mittels der verschiedenen Programmen zur automatisierten Analyse von NGS-

Daten dargestellt. Die Klassifizierung in die Hauptlinien des MTBK war für alle

fünf getesteten Programme bis auf zwei Ausnahmen vergleichbar. Ein Stamm

der Linie LAM wurde von CASTB fälschlicherweise als M. bovis (von Natur aus

PZA-resistent) klassifiziert. Außerdem konnte Mykrobe Predictor TB sechs Stäm-

me der Hauptlinie 5 (West African 1) nicht klassifizieren (Tabelle 4.3).

Mit allen Programmen war es möglich, elf zuvor nicht klassifizierte Stämme, der

Euro-Amerikanischen Superlinie zuzuordnen. PhyResSE und TBProfiler konnten

diese Stämme noch weiter den MTBK-Untergruppen 4.1.1.3, 4.1.2.1 (Haarlem),

4.6.1 und 4.8 zuordnen (Tabelle 4.3).

Insgesamt konnten KvarQ, PhyResSE, TBProfiler und für die phylogenetische
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4.3 Evaluierung der Resistenzvorhersage

Klassifizierung der Sierra Leone Stämme 100 % Übereinstimmung mit den klassi-

schen Typisierungsverfahren erreichen. CASTB zeigte in diesem Test eine Über-

einstimmung von 98,9 % und Mykrobe Predictor TB hatte eine Übereinstimmung

von 93,4 %.

4.3 Evaluierung der Resistenzvorhersage

Wie bei der phylogenetischen Klassifizierung steht für die Resistenzdetektion kei-

ne allgemein gültige Mutationsdatenbank zur Verfügung. Aus diesem Grund un-

terschieden sich die Resistenzvorhersage der getesteten Programme basierend auf

den individuellen Mutationslisten. Die Mutationslisten, soweit diese von den Au-

toren zur Verfügung gestellt wurden, sind im Anhang D aufgeführt.

Die Resistenzdetektion von CASTB basiert laut Autoren auf Resistenzmarkern

der Studien von Ando et al. 2010/2014 und Sekiguchi et al. 2007 [7,8,181]. Da die

detektierten Mutationen von CASTB nicht ausgegeben werden, werden im Fol-

genden Aussagen über die detektierten Mutationen von CASTB mit Vorbehalt

gegeben und basieren auf dem Vergleich mit der Mutationsdetektion der anderen

Programme.

In der Studie von Feuerriegel et al. aus dem Jahr 2012 konnten in dem Datensatz

aus Sierra Leone Resistenzmutationen für die Antibiotika INH, RMP, SM, EMB

und PZA detektiert werden [55].

Der Vergleich in dieser Arbeit zeigte, dass selbst für die Resistenzprofile der wich-

tigsten Erstrangantibiotika INH und RMP erhebliche Diskrepanzen zwischen den

Programmen beobachtet werden konnten. Als Goldstandardmethode zur Evaluie-

rung der Resistenzvorhersage der verschiedenen Programme wurden die Sanger-

Sequenzierungsergebnisse der Stämme aus Sierra Leone verwendet. Die Ergebnis-

se sind in Tabelle 4.4 dargestellt. In Tabelle 4.4 ist zu erkennen, dass nur wenige

SNPs von allen Programmen gleichermaßen detektiert wurden (schwarze Zeilen).

Zehn der resistenzvermittelnden Mutationen, die im Sierra Leone Datensatz mit

der Sanger-Sequenzierung identifiziert worden sind, wurden von allen Program-

men detektiert (Tabelle 4.4). Insgesamt war die Resistenzvorhersage für RMP

vergleichbar für alle Programme. Es konnten lediglich zwei Ausnahmen beob-

achtet werden, die zur geringeren Sensitivität für CASTB (SensRMP = 94 %) und

KvarQ (SensRMP = 94 %) führten (Tabelle 4.4 und Tabelle 4.5). In Tabelle 4.5 sind
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die resultierenden Sensitivitäten und Spezifitäten der verschiedenen Programme

für die einzelnen Antibiotika im Vergleich zur Sanger-Sequenzierung dargestellt.

TBProfiler hat sieben Stämme, die mittels Sanger-Sequenzierung als INH-sensible

vorhergesagt wurden, als resistent klassifiziert. Alle Stämme wurden von TBPro-

filer anhand des SNPs kasA G269S als INH-resistent interpretiert, obwohl dieser

SNP als spezifische Variante für die Linie LAM/4.3.3 bekannt ist, die keine Re-

sistenz vermittelt [198]. Aus diesem Grund war die INH-Spezifität für TBProfiler

mit SpezINH = 85 % im Vergleich gering (Tabelle 4.5).

Besonders für die Antibiotika EMB, SM und PZA waren Sensitivität und Spezi-

fität der Resistenzvorhersage für die Programme sehr unterschiedlich. Für EMB

beispielsweise haben CASTB und KvarQ lediglich acht der insgesamt 16 in der

Testkollektion vorhandenen resistenzvermittelnden SNPs im embABC -Operon

korrekt detektiert (Tabelle 4.4). Mykrobe Predictor TB detektierte sogar nur

sieben Stämme korrekt als EMB-resistent. Im Gegensatz dazu stimmte die EMB-

Resistenzvorhersage von PhyResSE und TBProfiler sehr gut mit den Sanger-Se-

quenzierungsergebnissen überein (Tabelle 4.5), obwohl jeweils ein resistenzvermit-

telnder SNP (embB D354A aus [25] bzw. embB Trp332Arg aus [55]) nicht in der

jeweiligen Mutationsliste enthalten war (Tabelle 4.4).

Für SM wurden ebenfalls nur geringe Vorhersagewerte mit Sensitivitäten zwi-

schen 30 % für CASTB und 86 % für PhyResSE berechnet. CASTB konnte in die-

sem Test ausschließlich Stämmen korrekt als SM-resistent vorhersagen, bei denen

der SNP rpsL K43R detektiert wurde. Dadurch hat CASTB elf der laut Sanger-

Sequenzierung 22 SM-resistenten Stämme korrekt vorhergesagt. Die anderen Pro-

gramme verwendeten zusätzliche SNPs in rrs, rpsL und gidB (nur PhyResSE) für

die SM-Resistenzvorhersage (Tabelle 4.4). Auf diese Weise erzielte PhyResSE die

höchste Sensitivität (SensSM = 86 %). Dennoch konnte PhyResSE sechs der 17

mit Sanger-Sequenzierung detektierten gidB -Mutationen nicht detektieren. Zum

einen hatte PhyResSE den SNP gidB G69D (n = 2) nicht in der Liste der re-

sistenzvermittelnden Mutationen [208] und zum anderen konnten Indels (n = 4)

nicht korrekt identifiziert werden. Diese wurden zwar ausgegeben, aber in der

verwendeten Version 1.0 nicht für die Resistenzvorhersage verwendet.

Die Werte für die Resistenzvorhersage von PZA waren bei allen getesteten Pro-

grammen besonders gering (Tabelle 4.5). CASTB und KvarQ detektierten je-

weils nur fünf der insgesamt zwölf PZA-resistenten Stämme korrekt im Vergleich

zu den Sanger-Sequenzierungsergebnisse (Tabelle 4.4). PhyResSE hatte in die-
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4.3 Evaluierung der Resistenzvorhersage

sem Vergleich die meisten Übereinstimmungen mit den Ergebnissen der Sanger-

Sequenzierung des Gens pncA (n = 9) und damit die höchste Sensitivität in diesem

Test (SensPZA = 75 %; Tabelle 4.5). TBProfiler hat sieben SNPs im Vergleich zu

den Ergebnissen der Sanger-Sequenzierung korrekt detektiert (Tabelle 4.4).

Der Vollständigkeit halber wurde für alle Programme die jeweilige Sensitivität

und Spezifität für die einzelnen Antibiotika basierend auf der phänotypischen

Resistenztestung berechnet (Anhang E, Tabelle E.1).
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4.3 Evaluierung der Resistenzvorhersage

Tabelle 4.4: Detektierte Mutationen der evaluierten Programme zur automatisier-
ten Analyse von NGS-Daten bei der Untersuchung des Sierra Leone
Datensatzes. Unter # ist die Anzahl der jeweiligen Mutation im Si-
erra Leone Datensatz aufgeführt. Zellfarbe weiß: Mutation nicht in
der Mutationsliste, auf der die Resistenzvorhersage basiert; Schwarz:
Mutation in der Mutationsliste, auf der die Resistenzvorhersage ba-
siert. Modifiziert aus: [179]

Gen Mutation # CASTB KvarQ Mykr.Pr.TB PhyResSE TBProfiler
ahpC C-57T 1
embA C-12T 1
embB M306V 1

M306I 6

W332R 1 1

D354A 1

G406A 1 1

G406D 1 1 2

Q497K 2 1

Q497P 1 1 1

H1002R 2
gidB G34A 1

V65G 1
G69D 2
V88A 2
L91P 1
Q127- 1
A138V 2
A200E 3
Indels 4

inhA C-15T 3
G-17T 1
S94A 1

kasA G269S 10

katG W300C 1 1

S302R 1
S315T 22

pncA T-11C 1

I5T 1 1

T47A 2

P62S 1 1 1

T87M 1

A146E 1 1

G162D 1

L172P 1 1

V180F 1 1

10 bp-Insertion (143) 1
1 bp-Insertion (64) 1

rpoB T400A 1
L430P 1
D435Y 2
H445R 3
H445Y 4
S450L 8
L452P 2

rpsL K43R 11
K88R 9

rrs C513T 2 3

Abkürzungen: Mykr.Pr.TB-Mykrobe Predictor TB.
1 Position in der Mutationsliste, aber mit anderem Basenaustausch.
2 Aminosäureaustausch in Mutationsliste, aber nicht detektiert.
3 Ausgabe als S171S (interpretiert den Aminosäureaustausch).
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4.4 Detektion von Mischinfektionen

Im Folgenden soll die Detektion von Mischinfektionen überprüft werden. Dafür

wurden die NGS-Daten der artifiziellen Mischungen Mix50, Mix70 und Mix90

(Tabelle 2.3) mit den jeweiligen Programmen analysiert.

Die Ergebnisse unterschieden sich stark für die jeweiligen Programme (Tabelle

4.6). CASTB ist theoretisch auf Grund der separaten Ausgabe verschiedener Ty-

pisierungsmethoden, wie zum Beispiel der Beijing-Subtypisierung und der LSP-

Typisierung, in der Lage, Mischungen zu erkennen, in denen ein Stamm der Linie

Beijing mit einem Stamm einer anderen phylogenetischen Linie des MTBK ge-

mischt ist. In diesem Test waren die Ergebnisse von CASTB jedoch nicht konsis-

tent. Zweimal wurde der Stamm der Linie Beijing der modernen und einmal der

anzestralen Familie zugeordnet (Tabelle 4.6). Darüber hinaus wurde die sensible

Mischung Mix90 fälschlicherweise als PZA-resistent klassifiziert. KvarQ klassifi-

Tabelle 4.6: Phylogenetische Klassifizierung der artifiziellen Mischinfektionen
Mix50, Mix70 und Mix90 mit den getesteten Programmen.

Programm Mix50 Mix70 Mix90

CASTB Linie 2 (anzestral) Linie 2 (modern) Linie 2 (modern)
Linie 4 Linie 6

PZA-Resistenz

KvarQ Linie 2 (50 %) Linie 2 (70 %) Linie 2 (90 %)
Linie 4 (50 %) Linie 4 (30 %) Linie 4 (10 %)

Mykr. Pred. TB Linie Beijing/Ost Asien Linie Beijing/Ost Asien Linie Beijing/Ost Asien

PhyResSE Linie 2.2.1 (51 %) Linie 2.2.1 (73 %) Linie 2.2.1 (90 %)
Linie 4.1.2.1 (43 %) Linie 4.1.2.1 (25 %)

TBProfiler Linie 2.2.1 Linie 2.2.1 Linie 2
Linie 4.1.2.1 Linie 4.1.2.1 Linie 4.1.2

Abkürzungen: Mykr. Pred. TB- Mykrobe Predictor TB, PZA-Pyrazinamid.

zierte alle artifiziellen Mischproben Mix50, Mix70 und Mix90 initial als Stämme

der Linie Beijing, gab allerdings jeweils einen Hinweis auf uneinheitliche Ergeb-

nisse für Positionen, die spezifisch für die Linie 4 sind. Mit Hilfe zusätzlicher

Allelfrequenzinformationen konnten Rückschlüsse auf das Mischverhältnis gezo-

gen werden (Tabelle 4.6).

Mykrobe Predictor TB hat alle drei Mischungen Mix50, Mix70 und Mix90 als

Stämme der Linie Beijing klassifiziert und somit keine der Mischungen korrekt

identifiziert.
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Die phylogenetische Analyse von PhyResSE besteht aus einer initialen Klassifizie-

rung basierend auf einem Entscheidungsbaum nach Homolka et al. 2012 [82] und

der anschließenden erklärenden Ergebnistabelle mit den linienspezifischen SNPs.

Der Entscheidungsbaum ordnete alle drei artifiziellen Mischungen Mix50, Mix70

und Mix90 (Tabelle 2.3) der Linie Beijing zu. Erst die Auswertung der detaillier-

ten Ergebnistabelle ließ Rückschlüsse auf die jeweiligen Mischungen zu (Tabelle

4.6).

TBProfiler detektierte für alle drei Mischungen Mix50, Mix70 und Mix90 spezifi-

sche SNPs beider Linien (Linie 2 und Linie 4), allerdings konnten keine Aussagen

über das Mischungsverhältnis der beiden Stämme abgeleitet werden (Tabelle 4.6).

Zusammenfassend bietet KvarQ im Vergleich die beste Lösung zur Erkennung

von Mischinfektionen zweier verschiedener phylogenetischer Linien in diesem Ver-

gleich. Eine Mischung zweier Untergruppen der gleichen Hauptlinie war allerdings

auch mit KvarQ nicht möglich (Daten nicht gezeigt), sodass keines der Program-

me eine optimale Lösung zur Detektion von Mischinfektionen lieferte. Es wird eine

neue Methode benötigt, die sowohl zwischen Mischungen unterschiedlicher phy-

logenetischer Linien, als auch zwischen Mischungen derselben phylogenetischen

Linie zuverlässig unterscheiden kann und eine Schätzung des Verhältnisses der

unterschiedlichen Stämme erlaubt.
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4.5 Detektion von Heteroresistenzen

In dem Sierra Leone Datensatz konnte die NGS-Probe 420-04 (ENA-Zugriffsnum-

mer: ERS456829) als heteroresistent klassifiziert werden (Abbildung 4.1), obwohl

diese Heteroresistenz während der Standardprozedur der Sanger-Sequenzierung

nicht detektiert wurde. Im folgenden Abschnitt werden die Resistenzvorhersagen

der Programme für die NGS-Daten dieses Stammes und der artifiziellen, hetero-

resistenten Proben (Kapitel 2.4) dargestellt.

Die Qualität der Resistenzvorhersage der Programme hängt von der Frequenz des

alternativen Allels ab.

CASTB konnte zum Beispiel den niederfrequenten SNP der NGS-Probe 420-04

(ENA-Zugriffsnummer: ERS456829; Abbildung 4.1) mit circa 20 % alternativem

Allel nicht detektieren. KvarQ zeigte für die Probe 420-04 (ENA-Zugriffsnummer:

ERS456829; Abbildung 4.1) immerhin an, dass Positionen mit nicht eindeutigem

Ergebnis (
”
mixed coverage“) vorhanden sind. Eine genaue Analyse der von KvarQ

zur Verfügung gestellten Abdeckungsgrafik der Position 761161 zeigte, dass zwölf

der insgesamt 71 ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente (17 %) die alternative

Base
”
C“ zeigten (rpoB L452P).

Mykrobe Predictor TB ist ein Programm, das speziell für die Detektion von nie-

derfrequenten Varianten implementiert wurde [33]. MykrobePredictor TB, PhyRes-

SE und TBProfiler klassifizierte die NGS-Probe 420-04 (ENA-Zugriffsnummer:

ERS456829; Abbildung 4.1) korrekt als RMP-resistent basierend auf der Muta-

tion rpoB H452P. Mit Mykrobe Predictor TB und PhyResSE (Abbildung 4.1)

konnte eine Frequenz von etwa 20 % abgeleitet werden, während von TBProfiler

keine Frequenzinformation gegeben wurde.

Das heißt niederfrequente SNPs mit einer Frequenz von über 20 % alternativem

Allel können mit den getesteten Programmen (außer CASTB) zuverlässig detek-

tiert werden.

Die Ergebnisse der verschiedenen Programme für die artifiziellen, heteroresisten-

ten NGS-Proben sind in Tabelle 4.7 dargestellt. Für CASTB konnten keine Er-

gebnisse erstellt werden, da die FastQ-Dateien zu groß zum Hochladen auf der

Webseite waren. Für die Programme KvarQ, Mykrobe Predictor TB und TBPro-

filer wurden jeweils die Kommandozeilenanwendungen zur Analyse verwendet.

Von den artifiziellen Mischungen, die den SR4k-Selektionsklon enthielten (Ta-

belle 2.3), konnte nur Mykrobe Predictor TB den gesuchten SNP bei den Pro-
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Abbildung 4.1: Position 761161 der heteroresistenten NGS-Probe 420-04 (ENA-
Zugriffsnummer: ERS456829) des Sierra Leone Datensatz mit Hil-
fe von PhyResSE und der Sanger-Sequenzierung [56]. a Screens-
hot der Resistenzvorhersage von PhyResSE für den Stamm 420-04
(ENA-Zugriffsnummer: ERS456829). RpoB SNP mit 19 % alter-
nativem Allel an Position 761161. b Sanger-Chromatogramm für
den Stamm 420-04 (ENA-Zugriffsnummer: ERS456829) an der
Position 761161. Ein schwaches Signal, das während der Stan-
dardprozedur nicht detektiert wurde. c Darstellung der Ausrich-
tung der NGS-Sequenzfragmente des Stammes 420-04 (ENA-
Zugriffsnummer: ERS456829) zur Referenzsequenz an der Posi-
tion 761161; etwa 20 % der NGS-Sequenzfragmente zeigten die
alternative Base.
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Abbildung 4.2: Abdeckungsgrafik von KvarQ für die Kernregion RRDR des rpoB -
Gens für die NGS-Probe SR4k rpoB526 1. Es konnte eine Muta-
tion an der Position 761140 (rpoB 526) beobachtet werden.

ben SR4k rpoB526 5 und SR4k rpoB526 10 detektieren (Tabelle 4.7), allerdings

wurde auf Grund der geringen Frequenz keine Resistenz interpretiert. KvarQ,

PhyResSE und TBProfiler haben keine Probe korrekt als RMP-resistent vorher-

gesagt. Es gab weder eine Angabe der Mutation, noch einen Hinweis auf eine

gemischte Allelpopulation (KvarQ) an den betreffenden Stellen. Eine Analyse

der Abdeckungsgrafiken (KvarQ), beziehungsweise der Visualisierung der zur Re-

ferenzsequenz ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente (PhyResSE), zeigte, dass

die entsprechenden Mutationen zwar vorhanden waren, aber ein Grenzwert zur

SNP-Detektion nicht überschritten wurde. Für die NGS-Probe SR4k rpoB526 10

wurden an der Position 761140 zum Beispiel lediglich etwa 8 % alternatives Allel

gezählt. Außerdem bestand in den Abdeckungsgrafiken von KvarQ keine Mög-

lichkeit zum Beispiel anhand von Qualitätswerten die gesuchten Mutationen von

Fehlern zu unterscheiden (Abbildung 4.2).

Für die NGS-Proben, die den Selektionsklon mit einer Mutation bei rpoB 531

enthielten (Tabelle 2.3), waren die Ergebnisse ähnlich, allerdings hat KvarQ bei

der NGS-Probe SR1a rpoB531 10 auf eine gemischte Allelpopulation hingewiesen
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Tabelle 4.7: Ergebnisse der automatisierten NGS-Analyseprogramme für die ar-
tifiziellen, heteroresistenten NGS-Proben.

Probe KvarQ Mykr. Pred. TB PhyResSE TBProfiler

SR4k rpoB526 1 - - - -
SR4k rpoB526 5 - 5,5 % rpoB H445X - -
SR4k rpoB526 10 - 8,5 % rpoB H445X - -

SR1a rpoB531 1 - - - -
SR1a rpoB531 5 - 5,3 % rpoB S450X - -
SR1a rpoB531 10 10 % T 761155 10,3 % rpoB S450X - -

Abkürzungen: Mykr. Pred. TB-Mykrobe Predictor TB

(Tabelle 4.7). Eine genauere Untersuchung der Kernregion RRDR der NGS-Probe

SR1a rpoB531 10 zeigte für die Position 761155 (rpoB 531) 10 % alternatives Al-

lel.

Zusätzlich wurden mit Mykrobe Predictor TB im Sierra Leone NGS-Datensatz

sieben Stämme mit einer niederfrequente RMP-Resistenzmutationen (< 4 % al-

ternatives Allel) und ein Stamm (8867-03; ENA-Zugriffsnummer: ERS457115)

mit einer niederfrequente EMB-Resistenzmutation (13 % alternatives Allel) detek-

tiert. Für diese Stämme war das phänotypische DST-Ergebnis sensitiv gegenüber

RMP, beziehungsweise EMB und die initiale Untersuchung der Sanger-Sequenzen

ergab keine resistenzvermittelnden Mutationen.

Die sieben RMP-Resistenzmutationen wurden nicht in der Hauptausgabe von My-

krobe Predictor TB (erstes Fenster) angegeben, sondern im Evidenz-Teil (letztes

Fenster). Zur Bestimmung der Qualität dieser Varianten wurden die entsprechen-

den FastQ-Dateien mit dem Algorithmus
”
Stampy“ zur Referenzsequenz M. tu-

berculosis H37Rv ausgerichtet und mit einem Programm zur visuellen Durchsicht

der Referenzgenom-Ausrichtung, dem Integrative Genome Viewer (IGV), unter-

sucht. Alle alternativen Basen, unabhängig von der NGS-Probe und der Position,

hatten einen Qualitätswert unter 15, das heißt die Wahrscheinlichkeit, dass diese

Basen fehlerhaft von dem Sequenziergerät bestimmt wurden, lag bei über 3 %

(Tabelle 2.1).

Der Stamm 8867-03 (ENA-Zugriffsnummer: ERS457115) wurde von Mykrobe

Predictor TB als EMB-resistent klassifiziert (erstes Fenster). Die Sanger-Sequenz

des embB -Gens des Stammes 8867-03 (ENA-Zugriffsnummer: ERS457115) wurde

erneut untersucht; es konnte sowohl auf dem Chromatogramm, als auch auf dem

Elektropherogramm ein schwaches Signal für die resistenzvermittelnde Variante
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beobachtet werden (Abbildung 4.3).

Der Stamm 8867-03 (ENA-Zugriffsnummer: ERS457115) wurde von PhyRes-

(a) Sanger-Electropherogramm
der Genomposition 4247431

(b) Sanger-Chromatogramm
der Genomposition 4247431

Abbildung 4.3: Sanger-Ergebnis der niederfrequenten EMB-Resistenzmutation
an Genomposition 4247431 der NGS-Probe 8867-03 (ENA-
Zugriffsnummer: ERS457115). Sowohl auf dem Chromatogramm
(b), als auch auf dem Elektropherogramm (a) konnte anhand ei-
nes schwachen Signals das Allel

”
A“ statt des Referenzallels

”
G“

nachgewiesen werden.

SE zwar nicht als EMB-resistent klassifiziert. Eine detaillierte Untersuchung der

NGS-Sequenz des Stammes 8867-03 (ENA-Zugriffsnummer: ERS457115) zeigte

allerdings, dass die alternativen Basen in den NGS-Daten vorhanden waren und

die NGS-Sequenzfragmente von BWA auch korrekt zur Referenzsequenz ausge-

richtet wurden, aber die Basenqualität durch die Rekalibrierung der Basenqua-

litätswerte so herab gesetzt wurden, dass PhyResSE keine Variante detektierte

(Abbildung 4.4).

Für die Detektion von niederfrequenten Resistenzmutationen war keines der ge-

testeten Programme geeignet. Es wird ein neues Verfahren benötigt, das nieder-

frequente Varianten detektiert, bewertet und die Frequenz vorhersagt.
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(a) Ohne Rekalibrierung der Basenquali-
tätswerte

(b) Mit Rekalibrierung der Basenquali-
tätswerte

Abbildung 4.4: Ausrichtung der NGS-Sequenzfragmente an der Position 4247431
mit unterschiedlichen Analyseabfolgen. Visualisierung der Aus-
richtung der NGS-Sequenzfragmente zur Referenzsequenz mit
SAMtools tview [56]. Farbkodierung der Basenqualitätswerte:
Blau 0 - 9; Grün 10 - 19; Gelb 20 - 29 und Schwarz ≥ 30. Ein
Punkt/Komma zeigt eine Übereinstimmung der Base auf ei-
nem vorwärts-/rückwärts-sequenziertem Fragment an. Buchsta-
ben zeigen Nicht-Übereinstimmungen mit der Referenzbase an.
a Ausrichtung der NGS-Sequenzfragmente zur Referenzsequenz
ohne Rekalibrierung der Basenqualitätswerte. Es wurde ein SNP
an der Position 4247431 G→A detektiert und folglich als EMB-
resistent klassifiziert. b Ausrichtung der NGS-Sequenzfragmente
zur Referenzsequenz nach der Rekalibrierung der Basenqualitäts-
werte. Es wurde kein SNP detektiert.
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Heterogene Populationen können für den molekularbiologischen Nachweis von

Resistenzen problematisch sein, wenn zum Beispiel für bestimmte Resistenzgene

wildtyp und mutiertes Allel vorliegen, aber nur die wildtyp Variante nachgewie-

sen wird. Grund hierfür kann das Vorliegen verschiedene Populationen des glei-

chen Stamms vorliegen, die zum Beispiel durch diversifizierende Evolution unter

Antibiotikatherapie entstanden sind, oder eine Infektion mit zwei verschiedenen

Stämmen zum Beispiel durch Reinfektion mit einem weiteren MTBK-Stamm bei

bestehender Infektion sein. Es konnte bereits gezeigt werden, dass keines der getes-

teten automatisierten NGS-Analyseprogramme heterogene Populationen optimal

detektieren und den Anteil einzelner Populationen an der Gesamtpopulation ak-

kurat bestimmen kann. Es werden daher neue Methoden zur Detektion von hete-

rogenen Populationen benötigt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei

Skripte zur Detektion von Mischinfektionen und niederfrequenten SNPs imple-

mentiert. In den folgenden Abschnitten wird die Entwicklung des
”
Mischungsde-

tektors“ basierend auf einem Clusteralgorithmus dargestellt und die Performance

unter verschiedenen Bedingungen überprüft. Außerdem wird das Verfahren zur

Detektion und Bewertung niederfrequenter SNPs entwickelt und auf klinischen

Daten getestet.

5.1 Detektor für Mischinfektionen

Die Implementierung des Mischungsdetektor basiert auf der Annahme, dass sich

in einer Mischung aus zwei unterschiedlichen MTBK-Stämmen eine größere An-

zahl SNPs befinden, bei denen der Anteil des alternativen Allels an allen NGS-

Sequenzfragmenten übereinstimmt und von 100 % abweicht. Das heißt bei einer
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5 Heterogene Populationen

heterogenen Population mit zwei MTBK-Stämmen im Verhältnis 8:2 werden bei-

spielsweise mehrere SNPs mit 20 % alternativem Allel (Stamm 1) sowie mehrere

SNPs mit 80 % alternativem Allel (Stamm 2) und einige mit 100 % alternativem

Allel (gemeinsame SNPs) erwartet. Demnach müssten sich in einem Grafen, der

die Allelfrequenzen der detektierten SNPs darstellt, drei Häufungspunkte detek-

tieren lassen.

Zur Überprüfung dieser Annahmen, sind in Abbildung 5.1 die Streudiagramme

der Allelanteile der detektierten SNPs für die NGS-Proben Mix50, Mix70 und

Mix90 (Tabelle 2.3) sowie für eine Kontrolle dargestellt. Mit roten Kreisen wur-

den Bereiche markiert, in denen visuell eine Häufung von Datenpunkten beob-

achtet werden konnte. Es ist zu erkennen, dass für die NGS-Proben Mix70 und

die Kontrolle anhand der Häufungspunkte des Grafen die korrekten Frequenzen

der Populationen abgeleitet werden können und somit die Grundannahme zur

Erstellung des Mischungsdetektors optimal abgebildet wird. Ein etwas anderes

Bild ergab sich für die Proben Mix50 (Abbildung 5.1a) und Mix90 (Abbildung

5.1c). Für die Probe Mix50 konnten zwar drei Häufungspunkte beobachtet wer-

den, allerdings überschnitten sich bei 50 % alternativem Allel die SNPs beider

enthaltenen Populationen. Wohingegen der Häufungspunkt unterhalb von 20 %

alternativem Allel in Abbildung 5.1a auf Grund des bekannten Mischungsver-

hältnisses der Probe Mix50 als Rauschen identifiziert werden konnte. Bei der

Untersuchung der Probe Mix90 konnten nur zwei Häufungspunkte beobachtet

werden. Ein kleiner bei ungefähr 10 % alternativem Allel und ein größerer mit

einem Schwerpunkt bei ungefähr 90 % alternativem Allel. Die SNPs, die in bei-

den Populationen auftraten, ließen sich hier optisch nicht von den SNPs der 90 %

Population differenzieren.

Dennoch entsprechen die Abbildungen größtenteils der Grundannahme zur Erstel-

lung des Mischungsdetektors, sodass im Folgenden eine automatisierte Erkennung

der Häufungspunkte als Ansatz für die Erstellung eines Mischungsdetektors ver-

wendet wurde.

Die Anforderungen an den Algorithmus lassen sich auf folgende Punkte bringen:

� Einteilung der Datenpunkte in Gruppen

� Automatisierte Detektion von Häufungspunkten

� Robust gegenüber Rauschen/Ausreißern
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(a) Streudiagramm der Probe Mix50
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(b) Streudiagramm der Probe Mix70
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(c) Streudiagramm der Probe Mix90
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(d) Streudiagramm einer Kontrolle

Abbildung 5.1: Streudiagramme der Allelfrequenzen der detektierten SNPs für
die NGS-Proben Mix50 (a), Mix70 (b), Mix90 (c) und eine Kon-
trolle (d). Mit roten Kreisen sind Anhäufungen von Datenpunk-
ten markiert. Darstellung mit R Version 3.0.2. a Es konnten zwei
(drei) Häufungspunkte beobachtet werden; einer bei etwa 50 %
und einer bei etwa 100 % alternativem Allel. b Es konnten drei
Häufungspunkte beobachtet werden; einer bei etwa 30 %, einer
bei etwa 70 % und einer bei etwa 100 % alternativem Allel. c Es
konnten zwei Häufungspunkte beobachtet werden; einer bei et-
wa 10 % und einer bei etwa 95 % alternativem Allel. d Es konnte
ein Häufungspunkt bei etwa 100 % alternativem Allel beobachtet
werden.
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5 Heterogene Populationen

Mit Hilfe dieser Anforderungen konnte der Clusteralgorithmus
”
DBSCAN“ als

Kandidat für den Nachweis heterogener Populationen beim Mischungsdetektor

ausgewählt werden.

5.1.1 DBSCAN-Algorithmus

Der Algorithmus
”
Density Based Spatial Clustering of Applications with Noi-

se“ (DBSCAN) ist ein dichtebasierter Clusteralgorithmus [52]. Die Definition der

Dichte von Objekten ist in Definition 5.1 gegeben.

Definition 5.1 Dichte von Objekten

Dichte = Anzahl Objekte

Einnehmender Flächeninhalt

Das Verfahren basiert auf der Annahme, dass die Dichte von den Datenpunkten

innerhalb eines Clusters höher ist, als zwischen unterschiedlichen Clustern. Das

Grundprinzip ist in Abbildung 5.2 dargestellt. Bei der Verwendung müssen zwei

Parameter (ε und MinPts) übergeben werden, wobei ε die Dichte ist, die inner-

halb eines Clusters herrschen soll und MinPts die minimale Anzahl an Daten-

punkten ist, aus denen ein Cluster bestehen soll. Während der Mustererkennung

werden zufällig Datenpunkte ausgewählt und die ε-Umgebung dieser Datenpunk-

te wird auf das Vorhandensein weiterer Datenpunkte untersucht. Befinden sich

mehr als MinPts Datenpunkte in dieser Umgebung wird dieses Objekt zu ei-

nem Kernobjekt des Clusters. Ist dies nicht der Fall, wird dieser Datenpunkt als

Rauschen markiert. Eine Anzahl Datenpunkte mit geringer Distanz zueinander

bilden eine Menge dichteverbundener Kernobjekte und damit ein Cluster.

Die Wahl geeigneter Werte für die Parameter MinPts und ε ist von großer Be-

deutung für die spätere Qualität der Mustererkennung [52] und sollten daher

sorgfältig durchgeführt werden. Ein zu kleines MinPts führt zum Beispiel zu

vermehrten Clustern aus Rauschobjekten.
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Kernobjekt

Rauschobjekt

MinPts=3

↕ɛ
Dichteverbundene 

Kernobjekte

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung des DBSCAN-Algorithmus. Befinden
sich mehr als MinPts Datenpunkte in der ε-Umgebung eines
Punktes wird dieser Datenpunkt zu einem Kernobjekt des Clus-
ters. Ist dies nicht der Fall, wird dieser Datenpunkt zum Rau-
schobjekt. Mehrere Datenpunkte mit geringer Distanz bilden eine
Menge von dichteverbundenen Kernobjekten, die zusammen ein
Cluster ergeben.

5.1.2 Parametereinstellung des DBSCAN-Algorithmus

Die Parameter des DBSCAN-Algorithmus müssen so eingestellt sein, dass min-

destens die drei artifizielle NGS-Proben Mix50, Mix70 und Mix90, korrekt als

Mischungen detektiert werden und eine NGS-Probe mit einer reinen Population

(Kontrolle) maximal einen Cluster besitzt. Zur Berechnung wurde das R-Paket

”
fpc“ verwendet. Der Aufruf für den DBSCAN-Algorithmus ist im Quelltext 5.1

aufgeführt.

dbscan(x, ε, MinPts, showplot=1)

Quelltext 5.1: Aufruf des DBSCAN-Algorithmus mit R Version 3.0.2.

Die Wahl des Parameters MinPts hängt stark von den Daten ab. Die 10 % Po-

pulation der Probe Mix90 war die kleinste zu detektierende Subpopulation in

den Testdaten dieser Arbeit. Ungefähr 100 SNPs der NGS-Probe Mix90 hatten

eine Frequenz von circa 10 % alternativem Allel, sodass dieser Wert als minimale

Grenze zur Definition eines Clusters festgelegt wurde. Ein kleinerer Wert würde

zu falsch-positiven Clustern führen, beziehungsweise Clustern aus Rauschobjek-

ten. Ein größerer Wert für MinPts würde hingegen dazu führen, dass die SNPs
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der 10 % Population der Probe Mix90 als Rauschen klassifiziert werden.

Für die Wahl des ε wurden nach Empfehlung von Ester et al. [52] k-Abstandsgra-

fen, basierend auf den Abständen der Datenpunkte, erstellt und untersucht, wel-

cher Abstand die Clusterelemente von den Rauschelementen trennt (Abbildung

5.3) [52]. Der Wert k wurde auf MinPts = 100 gesetzt und für jeden Datenpunkt

der Abstand zu den k-nächsten Nachbarn (kNN) berechnet. Die Datenpunkte

wurden anschließend nach dem Abstand der kNN aufsteigend sortiert und ab-

gebildet. Ein
”
Knick“ in den k-Abstandsgrafen zeigt an, welcher Abstand sich

für die Wahl von ε eignet [52]. Datenpunkte rechts neben diesem Knick können

als Rauschobjekte interpretiert werden, während Datenpunkte links von diesem

Knick wahrscheinlicher Kernobjekte sind. In Abbildung 5.3 ist zu erkennen, dass

für die artifiziellen Mischungen Mix50, Mix70 und Mix90 sowie für die Kontrolle

ein Knick bei ε = 0, 05 zu beobachten war.

Mit den Parametern MinPts = 100 und ε = 0, 05 wurden anschließend die NGS-

Proben Mix50, Mix70 und Mix90 sowie die Kontrolle mit Hilfe des DBSCAN-

Algorithmus auf Häufungspunkte untersucht. Die Clusterergebnisse sind in Ab-

bildung 5.4 dargestellt. Für die NGS-Probe Mix50 wurden mit dem DBSCAN-

Algorithmus die korrekten Häufungspunkte detektiert (grün und rot), die ihre

Schwerpunkte bei 48 % und 98 % alternativem Allel hatten (Abbildung 5.4a).

Auch für die NGS-Probe Mix70 wurden mit Hilfe des DBSCAN-Algorithmus die

drei gesuchten Cluster (blau, rot und grün) mit den Schwerpunkten bei 25 %,

72 % und 98 % alternativem Allel detektiert (Abbildung 5.4b). Das DBSCAN-

Clusterergebnis für die NGS-Probe Mix90 zeigte nur zwei statt drei Cluster, da

die Dichte zwischen den Datenpunkte der 100 % und der 90 % SNP-Population

kleiner ε war (Abbildung 5.4c). Für die Kontrolle wurde mit Hilfe des DBSCAN-

Algorithmus ein einziger Häufungspunkt mit einem Schwerpunkt bei ungefähr

99 % alternativem Allel detektiert (Abbildung 5.4d).

Für die weitere Verwendung des Mischungsdetektors wurde ein Perl-Skript ge-

schrieben, das die BAM-Dateien für die Verwendung mit dem Statistikprogramm

R vorbereitet, den Detektor automatisch ausführt und die Clusterergebnisse inter-

pretiert (Quelltext: https://github.com/vschleusener/Skripte vschleusener). Der

erstellte Programmablauf des Mischungsdetektors (Perl-Skript) ist in Abbildung

5.5 schematisch dargestellt. Als Eingabeparameter müssen BAM-Dateien, der Na-

me der Ausgabe-Datei und der Pfad, in dem die Ausgabedateien gespeichert

werden sollen, übergeben werden. Zuerst werden die SNPs mittels des GATK-
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(a) k-Abstandsgraph für die Probe Mix50
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(b) k-Abstandsgraph für die Probe Mix70
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(c) k-Abstandsgraph für die Probe Mix90
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(d) k-Abstandsgraph für die Kontrolle

Abbildung 5.3: Sortierte k-Abstandsgrafen für die artifiziellen Mischungen Mix50,
Mix70, Mix90 (a, b, c) und eine Kontrolle (d). Grenzwert für den
Abstand ε wurde als gestrichelte Linie eingezeichnet. Links von
diesem Grenzwert können Objekte als Kernobjekte mit geringer
Dichte zueinander interpretiert werden, rechts davon als Rausch-
objekte mit großen Abständen zueinander. Berechnet mit R Ver-
sion 3.1.2
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(a) DBSCAN-Clustering für die
Probe Mix50
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(b) DBSCAN-Clustering für die
Probe Mix70
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(c) DBSCAN-Clustering für die
Probe Mix90
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(d) DBSCAN-Clustering für
eine Kontrolle

Abbildung 5.4: Ergebnis der Clusteranalyse des DBSCAN-Algorithmus mit ε =
0, 05 und MinPts = 100 für die NGS-Proben Mix50 (a), Mix70
(b), Mix90 (c) und einer Kontrolle (d). a Es wurden zwei Cluster
detektiert (rot und grün). b Es wurden drei Cluster detektiert
(rot, grün und blau). c Es wurden zwei Cluster detektiert (rot
und grün). d Es wurde ein Cluster detektiert (rot).
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Algorithmus
”
UnifiedGenotyper“ anhand der NGS-Daten detektiert. Die SNPs

werden aus den erstellten VCF-Dateien in eine Tabelle konvertiert, die mit R ein-

gelesen wird. Mit Hilfe von R werden anschließend die Frequenzen der Referenz-

sowie der alternativen Allele berechnet, der DBSCAN-Algorithmus aufgerufen

und ein Streudiagramm des Verhältnisses der Referenz- und alternativen Alle-

le erstellt, in dem die detektierten Cluster farblich markiert sind. Als Ausgabe

erhält der Nutzer eine Tabelle, die für jede berechnete BAM-Datei die detek-

tierten Häufungsschwerpunkte sowie den interpretierten Status (Mischung ja/n-

ein) enthält. Das Perl-Skript markiert eine Probe als Mischung, wenn von dem

DBSCAN-Algorithmus entweder mehr als ein Cluster detektiert wurde oder der

Häufungsschwerpunkt bei nur einem detektierten Cluster unterhalb von 0,9 liegt.

Für die artifiziellen Mischungen Mix50, Mix70 und Mix90, die als Trainingsda-

ten verwendet wurden, funktioniert der erstellte Mischungsdetektor sehr gut. Im

Weiteren soll getestet werden, wie gut der Detektor auf NGS-Daten klinischer

MTBK-Stämme anwendbar ist.

Anpassung des Mischungsdetektors an NextSeq-Daten

Der Mischungsdetektor wurde auf NGS-Datensätzen von MTBK-Stämmen, die

mit verschiedenen Illumina-Sequenziergeräten MiSeq, HiSeq 2500 und NextSeq

500 generiert wurden, angewendet. Bei etwa 80 % der NGS-Proben von Illumina

NextSeq 500 Geräten detektierte der Mischungsdetektor einen Häufungsschwer-

punkt bei ungefähr 20 % alternativem Allel. Bei der detaillierten Analyse dieser

Datensätze konnten keine Hinweise auf Mischinfektionen gefunden werden. Zur

Überprüfung wurden die Stämme, aus denen die artifiziellen Mischungen Mix50,

Mix70 und Mix90 erstellt wurden (Kapitel 2.4), einzeln auf dem NextSeq 500

Gerät sequenziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.6 dargestellt.

Für die NextSeq-Daten der Probe 49-02 (ENA-Zugriffsnummer: HG813240)

wurde zwar mittels DBSCAN-Algorithmus und den vorab festgelegten Parame-

tern ε = 0.05 und MinPts = 100 kein zweiter Häufungspunkt bei 20 % al-

ternativem Allel detektiert, dennoch war eine deutliche Häufung in diesem Be-

reich zu beobachten (Abbildung 5.6a). Für die NextSeq-Daten der Probe 7199-99

(ENA-Zugriffsnummer: HE663067) wurden mit den vorab festgelegten Parame-

tern ε = 0.05 und MinPts = 100 sogar zwei Häufungspunkte im Bereich von

20 % alternativem Allel detektiert (Abbildung 5.6b).
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Abbildung 5.5: Schematische Darstellung von Batch mixDetector coregenome.pl
(Quelltext: https://github.com/vschleusener/Skripte vschleuse-
ner). Das Perl-Skript wird im Ordner der zu untersuchenden
BAM-Dateien aufgerufen. Die Übergabeparameter sind der Na-
me der Ausgabedatei sowie der Pfad der Ausgabedateien (VCFs,
Tabellen und Grafiken). Die Ausgabe ist eine Tabelle mit dem
Status (Mischung ja/nein) und den detektierten Häufungsschwer-
punkten der untersuchten BAM-Dateien.
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(a) DBSCAN-Clustering für die Probe
49-02; ε = 0.05 und MinPts = 100
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(b) DBSCAN-Clustering für die Probe
7199-99; ε = 0.05 und MinPts = 100

Abbildung 5.6: Ergebnis der Clusteranalyse des DBSCAN-Algorithmus für
die NextSeq-Daten der Proben 49-02 (ENA-Zugriffsnummer
HG813240, a) und 7199-99 (ENA-Zugriffsnummer HE663067, b)
mit den vorab festgelegten Parametern ε = 0.05 und MinPts =
100. In a wurde ein Cluster detektiert (rot) und in b wurden drei
Cluster detektiert (rot, grün und blau)
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Ein Vergleich der detektierten SNPs mit einer Frequenz unter 75 % alternati-

vem Allel beider NextSeq-Proben zeigte 268 gemeinsame SNPs, die größtenteils

in den repetitiv und hoch polymorphen PE- und PPE-Genen detektiert wurden.

Aus diesem Grund wurde die SNP-Detektion für den Mischungsdetektor auf das

Kerngenom (engl.: core genome) der Studie von Kohl et al. aus dem Jahr 2014 be-

schränkt, das hoch polymorphe und repetitive Gene, wie die PE- und PPE-Gene,

ausschließt [108]. Die Clusteranalyse der NextSeq-Daten zeigte anschließend kei-

ne Häufungspunkte mehr im Bereich von 20 % alternativem Allel (Daten nicht

gezeigt).

Um die Detektierbarkeit der artifiziellen Mischungen Mix50, Mix70 und Mix90

mit dem Mischdetektor zur erhalten, wurden die Parameter des DBSCAN-Algo-

rithmus, wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben, mit der Beschränkung auf SNPs des

Kerngenoms neu berechnet (ε = 0, 06 und MinPts = 55). In Abbildung 5.7 sind

die DBSCAN-Clusterergebnisse für die zwei NextSeq-Daten der beiden Proben

49-02 (Abbildung 5.7a; ENA-Zugriffsnummern: HG813240) und 7199-99 (Abbil-

dung 5.7b; ENA-Zugriffsnummern: HE663067) mit Hilfe der Reduzierung auf

SNPs im Kerngenom und der neuen Parameter ε = 0, 06 und MinPts = 55
des DBSCAN-Algorithmus dargestellt. Es wurden keine falschen Häufungspunk-

te detektiert.

Im Folgenden wird für die Untersuchung von NGS-Proben auf Mischinfektionen

der Mischungsdetektor verwendet, der SNPs im Kerngenoms des M. tuberculosis

detektiert, sowie die Parameter ε = 0, 06 und MinPts = 55 für den DBSCAN-

Algorithmus verwendet.

5.1.3 Validierung des Mischungsdetektors

Für die Validierung der Ergebnisse des Mischungsdetektors, wurden NGS-Daten

aus Studien von Casali et al. aus Russland (ENA-Zugriffsnummer: ERP000192;

n = 1320) von der ENA-Sequenzdatenbank heruntergeladen [24, 25]. Die verfüg-

baren FastQ-Dateien wurden mit PhyResSE analysiert, sodass vor-verarbeitete

BAM-Dateien erstellt wurden, die anschließend mit Hilfe des implementierten

Mischungsdetektors auf Mischungen untersucht wurden. Für die Analyse auf Mi-

schinfektionen, wird eine mittlere Abdeckung von 50 NGS-Sequenzfragmente pro

Base vorausgesetzt, beziehungsweise empfohlen (n = 1206). Für die NGS-Daten
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(a) DBSCAN-Clustering der SNPs des
Kerngenoms der Probe 49-02;
ε = 0.06 und MinPts = 55
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(b) DBSCAN-Clustering der SNPs des
Kerngenoms der Probe 7199-99;
ε = 0.06 und MinPts = 55

Abbildung 5.7: Ergebnis der Clusteranalyse des DBSCAN-Algorithmus für
die NextSeq-Daten der Proben 49-02 (ENA-Zugriffsnummer
HG813240, a) und 7199-99 (ENA-Zugriffsnummer HE663067, b)
mit den neu berechneten Parametern ε = 0.06 und MinPts = 55
und der Beschränkung auf SNPs des Kerngenoms. Es wurde je-
weils nur ein Cluster (rot) detektiert.
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5 Heterogene Populationen

aus der Russland-Studie war der Mischungsstatus (Mischung ja/nein) nicht be-

kannt, dennoch wurde im Folgenden von einer Mischung ausgegangen, wenn einer

der unten genannten Fälle auftrat:

1. Es wurden mindestens drei niederfrequente, phylogenetische SNPs mit ähn-

licher Frequenz des alternativen Allels (> 5 %) detektiert, die spezifisch für

eine von der Hauptpopulation verschiedenen phylogenetische Linie waren;

wobei die alternativen Basen mindestens einen Basenqualitätswert von Q20

(< 1 % Fehlerwahrscheinlichkeit, Tabelle 2.1) hatten. Zusätzlich wurden für

die phylogenetischen SNPs der Hauptpopulation alternative Allelfrequen-

zen detektiert, die sich aus dem Abzug des niederfrequenten Anteils von

100 % berechnen ließen.

2. Alle detektierten, phylogenetischen SNPs deuteten mit 100 % alternativem

Allel auf dieselbe phylogenetische Linie hin. Es wurde allerdings mindestens

ein resistenzvermittelnder SNP mit einem mittleren Basenqualitätswert der

alternativen Allele von mindestens Q30 (< 0,1 % Fehlerwahrscheinlichkeit,

Tabelle 2.1) detektiert, bei dem die Frequenz des alternativen Allels mit

dem Häufungsschwerpunkt der DBSCAN-Clusteranalyse übereinstimmte.

Um diese Kriterien für alle Proben zu untersuchen, wurde an den spezifischen

Positionen der phylogenetischen Linien sowie den resistenzvermittelnden Positio-

nen aus der PhyResSE-Mutationsliste mit Hilfe des Bam-readcount Algorithmus

(Kapitel 2.5.2) die NGS-Sequenzfragmente für die jeweiligen Basen gezählt. An-

schließend wurden alle 1206 CSV-Dateien (Ausgabe des Perl-Skripts Batch Bam-

Basecount pvalue.pl, Abbildung 5.10) visuell auf die oben genannten Kriterien

untersucht und mit den Ergebnissen des Mischungsdetektors verglichen.

In Tabelle 5.1 ist die Vierfeldertafel für den Vergleich des Mischungsdetektors mit

der visuellen Untersuchung dargestellt.
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5.1 Detektor für Mischinfektionen

Tabelle 5.1: Vierfeldertafel des Mischungsdetektors für die Russland-Studie (ENA
Zugriffsnummer: ERP000192).

Visuelles Ergebnis

keine

Mischung Mischung Σ
D

et
ek

to
r

Mischung 83 37 120

keine Mischung 0 1086 1086

Σ 83 1123 1206

Der Mischungsdetektor hat alle Proben, die visuell (hier Goldstandard) als Mi-

schinfektionen identifiziert wurden, korrekt als Mischungen detektiert. Darüber

hinaus wurden allerdings 37 weitere Proben von dem Mischungsdetektor als Mi-

schinfektionen detektiert, für die keiner der beiden oben genannten Fälle zur

visuellen Detektion zu beobachten war. Mit Hilfe dieser Ergebnisse konnte dem-

nach für den Mischungsdetektor eine Sensitivität (richtig-positiv Rate) von 100 %

und eine Spezifität (richtig-negativ Rate) von 97 % für die Detektion von Misch-

infektionen anhand von NGS-Daten berechnet werden.

Der Großteil der als Mischinfektionen detektierten NGS-Proben (83 %) bestand

aus Stämmen mit zwei verschiedenen phylogenetischen Linien. Dennoch konnten

17 Mischinfektionen mit Stämmen der gleichen phylogenetischen Linie und acht

Mischinfektionen mit Stämmen aus mehr als zwei verschiedenen phylogenetischen

Linien detektiert werden.

In Tabelle 5.2 ist dargestellt, welche phylogenetischen Linien in der Russland-

Studie am häufigsten in heterogenen Populationen beobachtet werden konnten.

Es ist zu erkennen, dass nicht nur bestimmte phylogenetische Linien koexistieren

können (Tabelle 5.2). Am häufigsten (90 %) kamen Mischungen mit einem Stamm

der Linie Beijing (Linie 2.2.1) vor, welche allerdings auch die vorherrschende phy-

logenetische Linie in dieser Population war (65 %, Anhang B, Abbildung B.2). Et-

wa 25 % der Mischungen waren Mischinfektionen aus Stämmen der Linien Beijing

(Linie 2.2.1) und Ural (Linie 4.2.1). Diese Population ist ein Beispiel für eine Re-

gion mit vergleichsweise niedriger TB-Inzidenz (84 pro 100 000 Einwohnern) und

einer hohen MDR-Rate (20 % der TB-Neuerkrankungen) [212]. In den nächsten

Kapiteln werden Mischinfektionen in weitere Populationen mit unterschiedlichen
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5 Heterogene Populationen

TB-Inzidenzraten untersucht.

5.1.4 Untersuchung verschiedener Populationen

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass der Mischungsdetektor Mi-

schinfektionen sensitiv detektiert. Im nächsten Abschnitt wurden mit Hilfe des

Mischungsdetektors verschiedene Populationen aus unterschiedlichen Regionen

der Welt auf das Vorkommen von Mischinfektionen untersucht. Es wurden Regio-

nen mit hoher und niedriger TB-Inzidenz ausgewählt (Abbildung 5.8).In Tabelle

5.3 sind die Ergebnisse der Mischdetektion für die untersuchten Populationen

zusammengefasst.

Geschätzte TB Neuerkrankungen 
(alle Formen) pro 100 000 
Einwohner pro Jahr

 0 - 9,9

10 - 19

20 - 49

50 - 124

125 - 299

300 - 499

>499

Keine Daten

Nicht zutreffend

1

2

4

1 - Kenia
2 - Swasiland
3 - Turkmenistan
4 - Usbekistan

3

Abbildung 5.8: Inzidenzraten und Lage der untersuchten Regionen.

Der größte Anteil von Mischinfektionen in der Stichprobe wurde mit fast 10 % in

der untersuchten Population aus Turkmenistan detektiert (Tabelle 5.3).
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5.1 Detektor für Mischinfektionen

Tabelle 5.2: Vorkommen der verschiedenen phylogenetischen Linien in den hete-
rogenen NGS-Proben der Russland-Population.

Mischungen Anzahl

Beijing-Beijing 14
Beijing-Ural 16
Beijing-LAM 16
Beijing-Haarlem 10
Beijing-4.8 10
Beijing-4.1 2
Beijing-EAI 1
Beijing-S-type 1
4.8-4.8 3
4.8-4.1 1
4.8-Haarlem 2
4.8-LAM 1
4.1-LAM 1
Ural-4.8 3
LAM-WA2 1
Haarlem-Ural 1

Tabelle 5.3: Ergebnisse des Mischungsdetektors für die untersuchten Populatio-
nen.

ID Land # #Misch- Anteil
Genome ungen

1 Kenia 226 20 0,088
2 Swasiland 280 7 0,025
3 Turkmenistan 71 7 0,099
4 Usbekistan 305 6 0,020
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5 Heterogene Populationen

Mischungsdetektion in einer Population aus Kenia

Mit insgesamt knapp 90 000 TB-Fällen im Jahr 2015 ist Kenia ein Land mit ho-

hen TB-Raten [213]. Die Studienpopulation besteht aus 226 Proben von erwach-

senen Patienten mit einer neu-diagnostizierten TB, die in verschiedenen Kliniken

(Rhodes city council Klinik, Aga Khan Krankenhaus, Dagoretti und Waithaka

Klinikenin Nairobi) rekrutiert wurden. Mit Hilfe des Mischungsdetektors wurden

20 Mischungen identifiziert. Die Ergebnisse der Mischdetektion für die Population

aus Kenia sind in Tabelle 5.4 dargestellt. Der Großteil mit 80 % der Mischungen

bestand aus Mischinfektionen zweier Stämme mit unterschiedlichen phylogene-

tischen Linie. In der Probe 13 konnten sogar drei Stämme mit verschiedenen

phylogenetischen Linien (Linie 4.1.2.1, Linie 4.3.4.2 und Linie 3.1.1) detektiert

werden, die jeweils ungefähr 30 % der Gesamtpopulation ausmachten. Bei den

NGS-Proben 18, 19 und 20 handelte es sich um Mischungen von Stämmen der-

selben phylogenetischen Linie, wobei nur für die Probe 18 der Häufungsschwer-

punkt durch die alternative Allelfrequenz der resistenzvermittelnden SNPs be-

stätigt wurde. Für alle NGS-Proben bis auf die NGS-Proben 16, 18, 19 und 20

passte die Frequenz der linienspezifischen SNPs zu den detektierten Häufungs-

schwerpunkten des Mischungsdetektors (Tabelle 5.4). Bei fünf der 20 detektier-

ten Mischinfektionen (NGS-Proben 2, 13, 15, 16 und 18) stimmte außerdem die

Frequenz des alternativen Allels der resistenzvermittelnden SNPs mit dem detek-

tierten Häufungsschwerpunkt des Mischungsdetektors überein (Tabelle 5.4).
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fä
h
r

85
%

al
te

rn
at

iv
em

A
ll
el

e
R

M
P

-S
N

P
m

it
5

%
al

te
rn

at
iv

em
A

ll
el

f
B

ei
d
e

S
N

P
s

m
it

et
w

a
20

%
al

te
rn

at
iv

em
A

ll
el

87



5 Heterogene Populationen

Mischungsdetektion in einer Population aus Swasiland

Die TB-Inzidenz in Swasiland ist mit 1 382 Fällen pro 100 000 Einwohnern im Jahr

2015 im Vergleich sehr hoch. Die 280 Proben der Studienpopulation stammen aus

eine Querschnittsstudie zur Resistenzüberwachung, die zwischen 2009 und 2010

in Swasiland durchgeführt wurde [174]. Es wurden Patienten aus 15 Studienzen-

tern mit neu diagnostizierter TB und wiederkehrender, bereits behandelter TB

eingeschlossen. Die detektierten Mischinfektionen des Mischungsdetektors sind in

Tabelle 5.5 dargestellt. Bei allen NGS-Proben, die vom Mischungsdetektor als

Mischungen detektiert wurden, konnten bis auf eine Ausnahme (Probe 1) jeweils

linienspezifische SNPs detektiert werden, deren alternative Allelfrequenz mit den

detektierten Häufungsschwerpunkten übereinstimmte (Tabelle 5.5). Eine Ausnah-

me bildete die NGS-Probe 1, bei der sich weder über linienspezifische SNPs, noch

über die Frequenz der alternativen Allele der resistenzvermittelnden SNPs Hin-

weise auf eine Mischinfektion finden ließen. Alle anderen NGS-Proben bestanden

aus mindestens zwei Stämmen verschiedener phylogenetischer Linien. Bei der Pro-

be 4 wurden sogar spezifische SNPs dreier verschiedener phylogenetischer Linien

detektiert (Linie 2.2.1, Linie 4.3.2.1 und Linie 4.1.1.2; Tabelle 5.5), allerdings

war die Frequenz des alternativen Allels der spezifischen SNPs der Linie 4.1.1.2

mit 2 % sehr gering. Bei der Probe 5 handelte es sich anhand der Nomenklatur

nach dem Ursprungsland um dieselbe phylogenetische Linie (LAM), die phylo-

genetische Klassifizierung nach Coll et al. [32] erlaubte allerdings eine weitere

Unterscheidung in zwei Sublinien dieser phylogenetischen Linie (Linie 4.3.2.1 und

Linie 4.3.4.2.1; Tabelle 5.5).

Zusätzlich stimmte die Frequenz des alternativen Allels der resistenzvermitteln-

den SNPs der NGS-Proben 2, 3, 4 und 5 mit einem der detektierten Häufungs-

schwerpunkten des Mischungsdetektors überein und konnte somit einem Stamm

der jeweiligen Mischinfektion zugeordnet werden (Tabelle 5.5).
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5 Heterogene Populationen

Mischungsdetektion in einer Population aus Turkmenistan

Turkmenistan hatte eine TB-Inzidenz von 72 Fällen pro 100 000 Einwohnern

im Jahr 2015 und ist damit vergleichsweise gering (Abbildung 5.8). Die 71 NGS-

Proben der Studienpopulation sind größtenteils MDR-TB Fälle und stammen aus

einer Studie zur Überwachung der von der WHO empfohlenen DOTS-Strategie

zur Eindämmung der TB-Infektionen. Die sieben mit dem Mischungsdetektor de-

tektierten Mischinfektionen aus Turkmenistan sind in Tabelle 5.6 dargestellt. Bei

sechs der sieben Mischungen konnten jeweils spezifische SNPs für zwei verschiede-

ne phylogenetische Linien detektiert werden, deren alternative Allelfrequenz mit

dem detektierten Häufungsschwerpunkt des Mischungsdetektors übereinstimmten

(Tabelle 5.6). In der Probe 3 konnten sogar spezifische SNPs für drei verschiede-

ne phylogenetische Linien detektiert werden (Linie 4.1.2, 60 %; Linie 4.4.1.1, 35 %

und Linie 2.2.1, 5 %; Tabelle 5.6). Insgesamt war an allen Mischinfektionen ein

Stamm der Linie Beijing (Linie 2.2.1) beteiligt (Tabelle 5.6).

Zusätzlich stimmte die alternative Allelfrequenz der detektierten resistenzvermit-

telnden SNPs bis auf eine Ausnahme mit jeweils einem Häufungsschwerpunkt

überein, sodass diese jeweils einem der beteiligten Stämme der Mischinfektion zu-

geordnet werden konnten (Tabelle 5.6). Bei der Probe 3 war die Zuordnung nicht

eindeutig, da beide Stämme in 50 % vorkamen. Es wurden für diese NGS-Probe

außerdem drei verschiedene RMP-resistenzvermittelnde SNPs mit Frequenzen je-

weils unter 20 % alternativem Allel detektiert (Tabelle 5.6).
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5 Heterogene Populationen

Mischungsdetektion in einer Population aus Usbekistan

Die TB-Inzidenz ist mit 80 pro 100 000 Einwohnern im Jahr 2015 vergleichsweise

gering (Abbildung 5.8), allerdings ist die MDR-TB Rate in Usbekistan mit über

20 % der TB-Neuerkrankungen sehr hoch (Abbildung 1.2). Bei der verwendeten

Stichproben handelte es sich um MDR-TB Fälle aus der Region Nukus (n = 305).

Mit Hilfe des Mischungsdetektors wurden sechs Mischungen detektiert (Tabel-

le 5.7). Alle detektierten Mischungen enthielten einen Stamm der Linie Beijing

(Linie 2.2.1). Bei der Hälfte der Mischungen (n = 3) wurden neben den beijingspe-

zifischen SNPs keine spezifischen SNPs anderer phylogenetischer Linien detektiert

(Proben 1, Probe 4 und Probe 6; Tabelle 5.7) und auch die resistenzvermittelnden

SNPs der Proben 1 und 4 wurden alle mit 100 % alternativem Allel detektiert (Ta-

belle 5.7). Bei der Probe 6 stimmten allerdings die alternativen Allelfrequenzen

der resistenzvermittelnden SNPs mit den detektierten Häufungsschwerpunkten

des Mischungsdetektors überein (Tabelle 5.7). Ein ähnliches Ergebnis konnte für

alle anderen detektierten Mischinfektionen beobachtet werden. Es wurde bei je-

der Probe mindestens ein resistenzvermittelnder SNP detektiert, der mit dem

Häufungsschwerpunkt des Mischungsdetektors übereinstimmte, sodass eine Zu-

ordnung der resistenzvermittelnden SNPs zu jeweils einem beteiligten Stamm der

Mischinfektion möglich war (Tabelle 5.7). Eine Ausnahme bildete die Probe 2,

bei der sich die resistenzvermittelnden SNPs nicht anhand der Frequenz des al-

ternativen Allels einem Stamm der Mischinfektion zuordnen ließen, da alle SNPs

mit ungefähr 50 % alternativem Allel vorkamen (Tabelle 5.7). Außerdem wurden

für Probe 2 zwei FQ-resistenzvermittelnde SNPs mit 15 % und 38 % alternativem

Allel nachgewiesen (Tabelle 5.7).
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5 Heterogene Populationen

5.2 Heteroresistenzen

Zurzeit fehlen für die molekularbiologische TB-Resistenzdiagnostik basierend auf

NGS-Genomdaten von MTBK-Stämmen valide Algorithmen zur Bestimmung nie-

derfrequenter Mutationen in Resistenzgenen. Ein zusätzliches Problem stellt die

Bewertung dieser Mutationen im Hinblick auf eine, für die Therapie relevante,

Resistenzausbildung dar. Aus diesem Grund wird in den folgenden Abschnitten

die Entwicklung eines Ansatzes zur Detektion und Bewertung von niederfrequen-

ten SNPs anhand von Genomsequenzdaten klinischer MTBK-Stämme beschrie-

ben. Mit Hilfe der etablierten Methodik, werden die Möglichkeiten zum Nachweis

niederfrequenter Resistenzmutationen basierend auf der Analyse artifizieller Mi-

schungen von sensiblen und resistenten MTBK-Stämmen und von NGS-Daten

klinischer Isolate evaluiert.

5.2.1 Binomialansatz

Eine Hauptproblematik bei der Bestimmung niederfrequenter Mutationen stellt

die Unterscheidung tatsächlicher, in der Bakterienpopulation vorliegender Mu-

tationen von Sequenzierfehlern dar. Die heutigen NGS-Sequenziergeräte produ-

zieren Sequenzierfehler nach dem Zufallsprinzip [115]. Dabei muss zwischen zwei

Arten von Fehlern unterschieden werden, echten Sequenzierfehlern und schlecht-

detektierten Basen. Als Sequenzierfehler werden im Folgenden mutierte Basen

bezeichnet, die von dem Sequenziergerät einen guten Basenqualitätswert zuge-

ordnet bekommen haben und dennoch nicht in der biologischen Probe vorhan-

den sind. Die Firma Illumina gibt für die eigenen Geräte eine Wahrscheinlichkeit

von 0,01 % für diese Art der Fehler an. Weiterhin gibt es bei jedem Sequenzier-

lauf Basen mit einem geringen Basenqualitätswert Q (Gleichung 2.1). Generell

lässt sich jeder Basenqualitätswert in die Fehlerwahrscheinlichkeit transformieren

(Gleichung 5.1).

e = P (Fehler) = 10− Q
10 (5.1)

Es wurden mit den Selektionsklonen SR4k (rpoB 526 Mutation; Genomposition

761140 A → C) und SR1a (rpoB 531 Mutation; Genomposition 761155 C → T)

jeweils drei Mischungen mit 1 %, 5 % und 10 % Selektionsklon und dem Labor-

stamm M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 erstellt und sequenziert (Tabelle 2.3).
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5.2 Heteroresistenzen

Zur Berechnung einer mittleren Fehlerwahrscheinlichkeit an den resistenzvermit-

telnden Positionen wurden die Basenqualitätswerte der einzelnen Basen der artifi-

ziellen NGS-Mischproben (SR4k rpoB526 1, SR4k rpoB526 5, SR4k rpoB526 10,

SR1a rpoB531 1, SR1a rpoB531 5 und SR1a rpoB531 10, Tabelle 2.3) mit Hil-

fe der Gleichung 5.1 in die Fehlerwahrscheinlichkeit transformiert. Anschließend

wurden diese für jede Position gemittelt und von den Positionsmittelwerten der

Durchschnitt gebildet (Gleichung 5.2).

M(FWgesamt) = M(FWP os1) +M(FWP os2) + · · ·+M(FWP os369)
# Pos (369)

(5.2)

M := Mittelwert;FW := Fehlerwahrscheinlichkeit

Für die artifiziell hergestellten, heteroresistenten NGS-Proben (Tabelle 2.3) lag

die Fehlerwahrscheinlichkeit basierend auf den Basenqualitätswerten an den resis-

tenzvermittelnden Positionen demnach im Mittel bei 1,2 %. Die Sequenzierfehler,

ebenso wie Basen schlechter Qualität, sind pro Position unabhängig über die

ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente verteilt. Aus diesem Grund konnte ihre

Verteilung mit Hilfe der Binomialverteilung angenähert werden.

5.2.2 Binomialverteilung

Die Binomialverteilung ist eine diskrete Wahrscheinlichkeitsverteilung mit zwei

Parametern (n, p) [67]. Die Verteilung leitet sich aus der Verkettung von Bernoulli-

Experimenten zu einer Bernoulli-Kette her [15, 67]. Die einzelnen Zufallsexperi-

mente der Kette müssen unabhängig voneinander mit gleichbleibender Erfolgs-

wahrscheinlichkeit sein und dürfen lediglich zwei mögliche Ausgänge (Erfolg oder

Misserfolg; hier: Referenzbase oder Nicht-Referenzbase) haben [15, 67]. Die Bi-

nomialverteilung beschreibt die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten einer be-

stimmten Anzahl von Erfolgen (z. B.: Anzahl der Nicht-Referenzbasen an einer

Position). Die Wahrscheinlichkeitsfunktion ist in Definition 5.2 gegeben.
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5 Heterogene Populationen

Definition 5.2 Wahrscheinlichkeitsfunktion der Binomialverteilung.

Sei p die Erfolgswahrscheinlichkeit und n die Anzahl Experimente, dann gilt:

f(x) =
(
n

x

)
px(1− p)n−x, x ≥ 0

Der Erwartungswert berechnet sich als µ = np und die Varianz als σ =
√
np(1− p)

[67].

Der Binomialtest ist ein statistischer Test, bei dem die Teststatistik binomialver-

teilt ist. Er kann verwendet werden, um Hypothesen über dichotome Merkmale,

Merkmale mit zwei Ausprägungen, zu prüfen [141]. Eine typische Fragestellung

des Binomialtests ist:
”
Unterscheidet sich die beobachtete Auftretenswahrschein-

lichkeit von der theoretisch erwarteten Auftretenswahrscheinlichkeit [141]?“

Die Hypothesen des Binomialtests für die Problemstellung der vorliegenden Ar-

beit lauten:

Nullhypothese: H0 : p ≤ p0

Alternativhypothese: H1 : p > p0

p = Wahrscheinlichkeit für einen Fehler in den Daten;

Anteil nicht übereinstimmender Basen

p0 = Generelle Wahrscheinlichkeit für Sequenzierfehler

+ mittlere Fehlerwahrscheinlichkeit anhand der Basenqualitätswerte

Es soll demnach überprüft werden, ob an einer bestimmten Genomposition in den

ausgerichteten NGS-Sequenzfragmenten signifikant mehr nicht-übereinstimmende

Basen beobachtet werden können, als unter der Annahme der Nullhypothese (Feh-

lerwahrscheinlichkeit anhand der Basenqualitätswerte + Wahrscheinlichkeit für

Sequenzierfehler) erwartet werden. Das Signifikanzniveau für den Binomialtest

wurde auf α = 0, 05 gesetzt.

Ein weiteres Kriterium zur Detektion niederfrequenter Mutationen war die Anzahl

an NGS-Sequenzfragmenten, die eine Position mindestens abdecken müssen, um

einen bestimmten Anteil nicht-übereinstimmender Basen detektieren zu können.

Aus diesem Grund wird in dem nächsten Abschnitt eine Simulation beschrieben,

die einen Anhaltspunkt liefern konnte.
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5.2 Heteroresistenzen

5.2.3 Abdeckungsuntersuchung

Für die Simulation der mit dem Binomialtest minimal-detektierbaren Frequenz

des alternativen Allels in Abhängigkeit der benötigten Mindestabdeckung wurde

eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 1,3 % gewählt, die sich aus der mittleren Feh-

lerwahrscheinlichkeit der heteroresistenten NGS-Proben (1,2 %) und der Illumina

Fehlerrate (0,1 %) [69] zusammensetzt. Die Abdeckung variierte in diesem Test

zwischen 50 und 1000 NGS-Sequenzfragmenten pro Position (Abbildung 5.9).

Die Abbildung zeigt abhängig von der Abdeckung die mit dem Binomialtest mi-

nimal detektierbare Frequenz der mutierten Base. Anhand dieser Simulation liegt

die Grenze für detektierbare Subpopulationen bei etwa 2 %, sofern eine Abde-

ckung bis zu 1000 NGS-Sequenzfragmenten erzielt werden kann. Eine Frequenz

von 2,5 % alternativem Allel konnte bereits ab einer mittleren Abdeckung von

360 NGS-Sequenzfragmenten detektiert werden. Verringert sich die Abdeckung,

so erhöht sich die Detektionsschwelle (Abbildung 5.9).

Die artifiziellen, heteroresistenten NGS-Proben wurden mit einer mittleren Ab-

deckung von 600 NGS-Sequenzfragmenten sequenziert (siehe Kapitel 2.4). Im

nächsten Abschnitt werden die Selektionsklonmischungen (Tabelle 2.3) mit Hilfe

des Binomialansatz analysiert.
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5.2 Heteroresistenzen

5.2.4 Binomialansatz für artifizielle, heteroresistente

NGS-Proben

Der Binomialansatz wurde mit dem Statistikprogramm R (Kapitel 2.5.1) umge-

setzt. Der Aufruf ist im Quelltext 5.2 dargestellt. Bei dem Aufruf beschreibt xi die

Anzahl mutierter Basen an Position i, ni die Abdeckung an der Position i und pi

die Fehlerwahrscheinlichkeit nach Basenqualitätswert-Transformation (Gleichung

5.1) an der Stelle i. Die Fehlerwahrscheinlichkeit an der Stelle i wurde jeweils,

wie in Quelltext 5.3 beschrieben, berechnet.

binom.test((xi, ni, pi, alternative="'greater"', conf.level=0.95)

Quelltext 5.2: Aufruf des exakten binomischen Tests mit R Version 3.0.2

quality<-c(qualA, qualC, qualG, qualT)

meanerror<-10^(-mean(quality[which(quality>0)])/10)

Quelltext 5.3: Berechnung der Fehlerwahrscheinlichkeit anhand des

Basenqualitätswerts mit R Version 3.0.2

Die NGS-Sequenzfragmente der FastQ-Dateien aus den artifiziellen, heterore-

sistenten Mischproben (Tabelle 2.3) wurden zur Referenzsequenz M. tuberculo-

sis H37Rv (GenBank NC000962 3) ausgerichtet, Duplikate entfernt, um Indels

neu ausgerichtet und die Basenqualitätswerte rekalibriert (Analyseschritten eins

bis fünf aus Abbildung 2.3). Die entstandenen BAM-Dateien wurden anschlie-

ßend mit dem erstellten Perl-Skript
”
Batch BamBasecount pvalue.pl“ (Quelltext:

https://github.com/vschleusener/Skripte vschleusener) analysiert. Der allgemei-

ne Ablauf des Skriptes ist in Abbildung 5.10 dargestellt. Zuerst wird der Bam-

readcount Algorithmus aufgerufen, die Anzahl nicht übereinstimmender Basen

pro Position mit dem Binomialtest bewertet und anschließend in eine Tabelle

konvertiert. Die Analyse wurde auf bekannte, resistenzvermittelnde Positionen,

die auch für die Resistenzvorhersage der Webseite PhyResSE verwendet werden,

begrenzt (Anhang D). Der minimale Basenqualitätswert für die Berechnung des

Bam-readcount Algorithmus wurde auf Q20 (< 1 % Fehlerwahrscheinlichkeit) ge-

setzt (Kapitel 2.2.1, Abbildung 2.2).

In Tabelle 5.8 ist das Ergebnis des Binomialtests für die Proben SR4k rpoB526 1,

SR4k rpoB526 5 und SR4k rpoB526 10 dargestellt. Es wurde jeweils nur die ge-

suchte, resistenzvermittelnde Mutation 761140 A → C des Selektionsklons SR4k

mit einem p-Wert unter 0,05 detektiert. Die Frequenz des alternativen Allels
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Abbildung 5.10: Schematische Darstellung des Perl-Skripts
Batch BamBasecount pvalue.pl zur Bewertung nie-
derfrequenter Resistenzmutationen (Quelltext: htt-
ps://github.com/vschleusener/Skripte vschleusener). Das
Skript wird im Ordner der zu untersuchenden BAM-Dateien
aufgerufen. Die Übergabeparameter sind eine Intervallliste, die
die zu untersuchenden Positionen definiert und eine zugehörige
Tabelle (RefuAlt) mit Angaben zum Referenz- sowie zum
Alternativallel der Positionen aus der Intervallliste. Zuerst wird
der Bam-readcount-Algorithmus für die definierten Positionen
der Intervallliste auf den vor-verarbeiteten BAM-Dateien auf-
gerufen. Anschließend wird der Binomialtest für alle Positionen
durchgeführt und eine Tabelle erzeugt. Zuletzt werden die
Positionen anhand eines vorgegebenen p-Werts (hier 5 %)
gefiltert. Die Ausgabe ist eine Tabelle mit den detektierten,
resistenzvermittelnden Mutationen.
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5.2 Heteroresistenzen

Tabelle 5.8: Detektierte, resistenzvermittelnde Mutationen der artifiziel-
len NGS-Mischproben SR4k rpoB526 1, SR4k rpoB526 5 und
SR4k rpoB526 10 mit Hilfe des Binomialtests. Es konnte jeweils
ausschließlich die gesuchte Mutation 761140 A → C des Selekti-
onsklons SR4k detektiert werden. Die Frequenz des alternativen
Allels stimmte jeweils mit geringer Abweichung mit der Frequenz
des Selektionsklons überein (Tabelle 2.3).

Probe POS REF ALT DP Freq(ALT) Q(ALT) p-Wert

SR4k rpoB526 1 761140 A C 394 0,0076 36,67 5, 99 ∗ 10−04

SR4k rpoB526 5 761140 A C 443 0,0542 35,42 5, 67 ∗ 10−35

SR4k rpoB526 10 761140 A C 586 0,0819 35,58 1, 14 ∗ 10−82

Abkürzungen: ALT-alternatives Allel, DP-Abdeckung (engl.: depth), Freq(ALT)-
Frequenz des alternativen Allels, POS-Position, Q(ALT)-mittlerer Basenqualitätswert
der alternativen Allele, REF-Referenzallel.

stimmte mit geringer Abweichung mit der Frequenz des Selektionsklons für die

jeweilige NGS-Probe (1 %, 5 % und 10 %) überein und die mittlere Basenqualität

der alternativen Basen war mit Werten über Q35 (0,03 % Fehlerwahrscheinlich-

keit; Tabelle 2.1) vergleichsweise gut (Tabelle 5.8).

Die Ergebnisse des Binomialtests für die Proben SR1a rpoB531 1, SR1a rpoB-

531 5 und SR1a rpoB531 10 sind in Tabelle 5.9 dargestellt. Es wurde ebenfalls

Tabelle 5.9: Detektierte, resistenzvermittelnde Mutationen der artifiziel-
len NGS-Mischproben SR1a rpoB531 1, SR1a rpoB531 5 und
SR1a rpoB531 10 mit Hilfe des Binomialtests. Es wurde jeweils aus-
schließlich die gesuchte Mutation 761155 C → T des Selektionsklons
SR1a detektiert. Die Frequenz des alternativen Allels stimmte jeweils
ungefähr mit der Frequenz des Selektionsklons überein (Tabelle 2.3).

Probe POS REF ALT DP Freq(ALT) Q(ALT) p-Wert

SR1a rpoB531 1 761155 C T 492 0,0203 32,80 2, 1 ∗ 10−06

SR1a rpoB531 5 761155 C T 656 0,0503 31,79 4, 52 ∗ 10−53

SR1a rpoB531 10 761155 C T 582 0,1031 31,52 3, 27 ∗ 10−118

Abkürzungen: ALT-alternatives Allel, DP-Abdeckung (engl.: depth), Freq(ALT)-Frequenz
des alternativen Allels, POS-Position, Q(ALT)-mittlerer Basenqualitätswert der alterna-
tiven Allele, REF-Referenzallel.

jeweils nur die gesuchte, resistenzvermittelnde Mutation 761155 C → T des Se-

lektionsklons SR1a mit einem p-Wert unter 0,05 detektiert. Die Frequenz der

alternativen Allele stimmten mit geringer Abweichung mit der enthaltenen Fre-

101



5 Heterogene Populationen

quenz des Selektionsklons für die jeweilige artifizielle NGS-Probe überein und die

mittlere Basenqualität der alternativen Allele war mit einem Wert von circa Q32

(0,06 % Fehlerwahrscheinlichkeit; Tabelle 2.1) vergleichsweise hoch (vgl. Tabelle

5.9).

Mit Hilfe der artifiziell hergestellten, heteroresistenten NGS-Proben konnte der

Binomialansatz zur Detektion von niederfrequenten SNPs in Resistenzgenen vali-

diert werden. In den folgenden Abschnitten wurde diese Methode auf NGS-Daten

von seriellen Proben von TB-Patienten angewendet.

5.2.5 Auswertung serieller Proben von TB-Patienten

In diesem Abschnitt wurden serielle Proben von TB-Patienten aus einer Studie,

die in Usbekistan zwischen 2003 und 2008 durchgeführt wurde, mit Hilfe des Bi-

nomialtests auf Heteroresistenzen untersucht [36]. Diese Studie behandelte die

Entwicklung von OFX-Resistenz sowie die Entwicklung einer XDR-TB während

einer MDR-TB-Behandlung. Mit Hilfe der IS6110 DNS Fingerprintmethode wur-

den die Proben auf Reinfektion sowie Mischinfektion kontrolliert (Kapitel 1.7).

Von den insgesamt 87 eingeschlossenen Patienten entwickelten 18 während der

Behandlung eine Resistenz gegenüber OFX. Bei vier dieser Patienten konnte in

den späteren Proben ein weiterer Stamm identifiziert werden, einer hatte eine

Mischinfektion und 13 Patienten waren über die Zeit laut IS6110 DNS Finger-

printmethode mit demselben Stamm infiziert. Von den seriellen Proben dieser 13

Patienten wurden NGS-Daten generiert. Im folgenden Abschnitt werden die Er-

gebnisse der NGS-Analyse mit Hilfe des zuvor beschriebenen Binomialtests sowie

des Mischungsdetektors beschrieben.

In Tabelle 5.10 sind die phänotypischen DST-Ergebnisse sowie die Anzahl der

NGS-Datensätze für diese 13 Patienten aufgetragen. Die phänotypischen DST-

Ergebnisse zeigen neben der Entwicklung von OFX-Resistenz stark variierende

Resistenzprofile zu den unterschiedlichen Zeitpunkten (Tabelle 5.10).

Die NGS-Daten der seriellen Proben wurden, wie in Abbildung 2.3 beschrieben,

prozessiert. Die vor-verarbeiteten BAM-Dateien wurden anschließend an den be-

kannten, resistenzvermittelnden Positionen der Webseite PhyResSE (Anhang D)

mit dem Perl-Skript Batch BamBasecount pvalue.pl (Abbildung 5.10) auf nieder-

frequente SNPs untersucht. Auf diese Weise wurde überprüft, ob in den initialen
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5 Heterogene Populationen

NGS-Proben die verantwortliche, resistenzvermittelnde Mutation bereits in ge-

ringer Frequenz detektiert werden konnte. Zusätzlich wurden die NGS-Proben

mit Hilfe des Mischungsdetektors auf Mischinfektionen geprüft, die zuvor mit

der IS6110 DNS Fingerprintmethode nicht unterschieden werden konnten. Venn-

Diagrammen der detektierten SNPs zeigten den Verwandtschaftsgrad der MTBK-

Stämme unterschiedlicher NGS-Proben desselben Patienten. In Tabelle 5.11 sind

die Ergebnisse der Auswertung zusammen gefasst (Anhang F). Basierend auf der

NGS-Analyse wurden die Patienten jeweils, sofern möglich, in eine der drei Ka-

tegorien unterschieden:

1. Mischinfektion,

2. Reinfektion und

3. Resistenzentwicklung unter Therapie (Wirtsinterne Diversifikation)

zugeordnet.

Bei 9 der 13 Patienten (77 %) konnte eine Re- beziehungsweise Mischinfektion mit

unterschiedlichen MTBK-Stämmen detektiert werden. Bei allen Patienten, bis auf

zwei Ausnahmen (Patient B und Patient D) handelte es sich um verschiedene

Stämme der gleichen Linie (Beijing, Linie 2.2.1). In den zwei Ausnahmen konnte

zusätzlich anhand spezifischer SNPs ein Stamm der Linie 4.8 identifiziert werden

(Tabelle 5.11).

Mischinfektion

Bei 6 (Patienten B, G, H, K, L und M) der 13 Patienten konnte während des

Therapieverlaufs mindestens eine NGS-Probe mit einem heterogenen Resistenz-

profil beobachtet werden, das auf eine Mischinfektion hindeutet (Tabelle 5.11).

Ein Beispiel für einen Patienten mit einer nachgewiesenen Mischinfektion ist in

Abbildung 5.11 dargestellt. In der vierten NGS-Probe des Patienten B wurden

eine Mischinfektion mit Hilfe des Mischungsdetektors detektiert und es wurden

spezifische SNPs der phylogenetischen Linien 2.2.1 und 4.8 detektiert (Abbildung

5.11). Außerdem wurden zusätzliche, zuvor nicht detektierte, resistenzvermitteln-

de SNPs detektiert. Die in den vorherigen NGS-Proben detektierten resistenz-

vermittelnden SNPs wurde mit einer alternative Allelfrequenz von ungefähr 15 %

nachgewiesen. Für die verbleibenden fünf Patienten (Patienten G, H, K, L und M)
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5.2 Heteroresistenzen

Tabelle 5.11: Analyse serieller NGS-Daten von 13 Patienten aus Usbekistan, die
basierend auf der IS6110 DNS Fingerprintmethode über den Be-
handlungszeitraum mit dem gleichen Stamm infiziert waren und
OFX-Resistenz unter Therapie entwickelten. Für jeden Patienten ist
die phylogenetische Klassifizierung der Stämme sowie die Antibio-
tika, für die anhand der resistenzvermittelnden SNPs in mindestens
einer der NGS-Proben eine Heteroresistenz (resistenzvermittelnder
SNP mit einer Frequenz< 75 % alternativen Allel) detektiert wurde,
dargestellt. Anhand dieser Ergebnisse erfolgte eine Einteilung in die
drei Kategorien Mischinfektion, Reinfektion und Resistenzentwick-
lung unter Therapie vorgenommen.

Patient Phylo.-Klassifizierung Heteroresistenz NGS-Auswertung
SNP-Freq< 75 %

A Beijing (Linie 2.2.1) PZA, OFX Re- oder Mischinfektion mit
3 Stämmen

B Beijing (Linie 2.2.1)/ INH, SM, AMK/CPM, Mischinfektion mit 2
Linie 4.8 OFX Stämmen

C Beijing (Linie 2.2.1) RMP Wirtsinterne Diversifikation
(Reversion)

D Beijing (Linie 2.2.1)/ - Re- oder Mischinfektion mit
Linie 4.8 2 Stämmen

E Beijing (Linie 2.2.1) OFX Wirtsinterne Diversifikation
F Beijing (Linie 2.2.1) OFX Wirtsinterne Diversifikation
G Beijing (Linie 2.2.1) INH, EMB, PZA, Mischinfektion mit 2

AMK/CPM Stämmen
H Beijing (Linie 2.2.1) EMB, PZA, AMK/CPM, Mischinfektion mit 2

OFX Stämmen
I Beijing (Linie 2.2.1) - Re- oder Mischinfektion mit

3 Stämmen
J Beijing (Linie 2.2.1) - Wirtsinterne Diversifikation
K Beijing (Linie 2.2.1) EMB, PZA, AMK/CPM, Mischinfektion mit 2

OFX Stämmen
L Beijing (Linie 2.2.1) OFX Mischinfektion mit 2

Stämmen
M Beijing (Linie 2.2.1) INH Mischinfektion mit 2

Stämmen

Abkürzungen: AMK-Amikacin, CPM-Capreomycin, EMB-Ethambutol, Freq-Frequenz,
INH-Isoniazid, OFX-Ofloxacin, Phylo.-Phylogenetische, PZA-Pyrazinamid, RMP-
Rifampicin, SM-Streptomycin.
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5 Heterogene Populationen

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 5Probe 4

INH
RMP
EMB
SM
PZA
CPM
AMK
OFX

30% 30%

15% 75%

15% 75%

75%

15%

15%

15%

2003 2006
2004-08 2005-02 2005-06 2005-10 2006-03

Abbildung 5.11: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient B anhand von
NGS-Daten. Zwischen Probe 1 und 2 setzt sich eine der bei-
den in Probe 1 detektierten PZA-resistenten Populationen durch.
Die Proben 2 und 3 zeigen dasselbe Resistenzprofil. In der Pro-
be 4 wurden zwei unterschiedliche phylogenetische Linien de-
tektiert und auch das Resistenzprofil zeigt Heteroresistenzen,
wobei die zuvor detektierten resistenzvermittelnden SNPs mit
15 % alternativem Allel nachgewiesen wurden. Zusätzlich entwi-
ckelte sich eine OFX-Resistenz zwischen Probe 3 und Probe 4.
Blau = Resistenz-SNP 1, Magenta = Resistenz-SNP 2, Cyan =
Resistenz-SNP 3, Weiß = kein SNP
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5.2 Heteroresistenzen

wurde ebenfalls mindestens eine NGS-Probe identifiziert, in der zwei unterschied-

liche Stämme gleichzeitig anhand heterogener Resistenzprofile vorkamen (Anhang

F). Diese NGS-Proben wurden von dem Mischungsdetektor allerdings nicht als

Mischungen erkannt.
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Reinfektion

Bei 3 (Patienten A, D und I) der 13 Patienten wurden abweichende Resistenzpro-

file zwischen den seriellen NGS-Proben detektiert. Es konnte gezeigt werden, dass

der Patient während des Therapieverlaufs mit unterschiedlichen MTBK-Stämmen

infiziert war (Tabelle 5.11).

Bei Patient D wurden die Stämme der unterschiedlichen Linien (Linie 2.2.1 und

Linie 4.8) zum Beispiel in separaten NGS-Proben detektiert. Der Stamm der Linie

4.8 wurde ausschließlich in der ersten NGS-Probe beobachtet (Abbildung 5.12).

In dem zugehörigen Venn-Diagramm ist zu erkennen, dass die erste Probe von

Probe 1 Probe 2 Probe 3

INH
RMP
EMB
SM
PZA
CPM
AMK
OFX 98 %

2003 2006
2004-10 2005-02 2005-10

Abbildung 5.12: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient D anhand von
NGS-Daten. Für die Probe 1 und die Probe 2 wurden unter-
schiedliche resistenzvermittelnde SNPs für SM sowie ein zusätz-
licher resistenzvermittelnder SNP für PZA detektiert. Die Resis-
tenzprofile der Probe 2 und der Probe 3 stimmten überein, bis
auf eine OFX-Resistenz, die unter Therapie entwickelt wurde.
Blau = Resistenz-SNP 1, Magenta = Resistenz-SNP 2, Weiß =
kein SNP

Patient D sich in 801 individuellen SNPs von den anderen beiden Proben un-

terscheidet (Abbildung 5.13) und eine Reinfektion mit einem Stamm der Linie

Beijing (Linie 2.2.1) zwischen den Proben 1 und 2 wahrscheinlich ist.

Die Ergebnisse der NGS-Datenanalyse von Patient A und Patient I weisen dar-

auf hin, dass es sich um eine Infektionen mit drei verschiedenen MTBK-Stämmen

derselben phylogenetischen Linie (Beijing, Linie 2.2.1) handelte (Anhang F; Ka-

pitel F.1 und F.9). Für den Patienten I wurden während der NGS-Analyse zum
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1 801
657

172
6

5Probe 3 Probe 1

Probe 2

1 801
657

172
6

5Probe 3 Probe 1

Probe 2

Abbildung 5.13: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien von Pa-
tient D. NGS-Probe 1 (Linie 4.8) unterschied sich mit 801 ex-
klusiven SNPs von den anderen NGS-Proben (Linie 2.2.1).

Beispiel drei verschiedene Resistenzprofile unter Therapie nachgewiesen (Abbil-

dung 5.14). Das Venn-Diagramm der SNPs aus den NGS-Proben von Patient I

zeigt ebenfalls, dass sich die Proben 1 und 2 jeweils voneinander und von den

übrigen drei Proben unterschieden (Abbildung 5.15). Es bleibt unklar, ob die

drei, anhand ihres Resistenzprofils verschiedenen, MTBK-Stämme den Patienten

parallel als Mischinfektion oder nacheinander als jeweilige Reinfektion infizier-

ten. Anhand der vorliegenden Ergebnisse ist es nicht möglich für den Patienten

D zwischen einer Reinfektion und einer Mischinfektion zu unterscheiden. In den

NGS-Proben dieses Patienten wurde jeweils nur ein eindeutiges Resistenzprofil

beobachtet, das sich von den anderen NGS-Proben in mindestens einer resistenz-

vermittelnden Mutation unterscheidet (Anhang F, Abbildung 5.12).

Wirtsinterne Diversifikation

Bei drei Patienten (Patienten C, E und F) wurden keine Hinweise auf unterschied-

liche MTBK-Stämme nachgewiesen, sodass für die Resistenzentwicklung nur die

wirtsinterne Diversifikation der initialen Population in Frage kommt. Ein Beispiel
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Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 5Probe 4

INH
RMP
EMB
SM
PZA
CPM
AMK
OFX

2003 2006
2004-05 2004-11 2005-04 2005-07 2005-12

Abbildung 5.14: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient I anhand von NGS-
Daten. Es konnten drei verschiedene Resistenzprofile im Thera-
pieverlaufs detektiert werden. Blau = Resistenz-SNP 1, Magenta
= Resistenz-SNP 2, Weiß = kein SNP
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Abbildung 5.15: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien von Pa-
tient I. Für die NGS-Probe 1 wurden 10 SNPs detektiert, die
in keiner anderen Probe nachgewiesen wurden. Die NGS-Probe
2 unterscheidet sich mit 59 Mutationen von den anderen NGS-
Proben, während für die Proben 3, 4 und 5 nur geringe SNP-
Unterschiede detektiert wurden.
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Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

INH
RMP
EMB
SM
PZA
CMP
AMK
OFLX

80%

16% 10% 30%

90%

95% 99%

90%

90%

95%

95%

98%

98%

2003 2006
2004-08 2005-01 2005-04 2005-08

Abbildung 5.16: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient C anhand von
NGS-Daten. Die Resistenzmutationen für SM-, PZA- und
CPM/AMK-Resistenz, die zu Beginn der Behandlung bei
80 % - 90 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente detek-
tiert wurden, wurden im Laufe der Behandlung selektioniert
und konnten in Probe 4 bei 100 % der ausgerichteten NGS-
Sequenzfragmente detektiert werden. Wohingegen die niederfre-
quente RMP-Resistenzmutation (16 % der ausgerichteten NGS-
Sequenzfragmente) der Probe 1 ab Probe 4 nicht mehr detektiert
werden konnte. Blau = Resistenz-SNP, Weiß = kein SNP

ist in Abbildung 5.16 dargestellt. Die Resistenzprofile unterscheiden sich zwar

zwischen den verschiedenen NGS-Proben, allerdings lassen sich die beobachteten

Diskrepanzen auf unterschiedliche Allelfrequenzen derselben resistenzvermitteln-

den SNPs zurückführen (Abbildung 5.16). Die Abbildung 5.17 zeigt außerdem,

dass anhand der Genomdaten zwischen allen NGS-Proben von Patient C nur we-

nige SNPs Unterschied beobachtet werden konnten.

Zusätzlich konnte bei Patient C eine Reversion der niederfrequenten RMP-Resis-

tenzmutation beobachtet werden. Während der Behandlung mit Zweitranganti-

biotika und dem resultierenden Verzicht auf RMP, bildete sich die RMP-Resis-

tenzmutation, die in der ersten Probe bei 16 % der ausgerichteten NGS-Sequenz-

fragmente detektiert wurde, schrittweise zurück, bis in der letzten Probe weder

phänotypische Resistenz noch eine RMP-Resistenzmutation detektiert werden

konnte (Abbildung 5.16).
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Abbildung 5.17: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien von Pa-
tient C. Die NGS-Proben unterschieden sich in höchstens sieben
SNPs voneinander.
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Diskussion und Ausblick
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6 Diskussion

Die TB ist weltweit verbreitet und zählt neben HIV zu den tödlichsten Infekti-

onskrankheiten [213]. Trotz jahrelanger Bemühungen konnte eine Eindämmung

der TB nicht erreicht werden, da insbesondere resistente TB die TB-Kontrolle er-

schweren [159]. Die NGS-basierte Resistenzdiagnostik von MTBK-Stämmen stellt

ein vielversprechendes Werkzeug bei der TB-Kontrolle dar, welches allerdings zur-

zeit unter anderem durch die notwendige, komplexe Analyse der NGS-Daten nicht

im klinischen Alltag integriert ist [215]. In dieser Arbeit wurden frei-verfügbare,

automatisierte NGS-Analyseprogramme zur NGS-basierten Resistenzdiagnostik

von MTBK-Stämmen untersucht. Außerdem wurden spezielle Algorithmen zur

Verbesserten Analyse von NGS-Daten im Bezug auf heterogene Populationen er-

stellt. Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert.

6.1 Vergleich automatischer Analyseprogramme

für unprozessierte NGS-Daten

In dieser Arbeit wurden die frei-verfügbaren, automatisierten Analyseprogram-

me CASTB, KvarQ, Mykrobe Predictor TB, TBProfiler, sowie der im Rahmen

dieser Arbeit mit entwickelte Webservice, PhyResSE, zur Resistenzbestimmung

und Typisierung von MTBK-Stämmen basierend auf unprozessierten NGS-Daten

verglichen. Ohne automatisierte Programme ist die Analyse von NGS-Daten auf

Grund der notwendigen Kommandozeilen-Algorithmen vorwiegend für Personen

mit bioinformatischem Hintergrund zugänglich. Es gibt zwar verschiedene, kom-

merzielle Software, mit der NGS-Daten analysiert werden können (z. B.: CLC Ge-

nomics Workbench, Ridom SeqSphere+ und BioNumerics), allerdings sind diese

sehr kostenintensiv und nicht auf MTBK-Stämme und die Resistenzvorhersage

spezialisiert [9,162,167]. Eine der ersten frei-verfügbaren Webseiten zur automa-

tisierten Resistenzbestimmung und Typisierung von klinischen MTBK-Stämmen
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basierend auf NGS-Daten war neben TBProfiler, das parallel entwickelt worden

ist, PhyResSE. Zuvor war eine frei-verfügbare NGS-Analyse zur Resistenzvorher-

sage von MTBK-Stämmen nur von der lokal zu installierenden Software KvarQ

möglich, welche bis zum Jahr 2014 allerdings keine Resistenzvorhersage für PZA

inkludierte. Allen Programmen gemein ist die Vorhersage der phylogenetischen

Linie/Spezies, sowie eine Resistenzvorhersage, basierend auf genetischen Mar-

kern. Wesentliche Unterschiede der Programme bestehen neben der verwendeten

Technik und dem individuellen Design bei der Ausgabe, der Bedienung und der

Datenverarbeitung. Die Klassifizierung der phylogenetischen Linie, aber auch die

Resistenzvorhersage sollte für alle Programme von höchster Genauigkeit und auf

eine standardisierte Weise erfolgen, was eine Grundvoraussetzung für die schritt-

weise Etablierung NGS-basierter Diagnostik ist. In dieser Arbeit konnte jedoch

gezeigt werden, dass sich die Resistenzvorhersagen der untersuchten Programme

für die zwei wichtigsten Erstrangantibiotika (INH und RMP) deutlich unterschei-

den, was im für diese Arbeit verwendeten Validierungsdatensatz aus Sierra Leone

sowohl zu falsch-positiven als auch zu falsch-negativen Resistenzvorhersagen führ-

te.

PhyResSE ist zurzeit das einzige System, das eine ausführliche Qualitätskontrol-

le sowohl der unprozessierten NGS-Daten (FastQ-Dateien), als auch der Aus-

richtung zur Referenzsequenz (BAM-Dateien) vornimmt. Ein weiteres, bedeuten-

des Alleinstellungsmerkmal ist die detaillierte Vor-Verarbeitung der NGS-Daten.

Neben der Entfernung von duplizierten NGS-Sequenzfragmenten, wird die Aus-

richtung der NGS-Sequenzfragmente um kleine Indels herum verbessert und die

Basenqualität basierend auf bekannten variablen Stellen rekalibriert. Es konn-

te in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass das Nicht-Durchführen dieser

zeitaufwändigen Schritte zwar die Rechenzeit deutlich verringert, allerdings eine

große Zahl falsch-positiver Mutationen zur Folge hat. Insgesamt zeigte PhyResSE

in diesem Vergleich anhand der resistenz-assoziierten Gene ahpC, embB, embA,

embC, gidB, inhA, katG, rpoB, rpsL, rrs und pncA die beste Sensitivität bei der

Resistenzvorhersage mit mindestens 75 % für die verschiedene Antibiotika (PZA).

Für die Resistenzvorhersage gegenüber INH zeigte TBProfiler als einziges Pro-

gramm falsch-positive Resistenzvorhersagen. Ursache dafür ist, dass TBProfiler

SNPs im kasA Gen in die INH-Resistenzvorhersage einbezieht. Dieses Gen und

insbesondere der verwendete SNP (kasA G269S) wurde bereits 2007 als nicht

direkt mit INH-Resistenz assoziiert beschrieben [197, 198]. Im Jahr 2014, ein
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Jahr bevor TBProfiler veröffentlicht wurde, wurde der SNP kasA G269S dann

als Marker der phylogenetischen Linie LAM (Linie 4.3.3) beschrieben [32,87]. Als

Konsequenz werden alle NGS-Proben, in denen Stämme der Linie 4.3.3 enthal-

ten sind, unabhängig von dem tatsächlichen Resistenzstatus, von TBProfiler als

INH-resistent markiert. Diese Tatsache hätte weitreichende Folgen in Regionen, in

denen hauptsächlich INH-sensible Stämme der Linie 4.3.3 vorkommen. Bei diesen

Patienten müsste auf die Therapie mit Zweitrangantibiotika ausgewichen werden,

die nicht nur teurer und zeitintensiver ist, sondern für die Patienten mit starken

Nebenwirkungen, wie zum Beispiel die Einschränkung des Farbsehens oder der

Hörverlust, verbunden ist. Aus diesem Grund sollte von der Verwendung von

TBProfiler zur NGS-basierter Diagnostik (Stand der Kommandozeilen Version

2016) in diesen Regionen der Welt abgesehen werden. In der Webversion wurde

dieser Fehler bereits korrigiert, sodass die oben genannte Mutation ausschließlich

zur Interpretation der phylogenetischen Linie verwendet wird. Allerdings sind alle

Analyseergebnisse der Webseite TBProfiler öffentlich zugänglich, sodass vertrau-

liche Patientendaten nicht mit der Webversion verarbeitet werden können.

Die diskrepanten Ergebnisse bei der RMP-Resistenzvorhersage der untersuchten

Programmen basieren hauptsächlich auf den Unterschieden in den für die Pro-

gramme hinterlegten Listen resistenzvermittelnder Mutationen. Beispiele sind die

validierten Resistenzmutationen rpoB T400A und rpoB L452P [55, 175], die von

CASTB und KvarQ nicht verwendet werden. An dieser Stelle wird deutlich, dass

eine standardisierte und vor allem von Experten geprüfte Datenbank mit resis-

tenzvermittelnden Mutationen benötigt wird, um die genombasierte Resistenz-

vorhersage von MTBK-Stämmen zu vereinheitlichen [111,112].

Noch größere Unterschiede zwischen den in dieser Arbeit verglichenen Program-

men gibt es für die Resistenzvorhersagen von EMB, SM und PZA. Der Grund

liegt bei den größeren Genomregionen, in denen Resistenzmutationen auftreten

können. Als Folge müssen die Analysealgorithmen größere Genomregionen mit

einer größeren Anzahl verschiedener Mutationen abdecken und interpretieren.

Für PZA-Resistenz existieren beispielsweise über 400 bekannte, resistenzvermit-

telnde Mutationen, verteilt über die gesamte Länge des pncA Gens (561 bp).

Im Gegensatz dazu treten zum Beispiel 95 % der RMP-resistenzvermittelnden

Mutationen in der 81 bp großen RRDR des rpoB -Gens auf [145]. Bei der PZA-

Resistenzvorhersage spielen zusätzlich Indels eine bedeutende Rolle [101, 117],

die schwer zu detektieren sind. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt wer-
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den, dass keines der untersuchten Programme eine akkurate Bestimmung und

Interpretation von Indels leisten kann. Kleine Indels (< 30 bp) werden zwar von

den gängigen Programmen zur Variantendetektion (SAMtools und GATK) de-

tektiert, dennoch können die Start- und Endpositionen nicht akkurat bestimmt

werden, sodass eine Interpretation anhand vorgegebener Positionen aus einer Mu-

tationsliste schwierig ist [163]. Noch schwieriger gestaltet sich die Indel-Detektion

bei Indels > 30 bp, da diese von den gängigen Ausrichtungsalgorithmen für kur-

ze NGS-Sequenzfragmente nicht akkurat abgebildet werden können [163]. Um

zukünftig auch Indels korrekt zu analysieren, sind bereits Algorithmen entwi-

ckelt worden [163]. Diese basieren entweder auf einer de-novo Assemblierung

nicht ausgerichteter NGS-Sequenzfragmente (SOAPindel) [122], der Auftrennung

von NGS-Sequenzfragmenten (PRISM und Pindel) [92,216], der Detektion nicht-

abgedeckter Bereiche der Referenzsequenz oder der Analyse der Ausrichtung von

”
paired-end“ sequenzierten NGS-Sequenzfragmenten mit unerwartetem Abstand

zueinander (CNVnator und indelMINER) [2, 163]. Jedes dieser Verfahren hat

Vor- und Nachteile [1]. Insbesondere sind sowohl die falsch-positiv, als auch die

falsch-negativ Raten bei allen Verfahren ein schwerwiegendes Problem. Eine Opti-

mierung der Algorithmen beziehungsweise deren Weiterentwicklung ist zwingend

notwendig. In einem weiterführenden Schritt könnten diese bei den Analyseabfol-

gen der untersuchten Programme dann integriert werden.

Insgesamt unterschieden sich die Analyseabfolgen der in dieser Arbeit untersuch-

ten Programme deutlich voneinander. Jedoch konnte gezeigt werden, dass sich die

Ausgabe für die
”
sicheren“ SNPs (100 % alternatives Allel) hauptsächlich durch

die Interpretation anhand individueller, in den Programmen hinterlegten Muta-

tionslisten unterscheidet. Dieses Problem könnte durch eine einheitliche Daten-

bank resistenzvermittelnder Mutationen gelöst werden. Doch es konnte auch ein

Fall beschrieben werden, bei dem eine Mutation (embB G406D [160]) zwar in

der Mutationsliste von Mykrobe Predictor TB enthalten war und in der Stampy

BAM-Datei eindeutig zu erkennen war, aber von Mykrobe Predictor TB nicht

interpretiert und ausgegeben wurde.

Ein weiteres Problem tritt bei der Detektion niederfrequenter SNPs auf. Sobald

eine Mutation nicht von der Mehrheit der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente

vorhergesagt wird, bedarf es einer Bewertung, ob es sich um eine gehäufte Anzahl

an Sequenzierfehlern, ein Ausrichtungsproblem oder tatsächlich um eine hetero-

gene Population handelt. Die verwendeten Programme zur Variantendetektion
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(SAMtools und GATK) verwenden ein statistisches Modell und geben nur Mu-

tationen aus, die einen Grenzwert an Sicherheit für die korrekte Detektion über-

schreiten. Als direkte Folge können Mutationen unterhalb von 10 % alternativem

Allel nicht akkurat bestimmt werden [215]. Darüber hinaus unterscheidet sich der

Fokus der Analyseabfolgen der untersuchten Programme. Während KvarQ einen

schnellen Ansatz mit sicheren Mutationen verfolgt, wurde Mykrobe Predictor TB

nach Autorenangaben speziell für die Detektion von niederfrequenten Mutationen

implementiert [33].

Bei der Analyse der NGS-Daten des Sierra Leone Datensatzes mit Mykrobe Pre-

dictor TB wurden sieben falsch-positive niederfrequente RMP-resistenzvermit-

telnde SNPs ausgegeben. Diese Positionen überstiegen den Grenzwert von 15 %

alternativem Allel, der zur Interpretation nötig ist, zwar nicht, dennoch sollten

nur qualitativ hochwertige Positionen ausgegeben werden, um die Fehlinterpreta-

tion von Anwenderseite aus zu verhindern. Eine manuelle Analyse der betroffenen

Stellen mit Hilfe von Visualisierungsprogrammen zur Darstellung der ausgerich-

teten NGS-Sequenzfragmente zeigte, dass alle alternativen Basen einen Basen-

qualitätswert unter 15 besaßen (> 3 % Fehlerwahrscheinlichkeit). Dieses Beispiel

verdeutlicht die Notwendigkeit von zusätzlichen Qualitätswerten (Basenqualität,

Ausrichtungsqualität, o. ä.) bei der Bewertung von NGS-Daten, insbesondere

niederfrequenter Mutationen. Das Problem fehlender Qualitätswerte zeigte sich

ebenfalls bei CASTB, KvarQ und TBProfiler. PhyResSE erstellte als einziges

Programm einen ausführlichen Qualitätsreport. Jedoch hat auch PhyResSE die

artifiziellen, heteroresistenten NGS-Proben nicht detektiert. Die niederfrequenten

SNPs wurden nicht detektiert, da der verwendete Algorithmus zur Variantende-

tektion Mutationen unter 10 % alternativem Allel nicht akkurat nachweist [215].

Für PhyResSE zeigte sich weiterhin, dass durch die strikte Vor-Verarbeitung der

BAM-Dateien potentiell richtig-positive Mutationen übersehen werden können.

Ebenso wie die Programme CASTB, KvarQ und TBProfiler liegt das Haupt-

ziel von PhyResSE in der Vorhersage von sicheren Resistenzen, nicht in dem

Ausschluss von möglichen Resistenzen. Das heißt, das Nicht-Detektieren nieder-

frequenter Mutationen wird zu Gunsten der Qualität vorhergesagter Mutationen

toleriert. Mykrobe Predictor TB klassifizierte in diesem Zusammenhang als ein-

ziges der untersuchten Programme die NGS-Probe des Stammes 8867-03 (ENA-

Zugriffsnummer: ERS457115) als EMB-resistent anhand einer niederfrequenten

Mutation. Auf dem Sanger-Chromatogramm ließ sich ein schwaches Signal beob-
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achten, das auf eine niederfrequente Resistenzmutation hindeutete. Dieser Stamm

wurde zwar phänotypisch als EMB-sensibel getestet, allerdings zeigt eine aktuelle

Studie die Unzuverlässigkeit der phänotypischen Resistenztestung für EMB [128].

Insgesamt ist also für eine valide Resistenzvorhersage die Etablierung, sowie eine

ständige Kontrolle und Erweiterung einer validierten SNP-Datenbank von großer

Bedeutung. Im Rahmen der ReSeqTB Initiative könnten in Zukunft die Resis-

tenzvorhersagen der untersuchten Programme vereinheitlicht werden [113,189].

In dieser Arbeit wurde weiterhin die Möglichkeit der Justierbarkeit der hinter-

legten Mutationslisten von Benutzerseite aus geprüft. Für CASTB gibt es in der

verwendeten Version keine Möglichkeit, die Resistenzvorhersage mit Hilfe neuer

Mutationen zu verbessern. Im Gegensatz dazu bieten die anderen untersuchten

Programme verschiedene Möglichkeiten. Dabei sind für die Programme KvarQ,

Mykrobe Predictor TB und TBProfiler Programmierkenntnisse erforderlich, die

bei einer breiten Nutzer-Zielgruppe nicht vorausgesetzt werden können. PhyRes-

SE bietet eine benutzerfreundliche Möglichkeit, die Liste resistenzvermittelnder

SNPs für die individuelle Benutzeranalyse zu bearbeiten.

Ein weiteres bedeutendes Ergebnis der vorliegenden Arbeit war der Vergleich der

phylogenetischen Klassifizierung der fünf Programme basierend auf spezifischen

Markern im Genom. Die Einteilung der MTBK-Stämme des verwendeten Validie-

rungsdatensatz aus Sierra Leone in die sieben Hauptlinien war für alle Programme

vergleichbar, obwohl Mykrobe Predictor TB alle sechs im Validierungsdatensatz

enthaltenen MTBK-Stämme der Linie 5 (Linie West African I) nicht klassifizie-

ren konnte. Eine weitere Ausnahme konnten für CASTB beobachtet werden. Ein

MTBK-Stamm der Linie 4.3.3 (Linie LAM) wurde von CASTB fälschlicherweise

als M. bovis klassifiziert, was durch die intrinsische PZA-Resistenz von M. bovis

Stämmen eine Therapie ohne PZA implizieren würde [151] und wäre somit von

klinisch-relevanter Bedeutung. Obwohl dieser Stamm von CASTB nicht explizit

als PZA-resistent markiert wurde, müsste der Nutzer von einer PZA-Resistenz

ausgehen, da keiner der überprüften MTBK-Stämme der Spezies M. bovis von

CASTB als PZA-resistent markiert wurde. Die intrinsische Mutation pncA H57D

ist offensichtlich in der hinterlegten Mutationsliste von CASTB nicht abgedeckt.

Insgesamt sind alle Programme für Anwender ohne bioinformatisches Vorwissen

implementiert worden. Die Art und der Umfang der Ausgabe der Ergebnisse ist

für diese Nutzer-Zielgruppe hinsichtlich der Verwendbarkeit und Interpretierbar-

keit der Daten von entscheidender Bedeutung. CASTB, Mykrobe Predictor TB
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und TBProfiler zeigen eine sehr simplifizierte Ausgabe, indem für die in die Analy-

se eingeschlossenen Antibiotika tabellarisch der Status (resistent/nicht resistent)

ausgegeben wird. Auf diese Weise kann der Anwender besonders einfach erken-

nen, gegen welche Antibiotika der verwendete MTBK-Stamm resistent ist. Je-

doch fehlen bei CASTB neben der Ausgabe des Resistenzstatus, Angaben zu den

verantwortlichen resistenzvermittelnden SNPs, was für die Bewertung des Resis-

tenzstatus (starke oder schwache Resistenz/Vorhersagesicherheit), insbesondere

für Kliniker essentiell ist. Alle anderen geprüften Programme stellen diese grund-

legende Information zur Verfügung.

Die Ausgabe von KvarQ ähnelt einer Kommandozeilenausgabe und könnte so-

mit für die angesprochene Nutzer-Zielgruppe, die graphische Benutzeroberflächen

gewohnt ist, unkomfortabel sein. Dennoch sind die Hauptergebnisse (Resistenz-

status und phylogenetische Klassifizierung) übersichtlich dargestellt. Der Resis-

tenzstatus wird als Angabe des Antibiotikums zusammen mit dem detektierten

Aminosäureaustausch im entsprechenden Gen ausgegeben.

Mykrobe Predictor TB, PhyResSE und TBProfiler liefern im Gegensatz dazu eine

sehr benutzerfreundliche Oberfläche, auf der die Ergebnisse auf einfache und ver-

ständliche Weise dargestellt sind. Eine Verbesserung der Benutzerfreundlichkeit

wird hier durch übersichtliche Tabellen, sowie die Verwendung von Farben und

Symbolen erreicht [166].

Weiterhin wurde in dieser Arbeit zur Validierung der Programme sowie zum Ver-

gleich der Qualität bei der Resistenzbestimmung anhand von NGS-Daten die San-

ger-Sequenzierung als anerkannter Goldstandard heran gezogen [88]. In einer ak-

tuellen Studie wurde systematisch die Sanger-Sequenzierung mit NGS-Verfahren

verglichen [14]. Es konnte gezeigt werden, dass NGS-Verfahren deutliche Vorteile

zur Sanger-Sequenzierung aufweisen. Beck et al. zeigten, dass es wahrscheinli-

cher ist eine richtig-positive Variante, die mit Hilfe der NGS-Analyse nachge-

wiesen wurde, mittels Sanger-Sequenzierung fälschlicherweise zu widerlegen, als

eine von dem NGS-Verfahren falsch-positiv detektierte Variante mittels Sanger-

Sequenzierung zu identifizieren [14]. Auch in der vorliegenden Arbeit konnten

Vorteile der NGS-Verfahren gegenüber der Sanger-Sequenzierung aufgezeigt wer-

den, indem niederfrequente Resistenzmutationen mittels NGS-Analyse detektiert

wurden, die routinemäßig mittels Sanger-Sequenzierung nicht nachgewiesen wer-

den konnten.

Darüber hinaus wurden Sensitivität und Spezifität der Resistenzvorhersage der
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geprüften Programme mit der phänotypischen Resistenztestung als Goldstandard

berechnet. Für die Programme KvarQ, Mykrobe Predictor TB und TBProfiler

wurde dies bereits in groß angelegten Studien beschrieben [18,33,192]. Die Sensi-

tivität und Spezifität der Resistenzvorhersage aus diesen Studien lagen insbeson-

dere für EMB und SM deutlich über den Werten der in dieser Arbeit berechneten

Werte. Die Abweichungen könnten mit der geringen Stichprobengröße des hier

verwendeten Validierungsdatensatzes aus Sierra Leone (n = 91) verglichen mit

den Datensätzen der vorherigen Studien (n = 3529 für Mykrobe Predictor TB und

KvarQ, n = 792 für TBProfiler) oder mit der Struktur der verwendeten Datensätze

(z. B.: Häufigkeitsverteilung von EMB-Resistenz) zusammen hängen. Im Vergleich

zu den Sensitivitäten und Spezifitäten, die basierend auf den Sanger-Sequenzie-

rungsergebnissen berechnet wurden, traten nur geringe Unterschiede zu den Sen-

sitivitäten und Spezifitäten auf, die basierend auf der phänotypischen Resistenz-

testung berechnet wurden. Diese Abweichungen lassen sich zum Beispiel durch

inakkurate phänotypische DST-Ergebnisse bei der Testung von EMB und PZA

erklären, sodass dort häufiger richtig-positive Stämme als falsch-positive Stämme

detektiert wurden. Als direkte Folge nahm die Sensitivität (richtig-positiv Rate)

einzelner Programme ab, beziehungsweise stieg an, wenn zuvor im Vergleich zur

Sanger-Sequenzierung einige Mutationen nicht detektiert worden sind [102,128].

Insgesamt ist der Nutzen von molekularbiologischen Verfahren, speziell der NGS-

Daten, in der klinischen Anwendung zurzeit begrenzt, da die Bedeutung einiger

Mutationen noch nicht vollständig aufgeklärt ist, so gibt es neben phänotypisch

sensiblen MTBK-Stämmen, die bekannte, resistenzvermittelnde Mutationen auf-

weisen auch phänotypisch resistente MTBK-Stämme, die keine Mutation in den

bekannten resistenzvermittelnden Genen aufweisen. PhyResSE bietet die Mög-

lichkeit alle detektierten Mutationen ohne Beschränkung auf bekannte Resistenz-

gene auszugeben. Mit Hilfe dieser Analyseergebnisse können genomweite Assozia-

tionsstudien durchgeführt werden und detektierte Mutationen mit dem Phänotyp

korreliert werden könnten. Auf diese Weise ist es möglich neue Kandidaten für

resistenzvermittelnde Mutationen zu definieren, deren klinische Relevanz anschlie-

ßend überprüft werden kann.
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6.2 Detektion heterogener Populationen

6.2.1 Mischungsdetektor

In dieser Arbeit wurde ein Mischungsdetektor implementiert, der basierend auf

NGS-Daten von MTBK-Stämmen Mischinfektionen nachweist. Viele Jahre lang

wurde angenommen, dass eine ausgeheilte beziehungsweise aktive TB-Infektion

das Risiko einer weiteren TB-Infektion senkt [29, 207]. Shin et al. und Jasmer

et al. konnten jedoch zeigen, dass eine zurückliegende TB-Behandlung sogar ein

Risikofaktor für Mischinfektionen ist [90,185]. Mischinfektionen und deren Nach-

weis stellen die Diagnostik und Epidemiologie vor neue Herausforderungen. Zum

einen kann die Koexistenz von sensiblen und resistenten MTBK-Stämmen zu

inakkuraten Resistenzprofilen führen, die die Behandlung erschweren und zu ei-

nem verschlechterten Behandlungsergebnis beitragen [149,168,200]. Zum anderen

können Übertragungen zwischen Patienten nicht nachgewiesen werden, wenn zum

Beispiel nur ein Stamm übertragen wird, der im Indexpatienten nicht identifiziert

worden ist [66]. Erste Studien von Eyre et al. aus dem Jahr 2013 zum Thema

Mischinfektionen verwendete einen Maximum Likelihood Ansatz zur Detektion

von Mischinfektionen anhand von Genomdaten bei Clostridium difficile (C. diffi-

cile) [54]. Ihr Ansatz basierte auf der Anzahl hoch qualitativer Basen an Positio-

nen, die für ihre Variabilität zwischen unterschiedlichen Stämmen bekannt sind.

Für das statistische Modell wurden Metadaten, zum Beispiel zum Krankenhaus-

kontakt mit einbezogen. Dieser Ansatz zeigte sich jedoch als ungeeignet für die

Analyse von NGS-Datensätzen der Isolate einzelner Patienten, von denen even-

tuell nur eine mangelhafte Dokumentation der Krankheitsgeschichte existiert.

Köser et al. zeigten 2013 erstmals für TB, dass eine erhöhte Anzahl heteroge-

ner Mutationen auf eine Mischinfektion hindeutet. Anhand von 209 heteroge-

nen Positionen wurde in dieser Studie eine Mischinfektion zweier unabhängiger

MTBK-Stämme der Linie Beijing gezeigt [203]. Ebenfalls konnten Chan et al.

2013 anhand von 398 heterogenen Mutationen bei einer 215 Jahre alten Mumie

eine Mischinfektion nachweisen [26].

Drei Jahre später erstellten Gan et al. 2016 anhand von 782 NGS-Datensätzen

von MTBK-Stämmen aus öffentlichen Datenbanken einen phylogenetischen Re-

ferenzbaum (phylogenetische Datenbank) basierend auf 68 639 SNPs [66]. Mi-

schinfektionen wurden identifiziert, indem anhand der individuellen SNPs einer

122



6.2 Detektion heterogener Populationen

Probe passende Pfade im Referenzbaum nachgewiesen wurden. Es wurde von

einer Mischinfektion ausgegangen, sobald mehr als ein Pfad im Referenzbaum,

durch heterogene Positionen der Probe, identifiziert werden konnte. Dieser An-

satz ermöglicht eine Unterscheidung von sehr nah verwandten MTBK-Stämmen,

bei einer minimalen Abdeckung von einem NGS-Sequenzfragment für die Subpo-

pulation. Der Referenzbaum muss jedoch kontinuierlich weiter entwickelt werden,

da Mischungen nicht nachgewiesen werden können, wenn die divergenten Pfade

der zwei MTBK-Stämme nicht im Referenzbaum enthalten sind.

In dieser Arbeit wurde eine neue Methode zum Nachweis von Mischinfektionen

implementiert, die auch die Anzahl heterogener Positionen ausnutzt, jedoch erst-

malig das Kerngenom und damit den Großteil der gesamten Genominformati-

on der MTBK-Stämme verwendet. In einem repräsentativen, öffentlichen NGS-

Datensatz (n = 1320, ENA-Zugriffsnummer: ERP000192) konnte gezeigt werden,

dass die Sensitivität des hier implementierten Mischungsdetektors für Subpopu-

lationen mit einem Anteil über 5 % an der Gesamtpopulation bei 100 % liegt.

Der Grenzwert von 5 % Populationsanteil zur Mischdetektion basiert auf der ge-

wählten Konstruktion des Mischungsdetektors, der eine Variantendetektion mit

GATK inkludiert. Für GATK konnte in einer Studie gezeigt werden, dass Muta-

tionen nur bis zu einer Populationsfrequenz von ungefähr 10 % sensitiv detektiert

werden und die Werte für Frequenzen darunter deutlich schlechter werden [215].

Bei der Detektion von Mischinfektionen, die auf heterogenen Positionen basiert,

besteht die Schwierigkeit in der Unterscheidung von Mikroevolution und Misch-

infektion. Aus diesem Grund müssen die MTBK-Stämme einen gewissen geneti-

schen Abstand (z. B.:> 100 heterogene Positionen) voneinander aufweisen [203].

Für den hier verwendeten DBSCAN-Algorithmus wurde ein Minimum von 55

heterogenen Positionen (MinPts), basierend auf dem kleinsten Cluster der Test-

daten (10 % Population der NGS-Probe Mix90), angenommen, um eine Mischin-

fektion valide zu detektieren. Das heißt, die an einer Mischinfektion beteiligten

Populationen müssen sich in mindestens 55 Positionen unterscheiden, um dif-

ferenziert werden zu können. Ein Unterschied der bereits bei MTBK-Stämmen

derselben phylogenetischen Linie auftreten kann [195].

In der vorliegenden Arbeit wurde davon ausgegangen, dass bei einer Mischinfek-

tion die Frequenz des alternativen Allels ungefähr der Frequenz der Bakterienpo-

pulation im Patienten entspricht. Eine Schwierigkeit bei dieser Annahme besteht

darin, dass eine Sputumprobe nicht zwingend die gesamte Bakterienpopulation
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des Patienten abdeckt [47, 169]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die

Frequenz des alternativen Allels anhand serieller NGS-Proben von Patienten mit

einer Mischinfektion zu den unterschiedlichen Zeitpunkten der Probenentnahme

variieren (z. B.: Patient H), sodass auf diese Weise nur der Anteil in der spe-

ziellen NGS-Probe bestimmt werden kann. Seriellen Sputumproben zeigen dem-

nach wahrscheinlich nur eine unvollständige Momentaufnahme des tatsächlichen

Verhältnisses von einem Stamm A und einem Stamm B in der Patientenlunge.

Um die Sputumproben repräsentativer zu gestalten, könnte eine Mischprobe aus

Sputumproben von aufeinanderfolgenden Stunden/Tagen kultiviert werden und

anschließend die DNS-Bibliothek aus der DNS mehrerer gewachsener Kulturen

erstellt werden. Eine weitere Möglichkeit besteht in einem Metagenom-Ansatz,

bei dem das komplette Metagenom der Patientenlunge erstellt wird [127].

Bei der Untersuchung verschiedener Populationen wurden die detektierten re-

sistenzvermittelnden SNPs anhand ihrer Frequenz den einzelnen Populationen

zugeordnet. Bei einem Großteil der detektierten Mischinfektionen (70 %) mit re-

sistenzvermittelnden SNPs passte die Frequenz der NGS-Sequenzfragmente, die

das alternative Allel zeigten, zu den detektierten Häufungsschwerpunkten. Pro-

bleme bei der Zuordnung traten auf, wenn zwei Populationen ähnlicher Frequenz

(z. B.: beide in 50 %) vorhanden waren, alle SNPs mit 100 % alternativem Allel

detektiert wurden oder die Frequenz der alternativen Allele mit keinem der de-

tektierten Häufungsschwerpunkte übereinstimmte. Dies kann der Fall sein, wenn

eine der beiden Populationen unabhängig von der Mischinfektion eine wirtsinter-

ne Diversifikation (Mikroevolution) unterläuft und der Anteil in diesem Fall der

Subpopulation einer der detektierten Populationen der Mischinfektion entspricht.

Fünf der 40 NGS-Proben, die vom Mischungsdetektor in den unterschiedlichen

Studienpopulationen als Mischinfektionen detektierten wurden, konnten weder

anhand der linienspezifischen SNPs, noch anhand der resistenzvermittelnden SN-

Ps als Mischungen bestätigt werden. Bei diesen NGS-Proben bleibt fraglich, wor-

auf die detektierten Cluster (Ansammlung niederfrequenter SNPs) des DBSCAN-

Algorithmus basieren. Bei diesen NGS-Proben wurden Häufungsschwerpunkte

zwischen 14 % und 24 % alternativem Allel detektiert. Auch wenn der Mischungs-

detektor bei diesen Fällen keine echten Mischinfektionen detektiert hat, wur-

den auf diese Weise NGS-Proben identifiziert, bei denen eine speziellere Analyse

durchgeführt werden sollte, um die ungewöhnlichen Befunde zu begründen.

Bei der Durchführung der Evaluierung des Mischungsdetektors bestand ein Pro-
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blem in der Standardprozedur der Probenverarbeitung bei Studien aus Swasiland,

Turkmenistan und Nukus. Proben, bei denen im MIRU-VNTR Typisierungsmus-

ter nicht eindeutige Loci beobachtet wurden, wurden initial nicht für die NGS-

Analyse verwendet. Deshalb wurden für diese Arbeit weitere 30 Proben, die zuvor

von der NGS-Analyse ausgeschlossen wurden, inkludiert. Der Mischungsdetektor

konnte für 13 dieser Proben eine Mischinfektion bestätigen. Für 18 Proben hat

der Mischungsdetektor keine Mischung nachgewiesen und die MTBK-Stämme

konnten eindeutig einer einzigen phylogenetischen Linie zugeordnet werden. Au-

ßerdem wurden in dieser Arbeit vier NGS-Proben aus Swasiland (n = 3) und

Nukus (n = 1) als Mischungen identifiziert, die ein unauffälliges MIRU-VNTR

Typisierungsmuster aufwiesen. In dieser Arbeit konnte demnach gezeigt werden,

dass der implementierte Mischungsdetektor Vorteile gegenüber der Detektion von

Mischinfektionen mittels MIRU-VNTR Typisierung aufweist, indem sowohl mit-

tels MIRU-VNTR Typisierung falsch-positive Mischinfektionen, als auch falsch-

negative Mischinfektionen vom Mischungsdetektor identifiziert werden konnten.

Die berechneten Anteile von Mischinfektionen in den unterschiedlichen Regionen

der Welt variierten in dieser Arbeit zwischen 1 % in Sierra Leone und ungefähr

10 % in Turkmenistan. In vorherigen Studien konnten Frequenzen zwischen 2,8 %

und 19 %, je nach Studienregion, beobachtet werden [74]. Mischinfektionen wer-

den hauptsächlich in Regionen mit hohen TB-Inzidenzraten oder Ballungsorten,

wie Krankenhäusern und Gefängnissen erwartet [29]. Die Studie mit dem maxi-

mal beobachteten Anteil von 19 % Mischinfektionen wurde beispielsweise in einem

Stadtteil von Kapstadt, Südafrika, mit hoher TB-Inzidenz (TB-Inzidenz> 1 000)

durchgeführt [209]. In der genannten Studie trugen 57 % der Patienten, die mit

einem MTBK-Stamm der Linie Beijing infiziert waren, zusätzlich einen MTBK-

Stamm einer von Beijing verschiedenen Linie. Mischungen ohne einen MTBK-

Stamm der Linie Beijing oder mit zwei unterschiedlichen MTBK-Stämmen der

Linie Beijing wurden allerdings nicht nachgewiesen, da eine PCR-basierte Metho-

de verwendet wurde, die beijing- und nicht-beijingspezifische Banden detektierte.

In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass auch in Regionen mit ver-

gleichsweise niedriger TB-Inzidenz (z. B.: Usbekistan) Mischinfektionen eine Rolle

spielen. Die Region mit der zweithöchsten Mischinfektionsrate (Studienpopulati-

on aus Kenia ≈ 9 % Mischinfektionen) hat zwar eine moderate TB-Inzidenz (TB-

Inzidenz: 264), die Studienpopulation wurde allerdings in städtischen Kranken-

häusern rund um Nairobi rekrutiert. An diese Städte grenzen Marginalsiedlungen,
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in denen die Armut hoch und der Lebensraum begrenzt ist; Faktoren, die eine

Mischinfektion begünstigen [90, 185]. Auf diese Weise könnte ein Bias durch die

Probenauswahl entstanden sein und die Ergebnisse somit nicht repräsentativ für

die jeweiligen Regionen sein. Ebenso ist dies der Fall in der Studienregion Nukus,

in der hauptsächlich MDR-TB Fälle für die Untersuchung herangezogen wurden.

Ein weiterer Fokus dieser Arbeit lag auf den phylogenetischen Linien, die in Misch-

infektionen auftreten. Eine Studie von Hanekom et al. in Khayelitsha, Südafrika

aus dem Jahr 2013 zeigte, dass Stämme der phylogenetischen Linien Beijing und

Haarlem signifikant häufiger in Mischinfektionen auftreten, als MTBK-Stämme

anderer phylogenetischer Linien [74]. In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls

am häufigsten (33 % der Mischungen) MTBK-Stämme der Linien Haarlem und

Beijing (49 % der Mischungen) in Mischinfektionen identifiziert. Allerdings konn-

ten MTBK-Stämme aller sechs phylogenetischen Hauptlinien in Mischinfektionen

beobachtet werden. Eine Erklärung für die häufige Präsenz von MTBK-Stämmen

der Linien Haarlem und Beijing in Mischinfektionen basiert auf der weltweiten

Verbreitung von MTBK-Stämmen dieser Linien im Gegensatz zum Beispiel zu

den anzestralen Linie (M. africanum) [138,194]. Zu dieser Hypothese passt, dass

MTBK-Stämme der Linie LAM als Generalisten, also als Spezies mit einer großen

ökologischen Nischenbreite [194], in einem vergleichbaren Anteil von 30 % der Mi-

schungen beobachtet werden konnten.

Zusammenfassend zeigt der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Mischungsde-

tektor bedeutende Vorteile gegenüber der Mischungsdetektion mittels zum Bei-

spiel der MIRU-VNTR Typisierung. Neben der verbesserten Detektion können

mit Hilfe des implementierten Mischungsdetektors erstmals auch die Anteile der

verschiedenen Populationen bestimmt und die Einzelpopulationen anhand spezi-

fischer SNPs phylogenetisch klassifiziert werden.

6.2.2 Binomialtest

Ein Schlüssel für eine akkurate und personalisierte Behandlungsstrategie, sowie

die Eindämmung der Entstehung neuer Resistenzen und der Verbreitung von re-

sistenten MTBK-Stämmen, ist die frühzeitige Detektion von heteroresistenten

Populationen [220]. In dieser Arbeit wurde ein Ansatz zur Detektion und Bewer-

tung von niederfrequenten SNPs mit Hilfe des Binomialstests implementiert. Es
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konnten die zwei für die RMP-Resistenzvorhersage wichtigsten Resistenzmutatio-

nen (rpoB 526 und 531 [143]) valide bis zu einer Frequenz von 1 % alternativem

Allel bei einer mittleren Abdeckung von 600 NGS-Sequenzfragmenten detektiert

werden. Erstmalig konnte damit ein Ergebnis erzielt werden, das mit Detekti-

onsgrenze von 1 % der klassischen, phänotypischen Resistenztestung vergleichbar

ist [91]. Die phänotypische Resistenztestung hat bei kleinen Subpopulationen eine

Nachweiszeit von bis zu 42 Tage [3, 23]. Durch die Genomsequenzierung und die

anschließende Analyse mit Hilfe des hier vorgestellten Binomialtests kann diese

Nachweiszeit signifikant reduziert werden. In aktuellen Studien, in denen MTBK-

Stämme direkt aus den Sputumproben der Patienten gewonnen und sequenziert

werden konnten [21], konnte innerhalb einer Woche ein personalisiertes Resistenz-

profil erstellt werden [21]. Auf diese Weise könnte die Therapie bereits in kürzes-

ter Zeit angepasst werden, sodass eine Übertragung resistenter Stämme oder die

Entwicklung weiterer Resistenzen schnellstmöglich eingedämmt werden kann. Au-

tomatisierte molekulare Tests, wie der GeneXpert liefern Ergebnisse zwar bereits

innerhalb weniger Stunden, allerdings hat eine Studie gezeigt, dass der GeneXpert

resistente Subpopulationen, die weniger als 90 % der Gesamtpopulation ausma-

chen, in vitro nicht detektieren kann [219].

Das Hauptproblem bei der Detektion von niederfrequenter SNPs ist die Unter-

scheidung echter SNPs von Sequenzierfehlern und Ausrichtungsartefakten. In der

Studie von Wyres et al. wurden unter anderem die Programme SAMtools und

GATK zur Detektion niederfrequenter Mutationen in einem Datensatz mit sehr

hoher Abdeckung (> 1000 NGS-Sequenzfragmente) verglichen [215]. Es konnte

gezeigt werden, dass SAMtools die geringste Sensitivität hatte. In dieser Studie

konnten mit SAMtools 49 % der SNPs mit einer Allelfrequenz von ungefähr 25 %

detektiert werden. Im Gegensatz dazu konnte GATK in dieser Studie 94 % der

SNPs mit einer Allelfrequenz von ungefähr 10 % nachweisen. Geringere Allelfre-

quenzen konnten mit GATK nur noch deutlich schlechter detektiert werden. Aus

diesem Grund wurde in dieser Arbeit ein neuer Ansatz zum Nachweis niederfre-

quenter SNPs erstellt.

Zur Unterscheidung von Fehlern und echten niederfrequenten SNPs in NGS-Daten

wurden bereits experimentelle [79, 180] und bioinformatische [57, 68, 75, 105, 120,

204] Ansätze entwickelt. Alle diese Ansätze benötigen typischerweise eine spezi-

elle Probenverarbeitung oder andere Modifikationen zur standardisierten NGS-

Verarbeitung [188]. Zusätzlich werden häufig nur bestimmte Ziel-Regionen sehr
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tief sequenziert, wodurch die Information des restlichen Genoms verloren geht

oder in einem zusätzlichen Sequenzlauf erzeugt werden muss.

Ein anderer Ansatz wurde für zwei Studien zur Untersuchung der intra-Patienten

Diversität von Enteroviren der Gruppe A (RNA-Virus), Erreger der Hand-Fuß-

Mund-Krankheit, verwendet [142,214]. Für die Validierung von niederfrequenten

Polymorphismen in den NGS-Daten der Enteroviren wurde die Binomialvertei-

lung verwendet. In Anlehnung an diese Studien wurde dieser Ansatz für die vor-

liegende Arbeit modifiziert und zum ersten Mal für niederfrequente Mutationen

im Bakteriengenom verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass es sich um einen

geeigneten Ansatz handelt.

Ein Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die minimale Abdeckung von 400 NGS-

Sequenzfragmenten pro Genomposition, die theoretisch zur sicheren Detektion

von 2,5 % alternativem Allel nötig ist. Ein ähnlicher Wert mit 500 NGS-Sequenz-

fragmenten für eine 2 % Subpopulation wurde in der Studie von Spencer et al.

experimentell ermittelt [188]. Zur Berechnung der Simulation wurde als Fehler-

wahrscheinlichkeit der Mittelwert der Fehlerwahrscheinlichkeiten der Basen aller

resistenzvermittelnden Positionen verwendet. In der Regel befinden sich resistenz-

vermittelnde Mutationen in gut konservierten Bereichen des Genoms, in denen

sowohl die Sequenzierqualität als auch die Ausrichtungsqualität sehr gut ist. Aus

diesem Grund könnten diese Werte in dieser Arbeit zu Gunsten einer sicheren

Vorhersage unterschätzt worden sein. Es konnte sogar gezeigt werden, dass es

möglich ist, kleinere Frequenzen alternativer Allele in Regionen mit geringerer

Abdeckung valide zu detektieren (1 % alternatives Allel bei einer Abdeckung von

400 NGS-Sequenzfragmenten).

Mit Hilfe des erstellten Ansatzes zur Detektion niederfrequenter SNPs sollten in

dieser Arbeit Mutationen in den initialen Proben zu Behandlungsbeginn identi-

fiziert werden, die für den Resistenzerwerb unter Therapie verantwortlich sind.

Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurden serielle Daten aus einer Stu-

die in Usbekistan mit Hilfe der NGS-Analyse und des Binomialtests untersucht.

Die untersuchten Proben zeigten ein identisches IS6110 DNS Fingerprint Typi-

sierungsmuster und entwickelten im Verlauf der Behandlung unter anderem eine

OFX-Resistenz. Bei Veröffentlichung der Studie wurde basierend auf den Typisie-

rungsergebnissen davon ausgegangen, dass in diesen 13 Patienten eine Evolution

und damit Entwicklung neuer resistenter Subpopulationen innerhalb der Patien-

ten stattgefunden hat [36].
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ausschließlich bei den NGS-Proben der

Patienten E und J eine schrittweise Evolution zur OFX-Resistenz erfolgte. In Pati-

ent E konnte in der letzten NGS-Probe eine OFX-Resistenzmutation bei 46 % der

ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente identifiziert werden. Weiteres Probenma-

terial zu einem späteren Zeitpunkt, die eine Mikroevolution manifestieren würde,

ist nicht vorhanden. Beim ersten Auftreten der OFX-Resistenzmutation in Pati-

ent J konnte diese bereits bei 96 % der alternativen Allele beobachtet werden. Bei

den Patienten A, H, I und K wird die OFX-Resistenz nicht entwickelt, sondern

durch die Reinfektion mit einem resistenten MTBK-Stamm eingeführt. Für die

übrigen Stämme ist dies entweder nicht eindeutig, da die Mutation beim ersten

Auftreten mit 99 % oder 100 % alternativem Allel vorhanden waren oder es konn-

te in keiner der NGS-Proben ein resistenzvermittelnder SNP detektiert werden.

Mit Hilfe des hier vorgestellten Verfahrens konnten allerdings bedeutende Unter-

schiede zu der Analyse mit den Standardverfahren aufgezeigt werden. Bei lediglich

zwei der 13 Patienten bestätigte sich die vorherige Annahme der Mikroevolution

im Patienten, während in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Situation

der anderen Patienten deutlich komplexer ist, als initial vermutet.

Erstmalig konnte in dieser Arbeit die Reversion einer RMP-Resistenzmutation

beobachtet werden (Patient C). Für INH und PAS wurde eine Rückbildung von

Resistenzmutationen bei Verzicht des entsprechenden Antibiotikums bereits be-

schrieben [165,201]. Auf diese Weise gleichen die MTBK-Stämme normalerweise

einen eventuellen Fitnessverlust aus. Allerdings handelt es sich bei der hier de-

tektierten Mutation rpoB R445D um eine Mutation mit geringem Fitnessverlust,

sodass eine Rückbildung zu Gunsten der Fitness unwahrscheinlich ist [16,64]. Al-

lerdings war die Mutation in diesem Fall in der ersten NGS-Probe noch nicht bei

100 % der Population detektierbar, sodass Bakterien ohne diese Mutation wahr-

scheinlich selektioniert wurden.

Widersprüchliche Ergebnisse im Vergleich zur phänotypischen Resistenztestung

konnten hauptsächlich für EMB beobachtet werden. Die Vorhersagewerte der phä-

notypischen Resistenztestung für EMB liegt insbesondere bei niedrigen Propor-

tionen resistenter Bakterien, deutlich unter denen von INH und RMP [102]. Dies

konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls anhand der NGS-Daten bestätigt

werden. Das phänotypische DST-Ergebnis für EMB stimmte bei weniger als 70 %

(n = 37) der Proben mit der Resistenzvorhersage anhand der NGS-Daten überein.

Der vorgestellte Binomialtest zur Detektion niederfrequenter Resistenzmutatio-
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nen in NGS-Daten von MTBK-Stämmen stellt somit ein vielversprechendes Werk-

zeug zur verbesserten Analyse und Interpretation von NGS-Daten dar. Es konnte

sowohl ein Vorteil gegenüber der phänotypischen Resistenztestung, als auch ge-

genüber klassischer Typisierungsverfahren (IS6110 DNS Fingerprint Typisierung)

festgestellt werden.
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6.3 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit wurden die Vergleichbarkeit automatisierter NGS-Analysepro-

gramme bei der Resistenzvorhersage von MTBK-Stämmen, die Möglichkeit der

Detektion von Mischinfektionen und der Detektion von Mikroevolution der Patho-

gene im Wirt anhand von NGS-Daten untersucht. Dazu wurde die in Borstel ent-

wickelte, automatisierte Lösung zur Resistenzvorhersage von MTBK-Stämmen,

PhyResSE, mit den frei-verfügbaren Programmen CASTB, KvarQ, Mykrobe Pre-

dictor TB und TBProfiler zum Vergleich herangezogen. Insbesondere wurde die

Qualität der Resistenzvorhersage und phylogenetischen Klassifizierung untersucht.

Zusätzlich wurde die Fähigkeit der untersuchten Programme Heteroresistenzen,

verursacht durch Mischinfektionen oder Mikroevolution, zu detektieren, geprüft.

Es konnten neuartige Verfahren entwickelt werden, die Lösungen für den Nachweis

von Heteroresistenz liefern. Diese wurden anschließend anhand von Testdaten va-

lidiert und auf klinischen Daten angewendet.

Auf diese Weise konnte das Potential NGS-basierter Verfahren für die phylogeneti-

sche Klassifizierung und Resistenzvorhersage von MTBK-Stämmen herausgestellt

werden. Wyres et al. deklarierten in einer Studie aus dem Jahr 2014, dass NGS-

basierte Verfahren die traditionellen Verfahren in Zukunft ersetzen werden [215].

Limitierende Faktoren sind nach Wyres et al. jedoch anwenderfreundliche Ana-

lyseprogramme und die hohen Analysekosten im Vergleich zu traditionellen Ver-

fahren [215].

Außerdem zeigten Hanekom et al. bereits 2013, dass die vollständige Detektion

heterogener Populationen eine entscheidende Rolle für den Therapieerfolg spielt

und forderten neue Verfahren zur Detektion heterogener Populationen [74].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zurzeit zur Verfügung stehenden Analyse-

programme kritisch beurteilt und neue Programme zum Nachweis von Heterore-

sistenzen etabliert. In der aktuellen Version sind die Verfahren als Perl-Skripte

zu verwenden. Zukünftig sollen die Algorithmen zur Detektion von Mischinfek-

tionen und niederfrequenten Mutationen in die Analyseabfolge von PhyResSE

zu integrieren und so einem breiteren Anwenderspektrum zur Verfügung stehen.

Auf diese Weise werden die hier festgestellten Schwachpunkte bei der Detektion

niederfrequenter Resistenzmutationen mit PhyResSE gleichzeitig behoben, da so-

wohl der Mischungsdetektor, als auch die Detektion niederfrequenter SNPs mit

dem Binomialtest sensitive, sowie spezifische Leistungen bei der Detektion von
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heterogenen Populationen zeigen.

Ein Nachteil des Mischungsdetektors besteht in der Abhängigkeit von dem Vari-

antendetektionsalgorithmus von GATK. Um die Grenze detektierbarer Subpopu-

lationen weiter herabzusetzen, sollen verschiedene Variantendetektionsmethoden

überprüft werden. Auf diese Weise könnte insbesondere die Leistung bei kleinen

Subpopulationen (Anteil< 5 %) weiter verbessert werden.

Bei die Verwendung des Binomialtest zur Detektion niederfrequenter SNPs konn-

te in dieser Arbeit kein direkter klinischer Anwendungsfall gezeigt werden, da

hauptsächlich Re- und Mischinfektionen für das Therapieversagen der dargestell-

ten Fälle ursächlich waren. Aus diesem Grund sollen weitere artifizielle NGS-

Datensätze mit unterschiedlichen Resistenzmutationen und weiteren, bekannten

Mischverhältnissen erzeugt und mit dem Binomialtest untersucht werden. Au-

ßerdem soll der Binomialtest für die Analyse weitere NGS-Datensätze serieller

Isolate verwendet werden, um heterogene Populationen zu detektieren.

Insgesamt leistet diese Arbeit einen entscheidenden Beitrag zur verbesserten und

erleichterten Analyse von Hochdurchsatzdaten zur Resistenzvorhersage von MTBK-

Stämmen. Diese Arbeit unterstützt somit die Etablierung genombasierter Verfah-

ren in der klinischen Anwendung.
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A ASCII-Kodierung

Tabelle A.1: ASCII-Zeichen für die Werte 33 bis 126

ASCII Kode Zeichen ASCII Kode Zeichen ASCII Kode Zeichen
33 ! 65 A 96 ‘
34 ” 66 B 97 a
35 # 67 C 98 b
36 $ 68 D 99 c
37 % 69 E 100 d
38 & 70 F 101 e
39 ’ 71 G 102 f
40 ( 72 H 103 g
41 ) 73 I 104 h
42 * 74 J 105 i
43 + 75 K 106 j
44 , 76 L 107 k
45 - 77 M 108 l
46 . 78 N 109 m
47 / 79 O 110 n
48 0 80 P 111 o
49 1 81 Q 112 p
50 2 82 R 113 q
51 3 83 S 114 r
52 4 84 T 115 s
53 5 85 U 116 t
54 6 86 V 117 u
55 7 87 W 118 v
56 8 88 X 119 w
57 9 89 Y 120 x
58 : 90 Z 121 y
59 ; 91 [ 122 z
60 < 92 \ 123 {
61 = 93 ] 124 |
62 > 94 ˆ 125 }
63 ? 95 126
64 @
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B.1 Datensatz aus Sierra Leone

Sierra Leone ist ein westafrikanischer Staat, der an Liberia und Guinea grenzt. Es

zählt laut Index der humanen Entwicklung (engl.: Human Development Index;

HDI) mit einem Wert von 0,413 zu den gering entwickelten Ländern [43]. Der HDI

berechnet sich aus Einzelfaktoren, die Einfluss auf die menschliche Entwicklung

eines Landes haben. Dazu gehören beispielsweise die Lebenserwartung bei der

Geburt, das Bildungsniveau, sowie das Pro-Kopf-Einkommen. Aus einer großen

Zahl solcher Einzelindikatoren wird eine Rangliste errechnet. Der HDI kann ma-

ximal den Wert 1,0 annehmen.

Die Entwicklung der TB-Inzidenzraten ist in Abbildung B.1 dargestellt. Seit 2009

ist ein leicht abfallender Trend zu beobachten. Mit 310 Fällen pro 100000 Einwoh-

ner ist die TB-Rate dennoch hoch im Vergleich zu anderen Regionen (Abbildung

1.1). Die Studienpopulation bestehend aus 92 Stämmen aus Sierra Leone wurde

bereits in verschiedenen Studien verwendet und publiziert [55, 81]. Die Proben

stammen von Patienten, die in den Jahren 2003/2004 für eine Nachbehandlung

in der westlichen Region und in der Region Kenema eingeliefert wurden. Für diese

Proben existieren Ergebnisse aus der traditionellen Resistenztestung. Zusätzlich

wurde eine Sanger-Sequenzierung der Resistenzgene katG,rpoB, embB, rrs, rpsL,

gidB und pncA durchgeführt. Für einige Stämme wurden zusätzlich die Gene in-

hA, ahpC, embA und embC mit der Sanger-Methode sequenziert. Ebenso wurden

die klassischen Methoden zur Typisierung verwendet (Kapitel 1.5). Die Populati-

onsstruktur ist hoch divers mit zwei M. africanum Linien (West African 1, n = 6;

West African 2, n = 14) und neun verschiedenen M. tuberculosis Linien (Beijing,

n = 4; Cameroon, n = 4; EAI, n = 4; Ghana, n = 1; Haarlem, n = 12; LAM, n

= 15; S-type, n = 3; Sierra Leone 1, n = 7; Sierra Leone 2, n = 9; X-type, n =

2). Elf Stämme konnten mit den klassischen Verfahren nicht typisiert werden.
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Abbildung B.1: Entwicklung der TB-Inzidenzrate in Sierra Leone. Datenquelle:
[38]

Das Resistenzprofil, basierend auf der klassischen Resistenztestung auf Festmedi-

um ist in Tabelle B.1 dargestellt. Die Hälfte der Proben (52,2 %) sind resistent

gegen mindestens ein Erst-Rang Antibiotikum. Etwa 12 % der Proben zeigen

einen multiresistenen Phänotyp.

Die DNA der Proben wurde mit dem NexteraXT Vorbereitungsset für die NGS-

Sequenzierung vorbereitet und auf dem Illumina MiSeq Sequenzierer nach Herstel-

lerangaben sequenziert (251 bp oder 301 bp, gepaart). Die Rohdaten der Studie

können unter der ENA-Zugriffnummer
”
ERP008667“ erreicht werden.

B.2 Datensatz aus Russland

Die Russische Föderation, wie Russland auch genannt wird, ist der flächenmäßig

größte Staat der Erde. Mit 144 Millionen Einwohnern auf etwa 17 Millionen km2

allerdings sehr dünn besiedelt. Der HDI liegt bei 0,798. Russland zählt damit zu

den Ländern mit einer hohen menschlichen Entwicklung. Die Daten wurden von

ENA (Zugriffsnummer: ERP000192) herunter geladen. Die verwendeten Daten

gehören zu einer Studie des Welcome Trust Sanger Instituts zur Untersuchung
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Anzahl (%)

Total 92 (100)
Komplett sensibel 44 (47,8)

Beliebige Resistenz 48 (52,2)
SM Resistenz 22 (23,9)
INH Resistenz 30 (32,6)
RMP Resistenz 15 (16,3)
EMB Resistenz 14 (15,2)
PZA Resistenz 9 (9,8)

Mono-Resistenz 23 (25)
SM allein 14 (15,2)
INH allein 8 (8,7)
RMP allein 1 (1,1)
EMB allein -
PZA allein -

MDR 11 (12)

Tabelle B.1: Resistenzprofil der Studienpopulation aus Sierra Leone (Westafrika).
SM: Streptomycin; INH: Isoniazid; RMP: Rifampicin; EMB: Etham-
butol; PZA: Pyrazinamid; MDR: Multiresistent
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Abbildung B.2: Genotypverteilung der Studienpopulation aus Russland.

der Sequenzdiversität von M. tuberculosis in einer russischen Population.

Es wurden prospektiv 1 000 Patientenisolate aus Russland, sowie Referenzda-

tensätze und XDR-Fälle aus dem Vereinigten Königreich für diese Studie einge-

schlossen (n = 1320) [24,25]. Die NGS-Daten wurden mit dem Illumina Genome

Analyzer II produziert (gepaart sequenziert). Die Genotypverteilung dieser Po-

pulation ist in Abbildung B.2 gegeben. Der Großteil der Proben (2/3) gehört der

Beijing-Linie an.

Insgesamt zeigte etwa die Hälfte der Proben (48 %) einen multiresistenten Phäno-

typ. Zusätzlich haben 16 % der MDR-Fälle zusätzliche Resistenzen, sodass diese

als XDR definiert sind.

B.3 Datensatz aus Kenia

Die Republik Kenia ist ein Staat in Ostafrika mit ungefähr 45 Millionen Einwoh-

nern und einer Bevölkerungsdichte von 77,56 Einwohnern pro km2. Die Studi-

enpopulation besteht aus erwachsenen Patienten mit einer neu-diagnostizierten

TB, die in verschiedenen Kliniken in Nairobi rekrutiert wurden. Die Kliniken sind
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Rhodes city council Klinik, Aga Khan Krankenhaus, Dagoretti und Waithaka Kli-

niken.

B.4 Datensatz aus Swasiland

Das Königreich Swasiland befindet sich im südlichen Afrika und hat eine Flä-

che von nur 17 363 km2. Es gehört zu den Ländern mit niedriger menschlicher

Entwicklung mit einem HDI von 0,531. Die verwendeten Proben stammen aus ei-

ne Querschnittsstudie zur Resistenzüberwachung, die zwischen 2009 und 2010 in

Swasiland durchgeführt wurde [174]. Es wurden Patienten aus 15 Studiencenters

eingeschlossen. Es wurden sowohl neue Fälle (n = 352), als auch Fälle eingeschlos-

sen (n = 281), bei denen eine vorherige Behandlung bekannt ist. Bei der Hälfte

der vorher behandelten Patienten konnte ein resistenter Phänotyp nachgewiesen

werden. Bei den neuen Fällen waren 85 % komplett sensibel (basierend auf DST).

Für ungefähr 8 % der neuen Fälle konnte sogar ein MDR-Stamm nachgewiesen

werden. Der Anteil von MDR Stämmen lag für behandelte Fälle bei 34 %. Für

die NGS-Analyse wurden 280 Proben aus diese Studie zufällig ausgewählt und

mit einem Illumina MiSeq oder einem Illumina NextSeq nach Herstellerangaben

sequenziert.

B.5 Datensatz aus Turkmenistan

Turkmenistan ist ein Binnenstaat in Zentralasien und liegt am Kaspischen Meer.

Die Bevölkerungsdichte beträgt 13,7 Einwohner pro km2. Laut HDI zählt Turkme-

nistan zu den Ländern mit mittlerer menschlicher Entwicklung (HDI = 0,688). Die

Proben stammen aus einer Studie zur Überwachung der von der WHO empfoh-

lenen DOTS-Strategie (Directly Observed Treatment, Short-course) zur Eindäm-

mung der TB-Infektionen. Die DOTS-Strategie wurde im Jahr 1992 eingeführt

und dient der konsequenten Betreuung der TB-Patienten. Es wurden 71 MDR-

Proben auf einem Illumina MiSeq oder Illumina NextSeq nach Herstellerangaben

sequenziert.
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B.6 Datensatz aus Usbekistan

Die Republik Usbekistan ist ein islamisch geprägter Binnenstaat in Zentralasien

mit einer Fläche von 448 978 km2 und einer Bevölkerungsdichte von 70 Ein-

wohner pro km2. Usbekistan gehört ebenso wie Turkmenistan zu der Regionen

mit mittlerer menschlicher Entwicklung (HDI = 0,675). In Usbekistan wurde im

Jahr 1998 die DOTS-Strategie eingeführt. Eine Studie zur Resistenzüberwachung

in der Region Nukus (Hauptstadt der Autonomen Republik Karakalpakistan in

Usbekistan) zwischen 2001 und 2003 wurden hohe Anzahlen MDR-Fälle bei Pa-

tienten detektiert, die zuvor Teil des DOTS-Programms waren (40 % der MDR-

Fälle). Für diese Arbeit wurden 305 Proben aus dieser Studie verwendet, die auf

einem Illumina MiSeq nach Herstellerangaben sequenziert wurden.
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C Beispiel für eine Positionsliste des

Bam-readcount-Algorithmus

M.tuberculosis H37Rv 6575 6575

M.tuberculosis H37Rv 6620 6620

M.tuberculosis H37Rv 6620 6620

M.tuberculosis H37Rv 6621 6621

M.tuberculosis H37Rv 6734 6734

M.tuberculosis H37Rv 6735 6735

M.tuberculosis H37Rv 6736 6736

M.tuberculosis H37Rv 6737 6737

M.tuberculosis H37Rv 6738 6738

M.tuberculosis H37Rv 6750 6750

M.tuberculosis H37Rv 7563 7563

M.tuberculosis H37Rv 7564 7564

M.tuberculosis H37Rv 7566 7566

M.tuberculosis H37Rv 7570 7570

M.tuberculosis H37Rv 7572 7572

M.tuberculosis H37Rv 7581 7581

M.tuberculosis H37Rv 7581 7581

M.tuberculosis H37Rv 7581 7581

M.tuberculosis H37Rv 7582 7582

M.tuberculosis H37Rv 7582 7582

M.tuberculosis H37Rv 7582 7582

M.tuberculosis H37Rv 575729 575729

M.tuberculosis H37Rv 576164 576164

M.tuberculosis H37Rv 576242 576242
...
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D Mutationslisten

D.1 Eingeschlossenen resistenzvermittelnde

Mutationen pro untersuchtem Programm

Genom-

position

Gen AA Aus-

tausch

Anti-

bio-

ti-

kum

Kvar-

Q

Mykr.

Pred.

TB

Phy-

Res-

SE

TB-

Pro-

filer

5508 gyrB A90G FQ

6575 gyrB R446C FQ

6576 gyrB R446H FQ

6576 gyrB R446L FQ

6579 gyrB S447F FQ

6620 gyrB D461N FQ

6620 gyrB D461H FQ

6621 gyrB D461A FQ

6647 gyrB G470C FQ

6648 gyrB G470A FQ

6695 gyrB I486L FQ

6720 gyrB D494A FQ

6734 gyrB N499Y FQ

6734 gyrB N499D FQ

6735 gyrB N499T FQ

6736 gyrB N499K FQ

6737 gyrB T500P FQ

6738 gyrB T500N FQ

6738 gyrB T500I FQ

6741 gyrB E501V FQ
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D.1 Eingeschlossenen resistenzvermittelnde Mutationen pro untersuchtem

Programm

6742 gyrB E501D FQ

6749 gyrB A504T FQ

6750 gyrB A504V FQ

6759 gyrB T507M FQ

6767 gyrB AAC510-

GAC

FQ

6768 gyrB AAC510-

GAC

FQ

6853 gyrB Q538H FQ

7247 gyrB V670F FQ

7503 gyrA R68G FQ

7507 gyrA S69T FQ

7510 gyrA H70R FQ

7521 gyrA A74S FQ

7554 gyrA H85X FQ

7555 gyrA H85X FQ

7556 gyrA H85X FQ

7557 gyrA P86X FQ

7558 gyrA P86X FQ

7559 gyrA P86X FQ

7560 gyrA H87X FQ

7561 gyrA H87X FQ

7562 gyrA H87X FQ

7563 gyrA G88X FQ

7563 gyrA G88C FQ

7564 gyrA G88X FQ

7564 gyrA G88A FQ

7565 gyrA G88X FQ

7566 gyrA D89X FQ

7566 gyrA D89N FQ

7567 gyrA D89X FQ

7568 gyrA D89X FQ

7569 gyrA A90X FQ

7570 gyrA A90X FQ

7570 gyrA A90E FQ
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7570 gyrA A90V FQ

7570 gyrA A90G FQ

7570 gyrA A90V FQ

7571 gyrA A90X FQ

7572 gyrA S91X FQ

7572 gyrA S91P FQ

7572 gyrA S91A FQ

7572 gyrA S91P FQ

7573 gyrA S91X FQ

7574 gyrA S91X FQ

7575 gyrA I92X FQ

7576 gyrA I92X FQ

7577 gyrA I92X FQ

7577 gyrA I92M FQ

7578 gyrA Y93X FQ

7579 gyrA Y93X FQ

7580 gyrA Y93X FQ

7581 gyrA D94X FQ

7581 gyrA D94N FQ

7581 gyrA D94Y FQ

7581 gyrA D94H FQ

7581 gyrA D94H FQ

7581 gyrA D94N FQ

7582 gyrA D94X FQ

7582 gyrA D94V FQ

7582 gyrA D94A FQ

7582 gyrA D94G FQ

7582 gyrA D94G FQ

7582 gyrA D94A FQ

7582 gyrA D94V FQ

7583 gyrA D94X FQ

7606 gyrA P102H FQ

7626 gyrA L109V FQ

7677 gyrA A126R FQ

7678 gyrA A126R FQ
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D.1 Eingeschlossenen resistenzvermittelnde Mutationen pro untersuchtem

Programm

575729 mshA Q128Stop ETH

576164 mshA R273C ETH

576242 mshA G299C ETH

576338 mshA Q331Stop ETH

576414 mshA G356D ETH

576429 mshA E361A ETH

760314 rpoB V170F RMP

760663 rpoB A286V RMP

761004 rpoB T400A RMP

761033 rpoB Q409H RMP

761074 rpoB E423A RMP

761076 rpoB F424L RMP

761076 rpoB F424V RMP

761077 rpoB F424S RMP

761078 rpoB F424L RMP

761079 rpoB F425X RMP

761080 rpoB F425X RMP

761080 rpoB TCGGCA-

C1274T

RMP

761081 rpoB F425X RMP

761081 rpoB CGGCAC-

C1275C

RMP

761082 rpoB G426X RMP

761082 rpoB G426S RMP

761083 rpoB G426X RMP

761083 rpoB G426D RMP

761084 rpoB G426X RMP

761085 rpoB T427X RMP

761085 rpoB T427S RMP

761085 rpoB T427P RMP

761085 rpoB T427A RMP

761086 rpoB T427X RMP

761086 rpoB T427S RMP

761087 rpoB T427X RMP

761088 rpoB S428X RMP
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761088 rpoB S428R RMP

761089 rpoB S428X RMP

761089 rpoB S428I RMP

761089 rpoB S428T RMP

761090 rpoB S428X RMP

761090 rpoB S428R RMP

761091 rpoB Q429X RMP

761091 rpoB Q429K RMP

761092 rpoB Q429X RMP

761093 rpoB Q429X RMP

761093 rpoB Q429H RMP

761093 rpoB Q429H RMP

761094 rpoB L430X RMP

761094 rpoB L430V RMP

761095 rpoB L430P RMP

761095 rpoB L430R RMP

761095 rpoB L430P RMP

761095 rpoB L430R RMP

761096 rpoB L430X RMP

761097 rpoB S431X RMP

761097 rpoB S431R RMP

761097 rpoB S431G RMP

761098 rpoB S431I RMP

761098 rpoB S431T RMP

761098 rpoB S431I RMP

761098 rpoB S431T RMP

761099 rpoB S431X RMP

761099 rpoB S431R RMP

761099 rpoB C1293C-

TTCATG

RMP

761099 rpoB C1293C-

TTC

RMP

761099 rpoB CCAATT-

C1293C

RMP

761100 rpoB Q432K RMP
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D.1 Eingeschlossenen resistenzvermittelnde Mutationen pro untersuchtem

Programm

761100 rpoB Q432Stop RMP

761100 rpoB Q432E RMP

761100 rpoB CAATTC-

ATGG-

1294C

RMP

761100 rpoB Q432K RMP

761101 rpoB Q432X RMP

761101 rpoB Q432L RMP

761101 rpoB Q432P RMP

761101 rpoB Q432R RMP

761101 rpoB Q432P RMP

761101 rpoB Q432L RMP

761102 rpoB Q432X RMP

761102 rpoB Q432H RMP

761102 rpoB A1296A-

CGG

RMP

761102 rpoB ATTCAT-

GGAC-

1296A

RMP

761102 rpoB ATTC-

1296A

RMP

761103 rpoB F433X RMP

761103 rpoB F433L RMP

761103 rpoB F433V RMP

761104 rpoB F433X RMP

761104 rpoB TCAT-

1298T

RMP

761104 rpoB TCATGG-

ACCAGA-

A1298T

RMP

761105 rpoB F433X RMP

761105 rpoB F433L RMP

761105 rpoB C1299C-

TTC

RMP
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761105 rpoB CATGGA-

CCAGAA-

C1299C

RMP

761106 rpoB M434X RMP

761107 rpoB M434X RMP

761107 rpoB M434T RMP

761108 rpoB GGACCA-

G1302G

RMP

761108 rpoB M434I RMP

761108 rpoB M434I RMP

761109 rpoB D435N RMP

761109 rpoB D435Y RMP

761109 rpoB D435H RMP

761110 rpoB D435X RMP

761110 rpoB D435V RMP

761110 rpoB D435A RMP

761110 rpoB D435G RMP

761110 rpoB D435G RMP

761110 rpoB D435V RMP

761111 rpoB D435X RMP

761111 rpoB D435E RMP

761111 rpoB CCAGAA-

C1305C

RMP

761111 rpoB CCAG-

1305C

RMP

761111 rpoB D435E RMP

761112 rpoB Q436X RMP

761113 rpoB Q436X RMP

761113 rpoB Q436L RMP

761113 rpoB AGAACA-

A1307A

RMP

761114 rpoB Q436X RMP

761114 rpoB Q436H RMP

761115 rpoB N437X RMP

761115 rpoB N437Y RMP
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D.1 Eingeschlossenen resistenzvermittelnde Mutationen pro untersuchtem

Programm

761115 rpoB N437H RMP

761115 rpoB N437D RMP

761116 rpoB N437X RMP

761116 rpoB N437I RMP

761116 rpoB N437T RMP

761117 rpoB CAAC-

1311C

RMP

761118 rpoB N438X RMP

761119 rpoB N438X RMP

761120 rpoB P439X RMP

761120 rpoB N438K RMP

761120 rpoB N438K RMP

761121 rpoB P439X RMP

761122 rpoB P439X RMP

761123 rpoB L440X RMP

761124 rpoB L440X RMP

761124 rpoB L440M RMP

761124 rpoB L440L RMP

761125 rpoB L440X RMP

761125 rpoB L440P RMP

761126 rpoB S441X RMP

761126 rpoB L440L RMP

761127 rpoB S441X RMP

761128 rpoB S441L RMP

761128 rpoB S441W RMP

761129 rpoB G442X RMP

761130 rpoB G442X RMP

761130 rpoB G442W RMP

761131 rpoB G442X RMP

761131 rpoB G442A RMP

761132 rpoB L443X RMP

761133 rpoB L443X RMP

761134 rpoB L443X RMP

761134 rpoB L443S RMP

761134 rpoB L443W RMP
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761135 rpoB T444X RMP

761136 rpoB T444X RMP

761136 rpoB T444P RMP

761137 rpoB T444X RMP

761137 rpoB T444I RMP

761138 rpoB H445X RMP

761139 rpoB H445N RMP

761139 rpoB H445Y RMP

761139 rpoB H445D RMP

761140 rpoB H445X RMP

761140 rpoB H445L RMP

761140 rpoB H445P RMP

761140 rpoB H445R RMP

761140 rpoB H445P RMP

761140 rpoB H445R RMP

761140 rpoB H445L RMP

761141 rpoB K446X RMP

761141 rpoB CAAG-

1335C

RMP

761141 rpoB H445Q RMP

761142 rpoB K446X RMP

761142 rpoB K446Q RMP

761143 rpoB K446X RMP

761144 rpoB R447X RMP

761144 rpoB K446N RMP

761145 rpoB R447X RMP

761146 rpoB R447X RMP

761146 rpoB R447H RMP

761146 rpoB R447P RMP

761147 rpoB R448X RMP

761148 rpoB R448X RMP

761149 rpoB R448X RMP

761154 rpoB S450A RMP

761155 rpoB S450X RMP

761155 rpoB S450L RMP
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D.1 Eingeschlossenen resistenzvermittelnde Mutationen pro untersuchtem

Programm

761155 rpoB S450W RMP

761156 rpoB S450X RMP

761157 rpoB A451X RMP

761158 rpoB A451X RMP

761159 rpoB A451X RMP

761160 rpoB L452X RMP

761161 rpoB L452P RMP

761162 rpoB L452X RMP

761166 rpoB P454S RMP

761167 rpoB P454H RMP

761167 rpoB P454L RMP

761167 rpoB P454R RMP

761176 rpoB L457P RMP

761185 rpoB E460G RMP

761196 rpoB L464M RMP

761220 rpoB S472A RMP

761244 rpoB I480V RMP

761245 rpoB I480T RMP

761248 rpoB E481G RMP

761250 rpoB T482P RMP

761254 rpoB P483L RMP

761274 rpoB L490V RMP

761277 rpoB I491F RMP

761284 rpoB S493L RMP

761460 rpoB R552C RMP

761582 rpoB E592D RMP

762089 rpoB E761D RMP

764363 rpoC G332R RMP

764669 rpoC P434A RMP

764670 rpoC P434R RMP

764724 rpoC F452S RMP

764817 rpoC V483A RMP

764817 rpoC V483G RMP

764819 rpoC W484G RMP

764822 rpoC D485H RMP
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764822 rpoC D485N RMP

764840 rpoC I491V RMP

764841 rpoC I491T RMP

764918 rpoC V517L RMP

764948 rpoC L527V RMP

765462 rpoC N698S RMP

765463 rpoC N698K RMP

765572 rpoC D735N RMP

765609 rpoC D747A RMP

766022 rpoC I885V RMP

781585 rpsL R9H SM

781678 rpsL T40I SM

781680 rpsL T41S SM

781681 rpsL T41S SM

781687 rpsL K43T SM

781687 rpsL K43R SM

781712 rpsL K51N SM

781714 rpsL V52G SM

781810 rpsL G84V SM

781815 rpsL R86W SM

781816 rpsL R86P SM

781818 rpsL V87L SM

781821 rpsL K88Q SM

781822 rpsL K88M SM

781822 rpsL K88T SM

781822 rpsL K88R SM

781836 rpsL V93M SM

801268 rplC C154R LZD

1416212 embR Q379R EMB

1416242 embR I369T EMB

1416282 embR R356G EMB

1416299 embR V350G EMB

1416371 embR S326N EMB

1416390 embR L320V EMB

1416474 embR L292M EMB
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D.1 Eingeschlossenen resistenzvermittelnde Mutationen pro untersuchtem

Programm

1416630 embR G240R EMB

1416660 embR R230W EMB

1416679 embR D223E EMB

1416717 embR L211M EMB

1416749 embR E200A EMB

1416784 embR S188R EMB

1416786 embR S188R EMB

1416788 embR A187V EMB

1416792 embR R186G EMB

1416821 embR A176V EMB

1416833 embR L172R EMB

1417191 embR D53H EMB

1417254 embR T32P EMB

1417328 embR V7G EMB

1472035 rrs G190A SM

1472122 rrs G277C SM

1472272 rrs G427T SM

1472272 rrs G427C SM

1472307 rrs C462T SM

1472335 rrs C492A SM

1472336 rrs C492G SM

1472337 rrs C491A SM

1472337 rrs C491G SM

1472337 rrs C491T SM

1472337 rrs C492T SM

1472358 rrs C513A SM

1472358 rrs C513G SM

1472358 rrs C513X SM

1472358 rrs C513T SM

1472359 rrs A514X SM

1472359 rrs A514G SM

1472359 rrs A514C AMK

1472359 rrs A514T SM

1472359 rrs A514C SM

1472360 rrs A514G SM
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1472360 rrs G515X SM

1472361 rrs C516X SM

1472361 rrs C516T SM

1472362 rrs C517A SM

1472362 rrs C517G SM

1472362 rrs C517X SM

1472362 rrs C517T AMK

1472362 rrs C517T SM

1472473 rrs G628C SM

1472644 rrs C799T SM

1472733 rrs G888A SM

1472750 rrs C905A SM

1472750 rrs C905G SM

1472751 rrs A906G SM

1472752 rrs A907G SM

1472752 rrs A907T SM

1472752 rrs A907C SM

1472753 rrs A907G SM

1472753 rrs A908G SM

1473003 rrs G1158T AMK

1473074 rrs C1229T SM

1473084 rrs T1239C SM

1473183 rrs A1338C AMK

1473246 rrs A1401C KAN

1473246 rrs A1401C AMK

1473246 rrs A1401T KAN

1473246 rrs A1401T AMK

1473246 rrs A1401X KAN

1473246 rrs A1401X CPR

1473246 rrs A1401X AMK

1473246 rrs A1402G KAN

1473246 rrs A1402G AMK

1473246 rrs A1401G AMK

1473246 rrs A1401G CPR

1473246 rrs A1401G KAN
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1473246 rrs A1401G SM

1473247 rrs C1402X KAN

1473247 rrs C1402X CPR

1473247 rrs C1402X AMK

1473247 rrs C1402A AMK

1473247 rrs C1402T AMK

1473247 rrs C1402A CPR

1473247 rrs C1402T CPR

1473247 rrs C1402A KAN

1473247 rrs C1402T KAN

1473247 rrs C1402T SM

1473329 rrs G1484X KAN

1473329 rrs G1484X CPR

1473329 rrs G1484X AMK

1473329 rrs G1484T AMK

1473329 rrs G1484T CPR

1473329 rrs G1484T KAN

1473329 rrs G1484T SM

1475956 rrl G2299T LZD

1476471 rrl G2814T LZD

1673348 inhA P A-92T INH

1673373 inhA P G-67C INH

1673416 inhA P G-24T INH

1673423 inhA P G-17T ETH

1673423 inhA P G-17T INH

1673424 inhA P A-16G INH

1673425 inhA P C-15T ETH

1673425 inhA P C-15T INH

1673429 inhA P A-11T INH

1673432 inhA P T-8C ETH

1673432 inhA P T-8A INH

1673432 inhA P T-8C INH

1673432 inhA P T-8G INH

1673435 inhA P T-5A INH

1674225 inhA K8N INH
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1674232 inhA L11V INH

1674248 inhA I16T INH

1674262 inhA I21V INH

1674263 inhA I21T ETH

1674263 inhA I21N INH

1674263 inhA I21T INH

1674319 inhA G40W INH

1674341 inhA I47T INH

1674481 inhA S94A ETH

1674481 inhA S94A INH

1674482 inhA S94L INH

1674482 inhA S94W INH

1674485 inhA I95T INH

1674782 inhA I194T ETH

1674782 inhA I194T INH

1833909 rpsA D123A PZA

1834325 rpsA V262M PZA

1834840 rpsA E433D PZA

1834852 rpsA CGCC-

1312C

PZA

1834961 rpsA R474W PZA

1834962 rpsA R474L PZA

1917946 tlyA R3Stop CPR

1917961 tlyA GA22G CPR

1917964 tlyA GC25G CPR

1917979 tlyA R14W CPR

1917991 tlyA R18Stop CPR

1918003 tlyA Q22Stop CPR

1918005 tlyA GGCC-

66G

CPR

1918139 tlyA A67E CPR

1918144 tlyA K69E CPR

1918211 tlyA A91E CPR

1918248 tlyA TG309T CPR

1918292 tlyA L118P CPR
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1918322 tlyA V128E CPR

1918338 tlyA GA399G CPR

1918388 tlyA L150P CPR

1918415 tlyA CG476C CPR

1918487 tlyA P183L CPR

1918489 tlyA Q184K CPR

1918489 tlyA Q184Stop CPR

1918492 tlyA F185L CPR

1918494 tlyA F185L CPR

1918524 tlyA TG585T CPR

1918591 tlyA CT652C CPR

1918611 tlyA CGT672C CPR

1918647 tlyA N236K CPR

1918651 tlyA E238K CPR

1918696 tlyA GC757G CPR

2102240 ndh R268H INH

ETH

2102715 ndh T110A INH

ETH

2153906 katG TGTC-

2206T

INH

2153908 katG D735A INH

2153909 katG D735N INH

2153928 katG W728C INH

2153932 katG A727D INH

2153962 katG Q717P INH

2153966 katG A716P INH

2153975 katG A713P INH

2153983 katG V710A INH

2154014 katG S700P INH

2154028 katG D695A INH

2154059 katG G685R INH

2154154 katG L653P INH

2154205 katG A636E INH

2154212 katG L634F INH
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2154227 katG G629S INH

2154256 katG L619P INH

2154262 katG A1850-

AGT

INH

2154285 katG M609I INH

2154293 katG E607K INH

2154334 katG G593D INH

2154347 katG P589T INH

2154352 katG L587P INH

2154353 katG L587M INH

2154391 katG A574V INH

2154391 katG A574E INH

2154395 katG D573N INH

2154412 katG F567S INH

2154444 katG TG1668T INH

2154460 katG A551G INH

2154463 katG A550D INH

2154527 katG N529D INH

2154538 katG Q525P INH

2154569 katG R515C INH

2154598 katG W505S INH

2154599 katG W505R INH

2154606 katG Q502H INH

2154625 katG R496L INH

2154641 katG G491C INH

2154648 katG K488N INH

2154658 katG G485V INH

2154662 katG R484S INH

2154681 katG W477Stop INH

2154682 katG W477Stop INH

2154695 katG V473F INH

2154722 katG A464S INH

2154725 katG R463W INH

2154727 katG I462T INH

2154730 katG Q461P INH
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2154737 katG K459Stop INH

2154742 katG S457I INH

2154767 katG L449F INH

2154782 katG A444T INH

2154782 katG C1330CT INH

2154808 katG T435I INH

2154812 katG Q434Stop INH

2154827 katG P429S INH

2154830 katG G428R INH

2154841 katG A424V INH

2154841 katG A424E INH

2154841 katG A424G INH

2154857 katG D419H INH

2154859 katG R418L INH

2154859 katG R418Q INH

2154870 katG K414N INH

2154875 katG Y413H INH

2154886 katG A409D INH

2154908 katG CG1204C INH

2154921 katG W397Stop INH

2154922 katG W397Stop INH

2154932 katG T394A INH

2154934 katG I393N INH

2154941 katG C1171C-

TAG

INH

2154961 katG L384R INH

2154970 katG D381G INH

2154973 katG T380I INH

2154976 katG A379V INH

2154979 katG L378P INH

2155018 katG P365L INH

2155020 katG GA1092G INH

2155030 katG A361D INH

2155043 katG D357N INH

2155043 katG D357H INH
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2155058 katG Q352Stop INH

2155064 katG A350S INH

2155064 katG A350T INH

2155074 katG GC1038G INH

2155078 katG K345T INH

2155090 katG W341S INH

2155102 katG Y337F INH

2155102 katG Y337C INH

2155105 katG L336R INH

2155108 katG I335T INH

2155109 katG I335V INH

2155121 katG S331C INH

2155128 katG W328C INH

2155129 katG W328L INH

2155129 katG W328S INH

2155130 katG W328G INH

2155135 katG T326M INH

2155142 katG T324P INH

2155149 katG W321C INH

2155149 katG W321Stop INH

2155150 katG W321L INH

2155150 katG W321Stop INH

2155150 katG W321S INH

2155151 katG W321R INH

2155163 katG I317V INH

2155163 katG I317L INH

2155165 katG G316D INH

2155166 katG G316S INH

2155167 katG S315X INH

2155167 katG S315R INH

2155168 katG S315X INH

2155168 katG S315I INH

2155168 katG S315N INH

2155168 katG S315T INH

2155169 katG S315X INH
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2155169 katG S315G INH

2155169 katG S315R INH

2155179 katG D311E INH

2155180 katG D311G INH

2155181 katG D311Y INH

2155183 katG TT929T INH

2155186 katG G309D INH

2155187 katG G309C INH

2155187 katG G309S INH

2155190 katG T308P INH

2155192 katG G307E INH

2155192 katG G307A INH

2155193 katG G307R INH

2155198 katG G305A INH

2155201 katG Y304S INH

2155206 katG S302R INH

2155208 katG S302R INH

2155210 katG T902TA INH

2155212 katG W300C INH

2155212 katG W300Stop INH

2155213 katG W300Stop INH

2155214 katG W300G INH

2155216 katG G299A INH

2155217 katG G299C INH

2155222 katG G297V INH

2155228 katG Q295P INH

2155241 katG A291P INH

2155245 katG E289D INH

2155258 katG G285D INH

2155270 katG A281V INH

2155276 katG G279D INH

2155288 katG T275S INH

2155289 katG T275S INH

2155289 katG T275A INH

2155289 katG T275P INH
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2155308 katG GC804G INH

2155316 katG TC796T INH

2155322 katG A264T INH

2155327 katG T262R INH

2155331 katG E261K INH

2155335 katG D259E INH

2155339 katG N258S INH

2155341 katG M257I INH

2155342 katG M257T INH

2155356 katG F252L INH

2155358 katG F252L INH

2155360 katG T251M INH

2155367 katG R249C INH

2155385 katG A243S INH

2155389 katG P241P INH

2155398 katG N238K INH

2155405 katG N236T INH

2155411 katG G234E INH

2155412 katG G234R INH

2155423 katG V230A INH

2155426 katG Y229F INH

2155442 katG Q224E INH

2155458 katG N218K INH

2155514 katG K200Stop INH

2155518 katG W198Stop INH

2155519 katG W198Stop INH

2155529 katG E195K INH

2155539 katG CC573C INH

2155541 katG W191R INH

2155550 katG CC562C INH

2155555 katG G186V INH

2155573 katG T180K INH

2155584 katG M176I INH

2155597 katG A172V INH

2155598 katG A172T INH
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2155606 katG G169A INH

2155628 katG A162T INH

2155633 katG S160L INH

2155648 katG Y155C INH

2155648 katG Y155S INH

2155669 katG L148R INH

2155684 katG K143T INH

2155687 katG D142A INH

2155689 katG L141F INH

2155692 katG S140R INH

2155693 katG S140N INH

2155694 katG S140G INH

2155694 katG S140R INH

2155697 katG A139P INH

2155699 katG N138S INH

2155699 katG N138T INH

2155700 katG N138D INH

2155700 katG N138H INH

2155729 katG R128P INH

2155732 katG Q127P INH

2155734 katG M126I INH

2155738 katG C374CA-

TG

INH

2155739 katG G125C INH

2155739 katG C373CC INH

2155742 katG CCCCGG-

CGCCGC-

C370C

INH

2155750 katG G121V INH

2155751 katG G121C INH

2155762 katG D117A INH

2155783 katG A110V INH

2155786 katG A109V INH

2155788 katG H108Q INH

2155790 katG H108D INH
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2155791 katG W107Stop INH

2155792 katG W107Stop INH

2155793 katG W107R INH

2155795 katG A106V INH

2155801 katG R104L INH

2155801 katG R104Q INH

2155816 katG G99E INH

2155826 katG G96C INH

2155831 katG D94G INH

2155831 katG D94A INH

2155841 katG W91R INH

2155842 katG W90Stop INH

2155843 katG W90Stop INH

2155849 katG Q88R INH

2155859 katG T85P INH

2155860 katG M84I INH

2155891 katG D74G INH

2155892 katG D74Y INH

2155897 katG D72G INH

2155900 katG I71N INH

2155916 katG A66P INH

2155916 katG C196-

CGGGG

INH

2155919 katG A65T INH

2155923 katG D63E INH

2155926 katG G186GG INH

2155931 katG A61T INH

2155945 katG TCAGCG-

ACGGCC-

GGGT-

167T

INH

2155962 katG TT150T INH

2155969 katG L48Q INH

2155998 katG W38Stop INH

2155999 katG W38Stop INH
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2156002 katG TC110T INH

2156009 katG N35D INH

2156013 katG G99GT INH

2156056 katG G19D INH

2156062 katG S17N INH

2156076 katG GGTGGT-

TTC36G

INH

2156078 katG T12P INH

2156081 katG T11A INH

2156108 katG P2S INH

2156110 katG V1A INH

2156111 katG V1L INH

2156118 katG P C-7T INH

2156121 katG P T-10G INH

2156123 katG P C-12T INH

2288683 pncA Stop187R PZA

2288688 pncA S185I PZA

2288688 pncA S185T PZA

2288697 pncA L182S PZA

2288699 pncA E181D PZA

2288703 pncA V180A PZA

2288703 pncA V180G PZA

2288704 pncA V180F PZA

2288705 pncA S179R PZA

2288707 pncA S179R PZA

2288709 pncA G533GG PZA

2288717 pncA M175I PZA

2288718 pncA M175T PZA

2288718 pncA M175R PZA

2288719 pncA M175V PZA

2288721 pncA E174G PZA

2288723 pncA C519CN PZA

2288727 pncA L172R PZA

2288727 pncA L172P PZA

2288729 pncA CG513C PZA
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2288730 pncA A171V PZA

2288730 pncA A171E PZA

2288731 pncA A171T PZA

2288731 pncA A171P PZA

2288739 pncA T168N PZA

2288740 pncA T168P PZA

2288740 pncA T502TGC PZA

2288749 pncA A165T PZA

2288752 pncA S164P PZA

2288754 pncA V163A PZA

2288757 pncA G162D PZA

2288761 pncA A161P PZA

2288761 pncA C481-

CGTCA

PZA

2288764 pncA T160P PZA

2288766 pncA L159R PZA

2288766 pncA L159P PZA

2288766 pncA AG476A PZA

2288772 pncA V157A PZA

2288772 pncA V157G PZA

2288776 pncA G466GA PZA

2288778 pncA V155G PZA

2288778 pncA V155A PZA

2288779 pncA V155M PZA

2288779 pncA V155L PZA

2288781 pncA R154M PZA

2288782 pncA R154G PZA

2288784 pncA T153N PZA

2288788 pncA CCAAGC-

CAT454

C

PZA

2288789 pncA CA453C PZA

2288798 pncA GC444G PZA

2288800 pncA R148S PZA

2288805 pncA A146E PZA
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2288805 pncA A146V PZA

2288805 pncA GC437G PZA

2288806 pncA A146P PZA

2288806 pncA A146T PZA

2288813 pncA G429GCC PZA

2288815 pncA A143T PZA

2288815 pncA A143P PZA

2288817 pncA T142M PZA

2288817 pncA T142K PZA

2288818 pncA T142A PZA

2288818 pncA T142P PZA

2288820 pncA Q141P PZA

2288821 pncA Q141Stop PZA

2288821 pncA G421GCC PZA

2288821 pncA G421GC PZA

2288823 pncA R140P PZA

2288823 pncA R140H PZA

2288824 pncA GCA418G PZA

2288824 pncA R140S PZA

2288824 pncA R140G PZA

2288826 pncA V139G PZA

2288826 pncA V139A PZA

2288827 pncA V139L PZA

2288827 pncA C415CC PZA

2288827 pncA V139M PZA

2288828 pncA C138W PZA

2288828 pncA C138Stop PZA

2288829 pncA C138Y PZA

2288829 pncA C138S PZA

2288830 pncA C138R PZA

2288830 pncA C138S PZA

2288832 pncA H137R PZA

2288832 pncA H137P PZA

2288833 pncA H137D PZA

2288834 pncA A408AG PZA
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2288835 pncA TC407T PZA

2288835 pncA D136G PZA

2288836 pncA D136Y PZA

2288836 pncA D136N PZA

2288836 pncA D136H PZA

2288836 pncA CGGTGG-

CAATAC-

406C

PZA

2288838 pncA T135N PZA

2288838 pncA G404GG PZA

2288839 pncA T135P PZA

2288841 pncA A134V PZA

2288842 pncA A134S PZA

2288844 pncA A398AA PZA

2288844 pncA I133N PZA

2288844 pncA I133T PZA

2288847 pncA G132V PZA

2288847 pncA G132D PZA

2288847 pncA G132A PZA

2288848 pncA G132C PZA

2288848 pncA G132S PZA

2288849 pncA G393GC PZA

2288850 pncA AC392A PZA

2288850 pncA A392ACC PZA

2288851 pncA V131F PZA

2288852 pncA CACATC-

GACCTC-

390C

PZA

2288852 pncA CACAT-

390C

PZA

2288853 pncA V130G PZA

2288853 pncA V130A PZA

2288853 pncA A389AA-

TCGACC-

TC

PZA
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2288853 pncA A389AC-

ATCGAC-

CT

PZA

2288857 pncA D129Y PZA

2288859 pncA A383ACT PZA

2288859 pncA V128G PZA

2288859 pncA ACC383A PZA

2288868 pncA V125D PZA

2288868 pncA V125G PZA

2288869 pncA V125F PZA

2288873 pncA G369GN PZA

2288873 pncA G369GCT PZA

2288874 pncA R123P PZA

2288880 pncA R121P PZA

2288883 pncA L120R PZA

2288883 pncA L120Q PZA

2288883 pncA L120P PZA

2288885 pncA W119C PZA

2288885 pncA W119Stop PZA

2288886 pncA W119S PZA

2288886 pncA W119Stop PZA

2288887 pncA W119G PZA

2288887 pncA W119R PZA

2288889 pncA N118T PZA

2288895 pncA L116R PZA

2288895 pncA L116P PZA

2288896 pncA L116V PZA

2288900 pncA CG342C PZA

2288902 pncA T114A PZA

2288902 pncA T114P PZA

2288920 pncA G108R PZA

2288923 pncA E107Stop PZA

2288928 pncA G105D PZA

2288929 pncA CG313C PZA

2288930 pncA S104R PZA
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2288930 pncA GCTGTA

312 G

PZA

2288931 pncA S104I PZA

2288932 pncA S104R PZA

2288933 pncA Y103Stop PZA

2288934 pncA Y103C PZA

2288934 pncA Y103S PZA

2288935 pncA Y103D PZA

2288935 pncA A307AG PZA

2288935 pncA Y103H PZA

2288937 pncA A102V PZA

2288938 pncA A102T PZA

2288940 pncA C302CC PZA

2288940 pncA C302CT PZA

2288944 pncA T100A PZA

2288944 pncA T100P PZA

2288945 pncA Y99Stop PZA

2288952 pncA G97A PZA

2288952 pncA G97D PZA

2288953 pncA CC289C PZA

2288953 pncA G97S PZA

2288954 pncA K96N PZA

2288954 pncA C288CA PZA

2288955 pncA K96R PZA

2288955 pncA K96T PZA

2288956 pncA K96E PZA

2288956 pncA K96Q PZA

2288957 pncA Y95Stop PZA

2288960 pncA F94L PZA

2288961 pncA F94C PZA

2288961 pncA F94S PZA

2288962 pncA F94L PZA

2288971 pncA E91Stop PZA

2288973 pncA I90S PZA

2288979 pncA S88Stop PZA
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2288982 pncA T87M PZA

2288988 pncA L85R PZA

2288988 pncA L85P PZA

2288997 pncA H82L PZA

2288997 pncA H82R PZA

2288998 pncA H82Y PZA

2288998 pncA H82D PZA

2289000 pncA F81C PZA

2289000 pncA F81S PZA

2289001 pncA F81V PZA

2289002 pncA GT240G PZA

2289006 pncA A79G PZA

2289009 pncA G78D PZA

2289010 pncA G78S PZA

2289015 pncA T76I PZA

2289016 pncA T76P PZA

2289020 pncA G222GC PZA

2289023 pncA G219GC-

GGCAAT-

GCG

PZA

2289026 pncA C72Stop PZA

2289026 pncA C72W PZA

2289027 pncA C72Y PZA

2289028 pncA C72R PZA

2289029 pncA H71Q PZA

2289030 pncA H71R PZA

2289031 pncA H71Y PZA

2289031 pncA H71N PZA

2289031 pncA H71D PZA

2289036 pncA P69L PZA

2289036 pncA P69R PZA

2289038 pncA W68C PZA

2289038 pncA W68Stop PZA

2289039 pncA W68L PZA

2289039 pncA W68Stop PZA
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2289039 pncA W68S PZA

2289040 pncA W68R PZA

2289040 pncA W68G PZA

2289043 pncA S67P PZA

2289046 pncA S66P PZA

2289049 pncA A193AT PZA

2289050 pncA Y64Stop PZA

2289052 pncA Y64D PZA

2289054 pncA D63G PZA

2289054 pncA D63A PZA

2289055 pncA D63H PZA

2289057 pncA P62L PZA

2289057 pncA P62R PZA

2289061 pncA T61P PZA

2289067 pncA S59P PZA

2289068 pncA F58L PZA

2289069 pncA F58S PZA

2289069 pncA AA173A PZA

2289070 pncA F58L PZA

2289071 pncA H57Q PZA

2289072 pncA H57L PZA

2289072 pncA H57R PZA

2289072 pncA H57P PZA

2289073 pncA H57D PZA

2289073 pncA H57Y PZA

2289073 pncA H57N PZA

2289079 pncA CC163C PZA

2289079 pncA C163CA PZA

2289080 pncA CG162C PZA

2289081 pncA P54R PZA

2289081 pncA P54L PZA

2289081 pncA P54Q PZA

2289082 pncA P54S PZA

2289082 pncA P54T PZA

2289083 pncA GT159G PZA
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2289084 pncA D53A PZA

2289085 pncA D53N PZA

2289089 pncA H51Q PZA

2289090 pncA H51R PZA

2289090 pncA H51P PZA

2289091 pncA H51Y PZA

2289091 pncA H51N PZA

2289096 pncA D49V PZA

2289096 pncA D49G PZA

2289096 pncA D49A PZA

2289097 pncA D49N PZA

2289097 pncA D49H PZA

2289100 pncA K48E PZA

2289100 pncA K48Stop PZA

2289102 pncA T47S PZA

2289103 pncA T47S PZA

2289103 pncA T47A PZA

2289103 pncA T47P PZA

2289105 pncA A46V PZA

2289105 pncA A46E PZA

2289105 pncA G137GC PZA

2289106 pncA A46P PZA

2289108 pncA V45G PZA

2289111 pncA V44G PZA

2289114 pncA H43P PZA

2289119 pncA Y41Stop PZA

2289121 pncA Y41H PZA

2289130 pncA CTTCGG-

CCAGGT-

AGTCGC-

TGATGG-

C112C

PZA

2289133 pncA E37Stop PZA

2289138 pncA L35R PZA

2289138 pncA L35P PZA
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2289140 pncA Y34Stop PZA

2289141 pncA T101TA PZA

2289141 pncA Y34S PZA

2289142 pncA Y34D PZA

2289150 pncA I31S PZA

2289157 pncA GG85G PZA

2289159 pncA A28D PZA

2289162 pncA L27P PZA

2289165 pncA A26G PZA

2289170 pncA GC72G PZA

2289171 pncA CC71C PZA

2289171 pncA G24D PZA

2289172 pncA G24R PZA

2289174 pncA G23V PZA

2289177 pncA GT65G PZA

2289180 pncA V21G PZA

2289182 pncA CG60C PZA

2289186 pncA L19R PZA

2289186 pncA L19P PZA

2289189 pncA G53GCC PZA

2289190 pncA S18P PZA

2289192 pncA G17V PZA

2289192 pncA G17D PZA

2289193 pncA G17S PZA

2289194 pncA AC48A PZA

2289200 pncA C14Stop PZA

2289200 pncA C14W PZA

2289201 pncA C14Y PZA

2289202 pncA C14G PZA

2289202 pncA C14R PZA

2289203 pncA F13L PZA

2289204 pncA F13S PZA

2289205 pncA F13L PZA

2289206 pncA D12E PZA

2289207 pncA D12A PZA
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2289208 pncA D12N PZA

2289213 pncA Q10R PZA

2289213 pncA Q10P PZA

2289213 pncA TG29T PZA

2289214 pncA Q10Stop PZA

2289214 pncA Q10K PZA

2289216 pncA V9G PZA

2289216 pncA V9A PZA

2289217 pncA V9L PZA

2289218 pncA D8E PZA

2289219 pncA D8G PZA

2289219 pncA D8A PZA

2289220 pncA D8Y PZA

2289220 pncA D8N PZA

2289222 pncA V7D PZA

2289222 pncA V7G PZA

2289223 pncA V7F PZA

2289223 pncA V7I PZA

2289225 pncA I6T PZA

2289225 pncA I6S PZA

2289226 pncA T16TG PZA

2289226 pncA I6L PZA

2289228 pncA I5S PZA

2289230 pncA CAACGC-

CCGCAT-

12C

PZA

2289231 pncA L4W PZA

2289231 pncA L4S PZA

2289233 pncA CGCCCG-

CAT9C

PZA

2289234 pncA A3E PZA

2289235 pncA A3P PZA

2289239 pncA M1I PZA

2289240 pncA M1K PZA

2289240 pncA M1T PZA
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2289248 pncA P A-7G PZA

2289251 pncA P A-10G PZA

2289252 pncA P T-11C PZA

2289252 pncA P T-11G PZA

2289253 pncA P A-12C PZA

2289253 pncA P A-12G PZA

2518310 kasA D66N INH

2518345 kasA M77I INH

2518476 kasA R121K INH

2518919 kasA G269S INH

2519048 kasA G312S INH

2519274 kasA G387D INH

2519351 kasA F413L INH

2519353 kasA F413L INH

2715340 eis P G-8T KAN

2715342 eis P C-10T KAN

2715342 eis P C-10G KAN

2715344 eis P G-12A KAN

2715345 eis P T-13C KAN

2715346 eis P G-14A KAN

2715347 eis P G-15C KAN

2715369 eis P C-37A KAN

2715385 eis P A-53C KAN

2715386 eis P C-54A KAN

2726112 ahpC P C-81T INH

2726119 ahpC P G-74A INH

2726127 ahpC P G-66A INH

2726136 ahpC P C-57T INH

2726139 ahpC P C-54T INH

2726141 ahpC P C-52T INH

2726142 ahpC P G-51T INH

2726144 ahpC P T-49G INH

2726145 ahpC P G-48A INH

2726145 ahpC P G-48T INH

2726149 ahpC P T-44A INH
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2726154 ahpC P C-39T INH

2726173 ahpC P C-20T INH

2726188 ahpC P G-5A INH

2726189 ahpC P A-4G INH

2726196 ahpC P2S INH

2726206 ahpC T5I INH

2726220 ahpC F10I INH

2726289 ahpC D33N INH

2726409 ahpC D73H INH

2726418 ahpC E76K INH

2726764 ahpC L191R INH

3073808 thyA R222G PAS

3073868 thyA T202A PAS

3877949 rpoA T187A RMP

3877949 rpoA T187P RMP

3877960 rpoA V183A RMP

3877960 rpoA V183G RMP

4240423 embC E187E EMB

4240592 embC A244T EMB

4240601 embC A247P EMB

4240614 embC L251R EMB

4240623 embC A254G EMB

4240676 embC G272S EMB

4240715 embC H285Y EMB

4240721 embC V287F EMB

4240724 embC G288W EMB

4240725 embC G288V EMB

4240748 embC Y296H EMB

4240749 embC Y296S EMB

4240751 embC I297L EMB

4240752 embC I297T EMB

4240761 embC M300R EMB

4240766 embC R302G EMB

4240770 embC V303G EMB

4240781 embC A307T EMB
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4240785 embC G308D EMB

4240787 embC Y309N EMB

4240791 embC M310K EMB

4240835 embC G325S EMB

4240838 embC W326R EMB

4240841 embC Y327N EMB

4241078 embC I406V EMB

4242198 embC A779V EMB

4243217 embA P C-16T EMB

4243221 embA P C-12T EMB

4243222 embA P C-11A EMB

4243225 embA C-8A EMB

4243242 embA D4N EMB

4243245 embA G5S EMB

4243833 embA A201T EMB

4244193 embA G321S EMB

4244281 embA G350D EMB

4244617 embA A462V EMB

4245730 embA D833A EMB

4246734 embB L74R EMB

4247175 embB A221G EMB

4247186 embB A225S EMB

4247193 embB V227G EMB

4247229 embB L239P EMB

4247231 embB D240H EMB

4247282 embB R257W EMB

4247325 embB A271V EMB

4247327 embB S272C EMB

4247328 embB S272I EMB

4247334 embB R274P EMB

4247354 embB A281P EMB

4247357 embB V282L EMB

4247358 embB V282G EMB

4247366 embB F285L EMB

4247368 embB F285L EMB

178



D.1 Eingeschlossenen resistenzvermittelnde Mutationen pro untersuchtem

Programm

4247372 embB F287V EMB

4247373 embB F287C EMB

4247391 embB I293N EMB

4247393 embB G294S EMB

4247399 embB N296H EMB

4247401 embB N296K EMB

4247402 embB S297A EMB

4247403 embB S297L EMB

4247406 embB S298W EMB

4247410 embB D299E EMB

4247429 embB M306X EMB

4247429 embB M306L EMB

4247429 embB M306L EMB

4247429 embB M306V EMB

4247430 embB M306X EMB

4247430 embB M306T EMB

4247431 embB M306X EMB

4247431 embB M306I EMB

4247439 embB V309G EMB

4247444 embB D311H EMB

4247445 embB D311G EMB

4247448 embB H312R EMB

4247451 embB A313V EMB

4247454 embB G314A EMB

4247457 embB Y315C EMB

4247462 embB S317T EMB

4247465 embB N318H EMB

4247466 embB N318S EMB

4247467 embB N318K EMB

4247468 embB Y319N EMB

4247469 embB Y319S EMB

4247469 embB Y319C EMB

4247471 embB F320L EMB

4247473 embB F320L EMB

4247495 embB GA982G EMB
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4247495 embB D328Y EMB

4247496 embB D328V EMB

4247496 embB D328G EMB

4247501 embB F330V EMB

4247504 embB G331R EMB

4247507 embB W332R EMB

4247508 embB W332L EMB

4247510 embB Y333H EMB

4247513 embB Y334H EMB

4247552 embB S347C EMB

4247553 embB S347I EMB

4247553 embB S347T EMB

4247573 embB D354N EMB

4247574 embB D354A EMB

4247579 embB A356S EMB

4247580 embB A356V EMB

4247582 embB A357S EMB

4247583 embB A357V EMB

4247586 embB G358V EMB

4247588 embB L359I EMB

4247591 embB V360M EMB

4247609 embB S366P EMB

4247613 embB R367P EMB

4247615 embB E368Q EMB

4247616 embB E368A EMB

4247617 embB E368D EMB

4247618 embB V369L EMB

4247619 embB V369A EMB

4247622 embB L370R EMB

4247625 embB P371R EMB

4247634 embB G374V EMB

4247636 embB P375A EMB

4247642 embB V377M EMB

4247643 embB V377G EMB

4247645 embB E378K EMB
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4247648 embB A379T EMB

4247649 embB A379D EMB

4247651 embB S380R EMB

4247652 embB S380N EMB

4247653 embB S380R EMB

4247663 embB Y384N EMB

4247676 embB A388G EMB

4247696 embB W395R EMB

4247698 embB W395C EMB

4247702 embB P397T EMB

4247703 embB P397Q EMB

4247706 embB F398Y EMB

4247708 embB N399H EMB

4247708 embB N399D EMB

4247713 embB N400K EMB

4247714 embB G401S EMB

4247717 embB L402V EMB

4247723 embB P404S EMB

4247728 embB E405D EMB

4247729 embB G406S EMB

4247729 embB G406C EMB

4247730 embB G406D EMB

4247730 embB G406A EMB

4247748 embB S412L EMB

4247782 embB M423I EMB

4247802 embB P430L EMB

4247804 embB A431T EMB

4247817 embB V435G EMB

4247820 embB V436G EMB

4247822 embB T437A EMB

4247850 embB P446H EMB

4247856 embB G448V EMB

4247863 embB I450M EMB

4247867 embB V452L EMB

4247873 embB A454T EMB
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4247889 embB G459A EMB

4247891 embB R460C EMB

4247892 embB R460L EMB

4247894 embB P461S EMB

4247919 embB R469P EMB

4247925 embB R471P EMB

4247959 embB M482I EMB

4248002 embB Q497K EMB

4248003 embB Q497P EMB

4248003 embB Q497R EMB

4248025 embB E504D EMB

4248033 embB R507K EMB

4248488 embB A659T EMB

4248747 embB G745D EMB

4249071 embB Q853P EMB

4249389 embB D959A EMB

4249512 embB M1000R EMB

4249518 embB H1002R EMB

4249583 embB D1024N EMB

4249757 embB T1082A EMB

4326087 ethA R463S ETH

4326093 ethA Y461H ETH

4326150 ethA AGC-

1324A

ETH

4326183 ethA AG1291A ETH

4326236 ethA G413D ETH

4326267 ethA C403G ETH

4326284 ethA L397R ETH

4326300 ethA T392A ETH

4326317 ethA Y386C ETH

4326320 ethA G385D ETH

4326333 ethA A381P ETH

4326449 ethA T342K ETH

4326461 ethA I338S ETH

4326476 ethA L333R ETH
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4326488 ethA S329L ETH

4326659 ethA L272P ETH

4326669 ethA Q269Stop ETH

4326705 ethA GC769G ETH

4326738 ethA Q246Stop ETH

4326770 ethA TA704T ETH

4326780 ethA T232A ETH

4326807 ethA E223K ETH

4326917 ethA T186K ETH

4326980 ethA Q165P ETH

4327224 ethA Y84D ETH

4327292 ethA T61M ETH

4327301 ethA D58A ETH

4327307 ethA D56A ETH

4327322 ethA P51L ETH

4327346 ethA G43D ETH

4327347 ethA G43C ETH

4327347 ethA G43S ETH

4327363 ethA CT111C ETH

4327409 ethA H22P ETH

4327442 ethA G11A ETH

4327472 ethA M1R ETH

4327831 ethR A95T ETH

4327876 ethR F110L ETH

4327878 ethR F110L ETH

4407604 gidB A200E SM

4407790 gidB A138V SM

4407824 gidB Q127Stop SM

4407931 gidB L91P SM

4407940 gidB V88A SM

4407992 gidB G71R SM

4408009 gidB V65G SM

4408102 gidB G34A SM

- embB G406P EMB

- embR L303E EMB
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- gyrA D94F FQ

- ahpC L3K INH

- katG G309F INH

- pncA F94P PZA

- rpoB S450Y RMP

1674484/

1674485

inhA I95P ETH

1674484/

1674485

inhA I95P INH

2154752/

2154751/

2154750

katG E454R INH

2154887/

2154886

katG A409R INH

2155150/

2155149

katG W321S INH

2155159/

2155158

katG E318V INH

2155168/

2155167

katG S315T INH

2155169/

2155168/2155167

katG S315L INH

2155273/

2155272

katG P280H INH

2155556/

2155555

katG G186H INH

2155790/

2155789/

2155788

katG H108E INH

2288728/

2288727

pncA L172A PZA

2288962/

2288961

pncA F94P PZA

2289168/

2289167

pncA A25E PZA
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2289174/

2289173

pncA G23V PZA

2289213/

2289212

pncA Q10P PZA

2289217/

2289216

pncA V9S PZA

761083/

761084

rpoB G426D RMP

761085/

761086

rpoB T427H RMP

761088/

761089/

761090

rpoB S428Q RMP

761100/

761101/

761102

rpoB Q432N RMP

761109/

761110

rpoB D435F RMP

761110/

761111

rpoB D435V RMP

761127/

761128

rpoB S441Q RMP

761139/

761140

rpoB H445F RMP

761139/

761140

rpoB H445G RMP

761140/

761141

rpoB H445L RMP

761146/

761147

rpoB R447P RMP

761154/

761155

rpoB S450Q RMP

761155/

761156

rpoB S450F RMP
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761155/

761156

rpoB S450Y RMP

761161/

761162

rpoB L452P RMP
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E Berechnung von Sensitivität und

Spezifität

E.1 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der

Sensitivitäten und Spezifitäten basierend

auf den Sanger-Ergebnissen)

E.1.1 Isoniazid Resistenzbestimmung

CASTB Isoniazid Vorhersage

> CASTBINH <- as.table(matrix(c(24,0,5,62), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(CASTBINH, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

CASTB + 24 0 24

CASTB - 5 62 67

Total 29 62 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,26 (0,18; 0,37)

Wahre Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Sensitivität 0,83 (0,64; 0,94)

Spezifität 1,00 (0,91; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,80; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,93 (0,83; 0,98)
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Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,17 (0,08; 0,38)

---------------------------------------------------------

KvarQ Isoniazid Vorhersage

> KvarQINH <- as.table(matrix(c(24,0,5,62), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(KvarQINH, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

KvarQ + 24 0 24

KvarQ - 5 62 67

Total 29 62 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,26 (0,18; 0,37)

Wahre Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Sensitivität 0,83 (0,64; 0,94)

Spezifität 1,00 (0,91; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,80; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,93 (0,83; 0,98)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,17 (0,08; 0,38)

---------------------------------------------------------

Mykrobe Predictor TB Isoniazid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(25,0,4,62), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

Myk Prd + 25 0 25

Myk Prd - 4 62 66
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Total 29 62 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,27 (0,19; 0,38)

Wahre Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Sensitivität 0,86 (0,68; 0,96)

Spezifität 1,00 (0,91; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,80; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,94 (0,85; 0,98)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,14 (0,06; 0,34)

---------------------------------------------------------

PhyResSE Isoniazid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(29,0,0,62), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

PhyResSE + 29 0 29

PhyResSE - 0 62 62

Total 29 62 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Wahre Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Sensitivität 1,00 (0,83; 1,00)

Spezifität 1,00 (0,91; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,83; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 1,00 (0,91; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,00 (0,00; NaN)

---------------------------------------------------------
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TBProfiler Isoniazid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(27,9,2,53), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

TBProfiler + 27 9 36

TBProfiler - 2 53 55

Total 29 62 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,40 (0,29; 0,50)

Wahre Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Sensitivität 0,93 (0,77; 0,99)

Spezifität 0,85 (0,74; 0,93)

Positiver prädiktiver Wert 0,75 (0,58; 0,88)

Negativer prädiktiver Wert 0,96 (0,87; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 6,41 (3,48; 11,83)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,08 (0,02; 0,32)

---------------------------------------------------------

E.1.2 Rifampicin Resistenzbestimmung

CASTB Rifampicin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(17,0,1,73), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

CASTB + 17 0 17

CASTB - 1 73 74

Total 18 73 91

190



E.1 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten
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Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,19 (0,11; 0,28)

Wahre Prävalenz 0,20 (0,12; 0,29)

Sensitivität 0,94 (0,73; 1,00)

Spezifität 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,73; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,06 (0,01; 0,37)

---------------------------------------------------------

KvarQ Rifampicin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(17,0,1,73), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

KvarQ + 17 0 17

KvarQ - 1 73 74

Total 18 73 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,19 (0,11; 0,28)

Wahre Prävalenz 0,20 (0,12; 0,29)

Sensitivität 0,94 (0,73; 1,00)

Spezifität 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,73; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,06 (0,01; 0,37)

---------------------------------------------------------
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Mykrobe Predictor TB Rifampicin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(18,1,0,72), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

Myk Prd + 18 1 19

Myk Prd - 0 72 72

Total 18 73 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,21 (0,13; 0,31)

Wahre Prävalenz 0,20 (0,12; 0,29)

Sensitivität 1,00 (0,74; 1,00)

Spezifität 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,95 (0,74; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 73,00 (10,42; 511,30)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,00 (0,00; NaN)

---------------------------------------------------------

PhyResSE Rifampicin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(18,1,0,72), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

PhyResSE + 18 1 19

PhyResSE - 0 72 72

Total 18 73 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------
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Beobachtete Prävalenz 0,21 (0,13; 0,31)

Wahre Prävalenz 0,20 (0,12; 0,29)

Sensitivität 1,00 (0,74; 1,00)

Spezifität 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,95 (0,74; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 73,00 (10,42; 511,30)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,00 (0,00; NaN)

---------------------------------------------------------

TBProfiler Rifampicin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(18,1,0,72), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

TBProfiler + 18 1 19

TBProfiler - 0 72 72

Total 18 73 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,21 (0,13; 0,31)

Wahre Prävalenz 0,20 (0,12; 0,29)

Sensitivität 1,00 (0,74; 1,00)

Spezifität 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,95 (0,74; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 73,00 (10,42; 511,30)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,00 (0,00; NaN)

---------------------------------------------------------
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E.1.3 Ethambutol Resistenzbestimmung

CASTB Ethambutol Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(8,0,7,76), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

CASTB + 8 0 8

CASTB - 7 76 83

Total 15 76 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,09 (0,04; 0,17)

Wahre Prävalenz 0,16 (0,10; 0,26)

Sensitivität 0,53 (0,27; 0,79)

Spezifität 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,52; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,92 (0,83; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,47 (0,27; 0,80)

---------------------------------------------------------

KvarQ Ethambutol Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(8,0,7,76), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

KvarQ + 8 0 8

KvarQ - 7 76 83

Total 15 76 91
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Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,09 (0,04; 0,17)

Wahre Prävalenz 0,16 (0,10; 0,26)

Sensitivität 0,53 (0,27; 0,79)

Spezifität 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,52; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,92 (0,83; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,47 (0,27; 0,80)

---------------------------------------------------------

Mykrobe Predictor TB Ethambutol Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(7,1,8,75), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

Myk Prd + 7 1 8

Myk Prd - 8 75 83

Total 15 76 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,09 (0,04; 0,17)

Wahre Prävalenz 0,16 (0,10; 0,26)

Sensitivität 0,47 (0,21; 0,73)

Spezifität 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,88 (0,47; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,90 (0,82; 0,96)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 35,47 (4,70; 267,57)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,54 (0,34; 0,87)

---------------------------------------------------------
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PhyResSE Ethambutol Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(14,0,1,76), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

PhyResSE + 14 0 14

PhyResSE - 1 76 77

Total 15 76 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Wahre Prävalenz 0,16 (0,10; 0,26)

Sensitivität 0,93 (0,68; 1,00)

Spezifität 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,68; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,07 (0,01; 0,44)

---------------------------------------------------------

TBProfiler Ethambutol Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(14,1,1,75), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

TBProfiler + 14 1 15

TBProfiler - 1 75 76

Total 15 76 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------
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E.1 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf den Sanger-Ergebnissen)

Beobachtete Prävalenz 0,16 (0,10; 0,26)

Wahre Prävalenz 0,16 (0,10; 0,26)

Sensitivität 0,93 (0,68; 1,00)

Spezifität 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,93 (0,68; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 70,93 (10,07; 499,43)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,07 (0,01; 0,45)

---------------------------------------------------------

E.1.4 Streptomycin Resistenzbestimmung

CASTB Streptomycin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(11,0,26,54), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

CASTB + 11 0 11

CASTB - 26 54 80

Total 37 54 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,12 (0,06; 0,21)

Wahre Prävalenz 0,41 (0,30; 0,51)

Sensitivität 0,30 (0,16; 0,47)

Spezifität 1,00 (0,90; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,62; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,68 (0,56; 0,78)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,70 (0,57; 0,87)

---------------------------------------------------------
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KvarQ Streptomycin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(21,0,16,54), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

KvarQ + 21 0 21

KvarQ - 16 54 70

Total 37 54 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,23 (0,15; 0,33)

Wahre Prävalenz 0,41 (0,30; 0,51)

Sensitivität 0,57 (0,39; 0,73)

Spezifität 1,00 (0,90; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,77; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,77 (0,66; 0,86)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,43 (0,30; 0,63)

---------------------------------------------------------

Mykrobe Predictor TB Streptomycin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(21,0,16,54), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

Myk Prd + 21 0 21

Myk Prd - 16 54 70

Total 37 54 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------
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E.1 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf den Sanger-Ergebnissen)

Beobachtete Prävalenz 0,23 (0,15; 0,33)

Wahre Prävalenz 0,41 (0,30; 0,51)

Sensitivität 0,57 (0,39; 0,73)

Spezifität 1,00 (0,90; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,77; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,77 (0,66; 0,86)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,43 (0,30; 0,63)

---------------------------------------------------------

PhyResSE Streptomycin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(32,0,5,54), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

PhyResSE + 32 0 32

PhyResSE - 5 54 59

Total 37 54 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,35 (0,25; 0,46)

Wahre Prävalenz 0,41 (0,30; 0,51)

Sensitivität 0,86 (0,71; 0,95)

Spezifität 1,00 (0,90; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,84; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,92 (0,81; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,14 (0,06; 0,31)

---------------------------------------------------------
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TBProfiler Streptomycin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(21,0,16,54), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

TBProfiler + 21 0 21

TBProfiler - 16 54 70

Total 37 54 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,23 (0,15; 0,33)

Wahre Prävalenz 0,41 (0,30; 0,51)

Sensitivität 0,57 (0,39; 0,73)

Spezifität 1,00 (0,90; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,77; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,77 (0,66; 0,86)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,43 (0,30; 0,63)

---------------------------------------------------------

E.1.5 Pyrazinamid Resistenzbestimmung

CASTB Pyrazinamid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(5,0,7,79), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

CASTB + 5 0 5

CASTB - 7 79 86

Total 12 79 91
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E.1 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf den Sanger-Ergebnissen)

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,05 (0,02; 0,12)

Wahre Prävalenz 0,13 (0,07; 0,22)

Sensitivität 0,42 (0,15; 0,72)

Spezifität 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,36; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,92 (0,84; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,58 (0,36; 0,94)

---------------------------------------------------------

KvarQ Pyrazinamid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(5,0,7,79), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

Test + 5 0 5

Test - 7 79 86

Total 12 79 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,05 (0,02; 0,12)

Wahre Prävalenz 0,13 (0,07; 0,22)

Sensitivität 0,42 (0,15; 0,72)

Spezifität 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,36; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,92 (0,84; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,58 (0,36; 0,94)

---------------------------------------------------------
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Mykrobe Predictor TB Pyrazinamid Vorhersage

Nicht verfügbar.

PhyResSE Pyrazinamid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(9,0,3,79), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

Myk Prd + 9 0 9

Myk Prd - 3 79 82

Total 12 79 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,10 (0,05; 0,18)

Wahre Prävalenz 0,13 (0,07; 0,22)

Sensitivität 0,75 (0,43; 0,95)

Spezifität 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,55; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,96 (0,90; 0,99)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,25 (0,09; 0,67)

---------------------------------------------------------

TBProfiler Pyrazinamid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(7,0,5,79), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

Sanger + Sanger - Total

TBProfiler + 7 0 7

TBProfiler - 5 79 84
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E.2 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf der phänotypischen Resistenztestung)

Total 12 79 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,08 (0,03; 0,15)

Wahre Prävalenz 0,13 (0,07; 0,22)

Sensitivität 0,58 (0,28; 0,85)

Spezifität 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,47; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,94 (0,87; 0,98)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,42 (0,21; 0,81)

---------------------------------------------------------

E.2 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der

Sensitivitäten und Spezifitäten basierend

auf der phänotypischen Resistenztestung)

E.2.1 Isoniazid Resistenzbestimmung

CASTB Isoniazid Vorhersage

> CASTBINH <- as.table(matrix(c(23,1,6,61), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(CASTBINH, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

CASTB + 24 1 25

CASTB - 5 61 66

Total 29 62 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,27 (0,19; 0,38)
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Wahre Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Sensitivität 0,83 (0,64; 0,94)

Spezifität 0,98 (0,91; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,96 (0,80; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,92 (0,83; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 51,31 (7,29; 361,07)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,18 (0,08; 0,39)

---------------------------------------------------------

KvarQ Isoniazid Vorhersage

> KvarQINH <- as.table(matrix(c(23,1,6,61), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(KvarQINH, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

KvarQ + 23 1 24

KvarQ - 6 61 67

Total 29 62 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,26 (0,18; 0,37)

Wahre Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Sensitivität 0,79 (0,60; 0,92)

Spezifität 0,98 (0,91; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,96 (0,79; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,91 (0,82; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 49,17 (6,98; 346,64)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,21 (0,10; 0,43)

---------------------------------------------------------
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E.2 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf der phänotypischen Resistenztestung)

Mykrobe Predictor TB Isoniazid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(23,3,6,59), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

Myk Prd + 23 3 26

Myk Prd - 6 59 65

Total 29 62 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,29 (0,20; 0,39)

Wahre Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Sensitivität 0,79 (0,60; 0,92)

Spezifität 0,95 (0,87; 0,99)

Positiver prädiktiver Wert 0,88 (0,70; 0,98)

Negativer prädiktiver Wert 0,91 (0,81; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 16,39 (5,35; 50,21)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,22 (0,11; 0,44)

---------------------------------------------------------

PhyResSE Isoniazid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(27,2,2,60), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

PhyResSE + 27 2 29

PhyResSE - 2 60 62

Total 29 62 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------
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Beobachtete Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Wahre Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Sensitivität 0,93 (0,77; 0,99)

Spezifität 0,97 (0,89; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,93 (0,77; 0,99)

Negativer prädiktiver Wert 0,97 (0,89; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 28,86 (7,36; 113,24)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,07 (0,02; 0,27)

---------------------------------------------------------

TBProfiler Isoniazid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(26,10,3,52), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

TBProfiler + 26 10 36

TBProfiler - 3 52 55

Total 29 62 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,40 (0,29; 0,50)

Wahre Prävalenz 0,32 (0,22; 0,42)

Sensitivität 0,90 (0,73; 0,98)

Spezifität 0,84 (0,72; 0,92)

Positiver prädiktiver Wert 0,72 (0,55; 0,86)

Negativer prädiktiver Wert 0,95 (0,85; 0,99)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 5,56 (3,11; 9,94)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,12 (0,04; 0,36)

---------------------------------------------------------
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E.2 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf der phänotypischen Resistenztestung)

E.2.2 Rifampicin Resistenzbestimmung

CASTB Rifampicin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(14,3,0,74), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

CASTB + 14 3 17

CASTB - 0 74 74

Total 14 77 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,19 (0,11; 0,28)

Wahre Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Sensitivität 1,00 (0,68; 1,00)

Spezifität 0,96 (0,89; 0,99)

Positiver prädiktiver Wert 0,82 (0,57; 0,96)

Negativer prädiktiver Wert 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 25,67 (8,46; 77,83)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,00 (0,00; NaN)

---------------------------------------------------------

KvarQ Rifampicin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(13,4,1,73), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

KvarQ + 13 4 17

KvarQ - 1 73 74

Total 14 77 91
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Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,19 (0,11; 0,28)

Wahre Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Sensitivität 0,93 (0,66; 1,00)

Spezifität 0,95 (0,87; 0,99)

Positiver prädiktiver Wert 0,76 (0,50; 0,93)

Negativer prädiktiver Wert 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 17,87 (6,81; 46,93)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,08 (0,01; 0,50)

---------------------------------------------------------

Mykrobe Predictor TB Rifampicin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(14,5,0,72), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

Myk Prd + 14 5 19

Myk Prd - 0 72 72

Total 14 77 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,21 (0,13; 0,31)

Wahre Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Sensitivität 1,00 (0,68; 1,00)

Spezifität 0,94 (0,85; 0,98)

Positiver prädiktiver Wert 0,74 (0,49; 0,91)

Negativer prädiktiver Wert 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 15,40 (6,60; 35,94)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,00 (0,00; NaN)

---------------------------------------------------------
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E.2 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf der phänotypischen Resistenztestung)

PhyResSE Rifampicin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(14,5,0,72), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

PhyResSE + 14 5 19

PhyResSE - 0 72 72

Total 14 77 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,21 (0,13; 0,31)

Wahre Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Sensitivität 1,00 (0,68; 1,00)

Spezifität 0,94 (0,85; 0,98)

Positiver prädiktiver Wert 0,74 (0,49; 0,91)

Negativer prädiktiver Wert 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 15,40 (6,60; 35,94)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,00 (0,00; NaN)

---------------------------------------------------------

TBProfiler Rifampicin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(14,5,0,72), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

TBProfiler + 14 5 19

TBProfiler - 0 72 72

Total 14 77 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------
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Beobachtete Prävalenz 0,21 (0,13; 0,31)

Wahre Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Sensitivität 1,00 (0,68; 1,00)

Spezifität 0,94 (0,85; 0,98)

Positiver prädiktiver Wert 0,74 (0,49; 0,91)

Negativer prädiktiver Wert 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 15,40 (6,60; 35,94)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,00 (0,00; NaN)

---------------------------------------------------------

E.2.3 Ethambutol Resistenzbestimmung

CASTB Ehtambutol Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(8,0,6,77), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

CASTB + 8 0 8

CASTB - 6 77 83

Total 14 77 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,09 (0,04; 0,17)

Wahre Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Sensitivität 0,57 (0,29; 0,82)

Spezifität 1,00 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,52; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,93 (0,85; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,43 (0,23; 0,78)

---------------------------------------------------------
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E.2 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf der phänotypischen Resistenztestung)

KvarQ Ethambutol Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(7,1,7,76), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

KvarQ + 7 1 8

KvarQ - 7 76 83

Total 14 77 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,09 (0,04; 0,17)

Wahre Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Sensitivität 0,50 (0,23; 0,77)

Spezifität 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,88 (0,47; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,92 (0,83; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 38,50 (5,13; 289,19)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,51 (0,30; 0,86)

---------------------------------------------------------

Mykrobe Predictor TB Ethambutol Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(7,1,7,76), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

Myk Prd + 7 1 8

Myk Prd - 7 76 83

Total 14 77 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

211



E Berechnung von Sensitivität und Spezifität

Beobachtete Prävalenz 0,09 (0,04; 0,17)

Wahre Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Sensitivität 0,50 (0,23; 0,77)

Spezifität 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,88 (0,47; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,92 (0,83; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 38,50 (5,13; 289,19)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,51 (0,30; 0,86)

---------------------------------------------------------

PhyResSE Ethambutol Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(12,2,2,75), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

PhyResSE + 12 2 14

PhyResSE - 2 75 77

Total 14 77 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Wahre Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Sensitivität 0,86 (0,57; 0,98)

Spezifität 0,97 (0,91; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,86 (0,57; 0,98)

Negativer prädiktiver Wert 0,97 (0,91; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 33,00 (8,27; 131,75)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,15 (0,04; 0,53)

---------------------------------------------------------
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E.2 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf der phänotypischen Resistenztestung)

TBProfiler Ethambutol Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(12,3,2,74), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

TBProfiler + 12 3 15

TBProfiler - 2 74 76

Total 14 77 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,16 (0,10; 0,26)

Wahre Prävalenz 0,15 (0,09; 0,24)

Sensitivität 0,86 (0,57; 0,98)

Spezifität 0,96 (0,89; 0,99)

Positiver prädiktiver Wert 0,80 (0,52; 0,96)

Negativer prädiktiver Wert 0,97 (0,91; 1,00)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 22,00 (7,11; 68,09)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,15 (0,04; 0,54)

---------------------------------------------------------

E.2.4 Streptomycin Resistenzbestimmung

CASTB Streptomycin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(11,0,26,54), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

CASTB + 11 0 11

CASTB - 26 54 80

Total 37 54 91
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E Berechnung von Sensitivität und Spezifität

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,12 (0,06; 0,21)

Wahre Prävalenz 0,41 (0,30; 0,51)

Sensitivität 0,30 (0,16; 0,47)

Spezifität 1,00 (0,90; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,62; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,68 (0,56; 0,78)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,70 (0,57; 0,87)

---------------------------------------------------------

KvarQ Streptomycin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(21,0,16,54), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

KvarQ + 21 0 21

KvarQ - 16 54 70

Total 37 54 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,23 (0,15; 0,33)

Wahre Prävalenz 0,41 (0,30; 0,51)

Sensitivität 0,57 (0,39; 0,73)

Spezifität 1,00 (0,90; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,77; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,77 (0,66; 0,86)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,43 (0,30; 0,63)

---------------------------------------------------------
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E.2 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf der phänotypischen Resistenztestung)

Mykrobe Predictor TB Streptomycin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(21,0,16,54), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

Myk Prd + 21 0 21

Myk Prd - 16 54 70

Total 37 54 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,23 (0,15; 0,33)

Wahre Prävalenz 0,41 (0,30; 0,51)

Sensitivität 0,57 (0,39; 0,73)

Spezifität 1,00 (0,90; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,77; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,77 (0,66; 0,86)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,43 (0,30; 0,63)

---------------------------------------------------------

PhyResSE Streptomycin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(31,1,6,53), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

PhyResSE + 31 1 32

PhyResSE - 6 53 59

Total 37 54 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------
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Beobachtete Prävalenz 0,35 (0,25; 0,46)

Wahre Prävalenz 0,41 (0,30; 0,51)

Sensitivität 0,84 (0,68; 0,94)

Spezifität 0,98 (0,90; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,97 (0,84; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,90 (0,79; 0,96)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 45,24 (6,46; 317,02)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,17 (0,08; 0,34)

---------------------------------------------------------

TBProfiler Streptomycin Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(21,0,16,54), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

TBProfiler + 21 0 21

TBProfiler - 16 54 70

Total 37 54 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,23 (0,15; 0,33)

Wahre Prävalenz 0,41 (0,30; 0,51)

Sensitivität 0,57 (0,39; 0,73)

Spezifität 1,00 (0,90; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 1,00 (0,77; 1,00)

Negativer prädiktiver Wert 0,77 (0,66; 0,86)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient Inf (NaN; Inf)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,43 (0,30; 0,63)

---------------------------------------------------------
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E.2 Vier-Felder Tafeln zur Berechnung der Sensitivitäten und Spezifitäten

basierend auf der phänotypischen Resistenztestung)

E.2.5 Pyrazinamid Resistenzbestimmung

CASTB Pyrazinamid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(4,1,5,81), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

CASTB + 4 1 5

CASTB - 5 81 86

Total 9 82 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,05 (0,02; 0,12)

Wahre Prävalenz 0,10 (0,05; 0,18)

Sensitivität 0,44 (0,14; 0,79)

Spezifität 0,99 (0,93; 1,00)

Positiver prädiktiver Wert 0,80 (0,28; 0,99)

Negativer prädiktiver Wert 0,94 (0,87; 0,98)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 36,44 (4,55; 291,84)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,56 (0,31; 1,01)

---------------------------------------------------------

KvarQ Pyrazinamid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(2,3,7,79), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

KvarQ + 2 3 5

KvarQ - 7 79 86

Total 9 82 91
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Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,05 (0,02; 0,12)

Wahre Prävalenz 0,10 (0,05; 0,18)

Sensitivität 0,22 (0,03; 0,60)

Spezifität 0,96 (0,90; 0,99)

Positiver prädiktiver Wert 0,40 (0,05; 0,85)

Negativer prädiktiver Wert 0,92 (0,84; 0,97)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 6,07 (1,16; 31,68)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,81 (0,57; 1,15)

---------------------------------------------------------

Mykrobe Predictor TB Pyrazinamid Vorhersage

Nicht verfügbar

PhyResSE Pyrazinamid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(6,3,3,79), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

PhyResSE + 6 3 9

PhyResSE - 3 79 82

Total 9 82 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,10 (0,05; 0,18)

Wahre Prävalenz 0,10 (0,05; 0,18)

Sensitivität 0,67 (0,30; 0,93)

Spezifität 0,96 (0,90; 0,99)

Positiver prädiktiver Wert 0,67 (0,30; 0,93)

Negativer prädiktiver Wert 0,96 (0,90; 0,99)
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E.3 Sensitivität und Spezifität der einzelnen Prgogramme im Vergleich zur

phänotypischen DST

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 18,22 (5,47; 60,68)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,35 (0,14; 0,87)

---------------------------------------------------------

TBProfiler Pyrazinamid Vorhersage

> dat <- as.table(matrix(c(4,3,5,79), nrow = 2, byrow = TRUE))

> rval <- epi.tests(dat, conf.level = 0.95)

> print(rval); summary(rval)

DST + DST - Total

TBProfiler + 4 3 7

TBProfiler - 5 79 84

Total 9 82 91

Punktschätzer und 95% KIs:

---------------------------------------------------------

Beobachtete Prävalenz 0,08 (0,03; 0,15)

Wahre Prävalenz 0,10 (0,05; 0,18)

Sensitivität 0,44 (0,14; 0,79)

Spezifität 0,96 (0,90; 0,99)

Positiver prädiktiver Wert 0,57 (0,18; 0,90)

Negativer prädiktiver Wert 0,94 (0,87; 0,98)

Positiver Wahrscheinlichkeitsquotient 12,15 (3,21; 45,90)

Negativer Wahrscheinlichkeitsquotient 0,58 (0,32; 1,04)

---------------------------------------------------------

E.3 Sensitivität und Spezifität der einzelnen

Prgogramme im Vergleich zur

phänotypischen DST

Die Hauptaussagen aus Kapitel 4.3 bleiben bestehen. Abweichungen von über

10 % zur Tabelle 4.5 des Haupttextes sind in Rot (Wert verschlechtert) markiert.
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E Berechnung von Sensitivität und Spezifität

Die Sensitivität für die INH-Resistenzvorhersage bezüglich der phänotypischen

DST-Ergebnisse war für alle Programme geringer im Vergleich zur Sensitivität

basierend auf den Sanger-Ergebnissen. Für die EMB-Resistenzvorhersage haben

sich die Sensitivitäten bezüglich der phänotypischen DST-Ergebnisse von PhyRes-

SE und TBProfiler verschlechtert, während für CASTB und Mykrobe Predictor

TB eine Verbesserung der Sensitivität beobachtet werden konnte. Es traten eben-

falls größere Abweichungen bei der PZA-Resistenzvorhersage auf. Es konnte eine

prozentuale Verschlechterung der Sensitivität für die PZA-Resistenzvorhersage

von KvarQ und TBProfiler von 50 % beziehungsweise 20 % beobachtet werden.

E.4 Vorab veröffentlichte Sensitivitäten und

Spezifitäten der automatisierten

Programme
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E.4 Vorab veröffentlichte Sensitivitäten und Spezifitäten der automatisierten

Programme
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E Berechnung von Sensitivität und Spezifität

Tabelle E.2: Vorab publizierte Sensitivitäten und Spezifitäten der automatisierten
Programme. Basierend auf dem Vergleich mit der phänotypischen
Resistenztestung

Antibiotic KvarQ Mykrobe Predictor TB TBProfiler

Sens Spez Sens Spez Sens Spez
INH 84,50 ↓ 89,90 ↓ 92,00 ↑ 98,8 ↓ 92,80 ← 100,0 ↑

RMP 90,45 ↓ 99,15 ↓ 91,45 ↓ 99,00 ← 96,20 ↓ 98,10 ↓
SM 68,55 ↑ 94,85 ↓ 69,15 ↑ 99,65 ← 88,70 ↓ 81,70 ↓

EMB 76,50 ↑ 96,05 ↓ 67,40 ↑ 96,90 ↓ 87,1 ↑ 89,70 ↓
PZA n.v. n.v. n.v. n.v 70,9 ↑ 93,90 ↓
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F Untersuchung der seriellen

NGS-Daten aus Usbekistan

F.1 Patient A

Patient A wurde initial gegen INH, RMP, EMB, SM und PZA resistent getes-

tet. Die zweite Probe wurde mittels phänotypischer DST als nicht mehr EMB-

resistent mit zusätzlicher OFX-Resistenz klassifiziert. Das phänotypische Resis-

tenzprofil der dritten Probe war wieder identisch zur ersten Probe (Tabelle F.1).

Tabelle F.1: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Probe von Pa-
tient A

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R R R R R S S S
2 R S R R R R S S
3 R R R R R S S S

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel

Die Resistenzentwicklung im Laufe der Behandlung anhand der NGS-Daten ist in

Abbildung F.1 dargestellt. Die Untersuchung der NGS-Daten ergab, dass alle drei

NGS-Proben eine Mutation für EMB-Resistenz trugen. Bei den NGS-Proben 1

und 3 handelte es sich um die Mutation embB M406I (Position 4247431 G→ A),

die für die EMB-Resistenz verantwortlich war. Bei der Probe 2 wurde die Muta-

tion embB M306V (Position 42474429 A → G) detektiert. Es konnten demnach

unterschiedliche Mutationen für dasselbe Antibiotikum zu unterschiedlichen Zeit-

punkten detektiert werden. Ebenso unterschieden sich die resistenzvermittelnden

Mutationen für die PZA-Resistenz zwischen den NGS-Proben. NGS-Probe 1 trug
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F Untersuchung der seriellen NGS-Daten aus Usbekistan

Abbildung F.1: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient A anhand von NGS-
Daten. Dunkelgrau = Resistenz-SNP 1, Grau = Resistenz-SNP
2, Weiß = kein SNP

die Mutation pncA C138W (Position 2288830 T → C), während Probe 2 die

Mutation pncA Q10R (Position 2289213 T → G) aufwies. In der dritten Probe

konnte an den bekannten PZA-resistenzvermittelnden Positionen (Anhang D) kei-

ne Mutation festgestellt werden. Insbesondere konnte in Probe 3 keine der zuvor

detektierten Mutationen der anderen NGS-Proben detektiert werden. Die NGS-

Probe 2 war die einzige, die OFX-resistent getestet wurde. Dies konnte mittels

NGS-Analyse bestätigt werden. Die Probe 2 trug als einzige Probe eine resis-

tenzvermittelnde Mutation gegen OFX. Es konnten sogar zwei unterschiedliche

SNPs detektiert werden. An der Position 7570 zeigten 36 % der ausgerichteten

NGS-Sequenzfragmente das mutierte T (gyrA A90V) und an Position 7582 zeig-

ten ungefähr 65 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente die mutierte Base G

(gyrA D94G). Eine Überprüfung der Genomähnlichkeiten aller drei NGS-Proben

zeigte, dass sich NGS-Probe 2 von den anderen beiden NGS-Proben in 18 indivi-

duellen SNPs unterschied (Abbildung F.2). Da es sich bei allen drei NGS-Proben

um Stämme derselben Linie (Beijing/2.2.1) handelte, stimmte der Großteil der

SNPs (n = 815) überein und der Mischungsdetektor hat keine Mischung detek-

tiert.
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F.1 Patient A

Abbildung F.2: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien der drei
NGS-Proben für Patient A. Probe 2 zeigte 18 individuelle SNPs,
die in keiner der anderen NGS-Proben detektiert wurden.
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F.2 Patient B

Tabelle F.2: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Probe von Pa-
tient B

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R R R R R S R R
2 R R R R R S R R
3 R R R R R S R R
4 R R R R R R R R
5 R R R R R R R R

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel

Bei Patient B war das Resistenzprofil einheitlich. Ab der vierten Probe kam eine

OFX-Resistenz dazu. Anhand der NGS-Daten konnte allerdings eine komplexe-

re Resistenzentwicklung beobachtet werden. Die NGS-Proben 1 bis 3 zeigten ein

identisches Resistenzprofil und die Genome der drei NGS-Proben waren größten-

teils identisch (Abbildung F.3). In NGS-Probe 1 konnten zwei unterschiedliche

PZA resistenzvermittelnde SNPs beobachtet werden, bei denen jeweils 30 % der

ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente die mutierter Base zeigten. Es handelte

sich um die Mutationen pncA F13S und den intergenischen Austausch an Positi-

on 2289252 von T→ C. In Probe 2 und 3 wurde nur die pncA F13S Mutation mit

100 % alternativem Allel detektiert. Die Probe 4 wurde von dem Mischungsde-

tektor als Mischung identifiziert. Die Häufungsschwerpunkte lagen bei ungefähr

20 % und 80 % alternativem Allel. Eine Überprüfung der linienspezifischen SNPs

ergab, dass Probe 1, 2, 3 und 5 der Linie 4.8 zugeordnet werden konnten. Die

Probe 4 zeigte bei der Untersuchung der linienspezifischen Positionen heterogene

Positionen; beijingspezifische SNPs (Linie 2.2.1) wurden mit etwa 80 % alterna-

tivem Allel detektiert und 4.8-spezifische SNPs wurden gleichzeitig mit ungefähr

20 % alternativem Allel detektiert. Auch die Frequenzen der alternativen Allele

der Resistenz-SNPs untermauerten diese Hypothese. In Abbildung 5.11 ist die

SNP-Verteilung dargestellt. Es konnten zwei verschiedene INH resistenzvermit-

telnde SNPs beobachtet werden; einen (fabG1 -15 C→ T; Position 1673425) mit

ungefähr 15 % mutierter Base und einen (katG S315T) mit ungefähr 75 % mu-

tierter Base. Zusätzlich gab es zwei PZA resistenzvermittelnde SNPs, die eben-
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F.2 Patient B

Abbildung F.3: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien der ersten
drei NGS-Proben von Patient B. Die NGS-Proben unterschieden
sich in weniger als 2 SNPs voneinander.

falls mit 15 % (pncA F13S) beziehungsweise 75 % mutierten Basen (pncA I133T)

detektiert wurden. Die Mutation rrs 1401 A → G, die für die CPM- und AMK-

Resistenz der NGS-Proben 1 bis 3 verantwortlich war, wurde nur noch von etwa

15 % der NGS-Sequenzfragmente vorhergesagt. Außerdem wurde die Mutation

gyrA D94H, die für die OFX-Resistenz verantwortlich gemacht wird, mit einer

Frequenz von 15 % alternativem Allel detektiert. Mittels NGS-Analyse konnte

lediglich die Probe 4 als SM-resistent bestimmt werden. Die korrespondierende

Mutation rpsL K43R wurde mit etwa 75 % alternativem Allel detektiert. Die Mu-

tationen für RMP- (rpoB S450L) und EMB-Resistenz (embB M306V) wurden

von 100 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorhergesagt. In Probe 5

glich das NGS-Resistenzprofil wieder dem von Probe 1 bis 3, mit einer zusätzli-

chen OFX-Resistenz.
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F.3 Patient C

Patient C wurden vier Proben in einem Zeitraum von acht Monaten entnommen.

Die phänotypischen DST-Ergebnisse sind in Tabelle F.3 aufgetragen. Der Patient

war in der initialen Probe resistent gegen alle getesteten Antibiotika bis auf OFX.

Die Probe 2 war laut phänotypischer DST nicht mehr EMB resistent, Probe 3

hatte das identische Resistenzprofil wie Probe 1 und die letzte Probe war aber-

mals nicht mehr EMB-resistent und nicht mehr RMP-resistent. Das heißt, der

Patient war laut Definition ab Probe 4 kein MDR-TB Patient mehr. Zusätzlich

kam in Probe 4 eine OFX-Resistenz hinzu.

Die NGS-Analyse der Sequenzdaten der vier Proben hat ergeben, dass alle NGS-

Tabelle F.3: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Probe von Pa-
tient C

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R R R R R S R R
2 R S R R R S R R
3 R R R R R S R R
4 R S S R S R R R

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel

Proben dieselbe embB M306V Mutation trugen und somit gegen EMB resis-

tent waren. Eine OFX-Resistenz konnte mittels NGS-Analyse für keine der NGS-

Proben festgestellt werden. Über die Dauer der Behandlung haben sich die Mu-

tationen rrs 514 A → C (SM), pncA Q141P (PZA) und rrs 1401 A → G

(AMK/CPM) in der Population durchgesetzt (Abbildung 5.16). Ein gegenteili-

ges Ereignis zeigte die RMP resistenzvermittelnde Mutation rpoB H445R. In den

NGS-Daten der Probe 1 war diese Mutation bei 16 % der ausgerichteten NGS-

Sequenzfragmente zu beobachten, in den NGS-Daten der Probe 2 bei 10 %, in

den NGS-Daten der Probe 3 bei 30 % und in den NGS-Daten der Probe 4 konnte

diese Variante nicht mehr detektiert werden. Die Abbildung 5.17 zeigt, dass an-

hand der Genomdaten zwischen allen NGS-Proben nur wenige SNPs Unterschied

beobachtet werden konnten.
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F.4 Patient D

Tabelle F.4: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Probe von Pa-
tient D

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R S R R S S S S
2 R R R R R S S S
3 R R R R R R S S

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel

Patient D wurde initial mittels phänotypischer DST gegen INH, RMP und SM

resistent getestet (DST; Tabelle F.4). Probe 2 zeigte bei der phänotypischen DST

weitere Resistenzen gegen EMB und PZA (Tabelle F.4). Die letzte Probe war zu-

sätzlich gegen OFX resistent.

Die NGS-Analyse hat ergeben, dass die erste Probe anhand der NGS-Daten einem

Stamm der Linie 4.8 zugewiesen werden konnte, während die NGS-Proben 2 und 3

einem Stamm der Linie Beijing angehörten (Linie 2.2.1). Es handelte sich also um

unterschiedliche Stämme. Abbildung 5.13 zeigt die Genomähnlichkeiten der drei

NGS-Proben anhand eines Venn-Diagramms. In Probe 1 konnten 801 individu-

elle SNPs detektiert werden, die diese NGS-Probe von den anderen NGS-Proben

abgrenzte. Dieser Unterschied zeigte sich ebenfalls bei den Resistenz-SNPs. Mit

Hilfe der NGS-Analyse konnte gezeigt werden, dass alle NGS-Proben INH-, EMB-

, RMP- und SM-resistent waren. Die Resistenzentwicklung über die Zeit anhand

der NGS-Daten ist in Abbildung 5.12 dargestellt. Die Mutationen in den NGS-

Daten, die für INH-, EMB- und RMP-Resistenz verantwortlich waren, waren für

alle drei NGS-Proben die gleichen (katG S315T, rpoB S450L und embB M306V).

Bei diesen Mutationen handelt es sich allerdings um sehr häufig vorkommende

Mutationen. Bei der SM-Resistenz trat ein Unterschied auf. In den NGS-Daten

der Probe 1 (Linie 4.8) konnte die Mutation rrs 514 A → C beobachtet werden,

während in den NGS-Daten der Proben 2 und 3 (Beijing/Linie 2.2.1) die Muta-

tion rpsL L43R als verantwortliche Mutation identifiziert werden konnte. In den

NGS-Daten der Probe 3 konnte zusätzlich die Mutation gyrA A90V, die für die

OFX-Resistenz verantwortlich gemacht wird, detektiert werden.
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F.5 Patient E

Der Patient E war laut phänotypischer DST initial gegen INH, RMP, SM und

PZA resistent (Tabelle F.5). Das phänotypische DST-Ergebnis war für Probe

2 zusätzlich EMB resistent und PZA sensibel. Probe 3 wurde mittels phänoty-

pischer DST gegen INH, RMP, EMB, SM, PZA und zusätzlich OFX resistent

getestet.

Die NGS-Analyse zeigte, dass alle drei NGS-Proben dieselben Mutationen für

Tabelle F.5: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Proben von Pa-
tient E

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R S R R R S S S
2 R R R R S S S S
3 R R R R R R S S

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel

INH-, EMB-, RMP-, SM- und PZA-Resistenz trugen und folglich resistent wa-

ren. Bei den Mutationen handelte es sich um katG S315T (INH), embB M306V

(EMB), rpoB S450L (RMP), rpsL L43R (SM) und pncA Q10P (PZA). Alle Mu-

tationen wurden von 100 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente an den

jeweiligen Positionen vorhergesagt. NGS-Probe 3 trug die zusätzliche Mutation

gyrA A90V, die für die OFX-Resistenz in NGS-Probe 3 verantwortlich war. Die

mutierte Base (Position 7570 C → T) wurde von 56 % der ausgerichteten NGS-

Sequenzfragmente vorhergesagt. Die Resistenzentwicklung über die Zeit ist in

Abbildung F.5 dargestellt. Die Genome der drei NGS-Proben waren sehr ähnlich

(Abbildung F.4). Die NGS-Daten der Proben 1 und 3 teilten zehn SNPs, die in

den NGS-Daten der Probe 2 nicht detektiert werden konnten.

F.6 Patient F

Patient F war laut phänotypischer DST initial gegen INH, EMB, RMP und SM

resistent. Die Entwicklung des Resistenzprofils mittels phänotypischer DST ist in
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F.6 Patient F

Abbildung F.4: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien von Pati-
ent E. Es konnten nur wenige SNPs Unterschied beobachtet wer-
den.

Abbildung F.5: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient E anhand von NGS-
Daten. Grau = Resistenz-SNP, Weiß = kein SNP
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Tabelle F.6 dargestellt. Im Vergleich zur Probe 1 konnten für Probe 2 zusätzliche

Resistenzen gegen PZA und OFX beobachtet werden. Die Probe 4 wurde mittels

phänotypischer DST zusätzlich CPM resistent getestet. Das phänotypische Re-

sistenzprofil ließ auf eine Infektion mit einem Stamm der Linie Beijing schließen,

der im Laufe der Behandlung zusätzliche Resistenzen gegen PZA, OFX und CPM

entwickelt hat.

Mit Hilfe der NGS-Analyse wurden für jede der vier NGS-Proben dieselben Re-

Tabelle F.6: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Proben von Pa-
tient F

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R R R R S S S S
2 R R R R R R S S
3 R R R R R R S S
4 R R R R R R R S

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel

sistenzmutationen für INH, EMB, RMP, SM und PZA detektiert (Abbildung

F.6).

Abbildung F.6: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient F anhand von NGS-
Daten. Dunkelgrau = Resistenz-SNP 1, Grau = Resistenz-SNP
2, Weiß = kein SNP

Die Mutationen katG S315T (INH), embB M306V (EMB), rpoB S450L (RMP),

rpsL L43Z (SM) und pncA Q10P (PZA) konnten jeweils bei 100 % der ausge-

richteten NGS-Sequenzfragmente detektiert werden. Ab NGS-Probe 2 konnte
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F.6 Patient F

Abbildung F.7: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien der NGS-
Proben von Patient F. Die NGS-Probe 4 war neun SNPs von den
anderen Proben entfernt, die nur geringe Unterschiede aufwiesen.

eine OFX-Resistenz festgestellt werden. In den NGS-Daten der Proben 2 und

3 konnten jeweils zwei mögliche Kandidatenmutationen im Verhältnis 8:2 de-

tektiert werden. Dabei wurde die Mutation gyrA A90V von ungefähr 20 % der

ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente und die Mutation gyrA D94G von jeweils

ungefähr 80 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorhergesagt. In den

NGS-Daten der Probe 3 konnten ebenfalls beide Mutationen beobachtet werden,

allerdings wurde die Mutation gyrA A90V nur noch bei 5 % der ausgerichteten

NGS-Sequenzfragmente detektiert.

Der Mischungsdetektor hat keine Mischinfektion detektiert, die zwei Mutation

für das gleiche Antibiotikum mit den beobachteten Frequenzen der alternativen

Allele erklären würde. Vielmehr ähnelten sich die Genome der vier NGS-Proben

derart, dass von demselben Stamm ausgegangen werden konnte (Abbildung F.7).

233



F Untersuchung der seriellen NGS-Daten aus Usbekistan

F.7 Patient G

Patient G wurde mittels phänotypischer DST initial für INH, RMP, EMB, SM

und PZA resistent getestet. In der zweiten Probe hatte sich das phänotypische

Resistenzprofil nicht verändert. Ab Probe 3 konnte eine zusätzliche Resistenz

gegen OFX beobachtet werden.

Tabelle F.7: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Proben von Pa-
tient G

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R R R R R S S S
2 R R R R R S S S
3 R R R R R R S S

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel

Abbildung F.8: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient G anhand von NGS-
Daten. Dunkelgrau = Resistenz-SNP 1, Grau = Resistenz-SNP
2, Weiß = kein SNP

Mit Hilfe der NGS-Daten von Patient G konnte eine sehr viel komplexere SNP-

Verteilung dargestellt werden, als das phänotypische Resistenzprofil vermuten

ließ. In Abbildung F.8 ist dargestellt, wie sich die Mutationen im Laufe der Be-

handlung veränderten. In den NGS-Daten der Probe 1 wurden zwei INH-resis-

tenzvermittelnde Mutationen detektiert. Die Mutation katG S315T wurde bei

100 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente detektiert. Die Mutation fabG1
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F.8 Patient H

-8 T → C wurde bei ungefähr 95 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente

beobachtet. Für EMB-Resistenz konnten ebenfalls zwei Mutationen in den NGS-

Daten der Probe 1 detektiert werden. Die Mutation embB M306I wurde von 5 %

der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorhergesagt, während die Mehrheit

der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente (95 %) die Mutation embB M306V

vorhersagten. Außerdem konnte eine Resistenzmutation (rrs 1401 A → G) für

AMK/CPM detektiert werden. Diese war in den NGS-Daten der Probe 1 bei

5 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorhanden. Die Mutationen rpoB

S450L (RMP), rpsL K43R (SM) und pncA Q10P (PZA) wurden von 100 % der

ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorhergesagt.

In den NGS-Daten der Probe 2 konnten die gleichen Mutationen mit einem ver-

änderten Verhältnis beobachtet werden (Abbildung F.8). Die zweite INH-resis-

tenzvermittelnde Mutation fabG1 -8 T → C war in 30 % der ausgerichteten

NGS-Sequenzfragmente vorhanden. Ebenso war die EMB-resistenzvermittelnde

Mutation, die in der NGS-Probe 1 zur Hauptpopulation zählte, in etwa 30 %

der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorhanden und die zweite Mutation

(embB M306I), die in den NGS-Daten der Probe 1 bei 5 % der ausgerichteten

NGS-Sequenzfragmente detektiert wurde, war bei 70 % der ausgerichteten NGS-

Sequenzfragmente zu beobachten. Für PZA-Resistenz gab es im selben Verhält-

nis (7:3) zwei unterschiedliche Mutationen an der Genomposition 2155168 (pncA

Q10P =̂ 30 % und pncA Q10R =̂ 70%). Die AMK/CPM-resistenzvermittelnde

Mutation wurde bei 70 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente detektiert.

Das Venn-Diagramm der SNPs aus den NGS-Daten der vier Proben von Patient

G zeigte nur geringe SNP-Unterschiede zwischen den NGS-Proben (Abbildung

F.9).

F.8 Patient H

Patient H wurde mittels phänotypischer DST initial gegen alle aufgeführten An-

tibiotika außer EMB und OFX resistent getestet (Tabelle F.8). Die Probe 2 von

Patient H war laut phänotypischer DST nicht mehr AMK/CPM resistent. Probe

3 war hingegen zusätzlich gegen OFX und CPM resistent, allerdings fehlte die

AMK-Resistenz der initialen Probe. Probe 4 war laut phänotypischer DST gegen

alle aufgeführten Antibiotika bis auf AMK/CPM resistent.
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Abbildung F.9: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien von Pati-
ent G. Die NGS-Probe 4 unterschied sich in 9 individuellen SNPs
von den anderen Proben, die nur geringe Unterschiede aufwiesen.

Der Fall von Patient H wurde bereits als Reinfektion mit einem zweiten Stamm

in der Studie von Merker et al. im Jahr 2013 identifiziert [139]. Für die Studie von

Merker et al. wurden ebenfalls NGS-Daten verwendet. Die Analyseprogramme,

sowie die Abfolge unterschieden sich allerdings von der für diese Arbeit verwende-

ten Analyseabfolge (Abbildung 2.3). Dennoch bestätigen die Analysemethoden,

die in dieser Arbeit verwendet und etabliert wurden, die Ergebnissen von Merker

et al..

Tabelle F.8: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Proben von Pa-
tient H

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R S R R R S R R
2 R S R R R S S S
3 R S R R R R R S
4 R R R R R R S S

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel
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F.8 Patient H

Die Resistenzentwicklung der Proben anhand der NGS-Daten ist in Abbildung

F.10 dargestellt. Die NGS-Probe 1 war eindeutig INH-, RMP- und SM-resistent.

Die verantwortlichen Mutationen katG S315T, rpoB S450L und rpsL K43R wur-

den jeweils von 100 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorhergesagt.

Für EMB und PZA konnten jeweils zwei unterschiedliche Mutationen im Ver-

hältnis 6:4 beobachtet werden.

Im Zusammenhang mit EMB standen die Mutationen embA -12 C → T (40 %)

und embB M306V (60 %). Im Zusammenhang mit PZA konnten die Mutationen

pncA -11 C → G (40 %) und pncA Q10P (60 %) beobachtet werden. Die Mutati-

on rrs 1401 A → G, die für AMK/CPM-Resistenz verantwortlich ist, wurde mit

einer Frequenz von 10 % alternativem Allel detektiert.

Abbildung F.10: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient H anhand von
NGS-Daten. Dunkelgrau = Resistenz-SNP 1, Grau = Resistenz-
SNP 2, Hellgrau = Resistenz-SNP 3, Weiß = kein SNP

In den NGS-Daten der Probe 2 fanden sich dieselben Mutationen für INH, RMP

und SM mit 100 % alternativem Allel. Zusätzlich wurden die Mutationen für

EMB- und PZA-Resistenz, die in den NGS-Daten der Probe 1 bei 40 % der ausge-

richteten NGS-Sequenzfragmente beobachtet werden konnten, ebenfalls von 100 %

der NGS-Sequenzfragmente vorhergesagt. Die Mutation für die AMK/CPM-Resistenz

blieb unverändert bei 10 % alternativem Allel. Die NGS-Probe 3 wies dieselben

Mutationen für INH-, RMP- und SM-Resistenz auf. In dieser NGS-Probe fan-

den sich allerdings die resistenzvermittelnden Mutationen für EMB und PZA, die

in den NGS-Daten der Probe 1 mit 60 % alternativem Allel vorhanden waren,

mit 100 % alternativem Allel. Eine Mutation für die AMK/CPM-Resistenz konn-

te nicht detektiert werden. Zusätzlich befand sich eine weitere Mutation (gyrA
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D94G) in den NGS-Daten der Probe 3, die eine OFX-Resistenz zur Folge hatte.

Die Mutation wurde von 99 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorher-

gesagt.

Die NGS-Probe 4 unterschied sich anhand der Mutationen deutlich von den an-

deren NGS-Proben. Es gab eine zusätzliche INH-resistenzvermittelnde Mutation

(fabG1 -8 T → C), die von 90 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vor-

hergesagt wurde. Es traten erneut beide resistenzvermittelnde Mutationen für

EMB und PZA auf, diesmal mit jeweils 10 % beziehungsweise 90 % alternati-

vem Allel. Die OFX-resistenzvermittelnde Mutation aus der NGS-Probe 3 konnte

nicht mehr detektiert werden, dafür konnten zwei andere Mutationen beobach-

tet werden. Die eine Mutation gyrA D94H wurde von 10 % der ausgerichteten

NGS-Sequenzfragmente vorhergesagt und die zweite gyrA A90V von 90 % der

ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente. In dem Venn-Diagramm der SNPs aller

NGS-Proben von Patient H, konnten nur geringe Unterschiede beobachtet werden

(Abbildung F.11). Die NGS-Daten der Proben 3 und 4 teilten 14 SNPs, die in

den NGS-Daten der Proben 1 und 2 nicht beobachtet werden konnten und NGS-

Probe 3 hatte neun individuelle SNPs.

F.9 Patient I

Patient I war laut phänotypischer DST initial gegen INH, RMP und SM resistent

und entwickelte im Laufe der Behandlung Resistenzen gegen alle aufgeführten

Antibiotika (Tabelle F.9). Das phänotypische Resistenzprofil zeigte eine schritt-

weise Entwicklung der Resistenzen.

Mit Hilfe der NGS-Analyse konnte gezeigt werden, dass in allen NGS-Proben die-

selbe Mutation rpoB S450L verantwortlich für die RMP-Resistenz war. Anhand

der Analyse der NGS-Daten der Proben 1, 3, 4 und 5 konnten zudem jeweils

die Mutationen katG S315N (INH), embB M306V (EMB) und rpsL K88R (SM)

detektiert werden. In den NGS-Daten der Probe 1 befanden sich keine weiteren

resistenzvermittelnden Mutationen. In den NGS-Daten der Proben 3, 4 und 5

konnten zusätzlich die gemeinsamen Mutationen pncA L120R (PZA), rrs 1401 A

→ G (AMK/CPM) und gyrA D94N (OFX) detektiert werden. Die NGS-Daten

der Probe 2 von Patient I unterschieden sich anhand von 5 Mutationen von den

238



F.9 Patient I

Abbildung F.11: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien von Pa-
tient H. Es konnten nur wenige SNPs Unterschied beobachtet
werden. Die NGS-Proben 3 und 4 unterschieden sich von NGS-
Probe 1 und 2 mit 14 gemeinsamen SNPs.

Tabelle F.9: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Proben von Pa-
tient I

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R S R R S S S S
2 R S R R S S R R
3 R S R R R R R R
4 R R R R R R R R
5 R R R R R R R R

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel
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F Untersuchung der seriellen NGS-Daten aus Usbekistan

NGS-Daten der anderen Proben (Abbildung 5.14). Die Positionen für der resis-

tenzvermittelnden Mutationen gegen INH und EMB waren die gleichen, allerdings

unterschied sich die mutierte Basen und damit der Aminosäureaustausch. In Ab-

bildung 5.15 ist zu erkennen, dass sich die NGS-Daten der Probe 2 deutlich von

den anderen Proben unterschieden. In den NGS-Daten von Probe 2 wurden 59

SNPs detektiert, die in keiner der anderen Proben auftraten. Außerdem konnten

anhand der NGS-Daten der Proben 1, 3, 4 und 5 52 gemeinsame SNPs beobachtet

werden, die nicht in der Probe 2 detektiert werden konnten.

In den NGS-Daten der Probe 2 konnte für die INH-Resistenz die Mutation katG

S315T identifiziert werden. Die EMB-resistenzvermittelnde Mutation war embB

M306L, die SM Mutation lautete rpsL K43R und für die PZA-Resistenz war die

Mutation pncA D12N verantwortlich. Eine OFX-resistenzvermittelnde Mutation

konnte nicht detektiert werden. Die Mutation rrs 1401 A→ G (AMK/CPM) der

NGS-Proben 3 bis 5 konnte in den NGS-Daten der Probe 2 ebenfalls detektiert

werden.

Alle Proben konnten anhand der NGS-Analyse, im Gegensatz zu den phänotypi-

schen DST-Ergebnissen, als EMB-resistent identifiziert werden.

F.10 Patient J

Nach phänotypischen DST-Ergebnissen war Patient J initial resistent gegen INH,

RMP, SM, PZA, CPM und AMK. Ab der Probe 3 wurden zusätzliche Resistenzen

gegen EMB und OFX detektiert, sodass Patient J laut phänotypischer DST ab

Probe 3 gegen alle aufgeführten Antibiotika resistent war (Tabelle F.10).

Mit Hilfe der NGS-Analyse konnte gezeigt werden, dass in allen NGS-Proben

dieselbe EMB-Resistenzmutation embB M306V detektiert wurden und somit alle

Proben EMB-resistent waren. Außerdem konnten in den NGS-Daten aller Proben

dieselben Mutationen für die weiteren Resistenzen detektiert werden. Es handelte

sich um die SNPs katG S315T (INH), rpoB S450T (RMP), rpsL K43R (SM), pn-

cA W68R (PZA), rrs 1401 A → G (AMK/CPM). In den NGS-Daten der Probe

3 ließ sich die Mutation gyrA D94G, die für die OFX-Resistenz verantwortlich ge-

macht wird, bei 95 % der NGS-Sequenzfragmente nachweisen. In den NGS-Daten
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F.11 Patient K

Tabelle F.10: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Proben von
Patient J

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R S R R R S R R
2 R S R R R S R R
3 R R R R R R R R
4 R R R R R R R R
5 R R R R R R R R

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel

der Probe 4 erhöhte sich dieser Anteil auf 99 % und in den NGS-Daten der Pro-

be 5 zeigten alle ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente die genannte Mutation

(Abbildung F.12).

Ein Vergleich der Genomähnlichkeiten zeigte sehr nah verwandte Stämme in allen

fünf NGS-Proben (Abbildung F.13). Eine Ausnahme bildete die Probe 2, deren

NGS-Daten sich durch zehn individuelle SNPs von den anderen NGS-Proben un-

terschieden.

Abbildung F.12: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient J anhand von
NGS-Daten. Dunkelgrau = Resistenz-SNP, Weiß = kein SNP

F.11 Patient K

Das phänotypische Resistenzprofil von Patient K ist in Tabelle F.11 dargestellt.

Initial wurden Resistenzen gegen alle aufgeführten Antibiotika mit Ausnahme
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F Untersuchung der seriellen NGS-Daten aus Usbekistan

Abbildung F.13: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien von Pa-
tient J. Alle NGS-Proben waren sehr nah verwandt. NGS-Probe
2 zeigte allerdings zehn individuelle SNPs, die in keiner anderen
NGS-Proben detektiert wurden.

von PZA und OFX festgestellt. Ab Probe 2 waren die Proben zusätzlich resistent

gegen PZA. Probe 3 wurde sensibel auf EMB getestet, wohingegen Probe 4 laut

phänotypischer DST wieder resistent gegen EMB war. Zusätzlich wurde Probe 4

OFX-resistent getestet. Probe 5 war laut phänotypischer DST gegen alle aufge-

führten Antibiotika resistent.

In Abbildung F.14 ist die Entwicklung der Resistenzmutationen der NGS-Proben

von Patient K basierend auf den NGS-Analyseergebnissen dargestellt.

Bei allen NGS-Proben konnten dieselben resistenzvermittelnden Mutationen mit

100 % alternativem Allel gegen INH (katG S315T), RMP (rpoB S450L) und SM

(rpsL K43R) detektiert werden. In den NGS-Daten der Probe 1 wurden drei

verschiedenen EMB-resistenzvermittelnde Mutationen detektiert. Die Mutation

embB L74R wurde von 70 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorherge-

sagt, während die Mutationen embB M306V und embB D328G von jeweils 50 %

der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorhergesagt wurden. Eine ähnliche

Verteilung konnte für die NGS-Probe 3 beobachtet werden, wobei die Mutati-

on embB L74R ebenfalls von je 50 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente

vorhergesagt wurde. In den NGS-Daten der Probe 2 konnte ausschließlich die
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F.11 Patient K

Tabelle F.11: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Proben von
Patient K

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R R R R S S R R
2 R R R R R S R R
3 R S R R R S R R
4 R R R R R R R R
5 R R R R R R R R

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel

Mutation embB M306V mit 100 % alternativem Allel detektiert werden, während

in den NGS-Daten der Proben 4 und 5 ausschließlich die anderen beiden Muta-

tionen beobachtet werden konnten.

In den NGS-Daten der Probe 1 konnten zwei Mutationen gegen PZA detektiert

werden, die jeweils mit 50 % alternativem Allel auftraten (pncA Q10P und pncA

K48E). In den NGS-Daten der Probe 2 wurde ausschließlich die erste Mutation

mit 100 % alternativem Allel detektiert. In den NGS-Daten der Probe 3 konn-

ten wiederum beide Mutationen im Verhältnis 1:1 beobachtet werden und ab der

NGS-Probe 4 trat nur noch die zweite Mutation auf.

Die Mutation, die in den NGS-Daten der Proben 1, 3, 4 und 5 für die AMK/CPM-

Resistenz verantwortlich war, trat in den NGS-Daten der Proben 1 und 3 bei je-

weils 50 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente auf. Ab NGS-Probe 4 war

die Mutation in 100 % der NGS-Sequenzfragmente vorhanden.
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F Untersuchung der seriellen NGS-Daten aus Usbekistan

Abbildung F.14: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient K anhand von
NGS-Daten. Dunkelgrau = Resistenz-SNP 1; Grau = Resistenz-
SNP 2; Hellgrau = Resistenz-SNP 3; Weiß = kein SNP

Außerdem konnten anhand der NGS-Daten der Probe 4 zwei weitere Mutationen

detektiert werden, die für die OFX-Resistenz aus Tabelle F.11 verantwortlich

waren. Es handelte sich um die Genomposition 7582 an der bei ungefähr 30 %

der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente die Mutation gyrA D94A und bei den

übrigen NGS-Sequenzfragmenten die Mutation gyrA D94G beobachtet werden

konnte.

Der Vergleich der Genomähnlichkeiten im Venn-Diagramm zeigte keine deutlichen

Unterschiede zwischen den NGS-Proben (Abbildung F.15).

F.12 Patient L

Patient L wurde anhand der phänotypischen DST-Ergebnisse initial als INH-,

RMP-, SM-, sowie AMK/CPM-resistent eingestuft (Tabelle F.12). In der Probe

2 konnten weitere Resistenzen gegen EMB und PZA festgestellt werden, während

der Test auf CPM sensibel ausfiel. Probe 3 zeigte phänotypisch Resistenzen ge-

genüber allen aufgeführten Antibiotika. Probe 4 war hingegen sensibel gegenüber

PZA.

Mit Hilfe der NGS-Analyse konnte gezeigt werden, dass alle Stämme die INH-

Resistenzmutation katG S315T, die RMP-Resistenzmutation rpoB S450L, die

SM-Resistenzmutation rpsL K43R, sowie die AMK/CPM-Resistenzmutation rrs

1401 A → G trugen (Abbildung F.16). Bei keiner der NGS-Proben konnte aller-

dings eine Mutation detektiert werden, die für die phänotypische PZA-Resistenz
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F.12 Patient L

Abbildung F.15: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien von Pa-
tient K. Alle NGS-Proben zeigen dieselben SNPs.

Tabelle F.12: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Proben von
Patient L

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R S R R S S R R
2 R R R R R S S R
3 R R R R R R R R
4 R R R R S R R R

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel
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F Untersuchung der seriellen NGS-Daten aus Usbekistan

verantwortlich sein könnte. Im Zusammenhang mit EMB wurden bei allen NGS-

Proben zwei SNPs mit 100 % alternativem Allel (embB L74R und embB D328G)

detektiert. Bei der OFX-Resistenzbestimmung anhand der NGS-Daten traten

deutliche Unterschiede zwischen den Proben auf. In den NGS-Daten der Pro-

be 2 konnte die Mutation gyrA D94A bei etwa 99 % der ausgerichteten NGS-

Sequenzfragmente detektiert werden. In den NGS-Daten der Probe 3 wurden zwei

Mutationen im Verhältnis 6:4 beobachtet. Die Mutation gyrA D94A wurde von

40 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente vorhergesagt, die Mutation gy-

rA A90V konnte bei 60 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente detektiert

werden. In den NGS-Daten der Probe 4 traten drei OFX-Resistenzmutationen

parallel auf. Die Mutation gyrA D94A konnte bei etwa 5 % der ausgerichteten

NGS-Sequenzfragmente beobachtet werden, die Mutation gyrA A90V bei 85 %

der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente und neu dazu kam die Mutation gyrA

D94N, die bei 10 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente beobachtet wurde.

Ein Vergleich der Genomähnlichkeiten zeigte nah verwandte Stämme. Die NGS-

Proben 2 und 3 zeigten zehn gemeinsame SNPs, die in keiner der anderen NGS-

Proben detektiert wurden (Abbildung F.17).

Abbildung F.16: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient L anhand von
NGS-Daten. Dunkelgrau = Resistenz-SNP 1; Grau = Resistenz-
SNP 2; Hellgrau = Resistenz-SNP 3; Weiß = kein SNP

F.13 Patient M

Bei Patient M zeigte das phänotypische Resistenzprofil eine schrittweise Erwei-

terung. Ab Probe 2 waren die Proben neben INH-, RMP- und SM- auch EMB-
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F.13 Patient M

Abbildung F.17: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien von Pa-
tient L. Alle NGS-Proben zeigten ungefähr dieselben SNPs. Die
NGS-Probe 2 und 3 teilten zehn SNPs, die in keiner der anderen
NGS-Proben detektiert wurden.

resistent. Ab Probe 3 kamen phänotypisch Resistenzen gegen PZA und OFX

hinzu. In Probe 4 und 5 änderte sich das Resistenzprofil nicht mehr (Tabelle

F.13).

Die Resistenzentwicklung anhand der NGS-Daten von Patient M ist in Abbildung

F.18 dargestellt.

Anhand der NGS-Daten der Probe 1 konnten zwei INH-Resistenzmutationen de-

tektiert werden. Die beiden Mutationen katG S315T und fabG1 -15 C → T

standen im Verhältnis 8:2. Ein ähnliches Verhältnis konnte bei den Mutatio-

nen rpoB S450L (75 %) und rpoB H445D beobachtet werden, die für die RMP-

Resistenz verantwortlich waren. Außerdem konnte eine PZA-Resistenzmutation

(pncA I133T) bei ungefähr 85 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente be-

obachtet werden. Weiterhin konnten anhand der NGS-Daten der Probe 1 die

Mutationen embB M306V (EMB) und rpsL K43R (SM) bei 100 % der ausgerich-

teten NGS-Sequenzfragmente detektiert werden. Der Mischungsdetektor zeigte

eine Mischung zweier Stämme der Linie Beijing an (Linie 2.2.1).

In den NGS-Daten der Probe 2 befanden sich die Hauptmutationen des Stammes

aus Probe 1, während die niederfrequenten Mutationen nicht detektiert wurden.
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F Untersuchung der seriellen NGS-Daten aus Usbekistan

Tabelle F.13: Entwicklung des phänotypischen Resistenzprofils der Proben von
Patient M

Probe INH EMB RMP SM PZA OFX CPM AMK

1 R S R R S S S S
2 R R R R S S S S
3 R R R R R R S S
4 R R R R R R S S
5 R R R R R R S S

Änderungen des Resistenzstatus in Grau. Abkürzungen: INH-Isoniazid, RMP-
Rifampicin, EMB-Ethambutol, PZA-Pyrazinamid, SM-Streptomycin, OFX-
Ofloxacin, CPM-Capreomycin, AMK-Amikacin, R-resistent, S-sensibel

Bei der NGS-Probe 3 wurde anhand der NGS-Daten eine zweite niederfrequente

EMB resistenzvermittelnde Mutation detektiert. Drei Prozent der ausgerichteten

NGS-Sequenzfragmente zeigten die Mutation embB D328G. Die PZA resistenz-

vermittelnde Mutation wurde von 94 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente

angezeigt. Zusätzlich wurde eine neue Mutation gyrA A90V, die für eine OFX-

Resistenz verantwortlich ist, bei 99 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente

detektiert.

Anhand der NGS-Daten der Probe 4 konnte dasselbe Mutationsmuster wie bei

der NGS-Probe 2 mit zusätzlichen Mutationen gegen OFX detektiert werden. Die

Mutation gyrA A90V wurde von 85 % der ausgerichteten NGS-Sequenzfragmente

angezeigt. Die Mutationen gyrA D94A und gyrA S91P wurden von 8 % bzw. 2 %

angezeigt. Die NGS-Daten von Probe 5 ähnelte der von Probe 4 mit der Ausnah-

me, dass die Frequenzen der OFX-Mutationen variierten:

� gyrA A90V =̂ 90 %

� gyrA D94A =̂ 5 %

� gyrA S91P =̂ 5 %

248



F.13 Patient M

Abbildung F.19: Venn-Diagramm der SNP-Positionen der VCF-Dateien von Pa-
tient M. Alle aufgeführten NGS-Proben zeigten ungefähr diesel-
ben SNPs.

Abbildung F.18: Entwicklung des Resistenzprofils von Patient M anhand von
NGS-Daten. Dunkelgrau = Resistenz-SNP 1; Grau = Resistenz-
SNP 2; Weiß = kein SNP
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