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Genetische Feintypisierung
SNP-Typisierung des
Buruli-Ulkus-Erregers

KATHARINA ROLTGEN, GERD PLUSCHKE
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Mithilfe vergleichender Genomanalysen konnten wir eine Feintypisie-
rungsmethode fiir Mycobacterium ulcerans, dem genetisch monomor-
phen Erreger des Buruli-Ulkus, entwickeln.

Based on comparative genomic analyses we have developed a fine-typing
method for Mycobacterium ulcerans, the genetically monomorphic

causative agent of Buruli ulcer.

B Das Buruli-Ulkus ist eine von Mycobacte-
rium ulcerans hervorgerufene Hauterkran-
kung, die vor allem in Feuchtgebieten West-
afrikas, aber auch in Teilen Australiens,
Asiens und Lateinamerikas auftritt.

M. ulcerans gehort zur gleichen Familie wie
die Tuberkel- und Leprabazillen. Im Gegen-
satz zu diesen produziert M. ulcerans ein
Makrolid-Toxin, das durch lokale Gewebe-
zerstorung die fiir das Buruli-Ulkus typischen
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A Abb. 1: Genetische Typisierung von Mycobacterium ulcerans. A, Die Analyse von groBen
Sequenzpolymorphismen innerhalb von M. ulcerans-Isolaten weltweiten Ursprungs erméglichte
eine Unterscheidung von fiinf kontinentalen Haplotypen und zwei Abstammungslinien. B, Verglei-
chende Genomanalysen erlaubten die Detektion von SNPs. C, Abschétzung der Entstehungszeit
genetischer M. ulcerans-Varianten basierend auf sSNPs.
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chronischen, fortschreitenden Geschwiire ver-
ursacht. Unbehandelt kommt es im Verlauf
der M. ulcerans-Infektion zu teilweise groB-
flachigen Hautldsionen, die nach einigen
Monaten oder Jahren zu schweren Deforma-
tionen bis hin zum Verlust von Korperteilen
fiihren konnen. Derzeit empfiehlt die Welt-
gesundheitsorganisation (WHO) eine acht-
wochige Antibiotikatherapie mit Rifampicin
und Streptomycin. Obwohl das Buruli-Ulkus
die dritthaufigste mykobakterielle Erkran-
kung nach Tuberkulose und Lepra ist und die
WHO 1998 eine ,Globale Buruli-Ulkus-Initi-
ative“ initiierte, ist die Krankheit wissen-
schaftlich noch unzureichend erforscht. Es
gibt weder einen Impfstoff noch eine einfa-
che diagnostische Methode zur Friiherken-
nung.

Bis heute sind die Ubertragungswege des
Erregers nicht vollstandig geklart. Es wird
jedoch angenommen, dass M. ulcerans durch
Kontakt mit einem noch nicht identifizierten,
Wasser-assoziierten Umweltreservoir tiber
Hautverletzungen aufgenommen wird und
dass eine direkte Weitergabe von Mensch zu
Mensch unwahrscheinlich ist. Fiir ein besse-
res Verstandnis der Epidemiologie des Buru-
li-Ulkus werden Methoden bendtigt, die eine
Unterscheidung von genetischen Varianten
des Erregers ermoglichen. Mithilfe einer hoch-
auflosenden Typisierungsmethode kdnnte die
raumliche und zeitliche Ausbreitung geneti-
scher Varianten erforscht werden, um Um-
weltreservoire und vermeidbare Infektions-
risiken zu identifizieren.

Typisierung genetisch monomorpher
Organismen

Wie auch einige andere hochvirulente bakte-
rielle Erreger weist M. ulcerans auBerge-
wohnlich wenig genetische Diversitit auf. Die
einfachste Erklarung fiir die Entstehung von
derart genetisch ,monomorphen“ Pathoge-
nen ist, dass sie die Nachkommen eines Klons
sind, der vor relativ kurzer Zeit eine ent-
scheidende und einmalige genetische Veran-
derung erfahren hat. Bei M. ulcerans steht ein
genetischer , Flaschenhals-Effekt” vermutlich
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A Abb. 2: Verwandtschaftsbaum. 75 Mycobacterium ulcerans-Stamme, die von Patienten
aus dem Densu-Flussgebiet in Ghana isoliert worden waren, konnten mittels genetischer
Feintypisierung in zehn M. ulcerans-Haplotypen eingeteilt werden (Skala: Anzahl der detek-

tierten SNPs).

mit dem Erwerb eines Virulenzplasmids
in Zusammenhang, durch den sich der
Erreger vor evolutionar relativ kurzer Zeit
aus dem Fischpathogen Mycobacterium
marinum entwickelt hat [1]. Aufgrund der
geringen DNA-Sequenzunterschiede zwi-
schen Varianten eines monomorphen
Pathogens ist es im Vergleich zu genetisch
vielfdltigen Mikroorganismen schwierig,
Feintypisierungsmethoden zu finden, die
Riickschliisse auf Epidemiologie und Evo-
lutionsgeschichte des Erregers zulassen.
Folglich ist es nicht verwunderlich, dass
das Auflosungsvermogen konventioneller
genetischer Typisierungsmethoden bei
M. ulcerans fiir mikroepidemiologische
Analysen nicht hinreichend ist. Genom-
analysen mit anderen genetisch mono-
morphen Pathogenen, wie Mycobacterium
tuberculosis, haben gezeigt, dass Sequenz-
polymorphismen in Form von Inversionen,
Insertionen oder Deletionen (large sequen-
ce polymorphisms, LSPs) oder Einzelnu-
kleotid-Polymorphismen (single nucleoti-
de polymorphisms, SNPs) geeignete gene-
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tische Marker fiir phylogenetische Analy-
sen darstellen [2]. Besonders SNP-Analy-
sen sind bei hochklonalen Pathogenen
sehr informativ, da sich daraus retrospek-
tiv eine klare, binér aufteilende Phylogenie
ableiten lésst.

Bei M. ulcerans konnten mittels LSP-
Analysen zwar weltweit mehrere konti-
nentale Haplotypen und zwei Abstamm-
ungslinien, die anzestrale (Stamme aus
Asien, Siidamerika und Mexiko) und die
klassische Linie (Stimme aus Afrika, Aus-
tralien und Stidostasien) unterschieden
werden (Abb. 1A [3]). Jedoch haben wir
bei mikroepidemiologischen Studien
innerhalb von lokalen M. ulcerans-Popu-
lationen keine LSP-Varianten gefunden.
Daher verblieb die Identifizierung von
SNPs als einzige Option fiir eine geneti-
sche Feintypisierung.

Vergleichende Genomanalyse von
Mycobacterium ulcerans

Die im Jahr 2007 verdffentlichte Genom-
sequenz eines M. ulcerans-Stamms (Agy99
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aus Ghana [4]) lieferte die Voraussetzung fir
vergleichende Genomanalysen bei diesem
Erreger. Vergleiche mit dem Genom von
M. marinum (6,6 Megabasen) zeigten, dass
das M. ulcerans-Genom eine geringere Gro-
Be (5,6 Megabasen) aufweist. Es wird vermu-
tet, dass diese ca. 15-prozentige Genomre-
duktion mit der Adaptation an eine stabile
oOkologische Nische zusammenhangt. Um eine
SNP-Typisierungsmethode fiir die zur klas-
sischen Linie gehorenden ghanaischen
M. ulcerans-Stamme zu entwickeln, haben wir
die Genome von zwei weiteren ghanaischen
M. ulcerans-Isolaten mittels der Roche-454-
GS-FLX- bzw. der Illumina-Solexa-Sequen-
zierungstechnologie sequenziert. Wie Agy99
wurde der eine Stamm (NM20/02) von einem
Patienten aus dem Densu-Flussgebiet im
Stiden Ghanas isoliert, wihrend der zweite
Stamm (NM31/04) von einem Patienten aus
einem anderen Buruli-Ulkus-endemischen
Gebiet im Osten Ghanas stammte. Zudem
wurde ein japanischer Patientenstamm
(JP87506) als Vertreter der weniger virulenten
anzestralen Abstammungslinie fiir eine Illu-

mina-Solexa-Sequenzierung ausgewahlt. Die
generierten DNA-Sequenzen wurden mithil-
fe von speziellen Kartierungsprogrammen
(gsMapper, MAQ) auf die Agy99-Referenzse-
quenz abgebildet. Beide Sequenzierungs-
technologien lieferten hierfiir geeignete
Datensatze. Der Genomvergleich mit dem
Stamm Agy99 ergab 135 SNPs fiir NM20/02,
83 SNPs fiir NM31/04 und 26.564 SNPs fiir
JP8756 (Abb. 1B, [5]). Bei dem japanischen
Isolat JP8756 fiihrte die Mehrzahl der SNPs
(63 Prozent) in codierenden Regionen zu kei-
nem Aminosdureaustausch (synonyme SNPs,
sSNPs). Hingegen dominierten bei den
sequenzierten ghanaischen Stammen SNPs,
die zu einem Aminosdureaustausch in der
Sequenz flhrten (nicht-synonyme SNPs,
nsSNPs), jedoch vermutlich keine funktio-
nelle Relevanz haben. Synonyme SNPs stellen
in klonalen Populationen eine Art molekula-
re Uhr dar, mit der ihre Entstehungszeit
errechnet werden kann. Mithilfe der Genom-
Sequenzierungsdaten konnte daher die vor
relativ kurzer Zeit erfolgte Divergenz von
M. marinum und M. ulcerans von einem
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A Abb. 3: Geografische Verteilung von Mycobacterium ulcerans-Haplotypen im Densu-Fluss-
gebiet. Die Haplotypen 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9 und 10 sind ungleichméaBig verteilt, wahrend Haplotyp 5
Uberall vorkommt. Haplotyp 1 (Agy99) ist nicht eingetragen. Die Gewasser wurden mit optischen
(Landsat ETM) und Radar-Daten (TerraSAR-X) detektiert.

gemeinsamen Vorfahren auf einen Zeitpunkt
vor etwa 1,3 Millionen Jahren abgeschéatzt
werden. Entsprechend divergierten die klas-
sische und die anzestrale Linie von
M. ulcerans vor etwa 400.000 Jahren. Die
Divergenz der ghanaischen Stamme liegt ver-
gleichsweise sehr kurz (unter 3.000 Jahre)
zuriick (Abb. 1C).

Interessant ist, dass 100 nicht-synonyme
SNPs in JP8756 ein verfriihtes Stoppcodon
verursachten, wahrend dies bei den in den
ghanaischen Stimmen identifizierten SNPs
nie vorkam. Da wir innerhalb einer Samm-
lung ghanaischer M. ulcerans-Isolate auch
keine LSPs finden konnten, vermuten wir,
dass es bei der klassischen Linie von
M. ulcerans zu einer Stabilisierung des
Genoms gekommen ist und keine weitere
rasche Reduktion des Genoms mehr erfolgt.

SNP-Typisierung nah verwandter
Mycobacterium ulcerans-lsolate

Mithilfe der bei den ghanaischen M. ulcerans-
Stdmmen identifizierten SNPs haben wir eine
auf der Real-Time-Polymerasekettenreaktion
(RT-PCR) basierende hochauflosende Typi-
sierungsmethode entwickelt. Insgesamt 65
einzelne RT-PCR-SNP-Assays ermoglichten
es, M. ulcerans-Staimme aus Ghana mit mitt-
lerer Durchsatzgeschwindigkeit zu typisie-
ren. In Zusammenarbeit mit dem Noguchi
Memorial Institute for Medical Research in
Ghana haben wir 75 Stamme von Buruli-
Ulkus-Patienten aus dem Densu-Flussgebiet
von Ghana isoliert und typisiert. Hierbei konn-
ten bei den zwischen 2001 und 2007 gewon-
nenen Isolaten fiinf Haplotypen (HT2-6) iden-
tifiziert werden, die sich vom Haplotyp des
Referenzstamms Agy99 (HT1) unterschieden.
In einem néchsten Schritt konnte durch
Sequenzierung der Genome ausgewahlter
weiterer Stimme eine noch weitergehende
Feintypisierung der 75 Isolate aus dem Den-
su-Flussgebiet erreicht werden. Jeweils ein
Vertreter der Haplotypen 3 bis 6 wurde zur
Identifizierung weiterer SNPs mit der Illu-
mina-Technologie sequenziert. Beim Genom-
vergleich der vier Haplotypenvertreter unter-
einander und mit dem Referenzgenom Agy99
wurden insgesamt 66 neue SNPs gefunden.
Fiir 24 von ihnen konnten wir zusatzliche RT-
PCR-SNP-Assays entwerfen, die gemeinsam
mit den schon etablierten 65 Assays eine
Unterteilung der 75 aus dem Densu-Flussge-
biet kommenden Stamme in insgesamt zehn
Haplotypen (HT1-10) erlaubte (Abb. 2, [6]).
Die detektierten Haplotypen 1 bis 10 schei-
nen Nachkommen eines gemeinsamen Vor-
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fahren mit dem Griinder-Haplotyp 5 zu
sein, der im gesamten Densu-Flussgebiet
zu finden war (Abb. 3). Die Verbreitung
der meisten anderen Haplotypen war hin-
gegen jeweils auf einen bestimmten Teil
des Buruli-Ulkus-endemischen Gebiets be-
grenzt. Dies spricht fiir eine fokale Uber-
tragung von neu entstandenen genetischen
Varianten des dominierenden Klons und
damit gegen eine Ubertragung durch
direkten Kontakt mit verunreinigtem
Flusswasser. Auch eine Ubertragung durch
Insektenspezies, die iiber weite Distanzen
fliegen konnen, ist unwahrscheinlich.
Unsere Ergebnisse weisen vielmehr dar-
auf hin, dass chronische Lasionen bei Tie-
ren und/oder Menschen ein M. ulcerans-
Reservoir darstellen. Hierfiir spricht auch
der Verlust von immundominanten Anti-
genen bei der Genomreduktion von
M. ulcerans [7]. Wahrend in einem Buru-
li-Ulkus-endemischen Gebiet Australiens
zahlreiche mit M. ulcerans infizierte Pos-
sums gefunden worden sind [8], konnte in
den endemischen Gebieten Afrikas noch
kein solches Tierreservoir identifiziert wer-
den. Da das Buruli-Ulkus primar in Feucht-
gebieten vorkommt, vermuten wir, dass
M. ulcerans von chronischen Wunden aus
in eine mit stehendem Wasser assoziierte
Umweltnische gelangt. Nicht auszuschlie-
Ben ist, dass es sich hierbei um Insekten
mit geringer Mobilitét handelt, die vor-
wiegend in der Nidhe lebende Tiere
und/oder Menschen infizieren. Weiter-
fithrende prospektive mikroepidemiologi-
sche Studien sind erforderlich, um das Rét-
sel um die fokale Ubertragung von
M. ulcerans zu losen. Eine Identifizierung
von vermeidbaren Risikofaktoren fiir eine

Infektion konnte wesentlich zur Kontrolle
der Krankheit beitragen.
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