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1 Einleitung

1.1 Definition

Die Buruli Ulkus Erkrankung (engl.: ,,Buruli ulcer disease, BUD) ist eine chronisch nekrotisierende
Infektionskrankheit der Haut sowie des subkutanen Fettgewebes welche durch Mycobacterium
ulcerans verursacht wird [1] [2]. Seltener ist auch eine Ausbreitung auf die Knochen méglich [3]. Die
BUD ist die dritthaufigste mykobakterielle Erkrankung bei immunkompetenten Menschen und zahlt zu
der Gruppe der vernachlassigten Tropenkrankheiten (engl.: ,neglected tropical diseases, NTD“),
welche derzeit 20 Infektionskrankheiten umfasst, die besonders in von Armut betroffenen Landern
vorkommen [4] [5].

1.2 Epidemiologie

Bisher wurden Falle der BUD in 35 Landern (WHO Regionen: Afrika, Stid-Amerika, Asien, Westpazifik)
beschrieben, die meisten davon aus West- und Zentral-Afrika. Aus 13 dieser Lander, die meist
tropisches oder subtropisches Klima aufweisen, werden jahrliche Fallzahlen an die WHO (bermittelt
(Stand 2017). Im Jahr 2015 wurden 2046, im Jahr 2016 1920 Falle gemeldet. Die Lander mit den
hochsten Fallzahlen sind Benin, Kamerun, Elfenbeinkiiste, Demokratische Republik Kongo, Ghana,
Nigeria, und Australien [4] [1] [6]. Die Verteilung der BUD variiert selbst innerhalb der endemischen
Lander stark und zeigt eine herdférmige Verteilung [7] [8]. Da in endemischen Landern haufig landliche
Regionen mit eingeschranktem Zugang zum Gesundheitssystem und den regionalen
Kontrollprogrammen betroffen sind ist es sehr wahrscheinlich, dass die gemeldeten Falle das volle
nationale AusmaR der Erkrankung nicht wiedergeben [9] [4] [8]. Genaue Zahlen zur Pravalenz und
Inzidenz auf nationaler Ebene sind daher fiir die meisten betroffenen Lander nicht verfiigbar. Wahrend
in einigen afrikanischen Endemiegebieten in den letzten Jahren ein Rickgang der Fallzahlen
beobachtet wurde haben sich die Fallzahlen in Australien in den letzten fliinf Jahren fast verdreifacht
[10] [11] [4]. Am haufigsten sind in den afrikanischen Endemiegebieten Kinder und Jugendliche unter
15 Jahren von der BUD betroffen [8] [1].
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Abbildung 1: Weltweite Verteilung der Buruli Ulkus Erkrankung (Quelle: WHO).

1.3 Transmission

Es existieren keine Hinweise fiir eine direkte Mensch zu Mensch Ubertragung der BUD [12] [13]. Das
genaue Keimreservoir und der exakte Ubertragungsweg auf den Menschen sind bis heute nicht
aufgeklart [8] [11] [4] [1]. Ein komplexer Zusammenhang zwischen dem gehauften Auftreten von BUD
in Westafrika und geographischer Ndhe zu stehenden bzw. langsam flieRenden Gewdssern gilt als
erwiesen [14] [2]. Moglichkeiten der Infektion durch direkten Kontakt mit kontaminiertem Wasser,
Aerosolen oder durch Vektoren werden diskutiert [2]. In zahlreichen afrikanischen Wasserorganismen
sowie Fischen, Schnecken (lat.: ,,Planorbidae” [Familie]), oder Schwimmwanzen (lat.: ,Naucoridae”
[Familie]) wurde der Nachweis von M. ulcerans DNA mittels PCR erbracht [15] [16] [17] [18]. In Bezirken
des australischen Bundesstaates Viktoria wurde M. ulcerans sowohl in Boden- und Wasserproben als
auch in den Ausscheidungen von freilebenden Possums (lat.: , Pseudocheirus peregrinus“ und
,Trichosurus vulpecula“ [Spezies]) nachgewiesen [19]. Ebenfalls wurde in demselben Gebiet M.
ulcerans DNA in verschiedenen Mickenarten (lat.: ,Aedes sp.” ,Coquillettidia sp.”, ,Culex sp.”
[Spezies]) mittels PCR Analysen nachgewiesen und eine geographische Korrelation zwischen der
Pravalenz von BUD und der Verbreitung der betroffenen Miicken festgestellt [20] [21]. Im Labor wurde
die Maoglichkeit einer mechanischen Inokulation durch Mikrotraumata (Muckenbisse, Nadelstiche)
nach kutaner Kontamination mit M. ulcerans am Mausmodel nachgewiesen. Bei fehlendem Trauma
entwickelten sich trotz kutaner M. ulcerans Exposition keine Ulzera [22]. Im Zusammenhang mit den
zahlreichen Nachweisen von M. ulcerans DNA aus der Umwelt und Tieren wird die Moglichkeit einer
Ubertragung auf den Menschen durch Mikrotraumata iiber unterschiedliche Transmissionswege in
verschiedenen Endemiegebieten diskutiert [22] [12].



1.4 Mycobacterium ulcerans

M. ulcerans ist ein langsam wachsendes, grampositives, sdurefestes Stabchenbakterium. Es ist ein
Vertreter der atypischen Mykobakterien (engl.: ,nontuberculous mycobacteria®, NTM) und gehort zu
der Familie der Mycobacteriaceae, Gattung Mycobacterium. Die Gattung umfasst eine grolRe Diversitat
verschiedener obligat und fakultativ pathogener Keime, sowie Umweltkeime ohne
humanpathologische Bedeutung [23]. Traditionelle Differenzierungsmethoden basieren auf
Unterschieden in der Kultur oder biochemischen Merkmalen. Genetische Methoden (z.B. DNA
Sequenzierung, Variable Number Tandem Repeat Analysen [VNTR], Einzelnukleotid-Polymorphismus
Analysen [SNPs]) haben zu neuen Moglichkeiten der phylogenetischen Differenzierung innerhalb der
Gattung geflhrt und stellen eine wichtige Methode fiir die epidemiologische Forschung dar [24]. Ein
naher Verwandter des M. ulcerans ist das schnell wachsende Mycobacterium marinum, ein
aquatischer Umweltkeim, welcher bei Fischen und Fréschen granulomatdse Erkrankungen verursacht
und gelegentlich beim Menschen zu granulomatdsen Hautlasionen fiihrt [25] [26]. Durch genomweite
SNP Analysen wurde nachgewiesen, dass sich M. ulcerans zusammen mit allen weiteren Mykolakton
produzierenden Mykobakterien (engl.: ,mycolactone- producing mycobacteria“, MPM) im Laufe der
Evolution aus einem gemeinsamen M. marinum Progenitor spezialisiert hat um andere 6kologische
Nischen besetzen zu kdnnen [27]. Die weiteren bislang beschriebenen MPMs umfassen fisch- sowie
froschpathogene Spezies (einige untypische Kladen des M. marinum, M. pseudoshottsii [strukturelle
Variante F], M. liflandii [strukturelle Variante E])[27] [28] (Bretzel 2018). Die Entwicklung des M.
ulcerans und aller anderen MPMs ist durch reduktive Evolution des Genoms (M. marinum verfligt Gber
ein 6,6 Millionen Basenpaar [Bp] umfassendes Genom, M. ulcerans Uber ein 5,8 Millionen Bp
umfassendes Genom) mittels DNA Deletionen und Neuanordnungen erfolgt [25] [27]. Die Prasenz des
pMUM Plasmids mit der resultierenden Fahigkeit Mykolakton zu produzieren stellt den bedeutendsten
Pathogenitatsfaktor von M. ulcerans dar. Bei dem Mykolakton handelt es sich um ein Polyketid,
welches sich durch eine hohe Zytotoxizitdt auszeichnet und die charakteristischen, groRflachigen
Ulzera der BUD verursacht [29] [30]. Zudem hat es eine immunsupprimierende und analgetische
Wirkung, welche die Entstehung einer lokalen Entziindungsreaktion verhindert und die in der Regel
geringen Schmerzen der Betroffenen erklart [11] [31] [32]. Das nicht kodierende Insertionselement
1S2404 (Insertionssequenz 2404) ist im M. ulcerans Genom mehr als 200 mal vorhanden, existiert
jedoch nicht in den humanpathogenen M. marinum Stammen [27]. Die spezifische Sequenz der 1S2404
spielt angesichts der ansonsten phylogenetisch hoch konservierten Gensequenzen eine bedeutende
Rolle bei der PCR-basierten Diagnostik von M. ulcerans aus klinischen Proben (siehe 1.71.7). Wahrend
der Nachweis der 1S2404 anhand klinischer Proben als M. ulcerans spezifisch angesehen wird, existiert
die 152404 in den fisch- und froschpathogenen MPMs so dass der 152404 Nachweis anhand von
Umweltproben nicht M. ulcerans spezifisch ist [27].

1.5 Klinische Manifestation

Die Inkubationszeit wurde durch retrospektive Studien in Australien bestimmt und liegt bei
durchschnittlich 4,5 Monaten [33] [34]. Die Erkrankung manifestiert sich vorrangig an den
Extremitaten wobei die unteren Extremitaten 6fter betroffen sind [8]. Zu den nicht-ulzerativen Formen
zahlen feste, nicht schmerzhafte Knotchen (Noduli, diese Form ist besonders in Afrika verbreitet, siehe
Abbildung 2a und 2b) von weniger als 3 Zentimetern (cm) im Durchmesser und erhabene Papeln von
weniger als ein cm GrolRe (besonders in Australien) [35]. Schmerzlose Plaques, bei welchen es sich um
verhartete, meist scharf demarkierte Lasionen der Haut handelt (siehe Abbildung 2c) sowie die
odematose Form, bei welcher es zu teils groRflachigen und diffusen, nicht eindriickbaren Schwellungen

der Haut kommt (siehe Abbildung 2d), gehéren ebenfalls zu den nicht ulzerativen Formen [35] [36].
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Nicht ulzerative Formen der BUD gehen im Verlauf in die ulzerative Form Uber. Die Ulzera entstehen
durch nekrotisches Gewebe der unteren Hautschichten nach Perforation der Epidermis und sind durch
unterminierte Wundrander des umliegenden Gewebes charakterisiert (siehe Abbildung 3a-d). Oft
haben sie weill-gelbliche, ,baumwollartige” Ablagerungen in ihrem Zentrum [35]. Kleine Ulzera (1-2
cm) kdnnen selbstlimitierend verlaufen [2] oder in groBe Ulzera libergehen, welche unter groRflachiger
Vernarbung gegebenenfalls mit Einbeziehung von Gelenken verheilen, und durch Ankylosierung des
betroffenen Gewebes zur vollstandigen Gelenksteife filhren kénnen (siehe 1.6, Abbildung 4a und 4b).
Eine metastatische Ausbreitung kann zum Befall anderer Korperbereiche mit unterschiedlichen
Manifestationsformen fiihren. Die Ausbreitung erfolgt vermutlich tber das Lymphsystem oder die
Blutbahn [2] [37].

Bei der osteomyelitischen Form der BUD kann es durch den unspezifischen klinischen Verlauf zur
verspateten Diagnose und Therapieeinleitung kommen. Eine in Benin durchgefiihrte Studie zeigte,
dass die Osteomyelitis in 60 % per continuitatem durch Ulzera, welche bis zum unterliegenden
Knochen fortschreiten, entsteht [3]. Metastatische Osteomyelitis ereignete sich in ca. 15 % der Falle.
Jedoch traten ca. 25 % der Knochenldsionen ohne im Voraus aufgetretene Hautldsionen auf. In 56 %
der Falle kam es in Folge des Knochenbefalls zu Spatkomplikationen [3].

Im Rahmen der Chemotherapie wurde in einigen Fallen nach initialer klinischer Besserung eine
VergrolRerung der Ulcera beobachtet. Es wird vermutet, dass unter Chemotherapie durch Abnahme
des immunsupprimierenden Mykolaktons und Freisetzung mykobakterieller Antigene eine M. ulcerans
spezifische Immunreaktion zu einer verstarkten Gewebedestruktion fihrt [37] [38] . Diese
sogenannten ,paradoxen Reaktionen” stellen kein Therapieversagen dar und fihren unter
antibiotischer Therapie zu einer Abheilung [39] [37]. Zudem wurde das Auftreten von sekundaren
Lasionen nach Beendigung der antibiotischen Therapie beobachtet [37] [40] [41]. Die
histopathologische Begutachtung zeigte charakteristische Eigenschaften der BUD sowie den Nachweis
degenerierter saurefester Stabchenbakterien. Es wird vermutet, dass es sich dabei teils um spat
einsetzende paradoxe Reaktionen im Rahmen bereits vorbestehender M. ulcerans Lasionen handelt.
Sekundare Lasionen, welche mehr als ein Jahr nach Beendigung der antibiotischen Therapie
erscheinen, konnten jedoch durch neu aufgetretene Infektionen verursacht werden, welche nach
durchgemachter primarer Infektion durch das Immunsystem effektiv eliminiert werden kénnen [37].



Abbildung 2: Nicht-ulzerative Formen der BUD (Quelle: AITM)
Bilder a und b: Nodulus; Bild c: Plaque; Bild d: Odem

Die ulzerativen Manifestationen werden klinisch in drei Kategorien eingeteilt (siehe Abbildung 3) [35]:
-Kategorie I: umfasst eine einzelne Lasion <5 cm (siehe Abbildung 3a).
-Kategorie Il: Eine einzelne Lasion zwischen 5-15 cm (siehe Abbildung 3b).

-Kategorie lll: Eine einzelne Lasion >15 cm, multiple Ldsionen, Lasionen an Auge, Brust, Genitalien und
Osteomyelitis (siehe Abbildung 3c und d).



Abbildung 3: Ulzerative Formen der BUD (Quelle: AITM)
Bild a: kleines Ulcus (Kategorie 1); Bild b: Ulcus der Kategorie II; Bilder c und d: zwei Ulzera der Kategorie Ill

1.6 Komplikationen der BUD

Die BUD weist eine geringe Letalitdat auf, jedoch tritt auch nach Ausheilung ein hohes Mal} an
Komplikationen auf [42]. Generell ist ein friher Behandlungsbeginn mit einem geringeren Auftreten
von Komplikationen verbunden. Jedoch werden mindestens 70 % der weltweiten BUD Falle erst im
ulzerativen Stadium diagnostiziert [1]. In Afrika befinden sich bei Diagnosestellung etwa 30 % der
Ulzera bereits in der Kategorie 11l [9].

Insbesondere Knochenldsionen ohne vorrausgegangene kutane Manifestationen flihren durch spate
Diagnose zu einer hohen Komplikationsrate [3]. Das Auftreten von funktionellen Limitationen wurde
in zahlreichen Studien unter Einbeziehung unterschiedlicher Behandlungsoptionen (z.B. operative
Therapie und/oder Chemotherapie) beschrieben. Dabei zeigte sich im Verlauf in bis zu 57 % der Fille
intensive Narbenbildung mit funktionellen Einschrankungen durch Kontrakturen, Deformationen oder
Amputationen (siehe Abbildung 4a und b) [43] [44] [45] [46] [47] [42]; (Stienstra Y: 57 %; Schunk M: 27
%; Ellen D E: 49 %; Barogui Y: ca. 50 %; Beissner M: 11,6 %; WHO: 20-25 %). Wahrend Barogui et al.
keinen Unterschied beziglich der Komplikationen zwischen rein operativ und rein antibiotisch
behandelten Patienten ermittelte, zeigte sich in einer Studie in Togo, welche ausschlieflich Patienten
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nach antibiotischer Therapie einbezog, eine vergleichsweise geringe Anzahl an funktionellen
Einschrankungen (11,6%) [47]. Odematdse Lasionen, Ulzera der Kategorie Ill (> 15 cm), Heilungsdauer
von > 180 Tagen sowie Bewegungseinschrankungen bei Entlassung zeigten sich als grofite
Risikofaktoren fiir funktionelle Einschrankungen [47]. Fir die Betroffenen resultieren die funktionelle
Einschrankungen in negativen psychosozialen und wirtschaftlichen Auswirkungen [48] [49] [8] [42].

Abbildung 4: Komplikationen nach Abheilung der BUD (Quelle: AITM)
Kontrakturen und funktionelle Limitationen nach Abheilung. Bild a: rechts gluteal und am lateralen Oberschenkel.
Bild b: thorakal am vorderen Sternum und supraklavikulér beidseits.

1.7 Diagnostik

Die nicht-ulzerative Form der BUD kann schnell in die ulzerative Form Uibergehen. Um permanente
Folgeschdaden zu vermeiden, hat die zeitnahe Diagnostik und Behandlung eine hohe Prioritat [42].
Probenmaterial kann in der Form von Wundabstrichen, Feinnadelaspiraten (FNA), Stanzbiopsien oder
operativ exzidiertem Gewebe abgenommen werden. Bei nicht-ulzerierten Formen wird die Probe aus
dem Zentrum, bei ulzerierten Lasionen aus dem Bereich der unterminierten Wundrander entnommen
[50] [4] [51]. Stanzbiopsien werden heutzutage zuriickhaltend, meist nur bei bestimmten Indikationen
abgenommen, z.B. falls der PCR Nachweis aus FNAs trotz klinisch eindeutigem Verdacht auf BUD nicht
gelingt oder zur weiteren Differenzialdiagnostik [52] [51].

Verschiedene Labormethoden zur Diagnostik der BUD stehen zur Verfligung:

-Mikroskopischer Nachweis: Der mikroskopische Nachweis kann anhand von Wundabstrichen und
FNAs durchgefiihrt werden und erfolgt durch Farbung nach Ziehl-Neelsen, Kinyoun oder Auramin-
Rhodamin zum Nachweis saurefester Stabchenbakterien [53] [54] [55]. Die Mikroskopie stellt eine
kosteneffektive und schnelle Methode dar und ist unter einfachen Bedingungen bei geringer
Laborausstattung durchfiihrbar. Sie erfordert jedoch geschultes Personal und eine stdndige
Qualitatskontrolle. Die Sensitivitadt wird zwischen 40-60 % angegeben [54] [56] [57] [58] [59]. (WHO:
<60 %; Herbinger K H: 57 %; Siegmund V: 42,7 %; Affolabi D: 49,5-59,4 %; Yeboah-Manu D: 58,4 %).



-PCR: Die 1S2404-PCR beruht auf der Amplifikation der 1S2404 (siehe 1.4) und ist die am weitesten
etablierte molekulare Methode zum Nachweis von M. ulcerans [54]. Generell erfordert die PCR
Diagnostik die Extraktion und Isolierung von M. ulcerans DNA [54]. Es wird angenommen, dass die
Spezifitdt und Sensitivitat der 1IS2404-PCR unter optimalen Bedingungen 100 % erreichen kann [4]. Die
konventionelle 1S2404-PCR zeigt eine Sensitivitat von 79-85 % und hat bei klinischen Proben eine
Spezifitdt von 100 % [53] [56] [60] (Bretzel 2018). Die real-time 1S2404-qPCR amplifiziert ebenfalls
einen Genabschnitt der 1S2404. Das Detektionslimit liegt etwa um das 100-fache unterhalb der
konventionellen 1S2404-PCR. Weitere Vorteile sind die schnellere Durchfiihrbarkeit und die geringere
Arbeitsintensivitat [54] [61] [62]. Durch die Etablierung und Validierung eines 152404-qPCR Assays mit
modifizierten Reagenzien besteht zudem die Mdoglichkeit einer kostenglinstigeren Durchflihrung etwa
auf dem Preisniveau der konventionellen 1S2404-PCR [61] [54] [55]. Jedoch benétigt die 1S2404-gPCR
eine vergleichsweise teure Laborausstattung.

-Kultureller Nachweis: M. ulcerans kann aus klinischen Proben in speziellen Medien wie z.B.
Middlebrook 7H9 Bouillon angereichert mit Polymyxin B, Amphotericin B, Nalidixinsaure,
Trimethoprim und Azlocillin (PANTA) oder Olsiure, Albumin, Dextrose und Catalase (OADC)
transportiert und auf Lowenstein-lJensen Medium kultiviert werden [54]. Unter optimalen
Wachstumsbedingungen bei Temperaturen von 29-33 °C kann so innerhalb von 9-12 Wochen der
Viabilitatsnachweis von M. ulcerans erbracht werden. Inkubationszeiten von bis zu neun Monaten
wurden jedoch beschrieben [53] [63] [54]. Die Sensitivitat in verschiedenen Studien variiert und wird
von der WHO mit 20-60 % angegeben [53] [57] [63] [64] [60] [65] [54]. Der zeitintensive kulturelle
Nachweis stellte bis vor kurzer Zeit die einzige Methode zum Viabilitdtsnachweis und zur Antibiotika-
Suszeptibilitat Testung im klinischen Kontext dar [61].

-Histopathologischer Nachweis: Dieser erfolgt durch den Nachweis von sdurefesten Stabchenbakterien
und charakteristischer histologischer Merkmale wie epidermale Hyperplasie, Elastolyse, entziindlicher
und vaskuldrer Veranderungen der Dermis sowie Nekrosen der Subkutis [66] [54]. Durch die hohe
Sensitivitat dieser Methode von bis zu 90 %, welche bis zu 30 % mehr Verdachtsfille als positiv
bestatigt als andere Methoden, eignet sie sich zur Diagnosesicherung bei unklaren oder negativen
Ergebnissen vorangegangener Tests und zur differentialdiagnostischen Abklarung unklarer Ulzera [51]
[53] [57] [67]. Allerdings ist der histopathologische Nachweis in Endemiegebieten kaum verfligbar, da
er die Entnahme von Gewebeproben erfordert, hohe Anforderungen an Laborpersonal und
Labormaterial stellt und teure technische Ausstattung voraussetzt [53] [55] [54].

Ein Uberblick iiber die aktuelle diagnostische Forschung:

-16S rRNA-Viabilitats-Assay: Ein kirzlich beschriebener M. ulcerans spezifischer und hoch sensitiver
16S rRNA-Viabilitdts-Assay basiert auf dem Nachweis von RNA in klinischen Proben, welcher die
Stoffwechselaktivitdit der Mykobakterien nachweist. Der Assay ermoglicht damit den rapiden
Viabilitatsnachweis anhand von klinischen Proben und bietet neue Mdglichkeiten zur Differenzierung
von Sekundérldsionen (siehe 1.9.4). Im klinischen Verlauf kann der Assay zur Beurteilung der
mykobakteriellen Viabilitat unter Therapie in Kombination mit der 1S2404 gPCR zur Bestimmung der
Bakterienlast verwendet werden [61] [68]. In einer ersten Studie in Ghana zeigten sich Unterschiede
bezliglich der Nachweisdauer von viablen Mykobakterien wahrend der antibiotischen Therapie in
Abhangigkeit von der initialen Bakterienlast. Zuklinftig kdnnte ein angepasstes Therapieregime in
Abhdngigkeit der initialen Bakterienlast etabliert werden [68].



-Zur Steigerung der Verfligbarkeit der diagnostischen Moglichkeiten in den Endemiegebieten wurde
eine DRB-PCR (engl.: , dry-reagent-based PCR”) entwickelt. Im Laborversuch zeigte sich die Sensitivitat
vergleichbar mit der 1S2404-PCR. Die eingesetzten Reagenzien sind nicht auf eine in endemischen
Landern schwer umsetzbare Kihlkette angewiesen [69] [57]. Einen weiteren Schritt zur Bereitstellung
eines POC Test stellt die sich in Entwicklung befindliche DRB-LAMP PCR (engl.: , dry-reagent-based
loop-mediated isothermal amplification®) dar. Dabei handelt es sich um eine kosteneffektive und
einfach durchzufiihrende LAMP PCR Variante, welche in dezentralen Laboren validiert werden soll [70]
[71] [72] [73] [55]. Fiir die DNA Extraktion der klinischen Proben wird jedoch weiterhin eine Kiihlkette
bendtigt. Ein noch ungelostes Problem zur patientennahen Labordiagnostik (engl.: ,point-of-care-
testing, POCT") ist daher die effektive und kostenglinstige DNA Extraktion der klinischen Proben [70]
[55]. Ein anderer Ansatz zur Entwicklung eines POC Test stellt der Nachweis des Mykolakton durch
Dinnschichtchromatographie dar. In einer vergleichenden Studie zeigte sich eine héhere Sensitivitat
als bei dem mikroskopischen oder kulturellen Nachweis bei jedoch geringerer Spezifitat [74].

1.8 Therapie

Die Therapie der BUD bestand bis zum Jahr 2004 im Wesentlichen aus der chirurgischen Exzision der
Ulzera und frilhen Noduli, je nach Ausmall des resultierenden Hautdefekts in Kombination mit
Spalthauttransplantation [75] [2]. Trotz der operativen Behandlung lag die Wahrscheinlichkeit fiir ein
Rezidiv nach Angaben verschiedener Studien zwischen 6-30 % (Kanga JM: 17,3 %; Amofah G: 16 %;
Debacker M: 6,1 %; WHO: 16-30 %); [76] [77] [78] [79] [80]. In verschiedenen Studien wurde die
Prasenz von M. ulcerans jenseits der makroskopisch gesund erscheinenden Exzisionsrander
nachgewiesen [81] [75] [82]. Im Jahr 2004 wurde von der WHO aufgrund von Beobachtungstudien eine
Empfehlung fiir eine achtwodchige antimikrobielle Chemotherapie mit Rifampicin (RMP) (Dosierung: 10
mg/kg Korpergewicht/d, per os) und Streptomycin (SM) (Dosierung: 15 mg/kg Korpergewicht/d,
intramuskular) ausgesprochen [83] [35]. In einer Cochrane Analyse zeigte sich unter der achtwdchigen
antimikrobiellen Therapie eine Heilungsrate von 48-98 %, ermittelt aus den Daten von vier
Beobachtungsstudien. Finf weitere Beobachtungsstudien, welche zusatzlich zu der antibiotischen
Therapie einzelne oder alle Patienten einer operativen Versorgung zufiihrten, zeigten eine
Heilungsrate von 84-100% [84]. Die Rezidivraten lagen in verschiedenen Studien unter 2 % [79] [85]
[86] [87]. Zwei Studien belegen die Effizienz einer oralen Chemotherapie mit RMP und Clarithromycin
(CLA). In einer Studie erfolgte eine vierwdchige rein orale Kombinationstherapie aus RMP- und
Clarithromycin nach initialer vierwochiger RMP- und Streptomycingabe, eine weitere Pilotstudie
evaluierte eine achtwdchige RMP- und Clarithromycintherapie [85] [88].

Als Alternative zur Chemotherapie kann eine lokale Warmetherapie mittels Anwendung eines
Hitzepacks durchgefiihrt angewendet werden. In einer Studie, welche von 2009-2012 in Kamerun
durchgefiihrt wurde, zeigte sich nach 6 Monaten eine Remissionsrate von 92,4 %; 83,7 % der Patienten
blieben nach zwei Jahren frei von Rezidiven. In die Studie wurden zu 96 % ulzerative Lasionen
(Kategorie I: 19 %, Kategorie II: 64 %, Kategorie lll: 19 %) einbezogen. Osteomyelitis durch M. ulcerans
konnte durch lokale Warmeanwendung nicht therapiert werden [89].

1.9 Antibiotika-Resistenzen: Das Potential und die aktuelle Situation

1.9.1 Das Potential der Resistenzentwicklung im Kreis der Mykobakterien

Resistenzen gegenliber RMP stellen bei der Tuberkulose ein haufiges und bei der Lepra immer haufiger
beschriebenes Problem dar [90] [91]. Risikofaktoren fiir die Entwicklung von RMP Resistenzen stellen
unter anderem eine unzureichende Compliance der Patienten sowie unregelmaRlige oder inaddaquate
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Einnahme von Antibiotika bezlglich der Einnahmedauer, Dosierung und Kombination dar [92]. Nach
Entstehung einer RMP Resistenz ist bei der Tuberkulose eine Verbreitung durch Mensch zu Mensch
Ubertragung moglich. Die WHO schitzt das Vorkommen von multiresistenter Tuberkulose (engl.:
,multi-drug resistant TB“ [MDR-TB]) durch Antibiotikaresistenzen innerhalb des Mycobacterium-
Tuberculosis-Komplex (MTBC) gegen RMP und Isoniazid auf 5 %, wovon 9 % dieser Stdmme zusatzlich
Resistenzen gegen zwei der effektivsten ,second line” Medikamente entwickelt haben (engl:
extensively drug-resistant TB [XDR-TB]) [93]. Die Behandlung der Lepra, verursacht durch M. leprae,
mit RMP im Rahmen einer antimykobakteriellen Kombinationstherapie (engl.: multi-drug treatment
[MDT]) ist hocheffektiv, jedoch werden ebenfalls RMP Resistenzen beobachtet. Im Jahr 2009 wurde
von der WHO eine Initiative zur Bestimmung von antibiotikaresistenten M. leprae Stammen eingefiihrt
in welcher auf das molekulare Testverfahren zuriickgegriffen wird, welches bei M. tuberculosis
angewendet wird (siehe 1.9.2) [94]. In der ersten WHO koordinierten Studie zur genetischen
Resistenzbestimmung zeigten sich anhand von 1932 Proben aus insgesamt 19 Landern 182 genetische
Mutationen welche mit phéanotypischen Antibiotika-Resistenzen (gegeniber Dapson, RMP und
Ofloxacin) korrelieren, 74 davon gegenliber RMP [91].

Derzeit gibt es keinen Anhalt fiir eine Mensch zu Mensch Ubertragung der BUD [12] [13]. Dadurch ist
eine rasche Ausbreitung moglicher RMP resistenter M. ulcerans Stamme wie im Falle der Lepra und
Tuberkulose nach heutigem Wissensstand nicht wahrscheinlich. Es stehen daher die negativen
Auswirkungen moglicher Antibiotika-Resistenzen auf die individuelle antibiotische Therapie und
Heilung im Vordergrund. Durch die kiirzlich eingefiihrte Chemotherapie kann die Entstehung von RMP
Resistenzen analog zur Resistenzentwicklung bei der Tuberkulose und Lepra begiinstigt werden.

1.9.2 Der molekulare Mechanismus der RMP Resistenz und das Prinzip der molekularen
Resistenzbestimmung

RMP inhibiert die Aktivitdt der (myko-)bakteriellen RNA-Polymerase, deren Beta-Untereinheit durch
das rpoB-Gen kodiert wird [95]. Die Mehrzahl der Resistenzen von M. tuberculosis gegen RMP
entstehen durch ,,Missense“-Mutationen (Punktmutationen, welche ein Kodon so verandern, dass es
fir eine andere Aminosaure kodiert) in der hoch-konservierten, 81 Basenpaar langen Genregion der
RRDR (engl.: ,RMP resistance-determining region“). Die RRDR kodiert die Kodons 507-533 des rpoB-
Gens (ein Kodon besteht aus einer Sequenz von drei Basenpaaren welche fiir eine Aminosaure kodiert)
[96]. Sehr haufig sind die Kodons Ser531, His526 und GIn513 (diese kodieren jeweils fir die
Aminosauren Serin, Histidin und Glutamin) von Mutationen betroffen [97] [96] [98] [99]. Ein RMP
resistenter Phanotyp kann durch PCR-Amplifizierung der RRDR und anschlieBender Sequenzierung
einem mutierten Genotyp zugeordnet werden. So kénnen potentielle RMP Resistenzen labortechnisch
diagnostiziert werden. Bei M. leprae sind ebenfalls Mutationen innerhalb der RRDR, welche die Kodons
401-427 kodiert (aquivalent zu Kodons 507-533 in M. tuberculosis), Grundlage fiir RMP Resistenzen.
Besonders Mutationen im Kodon Ser425 (dquivalent zu Ser531 in M. tuberculosis) sind flr einen
GroRteil der RMP Resistenzen verantwortlich [100] [95]. Stimme, welche eine/mehrere Mutation(en)
innerhalb der RRDR aufweisen und im Tierversuch eine phanotypische RMP Resistenz zeigen, gelten
als resistent [94].
Das gleiche Prinzip der RMP Resistenz wurde in M. ulcerans im Rahmen eines im Labor durchgefiihrten
Versuchs aufgezeigt. Es wurden dazu innerhalb einer Testreihe M. ulcerans infizierte Mduse mit RMP
in Monotherapie behandelt. Drei RMP resistente M. ulcerans Stamme konnten isoliert werden. Es
wurden Mutationen der Kodons Ser416 und His420 (jeweils dquivalent zu Ser522 und His526 in M.
tuberculosis) innerhalb der RRDR von M. ulcerans festgestellt [101].
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1.9.3 Bisherige diagnostische Moglichkeiten zur RMP Resistenzbestimmung von M. ulcerans
Grundsatzlich kommen derzeit zwei Moglichkeiten zur Rifampicin Resistenzbestimmung von M.
ulcerans in Betracht. Zunachst existiert die konventionelle Resistenzbestimmung mittels kultureller
Anzucht auf Kulturmedien (Lowenstein-Jensen Medium) (z.B. auf Kulturmedien mit und ohne RMP-
Anreicherung wodurch anhand der Anzahl wachsender Kolonien Riickschliisse Uber die Resistenz
erhoben werden kénnen [Proportionsmethode analog zu M. tuberculosis [102]]). Jedoch zeichnet sich
diese Methode durch lange Inkubationszeiten von mehreren Wochen und eine geringe Sensitivitat aus.
Dadurch ist die kulturelle Anzucht besonders fiir klinische Therapieentscheidungen ungeeignet. Eine
weitere Moglichkeit stellt die molekulare Resistenzbestimmung mittels PCR Amplifizierung und
anschlieRender Sequenzierung der RRDR dar. Die Detektion von Punktmutationen in der RRDR, fir
welche eine phanotypische RMP Resistenz vorbeschrieben wurde, erbringt den Resistenznachweis
(siehe 1.9.2). Diese Methode wurde von Beissner et al. (Buruli AG der AITM) erstmals im Rahmen einer
Pilotstudie anhand klinischer Proben von BUD Patienten aus Ghana getestet, welche zwischen 2004-
2007 antibiotisch behandelt wurden. Dabei konnte eine Gesamtzahl von 109 DNA Sequenzen aus
Kultur- sowie Gesamt DNA Extrakten sequenziert werden (siehe 1.9.4). Jedoch zeigte sich, dass die
Resistenzbestimmung anhand klinischer Proben technisch limitiert. So ergab die Testung klinischer
Gesamt DNA Extrakte eine Test-Effizienz (engl.: ,overall test efficiency”) von 35,3 %. Dabei zeichnete
sich ein signifikanter Unterschied der Effizienz im Vergleich zu Proben aus Kulturmaterial (91,7 %) ab
[103].

1.9.4 Kilinische Verldufe

Der klinische Verlauf unter antibiotischer Therapie wurde in einigen Studien beschrieben. Der Zeitraum
bis zur endgitiltigen Abheilung der Ulzera zeigte sich in Abhdngigkeit von der klinischen Manifestation
[47] [85] [104] (Beissner: 15,4 Wochen fiir Kategorie |, 21,6 Wochen fiir Kategorie Il, 36,6 Wochen fiir
Kategorie Ill; Nienhuis: 18 Wochen fiir Kategorie I, 30 Wochen fiir Kategorie Il und Ill, Sarfo: 8 Wochen
flr Knoétchen, 12 Wochen fiir Kategorie |, 11 Wochen fir Kategorie 1l, 15,5 Wochen fiir Kategorie llI).
Insgesamt zeigen die Ergebnisse verschiedener Studien eine Abheilung von bis zu Zweidrittel der
Lasionen nach etwa 25 Wochen nach Therapiebeginn-[105] [86] [85].

Obwohl die initiale GroRBe der Ulzera den zeitlichen klinischen Verlauf beeinflusst, wurden Falle
beschrieben, in welchen klinisch initial gleich imponierende Ulzera einen unterschiedlichen
Heilungsverlauf annehmen [47] [68]. Wahrend einige dieser Ulcera bereits nach wenigen Wochen
keine viablen M. ulcerans mehr aufwiesen und stetig abheilten, zeigten sich ebenso prolongierte
Verlaufe, welche auch nach abgeschlossener Chemotherapie noch viable M. ulcerans aufwiesen und
erst Monate nach abgeschlossener Chemotherapie abheilten (engl.: ,,slow healers”). In einer Studie
durch Sarpong-Duah et al. zeigte sich in 52 % der Ulzera nach Abschluss der antibiotischen Therapie (8
Wochen) und in 10 % nach 16 Wochen weiterhin das Vorliegen viabler M. ulcerans durch den 16S
rRNA-Viabilitits-Assay (fir 16S rRNA-Viabilitits-Assay siehe 1.7, ,ein Uberblick tber die aktuelle
diagnostosche Forschung”). Es zeigten sich in diesen Féllen prolongierte klinische Verlaufe (engl.: ,,slow
healers”), die Moglichkeit einer verlangerten antibiotischen Therapie wurde diskutiert [68]. Bei groRen
Ulzera wurden nach vier Wochen der antibiotischen Therapie progrediente Verlaufe beobachtet
welche sich klinisch von paradoxen Reaktionen unterschieden sodass ein Therapieversagen
angenommen wurde [87]. Bislang wurde keiner der Verdachtsfille auf das Vorliegen von RMP
resistenten M. ulcerans Stammen getestet. Retrospektiv konnte durch Beissner et al. 2010 eine
genotypische RMP Resistenz anhand einer Patientenprobe im Rahmen der Pilotstudie festgestellt

11



werden (eine Punktmutation analog zu Kodon Ser522 bei M. tuberculosis, siehe 1.9.2). Der Patient
wurde vor der Probenentnahme antibiotisch behandelt. Genaue Informationen (ber das
Therapieregime sind nicht bekannt. Eine Kultur zur phanotypischen Resistenzbestimmung konnte nicht
generiert werden [103]. Bislang fehlte es an einem Nachweisverfahren um in den oben genannten
Fallen eine zuverlassige und rapide Resistenzbestimmung durchfiihren zu kénnen, wodurch die
aktuelle Resistenzlage von M. ulcerans gegeniiber RMP in den endemischen BUD Gebieten unbekannt
ist (Beissner et al. 2010a) (Jansson et al. 2014).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Nach Einfihrung der antimikrobiellen Chemotherapie mit RMP und SM im Jahr 2004 zeigten sich
bislang hohe Remissionsraten bei niedrigen Rezidivraten. In Laborexperimenten konnte unter RMP
Monotherapie am Mausmodell jedoch die Entstehung von RMP Resistenzen analog dem
Resistenzmechanismus von Tuberkulose und Lepra beobachtet werden. Dieser basiert auf
Punktmutationen in der ,rifampicin resistance determining region“ (RRDR) des rpoB Gens, welches die
Beta-Untereinheit der (myko-)bakteriellen RNA-Polymerase kodiert. Zuverldssige und schnelle
Testverfahren zur routinemafigen Detektion von RMP resistenten M. ulcerans Stimmen sind bislang
nicht verfligbar. Der konventionelle Nachweis von RMP resistenten M. ulcerans Stammen durch
Kultivierung dauert meist mehrere Wochen. Das molekulare Testverfahren zur Resistenzbestimmung
anhand klinischer Proben kann schnell durchgefiihrt werden und bietet im klinischen Kontext eine
geeignete Alternative gegeniber zeitaufwandiger und komplizierter Kultivierung von M. ulcerans.
Jedoch zeigte der Test an Gesamt DNA Extrakten aus klinischen Proben, welche zuvor durch die 1S2404-
PCR als M. ulcerans positiv getestet wurden, im Rahmen der Pilotstudie eine geringe Test-Effizienz
(35,3 %, 55/156) im Vergleich zu Proben aus Kulturmaterial (91,7 %, 88/96), welches aus
Gewebeproben oder Wundabstrichen der klinischen Proben aus der Studie gewonnen wurde. Die
geringe Test-Effizienz der Gesamt DNA Extrakte aus klinischen Proben kann als groRter limitierender
Faktor bei der bisher vorliegenden Methode der molekularen Resistenzbestimmung angesehen
werden [103].

Der hohe Anteil nicht analysierbarer Proben aus dem Gesamtkollektiv der klinischen Gesamt DNA
Extrakte (64,7 %, 101/156) im Vergleich zu Proben aus Kulturmaterial (8,3 %, 8/96) teilt sich in Proben
mit negativem rpoB-PCR Ergebnis (63,4 %, 64/101) und Proben, welche in der anschlieRenden
Sequenzierung der PCR Amplifikate unspezifische Sequenzen ergaben (36,6 %, 37/101) [103]. Die
Abnahme der Proben aus Kulturmaterial erfolgt unter kontrollierten Bedingungen im Labor. Die
Abnahme klinischer Proben erfolgt hingegen auf unterschiedliche Weise (Wundabstriche, FNAs, ggf.
Stanzbiopsien) aus unterschiedlichen klinischen Manifestationsformen der BUD in verschiedenen
Stadien. Der hohe Anteil negativer PCR Ergebnisse an Gesamt DNA Extrakten aus klinischen Proben
erklart sich vermutlich durch die verhéaltnismaRig geringere Menge von M. ulcerans DNA im Vergleich
zu Proben aus Kulturmaterial (Anteil PCR-negativer klinischer Proben am Gesamtkollektiv: 41,0 %,
64/156; Kulturmaterial: 6,3 %, 6/96) [103].

Die PCR-positiven Gesamt DNA Extrakte der Pilotstudie ergaben in der Sequenzierung zu 36,6 %
(37/101) unspezifische Sequenzen. In dem Assay wurden Mycobacterium-Genus spezifische PCR
Primer angewendet, welche an einem konservierten Abschnitt des rpoB-Gens binden und dadurch
diesen Genabschnitt samtlicher Mykobakterien amplifizieren [106]. Jedoch befindet sich in den
Gesamt DNA Extrakten aus klinischen Proben zusatzlich zur DNA von M. ulcerans ebenfalls menschliche
DNA sowie DNA einer Vielzahl von Bakterien, welche die Haut bzw. die Wundrander besiedeln. Bei der
Probenabnahme sowie DNA Extraktion lasst sich keine Trennung von M. ulcerans DNA und anderer
DNA durchfiihren. Die geringe analytische Spezifitat des in der Pilotstudie verwendeten Assays ist
daher vermutlich durch unspezifische PCR- und Sequenzier-Primer begriindet.

Die Ubergeordnete Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Verbesserung der Test-Effizienz (siehe
3.2.1.2.4) der molekularen RMP Resistenzbestimmung von M. ulcerans Gesamt DNA Extrakten aus
klinischen Proben. Dieses Ziel sollte durch die Entwicklung eines neuen Assays (hier als Assay B
bezeichnet) erreicht werden, dessen Test-Effizienz im Anschluss an die Etablierung und Validierung mit
dem bisherigen Assay aus der Pilotstudie (hier als Assay A bezeichnet) [103] verglichen werden sollte.
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Ziele zur Steigerung der Test-Effizienz des Assays B gegeniiber Assay A waren:

1.

Verbesserung der rpoB-PCR Positivitdtsrate (siehe 3.2.1.2.1) durch den Einsatz einer
genaueren, leistungsstarkeren DNA-Polymerase (siehe 3.2.8.1.3).

Erhohung der rpoB-PCR Positivitatsrate mittels verbesserter analytischer Spezifitat durch M.
ulcerans spezifische PCR-Primer (siehe 3.2.8.1.1.1 und 3.2.8.2.1).

Die Verwendung unterschiedlicher PCR- und Sequenzier-Primer um eine im
Sequenzierungsprozess wiederholt fehlerhafte Bindung identischer Primer im Anschluss an die
PCR zu verhindern (siehe 3.2.8.1.2).

Durch die hohere analytische Spezifitdat der PCR-Primer die Sequenzierung in Assay B mit einem
einzigen Primer durchzufiihren, wahrend in Assay A beide PCR-Primer ebenfalls als
Sequenzier-Primer eingesetzt wurden (siehe 3.2.8.1.2).

Das Herstellen von genauestens quantifizierten Verdinnungsreihen um die analytische
Sensitivitat (untere Nachweisgrenze) zwischen Assay A und B bestimmen und vergleichen zu
kénnen (siehe 3.2.9.1).
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 chemikalien

Agarose GTQ

Aqgua dest.

Blue Juice 10 x
Entmineralisiertes Wasser

Ethanol 70 %

Gel-Elektrophorese
PCR, Sequenzierung

Gel-Elektrophorese
Gel-Elektrophorese

DNA-Extraktion,

Sequenzierung

Ethanol 96 %

DNA-Extraktion,

Sequenzierung

Gel Red Nucleic Acid Stain
HiDi-Formamid

Natriumhypochlorit
H20)

Isopropanol (2-Propanal)
LiChroSolv. Wasser
Lysozym 10 mg/ml

0.5 % TAE light Puffer

(NaClO x

Gel-Elektrophorese

Sequenzierung

Flachenreinigung

DNA-Extraktion

Sequenzierung

DNA Extraktion

Gel-Elektrophorese

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Anlage im Haus

Carl Roth

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Biotium, Hayward, USA

Applied Biosystems,
Deutschland

Frankfurt,

Nalgene, Roskilde, Danemark

Carl Roth

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St Louis, USA
Carl Roth

Tabelle 1: Chemikalien welche im Rahmen der Studie verwendet wurden. In Anlehnung an Huber [107].
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3.1.2 Nukleotide und Nukleinsiuren

3.1.2.1 In der Studie verwendete Nukleotide und Primer-Sequenzen

dNTP’s Applied Biosystems
100 Bp DNA-Leiter GeI—EIektrophorese Invitrogen

CGA CCA CTT CGG CAA Sense Primer, Assay A PCR und TibMolbiol, Berlin,
MF .

CCG Sequenzierung Deutschland
MR TCG ATC GGG CAC ATC Antlsens.e Primer, Assay A PCR und TibMolbiol

CGG Sequenzierung
MuB-F éé-_lr_ CCE OGS Sense Primer, Assay B PCR TibMolbiol
MuB-R Zﬁg ATCTCG TCG GAA Antisense Primer, Assay B PCR TibMolbiol
Bseek-F AAT ACC TGG TCC GCT Sense . Primer, Assay B TibMolbiol

TGC Sequenzierung
I1S2404-TF 2¢QSCA CCA CGC AGC Sense Primer, gPCR TibMolbiol
I1S2404-TR ¢$§ GAC CCC AGT GGA Antisense Primer, qPCR TibMolbiol

FAM-CCG TCC AAC GCG . .
1S2404-TP2 ATC GGC A-BBQ Tagman-Sonde, qPCR TibMolbiol

. Standardkurve und Genexpress, Berlin,

EPE R S E T Positivkontrolle, gPCR Deutschland

Tabelle 2: Beschreibung der verwendeten Nukleotide und Primer-Sequenzen.
9F, Forward-Primer; R, Reverse-Primer. Die MF und MR Primer wurden im Assay A zur Amplifikation eines 351 Bp

langen Fragments genutzt, welches die RRDR enthdlt und welches durch die MF und MR Primer sequenziert
wurde. Die MuB-F und MuB-R Primer wurden im Assay B zur Amplifikation eines 606 Bp langen Fragments
genutzt, welches die RRDR enthdilt die anschliefSend durch den Bseek-F Primer sequenziert wurde. Die 1S2404-TF
und 1S2404-TR Primer amplifizieren einen Abschnitt der 1S2404 Sequenz des M. ulcerans und wurden im Rahmen
der 1S2404-qPCR fiir die Quantifizierung der Kulturextrakte zur Bestimmung der Nachweisgrenze angewendet. Bei
1S2404-TP2 handelt es sich um eine am 5° Ende mit Fluoreszenzfarbstoff (Fluoresceinamidite [FAM]) markierte
Tagman-Sonde. Am 3’ Ende befindet sich ein Blackberry-Quencher (BBQ), welcher in der Lage ist die Fluoreszenz
zu absorbieren. Sobald die Sonde im Rahmen der Amplifikation in die 1S2404 DNA eingebaut wurde, wird das
Fluoreszenz-Signal nicht mehr absorbiert und kann vom qPCR-Cycler gemessen werden. ® Primer-Sequenz vom 5’
zum 3’-Ende.

3.1.2.2 Im Rahmen der Etablierung des Assay B verwendete Primer
Eine Auflistung der im Rahmen der Etablierung des Assay B entwickelten und getesteten Primer-Paare
befindet sich im Anhang (siehe 9.3).

16



3.1.3 Test-Kits

- Cell lysis solution
- DNA hydration solution

. DNA . L . Qiagen, Hilden,
Puregene Core Kit A Extraktion Prote!n precipitation solution Deutschland
- Proteinase K
- Glykogen
KOD Hot Start DNA MuB-F+R - KOD Hot"Start DNA Polymerase
Polymerase Kit PCR - Ms504Losung ML
H - 10x PCR Puffer
Big Dye Terminator v3.1 Sequenzier - Ready Reaction Mix Applied
Sequencing Kit ung - Sequenzier-Puffer (5X) Biosystems

- HOT FIREPol® DNA Polymerase
5x Probe gPCR buffer
15 mM MgCl;,
dNTPs

- No ROX dye

- AmpliTag Gold DNA Polymerase

5x HOT FIREPol® Probe 152404-
gPCR Mix Plus (no ROX) qPCR

Solis Biodyne,
Tartu, Estland

A o OV e - gcs s
v - PCR Puffer v
Ultrafree-DA Kit Gel- . i U_Itrafr.ee—D_A Zentrifugen- Merck
Extraktion Filtereinheit
. Sequenzier - DyeEx™ 2.0 Spin Filtereinheit .
Dye Ex 2.0 Spin Kit i L Semmelies il Qiagen

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Test-Kits.
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3.1.4 Gerite

Arbeitsbank ClanLaf, steril
Drucker

Gel-Kammer
Eisflockenbereiter
Kiihlschrank

Kihlschrank

Kiihlschrank

Mikrowelle

Personal Computer (PC)
Pipetten, 10ul

Pipetten, 20ul, 200ul, 1ml

Thermocycler

Thermocycler
Thermocycler
Thermomixer
Tiefkiihlschrank
Tiefkihlschrank
Tiefkiihlschrank
Tiefkiihlschrank
Ultraviolett
Transilluminator
Vortex

Vortex

Zentrifuge

Sequenziergerat?

VRF 1206

LBP-800

Model 401216

AF 80 AS, DD6798

KT 1414; Model 760024
KS 155 TA 1F

KG KT RR 16A

8017 E

/

Eppendorf Research® plus
Pipetman
Personalcycler,
9707120

UNO Il, SR 9707155
CFX 96 Real-Time System
MKR 13

KS155TA

GP 1456 Mod. 461494
GSS 3666

GS 15025

SN

UT 1150207

Assistent Reamix 2789
Vortex Genie, K-550-GE

Biofuge pico 241715

ABI3730 automatic
sequencer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Canon, Krefeld, Deutschland
Peglab, Erlangen, Deutschland
Scotsman, Mailand, Italien
Liebherr, Biberach, Deutschland
Bosch, Stuttgart, Deutschland
Siemens, Miinchen, Deutschland
Privileg

UniEquip, Martinsried, Deutschland
Eppendorf

Gilson, Bad Camberg, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Biometra

BioRad, Miinchen, Deutschland
HLC, BIOTECH, Deutschland
AEG, Nirnberg, Deutschland
Liebherr

Liebherr

Liebherr

UniEquip

Reamix, Sondheim, Deutschland
Neolab, Heidelberg, Deutschland

Heraeus Instruments, Osterode,
Deutschland

Applied Biosystems

Tabelle 4: In der Studie verwendete Gerdite. In Anlehnung an Huber [107].
@ Die Sequenzierungen wurden am Helmholtz Forschungszentrum (FZ) (Ingolstidter LandstrafSe 1, 85764

Oberschleiheim, Deutschland) durchgefiihrt.
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3.1.5 Labormaterial

Falkon-GefalRe 20ml, 50ml
Handschuhe (Safe Skin PFE)
Handschuhe (Safe Skin Nitrile)
Mikroschraubrohrchen 2,0 ml

Mikro-Tube 0,2 ml

Pipettenspitzen, Safe Seal Tips; 10ul,

20pl, 200pl, 1000ul
ReaktionsgefaRe 1,5 ml
Gel-Cutter

96 Well-Multiplates
Verschlussfolie

ABI optical plates

Tabelle 5: In der Studie verwendetes Labormaterial. In Anlehnung an Huber [107].

mit

DNA-Extraktion
DNA-Extraktion,
Sequenzierung
PCR, Sequenzierung
Transport von  diagnostischem
Material, DNA-Extraktion
PCR, Sequenzierung
DNA-Extraktion,
Sequenzierung
DNA-Extraktion

Sequenzierung

PCR,

PCR,

qPCR

Sequenzierung

Corning, New York, USA
Kimberly-Clark, Koblenz,
Deutschland
Kimberly-Clark

Kisker Biotech,
Steinfurt, Deutschland
Kisker Biotech

Kisker Biotech

Kisker Biotech
Kisker Biotech

BioRad

Applied Biosystems
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3.1.6 Mykobakterielle Referenzstimme und diagnostisches Probenmaterial

M. abscessus NRZ* Humanisolat
M. africanum NRZ Humanisolat
M. avium NRZ Humanisolat
M. bovis NRZ Rindisolat
M. chelonae NRZ Humanisolat
M. fortuitum NRZ Humanisolat
M. gordonae NRZ Humanisolat
M. gordonae AlITMP Humanisolat
M. kansasii NRZ Humanisolat
M. leprae AITM Humanisolat
M. malmoense NRZ Humanisolat
M. marinum NRZ Humanisolat
M. microti NRZ Mausisolat
M. scrofulaceum NRZ Humanisolat
M. smegmatis NRZ Humanisolat
M. szulgai NRZ Humanisolat
M. tuberculosis NRZ Humanisolat
M. ulcerans AITM Humanisolat
M. xenopi NRZ Humanisolat
E. coli MVP© Humanisolat
P. acnes MVP Humanisolat
Staph. aureus MVP Humanisolat
Staph. epidermidis MVP Humanisolat
Str. pyogenes MVP Humanisolat

Tabelle 6: Bakterienspezies zur Spezifititstestung des Assays B.

@ NRZ: Nationales Referenzzentrum fiir Mykobakterien, Borstel; ©® AITM: Abteilung fiir Infektions- und
Tropenmedizin an der medizinischen Klinik und Poliklinik 1V des Klinikums der Universitédt Miinchen (LMU); € MVP:
Max von Pettenkofer-Institut, Miinchen.

K5D Kamerun Humanisolat
Tabelle 7: M. ulcerans Kultur.
Zur Etablierung und technischen Validierung von Assay B sowie zur Herstellung von quantifizierten

Verdiinnungsreihen verwendet.
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T/159FNA T®

T/159 P T X

T/159 S T X
T/197S T X
Summe / 1 1 2

Tabelle 8: 1S2404-PCR negative klinische Gesamt DNA Extrakte.
Fiir den Test der Spezifitidt anhand klinischer Proben zur Etablierung von Assay B verwendet (siehe 4.1.2.1.1). °T:

Togo.
_____
NK/PA/016/06/N/DT/P G®
NK/PA/016/06/N/DT/CST G X
A/KS/194/06/N/DT/P G X
A/VY/193/06/N/DT/S G X
A/HN/264/07/N/DT/S G X
NK/PA/016/06/N/DT/P G X
NK/PA/016/06/N/DT/CST G X
NK/SI/034/06/N/DT/S G X
A/YA/205/06/R/DT/S G X
NK/RA/008/06/N/DT/S G X
A/EN/189/06/N/DT/P G X
A/AN/247/07/N/DT/P+CST G X
Summe / 5 5 2

Tabelle 9: 152404 PCR positive klinische Gesamt DNA Extrakte die in der Pilotstudie entweder negative oder
kontaminierte Ergebnisse ergaben.
Die Proben wurden mittels Assay B erneut getestet (siehe 3.2.9.2.1). °G: Ghana.

T/169FNA  T°

T/169P T X
T/173FNA T X

T/173P T X
T/174P T X
T/178FNA T X

T/178P T X
T/178S T X
T/179FNA T X

T/179P T X
T/184FNA T X

T/184P T X
T/186FNA T X

T/186P T X
T/187FNA T X

T/189FNA T X

T/189P T X
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T/190FNA T

T/192P

T/193FNA

T/193S

T/195FNA

T/195S

T/196S

T/198P

T/201FNA

T/202FNA

T/202P

T/205FNA

T/206FNA

T/208FNA

T/214S

T/221S

T/231S

G.A.P.002S GP

G.A.P.010S

G.A.P.015S

G.A.P.017S

G.A.P.026S

TT.P.504_S2 T
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TT.P.510_.S3 T

TT.P.514.S2 T

T.T.P.520_.S3 T

TT.P.522.S2 T

TT.P.530_S2 T

TT.P537_S1 T

TT.P.540_S1 T

TT.P548 S3 T

TT.P549 S2 T

TT.P550_S1 T

TT.P.550_.S3 T

TT.P.627_S3 T

TT.P.641_S2 T

T.T.P.661_S3 T

T.T.P.675_.S2 T

T.T.P.682_S2 T

TT.P.6S0_S3 T

TT.P.701_.S3 T

TT.P.723_.S3 T

TT.P.741.S2 T

TT.P.742_S2 T

TT.P.751.S2 T
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TT.P.502_F2 T

TT.P.505_F2 T

TT.P.509_F2 T

TT.P515 F2 T

TT.P517_ F1 T

TT.P.521 F2 T

TT.P.525_ F2 T

TT.P543_ F1 T

TT.P.543 P2 T

TT.P.630_F2 T

TT.P.528 P2 T

TT.P.535 P1 T

TT.P.539 P1 T

Summe

Tabelle 10: 1S2404-PCR positive klinische Gesamt DNA Extrakte vor Begmn antlmlkrobleller Therapie.
Die Proben wurden fiir den Vergleich zwischen Assay A und B herangezogen (siehe 3.2.9.2). °T: Togo; °G: Ghana.
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3.2 Methoden

3.2.1 Begriffsdefinitionen
3.2.1.1 Spezifitdiit und Sensitivitct

3.2.1.1.1 Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitat bezeichnet die Fahigkeit eines analytischen Assays nur die zu identifizierende
Zielsubstanz nachzuweisen (Saah and Hoover 1997). Im Fall einer PCR/Sequenzierung beschreibt die
analytische Spezifitat die Fahigkeit der PCR/Sequenzierungs Primer ausschlieBlich an den gewahlten
DNA-Abschnitt im Ziel-Gen zu binden und diesen zu amplifizieren. Die analytische Spezifitat wurde wie
unter 3.2.8.2.1 beschrieben fir die rpoB-PCR von Assay B bestimmt.

3.2.1.1.2 Analytische Sensitivitat (untere Nachweisgrenze)

Die analytische Sensitivitat (Synonym: untere Nachweisgrenze, engl.: ,lower limit of detection”)
bezeichnet die Fahigkeit eines Assays eine niedrige Konzentration einer Substanz in einer biologischen
Probe nachweisen zu kdnnen. Je niedriger die detektierbare Konzentration ist, desto groRer ist die
analytische Sensitivitat [108]. Die analytische Sensitivitdt wurde wie unter 3.2.9.1 beschrieben fiir die
rpoB-PCRs der Assays A und B bestimmt.

3.2.1.1.3 Diagnostische Spezifitat

Die diagnostische Spezifitdt bezeichnet die Fahigkeit eines Assays einen nicht erkrankten Patienten als
gesund zu identifizieren, und diesen somit als ,richtig negativ” zu klassifizieren. Sie ergibt sich aus dem
Quotienten der richtig negativ getesteten Patienten und den insgesamt negativen Patienten
(bestehend aus den richtig negativ getesteten und falsch positiv getesteten) [108]. Da die im Folgenden
beschriebene Testung an klinischen Proben keine negativen Proben beinhaltet, konnte die
diagnostische Spezifitat der PCR Assays nicht ermittelt werden.

3.2.1.1.4 Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitat bezeichnet die Fahigkeit eines Assays z.B. eine Erkrankung in der
Bevolkerung nachweisen zu kénnen, einen Patienten also als ,richtig positiv” zu klassifizieren. Sie
ergibt sich aus dem Quotienten der richtig positiv getesteten Patienten und den insgesamt positiven
Patienten (bestehend aus den richtig positiv getesteten und falsch negativ getesteten) [108]. Die
diagnostische Sensitivitat der rpoB-PCR wurde fiir beide Assays bestimmt und entspricht der rpoB-PCR
Positivitdtsrate (siehe 3.2.1.2.1).

3.2.1.2 Definitionen der Test-Parameter fiir den Vergleich der Assays A und B an klinischen
Proben
Die Durchfiihrung des Vergleichs der Assays anhand klinischer Proben ist unter 3.2.9.2.2 beschrieben.

3.2.1.2.1 Die rpoB-PCR Positivitatsrate
Der Anteil an Proben mit einem positiven Ergebnis in der rpoB-PCR, welcher als wichtigster Test-
Parameter der PCR herangezogen wurde (Die rpoB-PCR Positivitatsrate entspricht in diesem Fall der
diagnostischen Sensitivitat der rpoB-PCR).

3.2.1.2.2 PCR-Inhibitionsrate
Der Anteil an klinischen Proben, welche in der PCR unverdiinnt durch Inhibition zu einem negativen
Ergebnis flhrten.
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3.2.1.2.3 Die rpoB-sequencing Positivitatsrate
Der Anteil der PCR positiven Proben, welcher in der anschlieRenden Sequenzierung ein definitives
Sequenzierergebnis ergab, wurde als wichtigster Test-Parameter der Sequenzierung herangezogen.

3.2.1.2.4 Die Test-Effizienz

Der Anteil der Proben mit einem positiven (auswertbaren) PCR und Sequenzierergebnis aus allen
getesteten Proben. Die Test-Effizienz wurde als globaler Test-Parameter fir den jeweiligen Assay
verwendet.

3.2.2 Ethische Voraussetzungen

Das Einverstandnis der nationalen Ethikkommission Togos (“Comité de Bioéthique pour la Recherche
en Santé”) der Universitdt zu Lomé (14/2010/CBRS) wurde erteilt und die Studie wurde vom
Gesundheitsministerium in Togo genehmigt (Ref. No. 0009/2011/MS/DGS/DPLET). Das Einverstandnis
zur Verwendung der Proben aus Ghana wurde von der ghanaischen Ethikkommission der Kwame
Nkrumah University of Science and Technology erteilt (CHRPE/07/01/05).

3.2.3 Ein- und Ausschluss Kriterien

Voraussetzung fiir die Verwendung samtlicher Proben von klinischen BUD-Verdachtsfadllen war das
Einverstandnis der Patienten zur Probenabnahme, Datenerfassung, Datenarchivierung und deren
weiterer Verwendung. Des Weiteren wurden ausschlielich Proben einbezogen, welche bereits im
Vorfeld durch die standardmaRig zur diagnostischen Verdachtsbestatigung eingesetzte 1S2404-PCR als
M. ulcerans positiv oder negativ getestet wurden. Darlber hinaus wurden keine weiteren Faktoren
(z.B. Erkrankungsdauer, Krankheitsauspragung beziiglich Anzahl der Lasionen, Alter oder Geschlecht
der Patienten) bericksichtigt. Fehlendes Einverstandnis der Patienten bzw. der gesetzlichen Vertreter
waren Ausschlusskriterien.

3.2.4 DNA Extrakte von M. ulcerans Kulturen und klinischen Proben

3.2.4.1 Nukleinséureprdparation aus Kulturmaterial

Das Kulturextrakt stammte aus den in der AITM vorhandenen Kulturen aus Kamerun [109]. Die Gesamt
DNA Extraktion aus Kulturmaterial fand gemalR des Protokolls , Extraction of mycobacterial DNA from
clinical specimens” statt, basierend auf dem ,,Puregene Core Kit A“ von Qiagen (siehe 3.1.3) [69]. Das
Material wurde von der in der AITM befindlichen Kultur K5D aus Kamerun, welche aus einer im Februar
2009 generierten Subkultur entstammt, abgenommen. Samtliche Reagenzien exklusive Lysozym,
Isopropanol und Ethanol 70 % waren im ,,Puregene Core Kit A“ von Qiagen enthalten (siehe 3.1.3). Die
Anleitung zur Nukleinsdurepraparation befindet sich im Anhang (siehe 9.1).

3.2.4.2 Art und Herkunft der klinischen Proben

Die Gesamt DNA Extrakte von Patientenproben kamen aus Togo und aus Ghana und wurden einerseits
im Rahmen des von der Europaischen Union geférderten BURULICO Projektes (Projektnummer: INCO-
CT-2005-015476-BURULICO) [52], zum anderen im Rahmen des BuruliVac Projektes der Europaischen
Union (Projektnummer: 241500) abgenommen. Die Nukleinsdurepraparation der klinischen Proben,
die Testung mittels 1S2404-PCR sowie die Zuweisung der Proben ID wurde bereits im Rahmen dieser
Projekte geleistet. Im Rahmen dieser Studie wurde mit freundlicher Genehmigung der Buruli AG des
AITM auf diese Vorarbeit zurlickgegriffen. Es wurden flir den direkten Vergleich der Assays A und B
sowohl DNA Extrakte aus Wundabstrichen (n = 63), als auch Feinnadelbiopsien (FNA) (n = 40) und 3-
mm Stanzbiopsien (n = 30) verwendet (siehe Tabelle 10, 3.1.6).
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3.2.4.3 Konservierung der Proben

Die Kurzzeitlagerung der DNA Extrakte erfolgte bis zu max. 7 Tage in 2 ml Schraubréhrchen im
Kihlschrank bei 4 °C. Die Langzeitlagerung von Wochen bis Jahren erfolgte in 2 ml Schraubréhrchen
bei —20 °C.

3.2.5 Datenerfassung und —archivierung

Die Daten beziiglich der Etablierung und Validierung des Assays B befinden sich in ausgedruckter Form
im Archiv der AITM. Die verwendeten Patientenproben wurden anhand der Proben ID (siehe Tabelle
10, 3.1.6) in einer Liste erfasst. Die Liste wurde gemal den Ergebnissen des Vergleichs von Assay A und
Assay B weitergefiihrt und auf den Servern der AITM archiviert.

3.2.6 Angewendete Labormethoden zum Nachweis der RRDR von M. ulcerans

3.2.6.1 PCR-Diagnostik und Agarose Gel-Elektrophorese

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde in Assay A und B zur Amplifikation von spezifischen DNA-
Sequenzen, welche jeweils die RRDR beinhalten, eingesetzt (siehe 3.2.6.1.1, 3.2.6.1.2). Das so erzeugte
DNA-Amplifikat wurde mittels Agarose Gel-Elektrophorese detektiert (siehe 3.2.6.1.4) und aus dem
Agarose Gel mittels Gel-Cuttern entnommen. Es folgte die Aufreinigung des DNA-Amplifikats mittels
Filter-Tubes (Ultrafree-DA Zentrifugen-Filtereinheiten) (siehe 3.2.6.1.5):

3.2.6.1.1 PCR-Diagnostik Assay A

Die konventionell durchgefiihrte MF/MR-PCR des Assay A amplifiziert im DNA Extrakt der zu
analysierenden Patientenprobe ein 351 Bp langes Fragment des rpoB-Gens welches die im Anschluss
zu sequenzierende RRDR einschlieBt (Beissner M, 2010). Zusammensetzung des
Reaktionsendvolumens (20 pl) fiir eine MF/MR PCR-Reaktion:

H.O (10 ul), PCR Puffer (2,0 ul, 100 mM Tris-HCL, 500 mM KCL, pH 8,3), MgCl; (2 ul, 25 mM),
Desoxynukleosidtriphosphat-Mix (dNTPs) (1.6 ul, 800 uM), Primer MF (Sequenz 5°-3": CGA CCA CTT
CGG CAACCG, 1 pl, 10 pM) und MR (Sequenz 5-3": TCG ATC GGG CAC ATC CGG, 1 ul, 10 uM), AmpliTaq
Gold DNA Polymerase (0.2 pl, 5 U/ul), 2 pl der klinischen Gesamt DNA Extrakte.

Die Amplifikation im Thermocycler wurde wie folgt durchgefiihrt:

Die initiale Denaturierungsphase betrug 5 min bei 95 °C, dann folgten 37 Zyklen: Denaturierung (95 °C,
15 sec), Primeranlagerung (56 °C, 10 sec, engl.: ,annealing”) und Extension (72 °C, 30 sec, engl.:
,elongation”). Die Reaktion war nach terminaler Extensionsphase (72 °C, 5 min) beendet, die
Endtemperatur betrug 8 °C.

3.2.6.1.2 PCR-Diagnostik Assay B

Die Etablierung und Validierung des Assay B ist im Abschnitt 3.2.8 beschrieben. Die konventionell
durchgefiihrte MuB-F+R-PCR des Assay B amplifiziert im DNA Extrakt der zu analysierenden
Patientenprobe ein 606 Bp langes Fragment des rpoB-Gens, welches die im Anschluss zu
sequenzierende RRDR einschliel8t. Zusammensetzung des Reaktionsendvolumens (20 pl) fur eine MuB-
F+R-PCR-Reaktion:

H,0 (11,2 ul), 10x PCR Puffer fiir KOD Hot Start DNA Polymerase (2,0 pl), MgS04(1,2 ul, 25 mM), dNTPs
(2,0 pl, 800 uM), Primer Mub-F (Sequenz 5°-3": CAT CAC CAG CTC GAC GCT, 0.6 pl, 10 uM) und Mub-R
(Sequenz 5°-3": TGG ATC TCG TCG GAA ACG, 0.6 pl, 10 uM), KOD Hot Start Polymerase (0.4 ul, 1 U/pl),
2 ul der klinischen Gesamt DNA Extrakte.
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Die Amplifikation im Thermocycler wurde wie folgt durchgefiihrt:

Die initiale Denaturierungsphase betrug 2 min bei 95 °C, dann folgten 39 Zyklen: Denaturierung (95 °C,
20 sec), Primeranlagerung (63 °C, 10 sec) und Extension (70 °C, 15 sec). Die Reaktion war nach
terminaler Extensionsphase (72 °C, 5 min) beendet, die Endtemperatur betrug 8 °C.

3.2.6.1.3 Interne Qualitatskontrolle

Die Durchflihrung jeder PCR wurde zur Qualitatssicherung mit jeweils einer Negativkontrolle (an Stelle
von 2 ul Probematerial wurden 2 pul destilliertes Wasser als Template eingesetzt), Positivkontrolle
(Template-Kontrollen aus Kulturextrakten der Kultur K5D) sowie Inhibitionskontrolle (Template aus
Kulturextrakten + klinische Probe im Verhéltnis 1 : 1) kombiniert. Ein positives PCR Ergebnis der
Negativkontrolle wurde als Beweis flir Kontamination der Proben gewertet. Das positive PCR Ergebnis
der Positivkontrolle wurde als Beweis eines erfolgreichen PCR Ablauf gewertet. Ein negatives PCR
Ergebnis der Inhibitionskontrolle wurde als Beweis gewertet, dass in der jeweiligen Probe eine
signifikante Menge an PCR-Inhibitoren enthalten war, ein positives PCR Ergebnis der
Inhibitionskontrolle zeigte die Abwesenheit von PCR-Inhibitoren.

3.2.6.1.4 Agarose Gel-Elektrophorese und Isolierung der PCR-Amplifikate

Nach abgelaufener PCR wurden die PCR-Produkte unter Verwendung von Gelladepuffer (Blue Juice 10
x) (Mischverhaltnis: 7 pul PCR-Amplifikat zu 2 pl Gelladepuffer) auf ein mit Gel-Red angereichertes, 1,5
%-iges Agarose Gel aufgetragen. Die Separation der PCR-Amplifikate erfolgte bei einer Spannung von
90 Volt fir 45 min. AnschlieBend wurden die aufgetrennten PCR-Amplifikate unter UV-Licht als
distinkte DNA-Banden sichtbar gemacht. Unter Analyse mittels einer DNA Leiter wurden DNA-Banden
bei 492 Bp (Assay A) oder 606 Bp (Assay B) als positives PCR Ergebnis gewertet.

3.2.6.1.5 Isolierung, Aufreinigung und Konservierung der Ziel-DNA

Die unter 3.2.6.1.4 beschriebenen fluoreszierenden DNA-Banden wurden unter UV-Licht mittels
sterilen Gel-Cuttern aus dem Gel geschnitten und jeweils in eine Ultrafree-DA Zentrifugen-Filtereinheit
Ubergefiuhrt. Die Aufreinigung erfolgte mittels Zentrifugation (10 Minuten bei 5000 g), das
aufgereinigte DNA-Amplifikat wurde in Mikroschraubréhrchen (2,0 ml) isoliert. Das aufgereinigte DNA-
Amplifikat konnte bei 8 °C fir ca. zwei Wochen bzw. -20 °C fiir mehrere Monate gelagert werden.

3.2.6.2 Sequenzierung der PCR-Amplifikate

Die Sequenzierung der aufgereinigten DNA-Amplifikate erfolgte im ersten Schritt mittels Cycle-
Sequencing (siehe 3.2.6.2.1). Im Anschluss folgte die Aufreinigung des Cycle-Sequencing Produkts
(siehe 3.2.6.2.2, 3.2.6.2.3), die aufgereinigten DNA-Sequenzen wurden durch das Sequenziergerat
(ABI3730 automatic sequencer) im Helmholtz FZ ausgewertet (siehe 3.2.6.2.4):

3.2.6.2.1 Cycle-Sequencing

Das Cycle-Sequencing dhnelt dem Ablauf einer konventionellen PCR-Reaktion, wobei im dNTP-Mix
zusatzlich Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs) enthalten sind, welche zu einem DNA-
Kettenabbruch flihren und durch farbliche Kodierung (Fluoreszenz-Markierung) anschlieRend vom
ABI3730 automatic sequencer erkannt werden kdnnen. Zusammensetzung des Reaktionsendvolumens
(5 pl) fur eine Cycle-Sequencing-Reaktion:

2 ul DNA-Amplifikat, 1,5 pl Sequenzier-Puffer, 1 pl Primer (Assay A: Pro klinischer Probe wurden zwei
Cycle-Sequencing Reaktionen mit jeweils dem MF und MR Primer durchgeiihrt [Doppelansatz]; Assay
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B: Es wurde pro klinischer Probe jeweils eine Cycle-Sequencing Reaktion mit dem Bseek-F Primer
durchgefihrt [Einfachansatz]), 0,5 ul Ready Reaction Mix.

Das Cycle-Sequencing Programm wurde in einem Thermocycler nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:

25 Zyklen: Denaturierung (95 °C, 30 sec), Primeranlagerung (50 °C, 15 sec) und Extension (60 °C, 4 min).
Die Reaktion war nach terminaler Extension beendet, die Endtemperatur betrug 8 °C.

3.2.6.2.2 Aufreinigung des Cycle-Sequencing DNA-Produktes

Die Aufreinigung der DNA-Produkte der Sequenzier-Reaktion zur Entfernung tberschiissiger ddNTP’s,
dNTP’s und Salze erfolgte mittels ,Dye Ex 2.0 Spin Kit” von Qiagen gemal} Hersteller-Protokoll. Die
verwendeten Dye Ex Filter exklusive 2 ml Eppendorf-Tubes waren im Kit enthalten. Der ausfiihrliche
Vorgang ist im Anhang beschrieben (siehe 9.2).

3.2.6.2.3 Fallung, Eluierung und Befiillung der ,Optical Plates”

Die Ethanol-Fallung erfolgte mittels Zuflihrung von zundchst 97 %igem Ethanol, gefolgt von
zweimaliger Zufiihrung von 70 %igem Ethanol in Verbindung mit Zentrifugation und anschlieendem
Trocknen des Produktes der Sequenzier-Reaktion. Die Eluierung erfolgte mittels 12 pl LiChroSolv.
Wasser und 13 ul HiDi-Formamid. Das Endvolumen von 25 pl pro Reaktion wurde in ABI optical plates
Uberfiihrt. Die Auswertung erfolgte im Helmholtz FZ. Zeitgleich wurde nach Vorlage eine Auflistung mit
den ID-Nummern der Proben erstellt und per Email ans Helmholtz FZ gesendet. Der ausfiihrliche
Vorgang ist im Protokoll , Cycle-Sequencing am ABI 3730“ beschrieben und befindet sich im Anhang
(siehe 9.2).

3.2.6.2.4 Auswertung der Sequenzen

Die Sequenzierung erfolgte nach Eingang der Proben durch das Personal im Helmholtz FZ innerhalb
weniger Werktage. Die ermittelten Sequenzen wurden im Anhang per Email vom Helmholtz FZ
zuriickgesendet. Die Auswertung erfolgte mit der Software DNASIS Max (MiraiBio, San Francisco, CA)
im AITM. Zunachst wurde Gberpriift, ob ein positives Sequenzierergebnis vorlag. Als negatives Ergebnis
wurde das Fehlen von Sequenzen gewertet. Als unspezifisch wurde das Ergebnis gewertet, wenn die
Sequenzen Uberlagert waren oder einer anderen Bakterienspezies als M. ulcerans zugeordnet werden
konnten. Ein positives Ergebnis lag vor, wenn die Sequenzen dem M. ulcerans Wildtyp entsprachen.
Dazu wurden die Sequenzen mit der Sequenz der RRDR des M. ulcerans Stamms Agy99 (GenBank
Nummer CP000325) verglichen.

3.2.7 AssayA

Assay A wurde wie von Beissner et al. 2010 [103] beschrieben angewendet. Die genauen Ablaufe sind
unter PCR-Diagnostik Assay A (3.2.6.1.1), Sequenzierung der PCR-Amplifikate (3.2.6.2), Bestimmung
der Nachweisgrenze (3.2.9.1) und Vergleich anhand klinischer Proben (3.2.9.2) beschrieben.

3.2.8 AssayB
3.2.8.1 Etablierung von Assay B

3.2.8.1.1 Design der PCR-Primer
Im Rahmen der Primer-Entwicklung wurde zunachst nach den unter 3.2.8.1.1.1 und 3.2.8.1.1.2
beschriebenen Methoden ein Primer-Paar ausgewahlt und im Rahmen der Etablierung und Validierung
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getestet (siehe 3.2.8.1.4, 3.2.8.2). Bei Erflllung definierter Ausschlusskriterien wurde das Primer-Paar
verworfen und eine neue Testreihe wurde begonnen.

3.2.8.1.1.1 Bestimmung der Primer Spezifitét anhand einer in siliko Analyse

Die MF und MR Primer der Pilotstudie liegen in einem hoch konservierten Gen-Abschnitt des
mykobakteriellen rpoB-Gens [106], welches die RRDR umschlieRt. Potentielle PCR-Primer in diesem
Abschnitt sind aufgrund dieser Tatsache als Mykobakterien-Genus spezifisch anzusehen. Von Lee et al.
wurde 2003 ein polymorpher Gen-Abschnitt fir Mykobakterien innerhalb des rpoB-Gens beschrieben,
welcher im Upstream-Bereich der RRDR liegt [110]. Zur Entwicklung M. ulcerans spezifischer PCR-
Primer wurde dieser Gen-Abschnitt als potentielle Bindungsstelle fiir den Forward-Primer des Assays
B gewahlt. Zur vergleichenden graphischen Darstellung des polymorphen Gen-Abschnitts wurde
zunachst eine Auswahl potenziell kontaminierender (myko-) bakterieller Spezies getroffen, welche
einerseits anhand von Beschreibungen phylogenetischer Ahnlichkeiten innerhalb der Familie der
Mykobakterien [106] [111] [112] und zum anderen anhand der Verflgbarkeit ihrer rpoB-Gen
Sequenzen im Datenkollektiv von GenBank (PubMed, NCBI) ausgewdhlt wurden (siehe Tabelle 11).
Diese Gensequenzen wurden mit Hilfe des Computer-Programmes DNASIS Max graphisch dargestellt
(engl.: ,,alignment”), um die Unterschiede der DNA Sequenz der verschiedenen (Myko-) Bakterien in
dieser Gen-Region zu vergleichen und die selektive Suche nach einer geeigneten Bindungsstelle fir
einen moglichst M. ulcerans spezifischen Forward-Primer durchzufiihren. Somit wurde der Fokus bei
der Entwicklung eines geeigneten Forward-Primers auf moglichst hohe Spezifitat, fir den Reverse-
Primer auf thermodynamische Kompatibilitdt mit dem Forward-Primer gesetzt (siehe 3.2.8.1.1.2). Die
Spezifitat der PCR-Primer gegeniiber verwandter, in den Vergleich eingebrachter mykobakterieller
DNA wurde durch das Abweichen von mindestens drei Basenpaaren innerhalb der Primersequenz
definiert.
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M. abscessus AY271329
M. africanum AY271330
M. avium AY271322
M. bovis AY271323
M. celatum type | AY271337
M. celatum type Il AY271326
M. fortuitum | AY271325
M. gordonae AY271342
M. haemophilum AY271331
M. kansasii type | AY271333
M. kasasii type Il AY271334
M. kansasii type IV AY271335
M. malmoense AY271321
M. marinum AY271318
M. microti AY271315
M. peregrinum AY271324
M. scrofulaceum AY271317
M. smegmatis AY271345
M. szulgai AY271319
M. ulcerans CP000325

Tabelle 11: Ubersicht der Mykobakterien, anhand welcher die in siliko Analyse der polymorphen Genregion
durchgefiihrt wurde.

Da die PCR an klinischen Proben durchgefiihrt wurde, welche zusatzlich groe Mengen menschlicher
und nicht-mykobakterieller DNA enthalten, wurden die Primer mit dem webbasierten Programm
Primer-BLAST des ,National Center for Biotechnology Information” (NCBI) auf Sequenzhomologien
untersucht [113]. Starke Ubereinstimmungen (<3 Bp Unterschied zu sowohl Forward- als auch
Reverse-Primer) der Primer mit menschlicher oder bakterieller DNA anderer Spezies galten als
Ausschlusskriterien fiir den Einsatz in Assay B.

3.2.8.1.1.2 Thermodynamische Eigenschaften der Primer

Die Suche nach einem geeigneten Forward-Primer innerhalb des polymorphen Gen-Abschnittes
,upstream” der RRDR und eines geeigneten Reverse-Primers ,,downstream” der RRDR wurde mit Hilfe
des webbasierten Programms Primer3 [114] [115] durchgeflhrt. Die thermodynamischen Parameter
beim Primer Design stiitzen sich im Wesentlichen auf die Eigenschaften der Primer aus der Pilot-Studie
[106] [103]. Die folgenden Parameter wurden bei der Suche im Menu von Primer3 festgelegt:
Primerldange zwischen 17 und 19 Bp, maximale Schmelztemperatur <63 °C, Differenz der
Schmelztemperatur zwischen dem Forward- und Reverse-Primer <2 °C, CG Gehalt (Das Verhaltnis der
Basen Cytosin und Guanin zu Adenin und Thymin) <80 %, maximale Ldnge des Amplifikats (engl.:
»product size“) <700 Bp, ,Max Self Complementarity” (Score fir die Fahigkeit zweier identischer Primer
eine DNA-Doppelstrangbindung einzugehen): 8, ,,Max 3' Self Complementarity” (Score fiir die Fahigkeit
zweier identischer Primer eine DNA-Doppelstrangbindung vom 3‘-Ende aus beginnend einzugehen und
somit nicht mehr effektiv zu sein oder fehlerhafte DNA-Amplifikate zu erzeugen): 3, ,Max Pair
Complementarity” (Score fiir die Fahigkeit zweier unterschiedlicher Primer eine DNA-
Doppelstrangbindung einzugehen): 8, ,,Max 3' Pair Complementarity” (Score fiir die Fahigkeit zweier
unterschiedlicher Primer eine DNA-Doppelstrangbindung vom 3‘-Ende aus beginnend einzugehen): 3.
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Primer-Paare mit thermodynamischen Eigenschaften auferhalb dieser Parameter erfiillten die
Ausschlusskriterien.

3.2.8.1.2 Design des Sequenzier-Primers

Auswahlkriterien des Sequenzier-Primers waren eine Bindungsstelle in der nahegelegenen Upstream-
Region der RRDR, welche durch diesen sequenziert werden sollte, und giinstige thermodynamische
Eigenschaften (siehe 3.2.8.1.1.2). Da die nahegelegene Upstream-Region der RRDR innerhalb der
konservierten Region des rpoB-Gens liegt ist das Design eines M. ulcerans spezifischen Sequenzier-
Primers in dieser Region nicht realisierbar. Jedoch wurde die M. ulcerans Spezifitat des Sequenzier-
Primers als nebensachlich betrachtet, da die M. ulcerans Spezifitat durch den PCR Forward-Primer
erreicht werden sollte.

3.2.8.1.3 Auswahl der Polymerase

Um eine moglichst hohe Effizienz und Spezifitat fiir Assay B zu gewdhrleisten wurde die Thermococcus
kodakaraenis (KOD) Hot Start Polymerase angewendet. Diese hat im Vergleich zur Thermus aquaticus
(Tag) Polymerase des Assays A eine etwa doppelt so hohe Elongationsrate (106-138 Basen/sec. bei der
KOD Hot Start Polymerase gegeniiber 61 Basen/sec. bei der Tag Polymerase) und eine erheblich
gesteigerte Genauigkeit (engl: ,,mutation frequency”, 0,1 % bei der KOD Hot Start Polymerase
gegeniiber 5,1 % bei der Taq Polymerase) [116] [117]. Die ,mutation frequency” gibt den prozentualen
Anteil von phanotypischen Mutationen an, welche im Rahmen der PCR-Amplifikation durch DNA
Mutationen auftreten. Je hdher die ,,mutation frequency”, desto niedriger die Genauigkeit.

3.2.8.1.4 Invitro Testung der Primer anhand von Kulturmaterial und Optimierung des PCR-Protokolls
Zum in vitro Test der in siliko ausgewahlten PCR-Primer Paare wurden diese zundchst anhand von
Proben aus M. ulcerans DNA Extrakten aus Kulturmaterial getestet (siehe 3.2.4.1). Wahrend die
Temperaturen und die Zeit-Intervalle in der PCR fiir die Schritte der Denaturierung und Elongation
nach dem Standardprotokoll der KOD Hot Start Polymerase durchgefiihrt wurden (siehe 3.2.6.1.2), ist
die bendétigte Temperatur fiir den Schritt der Primeranlagerung von der Schmelztemperatur der
jeweiligen Primer abhangig und musste individuell angepasst werden. Die wahre Schmelztemperatur
kann aufgrund der Zusammensetzung des angewendeten PCR Kits von der im Voraus in silico
berechneten Schmelztemperatur um mehrere Grad Celsius abweichen. Es wurden fiir die Primer-Paare
PCR-Abldufe mit verschiedenen Temperaturen (Temperaturgradienten) von +/-2.5 °C um die im Voraus
in siliko berechnete Hybridisierungstemperatur der Primer im Dreifachansatz mit jeweils gleichen DNA
Mengen aus Kulturmaterial durchgefiihrt. Der gewiinschte Temperaturgradient lieR sich an den
verwendeten PCR-Thermocyclern einstellen, so dass ein einziger PCR Zyklus mit verschiedenen
Temperaturen gleichzeitig durchgefiihrt werden konnte. Im Anschluss an die PCR wurde eine Agarose
Gel-Elektrophorese durchgefiihrt. Die Primeranlagerungs-Temperatur, aus welcher die am starksten
fluoreszierende DNA-Bande unter UV-Licht resultierte, wurde als optimale Temperatur festgelegt.

3.2.8.2 Technische Validierung von Assay B

3.2.8.2.1 Analytische Spezifitat

3.2.82.1.1 Testung der analytischen Spezifitdt anhand klinischer Proben

Da M. ulcerans DNA-Extrakte aus Kulturmaterial ausschlieRlich DNA von M. ulcerans enthalten, kann

anhand der Testung mit Kulturmaterial kein Rlickschluss auf die Spezifitdt gegenliber menschlicher und

bakterieller DNA gezogen werden welche in den Gesamt DNA Extrakten klinischer Proben enthalten

ist. Deshalb wurde eine orientierende Prifung der Spezifitdt anhand einer ausgewéhlten Anzahl (n =
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4, jeweils zwei Wundabstriche und zwei Stanzbiopsien) 1S2404-PCR negativer klinischer Gesamt DNA
Extrakte durchgefiihrt, welche mit Gesamt DNA Extrakten aus M. ulcerans Kulturmaterial versetzt
wurden (Mischverhaltnis: 1 pul M. ulcerans DNA Extrakt aus Kulturmaterial zu 9 ul 1S2404-PCR
negativem klinischen Gesamt DNA Extrakt). Die Testung wurde anhand des entsprechenden PCR
Protokolls fir Assay B durchgefiihrt (siehe 3.2.6.1.2). AnschlieRend wurde eine Agarose Gel-
Elektrophorese durchgefiihrt. Das Auftreten unspezifischer Amplifikate (als fluoreszierende Banden
unter UV-Licht sichtbar) in dieser Testreihe wurde als Beweis der unspezifischen Amplifizierung
menschlicher/bakterieller DNA gewertet und z&hlte als Ausschlusskriterium fiir die jeweiligen Primer-
Paare.

3.2.82.1.2 Testung der analytischen Spezifitit beziiglich DNA eng verwandter (myko-) bakterieller
Spezies

23 anhand phylogenetischer Gemeinsamkeiten und haufigem Vorkommen als Kommensale auf

menschlicher Haut ausgewahlte (Myko-) Bakterien wurden mit Assay B getestet, um die Spezifitdt der

PCR Primer gezielt zu analysieren (siehe Tabelle 6, 3.1.6) [106] [111] [112]. Eine PCR mit

Kulturextrakten der jeweiligen Bakterienstimme wurde mit dem PCR-Protokoll fiir Assay B

durchgefiihrt (3.2.6.1.2).

3.2.9 Vergleich zwischen Assay A und B

3.2.9.1 Analytische Sensitivitéit (untere Nachweisgrenze)

Als analytische Sensitivitat der beiden Assays wurde die Anzahl an M. ulcerans Genomen (auch
Genomagquivalente) definiert welche in einer 2 pl PCR Probe enthalten ist und noch zuverlassig
nachgewiesen werden kann. Die analytische Sensitivitdt wurde als Intervall zwischen der letzten zu
100 % und der zu 90 % zuverldssig nachweisbaren Verdiinnungsreihe aus M. ulcerans Kulturextrakten
im Zehnfachansatz festgelegt (es mussten mindestens 90 % (9/10) der PCR Proben einer bestimmten
Verdinnung in einem positiven Ergebnis resultieren). Zundchst wurden exakt quantifizierte
Verdinnungsreihen von Kulturextrakten hergestellt (siehe 3.2.9.1.1). Die untere Nachweisgrenze
wurde im Anschluss jeweils fiir Assay A und Assay B unter Idealbedingungen (Einsatz von
Kulturextrakten anstatt klinischer Proben) bestimmt (siehe 3.2.9.1.2).

3.2.9.1.1 Herstellung exakt quantifizierter Verdiinnungsreihen aus M. ulcerans DNA-Extrakten aus
Kulturmaterial

Zur Herstellung der Verdliinnungsreihen wurde das M. ulcerans DNA-Extrakt aus Kulturmaterial (siehe
3.2.4.1) durch Hinzufligen von Aqua dest. in exponentiellen Schritten verdiinnt. Die Ermittlung der
exakten DNA-Konzentrationen (Genomadquivalente/2 ul) aufsteigender Verdiinnungsreihen ab der
Verdiinnung 103 erfolgte mittels 1S2404-qPCR im Dreifachansatz. Die DNA-Konzentration der
jeweiligen Verdlinnungsreihen konnte anhand einer Standardkurve ermittelt werden. Die
Standardkurve wurde im Rahmen der 1S2404-qPCR durch den simultanen Einsatz von einer bereits in
der AITM vorliegenden exakt quantifizierten Verdinnungsreihe aus 1S2404-Plasmid-DNA (152404
Plasmid Standard) erstellt [61]. Ein Kulturextrakt wurde 1S2404-qPCR-positiv gewertet, sobald es den
festgesetzten 15S2404-qPCR Schwellenwert (siehe Abbildung 8) Uberschritten hat. Zusammensetzung
des Reaktionsendvolumens (20 pl) fiir eine 1S2404-qPCR Reaktion:

H,O (11 pl), Primer 1S2404 TF (Sequenz 5°-3": AAAGCACCACGCAGCATCT , 1 ul, 10 uM) und 1S2404 TR
(Sequenz 5°-3": AGCGACCCCAGTGGATTG, 1 ul, 10 uM), Sonde 152404 TP2 (Sequenz 5'-3": FAM-
CCGTCCAACGCGATCGGCA-BBQ, 1 pl, 5 uM), gPCR Mix Plus (4 ul, 5 U/ul), 2 ul der gemaR 3.2.4.1
praparierten Nukleinsauren bzw. 2 ul der Plasmid-DNA.
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Die Amplifikation wurde im gPCR-Thermocycler (CFX 96 Real-Time System) nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:

Die initiale Denaturierungsphase betrug 15 min bei 95 °C, dann folgten 45 Zyklen: Denaturierung (95
°C, 15 sec), Primeranlagerung und Extension (60 °C, 60 sec). Die Reaktion war nach terminaler
Extension beendet, die Endtemperatur betrug 8 °C.

Die DNA-Konzentration der Verdinnungsreihe aus M. ulcerans DNA-Extrakten aus Kulturmaterial
wurde nach abgelaufener 1IS2404-qPCR anhand der Standardkurve wie folgt ermittelt:

Die Standardkurve wurde in einem zweidimensionalen Koordinatensystem abgebildet, in welchem die
x-Achse den logarithmischen Wert der Anzahl der 1S2404 Kopien in den jeweiligen Verdiinnungsreihen
der Plasmid-DNA beginnend vom Ausgangswert (108 Kopien der 1S2404) (engl: ,log starting quantity”)
skalierte. Die y-Achse skalierte die Anzahl an Amplifizierungzyklen (Cq, engl.: ,quantification cycle”) bis
zum Erreichen des Schwellenwertes (siehe Abbildung 9, 4.2.1.1). Die Cg-Werte der Verdlinnungsreihe
der M. ulcerans DNA-Extrakte aus Kulturmaterial im Dreifachansatz wurden der Standardkurve
zugewiesen und der Wert der ,log starting quantity” (welche der logarithmierten Anzahl der 1S2404 in
den Plasmid-Standards entspricht) bestimmt. Da es sich bei dem gemittelten Wert der ,log starting
guantity” um einen dekadischen Logarithmus handelt, wurde der Wert als Potenz der Zahl Zehn
berechnet. Weiterhin musste beriicksichtigt werden, dass die 1S2404 bis zu 209 mal im Genom von M.
ulcerans vertreten ist (201 Kopien im Chromosom, sowie vier Kopien pro pMUM Plasmid, welcher ein-
bis zweimal pro M. ulcerans vorkommt) wahrend nur ein einziges rpoB-Gen pro Genom existiert [62]
[118]. Der ermittelte Wert, welcher der Anzahl der 1S2404 entspricht muss daher durch 209 geteilt
werden. Da dieser Wert der Anzahl von Genomen in 1 ul entspricht, muss er verdoppelt werden um
auf die Konzentration von M. ulcerans Genomen pro 2 ul eingesetztem Template zu schlieRen. Es ergibt
sich folgende Formel zur Errechnung der Genomaquivalente:

Anzahl Genomaquivalente/2 pl einer Verdiinnungsreihe = 1Q(gemittelter Wert der log starting quantity) 3 /909

3.2.9.1.2 Bestimmung der analytischen Sensitivitat (untere Nachweisgrenze)

Zur Bestimmung der analytischen Sensitivitdit wurden die exakt quantifizierten exponentiellen
Verdinnungsreihen aus Kulturmaterial (siehe 3.2.9.1.1) in aufsteigender Verdinnung im
Zehnfachansatz mit der PCR von Assay A und B getestet, bis weniger als 90 % (9/10) der Proben in der
anschlieRenden Agarose Gel-Elektrophorese spezifische Amplifikate zeigten (Uberschreitung der
Nachweisgrenze von 90 %). Die Konzentration der letzten exponentiellen Verdiinnungsreihe, welche
Uber der Nachweisgrenze lag, wurde anschlieBend im gleichen Verhaltnis (1:1) mit Aqua dest.
schrittweise verdlinnt (lineare Verdiinnungsreihe) und jeweils im Zehnfachansatz mit Assay A und B
getestet, bis nur noch neun von zehn Proben PCR positiv waren. Der tatsachliche M. ulcerans DNA
Gehalt dieser Probe der Verdiinnungsreihe wurde anschlieRend mittels 1S2404-qPCR ermittelt (siehe
3.2.9.1.1). Dieser DNA Gehalt wurde als das untere Intervall der analytischen Sensitivitdt des jeweiligen
Assays definiert.

3.2.9.2 Vergleich anhand klinischer Proben

3.2.9.2.1 Erneute Testung klinischer Proben mit negativen/kontaminierten PCR-Ergebnissen in Assay
A (aus der Pilotstudie) mit Assay B

Es wurde eine Liste mit zwolf klinischen Kulturextrakten aus Ghana erstellt, welche sich in der

Pilotstudie mittels Assay A negativ zeigten oder kontaminierte Sequenzierungs-Ergebnisse ergeben
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hatten. Um eine Vorauswahl zu treffen, wurde die M. ulcerans DNA Konzentration dieser Proben
mittels 1S2404-gPCR bestimmt. Die Proben welche eine DNA Konzentration oberhalb der in 4.2.1.2
ermittelten Nachweisgrenze der PCR von Assay B zeigten (n = 12, siehe 3.1.6 Tabelle 9) wurden mit
Assay B erneut getestet.

3.2.9.2.2 Vergleichende Testung klinischer Proben mit Assay A und Assay B

Sowohl Assay A als auch B wurden jeweils mit denselben 133 Gesamt DNA Extrakten aus Togo und
Ghana (Wundabstriche, n = 63; Feinnadelbiopsien [FNA], n = 40; 3-mm Stanzbiopsien, n = 30) getestet
(siehe Tabelle 10, 3.1.6) [50] [52]. Alle Gesamt DNA Extrakte waren bereits mit der 1S2404 PCR als M.
ulcerans positiv getestet (siehe 3.2.4.2).

Folgende Test-Parameter wurden fiir den Vergleich der Assays A und B herangezogenen:

Die rpoB-PCR Positivitatsrate

Die PCR-Inhibitionsrate

Die rpoB-sequencing Positivitdtsrate
Die Test-Effizienz

il

Die Definitionen der fiir den Vergleich der Assays A und B herangezogenen Test-Parameter sind unter
3.2.1.2 beschrieben.

3.2.10 statistische Auswertung

Ergebnisse der jeweiligen Test-Parameter wurden sowohl fiir Assay A als auch B anhand des gesamten
Probenkollektivs und nach Stratifizierung in die verschiedenen Probenarten (Wundabstriche, FNAs,
Stanzbiopsien) statistisch ausgewertet. Als statistischer Test fir verbundene Stichproben (Proben,
welche sowohl mit Assay A als auch B getestet wurden) wurde der McNemar Test eingesetzt, welcher
die Ergebnisse von Assay A und B in einer Vierfeldertafel anhand ihrer dichotomen Merkmale mittels
der Nullhypothese analysiert. Bei Ausgangswerten von <5 im zu analysierenden Ergebniskollektiv
wurde anstelle des McNemar Test ein fiir kleine StichprobengréBen konzipierter Signifikanztest
angewendet (Exakter Test nach Fischer). P-Werte < 0.05 wurden als signifikant gewertet. Die
Konkordanzrate zeigt die Anzahl der Proben, welche bezliglich eines Test-Parameters das gleiche
Ergebnis ergaben. Die Ergebnisse wurden in Prozentangaben tabellarisch aufgelistet, in Klammern
wurden die absoluten Zahlen im Verhaltnis zum Probenkollektiv des jeweiligen Test-Parameters
hinterlegt (siehe Tabelle 15, 4.2.2.2). Konfidenzintervalle wurden mit 95 % angegeben, der tatsachliche
Wert des jeweiligen Test-Parameters befindet sich demnach mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
innerhalb der errechneten Intervalle.
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4 Ergebnisse

4.1 AssayB

4.1.1 Etablierung von Assay B

4.1.1.1 Design der PCR-Primer
Die Ausfiihrungen in den folgenden Unterpunkten beziehen sich auf die letztendlich fiir die PCR des

Assay B verwendeten MuB-F+R Primer (Mycobacterium ulcerans rpoB Forward- und Reverse-Primer).

Eine Auflistung weiterer in der Studie getesteten Primer-Paare mit den jeweiligen Ausschlusskriterien
befindet sich im Anhang (siehe Tabelle 18, 9.3).

4.1.1.1.1 Bestimmung der Primer Spezifitdt anhand einer in siliko Analyse

Die rpoB-Gen Sequenzen der in Tabelle 11 (siehe 3.2.8.1.1.1) aufgelisteten Mykobakterien wurden

mittels DNASIS Max graphisch dargestellt. Der polymorphe Bereich innerhalb des mykobakteriellen

rpoB-Gens,

welcher von Lee et al. 2003 beschrieben wurde, wurde analysiert. Die Darstellung

ermoglichte die gezielte Suche nach M. ulcerans spezifischen Forward-Primern (siehe Abbildung 5).

Der Vergleich der DNA-Sequenz von M. ulcerans mit den DNA-Sequenzen anderer Mykobakterien

zeigte, dass selbst in der ausgewahlten, polymorphen Genregion konservierte Genabschnitte

anzutreffen sind, wodurch die Auswahl potenzieller Primer weiter eingeschrankt wurde. Die Abbildung

zeigt ebenfalls die Bindungsstelle des MuB-F Primers, welcher in Assay B verwendet wurde (siehe

3.2.6.1.2). Die Analyse zeigte, dass die angewendete Definition von Spezifitadt als das Abweichen von

mindestens 3 Basenpaaren innerhalb der Primer-Sequenz bezliglich des MuB-F Primer bei folgenden

Spezies nicht erfillt wurde: M. marinum (Abweichungen: 0 Bp), M. avium (Abweichungen: 1 Bp), M.

gordonae (Abweichungen: 2 Bp), M. szulgai (Abweichungen: 2 Bp).

H.ulcerans
HuB~F_Priner
H.narinun
H.aviun
H.gordonae
H,szulgai
H.fortuitunl
H.peregrinun
H.kansasii_type
H.celatun_typel
H.celatun_typell
H.nicroti
H.bovis
H.africanun
H.haenophilun
H.snegnatis
H.scrofulaceun
H.kasasii_type
H.kansasii_typeIV
H.nalnoense
H.abscessus
Consensus

H.ulcerans
HuB-F_Priner
H.narinun
H.aviun
H.gordonae
H.szulgai
H.fortuitunl
H.peregrinun
H.kansasii_type
H.celatun_typel

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

CCTGGCTCGCGTGGGTCGGTACARGGTCARCARGAAGCTCGGCCTGARCGCCGGCCA---~-~ -GCCCA--TCACCAGCTCGACGCTGACC GTCGTCGCCACCATCGARTACCTGGTCCGCTT
CA--TCACCAGCTCGACGCT
CCTGECCCGGGTGGECCGETACARGGTCARCARGAAGCTCGECCTGARCGCCGECCA-==~~ -GCCCA--TCACCAGCTCGACGCTGACCGAGGARGACGTCGTCGCCACCATCGARTACCTGGTCCGCTT
CCTGGCCCGGETGGECCGCTACARGGTCARCARGARGC TCGGCCTGCACGCCGGTGA: -GCCGA--TCACCAGCTCGACGCTGACCGAGGARGACGTCGTCGCCACCATCGAGTACCTGGTGCGCCT
CCTGECCCGGGTAGGCCGCTACARGGTCARCARGARGCTCGGCCTGCACGTCGGCGA: -TCCGA--TCACCAGCTCCACGCTGACCGAGGARGACGTCGTCGCCACCATCGAGTACCTGGTCCGCCT
CCTGECTCGCGTCGGCCGTTACARGGTCARCARARAGCTCGGTCTGARCGTCGGCGA: -GCCGA--TCACCAGTTCGACGCTGACCGARGAGGATGTCGTCGCCACCATCGAGTACCTGGTTCGGCT
CCTGECCCGCGTGGGCCGCTACARGGTCARCARGARGCTGGGCC TGARCGCCGGCCA: -GCCGA--TCACGTCGTCGACTCTGACCGAGGARGACGTCGTCGCCACCATCGAGTACCTGGTGCGCCT
CCTGGCCCGCGTCGGCCGCTACARGGTCARCARGAAGCTGGGCC TGARCGCCGGCCA: -GCCGA--TCACGTCGTCGACCCTGACCGAGGARGACGTCGTCGCCACCATCGAGTACCTGGTGCGTCT
CCTGGCCCGTGTCGGCCGATACARGGTCARCARGAAGCTGGGCCTGARCACCARTCA-~~~~TCCGA--TCACCACGACGACGCTGACCGAAGARGACGTCGTCGCCACCATCGRGTATCTGGTCCGCCT
CCTGECCCGGGTGGGCCGCTACARGGTCARCARGAAGCTCGGCCTGARCACCGAGAG-~~~~CCCAR--TCACCACCACGACGCTCACCGARGAGGACGTCGACGCCACCATCGAGTACCTGGTGCGGCT
CCTCGCGCGGGTGGECCGCTACARGGTCARCARGARGCTCGGCC TGARCACCGCGTC: -CCCGA--TCACGACGACCACTCTGACCGARGAGGACGTCGTCGCCACCATCGAGTACCTGGTCCGCCT
CCTGECCCGCGTCGGTCGCTATARGGTCARCARGARGCTCGGEC TGCATGTCGGCGA: -GCCCA--TCACGTCGTCGACGCTGACCGARGARGACGTCGTGGCCACCATCGARTATCTGGTCCGCTT
CCTGGCCCGCGTCGGTCGCTATARGGTCARCARGAAGCTCGGEC TGCATGTCGGCGA: -GCCCA--TCACGTCGTCGACGCTGACCGARGARGACGTCGTGGCCACCATCGAATATCTGGTCCGCTT
CCTGGCCCGCGTCGGTCGCTATARGGTCARCAAGARGCTCGGEC TGCATGTCGGCGA: -GCCCA--TCACGTCGTCGACGCTGACCGARGARGACGTCGTGGCCACCATCGARTATCTGGTCCGCTT
CCTGGCCCGGGTTGGTCGTTACAAGGTCARCARGARGCTCGGGT TGCACGCCGGTGA: -GCCGA--TCACGAGCTCGACGCTGACCGARGAGGACGTCGTCGCCACCATCGAGTACCTGGTCCGGET
~=GCCGA--TCACCAGCTCGACGCTGACCGARGAGGACGTCGTCGCGACCATCGAGTACCTGGTTCGTCT
-GCCGA--TCACGTCGTCCACGCTGACCGAGGARGACGTCGTCGCGACCATCGAATACCTGGTCCGGCT
CCTGGCCCGCGTCGECCGCTACARGGTCARCARGARGC TCGGCCTCAACACCARGGA: -CCCGA--TCACCACGACGACGCTGACCGARGARGACGTCGTCGCCACCATCGAGTACCTGGTCCGCCT
CCTGECCCGAGTTGGCCGCTATARGGTCARCARGAAGCTGGECTTGARCACCGATCA-~---CCCGAR-~TCACCACGACGACGCTGACGGARGARGACGTCGTCGCCACCATCGRGTATCTGGTCCGCCT
CCTGGCCAGGGTTGGCCGTTACARGGTCARCARGARGCTCGEGCTGC-CGGCGECCGAGTCGGCCGTACCCGCCTCGACCACGCTGACCGARGCGGATGTCGTCGCCACCATCGAGTACCTGGTGCGCCT
TETEGCCCEEGTGGGTCEETHCHREGTGRHERRGRHGETEGGCCTEEECEGCR-ECﬂﬂTEEEGCTCREETGREEHEEﬂCCﬂEECTCRCCERGGHHEHEGTCGTEGCCHCEHTCGﬂG1HECTGGTGEGCCT

CCTGGCCCGTGTCGGCCGTTACARGGTCARCARGARGCTGGGCC TGARCGCGGGCAR:
CCTGECCCGCGTCGGCCGCTACARGGTCARCARGAAGCTGGETCTGCACGCCGGCGA:

cCTghCect, 6T, 66cCGeTRCARGETCARCARGARGLTCGG: a gCCgA., .TCACcac, tCgACeLTEACCGAaGaatACGTCGLcGCcACCATCGAZTACCTGGTCCoeeT

%31 140 150 160 170 180 190 200 21%

GCAC-- ----EﬂEGGCCHEHEDEEG---RTEHEEECTCEEEGCGGTG1CGﬂGE1ﬁEEGGIEEHGRCCGHEERCH%
GHGEGCEHERCCGCG---ﬂTEREEECTECGGGCGGTG1CGﬂGG1EEEGGICERGﬂCCGHEEﬂEHI

CGTCCCCGGCGGCATCGAGGTGCC! CGACGACAT

CHEERCHC CGTCCCGGGCGGCACCGAGGTGCCGGTTGAGACCGACGACAT
AGGGCCAGACCACG---ATGACCGTTCCCGECGGCACCGAGGTGCCGGTGGAGACCGACGACAT
CAGACCACG: CGTCCCCGECGGCGTCGAGETCCCGGTCGAGETGGACGACAT

GAGGECCAGACCTCG---ATGACCGTCCCCGETGGTGTCGAGGTTCCGGTCGAGGTGGACGACAT
~=-GAGEGCCAGGCCACG--~ATGACCGTGCCGGGCGGGGETCEAGGTGCCGGTGEARACCGACGACAT
~=-GAGGGCCACGCCACG---ATGACCGTACCCGGCGGTGTCGAGGTACCGGTGGAGACCGACARCAT

H.celatun_typeIl GCAC-- -~GAGGGCCACACCACG--~ATGACCGTCCCGGGCGGAGTCGAGGTGCCGGTGGARACCGACGACAT

H.nicroti GCAC --GAGGGTCAGACCACG---ATGACCGTTCCGGGCGGCGTCGAGGTGCCGGTGGARACCGACGACAT
H.bovis GCAC:
H.africanun GCAC:

H ilun GCAT GAGGGTCAGTCGACG--~ATGACCGTTCCAGGTGGCGTCGAGGTGCCAGTGGARACTGACGACAT

H.snegnatis GCAC--

H.scrofulaceun

H.kasasii_type

H.kansasii_typel¥
H.

~=-GAGGGTCAGACCTCG---ATGACCGTCCCGGGTGGCGTCGAGTTCGCCGTCGAGTCGCACGACAT

GCACCACGCCCGTACGGATGGCCAGCCCGCCGTCATGACTGTCCCCGGCGGCATCGAGGTGCCGGTGGAGACCGACGACAT

GCACCACGCTTCTCAGGATGGCCAGCCCGCGGTCATGACGETCCCGGGCGGGETCGAGGTGCCGGTGGARACCGACGACAT

GCACCACGCCTCTCAGGATGGCCAGCCCGCCGTCATGACCGTGCCGGGCGGGETCGAGGTGCCGGTGGARACCGACGACAT
CA

H.abscessus
Consensus

GGCARCG---ATGACGGTTCCCGGCGECGTCGAGGTGCCGGTGGAGACCGACGACAT
GCAC=mmmmmmmmmmmf GAGGGCCAGACCACG---ATGACCGCCCCCGGCGGCGTCGAGGTGCCGGTGGATGTGGACGACAT
GCAC.4ssvesess..OAghGeCAgalealy, . LATGACCGE ,CC, GGcGGegt CAGETcCeGTgGRgaccgACEACAT

Abbildung 5: Vergleichende Darstellung der von Kim et. al. 2003 beschriebenen polymorphen Genregion
innerhalb des rpoB-Gens
Vergleich der in Tabelle 11 (siehe 3.2.8.1.1.1) aufgelisteten Mykobakterien. Der in Assay B verwendete MuB-
Forward-Primer ist ebenfalls dargestellt (rot markiert).
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4.1.1.1.2 Thermodyamische Eigenschaften der Primer
Die PCR-Primer wurden anhand der unter 3.2.8.1.1.2 beschriebenen thermodynamischen Kriterien

ausgewahlt.
Mub-F 18 61,18 61,11
Mub-R 18 60,77 55,56 4 2

Tabelle 12: Thermodynamische Eigenschaften der in Assay B verwendeten Mub-F+R Primer.
® Das Verhdltnis der Basen Cytosin und Guanin zu Adenin und Thymin, ® Self Complementarity 8, ¢ 3' Self

Complementarity, ¢ Pair Complementarity, € 3' Pair Complementarity. Fiir Begriffsdefinitionen siehe 3.2.8.1.1.2.

Die Mub-F+R Primer zeigten insgesamt glinstige thermodynamische Eigenschaften. Die ,3‘ self
complementarity” des MuB-F Primer liegt jedoch mit 6 Gber dem Maximum von 3. In der weiteren
Etablierung und Validierung des Assay B zeigten sich jedoch keine Hinweise auf eine negative
Beeinflussung der PCR durch Selbst-Hybridisierung der Primer (siehe 3.2.8.1.1.2).

4.1.1.2 Design des Sequenzier-Primers
Der Bseek-F Primer (rpoB seek Forward-Primer) fiir die Sequenzierung wurde anhand der unter
3.2.8.1.1.2 beschriebenen thermodynamischen Kriterien ausgewahilt.

Bseek-F 58,67 55,56
Tabelle 13: Thermodynamlsche Eigenschaften des in Assay B verwendeten Bseek-F Primer.

@ Das Verhéltnis der Basen Cytosin und Guanin zu Adenin und Thymin, ° Self Complementarity 8, ¢ 3' Self
Complementarity.

4.1.1.3 Invitro Testung der Primer anhand von Kulturmaterial und Optimierung des PCR-Protokolls
Der Test der Mub-F+R Primer anhand von M. ulcerans DNA Extrakten aus Kulturmaterial zeigte in der
anschlieRenden Agarose Gel-Elektrophorese eine distinkte Bande bei 606 Bp und keinerlei
unspezifische Banden aufgrund ungewollt amplifizierter DNA Fragmente. Die optimale
Schmelztemperatur der MuB-F+R PCR zeigte sich bei 63 °C (zur moglichen Abweichung der realen
Schmelztemperatur von der in siliko errechneten Schmelztemperatur siehe 3.2.8.1.4).

4.1.2 Technische Validierung von Assay B
4.1.2.1 Analytische Spezifitdt

4.1.2.1.1 Testung der analytischen Spezifitit anhand klinischer Proben

Einige der getesteten Primer, welche im Test anhand von Kulturextrakten ausschlieRlich spezifische
Amplifikate aufwiesen, zeigten im Test mit klinischen Proben (n = 4) unspezifische DNA-Amplifikate
welche sich in der Agarose Gel-Elektrophorese als unspezifische Banden darstellten (siehe Tabelle 18
im Anhang, 9.3). Die letztendlich in Assay B verwendeten MuB-F+R Primer (siehe 3.2.6.1.2) zeigten
ausschlieBlich spezifische Amplifikate in Form einer spezifischen Bande bei 606 Bp in der Agarose Gel
Elektrophorese (siehe Abbildung 6).

37



MuB-F+R PCR of various clinical samples with inhibition controls
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Abbildung 6: Agarose Gel-Elektrophorese im Anschluss an die MuB-F+R PCR

Die PCR wurde mit 1S2404-PCR negativen Gesamt DNA Extrakten aus klinischen Proben aus Ghana durchgefiihrt
welche mit Gesamt DNA Extrakten aus M. ulcerans Kulturmaterial versetzt wurden. 1: schwaches PCR Amplifikat
auf Héhe 600 Bp; 2,3,4,10: deutliches PCR Amplifikat auf Héhe 600 Bp; 5,6,7,8: unspezifische DNA
Anreicherungen; 9: kein PCR Amplifikat.

Interpretation: Es zeigt sich ein positives PCR Ergebnis (1 [schwach positiv], 3) und inhibierte Ergebnisse (5, 7);
Inhibitionskontrollen (2, 4, 6, 8); Negativ-Kontrolle (9); Positiv-Kontrolle (10).

4.1.2.1.2 Testung der analytischen Spezifitit beziiglich DNA eng verwandter (myko-)
bakterieller Spezies

Nach durchgefiihrter MuB-F+R PCR zeigten ausschliefflich die Proben der DNA Extrakte aus

Kulturmaterial von M. ulcerans sowie M. marinum spezifische Banden in der Agarose Gel-

Elektrophorese (siehe Tabelle 6, 3.1.6). Die DNA der weiteren 22 getesteten (myko-)bakteriellen

Extrakte wurde nicht amplifiziert.
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4.1.3 Vergleichende Darstellung der PCR-Primer Bindungsstellen von Assay A und B

1 CATCACCAGCTCGACGCTGACCGAGGAAGACGTCGTCGCCACCATC
SMUub=-F>>>>>>>>>>>>

47 GAATACCTGGTCCGCTTGCACGAGGGCCAGACCGCGATGACCGCTCCGGGCGGTGTCGAG
>Bseek—=F>>>>>>>>>>

107 GTGCCGGTCGAGACCGACGACATCGACCACTTCGGCAACCGCCGGCTGCGCACGGTGGGT
SME>>>>>>>>>>>>>>>

167 GAGCTGATCCAGAACCAGATCCGGGTCGGCATGTCGCGGATGGAGCGGGTGGTCCGGGAG

247 CGGATGACCACCCAGGATGTCGAGGCGATCACGCCGCAGACGCTGATCAACATCCGTCCG

307 GTCGTTGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGAACCAGCCAGCTGTCGCAGTTCATGGACCAG

367 AACAACCCGCTCTCCGGTCTCACCCACAAGCGCCGCCTCTCGGCGCTGGGGCCGGGCGGT

427 CTGTCCCGTGAGCGCGCCGGTCTGGAAGTTCGTGACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGE
<<LLL

487 ATGTGCCCGATCGAGACGCCGGAAGGGCCGAACATCGGTCTGATCGGTTCACTGTCGGTG
<LLLLLLLLLLMR K

547 TACGCCCGGGTCAACCCGTTCGGGTTCATCGAGACGCCCTACCGCAAGGTGGTCGACGGG

607 GTCGTTTCCGACGAGATCCA
<<LLLLLLLLLLLKMub-R<

Abbildung 7: Darstellung des Abschnitts des rpoB-Gens welches in Assay B durch die PCR-Primer (Mub-F+R)
amplifiziert wurde.

Es handelt sich um einen Abschnitt des rpoB-Gens (M. ulcerans Agy99, GenBank-Nummer: NCO08611). Die
Bindungsstellen des MuB-F und MuB-R sind griin markiert. Die Bindungsstelle des Bseek-F Primer ist dunkelrot
dargestellt. In rot markiert sind die Nukleotide der RRDR von M. ulcerans, welche durch den Bseek-F Primer
sequenziert wurden. Ebenfalls zur Ubersicht abgebildet sind die Bindungsstellen der MF/MR-PCR und Sequenzier
Primer des Assay A (blau markiert).

4.2 Vergleich zwischen Assay A und B

4.2.1 Analytische Sensitivitit (untere Nachweisgrenze)

4.2.1.1 Erstellung exakt quantifizierter Verdiinnungsreihen aus Kulturmaterial

Nach Durchfihrung der 1S2404-gPCR wurde anhand der Cq Werte des 1S2404 Plasmid Standard die
Standardkurve erstellt (siehe 3.2.9.1.1). Die Zuordnung der exponentiellen Verdiinnungsreihen aus M.
ulcerans-DNA Kulturextrakten auf der Standardkurve erfolgte gemaR der jeweiligen Cq Werte (siehe
Abbildung 9). Anhand der unter 3.2.9.1.1 beschriebenen Formel wurden die Genoméaquivalente der
Verdiinnungsreihen berechnet und in Tabelle 14 dargestellt.
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Abbildung 8: Darstellung der Amplifikations-Zyklen der 152404-qPCR zur Quantifizierung der
Verdiinnungsreihen

Die Kurven stellen die Verdiinnungsreihen aus den M. ulcerans DNA Kulturextrakten im Dreifachansatz (107 gelb,
10 orange, 10 braun, 10° pink) sowie die 1S2404 Plasmid Standards (blau) dar. Die auf der y-Achse dargestellte
,RFU” (engl.: ,relative flourescence units“) zeigt die durch vermehrte Amplifikation der DNA steigende Menge an
freigesetzten fluoreszierenden DNA-Hybridisierungssonden auf logarithmierter Skala. Die horizontale blaue Linie
reprisentiert den RFU-Schwellenwert welcher hier bei 10? Einheiten festgelegt ist. Bei Uberschreiten des
Schwellenwerts wird die jeweilige Probe als 15S2404-qPCR positiv gewertet, die Anzahl an Amplifizierungsschritten
(engl.: ,cycles”, auf der x-Achse dargestellt) bis zum Erreichen des Schwellenwertes ist als Cq definiert. Anhand
der Cq kann in Kombination mit der Standardkurve die DNA-Konzentration der Kulturextrakte bestimmt werden.

Standard Curve

35

Log Starting Quantity

O Standard
. Unknown
—— FAd E=956% R"2=0,987 Slope=-3,432 y-int=39 47

Abbildung 9: Darstellung der in der 1S2404-qPCR angewendeten Standardkurve

Die Kreise entsprechen den 1S2404 Plasmid Standards mit welchen die Standardkurve (blaue Linie) korreliert
wurde. Die X-Markierungen zeigen die Verdiinnungsreihen der Kulturextrakte (im Dreifachansatz), welche
anhand ihrer Cq-Werte auf der Standardkurve positioniert wurden. Cq= Summe der 152404-qPCR
Amplifikationszyklen bis zum Erreichen des Schwellenwertes.
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Starting Quantity (SQ) m Genomaquivalente/ 2 ul

Standardl 11,6 100000000,0 100000000,0 956937,8
Standard2 15,1 10000000,0 10000000,0  95693,8
Standard3 19,3 1000000,0 1000000,0  9569,4
Standard4 22,8 100000,0 100000,0 956,9
K5D 10° 23,5 44001,1

K5D 1073 23,4 464744 47024,3 450,0
K5D 10° 23,3 50597,4

Standard5 26,0 10000,0 10000,0 95,7
K5D 10 26,9 4520,8

K5D 104 27,0 4248,1 42474 40,6
K5D 104 27,1 3973,1

Standard6 28,8 1000,0 1000,0 9,6

K5D 10° 30,3 453,0

K5D 10° 30,1 513,6 457,1 4,4

K5D 10° 30,5 404,9

Standard 7 32,2 100,0 100,0 1,0

K5D 10° 34,5 26,9

K5D 10 34,3 31,4 35,2 0,3

K5D 10° 33,7 47,2

Tabelle 14: Auflistung der errechneten Genoméaquivalente/2 ul der Verdiinnungsreihe der M. ulcerans DNA
Kulturextrakte.
(Kultur K5D, siehe 3.1.6); in absteigender Reihenfolge; Die Berechnung der DNA-Konzentration in

Genomaquivalenten/2 ul fiir die eingesetzten Standards und die Verdiinnungsreihe der Kulturextrakte 1073, 104,
107, 10°° (in rot hervorgehoben) erfolgte anhand der folgenden Formel: Anzahl Genoméquivalente/2 ul einer
Verdiinnungsreihe = 1Qfgemittelter Wert der log starting quantity) %2 /209 (sjehe 3.2.9.1.1). ° Summe der 1S2404-qPCR
Amplifikationszyklen bis zum Erreichen des Schwellenwertes, ® gemittelter Wert der ,starting quantity”, welche
die Menge an 1S2404-Insertionssequenzen in den Verdiinnungsreihen angibt.

4.2.1.2 Bestimmung der analytischen Sensitivitdt (untere Nachweisgrenze)

Assay A: Die untere Nachweisgrenze wurde flir Assay A in der exponentiellen Verdiinnungsreihe der
M. ulcerans DNA Kulturextrakte bei der Verdiinnung 10* Uberschritten. In der daraufhin im
Zehnfachansatz durchgefiihrten linearen Verdiinnungsreihe bestatigte sich die Nachweisgrenze bei
der Verdiinnung 103:0. Die DNA Konzentration dieser Verdiinnung wurde mit der /S2404-qPCR
ermittelt und lag bei 450 Genomaéquivalenten/ul. Demnach ergab sich eine analytische Sensitivitdt von
450-900 Genomadquivalenten fir Assay A. (In der vorrausgegangenen Publikation dieser Arbeit wurde
auf der Basis des vorliegenden Ergebnis mit 1000-2000 Genomaquivalenten/ul eine konservativere
Angabe getroffen [119]).

Assay B: Die untere Nachweisgrenze wurde flir Assay B in der exponentiellen Verdiinnungsreihe der
M. ulcerans DNA Kulturextrakte bei der Verdinnung 107 Uberschritten. In der daraufhin im
Zehnfachansatz durchgefiihrten linearen Verdiinnungsreihe wurde die Nachweisgrenze bei der
Verdiinnung 10:0 erreicht. Die exakte DNA Konzentration dieser Verdiinnung wurde mit der 1S2404-
gPCR (berprift und lag bei 40 Genoméquivalenten/ul. Demnach ergab sich eine analytische
Sensitivitat von 40-80 Genomaquivalenten flir Assay B. (In der vorrausgegangenen Publikation dieser
Arbeit wurde auf der Basis des vorliegenden Ergebnis mit 100-200 Genomdquivalenten/ul eine
konservativere Angabe getroffen [119]).
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4.2.2 Vergleich anhand klinischer Proben

4.2.2.1 Erneute Testung klinischer Proben mit negativen/kontaminierten PCR Ergebnissen in Assay
A aus der Pilotstudie mit Assay B

Von den zwolf klinischen Proben, welche in der Pilotstudie unter Assay A PCR negative oder

kontaminierte Ergebnisse zeigten und welche erneut mit Assay B getestet wurden, ergaben elf Proben

ein positives Sequenzierungsergebnis. Dies entspricht einem Anteil von 91,7 %. Eine Probe verblieb in

der PCR negativ.

4.2.2.2 Vergleichende Testung klinischer Proben durch Assay A und Assay B

Die Ergebnisse der vergleichenden Testung klinischer Proben durch Assay A und B finden sich in
Tabelle 15 (siehe néchste Seite) zusammengefasst.

Im Vergleich zu Assay A mussten wesentlich mehr Proben, welche mit Assay B getestet wurden,
aufgrund initialer PCR-Inhibition verdiinnt werden (Assay A: 7,5 % [10/133], Assay B: 54,1 % [72/133])
(p <0,01). Die rpoB-PCR Positivitatsrate zeigte insgesamt keine signifikanten Unterschiede zwischen
Assay A (56,4 % [75/133]) und B (51,1 % [68/133]) (p=0.39). Jedoch war diese fiir Wundabstriche in
Assay A (50,8 % [32/63]) signifikant hoher als in Assay B (30,2 % [19/63]) (p=0,02). Unter allen Proben
mit einem positiven rpoB-PCR Ergebnis in beiden Assays war der Anteil der Proben mit positivem
Sequenzierergebnis in Assay B signifikant hoher (98,0 % [48/49]) als in Assay A (85,7 % [42/49])
(p=0,03). Der Anteil an positiven ,rpoB-sequencing” Ergebnissen von allen getesteten Proben (Test-
Effizienz) betrug 39,8 % (53/133) fur Assay A und 48,9 % (65/133) fur Assay B (p=0,14). Nach
Stratifizierung der Ergebnisse der Test-Effizienz in die verschiedenen Probenarten zeigte sich dass die
Test-Effizienz der FNAs in Assay B (70,0 % [28/40]) im Vergleich zu Assay A (35,0 % [14/40]) signifikant
hoher war (p<0,01). Die Genus-spezifischen Primer, welche in Assay A eingesetzt wurden, zeigten in
30,7 % aller Sequenzierungen eine Amplifikation von DNA anderer bakterieller Spezies. Einige dieser
DNA Sequenzen konnten mittels auf GenBank hinterlegten DNA Sequenzen den folgenden bakteriellen
Spezies zugeordnet werden: Corynebacterium dyphteriae (GenBank Nummer: CP003216),
Corynebacterium striatum (GenBank Nummer: AY492267), Burkholderia calcedonia (GenBank
Nummer: CIP 107098), Serratia proteomaculans (GenBank Nummer: NC_009832), Lactobacillus
fermentum (GenBank Nummer: CP002033). Assay B amplifizierte auRer M. ulcerans Agy99 keine
Sequenzen anderer Bakterien.

42



Parameter

Probenart

rpoB-PCR
Positivitatsrate
Insgesamt®
Wundabstriche
Stanzbiopsien

FNA

PCR-Inhibitionsrate
Insgesamt

Wundabstriche
Stanzbiopsien
FNA
rpoB-sequencing
Positivitatsrate
Insgesamt®
Wundabstriche
Stanzbiopsien

FNA

Test-Effizienz®
Insgesamt

Wundabstriche
Stanzbiopsien

FNA

Assay A
Anteil [in %]

95% Konfidenzintervall

56,4 (75/133)
48,0 - 64,8
50,8 (32/63)
38,4-63,1
73,3 (22/30)
57,5 — 89,2
52,5 (21/40)
37,0 - 68,0

7,5 (10/133)
3,0-12,0
9,5 (6/63)
2,3-16,8
6,7 (2/30)
0,0-15,6
5,0 (2/40)
0,0-11,8

85,7 (42/49)
75,9-95,5
75,0 (9/12)
50,5-99,5
100 (19/19)
N.A.

77,8 (14/18)
58,6 -97,0

39,8 (53/133)
31,5-48,2
28,6 (18/63)
17,4 -39,7
70,0 (21/30)
53,6 — 86,4
35,0 (14/40)
20,2 -49,8

51,1 (68/133)
42,6 -59,6
30,2 (19/63)
18,8 - 41,5
66,7 (20/30)
49,8 83,5
72,5 (29/40)
58,7 — 86,3

54,1 (72/133)
45,7 - 62,6
65,1 (41/63)
53,3-76,9
30,0 (9/30)
13,6 — 46,4
55,0 (22/40)
39,6 -70,4

98,0 (48/49)
94,0 - 100
100 (12/12)
N.A.

100 (19/19)
N.A.

94,4 (17/18)
83,9 -100

48,9 (65/133)
40,4-57,4
27,0 (17/63)
16,0-37,9
66,7 (20/30)
49,8 -83,5
70,0 (28/40)
55,8 - 84,2

Assay A und B

Konkordanzrate

66,2 (88/133)
58,1—74,2
57,1 (36/63)
44,9 - 69,4
86,7 (26/30)
74,5-98,8
65,0 (26/40)
50,2 - 79,8

48,9 (65/133)
40,4 -57,4
41,3 (26/63)
29,1-53,4
76,7 (23/30)
61,5-91,8
40,0 (16/40)
24,8 - 55,2

87,8 (43/49)
78,6 —96,9
75,0 (9/12)
50,5-99,5
100 (19/19)
N.A.

77,8 (14/18)
58,6 —97,0

74,4 (99/133)
67,0-81,8
73,0 (46/63)
62,1-84,0
90,0 (27/30)
79,3-100
65,0 (26/40)
50,2-79,8

0,39
0,02*
0,58

0,06

<0,01*
<0,01*
0,02*

<0,01*

0,03*f
0,07
N.A.

0,15f

0,14
0,84
0,78

<0,01*

Tabelle 15: PCR- und Sequenzierungs-Ergebnisse aller in den Vergleich zwischen Assay A und B eingebrachten

klinischen Proben.

NA=nicht anwendbar, *P-Werte < 0.05 wurden als signifikant gewertet. a Anteil der Proben mit konkordanten

Ergebnissen in Assay A und Assay B aus allen Proben welche mit Assay A und B getestet wurden. b P-Wert des

McNemar Tests. ¢ Der Anteil an positiven rpoB-PCR Ergebnissen. d Anteil der Proben, welche in der unverdiinnten

PCR inhibierten. e Anteil der Proben, welche ein positives Sequenzierergebnis ergaben aus allen Proben mit einem

positiven rpoB-PCR Ergebnis (jeweils Assay A oder B). f Exakter Test nach Fischer. ¢ Der Anteil an Proben, welche

ein positives Sequenzierergebnis aus allen getesteten Proben ergaben.
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5 Diskussion

Resistenzen von M. tuberculosis gegenliber RMP stellen ein hdufig beschriebenes Problem dar [90]. In
einer ersten landerumfassenden Studie wurden in 3,8 % der Falle RMP Resistenzen bei M. leprae
festgestellt [91]. Die Moglichkeit der Resistenzentwicklung von M. ulcerans gegeniiber RMP wurde
anhand eines Laborversuchs an Mausen unter RMP Monotherapie gezeigt [101]. Retrospektiv konnte
durch Beissner et al. 2010 eine genotypische RMP Resistenz einer klinischen Probe zugeordnet werden
[103]. Bei BUD Patienten unter Chemotherapie ist die Moglichkeit der Resistenzentwicklung somit
theoretisch gegeben. UnregelmaRig und inaddquat eingesetzte Antibiotika zum Beispiel zur
Prophylaxe von Sekunddrinfektionen nach chirurgischer Behandlung von Ulzera stellen einen
moglichen Risikofaktor zur Resistenzentwicklung beim Menschen dar [120]. Bisher existieren keine
Studien zur Erfassung genotypischer RMP Resistenzen der BUD. Bisherige Erkenntnisse (iber RMP
Resistenzen bei M. ulcerans aus klinischen Proben existieren lediglich aus der Pilotstudie von Beissner
et al., deren Patientenkollektiv aus den Jahren 2004-2007 stammte, sowie der vorliegenden Arbeit. In
der Arbeit von Beissner et al. zeigte sich eine geringe Prdvalenz (0,9 %), die vorliegende Arbeit
erbrachte keinen Nachweis von RMP Resistenzen [103] [121]. Jedoch erfolgte die Probenabnahme der
klinischen Proben, welche in dieser Arbeit analysiert wurden, vor Beginn der antibiotischen
Chemotherapie, sodass das Vorliegen medikamenteninduzierter RMP Resistenzen nicht zu erwarten
war. Insgesamt wurde in beiden Arbeiten nur ein Bruchteil der klinischen Falle in zwei endemischen
Landern analysiert, so dass keine Rickschlisse auf die gesamte Resistenzlage moglich sind. In
Anbetracht der erst 2004 eingefiihrten antibiotischen Chemotherapie kann eine abschliefende
Aussage zu der Entwicklung der Resistenzlage noch nicht getroffen werden. Da es derzeit keinen Anhalt
fiir eine Mensch zu Mensch Ubertragung von BUD gibt [12], ist eine rasche Ausbreitung méglicher RMP
resistenter M. ulcerans Stamme wie im Fall von Lepra und Tuberkulose nach heutigem Wissensstand
nicht als wahrscheinlich anzusehen. Jedoch kann in Anbetracht des unbekannten Ubertragungsweges
und des/der letztlich unbekannten Keimreservoir(s) keine wissenschaftlich fundierte Aussage zu
moglichen Transmissionswegen und Persistenzmechanismen RMP resistenter M. ulcerans Stamme
(wie z.B. die Ruckfiihrung RMP resistenter Stamme vom Mensch in die Umwelt oder die Vermehrung
RMP resistenter Stimme in einem noch unbekannten Keimreservoir) getroffen werden. Bislang
standen keine Testverfahren zur schnellen und effektiven RMP Resistenzerkennung zu Verfligung. Die
Kultivierung zur konventionellen Resistenztestung von Mykobakterien ist langwierig und kann fir
klinische Entscheidungen keine rechtzeitigen Ergebnisse erbringen.

Fir das klinische Management der BUD Patienten mit zeitlichen Unterschieden im klinischen Verlauf,
insbesondere bei den ,slow healers” (siehe 1.9.4), stellt die Unkenntnis Gber mogliche RMP
Resistenzen ein besonderes Problem dar. Wahrend einige Ulzera bereits nach wenigen Wochen keine
viablen M. ulcerans mehr aufweisen und stetig abheilen, zeigen sich ebenso prolongierte Verlaufe,
welche auch nach abgeschlossener Chemotherapie noch viable M. ulcerans aufweisen und erst
Monate danach abheilen [68]. Da das Vorliegen aktiver Ulzera mit viablen Mykobakterien nach
erfolgter Chemotherapie durch die Prasenz einer RMP Resistenz begriindet sein kann, kdnnte nach
erfolgtem Nachweis viabler Mykobakterien durch den 16S rRNA-Viabilitats-Assay nach achtwochiger
Chemotherapie im zweiten Schritt die Resistenztestung mittels Assay B erfolgen. Somit konnten durch
Kombination des 16S rRNA-Viabilitdts-Assays mit Assay B begriindete Verdachtsfille selektiv der
Resistenz-Testung zugefiihrt werden.

Die friihzeitige Anwendung eines effektiven molekularen Assays, welcher Mutationen der RRDR bei M.
ulcerans Stammen mit phanotypischer RMP Resistenz detektiert, konnte somit einen wichtigen Beitrag
zum klinischen Management bei Verdacht auf RMP Resistenzen leisten. Durch RMP Resistenzen nicht
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heilende Ulzera kénnten durch zeitgerechte Umstellung der Therapie (z.B. operative Versorgung)
erfolgreich behandelt werden. Komplikationen der BUD wie verzégerte Wundheilung, korperliche
Einschrankungen durch Kontrakturen, Deformationen oder Amputationen kénnten so vermieden
werden. Auch die zukilinftige Erfassung der Resistenzlage in endemischen Gebieten der BUD sowie
Erkenntnisse zum genotypischen RMP Resistenzverhalten von M. ulcerans werden durch einen
raschen und effektiven Assay beglinstigt.

Wahrend sich im Vergleich der Assays A und B bezliglich der gesamten Test-Effizienz kein Unterschied
unterhalb des Signifikanzniveaus zeigte (p=0.14) erbrachte die Stratifizierung der Ergebnisse in die
Probenarten und Teilschritte der beiden Assays teilweise signifikante Unterschiede.

Die rpoB-PCR Positivitatsrate der Wundabstriche fiel bei Assay A um 20 % signifikant hoher aus als bei
Assay B (p=0,02). Jedoch ergaben diejenigen Wundabstriche, welche in beiden Assays rpoB-PCR
positive Ergebnisse zeigten, im anschlieBenden Sequenzierungsschritt zu 100 % analysierbare
Sequenzen in Assay B und nur zu 75 % in Assay A. Somit zeigte sich aufgrund der hohen rpoB-
sequencing Positivitatsrate in der Test-Effizienz flir die Wundabstriche kein signifikanter Unterschied
(p=0.84). Insgesamt zeigte sich die rpoB-sequencing Positivitdtsrate in Assay B signifikant hoher als in
Assay A (p=0,03). Der vergleichsweise hohe Anteil unspezifischer Sequenzen in Assay A (30,7%) konnte
teilweise der DNA anderer Bakterienspezies zugeordnet werden, wahrend sich in Assay B
ausschlieBlich M. ulcerans DNA zeigte. Die Testung der analytischen Spezifitdt anhand eng verwandter
(myko-) bakterieller Spezies, in welcher sich ausschlieBlich M. ulcerans und M. marinum positiv zeigten,
bestatigten zusatzlich eine hohe analytische Spezifitat des Assays B (siehe 4.1.2.1.2). Die rpoB-Gene
der mykobakteriellen Spezies, welche trotz nur geringer Abweichungen von der Bindungsstelle des PCR
Forward-Primers nicht amplifiziert wurden (M. avium, M. gordonae, M. szulgai, siehe 4.1.1.1.1) weisen
vermutlich signifikante Abweichungen in der Bindungsregion des PCR Reverse-Primers auf. Der in
Assay B sequenzierte DNA Abschnitt von M. ulcerans und M. marinum unterscheidet sich in 2
Basenpaaren. Dadurch kénnen die beiden Spezies differenziert werden, sodass M. ulcerans durch
Assay B zu 100 % korrekt identifiziert werden kann.

Wahrend die Stratifizierung des Ergebnisses der Test-Effizienz in die verschiedenen Arten der Proben
flir Wundabstriche und Stanzbiopsien keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Assays
zeigte, resultierten fiir FNAs bei Assay B 70 % und bei Assay A 35 % positive Sequenzen (p=0,01). Dies
entspricht einer Differenz von 35 % in dieser Studie und einer Steigerung um 34,7 % zwischen FNAs in
dieser Studie verglichen mit der Test-Effizienz aller Probenarten in der Pilotstudie (eine Stratifizierung
des Probenkollektiv in FNAs ist bei der Pilotstudie nicht moéglich, da FNAs noch nicht als Probenart
etabliert waren. Aufgrund dieses Ergebnisses scheinen FNAs zur Uberpriifung auf RMP Resistenzen die
am besten geeignete Abnahmemethode bei nicht-ulzerierten Lasionen zu sein. FNAs werden von der
WHO als Art der Probeabnahme fiir nicht-ulzerierte Manifestationen und Ulzera mit vernarbten
Wundrandern empfohlen [51].

Die PCR-Inhibitionsrate von Assay B war sowohl insgesamt als auch nach Stratifizierung in die
verschiedenen Probenarten signifikant hoher. So mussten 54 % der Proben von Assay B im Vergleich
zu nur 8 % der Proben von Assay A mindestens im Verhdltnis 1 : 10 verdinnt werden wodurch die DNA
Konzentration in den betroffenen Proben abnahm und die rpoB-PCR Positivitatsrate mit hoher
Wahrscheinlichkeit negativ beeinflusst wurde. Das Hautpigment Melanin, welches in den
Gewebeproben aus Afrika reichlich vorhanden ist, bindet die DNA-Polymerase und ist als potenter PCR
Inhibitor bekannt (Eckhart et al. 2000). Aufgrund der hohen PCR-Inhibitionsrate in Assay B vermuten
wir eine hohere Melanin-Empfindlichkeit der KOD Hot Start DNA Polymerase des Assay B gegeniiber
der AmpliTaq Gold DNA Polymerase des Assay A. Dieses Ergebnis hat die potentiell (iberlegene

analytische Sensitivitdt des Assays B bei klinischen Proben verringert und kann als Schwachstelle der
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Studie gewertet werden. Moglichkeiten zur Bindung des Melanins in Proben z.B. durch Zugabe von
bovinem Albumin wurden beschrieben [122] [123]. Im Hinblick auf Folgestudien zur weiteren
Steigerung der rpoB-PCR Positivitdtsrate des Assay B kdnnte eine Versuchsreihe das Potential dieser
Methode untersuchen. Ein weiterer Ansatz zur Reduzierung der Prasenz von PCR Inhibitoren und zur
Sicherstellung eines moglichst hohen M. ulcerans DNA Gehaltes in den Gesamt DNA Extrakten aus
klinischen Proben in zukiinftigen Studien stellt die Optimierung der DNA Extraktion und die
Aufbereitung der DNA Extrakte dar, zum Beispiel durch Phenol-Chloroform-Extraktion zur Trennung
der DNA von ungewollten Proteinen. Der Fokus dieser Studie war die Optimierung des PCR- und
Sequenzierungsschrittes der molekularen Resistenzbestimmung, daher wurde die DNA-Extraktion
nicht weiter untersucht.

Die Resistenzbestimmung von Patientenproben im klinischen Alltag mittels Sequenzierung erfordert
die Prasenz von teuren Sequenzierungs-Gerdten und deren Zuganglichkeit. Dies ist in vielen
endemischen Landern der BUD jedoch nicht gegeben, so dass bis dato die Resistenztestung nahezu
ausschlieBlich im Rahmen internationaler Kooperationen bzw. Forschungsprojekten stattfinden kann.
Durch die oben genannte Kombination mit dem 16S rRNA-Viabilitdts-Assay kann durch Vorselektion
der klinischen Verdachtsfille die Abhangigkeit von Sequenzierungen zur Resistenzbestimmung
minimiert werden [61]. Ganzlich ohne Sequenzierungsschritt arbeiten alternative Testverfahren wie
High Resolution Melt Assays. Diese detektieren die unterschiedlichen Hybridisierungstemperaturen
kurzer DNA Abschnitte welche sich bei Vorliegen von SNPs (engl.: ,single nucleotide polymorphism*,
Polymorphismen einzelner Nukleotide wie z.B. Punktmutationen) bei ansonsten identischen DNA
Sequenzen feststellen lassen. High Resolution Melt Assays stellen effektive und potentiell
kostengiinstigere Methoden zur Detektion von SNPs dar und werden bereits zur Detektion von
Antibiotika-Resistenzen von Mykobakterien eingesetzt [124] [125]. Potentiell konnen diese Methoden
auch als Testverfahren bei M. ulcerans eingesetzt werden. Jedoch lassen sich zunachst nur mittels
Sequenzierung Erkenntnisse Uber die haufigsten Lokationen von Punktmutationen innerhalb der RRDR
gewinnen. Bei der Resistenzforschung zu M. tuberculosis und M. leprae hat sich gezeigt, dass einige
der resistenzauslésenden Punktmutationen den entsprechenden Kodons der anderen Spezies
zugeordnet werden kénnen, wohingegen andere Mutationen spezifisch fiir die jeweilige Spezies sind
[100] [126] [97]. Durch Sequenzierung der RRDR mittels des in dieser Arbeit entwickelten Assays B
lassen sich Erkenntnisse bezliglich haufiger Punktmutationen und deren Relevanz beziiglich moglicher
RMP Resistenzen erzielen. Diese Erkenntnisse kdnnen dann fiir die Etablierung der beschriebenen,
effektiven und kostengtlinstigeren High Resolution Melt Assays genutzt werden um perspektivisch die
gezielte Diagnose von SNPs innerhalb der RRDR zu ermdglichen. Die in Assay B entwickelten, M.
ulcerans spezifischen Primer konnen bei diesen Methoden eventuell weiterhin eingesetzt werden.

In Anbetracht der Zielsetzung der vorliegenden Arbeit kann das Ergebnis als insgesamt positiv bewertet
werden. Wesentliche Teilaspekte des bestehenden molekularen Assay zur RMP Resistenzbestimmung
von M. ulcerans konnten erfolgreich optimiert werden, so dass nun ein Assay zur Verfligung steht,
welcher spezifischer (analytische Spezifitat) und in Abhédngigkeit der verwendeten Probenart sensitiver
(analytische Sensitivitat) ist. Neben der Resistenzdetektion in klinischen BUD Fallen sollte Assay B zur
weiteren Forschung im Bereich der molekularen Resistenzentwicklung von M. ulcerans eingesetzt
werden, um eine Weiterentwicklung des Assays (z.B. zum High Resolution Melt Assay) und
Nutzbarmachung in endemischen Liandern zu ermdéglichen. Da die zuklinftige Resistenzentwicklung
angesichts der erst seit kurzem eingefiihrten Chemotherapie noch nicht absehbar ist, sollte der neue
Assay zudem im Rahmen von weiteren Studien zur Erforschung der Resistenzlage eingesetzt werden.
Der Ubergeordnete Nutzen dieser Arbeit liegt in dem Konzept der friihzeitigen Resistenzerkennung. Es

wird dabei versucht an den Lehren historischer Ereignisse im Bereich der mykobakteriellen
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Resistenzentwicklung und Ausbreitung anzukniipfen und Losungsansatze zu finden, um die groRe
Errungenschaft der effektiven antimykobakteriellen Chemotherapie in Zukunft schiitzen zu kénnen.
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6 Zusammenfassung

Das Mycobacterium ulcerans ist der Erreger der Buruli Ulkus Erkrankung (BUD), einer chronisch
nekrotisierenden Infektionskrankheit der Haut und des subkutanen Fettgewebes. Die BUD ist die
dritthaufigste mykobakterielle Erkrankung und zahlt zu den vernachlassigten Tropenkrankheiten. Falle
der BUD wurden bislang aus 35 meist (sub-) tropischen Landern berichtet. Der genaue
Transmissionsmechanismus von M. ulcerans ist bislang nicht abschlieBend geklart. Die BUD wird sehr
wahrscheinlich aus der Umwelt Gbertragen, es existieren keine Hinweise fiir eine direkte Mensch zu
Mensch Ubertragung. Die BUD weist eine geringe Letalitat auf. Jedoch tritt auch nach Ausheilung ein
hohes Mall an Komplikationen auf, insbesondere funktionelle Limitationen durch Kontrakturen,
Deformationen und Amputationen. Im Jahr 2004 wurde von der WHO die Empfehlung fiir eine
antimikrobielle achtwdchige Chemotherapie mit Rifampicin und Streptomycin ausgesprochen. Es
zeigten sich unter dieser Therapie bislang hohe Remissionsraten bei niedrigen Rezidivraten. In
Laborexperimenten konnte unter RMP Monotherapie am Mausmodell die Entstehung von RMP
Resistenzen beobachtet werden. Der Resistenzmechanismus ist analog zum Mycobacterium-
tuberkulosis-Komplex und zu M. leprae und beruht auf Punktmutationen in der ,rifampicin resistance
determining region” (RRDR) des rpoB Gens, welches die Beta-Untereinheit der (myko-)bakteriellen
RNA-Polymerase kodiert. Die aktuelle Resistenzlage ist weitestgehend unerforscht, bislang konnte
lediglich ein RMP resistenter M. ulcerans Stamm einem klinischen BUD Fall retrospektiv zugewiesen
werden. In Anbetracht der erst 2004 eingeflihrten antibiotischen Chemotherapie kann eine
abschlieRende Aussage zu der Entwicklung der Resistenzlage jedoch noch nicht getroffen werden,
Studien zur Resistenzentwicklung existieren nicht. Zuverldssige und schnelle Testverfahren zur
routinemaRigen Detektion von RMP resistenten M. ulcerans Stammen waren bislang nicht verfligbar.
Der Nachweis von RMP resistenten M. ulcerans Stammen durch Kultivierung und konventionelle
Resistenzbestimmung dauert meist mehrere Wochen. Die molekulare Resistenzbestimmung erfolgt
durch PCR-Amplifikation und die anschlieRende Sequenzierung der RRDR aus der M. ulcerans DNA von
klinischen Proben (Probenarten: Feinnadelbiopsien, Stanzbiopsien, Wundabstriche) und kann je nach
Laborkapazitdt in ein bis zwei Tagen durchgefiihrt werden. Ein molekularer Test zur RMP
Resistenzbestimmung von M. ulcerans (Assay A), welcher anhand klinischer Proben aus den Jahren
2004-2007 im Rahmen einer Pilotstudie von Beissner et al. eingesetzt wurde ergab eine geringe Test-
Effizienz (35,3 %) im Vergleich zu Proben aus Kulturmaterial (91,7 %). Der Anteil nicht analysierbarer
klinischer Proben (64,7 %) teilt sich in Proben mit negativem rpoB-PCR Ergebnis (63,4 %) und Proben
welche in der anschlieBRenden Sequenzierung der PCR Amplifikate unspezifische oder kontaminierte
Sequenzen ergaben (36,6 %). Die Ubergeordnete Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die
Verbesserung der Test-Effizienz der molekularen RMP Resistenzbestimmung von klinischen M.
ulcerans Gesamt DNA Extrakten. Dieses Ziel sollte durch Optimierung des Anteils an Proben mit einem
positiven Ergebnis in der rpoB-PCR (rpoB-PCR Positivitatsrate) sowie der Anteil der rpoB-PCR positiven
Proben welche in der anschlieRenden Sequenzierung ein positives Sequenzier-Ergebnis erzielen (rpoB-
sequencing Positivitdtsrate) erreicht werden. In dieser Studie wurde ein optimierter Assay (Assay B)
etabliert und validiert welcher durch eine erhohte analytische Spezifitat als M. ulcerans spezifisch
angesehen wird. Trotz einer ebenfalls héheren analytischen Sensitivitdt des Assay B anhand der
Testung an DNA Extrakten aus Kulturmaterial zeigte Assay B anhand von Gesamt DNA Extrakten aus
klinischen Proben eine signifikant hohere PCR-Inhibitionsrate. Da die Test-Effizienz der
Feinnadelbiopsien in Assay B signifikant hoher war als in Assay A scheint diese Probenart zur
molekularen Resistenzbestimmung mittels Assay B am besten geeignet zu sein. Der Assay findet
potentielle Anwendung in der Erforschung des genotypischen RMP Resistenzverhaltens von M.
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ulcerans, in der schnellen RMP Resistenzdiagnostik zur Unterstiitzung klinischer
Therapieentscheidungen sowie in der Durchflihrung zukiinftiger Studien zur RMP Resistenzerfassung.
Der Assay kann zudem eine wichtige Rolle in der Entwicklung weiterer molekularer Assays zur
Resistenzbestimmung wie z.B. High Resolution Melt Assays zur routinemaligen Resistenzbestimmung
einnehmen. Moglichkeiten zur Optimierung bestehen in der DNA Extraktion sowie Aufbereitung der
klinischen Proben zur Vermeidung der PCR-Inhibition. In Anbetracht der Zielsetzung der vorliegenden
Arbeit kann das Ergebnis als insgesamt positiv bewertet werden. Der lbergeordnete Nutzen dieser
Arbeit liegt in dem Konzept der friihzeitigen Resistenzerkennung, welches versucht, an den Lehren
historischer Ereignisse im Bereich der mykobakteriellen Resistenzentwicklung und Ausbreitung
anzuknipfen und Lésungsansatze zu finden.
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9 Anhang

9.1 Anleitung zur Nukleinsdurepraparation aus Kulturmaterial und klinischen

Proben

1) Inaktivierung 1.
2.
2) Zell-Lyse 1.
2.
3.
4.,

3) Protein Fallung 1.
2.
3.
4) DNA Fallung 1.
2.
3.
4,
5.
5) DNA Hydration 1.
2.
6) Konservierung 1.
der Proben
2.

Die Proben werden vor der DNA Extraktion in Cell Lysis Solution (700 pl,
FNAs: 300 pl) (siehe 3.1.3) gelagert.

Inkubation der Proben bei 95 °C (20 min.), dann Abklhlung auf RT.
Zugabe von 10 pl Proteinase K je Probe.

Inkubation bei 55 °C und 35 %iger Schiittelgeschwindigkeit Giber Nacht.
Inaktivierung der Proteinase K (siehe 3.1.3) mittels Inkubation bei 80°C.
(20 min.) und anschlieRender Abkiihlung auf RT.

Zugabe von je 15 pl Lysozym (siehe 3.1.1) und Inkubation bei 37 °C fir
60 min. (Bei Wundabstrichen wurde die Lysozymbehandlung der
Proteinase K Lyse vorgezogen.).

Lagerung der Proben auf Eis fiir 5 min.

Zugabe von 230 pl Protein Precipitation Solution (siehe 3.1.3) je Probe,
erneute Lagerung der Proben auf Eis (5 min.).

Zentrifugieren (5 min.) bei 13.000 rpm.

Uberfiihrung des Uberstands in neue ReagenzgefilRe sowie Zugabe von
700 pul Isopropanol (siehe 3.1.1) und 2 ul Glykogen (siehe 3.1.1).
Zentrifugieren (5 min.) bei 13.000 rpm, Verwerfen des Uberstands.
Zugabe von 700 pl Ethanol (siehe 3.1.1).

Zentrifugieren (5 min.) bei 13.000 rpm, Verwerfen des Uberstands.
Pellets in offenen ReaktionsgefalRen bei RT lufttrocknen lassen.
Zugabe von je 200ul DNA Hydration Solution (siehe 3.1.3) (FNAs: 50 pl).
bei 55°C (15min.) bei Schittelfrequenz von 35 % bis zur vollstandigen
Auflosung der Pellets im Thermomixer inkubieren.

Die Kurzzeitlagerung der DNA Extrakte kann bis zu max. 7 Tage im
Kihlschrank bei 4 °C erfolgen.

Die Langzeitlagerung bei —20 °C.

Tabelle 16: SOP zur Nukleinsédurepréparation aus Kulturmaterial und klinischen Patientenproben.
Modlifiziertes Protokoll von Quiagen [69] [107].
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9.2 Anleitung zur Aufreinigung der Cycle-Sequencing Produkte und Vorbereitung

fiir die anschlieBende Sequenzierung:

1) Aufreinigung
der Cycle-
Sequencing
Produkte
mittels Dye Ex
2.0 Spin Kit von
Quiagen (siehe
3.1.3)

2) Fallung der
aufgereinigten
Produkte

3) Eluierung

4) Belegung der
Optical Plates

5) Anfertigung
des Sample-
sheets

2.

Auffillen der Cycle-Sequencing Produkte mit 15 ul Aqua dest. auf 20 pl.
Dye Ex Filter werden eine viertel Drehung aufgedreht, gevortext und unten
geoffnet, dann auf Dye Ex Tubes setzen.

Dye Ex Tubes zentrifugieren (3 min, 2700 rpm).

Dye Ex Tubes verwerfen.

Dye Ex Filter auf neues 2 ml Eppendorf-Tube setzen (nicht im Kit
enthalten).

Sequenzier-Reaktion (20 ul) schrdag auf das Dye Ex Gel (im Filter)
pipettieren.

Zentrifugieren (3 min, 2700 rpm).

Filter verwerfen. Im Eluat befindet sich das aufgereinigte Produkt.

20 pl aufgreinigtes Cycle-Sequencing Produkt + 60 pl 97 % Ethanol (1 Teil
Produkt : 3 Teile Ethanol) 15 min. inkubieren bei RT.

Zentrifugieren (3 min, 13.000 rpm), Uberstand verwerfen.

40 pl 70 % Ethanol zugeben.

Zentrifugieren (3 min, 13.000 rpm), Uberstand verwerfen.

40 pl 70 % Ethanol zugeben Zentrifugieren (3 min, 13.000 rpm), Uberstand
verwerfen.

Tubes ca. 45 min bei RT trocknen lassen bis der Alkohol verdunstet ist.

Die DNA aus vorangegangenem Schritt mit 12 pl LiChorSolv. Wasser und
13 pl HiDi-Formamid eluieren.

Endvolumen 25 pl.

Einpipettieren von 25 pl pro Reaktion in ABI Platten (optical plates) (vom
Helmholtz FZ zur Verfliigung gestellt. Die Optical Plates enthalten 96
Kavitaten. Pro Lauf werden 48 Reaktionen gelesen. Das Sequenziergerat
beginnt mit den ungeraden Kavitdten [A1-H9] — es miissen immer alle 48
Kavitaten eines Lesevorgangs gefiillt sein). Graphische Darstellung der
Optical Plates:

Al | A2 [ A3 | A4 A12
B1 | B2 | B3 B12
C1 | D2 Cc12
D1 D12
E1 E12
F1 F12
G1 G12
H1 H12

Ist die Anzahl der Reaktionen geringer als 48, Auffiillung der Ubrigen
Kavitaten mit jeweils 25 pl LiChroSolv-Wasser.

Versiegelung der Platten mit Septen (Helmholtz FZ).

Gekuhlter Transport zum Helmholtz FZ.

Proben wie folgt ins Samplesheet (.txt-Datei) eintragen: angefangen von
oben nach unten, nur Probenname ohne Al, B1, C1 etc. (zunachst die
ungeraden, dann die geraden Kavitaten; als Sonderzeichen nur “_“ erlaubt;
ist eine Kavitat leer Zeile frei lassen).

Versendung des Samplesheet per Email mit Angaben Uber die Proben ans
Helmholz-Institut.

Tabelle 17: Anleitung zur Aufreinigung der Cycle Sequencing Produkte und zum Befiillen der Optical Plates.
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9.3 Ubersicht der verschiedenen getesteten Primer-Paare zur Etablierung von

Assay B

MuB-F_01
MuB-R_01
MuB-F_02
MuB-R_02
MuB-F_02
MuB-R_03
MuB-F_05
MuB-R_4
MuB-F_6
MuB-R_5
MuB-F_7
MuB-R_2
MuB-F_7
MuB-R_03
MuB-F_8

MuB-R_2

AGC CCA TCA CCA
GCTCGAC

GTG GAT CTC GTC
GGA AACG

CCA GCC CAT CAC
CAG CTC

TGG ATC TCG TCG
GAA ACG

CCA GCC CAT CAC
CAG CTC

GGA TCT CGT CGG
AAA CGA

AAT ACC TGG TCC
GCT TGC

ATC TCG TCG GAA
ACG ACC

CCA TCA CCA GCT
CGA CGC

CCT CTG ACG AGG
GCACGTA

CAT CAC CAG CTC
GAC GCT

TGG ATC TCG TCG
GAA ACG

CAT CAC CAG CTC
GAC GCT

GGA TCT CGT CGG
AAA CGA

CAT CAC CAG CTC
GACGC

TGG ATC TCG TCG
GAA ACG

59.9

66.7

55.6

66.7

55.5

55,6

55,6

66.7

63.1

61.1

55.6

61.1

55.5

64.7

55.6

58.4

59.0

56.8

59.0

56.4

57.4

56.8

60.0

61.0

59.8

56.8

59.8

56.4

58.1

56.8

19

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

17

18

611
bp

612
bp

611
bp

556
bp

747
bp

606
bp

605
bp

606
bp

Unspezifische
Amplifikate an
klinischen
Proben

Mangelnde
Sensitivitat

Unspezifische
Amplifikate an
klinischen
Proben

Unspezifiische
Amplifikate an
Kulturmaterial

Unspezifische
Amplifikate an
klinischen
Proben

Gute Spezifitat
und
Sensititvitat

Mangelnde
Sensitivitat

Mangelnde
Sensitivitat

Tabelle 18: Forward-und Reverse- Primer und daraus abgeleitete Primer-Paare welche im Rahmen der

Etablierung von AssayB getestet wurden.

Die Tabelle zeigt sdmtliche Primer, welche die thermodynamischen Kriterien des Primerdesigns erfiillt haben

(siehe 3.2.8.1.1.2) und wéhrend der Etablierung von Assay B getestet wurden. @ F: Forward-Primer, R: Reverse

Primer. Die getesteten Primer wurden zur Unterscheidung nummeriert. ® Primer-Sequenz vom 5’ zum 3 Ende. ©

Ausschlusskriterien welche in Etablierung von Assay B festgelegt wurden (siehe 3.2.8.1.4); +: Ausschlusskriterien

erfillt,-: Ausschlusskriterien nicht erfullt. Mub-F_7 und Mub-R_2 wurden fir Assay B verwendet.
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