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1 Einleitung

Das Wildschwein ist eine Wildart, die in den letzten Jahren in vielerlei Hinsicht
offentliches Interesse geweckt hat. Galt sie Anfang bis Mitte des 20. Jahrhunderts in
einigen Teilen Deutschlands (Schleswig-Holstein, Bayern, Wurttemberg, Schwaben)
als fast nicht existent, so ist das Schwarzwild heute nahezu flachendeckend in
Deutschland vertreten. Die Schwarzwildstrecken sind sukzessive, anfangs linear,
spater exponentiell mit parallelem Anstieg der Wildschweinbestande angewachsen
(BRIEDERMANN, 1986). Der enormen Entwicklung der Schwarzwildbestande liegen
multifaktorielle Ursachen zugrunde, die vornehmlich auf Veranderungen der Lebens-

und Ernahrungsbedingungen sowie ihrer Reproduktionsdynamik beruhen.

Mit zunehmender Besiedlung und steigenden Bestandsdichten ricken besonders
Fragen zur Rolle des Wildschweins als Ubertrdger von Krankheiten in
Haustierbestanden und als Ubertrdger von Zoonosen in den Vordergrund. Die
Verbreitung wichtiger Erreger von Infektionskrankheiten durch das Schwarzwild wie
z.B. das Aujezsky Virus, das Porcine Circo Virus (PCV), das Virus der klassischen
Schweinepest und die Verbreitung respiratorischer Krankheitserreger, sind bereits
bekannt (RUIZ-FONS et al.,, 2008; REINER et al., 2009; KNELL et al., 2005).
Infektionen durch Mykobakterien (M.) aus dem Mycobacterium avium complex (MAC)
und dem Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) konnen bei einer Vielzahl von
Spezies tuberkulose Veranderungen hervorrufen. Grofdte Bedeutung geniel3en
hierbei vor allem M. tuberculosis und M. bovis aus dem MTC, den Tuberkulose-
Erregern bei Mensch und Tier. Infektionen der Nutztierbestdnde haben einerseits
Auswirkungen auf die o6ffentliche Gesundheit und andererseits grolde 6konomische
Auswirkungen auf die hiesige landwirtschaftliche Produktion und den internationalen
Handel mit Tieren und deren Produkten (MILIAN SUAZO et al., 2003). In den USA
wird beispielsweise der volkswirtschaftiche Schaden durch an Paratuberkulose
erkrankten Rindern (M. avium ssp. paratuberculosis) auf 200-250 Millionen US $ pro
Jahr geschatzt (OTT et al.,, 1999). Gerade fur Industrielander wie Deutschland, in
denen bedeutende Infektionskrankheiten getilgt sind, ist es wichtig, Erhebungen in
Wildtierpopulationen zu Krankheitserregern durchzufuhren, um maoglichst frihzeitig
Gefahren, die die oOoffentliche Gesundheit und die Volkswirtschaft betreffen,

abzuwenden. Studien zum Auftreten verschiedener Mykobakterienspezies in



Wildschweinpopulationen sind bereits in einigen Landern der EU unter anderem in
Ost-Europa, Spanien, Frankreich und Italien durchgefuhrt worden (MACHACHKOVA
et al., 2003; NARANJO et al., 2007; ZANELLA et al., 2008a; BOLLO et al., 2000). In
Deutschland liegen hingegen kaum Untersuchungen beim Wildschwein vor
(MULLER et al., 2007, SCHULZ et al., 1992).

Die eigene Arbeit verfolgt das Ziel, das Vorkommen ausgewahlter
Mykobakterienspezies des MAC und MTC bei Wildschweinen in verschiedenen
Bundeslandern Deutschlands zu untersuchen. Die Untersuchung umfasst die Erreger
M. tuberculosis, M. bovis, M. avium ssp. paratuberculosis, M. avium ssp.
avium/silvaticum und M. avium ssp. hominissuis. Dabei wurde besonderen Wert auf
den direkten Erreger-Nachweis mittels PCR-Verfahren (= Polymerase
Kettenreaktion) gelegt. Dazu wurden verschiedenste Primer flur den Direktnachweis
aus Lymphknotengewebe auf eine moglichst hohe Spezifitdt und Sensitivitat hin
uberpruft. Mit einer Auswahl von Lymphknoten PCR-positiver Tiere wurde eine
kulturelle Anzucht der Erreger unternommen. Die Studie soll die sehr lickenhaften
Pravalenzangaben zum Vorkommen von Mykobakterienspezies bei Wildschweinen

in Teilen Deutschlands erweitern und ihre mégliche Rolle als Ubertrager erértern.



2 Literaturubersicht

2.1 Mykobakterien

In der Ordnung Actinomycetales gehort zur Familie der Mycobacteriaceae als
einziges das Genus Mycobacterium (M.). Der Gattung Mycobacterium gehodren
derzeit mehr als 120 Arten an (TORTOLI, 2006). Mykobakterien zahlen als Erreger
der Tuberkulosen bei Tier und Mensch zu den bedeutendsten bakteriellen
Infektionserregern. Bereits 1882 wurden die Tuberkulosebakterien durch Robert
Koch entdeckt. Wenige Jahre nach der Entdeckung von M. tuberculosis, konnte der
Erreger der Rindertuberkulose, Mycobacterium bovis, der Erreger der Vogel- und
Geflugeltuberkulose, M. avium und auch der Erreger der Johne’'schen Krankheit, M.
paratuberculosis, voneinander abgegrenzt werden. Neben den zuvor aufgefihrten
obligat pathogenen Mykobakterien kommen auch ubiquitare, fakultativ pathogene
Mykobakterien, vornehmlich in Oberflachengewassern und im Erdboden, vor
(HORSBURGH, 1991; ICHIYAMA, 1988; PORTAELS, 1995). Heute werden die
Erreger des Tuberkulosekomplexes (M. tuberculosis, M. bovis, M. pinnipedii, M.
africanum, M. canetti und M. microti) von denen der sogenannten nicht tuberkulésen
Mykobakterien oder auch MOTT (Mycobacteria other than tuberice bacilli) genannt,
abgegrenzt. Die durch sie hervorgerufenen Erkrankungen werden als
Mykobakteriosen bezeichnet. Die wichtigsten Spezies aus dieser Gruppe sind die

Spezies aus dem Mycobacterium avium complex (MAC).

Mykobakterien sind grampositive, unbewegliche, gerade bis leicht gebogene
Stabchen. Die sogenannte Saure-Alkohol-Festigkeit, bei der die Entfarbung mit
Salzsaure-Alkohol nach vorheriger Anfarbung mit Anilinfarbstoffen gepruft wird, ist
charakteristisch fur die Mykobakterien. Der hohe G/C Gehalt der DNA (62-70%) ist
mit der anderer mykolsaurehaltiger Bakterien wie Nocardien (60-69%) oder
Rhodokokken (59-69%) vergleichbar (METCHOCK et al., 1999). Der hohe
Lipidgehalt ihrer Zellwande wird durch die Anwesenheit hochmolekularer Fettsauren
(Mykolsauren), bestehend aus 60-90 C-Atomen erreicht (BRENNAN et al., 1995). In
ihrer Zytoplasmamembran sind Exocheline und Mykobaktine enthalten, die wichtig
fur den Eisentransport sind. Das Mykobaktin J stellt eine besondere

Wachstumsvorrausetzung fur Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP)



dar. Mykobakterien zeigen ein aerobes bis mikroaerophiles Wachstum, wobei
zwischen schnell und langsam wachsenden Spezies innerhalb der Gattung
unterschieden wird (BLOBEL und SCHLIESSER, 1985; STAHL und URBANCE,
1990). Zu den langsam wachsenden Spezies gehdren neben den Mykobakterien des
Tuberkulose- auch die des Avium-Komplexes (WAYNE und KUBICA, 1986). lhr
langsames Wachstum und der Aufbau ihrer wenig permeablen Zellwand haben
zudem hohen Einfluss auf ihre grolle Tenazitat gegeniber Umweltfaktoren
(GONZALEZ-Y-MERCHAND et al., 1997; BRENNAN et al., 1995).

Charakteristisch ~ fur Mykobakterien ist weiterhin das Vorkommen von
zellwanddefekten Formen (= Spheroplasten), welche durch das Fehlen von
Zellwandkomponenten gekennzeichnet sind (BERAN et al., 2006). Es wird davon
ausgegangen, dass Spheroplasten das Ergebnis aus der Interaktion zwischen
Mykobakterien und dem Immunsystem des Wirtes sind (BERAN et al., 2006). Diese
Formen sind in der Lage lange im Makroorganismus zu Uberleben und dessen
Immunantwort zu umgehen (ULRICHS und KAUFMANN, 2002; ZHANG, 2004). Die
Fahigkeit, Bestandteile der Zellwand wie Peptidoglykane und andere Makromolekile
zu synthetisieren, bildet fur die Spheroblasten die Grundlage sich wieder in
zellwandintakte, saure-feste Stabchen zurick zu entwickeln (MURTY und
VENKITASUBRAMANIAN, 1984).

2.2 Mycobacterium avium complex (MAC)

Zum MAC gehoren, M. avium ssp. avium (kurz: M. avium), M. avium ssp. hominissuis
(kurz: M. hominissuis), M. avium ssp. silvaticum (kurz: M. silvaticum) und M. avium
ssp. paratuberculosis (kurz: M. paratuberculosis) (THOREL et al., 1990). M.
intracellulare wird oftmals aufgrund seiner phanotypischen Eigenschaften zu MAC
hinzugezahlt. Die Arbeiten von BAESS et al.,, 1983, SAITO et al., 1989 und
TURENNE et al., 2006 belegen jedoch die eindeutige genetische Diversivitat.

Die MOTT's sind bereits in den funfziger Jahren von Runyon nach ihrer Pathogenitat
fur Tier und Mensch, nach ihrer Wachstumsgeschwindigkeit, Pigmentbildung und
Morphologie in vier Gruppen eingeteilt worden (GOOD, 1985; RUNYON, 1974;
TIMPE and RUNYON, 1954). Unter der Runyon-Gruppe | werden alle langsam



wachsenden photochromogenen Mykobakterien zusammengefasst. Zu der Runyon-
Gruppe Il werden langsam wachsende skotochromogene Mykobakterien gezahlt.
Der Mpycobacterium avium complex gehort in die Runyon-Gruppe Ill. Die
Eigenschaften dieser Gruppe sind einerseits durch ein langsames Koloniewachstum,
andererseits durch eine fehlende Pigmentbildung gekennzeichnet. Der Runyon
Gruppe IV gehoren die schnell wachsenden Mykobakterien an. Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis nimmt im Avium-Komplex in Bezug auf sein sehr

langsames Koloniewachstum eine Sonderstellung ein.

Spezies des MAC besitzen im Gegensatz zu Spezies des MTC die Eigenschaft, sich
auch in unterschiedlichen Biotopen zu vermehren ohne an Virulenz einzubufien
(BIET et al., 2005). Begunstigt wird dies einerseits durch ihre Fahigkeit sich bei
verschiedenen Temperaturen (20-37°C) zu vermehren und andererseits auch
enorme pH-Wert Schwankungen (pH 4-7,5) tberleben zu kénnen (CHAPMAN und
BERNARD, 1962). Diese Eigenschaften zusammen mit dem zuvor beschriebenen
charakteristischen Aufbau der Mykobakterienzellwand bilden die Grundlage fur die
grolde Widerstandsfahigkeit in der Umwelt. Mykobakterien des Avium-Komplexes
sind in der Lage, eine Vielzahl von Substanzen als Nahrboden zu nutzen, was durch

den Nachweis ihres Wachstums in den unterschiedlichsten Medien bestatigt wird.

2.2.1 Mycobacterium avium ssp. hominissuis/Mycobacterium avium ssp.

avium

2.2.1.1 Taxonomie

Ab ca. 1925 erlangte M. avium ssp. avium/hominissuis als Mykobakteriose bei
Schweinen zunehmend an Bedeutung. Diese Spezies ist das derzeit am haufigsten
nachgewiesene Mykobakterium bei Schlachtschweinen (SONGER und POST, 2005).

MIJS et al. (2002) stellten bei Vogel-Isolaten und bei Mensch/Schwein-Isolaten
Unterschiede im 1S1245 Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP), in der
Wachstumstemperatur sowie einzelne  Nukleotidpolymorphismen bei  der
Sequenzierung der 16S-23S rDNA ITS (Internally transcribed spacer) fest. IS steht
fur Insertionssequenzen, das sind kurze DNA-Stlcke, die im Genom bestimmter

Mykobakterienspezies in unterschiedlicher Zahl vorkommen. Die Mensch/Schwein-
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Isolate zeigen im Gegensatz zu den Vogel-Isolaten auch noch bei 24°C und 45°C
kulturelles Wachstum (MIJS et al., 2002; DOMINGOS et al., 2009). Aufgrund dessen
folgte die Differenzierung der Gattung in M. avium ssp. avium und M. avium ssp.
hominissuis.

M. avium ssp. avium umfasst die Serotypen eins, zwei und drei aus dem MAC. Bei
95% aller Feldisolate tritt die Insertionssequenz (1S)901 auf (PAVLIK et al., 2000).
Die IS901 liegt im Genom in sieben bis elf Kopien vor (RITACCO et al., 1998). Diese
Serotypen sind pathogen fur Vogel und Ausloser der avidaren Tuberkulose. Die
Serotypen vier bis sechs, acht bis elf und 21 werden zum Taxon M. avium ssp.
hominissuis gezahlt (MIJS et al., 2002). Diese sind nur teilweise pathogen fir Végel
(CVETNIC et al., 2006). lhnen fehlt die 1S901, daflir findet sich die 1S1245 in
Schweine-Isolaten meist mit mindestens 20 Kopien (RITACCO et al., 1998).

2.2.1.2 Vorkommen

M. avium ssp. avium/hominissuis konnte bisher in Wildvogeln, Wirtschaftsgefligel,
Rindern, Wild- und Hausschweinen, Menschen, wechselwarmen Tieren (DVORSKA
et al., 2002; MIJS et al., 2002) und Wirbellosen wie z.B. der Schwebfliege (Eristalis
tenax) (FISCHER et al., 2005) nachgewiesen werden. Viele Subspezies des
Mykobakterium avium Komplexes sind ubiquitar vorkommende Mykobakterien und
wurden teilweise in grollen Mengen in Oberflachengewassern, Trinkwasser,
Aerosolen, Erde, Lebens- und Futtermitteln, Pflanzen und Pflanzenprodukten, Staub,
Dunger und rohem Gemuse (FRY et al., 1986; ICHIYAMA et al., 1988; WALLACE et
al., 1987; DVORSKA et al., 2002), Torf, Sdgemehl (MATLOVA et al., 2004, 2005),
Zigaretten und Tabakprodukten (KOMIJN et al., 1999; MIJS et al., 2002)

vorgefunden.

2.2.1.3 Kilinik, Pathologie und Epidemiologie der Mykobakteriosen bei

Schweinen

Die typische Schweine-Mykobakteriose wird von Mycobacterium avium ssp.
avium/hominissuis ausgelost. Dennoch kdnnen auch andere Mykobakterien wie z.B.
M. fortuitum und M. chelonae Mykobakteriosen beim Schwein hervorrufen
(MATLOVA et al., 2004).



In der Regel werden Schweine Uber den oralen Weg infiziert. Die Mykobakterien
passieren das Mukosa-Epithel vornehmlich im Bereich des Mukosa assoziierten
Lymphgewebes (Mucosa associated lymphoid tissue, MALT) und manifestieren sich
durch die Besiedelung der Makrophagen gewohnlich sowohl in den Lymphknoten
des Kopfes als auch des Intestinums, wo es zur Ausbildung von Granulomen
kommen kann (LUGTON, 1999). In den seltensten Fallen leiden die Gesundheit oder
der korperliche Zustand der Schweine darunter. Es ist schwierig die Mykobakteriose
anhand von klinischen Erscheinungen zu diagnostizieren (SONGER und POST,
2005). Treten Veranderungen auf, so sind sie vornehmlich in den Kopf- und
Mesenteriallymphknoten lokalisiert, weitaus seltener in den Bronchiallymphknoten
und anderen Organen wie Milz und Nieren (MATLOVA et al., 2004, 2005; SZABO et
al., 1975; PAVLIK et al., 2003a; ZANETTI et al., 2007). Die auftretenden Granulome
sind meist von verkasendem bis kalzifiziertem Charakter und kdnnen Durchmesser
von 1-5 mm einnehmen (SIRIMALAISUWAN, 2004; RAY et al., 1972). Sie ahneln
den Veranderungen der Tuberkulose so sehr, dass sie makroskopisch nicht von ihr
zu unterscheiden sind (RAY et al., 1972). Anhand von experimentell mit M. avium
infizierten Schweinen konnte belegt werden, dass diese den Erreger Uber die Faeces
ausscheiden (ELLSWORTH et al.,, 1980). Nach wie vor ist die Bedeutung der
Ausbreitung in und zwischen Schweineabteilen ungeklart, wobei einige Autoren
bereits in den achtziger Jahren von einem geringen Risiko zur Infektion Uber die
Faeces ausgegangen waren (EVERITT et al.,, 1982; WINDSOR et al., 1984b;
GARDNER und HIRD, 1989).

Ungeachtet des unscheinbaren Krankheitsverlaufs, nimmt das Schwein eine Rolle
als potentielle Infektionsquelle fir den Menschen ein. Schon haufig konnten
Mykobakterien des Avium-Komplexes aus immunsupprimierten Personen,
insbesondere HIV-Patienten, isoliert werden (DAWSON, 1990; NIGHTINGALE et al.,
1992). Dennoch ist nach wie vor nicht geklart, in wieweit der Erreger vom Schwein
auf den Menschen ubertragen werden kann. Die Mdglichkeit einer solchen Infektion
muss jedoch in Betracht gezogen werden, da eine hochgradige Ahnlichkeit zwischen
den Isolaten von Mensch und Schwein besteht (KOMIJN et al., 1999; MOBIUS et al.,
2006; TIRKKONEN et al., 2007). Des Weiteren besteht auch kein Nachweis fur die

Ubertragung von Wildschweinen auf Hausschweine. Von Wild- und Hausschweinen



wurden bisher M. avium ssp. hominissuis Stamme isoliert, die Ahnlichkeiten von 80%
aufwiesen (DOMINGOS et al., 2009)

Das Auftreten von Mykobakteriosen bei Schweinen ist schon in vielen Landern
beschrieben worden, unter anderem auf Schweinefarmen in Kroatien (CVETNIC et
al., 1998), Ungarn (SZABO et al.,, 1975), Polen (ZORAWSKI et al., 1983),
Deutschland (DALCHOW et al., 1988), Niederlande (KOMIJN et al., 1999), Schweiz
(OFFERMANN et al.,, 1999), Sardinien (ZANETTI et al., 2008), Norwegen
(ALFREDSEN et al., 1992), Tschechien (PAVLIK et al., 2003a, 2005; MATLOVA et
al., 2003, 2004), Portugal (DOMINGOS et al., 2009), Neuseeland (DE LISLE, 1994)
und Brasilien (BALIAN et al., 1997). Tabelle 1 zeigt eine Auflistung der Pravalenzen

in verschiedenen Landern.

Tabelle 1: MAC-Pravalenz von Schlachtschweinen in verschiedenen Landern

Land Pravalenz in Autoren
Schlachtschweinen (%)
Tschechien 0,27 PAVLAS, 1998
Niederlande 0,5 KOMIJN et al., 1999
Deutschland 0,89 MEYER, 2007
Kroatien 0,24 CVETNIC et al., 2007
Schweiz 10,6 OFFERMANN et al., 1999

2.2.2 Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP)

2.2.2.1 Taxonomie und Charakteristika

In der Literatur zum ersten Mal beschrieben wurde die Paratuberkulose 1894. Ein
Tierarzt aul3erte bei einer an Enteritis erkrankten Kuh den Verdacht auf intestinale
Tuberkulose. Nach dem diese verstarb wurde deren Gastro-Intestinal-Trakt zur
weiteren Diagnostik an das pathologische Institut der Universitat Dresden geschickt
(JOHNE und FROTINGHAM, 1895). Die Veterinarpathologen DR. H. A. JOHNE und
DR. L. FROTINGHAM fanden 1895 saurefeste Stabchen in besagtem Gastro-
Intestinal-Trakt und schlussfolgerten, dass es sich um eine bis dato unbekannte
Form der Darmtuberkulose handeln misse. Sie gaben ihr den Namen ,Pseudo-
tuberkulare Enteritis* (JOHNE und FROTINGHAM, 1895). 1906 konnte BANG (1906)
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beweisen, dass die von JOHNE und FROTINGHAM gefundenen saurefesten
Bakterien keine Tuberkelbakterien waren. Er regte an die Krankheit, als ,Johne’sche
Krankheit® zu benennen. Die erste kulturelle Anzichtung gelang 1910/12 durch
TWORT und INGRAM (1912). Es dauerte bis 1933 ehe nach einer experimentellen
Infektion einer Rinderherde mit dem gleichen Mykobakterien-Stamm die
charakteristischen Symptome erneut auftraten (HAGAN und ZEISSIG, 1933).

MAP gehort zum MAC (HURLEY et al., 1988) und stimmt genotypisch zu 95-97% mit
M. avium ssp. avium Uberein (THOREL et al., 1990; BANNANTINE et al., 2003).
MAP unterscheidet sich jedoch von den anderen Mykobakterien des Avium-
Komplexes durch sein extrem langsames Wachstum mit entsprechend langer
Generationszeit (LAMBRECHT et al.,, 1988) und einer Inkubationsdauer von
mindestens 3 Wochen, die unter Umstanden bis zu 5 Monate betragt, ehe Kolonien
makroskopisch auf festen Nahrmedien sichtbar werden (SONGER und POST, 2005).
Weiterhin ist fur MAP die Abhangigkeit von Mykobaktin J charakteristisch, einem
Eisen-Chelat-Bildner, den es nicht selber synthetisieren kann. Es gibt zwar
Homologien zwischen den Genen, die Mykobaktin J im MAP-Genom und in anderen
Mykobakterien codieren, diese sind in der MAP-DNA aber deutlich kiirzer (ROWE et
al., 2006).

2.2.2.2 Vorkommen und Tenazitat

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis wurde bisher nicht nur bei Rindern,
Schafen, Ziegen und Menschen isoliert sondern auch bei einer Vielzahl von anderern
Haussaugetieren, Wildtieren und Vogelarten: Wildschwein (sus scrofa)
(MACHACKOVA et al., 2003; TRCKA et al., 2006; KOPECNA et al., 2006 und 2008;
ALVAREZ et al., 2005), Hausschwein (sus scrofa) (THOEN et al., 1975), Rotwild
(Cervus elaphus), Rehwild (Capreolus capreolus), Mufflon (Ovis musimon), Gams
(Rupicapra rupicapra), Wuhlmaus (Microtus arvalis), Feldspitzmaus (Crocidura
suaveoleus) (KOPECNA et al., 2008), Hermelin (Mustela erminea), Fuchs (Vulpes
vulpes), Wiesel (Mustela nivalis), Saatkrahe (Corvus frugilegus), Krahe (Corvus
corone), Dohle (Corvus monedula), Ratte (Rattus norvegicus), Maus (Apodemus
sylvaticus), Feldhase (Lepus europaeus), Dachs (Meles meles) (BEARD et al.,
2001a), Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) (BEARD et al., 2001b), Wildkaninchen



(Oryctolagus cuniculus) (GREIG et al., 1999), Braunbar (Ursus arctos) (KOPECNA et
al., 2006), Neunbinden-Gurteltier (Dasypus novemcinctus), Opossum (Didelphis
virgiana) (CORN et al., 2005) und Wildkatze (Felis silvestris) (PALMER et al., 2005).

Selbst in der Familie der Calliphoridae (Gold- und Schmeil}fliegen) bei Lucilla
sericata und Calliphora vicinia (FISCHER et al., 2004) wurde der Erreger entdeckt.
Auch die Nymphen der Kakerlake Blatta orientalis (FISCHER et al., 2003) und die
Larven von der Scheinbienen-Keilfleckschwebfliege (Eristalis tenax) (FISCHER et al.,
2005) sowie Larvenstadien von Nematoden, die sich im Kot infizierter Schafe
weiterentwickelten (WHITTINGTON et al., 2001), konnten als Trager von MAP
identifiziert werden. Es ist sogar mdglich, dass M. avium in im Trinkwasser lebenden
Amoben (Acanthamoeba castellanii) vorkommt. Wahrend ihrer Vermehrung dort
kann eine Virulenzsteigerung erfolgen (CIRILLO et al., 1997). In der Umwelt ist MAP
weit verbreitet und erweist sich als sehr widerstandsfahig, was in Tabelle 2 deutlich

wird.
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Tabelle 2: Tenazitat von M. avium ssp. paratuberculosis in der Umwelt in unterschiedlichen Matrizes
und unter verschiedenen Bedingungen (aus FULLGRABE, 2008)

Matrix Bedingungen Uberlebensdauer/ | Autor
Prozentsatz
uberlebender MAP
Rinderkot Gewohnliche 246 Tage LOVELL et al., 1944
Wetter-
bedingungen
Leitungswasser 17 Monate LARSEN et al.,
] 1956
Schweine- und 5°C 252 Tage JORGENSEN, 1977
Rindergulle
Rindergulle 15°C 98 Tage
Wasser pH 5,3 8-9 Monate COLLINS et al.,
Boden trocken 8 Wochen/ 30% 2001
feucht 8 Wochen/ 100%
Weide trocken und schattig 55 Wochen WHITTINGTON et
al., 2004
Schlamm pH 12,5 72 Stunden FLYNN et al., 2005
Stauwasser 36 Wochen WHITTINGTON et
) al., 2005
Rindergulle 56 Tage GREWAL et al.,
] 2006

2.2.2.3 Paratuberkulose: Klinik, Pathologie und Epidemiologie

In erster Linie ist die Paratuberkulose eine bei Wiederkauern auftretende Krankheit,

die nach Infektion mit M. avium ssp. paratuberculosis ausgelost wird. Bisherigen

Untersuchungen aus Spanien, Italien und Tschechien zufolge kann MAP zwar aus

dem Wildschwein isoliert werden, es treten aber weder klinische Erscheinungen auf

noch lassen sich in Sektionen spezifische Veranderungen nachweisen, die fir eine
MAP bedingte Erkrankung sprechen konnten (ALVAREZ et al., 2005; ZANETTI et al.,
2008; MACHACKOVA et al., 2003; TRCKA et al., 2006). Nach BIET et al. (2005)

kénnen die Ubertragungswege fiir MAP von den Nutztierbestéanden auf die Wildtiere
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ubertragen werden. Aufgrund der fehlenden wissenschaftlichen Erkenntnisse zum
Krankheitsbild und Infektionsweg der Paratuberkulose bei Schweinen bzw.
Wildschweinen wird daher auf gesicherte Erkenntnisse zu MAP in

Rinderpopulationen zurtickgegriffen.

In der Regel erfolgt die Infektion mit MAP im juvenilen Alter. Der nach heutigem
Wissen haufigste Infektionsweg ist die faeco-orale Ubertragung (HARRIS und
BARLETTA, 2001). Es besteht die Moglichkeit, dass die Kalber mit MAP infizierten
Kot Uber beispielsweise die Einstreu oder verschmutzte Zitzen aufnehmen. Ferner
kénnen sie sich durch die Aufnahme von kontaminiertem Futter, Kolostrum, Milch
oder Wasser infizieren (MERKAL, 1984; COCITO et al, 1994). Der vertikale
Ubertragungsweg ist auch nicht auszuschlieBen, da MAP bereits aus dem Uterus
(KOPECKY et al., 1967; PEARSON et al., 1955) und aus SamenflUssigkeit (LARSEN
et al., 1970) isoliert wurde. Zielgewebe flr M. avium ssp. paratuberculosis ist, wie bei
anderen obligat pathogenen Mykobakterien auch, das Mukosa assoziierte
Lymphgewebe (LUGTON et al., 1999). Dazu dringen sie in die Uber den Peyer'schen
Plaques gelegenen M-Zellen ein, wo sie von intraepithelialen und subepithelialen
Makrophagen phagozytiert werden (FUJIMURA et al., 1996; LUGTON et al., 1999;
MOMOTANI et al., 1988). In den Makrophagen hemmen sie die Ausbildung des
Phagolysosomen-Komplexes (NEPAL et al., 2006; CLEMENS et al., 1995; OH et al.,
1996). Im Zuge der Immunantwort strdomen vermehrt mononukledre Phagozyten,
aktiviert durch die Zytokinauschuttung, in das Darmepithel ein (COCITO et al., 1994).
Daraus resultiert eine starke Entzindungsreaktion. Es kommt zur Ausbildung einer
hirnwindungsartig verdickten Darmschleimhaut. Diese fuhrt zu einer Malabsorption
mit letztendlich resultierender chronischer Diarrhoe (KOHLER et al., 2003). Die
umgebenden Lymphknoten werden infiltriert und die Mykobakterien werden Uber die
Lymphe weiter transportiert, so dass vereinzelt auch Leber und Niere betroffen
werden konnen (HINES et al., 1987). Nach einer Inkubationszeit von mindestens 4
bis hin zu 15 Monaten (STEPHAN, 2007) entwickeln sich die ersten klinischen
Symptome bei Kihen zwischen dem 4. und 6. Lebensjahr. Die Symptome zeigen
sich besonders nach Kalbungen und bei Veranderungen in der Nahrstoffversorgung
(COUSINS et al., 2000). Durch die anhaltende Malabsorption und die damit
verbundene Diarrhoe entwickelt sich ein rascher Gewichtsverlust bei erhaltenem

Appetit und ungestortem Allgemeinbefinden sowie physiologischer Kérpertemperatur
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(COLLINS, 1997). Neben dem Gewichtsverlust machen sich auch ein Riickgang der
Milchleistung, eine  verminderte  Fruchtbarkeit und eine  gesteigerte
Infektionsanfalligkeit bemerkbar (COCITO et al., 1994). In Ausnahmefallen zeigen
sich Alopezien, Farbveranderungen im Haarkleid oder Struppigkeit (COCITO et al.,
1994; KLEE, 2006). Bei den kleinen Wiederkdauern und den Wildwiederkauern
hingegen wird das klinische Bild weniger von Diarrhoe bestimmt, die in ca. 15% der
Falle manifest wird, sondern vielmehr durch eine rein chronisch fortschreitende
Abmagerung (DEUTZ et al., 2005).

In den letzten flinfzehn Jahren sind einige Untersuchungen zur Abschatzung der
Paratuberkulose-Pravalenz in verschiedenen Landern durchgefuhrt worden (s.
Tabelle 3). In Schaf- und Ziegenbestanden in Westfalen-Lippe liegt die
Herdenpravalenz bei 36% bzw. 27,8%, bei Einzeltierpravalenzen von 3,1% bzw.
3,8% (ADAMS et al., 2001). In Schottland wurden 17% der Wildkaninchenpopulation
als MAP-positiv eingestuft (DANIELS et al., 2003).

In  Deutschland gibt es zurzeit kein einheitliches, flachendeckendes
Uberwachungsschema (KOHLER et al., 2003). Da die Untersuchungen im Hinblick
auf ihre diagnostische Validitat teilweise deutlich Unterschiede aufzeigen, miussen
die Ergebnisse mitunter kritisch hinterfragt werden. Dennoch gehen BULTE et al.
(2005) anhand blutserologischer Untersuchungen von Herdenpravalenzen von Uber

80 %, bei Einzeltierpravalenzen zwischen 1 bis 17 % aus.
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Tabelle 3: Sero- und Einzeltierpravalenzen bei Rindern in Mitteleuropa

(Westfalen-Lippe)

Land (Gebiet) Seropravalenz | Einzeltierpravalenz Autoren
Deutschland 19 % BOTTCHER und
(Bayern) GANGL, 2004
Deutschland 84,7 % 12,2 % HACKER et al.,

(Mecklenburg- 2004
Vorpommern)
Deutschland 90,5 % 9,6 % DONAT, 2005
(Sachsen)
Deutschland >80 % ELSCHNER und
(Thiringen) HORNER, 2003;
HINGER et al.,
2008
Deutschland 10-30 % BOTTCHER, 1997
(Arnsberg)
Deutschland 17,3 % BRENTRUP und

HEIMBERG, 2005

BAUMGARTNER et

Osterreich 1995-97: 6,97 %
2006: 19 % al., 2005; DREIER
et al., 2006
Belgien 17,4 % BOELAERT et al.,
2000
Wales 17,0 % CETINKAYA et al.,
1998
Schweiz 8,0 % STARK et al., 1997
Niederlande 38,6 — 53,0 % MUSKENS et al.,

2003; VAN SCHAIK
et al., 2003
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2.3 Mpycobacterium tuberculosis complex (MTC)

2.3.1 Taxonomie

1882 entdeckte Robert Koch den Erreger M. tuberculosis, erst 1901 unterschied er
die Tuberkulose des Menschen von der Rindertuberkulose (ROLLE und MAYR,
1993). Kindinger erwahnte 1934 erstmals tuberkuldse Veranderungen bei Wildtieren
in Deutschland. Heute werden zu dem Mycobacterium tuberculosis complex (MTC)
neben M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) und M.
africanum auch M. microti, M. pinnipedii und M. canetti gezahlt (ARANAZ et al.,
2003; RICHTER et al., 2003; MILTGEN et al., 2002; VAN SOOLINGEN et al., 1997,
1998). Trotz ihrer ausgepragten DNA-Homologie von 99-99,95 % (BROSCH et al.,
2000; GARNIER et al., 2003; FEIZABADI et al., 1996; FROTHINGHAM et al., 1994;
SREEVATSAN et al., 1997a), gibt es Unterschiede hinsichtlich ihres Wirtspektrums,
ihres Verbreitungsgebietes, ihrer Pathogenitat, ihrer Koloniemorphologie und ihres
Resistenzverhaltens (BROSCH et al.,, 2002; HUARD et al., 2003; WAYNE et al.,
1986). Sie werden daher in verschiedene Spezies eingeteilt, entweder benannt nach
ihren Hauptwirten oder nach ihrer Erstbeschreibung. Der natirliche Wirt fir M.
tuberculosis und M. africanum ist in der Regel der Mensch (WAYNE et al., 1986),
wobei M. tuberculosis auch schon bei Schlacht- und Wildschweinen nachgewiesen
worden ist (MOHAMED et al., 2009; PAVLIK, 2006; SERRAINO et al., 1999). M.
africanum wird wegen seinem unterschiedlichen geographischen Ursprung und
aufgrund von Untersuchungen Uber biochemische Charakteristika in M. africanum
Subtyp | (West-Afrika) und Subtyp Il (Ost-Afrika) unterteilt. Der Subtyp | ahnelt mehr
M. bovis, wo hingegen der Subtyp Il eher mit M. tuberculosis GUbereinstimmt (DAVID
et al., 1978). Auch bei M. bovis werden zwei verschiedene Subspezies beschrieben.
Zum Einen ist dies M. bovis ssp. bovis (kurz: M. bovis; resistent gegenuber
Pyrazinamiden) und zum Anderen M. bovis ssp. caprae (kurz: M. caprae;
empfanglich gegenltber Pyrazinamiden) (NIEMANN et al., 2002a). M. bovis BCG ist
ein attenuierter Lebendimpfstoff, der zur Impfung von Menschen und zur
Immuntherapie eingesetzt wurde und in Entwicklungslandern mit einer hohen Anzahl
an humanen Tuberkuloseerkrankungen immer noch eingesetzt wird. M. microti wird
haufiger bei Nagetieren, ausnahmsweise beim Menschen nachgewiesen (NIEMANN
et al., 2000; VAN SOOLINGEN et al., 1998; WAYNE et al., 1986). M. pinnipedii wird

15



ausnahmslos bei Robben nachgewiesen (BROSCH et al., 2002; COUSINS et al.,
2003). Alle bisher bekannten Falle von M. canetti Infektionen stammen von am Horn
von Afrika lebenden Menschen (MILTGEN et al., 2002). Aufgrund von
evolutionsbiologischen Untersuchungen geht man heute davon aus, dass sich alle
Subspezies aus M. tuberculosis bzw. M. canetti entwickelt haben (BROSCH et al.,
2002). Zugrunde gelegt wurde das Auftreten beziehungsweise Fehlen von
sogenannten Regions of Difference (RD). Mittlerweile sind 14 RDs bekannt
(BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2002) anhand derer die Unterscheidung

der Subspezies erfolgen kann.

2.3.2 Vorkommen und Tenazitat

Die Spezies des Mykobakterium tuberculosis Komplexes sind obligat pathogene,
intrazellular lebende Bakterien, die bereits in einer Vielzahl von Wildtieren wie zum
Beispiel Kaffernbuffel (Syncerus caffer), Pavian (Papio ursinus), Bison (Bison bison),
Schwarzbar (Ursus americanus), Fuchskusu (Trichosurus vulpecula), Gepard
(Acinonyx  jubatus), Koyote (Canis latrans), GroRer Kudu (Tragelaphus
strepsciceros), Leopard (Panthera pardus), Léwe (Panthera leo), Warzenschwein
(Pahcochoerus aethiopicus) und WeilRwedelhirsch (Odocoileus virginianus)
nachgewiesen worden sind (DE LISLE et al., 2001, 2002). Besonders M. bovis hat
ein sehr breites Wirtsspektrum. In der Tabelle 4 sind heimische Wildtiere aufgefuhrt,

in denen M. bovis bereits nachgewiesen werden konnte.
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Tabelle 4: Nachweis von M. bovis in verschiedenen, europdischen Wildtieren

Deutschland
Ungarn, Kroatien,

Tschechien, Bulgarien,

Organismus Land Literaturstelle
Wildschwein Spanien NARANJO et al., 2007
(suis scrofa) Frankreich ZANELLA et al., 2008a

Italien SERRAINO et al.,1999

MULLER et al., 2007;
MACHACKOVA et al., 2003
BACHVAROVA et al., 1996

GrofRbritannien

Deutschland

Slowakei KALENSKY, 1992
Rotfuchs GrolRbritannien, DE LISLE et al., 2002; ZANELLA et al.,
(vulpes vulpes) Frankreich, Spanien 2008b; MARTIN-ATANCE et al., 2005
Dachs Irland, GroRbritannien EVES, 1999; NOLAN und
(Meles meles) WILESMITH,1994;
Rotwild Spanien NARANJO et al., 2007;
(Cervus elaphus) Frankreich ZANELLA et al., 2008a; GOWTAGE-

SEQUEIRA et al., 2009
SCHMIDBAUER et al., 2007 ;

(Dama dama)

Osterreich GLAWISCHNIG et al., 2003
Luchs Deutschland SCHMIDBAUER et al., 2007
(Lynx lynx)

Rehwild Frankreich, ZANELLA et al., 2008b; GOWTAGE-
(Capreolus Grol3britannien SEQUEIRA et al., 2009
capreolus)

Damwild GroBbritannien GOWTAGE-SEQUEIRA et al., 2009

Wanderratte

(Rattus norvegicus)

Grof3britannien

DELAHAY et al., 2001

Maulwurf

(Talpa europaea)

GrofRbritannien

DELAHAY et al., 2001

Wildkatze GrofRbritannien DELAHAY et al., 2001
(Felis catus)
Igel Deutschland BLOBEL und SCHLIESSER, 1985
(Erinaceus
europaeus)
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Es existieren verschiedene Untersuchungen (ber die Uberlebensfahigkeit von M.

bovis unter verschiedenen Umweltbedingungen. In der Tabelle 5 sind die Ergebnisse

der Untersuchungen aufgefuhrt.

Tabelle 5: Tenazitit von M. bovis in der Umwelt in unterschiedlichen Matrizes und unter
verschiedenen Bedingungen

Matrix Bedingungen Uberlebensdauer |Autor
Ackerboden Mit Gulle gedlngt 2 Jahre KELLY und
COLLINS, 1978
Leitungswasser 12-24°C 236 Tage GENOV, 1965
Rettich und Mit Gulle gedingt 11 Tage DONSEL und
Radieschen LARKIN, 1979
Dachsfaeces Dachsbau 1-4 Wochen ANON, 1981
- 14-28 Tage
Dachsgewebe - 1 Woche ANON, 1981
Dachsurin Sommer : 3 Tage ANON, 1981
Winter: 28 Tage
Eiter aus Bronchien 7-70 Tage ANON, 1981;
In dungerhaltiger 10,5 Monate MADDOCK, 1933
Erde
Weide - 49 Tage MADDOCK, 1933
Rinderfaeces Winter 5 Monate WILLIAMS und
Frahjahr/'Sommer 2 Monate HOY, 1930
Herbst 4 Monate
Dachskadaver Offen auf der Weide 2 Wochen LITTLE et al., 1982
Im Boden 6 Wochen
vergraben

2.3.3 Kiinik, Pathologie und Epidemiologie der Tuberkulose

Der wohl bedeutendste Weg eines Tieres sich mit Mykobakterien des Tuberkulose
Komplexes zu infizieren ist der direkte Tier zu Tier Kontakt (POLLOCK und NEILL,
2002). Es besteht
Uberlebensfahigkeit der Mykobakterien in der Umwelt, sich indirekt Uber die

zudem die Moglichkeit, ausgehend von der langen
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Ausscheidungen angesteckter Tiere zu infizieren (BIET et al., 2005). Die Aufnahme
von infiziertem Aas durch Wildschweine gilt ebenfalls als bedeutende
Ubertragungsquelle (GORTAZAR et al., 2008; CORNER et al., 2006; ZANELLA et
al., 2008; MACHACKOVA et al., 2003; NARANJO et al., 2008a; VICENTE et al.,
2007). VICENTE et al. (2007) beschreiben, dass auch die vermehrte Frequentierung
von Wasserstellen durch Wildschweine die Gefahr der Infektion gerade im Sommer
signifikant erhoht. Als weniger bedeutsam wird die Infektion Uber kontaminierte
Faeces, Weide (CORNER et al.,, 2006) oder Erde angesehen (ZANELLA et al.,
2008).

Anhand der Lokalisation von Lasionen konnen Ruckschlisse Uber den moglichen
Ubertragungsweg gezogen werden (BIET et al., 2005). Demnach sind Tiere mit
uberwiegenden Lasionen im Respirationstrakt wahrscheinlich Uber die Inhalation von
Aerosolen und Tiere mit Uberwiegenden Veranderungen in den gastro-intestinalen
Lymphkoten Uber die Nahrungsaufnahme infiziert worden (POLLOCK und NEILL,
2002). Sowohl die Infektion des Wildschweins mit MTC Uber den Respirationstrakt
als auch die Infektion Uber den Gastrointestinaltrakt gelten als gesichert (MARTIN-
HERNANDO et al., 2007; ARANAZ et al., 2004; CORNER et al., 2006; NUGENT et
al., 2002). Aussagen Uber den vorherrschenden Infektionsweg kénnen jedoch nicht
gemacht werden (NARANJO et al., 2008a). Derzeit ist die minimale Infektionsdosis
von M. bovis fur Wildschweine unbekannt (NARANJO et al., 2008a). Die fur Rinder
und Menschen erforderliche minimale Infektionsdosis Uber den Respirationstrakt liegt
bei ein bis zehn Mykobakterien (NEILL et al., 1991; BALASUBRAMANIAN et al.,
1994). Die minimale Infektionsdosis fur Rinder Uber den Digestionstrakt liegt um ein
vielfaches héher, namlich ungeféhr bei 10’ Mykobakterien (O'REILLY und DABORN,
1995). Verantwortlich gemacht fir diesen Unterschied wird die hohe Empfindlichkeit
der MTC gegenuber den bakteriziden Effekten der gastralen Sekretionen (GAUDIER
und GERNEZ-RIEUX, 1962). Wie bei den schon vorher beschriebenen
Mykobakterienspezies, ist auch bei den MTC’s das Mukosa assozierte
Lymphgewebe als Eintrittspforte fur die Infektion anzusehen (LUGTON, 1999). Die
Mykobakterien passieren die M-Zellen (LUGTON, 1999), und werden dort von Zellen
des mononuklearen Phagozytensystems phagozytiert. Die intrazellulare
Lebensweise der Mykobakterien stellt fur die Makrophagen eine schwer zu
beseitigende Noxe dar (MEURER und WOLF, 2007). Sie hemmen die Ausbildung
des Phagolysosomenkomplexes (ARMSTRONG und HART, 1975). Es bilden sich in
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der Regel eingekapselte Granulome von weil3-graulicher bis gelblicher Farbe aus,
die einen verkasenden bis kalzifizierenden Charakter haben kdonnen (BOLLO et al.,
2000; MACHACKOVA et al., 2003; FEIZABADI et al., 1996; GORTAZAR et al.,
2003). Sie kénnen Grdlen von 1 mm bis hin zu 5 cm erreichen (BOLLO et al., 2000;
GORTAZAR et al., 2003; NUGENT et al., 2002). Im Gegensatz zu Infektionen durch
MAP sind beim mit MTC infizierten Wildschwein nicht nur tuberkulose
Veranderungen in den Lymphknoten des Digestionstraktes sondern auch in den
Lymphknoten des Respirationstraktes und vor allem in den Lymphknoten des
Kopfbereiches (SERRAINO et al., 1999; BOLLO et al., 2000) zu finden (ZANELLA et
al., 2008a; GORTAZAR et al., 2003; NUGENT et al., 2002; PARRA et al., 2003). Auf
der anderen Seite konnen makroskopische Lasionen genauso gut fehlen ( ZANELLA
et al., 2008a; MARTIN-HERNANDO et al., 2007; ARANAZ et al., 2004; GAVIER-
WIDEN et al.,, 2009). Das Auftreten von Lasionen aulRerhalb der beschriebenen
Lokalisationen ist deutlich seltener. Treten Granulome auf, so kdnnen sie in Lunge,
Leber, Milz, Unterkieferspeicheldrise, Pleura, Peritoneum, Vorderlauf, Hinterlauf
(GORTAZAR et al., 2003, PARRA et al.,, 2003) oder der Milchdrise (MARTIN-
HERNANDO et al.,, 2007) aufgefunden werden. Obwohl Wildschweine als sehr
empfanglich fir eine Infektion mit Mykobakterien aus dem Tuberkulose Komplex
gelten (VICENTE et al., 2006; NUGENT et al., 2002), erkranken sie deutlich seltener
als z.B. das Rotwild (ZANELLA et al., 2008a; VICENTE et al., 2006). Die klinische
Erkrankung aul3ert sich hauptsachlich in einer starken Abmagerung betroffener Tiere
(DE LISLE et al., 2002). Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation der
tuberkuldsen Granulome im Wildschwein ergeben sich demzufolge verschiedene
potentielle Exkretionsrouten. Neben der oben beschriebenen Ausscheidung Uber den
Atmungstrakt ist, unterstitzt durch Funde tuberkuléser Lasionen in
Unterkieferspeichel- (GORTAZAR et al., 2003) und Milchdrise (MARTIN-
HERNANDO et al., 2007), die Erregerubertragung uber den Speichel und die Milch
als zusatzliche Infektionsquelle anzusehen (MARTIN-HERNANDO et al., 2007;
NARANJO et al., 2008a). Die Ausscheidung Uber die Faeces wird zwar flr den MAC
beschrieben (ELLSWORTH et al.,, 1980), ist aber fir den MTC nicht belegt
(NARANJO et al., 2008a).

In der Tabelle 6 sind einerseits die Pravalenzen fur M. bovis in Rinderherden und

andererseits die Funde von M. bovis in Wildschweinpopulationen aufgeflhrt.
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Tabelle 6: Auftreten von M. bovis in Rinderherden verglichen mit Funden in Wildschweinpopulationen

Land M. bovis-Pravalenz Kultur positive Autoren
in Wildschweine?
Rinderbestinden' (Untersuchungsdatum,
(%) Gebiet)
Seit 2001: 2001-02, Normandie: 29% REVIRIEGO-
<01 GORDEJO und
VERMEERSCH,
E kreich 2006
rankreic
ZANELLA et al.,
2005-06, Normandie: 42% e
2008a;
MAEDER et al.,
2006-07, Normandie: 31%
2008;
1999: 4,3 1999-2004, Spanien: 42,5 % VICENTE et al.,
2004: 1.8 2005; REVIRIEGO-
Spanien GORDEJO und
VERMEERSCH,
2006
Seit 1997 TB frei* 1972, Northern Territory: CORNER, 2006;
19% MCINERNEY et al.,
Australien )
1992, Northern Territory: 1995; COUSINS und
0.25% ROBERTS, 2001
N land - 1989-90, Otago: WAKELIN und
euseetan 6,4% CHURCHMAN, 1991
1999: 0,8 1993-95, Ligurien: SERRAINO et al.,
2004: 1.1 25,4%° 1999; BOLLO et al.,
ltalien 1995-96: Imperia und Savona: | 2000; GORDEJO und
43 6% 3,5 VERMEERSCH,
’ 2006
Seit 1997: 2003-05, Bayern: 20,65%"° MULLER et al.,
<0,1 Mecklenburg-Vorpommern : | 2007 ; SCHULZ et al.,

Deutschland

56 %’

1992; GORDEJO und
VERMEERSCH,
2006

1: Bestimmung Uber intradermalen Tuberkulintest; 2: Kultur-positive Wildschweine, bei denen zuvor

tuberkulése Lasionen festgestellt wurden; 3: Nachweis des MTC mit Hilfe von PCR; 4: keine nahere

Angabe Uber Nachweismethode; 5: Nachweis des MTC; 6: Nachweis von M. bovis und M.

tuberculosis; 7: pathologisch anatomisches Untersuchungsergebnis kombiniert mit kulturellem

Nachweis
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2.4 Das Wildschwein als Erregerreservoir

Das Wildschwein ist eine Wildart, welche in den letzten Jahrzehnten in Europa und
vor allem auch in Deutschland aus jagdlicher Sicht zunehmend an Bedeutung
gewonnen hat. Die Abschusszahlen haben sich seit Beginn der Protokollierung der
Jagdstreckenmeldungen in den funfziger Jahren etwa um den Faktor 25 vervielfacht
(siehe Abbildung 1). Mit demnach zunehmender Bestandsdichte steigt auch die
Bedeutung des Wildschweins als potentielles Erregerreservoir fur Nutztierbestande

und als Ubertrager von Zoonosen.

2.4.1 Sozialstruktur, Populationsdichte und Lebensweise als wichtige

Einflussfaktoren fiir die Verbreitung von Krankheitserregern

Das Wildschwein ist ein geselliges Tier, welches in Gruppen verschiedener Grolien,
sogenannter Rotten, organisiert ist. Rotten mit intakter Sozialstruktur bestehen in der
Regel aus einem adulten weiblichen Schwein (=Leitbache), mehreren
untergeordneten Bachen, den Uberlaufern (=1-2 Jahrige Tiere) und den Frischlingen
(=Tiere < 1 Jahr). Die mannlichen Tiere werden im Uberlauferalter aus der Rotte
verstoRen. Sie ziehen dann entweder als Einzelgadnger umher oder gruppieren sich
zu kleinen mannlichen Uberlauferrotten zusammen. Die adulten mannlichen Tiere
(=Tiere > 2 Jahre), sogenannte Keiler, sind Einzelganger und finden sich nur in der
Hauptpaarungszeit im Winter (November bis Ende Januar) bei den weiblichen Tieren
ein. Nach einer durchschnittlichen Tragezeit von 115 Tagen (HENRY, 1968) werden
vor allem in den Monaten Marz bis Mai die Frischlinge geboren. Lange Zeit galt das
Wildschwein als saisonal polyostrisch (BRIEDERMANN, 1986). Diese These wird
mittlerweile als nicht mehr haltbar eingestuft (NEEF, 2009). Anhand von
Untersuchungen zur Reproduktionsdynamik beim mitteleuropaischen Wildschwein
konnte belegt werden, dass heute das ganze Jahr Uber Wildschweine vornehmlich
zwar in dem zuvor beschriebenem Zeitraum, zusatzlich aber mit zwei weiteren Peaks
in den Monaten August und Dezember und grundsatzlich uber das gesamte Jahr
geboren werden (NEEF, 2009). Etwa 35% der Frischlingsbachen, 60,9% der
Uberlauferbachen und  71,4% der adulten Bachen tragen zum
Fortpflanzungsgeschehen bei (BRIEDERMANN, 1971; NEEF, 2009; MEYNHARDT,

1988). Wildschweinbachen kénnen unter glunstigen Umstanden zwei Wurfe pro Jahr
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grol3 ziehen (NEEF, 2009). Deren durchschnittiche Nachkommenzahl betragt 5,45
Frischlinge pro Wurf, wobei aus der Literaturstelle nicht ersichtlich ist ob es sich um
geborenene oder aufgezogene Frischlinge handelt (MEYNHARDT, 1988). Unter
gunstigen Umweltbedingungen kénnen somit ohne Weiteres Zuwachsraten von 200
bis 300% pro Bache erreicht werden (APPELIUS, 1995; POHLMEYER und
SODEIKAT, 2004). Die derartige Populationsdynamik tragt malfigeblich zu den
enormen Zuwachsen in den Abschusszahlen des Schwarzwildes der letzten 50
Jahre bei (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Jahresstrecken des Schwarzwildes in Deutschland (DJV-Handbuch 2010;
BRIEDERMANN, 1990)

Neben der Wirkung auf die Reproduktionsdynamik werden die unterschiedlichen
Ursachen auch direkt fur die Populationsentwicklung der Wildschweinbestande, die
vornehmlich die Verbesserung der Ernahrungs- und Lebensbedingungen betreffen,
verantwortlich gemacht. Milde Winter begiinstigen beispielsweise das Uberleben von
zu ,Unzeiten® geworfenen Frischlingen. Die kurzer werdenden Intervalle von
auftretenden Mastjahren (RHEINLAND PFALZ: MINISTERIUM FUR UMWELT,
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FORSTEN UND VERBRAUCHERSCHUTZ, 2009), bedingt durch die globale
Klimaerwarmung, sorgen zusatzlich fur ein vermehrtes Fraflangebot. Unter
Mastjahren werden dabei Jahre verstanden in denen hiesige Laubbaume (Eichen,
Buchen) verstarkt Frichte tragen. Die Umstrukturierung in der Landwirtschaft,
vornehmlich die Intensivierung im Ackerbau mit dem in den letzten Jahrzehnten
deutlich gestiegenen Maisanbau (1960: 56.000 ha, 2009: 2.111.000 ha; Quelle:
Deutsches Maiskomitee e. V.) und der Zusammenlegung kleiner Flachen zu grofen
Parzellen sorgen fur weitere Nahrungsquellen und erschweren zusehends die

Bejagung durch die Jagerschaft.

In zahlreichen Untersuchungen wurde das Wanderverhalten des Schwarzwildes
studiert. Die Grolkenordnung der Streifgebiete betragt zwischen rund 500 und 1200
ha (KEULING et al., 2008; HAHN und EISFELD, 1998). Sie ist abhangig von der
Jahreszeit, der Nahrungsverfigbarkeit und zumindest kurzfristig auch von
anthropogenen Storungen (CALENGE et al., 2002; POHLMEYER und SODEIKAT,
2004). Die Streifgebiete von einzelnen Frischlingen, Uberldufern und Keilern sind in
der Regel etwas groler (KEULING et al., 2008; POHLMEYER und SODEIKAT,
2004). Generell sind Wildschweine in der Lage Strecken von Uber 50 km pro Tag
zurtckzulegen (SERRAINO et al., 1999). Naturliche Barrieren wie z.B. grof3e Flusse
konnen ohne weiteres Uberwunden werden (MACHACKOVA et al., 2003), so dass

heute grolde Teile Deutschlands von Wildschweinen besiedelt sind.

Das Schwarzwild ist eine omnivore Tierart, dessen Nahrungsspektrum breit
gefachert ist. In den Magen von Wildschweinen lassen sich regelmalig verschiedene
Graser und Getreide, Tannennadeln, Pilze, Wurzeln, Beeren, Fruchte, Eicheln,
Bucheckern, verschiedene Insekten, Vogeleier, Mause- und Hasenkadaver finden
(STIELITZ, 2005). Auch Fasanen, Rebhuhner und schwache Wildwiederkauer
gehoren zu ihrem Beutespektrum (MACHACKOVA et al., 2003). Ebenso nehmen sie
Aas oder unsachgemaly entsorgte Kichen- und Schlachtabfalle auf (AHL, 1994;
CORNER et al., 1981; NARANJO et al., 2008a). Der besondere anatomische Aufbau
des Nasenspiegels macht es dem Wildschwein moglich unterirdische Mausenester
auszuheben oder ganze Rinderweiden umzubrechen, auf denen es in und unter den

Kuhfladen tierisches Eiweil in Form von Kafern und anderen Insekten findet.
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Diese zuvor beschriebenen drei Aspekte, bestehend aus der enormen
Reproduktionsdynamik mit der damit verbundenen Bestandsentwicklung, der starken
Ausbreitungstendenz und der Erndhrungsweise, bilden die Vorrausetzung flr die
Bedeutung des Wildschweins als Krankheitstibertrager allgemein und speziell fir die

Ubertragung verschiedener Mykobakterien.

2.4.2 Einschatzung des Infektionsrisikos und wichtige Faktoren, welche die

Ubertragung beeinflussen

Um die Bedeutung einer infizierten Wildtierspezies als Erregerreservoir
abzuschatzen, bedarf es unter anderem der Abklarung der klinischen Auspragung
der Infektion in einzelnen Tieren, der Dynamik der Infektion in einer Population, der
geographischen und lokalen Verteilung des Wirtes und dessen Wechselwirkung mit
den Haustieren (CORNER, 2006). Die blolke Anwesenheit einer Infektion in einer
Wildtierpopulation ist in dieser Hinsicht kein Beweis daflr, dass diese Tierart ein

Erregerreservoir fur eine bestimmte Infektionskrankheit darstellt (CORNER, 2006).

Um der unterschiedlichen Bedeutung innerhalb der Reservoirwirte gerecht zu
werden, unterscheidet man zwischen sogenannten ‘Maintenance hosts’ und
“Spillover hosts® (MORRIS et al.,, 1994; BIET et al., 2005). Dabei betrachtet man
Maintenance hosts als Reservoirwirte, die eine Infektion in einem bestimmten Gebiet
in Abwesenheit von anderen infizierten Spezies aufrechterhalten kénnen. Unter den
Spillover hosts werden Reservoirwirte aufgefasst, die eine standige Aufnahme eines
infizierten Agens bendtigen, um die Infektion aufrechtzuerhalten. Nichts desto trotz
kénnen beide Formen der Reservoire als Krankheitsubertrager agieren (CORNER et
al., 2006). Die Bedeutung fir diese Einteilung liegt in der Uberlegung zur
Notwendigkeit von KontrollmaRnahmen gegenuber den betroffenen

Wildtierpopulationen.
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2.5 Diagnostische Verfahren zum Mykobakteriennachweis

2.5.1 Mikroskopischer Nachweis

Der mikroskopische Erregernachweis stellt ein einfaches, schnelles und
kostenglnstiges Verfahren dar, um saurefeste Bakterien nachzuweisen
(SALFINGER und KAFADER, 1992). Dabei ist die Farbung nach Ziehl-Neelsen als
Methode der Wahl anzusehen. Saure-feste Bakterien erscheinen rot auf blauem
Hintergrund. Der Nachteil ist jedoch, dass andere Erreger in dieser Farbung wie z.B.
Rhodokokken, Nocardien, Corynebakterien oder Cryptosporidien ebenso rot
erscheinen und deshalb zu falsch positiven Ergebnissen fuhren konnen (BOHRREN,
2003). Des Weiteren ist keine sichere Differenzierung zwischen einzelnen
Mykobakterienspezies mdglich. Der mikroskopische Erregernachweis weist sowonhl
eine niedrige Spezifitdt als auch Sensitivitdt im Gegensatz zu anderen
Nachweismethoden auf (THORNTON et al., 1998).

2.5.2 Kultureller Nachweis

Der kulturelle Erregernachweis von Mykobakterien gilt nach wie vor als Goldstandard
(TAYLOR et al.,, 2001). Aufgrund der langen Inkubationsdauer im Vergleich zu
anderen Bakterien werden vor der kulturellen Anzlchtung
Dekontaminationsverfahren und anschliefiend Nahrboéden mit Antibiotikagemischen
eingesetzt, um ein Uberwachsen der Mykobakterienkulturen durch die Begleitflora
zu verhindern. Dekontaminationsverfahren koénnen dabei Wachstumsergebnisse
negativ beeinflussen (THORNTON et al., 1998). Die gebrauchlichsten
Dekontaminationsverfahren beruhen auf dem Einsatz von
Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC) und N-Acetyl-L-Cystein (NALC) (MERKAL, 1984;
SCHNEIDER, 2003; BULL et al., 2003; DONAGHY et al., 2003; JOHANSEN et al.,
2006). Mykobakterien sind bezuglich ihres Wachstums unter Laborbedingungen sehr
anspruchsvoll. Sie bendtigen Spezialnahrbéden und werden in der Regel bei 37°C
angezuchtet (LACHNIK, 2002). Zur Anzucht werden Fest- und Flussignahrmedien
eingesetzt, wobei die Eigelbnahrbéden Lowenstein-dJensen und Herrold’s Egg Yolk-
Medium (HEYM) die Gebrauchlichsten sind. Der Vorteil der Eigelbnahrbdden ist die
durch ihren hohen Eigelbgehalt bedingte Aufhebung der bakteriostatischen Wirkung
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der oben beschriebenen Dekontaminationsmittel (STACHELSCHEID, 1989). Die
Vorteile fester Kulturmedien gegenuber Flussigmedien liegen allgemein in deren
Madglichkeit zur makroskopischen Beurteilung der Koloniemorphologie, einer h6heren
Selektivitat und einer geringeren Kontaminationsrate. Nachteile bestehen in deren
geringeren Sensitivitat und in einer um ein bis zwei Wochen langeren Inkubationszeit
verglichen mit den Flussigmedien (LACHNIK, 2002). Die derzeit eingesetzten
Flissigmedien beruhen auf automatisierten Kultursystemen wie zum Beispiel dem
fluorimetrischen MGIT-Verfahren (Mycobacteria Growth Indicator Tube) oder dem
radiometrischen Bactec-Verfahren. Das letztgenannte Verfahren nutzt die Fahigkeit
der Mykobakterien, aus radioaktiv markierter Palmitinsaure Kohlendioxid
freizusetzen, welches sich radiometrisch messen lasst. Das MGIT-System basiert auf
in Kulturréhrchen befindlichen fluoreszierenden sauerstoffsensitiven
Indikatorsubstanzen, deren Fluoreszenz bei zunehmendem Verbrauch des im
Nahrmedium befindlichen Sauerstoffs durch Mykobakterien proportional zunimmt
und mit UV-Lampen gemessen werden kann. Flussigkulturen sind recht
kontaminationsanfallig und wenig spezifisch (SALFINGER und KAFADER, 1992;
PFYFFER, 2001) so dass auf die Verwendung von festen Nahrmedien nicht
verzichtet werden sollte (AKINEDEN, 2010). Fir die Speziesbestimmung kdénnen
nach der positiven kulturellen Anzucht biochemische oder molekularbiologische

Methoden angeschlossen werden.

2.5.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wird in der heutigen Mykobakterien-Diagnostik eingesetzt, um einerseits
kulturell positive Ergebnisse zu bestatigen und zwischen verschiedenen Spezies zu
unterscheiden und andererseits um Erreger direkt aus Untersuchungsmaterial

nachzuweisen.

a) Extraktion

Der Direktnachweis aus Patientenmaterial kann gerade im Bezug auf die langwierige
kulturelle Anzucht der Mykobakterien die Diagnose erheblich verkirzen. Die meist
sehr sensitiven und spezifischen PCR-Systeme kdnnen aber nur dann optimale

Ergebnisse erzielen, wenn vorgeschaltete Extraktionsmethoden zuverlassig die Ziel-
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DNA aus den Bakterien freisetzen. Die Isolation der Nukleinsduren stellt sich bei
Mykobakterien deutlich schwieriger dar als bei anderen Bakterien. Deren dicke,
charakteristische Peptidoglykan-Schicht, macht diese relativ resistent gegenuber
Lysis-Puffern (HOSEK, 2006). Der Aufschluss der Ziel-DNA wird durch mechanische,
thermische, chemische oder einer Kombination aus diesen erreicht (HOSEK, 2006).
Durch den Einsatz sog. ,Bead beater®, kombiniert mit Glas- oder Zirkoniumbeads,
wird eine Homogenisierung des Probenmaterials, der Aufschluss der
Bakterienzellwande und zum Teil die Freisetzung der Ziel-DNA erzielt (ODUMERU et
al., 2001). Thermische Verfahren wie die Inkubation bei >95°C Uber 15-20 Minuten
ermdglichen die Zerstérung ihrer widerstandsfahigen Zellwand (HURLEY et al.,
1987). Enzyme wie Lysozym und Proteinase K fordern zum Einen die Auflosung des
Probenmaterials und zum Anderen auch den Zellwandaufschluss (WARDS et al.,
1995; BOSE et al, 1993). Bei der Extraktion von Bakterien-DNA aus
Patientenmaterial (meist Kotproben) muss verstarkt mit dem Auftreten von
Inhibitoren gerechnet werden, die die Sensitivitat der PCR negativ beeinflussen oder
die PCR sogar komplett hemmen konnen. Viele kommerziell erhaltliche
Extraktionssysteme wurden speziell flr solche Proben entwickelt. Dabei wird sich die
Bindungsfahigkeit von Nukleinsduren an Silikagelmembranen zu Nutze gemacht, um
uber verschiedene Waschschritte schlie3lich die unerwinschten PCR-Inhibitoren zu

entfernen.

b) Grundlagen der PCR

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction,
PCR) wurde in den achtziger Jahren von Kary Mullis (USA) entwickelt. Die PCR ist
ein DNA-Syntheseverfahren, welches mit Hilfe eines speziellen Enzyms und zweier
bekannter, flankierender, kurzer DNA-Sequenzen DNA in mehreren Zyklen in vitro
vervielfaltigt. Die kurzen, einzelstrangigen DNA-Sequenzen nennt man Primer. Diese
sind komplementar zu den Enden einer definierten Sequenz der Ursprungs-DNA
(stemplate). Die DNA-Polymerase verlangert die Primer unter den nachfolgend
aufgefuhrten Bedingungen und in Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten
(dNTPs) entlang der zuvor denaturierten, einzelstrangigen DNA-Matrize zu neuer
doppelstrangiger DNA (MULLIS und FALOONA, 1987). Die PCR ist durch sich

wiederholende Reaktionsschritte gekennzeichnet. Zuerst werden die DNA-
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Doppelstange durch Erhitzen auf etwa 95°C voneinander getrennt (=Denaturierung).
Im zweiten Schritt lagern sich die Primer bei Temperaturen zwischen 50 und 72°C an
die zu amplifizierenden DNA-Abschnitte an (=Annealing). Im dritten Schritt erfolgt die
Neusynthese des Komplementarstranges durch die Polymerase bei 72°C
(=Extension). Die neusynthetisierten DNA-Strange dienen in den folgenden Zyklen
wieder als Matrize, sodass eine exponentielle Vermehrung der Zielsequenz
stattfindet. Gewohnlich werden 35 Zyklen durchlaufen.

Die nested-PCR stellt eine besondere Form der konventionellen PCR dar. Hier wird
das Amplifikat der ersten PCR mit einem zweiten Primerpaar reamplifiziert, welches,
innerhalb des amplifizierten DNA-Fragments der ersten PCR liegt (MVUHLHARDT,
2009). So konnen auch noch geringste Mengen an DNA bei gleichzeitig erhohter

Spezifitat nachgewiesen werden.

¢) Das Prinzip der Real Time PCR

Die Real Time PCR (quantitative Echtzeit PCR) ist als Weiterentwicklung der
konventionellen PCR anzusehen. Mit Hilfe dieses Verfahrens ist es moglich die
Menge der Bakterien-DNA im Probenansatz zu messen. Der Ansatz bis hin zur
Auswertung erfolgt in einem Reaktionsgefa. Somit werden sowohl das
Kontaminationsrisiko als auch der Arbeits- und Zeitaufwand durch den Wegfall der
Agarose-Gelelektrophorese reduziert. Grundsatzlich unterscheidet man zwei
Detektionssysteme zur Visualisierung der Amplifikate, die beide auf Messungen der
Fluoreszenz beruhen. Zum Einen existieren Real Time Verfahren mit unspezifisch
an DNA-Doppelstrange  bindenden  Fluoreszenzfarbstoffen = kombiniert — mit
Schmelztemperaturanalysen (HIGUCHI et al., 1992, 1993; RIRIE et al., 1997) und
zum Anderen Verfahren, die auf der Verwendung von sequenzspezifischen
Fluoreszenz-markierten DNA-Sonden beruhen (SAMBROOK et al., 1989). Die
Fluoreszenz ftritt nur in Verbindung mit der Anwesenheit des Amplifikates auf. Als
Voraussetzung fur die Quantifizierung wird Computer-gestitzt zunachst ein
Fluoreszensschwellenwert meist durch Mittelwertbildung der Fluoreszenzwerte der
Zyklen drei bis 15 ermittelt. Da die Fluoreszenzwerte in diesen Zyklen nahe Null sind
entspricht damit der  Fluoreszenzschwellenwert  dem Mittelwert  des

Fluoreszenzrauschens. Der Fluoreszenzschwellenwert kann im Bedarfsfall aber auch
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manuell eingestellt werden. Man bezeichnet den Zyklus, in dem die zu
untersuchende Probe den  Fluoreszenzschwellenwert  Uberschreitet, als
Schwellenwertzyklus  (threshold cycle; CiWert). Die Uberschreitung des
Schwellenwertes wird um so schneller erreicht je mehr Zielsequenzen sich in der zu
untersuchenden Probe befinden. Zur Quantifizierung wird der in der Probe erhaltene
Schwellenwert mit den Schwellenwerten von DNA-Standards bekannter DNA-Menge
verglichen.

Die in der PCR-Technologie am haufigsten verwendeten unspezifischen DNA-
bindenden Fluoreszenzfarbstoffe, SYBR® Green und Ethidiumbromid, binden an
doppelstrangige DNA (HIGUCHI et al, 1992, 1993). Inzwischen wird fast
ausschlieBlich SYBR® Green in der Real Time PCR eingesetzt, da es im Vergleich
zu Ethidiumbromid ein besseres Signal-Hintergrund-Verhaltnis zeigt und eine
wesentlich geringere Gesundheitgefahrdung darstellt (O'MAHONY und HILL, 2002;
RAVVA und STANKER, 2005). Beide Farbstoffe lagern sich allerdings auch an
unspezifische PCR-Produkte oder Primerdimere an, was die Spezifitat verringert
(BANGSOW et al., 2002; FENOLLAR und RAOULT, 2004). Daher ist es unerlasslich
bei Verwendung dieser Farbstoffe in Real Time PCR Systemen eine
Schmelztemperaturanalyse durchzuflhren, die es ermdglicht zwischen spezifischen
und unspezifischen PCR-Produkten zu unterscheiden (WITTWER et al., 2001).
Dabei wird als Indikator fur die Bildung von Einzelstrangen aus DNA-Doppelstrangen
die Fluoreszenzabnahme bei einer kontinuierlichen Temperaturerhdhung gemessen
(NEUSSER, 2001). Die Unterscheidung von spezifischen und unspezifischen PCR-
Produkten erfolgt anhand der ersten Ableitung der Schmelztemperaturkurven, deren
Maximum die Temperatur angibt, bei der 50% der Amplifikate als Doppelstrang und
50% der Amplifikate als Einzelstrang vorliegen. Diese Temperatur ist abhangig von
der AmplifikatgrolRe, dem G/C-Gehalt und der Sequenz des Doppelstranges
(NEUSSER, 2001; WITTWER et al., 2001).

Die zweite Moglichkeit besteht in der Verwendung von sequenzspezifischen
Fluoreszenz-markierten DNA-Sonden, von denen die sog. FRET-Sonden (Forster
Resonanz Energie Transfer-Sonden) und TagMan®-Sonden am haufigsten
verwendet werden. FRET-Sonden sind Hybridisierungssonden, die aus zwei
Oligonukleotiden bestehen (DIDENKO, 2001). Ein Oligonukleotid ist am 3’-Ende
(Donor) und das andere Oligonukleotid am 5-Ende (Akzeptor) mit einem

Fluoreszenzfarbstoff markiert. Binden beide Oligonukleotide an die Zielsequenz, ist
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das 3’-Ende des Donors in unmittelbarer Nachbarschaft des 5’-Endes des Akzeptors,
so dass die Fluoreszenzenergie des Donors auf den Akzeptor Ubertragen werden
kann. Die emittierte Akzeptorfluoreszenz wird dann aufgenommen und in den
Rechner Ubertragen. TagMan®-Sonden sind Hydrolysesonden und bestehen aus
einem Oligonukleotid, welches am 5°-Ende mit einem Donor-Fluorochrom (Reporter)
und am 3°-Ende mit einem Akzeptorfluorochrom (Quencher) markiert sind (LANDT,
2006). Reporter und Quencher befinden sich so nahe beieinander, dass die
abgegebene Energie des Reporters vom Quencher absorbiert wird. Trifft die Tag-
Polymerase wahrend der Synthese auf die Sonde, wird diese abgebaut
(hydrolysiert). Damit entfernen sich Reporter und Quencher so weit voneinander,

dass die emittierte Reporter-Fluoreszenz gemessen werden kann.

d) Zielsequenzen im Mycobacterium avium complex

In der Literatur beschriebene Zielsequenzen fur den Nachweis des Mycobacterium
avium Komplexes (MAC) umfassen uberwiegend das hsp65-Gen und die 16S-23S
rRNA Internal Transcribed Spacer Region (ITS) (PARK et al., 2000; TURENNE et al.,
2006; TELENTI et al., 1993). Zur Speziesdifferenzierung innerhalb des Komplexes
werden oft die fur die Mykobakterien charakteristischen Insertionssequenzen (IS)
verwendet (JOHANSEN et al., 2005; ICHIKAWA et al., 2009; BULL et al., 2003). Der
Vorteil der IS gegenuber anderen Zielsequenzen auch im Bezug auf den
Direktnachweis in Gewebe ist, dass sie mehrfach im Genom der Mykobakterien zu
finden sind. Dies ist die elementare Vorrausetzung einer sensitiven PCR.

Die 1S901 ist spezifisch fur M. avium ssp. avium und M. avium ssp. silvaticum und
tritt mit sieben bis elf Kopien im Genom auf (MJIS et al., 2002; TURENNE et al.,
2006). Die 1S1245 liegt im Genom von M. avium, M. hominissuis und M. silvaticum in
mindestens drei Kopien vor (RITACCO et al., 1998). Einer der bekanntesten
Insertions-Sequenzen aus dem Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP)-
Genom, die 1S900, wiederholt sich in dem K10-Stamm 17 mal (LI et al., 2005).
Neben der 1S900, konnten 18 weitere IS aus dem beschriebenen Stamm (LI et al.,
2005) identifiziert werden. Einige weitere charakteristische DNA-Sequenzen von
MAP, wie z.B. ISMav2 (STROMMENGER et al., 2001), HspX (ELLINGSON et
al.,1998), F57 (POUPART et al.,, 1993), ISMap02 und ISMap04 (LI et al., 2005)
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werden in der Diagnostik eingesetzt. Tabelle 7 gibt eine Ubersicht Uber das

Vorkommen einzelner Insertionssequenzen im MAC-Komplex.

Tabelle 7: Vorkommen einzelner Insertionssequenzen bei verschiedenen Spezies aus dem MAC-
Komplex

Mykobakterien- Insertionselement*

Spezies IS 901 IS 900 IS 1245
MAP - + _

M. hominissuis - - +

M. silvaticum + - +

M. avium + - +

* + Insertionselement vorhanden, - Insertionselement nicht vorhanden

e) Zielsequenzen im Mycobacterium tuberculosis complex

Es gibt zahlreiche Zielsequenzen, die es erlauben den Mycobacterium tuberculosis
complex (MTC) zu detektieren, von denen hier nur die wichtigsten genannt werden
sollen. Dazu gehéren 1S6110, Rv2875 (MPB70), 1S1081 (DZIADEK et al., 2001;
WARDS et al., 1995; HUARD et al., 2003). Rv2875 kommt einmal im Genom vor und
kodiert fir MPB70, ein sekretorisches Protein (RADFORD et al., 1988). Die 1S6110
wird oft in der Tuberkulosediagnostik verwendet, in seltenen Fallen kann diese aber
fehlen oder zu falsch positiven Ergebnissen fuhren, da gewisse Sequenzhomologien
zu den MOTT's bestehen (VAN SOOLINGEN et al., 1993; DZIADEK et al., 2001;
BROSCH et al., 2002). Das Auftreten der Insertionssequenz ist sehr variabel, sie
kann im Genom in Mehrfach-Kopien (zwei bis 14) bis hin zu Einfachkopien
vorkommen (FOMUKONG et al., 1994; BROSCH et al., 2002). Die 1IS1081 hingegen
ist im Genom mit fUnf bis sieben Kopien vertreten und wird als sehr spezifisch flr den
MTC angesehen (DZIADEK et al., 2001; TAYLOR et al., 2007). In der humanen
Tuberkulose-Diagnostik wird in den aktuellen PCR-Verfahren hauptsachlich auf die
Unterscheidung tuberkuldse Mykobakterien — nicht-tuberkulése Mykobakterien Wert
gelegt. Die Spezies des MTC sind zu 99,9% homolog auf Nukleotidebene und
identisch in ihrer 16S rRNA Sequenz (SREEVATSAN et al., 1997b; BODDINGHAUS
et al.,, 1990). Es existieren wenige PCR-Verfahren, die eine Spezies-Differenzierung

ermoglichen. Die derzeitigen Verfahren, die sich fur den Direktnachweis aus Gewebe
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eignen, basieren auf der unterschiedlichen Auspragung der Regions of Difference
(RD) (TAYLOR et al., 2007; WARREN et al., 2006; HUARD et al., 2003; PINSKY und
BANAEI, 2008). Die 14 momentan bekannten RDs treten als Einfach-Kopien im
Genom auf (BROSCH et al., 2002). In Tabelle 8 ist das Vorkommen der RDs in den
Spezies des MTC aufgefihrt (BROSCH et al.,, 2002; MOSTOWY et al.,, 2002;
HUARD et al., 2003).

Tabelle 8: Vorkommen der Regions of Difference bei den einzelnen MTC-Spezies

M. M. M. M. M. M.
tuberculosis| canetti |africanum| microti |bovis/BCG | pinnipedii
1]}

RD14 + + - B +/! 3
RD13 + + + + - +
RD12 + - + + - +
RD11 +/- keine Angabe
RD10 + + -/+ - - -
RD9 + + -/+ - - -
RD8 + + -+ - - -
RD7 + + -/+ - - -
RD6 +/- keine Angabe
RD5 +/-
RD4 + + + + 2 +
RD3 +/- keine Angabe
RD2 + + 3 3 +/ 3
RD1 + + + + +/- +

1: bei BCG Tokyo anwesend, fehlt bei BCG Pasteur 2: anwesend bei M. bovis ssp. caprae 3: wird aus

Literatur nicht ersichtlich
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3 Arbeitsthese

Die kulturelle Anzucht ist eine langwierige und kostenaufwendige Form der
Mykobakteriendiagnostik. Aufgrund dieser bestehenden Problematik war das Ziel
dieser Dissertation ein Verfahren einzusetzen, dass mit deutlich geringerem
Zeitaufwand aber mit einer ahnlichen Sicherheit und analytischen Sensitivitat
aussagekraftige Ergebnisse zum Infektionsstatus deutscher Wildschweine mit
bedeutenden Mykobakterienspezies liefern konnte. Hierzu wurden die Lymphknoten

des lleozakalbereichs mittels verschiedener PCR-Verfahren untersucht.

Dabei galt es:

e spezifische und sensitive PCR-Systeme aus der Literatur und aus eigener
Entwicklung einzusetzen

e die Ergebnisse der eingesetzten PCR-Systeme exemplarisch mit den
Ergebnissen kultureller Anzuchtversuche zu vergleichen

e geographische Pravalenzunterschiede darzustellen

o festzustellen, in wieweit sich bei den infizierten Tieren grobsinnliche
pathologisch-anatomische Veranderungen zeigen

e die Moglichkeit zu erortern, in wieweit das Wildschwein ein Erregerreservoir

fur Mykobakterien darstellt
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4 Material und Methoden

4.1 Probenmaterial

Das im Rahmen dieser Dissertation ausgewertete Probenmaterial wurde
stichprobenartig im Zeitraum vom 10.10.08 bis zum 02.08.09 auf Driuckjagden in den
Bundslandern Rheinland-Pfalz, Nordrhein-Westfalen, Hessen, Baden-Wurttemberg,
Saarland, Bayern, Sachsen, Sachsen-Anhalt, Thdringen, Brandenburg,
Mecklenburg-Vorpommern, Niedersachsen und Schleswig-Holstein gezogen. In 33
Revieren wurden insgesamt 428 Wildschweine beprobt. Den erlegten Wildschweinen
wurden Mesenteriallymphknoten aus dem lleozakalbereich entnommen. Die
beprobten Reviere der jeweiligen Bundeslander, die Anzahl der in den Revieren
untersuchten Wildschweine sowie das Datum der Probenentnahme sind in der
Tabelle 9 aufgefuhrt. Die Abbildung 2 gibt die geographische Lage der in die

Untersuchung einbezogenen Reviere wieder.
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Tabelle 9: Daten zum Probenumfang und zum Entnahmedatum

Bundesland Reviernummer | Anzahl Tiere | Gesamtzahl je |Datum der
je Revier Bundesland |Probenentnahme
Baden- 3 1 8 17.12.2008
Wirttemberg 8 7 06.12.2008
Bayern 4 8 32 12.12.2008
30 17 12.12.2008
31 7 13.12.2008
Brandenburg 1 7 36 10./11.10.2008
13 13 22.11.2008
14 16 21.11.2008
Hessen 10 12 43 12.11.2008
17 30 13.11.2008
33 1 28.11.2008
Mecklenburg- 21 18 33 08.11.2008
Vorpommern 23 6 07.11.2008
24 9 08.11.2008
Niedersachsen 15 30 40 20.11.2008
22 7 06.11.2008
32 3 01./02.08.2009
Nordrhein- 12 36 42 17.11.2008
Westfalen 16 6 18.11.2008
Rheinland- 25 12 41 31.10.2008
Pfalz 26 15 24.10.2008
27 4 25.10.2008
29 10 15.10.2008
Saarland 2 22 29 16.12.2008
28 7 17.10.2008
Sachsen 9 27 34 29.11.2008
11 7 02.12.2008
Sachsen- 5 26 36 05.12.2008
Anhalt 7 10 04.12.2008
Schleswig- 18 13 23 15.11.2008
Holstein 20 10 14.11.2008
Thiringen 6 7 31 26.11.2008
34 24 10.12.2008
Deutschland  [|Anzahl Reviere| IAnzahl Tiere] |Zeitraum|
33 428 10./11.10.2008-
02.08.2009
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Abbildung 2: Geographische Verteilung der untersuchten Reviere.

Die grau hinterlegten Kreise mit den darin enthaltenen Nummern geben die Reviere wieder, aus

denen die einzelnen Proben stammen(s. auch Tabelle 9).
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4.1.1 Entnahme und Konservierung der Proben

Die erlegten Wildschweine wurden entweder zentral, d.h. samtliche Tiere wurden an
bestimmten Sammelplatzen oder dezentral, d.h. in der Regel in unmittelbarer
Umgebung der Schitzenstande aufgebrochen. AnschlieRend erfolgte die
Kennzeichnung der Tiere, die Zahnaltersschatzung, die Gewichtsschatzung/-
bestimmung, die Bestimmung des Geschlechts, die Ermittlung des
Ernahrungszustandes und sonstiger Besonderheiten. Die Proben wurden in
elektrisch betriebenen Kuhleinrichtungen auf 4°C gekuhlt und so maximal 2 Tage

transportiert, ehe sie weiterverarbeitet oder bei —20°C eingefroren wurden.

4.1.2 Zahnaltersschatzung

Die Schatzung des Alters der erlegten Tiere erfolgte am Streckenplatz mit Hilfe des
Unterkiefergebisses der erlegten Wildschweine. Anhand des Zahnwechsels lasst
sich eine relativ genaue Einordnung der Wildschweine bis zu einem Alter von 2
Jahren, sprich bis zum Erreichen des Adultstadiums, erzielen (HABERMEHL, 1985;
BRIEDERMANN, 1986). Um eine schnelle aber trotzdem moglichst genaue
Altersseinschatzung am Jagdstreckenplatz zu gewahrleisten wurde entsprechend
Tabelle 10besonderer Wert auf markante Veranderungen wahrend des
Zahnwechsels gelegt. Aufgrund ihres Alters wurden die Wildschweine in neun

Altersgruppenzusammengefasst (s. Tabelle 10).
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Tabelle 10: Altersschatzung bei Wildschweinen (modifiziert nach HABERMEHL, 1985;
BRIEDERMANN, 1986)

Altersgruppe Alter in Monaten Merkmal
1 <3 nicht alle i* sind durchgebrochen
2 3-4 alle i sind vollstandig
3 6-8 M1" ist vorhanden, i3 ist ausgefallen
4 10-12 13° voll entwickelt
5 15 i1 wird gewechselt, i2 noch vorhanden
6 17-18 [1 und i2 stehen in einer Linie
7 19-20 i2 wird gewechselt
8 22-24 12 ist voll entwickelt
9 >24 M3 ist voll entwickelt

*i = Milchschneidezahn; "M = Molar; °| = Dauerschneidezahn

4.1.3 Gewichtsschatzung/-bestimmung

Die Gewichtsschatzung/-bestimmung erfolgte stets als Nettogewicht, das heildt dass
die Brust-, Bauch- und Beckenorgane bereits entfernt und die Tiere weitestgehend
entblutet waren. Die Gewichte der Wildschweine wurden entweder geschatzt oder

unter Zuhilfenahme einer Federwaage ermittelt.

Zur Einschatzung des korperlichen Entwicklungszustandes wurde fir jedes Tier
dessen theoretisches Soll-Gewicht aus der Uber alle Tiere bestimmten Regression

zwischen Alter und Koérpergewicht errechnet.

4.1.4 Geschlechtsbestimmung

Die Geschlechter wurden durch das Aufsuchen der primaren Geschlechtsmerkmale

bestimmt.

4.1.5 Ernahrungszustand

Zur Einschatzung des Ernahrungszustandes wurden das subkutane Fettgewebe und
das Korperhohlenfettgewebe herangezogen. Die Einteilung erfolgte in gut, maRig

und kachecktisch.
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4.1.6 Sonstige Beobachtungen am Einzeltier

Besonderes Augenmerk wurde auf Veranderungen der Lymphknoten des Kopfes,
der Lunge und Lungenlymphknoten und des Digestionstraktes gerichtet. Zudem
wurden unter den sonstigen Beobachtungen Tiere mit verdickten Gelenken,

Laufverletzungen, Raude oder fuhrende Tiere und hochgravide Tiere vermerkt.

4.2 Bearbeitung des Probenmaterials

4.2.1 DNA-Isolierung aus Mesenteriallymphknoten

Die DNA aus den Mesenteriallymphknoten wurde entsprechend einem im Institut fur
Tierarztliche  Nahrungsmittelkunde,  GieRen  etablierten und  validierten
Arbeitsprotokoll isoliert (noch nicht publiziert). Das Protokoll zur DNA-Isolierung
beinhaltet eine Kombination aus mechanischem und biochemischem Aufschluss. Die
Isolierung erfolgte mit dem DNeasy® Blood&Tissue Kit (Fa. QIAGEN, Hilden)
modifiziert fir Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis aus Gewebe.

Die bei —20°C gelagerten Lymphknoten wurden zunachst fur ca. 20 min getaut, ehe
die Lymphknotenkapsel entfernt und aus dem Kern des Lymphknotens etwa 25 mg
auf einer sterilen Petrischale mit Einmalklingen so klein wie moglich geschnitten
wurde. AnschlieBend wurde das zerkleinerte Material in ein 2 ml Schraubdeckel-
Reaktionsgefall (Twist Top® Vials, Roth), das zum Einen mit etwa 10 mg
Zirconia/Silicabeads (0,1 mm, Roth, Karlsruhe) und zum Anderen mit etwa 1,5 g
SiLibeads® (Typ ZY 1,4-1,6 mm, Fa. Sigmund Lindner) befullt war, gegeben. Nach
Zugabe von 360 pl Lysispuffer wurde das Schraubdeckel-Reaktionsgefal in einem
Ribolyser (Fast Prep FP 120, Bio 101 Savant) bei 5000 U/min fir 20 s zentrifugiert.
Aufgrund der starken Schaumbildung wurden die Reaktionsgefalle bei 10000 x g
(Biofuge fresco, Fa. Heraeus) fur 1 min zentrifugiert und dann kurz gevortext. Die
beiden Zenrifugationsschritte im Ribolyser und der Biofuge fresco wurden noch
zweimal wiederholt.

Es folgte eine Inkubation der lysierten Proben in einem Thermomixer (HLC Kuhl
Thermomixer MKR 13, HLC Biotech, Bovenden) bei 37°C Uber Nacht und einer
Schuttelfrequenz von 1000/s. Danach wurde den Proben 50 pl Proteinase K und 400

Ml AL Puffer hinzugesetzt. Anschlieliend wurde grindlich gevortext und kurz
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anzentrifugiert. Daraufhin erfolgte eine erneute Inkubation im Thermomixer bei 56°C
fur 2 h. Um eventuell nicht lysierte Mykobakterien vollends zu inaktivieren, wurden
die Proben fur weitere 15 min bei 96°C im Thermomixer inkubiert. Es wurde
grundlich gevortext und kurz anzentrifugiert. Nach Zugabe von 400 pl absolutem
Ethanol (99%) wurde erneut gevortext und anzentrifugiert und anschlieRend die
Halfte der Flussigkeit (600 pl) in eine QlAamp Zentrifugationssaule Uberfuhrt und bei
6000 x g fur 1 min zentrifugiert (Heraeus Biofuge fresco, Kendro Labratory Products
GmbH, Hanau). Der Durchfluss wurde verworfen und die Zentrifugationssaule in ein
neues Sammelgefald gesetzt. Dieser Schritt wurde mit dem Rest der lysierten Probe
wiederholt. Die Saule wurde in ein neues Sammelgefal® gesetzt und es folgten zwei
Waschschritte um Reste der an der Silicagelmembran haftenden Kontaminanten
(Inhibitoren, Proteine, Nukleasen) zu entfernen. Im ersten Schritt wurden 500 pl
AW1-Puffer auf die Saule gegeben, bei 6000 x g 1 min zentrifugiert, der Durchfluss
verworfen und die Saule in ein neues Sammelgefall gesetzt. Im zweiten Schritt
wurden 500 uyl AW2-Puffer auf die Saule gegeben und bei 16000 x g fur 3 min
zentrifugiert. Um Reste des Alkohol-haltigen Waschpuffers vollstandig zu entfernen
wurde die Saule in ein neues Sammelgefal® Uberfihrt und eine weitere Minute bei
16000 x g zentrifugiert. AbschlieRend wurde die Saule in ein steriles 1,5 mi
Eppendorf-Reaktionsgefaly uberfuhrt und 100 pl AE-Puffer, der durch eine pH-
Wertanderung die DNA aus der Silicagelmembran 16st, mittig auf den Filter pipettiert.
Es folgte eine Inkubation von 1 min bei Raumtemperatur und dann eine
Zentrifugation bei 6000 x g fur 1 min Die DNA-Konzentration des Eluats wurde

photometrisch bestimmt und das Eluat schliel3lich bei —20 °C eingefroren.
4.2.2 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration
Die Konzentration der aus den 428 Wildschweinproben isolierten DNA wurde

photometrisch (Nano Drop 1000, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen)

gemessen und mit 1x TE auf 100 ng/ul eingestellt.
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4.2.3 Probenbearbeitung fur die kulturelle Anzucht

Pro Probe wurden etwa 1 Gramm Mesenteriallymphknoten in sterile 1,5 ml
Eppendorfgefalle gegeben und bei —20°C tiefgefroren. Fur die kulturelle Anzucht
wurden die mittels PCR positiv getesteten MAC Proben dem Institut fir Tierarztliche

Nahrungsmittelkunde in Gielden Ubergeben.

43 PCR

Nachfolgend (Tabelle 11, Tabelle 12 und Tabelle 17) sind eine Reihe von Primern
aufgefuhrt, die als spezifisch fur Mykobakterienkomplexe und die einzelnen Spezies
gelten. Die Abbildung 3 stellt eine Ubersicht Uber die zur Differenzierung der

verschiedenen Mykobakterien verwendeten Zielsequenzen dar.

Mycobacteriaceae
M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. malmoense (nicht weiter differenziert)
1IS1311* . . S
1S901 M. avium ssp. avium/silvaticum
MAC M. avium ssp. hominissuis
1S900 M. avium ssp. paratuberculosis
151081, M. tuberculosis
Rv0577, RD9
Rv2875 .
» MTCK—— M. bovis/bovis BCG
16S-23S er S
rRNA ITS- RD4 M. microti, M. caprae, M. africanum, M. pinnipedii
Region

Abbildung 3: Bestimmungsschlissel ausgewahlter Mykobakterienspezies.* Fett markiert sind die
Zielgensequenzen der getesteten Primerpaare; ** RD4 vorhanden; *** RD4 nicht vorhanden
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4.3.1 Konventionelle PCR

FUr den Direktnachweis von Mykobakterien aus Gewebe wurden verschiedene
bereits in der Literatur beschriebene Primer und selbst entwickelte Primer von den
Firmen Metabion (Minchen) und Biomers (UIm) bezogen (Tabelle 11 und Tabelle 12)
und die Lyophilisate laut Herstellerangaben auf 100 pmol/ul mit 1x TE eingestellt.
Aus der Ursprungslésung wurden 20 yM Stamm- und 4 yM Gebrauchslésung mit 1x
TE hergestellt und anschlieRend, wie die Ursprungslosung, bei —20°C gelagert. Alle
Primer wurden auf Spezifitat und Sensitivitat getestet. Bei jedem PCR-Ansatz wurde
sowohl eine Positivkontrolle als auch eine Negativkontrolle mitgefuhrt. In
regelmaldigen Abstadnden wurde auch der Leerwert des Mastermixes (Mastermix
ohne Zugabe von Proben-DNA) und der bei der DNA-Extraktion eingesetzte AE-
Elutionspuffer auf Abwesenheit von Mykobakterien-DNA getestet.

a) Primerdesign

Um ein fur MAC spezifisches Primerpaar zu entwickeln, wurden die Sequenzen des
hsp65-Gens von M. avium ssp. avium, M. avium ssp. hominissuis und
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis aus der Nukleotid-Datenbank (National
Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) extrahiert und mit
Hilfe von ClustalX 2.0 (Conway Institute UCD, Dublin, www.clustal.org) miteinander
verglichen. Mit dem Programm Oligo 4.0 (Primer Analysis Software, Copyright 1989-
91 by Wojciech Rychlik) wurden die Primer anhand der homologen Sequenzbereiche
der hsp65-Gene entwickelt und hinsichtlich Dimer- und Schleifenbildung optimiert
und sowohl die zu erwartende AmplifikatgroRe als auch die optimale
Annealingtemperatur ermittelt.

Ein ahnliches Vorgehen wurde fur die Entwicklung spezifischer Primer (IS901 und
IS901-Ry) fur M. avium ssp. avium gewahlt, die gegen das 1S901-Element gerichtet
waren. Zur Differenzierung von M. avium ssp. hominissuis wurde das fur diese
Mykobakterien spezifische Insertionselement Ismave mit der [1S901-Sequenz
verglichen. Die Primer zum Nachweis von M. avium ssp. avium wurden in einen

mdglichst heterologen Sequenzbereich gelegt.
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Tabelle 11: Primer fir den Nachweis von Mykobakterien

Literatur/Primerbezeichnung | Zielgen/ Primersequenz Spezifisch
Amplifikat- far
grofe (Bp)

(eigene Entwicklung)/ IS 901/ *F:5-GGC AGC AGG CCA

**R:5-CGG TGA TAC GGC
CGG AAT CG
(eigene Entwicklung)/ IS 901/ F: 5-GGC AGC AGG CCA
1S901-R, 103Bp  |CATAATCACC-3 M. avium
R:5-GTC CTT GAT CTG
CCG ATC CAA GT-3
Taylor et al., 2007 / 1S1081/ F:5-CTG CTC TCG ACG
F2_R2 135 Bp TTC ATC GCC G-3 MTC1
R:5-GGC ACG GGT GTC
GAA ATC ACG-3
(eigene Entwicklung)/ Hsp65/ F:5-GCA AGG TCG TCG
R:5-GTC CTC GAT GCG
GTG CTT G-3
Huard et al., 2003/ 1S1081/ F:5-TCG CGT GAT CCT
1081 238Bp | CCAMACES MTC
R:5- GCC GTT GCG CTG
ATT GGA CC-3

Park et al., 2000/ 16S-23S  |F:5-TGG TGG GGC GTA

B RNA  ITS GGC CGT GA-3
Redion/ R:i5-CAC TCG GAC TTG MTC

g TTC CAG GT-3
121 Bp
Huard et al., 2003/ Rv0577/ F:5- ATG CCC AAG AGA
Rv0577 786 Bp AGC GAA TAC AGG CAA-3
R:5- CTA TTG CTG CGG MTC

TGC GGG CTT CAA-3

"MTC = Mycobacterium tuberculosis complex; “MAC = Mycobacterium avium complex; * F = Forward;

** R = Reverse
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Tabelle 12: Primer fir den Nachweis von Mykobakterien

Literatur/Primerbezeichnung | Zielgen/ Primersequenz Spezifisch fiir
Amplifikat-
groBe (Bp)
Huard et al., 2003/ MPB70 F: 5-GGC GAT CTG GTG
MB (Rv2875) |CGCGCCCG3 MTC
R: 5-CGC CGG AGG CAT
489 Bp
TAG CAC GCT-3
Park et al., 2000/ 16S-23S  |F: 5-CCC TGA GAC AAC
MAC I RNA |TS|ACTCGGTC-3
_ R: 5-GTT CAT CGA AAT MAC
Region/
GTG TAATT-3
144 Bp
Johansen et al., 2005/ 1IS1245/ F: 5-GCC GCC GAA ACG
IS1245 long 427 Bp ATC TAC-3 M. avium,
R: 5-AGG TGG CGT CGA| M.hominissuis
GGA AGA-3
Johansen et al., 2005/ 1IS1245/ F: 5-GGT GAG CGG ATC
1S1245 short 175Bp  |ACTCAAG M. avium,
R: 5-GAA TCC GCA GTT| M.hominissuis
CCAGGTC
Johansen et al., 2005/ 1S1311/ F: 5-GCT GGA CGC ATT|  p1 avium,
ACG CAATG-3
IS 1311 198 Bp M.hominissuis,
R: 5-CGC AAC TCC AAA 5
TCG CCA G-3 MAP
Eigene Entwicklung / 1S1311/ F: 5-AGG TGC TGG ACG| 1 ayium,
CAT TAC GCA AT-3
MA 198 Bp M.hominissuis,
R: 5-ACT CCA AAT CGC
CAGCGATCGT-3 MAP
Bull et al., 2003/ 1IS900/ TJ1-F: 5-GCT GAT CGC
TJ1-TJ4 355 bzw |CTT GCT CAT-3
204 Bp TJ2-R: 5-CGG GAG TTT
GGT AGC CAG TA-3
MAP

TJ3-F: 5-CAG CGG CTG
CTT TAT ATT CC-3
TJ4-R: 5-GGC ACG GCT
CTT GTT GTAGT-3

*MAP = Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis
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b) Kontrollstamme

Als Positivkontrollen dienten die in Tabelle 13 aufgeflihrten Mykobakterien-Stamme.

Tabelle 13: Kontrollstamme

Stamm Typ Quelle/Bezug
M. avium ssp. avium | Subkultur eines | Friedrich-Loffler-Institut, Institut fir molekulare
Referenzstammes M128 Pathogenese (Jena)

M. avium ssp. avium | Desinfektionsmittelversuch- Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten

AV56 stamm AV56 der Tiere (Gielden)

M. avium ssp. avium | Feldisolat 877/09 Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten
der Tiere (Gief3en)

M. avium ssp. | Feldisolat 09/MA0834 Friedrich-Loffler-Institut, Institut fir molekulare

hominissuis Pathogenese (Jena)

M. avium ssp. | Feldisolat Institut flr Tierarztliche Nahrungsmittelkunde

paratuberculosis K10 (Gielken)

Brachyspira Feldisolat Professur fir Schweinekrankheiten (Giel3en)

hyodysenteriae

Brachyspira pilosicoli | Feldisolat Professur flir Schweinekrankheiten (Giel3en)

Lawsonia Feldisolat Professur flir Schweinekrankheiten (Giel3en)

intracellularis

M. tuberculosis Feldisolat 3213/08 Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten
der Tiere (GielRen)

M. bovis Feldisolat 09/MA0822 Friedrich-Loffler-Institut, Institut fur molekulare
Pathogenese (Jena)

M. microti Feldisolat 3405/06 Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten
Tiere (Gielten)

c) Pipettierprotokoll

Die Herstellung der PCR-Mastermixe erfolgte in einem separaten PCR-
Vorbereitungsraum, in dem auch die Primergebrauchslésungen angesetzt wurden.
Die verwendeten Reagenzien wurden nach dem Auftauen auf Eis gelagert. Die
Primer und der Mastermix wurden in 0,2 ml PCR-Gefalde pipettiert und anschlie3end
in einen anderen Raum gebracht, in dem unter einer Werkbank die zu
untersuchende DNA und die Negativkontrolle hinzu pipettiert wurden. Die
Positivkontrolle wurde wiederum in einem separaten Raum dazugegeben. In der
folgenden Tabelle sind die verwendeten Reagenzien fur einen 20 pl Ansatz

aufgelistet.
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Tabelle 14: Pipettierprotokoll fur die konventionelle PCR (20 pl Ansatz)

Reagenzien Eingesetzte Menge [pl]
RNAse freies Wasser 4,0
2x Multiplex PCR Mastermix 10,0
Loading Dye (Auftragspuffer) 2,0
Primermix (4pM) 2,0
DNA 2,0
Volumen pro PCR-Gefal 20

d) Thermocyclerprogramm

Alle PCR-Reaktionen wurden in Thermocyclern der Firma Biometra, Goéttingen

durchgefuhrt. Die PCR-Bedingungen waren fur alle PCR-Systeme gleich, lediglich

die Annealingtemperatur differierte (Tabelle 15).

Tabelle 15: Thermocyclerprogramm

Schritt Temperatur(°C) Zeit Funktion Anzahl
1 95 15 min Denaturierung 1 X
und Aktivierung
der Tag-
Polymerase
2 94 30s Denaturierung
3 variabel 90 s Annealing 35 x
4 72 60 s Extension
5 72 10 min Final Extension 1x
6 4 0 Klhlung

e) Darstellung der PCR-Produkte mittels Agargelelektrophorese

Die Auswertung der PCR erfolgte unter Verwendung von 2%igen Agarosegelen
(Agarose NEEO, Roth, Karlsruhe). Zunachst wurde die Ethidiumbromid-haltige (0,4

Mg/ml) Agaroselésung erhitzt und dann in den Geltrager gegossen, der an beiden

Enden mit einem Keil abgedichtet war. Im noch flissigen Gel eventuell vorhandene

Blasen wurden entfernt und die Kdmme eingesetzt. AnschlieRend musste das Gel 20
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min ausharten, ehe die Kdmme wieder entfernt werden konnten. Dann wurde so viel
Laufpuffer (1 x TAE) hinzugegeben, dass das Gel gleichmalig bedeckt war. Von den
PCR-Produkten wurden jeweils 4 ul in die Geltaschen pipettiert. Eine 100 bp-Leiter
(Roth, Karlruhe) diente als Grolenstandard. Die Elektrophorese erfolgte bei einer

Spannung von 120 V fir 20 min.

f) Fotodokumentation

Die DNA-Banden wurden in den mit Ehtidiumbromid angefarbten Gelen in einer
Geldokumentationskammer (Bio Doc Analyze, Whatman Biometra, Géttingen ) unter
UV-Licht (365nm) angeregt, digital aufgenommen (Canon G2 Power-Shot, Canon

Inc., Tokio, Japan), analysiert und archiviert.

g) Auswertung der PCR- Ergebnisse

Eine Probe galt als positiv fur den nachzuweisenden Erreger, wenn Banden in Hohe
der zu erwartenden Amplifikatgrof3e sichtbar waren. Anhand der 100 bp-Leiter
konnte die ungefahre Grolle des PCR-Produktes abgeschatzt werden und mit der
Positivkontrolle verglichen werden. Sofern keine Banden zu erkennen waren, wurden
die Proben als negativ gewertet, traten undeutliche Banden auf, wurden diese als
fraglich positiv gewertet und wiederholt. Die Negativkontrolle, der Leerwert des
Mastermixes und der AE-Elutionspuffer mussten stets ein negatives Ergebnis

aufweisen.
4.3.1.1 Spezifitat
Alle der in den Tabelle 11 und Tabelle 12 aufgefihrten Primerpaare wurden im

Hinblick auf ihre Spezifitdt mit den in der Tabelle 13 gelisteten Kontrollstammen

getestet.
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4.3.1.2 Analytische Sensitivitat
a) Herstellung der Verdiinnungsreihen

Um die Empfindlichkeit der entwickelten PCR-Systeme zu testen, wurden
Verdunnungsreihen der einzelnen Mykobakterienspezies angesetzt. Dazu wurden
auf der Homepage des "National Center for Biotechnology Information” (NCBI) die
GenomgroRen der Mykobakterien in Erfahrung gebracht. Mit der photomerisch
bestimmten Konzentration der nach der Extraktion aus den kulturell angezichteten
Mykobakterienspezies gewonnenen DNA wurde die Anzahl der Ziel-DNA-Molekule

pro ul wie folgt berechnet (gezeigt am Beispiel von M. tuberculosis):

DNA-Konzentration GenomgrolRe M. tuberculosis H37Rv
62,7 ng/ul 4.411.532 Bp

1 Bp = 660 g/mol
1 mol = 6,023 x 10%* Molekiile (Avogadro’sche Zahl)

4.411.532 Bp x 660 g/mol = 2.911.611.120 g/mol

2.911.611.120 g = 6,023 x 10% Molekiile

2.911.611.120 ng = 6,023 x10™ Molekiile

291.161,112 ng = 6,023 x 10'° Molekiile

1 ng = 6,86 x 10° Molekiile

62,7 ng/ul x 6,86 x 10° Molekiile/ng = 4,3 x 10° Molekiile/pl

SchlieBlich wurde 1 ul der extrahierten DNA mit 3,3 ul 1 x TE zusammengegeben,

um 1 x 10° Molekdile/ul zu erhalten. Nun wurde in 10er-Potenzen die Mykobakterien-
DNA bis auf 1x10™" Molekiile/pl verdiinnt.
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b) Bestimmung der Nachweisgrenze

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze fur die einzelnen PCR-Systeme wurden
jeweils 10-fach PCR-Ansatze fur die Verdlinnungsstufen 10, 1 und 0,1 Molektle
Mykobakterien-DNA/ul durchgefihrt. Aus den hieraus erhaltenen Ergebnissen wurde

mit Hilfe der Probit-Analyse die Nachweisgrenze errechnet.

Far die Umrechnung auf ein Gramm Gewebe mussten nachfolgende Faktoren
eingerechnet werden. Die Erreger-DNA wurde aus 25 mg Gewebe isoliert und von
dem Eluat (100 pl) wurden 2 pl in die PCR eingesetzt. Desweiteren wurde der
Median (1016,5 ng/pl) aus den photometrisch gemessenen DNA-Konzentrationen
der 428 Probenelutionen errrechnet und mit dem Faktor 10,2 in die Umrechnung mit
einbezogen. Demzufolge ergab sich ein Gesamtfaktor von 2x10* der mit den
Ergebnissen der Probit-Analyse  multipliziert werden musste. Um die
Genomkopienaquivalente auf Bakterienaquivalente umzurechnen, war es zu dem

notig, die Anzahl der Insertionssequenzen im Bakteriengenom zu berucksichtigen.

4.3.1.3 Optimierung der Annealingtemperaturen

Die Annealingtemperaturen fur die einzelnen PCR-Systeme wurden in einem
Gradienten-Cycler (T-Gradient, Fa. Whatman Biometra, Goéttingen) optimiert, der es
erlaubt pro Reihe (insgesamt 12 Reihen) eine unterschiedliche Temperatur
einzustellen. Dadurch war es moglich die Optimierung der Annealingtemperatur in

einem Durchgang zu bewerkstelligen.

4.3.1.4 Auswahl der Primer

Fir den Direktnachweis von Mykobakterien aus Lymphknoten mussten die
eingesetzten Primer spezifisch und die PCR hoch-sensitiv sein. Aus diesem Grund

wurden Primer ausgewahlt, die mindestens 10-100 Molekule Mykobakterien-DNA pro

PCR-Ansatz detektieren konnten.
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a) Nachweis des Mpykobakterium tuberculosis Komplexes (MTC) mittels

konventioneller PCR

Fir den Nachweis von Erregern aus dem MTC wurde das F»-R,-Primerpaar (Tabelle

11) eingesetzt, das gegen die Insertionssequenz 1IS1081 gerichtet ist.

b) Nachweis von M. avium ssp. avium, M. avium spp. hominissuis und M. avium

spp. paratuberculosis

Fir den Nachweis ausgewahlter Mykobakterien aus dem MAC-Komplex wurden
Primer ausgewanhlt, die gegen die Insertionssequenzen 1S900, 1S1245 und 1S901
gerichtet sind (Tabelle 16). Aufgrund des Auftretens der 1IS901 und der 1S1245 bei M.
avium ssp. avium und M. avium ssp. silvaticum war es nicht moglich diese mit Hilfe

der PCR voneinander zu differenzieren.

Tabelle 16: Vorkommen einzelner Insertionssequenzen bei verschiedenen Mykobakterien-Spezies
aus dem MAC-Komplex

Mykobakterien- Insertionselement*

Spezies IS 901 IS 900 IS 1245
MAP - + R

M. hominissuis - - +
M. silvaticum + - +
M. avium + - +

* + Insertionselement vorhanden, - Insertionselement nicht vorhanden

4.3.2 Real-time PCR

Zur Speziesdifferenzierung der Mykobakterien aus dem MTC-Komplex wurden
Primer verwendet, die bereits in der Literatur beschrieben wurden (PINSKY und
BANAEI, 2008). Die Primerpaare (Tabelle 17) waren gegen die sogenannten
"Regions of Difference’(RD) gerichtet. Die Bezeichnung RD9- und RD4-present
bedeutet, dass die RD-Sequenz in der zu untersuchenden Spezies vorhanden ist.

RD4-deleted bedeutet hingegen, dass das Primerpaar in eine Region der RD4 gelegt
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ist die nur bei M. bovis und M. bovis BCG zu finden ist. Die Auswertung der Real-

time-PCR-Ergebnisse erfolgte anhand von Schmelztemperaturkurven.

Tabelle 17: Primer fir den Nachweis von Mykobakterien aus dem MTC-Komplex ( aus PINSKY und
BANAEI, 2008)

Primerbezeichnung Zielsequenz/ | Primersequenzen
Amplifikat-
groBe (Bp)
RD9 present* RD9/ F: 5-TTT CGA GCC GTA AAT TAC TGT G-3
51 Bp R: 5- GAG CAT TCT CGC TCC GAA T-3
RD4_deleted RD4/ F :5- AGA AGC GCAACACTCTTG GA-3
94 Bp R: 5- TTG CTG AAA AAT GGC TAT TGA-3
RD4 present RD4/ F:5- AGAAGC GCAACACTCTTG GA-3
55 Bp R: 5- CAT GCG CCC TAT TTG ATC TC-3

* fur die Pyrosequenzierung war der Forward-Primer biotinyliert

a) Pipettierprotokoll

Der Mastermix (Absolute SYBR Green ROX Mix, Thermo Fisher Scientific, UK) und
die Primer wurden in einem separaten PCR-Vorbereitungsraum, in dem ebenso die
Primergebrauchslosungen hergestellt wurden, zunachst aufgetaut und anschlie3end
auf Eis gelagert. Die Primer und der Mastermix wurden in eine 96 Well-Platte
pipettiert und anschlieRend in einen anderen Raum gebracht, in dem unter einer
Werkbank die zu untersuchende DNA und die Negativkontrolle hinzu pipettiert
wurde. Die Positivkontrolle wurde wiederum in einem separaten Raum dazugegeben.
In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Reagenzien fur einen 25 yl Ansatz

aufgelistet.
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Tabelle 18: Pipettierprotokoll fur eine Real-time PCR (25 pl Ansatz)

Reagenzien

Eingesetzte Menge

RNAse freies Wasser

8,0 ul (RD4); 4,25 ul (RD9)

Absolute SYBR Green ROX Mix 12,5 ul

Primermix (0,2 uM [RD4], 0,5 uM [RD9] ) (2,5 pl (RD4); 6,25 ul (RD9)
DNA (100 ng/pl) 2,0l

Gesamtvolumen 25 pl

b) Thermocyclerprogramm

Die PCR-Bedingungen flr die einzelnen Primerpaare waren identisch (Tabelle 19).

Tabelle 19: PCR-Bedingungen flr die Real-time PCR

Schritt Temperatur(°C) | Zeit Funktion Anzahl
1 95 15 min Aktivierung der
Tag- 1x
Polymerase
2 95 15s Denaturierung
3 62 30s Annealing 40 x
4 72 30s Extension
5 95 15s
6 60 1 min 1x
7 95 15s Dissoziation
8 60 15s

c) Optimierung der Primerkonzentrationen

Um die optimalen Primerkonzentrationen fur den Nachweis von Spezies des MTC-

Komplexes mittels Real Time PCR zu finden, wurden Primerkonzentrationen von 0,1
bis 0,6 uM (Endkonzentration im PCR-Ansatz) getestet.
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d) Auswertung der Real-time PCR

Proben mit Fluoreszenzwerten unterhalb des Schwellenwertes (threshold) wurden
als negativ bewertet. Ebenfalls als negativ gewertet wurden Proben, deren
Fluoreszenzwerte zwar den threshold uberschritten nicht aber die erwartete
Schmelztemperatur aufwiesen. Der treshold wurde wie in Kap. 2.5.3 beschrieben
Computer gestutzt ermittelt. Nur Proben deren Fluoreszensignale den threshold
uberschritten und deren Amplifikate die erwartete Schmelztemperatur hatten, wurden

als positiv beurteilt. Die Negativkontrollen mussten stets negativ sein.

4.3.2.1 Spezifitat

Die Spezifitat aller in der Tabelle 17 aufgeflihrten Primerpaare wurde mit den in der

Tabelle 13 gelisteten Kontrollstammen getestet.

4.3.2.2 Analytische Sensitivitat

Die Ermittlung der analytischen Nachweisgrenze der PCR-Systeme wurde mittels
Verdunnungsreihen der einzelnen Mykobakterienspezies durchgefuhrt.
Alle Ansatze wurden mit 10, 1 und 0,1 Molekulen Mykobakterien-DNA/ul 10mal

wiederholt und mit den Ergebnissen eine Probit-Analyse durchgefuhrt.

4.3.2.3 Optimierung der Annealingtemperaturen

Um Unspezifitaten wahrend der PCR aufgrund zu niedriger Annealingtemperaturen
oder Sensitivitatsverluste durch zu hohe Annealingtemperaturen zu vermeiden
wurden fur alle PCR-Systeme die Annealingtemperaturen optimiert. Dies erfolgte in
einem Gradienten-Cycler (T-Gradient, Fa. Whatman Biometra, Gottingen), der es
ermdglicht  unterschiedliche  Temperaturen innerhalb des Thermoblockes
einzustellen. Dadurch kann die optimale Annealingtemperatur eines Primerpaares in

einem Durchgang ermittelt werden.
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4.3.2.4 Bestimmung der mittleren Schmelztemperatur der PCR-Amplifikate

Zur Bestimmung der mittleren Schmelztemperatur wurden zwischen 18 und 27
Positivkontrollen der jeweiligen PCR-Systeme in einer 96-well-Platte amplifiziert und
anhand der Dissoziationskurven die Schmelztemperatur bestimmt. Alle Werte, die
innerhalb einer Abweichung von drei Standardabweichungen von der mittleren
Schmelztemperatur lagen, wurden als positiv bewertet. Werte aulierhalb dieses

Intervalls wurden als unspezifische Amplifikate interpretiert.
4.3.2.5 Ermittlung der Quantifizierungsgrenze

Um eine Aussage Uber die in der PCR nachgewiesene DNA-Menge treffen zu
kénnen, wurden in Dreifach-Ansatzen fir die einzelnen Primerpaare Mykobakterien-
DNA in Konzentrationen von 1x10° bis 1x10? Molekiilen in die PCR eingesetzt.
Anschlieend wurde der Mittelwert aus den Zyklen ermittelt, bei denen der threshold

uberschritten wurde.

Die Effektivitat der Real-time PCR wurde anhand der Formel E (=Effektivitat in %)= (-
1 + 10"™)-100 bestimmt, wobei m die Steigung darstellt. Bei einer Effektivitat von

100% ist eine Verdopplung der Genomkopien pro PCR-Zyklus zu erwarten.

Aus den in Tabelle 24 (Kapitel 5.3.4) ermittelten Daten (Achsenabschnitt und
Steigung) und aus den von der Real-time PCR resultierenden Ergebnissen der
Einzelproben wurden mit Hilfe der Standardgeraden (y = m-x + b) die Zahl der
Genomkopien pro PCR-Ansatz ermittelt. Fir die Umrechnung auf ein Gramm
Gewebe mussten zudem nachfolgende Faktoren eingerechnet werden. Die Erreger-
DNA wurde aus 25 mg Gewebe isoliert und von dem Eluat (100 ul) wurden 2,5 ul in
die PCR eingesetzt. Desweiteren wurde der individuelle Verdiunnungsfaktor der
photometrisch gemessenen DNA-Konzentrationen mit in die Umrechnung

einbezogen.

55



4.3.2.6 Optimierung der eingesetzten DNA-Menge

Um eine Steigerung der Nachweiswahrscheinlichkeit zu erhalten, wurde die
eingesetzte DNA-Menge pro PCR-Ansatz  optimiert. Dazu  wurden
Probenelutionslosungen, die mit 100 ng/pl eingesetzter DNA  positiv getestet
wurden, auf 500-150 ng/ul DNA in 50 ng Schritten eingestellt. Die PCR wurde bei
den entsprechend eingestellten DNA-Konzentrationen wiederholt.

4.3.3 Nachweis von M. bovis, M. tuberculosis und von M. africanum, M.

caprae, M. pinnipedii, M. microti mittels Real-time PCR

Fir den Nachweis ausgewahlter Mykobakterien aus dem MTC wurden Primer
ausgewahlt, die gegen die 'Regions of difference’ RD9 und RD4 (PINSKY und
BANEI, 2008) gerichtet waren. Die PCR wurde auf folgender Grundlage beurteilt
(Abbildung 4).

MTC RDO™ > M. tuberculosis
RD9 -
RDZ+ > M. africanum , M. caprae, M. pinnipedii, M. microti
RD 4-
—_ M. bovis/ M. bovis BCG

Abbildung 4: Schema zur Differenzierung von Spezies aus dem MTC-Komplex anhand der RD4- und
RD9-Sequenzen (+ RD vorhanden; - RD nicht vorhanden); modifiziert nach PINSKY und BANAEI,
2008

4.4 Kulturelle Anzucht

An das Institut far Tierarztliche Nahrungsmittelkunde in Gie3en wurden 18
Lymphknotenproben, die zuvor mittels PCR positiv auf die IS1311 getestet wurden,
zur Anzuchtung von Mykobakterien Ubergeben. Zur kulturellen Anzucht wurden
vornehmlich Proben ausgewahlt, die in der voherigen PCR starke Banden aufwiesen.
Die Probenaufbereitung fur die kulturelle Anzucht erfolgte nach einem im Institut fur
Tierarztliche  Nahrungsmittelkunde,  GieRen  etablierten und  validierten

Arbeitsprotokoll und wurde von dem dortigen Personal durchgefihrt.
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Es wurden je 50 mg von zerkleinerten Lymphknoten fir die kulturelle Anzucht
(HEYM- und MGIT- Nahrmedium) in sterile 15 ml Falcon-Gefalle eingewogen. Die
Probe wurde nun im Falcon-Rdhrchen mit 0,5 ml steriler NaCl suspendiert und 0,5 ml
NALC-NaOH hinzu gegeben. Es wurde grindlich gevortext. Im nachsten Schritt
wurde 20 min bei Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert. Anschliel3end
erfolgte die Zugabe von 1 ml steriler Phosphatpufferlosung. Nicht zerkleinerte
Gewebeteile wurden mit einer Pasteurpipette in einen mit etwas sterilem Sand
befullten Morser Uberfuhrt. Die Gewebeteile wurden mit einem sterilen Pistel
zerkleinert, ehe der Morserinhalt mit einer Pasteurpipette wieder in die Falcon-
Roérchen zurlick gegeben wurde. Es folgte eine Zentrifugation der Rohrchen bei
10.000 x g fur 10 min. Der Uberstand wurde nun verworfen. Das Sediment wurde fiir
MGIT-Medien mit 500 ul, fir HEYM-Medien mit 300 pl NaCl resuspendiert. Die
beimpften Nahrmedien wurden 12 Wochen lang bei 37°C bebritet. Die MGIT-
Nahrmedien wurden mehrere Male in der Woche auf Fluoreszenz uberprift. Bei
positivem Befund wurde auf einem HEYM-Nahrmedium subkultiviert und weitere 12
Wochen bebrutet. Die Bestatigung der kulturellen Ergebnisse erfolgte abschlielRend
durch den Einsatz der in dieser Dissertation verwendeten speziesspezifischen

Primer.

4.5 Sequenzierungsarbeiten

Fir Amplifikate mit einer GroRe Uber 60 Bp wurde die Sequenzierung nach Sanger

und fur Amplifikate unter 60 Bp das Pyrosequencing™ eingesetzt.

4.5.1 DNA-Sequenzierung (nach Sanger)

Um die Nukleinsauresequenz verschiedener Amplifikate zu erhalten, wurden diese
zu GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland) geschickt. Dazu mussten die PCR-
Produkte zunachst reamplifiziert werden. AnschlieRend wurden diese aufgereinigt,
indem zu 26 ul PCR-Produkt 4 pl ExoSAP-IT® (USB Corporation, Cleveland, USA)
gegeben wurde. ExoSAP-IT® beinhaltet die zwei hydrolytischen Enzyme
Exonuklease 1 und Alkalische Phosphatase, die Uberschissige Primer abbauen und
Nukleotide dephosphorylieren. Anschliellend erfolgte die Inkubation in einem

vorgeheizten Thermocycler (Whatman Biometra, Géttingen) fur 15 min bei 37 °C,
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ehe die Enzyme letztendlich bei 80°C 15 min lang inaktiviert wurden. Die derart
praparierten Amplifikate wurden anschlieRend mit 30 ul der jeweiligen 10 uM Primer-
Gebrauchslosungen zu GATC Biotech AG geschickt.

4.5.2 Pyrosequencing™

Diese DNA-Sequenzierungstechnik wurde am Royal Institute of Technology
(Stockholm) entwickelt, um kurze DNA-Abschnitte zu sequenzieren (GLASER, 2001).
Bei diesem Verfahren wird wahrend des Strangaufbaus Pyrophosphat freigesetzt,
welches in einer Kaskade enzymatischer Reaktionen in Licht umgewandelt und in
einem Pyrogramm™ als Peak erkennbar wird. Die Hohe der Peaks ist proportional
zu der Menge der eingebauten Nukleotide. Anhand der Peaks des Pyrogramms™

lasst sich somit die Sequenz des DNA-Abschnittes ableiten.

Zunachst wird das PCR-Produkt in ein einzelstrangiges Template Uberfuhrt, an dem
ein Sequenzierungsprimer gebunden wird (GLASER, 2001). Unter Zugabe eines
Substrat-Enzymgemischs, bestehend aus der DNA-Polymerase, Apyrase,
Sulfurylase und Luciferase, wird das an den Sequenzierungsprimer gebundene
Template im PyroMark™ ID (QIAGEN, Hilden) sequenziert. Nacheinander werden
die vier verschiedenen Nukleotide zu dem Template dispensiert. Ist ein Nukleotid
komplementar zu dem Nukleotid der Matrize, wird dieses von der DNA-Polymerase
eingebaut. Der Einbau des Nukleotids setzt Pyrophosphat (PPi) frei. Dieses wird mit
Hilfe von ADP und der ATP-Sulfurylase zu ATP umgebaut. Die Luciferase katalysiert
in Anwesenheit von ATP die Reaktion von Luciferin zu Oxiluciferin. Das dabei
emittierte Licht wird aufgezeichnet und in dem Pyrogramm als Peak erfasst.
Unverbrauchte Nukleotide werden von der Apyrase abgebaut. Diese Schritte werden

solange wiederholt, bis die vorgegebene dispensation order abgearbeitet wurde.

4.5.2.1 Aufbereitung der PCR-Amplifikate fiir die Pyrosequenzierung

Zunachst wurden die zu sequenzierenden PCR-Produkte um den Faktor 100
verdunnt und in einem 30 pl Ansatz mit dem jeweiligen biotinylierten Primer bei den
entsprechenden Thermocyclereinstellungen reamplifiziert. Die Starke der Bande

wurde mittels Gelelektrophorese Uberpruft.
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Fir die Pyrosequenzierung wurde der Rest des PCR-Ansatzes (etwa 26 pl) mit
RNAse-freiem Wasser auf 40 ul aufgeflllt und in eine 96-well-PCR-Platte pipettiert.
Nun wurden 40 pl einer Streptavidin-Sepharose™-Suspension (Amersham,
Biosciences, Sweden) hinzugegeben und anschlielend die PCR-Platte flr 5 min bei
Raumtemperatur auf einem magnetischen Schittler (Variomag® Monoshaker,
Thermo Fisher Scientific, Deutschland) inkubiert. Dadurch wurden die
doppelstrangigen, biotinylierten PCR-Amplifikate an die Streptavidinbeads
gebunden. Die Streptavidin-Beads mit den an sie gebundenen PCR-Amplifikaten
wurden mittels Vakuum Prep tool (PyroMark™ Q96 Vacuum Prep Workstation,
QIAGEN, Hilden) aufgenommen, in Ethanol (70%) fur 5 s gewaschen, in 0,2 M
NaOH denaturiert (5 s) und im letzten Schritt mit 10 mM Tris-Acetat-Puffer (5 sec)
gewaschen. Die Beads mit den gebundenen DNA-Einzelstrangen wurden danach in
eine mit 40 pl Sequenzierungsprimer beflllte PSQ™ 96-Platte entlassen. Die PSQ™
96-Platte wurde im Anschluss flr 2 min bei 80°C in einem Brutschrank (Memmert,
Schwabach) inkubiert. Dies fuhrte zur Bindung des Sequenzierungsprimers an die
einzelstrangige, biotinylierte DNA-Matrize. Nach dem Abkuhlen wurde die PSQ™96-

Platte in das Pyromark ID-Gerat eingesetzt.

Die PSQ™ 96 Reagenzien-Kartusche wurde mit den Nukleotiden (dATPaS, dCTP,
dGTP, dTTP), dem Enzym-Mix und dem Substrat beflllt. Nach dem Einsetzen der
Kartusche in den Pyromark ID wurde die Sequenzierung uber den Rechner gestartet.
Im ersten Schritt werden durch Luftdruck automatisch 5,5 pyl Enzym- und
Substratlosung aus der Kartusche in die definierten wells der PSQ™96-Platte
uberfuhrt. Anschlielend werden nach der vorgegebenen dispensation order 0,22 ul
der einzelnen Nukleotide in die wells eingespritzt. Der Fortschritt der Sequenzierung

konnte anhand des Pyrogamms am Bildschirm verfolgt werden.

4.5.3 Uberpriifung der Nukleinsduresequenzen

Die ermittelten Sequenzen wurden mit allen in der DNA-Datenbank eingestellten

Sequenzen mit Hilfe des "Basic Local Alignment Search Tools® (BLAST) verglichen.
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4.6 Verwendete Internetdatenbanken

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Biological Abstracts*®

BIOSIS Previews*

CAB Abstracts”

Medline*

National Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nim.nih.gov/
PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Web of Science*

Zoological Record*

* Zugang uber:

http://rzblx10.uni-
regensburg.de/dbinfo/dbliste.php?bib_id=ubgie&colors=31&ocolors=40&lett=c&collid
=VM

4.7 Statistische Auswertung

Alle ermittelten Daten wurden mit dem Programmpaket SPSS® Version 15 (IBM
Company, Chicago) berechnet. Median, Mittelwert, Korrelation, Standardabweichung
und Pravalenz sowie das theoretische Soll-Gewicht wurde mit ,Descriptives® und
,Frequencies” bestimmt. Die analytische Sensitivitat und Nachweisgrenzen der
einzelnen  Primer wurden mit Hilfe der Probit-Analyse  berechnet.
Haufigkeitsunterschiede, auch unter Bertcksichtigung von Geschlechts- und
Altersgruppen sowie anderer, nominal oder ordinal verteilter Effekte, wurden mittels
Chiquadrat-Test auf Signifikanz untersucht. Eine Signifikanz wurde bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 angenommen.
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5 Ergebnisse

5.1 Tierkollektiv

Insgesamt gingen 428 Wildschweine aus 13 Bundeslandern und 33 Revieren in die

Untersuchung ein.

Nach den Ergebnissen der Zahnaltersschatzungen, die fur insgesamt 425
Wildschweine vorliegen, waren die erlegten Tiere zwischen weniger als 3 und Uber
24 Monate alt. Zirka 68% der untersuchten Wildschweine waren unter einem Jahr alt.
Der Anteil an Uberlaufern belief sich auf 22%, der der adulten Tiere (ab 24 Monate)
auf 10%.

Die geschatzten beziehungsweise bestimmten Korpergewichte schwankten absolut
zwischen 4,5 und 105 kg. Das Durchschnittsgewicht betrug 33,4 kg. Die

untersuchten Tiere wichen um 0£18,5 kg vom theoretischen Soll-Gewicht ab.

Das Geschlecht wurde bei 421 Tieren ermittelt. 55,2 % (n=234) der Wildschweine

waren weiblichen Geschlechts, 44,8% (n=187) waren mannlich.

Im Rahmen der Felduntersuchungen wurden die Wildschweine und deren Organe an
den Jagdstreckenplatzen auf fir Mykobakterien charakteristische granulomatdse
Entzindungen untersucht. Bei vier Tieren wurden vergroRerte
Mandibularlymphknoten vorgefunden. Bei diesen lag eine eitrig-abszedierende
Entzindung vor. Bei der Praparation der lleozakallymphknoten fur die DNA-
Extraktion wurden in zehn Lymphknoten etwa 1 mm groRe, weil-gelbliche
Veranderungen von fester bis krimeliger Konsistenz vorgefunden. Dabei handelte es

sich um kalzifizierte Granulome.

5.2 Auswahl der Primer fiir die konventionelle PCR

Von allen in Tabelle 11 und Tabelle 12 (Kap. 4.3.1, Material und Methoden)
aufgefuhrten Primerpaaren wurde nach Optimierung der PCR-Bedingungen die

Spezifitat und Sensitivitat Uberpruft (Tabelle 20).
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Alle optimierten Annealingtemperaturen fir die Primerpaare lagen uber 62°C. Fir
das Primerpaar MA konnte eine Zweistufen-PCR durch Zusammenlegen des
Annealing- und Extensionschrittes durchgefuhrt werden.

Mit den Primerpaaren TB und MAC Il konnte keine Amplifikation der Ziel-DNA
erreicht werden. Ansonsten lag die Sensitivitat der etablieten PCR-Systeme
zwischen 1 x 107 und 1 x 10® DNA-Kopien/PCR-Ansatz (Abbildung 5).

Einige Primerpaare waren nicht spezifisch fur die angegebene Spezies. So reagierte
das vermeintlich MTC-spezifische Primerpaar Rv0577 unspezifisch mit M. avium und
MAP und die Primerpaare 1S1311 und MA unspezifisch mit Erreger-DNA des MTC-
Komplexes. Der MAC | Primer war sehr sensitiv, reagierte aber vermutlich mit

Schweine-DNA, da nahezu 100% der Proben positiv getestet wurden.
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Tabelle 20: Optimale Annealingtemperatur, Spezifitdt und Sensitivitat der eingesetzten Primerpaare

. Optimale Sensitivitat
Bezeichnung . .
o Spezifisch | Annealing- (Anzahl DNA-
rimerpaar . :
far temperatur AT Kopien/PCR-
(°C) Ansatz)
reagiert vermutlich
mit Wildschwein-
MAC | MAC 65 1x10"
DNA (nahezu 100%
positiv)
Kein Amplifikat
MAC I MAC 60
sichtbar
MAC, M.i.", . ,
1S1311 ) 3 57-59 Erkennt MTC 1x10
M.s.”, M.m.
Annealing und
MAC, M.i., 1
MA 68 Extension bei 68°C, 1x10
M.s., M.m.
erkennt MTC
1S901 M. avium 65 1x10°
IS901-R; M. avium 65 1x10°
M.avium
IS1245(long) | M.silvaticum 61-65* 1x 102
M.hominissuis
M.avium
IS1245(short) | M.silvaticum 64 1x10°
M.hominissuis
TJ1-TJ4 MAP 62 1x 10°
Fo-R, MTC 65 1 x10°
1081 MTC 62-65 1x10°
Kein Amplifikat
B MTC 60
sichtbar
Reagiert
Rv0577 MTC 65 unspezifisch mit -
MAP und M. avium
MB 65 1x10°
MTC

"M.i. = M. intracellulare; °M.s. = M. scrofulaceum;

"M.m. = M. malmoense

*in diesem Temperaturbereich war kein Unterschied in der Sensitivitit zu erkennen
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Abbildung 5: Sensitivitatsbestimmung der Primerpaare 1S901 und IS901-R, bei verschiedenen
Annealingtemperaturen

Um das Vorkommen von Erregern des MAC-Komplexes in den Lymphknoten der
Wildschweine zu untersuchen, wurden die Primerpaare MA, 1S901, TJ 1 bis 4 und
IS1245 (short) eingesetzt. Die Nachweisgrenze dieser Primerpaare wurde wie in
Kapitel 4.3.1.2 beschrieben, bestimmt. In der Tabelle 21 sind die mittels Probit-
Analyse errechneten Primersensitivitaten und die damit verbundenen Nachweisraten

der verschiedenen Mykobakterien pro Gramm Lymhpknotengewebe dargestellt.

Fir den Nachweis des MTC-Komplexes wurde das Primerpaar F,-R, eingesetzt
(Tabelle 21).
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Tabelle 21: Analytische Nachweisgrenze der einzelnen Primer fur konventionelle PCR

Primerbezeichnung Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Genomkopien/ |Insertionssequenzen| Bakteriengenom-
PCR-Ansatz im Bakteriengenom | aquivalente/ pro
(95%*) Gramm Gewebe
MA 1,56 2-10 1,6x10" - 3,1x10°
1S901 2,76 7-11 7,9x10" - 5x10°
TJ 1-4 2,3 17 2,7x10°
IS1245 (short) 18,65 mindestens 20 1,9x10*
F2-Ro 0,62 5-7 2,5x10° - 1,8x10°

* bei einer Nachweiswahrscheinlichkeit von 95%

5.3 Speziesdifferenzierung innerhalb des MTC-Komplexes mit der Real-Time
PCR

5.3.1 Optimierung der Primerkonzentrationen

Das RD9-present Primerpaar erzielte bei einer Endkonzentration von 0,5 uM die
hochsten Fluoreszenzsignale. Fur die Primerpaare RD4-present und RD4-deleted

lag die optimale Konzentration im PCR-Ansatz bei 0,2 uM.

5.3.2 Spezifitat und analytische Sensitivitat

Die Primer RD9 present, RD4 present und RD4 deleted zeigten sich als spezifisch
fur Mykobakterien des MTC-Komplexes. Die grofte Sensitivitdt wurde bei einer
Annealingtemperatur von 62 °C erreicht. Die analytische Nachweisgrenze ist in
Tabelle 22 aufgeflhrt.
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Tabelle 22: Analytische Nachweisgrenze der einzelnen Primer fur die Real-Time PCR

Primerbezeichnung Anzahl der Anzahl der RD’s Anzahl der
Genomkopien/ im Bakteriengenom-
PCR-Ansatz Bakteriengenom aquivalente/ pro
(95%*) Gramm Gewebe
RD9-present 24,6 1 4,9x10°
RD4-present 11,06 1 2,2x10°
RD4-deleted 11,67 1 2,3x10°

* bei einer Nachweiswahrscheinlichkeit von 95%
5.3.3 Bestimmung der mittleren Schmelztemperatur der Amplifikate
Die Real Time PCR-Amplifikate wurden anhand ihrer Schmelztemperatur identifiziert.

Dabei erwiesen sich Amplifikate als spezifisch, die im Bereich von drei

Standardabweichungen von der mitttleren Schmelztemperatur lagen (Tabelle 23).

Tabelle 23: Schmelztemperaturen der RD-Primer

RD9 present RD4 present RD4 deleted
n=18 n =26 n =27
Tm Mittelwert 79,7 °C 79,9 °C 85,5 °C
Standardabweichung +0,42 +0,5 0,5
3fache
+1,26 +1,5 1,5
Standardabweichung
Ergebnis positiv im
78,4-81 °C 78,4-81,4 °C 84-87 °C
Temperaturbereich

5.3.4 Bestimmung der Quantifizierungsgrenze

Zur Quantifizierung der Erreger wurde eine dekadische Verdiinnungsreihe (10 bis
10° Erreger pro PCR-Ansatz) mit genomischer DNA der Referenzstimme M.
tuberculosis, M. bovis und M. microti durchgefuhrt (Abbildung 6 bis Abbildung 8) und
anhand der daraus erstellten Standardkurven die Erregerkonzentration in den

Proben ermittelt.
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Abbildung 6: Standardkurve der dekadischen Verdiinnungsreihe des M. tuberculosis Stammes
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Abbildung 7: Standardkurve der dekadischen Verdiinnungsreihe des M. microti Stammes
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Abbildung 8: Standardkurve der dekadischen Verdlnnungsreihe des M. bovis Stammes
Das Bestimmtheitsmal lag bei allen Regressionsgeraden tber 0,98 und die Steigung

der Geraden bei Werten von -3,8 bis -3,23 (Tabelle 24). Dies entspricht eine PCR-
Effizienz von 83% bis 104%.

Tabelle 24: Angaben zu den bei der Bestimmung der Quantifizierungsgrenze erhaltenen Ergebnissen

Parameter RD9 present RD4 present RD4 deleted
BestimmtheitsmalR > 0,98 > 0,99 > 0,99
Steigung/Effizienz - 3,8/83% - 3,48/94% - 3,23/104%

Achsenabschnitt 40,85 36,25 38,74

5.3.5 Optimierung der eingesetzten DNA-Menge

Zur Ermittlung der maximal pro PCR-Ansatz einsetzbaren DNA-Menge wurden M.
tuberculosis-positive Mesenteriallymphknoten von Wildschweinen mit der Real-Time
PCR untersucht. Dazu wurden in Dreifachansatzen verschiedene DNA-Mengen in
die Real-Time PCR eingesetzt (Tabelle 25) mit dem Ergebnis, dass die maximal in
die PCR einsetzbare DNA-Menge bei 200 ng lag.
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Tabelle 25: Einsatz verschiedener DNA-Mengen in die Real Time PCR

M. tuberculosis RD9 present Primer
positive
1. Ansatz 2. Ansatz 3. Ansatz
Lymphknoten
Eingesetzte DNA Tm' Tm Tm
: Ct . Ct . Ct .
in ng (°C) (°C) (°C)
200 35,18 79,3 34,77 79,3 34,76 79,6
300 n.n.? n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
500 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
600 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
700 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
800 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
1000 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

'"Tm = Schmelztemperatur; 2n.n. = nicht nachweisbar

5.4 Pravalenzen von MTC

Insgesamt wurden 428 Proben mittels PCR untersucht. Durch die Amplifikation der
fur MTC charakteristischen 1IS1081-Nukleotidsequenz entstand eine Bande von 135
Bp (Abbildung 9).

GroBenstandard

1000 Bp
vy

—
|

L
-

100 Bp

| AR S R 0 D) e T 2 R b

Abbildung 9: Typisches Bandenmuster der MTC-PCR. Spur 1: GréRenstandard (100 Basenpaar-
Leiter), Spur 2-10 und 12-14: negative Proben, Spur 11: positive Probe (# 129), Spur 15:
Positivkontrolle
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Bei den durchgefuhrten Untersuchungen waren 351 von 428 untersuchten Tieren
(82%) MTC-negativ, 77 Tiere (18%) waren MTC-positiv. Bezogen auf die in den
Bundeslandern beprobten Reviere wurden 57,6% respektive 57,1% der untersuchten
Wildschweine in Mecklenburg-Vorpommern (MV) und Nordrhein-Westfalen (NW) als
MTC-positiv eingestuft. Im Vergleich dazu waren die Pravalenzen in den anderen elf
untersuchten Bundeslandern kleiner 20% (Abbildung 10). Miteinander vergleichbare
Pravalenzen (12,5 bis 19,5%) wurden in den Bundeslandern Baden-Wurttemberg
(BW), Schleswig-Holstein (SH), Sachsen (SN), Brandenburg (BB), Niedersachsen
(NS) und Rheinland-Pfalz (RP) vorgefunden. In Hessen (HE), Saarland (SL) und
Thuringen (TH) wurden vergleichsweise wenig (2,3 bis 6,5%) MTC-positive Tiere
nachgewiesen. Allein in Bayern (BY) und in Sachsen-Anhalt (ST) trat kein Fall einer
MTC-Infektion auf. Die Pravalenzen waren in den einzelnen Bundeslandern

signifikant (p= 0,000) verschieden.
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Abbildung 10: Bundesweit ermittelte Pravalenzen fir MTC in der Jagdsaison 2008/2009

Abbildung 11 gibt die Pravalenzen der MTC-positiven Wildschweine in den
untersuchten Revieren an. Das prozentuale Auftreten von MTC in den Revieren war
signifikant (p =0,000) verschieden. Auffallig ist, dass in allen untersuchten Revieren

Mecklenburg-Vorpommerns MTC-Pravalenzen von Uber 50% gefunden wurden.
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Ahnlich hohe Pravalenzen wurden nur noch in Revier 12 in Nordrhein-Westfalen
(57,1%), in Revier 21 in Niedersachsen (63,9%) und in Revier 11 in Sachsen (57,1%)
festgestellt. In den Revieren 25 in Rheinland-Pfalz und 13 in Brandenburg betrugen
die Pravalenzen 40 beziehungsweise 38,5%. In den restlichen Revieren trat MTC bei
0 bis 15,4% der beprobten Wildschweine auf. In einer groReren Region entlang der
hessisch/bayrisch/thiringischen Grenze waren die meisten Reviere MTC-negativ,
nur zwei Reviere zeigten eine geringe Belastung mit Erregern aus dem MTC-

Komplex.
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Abbildung 11: Prozentuales Vorkommen von MTC in den untersuchten Revieren
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5.4.1 Zusammenhang zwischen MTC-Pravalenz und Alter

Der Anteil MTC-positiver

Wildschweine verteilt

sich gleichmalig auf die

verschiedenen Altersgruppen. Die MTC-Pravalenzen schwankten zwischen 10,3%
bei den 22-24 Monate alten Tieren und 25% bei den 3-4 und den 15 Monate alten
Tieren. Davon ausgenommen waren die Tiere unter drei Monaten, bei den kein MTC-

positives Tier detektiert wurde (Tabelle 26). Der Zusammenhang zwischen dem Alter

der Tiere und der MTC-Pravalenz war nicht signifikant.

Tabelle 26: Zusammenhang zwischen Zahnalter und MTC-Pravalenzen

Alter Tierzahl MTC-positiv MTC-negativ
(in Monaten) (n) (in %) (in %)
<3 3 0 100
3-4 36 25 75
6-8 223 18,4 82,6
10-12 26 19,2 80,8
15 4 25 75
17-18 14,3 85,7
19-20 45 13,3 86,7
22-24 39 10,3 90,7
> 24 42 23,3 76,7

5.4.2 Zusammenhang zwischen Geschlecht und MTC- Pravalenzen

Der Unterschied in der geschlechtsabhangigen MTC-Pravalenz war statistisch nicht

signifikant.

5.4.3 Zusammenhang zwischen Korpergewicht und MTC-Pravalenzen

Die Abweichung vom errechneten Soll-Gewicht zwischen den MTC-positiven und

-negativen Tieren war nicht signifikant.
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5.4.4 Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Granulomen und MTC-

Pravalenzen

In allen zehn Fallen wurden die unter Kapitel 5.1 aufgeflUhrten als kalzifizierte
Granulome angesprochenen Veranderungen ausschliel3lich bei MTC-positiven
Wildschweinen (p= 0,000) gefunden. Bezogen auf alle MTC-positiven Tiere (77

Tiere) wurden in 13% (10 Tiere) der Falle Granulome nachgewiesen.

5.5 Pravalenzen von M. tuberculosis, M. bovis/BCG und M.

microti/africanum/pinnipedii/caprae

Von den 77 MTC-positiven Wildschweinen konnten 22 Tiere (28,5%)
Mykobakterienspezies des MTC-Komplexes zugeordnet werden. Auf Deutschland
ubertragen wurden insgesamt zwolf Tiere (2,8%) positiv auf M. tuberculosis, funf
Tiere (1,2%) positiv auf M. bovis/BCG und funf Tiere (1,2%) positiv auf M.

microti/africanum/pinnipedii/caprae getestet.

In Mecklenburg-Vorpommern und Baden-Waurttemberg waren 18,2 respektive 12,5%
aller untersuchten Schweine PCR-positiv auf M. tuberculosis. Der prozentuale Anteil
lag in den Bundeslandern Sachsen, Schleswig-Holstein und Nordrhein-Westfalen
zwischen 2,9 und 7,3%. In den Ubrigen Bundeslandern wurde M. tuberculosis nicht
nachgewiesen (Abbildung 12 und Abbildung 13).

M. bovis/BCG wurde in Thiringen, Brandenburg und Mecklenburg-Vorpommern in
3,2 bis 6,1% der untersuchten Wildschweine gefunden. In den restlichen
Bundeslandern wurde M. bovis/BCG nicht nachgewiesen. Bei einem einzigen
Wildschwein konnte eine Simultaninfektion mit M. bovis/BCG und M. tuberculosis

nachgewiesen werden (Abbildung 12 und Abbildung 13).

M. microti/africanum/pinnipedii/caprae konnte in 2,5 bis 5,3% der untersuchten
Wildschweine in Niedersachsen, Sachsen, Saarland und Nordrhein-Westfalen
detektiert werden. In den anderen Bundeslandern gelang kein Nachweis (Abbildung
12 und Abbildung 13).
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Die Korrelation zwischen dem Auftreten von Granulomen und der anschlieRenden
Speziesdifferenzierung war nicht signifikant.

20,0 -
18,0 -
16,0
14,0 B M. tuberculosis
12,0
10,0 OM. bovis/BCG
8,0
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4,0 -
G N I O
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Bundeslédnder

Pravalenz in %

OM. microti, M. africanum, M.
pinnipedii, M. caprae

Abbildung 12: Nachweishaufigkeit von Mykobakterien des MTC in den einzelnen Bundeslandern

Die Verteilung der verschiedenen Spezies des MTC-Komplexes auf die beprobten
Reviere ist in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: graphische Darstellung zum Auftreten von Mykobakterien des MTC in den
entsprechenden Revieren. 1 = M. tuberculosis; 2 = M. bovis/BCG;, 3 = M.
microti/africanum/pinnipedii/caprae; 4 = simultaner Nachweis von 1 und 2 im jeweiligen Revier; 5 =

simultaner Nachweis von 1 und 3 im jeweiligen Revier
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5.5.1 Quantifizierung der Erregermengen

M. tuberculosis

Im Median wurden 3,6 x 10° Genoméaquivalente pro Gramm Lymphknoten
nachgewiesen. Minimal wurden 3,3 x 10° maximal 3,4 x 10’ Genomkopien pro

Gramm Gewebe gefunden.

M. bovis/ BCG

Im Median wurden 3,6 x 10° Genomaquivalente pro Gramm Lymphknoten

vorgefunden. Minimal wurden 1,2 x 10°> maximal 7,2 x 10° Genomkopien pro Gramm

Lymphknotengewebe detektiert.

M. microti/ africanumy/ pinnipedii/ caprae

Im Median wurden 3,8 x 10* Genoméaquivalente pro Gramm Lymphknoten
nachgewiesen. Minimal wurden 5,4 x 10° maximal 1,5 x 10° Genomkopien pro

Gramm Gewebe gefunden.

In Tabelle 27 ist die auf ein Gramm Lymphknoten umgerechnete Erregermenge

angegeben.
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Tabelle 27: Anzahl der nachgewiesenen Genomaquivalente der jeweiligen Mykobakterien-Spezies
pro Gramm Gewebe

Genomkopien . Bakteriengenom-
Verdinnungs-| _
Spezies Tiernummer pro PCR- . aquivalente pro
aKtor
Ansatz Gramm Gewebe
72 199,5 11 3,7 x10°
74 199,5 11,5 3,5x10°
78 1313,5 12 2,5x 10’
85 2132,8 10 3,4 x107
86 226.,6 75 2,7 x 10°
v 97 227 9 3,3x10°
' 129 167,4 7 1,9 x 10°
tuberculosis
162 199,5 12 3,8 x 10°
177 139,6 13,5 3,0 x 10°
188 91,3 8 1,2 x 10°
262 148,3 17,5 4,2 x 10°
341 56,2 7.5 6,7 x 10°
Median 3,6 x 10°
74 7.1 11 1,2 x 10°
89 9,4 13 2,0x10°
M. 243 15,4 25 6,2 x10°
bovis/BCG 245 20,5 22 7.2x10°
352 23,7 9,5 3,6 x10°
Median 3,6 x10°
140 1,2 20 3,8 x10*
M. .
169 1,3 8 1,7 x 10
microti/africa =
199 4.4 22 1,5 x 10
num/
S 270 23,2 9,5 3,5x10°
pinnipedii/ca
425 0,4 8,5 54 x10°
prae
Median 3,8 x 10*
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5.5.2 Sequenzierung

Zur Bestatigung der Richtigkeit der Amplifikate aus der F>-Rp-, RD9 present- und
RD4 deleted-PCR wurden diese sequenziert. Die erhaltenen Sequenzdaten wurden
mit allen in der Genbank eingetragenen Sequenzdaten mit Hilfe des "Basic Local

Alignment Search Tool" (BLAST) verglichen.

Dabei zeigte das RD9 present-Amplifikat eine Ubereinstimmung von 100% mit M.
tuberculosis und auch das RD4 deleted-Amplifikat erwies sich als spezifisch flur M.
bovis/M. bovis BCG (Tabelle 28). Die Spezifitat der Primer F,-R, flr Spezies aus

dem MTC-Komplex wurde ebenfalls anhand der Sequenzierung bestatigt.
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Tabelle 28: Ergebnis des Vergleichs der Sequenzdaten MTC-spezischer Amplifikate mit Eintrdgen in
der Datenbank

Sequenz des MTC-Amplifikats (F2-Rz)
CTG CTC TCG ACG TTC ATC GCC GCC TTG ATG GGG GCT GAA GCC GAC GCC CTG TGC
GGG GCG GGC TAC CGC GAA CGC AGC GAT GAG CGG TCC AAT CAG CGC AAC GGC TAC
CGC CAC CGT GAT TTC GAC ACC CGT GCC

Grad der Ubereinstimmung mit den aufgefiihrten Spezies

M. tuberculosis KZN 1435 (Acc.-Nr.
CP001658)

M. bovis BCG Tokyo (Acc.-Nr.
AP010918)

M. tuberculosis H37Ra (Acc.-Nr.
CP000611)

M. tuberculosis F11 (Acc.-Nr. CP000717)

100 % M. bovis BCG Pasteur 1173P2 (Acc.-Nr.
AM408590)

M. tuberculosis CDC1551 (Acc.-Nr.
AE000516)

M. bovis subsp. bovis AF2122/97 (Acc.-
Nr. BX248333)

M. tuberculosis H37Rv (Acc.-Nr.
AL123456)

Sequenz des M. tuberculosis-Amplifikats (RD9 present)
GCC CTG CGC AAT TCG GAG CGA GAA TG

Grad der Ubereinstimmung mit den aufgefiihrten Spezies

M. tuberculosis KZN 1435 (Acc.-Nr.
CP001658)

M. tuberculosis F11 (Acc.-Nr. CP000717)

. M. tuberculosis H37Ra (Acc.-Nr.
100 % CP000611)

M. tuberculosis CDC1551 (Acc.-Nr.
AE000516)

M. tuberculosis H37Rv (Acc.-Nr.
AL123456)

Sequenz des M. bovis/BCG-Amplifikats (RD4 deleted)

AGC GCA ACA CTC TTG GAG TGG CCT ACA ACG GCG CTC TCC GCG GCG CGG GCG TAC
CGG ATATCT TAG CTG GTC AAT AGC CAT TTT TCA GCA A

Grad der Ubereinstimmung mit den aufgefiihrten Spezies

M. bovis BCG Tokyo (Acc.-Nr.
AP010918)

100 % M. bovis BCG Pasteur 1173P2 (Acc.-Nr.
AM408590)

M. bovis subsp. bovis AF2122/97 (Acc.-
Nr. BX248333)
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5.6 Pravalenzen von MAC

Der zum Nachweis von MAC eingesetzte MA-Primer war nicht rein spezifisch flr den
MAC. Dies ist bei den insgesamt 35 (8,2 %) positiv getesteten Wildschweinproben zu
berticksichtigen. Die 35 positiven MAC Lymphknotenproben wurden mit den in Kap.
4.3.1 aufgefuhrten Primern auf ihre Spezieszugehorigkeit Uberpruft. Die falsch

positiven PCR-Ergebnisse wurden nicht weiter verfolgt.

5.7 Pravalenzen von M. avium ssp. avium/silvaticum, M. avium ssp.

hominissuis und MAP

Bei keinem der 428 untersuchten Wildschweine konnte eine Infektion mit M. avium

ssp. avium/silvaticum oder M. avium ssp. hominissuis bestatigt werden.

Ein einziges Wildschwein aus einem Revier in Nordrhein-Westfalen wurde PCR-
positiv auf MAP getestet. In diesem Tier wurde zusatzlich MTC nachgewiesen. Damit

waren nur 0,2% der Wildschweine positiv fur MAP.

5.8 Kulturelle Anzucht

Makroskopisch stellten sich nach einer insgesamt 12 Wochen andauernden
Inkubation auf zwei HEYM-Medien und nach weiteren 6 Wochen auf einem weiteren
HEYM-Medium Bakterienkolonien dar. Bei der Speziesdifferenzierung mittels PCR
wurden die beiden erstgenannten als MAP-Kolonien bestatigt. Gleichzeitig war eine
der Proben PCR-positiv fur M. avium ssp. hominissuis. Die nach 18 Wochen
gewachsenen Kolonien stellten sich als M. avium ssp. avium/silvaticum heraus. Das
betroffene Tier stammte aus Thdringen. Auch alle anderen Nahrmedien, auf denen
makroskopisch nichts zu sehen war, wurden mit Hilfe der PCR Uberpruft, es konnten
aber keine weiteren Spezies des Avium- und Tuberkulose-Komplexes bestatigt
werden. Eines der mit MAP infizierten Wildschweine stammte aus einem Revier in
Mecklenburg-Vorpommern. Das andere sowohl mit MAP als auch mit M. avium ssp.
hominissuis infizierte Tier stammte aus dem Saarland. In Abbildung 13 sind die

einzelnen Reviere, in denen die positiven Nachweise gelangen, aufgefuhrt.
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Abbildung 14: graphische Darstellung zum Nachweis einzelner Mykobakterienspezies des MAC-
Komplexes: 1 = MAP (PCR-Nachweis); 2 = MAP (kultureller Nachweis); 3 = MAP + M. avium ssp.

hominissuis (kultureller Nachweis); 4 = M. avium ssp. avium/silvaticum (kultureller Nachweis)
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6 Diskussion

Mykobakterien sind Ausloser der sogenannten Mykobakteriosen und der
Tuberkulose bei Schweinen. Sie gelten als Zoonoseerreger. Insbesondere Kinder
und immunsupprimierte  Personen werden als pradestiniert fur durch
Mykobakterieninfektionen hervorgerufene Erkrankungen angesehen (COMAS und
GAGNEUX, 2009). Krankheitsausbriche bei Nutztierbestdanden haben grolRe
Okonomische Auswirkungen auf den internationalen Handel und damit verbunden auf

die hiesige Landwirtschaft.

Wildtierpopulationen nehmen eine besondere Stellung als Reservoir fur die Infektion
von Nutztierbestanden ein (BIET et al., 2005; GAVIER-WIDEN et al., 2009). Als
getilgt geltende Infektionskrankheiten wie die Tuberkulose treten sporadisch auch in
Deutschland (2008: 230 neue Erkrankungsfalle bei Rindern in 23 Betrieben; Quelle:
Bundestierarztekammer) immer wieder auf. In benachbarten Landern wie Frankreich
(ZANELLA et al., 2008a), Osterreich (GLAWISCHNIG et al., 2003), Tschechien,
Polen (MACHACKOVA et al., 2003) und Spanien (NARANJO et al., 2008a) wurden
bereits Untersuchungen zum Vorkommen von Mykobakteriosen und der Tuberkulose
bei wildlebenden Tieren durchgefuhrt. In Deutschland hingegen fehlen solche

Untersuchungen weitesgehend.

Ziel dieser Arbeit war es, stichprobenartig das Vorkommen und die Verbreitung
ausgewahlter Mykobakterienspezies in deutschen Wildschweinpopulationen zu
untersuchen. Hierzu wurde die DNA aus Lymphknoten des lleozékalbereichs isoliert
und versucht, Mykobakterien-spezifische Nukleotidabschnitte mit Hilfe der PCR zu
amplifizieren. Eine Auswahl von Lymphknoten positiver Reagenten wurden zudem
einem kulturellen Anzuchtversuch auf Mykobakterien unterzogen, um die PCR-

Ergebnisse zu bestatigen.

6.1 Methodenkritik

Die vorliegende epidemiologische Studie war als Feldstudie ausgelegt. Das
Tiermaterial wurde im Rahmen der Jagdausubung gesammelt. Dies stellte einen

nicht zu unterschatzenden Unsicherheitsfaktor da, denn die zu erwartende
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Jagdstrecke der erlegten Wildschweine konnte vor dem jeweiligen Jagdtermin
schwer abgeschatzt werden. Das Untersuchungsgebiet wurde weit gefasst, um einen
Bundeslander-ubergreifenden Uberblick Uber das Auftreten von
Mykobakterieninfektionen zu ermdglichen. Um ein moglichst aussagekraftiges
Ergebnis zu erzielen, wurde die Probensammlung in einer grélkeren Anzahl von
Revieren (n=33) durchgefuhrt. In den untersuchten Revieren konnte eine
verhaltnismaRig grole Probandenzahl (n=428) gewonnen werden. Sie reicht aus, um
erste aussagekraftige Ergebnisse Uber den Infektionsstatus deutscher Wildschweine
mit ausgewahlten Mykobakterienspezies zu erhalten. Bei der Einschatzung der
Erregerpravalenzen auf Bundeslandebene muss jedoch beachtet werden, dass sich
Pravalenzen bereits auf Revierebene, abhangig von Populationsdichte und sonstigen
Umweltbedingungen, erheblich unterscheiden konnen. Die Ubertragung regionaler
Erregerpravalenzen auf die Ebene des entsprechenden Bundeslandes muss daher

sehr vorsichtig interpretiert werden.

An der Jagdstrecke wurden die Organe der erlegten Wildschweine auf das
Vorhandensein der fur die Mykobakterien charakteristischen granulomatdsen
Entzindungsherde untersucht. Die im Rahmen einer Feldstudie stattgefundene
Suche nach pathologisch-anatomischen Veranderungen kann daher nicht mit den
ublichen Sektionen von veterinar-pathologischen Instituten verglichen werden.
Tuberkulése Lasionen koénnen derart klein sein, dass sie selbst wahrend
routinemafiger Autopsien nicht nachgewiesen werden kénnen (GAVIER-WIDEN et
al., 2009). Daher konnen auftretende pathologische Veranderungen vereinzelt

Ubersehen worden sein.

Die Wildschweine wurden auf sogenannten Treib- oder Driickjagden erlegt. Mit Hilfe
dieser Jagdform konnten in den Herbst- beziehungsweise Wintermonaten sehr grof3e
Stuckzahlen in einem begrenzten Zeitraum beprobt und ausgewertet werden. Eine
ahnlich grol3e Stuckzahl in den Fruhlings- und Sommermonaten zu erreichen ist
aufgrund des in der Regel praktizierten Einzelabschusses nicht realisierbar. Dieser
Umstand muss bei der Bewertung der Ergebnisse beachtet werden. Eine Uber das
Jahr gleichmaldig verteilte Untersuchung der Probanden hatte zusatzlich

jahreszeitlich bedingte Unterschiede aufdecken konnen. Dies war aber aus
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wildbiologischen, jagdrechtlichen und organisatorischen Gesichtspunkten schwer

moglich.

Die nordlichen Teile Nordrhein-Westfalens und die westlichen Teile Niedersachsens
konnten nicht beprobt werden, da es sich dort um hauptsachlich landwirtschaftlich
gepragte Gebiete handelt in denen zu dieser Jahreszeit keine Druckjagden mit
entsprechender Streckenerwartung durchgefuhrt wurden. Aus organisatorischen
Grinden und wegen der mitunter geringen Jagdstreckenerwartung wurde auf die

Probennahme in Revieren Mittel- und Sudbayerns verzichtet.

Die Alterseinschatzung bei den erlegten Tieren erfolgte anhand der Beurteilung ihres
individuellen Zahnstatus. Bis zu einem Alter von zwei Jahren lasst sich das
Lebensalter relativ genau schatzen. Die Beurteilung des Alters bei alteren
Wildschweinen anhand des Gebisses hatte nur sehr ungenau erfolgen kénnen und
ware mit einem deutlich grofleren Aufwand verbunden gewesen. Aufgrund der
Tatsache, dass sich die Fragestellung dieser Arbeit hauptsachlich mit dem
generellen Nachweis der Mykobakterienspezies beschaftigte, wurden diese Tiere zu

der Gruppe der adulten Wildschweine (alter als 2 Jahren) zusammengefasst.

Der direkte Erregernachweis mittels PCR ist eine seit Jahren gebrauchliche,
spezifische und sensitive Methode mit der auch noch geringe Genommengen
detektiert werden koénnen. Im Vergleich zum Goldstandard in der
Mykobakteriendiagnostik, der kulturellen Anzucht (TAYLOR et al., 2001) kann die
PCR schon innerhalb von kurzer Zeit Ergebnisse zum Infektionsstatus der einzelnen
Tiere liefern. Spezifische und sensitive PCR-Systeme kdnnen flur epidemiologische
Studien die kulturelle Anzucht ersetzen (CARDOSO et al.,, 2009; CLARK et al.,
2008). Vorraussetzung dafur ist, dass Sensitivitaten erreicht werden, die mit
Sensitivitaten der kulturellen Anzucht vergleichbar sind. Der positive PCR-Nachweis
kann aber nicht zwangslaufig, im Gegensatz zur kulturellen Anzucht, mit dem
Vorliegen eines vermehrungsfahigen Erregers gleichgesetzt werden. In Bezug auf
die geringen Mengen an Gewebe, die Ublicherweise in die PCR eingesetzt werden,
konnen in wenigen Fallen Erreger nicht erfasst und als falsch negativ eingestuft

werden. Dies galt es zu bertcksichtigen.
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6.2 PCR

Die verwendeten PCR-Syteme waren geeignet, 0,1 DNA-Kopien pro PCR-Ansatz zu
detektieren. Dies war nur moglich, da die Primer auf die im Genom mehrfach
vorkommenden Insertionssequenzen gerichtet waren. Demzufolge waren die in die
konventionelle PCR eingesetzten Primern in der Lage mit einer
Nachweiswahrscheinlichkeit von 95 % zwischen 1,8x10° und 1,9x10* Mykobakterien-
Genomaquivalente nachzuweisen. Verschiedenen Publikationen zu folge sind fur
einen sicheren MAP-Nachweis mittels kultureller Anzucht mindestens 100 CFU/g Kot
noétig (HALLDORSDOTTIR et al.,, 2002; VANSNICK et al.,, 2007). Vergleichbare
Mengenangaben fur Lymphknotengewebe werden in der aktuellen Literatur nicht
beschrieben. Zur Reduzierung der PCR-Ansatze und der Kosten wurden zuerst
Primer auf den MAC und MTC eingesetzt, um anschlieRend an den MAC- und MTC-
positiven Proben eine Speziesdifferenzierung Uber die speziesspezifischen Primer zu
versuchen. Das auf den MAC gerichtete Primerpaar erwies sich als nicht rein MAC-
spezifisch. Einerseits wird die 1S1311 auch von anderen Mykobakterien wie M.
scrofulaceum, M. malmoense und M. intracellulare exprimiert (JOHANSEN et al.,
2005), andererseits detektierte der Primer auch Spezies des MTC. Dennoch konnten
mit Hilfe seiner Verwendung die Anzahl der PCR-Ansatze deutlich reduziert werden.
Der MTC-Primer zeigte sich hingegen als hochspezifisch und gleichzeitig dul3erst

sensitiv.

Zur Differenzierung der MAC-Spezies wurden die Primer auf deren
Insertionssequenzen gerichtet. In einer Vielzahl von Publikationen wurde deren
Verwendung fur die Speziesdifferenzierung bereits beschrieben (MOSER, 2009;
JOHANSEN et al., 2005; TRCKA et al., 2006; CVETNIC et al., 2007; PAVLIK et al.,
2003b; ICHIKAWA et al., 2009; TURENNE et al., 2006; DOMINGOS et al., 2009). In
verschiedenen Veroffentlichungen wurde bereits das Auftreten von 1S900-like
Sequenzen in anderen Mykobakterien beschrieben (TADDEI et al., 2008; COUSINS
et al., 1999; ENGLUND et al., 2002). Aus diesem Grund wurde der positive MAP-
Nachweis aus den Kulturen nochmals mit anderen auf3erst spezifischen aber nicht
sehr analytisch sensitiven MAP-Primern, zielgerichtet auf die Sequenzen ISMav2
und F57, durch das Institut flr Tierarztliche Nahrungsmittelkunde Gielden Uberprift

und bestatigt.
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Von 77 PCR-positiven MTC-Proben konnten nur 22 Proben einer MTC-Spezies
zugeordnet werden. Die fur den Nachweis ausgewahlte 1S1081 gilt als spezifisch fur
MTC (DZIADEK et al., 2001). Dem gegenuber gelang bei den Ubrigen 55 Proben
keine Speziesdifferenzierung. Dies ist durch die unterschiedliche analytische
Sensitivitat zu erklaren. Der auf den MTC-Komplex gerichtete F2-R,-Primer war in
der Lage, mit einer 95 %igen Nachweiswahrscheinlichkeit 1,8 bis 2,5 x 103
Genomaquivalente pro Gramm Lymphknotengewebe zu erkennen. Die auf die
einzelnen Spezies gerichteten RD-Primer schafften es lediglich zwischen 2,2 x 10°
und 4,9 x 10° Genomaquivalente zu detektieren. Damit erwiesen sie sich als nicht
geeignet fur einen zuverlassigen Mykobakterien-Direktnachweis aus einem
Korpergewebe. Der Nachweis von Genabschnitten, deren Sequenzen im Genom nur
in Einfachkopien vorkommen, ist fur den Direktnachweis deshalb nur bedingt
einsetzbar. Zu demselben Schluss kommt auch TAYLOR et al. (2007). Andererseits
erlaubt die Verwendung der RD-Primer, uberhaupt eine Aussage daruber zu treffen,
welche MTC-Spezies in der deutschen Wildschweinpopulation tatsachlich

vorkommen.

In der Publikation von PINSKY und BANAEI (2008) wird der RD9 Primer als
spezifisch fur M. tuberculosis beschrieben. Es ist aber auch bekannt, dass die RD9-
Region in M. canetti und M. africanum Il vorkommt (BROSCH et al., 2002; HUARD et
al. 2003). Aufgrund fehlender Referenzstamme konnte die Spezifitat des Primers fur

M. tuberculosis deshalb nicht Gberpruft werden.
6.3 Kulturelle Anzucht

Exemplarisch wurden 18 mittels PCR auf MAC positiv getestete Lymphknotenproben
einem  kulturellen  Anzuchtversuch durch das Institut flr Tierarztliche
Nahrungsmittelkunde Giel3en unterzogen. In drei Ansatzen gelang die Anzucht von
Mykobakterien. Die geringe Ubereinstimmung zwischen PCR und kultureller Anzucht
wurden auch von anderen Autoren beschrieben (MULLER et al., 2007). Fir die
geringen Anzuchtergebnisse kommen verschiedene Ursachen in Frage. Einerseits
konnen methodisch bedingt nicht mehr lebensfahige Mykobakterien nur in der PCR

nachgewiesen werden, andererseits kann auch das vor der kulturellen Anzucht
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notwendige = Dekontaminationsverfahren  negative  Auswirkungen auf die
Anzuchtergebnisse haben (REDDACLIFF et al., 2003). Denn vor dem Hintergrund,
dass die Wildschweine erlegt worden sind und aufgrund der Schussverletzung keine
,sterilen“ Bedingungen in der Bauchhohle herrschen und die Magen-Darm-Barriere
etwa 45 min nach dem Tod der Tiere zusammenbricht, muss auch von einer
erhohten Kontamination der Lymphknoten mit Begleitkeimen ausgegangen werden
(AKINEDEN, 2010). Elementar fur ein zufriedenstellendes Anzuchtergebnis ist
deshalb der Einsatz eines geeigneten Dekontaminationsverfahrens, das jedoch eine
Beeintrachtigung der Mykobakterien im Probenmaterial nach sich ziehen kann
(AKINEDEN, 2010; FISCHER, 2010).

Die aber wohl bedeutendste Ursache fur die gegensatzlichen Ergebnisse ist in dem
maoglichen Auftreten von Spheroplastenstadien (=zellwanddefekte Mykobakterien) zu
suchen. Generell ist zum Auftreten zellwanddefekter Mykobakterien beim Menschen
wenig und zur Isolation zellwanddefekter Mykobakterien beim Tier noch weniger
bekannt (BERAN et al., 2006). Derzeit wird davon ausgegangen, dass
Mykobakterien vielfach als Spheroplasten-Stadien in granulomatds veranderten
Geweben uberleben (BOBCHENOK et al., 2002). Eine Umwandlung dieser Stadien
in normale, zellwandkompetente Formen ist nur langsam moglich (BERAN et al.,
2006). Die kulturelle Anzucht kann Monate bis Jahre dauern, ehe Kolonien auf
Nahrmedien wachsen (CHIODINI et al., 1986; GRAHAM et al., 1987). Auch HINES
und STYER (2003) berichten davon, dass es extrem schwierig ist zellwanddefekte
Formen von MAP zu isolieren. Genetisch unterscheiden sich zellwanddefekte und
zellwandkompetente Formen nicht voneinander (CHIODINI et al., 1986; HINES und
STYER, 2003), so dass mit der PCR auch Spheroplasten erfasst werden konnen.

6.4 Pravalenzen

Bisher liegen nur wenige Ergebnisse Uber das Vorkommen verschiedener
Mykobakterienspezies in deutschen Wildschweinbestanden vor. Ein Fallbericht
stammt aus Mecklenburg-Vorpommern, ein anderer aus Bayern (SCHULZ et al.,
1992; MULLER et al., 2007). Die vorliegende Studie ist unter den oben Aufgeflihrten
die Erste, in der auch Wildschweine ohne makroskopisch erkennbare Granulome in

Lymphknoten auf das Vorhandensein von Mykobakterien untersucht wurden.
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6.4.1 Pravalenzen von MTC beim Wildschwein

Anhand der Studie konnte aufgezeigt werden, dass im betreffenden Zeitraum 18%
der 428 untersuchten Wildschweine mit MTC infiziert waren. Vergleicht man diese
Ergebnisse mit denen benachbarter Lander der Europaischen Union, so waren die in
dieser Arbeit ermittelten Pravalenzen fur MTC deutlich niedriger. Der Grol3teil der
verfugbaren Studien basierte auf Ergebnissen der kulturellen Anzucht von M. bovis.
Im Sud-Westen Spaniens wurden Pravalenzen von 42,5% beschrieben (VICENTE et
al.,, 2005). In Teilen Italiens wurden Pravalenzen zwischen 25,4% und 43,6%
ermittelt (SERRAINO et al., 1999; BOLLO et al., 2000). In der Normandie wurden
Pravalenzen von 31% in den dortigen Wildschweinpopulationen vorgefunden
(MAEDER et al., 2008). In einer grofReren Studie in Tschechien (842 untersuchte
Wildschweine) hingegen konnten in keinem einzigen Fall Spezies des MTC
nachgewiesen werden (TRCKA et al., 2006). Uber das Vorkommen von MTC bei
Wildschweinen in Osteuropa ist derzeit ahnlich wenig bekannt wie bis zur
vorliegenden Arbeit in Deutschland. Fasst man die Lander Bosnien-Herzegowina,
Polen, Slowakei, Kroatien, Slowenien, Ungarn und Tschechien zusammen, so
wurden insgesamt zwischen 1983 und 2001 nur 431 Wildschweine untersucht. Bei
diesen gelang nur in 51% der Falle ein kultureller Nachweis von M. bovis
(MACHACKOVA et al., 2003).

Die Bundeslander Mecklenburg-Vorpommern und Nordrhein-Westfalen wiesen mit
57,6% beziehungsweise 57,1% bundesweit die mit Abstand hochsten Pravalenzen
auf. Ahnliche Ergebnisse (55,6%) wurden bereits von SCHULZ et al. (1992) fir
Mecklenburg-Vorpommern beschrieben. Allerdings beruhen die Ergebnisse
ausschlieBlich auf der Basis der kulturellen Anzucht von M. bovis. In den Revieren
Bayerns und Sachsen-Anhalts trat kein Fall von MTC auf. Vergleicht man die
vorliegende Arbeit mit der von MULLER et al. (2007) durchgefiihrten Studie so
wurden dort deutlich hoéhere Pravalenzen von MTC (20,7%) mit ebenfalls
gebietsweise starken Schwankungen nachgewiesen. Ferner ist zu beachten, dass
diese Ergebnisse in deutlich sudlicher gelegeneren Teilen Bayerns (Neu-Ulm,
Landkreis Hassfurt, Landkreis Schweinfurt, Landkreis WeiRenburg) ermittelt wurden.
Fasst man die Erhebungen dieser Studie zusammen, so kommt man zu dem

Ergebnis, dass im Uberwiegenden Teil der untersuchten Reviere (57,6%) MTC-
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Pravalenzen zwischen 0 und 10% ermittelt wurden. 18,2% der Reviere wiesen
Pravalenzen von 50 bis 66,7% auf. In Mitteldeutschland wurden die niedrigsten
Pravalenzen (0 bis 10%) ermittelt. Im Rahmen der Untersuchung der einzelnen
Organe erlegter Wildschweine wurden bei vier Tieren eitrig abszendierende
Entzindungen in den Mandibularlymphknoten vorgefunden. Bei nur einem Tier
konnte daraufhin eine Infektion mit Spezies des MTC festgestellt werden. Dies lasst
sich dadurch erklaren, dass auch andere Erreger wie Rhodococcus equi,
Corynebakterien, Aktinobazillen, Arkanobakterien, verschiedene Pilze und naturlich
auch Mykobakterien, die nicht in die Untersuchung mit einbezogen wurden, derartige
Veranderungen nach sich ziehen kénnen (DVORSKA et al., 1999; MATLOVA et al.,
2005; DE LISLE et al., 2002). Alle im Zuge der DNA-Extraktion aufgefundenen 1 mm
grollen Granulome wurden in Probenmaterial nachgewiesen, die daraufhin positiv
auf MTC getestet wurden. In den statistischen Untersuchungen konnte kein
signifikanter Zusammenhang zwischen einem Nachweis von MTC, dem Lebensalter
sowie insbesonders dem Korpergewicht festgestellt werden. Die Tatsache, dass
klinisch kranke Tiere Uberwiegend eine starke Abmagerung zeigen (DE LISLE et al.,
2002), fihrt zu dem Schluss, dass die infizierten Tiere in Deutschland eher als
Trager von MTC anzusehen sind. Klinisch manifeste Erkrankungen an Tuberkulose
scheinen hingegen in Wildschweinpopulationen deutlich seltener aufzutreten. Diese
Aussage geht konform mit einer Reihe von Ergebnissen anderer Autoren (MULLER
et al., 2007; VICENTE et al., 2005; ZANELLA et al., 2008; NUGENT et al., 2002;
CORNER et al., 1981). Im sudlichen Teil Spaniens allerdings wurde bei
Wildschweinen mehrfach generalisierte Tuberkulose festgestellt. Diese ging haufig
mit Lasionen in der Lunge und den Lungenlymphknoten einher (MARTIN-
HERNANDO et al., 2007; PARRA et al.,, 2003; GORTAZAR et al.,, 2003). Die
Erkenntnisse aus diesen Gebieten Spaniens missen allerdings differenziert
betrachtet werden. Die dort vorgefundenen tuberkuldsen Veranderungen wurden in
Gebieten von herausragender jagdtouristischer Bedeutung ermittelt. Viele Flachen
dort sind eingezaunt, Uberpopulationen werden angestrebt und die Wildschweine
werden Uber das ganze Jahr zugefuttert (VICENTE et al., 2007). Durch diese
Malnahmen werden Wildschweindichten von bis zu 90,9 Individuen pro km? erreicht
(ACEVEDO et al.,, 2007). Aktuelle Schatzungen zu Wildschweindichten in

Deutschland sind derzeit nicht verflgbar. Schatzungen aus den 90ziger Jahren
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gehen von einer Populationsdichte von rund 5,6 Wildschweinen pro km? in
Deutschland aus (HOWELLS und EDWARD-JONES, 1997).

Ursachen fur unterschiedliche Epidemieverlaufe sind in erster Linie in hohen
Bestandsdichten, Resistenzen gegenuber Erkrankungen und Virulenzunterschieden
einzelner Krankheitserreger zu suchen. Verschieden stark ausgepragte
Populationsdichten konnen als Ursache fur unterschiedliche Epidemieverlaufe
angesehen werden. Infektionen verlaufen selbstlimitierend, sofern
Wildschweindichten so gering sind, dass der Kontakt von empfanglichen zu
infizierten Tieren auf ein Mindestmal} reduziert ist (BRUNNER et al., 2004). In Bezug
auf die Tuberkulose treten in der Regel nur dann Erkrankungsfalle auf, wenn eine
kontinuierliche Superinfektion stattfindet (BALASUBRAMANIAN et al., 1994) und der
Infektionsdruck hoch ist. Die Erkenntnisse aus den Infektionsgeschehen in
spanischen Jagdgattern lassen sich somit nicht direkt auf Krankheitsverlaufe bei
freilebenden  Wildschweinen Ubertragen. Ein weiterer Gesichtspunkt zur
unterschiedlichen Manifestation von klinischen Symptomen bei Wildschweinen sind
beschriebene Resistenzen gegenuber MTC. Generell gelten Wildschweine
gegenuber einer Infektion mit MTC als sehr empfanglich (VICENTE et al., 2005;
GORTAZAR et al., 2008; ZANELLA et al., 2008b; BACHVAROVA et al., 1996).
Ergebnissen von ACEVEDO-WHITEHOUSE et al. (2005) zu Folge schutzt eine
groliere Heterozygositat der Tiere diese zwar nicht vor einer Infektion mit M. bovis,
minimiert daflr aber das Fortschreiten der Erkrankung. GroRe Bedeutung werden
dabei dem Auftreten von Polymorphismen im Methylmalonyl-CoA-mutase-Gen
zugesprochen (NARANJO et al., 2008b). Neben einer Ubermaligen Population und
vermeintlichen  Resistenzen sind immer auch Virulenzunterschiede bei
Mykobakterien anzuflhren, die das Ausmal einer Erkrankung beeinflussen kénnen.
Virulenzunterschiede fur M. bovis- und M. tuberculosis-Stdamme sind bekannt
(LOPEZ et al., 2003; MEDINA et al., 2006). AGUILAR LEON et al. (2009) infizierte
BALB/c Mause mit M. bovis unterschiedlichen Spoligotyps, isoliert aus
Wildschweinen. Durch unterschiedlich stark auftretende Krankheitsbilder konnte er
beweisen, dass in Wildschweinpopulationen unterschiedlich virulente M. bovis-

Stamme existieren.
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6.4.2 Pravalenzen von M. tuberculosis, M. bovis/ bovis BCG, M.

africanum/pinnipedii/microti/caprae

2,8 % der deutschen Wildschweinpopulation war zum Zeitpunkt der Untersuchung
mit M. tuberculosis infiziert. Jeweils zu 1,2 % wurde M. bovis/BCG und M.
africanum/microti/pinnipedii/caprae in Wildschweinen detektiert. In 18,2 % der
untersuchten Wildschweinproben aus Mecklenburg-Vorpommern gelang ein positiver
Nachweis auf M. tuberculosis. In Baden-Wuirttemberg wurden 12,5 % der
Wildschweine positiv auf M. tuberculosis getestet. In den Ubrigen Bundeslandern
wurden Pravalenzen von nur 0 bis 7,3 % nachgewiesen. Im Median war ein Gramm
Lymphknoten mit 3,6 x 10° Genoméquivalenten von M. tuberculosis belastet. M.
africanum/microti/pinnipedii/caprae wurde in 2,5 bis 5,3 % der Wildschweinpopulation
in Niedersachsen, Sachsen, Saarland und Nordrhein-Westfalen vorgefunden. In allen
ubrigen beprobten Bundeslandern wurde M. africanum/microti/pinnipedii/caprae nicht
detektiert. Im Durchschnitt wurden 3,8 x 10* Genomagquivalente pro Gramm Gewebe
nachgewiesen. M. bovis/BCG wurde am haufigsten in den Revieren Mecklenburg-
Vorpommerns (6,1 %) vorgefunden. Danach folgten Brandenburg (5,6 %) und
Thuringen (3,2 %). In den Revieren der restlichen Bundeslander wurde kein Fall von
M. bovis/BCG festgestellt. Im Mittel waren 3,6 x 10° Genomaquivalente pro Gramm
Lymphknotengewebe errechnet worden. Vergleicht man verschiedene internationale
Literaturangaben so wurde in den Uberwiegenden Studien M. bovis bei den
untersuchten Wildschweinen beschrieben (PAVLIK et al., 2006; ZANELLA et al.,
2008a; GAVIER-WIDEN et al., 2009; PARRA et al., 2006; MACHACKOVA et al.,
2003). Nur wenige Male ist das Vorkommen von M. tuberculosis in
Wildschweinpopulationen oder bei Schlachtschweinen aufgefihrt (MOHAMED et al.,
2009; SERRAINO et al., 1999). Bei der Auswertung der M. tuberculosis-Pravalenzen
muss folgendes berucksichtigt werden. Der in dieser Arbeit verwendete RD9-Primer
wies von allen Primern die schlechteste analytische Sensitivitat auf, gleichzeitig aber
wurde M. tuberculosis am haufigsten nachgewiesen. Man muss also davon
ausgehen, dass die M. tuberculosis-Pravalenzen in deutschen Wildschweinen
tatsachlich deutlich hoher ausfallen durften. M. tuberculosis galt bis dato als sehr
spezifisch fur den Menschen. Das derart haufige Auftreten bei Wildschweinen war so
nicht zu erwarten. Dies zeigt aber, dass M. tuberculosis ein grofleres Wirtsspektrum

hat als bisher angenommen.
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6.4.3 Pravalenzen von M. a. ssp. avium/silvaticum, M. a. ssp. hominissuis, M.

a. ssp. paratuberculosis

Der PCR-Nachweis von M. avium ssp. avium/silvaticum und M. avium ssp.
hominissuis konnte in keinem einzigen Fall bestatigt werden. Lediglich M. avium ssp.
paratuberculosis wurde ein einziges Mal in einem Revier in Nordrhein-Westfalen
nachgewiesen. Im Rahmen der kulturellen Anzucht mit anschlieRender Bestatigung
mittels PCR wurde in zwei Proben MAP nachgewiesen. Eine Probe stammte aus
Mecklenburg-Vorpommern, die Andere aus dem Saarland. Das im Saarland erlegte
Wildschwein war simultan mit M. avium ssp. hominissuis infiziert. Zudem wurde aus
dem Lymphknoten eines thuringischen Tieres M. avium ssp. avium/silvaticum isoliert.
Basierend auf den molekularbiologischen Ergebnissen waren in Deutschland 0,2 %
der untersuchten Wildschweine mit MAP infiziert. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir
Wildschweinpopulationen in Tschechien (0,1 %), Spanien (1,5 %) und fur weitere
osteuropaische Lander wie Polen, Bosnien-Herzegowina, die Slowakei, Kroatien und
Ungarn (0,2 %) beschrieben (TRCKA et al., 2006; KOPECNA et al.,, 2008;
ALVAREZ et al., 2005; MACHACKOVA et al., 2003). Lediglich auf Sardinien wurde
MAP bei 11,1 % der Wildschweine nachgewiesen (ZANETTI et al., 2008). Dies ist die
erste Studie in Deutschland, bei der MAP in Wildschweinen festgestellt wurde. Der
verhaltnismallig seltene Nachweis von M. avium ssp. avium und M. avium ssp.
hominissuis in Wildschweinpopulationen wurde auch bereits in anderen Studien
beschrieben (DE LISLE et al., 1994; MULLER et al., 2007; MACHACKOVA et al.,
2003). Die Ursachen fur die geringen Nachweishaufigkeiten von Spezies des MAC
im Vergleich zu den relativ hohen Nachweishaufigkeiten von MTC bei Wildschweinen

sind ungeklart.
6.4.4 Pravalenzen von sonstigen Mykobakterien
Aufgrund der unspezifischen Reaktionen mit Spezies des MTC und dem in der

Literatur beschriebenen Auftreten der 1S1311 in anderen Mykobakterienspezies,

blieben die ermittelten Pravalenzen von MAC unbertcksichtigt.
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6.5 Interaktionen zwischen Wildschweinen und Nutztieren

Die hohe Reproduktionsdynamik und die starke Ausbreitungstendenz der
Wildschweine fuhren dazu, dass Wildschweine heute nahezu flachendeckend in
Europa vertreten sind (BIEBER und RUF, 2005). Grofle Populationen tragen
mafgeblich zur Aufrechterhaltung und Verbreitung von Tierseuchen bei (HUDSON et
al., 2002). Wildtiere nehmen eine bedeutende Stellung als Reservoirwirte fur
Infektionskrankheiten ein (DASZAK et al., 2000; MACHACKOVA et al., 2003). Die
Ubertragung der Krankheitserreger von Wildtieren auf Nutztierbestéande kann enorme
wirtschaftliche Folgen nach sich ziehen (PAVLIK et al., 2003b). Direkte Kontakte
zwischen Wildschweinen und Hauschweinen beziehungsweise Rindern sind als sehr
selten einzustufen. Ein  Grofteil der Hausschweine, abgesehen von
Freilandhaltungen, wird in geschlossenen Systemen gehalten. Auch die
Wahrscheinlichkeit eines direkten Kontaktes zwischen Wildschweinen und Rindern
darf als gering eingestuft werden, liegen die Hauptaktivitatsphasen der Wildschweine
doch in den spaten Abend- bis fruihen Morgenstunden (SERRAINO et al., 1999). Das
zusatzlich geringe Auftreten von generalisierten Erkrankungen und das
uberwiegende Fehlen von pulmonalen Lasionen, fihren zu der Annahme, dass der
bedeutendste Infektionsweg zur Ubertragung von Tuberkulose, die direkte
(oronasale) Infektion Uber Aerosole (NEILL et al., 1994), als unwahrscheinlich
einzustufen ist (SERRAINO et al.,, 1999; CORNER et al., 1981; ZANELLA et al.,
2008a). Generell ist aber auch eine Ubertragung (ber unbelebte Vektoren mdglich
(BIET et al., 2005). Aufgrund des Nachweises von MTC in Mesenteriallymphknoten
ist eine mdgliche Ausscheidung der Bakterien Uber die Faeces in Betracht zu ziehen.
Eine solche Vermutung ist allerdings noch nicht wissenschaftlich belegt (NARANJO
et al.,, 2008a). Zudem ist nicht bekannt, in welchen Mengen die betreffenden
Mykobakterien ausgeschieden werden und inwieweit die Ausscheidungen von
Wildschweinen Weiden, Wiesen und Gewasser kontaminieren (MARTIN-
HERNANDO et al., 2007). Fur die Infektion von Rindern Uber den oralen Weg bedarf
es groller Mengen an MTC (MORRIS und PFEIFFER, 1994). Es wird von einer
minimalen Infektionsdosis von 10” Mykobakterien ausgegangen (O'REILLY und
DABORN, 1995).
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Es ist bekannt, dass die Haufigkeit des Auftretens von Spezies des MAC und MTC in
Hausschweinen und Wildschweinen in der Regel kontrar zueinander verlauft (DE
LISLE et al, 1994). In Wildschweinen werden tuberkulose Veranderungen
vornehmlich durch Infektionen mit Mykobakterien des MTC hervorgerufen. Werden
hingegen tuberkulése Lasionen bei Hausschweinen festgestellt so sind diese in der
Regel auf Infektionen mit M. avium subspezies zuruckzufuhren. Legt man zu Grunde,
dass in einigen Bundesgebieten bei Rinderherden MAP-Pravalenzen von 80 %
erreicht werden (BULTE et al.,, 2005) und dass Wildschweine generell als
empfanglich fir Mykobakterieninfektionen gelten (NUGENT et al., 2002) so sind die
geringen MAP-Pravalenzen in der deutschen Wildschweinpopulation verwunderlich.
Einerseits konnen klinisch kranke Rinder grofRe Mengen MAP mit ihrem Kot
ausscheiden (CROSSLEY et al., 2005), andererseits ist die hohe Tenazitat von MAP
in Rinderkot, auf Weiden und in verschiedenen Dipteren erwiesen (LOVELL et al.,
1944; WHITTINGTON et al, 2004; FISCHER et al.,, 2001, 2005, 2006).
Wildschweine suchen bedingt durch ihr Nahrungsverhalten oftmals Weiden auf und
durchwuhlen Kuhfladen in der Hoffnung tierisches Eiweil in Form von verschiedenen
Insekten zu finden. Die Gefahr MAP aufzunehmen ist somit als relativ gro} zu
bewerten. Die Ursachen fir die geringe Infektionshaufigkeit der Wildschweine mit
MAP und M. avium ssp. avium/silvaticum/hominissuis kdnnen anhand dieser Studie
nicht direkt erklart werden. Moglich Ansatzpunkte sind, dass zum einen das
Wildschwein nicht primarer Wirt fur MAP ist und zum anderen, dass die
Infektionsdosen derart hoch sein muissen, dass eine Infektion in Natura nur in

wenigen Fallen zu erwarten ist.

6.6 Zoonotische Aspekte

Jahrlich sterben etwa zwei Millionen Menschen an Tuberkulose, asymptomatisch ist
etwa ein Drittel der Weltbevolkerung mit M. tuberculosis infiziert (BUTLER et al.,
2000). In den vergangenen Jahren wurde zudem eine erhohte Inzidenz von MAC-
Infektionen bei HIV-infizierten Patienten verzeichnet (STEINBROOK, 2007).
Wildtiere, insbesondere die in Deutschland flachendeckend vorkommenden und in
ihrer Anzahl zunehmenden Wildschweine, stellen ein potentielles Infektionsrisiko fur
den Menschen dar. Im Zuge dessen sind vor allem solche Personen als vermehrt

gefahrdet zu bezeichnen, die einen engen Kontakt zu infizierten Nutz- und Wildtieren
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haben. Dazu zahlen in erster Linie Landwirte, Tierarzte, Schlachthofpersonal und
Jager (ROBINSON et al., 1988; SMITH et al., 2004; BIET el., 2005). Derweil muss
auch ein anthropozoonotisches Infektionsgeschehen in Betracht gezogen werden.
Berucksichtigt man den in dieser Arbeit verhaltnismalig haufigen Nachweis von M.
tuberculosis und nimmt zur Kenntnis, dass etwa 97,7 % der humanen
Tuberkulosefalle auf M. tuberculosis zurlckzufihren sind (Quelle: Robert Koch
Institut, Bericht zur Epidemiologie der Tuberkulose in Deutschland fur 2008), so
besteht der Verdacht einer moglichen Infektion der Wildschweine bedingt durch den
Menschen. Dabei ist die mdgliche Infektionsquelle nicht im direkten Tier zu Mensch
Kontakt, sondern vielmehr im Verzehr toten organischen Materials (=Nekrophagie)
zu suchen. Dieser Schluss wird bestatigt durch den positiven Nachweis der
Mykobakterien in den Mesenteriallymphknoten. Anhand dieses Nachweises muss
von einer Infektion, hervorgerufen durch Ingestion, ausgegangen werden. Mdgliche
Infektionsquellen stellen Kichenabfalle, Schlachtabfalle, Aas oder jedwede Art
menschlicher Ausscheidungen dar (STIELITZ, 2005; MACHACKOVA et al., 2003;
AHL, 1994; CORNER et al., 1981; ARANAZ et al., 2004; NARANJO et al., 2008a).
Andererseits muss darauf verwiesen werden, dass die Infektion genauso gut durch
die Aufnahme von anderem infizierten organischen Material, beispielsweise bisher
nicht identifizierten Wildtieren/-kadavern und Ausscheidungen, ausgelost werden
kann. Die Gefahr eines Menschen mit normal funktionierendem Immunsystem an
Tuberkulose zu erkranken ist relativ gering. Ein Drittel der Weltbevdlkerung ist mit M.
tuberculosis infiziert, die Meisten entwickeln weder eine klinische Erkrankung noch
werden sie trotz der Persistenz des Pathogens infektios (KAUFMANN, 2001). Die
Gefahr an Tuberkulose oder einer Mykobakteriose zu erkranken steigt hingegen bei
neugeborenen Kindern sowie alten und immundefizienten (z.B. HIV-Patienten)
Menschen (BIET et al., 2005; KAUFMANN, 2001). Derzeit liegen aber in der
aktuellen Literatur keine gesicherten Erkenntnisse uber Infektionen mit Erregern des
MTC oder MAC bei Menschen vor, die zweifelsfrei auf Kontakt zu Wild-
beziehungsweise Hausschweinen oder auf den Verzehr von deren Fleischs
zuruckzufihren sind. Im Fall von MAP wird gegenwartig davon ausgegangen, dass
es an dem Ausbruch von Morbus Crohn beim Menschen beteiligt sein kann (BULTE
et al., 2005).
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7 Fazit

Die Tuberkulose ist eine bei Mensch und Tier auftretende und in vielen
Industrielandern als getilgt geltende Infektionskrankheit. Jahrlich erkranken in
Deutschland rund 4.500 Menschen an Tuberkulose. Immer wieder treten vereinzelt
Tuberkulosefalle in Nutztierbestanden auf. MOTT’s werden zunehmend aus HIV-
Patienten isoliert. Deswegen stellen sich Fragen zu den Infektionsquellen von
Mensch und Tier. Wildtieren kommt hierbei eine nicht unerhebliche Bedeutung zu.
Sie sind nur eingeschrankt kontrollierbar und stellen deshalb in besonderem Malde
eine potentielle Gefahr dar, Reservoir fur die unterschiedlichsten Krankheitserreger
zu sein. Das Wildschwein, dessen Population in den letzten Jahrzehnten fast
explosionsartig angewachsen ist, wurde ausgewahlt, um Informationen Uber den
Infektionsstatus von Mykobakterien des Tuberkulose- und Aviumkomplexes zu
sammeln. Diese Studie liefert durch ihren Versuchsaufbau erstmals flachendeckende
Ergebnisse zum Auftreten einzelner Mykobakterienspezies bei Wildschweinen in
Deutschland. Durch den Direktnachweis der Mykobakterien mittels PCR konnten die
Ergebnisse im Vergleich zu kulturellen Anzucht in kurzer Zeit ermittelt werden. Die
eingesetzten Primer erzielten annahernd die Nachweisgrenzen, die beim kulturellen
Nachweis erreicht werden koénnen. Die eingesetzten PCR-Systeme zeigten sich als
sinnvolle  Alternative fir epidemiologische Studien. Fir eine sichere
Speziesdifferenzierung innerhalb des MTC erwiesen sich die verwendeten Primer auf
Basis der Regions of Difference fur den Direktnachweis jedoch als nicht zuverlassig.
Dennoch kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass Wildschweine viel ofter
als bisher angenommen mit M. tuberculosis infiziert sind. Eine Einordnung der
Wildschweine als echtes Erregerreservoir fur MTC und MAC gestaltet sich jedoch als
sehr schwierig. Die potentiellen Infektionsquellen sind so mannigfaltig, dass es
derzeit unmdglich erscheint, eine Aussage daruber zu treffen, welche

epidemiologische Rolle das Wildschwein einnimmt.

Zu weiteren Einschatzungen bedarf es der Beantwortung folgender Fragen. Zum
einen, in wieweit die klinisch nicht kranken Wildschweine Erreger des MTC
ausscheiden und auf welchem Ubertragungsweg und durch wen deren Infektion
uberwiegend stattfindet. Zum anderen gilt es zu klaren in welchem Male der Mensch

in Bezug auf M. tuberculosis fur das Wildschwein ein Infektionsreservoir darstellt.
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Nach wie vor ist ebenfalls nicht erklart, welche Ursachen den niedrigen

Infektionsraten des Wildschweins mit Keimen des MAC zu Grunde liegen.
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8 Zusammenfassung

Mykobakterien (M.) sind die Verursacher der Mykobakteriosen und Tuberkulosen bei
Mensch und Tier. Ausbriche der Paratuberkulose und Tuberkulose kdnnen grof3e
wirtschaftliche Verluste verursachen. Mykobakterien haben ein breites Wirtsspektrum
und sind auch auf den Menschen Ubertragbar. In den letzten Jahren sind zusehends
Mykobakterien bei immundefizienten Patienten nachgewiesen worden. In den
Industrielandern gilt die Rindertuberkulose Uberwiegend als getilgt. Dennoch tritt die
Rindertuberkulose immer wieder sporadisch auf. Oftmals werden damit Wildtiere in
Verbindung gebracht. Das Wildschwein ist eine Wildart, in deren Population in den
letzten Jahrzehnten ein enormer Populationszuwachs stattgefunden hat. Diese Arbeit
verfolgt das Ziel Wildschweine in Deutschland auf das Vorkommen ausgewahlter

Mykobakterienspezies zu untersuchen.

Die Mesenteriallymphknoten von 428 Wildschweinen aus den verschiedensten
Regionen Deutschlands wurden auf Spezies des Mycobacterium avium complex
(MAC) und des Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) mittels PCR untersucht.
Dazu wurden verschiedenste Primerpaare, die entweder bereits in der Literatur
beschrieben waren oder selbst konstruiert wurden, auf Spezifitdt und auf deren

analytische Sensitivitat getestet.

18% der untersuchten Tiere waren zum Zeitpunkt der Untersuchung mit dem MTC
infiziert. 2,8% konnten als Trager von M. tuberculosis identifiziert werden. Jeweils bei
1,2% der erlegten Wildschweine wurde M. bovissBCG und M.
africanum/microti/pinnipedii/caprae nachgewiesen. 0,2% der Probanden wurden
PCR-positiv auf Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis getestet. Hinsichtlich
der Pravalenzen konnten signifikante Unterschiede zwischen den in den
verschiedenen Bundeslandern gelegenen Revieren aufgezeigt werden. Anhand der
statistischen Auswertung konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen MTC-
Nachweis und Lebensalter oder Korpergewicht festgestellt werden. Die
Wildschweine zeigten keine klinische Erkrankung. Sie wurden vielmehr als reine
Trager von MTC identifiziert. Erstmalig wurde in der deutschen
Wildschweinepopulation M. tuberculosis nachgewiesen. Dagegen wurden Spezies

des MAC molekularbiologisch deutlich seltener, namlich M. avium ssp.
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paratuberculosis in nur 0,2% der Falle und M. avium ssp. avium/hominissuis gar
nicht detektiert.

Diese Studie liefert erstmals flachendeckende Ergebnisse zum Auftreten einzelner
Mykobakterienspezies bei Wildschweinen in Deutschland. Die eingesetzten PCR-
Systeme zeigten sich fur epidemiologische Studien als zeitsparende und sinnvolle
Alternative zur kulturellen Anzucht. So kann die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass Wildschweine viel ofter als bisher angenommen mit M. tuberculosis infiziert
sind, wahrend die Pravalenz von MAP auf einem sehr niedrigen Niveau liegt.
Allerdings erlaubt die Untersuchung anhand der einbezogenen Tierzahlen noch
keine Aussage daruber, welche epidemiologische Rolle das Wildschwein hinsichtlich

der Verbreitung von Mykobakterien insgesamt einnimmt.
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9 Summary

Mycobacteria (M.) are the initiators of mycobacterial infections and tubers in humans
and animals. Outbreaks of paratuberculosis and tuberculosis may cause major
economic losses. Mycobacteria have a broad host range and may also occasionally
infect humans. Within the last few years, the number of mycobacteria in patients with
immunodeficiency is becoming noticeable. In industrialized countries the bovine
tuberculosis shall be deemed to be deleted. Nevertheless the bovine tuberculosis
occurs sporadically. Often wild animals are associated in this case. The wild boar is a
species, of which there was a population explosion during the last decades. This
thesis is dedicated to investigate wild boars on the occurrence of selected species of

mycobacteria in Germany.

The mesenteric lymphnodes of 428 wild boars from the most diverse regions of
Germany have been screened on species of the Mycobacterium avium complex
(MAC) and the Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) by using the method of
PCR. For this purpose, various primer pairs, either already described in the literature

or custom-designed, were tested for specificity and analytical sensitivity.

At the time of the investigation in 18% of the sampled animals DNA of the MTC was
detected. 2.8% of these wild boars were identified as carriers for M. tuberculosis.
1.2% as carriers with each M. bovis/BCG and M. africanum/microti/pinnipedii/caprae.
0.2% of the individuals were tested PCR-positive for Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis. Results differed significantly between the prevalences in the
districts of the different provinces. The results of the statistical evaluation did not
show any significant correlation between the presence of MTC-DNA and the age or
body weight. None of the wild boars showed any clinically disease. They were
however identified as carriers of MTC. M. tuberculosis in German wild boar
populations has been proven for the first time. However, using the method of
molecular biology, species of the MAC were detected at low frequencies. In
particular, M. avium ssp. paratuberculosis was detected in 0.2% of the cases and M.

avium ssp. avium/hominissuis was not detected at all.
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This study provides the first nation-wide results regarding the occurrence of single
mycobacteria species among wild boars in Germany. The PCR-systems used for the
present epidemiological study, appeared to be a time-saving and reasonable
alternative for cultivation. It can be concluded that M. tuberculosis infected wild boars
occur more often than previously assumed, while the prevalence of MAP is on a very
low level. Because of the relatively low numbers of individuals included in the present
study, a clear conclusion towards the overall epidemiological role of wild boars as a

reservoir for mycobacteria can not terminatory be concluded.
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11 Abkirzungen

Abb. Abbildung

Acc.-Nr. Accession Number

BALB-Mause B steht fur Bagg (Zuchter); ALB steht fur
Albino

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bzw. beziehungsweise

ca. zirka

d.h. das heisst

DNA Deoxyribonucleic acid

et al. und andere (lat.: et alii)

F Forward

Fa. Firma

g Gramm; bei der Zentrifuge:
Gravitationskonstante

h Stunde

Hrsg. Herausgeber

KbE Kolonie-bildende Einheiten

mM milliMolar

mm Millimeter

M Molar

MAC Mycobacterium avium complex

MAP Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis

min Minute

mi Milliliter

MOTT Mycobacteria other than tubercle bacilli

MTC Mycobacterium tuberculosis complex

n Anzahl

ng Nanogramm

n.n. nicht nachweisbar

Nr. Nummer

ORF Open reading frame

PCR Polymerase Chain Reaction

PCV Porcines Circo Virus

p Wahrscheinlichkeit

pmol pikomolar

R Reverse

RD Region of Difference

s Sekunde

Ssp. Subspezies

Tab. Tabelle

U/min Umdrehungen pro Minute

Vv Volt

z.B. zum Beispiel

°C Grad Celsius

+ positiv, plus

- negativ, minus

> grolder als

< kleiner als
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% Prozent

® geschutztes Warenzeichen
™ unregistrierte Warenmarke
i Mikroliter

UM mikroMolar
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12 Anhang

12.1 Ansatze fiur Losungen

TBE- Puffer fiir Elektrophorese (10fach)
Verwendete Chemikalien
1000 mM Tris-Base (Roth, Karlsruhe) 60,55 g
1000 mM Borsaure (Roth, Karlsruhe) 309¢
20 mM EDTA (Roth, Karlsruhe) 3,79
Zugabe von 500 ml Aqua Bidest
Einstellen mit 5N NaOH/1N HCI auf pH 8,3

Autoklavieren und anschlieRende Lagerung bei +4°C

Zum Gebrauch auf 1:10 verdinnen

Enzymatischer Lysispuffer

Stammldsung (steril filtriert und autoklaviert):

1 M Tris-HCI pH 8,0 2ml
0,5 M EDTA 1l (Roth, Karlsruhe) 400 pl
Triton X-100 (Roth, Karlsruhe) 1,29

Aufflllen auf 100 ml mit Aqua Bidest

Zugabe des Lysozyms (100000 U/mg Fa. Merck) erfolgt unmittelbar vor Einsatz des
Puffers

Ansatz: 20 mg Lysozym/ml Lysispuffer

NALC: N-acetyl-L-Cystein/NaOH-LGsung

Herstellung: 5 ml sterile, wassrige 2,9%ige Losung von NAz-Citrat x 2 H,O mit 5 ml

steriler 4%iger NaOH-Ldsung mischen und 50 mg N-acetyl-L-Cystein dazugeben.
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Phosphatpufferlosung

Herstellung: Phosphatpuffer pH= 6,8 (nach Sorensen) 1/15 molar (4,84 g KH,PO4 +
5,53 g NapHPO4 x 2 H,O, mit sterilem, destilliertem Wasser auf 1000 ml auffullen).
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