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1 EINLEITUNG

Mykoplasmen sind zellwandlose Bakterien der Klasse Mollicutes (EDWARD et al. 1967),
die bei Saugetieren, Menschen, Vdgeln, Reptilien, Fischen, Insekten und Pflanzen
nachgewiesen wurden. Wahrend es sich bei vielen Spezies um kommensale, apatho-
gene oder fakultativ pathogene Erreger handelt, fihren einige zu schwerwiegenden
Krankheiten. Sowohl in der Humanmedizin als auch in der Nutztierhaltung gewinnen
pathogene Mykoplasmen zunehmend an Bedeutung. Bei Wirtschaftsgefliigel fihren die
gefliigelpathogenen Mykoplasmenspezies M. gallisepticum (MG), M. synoviae (MS),
M. meleagridis (MM) und M. iowae (MI) unter anderem zu chronischen Entziindungen
der Atemwege sowie von Sehnenscheiden und Gelenken (BRADBURY 2005). Durch
Produktionsausfalle sowie Behandlungs- und BekdmpfungsmalRnahmen entstehen ho-
he wirtschaftliche Verluste. Entsprechend ausfuhrlich werden gefliigelpathogene Myko-

plasmen untersucht.

Uber das Vorkommen und die Bedeutung von Mykoplasmen bei Wildvogeln gibt es je-
doch nur wenige systematische Untersuchungen. Viele Pathogenitatsvermutungen be-
ruhen auf Einzelfallberichten aufgefundener Wildvogel, so dass deren Aussagen zur
Pathogenitat in Bezug auf andere Individuen der jeweiligen Vogelart fraglich sind
(FORSYTH et al. 1996; ERDELYI et al. 1999). Zudem sind verunfallte oder geschwacht
aufgefundene Tiere flr epidemiologische Studien ungeeignet, da sie keine reprasen-
tative Stichprobe der Gesamtpopulation darstellen. Auf der Suche nach Nahrung gehen
vorgeschadigte Tiere hohere Risiken ein als Artgenossen, womit wiederum die Wabhr-
scheinlichkeit steigt, zu verunfallen oder aufgegriffen zu werden (LIERz 1999; WOBESER
2006). Pathogenitat ist das Resultat einer Interaktion zwischen Wirt und Mikroben und
daher nicht nur von den Eigenschaften der Mikroben, sondern immer auch von der
Konstitution des Wirtes abhéngig (PIROFsKI et al. 2012). Um gezielt die Bedeutung einer
Mykoplasmenspezies fiur eine Wildvogelspezies zu evaluieren, missen daher zunachst
epidemiologische Studien an gesunden, wildlebenden Individuen durchgefiihrt werden
(LIERZ et al. 2008f). Bei Greifvogeln belegen zahlreiche Studien, dass es sich bei ver-
schiedenen Mykoplasmenspezies um kommensale Organismen handelt (POVEDA et al.
1994; LIERz et al. 2000b; LIERZ et al. 2002; LIERZ et al. 2008b). Auch bei gesunden Wild-
tauben werden regelmafig Mykoplasmen der Spezies M. columborale und M. columbi-

num nachgewiesen (SHimizu et al. 1978). Es gibt jedoch auch Vogelarten, bei denen
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Mykoplasmen naturlicherweise nicht oder sehr selten vorkommen. Nicht nachgewiesen
wurden Mykoplasmen beispielsweise bei verschiedenen kleinen Zugvogelarten (WHALIN
2009) sowie bei kleinen Singvogeln (MOGLLER PALAU-RIBES et al. 2012). Einige Wild-
vogelarten kommen zudem als Vektoren fir gefligelpathogene Mykoplasmen infrage
(KLEVEN et al. 1983). Vereinzelt nachweisbar war beispielsweise MG bei klinisch un-
auffalligen Haussperlingen (Passer domesticus) aus unmittelbarer Umgebung infizierter
Huhner (Gallus gallus domesticus) (JAIN et al. 1971; SHimizu et al. 1979) sowie bei
Hausgimpeln (Carpodacus mexicanus) und Indianermeisen (Baeolophus bicolor)
(LUTTRELL et al. 2001).

WeilRstérche (Ciconia ciconia) kommen haufig in Europa vor und leben als
anthropophile Vogel (Kulturfolger) in engem Kontakt zur Landwirtschaft und zu mensch-
lichen Siedlungsgebieten. Als Zugvogel legen sie zudem lange Strecken zwischen Eu-
ropa und Afrika zurtick und kdnnen somit auch eine epidemiologische Verbindung fir
die Ubertragung infektioser Erreger zwischen afrikanischen und europaischen Landern
bilden (KALETA et al. 2012). Neben der Bedeutung fur die Weil3storche selbst ist es da-
her wichtig, potentiell auf andere Vogelarten, Saugetiere oder Menschen ubertragbare
Krankheitserreger zu identifizieren. Mykoplasmen wurden bislang vereinzelt bei ge-
schwécht aufgefundenen Weil3storchen isoliert, wobei deren Bedeutung nicht weiter
evaluiert wurde (SUAREz-PEREz 2011). Im Rahmen einer Untersuchung an gesunden
Weil3storchnestlingen in Deutschland wurden bei 107/108 (99,1%) der Trachealtupfer-
proben DNA aviarer Mykoplasmen nachgewiesen, wobei die gefligelpathogenen Myko-
plasmen MG, MS, MM und MI mittels speziesspezifischer PCR ausgeschlossen wur-

den.

Aus 83 Proben waren Mykoplasmen kultivierbar (HAGEN et al. 2004), die von den Auto-
ren nicht weiter bestimmt wurden. Diese Kulturen und eine zusatzliche DNA-Probe ste-

hen fur die vorliegende Arbeit zur Verfigung.

In der vorliegenden Arbeit sollen das Vorkommen und die Bedeutung von Mykoplasmen
bei Weil3storchen evaluiert werden. Zwei in Vorarbeiten als mogliche neue Spezies
identifizierte Isolate werden anhand ph&notypischer Eigenschaften, darunter Zell- und
Koloniemorphologie, Biochemie, Cholesterin-Abhangigkeit und optimaler Wachstums-
temperatur charakterisiert (BRoOwN et al. 2007). Die genetische Untersuchung eines

Teils der Isolate erfolgt zunachst auf Basis des 16S-rRNA-Gens, welches die Grundlage

2
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mikrobieller Systematik bildet (STACKEBRANDT 2002). Die 16S-23S-Intergenic-
Transcribed-Spacer-Region (ITS) wird als zweite Gensequenz herangezogen, da diese
bessere Unterscheidungsmaoglichkeiten bei nah verwandten Spezies bietet (RAMIREZ et
al. 2008). Zusatzlich werden die antigenetischen Eigenschaften des Isolates ST57 als
Vertreter einer moglichen neuen Spezies mittels Immunobinding Assay serologisch un-
tersucht (KoTaNI et al. 1985). Um die Bedeutung dieser mdglichen Spezies in der Wild-
population einschatzen zu kénnen, wird eine speziesspezifische PCR etabliert und eine

Pravalenzstudie anhand der vorliegenden Proben durchgefihrt.
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2 LITERATURUBERSICHT
2.1 Mollicutes (Mykoplasmen)

2.1.1 Phylogenese und Taxonomie

Der Trivialbegriff ,Mykoplasmen" findet Verwendung fur Prokaryonten der Klasse Molli-
cutes (,Weichhauter, lat.: mollis: weich, cutis: Haut) (EDWARD und FREUNDT 1967). Die
Mollicutes sind die einzige Klasse des Phylum Tenericutes (BROwWN et al. 2011). Durch
eine Reduktion des Genoms spalteten sich Mykoplasmen vor etwa 600 Millionen Jah-
ren wahrscheinlich von der Bacillus-Lactobacillus-Streptococcus-Gruppe des Phylums
Firmicutes ab (RAzIN et al. 1998). Durch die Genomreduktion gingen einige essentielle
Gene verloren. Diese waren z.B. an der Zellwandsynthese oder an einigen Stoffwech-
selschritten beteiligt. Die heutige Gruppe der Mykoplasmen entwickelte sich wahr-
scheinlich vor etwa 500 Millionen Jahren. In dem Zuge entstand vermutlich auch die
Eigenschaft des sterolabhéngigen Wachstums (MANILOFF 2002; BRADBURY 2005). Das
UGA-Codon, welches bei anderen Prokaryonten als Stopp-Codon dient, wurde zum
Tryptophan-Codon umfunktioniert (BROWN et al. 2011). Der geringe Anteil der Basen
Guanidin und Cytosin (G+C-Gehalt) von ca. 23 bis 40 Mol-% (BROWN et al. 2011) in der
genomischen DNA der Mykoplasmen weist zudem auf eine Verwandtschaft zu den
grampositiven Clostridien hin (WEISBURG et al. 1989; TRACHTENBERG 1998). Die nachs-
ten rezenten Verwandten sind Clostridium innocuum und Clostridium ramosum (RAzIN
et al. 1998). Die Mollicutes unterscheiden sich von anderen Prokaryonten durch ihre
charakteristische Zellmorphologie, Koloniemorphologie, GréR3e und osmotische Labilitat.
Die Taxonomie der Mollicutes beruht auf vergleichenden Nukleotidsequenzanalysen der
16S-rRNA-Gene (WOESE et al. 1980) sowie serologischen und biochemischen Unter-
suchungen (BRowN et al. 2007). Anhand phanotypischer Eigenschaften sowie phylo-
genetischer Verwandtschaften werden die Mollicutes in vier Ordnungen unterteilt:
Mycoplasmatales, Entomoplasmatales, Achole- und Anaeroplasmatales (TuLLY et al.
1993). Die Taxonomie der Mollicutes mit den taxonomisch wichtigsten phanotypischen
Eigenschaften wird in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Taxonomie der Klasse Mollicutes® mit Unterteilung in Ordnungen, Familien und Gattungen, modifi-
ziert nach HAGEN (2007)

Wichtige
phanotypische Habitat
Eigenschaften

Sterol-

Taxonomie abhangigkeit

Ordnung | Mycoplasmatales

Familie | Optimales Wachstum
Mycoplasmataceae bei 37°C

Gattung | Mycoplasma® Ja Menschen, Tiere
Gattung Il Ureaplasma Ja Hydrolysiert Urea Menschen, Tiere

Ordnung Il Entomoplasmatales

Familie | Optimales Wachstum

Entomoplasmataceae bei 30°C

Gattung | Entomoplasma Ja Insekten, Pflanzen

e 3

Gattung Il Mesoplasma Nein Benotigen 0,04% Insekten, Pflanzen
Tween 80

Familie Il Optimales Wachstum

Spiroplasmataceae bei 30-37°C

Gattung | Spiroplasma Ja Helikale Morphologie Insekten, Pflanzen

Ordnung Il Acholeplasmatales®

Optimales Wachstum

Familie | bei

Acholeplasmataceae 30-37°C

Gattung | Acholeplasma Nein -(réegg;fglig?n
Ordnung IV Anaeroplasmatales

Familie | Optimales Wachstum
Anaeroplasmataceae bei 37°C

Gattung | Anaeroplasma Ja Strikt anaerob Pansen von Rind

und Schaf

# anerkannt in den “revised minimum standards for the description of Mollicutes” BRowN et al. (2007), nach YAVARI
(2010)

b Hamoplasmen wurden provisorisch der Gruppe Mykoplasmen zugeordnet; Ausnahmen sind die Spezies, die von
kaltblutigen Vertebraten isoliert wurden.

d Phytoplasmen scheinen phylogenetisch mit den Acholeplasmen verwand zu sein.

Bei Vogeln beschriebene Mollicutes stammen aus den Ordnungen Mycoplasmatales
und Acholeplasmatales. Die Ordnung Mycoplasmatales besteht aus der Familie
Mycoplasmataceae. In dieser Familie sind die zwei Gattungen Mycoplasma und Urea-
plasma vertreten. Die sterolabhangigen Mycoplasmatales kommen bei Vertebraten vor.
Aviadre Mykoplasmen der Gattung Mycoplasma kénnen weiter in die Hominis- und
Pneumoniae-Gruppe unterteilt werden. Innerhalb dieser Gruppen finden sich wiederum

verschiedene Cluster (siehe Abbildung 1). Ureaplasma spp. kdnnen im Gegensatz zu
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Mycoplasma spp. Harnstoff spalten, welches das Hauptunterscheidungsmerkmal zwi-

schen diesen beiden Gattungen darstellt (RAzIN et al. 1984).

M gallopavonis (NR_025183) —
M buteonis (NR_025177)

M ghveophilum (MR_025184)
M. corogyps! (NR_025896)

M anatis (NR_025176) .
M. puliorem TR _026017) - givuns(;‘:fraé“

M columborale (NE_025179)
M sturni (NR D25968)

M galfinacaum (NR_025913)
M synoviae (NR_044811)

M eolumbinum (NR_025063) =
M columbinasale (NR_025062)

M iners (MNR_025064) j5-
M fipofacians (NR. 025065) Bovis

Hominis-Gruppe M maleagriis (NR_025914) Cluster
M gaifinarum (MR _044638)

M faiconis (WR_024984) n
M neophronis (NR_108494) Hominis-
M cloacale (NR_024985) —
M. anseris (NR_024977) Cluster

M ovpis (NR_024982) —

} Pneumoniae- | [~ M imilans(NR_025912) Pneumoniae-
| M gallissplicum (NR_104952)
Gruppe M iowae (NR_04J669) Cluster
3 M myeoldessubsp. mycoides (NR_074703)
’ T T T T 1
20 145 10 5 0

Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum aller aviaren Mykoplasmen des Genus Mycoplasma auf Basis
der 16S-rRNA-Gensequenz. Als AulRengruppe diente die Sequenz von M. mycoides subsp. mycoides. Metho-
de: Clustal W-Algorithmus

Die Zahlenleiste stellt Nukleotid-Substitutionen pro 100 Residuen dar. Die Bezeichnungen (NR) sind die Zugangs-
nummern, unter denen die Sequenzen in der Datenbank GenBank 6ffentlich zugénglich sind.

Die Ordnung Acholeplasmatales mit der einzigen Familie Acholeplasmataceae und der
Gattung Acholeplasma zeichnet sich insbesondere durch die Eigenschaft des
sterolunabhangigen Wachstums aus. Sie kommen sowohl bei Tieren als auch bei

Pflanzen vor (BROwN et al. 2011).

2.1.2 Biologie

Mykoplasmen gelten als die kleinsten freilebenden, selbst replizierenden Mikro-
organismen (PIRIE 1973) und bestehen im wesentlichen aus drei Bestandteilen: Der
Plasmamembran, Ribosomen und einem zirkularen, doppelstrangigen DNA-Molekdl
(BRADBURY 2005). Aufgrund der fehlenden Zellwand kdnnen Mykoplasmen Membran-
filter einer PorengrofRe von 450 nm, seltener 220 nm oder 100 nm, passieren (BROWN et

al. 2007; BROWN et al. 2011) und farben sich gramnegativ an (GYLSTORFF et al. 1985).
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Mykoplasmen haben eine geringe Grof3e und sind durch die fehlende Zellwand osmo-
tisch fragil und pleomorph (MILES et al. 1998). Licht- und elektronenmikroskopisch be-
trachtet variiert ihre Form von spharisch, ovoid, flaschenférmig und helikal bis filamen-
tés mit einer Lange von 50 bis 500 nm. Einige haben eine spezifische Spitzenstruktur,

die die Adhéasion an Wirtszellen und andere Strukturen ermoéglicht (BROwWN et al. 2011).

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme (Ultradinnschnitt) von M. imitans, modifiziert nach
BRADBURY et al (1993)

Erkennbar sind die flaschenférmigen Mykoplasmen mit terminaler ,tip structure® (Kreis) und der trilaminaren Zell-
membran (roter Pfeil). Balken = 200 nm.

Die charakteristischen spiegeleiférmigen Kolonien auf Agarplatten (siehe Abbildung 3)
haben in der Regel einen Durchmesser unter einem Millimeter und entstehen durch die

Replikation der Mykoplasmen in den Interstitien der Agarfibrillen (MASOVER et al. 1985).

Bei einigen Mykoplasmenspezies wurde eine gleitende Motilitdt nachgewiesen, die
meisten Spezies sind jedoch unbeweglich. Das Wachstum erfolgt unter aeroben, mikro-
aerophilen, zum Teil auch anaeroben Bedingungen. Die optimale Wachstums-
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temperatur liegt in der Regel bei 37°C. Bakterielles Wachstum ist in der Regel bei Tem-
peraturen von 20 bis 45°C moglich (BROwN et al. 2011). Mykoplasmen fehlen wichtige
energieliefernde Systeme wie der Tricarbonsaurezyklus (MiLEs 1992), weshalb die
meisten Mykoplasmenspezies Cholesterin und Fettsauren fur ihr Wachstum benétigen.
Diese Substanzen kdnnen sie nicht selbst synthetisieren, sondern beziehen sie aus ih-
rer Umgebung (RAzIN et al. 1998) und bauen sie direkt in ihre trilaminare Zellmembran
ein, welche Uberwiegend aus Lipiden und Proteinen besteht (MASOVER und HAYFLICK
1985). Die Energiegewinnung erfolgt bei einem Teil der Mykoplasmen lber den Abbau
von Glucose oder anderer Kohlenhydrate durch Glycolyse. Andere Spezies gewinnen
ihre Energie durch die Hydrolyse von Arginin oder Harnstoff, oder oxidieren organische
Sauren wie Pyruvat oder Laktat (MILES 1992). Das begrenzte Repertoire an metabo-
lischen Stoffwechselleistungen ist durch die geringe GroRRe ihres Genoms von 580 bis
1.350 kbp bedingt (BROWN et al. 2011).

Abbildung 3: Mikroskopische Aufnahme spiegeleiférmiger Mykoplasmen-Kolonien des Isolates ST101 auf
SP4-Agarmedium, 100x
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2.1.3 Veterinarmedizinische Bedeutung

Mykoplasmen besiedeln bzw. infizieren S&ugetiere, Menschen, Vogel, Reptilien und
Fische, aber auch Insekten und Pflanzen. Wahrend einige Mykoplasmenspezies als
obligat pathogen, also primare Krankheitserreger, eingestuft werden, gelten die meisten
Spezies als fakultativ pathogen (Synonym: opportunistisch) oder kommensal (BROWN et
al. 2011). In der Literatur werden die Begriffe apathogen und kommensal in der Regel
synonym verwendet. Definitionsgemal ist nicht kommensal sondern apathogen (nicht
krankmachend) das Gegenteil von pathogen (potentiell krankmachend). Kommensalis-
mus ist hingegen ein Begriff aus der Okologie, der eine Interaktion zwischen Individuen
verschiedener Spezies beschreibt. Diese Form der Interaktion ist flr eine Spezies posi-
tiv und fur die andere neutral, weshalb sie allgemein zu den Probiosen zahlt. Nutzt eine
Interaktion beiden Spezies wird sie als Symbiose bezeichnet. Schadet eine Interaktion
wiederum einer der Spezies, wie beispielsweise beim Parasitismus, handelt es sich um
eine Antibiose (WIESNER et al. 2000).

Mykoplasmen sind insbesondere bei landwirtschaftlichen Nutztieren von grof3er Bedeu-
tung. Einige primar pathogenen Spezies fuhren insbesondere bei Wiederkauern und
Schweinen (Sus scrofa domestica) zu hohen wirtschaftlichen Schaden. Dazu gehdren
insbesondere verschiedene Subspezies von Mycoplasma mycoides sowie Mycoplasma
agalactiae. M. mycoides subsp. mycoides Small Colony Type wurde als erste veterinar-
medizinisch bedeutende Mykoplasmenspezies im Jahre 1896 beim Rind (Bos
primigenius taurus) entdeckt und fuhrt zur verlustreichen kontagiosen Pleuropneumonie
der Rinder (englisch: Contagious Bovine Pleuropneumonia, CBPP) (NOCARD et al.
1896). Als bedeutende Tierseuche wird die CBPP in der ,List of notifiable diseases” der
Internationalen Organisation fur Tiergesundheit (OIE) gefuhrt und ist in Deutschland
anzeigepflichtig. Ebenfalls verlustreich und OIE gelistet ist die kontagitse Pleuro-
pneumonie der Ziegen (Capra aegagrus hircus) (englisch: Contagious Caprine Pleuro-
pneumonia, CCPP), hervorgerufen durch M. mycoides subsp. capri und M. agalactiae
verursachen die kontagiose Agalaktie, eine Mastitis mit deutlichem Riickgang der Milch-
leistung bei Schafen (Ovis orientalis aries) und Ziegen (BROwWN et al. 2011). Bedeutend
fur Schweine ist vor allem M. hyopneumoniae als Erreger der Enzootischen Pneumonie
(EP) (MARE et al. 1965). Von grol3er Bedeutung fur Wirtschaftsgefliigelbestande sind

die geflugelpathogenen  Mykoplasmenspezies M. gallisepticum, M. synoviae,
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M. meleagridis und M. iowae, auf die im folgenden Abschnitt ausfiihrlicher eingegangen
wird. Neben direkten Schaden wie Produktionsausfélle, Behandlungen und Labordiag-
nostik verursachen Mykoplasmen in der Landwirtschaft vor allem indirekt hohe Kosten
durch Prophylaxe sowie Uberwachungs- und EradikationsmaRnahmen (BRADBURY
2005; Raviv et al. 2013). Veterinarmedizinisch bedeutende Mykoplasmenspezies treten
auch bei Wildtieren auf. Infektionen mit M. agassizii fihren zu schweren Erkrankungen
des oberen Respirationstraktes bei der kalifornischen Gopherschildkrote (Gopherus
agassizii) und der Georgia-Gopherschildkrote (Gopherus polyphemus) (BRowN et al.
2001b). M. alligatoris fuhrt zu hohen Mortalitatsraten bei infizierten Mississippi-
Alligatoren (Alligator mississippiensis) (BRowN et al. 2001a). Bei Krokodilen 6st
M. crocodyli Polyarthritiden, selten auch Pneumonien, aus (KIRCHOFF et al. 1997). Zu
Pneumonien bei verschiedenen Robbenspezies fiuhrt M. phocicerebrale, dessen
zoonotisches Potential sich in schwerwiegenden Wundinfektionen (seal finger) nach
Bissverletzungen oder Kontakt mit infizierten, erkrankten oder verstorbenen Robben
zeigt (BAKER et al. 1998; JANSEN et al. 2012). Die Wirtsspezifitat ist dabei abhéngig von
der Mykoplasmenspezies. Wahrend einige Mykoplasmen nur auf eine Wirtsspezies be-
schrankt sind, konnen andere eine Reihe verschiedener Wirtsspezies infizieren
(PITCHER et al. 2005; DHONDT et al. 2014).

Neben obligat pathogenen Mykoplasmenspezies gibt es zahlreiche fakultativ pathogene
Spezies, bei denen nach Infektion erst in Folge einer Immunsuppression des Wirtes
klinisch manifeste Erkrankungen auftreten. Pradisponierend ist Stress, der durch vo-
rausgegangene Infektionen, aber auch erndhrungs- und haltungsbedingte Mangel-
situationen, entstehen kann (HiNz et al. 2012). Bei klinisch manifesten Erkrankungen
handelt es sich zudem haufig um multifaktorielle Geschehen, bei dem neben Myko-
plasmen auch andere Erreger beteiligt sind (KLEVEN 1998; SELBITz 2015). Mykoplasmen
gelten zudem als Wegbereiter fir andere Infektionserreger (LIERz 2009). Insgesamt
wurden bei verschiedenen Vogelspezies bislang 24 aviare Mycoplasma-Spezies sowie
Ureaplasma gallorale beschrieben (BROWN et al. 2011; SUAREZ-PEREZ et al. 2012). In
Tabelle 2 werden die bislang beschriebenen avidren Mycoplasma- und Ureaplasma-
Spezies mit reprasentativen Wirten und Pathogenitat aufgefuhrt (BROWN et al. 2011).
Die Pathogenitat der in Tabelle 2 als ,pathogen“ aufgefuhrten Spezies, aul3er
M. gallisepticum, M. synoviae, M. meleagridis und M. iowae, ist umstritten (siehe Ab-

schnitt 2.1.5). Neben diesen definierten und anerkannten Spezies gibt es insbesondere
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bei Wildvogeln zahlreiche Isolate, die bisher nicht charakterisiert sind (HiNz et al. 1994,

KLEVEN 2003; FRASCA et al. 2005; LIERz et al. 2008a; YAVARI 2010; SUAREZ-PEREZ

2011). Acholeplasma laidlawii und einige unbekannte Acholeplasma-Spezies werden

regelmaRig bei verschiedenen Vogelarten isoliert. Ihnen wird bislang keine Klinische

Bedeutung zugemessen (JORDAN et al. 1980; BuNTz et al. 1986; BENCINA et al. 1987a;

TIONG 1990), sodass auf diese nicht weiter eingegangen wird. Im folgenden Abschnitt

werden die bislang beschriebenen aviaren Mykoplasmen in alphabetischer Reihenfolge

vorgestellt.

Tabelle 2: Aviare Mycoplasma- und Ureaplasma-Spezies, deren reprasentative Wirte sowie Pathogenitatsei-
genschaften, nach BRowN et al. (2011)

Spezies

reprasentative
Wirte

Pathogenitat

Erstbeschreibung

M. anatis Enten opportunistisch ROBERTS (1964)

M. anseris Ganse opportunistisch BRADBURY et al. (1988)
M. buteonis Greifvagel kommensal POVEDA et al. (1994)

M. cloacale Huhnervogel kommensal BRADBURY et al. (1984)
M. columbinasale Tauben kommensal JORDAN et al. (1982)

M. columbinum Tauben kommensal SHIMIzU et al. (1978)

M. columborale Tauben kommensal SHIMIzU et al. (1978)

M. corogypsi Geier pathogen PANANGALA et al. (1993)
M. falconis Falken opportunistisch POVEDA et al. (1994)

M. gallinaceum Huhnervogel |pathogen JORDAN et al. (1982)

M. gallinarum Huhnervogel kommensal FREUNDT (1955)

M. gallisepticum Huhnervogel pathogen EDWARD (1960)

M. gallopavonis Puten opportunistisch JORDAN et al. (1982)

M. glycophilum Huhnervogel kommensal FORREST et al. (1984)
M. gypis Geier opportunistisch POVEDA et al. (1994)

M. imitans Enten, Géanse |pathogen BRADBURY et al. (1993)
M. iners Huhnervogel kommensal EDWARD und KANAREK (1960)
M. iowae Puten pathogen JORDAN et al. (1982)

M. lipofaciens Huhnervogel kommensal BRADBURY et al. (1983)
M. meleagridis Puten pathogen YAMAMOTO et al. (1965)
M. neophronis Geier unklar SUAREZ-PEREZ et al. (2012)
M. pullorum Huhnervogel |pathogen JORDAN et al. (1982)

M. sturni Singvogel pathogen FORSYTH et al. (1996)
M. synoviae Huhnervogel pathogen OLSON et al. (1964)

U. gallorale Huhnervogel kommensal KosHImiIzu et al. (1987)

<

. = Mycoplasma, U. = Ureaplasma

11
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2.1.4 Geflugelpathogene Mykoplasmen

Von grolRer veterinarmedizinischer Bedeutung fur Vogel sind die vier geflugel-
pathogenen Mykoplasmenspezies M. gallisepticum, M. synoviae, M. meleagridis und
M. iowae, die daher im folgenden Abschnitt ausfuhrlicher betrachtet werden. Die Patho-
genitat der weiteren in Tabelle 2 als ,pathogen“ aufgeflihrten Spezies ist umstritten, da-

her werden diese Spezies in Abschnitt 2.1.5, ,weitere aviare Mykoplasmen®, aufgefthrt.

2.1.4.1 Mycoplasma gallisepticum (MG)

MG st klinisch und wirtschaftlich einer der weltweit bedeutendsten Erreger von Atem-
wegsinfektionen des Wirtschaftsgefliigels, insbesondere Hihnern und Puten (Meleagris
gallopavo forma domestica) (RAviv und LEy 2013). Infektionen mit MG sind allgemein
als chronische Atemwegserkrankung bei Huhnern (Chronic respiratory disease of
chickens, CRD), und infektiose Sinusitis bei Puten (infectious sinusitis of turkeys) be-
kannt (RAviv und LEy 2013). Eine Infektion mit MG fuhrt vornehmlich zu respiratori-
schen Erkrankungen mit Pneumonie, Tracheitis, Konjunktivitis und Aerosacculitis
(NuUNOYA et al. 1995). In seltenen Féllen treten bei Puten zudem Encephalitis, Meningi-
tis, Torticollis und Ataxie auf (WYRzYKOwsKI et al. 2013). Zu schwerwiegenden Krank-
heitsverlaufen kommt es durch Immunsuppression des Wirtes (NUNOYA et al. 1995)
oder zusatzlicher Infektionen mit beispielsweise dem Virus der infektiosen Bronchitis
(IBV), dem Virus der Rhinotracheitis der Pute (TRTV) oder mit E. coli (RANCK et al.
1970; MURAKAMI et al. 2002; BRADBURY 2005; RAvIV und LEY 2013). Auch der Einsatz
einiger Lebendimpfstoffe kann bei MG-infizierten Tieren zu schwereren Krankheits-
verlaufen fuhren (RAviv und LEY 2013). Bei Legehennen und Elterntieren fihren Salpin-
gitis, Atrophie der Ovarien oder des Isthmus zu reduzierter Legeleistung. Eine Infektion
der Embryonen durch vertikale Ubertragung fiihrt zu reduzierten Schlupfraten (NUNOYA
et al. 1997). Arthritis oder Synovitis kdnnen ebenfalls durch Infektionen mit MG aus-
geldst werden (RAviv und LEY 2013). Die Ubertragung von MG erfolgt horizontal durch
direkten Kontakt oder belebte und unbelebte Vektoren (CHRISTENSEN et al. 1994;
DHONDT et al. 2007; GHARAIBEH et al. 2011). Bei Hihnern und Puten wurde zusatzlich
eine vertikale Ubertragung experimentell nachgewiesen (JERSTAD et al. 1959; REIs et al.
1971). Einige Lander der EU und die USA haben aufgrund der hohen wirtschaftlichen
Verluste in den letzten Jahrzehnten Kontroll- und Eradikationsprogramme (EU 2009;
USDA 2011) implementiert, die vor allem auf der Ebene Reinzucht-, GroR3eltern- und

12
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Elterntiere zum Tragen kommen. Diese Programme haben zu einer deutlichen Senkung
der Inzidenz geflihrt (KOHN et al. 2009; LANDMAN 2014). Ein Reservoir fur MG stellen
wahrscheinlich Hobby- bzw. Rassegefligelbestande dar (DHONDT et al. 2014;
HAESENDONCK et al. 2014).

MG hat ein breites Wirtsspektrum, welches neben Huhnervogeln (Galliformes) Vogel-
spezies aus einer Reihe verschiedener Ordnungen, darunter Anseriformes (Ganse-
vogel), Columbiformes (Taubenvégel), Falconiformes (Falkenartige), Passeriformes
(Sperlingsvogel), Piciformes (Spechtvogel), Ciconiiformes (Schreitvogel) und Psittaci-
formes (Papageien) umfasst. Bei einigen Vogelspezies war MG in Verbindung mit respi-
ratorischen Symptomen nachweisbar, wahrend MG bei anderen Spezies auch ohne
klinische Symptomatik gefunden wurde (BRADBURY et al. 2001b; DHONDT et al. 2014).
Eine Ubersicht der Vogelspezies, bei denen MG nachgewiesen wurde, sowie eine kurze
Beschreibung der Symptomatik, findet sich in Tabelle 3. Nicht in dieser Tabelle auf-
gefuihrt sind die Nachweise aus verschiedenen Spezies der Familie der Finkenvdgel
(Fringillidae) aus Nordamerika, die in Zusammenhang mit einer Epidemie durch finken-
pathogene MG-Stamme stehen. Auf die besondere Bedeutung von MG bei Finken-

vogeln wird im folgenden Abschnitt (2.1.4.2) ausfihrlicher eingegangen.
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Tabelle 3: Ubersicht molekularbiologischer und kultureller Mycoplasma gallisepticum (MG)-Nachweise bei
verschiedenen Vogelspezies in Abhangigkeit von der Beobachtung klinischer Symptome

Vogel- Positive Symptome Methodil_<,
spezies Proben _ Beschreibung Symp- | Quelle
(Gesamt) | Ja Nein |tome, Kommentare
Kultur; Nutzgefligel,
Spezies nicht eindeutig,
Gans 4 (204) X Uberwucherung durch | BUNTZ et al. (1986)
kommensale Myko-
plasmen
Kultur; Isolate auch aus
Gans 10 (12) X Embryonen; N&he zu BENCINA et al. (1988a)
MG-infizierten Hilhnern
Kultur;
Ente k. A. X Spezies nicht eindeutig STIPKOVITS et al. (1992)
Kultur;
Isolate auch aus unbe-
9 (16) fruchteten Eiern und .
Ente X abgestorbenen Emb- BENCINA et al. (1988b)
ryonen, aus Nahe MG-
infizierter Hihner
Stockente
(Anas plathy- | 1 (57) X PCR MICHIELS et al. (2016)
rhynchos)
Kultur;
Tro_ttellumme 2 (50) X Totfunde, Todes- PETERMANN et al.
(Uria aalge) , N (1989)
ursache: Verdlung
Graureiher
(Ardea 2(4) X PCR MICHIELS et al.(2016)
cinerea)
Indianermei- Kultur;
se (Baeolo- 12 (28) X aus Umgebung von LUTTRELL et al. (2001)
phus bicolor) Geflugelfarmen
Feldsperling Kulltl:r;”2§5a$st?efclju-
elstall, otfunde
(Passer 2 (47) (X) g der Wildtange, keine | SHMIZU et al. (1979)
montanus) ;
Symptome beschrieben
Haussperling 2 (63)
(Passer X Kultur JAIN et al. (1971)
domesticus)
Turteltaube
(Streptopelia | 2 (14) X Kultur JAIN et al. (1971)
turtur)
Ringeltaube
(Columba 1(80) X PCR MICHIELS et al. (2016)
palumbus)
Kultur; Rassegefligel;
. auch MS-Nachweis; .
Brieftaube 6 (22) X Nihe zu MG-infizierten BENCINA et al. (1987a)
Hihnern
Glanzkrahe GANAPATHY et al
(Corvus 4 (24) X Kultur '
(2007)
splendens)
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Tabelle 3: Fortsetzung

Vogel- Positive Symptome Methodil_<,
spezies Proben Beschreibung Symp- | Quelle
(Gesamt) |Ja Nein | tome, Kommentare
(Sgsf\l/({]"’s‘he 4 (8) X Kult_ur; N _ PENNYCOTT et al.
frugil Perikarditis, Pneumonie | (2005)
gilegus)
(E;fégrpica) 1(10) X | PCR MICHIELS et al. (2016)
Japanische 12 (18) Kultur; Nutzgefligel,
Wachte_l Empryo- X Resplratorlsghg Symp- BENCINA et al. (1987a)
(Coturnix nen: tome, Synovitis;
japonica) 5 (24) auch MS-Nachweis
Japanische
Wachtel Kultur;
Steinhuhn k. A. X Konjunktivitis; Sinusitis; | REECE et al. (1986a)
(Alectoris schlechte Legeleistung
graeca)
Kultur;
Virginia- Chronische Atemwegs-
wachtel erkrankung, ca. 1.200/
(Colinus X 9.000 Tieren betroffen; MADDEN et al. (1967)
virginianum) Puten mit Isolat
infizierbar
Kultur; Nutzgefligel;
Fasan hochgradig respiratori-
(Phasianus 4 (5) X sche Symptome, Mor- BENCINA et al. (2003)
colchicus) talitat knapp 20%, Tra-
cheitis, Aerosacculitis
Pfau KuI_tqr_; Nutzg_efIUg_e.I;_
(Pavo 5 (5) X Rhinitis, Konjunkiivitis, | o« et al. (2003)
cristatus) Sinusitis, Atemgerau-
sche
Nutzgeflugel
Steinhuhn Sinusitis, Konjunktivitis,
Pfau k. A X Atemnot. Todesfalle. COOKSON et al. (1994)
Einbruch Legeleistung
Kultur;
Respiratorische Symp-
Gelbscheitel- tome, Aerosacculitis,
amazone granulomattse Pneu-
(Amazona 1(5) X monie, 20% Mortalitdt / | BOZEMAN et al. (1984)
ochrocephala +Proteus spp., E. coli,
auropalliata) Pseudomonas spp.,
Klebsiella spp., Acine-
tobacter spp.
Wanderfalke Kultur;
(Falco 2(2) X Sinusitis, respiratori- POVEDA et al. (1990a)
peregrinus) sche Symptome
Préariefalke Nestling; Nur
(Falco 1(34) X Antikérpernachweis, MORISHITA et al. (1998)
mexicanus) HI-Titer 1:20

HI-Titer = Titer im Hamagglutinations-Hemmungstest (engl. hemagglutination inhibition titer), MG = Mycoplasma
gallisepticum, MS = Mycoplasma synoviae, PCR = Polymerase-Kettenreaktion
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Die Folgen einer Infektion mit MG héngen neben der Virulenz des Erregers, Immun-
status des Wirtes und Sekundarinfektionen auch von der infizierten Vogelart ab. Nach
experimenteller Infektion zeigten Wellensittiche (Melopsittacus undulatus) (BozEMAN et
al. 1984) und Kanarienvogel (Serinus canaria forma domestica) (HAWLEY et al. 2011)
respiratorische Symptome und pathologische Verédnderungen. Mit MG experimentell
infizierte Haussperlinge (Passer domesticus) (KLEVEN und FLETCHER 1983), Haustauben
(Columba livia f. domestica) (GHARAIBEH und HAILAT 2011) und Pekingenten (Anas pla-
tyrhynchos forma domestica Syn. Anas peking) (YAMADA et al. 1983b) blieben hingegen
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum klinisch unaufféllig. Haussperlinge schei-
nen nur temporare Infektionen ohne klinische Symptomatik zu durchlaufen, kénnen in

diesem Zeitraum jedoch Huhner infizieren (KLEVEN und FLETCHER 1983).

2.1.4.2 Mycoplasma gallisepticum bei Finkenvogeln

Im Winter 1993/1994 wurde ein vermehrtes Auftreten von Konjunktivitiden bei Haus-
gimpeln (Haemorhous mexicanus, friher: Carpodacus mexicanus) an der Ostklste der
USA beobachtet und der Erreger als MG identifiziert (FISCHER et al. 1997; DHONDT et al.
1998). Die MG-Konjunktivitis der Hausgimpel entwickelte sich rasch zu einer groR3-
flachigen Epidemie (DUCKWORTH et al. 2003; LEY et al. 2006) und ist bis heute in weiten
Bereichen der nordamerikanischen Verbreitungsgebiete der Hausgimpel endemisch
(DHONDT et al. 2014). Schatzungen zufolge verstarben im Zeitraum von 1994 bis 1998
infolge dieser Epidemie einige Millionen Hausgimpel. Etwa zwei Jahre nach Infektion
der ersten Hausgimpel, Ende 1995, wurde die MG-Konjunktivitis bei einer weiteren Fin-
kenspezies, dem Goldzeisig (Carduelis tristis), nachgewiesen (FISCHER et al. 1997).
Auch ein Blauhéaher (Cyanocitta cristata) wurde nach indirektem Kontakt mit Haus-
gimpeln infiziert (LEy et al. 1997). Neben der grof3flachigen Epidemie bei Hausgimpeln
und vereinzelten Nachweisen bei anderen Singvogelarten gab es im Winter 1998/1999
zusatzlich eine lokal begrenzte MG-Epidemie bei Hakengimpeln (Pinicola enucleator)
und AbendkernbeiRern (Coccotraustes vespertinus) in Quebec (Kanada) (MIKAELIAN et
al. 2001). Klinisch erkrankte Vogel fielen durch allgemeine Schwéche, verkrustete Au-
genlider, geschwollene Infraorbitalsinus und ein gestértes Sehvermogen auf (FISCHER et
al. 1997). Pathologisch zeigte sich bei betroffenen Vogeln ein schlechter Erndhrungs-
zustand, unilaterale oder bilaterale katarrhalische und lymphoplasmatische Konjunk-
tivitis und Rhinitis sowie eine mucopurulente Entziindung des Sinus infraorbitalis

(MIKAELIAN et al. 2001). Die hohen Verluste in der Vogelpopulation waren nicht nur auf
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die Infektion mit MG selbst zurlckzufihren. Insbesondere durch die beeintrachtigte
Sicht infolge der Konjunktivitis verhungerten und verunfallten die Vogel vermehrt und
wurden haufiger Opfer von Beutegreifern (NoLAN et al. 1998). Vergleiche der MG-
Isolate aus Hausgimpeln mit zirkulierenden Stammen und Impfstammen des Wirt-
schaftsgefliigels zeigten, dass es sich um ein isoliertes Geschehen in der Singvogel-
population handelte (LEy et al. 1997). Untersuchungen mittels RAPD (Randomly
amplified Polymorphic DNA) ergaben zudem, dass diese Epidemie wahrscheinlich zu-
nachst durch einen Stamm hervorgerufen wurde. Ein Stamm unterschied sich deutlich
von den anderen Stdmmen, welches die Autoren mit Mutation des urspriinglichen
Stammes bzw. einer zweiten Eintragsquelle in die Wildvogelpopulation erklarten
(CHERRY et al. 2006). Vergleichende genetische Untersuchungen mit MG-Stammen aus
Nutzgefliigelbestanden, die aus den Jahren vor der Epidemie stammten, legen nahe,
dass sich die finkenpathogenen Stamme aus diesen heraus entwickelt haben (DELANEY
et al. 2012). Finkenpathogene MG-Stamme waren dabei sehr wahrscheinlich das Er-
gebnis eines einzigen erfolgreichen Wirtswechsels (MIKAELIAN et al. 2001; HOCHACHKA
et al. 2013). Innerhalb kirzester Zeit konnte zudem eine Evolution der Stamme beo-
bachtet werden, die experimentell in einer Virulenzsteigerung sowie erhdhter Bakterien-
last, einer Voraussetzung fir ein hohes Ubertragungspotential, darstellbar war (HAWLEY
et al. 2013). Mittels experimenteller Infektionen konnten bei vier Finkenarten, darunter
Hausgimpel, Goldzeisig, Fichtenzeisig (Spinus pinus) und Purpurgimpel (Haemorhous
purpureus), sowie bei der Halfte der infizierten Indianermeisen, eine Konjunktivitis indu-
ziert werden (FARMER et al. 2005). Schwarzkopfmeisen (Poecile atricapillus) konnten
experimentell ebenfalls infiziert werden, die Tiere zeigten jedoch keine klinischen Symp-
tome (DHONDT et al. 2015). Mittels epidemiologischer Studien in endemischen Gebieten
konnte ein Kontakt zu MG bei zahlreichen Spezies nachgewiesen werden. Bei ins-
gesamt 27 Vogelspezies aus 15 Familien wurde MG molekularbiologisch und/oder sero-
logisch nachgewiesen, wobei Konjunktivitis bei nicht-Fringillidae sehr selten war
(HARTRUP et al. 2000; LUTTRELL et al. 2001; FARMER et al. 2005; DHONDT et al. 2014).
Die deutlich héchsten Pravalenzen hatten Hausgimpel, sodass das Infektions-
geschehen wahrscheinlich hauptsachlich auf diese Spezies konzentrierte (DHONDT et al.
2014). Die Beteiligung anderer Vogelspezies, beispielsweise als Reservoir, kommt

moglicherweise infrage (LUTTRELL et al. 2001).
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2.1.4.3 Mycoplasma synoviae (MS)

Infektionen mit MS kdnnen bei Hihnern und Puten zu der ,infektiosen Synovitis® fuhren.
Meist verlaufen sie jedoch als subklinische Infektion der oberen Atemwege (FERGUSON-
NOEL et al. 2013). Abhéngig vom Organtropismus und der Virulenz der Stamme fihren
die Infektionen zu sehr unterschiedlichen klinischen Symptomen: Arthropathische
Stdmme von MS fiihren vor allem bei Broilern und Mastputen zu Lahmheiten durch arti-
kulare Lasionen wie Tendovaginitis und exsudative Synovitis (KAWAKUBO et al. 1980).
Stamme mit Tropismus zum Ovidukt fihren bei Legehennen zu einer verminderten
Le geleistung und héheren Anteilen von Brucheiern durch Poldefekte, sogenannten
,eggshell apex abnormalities (EAA)* (MOHAMMED et al. 1987; FEBERWEE et al. 2009;
RANCK et al. 2010; RANCK 2011). Seltener kann MS Aerosacculitis bei Broilern hervor-
rufen, welche zu héheren Verwurfraten bei Schlachtkdrpern fuhrt (KLEVEN et al. 1972).
MS wird bei Hihnern und Puten direkt und indirekt horizontal sowie vertikal Gbertragen
(KLEVEN 1998). Aufgrund der vertikalen Ubertragung sollten insbesondere Elterntiere,
Grol3elterntiere und Reinzuchten engmaschig tUberwacht und positive Bestande ge-

merzt werden (HAFEZz et al. 2006).

Im Gegensatz zu der Bekampfung von MG gibt es in der EU zur Bekampfung von MS
bislang keine gesetzlichen Regelungen. Dennoch werden in einigen Landern Uber-
wachungs- und Eradikationsprogramme auf freiwilliger Basis durchgeftihrt. Wahrend die
Pravalenz von MG deutlich abnimmt, gewinnt MS in Europa zunehmed an Bedeutung
(FEBERWEE et al. 2008; MICHIELS et al. 2016). Eine Studie aus den Niederlanden zeigte
bei Legehennen eine Seropravalenz von 73%, bei Legehennen-Elterntieren von 25%
(FEBERWEE et al. 2008). Niedrigere Pravalenzen zeigten sich auch in den anderen Pro-
duktionsrichtungen: In der Broilermast und bei Broiler-Elterntieraufzuchten lagen die
Seropravalenzen bei 6% bei Broiler-Elterntierbestanden in der Produktionsphase bei
35%. Auch Broiler-GrolR3elterntiere waren mit einer Seropravalenz von 10% nicht MS-frei
(FEBERWEE et al. 2008). In Belgien wurden 26,5% der untersuchten Broiler-Bestande
serologisch positiv auf MS getestet. Andere Produktionsrichtungen wurden in dieser
Studie nicht auf MS untersucht (MicHIELS et al. 2016). Auch eine Studie in Deutschland
zeigte, dass MS bei 75% (14/19) der untersuchten Legehennenbetriebe molekular-
biologisch nachweisbar war (KOHN et al. 2009). Neben den wirtschaftlichen Verlusten

durch Behandlungskosten und Leistungseinbuf3en betroffener Mast- und Legeherden
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entstehen durch MS, analog zu MG, Kosten durch Eradikationsprogramme (FEBERWEE
et al. 2008; KOHN et al. 2009; RANCK 2011).

Naturliche Infektionen mit MS finden sich neben Hihnern und Puten bei verschiedenen
Vogelspezies mit und ohne klinische Symptomatik (Tabelle 4). Keine klinischen Symp-
tome zeigten Brieftauben (REeCE et al. 1986b; BENCINA et al. 1987a), Feldsperlinge und
ein Rothuhn (Alectoris rufa) (POVEDA et al. 1990a). In zwei Studien wurden MG und MS
zudem bei klinisch unauffalligen Enten (BENCINA et al. 1988b), Gansen (BENCINA et al.
1988a) und unbefruchteten Eiern sowie Embryonen aus diesen Herden nachgewiesen.
Das Wassergefligel stammte aus gemischten Gefliigelhaltungen, bei denen im Vorfeld
bei den dort gehaltenen Hihnerherden Mykoplasmosen diagnostiziert worden waren. In
anderen Studien wurde MS jedoch auch bei Enten mit respiratorischen Symptomen
nachgewiesen, wobei diese Enten zuséatzlich mit verschiedenen Pasteurella spp. in-
fiziert waren (TIONG 1990). Auch bei Japanischen Wachteln mit respiratorischen Symp-
tomen und Synovitis fand sich MS, hier in Verbindung mit MG (BENCINA et al. 1987a).
Ein kausaler Zusammenhang zwischen MS und respiratorischer Symptomatik ist somit
in beiden Fallen nicht eindeutig gegeben. MS war auch aus pathologisch veranderten
Lungenproben geschlachteter Straul3e (Struthio camelus) nachweisbar (TEBYANIAN et
al. 2014). Bei Perlhihnern (Numida meleagris) mit Synovitis konnte MS aus den betrof-
fenen Gelenken isoliert werden. Dieses Isolat fuhrte bei einer experimentellen Infektion
von Perlhiihnern zu Synovitis und Sinusitis (PAscuccl et al. 1976). Die Induktion klini-
scher Infektionen gelang mittels intravenéser Injektion bei Fasanen- und Gansekiken
(SEvOIAN et al. 1958) sowie Wellensittichen (BozemAN et al. 1984). Experimentell gelan-
gen zudem subklinische Infektionen bei Pekingenten (YAMADA et al. 1983a) und Haus-
sperlingen (KLEVEN und FLETCHER 1983). Wahrend Sperlinge geringgradige Lasionen in
den Luftsdcken zeigten, waren bei Pekingenten auch Infraorbitalsinus und Luftréhre
betroffen. Klinische Symptome wurden hingegen bei keiner der beiden Spezies beo-
bachtet. Nur bei einem der zehn inokulierten Sperlinge gelang eine Reisolierung von
MS, daher werden Sperlinge als weitestgehend resistent gegeniber einer Infektion mit

MS angesehen (KLEVEN und FLETCHER 1983).
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Tabelle 4: Ubersicht kultureller und molekularbiologischer Mycoplasma synoviae (MS)-Nachweise bei ver-
schiedenen Vogelspezies in Abhéngigkeit von der Beobachtung klinischer Symptome

Vogel-
spezies

Positive
Proben
(Gesamt)

Symptome

Ja Nein

Methode,
Beschreibung
Symptome,
Kommentare

Quelle

Brieftaube

1(22)

X

Kultur;
Rassegeflugel;
auch MG-Nachweis

BENCINA et al. (1987a)

Brieftaube

3 (20)

Kultur;
Respiratorische
Symptome; verdick-
te Luftsacke;
Schleim in Trachea,
Nachweis weiterer
Mykoplasmen und
Bakterien

REECE et al. (1986b)

Ringeltaube

3 (80)

PCR

MICHIELS et al. (2016)

Feldsperling

3 (40)

Kultur;
auf Geflugelbetrieb
gefangen

POVEDA et al. (1990a)

Haussper-
ling

12 (401)

Real-time-PCR,
Tupfer Konjunktiven;
Choane: 5 x positiv

MICHIELS et al. (2016)

Rabenkrahe
(Corvus
corone)

1 (35)

PCR

MICHIELS et al. (2016)

Rothuhn
(Alectoris
rufa)

1 (15)

Kultur;
Nutzgeflugel

POVEDA et al. (1990a)

Fasan

Gesund:
8 (17)
Krank:

1 (103)

Kultur;
aus Nahe infizierter
Huhnerbestande

BRADBURY et al. (2001a)

Japanische
Wachtel

14 (18)
Embryonen:
10 (24)

Kultur;

Nutzgeflugel
Respiratorische
Symptome,
Synovitis;

auch MG-Nachweis

BENCINA et al. (1987a)

Perlhuhn
(Numida
meleagris)

k. A.

Kultur;

Synovitis;
Experimentelle
Infektion von Perl-
hihnern mit diesem
Isolat erfolgreich

Pascucci et al. (1976)

Ente

8 (16)

Kultur;
Nutzgefligel-Isolate
auch aus unbefruch-
teten Eiern und ab-
gestorbenen Emb-
ryonen; aus Bestand
infizierter Hihner

BENCINA et al. (1988b)
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Tabelle 4: Fortsetzung

Vogel-
spezies

Positive
Proben
(Gesamt)

Symptome

Ja Nein

Methode,
Beschreibung
Symptome,
Kommentare

Quelle

Ente

9 (263)

Kultur;
Nutzgeflugel

68x Mykoplasmen;
53x Pasteurellen

TIONG (1990)

Gans

5 (12)

Kultur;

Nutzgeflugel
Isolate auch aus
Embryonen; aus
Bestand mit infizier-
ten Huhnern

BENCINA et al. (1988a)

Zwerg-
flamingo
(Phoenico-
naias
minor)

1(4)

Kultur;

10/12 Tieren ver-
storben; 1x Kathar-
rhalische Tracheitis,
fibrindse Aerosaccu-
litis; + Staphylococ-
Ccus spp.,

CATANIA et al. (2016)

Candida spp.,
Rhodotorula spp.

MG = Mycoplasma gallisepticum, PCR = Polymerase-Kettenreaktion

2.1.4.4 Mycoplasma meleagridis (MM)

Die MM-Infektion stellte friher eine der wirtschaftlich bedeutendsten Infektions-
krankheiten fiir die Putenindustrie dar. Die Ubertragung erfolgt hauptséchlich vertikal
Uber Bruteier inapparent infizierter Puten-Elterntierherden. Durch die Infektion kommt es
bei Bruteiern aus betroffenen Herden zu einer moderat erhohten Embryosterblichkeit
und damit reduzierten Schlupfraten (CHIN 2013). Vertikal infizierte Putenkiken entwi-
ckeln Aerosacculitis, Wachstumsdepression und Skelettdeformationen mit verringerter
Mastleistung und hohen Verwurfraten am Schlachthof (YAMAMOTO et al. 1965; CHIN
2013). Da MM bei Embryonen im distalen Verdauungstrakt und der Bursa fabricii gefun-
den wurde, kdnnen Immunsuppression und genitale Infektionen geschlechtsreifer Puten
ebenfalls auf diesen Ubertragungsweg zuriickzufilhren sein (REIS und YAMAMOTO
1971). MM kann auch horizontal sowohl direkt als auch indirekt Gbertragen werden. Ei-
ne direkte Ubertragung kann u.a. tber den Paarungsakt erfolgen. Die indirekte Ubertra-
gung geschieht beispielsweise wahrend der artifiziellen Insemination von Hennen oder
der Geschlechtsbestimmung von Putenkiiken (YAMAMOTO et al. 1967; BRADBURY 2005).

Erfolgt eine aerogene Ubertragung bleibt die Infektion auf den Respirationstrakt limitiert
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(KumAR et al. 1969). Wahrend friher der Putenindustrie vor allem aufgrund der Produk-
tionsausfalle und Behandlungen erhebliche Kosten entstanden, beschranken sich die
Kosten inzwischen weitestgehend auf prophylaktische MalRnahmen, z. B. serologische

Diagnostik bei Elterntierherden (CARPENTER et al. 1981; EU).

Nachweisbar war MM neben Puten auch bei einem Goldfasan (POVEDA et al. 1990a),
Japanischen Wachteln, Tauben, Fasanen und Pfauen (STiPkoviTs 1992). MM wurde
zudem bei gesunden Greifvogeln verschiedener Spezies gefunden. In einer Studie wur-
de bei 5 von 68 verunfallten wildlebenden Greifvogeln MM isoliert. Dabei handelte es
sich um zwei Mausebussarde (Buteo buteo), einen Schwarzmilan (Milvus migrans) und
zwei Turmfalken (Falco tinnunculus), welche keine respiratorische Symptomatik oder
histopathologischen Lasionen der Luftsacke aufwiesen (LIERz et al. 2000a). Auch bei
33,3% von in Gefangenschaft gehaltenen und klinisch unauffalligen Falken wurde MM
isoliert. Positiv waren zwei Wanderfalken, drei Sakerfalken (Falco cherrug), ein Lanner-
falke (Falco biarmicus), vier Ger-Sakerfalken-Hybriden (F. rusticolus x F. cherrug) sowie

drei Ger-Wanderfalken-Hybriden (F. rusticolus x F. peregrinus) (LIERZ et al. 2002).

2.1.4.5 Mycoplasma iowae (MI)

Die MI-Infektion betrifft hauptsachlich Puten. Wahrend in Europa (CATANIA et al. 2012)
und den USA (LEY et al. 2010) die Erkrankung aufgrund erfolgreicher Eradikations-
programme nur noch sporadisch auftritt, ist der MI-Status der Putenbestande in vielen
Landern unbekannt (BRADBURY et al. 2008). Wie bei MM ist auch bei Ml vor allem die
vertikale Ubertragung durch inapparent infizierte Elterntiere von Bedeutung. Uber das
infizierte Ovidukt gelangen die Mykoplasmen ins Ei und den Embryo, welches in einer
erhohten Embryosterblichkeit resultiert (MCCLENAGHAN et al. 1981). Eine horizontale
Ubertragung findet nach dem Schlupf der Kiiken, haufig bereits in der Briterei, statt
(MIRsALIMI et al. 1989). Putenhennen kénnen sich durch kontaminiertes Sperma beim
Paarungsakt bzw. der artifiziellen Insemination infizieren (BRADBURY 2005). Eine MI-
Infektion zeichnet sich bei Putenkiiken durch eine unspezifische Symptomatik mit
Wachstumsdepression, schlechtem Federkleid, Beinschwéche und leichter Aero-
sacculitis aus (BRADBURY et al. 2013). In letzter Zeit stehen insbesondere die Skelett-
deformationen aufgrund vertebraler Chondrodystrophie im Vordergrund (LEY et al.
2010). Neben Puten sind auch Huhner fur eine Infektion mit Ml empféanglich (BENCINA et

al. 1987b). Bei Broiler-Elterntieren wurden experimentell Tendosynovitis, Arthritis, Seh-
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nenfibrosen und -rupturen durch Ml induziert. Eine persistierende Infektion erfolgte nicht
(BRADBURY et al. 1991).

Isoliert wurde MI desweiteren bei Rebhihnern (Perdix perdix) mit erhéhten Verlusten
und respiratorischer sowie gastrointestinaler Symptomatik. Zusatzlich fanden sich bei
diesen Tieren Kokzidien, Trichomonaden, E. coli, Clostridium perfringens und Aspergil-
lus spp. Aufgrund der Ahnlichkeit der Erkrankung mit der Mi-Infektion bei Puten gingen
die Autoren von MI als primdrem Pathogen aus (CATANIA et al. 2014). Ein weiterer
Nachweis gelang bei einer Gelbscheitelamazone aus einem Bestand mit respiratori-
scher Symptomatik und erhdhten Verlusten. Bei der Amazone wurden postmortal Sinu-
sitis und Aerosacculitis diagnostiziert. Neben MI wurden MG, Pseudomonas spp., Kleb-
siella spp., Acinetobacter spp., Proteus spp. und E. coli isoliert, sodass die Autoren von
einem multifaktoriellen Geschehen ausgehen, bei der die Rolle von MI unklar ist
(BozemaN et al. 1984). MI wurde zudem in GroRRbritannien bei Wildvogeln und Vdgeln
aus zoologischen Garten gefunden. Isoliert wurde MI dabei aus einem wildlebenden
Star, einem Kormoran (Phalacrocorax carbo), einem Graureiher (Ardea cinerea) und
einer Ringeltaube (Columba palumbus). Die Nachweise aus Zootieren umfassten Isola-
te aus einer Eiderente (Somataria mollisima), einem Rothalsbilbil (Rubigula dispar)
und einem Rotohryuhina (Yuhina castaniceps, Synonym Staphida castaniceps) (AMIN
1977).

2.1.5 Weitere aviare Mykoplasmen

Die Pathogenitat vieler aviarer Mykoplasmenspezies ist ungeklart bzw. umstritten. Pa-
thogenitatsvermutungen beruhen meist auf Fallberichten, bei denen bei Klinisch er-
krankten Tieren Mykoplasmen gefunden wurden und so ein Bezug hergestellt wurde
(FORSYTH et al. 1996; ERDELY! et al. 1999). Bei systematischen Untersuchung klinisch
unauffalliger Wildvogelpopulationen waren einige Mykoplasmenspezies auch bei diesen
Tieren regelmalig nachweisbar, sodass frihere Pathogenitdtsvermutungen teilweise
widerlegt wurden (LIERZ et al. 2008b; LIERZ et al. 2008d; ZIEGLER et al. 2014). Auf die
Bedeutung von Mykoplasmen fir Wildvogel bzw. Wildvogelpopulationen wird an ande-

rer Stelle ausfuihrlich eingegangen (siehe Abschnitt 2.2). Im folgenden Abschnitt werden
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die bisher beim Vogel beschriebenen Mykoplasmen in alphabetischer Reihenfolge kurz
charakterisiert.

Die Erstisolierung von M. anatis erfolgte aus Enten mit Sinusitis (ROBERTS 1964). Auch
in weiteren Studien wurde M. anatis bei klinisch erkrankten Enten in Verbindung mit
anderen Mykoplasmen und zellwandbildenden Bakterien, darunter die priméar pathoge-
nen Spezies Pasteurella multocida und Riemerella (friiher Pasteurella) anatipestifer,
nachgewiesen (TIONG 1990). In zwei kommerziellen Entenhaltungen wurde bei Enten-
kiken mit zentralnervdsen Stdrungen, Beinschwéche, Atemnot und Diarrhoe M. anatis
identifiziert, wahrend andere Krankheitsursachen ausgeschlossen wurden. Histo-
pathologisch wurden bei den Tieren lymphohistiozytare Meningitis und Cerebro-
ventriculitis, Aerosacculitis und Pneumonie sowie eine Splenomegalie diagnostiziert
(Ivanics et al. 1988). Nachgewiesen wurde M. anatis ebenfalls bei einem Sakerfalken
mit Atemnot und Sinusitis, bei dem histopathologisch eine fokale Pneumonie diagnosti-
ziert wurde (POVEDA et al. 1990b). Im Rahmen von epidemiologischen Studien fand sich
M. anatis hingegen auch bei klinisch unauffalligen Wildenten und Rallen, genauer vier
Stockenten (Anas platyrhynchos), einer Dunkelente (Anas rubripes) und einem Schnat-
terentenkiken (Anas strepera) (GOLDBERG et al. 1995) sowie drei Loffelenten (Anas
clypeata) und vier Blasshiuhnern (Fulica atra) (POVEDA et al. 1990a). Experimentelle
Infektionen zur Pathogenitat fuhrten zu widerspriichlichen Ergebnissen. Infektionsver-
suche an embryonierten Enteneiern resultierten in niedrigeren Schlupfraten, geringeren
Schlupfgewichten und reduzierten Gewichtszunahmen, wéhrend die Infektion von Ein-
tagskuken keine klinischen Symptome induzierte (AMIN et al. 1978; SAMUEL et al. 1995).

M. anseris gilt als fakultativ pathogen (BRowN et al. 2011). Erstmalig wurde M. anseris
aus dem Phallus eines Ganters mit Phallus- und Kloakenentziindung isoliert
(STiIPkOVITS et al. 1986) und beschrieben (BRADBURY et al. 1988). M. anseris war auch

bei klinisch unauffalligen Zuchtgansen nachweisbar (HINZ et al. 1994).

M. buteonis wurde erstmalig aus der Trachea eines Mausebussards mit leichten histo-
pathologischen Veranderungen isoliert (POVEDA et al. 1990b) und beschrieben (PovEDA
et al. 1994). RegelmaRig isoliert wird M. buteonis bei klinisch gesunden Individuen ver-
schiedener Falkenarten, Habichtartigen (Accipitridae) (POVEDA et al. 1994; LIERZ et al.
2008b; LIERZ et al. 2008f) und Kormoranen (STENKAT et al. 2011). Fir Sakerfalken ist
M. buteonis mdglicherweise pathogen, da diese im Respirationstrakt, Nervensystem
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und Knochen eines Nestlings mit Pneumonie, Ataxie und Dyschondroplasie isoliert
wurden (ERDELYI et al. 1999). Bei einem juvenilen Buntfalken (Falco sparverius) mit Si-
nusitis wurden M. buteonis, Avibacterium gallinarum und Staphylococcus pasteuri
nachgewiesen (BEzJlAN et al. 2014). Aufgrund des gleichzeitigen Nachweises der fakul-
tativ pathogenen Bakterien sind Ruckschlisse auf die Pathogenitat von M. buteonis in

diesem Fall nicht moglich.

M. cloacale wurde erstmalig aus der Kloake eines Putenkikens isoliert und ist vermut-
lich apathogen (BRADBURY und FORREST 1984). Neben Puten wurde M. cloacale auch
aus der Kloake einer Vielzahl anderer Vogelarten isoliert, darunter Hiihner, Puten, Gan-
se und Enten (BENCINA et al. 1987a; BENCINA et al. 1988b). Nachweise bei Wildvogeln
umfassten zahlreiche Entenarten, darunter Stockenten und ein Stockentenkiiken, Rie-
sentafelenten (Aythya valisineria), Dunkelenten, (GOLDBERG et al. 1995) eine Reiher-
ente (Aythya fuligula) und eine Tafelente (Aythya ferina). Ebenfalls isoliert wurde
M. cloacale aus einer wildlebenden Feldlerche (Alauda arvensis) einem wildlebenden
Star, einem Nymphensittich (Nymphicus hollandicus) und einem Kleinspecht (Dendro-
copos minor) aus zoologischen Garten (BRADBURY et al. 1987).

M. columbinasale wurde erstmals aus den Nasenmuscheln gesunder Tauben isoliert
(JORDAN et al. 1982). Nachgewiesen wurde M. columbinasale zudem aus klinisch un-
auffalligen Felsentauben (Columba livia), Brieftauben und indischen Pfautauben
(BENCINA et al. 1987a; NAGATOMO et al. 1997). Auch bei Tauben mit respiratorischen
Symptomen wurde M. columbinasale isoliert. Da die meisten der untersuchten Tauben
parallel verschiedene andere Infektionen aufwiesen, sahen die Autoren jedoch keinen
gesicherten atiologischen Zusammenhang zwischen dem Nachweis von M. columbi-
nasale und respiratorischen Erkrankungen (KEYMER et al. 1984).

M. columbinum und M. columborale wurden im Rahmen einer Studie zu Myko-
plasmen bei Wildtauben aus der Trachea und dem Oropharynx gesunder Tauben iso-
liert und beschrieben (SHimMIzU et al. 1978). Beide Spezies waren zudem in Brief- und
Rassetauben (KEYMER et al. 1984; ReeCE et al. 1986b; EsposiTo 2000; LORIA et al.
2005) und einer Saatkrahe (STRUGNELL et al. 2011) mit respiratorischen Symptomen
nachweisbar. M. columborale wurde aul3erdem aus den Luftsdcken eines Wanderfalken
isoliert, der mit Tauben gefuttert worden war (POVEDA et al. 1990b). Die Anzucht gelang
auch aus verletzt bzw. geschwécht aufgefundenen Tauben und einem Sperber (Accipi-
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ter nisus) (SUAREZ-PEREZ 2011) sowie einer Fliege (KEMPF et al. 2000a). Die Rolle die-
ser beiden Spezies bei respiratorischen Erkrankungen ist nicht abschlieRend geklart
(KEYMER et al. 1984; EsposiTo 2000).

M. corogypsi wurde aus einem abszedierten Ful3ballen eines Rabengeiers (Coragyps
atratus) isoliert und beschrieben (PANANGALA et al. 1993). Weitere Nachweise gelangen
bei insgesamt vier Rabengeiern mit Polyarthritis und Tendosynovitis (RUDER et al. 2009;
VAN WETTERE et al. 2013), jedoch auch bei einem gesunden Wanderfalken, vier Saker-
falken und einem Ger-Sakerfalken-Hybriden (LIERZ et al. 2002). Die Pathogenitét ist
somit auch bei dieser Spezies nicht abschlie3end geklart.

M. falconis wurde urspriinglich aus Trachea und Sinus von Sakerfalken mit Sinusitis
isoliert (POVEDA et al. 1990b). M. falconis wird jedoch auch regelméafig bei klinisch ge-
sunden adulten und juvenilen Individuen verschiedener Falkenarten isoliert, darunter
Gerfalken, Ger-Sakerfalken-Hybriden, Turmfalken, Baumfalken (Falco subbuteo), Rotel-
falken (Falco naumanni) und Wiistenfalken (Falco pelegrinoides) (LIERz et al. 2002;
LIERZ et al. 2008d; LIERZ et al. 2008f). Nachweisbar war M. falconis zudem bei klinisch
unauffalligen Trielen (ScHMIDT et al. 2009) sowie zwei geschwacht aufgefundenen Ad-
lern, wobei es sich um einen Habichtsadler (Hiraaetus fasciatus) und einen Schlangen-
adler (Circaetus gallicus) handelte (SUAREz-PEREZ 2011). Aufgrund der zahlreichen
Nachweise bei klinisch gesunden Greifvogeln handelt es sich wahrscheinlich um eine

apathogene oder fakultativ pathogene Mykoplasmenspezies (LIERz et al. 2008b).

M. gallinaceum ist vermutlich ein Schleimhautkommensale bei Hihnern, der erstmalig
aus der Trachea von Huhnern isoliert wurde (JORDAN et al. 1982). Durch ihr rasches
Wachstum in vitro stellt diese Spezies vor allem eine Herausforderung fur die Anzucht
langsamer wachsender gefligelpathogener Spezies dar, da diese haufig Uberwuchert
werden (BRADBURY et al. 2001b). AuRer bei Hiuhnern (BENCINA et al. 1987b) wurde
M. gallinaceum bislang bei Fasanen mit Sinusitis in Verbindung mit Pasteurella multo-
cida, E. coli und M. glycophilum (CHIN et al. 2001) sowie bei Enten mit P. multocida und
weiteren Mykoplasmen isoliert (TIoNG 1990). Weitere Nachweise gelangen bei Fasanen
mit respiratorischen Symptomen (BRADBURY et al. 2001b), klinisch unauffalligen Wild-
puten (HOFFMAN et al. 1997), einem Goldfasan, Tauben und einem Wanderfalken
(POVEDA et al. 1990a).
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M. gallinarum gilt als apathogener Erreger, da er regelmafig bei klinisch unaufféalligen
Tieren isoliert wird (POVEDA et al. 1990a). Dazu zahlen Huhner, Tauben, Puten, Enten,
Géanse (JORDAN und AMIN 1980; ReeCE et al. 1986b; BENCINA et al. 1987a; BENCINA et
al. 1987b). Einzelne Nachweise gab es zudem bei zwei Goldfasanen, einem Modnchs-
geier (Aegypius monachus) (PoveEDA et al. 1990a), einem chinesischen Bambushuhn
(Bambuiscola thoracica), zwei Haussperlingen, einem Zwergschwan (Cygnus bewickii),
einem Jungfernkranich (Anthropoides virgo) (SHIMIzU et al. 1979) einer Aaskréhe (Cor-
vus corone) mit Pasteurellose (STRUGNELL et al. 2011) und Schweinen (TAYLOR-
ROBINSON et al. 1968). Bei einem Wiedehopf mit zentralnervbser Symptomatik wurde
M. gallinarum zusammen mit einem hohen PMV-1-Titer, bei einem Wanderfalken mit
respiratorischer Symptomatik in Kombination mit MG, M. gallinaceum und M. iners iso-

liert (POVEDA et al. 1990a).

M. gallopavonis wird regelméfRig bei klinisch gesunden Wildputen isoliert (LUTTRELL et
al. 1992; HorFrMAN et al. 1997). Auch bei gesunden Huhnern, die Kontakt mit Wildputen
hatten, war der Erreger nachweisbar (HOFFMAN et al. 1997). Ein Nachweis gelang zu-
dem bei zwei Aaskrahen mit respiratorischer Symptomatik infolge einer Pasteurellose
(STRUGNELL et al. 2011). Da M. gallopavonis erstmalig aus einer Pute mit Aerosacculitis

isoliert wurde, ist das pathogene Potential dieser Spezies unklar (JORDAN et al. 1982).

M. glycophilum wurde aus dem Ovidukt eines adulten Huhns aus einer Herde mit sub-
optimaler Legeleistung isoliert. Ebenfalls isoliert wurden bei diesem Huhn MG und
M. iners. Pathogenitatsstudien ergaben erhdhte Mortalitdt bei Hihnerembryonen und
einen Tropismus zum Gastrointestinaltrakt mit Wachstumsdepression bei Hiihnerkiken.
Fur Putenkiken und -embryonen war der Erreger apathogen (FORREST und BRADBURY
1984). Isoliert wurde M. glycophilum zudem aus Fasanen und Rebhihnern mit respira-
torischer Symptomatik zusammen mit anderen primar pathogenen Erregern (BRADBURY
et al. 2001b; CHIN und GOSHGARIAN 2001) sowie Klinisch unauffalligen Hihnern
(BENCINA et al. 1987a; BENCINA et al. 1987b), Wasserrallen (Rallus aquaticus) und Kor-
moranen (Phalacrocorax carbo) (STENKAT et al. 2011).

M. gypis wurde aus Gansegeiern (Gyps fulvus) mit unspezifischer respiratorischer
Symptomatik isoliert und beschrieben (PoOVveDA et al. 1990b; PoveDA et al. 1994).
M. gypis wurde aulRerdem bei verletzt oder geschwécht aufgefundenen Mausebussar-

den und einem Turmfalken ohne respiratorische Symptomatik nachgewiesen.
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In Luftsackbiopsien dieser Tiere fanden sich gehauft perivaskulare lymphozytare
und/oder plasmazellulare Infiltrationen. Die Autoren hielten somit eine primére Patho-
genitat fir unwahrscheinlich, schlossen jedoch ein pathogenes Potential, wie auch bei
M. falconis und M. buteonis, nicht aus (LIERZ et al. 2000b). Unterstitzt wird die These
durch Nachweise bei gesunden freilebenden Greifvogelnestlingen der Familien Falconi-
dae und Accipitridae, darunter Mausebussarde, Habichte (Accipiter gentilis), Rotmilane
(Milvus milvus) und Rohrweihen (Circus aeruginosus) (LIERz et al. 2008b) sowie bei
einem klinisch unauffalligen adulten Mausebussard (LIERZ et al. 2008c). Nachgewiesen
wurde M. gypis zudem bei Trielen mit teilweise unspezifischer klinischer Symptomatik
(ScHMIDT et al. 2009).

M. imitans wurde bei Enten, Gdnsen und Rebhihnern isoliert und zunachst aufgrund
serologischer Kreuzrektionen falschlicherweise als MG diagnostiziert (DUPIELLET 1984;
BuNTz et al. 1986; BRADBURY et al. 1993). Die Verwechslungsgefahr zwischen
M. imitans und MG ist bis heute eine diagnostische Herausforderung. Aufgrund ihrer
engen genetischen und antigenetischen Verwandtschaft kbnnen neben serologischen
Kreuzreaktionen nicht alle PCR auf Basis des 16S-rRNA-Gens diese beiden Spezies
unterscheiden (Mekkes et al. 2005). Eine Differenzierung ist beispielsweise mittels
Restriktionsenzymanalyse oder Sequenzierung des PCR-Amplikons mdglich (FAN et al.
1995; LIERZ et al. 2008c). Bei Rothuhnkiiken waren experimentell pathologische Veran-
derungen der oberen Atemwege induzierbar, im Vergleich zu der Infektion mit MG ver-
lief diese jedoch mit milderer Symptomatik (GANAPATHY et al. 1998a). Bei Putenkiiken
fuhrte eine experimentelle Infektion zu geringgradigen respiratorischen Symptomen,
wahrend eine Co-Infektion mit Turkey Rhinotracheitis Virus (TRTV) zu wesentlich deut-
licheren Lasionen und klinischen Symptomen flihrte (GANAPATHY et al. 1998b). Unter-
suchungen an Trachealzellkulturen von Hihner- und Entenembryonen zeigten eine Zi-
liostase sowie Adhéarenz und Proliferation auf der Epitheloberflache. Die Autoren ver-
muten daher auch bei diesen beiden Spezies in vivo ein pathogenes Potential (ABDUL-
WAHAB et al. 1996).

M. iners wird regelmaRig aus der Trachea von Huhnern isoliert (DIERKS et al. 1967;
BENCINA et al. 1987a; BENCINA et al. 1987b). Zudem konnte M. iners aus einem Leber-
abszess sowie Sperma von Huhnern isoliert werden (SHimizu et al. 1979). Experimen-

telle Infektionen durch direkte Inokulation in Luftsdcke von Huhnerkiiken produzierten
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geringgradige oder keine Lasionen. M. iners wurde daher als fraglich pathogen ein-
gestuft (DIERKS et al. 1967). Infektionsversuche an Hihnerembryonen identifizierten
sowohl einen apathogenen als auch einen Stamm, der zu kasigen Veranderungen in
Gelenken, der Leber, inneren Organen und vereinzelt im Herz fuhrte (WAKENELL et al.
1995). Isoliert wurde M. iners aulRerdem von Fasanen, Rebhihnern (BRADBURY et al.
2001b) und einem Wanderfalken mit respiratorischer Symptomatik sowie einem Gold-
fasan, einer Taube (POVEDA et al. 1990a) und beim Schwein (TAYLOR-ROBINSON und
DINTER 1968).

M. lipofaciens wurde bei klinisch unauffalligen Hiihnern, einer Pute und einer Ente iso-
liert (BRADBURY et al. 1983; BENCINA et al. 1987a; BENCINA et al. 1987b). M. lipofaciens
wurde zudem aus einem unbefruchteten Ei eines Habichts isoliert, bei 423 weiteren Ei-
ern verschiedener Greifvogelspezies waren hingegen keine Mykoplasmen nachweisbar
(LIERZ et al. 2007b). Im Rahmen epidemiologischer Studien an gesunden Greifvogeln
war M. lipofaciens nicht nachweisbar (LIERz und HAFEZ 2008a; LIERZ et al. 2008b; LIERZ
et al. 2008f). Experimentelle Infektionen von Hihner- und Putenembryonen mit diesem
Isolat von M. lipofaciens fuhrten zu hoher Embryomortalitat und pathologischen Veran-
derungen (LIERZ et al. 2007a; LIERZ et al. 2007c), daher wird von einem pathogenen
Potenzial ausgegangen. Eine akzidentelle aerogene Laborinfektion fuhrte bei einem

Menschen zu Rhinitis, Pharyngitis und Serokonversion (LIERz et al. 2008e).

M. neophronis wurde aus den oberen Atemwegen sechs verunfallt aufgefundener
Schmutzgeier (Neophron percnopterus majorensis) isoliert. Da keiner dieser Geier
Atemwegssymptome zeigte, handelt es sich bei M. neophronis vermutlich um eine

kommensale Spezies (SUAREZ-PEREZ et al. 2012).

M. pullorum kommt bei Huhn, Pute, Wachtel, Rebhuhn, Fasan, und Taube vor
(BENCINA et al. 1987a; BENCINA et al. 1987b; PoveEDA et al. 1990a; MoALIC et al. 1997,
BRADBURY et al. 2001b). Experimentelle Infektionen durch direkte Inokulation in Luft-
sacke von Huhnerkiken produzierten geringgradige oder keine Lasionen. Daher wurde
M. pullorum als fraglich pathogen eingestuft (DIERKS et al. 1967). Ein Isolat aus verstor-
benen Putenembryonen eines Bestandes mit verminderter Schlupfrate erwies sich je-

doch experimentell als pathogen fir Puten- und Hihnerembryonen (MoALIC et al. 1997).
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M. sturni wurde sowohl bei asymptomatischen Wildvogeln als auch bei Végeln mit ei-
ner Reihe infektioser und nicht-infektioser Erkrankungen isoliert. Nachgewiesen wurde
M. sturni bei klinisch unauffalligen Rabenkrédhen (Corvus corone corone), Amerikaner-
krahen (Corvus brachyrhynchos), Wanderdrosseln (Turdus migratorius) und einem Star
(LUTTRELL et al. 2001; WELLEHAN et al. 2001; ZIEGLER et al. 2014). Isoliert wurde
M. sturni auch von zahlreichen Vogeln mit Konjunktivitis. Dazu zéhlen Stare (FORSYTH
et al. 1996; FRASCA et al. 1997), ein Blauhaher (Cyanocitta cristata), eine Spottdrossel
(Mimus polyglottos) (LEY et al. 1998) und eine Amerikanerkrahe (WELLEHAN et al. 2001).
In Schottland wurde M. sturni aus juvenilen Amseln (Turdus merula), Saatkrahen (Cor-
vus frugilegus), Aaskrahen (Corvus corone), Elstern (Pica pica) und Staren isoliert, die
zusatzlich an verschiedenen infektiosen und nicht infektiosen Erkrankungen wie Asper-
gillose, Mangelernahrung, Parasitosen, Traumata und Enzephalitiden litten (PENNYCOTT
et al. 2005). M. sturni fand sich bei Schwalben (Petrochelidon pyrrhonota) mit Konjunk-
tivitis, Rhinitis und Sinusitis, hier in Verbindung mit Kryptosporidien (LEY et al. 2012).
M. sturni wurde ebenfalls bei Aaskrahen und Saatkréhen mit Pasteurellose isoliert, wo-
bei es sich wahrscheinlich um einen Nebenbefund handelte (STRUGNELL et al. 2011).
Insgesamt bleibt die Pathogenitat von M. sturni unklar, eine Krankheitsbeteiligung wird
nicht ausgeschlossen (PENNYCOTT et al. 2005). Da M. sturni jedoch auch bei zahl-
reichen asymptomatischen Kréhenvogeln isoliert wurde, wird das pathogene Potential

in Frage gestellt (ZIEGLER et al. 2014).

2.1.6 Avidre Ureaplasmen

Uber die Pathogenitat von Ureaplasmen bei Végeln ist wenig bekannt. Die bislang ein-
zige beim Vogel beschriebene Spezies ist Ureaplasma gallorale (KosHimizu et al.
1987). U. gallorale wurde bei klinisch unauffalligen Hihnern aus Konjunktiven, Nasen-
hohle, Oropharynx und Trachea isoliert. Experimentell konnten mit diesen Isolaten kei-
ne pathologischen Veranderungen in Hihnern induziert werden (KosHIMizU et al. 1982).
Ureaplasmen wurden auch bei Puten mit reduzierter Fertilitét isoliert, die Spezies wurde
in dieser Studie nicht bestimmt. Bei untersuchten Hahnen fand sich eine erhdhte Zahl
veranderter Spermatozoen und bei Hennen histopathologische Lasionen im Ovidukt

(STiIPkoVITS et al. 1983). Mit einem Isolat aus Puten konnten experimentell bei Hihnern
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und Puten eine serofibrindse Aerosacculitis und Serokonversion induziert werden

(STIPKOVITS et al. 1978).

2.1.7 Unbekannte und nicht valide beschriebene
Mykoplasmenspezies

Publiziert wurden die aviaren Mykoplasmenspezies M. vulturis, M. sphenisci und
»otrain 1220, welche jedoch bislang nicht als valide Spezies anerkannt sind (BROWN
et al. 2011). M. vulturis wurde aus Leber und Milz eines an einer Diclofenac-Vergiftung
verstorbenen Bengalgeiers (Gyps bengalensis) isoliert (OAKks et al. 2004), konnte bis-
lang jedoch nicht in zellfreiem Medium kultiviert werden. M. sphenisci stammt aus ei-
nem Brillenpinguin (Spheniscus demersus) mit wiederkehrendem mukds-kasigem Aus-
fluss aus der Choane (FRAScA et al. 2005). Diese Spezies wurde bislang nur in Co-
Kultur mit eukaryotischen Zellen angeziichtet. Der ,Strain 1220“ wurde aus Gdsseln im
Alter von drei bis vier Wochen mit respiratorischen und zentralnervésen Stérungen iso-
liert. In den betroffenen Herden lag die Morbiditat bei 15-25%, die Mortalitat bei 3-8%.
Pathologisch-anatomisch zeigten sich eine sero-fibrinése Polyserositis sowie Perikard-
itis und Meningitis. Andere Erreger wurden nur vereinzelt bei den Gésseln nachgewie-
sen, weshalb ,Strain 1220“ vermutlich pathogen fur Gossel ist (STIPKOVITS et al. 1993).
Bei Untersuchungen verschiedener Vogelspezies finden sich regelmaRig Mykoplasmen,
die keiner beschriebenen Spezies zugeordnet werden kdnnen. Nachgewiesen wurden
nicht identifizierbare Mykoplasmen beispielsweise bei Stockenten, Dunkelenten und
einer Riesentafelente (GOLDBERG et al. 1995), einer Dreizehenméwe (KEMPF et al.
2000b), Weilstérchen und Weil3storchnestlingen (HAGEN et al. 2004; SUAREZ-PEREZ
2011) sowie verschiedenen Falkenarten und einer Rohrweihe (LIERZ et al. 2008c; LIERZ
et al. 2008f). In einer Studie bei Wildvogeln 75 verschiedener Spezies auf den Kanari-
schen Inseln konnten mittels Sequenzierung der 16S-23S-Intergenic-Transcribed-
Spacer-Region (ITS) und Denaturierender Gradientengelelekrophorese (DGGE) nur
11% der Isolate (19/174) aus 36 Vogelspezies sicher bis zur Speziesebene identifiziert
werden. In dieser Studie wurden serologische Untersuchungen jedoch nur mit 19 Isola-

ten zur Bestatigung der Spezieszugehdorigkeit durchgefiihrt (SUAREZ-PEREZ 2011).
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2.2 Bedeutung von Mykoplasmen fiir Wildvogel
und Wildvogelpopulationen

Krankheiten in Wildvogelpopulationen werden hauptsachlich im Hinblick auf zwei Fra-
gestellungen untersucht: Einerseits wird der Einfluss bestimmter Erreger auf die Popu-
lation selbst, andererseits das Vorkommen tier- und humanpathogener Erreger hinsicht-
lich einer Reservoir- oder Vektorfunktion der Population untersucht. Insbesondere fur
die Erhaltung bedrohter Vogelarten ist der Einfluss auf das Individuum bzw. die betrof-
fene Population von Bedeutung (LIERz et al. 2008f; DEem et al. 2012). Wichtig ist eine
Krankheit in diesem Zusammenhang erst, wenn sie einen Einfluss auf die Lebensdauer
oder Fertilitdt des Individuums hat, da diese die Fitness des Individuums und damit die
Populationsdichte beeinflusst (WOBESER 2006). Ein kausaler Zusammenhang zwischen
Erreger und Krankheit ist bei Wildtieren jedoch schwer nachzuweisen, da viele Einfluss-
faktoren aus der Umwelt wie Ernahrung, Pradation, Klima und Reproduktion zu bertck-
sichtigen waren, jedoch haufig nicht hinreichend bekannt sind (WoBESER 2006). Wild-
tierpopulationen fungieren héaufig als Reservoire und kdonnen als Vektoren fur tier- und
humanpathogene Erreger in Frage kommen (DAszAak 2000; HOFLE et al. 2012). Unter-
suchungen zur Ausbreitung bakterieller Pathogene bei Wildvégeln dienen daher auch
als Modelle zur Beurteilung der Ausbreitung von Pathogenen bei anderen Vogelarten
(BENSKIN et al. 2009), anderen Tierarten und dem Menschen (HAwWLEY et al. 2013). Zu-
dem geben solche Untersuchungen Hinweise, ob vorkommende Erreger fur eine Tierart

pathogen sein kdnnen, oder doch eher als Kommensale anzusehen sind.

Zum Vorkommen und zur Bedeutung von Mykoplasmen bei Wildvogeln gibt es nur we-
nige systematische Untersuchungen. Viele Pathogenitdtsvermutungen beruhen auf
Nachweisen aus geschwécht oder verunfallt aufgefundenen Wildvdgeln (FORSYTH et al.
1996; ERDELYI et al. 1999), sodass verallgemeinernde Aussagen in Bezug auf die
Pa-thogenitat einer Mykoplasmenspezies fur die Vogelspezies fraglich sind. Erschwert
wird die Interpretation zudem dadurch, dass sich bei klinisch kranken Wildvdgeln haufig
Mykoplasmen in Verbindung mit anderen Erregern finden (PENNYCOTT et al. 2005;
STRUGNELL et al. 2011; BEzJAN und BEzJIAN 2014). Bei den Mykoplasmen kann es sich
somit um Primar- oder Sekundarerreger, aber auch um Zufallsbefunde handeln. Um
eine fundierte Aussage zur Pathogenitat treffen zu kdnnen, missen daher zunéchst

Untersuchungen durchgefiihrt werden, welche die Pravalenz in der Wildvogelpopulation
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eruieren (LIERz et al. 2008b). Fur diese epidemiologischen Studien sind verunfallte oder
geschwacht aufgefundene Tiere nachteilig, da sie nicht als reprasentativ fur die Ge-
samtpopulation angesehen werden kénnen. Auf der Suche nach Nahrung gehen kranke
oder geschwachte Tiere hohere Risiken ein als Artgenossen, womit wiederum die
Wahrscheinlichkeit zu verunfallen oder aufgegriffen zu werden, steigt (WOBESER 2006).
Zudem kann bereits die Haltung von Wildtieren in Gefangenschaft selbst, z.B. zur Re-
habilitation in Auffangstationen oder im Rahmen von Auswilderungsprojekten, durch
stressbedingte Immunsuppression das Krankheitsgeschehen beeinflussen (FRIEND et
al. 1969). Innerhalb von Stationen entstehen auch unnatirlich hohe Popula-tionsdichten
Uber langere Zeitraume, die zu einer héheren Wahrscheinlichkeit einer Infektion und
somit zu hoéheren Erregerpravalenzen als in der Wildpopulation fuhren kdnnten
(PENNYCOTT et al. 2005; SUAREZ-PEREZ 2011). Da verunfallte bzw. geschwéacht aufge-
fundene Vogel jedoch deutlich leichter zugénglich sind als andere wildlebende Vogel,
werden héaufig zunachst epidemiologische Studien mit diesen Tieren durchgefthrt, um

einen ersten Einblick in die Wildpopulation zu erhalten (LIERz et al. 2008b).

Studien zum Vorkommen von Mykoplasmen zeigen deutliche Pravalenzunterschiede
bei verschiedenen Vogelspezies. Bei krank bzw. tot aufgefundenen Seeviogeln, darun-
ter 15 Sturmschwalben (Hydrobates pelagicus) (CANDELA et al. 2008), 41 Dreizehen-
mowen (Rissa tridactyla), 26 Silbermdéwen (Larus argentatus) und 34 Lachmdwen (La-
rus ridibundus), waren keine Mykoplasmen nachweisbar (PETERMANN et al. 1989). Bei
anderen Seevogeln fanden sich dagegen niedrige bis mittlere Pravalenzen. Bei ge-
schwacht aufgefundenen Gelbschnabel-Sturmtauchern (Calonectris diomedea) lag die
Mykoplasmen-Pravalenz bei 2,38% (1/42) (SUAReEz-PERez 2011), wahrend Myko-
plasmen aus 12% (6/50) krank bzw. tot aufgefundener Trottellummen isoliert wurden
(PETERMANN et al. 1989). Die Autoren spekulierten, dass die insgesamt niedrige Prava-
lenz bei Seevogeln an ihrem fehlenden Menschenkontakt sowie ihren Habitaten liege
(SUAREZ-PEREZ 2011). Im Widerspruch dazu waren in dieser Studie bei geschwacht
aufgefundenen Mittelmeerméwen (Larus michahelis) hingegen bei 31 von 53 Tieren
(58,5%) Mykoplasmen kultivierbar, die jedoch keiner Spezies zugeordnet werden konn-
ten (SUAREZ-PEREZ 2011).

Nicht nachweisbar waren Mykoplasmen in einer Studie mit 36 Individuen 12 verschie-

dener kleiner Zugvogelspezies aus der Ordnung Passeriformes mit unbekannter Todes-
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ursache (WHALIN 2009). In einer neueren Studie wurden zufallig ausgewéhlte, gesunde
Individuen kleiner Singvogelarten (Ordnung Passeriformes, Unterordnung Passeri), da-
runter 137 Nachtigallen (Luscinia megarhynchos) sowie 83 Blau- (Cyanistes caeruleus)
und Kohlmeisen (Parus major), gefangen und auf Mykoplasmen untersucht (MOLLER
PALAU-RIBES et al. 2012). Auch in dieser Studie gelang kein Mykoplasmennachweis. Im
Rahmen einer Untersuchung zum Erregerspektrum von Gefligel und einheimischen
Wildvogeln auf der Galapagos-insel Floreana waren keinem der 274 untersuchten
Singvogel (Passeriformes) Mykoplasmen nachweisbar (DEem et al. 2012). Es gibt somit
Vogelspezies, bei denen Mykoplasmen naturlicherweise nicht oder nur sehr selten vor-
kommen, sodass bei erkrankten Individuen dieser Spezies ein positiver Myko-
plasmenbefund vermutlich als bedeutend zu werten ist (MOLLER PALAU-RIBES et al.
2012).

Eine hohe Préavalenz einer Mykoplasmenspezies bei klinisch unauffalligen Individuen
einer Vogelspezies gilt als Hinweis auf eine fakultativ pathogene oder apathogene, rein
kommensale Lebensweise (SUAREZ-PEREZ 2011). Eine hohe Pravalenz findet sich unter
anderem bei Tauben, bei denen drei Mykoplasmenspezies als kommensal gelten:
M. columborale, M. columbinasale und M. columbinum (siehe Abschnitt 2.1.5). In einer
Studie fanden sich beispielsweise Rein- bzw. Mischkulturen von M. columbinum und
M. columborale in Trachea (35,2%; 19/54 Tiere positiv) und Oropharynx (66,7%; 14/21
Tiere positiv) (SHIMIZU et al. 1978). Bei einigen Wasservogelspezies scheinen ebenfalls
apathogene Mykoplasmen vorzukommen. M. glycophilum war bei 68% der untersuch-
ten, klinisch unauffalligen, wildlebenden Wasserrallen und bei 60% der Kormorane
nachweisbar (STENKAT et al. 2011). Bei verschiedenen Spezies wildlebender Enten fan-
den sich unter anderem M. cloacale bei 37% (19/51), M. anatis hingegen nur bei 18%
(9/51) und der untersuchten Tiere (GOLDBERG et al. 1995). Bei klinisch unauffalligen,
wildlebenden Pelikanen (Pelecanus onocrotalus) waren bei 98% (49/50) der untersuch-
ten Tiere mittels genusspezifischer PCR Mykoplasmen nachweisbar, eine ldentifizie-
rung der Spezies erfolgte hier nicht (AssSuNcAo et al. 2007). Ausfuhrliche epidemiologi-
sche Studien wurden bei Greifvogeln durchgefuhrt (LiErRz 2009). In einer Studie wurde
M. falconis mit einer Pravalenz von 62,7% bei Roételfalken nachgewiesen. Dabei handel-
te es sich um vergleichende Untersuchungen anhand von 20 Vdgeln, 43 abgestorbenen
Embryonen und 18 infertilen Eiern aus einer Zucht- sowie 82 Vogeln aus drei wild-

lebenden Populationen. Alle untersuchten Eier und Embryonen waren Mykoplasmen-
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negativ, zudem gab es keine signifikanten Unterschiede der Mykoplasmen-Pravalenz
zwischen Zucht- und Wildpopulation (LIERz et al. 2008f). In einer weiteren Studie an
klinisch gesunden Falken in Menschenobhut wurden bei 66,7% (10/15) der Falken
M. falconis sowie bei 40% (6/15) der Falken M. buteonis nachgewiesen (LIERz et al.
2008d). Die Autoren folgerten, dass es sich bei diesen Mykoplasmenspezies nicht um
priméar pathogene Erreger handelt. Trotz der hohen Pravalenz in der gesunden Popula-
tion, wird eine Beteiligung von Mykoplasmen an respiratorischen Erkrankungen bei
Greifvogeln weiterhin diskutiert. Die Interpretation beschriebener Félle ist schwierig, da
es sich haufig um multifaktorielle Geschehen handelt, bei dem neben Mykoplasmen
auch andere, teilweise primar pathogene, Erreger nachgewiesen werden (MORISHITA et
al. 1997; BezJiaN und BEzJiAN 2014). Klinisch manifeste Erkrankungen bei Greifvogeln
durch Mykoplasmen kdnnten jedoch infolge einer Immunsuppression des Wirtes durch
vorausgegangene Infektionen, aber auch erndhrungs- und haltungsbedingte Mangel-
situationen, auftreten (LIERz et al. 2002; HiNz und BEHR 2012). Wahrend M. falconis und
M. buteonis regelm&Rig bei klinisch unauffalligen Greifvogeln nachweisbar waren, fand
sich M. corogypsi hingegen nicht (LIERz et al. 2008b; LIERz et al. 2008d), bzw. mit nied-
rigen Pravalenzen von 5,6% (4/71) bei Sakerfalken und 2,5% (jeweils 1/40) bei Wander-
und Ger-Sakerfalkenhybriden (LIERz et al. 2002). Besteht bei klinisch kranken Greif-
vogeln der Verdacht auf eine Mykoplasmeninfektion, sollte daher immer eine Spezies-
differenzierung vorgenommen werden (LIERzZ 2009). Neben der Mykoplasmenspezies
ist auch bei Greifvogeln die Vogelspezies von Bedeutung. Im Gegensatz zu Falken und
Bussarden, waren bei klinisch gesunden Geiern keine Mykoplasmen im Respirations-
trakt nachweisbar. Analog zu anderen Vogelspezies, ist bei erkrankten Geiern ein

Mykoplasmennachweis daher eher als bedeutend einzustufen (LIERz et al. 2008d).

Neben der Ermittlung der Pravalenz kénnen vor allem Préavalenzunterschiede zwischen
kranken und gesunden Individuen einer Spezies wichtige Hinweise auf die Bedeutung
von Mykoplasmen fir die jeweilige Vogelspezies geben. Bei Fasanen fand sich
M. synoviae (MS) in einer Studie Gberraschenderweise nur bei 0,97% (1/103) der Tiere
mit respiratorischer Symptomatik, hingegen bei 47% (8/17) der klinisch gesunden Tiere.
Diese Studie widerlegt die Annahme, dass MS bei Fasanen in Zusammenhang mit
Atemwegserkrankungen eine ursachliche Rolle spielt (BRADBURY et al. 2001a).
Ein weiteres Beispiel fur die Notwendigkeit einer differenzierten Betrachtung ist
M. sturni. Wahrend M. sturni bei 68% (15/22) tot aufgefundener Kradhenvdgel (Corvidae)
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in Verbindung mit einer Reihe verschiedener Erkrankungen nachgewiesen wurde
(PENNYCOTT et al. 2005), war diese Spezies auch bei Kklinisch unauffalligen wildleben-
den Krahenvogeln mit einer geringeren Pravalenz von 10% (9/86) nachweisbar
(ZIEGLER et al. 2014). In diesem Fall ist somit ein kausaler Zusammenhang diskutierbar.
Da die kranken Tiere sich zum Zeitpunkt der Probennahme bereits in Gefangenschaft
befanden, kann die hoherer Pravalenz hingegen auch mit einer stressbedingten Immun-

suppression in Zusammenhang stehen (FRIEND und TRAINER 1969).

Auch bei Weil3storchen ist die Bedeutung von Mykoplasmen bislang unklar. Im Rahmen
einer Studie wurden bei 100% (6/6) geschwécht aufgefundener Weil3stérche Myko-
plasmen isoliert, wobei diese Isolate keiner bekannten Spezies zugeordnet werden
konnten (SUAREz-PEREz 2011). Eine ahnlich hohe Pravalenz mit 99,1% (107/108) fand
sich anhand molekularbiologischer Untersuchungen bei klinisch unauffalligen WeilR3-
storchnestlingen. Aus allen 83 Kulturen waren Mykoplasmen kontaminationsfrei kulti-
vierbar (HAGEN et al. 2004). Weiterfuhrende Untersuchungen an zwei Isolaten zeigten,
dass es sich wahrscheinlich um neue Spezies handelt (LIERz et al. 2011). Diese 83 Kul-
turen sowie eine DNA-Probe bilden die Basis der vorliegenden Arbeit. In dieser Arbeit
werden beide Isolate ausfiihrlich charakterisiert und ein Isolat als Typstamm einer neu-
en Mykoplasmenspezies beschrieben. Um die Bedeutung dieser neuen Spezies fur
Weil3stbrche bzw. Weil3storchnestlinge zu eruieren, wird zusatzlich eine Préavalenz-
studie anhand der 83 vorliegenden Kulturen sowie einer zusatzlichen DNA-Probe

durchgefuhrt.

2.3 Diagnostik aviarer Mykoplasmen

Infektionen durch aviare Mykoplasmen kdnnen entweder Uber einen direkten Erreger-
nachweis oder indirekt anhand von Antikérpern diagnostiziert werden (RAviv et al.
2009). Der direkte Erregernachweis erfolgt dabei entweder tber Isolierung und ldentifi-
kation der Mykoplasmenspezies oder die Detektion von Mykoplasmen-DNA mittels mo-
lekularbiologischer Methoden. Abbildung 4 zeigt eine Ubersicht der verschiedenen Mog-
lichkeiten der Diagnostik avidrer Mykoplasmen. Auf die einzelnen Methoden wird in den
folgenden Abschnitten, gegliedert nach direkten und indirekten Nachweisverfahren, de-

taillierter eingegangen.
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Diagnostik aviarer Mykoplasmen

direkter Nachweis indirekter Nachweis
| |
Erreger Antikorper (Serologie)
1 1 1
Anzucht - Isolat DNA SSA

Differenzierung 'L PCR: Genus/ HAH
Multiplex
|| Spezial-
medien | ELISA
Differenzierung
— Biochemie
— Sequenzierung
—1 Gl-Test
— PCR: Spezies
— IBA
— RAPD
— IFT
— RFLP
|| Antigen-
ELISA
— AFLP
— MALDI-TOF MS

Surface-Enhanced Raman-
Spektroskopie

Abbildung 4: Méglichkeiten der Diagnostik avidrer Mykoplasmen, modifiziert nach HAGEN (2007)

AFLP = Langenpolymorphismus amplifizierter Fragmente, DNA = Desoxyribonukleinsédure, ELISA = Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, Gl = Growth Inhibition, HAH = Hamaggluttinations-Hemmtest, IBA = Immunobinding Assay,
IFT = Immunfluoreszenztest, RAPD = Randomly Amplified Polymorphic DNA, RFLP = Restriktionsfragmentlangen-
Polymorphismus, MALDI-ToF MS =Matrix-assisted Laser Desorption/lonisation time of flight Massenspektrometrie,
PCR = Polymerase-Kettenreaktion, SSA = Serumschnellagglutination
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2.3.1 Direkte Nachweisverfahren

2.3.1.1 Kultivierung von Mykoplasmen

Der Gold-Standard fur die Diagnostik aviarer Mykoplasmen ist bis heute die Kultivie-
rung, da nur anhand der gewonnenen Isolate weiterfihrende Untersuchungen, unter
anderem Infektionsversuche, Antibiogramme oder die Beschreibung neuer Spezies,
mdoglich sind (BRADBURY 1998; RAviv und Ly 2013). Einige Mykoplasmenspezies
wachsen ausschlief3lich in Zellkulturen (OAks et al. 2004); die meisten Spezies sind je-
doch in zellfreien Spezialndhrmedien kultivierbar. Bei diesen Medien handelt es sich um
sehr komplexe Flissig- und Agarmedien, da Mykoplasmen aufgrund ihrer geringen Ge-
nomgrole ein sehr begrenztes Repertoire metabolischer Stoffwechselleistungen haben,
sodass viele Nahrstoffe von aul3en zugefihrt werden missen (BRowN et al. 2011). Das
Wachstum von Mykoplasmen ist abhéngig von Cholesterin und assimilierbaren Fett-
sauren, welche dem Medium in Form von tierischem Serum zugesetzt werden. Ver-
wendet werden in der Regel Pferdeserum, fetales Kalberserum (FKS) oder Schweine-
serum, wobei sich letzteres insbesondere bei der Kultivierung aviarer Mykoplasmen
bewéhrt hat (BRADBURY 1998). Nahrmedien enthalten zudem Fleischextrakte, Pepton
und Frischhefe-Extrakt als Quellen fur Stickstoff, Kohlenstoff, Vitamine und Amino-
sauren. Das Frischhefe-Extrakt liefert mit Purin- und Pyrimidinbasen praformierte Nukle-
insaure-Vorstufen, die ebenfalls obligatorisch fur das Wachstum bendtigt werden, da sie
von den Mykoplasmen nicht synthetisiert werden kénnen (WAITES et al. 2003). Zur
Energiegewinnung nutzen die meisten Mykoplasmenspezies Glucose oder Arginin
(MiLEs 1992), die beide den Medien zugegeben werden. Einige Mykoplasmenspezies,
z.B. MS, bendtigen weitere Zuséatze wie Zystein oder Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
(NAD) (RAzIN 1978), welches auch in Form von Nicotinamid zugegeben werden kann
(BOETTGER et al. 2006). Um das Wachstum von Mykoplasmen im Flissigmedium
makroskopisch sichtbar zu machen, wird die Anderung des pH-Wertes durch deren
Stoffwechselprodukte genutzt. Als pH-Indikator wird meist Phenolrot mit einem Um-
schlagbereich zwischen pH 6,4 und 8,2 eingesetzt. Wird Glucose oxidiert, entstehen
Sauren, wodurch der pH-Wert sinkt und das Flissigmedium sich von rot nach gelb um-
farbt. Aus Arginin entsteht das alkalische Stoffwechselprodukt Ammonium, woraufhin
der pH-Wert steigt und das Flussigmedium sich rotviolett farbt (ALuotTo 1970). Beson-
ders wichtig ist die Uberwachung des pH-Wertes bei Mykoplasmenspezies wie MS, da

diese empfindlich auf starke Verdnderungen reagieren. Bei Umfarbung des Flissig-
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mediums muss ein Teil der Probe zeitnah in frischem Medium subkultiviert werden, um
das Absterben der Mykoplasmen infolge aufgebrauchter Nahrstoffe zu verhindern. Eine
Anderung des pH-Wertes kann jedoch auch auf das Wachstum von Kontaminanten,
haufig zellwandbildenden Bakterien, hindeuten. Daher wird neben der Anzucht in Flis-
sigmedium immer ein Aliquot auf Agarplatten aufgebracht, auf denen das Wachstum
von Mykoplasmenkolonien lichtmikroskopisch beurteilt wird (BRADBURY 1998). Eine aus-
fuhrliche Beschreibung der Ablaufe findet sich in Material und Methoden (siehe Ab-
schnitt 3.2.1, Kultivierung von Mykoplasmen). Trotz der Zugabe von Penicillinen zur
Hemmung zellwandbildender Bakterien und Thalliumacetat zur Hemmung von Bakteri-
en- und Pilzwachstum treten bakterielle und mykotische Kontaminationen regelmafig
auf, welche die Anzucht erschweren oder sogar ganzlich verhindern kdénnen (KEmMPF
1998; LIERz et al. 2000b; LIERz et al. 2002). Durch Ultrafiltration wird versucht, zell-
wandbildende Bakterien aus der Mykoplasmenkultur zu entfernen, da nur Mykoplasmen
aufgrund der fehlenden Zellwand diese Bakterienfilter passieren kdnnen (BROwWN et al.
2011). Eine groRe Herausforderung bei der Anzucht ist zudem die Uberwucherung von
langsam wachsenden, z.B. gefligelpathogenen, durch schneller wachsende, z.B.
kommensale, Mykoplasmen (KEmpPF 1998). Eine Moglichkeit, diese Spezies zu trennen,
ist die direkte Ausplattierung mehrerer Verdiinnungsstufen (1:10, 1:100, 1:1.000) des
Flissigmediums, eine tagliche Beurteilung des Koloniewachstums auf Agarplatten, und
die ldentifizierung sowie gezielte Subkultivierung langsamer wachsender Kolonien.
Identifiziert werden kdnnen langsamer wachsende Spezies in Mischkulturen auch durch
Markierung der Kolonien mit spezifischen Kaninchen-Hyperimmunseren und deren Far-
bung mittels Immunfluoreszenz bzw. Immunperoxidase (ROSENGARTEN et al. 1996) oder
mittels Immunobinding Assay (KoTANI und MCGARRITY 1985). Ist die kontaminierende
Spezies bekannt, kann deren Koloniewachstum auf einer Agarplatte gehemmt werden,
indem ein spezifisches Kaninchen-Hyperimmunserum in einen ausgestanzten Bereich
gegeben wird. In einem bestimmten Radius um dieses Serum befinden sich anschlie-
Bend nur noch Kolonien anderer Spezies (DIERKS et al. 1967). Ein Ansatz fur die Tren-
nung von MG und apathogenen Mykoplasmen basiert auf Hihnerembryofibroblasten-
Zellkulturen. Da nur MG in die Zellen eindringen kann, werden alle anderen Spezies,
die nicht invasiv sind, durch die Behandlung der Zellkultur mit Gentamicin abgetotet
(BOoETTGER und DoHms 2006). Bislang ist es jedoch mit keiner Methode zuverlassig

maoglich, Mykoplasmen-Reinkulturen zu erhalten (BRADBURY et al. 2001b).

39



LITERATURUBERSICHT

Trotz dieser Herausforderungen bietet die Anzucht insbesondere fir die Mykoplasmen-
diagnostik bei Vogelspezies, die nicht zum Gefliigel zéhlen, deutliche Vorteile gegen-
Uber spezifischeren Methoden. Gerade bei Wildvogeln ist meist nicht bekannt, welche
Mykoplasmen bei dieser Vogelspezies vorkommen, sodass mittels der verhaltnismafig
unspezifischen Anzucht ein moglichst breites Spektrum erfasst wird (SUAREZ-PEREZ
2011). Zudem werden Isolate bei vielen Methoden der Speziesidentifizierung bendotigt
(BROWN et al. 2007; FEBERWEE et al. 2009). Da molekularbiologische Methoden meist
sensitiver sind, werden nach Mdéglichkeit Anzucht und PCR parallel durchgefthrt, um

ein exaktes Bild zu erhalten (LIERz et al. 2007b).

2.3.1.2 Identifizierung von Mykoplasmenisolaten

Zur Identifizierung der Isolate werden verschiedene Methoden verwendet (Abbildung 4),
die meist auf antigenetischen Eigenschaften der Mykoplasmen basieren. Bei Immun-
fluoreszenztests (IFT) (GARDELLA et al. 1983) und dem Immunobinding Assay (IBA)
(KoTanl und McCGARRITY 1985) binden spezifische Antikorper aus Kaninchen-
Hyperimmunseren an bestimmte Antigene in den Mykoplasmenkolonien. In einem
Waschvorgang werden nicht gebundene Kaninchen-Antikorper entfernt und ein zweiter
Antikdrper zugegeben, der wiederum an die Kaninchen-Antikérper bindet (anti-
Kaninchen-Antikorper, Engl. anti-rabbit-antibody). Dieser ist mit einer Substanz verbun-
den (konjugiert), welche z.B. mit einem zugegebenen Farbstoff reagiert. Bei einer posi-
tiven Reaktion bindet beim IFT ein Fluoreszenzfarbstoff, der im Fluoreszenzmikroskop
bei bestimmten Wellenlangen griines Licht emittiert. Beim IBA sind die anti-Kaninchen-
Antikdrper Peroxidase-konjugiert, sodass sich der zugegebene Farbstoff bei Kontakt mit
diesen Antikérpern durch Oxidation blau farbt (HAGEN 2007). Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assays (ELISA) basieren auf dem gleichen Prinzip, bei dieser Methode werden
jedoch statt der Kaninchen-Hyperimmunseren haufig monoklonale Antikorper verwen-
det, um die Spezifitdt zu erhohen (MAY et al. 1997). Eine andere Methode ist der
Wachstumshemmtest bzw. Growth Inhibition (GI) Test. Bei diesem wird die Hemmzone
des Koloniewachstums auf einer Agarplatte beurteilt, bei der ein spezifisches Kanin-
chen-Hyperimmunserum in einen ausgestanzten Bereich gegeben wird (DIERKS et al.
1967). Eine sichere Speziesidentifizierung mittels GI-Test kann nur anhand von Rein-
kulturen durchgefihrt werden, wahrend IBA, IFT und ELISA auch bei Mischkulturen
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eingesetzt werden. Diese Methoden dienen ausschlief3lich der Identifikation von Myko-
plasmen bekannter Spezies, da nur fir diese spezifische Kaninchen-Hyperimmunseren
existieren. Da es eine Reihe von Kreuzreaktionen gibt, sind diese Untersuchungen je-
doch auch bei diesen Spezies nicht immer zielfUhrend (BEN ABDELMOUMEN et al. 1995).
Problematisch sind Kreuzreaktionen insbesondere bei der Identifizierung potentiell neu-
er Spezies oder unerwarteter Spezies (ROSENGARTEN und YOGEV 1996). Die biochemi-
sche Differenzierung (,bunte Reihe®) hat bei Mykoplasmen wegen ihres reduzierten
Stoffwechsels diagnostisch eine nur sehr eingeschrankte Aussagekraft (POVEDA 1998).
Standardisiert wurden die Verfahren zur Untersuchung der Fermentation von Glucose
sowie Hydrolyse von Arginin und Harnstoff (ALuotTo 1970). Wahrend die meisten My-
coplasma spp. Glucose oder Arginin als Energiequelle nutzen, unterscheiden sich
Ureaplasma spp. von diesen durch das Enzym Urease. Dieses Enzym ist in der Lage,
Harnstoff in Ammonium- und Carbonat- bzw. Hydrogencarbonat-lonen zu spalten (FURR
1998). Biochemische Untersuchungen sind sehr aufwendig, da zunachst Reinkulturen
erzeugt und diese in mehreren Schritten an Medien mit reduzierten Inhaltsstoffen ange-
passt werden mussen. Mithilfe dieser vereinfachten Medien werden unerwiinschte Re-
aktionen mit einem der zahlreichen Inhaltsstoffe vermieden, die in den komplexen An-
zuchtmedien enthalten sind. Nach Anpassung der Mykoplasmen an die Medien mit re-
duzierten Inhaltsstoffen findet die eigentliche biochemische Untersuchung in den Test-
medien jeweils mit und ohne Glucose, Arginin und Harnstoff statt (PovepA 1998). Der
Test dauert mindestens vier Wochen und ist abhangig von der Wachstumsgeschwin-
digkeit und Anpassungsfahigkeit der jeweiligen Mykoplasmenspezies. Im Entwicklungs-
stadium befindet sich die Anwendung weiterer Methoden, darunter Matrix-Assisted La-
ser Desorption lonization-Time of Flight-Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS)
(NeviLLE et al. 2011) und Silver Nanorod Surface-Enhanced Raman-Spektrometrie
(HENNIGAN et al. 2012). Beide Methoden machen sich die Spezifitat von Massen-
spektren zunutze, die bei der Anregung von Isolaten durch Laserstrahlen entstehen.

Bewahrt hat sich zur Identifikation avidrer Mykoplasmen eine Kombination aus Anzucht
und molekularbiologischer Untersuchung. Dabei werden zunachst mittels Einzelkolonie-
Subkulturen Reinkulturen gewonnen. Aus diesen wird DNA isoliert und mittels genuss-
pezifischer PCR das 16S-rRNA-Gen oder die 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-
Region (ITS) amplifiziert. Das Amplikon wird anschliel3end sequenziert (SUAREZ-PEREZ

2011) und die Sequenz schlielich mit hinterlegten Sequenzen aus Referenz-
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datenbanken, z.B. GenBank, abgeglichen. Fur Mischkulturen bzw. bei Mischinfektionen,
die vor allem bei Wildvogeln regelmaldig vorkommen (POVEDA et al. 1990a; SUAREZ-
PEREz 2011), ist die direkte Amplifikation mittels genusspezifischer PCR nur bedingt
geeignet. Unterschiedliche Sequenzen kdnnen dabei zu Signaliberlagerungen fuhren,
sodass das Ergebnis haufig nicht auswertbar ist. Daher ist auch hier die Anlage neuer

Subkulturen sinnvoll, um Reinkulturen zu erhalten.

2.3.1.3 Molekularbiologische Nachweismethoden

Da die Mykoplasmenkultivierung mit hohem Aufwand, Kosten und einem Zeitraum von
mehreren Wochen bis zu einer Diagnose verbunden ist, werden in der Routine-
diagnostik hauptsachlich molekularbiologische Methoden fiir den Erregernachweis ver-
wendet. Molekularbiologische Methoden basieren in der Regel auf der Amplifikation
spezifischer Gene mittels Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) (NOORMOHAMMADI 2013).
Unterschieden werden dabei speziesspezifische PCR, bei denen eine Myko-
plasmenspezies detektiert wird, und Multiplex-PCR, die mehrere definierte Myko-
plasmenspezies detektieren. AulBerdem gibt es genusspezifische bzw. Multispezies-
PCR, die viele oder vermeintlich alle Spezies des Genus Mycoplasma und teilweise

auch weiterer Genera detektieren.

Gezielt auf gefligelpathogene Mykoplasmenspezies werden hauptsachlich Wirtschafts-
gefligelbestande, aber auch Fasane und andere Wildvogel, untersucht (BRADBURY et
al. 2000). Dabei kommen sowohl konventionelle als auch real-time PCR, meist als spe-
ziesspezifische oder Multiplex-PCR, zum Einsatz (Tabellen 5, 6). Bendtigt werden fur
diese Methoden Genabschnitte, die sich deutlich zwischen den Mykoplasmenspezies,
jedoch kaum innerhalb einer Spezies, unterscheiden (RAMIREZ et al. 2006). Speziell fur
gefligelpathogene Mykoplasmen wurden PCR auf Basis einer Reihe verschiedener
Gene entwickelt (Tabelle 5), darunter das 16S-rRNA-Gen, die 16S-23S-Intergenic-
Transcribed-Spacer-Region (ITS), das Gen fur das M. gallisepticum-Cytadhesin-2
(mgc2), das Gen fur das hochkonservierte GTP-bindende Protein (Obg), das Gen fur
das hypothetische Protein von MG (MAG_0319) sowie das Gen flur das variable
Lipoprotein Hamagglutinin A (vlhA). Neben der reinen Detektion werden spezies-
spezifische PCR auch zur Differenzierung zwischen Impf- und Feldstdmmen (SHAHID et

al. 2014) eingesetzt.
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Relativ neu ist das sogenannte ,Multi locus sequence typing“ (MLST). Bei dieser Me-
thode werden mehrere verschiedene Loci des bakteriellen Genoms mittels PCR amplifi-
ziert und sequenziert. Anhand dieser Sequenzen ist die Unterscheidung von Stammen
innerhalb einer Spezies mdglich. MLST dient unter anderem zum Nachweis epidemio-
logischer Zusammenhéange und kann damit beispielsweise zur Verbesserung von Kont-
roll- und Eradikationsprogrammen fur M. synoviae beim Wirtschaftsgefligel eingesetzt
werden (CizeLJ et al. 2015; DIIKMAN et al. 2016). Speziesspezifische PCR werden auch
zur Detektion von Mutationen eingesetzt (JEFFERY et al. 2007). Dabei werden insbeson-
dere real-time PCR mit anschlieRender High-Resolution Melting-Curve Analysis (HRM)
verwendet. Mit dieser Methode wird der Schmelzpunkt des Amplikons so genau be-
stimmt, sodass auf diese Weise bereits der Austausch einer Base festgestellt werden
kann (WITTWER et al. 2003; ZHou et al. 2005; YANG et al. 2009). Speziesspezifische und
Multiplex-PCR bieten den Vorteil, dass gezielt auf einzelne Spezies untersucht werden
kann, ohne andere Spezies mit zu erfassen. Sinnvoll ist diese Herangehensweise bei-
spielsweise im Rahmen der Bestandsdiagnostik beim Nutzgefligel, da hier kommensa-
le Mykoplasmen keine Rolle spielen und damit auch nicht mit erfasst werden sollen. Ist
das Ergebnis der PCR negativ, wird damit jedoch auch nur das Vorkommen einer bzw.
weniger Spezies ausgeschlossen.

Fur die Mykoplasmendiagnostik bei anderen Vogelspezies, bei denen das Spektrum an
mdoglichen Mykoplasmenarten unbekannt ist, sind speziesspezifische und Multiplex-

PCR hingegen nur sehr eingeschrankt einsetzbar (LIERz 2009).
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Tabelle 5: Auswahl speziesspezifischer und Multiplex-Mykoplasmen-PCR, Ubersicht moglicher Zielgene und

Methoden
: . . Methodik,
Detektierte Spezies | Zielgen(e) Kommentar Quelle
Speziesspezifische PCR
Real-time PCR;
. . MEKKES und
MG 16S-rRNA keine Untersc_:ht_al- FEBERWEE (2005)
dung von M. imitans
ITS
mgc2 Aufbau einer Daten-
MG MGA_0319 bank ARMOUR et al. (2013)
gapA
MG Lipoprotein Real-time PCR KAHYA et al. (2010)
ITS ]
MS 23S-rRNA RAMIREZ et al. (2006)
JEFFERY et al. 2007: ?&ﬁig th' 6(“20((2)33)7)
MS vihA Real-time-PCR-HRM '
assa HAMMOND et al.
y (2009)
HRM;
MS Obg Differenzierung von SHAHID et al. (2014)
Impfstamm
Mi ITS RAMIREZ et al. (2012)
23S-rRNA '
MG/M. imitans,
MS, MM, M 16S-rRNA LIERZ et al. (2008c)
M. buteonis,
M. falconis, 16S-rRNA LIERZ et al. (2008d)
M. gypis,
M. corogypsi
Multiplex-PCR
MG: mgc2; .
MG, MS, MM. M MS. MM: ITS: Eg?_\!-tlme TagMan (RZAO\(/)l;)und KLEVEN
MI: 16S-rRNA
Real-time TagMan
MG, MS Nicht aufgeftihrt PCR mit interner SPRYGIN et al. (2010)
Kontrolle
MG, MS MG: Lipoprotein Real-time PCR FRAGA et al. (2013)

MS: 16S-rRNA

M. = Mycoplasma, MG = M. gallisepticum, MS = M. synoviae, Ml = M. iowae, MM = M. meleagridis, ITS = 16S-23S-
Intergenic-Transcribed-Spacer-Region, rRNA = ribosomale Ribonucleinsaure, mgc2 = MG cytadhesin 2, gapA =
Zytadherenzprotein von MG, MAG_0319 = hypothetisches Protein von MG, Obg = hochkonserviertes Guanosin-
triphosphat-bindendes Protein, PCR = Polymerase-Kettenreaktion
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Fur Vogelspezies mit unbekanntem Mykoplasmenspektrum werden daher genus-
spezifische bzw. Multispezies-PCR eingesetzt (Tabelle 6). Dabei werden alle Spezies
innerhalb eines Genus bzw. ein breites Spektrum verschiedener Spezies des Genus
erfasst. FlUr diese Methode geeignete Genabschnitte bestehen aus Bereichen, die in-
nerhalb des Genus Mycoplasma hochkonserviert sind und damit bei allen Spezies die
gleiche Sequenz haben. In anderen Bereichen missen die Sequenzen dieser Gen-
abschnitte wiederum Speziesunterschiede aufweisen, damit nach der Detektion auch
eine ldentifikation der einzelnen Spezies durch Restriktionsenzymanalyse oder eine

Sequenzierung moglich ist (RAMIREZ et al. 2008).

Tabelle 6: Ausgewahlte genusspezifische und Multispezies-PCR, Ubersicht méglicher Zielgene und Metho-
den

Methodik,

Detektierte Spezies Zielgen(e) | o mmentar

Quelle

Genusspezifische bzw. Multispezies-PCR

Mycoplasma, Acholeplasma,
) VAN KUPPEVELD
Spiroplasma, Ureaplasma 16S-rRNA et al. (1992)
Keine Spezifitats- RAMIREZ et al.
Genus Mycoplasma ITS untersuchungen (2008)
: VOLOKHOV et al.
Mollicutes ITS (2006)
gyrA,
Mollicutes gyrB, 3 separate PCR VOLOKHoV et al.
(2007)
rpoB
real-time PCR-HRM-assay; REBELO et al.
Genus Mycoplasma ITS nur wenige Spezies getestet (2011)

PCR = Polymerase-Kettenreaktion(en); rRNA = ribosomale Ribonukleinséure, ITS = 16S-23S-Intergenic-Transcribed-
Spacer-Region, gyrA/B = Gyrase Subunit A/B, rpoB = RNA-Polymerase-Betauntereinheit B, HRM = High-Resolution
Melting-Curve Analysis

Fur genusspezifische PCR kommen eine Reihe verschiedener Zielgene infrage. Geeig-
net sind das 16S-rRNA-Gen, auf welchem die Taxonomie der Mollicutes basiert (BROWN
et al. 2011), sowie die nicht kodierende 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region
(ITS) und das proteinkodierende Gen der Beta-Untereinheit der RNA-Polymerase
(RNA-Polymerase-beta-subunit-Gen, rpoB). Bei der ITS und dem rpoB-Gen sind die
Unterschiede zwischen den Spezies deutlicher ausgepragt als bei dem 16S-rRNA-Gen
(Tabelle 7), sodass sich diese insbesondere fur die Differenzierung nah verwandter
Spezies eignen. Zudem sind diese Sequenzen von allen Mollicutes o6ffentlich zuganglich

(RAMIREZ et al. 2008; VoLokHoV et al. 2012). Einige Mykoplasmenspezies haben jedoch
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eine zuséatzliche Kopie der ITS mit Insertion oder Deletion in ihrem Genom, sodass bei
einer direkten Sequenzierung keine eindeutige Sequenz identifizierbar ist. In diesen
Fallen muss vor der Sequenzierung die ITS in einen Plasmidvektor kloniert werden
(VoLokHov et al. 2012). Anstelle der Sequenzierung werden weiterhin auch einfachere
Methoden der Speziesdifferenzierung eingesetzt. Dazu zahlt die Restriktions-
fragmentanalyse, die auf dem Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP,
restriction fragment length polymorphism) bestimmter DNA-Abschnitte des Genoms
beruht. Bei der Analyse wird das Amplikon mit Restriktionsenzymen geschnitten und
per Gelelektrophorese untersucht (LIERz et al. 2008c). Haufiger verwendet wird die Wei-
terentwicklung dieser Methode, die AFLP (Amplified-fragment length polymorphism)
(CHERRY et al. 2006). Eingesetzt werden diese Methoden unter anderem zum Aus-
schluss falschpositiver Ergebnisse (LIERz et al. 2008c) sowie zur Differenzierung bei
speziesspezifischen PCR, die bekannte Kreuzreaktionen mit einer nah verwandten
Spezies, beispielsweise MG und M. imitans, aufweisen (HAGEN 2007). Nicht zielfuhrend
sind sowohl die Sequenzierung als auch die Restriktionsfragementanalyse bei Misch-
kulturen, da es durch die Uberlagerung unterschiedlicher Sequenzen zu Signal-

Uberlagerungen bzw. nicht interpretierbaren Fragmentmustern kommen kann.

Zur Diagnostik aviarer Mykoplasmen bei Vogelspezies mit unbekanntem Myko-
plasmenspektrum empfiehlt sich die parallele Untersuchung mittels Anzucht und PCR,
da so die Vorteile beider Methoden genutzt werden kénnen (LIERz 2009). Mittels PCR
konnen im Gegensatz zur Anzucht Mykoplasmen direkt und auch in kontaminierten
Proben detektiert werden, zudem weisen diese eine hthere Sensitivitdt auf (BRADBURY
et al. 2001b; LIERz et al. 2007b; LIERZ et al. 2008d). Im Gegenzug kdnnen durch An-
zucht auch Mykoplasmen erkannt werden, die vor allem bei Mischkulturen mit bekann-
ten Spezies bei molekularbiologischer Untersuchung schneller tibersehen werden kon-
nen (LIERZ et al. 2008b; LIERz et al. 2008d). Eine zweite Untersuchungsmethode ist
auch sinnvoll, da bereits eine oder wenige Mutationen im Bereich der Zielsequenz der
Primer (FEBERWEE et al. 2005) oder Inhibitoren der Amplifikation zu falschnegativen
PCR-Ergebnissen fihren (KEMPF 1998).
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2.3.2 Indirekte Nachweisverfahren

Der indirekte Nachweis einer Mykoplasmeninfektion erfolgt durch serologische Metho-
den. Dabei werden die Antikdrper gegen bestimmte Mykoplasmenspezies mittels Se-
rumschnellagglutination (SSA), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) oder
Hamagglutinationsshemmtest (HAH) nachgewiesen (Abbildung 4). Da die Serologie
schneller, einfacher durchzufiihren und kostengunstiger ist als direkte Nachweis-
methoden, ist sie in der Herdendiagnostik beim Wirtschaftsgefliigel weit verbreitet. Fur
die Untersuchung von Gefligel auf Antikdrper gegen die gefligelpathogene Myko-
plasmen MG, MS, MM und MI sind zahlreiche Testsysteme etabliert und kommerziell
erhaltlich (FEBERWEE et al. 2005; KAHYA et al. 2010). Fur andere Vogelspezies sind die-
se Testsysteme jedoch nicht validiert (NADEEM et al. 2014). Dies hat haufig falsch-
negative Untersuchungsergebnisse zur Folge, sodass beispielsweise Pravalenzen zu
niedrig eingeschatzt werden (KLEVEN und FLETCHER 1983; YAMADA und MATSUO 1983a;
DHONDT et al. 2014). Auch die Bedeutung positiver serologische Ergebnisse bei nicht-
Geflugelspezies ist unklar (HoLLAMBY et al. 2003; HAGEN et al. 2004). Da serologische
Tests zudem haufig eine geringe Spezifitat haben, sollten positive Befunde, auch beim
Wirtschaftsgefligel, immer durch andere Methoden bestétigt werden (CHARLTON 2000).
Da die Aussagekraft indirekter Nachweisverfahren fir alle Vogel- und Mykoplasmen-
spezies aulRer des Gefliigels bzw. der gefligelpathogenen Spezies limitiert ist, basiert
die Diagnostik weitestgehend auf direkten Nachweisverfahren.
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2.4 Beschreibung neuer Spezies der Klasse
Mollicutes

Die Mindestanforderungen fiir die Beschreibung neuer Spezies der Klasse Mollicutes
werden durch das ,International Committee on Systematic Bacteriology (ICSB)
Subcommittee on Taxonomy of Mollicutes® festgelegt. Diesen Anforderungen zugrunde
liegt ein polyphasischer taxonomischer Ansatz mit einer Kombination aus 16S-rRNA-
Gensequenzanalyse, serologischen Untersuchungen sowie erganzenden phéano-
typischen Daten (BROWN et al. 2007). Fur die Beschreibung einer neuen Spezies muss
dargelegt werden, dass sich ein Isolat einer potentiell neuen Art signifikant von allen
vorher beschriebenen Spezies unterscheidet. Mollicutes (,Weichhauter) werden durch
das Fehlen einer Zellwand charakterisiert (EDWARD und FREUNDT 1967), welches bei
der Beschreibung einer neuen Spezies in vitro durch Ultrafiltration bestatigt wird. Die
meisten Mykoplasmen-Anzuchtmedien enthalten Antibiotika, welche die Zellwand-
synthese hemmen. Potentiell kdnnen sich in diesen Medien auch Bakterien mit geschéa-
digter Zellwand vermehren, welche mit Mollicutes verwechselt werden koénnen. Auf-
grund dessen muss die Reversion eines zellwandgeschéadigten Bakteriums zu einem
Bakterium mit intakter Zellwand ausgeschlossen werden. Dazu wird meist eine wieder-
holte Subkultivierung in antibiotikafreiem Medium und anschlieender Beurteilung der
Zellen bzw. Kulturen durchgefuhrt (BRowN et al. 2007). Beschrieben werden auch die
Zell- und Koloniemorphologie durch licht- und elektronenmikroskopische Untersuchun-
gen (GYLSTORFF und Bove 1985). Evaluiert wird zudem die Cholesterinabhangigkeit des
Wachstums (FREUNDT et al. 1973). Diese Untersuchung dient der Abgrenzung des Ge-
nus Asteroleplasma sowie der Ordnung Acholeplasmatales, die im Gegensatz zu allen
anderen Mollicutes kein cholesterinabhangiges Wachstum aufweisen (siehe Tabelle 1).
Da Mykoplasmen ein sehr begrenztes Repertoire metabolischer Stoffwechselleistungen
haben und somit Spezies auf diese Weise nur sehr eingeschrénkt differenzierbar sind,
sind nur drei biochemische Untersuchungen im Rahmen der Speziesbeschreibung
durchzufihren: Von Bedeutung sind die Hydrolyse von Arginin und die Fermentation
von Glucose, da bei den meisten Mykoplasmenspezies einer dieser beiden Stoffe als
Energielieferant dient. Wichtig ist auRerdem die Hydrolyse von Harnstoff, die der Ab-
grenzung von Ureaplasma spp. dient (ALuoTTO 1970). Als weitere phanotypische Ei-
genschaften werden die optimale Wachstumstemperatur und der Wachstums-

temperaturbereich ermittelt (KoNAl et al. 1996).
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Die Taxonomie der Mollicutes basiert auf der Sequenz des 16S-rRNA-Gens. Neben
dieser Sequenz werden Spezies der Klasse Mollicutes hauptsachlich anhand ihrer anti-
genetischen Eigenschaften differenziert, welche serologischc charakterisiert werden
(VoLokHov et al. 2012). Fir die Beschreibung muss die potentielle neue Spezies so
ausfuhrlich wie moglich serologisch gegen nah verwandte Spezies abgegrenzt werden.
Dazu zahlen alle Spezies, deren 16S-rRNA-Gensequenzen mit derjenigen der potentiell
neuen Spezies uber 94% Ubereinstimmung zeigen und somit einer monophyletischen
Gruppe angehdren, bzw. die aus demselben Habitat stammen (BRowN et al. 2007). Da-
bei wird zunachst die potentielle neue Spezies gegen Antiseren der Referenzstamme
der entsprechenden Spezies getestet. Im nachsten Schritt muss polyklonales Kanin-
chen-Hyperimmunserum gegen die potentielle neue Spezies hergestellt und gegen die
entsprechenden Referenzstamme anderer Spezies getestet werden. Die Aussagekraft
der serologischen Untersuchung ist jedoch umstritten, da es einerseits eine Reihe von
Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen Spezies gibt, andererseits auch innerhalb
einer Spezies eine deutliche antigenetische Heterogenitat auftreten kann (WHITCOMB et

al. 1995; ROSENGARTEN und YOGEV 1996).

Fur die Beschreibung einer neuen Spezies miussen zudem molekularbiologische Unter-
suchungen durchgefuhrt werden. Da die Sequenz des 16S-rRNA-Gens die Basis der
Taxonomie der Mollicutes bildet, muss diese Sequenz bestimmt und in einer 6ffentli-
chen Datenbank (z.B. GenBank®) hinterlegt werden, sowie eine phylogenetische Ana-
lyse der Verwandtschaft zwischen der 16S-rRNA-Gensequenz der potentiell neuen
Spezies und derjenigen von verwandten Spezies durchgefuhrt werden. Aufgrund der
engen Verwandtschaft kdnnen die Unterschiede zwischen 16S-rRNA-Gensequenzen
teilweise sehr gering sein (siehe Tabelle 7). Daher ist es sinnvoll, weitere Gensequen-
zen zu analysieren und in die Beschreibung mit einzubeziehen. Als geeignet erwiesen
haben sich hier die 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region (ITS) und das RNA-
Polymerase-beta-subunit (rpoB)-Gen. Beide Genabschnitte sind bei Mykoplasmen
hochkonserviert, haben eine hdhere Variabilitat zwischen verschiedenen Spezies als
das 16S-rRNA-Gen (siehe Tabelle 7) und deren Sequenzen sind von allen Referenz-
stammen offentlich zugénglich (VoLokHov et al. 2006; RAMIREZ et al. 2008; VOLOKHOV
et al. 2012).
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Tabelle 7: Durchschnittliche Sequenzhomologie zwischen Spezies verschiedener phylogenetischer Einheiten
der Klasse Mollicutes: Vergleich der Sequenzhomologien des 16S-rRNA-Gens, der ITS und des rpoB-Gens.
Modifiziert nach VoLokHov et al. (2012)

Sequenzhomologie [%]

Phylogenetische Einheit | 16S-rRNA-Gen ITS rpoB-Gen

93,58 + 2,17 83,26 + 4,93 79,11 £ 5,15
Bovis-Lipophilum-Cluster
Hominis-Cluster 94,58 + 2,56 83,61+ 7,74 80,22 + 4,99
Neurolyticum- 90,76 + 4,47 71,59 + 11,86 75,74 + 8,36
Hyopneumoniae-Cluster
Mycoides- 94,03 + 3,07 79,12 £13,31 82,70 + 6,07
Entomoplasmataceae-
Cluster
Mycoides-Cluster 96,93 + 2,81 94,95 + 3,37 91,56 5,72
Synoviae-Cluster 93,53 + 1,97 83,05+ 5,62 78,98 £ 5,30
Mycoplasma-Ureaplasma- 78,76 £ 7,94 69,92 £ 11,05 67,94 £ 8,89
Klade
Ureaplasmen 95,55 + 2,23 87,36 + 6,37 67,94 + 8,89
Genitalium-Pneumoniae- 92,78 + 4,06 77,82 £+ 12,36 72,65+ 11,78
Cluster

rRNA = ribosomale Ribonukleinsdure, ITS = 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region; rpoB = RNA-
Poly-merase-Betauntereinheit B

Als Speziesgrenze wird bei Mollicutes allgemein eine 16S-rRNA-Gensequenzhomologie
von 97% angenommen (STACKEBRANDT et al. 1994). Liegen Homologien dartber, soll-
ten die beiden Spezies zuséatzlich anhand einer DNA-DNA-Hybridisierung differenziert
werden (STACKEBRANDT 2002). Bei der Beschreibung neuer Spezies der Mollicutes zeig-
te sich, dass die Ergebnisse der Serologie sehr gut mit den Ergebnissen der DNA-DNA-
Hybridisierung Ubereinstimmen, sodass diese bis auf wenige Ausnahmen, z. B. bei der
Differenzierung von MG und M. imitans, als nicht notwendig erachtet wird (BRADBURY et
al. 1993; BROWN et al. 2007). Die Untersuchung des mol%-Gehaltes an Guanidin und
Cytosin (G+C-Gehalt) der DNA wird durchgefiihrt, wenn die neu zu beschreibende

Spezies auch einem neuen Genus zugeordnet werden soll. Bei der Beschreibung neuer
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Spezies innerhalb eines etablierten Genus wird diese Untersuchung als optional ange-

sehen (STACKEBRANDT 2002).

Formal muss fur die Beschreibung einer Spezies ein Isolat als Typstamm definiert wer-
den und, mdoglichst mit weiteren Isolaten derselben Spezies, bei zwei anerkannten
Stammsammlungen hinterlegt werden (BRoOwN et al. 2007). Anerkannt sind z.B. die
American Type Culture Collection (ATCC), die Deutsche Sammlung von Mikroorganis-
men und Zellkulturen (DSMZ) oder die National Collection of Type Cultures (NCTC) in
GrolRbritannien. Zusatzlich muss das hergestellte Kaninchen-Hyperimmunserum gegen
den Typstamm bei einer nicht n&her definierten anerkannten Sammlung hinterlegt wer-
den (BROWN et al. 2007). Zuletzt wird die neue Spezies einer Ordnung, Familie und Gat-
tung in der Klasse Mollicutes zugeordnet und ein spezifischer Speziesname vergeben.
Zusammen mit einer Beschreibung der Methoden, anhand derer die neue Spezies ein-
deutig identifizierbar ist, wird die vollstdndige Beschreibung der Spezies im International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology oder einer anderen auflagen-

starken wissenschaftlichen Zeitschrift publiziert (BROwWN et al. 2007).

2.5 Der Weifdstorch

Der Weil3storch (Ciconia ciconia) lebt als Kulturfolger in engem Kontakt zur Landwirt-
schaft und zum Menschen und dient als Indikatorspezies fur intakte Habitate mit hoher
Biodiversitat. Der Weltbestand der Weil3storche wird auf 233.000 Paare (HPa) ge-
schatzt. In den letzten 10 Jahren nahm die Population dabei um tber 40% zu (THOMSEN
2013). In Deutschland liegt die Brutpopulation derzeit bei etwa 4.000 Brutpaaren, wobei
hier die Population aufgrund niedriger Reproduktionsraten und hoher Mortalitat als in-
stabil gilt. Uber 90% dieser Brutpopulation befinden sich in den Bundeslandern, die zum

Wassereinzugsgebiet der Elbe gehdren (siehe Abbildung 5) (KAATZ et al. 2013).
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Pairs HPa
o 1
® 2.5
® 5-10
@ 11-50

Abbildung 5: Verbreitung der Weil3storch-Brutpaare in Deutschland 2004. Aus: KAATz und KaaTz (2013)

HPa = Horst-Paar
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2.5.1 Biologie des Weifdstorches

Als Zugvogel ist der Weil3storch in Europa, Nordafrika und im Mittleren Osten heimisch.
Es gibt zwei Subspezies. C. c. ciconia (LINNAEUS 1758), welcher in Europa, Westasien
und Sddafrika brutet und meist im tropischen Afrika und Sidafrika Uberwintert.
C. c. asiatica (Severtsov 1873) kommt in Zentralasien vor und Uberwintert im Gebiet
von Iran bis Indien. Da Weil3storche von ihren Brutgebieten in Europa lange Strecken
zu ihren Winterquartieren in Afrika zurticklegen, stellen sie eine epidemiologische Ver-
bindung fur eine mogliche Ubertragung infektioser Erreger zwischen den beiden Konti-

nenten dar (KALETA und KUMMERFELD 2012).

Als Habitate nutzen Weil3storche dabei tUberwiegend offene Landschaften. Sumpf-
gebiete werden insbesondere in den paldarktischen Regionen (Europa, Asien nordlich
des Himalaya, Nordafrika, nordliches Arabien) bevorzugt. In Afrika sind sie in Steppen,
Wiesenflachen, Savannen und Ackerland in Wasserndhe anzutreffen (ELLIOT 1992).
Weil3stbrche haben ein sehr breites Futterspektrum. Dazu gehdren Kleinséduger, grof3e
Insekten, juvenile und adulte Amphibien, Reptilien, Wirmer, Fische etc. (TRYJANOWSKI
et al. 2002). Des Weiteren fressen Weil3storche aber auch Wiesel (Mustela nivalis), so-
wie junge Ziegen und Kitten (Felis silvestris catus), selten auf3erdem Kiken und Eier
bodenbritender Vogelarten (ELLioT 1992). Als Futterquellen dienen dem Weil3storch
geméhte Wiesen (JOHST et al. 2001), haufig aber auch Milldeponien (HOFLE et al.
2012). Vor allem im Winter fuhren Milldeponien zu einer durchgangigen Verfugbarkeit
von Nahrung. Zusammen mit den zunehmend milderen Wintern aufgrund der Klima-
erwarmung fuhrt dies dazu, dass ein Teil der Weil3storchpopulation nicht mehr zu den
angestammten Winterquartieren zieht, sondern in Europa Uuberwintert (MASSEMIN-
CHALLET et al. 2006; GILBERT et al. 2016). Zusatzlich erweiterte sich das Futterspektrum
mit dem in den 1970er Jahren aus Nordamerika eingeschleppten Neozoen

Procambarus clarkii, dem roten amerikanischen Sumpfkrebs (GILBERT et al. 2016).

Neben der Futtersuche findet auch der Nestbau oft in unmittelbarer Ndhe zum Men-
schen statt. Nester (,Horste“) der Weil3storche finden sich haufig auf Hausdachern,
Te-legrafenmasten, oder anderen menschlichen Bauwerken (HOFLE et al. 2012). Das
selbe Nest wird dabei von den Elterntieren meist mehrere Jahre in Folge aufgesucht
(VERGARA et al. 2006). In der Regel besteht ein Gelege aus vier Eiern, wobei die Ge-
le-gegrof3e von der Kondition der Elterntiere abhangt (SAsVARI et al. 2001). Die Brut-
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saison beginnt in den paldarktischen Regionen im Februar bis April (ELLIOT 1992). Die
Kiken schlipfen nach einer Brutdauer von 33-34 Tagen. Als Nesthocker erreichen sie
innerhalb von drei Wochen ein Gewicht von 1,7 kg. Bis zu diesem Alter kdnnen sie ihre
Korpertemperatur nicht selbststandig regulieren und sind in dem Zeitraum somit beson-
ders empfindlich gegen Witterungseinfliisse (TORTOSA et al. 2003; OLIAs et al. 2010). Im
Alter von 8-9 Wochen werden die Jungstorche fligge. Geschlechtsreif werden Weil3-
storche mit durchschnittlich vier Jahren. Wei3stérche konnen tber 30 Jahre alt werden.
Der élteste in freier Wildbahn anhand seines Ringes identifizierte Weil3storch war
mannlich und tber 33 Jahre alt, wobei dieser Storch im Alter von 32 Jahren noch erfolg-

reich drei Junge aufgezogen hatte (ELLIOT 1992).

2.5.2 Ubersicht mikrobiologischer und toxikologischer
Befunde bei Weifdstorchen

Wie bei anderen Wildtierpopulationen kdénnen auch in der Weil3storchpopulation Wirt
und Erreger nicht isoliert betrachtet werden. Neben der Pathogenitat und Virulenz der
Erreger beeinflussen zahlreiche Umweltfaktoren den Verlauf einer Infektion (WOBESER
2006). Weildstorchnestlinge unter drei Wochen bzw. unterhalb des kritischen Korper-
gewichtes von 1,7 kg sind besonders anfallig fir Umwelteinflisse, da sie ihre Korper-
temperatur nicht selbststandig halten kénnen (TORTOSA und CASTRO 2003; OLIAS et al.
2010). Zu einer hohen Mortalitat bei Nestlingen kommt es in Jahren mit hohen Nieder-
schlagen in den Monaten April und Mai (JOVANI et al. 2004). Der Faktor Wetter spielt vor
allem bei schlechter Nahrungsverfligbarkeit eine Rolle. Steht ausreichend Futter zur
Verfigung, nehmen die Nestlinge schneller zu, kénnen friher ihre Korpertemperatur
konstant halten und Gberwinden so rascher die kritische Phase (TORTOSA und CASTRO
2003). Wahrend die bessere Nahrungsverfiigbarkeit in der Nahe des Menschen somit
einen positiven Einfluss auf die Population hat (AGUIRRE et al. 2007), sind Weil3storche
dadurch andererseits vermehrt Schwermetall- (Cadmium, Blei, Quecksilber, Eisen,
Zink) und Halbmetallverbindungen (Selen, Arsen) ausgesetzt. Quellen sind Miuill-
deponien und kontaminierte Boden durch industrielle (KuLczykowska et al. 2007) und
landwirtschaftliche Nutzung mit Ausbringen von kompostiertem Hausmiuill, Jauche, Mist
und Pestiziden. Schwermetalle gelangen einerseits direkt Uber die Aufnahme von Bo-

denbestandteilen aber auch indirekt Uber Rickstande in Pflanzen und Beutetieren in die
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Weil3stbrche (DE LA CASA-RESINO et al. 2014). Wahrend in einer Untersuchung kein Ein-
fluss von Schwermetallen auf das zellvermittelte Immunsystem nachwiesen werden
konnte (BAos et al. 2006a), erwiesen sich Arsen, Zink und Cadmium bei Weil3stérchen
in einer anderen Studie als mdglicherweise genotoxisch (BAos et al. 2006b).

Zur Mikrobiota bei Weil3stérchen gibt es nur wenige Untersuchungen. Bakterien ver-
schiedener Genera wurden bei klinisch gesunden Weil3stérchen beschrieben. Als Teil
der physiologischen Darmmikrobiota oder Passanten werden Proteus mirabilis
(KWIECINSKA-PIROG et al. 2011), Aeromonas hydrophila (GLUNDER et al. 1989) und Sal-
monella Enteritidis (PALOMO et al. 2013) angesehen. Aus Kotproben verschiedener
Wildvogelarten, darunter auch von Weil3storchen, wurden extended-spectrum @3-
lactamase (ESBL)- und plasmidkodierte AmpC-B-lactamase (pAmpC)-produzierende
sowie Cefotaxim-resistente (CTXR) E. coli isoliert. Die Autoren folgerten, dass Wildvogel
als Trager dieser Bakterien zur globalen Verbreitung von Antibiotikaresistenzen bei-
tragen konnten (ALCALA et al. 2015). Im Rahmen von Untersuchungen zur bakteriellen
Biodiversitat bei gesunden Weil3storchen fanden sich in der Trachea adulter Weil3-
storche Corynebacterium trachiae sp. nov. (KAMPFER et al. 2015c) sowie in der Choane
von Weil3storchnestlingen Gemmobacter intermedius sp. nov. (KAMPFER et al. 2015a)
und Psychrobacter ciconiae sp. nov. (KAMPFER et al. 2015b), die als neue Spezies be-
schrieben wurden. Im Blut klinisch gesunder Weil3storchnestlinge waren mittels PCR
Gardnerella vaginalis, Pseudomonas spp., Staphylococcus aureus und S. vitulinus
nachweisbar (NAWROT et al. 2009). Ein p2-toxinogener Clostridium perfringens-Stamm
(a-Toxin Gen cpa, B2-Toxingen cpb2) wurde aus dem Darm eines juvenilen Weil3-
storchs ohne intestinale Lasionen, jedoch ungeklarter Todesursache, isoliert (BouJon et
al. 2005). Zu einer hohen Sterblichkeit unter drei Wochen alter Nestlinge fuhrten in
Deutschland in den Jahren 2007 und 2008 Aspergillus fumigatus und zahlreiche Zygo-
myzeten. Thermomyces lanuginosus war dabei in einem Nestling nachweisbar (OLIAS et
al. 2010). Mykoplasmen waren aus der Trachea geschwécht aufgefundener Weil3-
storche (SPERGSER et al. 2009b; SUAREzZ-PEREZ 2011) sowie gesunder Weilstorch-
nestlinge (HAGEN et al. 2004) in vitro kultivierbar, konnten jedoch bislang keiner Spezies

zugeordnet werden.
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2.6 Fragestellung

Im Gegensatz zu den ausfihrlich untersuchten gefligelpathogenen Mykoplasmen gibt
es nur wenige systematische Untersuchungen zum Vorkommen und zur Bedeutung von
Mykoplasmen bei Wildvigeln. Bei verletzt oder geschwécht aufgefundenen Wildvogeln,
insbesondere mit bestehender respiratorischer Symptomatik, werden nachgewiesene
Mykoplasmen haufig als kausale Erreger betrachtet (BEzJiAN und BEzJIAN 2014). Wéah-
rend dies bei manchen Spezies zutrifft, kann diese Aussage jedoch nicht verallgemei-
nert werden. Bei Greifvogeln beispielsweise belegen zahlreiche Studien, dass einige
Mykoplasmenspezies bei fast allen Tieren einer Population vorkommen, sodass es sich
sehr wahrscheinlich um apathogene oder kommensale Organismen handelt (LIERZ
2009). Bei der Vielfalt an Wildvogel- und Mykoplasmenspezies ist daher eine differen-
zierte Betrachtungsweise notwendig. Bei verunfallt bzw. geschwacht aufgefundenen
WeilRstérchen wurden Mykoplasmen gefunden, die keiner Spezies zugeordnet werden
konnten und deren Bedeutung bislang ungeklart ist (SPERGSER und HOFLE HANSEN
2009b; SUAREZ-PEREZ 2011).

Ziel dieser Arbeit war es daher, das Vorkommen und die Bedeutung von Mykoplasmen
bei Weil3stdrchen zu evaluieren und, sofern mdglich, neue Mykoplasmenspezies aus
dieser Vogelspezies zu beschreiben. Fir die vorliegenden Arbeit lagen 83 Myko-
plasmenkulturen und eine DNA-Probe aus Trachealtupfern klinisch unauffalliger Nest-
linge vor, die im Rahmen eines Beringungsprogrammes in Brandenburg, Sachsen-
Anhalt, Sachsen und Mecklenburg-Vorpommern zufallsverteilt gewonnen worden waren
(HAGEN et al. 2004). Zwei in Vorarbeiten als Vertreter mdglicherweise neuer Spezies
identifizierte Isolate wurden anhand phanotypischer Eigenschaften, darunter Zell- und
Koloniemorphologie, Biochemie, Cholesterin-Abhangigkeit und optimaler Wachstums-
temperatur, ndher charakterisiert. Zusatzlich erfolgten anhand ausgewahlter Proben
phylogenetische Untersuchungen auf Basis des 16S-rRNA-Gens sowie der 16S-23S-
Intergenic-Transcribed-Spacer-Region (ITS). Zuletzt wurden spezifische Kaninchen-
Hyperimmunseren hergestellt und antigenetische Eigenschaften der moglichen neuen
Spezies mittels Immunobinding Assay untersucht. Um die Verbreitung dieser potentiell
neuen Spezies in der gesunden Weil3storchpopulation zu evaluieren, und somit Rick-
schlisse auf deren Bedeutung ziehen zu kénnen, wurde eine speziesspezifische PCR

etabliert und auf die vorliegenden Kulturen und eine DNA-Probe angewendet.
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material

3.1.1 Gerate, Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Gerate und Verbrauchsmaterialien, die nicht zur Standard-Laborausstattung wie Pipet-
ten, Kihlschranke etc., gehoren, finden sich in Anhang I, oder sind gesondert im Text
vermerkt. Reagenzien, die nicht zu Standard-Laborchemikalien, wie beispielsweise Nat-
riumchlorid (NaCl) etc., gehéren, sind in Anhang Il aufgefihrt. Die Zusammensetzung
der verwendeten Losungen und Puffer findet sich in Anhang lll.

3.1.2 Bezeichnung und Herkunft der
Mykoplasmenkulturen

Fur diese Arbeit standen 83 Mykoplasmenkulturen und eine Probe mit isolierter DNA
aus Trachealtupfern klinisch unauffalliger Weil3storchnestlinge im Alter von 2-7 Wochen
zur Verfugung (HAGEN et al. 2004) (Tabelle 8). Die Isolate wurden im Zeitraum von Mai
bis Juli 2003 im Rahmen der Beringung zur Bestandsiiberwachung in Sachsen-Anhalt
(26 lIsolate), Sachsen (1 Isolat), Mecklenburg-Vorpommern (54 Isolate und 1 DNA-
Probe) und Brandenburg (2 Isolate) entnommen. Eine Ubersicht der geographischen
Verteilung der Standorte der Horste, aus denen die beprobten Nestlinge stammen, fin-
det sich in Abbildung 6. Bei der Anzucht der Kulturen in SP4-Medium zeigte sich in Vor-
untersuchungen, dass es sich bei einem Teil der Kulturen zu einem Farbumschlag des
Mediums nach gelb, bei anderen wiederum zu einem Farbumschlag nach rotviolett
kam. Als Vertreter dieser beiden Gruppen wurden zwei Kulturen ST57 (gelb) und ST101
(rotviolett) zuféllig ausgewahlt. Von diesen beiden Kulturen wurde jeweils ein Isolat mit-
tels Einzelkolonie-Subkultivierung gewonnen. AnschlieBend wurde exemplarisch das
16S-rRNA-Gen dieser beiden Isolate sequenziert. Dabei wurde festgestellt, dass es
sich wahrscheinlich um neue, bislang unbeschriebene, Spezies handelt (LIERz et al.
2011). Alle 83 Kulturen wurden in dieser Arbeit erneut kultiviert; zudem wurde aus die-
sen DNA extrahiert. Weitere Untersuchungen wurden mit ausgewéhlten Isolaten durch-

gefuhrt. Die verwendeten Isolate werden in den jeweiligen Abschnitten aufgefuhrt.
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Tabelle 8: Verwendete Mykoplasmenkulturen von Weil3storchnestlingen mit Angaben zur jeweiligen Herkunft

Lfd. Nr. | RingNr. |Land Ort Horst Bemerkungen (Alter, Proben)
STOL | N323 | ST | Heinrichsberg | kiinstl. Horst 4 Wochen;
2 Nestlinge;
ST03 | N333 | ST Rogatférgater' k. A. 3/3 Nestlingen
ST 05 H1397 | ST Angern Schg;r&ssteln 1/4 Nestlingen
ST 06 H1398 | ST Wenddorf Dach 3 Nestlinge
ST 07 H1399 | ST Wenddorf Dach 3 Nestlinge
ST 10 N321HS| ST Glindenberg kiinstl. Horst 2,5Wo.; 2/3 Nestl.
ST 11 N322HS | ST Heinrichsberg kunstl. Horst 4 Wo.; 2 Nestl.
ST 12 H1404 | ST Bertingen Hof Dach 2/2 Nestlingen
ST 13 H1403 | ST Bertingen Hof Dach 2/2 Nestlingen
ST 14 H1409 | SN Burgstein Telefonmast 3 Wo.;1/3 Nestl.
ST 16 H1422 | ST Ihleburg Schornstein 2 Wo.; 1/2 Nestl.
ST17 | H1419 | ST Biederitz Schomnstein k. A
Betriebsgelande
ST19 | H1417 | ST Gerwisch Schornstein 2/2 Nestlingen
Betriebsgelande
ST21 | kA | ST | Gemwisch Schornstein 2/2 Nestlingen
Betriebsgelande
ST 20 H1415 | ST Blumenthal k. A.
ST 22 H1427 | ST Rietzel Schornstein 2-4 \Wo.; 2/2 Nestl
ST 23 H1429 | ST Rietzel Dach 4 Wo.; 3/3 Nestl.
ST 24* H1431 | ST Stegelitz kunstl. Horst k. A.
ST 25 H1430 | ST Stegelitz kiinstl. Horst k. A.
ST 26 H1432 | ST Stegelitz k. A. k. A.
ST 27 H1423 | ST Gusen kiinstl. Horst 4 Wo.; 2/2 Nestl.
ST 28 H1424 | ST Gusen kiinstl. Horst 4 Wo.; 2/2 Nestl.
ST 29 H1426 | MV Hohensee Schornstein 2 Wo.; 1/3 Nestl.
ST34 | H2026 | MV | Vorderhagen Horsetrf]‘ﬂgfa“' 7 Wo.: 1/3 Nestl.
ST36 | H2029 | MV | Vorderhagen p”":rtlfgoiau' 7 Wo.; 2/3 Nestl.
ST 37 H2030 | MV Timkenberg kiinstl. Horst 2 Wo.; 1/3 Nestl.
ST 38 H2031 | MV Bandekow Baum Robinie 2-3Wo.; 2/2 Nestl
ST 39 H2032 | MV Bandekow Baum Robinie 2-3 Wo.; 2/2 Nestl
ST40 | H2033 | MV Grof3 kiinstl. Horst 6 Wo.; 1/2 Nestl
Bengerstorf
ST 41 H2014 | MV Vellahn kinstl. Horst 6 Wo.; 3/4 Nestl.
ST 42 H2015 | MV Vellahn klinstl. Horst 6 Wo.; 3/4 Nestl.
ST 43 H2016 | MV Vellahn kiinstl. Horst 6 Wo.; 3/4 Nestl.
ST 44 H2018 | MV | Amt Neuhaus kiinstl. Horst 5-6 Wo.; 2/3 Nestl
ST 45 H2019 | MV Amt Neuhaus kinstl. Horst 5-6 Wo.; 2/3 Nestl
ST 46 H2022 | MV Bandekow Baum 6 Wo.; 3/3 Nestl.

58




MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 8: Fortsetzung

Lfd. Nr. | RingNr. |Land Ort Horst Bemerkungen (Alter, Proben)

ST 47 H2023 | MV Bandekow Baum 6 Wo.; 3/3 Nestl.

ST 48 H2035 | MV Wiebendorf klnstl. Horst 5 Wo.; 1/3 Nestl.

ST 51 H2046 | MV Litow klnstl. Horst 7 Wo.; 3/3 Nestl.

ST 53 H2048 | MV Liatow kiinstl. Horst kein PCR-Tupfer

Kronshof Horst auf 5 und 7 Wochen;
ST 54 H2049 | MV (Lubstorf) Leitung 2/3 Nestlingen
Kronshof Horst auf .

ST 55 H2051 | MV (Liibstorf) Leitung kein PCR-Tupfer

ST 56* H2052 | MV Nielitz klnstl. Horst 7 Wo.; 2/2 Nestl.

ST 57* H2053 | MV Nielitz klnstl. Horst 7 Wo.; 2/2 Nestl.

ST 58 H2054 | MV | (Luttow-)Valluhn Dachfirst 5 Wo.; 1 Nestling

ST 59% | H2055 | MV (Lattow) kiinstl. Horst >6 Wo.; 2/3 Nest.

Schadeland
ST60 | H2056 | MV (Luttow) kiinstl. Horst >6 Wo.: 2/3 Nestl.
Schadeland

ST61 | H2057 | MV Testorf kunsé'gg'om 6 Wo.; 1 Nestling

ST62 | H2058 | MV Testorf W'eSHeo‘:S“t”S“' >6 Wo.; 2/3 Nestl.

ST63 | H2059 | MV Testorf W'ezeo‘:;”St" >6 Wo.; 2/3 Nestl.

ST 64 H2063 | MV Testorf Dach Scheune 8 Wo.; 1/3 Nestl.

ST65 | H2073 | MV | Riterberg | Kunst. Horst, 2 Wo.; 2/2 Nestl,
Wiese

ST66 | H2074 | MV | Riterberg Kinstl. Horst, 2 Wo.; 2/2 Nestl
Wiese

ST67 | H2076 | MV DoMitz kinsd. Horst, 6 Wo.: 2/2 Nestl.
Wiese

ST68 | H2075 | MV Domitz kinsd. Horst, 6 Wo.; 2/2 Nestl
Wiese

ST 69 H2078 | MV | Klein Schmolen kun\?\';liéglgrst, 2/2 Nestlingen

ST71 H2082 | MV Leussow klnstl. Horst 7 Wo.; 4/4 Nestl.

ST 72 H2083 | MV Leussow klnstl. Horst 7 Wo.; 4/4 Nestl.

ST 73 H2084 | MV Leussow klinstl. Horst 7 Wo.; 4/4 Nestl.

ST 74 H2085 | MV Leussow klnstl. Horst 7 Wo.; 4/4 Nestl.

ST75 | H2086 | MV Kuhstorf Kunstl. Horst, 414 Nestlingen
Garten

ST 76 H2087 | MV Kuhstorf kiinstl. Horst, 4/4 Nestlingen
Garten

ST77 | H2088 | MV Kuhstorf kunstl. Horst, 414 Nestlingen
Garten

ST 78 H2089 | MV Kuhstorf kiinstl. Horst, 4/4 Nestlingen
Garten

ST 79 H2090 | MV Kirch-Jesar Giebel Stall 3/3 Nestlingen

ST 81 H2092 | MV Kirch-Jesar Giebel Stall 3/3 Nestlingen

59



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 8: Fortsetzung

Lfd. Nr. | RingNr. |Land Ort Horst Bemerkungen (Alter, Proben)

ST 82 1 MV Hagenow k. A. k. A.

ST 84 3 BB Muhlenbeck k. A. k. A

ST 85 4 BB Muhlenbeck k. A. k. A.

ST 87 6 MV Schossin k. A. 3 Wo.; 1 Nestling

ST 88 7 MV Schossin k. A. 6-7 Wo.; 1 Nestl.

ST 90 9 MV Holthusen kinstl. Horst k. A.

ST91 10 MV Holthusen kinstl. Horst k. A.

ST 92 11 MV Alt Zachun kinstl. Horst 3 Wo.; 2/2 Nestl.

ST 93 12 MV Alt Zachun kinstl. Horst 3 Wo.; 2/2 Nestl.

ST 94 13 MV Hoort kiinstl. Horst 6 Wo.; 3/3 Nestl.

ST 95 14 MV Hoort klinstl. Horst 6 Wo.; 3/3 Nestl.

sT99* | 19 | mv Liblow k“”\f\t/'i'e rorst 6 Wo.; 3/3 Nestl.

sT100 | 20 | mv Ltblow kiinstl. Horst, 6 Wo.; 3/3 Nestl.
Wiese

ST102¢ | 21 | MV Lablow k“”\f\t/'i'e rorst 6 Wo.; 3/3 Nestl.

ST 103 M258 ST Aken Stadtturm 7-8 Wo.; 2/2 Nestl

ST 104 H1376 | ST Aken Schornstein 7-8 Wo.; 3/3 Nestl

ST 105 H1378 | ST | Koéthen (Anhalt) Giebelhaus 4-5Wo.; 2/2 Nestl. (+H1379)

ST 107 H1381 | ST | Osternienburg Schornstein k. A.

ST 108 H1383 | ST | Osternienburg Schornstein k. A.

Bundeslander: ST = Sachsen Anhalt, SN = Sachsen, MV = Mecklenburg-Vorpommern, BB = Brandenburg, Wo: Alter
der Nestlinge in Wochen, X/X Anzahl beprobte Nestlinge/vorhandene Nestlinge, Nestl. = Nestling(e), k. A. = keine
Angaben, PCR = Polymerase-Kettenreaktion; Fettdruck: Proben wurden fur weiterfiihrende Untersuchungen verwen-
det, *: Stamme bei DSMZ, ST 57" auch bei ATCC, hinterlegt, **: von ST 59 liegt keine Kultur, sondern nur DNA vor.

60



MATERIAL UND METHODEN

| _ Schleswig Sassnite
...... Fehmarn
Rendsburg Kiel Stralsund
Ribnitz-Damgarten =
Meumiinster Rostock Greifswald
Itzehoe P TICa— o 8 = e i iS4
Cuxhaven Liilbeck m".l - i el
. B Lzustrow
Elmshorn Bad O | Grevesmilhlen : Anklam
- w20 Aidesioe 3
e S:I.‘-rln
nund " Bremerhaven AL Ha"'lébUTg Neljhr:ln_-:‘]er.hurg t!
ch warel Buxtehudes. ooy atal cGeestl rarchim-=— waren (Miiritz) Sf'.c
sterstede 2 L] ( Waustrelit Gry
terstede BiE otk Lune:_hurj Meustrelitz {/
Bremen D chwedi}
- =dty
- 7 Uelzen
Delmenhorst : MNeuruppin
X Eberswalde
Oranienburg )
Celle Stendal !
' 8 Gardeleqer  Brandenburg Beélm
Hannaver "'"-"'fﬁ.h“"ﬂ =" an der Havel; Frl?
Isnabriick Minden 2 Braunschweig Haldensleb Potsdam .
: B g =d:
7 7 Aa Eizen
- Hildesheima ¥ M""—“,-
t Bielefeld E:_nlz:] tter T
er [ 1 Lutherstadt
= DETIiI'IEIlTj Goslar Halberstadt Wittt
Gitersloho = ,

sl I—‘n-:'Jl'l-:I:h:'.lrl'l DE'J.—H-.'}IT'} au [.nt!!nl.

Gottingen

tmund Nordhausen Halle{Saale) Senfltenberg
Kassel Miihlhausen, Sangerhadusen Le'gilg
2 Thiringen Naumbiirg Grimma -1
Dresden
Eizenach Erfurt jena Altenbirg O bimg . =
Siegen A Hersteld g : e Gera 4 A
'? Marbura Bad I'? sfeld Gotha - o [':l'll"'l'_l‘1l'|lf? =] EIerg -
M Zwickau L ¥ ‘-"_tt'_ :'I‘:I'_I
2 s b S| lmenau Q =181
Gielken E Suhl - Al
: ulda - :
- -.-I 7 - Flauen Teplice
Wetzlar ; Chomutove pe-
e Most
o | ox ”
z Frankfurt Ll : r/ Karlovy Vary
am/Main Kulmbach L ; = "
oy of i Schweinfurt : Lheb Kladnoz P g
X - i Bayreuth
Mot ~Aschaffenburg Bamberg i

a obarmstadt Wiirzbur )
h™ GD{-}SP@ Forchheim

Winrms

Abbildung 6: Geographische Lage der Weil3storch-Horste der Nestlinge, von denen Mykoplasmenkulturen fir
diese Arbeit verwendet wurden.

Kreis: Beprobung von > 1 Nestling/Horst; Quadrat: Beprobung von 1 Nestling/Horst. Farbige Teilvergrof3erungen
dieser Karte finden sich im Abschnitt Ergebnisse (Abbildung 23, Abbildung 24)

Die geographische Verteilung wurde mit dem Programm Google Maps
(www.maps.google.de) dargestellt und passwortgeschiitzt elektronisch hinterlegt®.
Neben den Isolaten von Weil3storchnestlingen wurden Mykoplasmen-Referenzstamme

und -Referenzantiseren aus Tabelle 9 verwendet.

! https://www.google.com/maps/d/edit?mid=zTkQ6_TIpJRA.kOgliF7fDHtI
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Tabelle 9: Verwendete Mykoplasmen-Referenzstamme und -Referenzantiseren mit Angaben zur jeweiligen

Herkunft

Referenzstamm Herkunft | Referenzantiserum Herkunft
A. laidlawii PG8 (DSM23060) | TiHo - -

M. anatis 1340 (NCTC10156) |NCTC M. anatis 1340 T™MC
M. anseris 1219 TMC M. anseris 1219 TMC
M. arthritidis (NCTC10162) FUB - -

M. buteonis Bb/T2g T™MC M. buteonis Bb/T2g TiHo
M. canis PG14 (NCTC10146) |FUB M. canis PG14 T™MC
M. cloacale 383 T™MC M. cloacale 383 T™MC
M. columbinasale 694 T™MC M. columbinasale 383 TMC
M. columbinum MMP1 T™MC - -

M. columborale MMP4 TMC M. columborale MMP4 TiHo
M. corogypsi BV1 T™MC M. corogypsi BV1 T™MC
M. falconis H/T1 TMC M. falconis H/T1 TiHo
M. felis CO FUB M. felis CO T™MC
M. gallopavonis 1197 T™MC M. gallopavonis 1197 T™MC
M. gallinaceum 887 T™MC M. gallinaceum 887 TiHo
%gﬁ'{gg&‘g‘ PG 16 DSMZ | M. gallinarum PG 16 TiHo
M. gallisepticum 75969 TMC M. gallisepticum 75969 TMC
M. glycophilum 486 T™MC M. glycophilum 486 T™MC
M. gypis B1/T1 TMC - -

M. imitans 4229 TMC M. imitans 4229 JB
M. iners PG30 (NCTC10165) NCTC - -

M. iowae DK-CPA TMC - -

M. lipofaciens R171 T™MC - -

M. meleagridis 17529 T™MC - -

M. pullorum CKK (NCTC10187) | NCTC M. pullorum CKK T™MC
M. sturni UCMF (ATCC51945) |TMC M. sturnidae UCMF T™MC
M. synoviae NVU 1853 T™MC M. synoviae NVU 1853 TiHo
U. felinum FT2-B (DSM24216) |DSMZ - -

A. = Acholeplasma; M. = Mycoplasma; U. = Ureaplasma; FUB = Freie Universitat Berlin, Institut fir Hygiene und
Mikrobiologie; DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH; JB = Prof. J. Bradbury,
University of Liverpool; NCTC = National Collection of Type Cultures; TiHo = Institut fir Mikrobiologie, Stiftung Tier-
arztliche Hochschule Hannover; TMC = The Mollicutes Collection, betreut durch die IOM (International Organisation
for Mycoplasmology)
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3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung von Mykoplasmen

Die Mykoplasmenkulturen in dieser Arbeit stammten aus Trachealtupfern von Weil3-
storchnestlingen (Tabelle 8) und lagen in SP4-Medium (BRADBURY 1998) bei -80°C vor
(HAGEN et al. 2004). Die Mykoplasmen-Referenzstamme (Tabelle 9) lagen in SP4-
Medium oder Hayflick-Medium (HAYFLICK 1965) bei -80°C oder lyophilisiert vor.

Zur Uberprifung der Vitalitat wurden zunachst alle in dieser Arbeit verwendeten Myko-
plasmenkulturen in SP4-Flussig- und -Agarmedium nach BRADBURY (1998) kultiviert.
Die genaue Zusammensetzung dieses Mediums findet sich in Anhang IV.l ,SP4-
Medium nach BRADBURY®. Tiefgefrorene Kulturen wurden zunachst bei Zimmer-
temperatur aufgetaut, wahrend lyophilisierte Kulturen mit SP4-Medium bis zu ihrem ur-
sprunglichen Volumen aufgefillt wurden. Fir die Anzucht wurde die Mykoplasmen-
suspension jeweils zweimal in frischem SP4-Medium verdinnt. Dazu wurden die Isolate
fur die erste Verdinnung in einem Verhaltnis 1:2 in SP4-Medium uberfihrt und durch-
mischt. Fur die zweite Verdinnung wurden 200 ul in ein zweites Réhrchen mit 2,3 ml
SP4-Flussigmedium (Verdinnung 1:12,5) tberfuhrt. Je 50 ul der Originalsuspension
sowie jeweils der Verdunnungen wurden auf eine SP4-Agarplatte gegeben und bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Nach 24 H, sowie taglich fur einen Zeitraum von bis zu 5
Tagen, wurde mikroskopisch das Koloniewachstum auf SP4-Agarplatten sowie ein
Farbumschlag des SP4-Flussigmediums von rot nach gelb oder rotviolett untersucht.
Trat ein Farbumschlag ohne Koloniewachstum auf, wurde sofort eine weitere Verdun-
nung (1:12,5) in SP4-Flissigmedium angesetzt, davon 50 pl auf SP4-Agarplatte ge-
geben und der Ansatz wie oben beschrieben inkubiert. Bei fehlendem Koloniewachstum
und/oder fehlendem Farbumschlag wurden nach 5 Tagen erneut je 50 ul des Flussig-
mediums auf frische SP4-Agarplatten gegeben. Diese wurden wiederum fir 5 Tage bei
gleichen Bedingungen inkubiert. Bei einem Koloniewachstum auf SP4-Agarplatten wur-
den die entsprechenden Flussigkulturen 2-3 Mal aliquotiert und bei -80°C eingefroren
bzw. flr weitere Untersuchungen verwendet. Parallel wurde eine bakterielle Kontamina-
tion der Mykoplasmenkultur durch Kultivierung von 100 pl der Mykoplasmensuspension
auf Columbia-Schafblutagarplatten (Oxoid, Wesel) bei 37°C und 5% CO, fur 5 Tage

ausgeschlossen.
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Fur die phanotypischen, serologischen und einen Teil der molekularbiologischen Unter-
suchungen wurden Isolate (Synonym: Klone bzw. englisch: Clone) verwendet. Dazu
wurden bei der Anzucht einzelne Kolonien mit Hilfe von Tupfern direkt von den Agar-
platten entnommen und in frischem Medium wie oben beschrieben subkultiviert. Um mit
hoher Wahrscheinlichkeit eine Reinkultur bzw. ein reines Isolat zu erhalten, wurde die-
ser Vorgang jeweils dreimal hintereinander wiederholt (BRADBURY 1998).

3.2.2 Kultivierung anderer Bakterien

Als Kontrollen fur die Gramfarbung und im Rahmen der Spezifitdtsbestimmung der
selbst entwickelten PCR wurden in dieser Arbeit Bakterienkulturen der Spezies aus Ta-
belle 10 eingesetzt, die bei -80°C eingefroren oder wachsend vorlagen. Die Bakterien
wurden auf Columbia-Schafblutagarplatten (Oxoid, Wesel) ausgestrichen und bei 37°C
aerob fur 24 h, Clostridium perfringens anaerob fur 48 H, inkubiert. Im Anschluss an die
Anzucht wurde Koloniematerial entnommen und in 1,5 ml bzw. 2 ml Mikroreaktions-

gefalRen bei -80°C eingefroren oder fir weitere Untersuchungen verwendet.

Tabelle 10: Verwendete Bakterienkulturen mit Angaben zu genauer Bezeichnung und Herkunft

Spezies Bezeichnung des Isolates | Herkunft

Salmonella Enteritidis 493/2012 Feldisolat, KVRAF
Escherichia coli 211/2012 Feldisolat, KVRAF
Proteus mirabilis DSM 788 Referenzstamm, KVRAF
Pseudomonas aeruginosa 939/2012 Feldisolat, KVRAF
Staphylococcus aureus DSM 20231 Referenzstamm, KVRAF
Pasteurella multocida 1187/5 Feldisolat, IHIT
Clostridium perfringens DSM 756 Referenzstamm, IHIT

KVRAF = Klinik fir Végel, Reptilien, Amphibien und Fische, Justus-Liebig-Universitat (JLU) GieRRen; IHIT = Institut fur
Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, JLU GieRRen

3.2.3 Molekularbiologische Untersuchungen

Fur die selbst entwickelte speziesspezifische PCR flir das Isolat ST57 (ST57-PCR)
wurden alle 83 Mykoplasmenkulturen, die in SP4-Flussigmedium vorlagen, sowie eine
DNA-Probe verwendet (siehe Tabelle 8). Fur die 16S-rRNA-PCR nach VAN KUPPEVELD
et al. (1992), modifiziert nach HAGEN (2007) und 16S-23S-Intergenic-Transcribed-
Spacer-Region-PCR nach RAMIREZ et al. (2008) wurden insgesamt 15 Isolate (Synonym
.Klone“ bzw. engl. ,Clone®) verwendet, die in SP4-Flissigmedium vorlagen (siehe Ta-
belle 17).
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3.2.3.1 Extraktion der DNA

Die Mykoplasmenkulturen in SP4-Flissigmedium wurden fur 45 min bei 4.000 x g und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 180 pl
Lysispuffer ATL und 20 pl Proteinase K resuspendiert. Die Suspension wurde 120 min
bei 56°C auf dem Schuttler inkubiert. Aus der Suspension wurde die DNA im QIAcube
mittels DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen GmbH, Hilden) nach Anweisungen des Her-
stellers isoliert. Bei den zellwandbildenden Bakterien wurde eine Ose Material von der
Blutagarplatte mit 180 ul Lysispuffer ATL und 20 pl Proteinase K vermischt und analog
zu den Mykoplasmenkulturen weiter verarbeitet. Zum Ausschluss der Kreuz-
kontamination wurde bei jedem Lauf eine Kontrolle mit 180 pl Lysispuffer ATL und 20 pl

Proteinase K, jedoch ohne Zellpellet, mitgefiihrt und bei der ersten PCR mit untersucht.

3.2.3.2 Bestimmung der DNA-Konzentration in Losungen

Die Konzentration der gelosten DNA wurde zur Qualitatssicherung der Isolierung und
Optimierung der Reaktionsbedingungen fur die PCR mittels des Spektrophotometers
Nanodrop 2.000c nach Herstellerangaben bestimmt. Fir die Polymerase-
Kettenreaktionen (PCR) wurden Templates mit DNA-Konzentrationen von 1 bis 20 ng/ul
eingesetzt. War die DNA hoher konzentriert, wurde diese verdinnt, war die Konzen-

tration niedriger wurde erneut DNA aus der Kultur isoliert.

3.2.3.3 Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma
biomers.net GmbH, Ulm bezogen. Die Konzentration der Oligonukleotide betrug stets
100 pmol/ul. Fur die 16S-rRNA-PCR (siehe 3.2.3.3.1) und ITS-PCR (siehe 3.2.3.3.2)
wurden die Oligonucleotide (Primer) aus Tabelle 11 eingesetzt.

Tabelle 11: Ubersicht verwendeter Oligonukleotide (Primer) fiir die 16S-rRNA-PCR nach van KupPPEVELD (1992),

modifiziert nach HAGEN (2007) (16S-rRNA-PCR) und 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region-PCR (ITS-
PCR) nach RAMIREZ (2008)

PCR Bezelqhnung Primersequenz
der Primer
16S-rRNA- GPF 5-GCT GGC TGT GTG CCT AAT ACA-3
PCR MGSO 5-TGC ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC-3
ITS-PCR RAM-ITS_fo 5-CGT TCT CGG GTC TTG TAC AC-3'
RAM-ITS re 5-CGC AGG TTT GCA CGT CCT TCATCG-3

PCR = Polymerase-Kettenreaktion, Nukleinbasen: Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C), Thymin (T)
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3.2.3.3.1 16S-rRNA-PCR nach vaN KUPPEVELD et al. (1992), modifiziert
nach HAGEN (2007) (16S-rRNA-PCR)

Fur die Amplifizierung des 16S-rRNA-Gens wurde die PCR nach vAN KUPPEVELD et al.
(1992), modifiziert nach HAGEN (2007) (16S-rRNA-PCR), verwendet, deren Amplikon-
lange ca. 1.013 bp betrug. Eingesetzt wurde eine ,High Fidelity“-Polymerase-Mischung
(High Fidelity PCR Enzyme Mix, Qiagen GmbH, Hilden), die aus einer Tag-DNA-
Polymerase und einer thermostabilen DNA-Polymerase mit Korrekturlesefunktion be-
steht. Aufgrund der Korrekturlesefunktion wird eine h6here Genauigkeit erreicht, sodass
sich die Amplifikate gut flr die Sequenzierung eignen. Tabellarisch aufgefihrt sind die
Zusammensetzung der Ansatze (Tabelle 12) und die Temperatureinstellungen fir den
Thermocycler (Tabelle 13). Mit dieser PCR wurde DNA von insgesamt 15 Isolaten
(Tabelle 17) untersucht. Auf Basis des Amplikons bzw. der Sequenz der 16S-rRNA-
Gene dieser Proben wurden phylogenetische Untersuchungen durchgefihrt.

Tabelle 12: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes (Mastermix) fur die 16S-rRNA-PCR nach vAN KUPPEVELD et
al. (1992), modifiziert nach HAGEN (2007)

Substanz Eingesetztes Volumen (ul)
RNase freies H,O 18,2
Puffer: ,High fidelity buffer with MgCl,” 2,5
dNTP-Mix: dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 2,5 uM 1,0
Vorwarts-Primer 20 pmol/ul (GPF) 0,4
Ruckwarts-Primer 20 pmol/ul (MGSO) 0,4
Polymerase: ,High Fidelity Enzyme Mix” 0,1
Probe (DNA) 2,5
Gesamtvolumen 25,0

DNA = Desoxyribonukleinsdure, dNTP-Mix = Deoxynukleotidtriphosphat-Mischung, dATP = Desoxyadenosin-
triphosphat, dCTP = Desoxycytidintriphosphat, dGTP = Desoxyguanosintri-phosphat, dTTP = Desoxythreonin-
triphosphat, H,O = Wasser, MgCl, = Magnesiumchlorid, M = Molar, PCR = Polymerase-Kettenreaktion, RNase =
Ribonuklease

Tabelle 13: Temperatur-Zeit-Profil fir die 16S rRNA-PCR nach van KuppevELD et al. (1992), modifiziert nach
HAGEN (2007)

Zyklus | PCR-Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
1 Denaturierung 94°C 4 min 1
2 Schmelzen (Melting) 94°C 30s
Anlagerung (Annealing) 56°C 30s 35
Verlangerung (Elongation) | 72°C 30s
3 Verlangerung 72°C 10 1
4 Kiihlung 4°C Unbegrenzt 1
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3.2.3.3.2 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region-PCR nach
RAMIREZ et al. (2008) (ITS-PCR)

Fur die Amplifizierung der 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region (ITS) wurde
die PCR nach RaMIREZ et al. (2008) verwendet. Die Amplikonlange dieser PCR liegt
speziesabhéangig zwischen 400 und 600 bp mit Ausnahme von MG (ca. 1.000 bp) und
M. imitans (ca. 3.000 bp). Neben der ITS werden bei dieser PCR auch ca. 164 bp des
3’-Endes des 16S-rRNA-Gens sowie ca. 71 bp des 5°-Endes des 23-rRNA-Gens ampli-
fiziert. Hierzu wurde analog zu der 16S-rRNA-PCR (siehe 3.2.3.3.1) eine ,High Fidelity*
Polymerase-Mischung verwendet, da sich aufgrund der Korrekturfunktion die Amplifika-
te gut fur die Sequenzierung eignen. Die Zusammensetzung der Anséatze (Tabelle 14)
und die Temperatureinstellungen fir den Thermocycler (Tabelle 15) sind tabellarisch
aufgefuhrt. Mit dieser PCR wurde DNA derselben 15 Isolate (Tabelle 17) wie mit der
16S-rRNA-PCR untersucht und das Amplikon bzw. die Sequenz der ITS dieser Proben

anschlieBend fir phylogenetische Untersuchungen verwendet.

Tabelle 14: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes (Mastermix) fir die 16S-23S-Intergenic-Transcribed-
Spacer-Region-PCR (ITS-PCR) nach RAMIREZ et al (2008)

Substanz Eingesetztes Volumen (ul)
RNAse freies H,O 35,6
Puffer: “High fidelity buffer with MgCl,” 5,0
dNTP-Mix: dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 2,5 uM 5,0
Vorwarts-Primer 10 pmol/ul (RAM-ITS-fo) 0,5
Ruckwérts-Primer 10 pmol/ul (RAM-ITS-re) 0,5
Polymerase: “High Fidelity Enzyme Mix” 0,4
Probe (DNA) 3,0
Gesamtvolumen 50,0

DNA = Desoxyribonukleinsédure, dNTP-Mix = Deoxynukleotidtriphosphat-Mischung, dATP = Desoxyadenosinetriphos-
phat, dCTP = Desoxycytidintriphosphat, dGTP = Desoxyguanosintri-phosphat, dTTP = Desoxythreonintriphosphat,
H.O = Wasser, MgCl, = Magnesiumchlorid, M = Molar, PCR = Polymerase-Kettenreaktion, RNase = Ribonuklease

Tabelle 15: Temperatur-Zeit-Profil fir die 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region-PCR (ITS-PCR)
nach RAMIREZ et al. (2008)

Zyklus | PCR-Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
1 Denaturierung 94°C 5 min 1
2 Schmelzen (Melting) 94°C 15s 5
Anlagerung (Annealing) 50°C 30s
Verlangerung (Elongation) | 72°C 120s
3 Schmelzen (Melting) 94°C 15s 30
Anlagerung (Annealing) 50°C 30s
Verlangerung (Elongation) | 72°C 122's
4 Verlangerung 72°C 10 min 1
5 Kihlung 4°C Unbegrenzt 1
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3.2.3.3.3 Etablierung einer speziesspezifischen PCR fiir das Isolat ST57
(ST57-PCR)

Um die Pravalenz der neu zu beschreibenden Mykoplasmenspezies, als deren Typ-

stamm das Isolat ST57 definiert wurde, bei Weil3storchnestlingen zu ermitteln, sollte

zum Nachweis dieses Isolates eine speziesspezifische PCR etabliert werden.
Auswahl der Oligonukleotide (Primer)

Fur die Wahl des Primerpaares wurden zunachst die Sequenzen des 16S-rRNA-Gens
und der ITS des Isolates ST57 mit den Gensequenzen aller bekannten avidren Myko-
plasmen aus GenBank sowie der nah verwandten Spezies M. felis, M. canis und
M. bovirhinis verglichen. Die Referenzsequenzdatenbank RefSeq wurde hier nicht ver-
wendet, da diese zum Zeitpunkt der Untersuchungen noch nicht bestand. Mit dem Pro-
gramm MegAlign (Lasergene 9.0, GATC Biotech, Konstanz) wurde ein Alignment
durchgefiihrt und manuell auf spezifische Nukleotidaustausche durchsucht. Nach Vor-
auswahl eines kurzen flr spezifische Primer vielversprechenden Bereiches wurden mit
dem Programm PrimerSelect (Lasergene 9.0, GATC Biotech, Konstanz) mégliche Pri-
mer berechnet. Dieses Programm ermittelt Schmelztemperaturen, G+C-Gehalt, Dimere
und Hairpins, und liefert somit weitere Auswahl- bzw. Ausschlusskriterien fir PCR-
Primer. Im Anschluss wurden die ausgewahlten Primer synthetisiert (biomers.net
GmbH, Ulm) und in Verbindung mit dem vorgefertigten Diagnostiksystem (Kit)
HotStarTag-DNA-Polymerase (Qiagen, Hilden) eingesetzt.

Entwicklung eines Protokolls

Fur die PCR wurde die HotStarTag-DNA-Polymerase gewahlt, da diese Uber eine Kor-
rekturlesefunktion (proofreading) verfugt. Zusatzlich ist diese Polymerase bei Raum-
temperatur nicht aktiv, sodass die Extension unspezifisch gebundener Primer und die
Bildung von Primer-Dimeren bei niedrigen Temperaturen unterbleiben. Das Protokoll
wurde auf Basis der Herstellerangaben der HotStarTag-DNA-Polymerase (Qiagen
GmbH, Hilden) konzipiert und anschlieend experimentell optimiert. Die Amplikons
wurden abschlieRend mittels Agarosegelelektrophorese identifiziert, die DNA mit

GelRed™ angefarbt und mittels UV-Licht sichtbar gemacht.
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Qualitatssicherung der PCR

Die DNA-Extraktion erfolgte analog zu 3.2.3.1. DNA-Amplicons der PCR wurden mittels
Agarosegelelektrophorese identifiziert und eine Positivkontrolle (DNA des Isolates
ST57) sowie Negativkontrolle (H,O) mitgefuihrt. Eine Stichprobe zehn zufallig aus-
gewahlter DNA-Amplikons positiver Kulturen wurde sequenziert (ST3, ST12, ST20,
ST26, ST29, ST36, ST43, ST54, ST58, ST68).

Sensitivitit und Spezifitat der PCR

Die Spezifitdt der PCR wurde anhand der DNA aviarer Mycoplasma-Referenzstamme
(n = 26; Tabelle 9) und haufig beim Vogel auftretender zellwandbildender Bakterien
Uberpruft (n = 7; Tabelle 10). Die Sensitivitdt wurde anhand dezimaler DNA- und KbE-
Verdinnungsreihen des Isolates ST57 ermittelt. Unterhalb einer Konzentration von
1 KbE/ml bzw. 1 pg/ul wurde die Verdinnungsreihe 1:2 weitergefuhrt. Die DNA wurde
auf folgende Werte verdiunnt: 1 ng/ul, 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul, 500 fg/ul, 250 fg/ul,
125 fg/pl und 62,5 fg/ul. Die KbE wurden auf folgende Werte verdinnt: 10 KbE/ml,
10° KbE/ml, 10°KbE/ml, 10* KbE/ml, 10° KbE/ml, 100 KbE/mI, 1 KbE/mI, 0,5 KbE/ml,
0,25 KbE/ml und 0,125 KbE/ml.

3.2.3.4 Agarosegelelektrophorese

Die mittels PCR amplifizierte DNA (Amplikon) wurde mittels horizontaler Agarose-
gelelektrophorese identifiziert. Als Matrix diente dabei im Elektrophoresepuffer TBE ge-
|6ste Agarose in einer Konzentration von 2%. Das Gemisch wurde aufgekocht und die
flussige Agarlésung in sogenannte Gelschlitten gegossen, bei denen zusatzlich zur
Formung von Vertiefungen ein Kamm eingesetzt wurde. Nach dem Erkalten des Agaro-
segels wurde der Gelschlitten in eine mit TBE-Puffer geflllte Elektrophoresekammer
gelegt. Ein Volumen von jeweils 5 pl des Amplikons wurde entnommen, mit Ladepuffer
(6xLoading Dye) vermischt, und in eine Vertiefung im Gel aufgetragen. Zur Beurteilung
der Fragmentlangen der DNA-Amplikons wurde ein DNA-Molekulargewichtsmarker
(Ladder) mitgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte bei 130 V fur ca. 30-45 min. Um die DNA-
Amplikons unter UV-Licht sichtbar zu machen, wurden die Agarosegele fir 10 min in

eine Ethidiumbromidlésung gelegt. Ethidiumbromid wird zwischen den Basenpaarungen
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der Nukleinsauren eingebaut (interkaliert) und fluoresziert unter UV-Licht. Nach der
Farbung wurden die Gele auf einen UV-llluminator gelegt und mit UV-Licht bestrahlt.
Durch den Vergleich mit dem DNA-Molekulargewichtsmarker konnten die DNA-
Amplikons einer bestimmten Lange zugeordnet werden. Bei Untersuchungen ab Febru-
ar 2014 wurde die Farbelésung GelRed™ in der Verdiinnung von 1:10* dem Agarosegel
zugegeben und ersetzte die Ethidiumbromid-Féarbung. Untersucht wurde in diesem Zeit-
raum die DNA von 15 Mykoplasmenisolaten (siehe Tabelle 17) mittels 16S-rRNA- und
ITS-PCR (siehe 3.2.3.3.1 und 3.2.3.3.2). Alle gefarbten Gele wurden mit einer Kamera

fotografiert, die Bilder anschlieRend elektronisch gespeichert und ausgedruckt.

3.2.3.5 Aufreinigung der DNA-Amplikons

Fur ein gutes Sequenzierungsergebnis muss die DNA mdglichst frei von Verun-
reinigungen sein. Zur Entfernung von Primern, dNTPs, Enzymen und Salzen aus den
PCR-Ansatzen wurden die DNA-Amplikons mit dem Kit ,GeneJET PCR Purification Kit
#K0701“ (Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich) nach Anleitung der Herstellers mit

den enthaltenen Reagenzien aufgereinigt.

3.2.3.6 Sequenzierung und Sequenzanalysen

Nach Aufreinigung der DNA-Amplikons wurde die DNA-Konzentration gemessen (siehe
3.2.3.2). Bei einer Amplikonlange von 200-500 bp wurde die Konzentration auf 10 ng/pl
eingestellt, bei einer Amplikonlange von 500 bis 1.000 bp auf 20 ng/ul. Die Sequenzie-
rung erfolgte durch die Firma LGC Genomics (Berlin) mittels der Kettenabbruch-
methode (SANGER et al. 1977) auf einer ABI 3730 XL-Plattform. Um mdglichst fehler-
freie DNA-Sequenzen fir die anschlieRende phylogenetische Auswertung zu erhalten,
wurden fur die PCR Polymerasen mit Korrekturlesefunktion (proofreading) verwendet
und die Sequenzen mit den Programmen MegAlign und EditSeq (Lasergene 9.0, GATC
Biotec, Kontanz) aufbereitet. Die Riuckwartssequenz wurde umgedreht und als Kom-
plementéarstrang lUbersetzt (reverse complement). Die resultierende DNA-Sequenz wur-

de anschlieRend mit der Vorwartssequenz mittels Clustal W abgeglichen (alignment)
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(THomPsON et al. 2002). Bei Abweichungen wurden anhand der Amplituden der
Elektropherogramme die korrekten Basen ermittelt.

Zunachst wurde die Sequenz in das Suchprogramm BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool der NCBI Database, National Library of Medicine, USA) eingegeben und
mit allen dort hinterlegten Sequenzen verglichen. Im nachsten Schritt wurden die tber-
arbeiteten 16S-rRNA-Gen- und ITS-Sequenzen mit denen aller aviaren Mykoplasmen
verglichen. Sobald auf diese Weise die Zuordnung zu einem Cluster mdglich war, wur-
de ein Vergleich mit allen Mykoplasmen dieses Clusters durchgefiihrt. Zum Vergleich
mit bereits beschriebenen Mykoplasmenspezies mittels des Programmes MegAlign
wurden ausschlie3lich 16S-rRNA-Gensequenzen aus der online zugénglichen Refe-
renzsequenz-Datenbank RefSeq (NCBI Reference Sequence Database, National Libra-
ry of Medicine, USA) verwendet. Dabei handelt es sich um editierte Sequenzen, die zu-
vor bei GenBank (Genbibliothek der National Library of Medicine, USA) hinterlegt wor-

den waren.

Fur die ITS-Sequenz existierten zum Zeitpunkt der Untersuchungen keine editierten
Referenzsequenzen. Hier wurden die bei GenBank hinterlegten Sequenzen von
RAMIREZ et al. verwendet, da diese Autoren die gleiche Methode angewendet hatten wie
sie bei den Sequenzen der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kamen (RAMIREZ et al.
2008). Ebenfalls fur die phylogenetischen Untersuchungen hinzugezogen wurden einige
16S-rRNA-Gen- sowie ITS-Sequenzen von Mykoplasmenisolaten aus Weil3stérchen,
die nicht aus dieser Arbeit stammen. Verwendet wurden die 16S-rRNA-Gensequenzen
eines Isolates aus der Trachea eines verletzt aufgefundenen Weil3storches aus Hessen
(1566/2012; KVRAF der JLU Giel3en) sowie des Isolates Sp22 aus der Lunge eines
Weil3storches (SPERGSER und HOFLE HANSEN 2009b). Die ITS-Sequenzen der Isolate
aus dieser Arbeit wurden auRerdem mit Sequenzen dreier Isolate aus Weil3stérchen,
die geschwacht in Ciudad Real (Spanien) und Toledo (Spanien) aufgefunden worden
waren (T452T, T453CO, T454T) (SUAREzZ-PEREz 2011), sowie dem Isolat Sp22 ver-
glichen (SPERGSER et al. 2009a). Vollstandige Listen der GenBank-,Accession Num-
bers®, sowie nur eingeschrankt offentlich zuganglicher Sequenzen, finden sich in An-

hang V: ,Sequenzen fur phylogenetische Untersuchungen®.

Die phylogenetischen Stammb&ume und Distanzmatrices wurden mit dem Programm

MegAlign (Lasergene 9.0, GATC Biotec, Kontanz) auf Basis des Algorithmus Clustal W
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erstellt. Dabei berechnete das Programm zundachst fir alle und gegen alle Sequenzen
paarweise Alignments und speicherte deren Ubereinstimmungen in einer Matrix. Diese
Matrix wurde wiederum ein eine Distanzmatrix konvertiert, wobei die einzelnen Werte
den evolutiondren Abstand zwischen den jeweiligen Sequenzpaaren wiederspiegeln.
In einem zweiten Schritt konstruierte das Programm anhand eines Neighbor-Joining-
Algorithmus einen phylogenetischen Stammbaum. Damit die phylogenetischen Stamm-
baume fur taxonomische Aussagen verwendbar waren, wurde die Position der Wurzel
(Engl.: root) des Baumes identifiziert und mit M. mycoides Subspezies mycoides eine
Spezies als AulRengruppe (Engl.: outgroup) eingesetzt, die nicht von dem Selben ersten
gemeinsamen Vorfahren abstammte wie alle anderen untersuchten Spezies (WEISBURG
et al. 1989; NixoN et al. 1993). Um in einem letzten Schritt das Konfidenzniveau des so
berechneten phylogenetischen Stammbaumes zu evaluieren, wurde mit dem Programm
MegAlign (Lasergene 9.0, GATC Biotec, Kontanz) eine bootstrapping Analyse durch-
gefuhrt (FELSENSTEIN 1985). Die Werte wurden auf ganze Zahlen gerundet und an den
Abzweigungen der phylogenetischen Stammbaume vermerkt. Werte von 70% und ho-

her gelten dabei als Indikatoren fir ein gutes Konfidenzniveau (VAN DE PEER 2009).
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3.2.4 Serologische und zusatzliche phdnotypische
Untersuchungen

Nach den gultigen Mindeststandards fur die Beschreibung einer neuen Spezies der
Klasse Mollicutes sind bestimmte serologische Untersuchungen sowie die Produktion
und Bereitstellung eines spezifischen Kaninchen-Hyperimmunserums gegen die neue
Spezies vorgeschrieben (BRowN et al. 2007). Aufgrund mangelnder Verfligbarkeit von
Kaninchen-Hyperimmunseren gegen existierende Referenzstamme, wurde die Ver-
pflichtung zur Durchfuhrung ausfuhrlicher serologischer Untersuchungen im Rahmen
der Speziesbeschreibung durch das International Committee on Systematic of
Procaryotes (ICSP) Subcommittee Mollicutes jedoch aktuell ausgesetzt (FIRRAO et al.
2013).

3.2.4.1 Biochemische Eigenschaften

In Voruntersuchungen wurde festgestellt, dass das SP4-Medium bei einigen Myko-
plasmenkulturen einen Farbumschlag nach gelb, bei anderen nach rotviolett zeigte.
Diese Farbumschlage weisen auf eine Umsetzung von Glucose bzw. Arginin durch die
darin wachsenden Mykoplasmen hin. Ein Beweis ist anhand dieser Untersuchungen
jedoch nicht mdglich, da das Medium eine Vielzahl von Inhaltsstoffen enthalt, die das
Ergebnis verfalschen kdnnen. Zusatzlich handelte es sich bei den untersuchten Kultu-
ren nicht sicher um Reinkulturen. Zwei Kulturen wurden daher exemplarisch als Vertre-
ter der Gruppen ausgewahlt und von diesen mittels dreimal hintereinander wiederholter
Einzelkolonie-Subkultivierung (siehe 3.2.1) Isolate gewonnen: Das Isolat ST57 zeigte
dabei einen Farbumschlag nach gelb, ST101 einen Farbumschlag nach rotviolett. Diese
beiden Isolate wurden biochemisch auf die Umsetzung der Substrate Glucose, Arginin
und Harnstoff untersucht. Die Untersuchung zur Umsetzung von Harnstoff ermoglicht
die Differenzierung zwischen Mycoplasma spp. und Ureaplasma spp, und ist zuséatzlich
bei Speziesbeschreibungen vorgeschrieben (BROWN et al. 2007). Fir die Adaptation der
Mykoplasmen-Isolate an die Medien zur biochemischen Differenzierung wurden Myko-
plasmen-Standard-Flissigmedium mit einem 20%igen und 10%igen Anteil an Pferde-
serum (Standard-Flissigmedium-20% bzw. -10%) sowie Mykoplasmen-Standard-
Agarmedium mit 20%igem Anteil an Pferdeserum nach PoveDA (Standard-
Agarmedium) verwendet (POVEDA 1998). Die Zusammensetzung dieser Medien findet

sich in Anhang V.l ,Mykoplasmen-Standardmedium nach PoveDA®. Die Isolate wurden
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zunachst an die Medien mit niedrigem Serumanteil adaptiert um ein ziigiges Wachstum
in den Testmedien zu gewahrleisten. Dazu wurde in einem ersten Schritt die Suspen-
sion des Isolates in SP4-Flissigmedium 1:2 mit Standard-Flussigmedium-20% verdinnt
und bei 37°C, 5% CO, fur 24-96 h inkubiert. Die Aliquots der Mykoplasmenisolate wur-
den alle 24-72 Stunden 1:10 in frischem Standard-Flissigmedium-20% subkultiviert, bis
die Isolate vollstandig an das Medium adaptiert waren. Zur Kontrolle des Wachstums
wurden 50 pl der Isolate in Standard-Flissigmedium-20% auf Standard-Agarmedium
gegeben und taglich mikroskopisch beurteilt. Als vollstdndig adaptiert galten Isolate,
sobald ihr Koloniewachstum auf Standard-Agarmedium mit dem Wachstum auf dem
urspringlich verwendeten SP4-Agarmedium weitestgehend identisch war. Mit den
adaptierten Isolaten wurde das Vorgehen mit Standard-Flissigmedium-10% wiederholt,
bis sie auch an dieses Medium adaptiert waren. Bei beiden Isolaten reichte eine drei-
malige serielle Subkultivierung zur Adaptierung aus. Die ersten Subkulturen der an das
Standard-Flussigmedium-10% adaptierten Isolate wurden anschlie3end fur die jewei-

ligen biochemischen Untersuchungen verwendet.

3.2.4.1.1 Fermentation von Glucose

Fur die Untersuchung der Fermentation von Glucose wurden Glucose-Testmedium so-
wie Testmedium ohne Glucose nach PoveDA verwendet (POVEDA 1998) (siehe Anhang
V.11l ,Biochemie-Test- und -Kontrollmedien nach PoveEDA®). Eingesetzt wurden an Me-
dium mit reduziertem Serumanteil angepasste Mykoplasmenisolate (siehe 3.2.4.1) in
Standard-Flissigmedium-10% (siehe Anhang IV.1ll). Neben den zu testenden Isolaten
ST57 und ST101 wurden fir die Fermentation von Glucose M. gallisepticum (MG, Refe-
renzstamm 75969) als Positivkontrolle sowie M. arthritidis (Referenzstamm NCTC
10156) als Negativkontrolle eingesetzt. Jeweils zwei Réhrchen der Testmedien ,mit
Glucose® und ,,ohne Glucose® wurden mit je 200 pl einer der kultiverten Isolate und Re-
ferenzstamme (ST57, ST101, MG, M. arthritidis) beimpft. Zusatzlich wurden jeweils
zwei Rohrchen dieser Testmedien mit 200 pl sterilem Standard-Flissigmedium 10%
versetzt (Kontrolle: unbeimpftes Medium mit Substrat). Von diesen R6hrchen wurde
anschlielend eines aerob bebritet. Das jeweils andere der beiden Réhrchen wurde mit
0,5 ml sterilem Paraffin tGberschichtet, sodass ein anaerobes Milieu entstand. Eine
Ubersicht der einzelnen Fliissigmedium-Ansétze dieses Tests findet sich in Abbildung
7. Um ein Wachstum der Mykoplasmen nachweisen zu kdnnen wurde aus jedem An-

satz ein Aliquot von 50 ul auf Standard-Agarmedium gegeben und bei 37°C, 5% CO,
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inkubiert. Bei den anaerob zu bebritenden Rohrchen wurde ein weiteres Standard-
Agarmedium beimpft und anaerob bei 37°C inkubiert. Die Flussigmedien und Agar-
medien wurden Uber einen Zeitraum von zwei Wochen taglich begutachtet. Am letzten
Tag (Tag 14) wurde, nach Entnahme des Paraffins, der pH-Wert aller Flissigmedium-
Ansatze bestimmt. Ein Abfall des pH-Werts um 0,5 pH-Einheiten oder mehr wurde als
positives Testergebnis gewertet. Ein positives Testergebnis bedeutete, dass das getes-

tete Isolat Glucose fermentieren konnte.

Medium mit Glucose Medium ohne Glucose
| | | |
| | | | | | | |
aerob anaerob aerob anaerob
MG (PK) MG (PK) MG (PK) MG (PK)
M. arthritidis M. arthritidis M. arthritidis M. arthritidis
(NK) (NK) (NK) (NK)
Standard- Standard- Standard- Standard-
Medium-10% Medium-10% Medium-10% Medium-10%
(ohne (ohne (ohne (ohne
Mykoplasmen) Mykoplasmen) Mykoplasmen) Mykoplasmen)
Test-Isolate: Test-Isolate: Test-Isolate: Test-Isolate:
ST57,ST101 ST57,ST101 ST57,ST101 ST57,ST101

Abbildung 7: Test-Ansatze zur Untersuchung der Fermentation von Glucose nach PoveDA (1998)

M. = Mycoplasma; MG = Mycoplasma gallisepticum; PK = Positivkontrolle; NK = Negativkontrolle

3.2.4.1.2 Hydrolyse von Arginin

Fur die Untersuchung der Hydrolyse von Arginin wurde Arginin-Testmedium sowie
Testmedium ohne Arginin nach PoveDpA (1998) verwendet (siehe Anhang IV.III ,Bio-
chemie-Test- und -Kontrollmedien nach PoveDA®). Eingesetzt wurden dabei an Medium
mit reduziertem Serumanteil angepasste Mykoplasmenisolate bzw. -referenzstadmme
(siehe 3.2.4.1) in Standard-Flissigmedium-10% (siehe Anhang IV.lII). Neben den Test-
Isolaten ST57 und ST101 wurden fur die Hydrolyse von Arginin M. arthritidis (Referenz-
stamm NCTC 10156) als Positivkontrolle sowie M. gallisepticum (MG, Referenzstamm
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75969) als Negativkontrolle eingesetzt. Die Test-Isolate und Kontroll-Referenzstamme
wurden analog der Untersuchung zur Fermentation von Glucose angesetzt (siehe
3.2.4.1.1). Lediglich die Glucose-Testmedien wurden durch die Testmedien ,mit Arginin®
und ,,ohne Arginin“ ersetzt. Die Flissigmedien und Agarplatten wurden Uber einen Zeit-
raum von zwei Wochen taglich begutachtet. Bei Versuchsende (Tag 14) wurde der pH-
Wert aller Flussigmedien bestimmt. Ein Anstieg des pH-Werts um 0,5 pH-Einheiten
oder mehr wurde als positives Testergebnis gewertet. Ein positives Testergebnis be-

deutete, dass das getestete Isolat Arginin hydrolysieren konnte.

3.2.4.1.3 Hydrolyse von Harnstoff

Fur die Untersuchung der Hydrolyse von Harnstoff wurde Harnstoff-Testmedium sowie
Testmedium ohne Harnstoff nach PoveEDA eingesetzt (siehe Anhang IV.1ll ,Biochemie-
Test- und -Kontrollmedien nach POVEDA®). Eingesetzt wurden an Medium mit reduzier-
tem Serumanteil angepasste Mykoplasmenkulturen (siehe 3.2.4.1) in Standard-
Flissigmedium-10% (siehe Anhang IV.III). Neben den Test-Isolaten ST57 und ST101
wurde M. arthritidis (Referenzstamm NCTC 10156) als Negativkontrolle eingesetzt. Als
Positivkontrolle diente Ureaplasma felinum (Referenzstamm DSM 24216). Die Kultivie-
rung von U. felinum vor dem Versuch erfolgte nach Anweisungen der DSMZ in Urea-
plasma Flissigmedium (siehe Anhang IV.VI ,Ureaplasma-Flissig- und -Agarmedium
(DSMZ 1076b)“). Die Test-Isolate und Kontroll-Referenzstamme wurden analog der Un-
tersuchung zur Fermentation von Glucose angesetzt (siehe 3.2.4.1.1). Lediglich die
Glucose-Testmedien wurden durch die Testmedien ,mit Harnstoff* und ,ohne Harnstoff*
ersetzt. Die Flissigmedien und Agarplatten wurden Uber einen Zeitraum von zwei Wo-
chen taglich begutachtet. Bei Abschluss der Untersuchungen (Tag 14) wurde der pH-
Wert aller Flissigmedien bestimmt. Ein Anstieg des pH-Werts um 0,5 pH-Einheiten
oder mehr wurde als positives Testergebnis gewertet. Ein positives Ergebnis bedeutete,
dass das getestete Isolat Harnstoff hydrolysieren konnte.
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3.2.4.2 Abhangigkeit des Wachstums von der Temperatur

Die Abhangigkeit des Wachstums von der Inkubationstemperatur der Isolate ST57 und
ST101 wurde auf Basis des Wachstumstemperaturbereiches und der optimalen Wachs-
tumstemperatur nach KoNAl et al. (1996) in mikroaerophiler Atmosphare (5% CO,) be-
stimmt. Das Wachstum wurde bei 10°C, 20°C, 23°C, 28°C, 37°C, 42°C, 44°C und 46°C
beurteilt. Das zu testende Isolat wurde zun&chst bei 37°C fur 24 h in bzw auf SP4-
Flissig- und -Agarmedium vorinkubiert (siehe 3.2.1). Die Réhrchen mit SP4-Flissig-
medium wurden vor der Inokulation sechs Stunden bei den jeweiligen Zieltemperaturen
vorinkubiert. Zu Versuchsbeginn wurde von dem bei der jewiligen Zieltemperatur
vorinkubierten Isolat eine log10-Verdiinnungsreihe tiber 12 Stufen (1:10 bis 1:10%) her-
gestellt. Um sicherzustellen zu kénnen, dass lebensféahige Isolate bei den verschiede-
nen Temperaturen inkubiert wurden, wurde jeweils ein Aliquot aus der ersten Verdin-
nungsstufe bei 37°C inkubiert und das Wachstum im SP4-Flissig- und auf SP4-
Agarmedium beurteilt (siehe 3.2.1). In allen Temperaturstufen wurde die Umfarbung
des im SP4-Flussigmedium enthaltenen Indikators Phenolrot von rot nach gelb oder
rotviolett nach 8 Stunden sowie danach taglich tber einen Zeitraum von 14 Tagen beur-
teilt. Die Berechnung der Verdopplungszeiten erfolgte nach KoNAl anhand ,Medium
azidifizierender bzw. alkalinisierender Einheiten®. Diese Methode stellt eine Alternative
zu der Zahlung koloniebildender Einheiten (KbE) dar. Bei dem Modell nach KoNAl wird
fur die Berechnung angenommen, dass der Indikator umschlagt, sobald eine konstante
Bakterienmenge im Testansatz (= Titer) N, erreicht ist und die Zuwachsraten unab-
hangig von der urspriinglich eingesetzten Bakterienmenge (= Ausgangstiter) sind. Ba-
sierend auf einer linearen Regression der Anzahl umgefarbter Verdinnungsstufen zu

bestimmten Zeitpunkten bei den jeweiligen Inkubations-Temperaturen wurde die Ver-

dopplungszeit t, mit Hilfe der Formel t; :lnTZ aus der fur das Isolat und die jeweilige

Temperatur spezifischen Wachstumskonstante p berechnet (KoNal et al. 1996). Die sta-
tistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Biomathematik
und Datenverarbeitung des Fachbereiches Veterinarmedizin der Universitat Giel3en.
Die lineare Regression wurde dabei mit dem Programm BMDP 6D berechnet (DIXON
1993).
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3.2.4.3 Ultrafiltration

Ein Volumen von jeweils 5 ml der Isolate ST57 und ST101 in SP4-Flissigmedium wur-
de nach 24-stindiger Inkubationszeit durch Membranfilter einer Porengrof3e von
0,8 um, 0,45 um und 0,22 um filtriert. Vor und nach der Filtration wurde die Anzahl ko-
loniebildender Einheiten (KbE) in den Flissigkeiten anhand einer dezimalen Verdin-
nungsreihe bestimmt (TuLLy 1983).

3.2.4.4 Lichtmikroskopie

Fur die lichtmikroskopische Untersuchung der Zellmorphologie wurde mit den Isolaten
ST57 und ST101 eine Farbung nach GRrAM, modifiziert nach BARILE (BARILE 1983)
durchgefuihrt. Nach 24-stundiger Inkubationszeit des jeweiligen Isolates in SP4-
Flissigmedium wurde das Medium resuspendiert und etwa 20 pl der Keimsuspension
entnommen. Diese Suspension wurde auf einen Objekttrager aufgetragen und nach
Lufttrocknung auf dem Objekttrager durch Uberschichtung mit Methanol fur 5 min fixiert.
Nach Abgiel3en des Methanols, Wasserspulung und erneuter Lufttrocknung wurde der
Objekttrager mit Grams Kristallviolett-Losung fur 2 min Uberschichtet. Die Farbelésung
wurde danach abgegossen und der Objekttrager mit Jod-Jodkalium-Lésung (Lugolsche
Losung 20%ig) Uberschichtet. Nach einer Einwirkzeit von 1 min wurde die Lésung mit
96%igem Ethanol abgespilt und anschliel3end fiir 30 s mit Ethanol tberschichtet. Der
Objekttrager wurde wiederum mit Wasser gespult und dann mit Ziehl-Neelsens Karbol-
fuchsin (20%ig) fur 10 s gegengefarbt. Nach erneuter Wasserspilung und Luft-
trocknung wurden die Mykoplasmen im Lichtmikroskop bei 1.000-facher Vergrof3erung
betrachtet. Zur Uberpriifung der Farbung wurde Staphylococcus aureus als gram-
positive und Proteus mirabilis als gramnegative Bakterien verwendet (Tabelle 10). Dazu
wurde etwas Koloniematerial mit einer Ose von der Schafblutagarplatte aufgenommen
und mit 0,9%iger Natriumchlorid-Lésung auf einem Objekttrager vermischt. Das Materi-

al wurde luftgetrocknet und anschlie3end analog zu den Mykoplasmen gefarbt.

3.2.4.5 Elektronenmikroskopie

Das Isolat ST57 wurde im Rahmen der Speziesbeschreibung zusatzlich elektronen-
mikroskopisch untersucht. Diese Untersuchung wurde mit Unterstiitzung von Herrn
Dr. W. Herbst am Institut fur Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-

Liebig-Universitat Gief3en durchgefuhrt. Dabei wurde Koloniematerial des Isolates mit
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einer sterilen Ose vom SP4-Agarmedium abgenommen und in 0,15 M Natriumchlorid
suspendiert. Mit Formovar/Kohle beschichtete Kupfernetzchen wurden fir 15 Min auf
einen Tropfen der Bakteriensuspension aufgelegt. Getrocknet wurden die Kupfer-
netzchen durch leichte Bertihrung mit Filterpapier. Im Anschluss wurden diese ein bis
zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Farbung (Negativkontrastierung) er-
folgte durch einminitiges Auflegen der Kupfernetzchen auf einen Tropfen 2%ige Phos-
phorwolframséaure in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS). Die Proben wurden elekt-

ronenmikroskopisch bei einer VergroRerung von 10.000-40.000 untersucht.

3.2.4.6 Abhangigkeit des Wachstums von Cholesterin

Im Rahmen der Speziesbesschreibung erfolgte die Untersuchung des Isolates ST57 auf
Cholesterinabhéngigkeit des Wachstums anhand des Digitonin-Inhibitions-Tests nach
POVEDA (1998). Dieser Test weist die Cholesterinabhangigkeit indirekt Gber eine
Wachstumshemmung in einem Digitonin-Gradienten nach. Digitonin fihrt zur Fallung
von Cholesterin, womit dieses wiederum den Mikroorganismen nicht mehr zur Zell-
wandsynthese zur Verfugung steht. Verwendet wurden fir diesen Test Standard-
Flissigmedium-20%, Standard-Festmedium (siehe Anhang IV.ll: ,Mykoplasmen-
Standardmedium nach PoveEDA®) und Antibiotika-Testblattchen. Ein Teil der Antibiotika-
Testplattchen wurde mit einer 1,5%igen Digitonin-Losung getrankt und Uber Nacht ge-
trocknet (POVEDA 1998). Die Untersuchung der Cholesterinabhangigkeit wurde mit dem
Isolat ST57, sowie den Referenzstammen M. falconis (H/T1) und A. laidlawii (PG8) in
SP4-Flussigedium durchgefuhrt. Dabei diente M. falconis als Kontrolle fur cholesterin-
abhangiges Wachstum und A. laidlawii als Kontrolle fiir cholesterin-unabhangiges
Wachstum. Die Isolate wurden durch dreimalige Subkultivierung (siehe 3.2.4.1) im Ab-
stand von 24 h an das Standard-Flissigmedium-20% angepasst und 24 h vor Test-
beginn in Standard-Flissigmedium-20% vorinkubiert. Die Agarplatten des Standard-
Festmediums wurden vor Testbeginn eine Stunde bei 37°C getrocknet. Die Aliquots des
in Standard-Flussigmedium-20% vorinkubierten Isolates bzw. der vorinkubierten Refe-
renzstamme wurden 1:100 und 1:10* verdiinnt und 200 pl beider Verdiinnungen auf je
einer Agarplatte mit Standard-Festmedium ausgestrichen. Uberschiissige Flussigkeit
wurde abgekippt und jeweils ein mit Digitonin-Lésung getranktes sowie ein nicht-
getranktes Antibiotika-Testblattchen mit einer sterilen Pinzette auf die Platte gelegt. Die
nicht-getrankten Antibiotika-Testplattchen dienten dabei als Kontrollen zur Evaluation

des Einflusses der Plattchen selbst auf die Hemmbhofgrof3en.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Aufbaus und der MessgrdRen des Digitonin-Tests

Auf der beimpften Agarplatte (Schema = Aufsicht) bildet sich um das Antibiotika-getrankte Testplattchen (A) abhan-
gig von dem getesteten Isolat ein Hemmhof (B). Gemessen wird jeweils der Abstand (C) zwischen dem Rand des
Testplattchens und dem Rand der nachstgelegenen Mykoplasmen-Kolonie (D).

Die beimpften Agarplatten wurden bei 37°C und 5% CO, fiir 48 h inkubiert. Nach jeweils
24 und 48 h wurden die Abstande zwischen den Testplattchen und der néachst-
gelegenen Kolonie im Auflichtmikroskop vermessen. Die Abstand zwischen den Test-
plattchen und der nachstgelegenen Kolonie der cholesterin-abhangigen und -
unabhangigen Kontrollorganismen wurden dazu mit dem Abstand zwischen den Test-
plattchen und der néchstgelegenen Kolonie des Teststammes verglichen (Abstand C,
Abbildung 8). Bei einem Abstand von 5-20 mm wurde das Wachstum als cholesterin-
abhangig, bei kleineren oder fehlenden Abstand wurde das Wachstum als cholesterin-

unabhangig gewertet.
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3.2.4.7 Immunobinding Assay

Der Immunobinding Assay (IBA) nach KOTANI und MCGARRITY ist ein Test zur Spezies-
identifizierung von Mykoplasmenkolonien auf Agarplatten. Immunobinding Assays
(KoTANI und McGARRITY 1985) wurden in dieser Arbeit zunachst mit 10 Pra&immunseren
von Kaninchen durchgefihrt, die zur Produktion von Hyperimmunserum gegen das Iso-
lat ST57 eingesetzt werden sollten. Dabei wurde die unspezifische Reaktivitat mit dem
Isolat ST57 sowie den Referenzstdmmen von M. falconis (H/T1) und M. buteonis
(Bb/T2g) untersucht. Von den Kaninchen, bei denen keine Reaktivitat des Praimmun-
serums festgestellt wurde, wurden zwei Tiere ausgewahlt und immunisiert (siehe
3.2.5.3). Mit den dabei gewonnenen Kaninchen-Hyperimmunseren (Entblutungsseren)
gegen das lIsolat ST57 (ST57-Antiserum), im Folgenden ,ST57-Antiserum“ genannt,
wurden weitere Immunobinding-Assays durchgefihrt. Getestet wurden die ST57-
Antiseren dabei gegen ausgewahlte Referenzstamme. Dazu zahlten alle vorliegenden
Referenzstamme aviarer Mykoplasmen sowie Referenzstdmme der beiden mit ST57
nah verwandten nicht-aviaren Mykoplasmenspezies M. canis und M. felis (Tabelle 9).
Das Isolat ST57 wurde wiederum gegen alle Referenz-Kaninchen-Hyperimmunseren
der Referenzstamme der oben genannten Mykoplasmenspezies (Tabelle 9) getestet.
Zuletzt wurden die Isolate ST24-1, ST56-1, ST99 und ST102 (Tabelle 8) als potentielle
Isolate derselben Spezies mittels IBA mit den ST57-Antiseren getestet.

Fur den IBA wurden die Mykoplasmenkolonien zunachst auf Nitrocellulosemembran mit
Porendurchmessern von 0,45 um transferiert. Dazu wurden zuvor ausgestanzte Platt-
chen (@ 1,4 cm) auf Agarplatten (SP4-Festmedium), die mit deutlich abgegrenzten Ko-
lonien besiedelt waren, gelegt. Nach 10 min wurden die Plattchen mit der Kontaktflache
zum Agar nach oben in eine 24-Well-Makrowellplatte gelegt und die Oberseite markiert.
Auf die Plattchen wurden 300 pl eines Kaninchen-Hyperimmunserums in einer Verdin-
nung von 1:1.000 gegeben und die Makrowellplatte fir 30 Min auf einem Schuttler bei
Raumtemperatur inkubiert. Die enthaltenen spezifischen Antikorper binden in dieser
Zeit an spezifische Antigene in den Kolonien, sofern es sich um die entsprechende
Spezies handelt. Anschlie3end wurde das Serum mit einer Vakuumpumpe abgesaugt
und die Plattchen drei Mal mit ca. 5 ml Dulbeccos PBS gewaschen, um nicht gebunde-
ne Antikérper zu entfernen. Auf die gewaschenen Plattchen wurden 300 ul Goat-Anti-
Rabbit (GAR)-Peroxidase-Konjugat in einer Verdiinnung von 1:10° gegeben. In diesem

Schritt bindet der zweite Antikdrper wiederum an den ersten Antikdrper. Die Makro-
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wellplatte wurde 30 min bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Anschlie-
Rend wurde wiederum das Serum mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und die Platt-
chen drei Mal mit Dulbeccos PBS gewaschen. Nach der Zugabe von 300 pl Chlor-
naphthol-Substratlésung wurden die Plattchen bis zu einer deutlich sichtbaren blauen
Farbreaktion entwickelt. Die blaue Farbreaktion der reaktiven Kolonien entsteht, sobald
die Peroxidase den Farbstoff 4-Chlor-1-Naphthol oxidiert. Durch die Zugabe von Lei-
tungswasser wurde die Farbentwicklung gestoppt. Nach Absaugen des Leitungswas-
sers mit der Vakuumpumpe und der Trocknung der Plattchen konnten diese unter dem
Auflichtmikroskop bei 16- bis 40-facher VergroRerung ausgewertet werden. Bei einer
positiven Reaktion sind die blau gefarbten Kolonien deutlich vom Hintergrund abgrenz-
bar, bei einer negativen Reaktion finden sich weil3e Kolonien bei blaulicher Hintergrund-
farbung (siehe Abbildung 18).

3.2.5 Herstellung spezifischer Kaninchen-
Hyperimmunseren gegen das Isolat ST 57

Die Herstellung der Kaninchen-Hyperimmunseren gegen das Isolat ST57 erfolgte in
dieser Arbeit nach der Methode von BRADBURY (BRADBURY et al. 1983). Dabei werden
Isolate in speziellen Medien mit reduziertem Serumanteil vermehrt (s. u.). Diese Isolate
werden anschlieRend aus der Kultur gewonnen und aufgereinigt um Antigen (v.a. Prote-
in) fur die Immunisierung der Kaninchen zu erhalten (siehe 3.2.5.1). Das dadurch ge-
wonnene Antigenpellet des Isolates wird anschlieRend resuspendiert, mit einem Adju-
vans versetzt und zwei Kaninchen (New Zealand White Rabbits) nach einem festgeleg-
ten Schema injiziert (siehe 3.2.5.3). Von diesen beiden Kaninchen wird Blut entnommen
und daraus Serum gewonnen. Verwendet wurde fir diesen Versuch Flissigmedium
modifiziert nach HAYFLICK mit 10%, 5%, 2,5% und 1% “Ultra Low IgG” fetalem Kalberse-
rum, nachfolgend ,AS10% ,AS5% ,AS2,5“ und ,AS1“ genannt (HAYFLICK 1965; YAVARI
2010) (siehe Anhang IV.V ,Flissigmedium modifiziert nach Hayflick“). Die Adaptation
des Isolates an das serumreduzierte Medium erfolgte analog zu der Adaptation an die
Medien zur biochemischen Differenzierung (siehe 3.2.4.1).
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3.2.5.1 Antigenprdparation

Die Antigenpraparation erfolgte nach der Beschreibung von YAVARI (2010). Nach Adap-
tation des Isolates ST57 an das nahrstoffreduzierte Flissigmedium AS2,5 wurde das
Isolat in insgesamt zwei Liter des Mediums vermehrt. Die Kulturen wurden nach 24-
stundiger Inkubation bei 37°C geerntet und bei 3.000 x g fur 1,5 h bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets drei Mal mit jeweils 100 ml 0,2 M Phos-
phatpuffer, pH 7,4 gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde die Suspension bei
3.000 x g fur 30 min bei 4°C zentrifugiert. Anschlieend wurde das Pellet in 15 ml steri-
ler Dulbeccos PBS-LOsung resuspendiert und mit einer Zentrifugen-Filtereinheit (5 kDa)
bei 3.000 x g fur 15 min zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und das Retentat
(Bakterienpellet) in 1 ml Dulbeccos PBS-Lésung resuspendiert. Die Antigen-
suspensionen wurden bei -80°C gelagert. Ein Aliquot von 25 pl wurde flr die Schatzung
der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsaure-Assay (BCA) verwendet. (siehe
3.2.5.2). Zur Bestétigung der Identitat des Isolates wurde aus dem letzten Schritt ein
Aliquot entnommen, daraus DNA isoliert, eine ITS-PCR durchgefuhrt, das Amplikon
sequenziert und anhand bereits bekannter Sequenzen des Isolates ST57 identifiziert
(siehe 3.2.3).

3.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicin-

choninsaure-Assay (BCA)

Der BCA-Proteinnachweis wird zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Lésungen
eingesetzt. Dieser Nachweis basiert auf der Eigenschaft von Proteinen, alkalisches
Kupfer-Il zu Kupfer-1 zu reduzieren. Der Grad der Reduktion ist konzentrationsabhangig.
Die Bicinchoninsaure ist ein hochspezifisches Chromogen fir Kupfer-ll und Kupfer-I.
Mit Kupfer-11 bildet es grine Komplexe, mit Kupfer-1 lilafarbene Komplexe. Das Absorp-
tionsmaximum der lilafarbenen Komplexe liegt bei einer Wellenlange des Lichtes von
562 nm. Die Proteinkonzentration einer Probe kann daher anhand der bei 562 nm ge-
messenen Exstinktion (Esg2), im Vergleich zu einem verwendeten Proteinstandard, be-
stimmt werden (SMITH et al. 1985). Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde
das Bicinchoninic-Assay-Kit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) nach Angaben
des Herstellers verwendet. Die Messung wurde mit dem Nanodrop 2000c und einer
Prazisionskivette aus Quarzglas durchgefihrt. Nach Erstellung einer Eichkurve mit den

Proteinstandard-Losungen (Bovines Serumalbumin BSA) wurden die Proben jeweils
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unverdinnt und 1:10 verdinnt gemessen. Fur die Berechnngen wurde der Wert der
unverdinnten Probe verwendet, sofern dieser nicht tber dem am hdchsten konzentrier-

ten Proteinstandard lag.

3.2.5.3 Immunisierung, Blutentnahme und Serumgewinnung

Die Immunisierung von zwei, nach Testung der Praimmunseren ausgewahlten (siehe
3.2.4.7), Kaninchen der Rasse New Zealand White Rabbit erfolgte durch die Firma
BioGenes GmbH, Berlin (Auftrag Nr. 41888; Tier Nr. 24332 (75) und 24333 (82)) nach
dem Immunisierungsprotokoll aus Tabelle 16. Der Tierversuch wurde von der Firma
BioGenes GmbH bei der zustéandigen Behérde (Landesamt fur Landwirtschaft, Lebens-
mittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern) angezeigt (Aktenzeichen
7221.3-2-030/13). Es wurde ein von der Firma selbst hergestelltes Adjuvans verwendet,
welches nach Firmenangaben inkomplettem Freudschem Adjuvans in der Zusammen-
setzung ahnelt und aus Bestandteilen von Grin- und Blaualgen besteht. Die Blut-
entnahmen erfolgten nach Sedation der Tiere mit Acepromazin durch Punktion der
Ohrvene. Vor der finalen Entblutung wurden die Tiere mittels Bolzenschuss betaubt. Die
Entblutung erfolgt mittels Kehlschnitt. Das bei den Blutentnahmen bzw. der Entblutung
gewonnene Blut wurde =zentrifugiert. Das Serum wurde abpipettiert, mit 0,02%
Thimerosal (Konservierungsmittel) versetzt, bei 4°C gelagert und gekuhlt versandt.

Tabelle 16: Immunisierungsprotokoll zur Herstellung von Kaninchen-Hyperimmunseren gegen Antigen des
Isolates ST57. Zeitpunkte der Immunisierung mit Angabe der verwendeten Antigenmengen sowie Zeitpunkte
der Blutentnahmen und Entblutung der Kaninchen

Tag Maflnahmen

0 1. Blutentnahme, Praimmunserum

Erstimmunisierung (300 pg Antigen/Kaninchen, subkutan)

7 2. Immunisierung (100 pg Antigen/Kaninchen, subkutan)
14 3. Immunisierung (100 pg Antigen/Kaninchen, subkutan)
21 4. Immunisierung (100 pg Antigen/Kaninchen, subkutan)
35 2. Blutenthahme (20 ml Serum/Kaninchen)

46 3. Blutentnahme (20 ml Serum/Kaninchen)

53 5. Immunisierung (100 pg Antigen/Kaninchen, subkutan)
63 Entblutung beider Kaninchen
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3.2.6 Privalenzstudie

Fur die Pravalenzstudie wurden alle 83 vorliegenden Kulturen sowie eine Probe mit ex-
trahierter DNA aus der Studie HAGEN et al. (2004) verwendet (siehe Tabelle 8). Aus den
Kulturen wurde dazu zunachst DNA extrahiert (siehe 3.2.3.1), deren Konzentration ge-
messen sowie ggf. eingestellt (siehe 3.2.3.2). Parallel wurden alle Kulturen subkultiviert,
aliquotiert und bei -80°C asserviert (siehe 3.2.1). Die extrahierte Mykoplasmen-DNA
aller 84 Proben von Weil3storchnestlingen wurde mit der neu entwickelten spezies-
spezifischen ST57-PCR untersucht (siehe 3.2.3.3.3). Pro Nestling lag jeweils eine Kul-
tur bzw. Probe vor. Die Datensatze wurden mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Mic-
rosoft® Office Excel 2007 (Microsoft Deutschland GmbH, Unterschlei3heim) erstellt. Die
statistische Auswertung erfolgte in enger Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Bio-
mathematik und Datenverarbeitung des Fachbereiches Veterinarmedizin der Justus-
Liebig-Universitat Giel3en. Die statistischen Auswertungen wurden unter Verwendung
des Statistikprogrammpaketes BMDP (DixoN 1993) und der Software BIAS (ACKERMANN
2010) durchgefinhrt.

Zunachst wurde der Anteil ST57-PCR-positiver Nestlinge durch Division der Anzahl
ST57-PCR positiver Proben durch die Gesamtzahl untersuchter Proben von Weil3-
storchnestlingen berechnet (Pravalenzschatzer). Um die Genauigkeit des Pravalenz-
schatzers zu quantifizieren wurde das 95%-Konfidenzintervall (mit a = 0,05) auf Basis
der Gesamtzahl untersuchter Proben (Realisationen n), positiver Proben (Erfolge k) und
des Pravalenzschatzers (Paramether 4) berechnet (SAcHs et al. 2006). Die ST57-PCR-
positiven Nestlinge wurden anhand vorliegender Datensatze (siehe Tabelle 8) den
Horsten und deren geographischer Lage zugeordnet. Fir die weiteren statistischen
Auswertungen wurden die Horste den geographischen Regionen 1 (Nord) und 2 (Sud)
zugeordnet. ST14 stammte als einziger Nestling aus einer anderen geographischen
Region, daher wurde dieser als ,Ausreil’er® bei den weiteren statistischen Berech-
nungen nicht bertcksichtigt (siehe Tabelle 8 und Abbildung 6). Zun&achst wurde in einer
explorativen Analyse (1 Fall = 1 Nestling) mittels Chi-Quadrat-Test untersucht, ob es
regionale Unterschiede in der Haufigkeit des Vorkommens ST57-ahnlicher-Isolate bei
Weildstorchnestlingen gab. In einem zweiten Schritt wurden anhand einer ,generalized
mixed model analysis“ mit hierarchischer Struktur der Einflussfaktoren mit dem fixen

Faktor Region zwei weitere Untersuchungen durchgefuhrt: Bei der ersten Untersuchung
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wurde der Einfluss der Anzahl der Nestlinge pro Horst auf den Anteil positiver Nachwei-
se von ST57 untersucht. Der Faktor Anzahl Nestlinge pro Horst diente dabei als ,Ran-
dom Faktor®, gegenlbergestellt wurden die Falle ,1 Nestling“ und ,mehr als 1 Nestling“.
Bei der zweiten Untersuchung wurde der neben der Anzahl Nestlinge pro Horst das Al-
ter der Nestlinge als ,Random Faktor” bertcksichtigt. Unterschieden wurden beim Alter
die Falle ,bis 3 Wochen® und ,uber 3 Wochen®, da Weil3storchnestlinge ab einem Alter
von drei Wochen ihre Korpertemperatur selbststandig regulieren kénnen. Als Alter wur-
de das geschatzte Alter durch die Probennehmer herangezogen. Der vollstandige Da-

tensatz zu diesen Untersuchungen findet sich in Anhang VI: ,Statistische Auswertung®.
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4 ERGEBNISSE

Fur diese Arbeit standen 83 Mykoplasmenkulturen und eine DNA-Probe aus Tracheal-
tupfern klinisch unauffalliger Weil3storchnestlinge im Alter von 2-7 Wochen zur Verfu-
gung (HAGEN et al. 2004) (Tabelle 8). In Voruntersuchungen zeigte sich, dass es bei
einem Teil der Isolate innerhalb von 24 h bei 37°C unter mikroaeroben Bedingungen zu
einem Farbumschlag des SP4-Flissigmediums nach gelb, bei anderen wiederum zu
einem Farbumschlag nach rotviolett kam. Als Vertreter dieser beiden Gruppen wurden
die Isolate ST57 (gelb) und ST101 (rotviolett) zuféallig ausgewahlt. Anschlie3end wurde
exemplarisch das 16S-rRNA-Gen dieser beiden Isolate sequenziert. Dabei wurde fest-
gestellt, dass es sich wahrscheinlich um neue, bislang unbeschriebene, Spezies han-
delt (LIERZ et al. 2011).

4.1 Kultivierung von Mykoplasmen

Aus allen 83 vorliegenden Kulturen waren in SP4-Flissig- und SP4-Agarmedium Myko-
plasmen kultivierbar. Der im SP4-Medium enthaltene Indikator Phenolrot zeigte bei al-
len Kulturen innerhalb von 24 h einen Farbumschlag nach gelb bzw. rotviolett. Auf den
SP4-Agarplatten bildeten sich innerhalb von 24 h deutlich sichtbare, morphologisch un-

terschiedliche, Kolonien.

Fur die phylogenetischen Untersuchungen wurde eine Stichprobe von sieben Kultur
ausgewahlt, aus denen auf Basis morphologischer Unterscheidung ein oder zwei Isola-
te (engl. ,clone®) gewonnen wurden (siehe 3.2.1). Vier dieser Isolate zeigten, analog zu
dem Isolat ST57, eine Gelbfarbung des SP4-Flissigmediums: ST24-1, ST56-1, ST99-1,
ST102-1. Eine rotviolette Farbung des SP4-Flissigmediums war, analog zu dem Isolat
ST101, bei den acht Isolaten ST24-2, ST26-1, ST26-2, ST39-2, ST56-2, ST71-1, ST71-
2 und ST102-2 zu beobachten.

87



ERGEBNISSE

4.2 Molekularbiologische Untersuchungen

Fur die phylogenetischen Untersuchungen wurde eine Stichprobe der vorhandenen Iso-

late und Kulturen ausgewahlt. Es handelte sich dabei, neben den Isolaten ST57 und
ST101 um die Kulturen ST24, ST26, ST39, ST56, ST71, ST99 und ST102.

Tabelle 17: Bezeichnung der Isolate sowie GenBank-, DSMZ- und ATCC-Zugangsnummern (Accession No.)
der mittels 16S-rRNA-PCR nach van KuppevELD et al. (1992) modifiziert nach HAGEN (2007), ITS-PCR nach
RAaMIREZ (2008) und Amplikon-Sequenzierung untersuchten Mykoplasmen-Isolate von Weil3storchnestlingen
und eines adulten WeiRRstorches (*), sowie Ergebnisse der Gruppenzuordnung der Isolate auf Basis der 16S-

rRNA-Gensequenz

Vero6ffentlichte

ST 102 clone 2
(ST102-2)

Bezeichnung ,(iceggszri]gn GenBank Ac- Bezeichnun
des Isolates cession No. 9 Gruppenzuord-
(in dieser Arbeit No. der der ITS- des Isolates bei nung
16S-rRNA- DSMZ und ATCC
verwendete Ab- Gensequenz
N Gensequenz
kiirzung)
ST 24 (ST24-1) KP264569 KP264575 DSM 29008
ST 56 clone 1
(ST56-1) KP264570 KP264576 DSM 29054
T DSM 25251 Mycoplasma
ST 57 (ST57) KP264571 JN794081 ATCC BAA-2401 pullorum.
ST 99 (ST99) KP264572 KP264577 DSM 29009 ahnlich
ST 102
(ST102-1) KT318270 KT318276 DSM 29010
1566/2012* KP264574 KP264579 DSM 29056
ST 24 clone 2
(ST24-2) KT318265 KT318271 -
ST 39 clone 2 KT318266 KT318272 -
(ST39-2)
ST 56 clone 2 Mycoplasma
(ST56-2) KT318267 KT318273 DSM 29055 gypis-
ST 71 clone 1 ahnlich
(ST71-1) KT318268 KT318274 -
ST 71 clone 2 i ) )
(ST71-2)
ST 26 clone 1
(ST26-1) KT318269 KT318275
ST 26 clone 2 i ) ) Mycoplasma
(ST26-2) spumans-
ST 101 (ST101) FJ155816 JX467696 - ahnlich

ATCC = American Type Culture Collection, DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, ITS = 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region, PCR = Polymerase-Kettenreaktion, rRNA = ribo-

somale Ribonukleinsaure
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Die Kulturen wurden ausgewahlt, da sie in der speziesspezifischen ST57-PCR eine po-
sitive Reaktion zeigten (siehe 4.5). Somit war aus diesen Kulturen potentiell die Gewin-
nung weiterer Isolate moglich, die u.a. im Rahmen der Speziesbeschreibung bei der
Stammsammlung der DSMZ hinterlegt werden sollten. Des Weiteren wurden die Se-
quenzen der 16S-rRNA-Gene und der ITS dieser Stamme in der 6ffentlich zugénglichen
Datenbank GenBank hinterlegt (Tabelle 17).

4.2.1 16S-rRNA-Gensequenzvergleiche und
phylogenetischer Stammbaum

Bei der 16S-rRNA-PCR wurde bei allen 15 untersuchten Isolaten (siehe Tabelle 17) von
Weil3storchnestlingen ein DNA-Abschnitt von etwa 1.000 bp amplifiziert (Abbildung 9).
Dieser Abschnitt wurde als Basis fur Sequenzvergleiche (Alignments) und die Konstruk-

tion phylogenetischer Stammb&ume verwendet.

Abbildung 9: 16S-rRNA-PCR nach vaN KuppPEVELD et al. (1992) modifiziert nach HAGEN (2007): DNA-Amplikons
verschiedener Isolate in der erwarteten Lange (1.000 bp). Agarosegel 2%, Farbung GelRed™

M = 100 bp-DNA-Molekulargewichtsmarker; PK = Positivkontrolle; NK = Negativkontrolle (H20); bp = base pairs
(Basenpaare)

Anhand ihrer 16S-rRNA-Gensequenz konnten die Isolate drei verschiedenen Gruppen
zugeordnet werden (Tabelle 17). Die erste Gruppe bestand aus funf Isolaten (ST24-1,
ST56-1, ST57, ST99-1 und ST102-1), die dem Synoviae-Cluster zugeordnet werden
konnten (Abbildung 10). Alle Isolate dieser Gruppe hatten in dem SP4-Flissigmedium

aulBerdem eine Gelbfarbung des Mediums gezeigt (4.1). Dieser Gruppe konnte weiter-
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hin ein Isolat aus einem adulten Weil3storch (1566/2012) zugeordnet werden (siehe Ta-
belle 17 und Abbildung 10), der in Ranstadt (Hessen) flugunfahig aufgefunden und in
der KVRAF der JLU Giel3en untersucht wurde (siehe Anhang V.IV ,Sequenzen anderer
Mykoplasmen®). Die 16S-rRNA-Gensequenzhomologie der Isolate untereinander lag bei
99,9%-100%. Die Spezies mit den hochsten 16S-rRNA-Gensequenzhomologien zu den
untersuchten Isolaten waren M. pullorum (94,9%-95,4%) und M. anatis (94,0%-94,3%).
Die 16S-rRNA-Gensequenzhomologien dieser Isolate zu allen weiteren Mykoplas-
menspezies des Synoviae-Clusters lagen unter 94%. Aufgrund der nachsten verwand-
ten Spezies wurden diese Isolate als ,,M. pullorum-ahnliche®“ Gruppe benannt
(Tabelle 18). Da M. anatis und M. pullorum Sequenzhomologien Uber 94% zu ST57 und
der ,M. pullorum-ahnlichen Gruppe aufwiesen, mussten diese zuséatzlich serologisch
von den Isolaten differenziert werden (siehe Tabelle 28), um ST57 und die anderen Iso-
late dieser Gruppe als Vertreter einer neuen Spezies beschreiben zu kbnnen (BROWN et
al. 2007).
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5T102-1 (KT318270)
1566/2012 (KP264574)

STET (KP264571)

S5T24-1 (KP264569)
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STE6-1 (KP264570)

M. puliorurm (NE_0Z26017) .
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Abbildung 10: Phylogenetischer Stammbaum auf Basis der 16S-rRNA-Gensequenzen (Algorithmus:
Clustal W): Vergleich der Sequenzen der Mycoplasma-Isolate von Weil3storchnestlingen und eines adulten
Weil3storches (1566/2012) aus dieser Arbeit mit bekannten Sequenzen aviarer Mykoplasmen des Genus
My-coplasma

Als Auf3engruppe diente die Sequenz von M. mycoides subsp. mycoides. Zahlen an den Knotenpunkten stellen Boot-
strapping-Werte dar. Alle Werte sind auf ganze Zahlen gerundet, nur Werte tuber 50 sind dargestellt. Die Zahlenleiste
stellt Nukleotid-Substitutionen pro 100 Residuen dar. Die Bezeichnungen in Klammern sind Zugangsnummern, unter
denen die Sequenzen in der Datenbank GenBank 6ffentlich zugénglich sind. M. = Mycoplasma; Farbblocke: Gelb =
,M. synoviae-ahnliche” Isolate; Blau = ,M. spumans-ahnliche“ Isolate; Rot = ,M. gypis-&hnliche“ Isolate.
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Tabelle 18: Vergleich der Sequenzhomologien beziglich des 16S-rRNA-Gens zwischen den “Mycoplasma
pullorum-dhnlichen” Mykoplasmen-Isolaten und Mykoplasmen des Synoviae-Clusters

Mykopasmen- Homologie %

spezies bzw.

-isolat ST102-1 ST99-1 ST57 ST56-1 ST24-1 |1566/2012
M. alligatoris 93,3 93,2 93,2 93,2 92,8 93,2
M. anatis 94,2 94,3 94,3 94,3 94,0 94,3
M. bovirhinis 92,9 92,8 92,7 92,5 92,1 92,5
M. buteonis 91,9 91,9 92,0 92,0 91,6 92,0
M. canis 93,0 93,1 93,1 93,1 92,7 93,1
M. citelli 92,7 92,8 92,5 92,3 91,9 92,3
M. columborale 93,1 93,2 93,0 93,0 92,6 93,0
M. corogypsi 92,8 92,8 92,9 92,8 92,5 92,8
M. crocodyli 93,2 93,3 93,2 92,8 92,5 92,8
M. cynos 92,2 92,3 92,1 92,1 91,7 92,1
M. edwardii 93,8 93,8 93,8 93,8 93,4 93,8
M. felis 91,5 91,6 91,3 91,4 91,1 91,4
M. gallinaceum 92,7 92,8 92,8 92,7 92,3 92,8
M. gallopavonis 91,2 91,2 91,3 914 91,0 91,4
M. glycophilum 93,3 93,3 93,4 93,3 93,0 93,3
M. leonicaptivi 93,3 93,3 93,1 93,1 92,7 93,1
M. mustelae 92,7 92,6 92,5 92,5 92,1 92,5
M. oxoniensis 92,7 92,8 92,6 92,6 92,2 92,6
M. pullorum 95,3 95,3 954 95,3 94,9 95,3
M. sturni 92,2 92,2 92,3 92,2 91,8 92,2
M. synoviae 91,6 91,7 91,3 91,1 90,7 91,1
M. verecundum 91,8 91,9 91,9 92,0 91,6 92,0
1566/2012 100 100 100 100 99,9 Fkk
ST24-1 100 100 100 100 ok

ST56-1 100 100 100 i

ST57 100 100 il

ST99-1 100 ok

ST102-1 ok

Unterstrichen: Sequenzhomologie 94,0%-98,8%; Fettduck: Sequenzhomologie 98,9%-100%, M. = Mycoplasma
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Alle weiteren Isolate fiihrten bei der Kultivierung zu einer Umfarbung des SP4-Mediums
zu rotviolett und waren anhand ihrer Koloniemorphologie nicht differenzierbar. Anhand
der Sequenzhomologien zeigte sich hingegen, dass es sich genetisch um zwei deutlich

abgrenzbare Gruppen von Isolaten handelte.

Die zweite Gruppe bestand aus vier Isolaten (ST26-1, ST26-2, ST101 und ST102-2),
die aus drei Nestlingen stammten. Diese Isolate wurden auf Basis der 16S-rRNA-
Gensequenzhomologien dem Hominis-Cluster zugeordnet (Abbildung 10). Die Spezies
mit der hochsten Sequenzhomologie war M. spumans (97,2%-98,9%), daher wurden
diese Isolate als ,,M. spumans-ahnliche* Gruppe benannt. Im Vergleich zu den bei-
den anderen Gruppen waren diese Isolate mit Sequenzhomologien von 99,0% bis
99,8% untereinander heterogener (Tabelle 19). Das Isolat ST101 wies mit 98,9% eine
sehr hohe Sequenzhomologie mit M. spumans auf. Aufgrund dieser Sequenz-
homologie, sowie nicht zur Verfiigung stehender Antiseren gegen die Vielzahl von My-
koplasmenspezies mit einer Sequenzhomologien von uber 94%, erfolgten hier schliel3-
lich keine weiteren Schritte zur Speziesbeschreibung. In Voruntersuchungen reagierte
dieses Isolat im Immunobinding Assay jedoch nicht mit M. spumans-Antiserum (LIERZ,

unvero6ffentlichte Daten).

Eine dritte Gruppe bildeten funf Isolate aus vier Nestlingen (ST24-2, ST39-2, ST56-2,
ST71-1 und ST71-2). Diese Isolate konnten anhand der 16S-rRNA-Gensequenz-
homologien ebenfalls dem Hominis-Cluster zugeordnet werden (Abbildung 10) und wie-
sen untereinander deutliche Homologien von 99,6% bis 99,9% auf. M. gypis war mit
97,0% bis 97,3% die am nachsten verwandte Spezies (Tabelle 19), daher wurden diese
Isolate als ,,M. gypis-dahnliche®“ Gruppe bezeichnet. Alle weiteren Spezies dieses

Clusters wiesen Homologien unter 94% auf.

Das Isolat Sp22, welches aus der Lunge eines Weil3storches isoliert wurde (SPERGSER
und HOFLE HANSEN 2009b), war dem Bovis-Cluster zuzuordnen und nah mit
M. lipofaciens verwandt. Mit den im Rahmen dieser Arbeit isolierten Mykoplasmen zeig-
te die 16S-rRNA-Gensequenz des Isolates Sp22 eine sehr geringe Homologie von
89,9-90,8% zu den Isolaten der ,M. pullorum-ahnlichen Gruppe, 85,4-85,7% zu den
Isolaten der ,M. gypis-ahnlichen® Gruppe sowie 86,3-86,7% zu den Isolaten der
,M. spumans-ahnlichen“ Gruppe.
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Tabelle 19: Vergleich der Sequenzhomologien beziglich des 16S-rRNA-Gens zwischen den ,,Mycoplasma
spumans-ahnlichen” und “Mycoplasma gypis-dhnlichen“ Mykoplasmen-Isolaten sowie Mykoplasmen des
Hominis-Clusters

Mykopasmen- Homologie %
PO bzw. ST | sT | sT | sT | ST | sT | ST | ST | ST
102-2 | 101 26-2 | 26-1 | 71-2 | 71-1 | 56-2 | 39-2 | 24-2

M. alkalescens 955 | 96,1 96,1 96,1 90,7 91,0 90,9 90,9 90,8
M. anseris 946 | 953 | 95,1 | 951 | 90,9 | 912 | 91,1 | 910 | 91,0
M. arginini 95,7 | 96,2 | 96,4 | 964 | 90,2 | 90,5 | 90,5 | 90,3 | 90,3
M. arthritidis 949 | 954 | 945 | 944 | 89,7 | 90,1 | 90,0 | 89,9 | 89,8
M. auris 96,0 | 96,6 | 96,7 | 96,6 | 90,3 | 90,6 | 90,5 | 90,4 | 90,4
M. buccale 943 | 95,1 | 942 | 941 | 89,7 | 90,0 | 90,1 | 89,9 | 89,9
M. canadense 955 | 96,0 | 96,2 | 96,2 | 90,6 | 90,9 | 91,0 | 90,8 | 90,7
M. cloacale 94,1 | 94,7 | 944 | 943 | 90,8 | 91,1 | 91,0 | 90,9 | 90,9
M. equirhinis 956 | 96,2 | 95,7 | 958 | 89,3 | 89,6 | 89,6 | 89,5 | 895
M. falconis 95,7 | 96,1 | 96,3 | 96,2 | 90,3 | 90,6 | 90,5 | 90,4 | 90,4
M. faucium 943 | 949 | 94,1 | 940 | 89,7 | 90,0 | 90,0 | 89,9 | 89,8
M. gateae 958 | 96,3 | 96,5 | 96,5 | 905 | 90,8 | 90,8 | 90,6 | 90,6
M. gypis 90,7 | 91,0 | 90,7 | 90,6 | 970 | 973 | 97,2 | 97,1 | 97,0
M. hominis 945 | 952 | 95,0 | 950 | 90,3 | 90,6 | 90,5 | 90,4 | 90,2
M. hyosynoviae 93,3 | 941 | 933 | 93,3 | 89,0 | 89,3 | 89,2 | 89,1 | 89,1
M. indiense 93,4 | 939 | 93,1 | 93,1 | 894 | 89,7 | 89,7 | 89,6 | 895
M. orale 93,6 | 94,1 | 93,1 | 93,2 | 894 | 89,7 | 89,7 | 89,6 | 895
M. phocicerebrale | 95,5 | 96,0 | 96,0 | 959 | 90,1 | 90,4 | 90,3 | 90,2 | 90,2
M. phocidae 95,2 | 95,7 | 95,8 | 95,7 | 89,2 | 89,6 | 89,5 | 89,4 | 89,2
M. spumans 984 | 989 | 97,2 | 976 | 88,8 | 89,3 | 89,1 | 89,0 | 88,6
M. subdolum 940 | 948 | 939 | 93,8 | 89,7 | 90,1 | 90,0 | 89,9 | 89,8

ST24-2* 90,4 | 90,3 | 90,5 | 90,2 | 99,6 | 99,9 | 99,8 | 99,7 i

ST39-2° 90,5 | 90,5 | 90,2 | 90,4 | 99,7 | 99,8 | 99,9 ok

ST56-2" 90,5 | 90,6 | 90,3 | 90,5 | 99,8 | 99,9 ok

ST71-1* 90,5 | 90,7 | 90,4 | 90,3 | 99,9 kk

ST71-2% 90,4 | 90,5 | 90,1 | 90,3 ok
ST26-1* 99,0 | 99,6 | 99,8 ok
ST26-2* 99,0 | 99,5 Fxx
ST101* 99,0 xx
ST102-2* ok

Unterstrichen: Sequenzhomologie 94,0%-98,8%; Fettduck: Sequenzhomologie 98,9%-100%,
M. = Mycoplasma, * = ,M. spumans-ahnliche Isolate®, #= .M. gypis-ahnliche“ Isolate
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4.2.2 ITS-Sequenzvergleiche und phylogenetischer
Stammbaum

Mit der ITS-PCR (siehe 3.2.3.3.2) wurden DNA-Amplikons verschiedener Langen zwi-
schen ca. 400 und 550 bp erzielt (Abbildung 11, Tabelle 17). Anhand der unter-
schiedlichen Lange der Amplikons war eine erste Differenzierung der untersuchten Iso-

late moglich (siehe 4.1), die sich bei der Sequenzierung bestatigte.

Abbildung 11: 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region (ITS)-PCR nach RAMiREZ (2008): DNA-
Amplik%ls verschiedener Isolate in drei verschiedenen L&angen (400-600 bp). Agarosegel 2%, Farbung
GelRed

M = 100 bp-DNA-Molekulargewichtsmarker; PK = Positivkontrolle; NK = Negativkontrolle (H20);
bp = base pairs (Basenpaare)

Auf Basis der Sequenzhomologien der ITS bildeten funf Isolate (ST24-1, ST56-1, ST57,
ST99-1 und ST102-1), sowie das Isolat 1566/2012, die ,,M. pullorum-ahnliche* Grup-
pe innerhalb des Synoviae-Clusters (Tabelle 20). Der Vergleich der ITS-Sequenz der
,M. pullorum-ahnlichen® Isolate mit allen Mykoplasmen des Synoviae-Clusters (Tabelle
20) ergab eine Homologie von unter 88,67%, welche in der Literatur als Speziesgrenze
beschrieben ist (VoLokHoV et al. 2012). Die Homologie zu den auf Basis der 16S-rRNA-
Gensequenz am nachsten verwandten Spezies M. anatis und M. pullorum lag bei
70,8% bzw. 83,1%. Die Isolate der Gruppe wiesen untereinander eine Homologie von
100% auf. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ST57 als Typstamm fur die Beschreibung

einer neuen Mykoplasmenspezies (M. ciconiae sp. nov.) ausgewahlt.
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Abbildung 12: Phylogenetischer Stammbaum auf Basis der 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region
(ITS): Aviare Mykoplasmen des Genus Mycoplasma und Wei3storch-Isolate (Algorithmus: Clustal W): Ver-
gleich der Sequenzen der Mycoplasma-Isolate von WeiRstorchnestlingen und eines adulten Weil3storches
(1566/2012) aus dieser Arbeit mit bekannten Sequenzen aviarer Mykoplasmen des Genus Mycoplasma.

Zahlen an den Knotenpunkten stellen Bootstrapping-Werte dar. Alle Werte sind auf ganze Zahlen gerundet, nur Wer-
te Uber 50 sind dargestellt. Die Zahlenleiste stellt Nukleotid-Substitutionen pro 100 Residuen dar. Die Bezeichnungen
in Klammern sind die Zugangsnummern, unter denen die Sequenzen in der Datenbank GenBank &ffntlich zuganglich
sind. M. = Mycoplasma; Farbbldcke: Gelb = ,M. synoviae-&hnliche® Isolate; Blau = ,M. spumans-ahnliche” Isolate;
Rot = ,M. gypis-a&hnliche® Isolate.
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Die weiteren Isolate bildeten wiederum zwei Gruppen innerhalb des Hominis-Clusters
(Tabelle 21): Vier Isolate (ST26-1, ST26-2, ST101 und ST102-2) bildeten die
»M. spumans-ahnliche“ Gruppe mit einer Sequenzhomologie von 93,8%-94,4% zu
M. spumans. Bei dieser Gruppe war zudem die Sequenzhomologie zu einer Reihe von
Spezies uber 88,67%, welche in der Literatur als Speziesgrenze beschrieben ist
(VoLokHov et al. 2012). Bei den funf weiteren Isolaten der ,,M. gypis-ahnlichen*
Gruppe (ST24-2, ST39-2, ST56-2, ST71-1 und ST71-2) zeigte die nach 16S-rRNA-
Sequenz am né&chsten verwandte Spezies M. gypis eine Homologie von 82,9%. Die
hdchsten Sequenzhomologien zeigten sich zu den Spezies M. spumans (84,9-85,5%)
und M. gateae (84,7-85,3%). Bei dieser Gruppe lag somit die Sequenzhomologie keiner
Spezies Uber 88,67%, welche in der Literatur als Speziesgrenze beschrieben ist
(VoLokHov et al. 2012).

Der Vergleich der ITS-Sequenzen mit denen anderer Mykoplasmen-Isolate von Weil3-
storchen (SPERGSER und HOFLE HANSEN 2009a; SUAREZ-PEREZ 2011) zeigte eine deutli-
che Homologie des Isolates T453CO zur ,M. spumans-ahnlichen“ Gruppe (99,4-100%).
Die weiteren Isolate wiesen nur geringe Homologien zu den Isolaten aus dieser Arbeit
auf. Die Sequenzen zweier Isolate, T454T und Sp22, waren zu 95% identisch. Das Iso-
lat T452T zeigte keine deutliche Homologie zu allen anderen Weil3storch-Isolaten. Die
Gruppeneinteilung der Isolate anhand der Homologien der 16S-rRNA-Gensequenzen,
der Lange der Amplikons der ITS-PCR und auf Basis der Homologien der ITS-

Sequenzen war identisch.
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Tabelle 20: Vergleich der Sequenzhomologien beziglich der 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region
(ITS) der “M. pullorum-ahnlichen“ Isolate mit Mykoplasmen des Synoviae-Clusters

Mykoplasmen- Homologie %

spezies bzw.

-isolat ST24-1 ST56-1 ST57 ST99-1 ST102-1 1566/2012
M. alligatoris 85,6 85,9 85,8 86,0 84,8 85,8
M. anatis 70,5 70,8 70,8 70,8 70,8 70,8
M. bovirhinis 86,3 86,7 86,3 86,7 85,5 86,3
M. buteonis 70,3 70,3 70,3 70,3 70,3 70,3
M. canis 86,3 86,8 86,1 86,5 85,4 86,1
M. citelli 84,6 85,0 84,6 85,0 83,9 84,6
M. columborale 72,3 72,6 72,6 72,6 72,6 72,6
M. corogypsi 64,8 64,8 64,8 64,8 64,8 64,8
M. crocodyli 85,6 86,0 85,9 86,0 84,9 85,9
M. cynos 87,6 88,0 87,7 88,0 86,8 87,7
M. gallinaceum 75,5 75,8 75,8 75,8 75,8 75,8
M. gallopavonis 71,4 71,4 71,4 71,4 71,4 71,4
M. glycophilum 72,1 72,1 72,1 72,1 72,1 72,1
M. edwardii 85,0 85,4 85,1 85,5 84,3 85,1
M. felis 87,1 87,4 87,3 87,3 87,3 87,3
M. leonicaptivi 84,9 85,3 84,9 85,4 84,2 84,9
M. mustelae 87,3 87,7 87,4 87,7 86,5 87,4
M. oxoniensis 83,1 83,4 83,0 83,5 82,4 83,0
M. verecundum 86,5 86,8 86,5 86,9 85,7 86,5
M. pullorum 82,8 83,1 83,1 83,1 83,1 83,1
M. sturni 78,8 78,8 78,8 78,8 78,8 78,8
M. synoviae 61,5 61,5 61,5 61,5 61,5 61,5
1566/2012 100 100 100 100 100 Fkk
ST102-1 100 100 100 100 il

ST99-1 100 100 100 i

ST57 100 100 il

ST56-1 100 i

ST24-1 i

Fettdruck: ITS-Sequenzhomologie 100%, M. = Mycoplasma
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Tabelle 21: Vergleich der Sequenzhomologien beziglich der 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region
(ITS) der “M.spumans-dhnlichen® und ,M.gypis-dhnlichen®“ Isolate sowie Mykoplasmen des Hominis-
Clusters

Mycoplasmen- Homologie %
Rt bzw. ST | sT | ST | sT | ST | sT | ST | ST | ST
24-2 | 39-2 | 56-2 | 71-1 | 71-2 | 26-1 | 26-2 | 101 | 102-2
M. alkalescens 82,2 | 82,8 | 828 | 82,8 | 82,8 | 90,4 | 90,7 | 90,6 | 90,1
M. anseris 70,7 70,7 70,7 70,7 70,7 87,6 87,6 |88,8| 88,8
M. arginini 83,2 | 838 | 838 | 838 | 838 | 91,0 | 91,3 | 90,7 | 90,1
M. arthritidis 81,3 | 818 | 818 | 818 | 818 | 894 | 88,3 |87,9| 87,3
M. auris 83,1 | 83,7 | 83,7 | 83,7 | 83,7 | 91,6 | 92,1 |916| 91,3
M. buccale 79,7 | 80,2 | 80,2 | 80,2 | 80,2 | 90,9 | 91,1 |91,4| 90,3
M. canadense 84,3 | 849 | 849 | 84,9 | 84,9 | 916 | 92,1 | 919 | 91,0
M. cloacale 69,2 | 69,2 | 69,2 | 69,2 | 69,2 | 834 | 833 [839| 839
M. equirhinis 839 | 845 | 845 | 845 | 845 | 935 | 938 | 94,1 | 935
M. falconis 68,7 | 68,7 | 68,7 | 68,7 | 68,7 | 83,7 | 83,7 |84,2| 84,2
M. faucium 80,5 | 81,0 | 81,0 | 81,0 | 81,0 | 91,5 | 91,7 | 92,1 | 91,3
M. gateae 84,7 | 853 | 853 | 853 | 853 | 91,8 | 92,3 |91,8| 91,2
M. gypis 82,9 | 829 | 829 | 829 | 829 | 725 | 725 |73,0| 73,0
M. hominis 82,9 | 835 | 835 | 835 | 835 | 935 | 935 |93,2| 92,6
M. hyosynoviae 80,6 | 81,2 | 81,2 | 81,2 | 81,2 | 91,5 | 91,7 | 91,4 | 90,9
M. indiense 770 | 775 | 775 | 775 | 775 | 89,1 | 89,3 |89,1| 88,5
M. orale 771 | 77,7 | 77,7 | 77,7 | 77,7 | 88,2 | 88,2 |87,5| 87,0
M. phocicerebrale 82,0 | 82,6 | 82,6 | 82,6 | 82,6 | 90,8 | 91,1 |91,3| 90,8
M. phocidae 82,4 | 83,0 | 830 | 830 | 830 | 91,8 | 92,0 | 92,4 | 91,8
M. spumans 84,9 | 855 | 855 | 855 | 855 | 94,1 | 943 | 94,4 | 93,8
M. subdolum 816 | 82,2 | 82,2 | 82,2 | 82,2 | 92,3 | 92,3 | 924 | 91,8
ST24-2* ok 99,3 | 99,3 | 99,3 | 99,6 | 83,7 | 82,4 |80,6| 80,6
ST39-2* ok 100 100 | 99,8 | 84,0 | 83,2 | 80,6 | 80,6
ST56-2" ok 100 | 99,8 | 84,0 | 83,2 | 80,6 | 80,6
ST71-1* ok 99,8 | 84,0 | 83,2 |80,6| 80,6
ST71-2° ok 84,3 | 82,9 | 80,6 | 80,6
ST26-1* ok 98,8 98,9 | 98,3
ST26-2* *** 1088 | 98,3
ST101* x| 997
ST102-2* ok

Fettdruck: ITS-Sequenzhomologie 98,3-100%, M. = Mycoplasma, * = ,M. spumans-ahnliche
Isolate®, * = M. gypis-ahnliche® Isolate
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4.3 Serologische und zusatzliche phanotypische
Untersuchungen

4.3.1 Biochemische Eigenschaften

4.3.1.1 Fermentation von Glucose

In Tabelle 22 sind die Ergebnisse des Versuchs zur Fermentation von Glucose darge-
stellt. Durchgefuhrt wurde der Versuch in jeweils einem mikroaerophilen (O, ,+“) und
anaeroben (O, ,-“) Milieu. Das Isolat ST57 (M. ciconiae sp. nov.) verstoffwechselte Glu-
cose, das Isolat ST101 hingegen nicht. Dieses Ergebnis erhartet die Annahme, dass es
sich bei diesen beiden Isolaten um Vertreter unterschiedlicher Mykoplasmenspezies
handelt.

Tabelle 22: Ergebnisse des Versuchs zur Fermentation von Glucose der Isolate ST57 und ST101 im Vergleich

zu M. gallisepticum und M. arthritidis unter aeroben und anaeroben Bedingungen bei einer Inkubationstem-
peratur von 37°C

Spezies und
Stamm bzw. Medium 0O, pH-Wert Ergebnis
Isolat
+ Glucose + 5,25 Glucose positiv
ST57 + Glucose - 5,563 Glucose positiv
- Glucose + 6,67
- Glucose - 6,75
+ Glucose + 7,03 Glucose negativ
ST101 + Glucose - 7,07 Glucose negativ
- Glucose + 7,07
- Glucose - 7,04
Mycoplasma + Glucose + 4,82 Glucose positiv
gallisepticum + Glucose - 4,89 Glucose positiv
Referenzstamm | - Glucose + 6,70
75969 - Glucose - 6,77
Mycoplasma + Glucose + 7,06 Glucose negativ
arthritidis + Glucose - 7,16 Glucose negativ
Referenzstamm | - Glucose + 7,06
NCTC10162 - Glucose - 7,19
+ Glucose + 6,84
Medium- + Glucose - 6,94
kontrolle - Glucose + 6,89
- Glucose 6,93

+ Glucose = Medium mit Glucose, - Glucose = Medium ohne Glucose, + O, = aerob, - O, = anaerob. Ergebnis: Das
Isolat wurde als Glucose fermentierend (,Glucose positiv) gewertet, wenn der pH-Wert des Testmediums mit Gluco-
se bei der Messung an Tag 14 des Versuches um = 0,5 pH-Einheiten niedriger war das Medium der
Mediumkontrolle.
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4.3.1.2 Hydrolyse von Arginin

Der Versuch zur Hydrolyse von Arginin wurde analog zu dem Versuch zur Fermentation

von Glucose in mikroaerophilem (O, ,+“) und anaerobem (O, ,-“) Milieu durchgefihrt.

Das Isolat ST101 verstoffwechselte Arginin, das Isolat ST57 (M. ciconiae sp. nov.) hin-

gegen nicht (Tabelle 23). Auch dieses Ergebnis erhartet die Annahme, dass es sich bei

diesen Isolaten um Vertreter zwei verschiedener Spezies handelte.

Tabelle 23: Ergebnisse des Versuchs zur Hydrolyse von Arginin der Isolate ST57 und ST101 im Vergleich zu
M. gallisepticum und M. arthritidis unter aeroben und anaeroben Bedingungen bei einer Inkubationstempera-

tur von 37°C

Spezies und
Stamm bzw. Medium (O] pH-Wert Ergebnis
Isolat
+ Arginin + 6,31 Arginin negativ
ST57 + Arginin - 6,37 Arginin negativ
- Arginin + 6,37
- Arginin - 6,38
+ Arginin + 7,33 Arginin positiv
ST101 + Arginin - 7,34 Arginin positiv
- Arginin + 6,89
- Arginin - 6,93
Mycoplasma + Arginin + 7,94 Arginin positiv
arthritidis + Arginin - 8,00 Arginin positiv
Referenzstamm | - Arginin + 6,92
NCTC10162 - Arginin - 6,96
Mycoplasma + Arginin + 6,33 Arginin negativ
gallisepticum + Arginin - 6,44 Arginin negativ
Referenzstamm | - Arginin + 6,38
75969 - Arginin - 6,40
+ Arginin + 6,62
Medium- + Arginin - 6,64
kontrolle - Arginin + 6,64
- Arginin 6,68

+ Arginin = Medium mit Arginin, - Arginin = Medium ohne Arginin, + O, = aerob, - O, = anaerob. Ergebnis: Das Isolat
wurde als Arginin hydrolysierend (,Arginin positiv‘) gewertet, wenn der pH-Wert des Testmediums mit Arginin bei der
Messung an Tag 14 des Versuches um = 0,5 pH-Einheiten héher war das Medium der Mediumkontrolle.
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4.3.1.3 Hydrolyse von Harnstoff

Der Versuch zur Hydrolyse von Harnstoff zeigte, dass die Isolate ST57 (M. ciconiae sp.
nov.) und ST101 keinen Harnstoff hydrolysierten (Tabelle 24). Somit handelt es sich bei
beiden nicht um Vertreter des Genus Ureaplasma.

Tabelle 24: Ergebnisse des Versuchs zur Hydrolyse von Harnstoff der Isolate ST57 und ST101 im Vergleich
zu U. felinum und M. arthritidis unter aeroben und anaeroben Bedingungen bei einer Inkubationstemperatur

von 37°C

Spezies und
Stamm bzw. Medium 0O, pH-Wert Ergebnis
Isolat
+ Harnstoff + 6,52 Harnstoff negativ
ST57 + Harnstoff - 6,40 Harnstoff negativ
- Harnstoff + 6,41
- Harnstoff - 6,39
+ Harnstoff + 6,81 Harnstoff negativ
ST101 + Harnstoff - 6,90 Harnstoff negativ
- Harnstoff + 6,84
- Harnstoff - 6,83
Ureaplasma + Harnstoff + 8,62 Harnstoff positiv
felinum + Harnstoff - 8,71 Harnstoff positiv
Referenzstamm | - Harnstoff + 6,51
FT2-B - Harnstoff - 6,55
Mycoplasma + Harnstoff + 6,78 Harnstoff negativ
arthritidis + Harnstoff - 6,82 Harnstoff negativ
Referenzstamm | - Harnstoff + 6,77
NCTC10162 - Harnstoff - 6,85
+ Harnstoff + 6,51
Medium- + Harnstoff - 6,56
kontrolle - Harnstoff + 6,50
- Harnstoff - 6,58

+ Harnstoff = Medium mit Harnstoff, - Harnstoff = Medium ohne Harnstoff + O, = aerob, - O, = anaerob. Ergebnis:
Das Isolat wurde als Harnstoff hydrolysierend (,Harnstoff positiv) gewertet, wenn der pH-Wert des Testmediums mit
Harnstoff bei der Messung an Tag 14 des Versuches um = 0,5 pH-Einheiten hoher war das Medium der
Mediumkontrolle.

4.3.2 Abhangigkeit des Wachstums von der Temperatur

Die Isolate ST57 und ST101 waren bei Inkubationstemperaturen von 23°C bis 44°C in
SP4-Medium kultivierbar. Dabei war das Wachstum des Isolates ST101, im Vergleich
zu ST57, bei hbheren Temperaturen deutlicher ausgepragt. Bei 10°C, 20°C und 46°C
war keines der beiden Isolate kultivierbar. In Tabelle 25 sind die Ergebnisse des Versu-
ches bei dem Isolat ST57, aufgeschlisselt nach Inkubationstemperaturen und Verdin-

nungsstufen, dargestellt. In Tabelle 26 sind analog die Ergebnisse fir ST101 darge-
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stellt. Aufgefuhrt sind jeweils der Zeitraum nach Beginn des Versuches, den es dauerte

bis der Indikator Phenolrot im Medium der jeweiligen Verdinnung bei einer bestimmten

Temperatur nach gelb (ST57) bzw. rotviolett (ST101) umfarbte. Die Verdinnungsstufen

1:10'°, 1:10™ und 1:10* farbten bis zum Ende des Untersuchungszeitraums bei keiner

der untersuchten Temperaturen um.

Tabelle 25: Ergebnisse zur optimalen Wachstumstemperatur und zum Wachstumstemperaturbereich bei der
Anzucht des Mycoplasma-lsolates ST57 in SP4-Flissigmedium, 5% CO;

Zeitdauer bis zum Farbumschlag des Mediums von rot nach gelb (Angaben

Tempe- in Stunden)

ratur Verdunnungsstufen der Keimsuspension

1 2 3 4 5 6 7 8 9
10°C - - - - - - - - -
20°C - - - - - - - - -
23°C 24 48 48 48 72 72 120 - -
28°C 24 24 24 48 48 48 72 - -
37°C 6 6 8 12 24 24 24 24 24
42°C 6 24 24 24 - - - - -
44°C 24 - - - - - - - -
46°C - - - - - - - - -

Verdunnungsstufen: 1 = 10™; 2 = 10% 3 = 10" usw.; Ein Farbumschlag von rot nach gelb des Indikators Phenolrot im
SP4-Medium erfolgt, sobald eine konstante Bakterienmenge im Testansatz erreicht ist.

Tabelle 26: Ergebnisse zur optimalen Wachstumstemperatur und zum Wachstumstemperaturbereich bei der

Anzucht des Mycoplasma-lsolates ST101 in SP4-Flussigmedium, 5% CO;

Zeitdauer bis zum Farbumschlag des Mediums von rot nach rotviolett (Anga-

Tempe- ben in Stunden)

ratur Verdinnungsstufen der Keimsuspension

1 2 3 4 5 6 7 8 9
10°C - - - - - - - - -
20°C - - - - - - - - -
23°C 48 72 72 72 96 96 - - -
28°C 24 48 48 48 72 72 - - -
37°C 8 10 12 24 24 24 48 - -
42°C 24 24 24 24 24 48 48 - -
44°C 8 12 24 24 24 24 - - -
46°C - - - - - - - - -

Verdunnungsstufen: 1 = 1:10; 2 = 1:10% 3 = 1:10° usw.; Ein Farbumschlag von rot nach gelb des Indikators Phenol-
rot im SP4-Medium erfolgt, sobald eine konstante Bakterienmenge im Testansatz erreicht ist.
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Nach Regressionsanalyse der Versuchsergebnisse (Tabelle 25, Tabelle 26) wurde die
niedrigste Verdopplungszeit, und damit das schnellste Wachstum, bei dem Isolat ST57
bei einer Temperatur von 37°C erreicht. Das Isolat ST101 erreichte die niedrigste Ver-
dopplungszeit bei 44°C (siehe Abbildung 13). Die genauen Werte der Verdopplungszei-
ten sowie weitere Daten der Regressionskurve, die als Basis dieser Berechnung dien-

ten, finden sich in Anhang VI.I ,Temperaturoptimum®.

O’ 18 Abszisse: Inkubationstemperatur
Ordinate: Verdopplungszeit t, (Tage)

0,16
0,14 -
0,12 -

0,1

m ST57
0,08 ST101
0,06 -
0,04 - B
0,02 1 -
0 . . . .

23°C 28°C 37°C 42°C 44°C

Abbildung 13: Grafische Darstellung der Verdopplungszeiten t, (Tage) der Mycoplasma-lsolate ST57 und
ST101 in SP4-Flissigmedium in Abh&ngigkeit von der Inkubationstemperatur

Ordinate: Die Zahl 1 entspricht 1 Tag (1 h = 0,04 Tage; 30 min = 0,02 Tage); Die niedrigste Verdopplungszeit (>0)
stellt somit das schnellste Wachstum dar. Die niedrigste Verdopplungszeit wird bei ST57 bei 37°C und bei ST101 bei
44°C erreicht. Temperaturen, bei denen kein Wachstum der Isolate nachgewiesen wurde, sind nicht dargestellt.

4.3.3 Ultrafiltration

Die Isolate ST57 (Typstamm von M. ciconiae sp. nov.) und ST101 waren durch Filter
mit Porendurchmessern von 0,8 um und 0,45 um, das Isolat ST101 zusatzlich durch
einen 0,22 um-Filter filtrierbar (siehe Tabelle 27 und Abbildung 14). Das Filtrat des Iso-
lates ST57 wies bei der Filtration durch einen 0,8 um Filter eine Reduktion um ca. den

Faktor 10 bzw. eine Zehnerpotenz (10) und bei 0,45 pm um ca. den Faktor 10° auf.
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Das Isolat ST101 zeigte insgesamt geringere Reduktionsraten. Bei der Filtration durch

einen 0,8 um Filter wurde die Keimzahl um ca. den Faktor 5, bei 0,45 pm um ca. 10°
und bei 0,22 um um ca. den Faktor 10° reduziert (siehe Tabelle 27 und Abbildung 14).

Tabelle 27: Ergebnisse der Keimzahlbestimmung der Keimsuspension der Isolate ST57 und ST101 vor und
nach Filtration durch Filter mit verschiedenen Porendurchmessern; Kultivierung in SP4-Medium, Inkubation

bei 37°C, 5%CO>

Keimsuspension

Keimzahl [KbE/mI]

Isolat
ST57 ST101
vor Filtration 5,5 x 10° 5,5 x 10°
Filtrat 0,8 um 3,1x10° 1,1 x 10°
Filtrat 0,45 um 20 6,5 x 10°
Filtrat 0,22 pm <1 10
KbE = Koloniebildende Einheiten
100.000.000
10.000.000
1.000.000 \\’\\
100.000
\ \ —t—ST57
1.000 \ \
100
[KbE/ml] \ \
10
l T T T 1
Original Filtrat 0,8 um Filtrat 0,45 pum Filtrat 0,22 um

Abbildung 14: Ergebnisse der Keimzahlbestimmung der Keimsuspension der Isolate ST57 und ST101 vor
(,,Original“) und nach Filtration durch Filter mit verschiedenen Porendurchmessern in halblogarithmischer
Darstellung; Kultivierung in SP4-Medium, Inkubation bei 37°C, 5%CO

KbE = Koloniebildende Einheiten
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4.3.4 Lichtmikroskopie

Alle Isolate waren auf den Agarplatten makroskopisch bzw. lichtmikroskopisch als klei-
ne, spiegeleiformige Kolonien darstellbar (siehe Abbildung 3 und Abbildung 15). Die
Kolonien unterschieden sich in ihrem Durchmesser und der Abgrenzung des Zentrums
von der Peripherie. Bei dem Isolat ST57 (Abbildung 15) und anderen Isolaten von
M. ciconiae sp. nov. fiel auf, dass diese, im Gegensatz zu anderen bei Weil3storch-
nestlingen vorkommenden Isolaten, einen gréReren Durchmesser und eine weniger
deutliche Abgrenzung zwischen Zentrum und Peripherie der Kolonien hatten. Eine mor-

phologische Unterscheidung anderer Isolate war nicht moglich.

Abbildung 15: Lichtmikroskopische Aufnahme der spiegeleiférmigen Mykoplasmen-Kolonien (M. ciconiae
sp. nov., Typstamm ST 57) auf SP4-Agarmedium (Phasenkontrast), 100x.
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Abbildung 16: Farbung nach Gram. (A) Proteus mirabilis, gramnegative Stabchen; (B) Isolat ST57, gramnega-
tive pleomorphe Partikel; (C) Staphylococcus aureus, grampositive Kokken; (D) Isolat ST101, gramnegative
Aggregate und fadenartige Strukturen

Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchung der Zellmorphologie sind in Ab-
bildung 16 dargestellt. Im Grampraparat stellten sich die Isolate ST57 (B) und
ST101 (D) als gramnegative kleine polymorphe Partikel dar, wobei das Isolat ST101
Zellaggregate und fadenartige Strukturen bildete. Als Kontrollorganismen wurden Pro-
teus mirabilis als gramnegative Stabchen (A) und Staphylococcus aureus als gram-
positive Kokken (C) verwendet, welche sich erwartungsgeman rot (A) bzw. blau (C) an-
farbten.
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4.3.5 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen des Isolates ST57 mittels Negativ-
kontrastierung zeigten das heterogene Bild polymorpher Zellen. Die Bakterienzellen
prasentierten sich sich spharisch, ovoid und flaschenférmig mit verlangerten kopfartigen
Strukturen und bildeten Aggregate. Der Durchmesser der Zellen lag zwischen 0,9 und
1,2 um (Abbildung 17).

Abbildung 17: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Isolates ST57, Farbung: Negativkontrastierung mit
2%iger Phosphorwolframséaure
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4.3.6 Abhangigkeit des Wachstums von Cholesterin

Beim Digitonin-Hemmtest (Aufbau siehe Abbildung 8) zeigte sich bei dem lIsolat dem
cholesterin-unabhangigen Acholeplasma laidlawii Stamm PG8 kein Hemmhof, also be-
trug der Abstand der nachstgelegenen Kolonie zu dem Digitonin-getrankten Antibiotika-
Testplattchen 0°mm. Der cholesterin-abhéngige Stamm H/T1 der Spezies M. falconis
wies hingegen einen Abstand zwischen dem Digitonin-getrankten Antibiotika-
Testplattchen und der nachstgelegenen Kolonie einen Abstand von 5 mm auf. Um die
nicht Digitonin-getrankten Antibiotika-Testplattchen bildeten sich bei beiden Isolaten
keine Hemmhofe. Da das Isolat ST57 einen Abstand zwischen dem Digitonin-
getrankten Antibiotika-Testplattchen und der néchstgelegenen Kolonie von 6 mm auf-
wies, jedoch keinen Hemmhof um das nicht getrdnkte Testplattchen, wurde dessen

Wachstum folglich als cholesterin-abhangig klassifiziert.

4.3.7 Serologische Eigenschaften

Serologische Untersuchungen mittels Immunobinding Assay (IBA) wurden mit dem Iso-
lat ST57 im Hinblick auf dessen Beschreibung als Typstamm der neuen Mykoplasmen-
spezies M. ciconiae sp. nov. durchgefiuihrt. Dazu erfolgte eine serologische Abgrenzung
von allen Spezies, die eine Sequenzhomologie des 16S-rRNA-Gens von Uber 94%
aufwiesen (BROwWN et al. 2007). Zusatzlich wurden Untersuchungen mit allen vorliegen-

den aviaren Mykoplasmen durchgefiihrt, um mdgliche Reagenten zu identifizieren.

Vor der Herstellung eines spezifischen Kaninchen-Hyperimmunserums gegen das Isolat
ST57 (ST57-Antiserum) wurden zunachst mittels Immunobinding Assay (IBA) anhand
von Praimmunseren von 10 Kaninchen zwei Tiere (New Zealand White Rabbits, Firma
BioGenes GmbH, Berlin) identifiziert, deren Praimmunseren nicht mit M. falconis (H/T1),
M. buteonis (Bb/T2g) und dem Isolat ST57 reagierten (siehe Abbildung 18 rechts). Da-
bei handelte es sich um die Kaninchen Nr. 75 (24332) und 82 (24333). Bei der Ent-
blutung des Kaninchens Nr. 75 wurden 60 ml Hyperimmunserum und bei der Entblu-
tung des Kaninchens Nr. 83 insgesamt 55 ml Hyperimmunserum gewonnen. Die aus
diesen Kaninchen gewonnene Hyperimmunseren gegen das lIsolat ST57 (ST57-
Antiseren) zeigten eine deutlich positive Reaktion mit dem Isolat ST57 (siehe Abbildung

18 links), reagierten jedoch mit keinem Referenzstamm aviarer Mykoplasmen oder den
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M. canis- und M. felis-Referenzstdmmen. Das Isolat ST57 zeigte eine schwach positive
Reaktion (leichte Blaufarbung der Kolonien) mit dem Referenzantiserum gegen
M. sturni, hingegen keine Reaktionen mit allen weiteren Referenzantiseren (siehe Ta-
belle 28). Vier Isolate (ST24-1, ST56-1, ST99-1, ST102-1), die im Vorfeld anhand ihrer
16S-rRNA-Gen- (Abbildung 10) und ITS-Sequenzen (Abbildung 12) sowie der Fermen-
tation von Glucose als mdgliche Isolate derselben Spezies wie ST57 identifiziert wur-
den, reagierten mit den ST57-Antiseren ebenfalls deutlich positiv.

Abbildung 18: Immunobinding Assay. Links: positive Reaktion (dunkelblaue Farbreaktion) von Kaninchen-
Hyperimmunserum (Nr. 82) gegen das Isolat ST57 mit Kolonien des Isolates ST57; Rechts: negative Reaktion
(keine Farbreaktion = weil}) von Kaninchen-Praimmunserum (Nr. 82) mit Kolonien des Isolates ST57. Licht-
mikroskopische Aufnahmen, 16x.
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Tabelle 28: Ergebnisse der serologischen Untersuchungen im Immunobinding-Assay (IBA)

Isolat bzw. Stamm

ST57-Antiserum
+ Stamm bzw. Isolat

Isolat ST57
+ Antiserum gegen
die entsprechende

Spezies
ST57 positiv positiv
M. anatis PG8 negativ negativ
M. anseris 1219 negativ negativ
M. buteonis Bb/T2g negativ negativ
M. canis PG 14 negativ negativ
M. corogypsi BV1 negativ negativ
M. cloacale 383 negativ negativ
M. columbinasale 694 negativ negativ
M. columborale MMP4 negativ negativ
M. falconis H/T1 negativ negativ
M. felis CO negativ negativ
M. gallopavonis 1197 negativ negativ
M. gallinarum PG 16 negativ negativ
M. gallisepticum 75969 negativ negativ
M. gallinaceum 887 negativ negativ
M. glycophilum 486 negativ negativ
M. imitans 4229 negativ negativ
M. pullorum CKK negativ negativ
M. sturni UCMF negativ schwach positiv
M. synoviae NVU 1853 negativ negativ

positiv = deutliche blaue Farbreaktion der reaktiven Kolonien, schwach positiv = leichte blaue Farbreaktion der reak-
tiven Kolonien, negativ = keine Farbreaktion (siehe Abbildung 18)
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4.4 Formale Beschreibung von
Mycoplasma ciconiae sp. nov.

Mit den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen konnte das Isolat ST57 als neue
Spezies der Klasse Mollicutes bei Weil3stérchen beschrieben werden. Fir die neue
Spezies wird der Name Mycoplasma ciconiae (ci.coni‘ae. L. gen. fem. n. ciconiae eines
(Weil3-) Storches) vorgeschlagen. Die Zellen sind pleomorph mit kokkoiden und fla-
schenartigen Formen und durch Filter einer Porengréf3e von 450 nm filtrierbar. Auf
Agarmedium bilden sich typische, spiegeleiférmige Kolonien mit undeutlichen Zentren.
Die Spezies wachst bei 37°C unter mikroaerophilen und anaeroben Bedingungen in
SP4-Medium und Hayflick-Medium. Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 37°C,
wobei bei Temperaturen von 23°C bis 42°C ein Wachstum in vitro gezeigt werden konn-
te. Das Wachstum dieser Spezies wird durch Digitonin gehemmt. Die Spezies verstoff-
wechselt Glucose, jedoch kein Arginin oder Harnstoff und ist serologisch von nahe ver-
wandten Mykoplasmen abgrenzbar. Der Typstamm wurde aus der Trachea eines ge-
sunden Weil3storchnestlings in Nielitz, Mecklenburg-Vorpommern (Deutschland), iso-
liert. Die Spezies ist wahrscheinlich apathogen fur Weil3stdrche. M. ciconiae sp. nov.
wurde auch aus der Trachea eines verunfallt aufgefundenen Weil3storches isoliert, wel-
cher jedoch keine respiratorischen Symptome zeigte. Der Typstamm ST 57, sowie vier
weitere Isolate mit identischer 16S-rRNA-Gensequenz und positiver Reaktion mit Ka-
ninchen-Hyperimmunseren gegen das Isolat ST 57, wurden bei der DSMZ, der Typs-
tamm zudem bei der ATCC, hinterlegt. Die 16S-rRNA-Gen- sowie ITS-Sequenzen wur-
de bei GenBank hinterlegt (siehe Tabelle 17) und diese Beschreibung in der Zeitschrift
.international Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology“ veréffentlicht

(MOLLER PALAU-RIBES et al. 2016)
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4.5 Pravalenzstudie zu
Mycoplasma ciconiae sp. nov.

Die Pravalenzstudie zum Vorkommen der Spezies M. ciconiae sp. nov. (Typstamm
ST 57") bei gesunden WeiRRstorchnestlingen wurde durchgefiihrt, um das Vorkommen
von M. ciconiae sp. nov. in der Weil3storchpopulation zu schatzen und die Bedeutung
zu evaluieren. Fur diese Studie wurden 83 Mykoplasmenkulturen und eine Probe mit

extrahierter DNA (= 84 Proben) aus der Studie von HAGEN et al. (2004) verwendet.

4.5.1 Speziesspezifische PCR fiir das Isolat ST57
(ST57-PCR)

Das Isolat ST57 wurde als Typstamm fur die potentielle neue Spezies M. ciconiae sp.
nov. ausgewahlt. Um die Pravalenz von M. ciconiae sp. nov. bei Weil3storchnestlingen
zu evaluieren, wurde eine speziesspezifische PCR (ST57-PCR) etabliert. Es wurde ein
geeignetes Primerpaar in der 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-Region (ITS) ge-
funden (Tabelle 29) sowie ein PCR-Protokoll entwickelt, das im positiven Fall zu einem
DNA-Amplikon mit einer GréRe von 203 bp fihrte (Tabelle 31). Die 16S-rRNA-
Gensequenz erwies sich aufgrund der hohen Homologien zwischen den Mycoplasma-

Spezies des Synoviae-Clusters zu diesem Zweck als ungeeignet.

Tabelle 29: Selbstentwickelte Oligonukleotide (Primer) fur die speziesspezifische PCR zur Detektion des
Isolates ST57, Typstamm von M. ciconiae sp. nov. (ST57-PCR)

Bezeichnung der Primer | Polaritat Primersequenz
ST57-ITS-foda vorwarts (forward) 5’-acg aca ttt aca act gac tta-3’
ST57-ITS-rel rickwarts (reverse) | 5-aaa aat aac tcg gta aat ca-3’

Der Reaktionsansatz (Mastermix) sowie das Temperatur-Zeit-Profil wurde basierend auf
Herstellerangaben berechnet und experimentell anhand verschiedener Zusammen-
stellungen (Primerkombinationen und -verdinnungen, Mastermix mit/ohne Q-Solution),
Annealingtemperaturen (47, 48, 50, 53°C) und Zyklen (30, 35) optimiert, bis ein Ampli-
kon anhand von Banden erwarteter Lange in der Agarosegelelektrophorese nachweis-
bar war. Der Reaktionsansatz fir eine Probe (Tabelle 30) sowie das Temperatur-Zeit-
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Profil (Tabelle 31), bei denen ein spezifisches Amplikon entsteht, sind tabellarisch dar-
gestellt. Bei allen anderen Anséatzen entstand kein Amplikon.

Die niedrigste DNA-Konzentration des Isolates ST57, bei der das Amplikon in der Gel-
elektrophorese deutlich darstellbar war, lag bei 1 pg/ul DNA (Abbildung 19) bzw.
10° KbE/ml (=1 KbE/pl) (Abbildung 20). Bei 3 pl DNA in einem 50 ul Reaktionsansatz
lag folglich die Sensitivitat dieser PCR bei 3 pg DNA bzw. 3 KbE/Reaktionsansatz. Die
PCR war spezifisch fur M. ciconiae sp. nov., denn alle anderen untersuchten Stamme
aviarer Mycoplasma spp. (n = 26; Tabelle 9) und eine Auswahl von Stammen haufig
beim Vogel vorkommender zellwandbildender Bakterien (n = 7, Tabelle 10) wurden
nicht detektiert. Ein Amplikon wurde bei dieser PCR ausschlie3lich mit der DNA des
Isolates ST57 erhalten. Zur Uberprifung der PCR wurden DNA-Amplikons einer zufallig
ausgewahlten Stichprobe von 10 positiven Kulturen aus der epidemiologischen Studie
(siehe unten) sequenziert (ST3, ST12, ST20, ST26, ST29, ST36, ST43, ST54, ST58
und ST68). Die Sequenzen der Amplikons stimmten zu 100% mit der korrespondieren-

den Sequenz des Referenzstammes uberein.

Tabelle 30: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes (Mastermix) fir die speziesspezifische PCR zur Detektion
des Isolates ST57, Typstamm von M. ciconiae sp. nov. (ST57-PCR).

Substanz Eingesetztes Volumen (ul)
RNase freies H,O 29,5

10x HotStarTag DNA Puffer 5
dNTP-Mix 5
Q-Solution 5
Forward-Primer 100 pmol/ul (ST57-ITS-fo4a) 1

Reverse Primer 100 pmol/ul (ST57-ITS-rel) 1
HotStarTag-DNA-Polymerase 0,5

Probe (DNA) 3
Gesamtvolumen 50

DNA = Desoxyribonukleinsaure, dNTP-Mix = Deoxynukleotidtriphosphat-Mischung, H.O = Wasser, MgCl, =
Magnesiumchlorid, M = Molar, PCR = Polymerase-Kettenreaktion, Q-Solution = Substanz der Firma Qiagen,
Zusammensetzung nicht bekannt, RNase = Ribonuklease
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Tabelle 31: Temperatur-Zeit-Profil fir die speziesspezifische PCR zur Detektion des Isolates ST57, Typstamm
von M. ciconiae sp. nov. (ST57-PCR).

Zyklus | PCR-Schritt Temperatur | Zeit Anzahl Zyklen
1 Denaturierung 95°C 10 min 1
Schmelzen (Melting) 94°C 1 min
2 Anlagerung (Annealing) 50°C 1 min 35
Verlangerung (Elongation) 72°C 30s
3 Verlangerung 72°C 5 min 1
4 Kihlung 4°C Unbegrenzt 1

1.000 bp mp
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Abbildung 19: Ergebnis der speziesspezifischen PCR fur das Isolat ST57 (ST57-PCR) in Abhéngigkeit von der

im Reaktionsansatz eingesetzten Menge an genomischer DNA aus dem Isolat ST57, Agarosegel 2%, Farbung
Ethidiumbromid

Balken: Nachweisgrenze, M = 100 bp-DNA-Molekulargewichtsmarker; PK = Positivkontrolle (ST57-DNA); NK = Ne-
gativkontrolle (H20)
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Abbildung 20: Ergebnis der speziesspezifischen PCR fir das Isolat ST57 (ST57-PCR) in Abhéngigkeit von der
im Reaktionsansatz verwendeten Keimzahlen [KbE] des Isolates ST57, Agarosegel 2%, Farbung Ethidiumb-
romid

Angaben in KbE/ml, M = 100 bp-DNA-Molekulargewichtsmarker; PK = Positivkontrolle (ST57-DNA); NK = Negativ-
kontrolle (H20)

Von 83 untersuchten Kulturen und einer extrahierten DNA-Probe von insgesamt
84 Weildstorchnestlingen wiesen 49 in der ST57-PCR ein spezifisches Amplikon auf,
welches einem Anteil von 58,3% der untersuchten Nestlinge entsprach. Es handelte
sich dabei um die Kulturen mit den Bezeichnungen ST1, 3, 5, 7, 12, 13, 16, 20, 23, 24,
26, 29, 36, 37, 38, 39, 41, 43, 44, 46, 47, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 64, 68, 69, 71, 72,
73, 75, 76, 77, 78, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 99, 102, 103, 104 und 108. Die Ergebnisse
der Agarosegelelektrophorese der Proben ST1 bis ST26 sind in Abbildung 21 beispiel-
haft dargestellt.
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Abbildung 21: Ergebnisse der PCR fur das Isolat ST57 (ST57-PCR) fir die Mykoplasmenkulturen ST 1 bis
ST 26, Agarosegel 2%, Farbung Ethidiumbromid

M = 100 bp-DNA-Molekulargewichtsmarker; PK = Positivkontrolle (ST57-DNA); NK = Negativkontrolle (H20)
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4.5.2 Geographische Verteilung

Die Verteilung der Horste, bei denen Proben von den Weil3storchnestlingen entnommen
worden waren, ist kartographisch in Abbildung 22 dargestellt. Die Horste, aus denen die
Nestlinge stammten, konnten geographisch zwei deutlich getrennten Regionen zu-
geordnet werden (siehe Markierungen in Abbildung 22). Diese sind jeweils detaillierter
in Abbildung 23 (Region 1: Nord) und Abbildung 24 (Region 2: Sud) dargestellt.

Google My Maps

Abbildung 22: Geographische Lage der Weil3storch-Horste aus denen die untersuchten Nestlinge stammten:
Ubersicht

Rot: alle Nestlinge des Horstes negativ; Gelb: Teil der Nestlinge positiv; Griin: alle Nestlinge positiv; Kreis: Horst mit
Ergebnissen von mehr als 1 Nestling; Quadrat: Horst mit Ergebnissen von 1 Nestling; Rahmen dunkelblau: Region 1
Nord; Rahmen hellblau: Region 2 Sid.
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Abbildung 23: Geographische Lage der Weil3storch-Horste aus denen die untersuchten Nestlinge stammten:
Region 1 Nord

Rot: alle Nestlinge des Horstes negativ; Gelb: Teil der Nestlinge positiv; Griin: alle Nestlinge positiv; Kreis: Horst mit

Ergebnissen von mehr als 1 Nestling; Quadrat: Horst mit Ergebnissen von 1 Nestling; Stern: Horst des Nestlings
ST57

[
O
O

Abbildung 24: Geographische Lage der Weil3storch-Horste aus denen die untersuchten Nestlinge stammten:
Region 2 Sud

Rot: alle Nestlinge des Horstes negativ; Gelb: Teil der Nestlinge positiv; Grun: alle Nestlinge positiv; Kreis: Horst mit

Ergebnissen von mehr als 1 Nestling; Quadrat: Horst mit Ergebnissen von 1 Nestling; Stern: Horst des Nestlings
ST57
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4.5.3 Statistische Auswertung

Von 83 untersuchten Kulturen und einer extrahierten DNA-Probe von insgesamt
84 Weil3storchnestlingen wiesen 49 in der ST57-PCR ein spezifisches Amplikon auf,
welches einem Anteil von 58,3% der untersuchten Nestlinge entsprach (Pravalenz-
schatzer). Um die Genauigkeit des Préavalenzschatzers zu Gberprifen, wurde das 95%-
Konfidenzintervall berechnet, welches zwischen 47,1% und 69% lag. Somit wird mit
einer Wahrscheinlichkeit von 95% von dem Intervall 47,1% bis 69% die wahre Préa-
valenz von M. ciconiae sp. nov. bei Weil3storchnestlingen tiberdeckt

Anhand der explorativen Analyse (Chi-Quadrat-Test) war kein Unterschied in der
Nachweishaufigkeit von M. ciconiae sp. nov. zwischen den Regionen 1 und 2 nach-
weisbar (p = 0,4701). Die Verteilung der Nachweise auf beide Regionen ist in Tabelle
32 dargestellt. Ein Isolat, ST14, stammte von einem Nestling aus einer anderen Region,

daher wurde dieses nicht mit in die statistischen Berechnungen einbezogen.

Tabelle 32: Nachweise von M. ciconiae sp. nov. bei Wei3storchnestlingen nach Regionen. Ergebnisse der
speziesspezifischen PCR zur Detektion des Isolates ST57, Typstamm von M. ciconiae sp. nov. (ST57-PCR)

Nachweis (ST57-PCR)
Region Gesamtzahl
- . untersuchter Proben*
Positiv Negativ
1 (Nord) 34 (61,8%) 21 (38,2%) 55 (100%)
2 (sad) 15 (53,6%) 13 (46,4%) 28 (100%)
Summe 49 (59,0%) 34 (41,0%) 83* (100%)

* = Das Isolat ST14 stammte von einem Nestling aus einer anderen Region und wurde daher als Ausrei-
Rer nicht in dieser Berechnung bertiicksichtigt.

Statistisch waren zudem keine signifikanten Einflusse der Faktoren ,Anzahl Nestlinge
pro Horst* (p = 0,552) und ,Alter der Nestlinge“ (p = 0,215) nachweisbar.
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5 DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Vorkommens und der Bedeu-
tung von Mykoplasmen bei Weil3storchnestlingen. Dazu sollten zwei in Vorarbeiten
(LIERZ et al. 2011) als mogliche neue Spezies identifizierte Isolate (ST57 und ST101)
anhand phéanotypischer Eigenschaften ndher charakterisiert und ggf. als Spezies be-
schrieben werden. Die Bedeutung der neuen Spezies sollte durch die Ermittlung der
Pravalenz auf Basis der vorliegenden 83 Isolate und einer Probe mit extrahierter DNA
aus der Studie von HAGEN et al (2004) evaluiert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass das Isolat ST101 sehr hohe Sequenz-
homologien des 16S-rRNA-Gens (Tabelle 19) und der ITS (Tabelle 21) mit M. spumans
und zahlreichen weiteren Spezies des Hominis-Clusters aufwies. Obwohl das Isolat in
Voruntersuchungen im Immunobinding Assay nicht mit M. spumans-Antiserum reagiert
hatte, waren weitere Untersuchungen, u.a. DNA-DNA-Hybridisierung und serologische
Untersuchungen mit weiteren Mycoplasma-Spezies, flr eine Speziesbeschreibung not-
wendig gewesen (BROWN et al. 2007). Da es nicht mdglich war alle 15 hierfur bendtigten
Kaninchen-Hyperimmunseren zu erhalten (BRoOwN, personliche Mitteilung), wére eine
valide Beschreibung der Spezies nicht méglich gewesen. Im Folgenden wurde daher
nur ein Teil der phanotypischen Untersuchungen mit dem lIsolat ST101 durchgefihrt,

um die Ergebnisse der Voruntersuchungen zu tberprifen.
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5.1 Genotypische und phylogenetische
Untersuchungen

5.1.1 Mycoplasma ciconiae sp. nov.

Die neue Mykoplasmenspezies M. ciconiae sp. nov. wurde anhand ihres Typstammes
ST 57" auf Basis der ,Revised minimal standards for description of new species of the
class Mollicutes” beschrieben (BRowN et al. 2007). Genetische Untersuchungen wurden
neben dem Typstamm mit vier weiteren Isolaten aus dieser Arbeit (ST24-1, ST56-1,
ST99-1 und ST102-1), sowie einem Isolat von einem verletzt aufgefundenen Weil3-
storch in Hessen (1566/2012) durchgefiihrt. Diese Isolate konnten ebenfalls der neuen
Spezies zugeordnet werden. Mittels der 16S-rRNA-Gensequenz wurde die Zugehorig-
keit von M. ciconiae sp. nov. zum Synoviae-Cluster des Genus Mycoplasma nach-
gewiesen (Abbildung 10). Dabei betrug die Sequenzhomologie des 16S-rRNA-Gens zu
allen Mykoplasmen weniger als 94%, ausgenommen M. pullorum (95,4%) und M. anatis
(94,3%)(Tabelle 18). Eine Sequenzhomologie von lUber 94% dient der Identifizierung
monophyletischer Gruppen, sodass Spezies dieser Gruppen ausfihrlicher von der po-
tentiell neuen Spezies abgegrenzt werden mussen (BROwN et al. 2007). Als Spezies-
grenze (qilt eine 16S-rRNA-Gensequenzhomologie von 97% (STACKEBRANDT und
GoEBEL 1994). Neueren Untersuchungen zufolge liegt die durchschnittliche Sequenz-
homologie zwischen Spezies des Synoviae-Clusters mit 93,53% + 1,97% (<95,6%) et-
was niedriger (VoLOKHOV et al. 2012). Zu M. ciconiae sp. nov. zeigte keine der bislang
beschriebenen Mykoplasmenspezies eine Sequenzhomologie von uber 95,6%. Da
M. pullorum und M. anatis eine Sequenzhomologie von tber 94% zu M. ciconiae sp.
nov. aufwiesen, wurde eine zusatzliche Sequenz, die 16S-23S-Intergenic-Transcribed-
Spacer (ITS)-Region, sequenziert und diese mit anderen Mykoplasmen verglichen.
Durchschnittliche Sequenzhomologien der ITS innerhalb des Synoviae-Clusters sind mit
83,05% * 5,62% deutlich niedriger als bei der 16S-rRNA (VoLokHov et al. 2012). Die
Ergebnisse der Sequenzvergleiche der ITS zeigten erwartungsgemal? deutlichere Un-
terschiede zwischen M. ciconiae sp. nov. und den anderen Spezies als bei der 16S-
rRNA-Gensequenz. Keine Spezies zeigte eine Sequenzhomologie oberhalb der Grenze
von 88,67%. Insbesondere M. anatis (70,8% Sequenzhomologie) und M. pullorum
(83,1% Sequenzhomologie) waren anhand dieser Sequenz deutlicher von M. ciconiae

sp. nov. abgrenzbar als anhand der 16S-rRNA-Gensequenz. Somit wurde auf gene-
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tischer Basis der Nachweis erbracht, dass es sich bei M. ciconiae sp. nov. um eine

neue Spezies handelt.

5.1.2 Weitere Mykoplasmenisolate

Im Rahmen der Auswertung der Isolate fanden sich weitere Mykoplasmenisolate. Diese
Isolate wurden anhand ihrer 16S-rRNA-Gensequenz sowie der Sequenz der 16S-23S-
Intergenic-Transcribed-Spacer (ITS)-Region typisiert. Eine ausfuhrliche Charakterisie-
rung dieser Isolate war hingegen nicht Gegenstand dieser Studie. Die Ergebnisse der
phylogenetischen Analysen zeigten, dass im Respirationstrakt von Weil3storchen neben
M. ciconiae sp. nov. wahrscheinlich zwei weitere Mykoplasmenspezies vorkommen, die
bislang nicht beschrieben wurden. Beide potentielle Spezies konnten dem Hominis-
Cluster zugeordnet werden. Im Folgenden werden diese, aufgrund ihrer am nachsten

verwandten Spezies, als ,M. spumans-“ und ,M. gypis-ahnliche” Gruppe bezeichnet.

Die durchschnittliche Sequenzhomologie der 16S-rRNA zwischen Spezies des Hominis-
Clusters liegt bei 94,58% + 2,56% (<97,14%), der ITS bei 83,61% + 7,74% (<91,35%)
(VoLokHov et al. 2012). Die ,M. spumans-ahnliche“ Gruppe wies mit tUber 98,4 bis
99,5% sehr hohe 16S-rRNA-Gen- und mit 93,8% bis 94,4% ebenfalls sehr hohe ITS-
Sequenzhomologien mit M. spumans auf, die oberhalb der angenommenen Spezies-
grenze liegen. Die 16S-rRNA-Gensequenz der Isolate untereinander war hingegen mit
99,0% bis 100%, im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen, etwas variabler. In
Voruntersuchungen reagierte das Isolat ST101 im Immunobinding Assay (IBA) nicht mit
Antiserum gegen M. spumans (LIERz, unverdffentlichte Daten), welches wiederum ge-
gen eine Zugehdrigkeit zu dieser Spezies spricht. Eine Identifizierung als bzw. Abgren-
zung von M. spumans ware in diesem Fall wahrscheinlich nur anhand einer DNA-DNA-
Hybridisierung moglich (BROwWN et al. 2007). Es kann sich bei dieser Gruppe mdglicher-
weise auch um eine Subspezies von M. spumans handeln. Bislang wurde M. spumans
ausschlief3lich bei Hunden als Kommensale des Nasopharynx, aber auch in Verbindung
mit Pneumonien und Arthritiden beschrieben (EDWARD 1955). Vereinzelte Nachweise
von M. spumans bei Stérchen wéren z. B. durch eine indirekte Ubertragung von Hun-
den Uber kontaminierte Gegenstande erklarbar. Es ist auch mdglich, dass Hunde nicht
die einzigen natirlichen Wirte dieser Spezies sind. Weitere Untersuchungen zur exak-
ten taxonomischen Zuordnung der Isolate der ,M. spumans-ahnlichen“ Gruppe sind

notwendig.
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In der dritten, ,M. gypis-ahnlichen® Gruppe, wiesen die Isolate eine 16S-rRNA-
Gensequenzhomologie von 99,6 bis 99,9% untereinander auf. M. gypis war mit 97,0 bis
97,3% die am nachsten verwandte Spezies. Zu allen weiteren Spezies dieses Clusters
wiesen sie Homologien unter 94% auf. Moglicherweise handelt es sich bei dieser Grup-
pe von Isolaten aber ebenfalls um Vertreter einer bisher unbekannten Spezies bzw.
Subspezies von M. gypis. Unterstitzt wird diese These durch die ITS-
Sequenzhomologie von nur 82,9% zwischen M. gypis und den Isolaten der ,M. gypis-
ahnlichen“ Gruppe. Weitere Informationen kénnten serologische Untersuchungen ge-
ben. M. gypis wurde bislang bei klinisch unauffalligen und klinisch kranken Greifvégeln
verschiedener Spezies sowie Trielen nachgewiesen (LIERz et al. 2008b; ScHMIDT et al.
2009). Aufgrund dieser geringen Wirtsspezifitat scheint ein Vorkommen dieser bzw. na-
he verwandter Spezies auch bei Weil3storchen mdglich. Da diese Isolate aus den glei-
chen gesunden Weil3storchnestlingen stammen wie die Isolate der beiden anderen
Gruppen, erscheint auch hier die klinische Bedeutung fraglich und eine Speziesbe-

schreibung nicht primar relevant.

Der Vergleich mit 16S-rRNA-Gen- bzw. ITS-Sequenzen von Mykoplasmen-Isolaten an-
derer Arbeiten (SPERGSER und HOFLE HANSEN 2009b; SUAREZ-PEREZ 2011) zeigte nur
geringe Homologien zu den lIsolaten aus dieser Arbeit. Die Sequenzen der Isolate
T454T und Sp22 waren dem Bovis-Cluster zuzuordnen und nahezu identisch. Ein Isolat
(T453CO0O) hatte deutliche Homologie mit den ,M. spumans-ahnlichen® Isolaten, ein wei-
teres Isolat (T452T) eine geringe Homologie mit M. ciconiae sp. nov.. Ein Isolat aus ei-
nem verletzt aufgefundenen Weil3storch in Hessen konnte hingegen als M. ciconiae sp.
nov. identifiziert werden. Die Ergebnisse der phylogenetischen Untersuchungen legen
somit nahe, dass neben den mutmallich drei verschiedenen Spezies aus dieser Arbeit,
vermutlich mindestens zwei weitere noch nicht beschriebene Spezies bei Weil3stérchen
vorkommen. Die Isolate T453CO und T452T stammen aus der Trachea geschwacht
aufgefundener Stdrchen ohne respiratorische Symptomatik, sodass auch deren Kklini-
sche Bedeutung fraglich ist (SUAREZ-PEREz 2011). Ein Isolat stammt aus der Lunge ei-
nes Weil3storches, weitere Details waren zu diesem Isolat jedoch nicht erhaltlich (per-

sonliche Mitteilungen HOFLE HANSEN und SPERGSER).
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5.2 Nachweis von Mykoplasmen

Als Goldstandard fur die Diagnostik avidrer Mykoplasmen gilt bis heute die Kultivierung,
da nur anhand daraus gewonnener Isolate weiterfihrende Untersuchungen, wie bei-
spielsweise fur die Beschreibung neuer Spezies notwendig, mdglich sind (BRADBURY
1998; RAviv und LYy 2013). Zu Beginn dieser Studie wurden daher zunachst alle 83
Kulturen von Weil3storchnestlingen aufgetaut und erneut kultiviert. Aus allen gelang die
Kultivierung von Mykoplasmen, welche die Basis dieser Studie darstellen. Eine Diffe-
renzierung bzw. Einzelkolonie-Subkultivierung mit Gewinnung von Isolaten erfolgte zu
diesem Zeitpunkt nicht. Fir eine Differenzierung wurden gezielt sieben Isolate ausge-
wahlt, die mittels der speziesspezifischen ST57-PCR positiv getestet worden waren.
Ziel war hier die Gewinnung weiterer Isolate von M. ciconiae sp. hov. Insgesamt wurden
aus 4/7 Kulturen Isolate von M. ciconiae sp. nov. gewonnen, aus 3/7 hingegen nicht.
Die Diskrepanz der Ergebnisse von speziesspezifischer PCR und Anzucht kénnte an
falschpositiven Ergebnissen der PCR liegen. Die speziesspezifische ST57-PCR aus
dieser Arbeit wurde jedoch einer Qualitatskontrolle unterzogen, bei welcher alle se-
guenzierten Amplikons der gewdahlten Stichprobe M. ciconiae sp. nov.-spezifische Se-
guenzen aufwiesen. Somit ist das Vorliegen falschpositiver PCR-Ergebnisse unwahr-
scheinlich. Eine weitere mdgliche Erklarung ist, dass M. ciconiae sp. nov. in diesen
Proben aufgrund der langen Lagerung zwischen der Probenentnahme 2003 und der
Untersuchung 2010-2014 nicht mehr vital war. Wéhrend mittels PCR auch die DNA ge-
schadigter bzw. abgestorbener Mykoplasmen erfasst wird, kdnnen mittels Anzucht nur
lebende und vermehrungsfahige Mykoplasmen nachgewiesen werden. Durch die Lage-
rung sowie Einfrier- und Auftauprozesse treten in Mykoplasmenkulturen Keimzahlver-
luste von mehreren Zehnerpotenzen auf (FURR et al. 1990). Die Lebensfahigkeit bei -
70°C gelagerter Flussigkulturen lasst nach einer Lagerung tber Zeitraume von 5 bis 16
Jahren bei den meisten Spezies nicht, bei wenigen Spezies hingegen deutlich nach
(FURR und TAYLOR-ROBINSON 1990). Um insbesondere eine Schadigung durch wieder-
holte Auftau- und Einfrierprozesse zu vermeiden, wurden alle Kulturen aus dem Jahr
2003 einmalig fur die Vitalitdtsprifung und DNA-Isolierung, die Kulturen fir die Gewin-
nung von M. ciconiae sp. nov.-Isolaten sodann ein zweites Mal aufgetaut. Beim Vorlie-
gen niedriger Ausgangskeimzahlen von M. ciconiae sp. nov. in einer Kultur kann dies
jedoch trotzdem zu einem negativen Ergebnis in der Anzucht gefuihrt haben. Da es sich

bei den vorliegenden Proben um Mischkulturen handelte, ist es zudem moglich, dass
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M. ciconiae sp. nov. zwar in geringen Keimzahlen vermehrungsfahig vorlag, jedoch von
anderen Mykoplasmen tberwachsen wurde. In der Literatur wird beschrieben, dass vor
allem langsamer wachsende Spezies von schneller wachsenden verdrangt werden
(BunTz et al. 1986; RAviv und LEY 2013). Langsamer wachsende Spezies kbnnen somit
leicht Gbersehen werden, sodass es zu falschnegativen Ergebnissen in der Anzucht
kommt (KeEmPF 1998). Ohne zusatzliche molekularbiologische Untersuchung ware die
Pravalenz von M. ciconiae sp. nov. in dieser Arbeit wahrscheinlich falschlicherweise
deutlich niedriger geschatzt worden. Als Goldstandard bei der Untersuchung von Pro-
ben aus Wildvogelspezies mit unbekannter Mykoplasmenflora gilt daher eine parallele
Untersuchung mittels Anzucht und der sensitiveren PCR (LIERZ et al. 2007Db).

Bei einigen Studien zu Mykoplasmen bei Wildvogeln werden genusspezifische PCR als
Alternative zur aufwandigen Kultivierung eingetzt (ASSUNCAO et al. 2007). Wahrend die-
se Methode deutlich sensitiver als die Kultivierung ist (LIERZ et al. 2008b), stellt vor al-
lem das parallele Vorkommen verschiedener Mykoplasmenspezies in einem Individuum
einen limitierenden Faktor dar (POVEDA et al. 1990a). Im Rahmen der Subkultivierung
und Differenzierung der Kulturen fanden sich in dieser Arbeit bei 3/7 Weil3storch-
nestlingen (ST24, ST56, ST102) jeweils zwei verschiedene Mykoplasmenisolate (siehe
4.1). Werden Proben aus solchen Individuen ohne Kultivierung bzw. anschlieRende
Gewinnung von Isolaten mittels genusspezifischer PCR untersucht, kann die DNA meh-
rerer Mykoplasmenspezies gleichzeitig amplifiziert werden. Dies wiirde zu einer Uber-
lagerung von Signalen bei der Sequenzierung und somit zu nicht auswertbaren Ergeb-
nissen fiihren. Ist eine Spezies in einer Probe in einer htheren Konzentration vorhan-
den, kann zudem die zweite Spezies, aufgrund einer deutlich starkeren Amplifikation
der DNA der ersten Spezies, Ubersehen werden. Eine ausschliel3lich auf genus-
spezifischer PCR basierende Diagnostik ware daher bei WeilRstérchen, trotz héherer
Sensitivitat der Methode, nicht zielfiihrend. Eine genusspezifische PCR aus Feldproben
eignet sich folglich um in einem ersten Schritt das Vorkommen von Mykoplasmen zu
detektieren, jedoch nicht fir die sichere Identifikation vorhandener, insbesondere unbe-
kannter, Spezies. Wird gezielt nach einer bestimmten Spezies gesucht, sollte daher
eine speziesspezifische PCR durchgefiihrt werden (BRADBURY et al. 2001a). Bei dieser
Fragestellung bietet eine speziesspezifische PCR aufgrund ihrer hoheren Sensitivitat
sowie rascheren und kostengtinstigeren Durchflihrung deutliche Vorteile gegentber der

Anzucht. Nur mittels Anzucht kénnen jedoch, wie eingangs erwahnt, Isolate unbekann-
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ter Spezies gewonnen und anschlieend weiter charakterisiert werden (BRADBURY
1998).

Fur die Durchfihrung serologischer Tests zur Erfillung der Mindeststandards fur die
Beschreibung neuer Spezies der Klasse Mollicutes (BROWN et al. 2007) wurden spezifi-
sche polyklonale Kaninchen-Hyperimmunseren gegen den Typstamm ST 57" von
M. ciconiae sp. nov. hergestellt. Fir die Herstellung der Hyperimmunseren erwiesen
sich nur zwei von zehn vorab getesteten Kaninchen als geeignet. Bei den anderen Tie-
ren zeigte bereits das Praimmunserum im Immunobinding Assay (IBA) unspezifische
Reaktionen mit verschiedenen Mykoplasmenspezies. Kaninchen werden fur die Herstel-
lung von Hyperimmunseren verwendet, da bei diesen, im Gegensatz zu vielen anderen
Tierarten, keine nattrlichen Mykoplasmeninfektionen beschrieben sind. Unspezifische
Reaktionen kommen dennoch regelmafig vor, daher wird die Testung von Praimmun-
seren mit dem anschlieBend verwendeten Testsystem (hier: IBA) empfohlen (CLYDE
1983). In dieser Arbeit wurde ein Medium mit reduzierten Inhaltsstoffen und IgG-
reduziertem Fetalem-Kalberserum (IgG stripped FKS) zur Kultivierung des Isolates
ST57 eingesetzt. Unspezifische Reaktionen bei Kaninchen-Hyperimmunseren entste-
hen vor allem dadurch, dass Mykoplasmen Serumproteine aus dem Kulturmedium ad-
sorbieren und Kaninchen Antikdrper gegen diese Proteine bilden (SENTERFIT 1983). Die
Serumkomponente des Kulturmediums sollte daher kein Serum von Tierarten enthalten,
deren Serum in Anzucht- bzw. Testmedien des Labors Verwendung finden. Optimal
ware Kaninchenserum, da die Tiere gegen homologes Serum wenig oder sogar keine
Antikorper bilden. Kaninchenserum wird jedoch nicht verwendet, da dieses wiederum zu
einem schlechten Wachstum der Mykoplasmenisolate fihrt (SENTERFIT 1983). Die Anti-
gengewinnung erfolgte aus ,,AS2,5-Medium®, welches 2,5% IgG-reduziertes fetales Kal-
berserum (IgG stripped FKS) enthielt. Analog zu der Beschreibung anderer Autoren
(YAVARI 2010), konnte auch in dieser Arbeit in ,AS1-Medium®, welches 1% IgG stripped
FKS enthalt, kein ausreichendes Mykoplasmenwachstum fir eine angemessene Anti-

genausbeute erreicht werden.

Nach Vorgabe der ,Minimal Standards for the description of new species of the class
Mollicutes® (BRowN et al. 2007), wurden serologische Untersuchungen aller Myko-
plasmenspezies, mit denen die Isolate von M. ciconiae sp. nov. 16S-rRNA-

Gensequenzhomologien von Uber 94% aufwiesen, durchgefuhrt. Zusatzlich wurden alle
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Referenzstamme der zu dem Zeitpunkt der Untersuchungen als valide Spezies be-
schriebenen und verfligbaren avidren Mykoplasmen serologisch untersucht, da diese
potentiell im gleichen Habitat vorkommen kdnnen. Unspezifische serologische Reaktio-
nen mit diesen Spezies kénnten somit moglicherweise zur Fehlidentifizierung bzw.
Fehldiagnosen fuhren. Das Isolat ST57 reagierte im IBA schwach positiv mit Antiserum
gegen M. sturni, jedoch mit keinem der weiteren untersuchten Antiseren (siehe Tabelle
28). Serologische Untersuchungen ermoglichen im Gegensatz zu molekular-
biologischen Untersuchungen eine Differenzierung der Mykoplasmen aufgrund struktu-
reller Membranproteine (PoveDA 1998). Unspezifische Reaktionen werden jedoch h&u-
fig beschrieben und treten sowohl bei nah als auch entfernt verwandten Spezies regel-
mafig auf (BEN ABDELMOUMEN und Roy 1995). Als alleiniges Diagnostikum zur sicheren
Differenzierung von Spezies sind sie daher wenig geeignet. Besonders bei der Unter-
suchung von Mykoplasmen bei Wildvogeln finden sich regelmafRlig unbekannte Myko-
plasmenspezies, deren Kreuzreaktivitaten mit Antiseren beschriebener Spezies un-
bekannt sind (ROSENGARTEN und YOGEV 1996). Neben richtig positiven Reaktionen be-
steht daher immer ein Risiko der Fehltypisierung durch kreuzreagierende Antigene. Bei
positiven Reaktionen missen reziproke Tests (Hyperimmunserum der fraglichen Spezi-
es mit Referenzstamm der Spezies, deren Hyperimmunserum positiv reagiert) durchge-
fuhrt werden. Ist dieser Test negativ, wird die Reaktion als unspezifische Kreuzreaktion
eingestuft (BROWN et al. 2007). Die reziproken Tests (M. ciconiae sp. nov. Hyper-
immunseren und M. sturni-Referenzstamm) lieferten ein negatives Ergebnis, weshalb
es sich sehr wahrscheinlich um eine unspezifische Kreuzreaktion handelt. Auch die
niedrige 16S-rRNA-Gensequenz-homologie von 92,3% zwischen beiden Stammen un-
termauert die Vermutung, dass es sich um Vertreter zweier separater Spezies handelt.
Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Kaninchen-Hyperimmunseren gegen das
Isolat ST57 reagierten in den durchgefihrten Untersuchungen deutlich mit dem Isolat
ST57 selbst, hingegen nicht mit den Referenzstdmmen der 23 anderen untersuchten

Mykoplasmenspezies (siehe Tabelle 28).

Eine nicht unerhebliche Fehlerquelle falschpositiver Reaktionen bildete auch das Test-
system selbst. In dieser Arbeit wurde der IBA als einfaches und schnelles Verfahren
verwendet. Fur diese Methode wird mit 0,3 pl Kaninchen-Hyperimmunserum pro Probe
(300 pl Endvolumen, Verdiinnung 1:10%) im Gegensatz zu anderen Methoden nur wenig

Material bendétigt. Eine Volumenreduktion auf 0,2 pl Antiserum (200 pl Endvolumen) pro
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Probe fuhrte zu einer mangelnden Benetzung des Zentrums der Nitrozellulose-
membranen und damit zu Trocknungsartefakten. Fehlerquellen bei diesem Test waren
zudem die Wahl der PBS-L6sung. Ein Magnesiumzusatz fuhrte zu Fallung des in der
Substratlésung enthaltenen Chlornaphthols und Bildung von dunkelblauen Préazipitaten
auf den Nitrocellulosemembranen. Auch eine Porenweite der Nitrozellulose-Membran

unter 0,45 um fahrte zu einer mangelnden Adsoption der Kolonien.

Eine organisatorische Herausforderung fur serologische Untersuchungen bei Myko-
plasmen ist die eingeschrankte Verfligbarkeit notwendiger Kaninchen-Hyper-
immunseren, die gegen die entsprechenden Referenzstamme gerichtet sind. Diese wa-
ren zu Beginn dieser Arbeit nicht erhaltlich. Seit 2014 konnen wieder einzelne Antiseren
aus dem bestehenden Restbestand Uber die Stammsammlung ,, The Mollicutes Collecti-
on“ (TMC) der IOM (Standort: University of Florida, USA) bezogen werden. Aufgrund
von EU-Einfuhrbeschrankungen fur tierische Produkte ist eine Einfuhr aus den USA
problematisch. Die vorhandenen Antiseren wurden auf3erdem haufig ausschlief3lich
zum Zeitpunkt der Beschreibung der Spezies hergestellt. Einzelne Kaninchen-
Hyperimmunseren sind damit bis zu 65 Jahre alt (siehe Tabelle 2) und insgesamt von
variabler Qualitat. Aktuell werden, trotz formeller Vorschriften zur Beschreibung neuer
Spezies, von keiner Stammsammlung neue Kaninchen-Hyperimmunseren entgegen-
genommen oder hergestellt (D. BROWN, personliche Mitteilung). Dadurch stehen Kanin-
chen-Hyperimmunseren zurzeit fir serologische Untersuchungen nicht oder nur sehr
eingeschrénkt zur Verfigung, welches die Bedeutung serologischer Untersuchung bei
nicht-gefliigelpathogenen Mykoplasmenspezies wahrscheinlich weiter reduzieren wird.

5.2.1 Zusatzliche phanotypische Untersuchungen

Neben genotypischen und phanotypisch-serologischen Untersuchungen bilden weitere
phanotypische Untersuchungen einen essentiellen Bestandteil der Spezies-
beschreibung bei Mollicutes und wurden daher auch im Rahmen der Beschreibung von
M. ciconiae sp. nov. durchgefiihrt (BROwN et al. 2007). Einzelne phanotypische Unter-
suchungen fanden zusatzlich mit dem Isolat ST101 statt. Mollicutes sind, im Gegensatz
zu zellwandbildenden Bakterien, durch Ultrafilter mit Porendurchmessern von 0,45 pm

filtrierbar. Diese Eigenschaft traf auch auf den Typstamm ST 57" von M. ciconiae sp.
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nov. (abgeklrzt ST57) zu. Im Gegensatz zu dem Isolat ST101 war ST57 jedoch nicht
durch Filter einer Porengr6éf3e von 0,22 um filtrierbar. Im Gegensatz zur Literatur, wo
nur minimale Reduktionen der Konzentration durch Filtration (max. log 2 bis log 4) be-
schrieben werden (TuLLy 1983), zeigte sich bei ST57 mit log 6 ein wesentlich starkerer
Konzentrationsabfall. In der Literatur werden auch Aggregatbildungen von Mycoplasma
spp. in Flissigmedium beschrieben (TuLLy 1983), welches eine mdgliche Erklarung far

die schlechte Filtrierbarkeit des Isolates ST57 ist.

Die Kolonien aller untersuchten Isolate von M. ciconiae sp. nov. stellten sich auf SP4-
Agarmedium spiegeleiférmig dar, wobei das Zentrum eher undeutlich von der Periphe-
rie abgegrenzt war. Diese spiegeleiformige Koloniemorphologie ist typisch fur Myco-
plasma spp. (MASOVER und HAYFLICK 1985), kann jedoch abhangig von der Zusammen-
setzung des verwendeten Mediums (MIYATA et al. 2000) und nach wiederholter Sub-
kultivierung der Organismen variieren (BROWN et al. 2007). Wahrend die Kolonien des
Isolates ST57 in Medium mit reduzierten Inhaltsstoffen (Standard-Festmedium nach
PoVEDA) insgesamt einen kleineren Durchmesser hatten (Anm: wurde in dieser Arbeit
nicht ausgemessen), waren durch Subkultivierung keine morphologischen Veranderun-
gen der Kolonien erkennbar. Die Zellen des Isolates ST57 waren lichtmikroskopisch
polymorph und farbten sich in der Gramfarbung negativ (rot) an. Trotz fehlender Zell-
wand farben sich Mollicutes gramnegativ an, kénnen jedoch anhand ihrer polymorphen
Form gut von zellwandbildenden Bakterien und Hefen unterschieden werden, die auf-
grund ihrer festen Zellwand gut definierte Formen beibehalten. Aufgrund der Zerstérung
der Zellen muss bei Mollicutes der Schritt der Hitzefixierung, welcher haufig in Protokol-
len fur zellwandbildende Bakterien vorkommt, durch eine Methanolfixierung ersetzt
werden (BARILE 1983). Eine genauere Betrachtung der Zellmorphologie des Isolates
ST57 erfolgte elekronenmikroskopisch mittels Negativkontrastierung. Dabei stellten sich
die Zellen ebenfalls polymorph dar. Auffallig waren bei einigen Zellen kopféahnliche Aus-
stilpungen der Zellmembran. Ahnliche Strukturen wurden bislang bei den motilen Spe-
zies M. mobile (MiyatA et al. 2000), M. pneumoniae (KRAUSE 1998) und
M. gallisepticum (KOROLEV et al. 1994) beschrieben. Diese Strukturen sind an der Zell-
adhasion und einem komplexen Mechanismus beteiligt, der eine gleitende Motilitat er-
maoglicht. Es ist jedoch umstritten, ob alle motilen Mykoplasmenspezies dhnliche Me-
chanismen verwenden, da es eine deutliche Variabilitat bei den Strukturproteinen gibt

(MiyATA 2010). Bei den beobachteten Ausstilpungen der Zellmembran handelt es sich
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hingegen wahrscheinlich eher um Artefakte durch Zelllyse infolge der Fixation oder
Scherkraften oder Trocknungsartefakte (CoLE 1983).

Neben der Morphologie haben Spezies des Genus Mycoplasma bestimmte Wachs-
tumseigenschaften, die eine gezielte Zuordnung ermdglichen. M. ciconiae sp. nov.
ST 57" zeigte ein cholesterinabhangiges Wachstum, welches im Digitonin-Test anhand
einer deutlichen Wachstumshemmung nachgewiesen wurde. Digitonin fuhrt zu einer
Fallung von Cholesterin und somit indirekt zu einer Wachstumshemmung von Myco-
plasma spp., da dieses nicht mehr zur Zellwandsynthese zur Verfiigung steht (FREUNDT
et al. 1973). Anhand dieses Tests werden die Genera Mycoplasma, Ureaplasma, Ento-
moplasma, Spiroplasma und Anaeroplasma von den nicht cholesterinabhangigen Molli-
cutes der Genera Mesoplasma, Acholeplasma und Asteroleplasma differenziert. Abge-
grenzt werden konnte M. ciconiae sp. nov. auch zum Genus Ureaplasma, da es keinen
Harnstoff (Urea) hydrolysierte (POVEDA 1998). Neben genetischen Unterschieden war
M. ciconiae sp. nov. u.a. aufgrund des aeroben Wachstums von den strikt anaeroben
Anaeroplasmen, anhand der Morphologie von den Spiroplasmen (MIYATA et al. 2000)
(Abbildung 17) und aufgrund der Unterschiede in der optimalen Wachstumstemperatur

von den Entomoplasmen abgrenzbar (Tabelle 1).

Zur Energiegewinnung oxidiert und fermentiert M. ciconiae sp. nov. Glucose, welches
anhand des Typstamms ST 57" nachgewiesen wurde. Diese Eigenschaft unterscheidet
M. ciconiae sp. nov. von allen anderen Mykoplasmenspezies, die bislang bei Weil3-
storchen isoliert wurden. Das Isolat ST101, Vertreter der ,M. spumans-ahnlichen Grup-
pe“, hydrolysierte Arginin, bei der ,M. gypis-ahnlichen® Gruppe wurden keine bio-
chemischen Tests durchgefuhrt. Bei letzterer Gruppe kann die Hydrolyse von Arginin
jedoch aufgrund der rotvioletten Farbung des SP4-Mediums bei Wachstum der Rein-
kulturen angenommen werden. Im SP4-Medium entsteht bei der Hydrolyse von Arginin
das alkalische Ammonium, welches zur Erh6hung des pH-Wertes und einer rotvioletten
Farbung durch den darin enthaltenen Indikator Phenolrot fihrt. Wird hingegen Glucose
oxidiert, entstehen Sauren, die zu einer Senkung des pH-Wertes fuihren und eine Gelb-
farbung hervorrufen (ALuoTto 1970). Da das Medium neben diesen beiden Komponen-
ten zahlreiche weitere Stoffe enthalt, ist ein sicherer Nachweis der pH-Anderung nur in
speziellen Testmedien moéglich (Poveba 1998). Weitere biochemische Tests, die durch-

gefuhrt werden koénnen, sind Phosphatase Aktivitat, ,Film and Spots“-Bildung, Reduk-
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tion von Tetrazolium, Verflissigung von koaguliertem Serum, Hamagglutination,
Hamadsorption und Hamolyse bei Erythrozyten verschiedener Tierarten, Hydrolyse von
Askulin und Arbutin sowie die Hydrolyse von Casein (RAzIN et al. 1983; POVEDA 1998).
Da die Ergebnisse dieser Untersuchungen bei vielen Mykoplasmenspezies nicht be-
kannt sind sowie Aufwand und Kosten der Durchfiihrung dieser Tests gegenuber der
molekularbiologischen Identifizierung in keinem Verhaltnis zum Nutzen stehen, be-
schrankten sich die biochemischen Untersuchungen in dieser Arbeit auf die drei wich-

tigsten Tests: Glucose, Arginin und Urea.

Fur Untersuchung des Temperaturoptimums wurde die Methode nach Konal et al.
(1996) eingesetzt, wobei ,Medium azifizierende bzw. alkalisierende Einheiten“ bestimmt
wurden. Als alternative Methode ware eine KbE-Zahlung infrage gekommen. Zu jedem
Untersuchungszeitraum bei jeder Temperatur missten hier die Réhrchen der Flissig-
kulturen aus den Brut- bzw. Kihlschrdnken entnommen, gedffnet und ein Aliquot auf
Agarmedium subkultiviert werden. Aufgrund des hohen Kontaminationsrisikos durch
eine wiederholte Offnung der Réhrchen sowie die Verfalschung der Verdopplungszeiten
aufgrund von Temperaturschwankungen durch Enthahme der Kulturen aus der zu un-
tersuchenden Temperatur wurde diese Methode nicht gewahlt. Bei der verwendeten
Methode nach KoNal et al. (1996) bleiben aufgrund der optischen Beurteilung des Farb-
umschlages von aufen die R6hrchen geschlossen und die Inkubation erfolgt bei gleich-
bleibender Temperatur. Der Temperaturbereich, bei denen der Typstamm ST 57" von
M. ciconiae sp. nov. und das Isolat ST101 in vitro kultivierbar waren, lag zwischen 23°C
und 44°C. Das Temperaturoptimum lag bei dem Isolat ST57 bei 37°C, bei ST 101 hin-
gegen mit 44°C deutlich hoéher. Die meisten Mykoplasmenarten wachsen bei 37°C
in vitro zuverlassig, da sie an homoiotherme Vertebraten angepasst sind (TuLLY et al.
1993). Die Kultivierung aviarer Mykoplasmen erfolgt daher routinemafig mikroaerob bei
37°C (BRADBURY 1998). Wahrend das optimale Wachstum von ST57 im erwarteten
Temperaturbereich lag, ist das hohe Temperaturoptimum des Isolates ST101 un-
gewohnlich. Es ware ratsam diese Messung mit weiteren Isolaten derselben Spezies zu
wiederholen, um dieses Ergebnis zu bestatigen bzw. zu widerlegen (SUAREZ-PEREZ et
al. 2012). Eine Anpassung an bestimmte Umgebungsbedingungen, beispielsweise hohe
Temperaturen, kann Mikroorganismen Selektionsvorteile bieten. Die normale Kdorper-
innentemperatur bei Stérchen in Ruhe und bei niedriger Aktivitat liegt zwischen 39°C

und 41°C. Bei hoher Aktivitat kann diese bis tUber 44°C ansteigen (PRINZINGER et al.
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1991). Da die Trachea bzw. Respirationstrakt in Kontakt zur Umgebungsluft stehen und
an der Thermoregulation beteiligt sind (Scheid 1983), werden hier Temperaturen von
44°C wahrscheinlich nicht erreicht. Beide Isolate zeigten ein Wachstum bei 44°C, womit
diese an die Korperinnentemperatur von Weil3stérchen angepasst zu sein scheinen. Zur
Bedeutung des Temperaturoptimums von 44°C bei dem Isolat ST101 kann bislang nur
spekuliert werden. Moglicherweise hat das Temperaturoptimum Einfluss auf die Patho-
genitat dieser Mykoplasmen, die neben gesunden auch aus geschwécht aufgefundenen

Weil3stérchen isoliert wurden (SUAREZ-PEREZ 2011).
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5.3 Pravalenzstudie

5.3.1 Etablierung einer speziesspezifischen PCR fiir das
Isolat ST57, Typstamm von Mycoplasma ciconiae
sp. nov. (ST57-PCR)

Ziele der Entwicklung der speziesspezifischen PCR waren eine hohe Sensitivitat und
Spezifitat. Entwickelt wurde die PCR anhand des Isolates ST 57", welches der Typ-
stamm der neu beschriebenen Spezies M. ciconiae sp. nov. ist. Flr eine hohe Spezifitat
ist zunachst die Auswahl der Oligonukleotide (Primer) von Bedeutung. Ein spezifisches
Primerpaar fur die ST57-PCR fand sich in der 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-
Region (ITS). Als Zielsequenzen kommen bei Mykoplasmen hauptsachlich die Sequen-
zen des 16S-rRNA-Gens, der ITS und des RNA-Polymerase-Beta-Subunit (rpoB)-Gens
infrage, da diese Sequenzen neben hochkonservierten Regionen auch Regionen mit
niedrigeren Homologien bei nah verwandten Mykoplasmenspezies enthalten. Zudem
sind diese Sequenzen von allen bislang beschriebenen Mykoplasmen unter anderem
iber die Nukleotiddatenbank GenBank® (NCBI, USA) éffentlich zuganglich (RAMIREZ et
al. 2008; VoLokHov et al. 2012). Aufgrund der hohen Homologien der Mykoplasmens-
pezies des Synoviae-Clusters untereinander fand sich in der 16S-rRNA-Gensequenz
kein spezifisches Primerpaar fur die ST57-PCR. Die Sequenz der ITS weist im Ver-
gleich zum 16S-rRNA-Gen eine geringere Homologie zwischen den verschiedenen My-
koplasmenspezies auf (RAMIREZ et al. 2008). Neben einer mdoglichst spezifischen Se-
guenz sollten Primerpaare fur die optimale PCR eine Lange von jeweils 18-30 Basen,
bei einem Anteil von 40-60% Guanidin und Cytosin (G+C), aufweisen. Es sollten nicht
mehr als vier gleiche Basen hintereinander folgen, da dies haufiger zu Fehlhybridisie-
rungen fuhrt (MULHARDT 2009). Zudem sollten Primer moglichst wenig Ahnlichkeiten an
ihren 3‘-Enden aufweisen, da dies zu Reaktionen der Primer miteinander, sogenannten
Primerdimeren, fuhrt. Primer sollten weiter keine internen Sekundarstrukturen enthalten,
beispielsweise Haarnadelstrukturen (Hairpins), da diese ebenfalls die Hybridisierung
reduzieren kénnen (MULHARDT 2009). Das Vorliegen von Sekundarstrukturen und Pri-
merdimeren wurde bei den Primern, die in dieser Arbeit verwendet wurden, zun&chst
mithilfe des Programmes PrimerSelect berechnet und sodann Primer ohne Dimere so-

wie moglichst wenigen (0-1) Hairpin ausgewahlt. Die Primer flr die ST57-PCR lagen mit

2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
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einer Lange von 21 bzw. 20 bp im Optimalbereich, mit einen G+C-Gehalt von 33% bzw.
25% hingegen unter den empfohlenen Gehalten von 40-60%. Die Temperatur fur die
Anlagerung (Annealingtemperatur) der ST57-PCR war mit 50°C im Vergleich zu der
anderer speziesspezifischer Mykoplasmen-PCR (53°C-62°C) eher niedrig (RAMIREZ et
al. 2006; HAGEN 2007; Raviv et al. 2007). Allgemein sollte die Annealingtemperatur
maoglichst hoch gewéhlt werden, um durch Instabilisierung falsch hybridisierter Primer
eine hohe Spezifitat zu erreichen. Die Spezifitat der ST57-PCR wurde experimentell
anhand der DNA der Typstamme verschiedener Spezies der Klasse Mollicutes sowie
zellwandbildender Bakterien ermittelt. Dabei zeigte sich eine hohe Spezifitat, da keine
dieser Spezies zu einem Amplikon fuhrte. Zusatzlich wurde die Spezifitdt durch die Se-
guenzierung einer Stichprobe von Amplikons aus der Pravalenzstudie bestatigt. Dabei
stimmten die Sequenzen der Amplikons zu 100% mit der Sequenz von ST57 Uberein,
welches ein sehr gutes Ergebnis darstellt. Mit der Wahl einer hoheren Annealingtempe-
ratur sinkt im Gegenzug auch die Wahrscheinlichkeit der Anlagerung und somit auch
die Ausbeute an Amplikons (MULHARDT 2009). Bei schlechterer Anlagerung steht im
folgenden Reaktionszyklus weniger Template-DNA flr eine Anlagerung zur Verfiigung,
welches durch eine geringere Zahl von Amplikons wiederum zu einer niedrigeren Sensi-
tivitat fuhrt (MULHARDT 2009). Da die ST57-PCR mit der ermittelten Annealingtempera-
tur spezifisch war und damit der Kompromiss einer niedrigeren Sensitivitat nicht not-
wendig war, wurden keine weiteren Versuche mit dem Ziel einer Erh6hung der Annea-

lingtemperatur durchgefihrt.

Nach Auswahl des Primerpaares wurde auf Basis des HotStarTag-DNA-Polymerase-
Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben ein PCR-Protokoll konzipiert und experi-
mentell optimiert. Fur die ST57-PCR wurde aufgrund der einfachen Handhabung die
HotStarTag-DNA-Polymerase verwendet. Tag-Polymerasen haben eine Fehlerrate von
1/10°, wahrend Polymerasen mit Korrekturlesefunktion (Proofreading) eine 10fach nied-
rigere Fehlerrate aufweisen (CLINE et al. 1996). Aufgrund des mit einer Lange von 203
bp sehr kurzen Amplikons war diese Fehlerrate akzeptabel. Polymerasen mit Korrektur-
lesefunktion wurden in dieser Arbeit hingegen bei allen PCR verwendet, auf deren Ba-
sis phylogenetische Aussagen getroffen werden sollten. Die Syntheserate der DNA-
Tag-Polymerase betrug nach Herstellerangaben 1 kb/min. In dem Protokoll wurde somit
eine Elongationszeit von 30 Sekunden verwendet, in der die Polymerase das Amplikon

von 203 bp zuverlassig synthetisierte. Wichtig fur die Sensitivitat und Spezifitdt der PCR
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sind, neben der einzelnen Schritte von Schmelzen (Melting), Anlagerung (Annealing)
und Verlangerung (Elongation), auch die Anzahl der Zyklen. Niedrige Zyklenzahlen fuh-
ren allgemein zu einer geringen Ausbeute und somit zu einer niedrigen Sensitivitét. Bei
zu vielen Zyklen kann es aufgrund vermehrter Fehlamplifikationen zur Bildung unspezi-
fischer Amplifikate kommen, die als Hintergrundbanden im Agarosegel erkennbar sind
(MULHARDT 2009). Die ST57-PCR wurde mit 35 Zyklen durchgefuhrt, wobei keine un-
spezifischen Banden entstanden. Diese Anzahl von Zyklen ist auch bei anderen spezi-
esspezifischen Mykoplasmen-PCR gebrauchlich (HAGEN 2007), andere Autoren ver-
wenden 30 Zyklen (RAMIREZ et al. 2006; RAvIv et al. 2007).

Die Sensitivitdt wurde mit jeweils einer DNA- und KbE-Verdinnungsreihe ermittelt und
lag bei 3 pg DNA bzw. 3 KbE/Reaktionsansatz. Eine Verbesserung der Sensitivitat
kénnte unter anderem durch eine Veranderung der Lange oder des GC-Gehaltes der
Primer erreicht werden, wenn diese zu einer besseren Hybridisierung an DNA-
Einzelstrange fuhrt. Dies fuhrt zu einer besseren Amplifikation und somit Ausbeute an
Amplikons, die wiederum im nachsten Zyklus zur Verfigung stehen. Eine héhere Sensi-
tivitat kann im Gegenzug jedoch auch zu einer niedrigeren Spezifitat der Primer fuhren
(MULHARDT 2009). Auch eine Erhohung der Zyklenzahl kdnnte zu einer Verbesserung
der Sensitivitat fihren. Eine hohere Zyklenzahl als 35 wird aufgrund des Risikos ver-
mehrter Fehlamplifikationen und damit unspezifischer Amplifikate nicht eingesetzt
(MULHARDT 2009).

In anderen Arbeiten, bei denen speziesspezifische PCR fir die Detektion aviarer Myko-
plasmen etabliert wurden, gaben die Autoren Sensitivitaten von 100 pg DNA (ZHAO et
al. 1993), 1,15-1,55 pg DNA (RAMIREZ et al. 2006) sowie 50 fg-10 pg DNA bzw. 0,05-
10 KbE/Reaktionsansatz (HAGEN 2007) an. RAMIREZ et al. (2006) konnten MS mit der
speziesspezifischen MS-PCR aus Feldproben ohne vorherige Kultivierung gewinnen.
Ebenfalls ohne vorherige Kultivierung waren mittels genusspezifischer PCR nach vAN
KupPPEVELD et al. (1992), modifiziert nach HAGEN (2007), aus 99,1% (107/108) der Tra-
chealtupferproben klinisch unauffalliger Weil3storchnestlinge Mykoplasmen nachweis-
bar (HAGEN et al. 2004). Da die Sensitivitdt beider PCR mit 1 pg DNA der Sensitivitat
der ST57-PCR (3 pg DNA) sehr &hnlich ist, eignet sich die ST57-PCR sehr wahrschein-
lich ebenfalls fir die direkte Untersuchung von Trachealtupferproben.
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5.3.2 Bedeutung von Mycoplasma ciconiae sp. nov. fir
Weif3storche

Uber das Vorkommen und die Bedeutung von Mykoplasmen bei WeiRstérchen in
Deutschland liegen bisher nur wenige Erkenntnisse vor. In einer Studie im Frihsommer
2003 wurden von 106 Weil3storchnestlingen jeweils zwei Trachealtupfer entnommen
und mittels genusspezifischer PCR und Kultivierung in SP4-Medium auf das Vorkom-
men von Mykoplasmen untersucht. Bei zwei Nestlingen wurde nur ein Trachealtupfer
entnommen und dieser mittels genusspezifischer PCR untersucht (HAGEN et al. 2004).
In dieser Studie gelang bei 99,1% der untersuchten Individuen (107/108) der Nachweis
von Mykoplasmen mittels genusspezifischer PCR. Der Trachealtupfer eines Nestlings
(0,9%) war PCR-negativ. Bei der Kultivierung des zweiten Trachealtupfers dieses Nest-
lings fanden sich jedoch Mykoplasmen-verdéachtige Kolonien auf der Agarplatte. In der
Kultur gelang bei insgesamt 78,3% (83/106) der untersuchen Proben der Nachweis von
Mykoplasmen. Insgesamt 19,8% (21/106) waren mit anderen Mikroorganismen (Bakte-
rien, Schimmelpilze) kontaminiert und bei zwei Proben waren keine Mykoplasmen kulti-
vierbar (HAGEN et al. 2004). Nach Ausschluss gefligelpathogener Mykoplasmen mittels
speziesspezifischer MG-, MS-, MM- und MI-PCR wurde keine weitere Differenzierung
der Isolate durchgefihrt. Vorarbeiten zu dieser Studie identifizierten zwei Isolate, ST57
und ST101, als Vertreter moglicher neuer Mykoplasmenspezies. In Spanien wurden im
Rahmen einer anderen Studie in 100% (6/6) der geschwacht aufgefundenen Weil3stor-
che Mykoplasmen isoliert. Diese Isolate konnten ebenfalls keiner bekannten Spezies

zugeordnet werden (SUAREZ-PEREZ 2011).

Bei der vorliegenden Studie handelte es sich um eine Préavalenzstudie. Mittels dieses
Studientyps lassen sich die aktuelle Haufigkeit von Erkrankungen und Risikofaktoren
unabhéangig vom Zeitpunkt des Eintritts evaluieren (KREIENBROCK et al. 2012). Dieser
Studientyp dient der Dokumentation des Ist-Zustandes sowie der Hypothesen-
gewinnung, z.B. zu Infektionswegen und Risikofaktoren. Um anhand epidemiologischer
Daten kausale Zusammenhange von Risikofaktoren besser beurteilen zu kdnnen,
mussten z.B. Fall-Kontroll-Studien durchgefuihrt werden, bei denen jeweils kranke und
gesunde Tiere bzw. exponierte und nicht exponierte Falle entgegengestellt werden

(KREIENBROCK et al. 2012).
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In der vorliegenden Studie war M. ciconiae sp. nov. (Typstamm: ST 57) mittels spezies-
spezifischer PCR in 49 von 83 Kulturen und einer DNA-Probe (84 Proben) klinisch un-
auffalliger Weil3storchnestlinge (58,3%) nachweisbar. Da fast ausschlie3lich Proben in
diese Studie eingingen, in denen kontaminationsfrei Mykoplasmen kultiviert wurden,
bezieht sich diese Nachweisrate nur indirekt auf die Gesamtheit der von HAGEN et al.
(2004) beprobten 106 bzw. 108 Nestlinge. Mittels PCR waren jedoch der Studie Myko-
plasmen bei fast allen (107/108) Nestlingen nachweisbar (HAGEN et al. 2004).

Die Nachweisrate von 58,3% M. ciconiae sp. nov. aus 83 Mycoplasma-positiven Kultu-
ren und einer DNA-Probe stellt damit wahrscheinlich auch in Bezug auf die Gesamtheit
beprobter Nestlinge eine realistische Schatzung dar. Unterstitzt wird diese These da-
durch, dass aus der einzigen vorliegenden DNA-Probe, die von einem Nestling stammte
dessen Mykoplasmenkultur kontaminiert war, M. ciconiae sp. nov. mittels speziesspezi-
fischer PCR nachgewiesen wurde. Da Kontaminationen von Kulturen zuféllig erfolgen,
handelte es sich folglich bei den untersuchten 83 Kulturen um eine zuféllige Selektion
aus den urspringlich 106 Kulturen. Dennoch beziehen sich alle Berechnungen in dieser
Arbeit ausschlieRlich auf die 83 Kulturen und 1 DNA-Probe, die zur Verfigung standen
und untersucht wurden. Um die Genauigkeit des Prévalenzschatzers zu uberprifen,
wurde das 95%-Konfidenzintervall berechnet, welches zwischen 47,1% und 69% lag.
Somit wird mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% von dem Intervall 47,1% bis 69% die
wahre Pravalenz von M. ciconiae sp. nov. bei Weil3storchnestlingen tberdeckt. Bei der
hohen Nachweisrate von M. ciconiae sp. nov. in klinisch unauffalligen Wei3storchnest-
lingen ist eine obligate Pathogenitat mit hoher Wahrscheinlichkeit auszuschlie3en. Bei
M. ciconiae sp. nov. handelt es sich somit um eine apathogene oder fakultativ pathoge-
ne Spezies. Ahnliche Nachweisraten wie die von M. ciconiae sp. nov. bei Weistorch-
nestlingen finden sich in der Literatur bei verschiedenen Vogelarten. Bei 35-66% der
Tauben fanden sich die, als kommensal eingeschatzten, Mykoplasmenspezies
M. columborale, M. columbinasale und M. columbinum (SHimizu et al. 1978). In einer
Studie an Klinisch unauffalligen Wasservogeln war M. glycophilum bei 68% der Wasser-
rallen und 60% der Kormorane nachweisbar (STENKAT et al. 2011). Eine Nachweisrate
von 98% gab es zudem bei klinisch unaufféalligen Pelikanen, wobei keine Speziesdiffe-
renzierung durchgefuihrt wurde (ASSUNGAO et al. 2007). Bei Greifvogeln wurden die
Spezies M. falconis, M. buteonis und M. gypis bei gesunden Wildvdgeln sehr haufig

nachgewiesen und daraus eine Apathogenitat bzw. sogar eine kommensale Beziehung
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zwischen Greifvogeln und diesen Mykoplasmenspezies hergeleitet (Poveba et al.
1990b; LIERZ et al. 2000a; LIERZ et al. 2008b; LIERZ et al. 2008d). Die hohe Nachweisra-
te von M. ciconiae sp. nov. bei gesunden wildlebenden Weil3storchnestlingen deutet

daher auf eine Apathogenitat dieser Mykoplasmenspezies.

Unterstitzt wird die These, dass es sich bei M. ciconiae sp. nov. um fur Weil3storche
apathogene Mykoplasmen handelt, auch dadurch, dass sich keine signifikaten Unter-
schiede in der Nachweishaufigkeit in Abhangigkeit von den zwei untersuchten Regionen
fanden. Einschrankend ist hierbei zu bertcksichtigen, dass es sich um eine regional
begrenzte Beprobung in Gebieten mit ahnlicher Storchendichte handelte, welches zu
einer Stichprobenverzerrung (Englisch: selection bias) gefuhrt haben kann. Basierend
auf Daten der WeiRstorch-Bestandserfassung des NABU im Jahre 2003° gab es in in
Brandenburg 4,5, in Sachsen-Anhalt 2,6 und in Mecklenburg-Vorpommern
4,6 Horstpaare pro 100 m?. Fiir einige Bundeslander liegen diese Daten nicht vor, daher
existiert auch kein Durchschnittswert fur die Bundesrepublik Deutschland. Die niedrigs-
ten Storchendichten gab es in Bayern mit 0,2 und Schleswig-Holstein mit 1,4 Horst-
paaren pro 100 m% Um Unterschiede besser herausarbeiten zu kénnen, waren Fall-
Kontrollstudien mit Vergleichen zwischen Gebieten mit einer sehr hohen bzw. niedrigen
Populationsdichte sinnvoll. Ein weiterer Punkt ist der Kontakt der Weil3stérche unter-
einander auf ihren Ziigen in die Uberwinterungsgebiete in Afrika. Die Zugrouten werden
dabei in eine 6stliche und westliche Zugroute eingeteilt (ELLIOT 1992). Interessant im
Hinblick auf mogliche Unterschiede wére es daher auch, in Fall-Kontrollstudien Weil3-

storche aus diesen beiden Gruppen zu vergleichen.

In unserer Untersuchung fanden sich keine signifikanten Einfliisse der Faktoren ,Anzahl
Nestlinge pro Horst* und ,Alter der Nestlinge“ bis drei bzw. Gber drei Wochen auf die
Nachweishaufigkeit von M. ciconiae sp. nov. Diese beiden Faktoren sind wichtig, da
Weildstorchnestlinge bis zu einem Alter von etwa drei Wochen ihre Kdrpertemperatur
nicht selbststandig regulieren kénnen. Somit sind sie in diesem Zeitraum besonders
empfindlich gegen Witterungseinflisse (TORTOSA und CASTRO 2003). Kaltestress konn-
te insbesondere bei Nestlingen unter drei Wochen bzw. in Horsten mit nur einem Nest-

ling zu einer Immunsuppression fuhren. Eine hdhere Nachweishaufigkeit bei diesen Tie-

® http://bergenhusen.nabu.de/weissstorch/national/
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ren im Vergleich zu alteren Nestlingen wirde folglich dafir sprechen, dass es sich um
einen fakultativ pathogenen Erreger handelt. Da die Nachweishaufigkeit bei diesen
empfindlicheren Tieren nicht hoher war, deuten die Ergebnisse eher auf Apathogenitét
von M. ciconiae sp. nov. fur Weil3storchnestlinge hin. Mdglicherweise handelt es sich
bei M. ciconiae sp. nov. sogar um einen kommensales Bakterium und Bestandteil der
physiologischen Trachealmikrobiota von Wei3stérchen, wie dies analog beispielsweise
auch fur verschiedene Mykoplasmenspezies bei Greifvogeln (LIERz et al. 2008b), Tau-
ben (SHIMIzU et al. 1978) oder Huhnervogeln (FREUNDT 1955; BENCINA et al. 1987a) an-
genommen wird. Fur die Interpretation der Daten ist jedoch nicht zu vernachlassigen,
dass im Zeitraum der Probennahme (21.05.-04.07.2003) in Deutschland uber-
durchschnittlich viel Sonnenschein, hohe Temperaturen und deutlich zu wenig Nieder-
schlage zu verzeichnen waren (DEUTSCHER WETTERDIENST 2003). Somit war auch diese
Tiergruppe wahrscheinlich wenig Stress durch Kalte und N&sse ausgesetzt. Bei Vdgeln
mit geschwachtem Immunsystem durch Stress, Traumata oder Mangelerndhrung kann
es zu einer Steigerung der Virulenz verschiedener Erreger mit einer starkeren Replika-
tion oder Invasion kommen (NUNOYA et al. 1995; BRowN et al. 2003). Bei Mykoplasmen
sind zudem synergistische Effekte mit anderen, v. a. viralen, Erregern beschrieben
(RANCK et al. 1970; MUrAkAMI et al. 2002). Gegen eine fakultative Pathogenitat von
M. ciconiae sp. nov. spricht daher zusatzlich, dass diese Spezies aus der Trachea eines
verletzt aufgefundenen WeilRstorches in Hessen (siehe Anhang V.1V) isoliert werden

konnte, dieser Vogel jedoch keine Mykoplasmose-verdachtige Symptomatik zeigte.

Nestlinge kénnen sich hauptsachlich direkt bzw. indirekt Gber die Elterntiere infizieren,
da sie flugunfahig sind und somit wenig bis keinen Kontakt zu anderen Tieren haben.
Eine mdgliche Infektionsquelle stellen Beutetiere dar. Dieser Infektionsweg wurde bei
Greifvogeln beschrieben (POVEDA et al. 1990a). Zum Futterspektrum von Weil3stdrchen
gehdren mit Insekten, Fischen, Amphibien, Reptilien und Kleinsdugern (TRYJANOWSKI
und KUZNIAK 2002) zahlreiche Spezies, die Trager von Mykoplasmen sind. Als Kultur-
folger haben Weil3stérche zudem Kontakt zu Gefliigelhaltungen, Menschen sowie
Haus- und Nutztieren. Sporadische, lokalisierte, Nachweise von Mykoplasmen liel3en
sich durch Infektionen Uber Futter oder Kontakttiere erklaren. Aufgrund der hohen
Nachweisraten in den untersuchten Nestlingen aus verschiedenen Regionen sind Fut-
tertiere als Ubertrager von M. ciconiae sp. nov. wahrscheinlich unbedeutend.

Da Nestlinge aul3er zu den Nestgeschwistern fast ausschliel3lich Kontakt zu den Eltern-
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tieren haben, ist eine Ubertragung von M. ciconiae sp. nov. Uber die Elterntiere wahr-
scheinlich. Dabei kommt sowohl eine pra- oder peripartale Ubertragung lber das Brutei
als auch eine postpartale Ubertragung durch direkten und indirekten Kontakt, beispiels-
weise bei der Fltterung, infrage. Die Infektion von Nestlingen Uber futternde Elterntiere
wurde in einer Studie bei Rotelfalken belegt. Wahrend bei elternaufgezogenen Nestlin-
gen regelmalig Mykoplasmen nachweisbar waren, fanden sich keine Mykoplasmen bei
handaufgezogenen Nestlingen. Da bei den handaufgezogenen Nestlinge keine Myko-
plasmen nachweisbar waren, wurde eine vertikale Ubertragung auf die Nestlinge als
unwahrscheinlich erachtet (LIERz et al. 2008f). Sehr niedrige Nachweisraten in Eiern
zeigten, dass auch bei anderen Greifvogeln die pra- und peripartale Ubertragung
kommensalisch lebender Mykoplasmen wahrscheinlich eine untergeordnete Bedeutung
spielt (LIERz et al. 2007b). Aufgrund der hohen Nachweisrate bei den Weil3storchnest-
lingen kann spekuliert werden, dass M. ciconiae sp. nov. vermutlich nicht pra- oder
peripartal auf die Kuken Ubertragen wird. Insbesondere, da bei pra- oder peripartaler
Ubertragung nur wenige Eier positiv sind (LIERZ et al. 2007b).
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5.4 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der phéanotypischen, genotypischen und serologischen Untersuchungen
dieser Arbeit zeigen, dass es sich bei dem Isolat ST57 um einen Vertreter einer bisher
nicht beschriebenen Mykoplasmenspezies handelt. Diese Spezies wurde valide unter
dem Namen Mycoplasma ciconiae sp. nov. mit dem Typstamm ST 57" beschrieben
(MOLLER PALAU-RIBES et al. 2016). Anhand der in dieser Arbeit etablierten spezies-
spezifischen PCR war die neue Spezies M. ciconiae sp. nov. (Typstamm ST 577) bei
58,3% (49/84) der untersuchten Weil3storchnestlinge (Ciconia ciconia) nachweisbar. Es
handelt sich bei M. ciconiae sp. nov. sehr wahrscheinlich um eine fur Weil3stérche apa-
thogene Mykoplasmenspezies, die moglicherweise einen Bestandteil der Tracheal-
mikrobiota darstellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden auRerdem weitere Mykoplasmen-
isolate identifiziert, die keiner beschriebenen Spezies zugeordnet werden konnten. Ahn-
lich wie bein Greifvégeln scheinen auch bei Weil3stérchen physiologischerweise ver-
schiedene Mycoplasma spp. Schleimhaute es oberen Respirationstraktes zu besiedeln.
Zur Evaluierung der klinischen Bedeutung einzelner Spezies bedarf es weiterer Unter-
suchungen. Wahrend einige Mykoplasmenspezies bei Weil3stérchen wahrscheinlich
nicht von klinischer Bedeutung sind, kénnten z. B. gefligelpathogene Mykoplasmen
durchaus klinische Symptome hervorrufen. Werden Mykoplasmen bei einem kranken
Weil3storch nachgewiesen, sollte in einem zweiten Schritt eine Speziesdifferenzierung
durchgefiihrt werden. Der alleinige Nachweis von Mycoplasma spp. bei einem kranken
Weil3storch lasst hingegen keinesfalls Ruckschlisse auf Mykoplasmen als Ursache der

Erkrankung zu.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Mykoplasmen sind zellwandlose Bakterien der Klasse Mollicutes, die als bedeutende
Krankheitserreger beim Geflugel hohe wirtschaftliche Verluste verursachen. Bei Weil3-
storchen (Ciconia ciconia) gibt es vereinzelt Nachweise von Mykoplasmen bei ge-
schwacht aufgefundenen Individuen. Uber die Verbreitung von Mykoplasmen in der Kli-
nisch gesunden Weil3storchpopulation ist hingegen wenig bekannt. Diese Kenntnisse
werden jedoch bendtigt, um die klinische Bedeutung von Mykoplasmen fur Weil3storche
sowie Weil3storche als Erregerreservoir fur gefluigelpathogene Mykoplasmen, ein-
schatzen zu kénnen. In Voruntersuchungen an klinisch gesunden, wildlebenden Weil3-
storchnestlingen in Deutschland wurde eine flachendeckende Verbreitung von Myko-
plasmen innerhalb der Storchenpopulation festgestellt (HAGEN et al. 2004). Eine Spezi-
esdifferenzierung erfolgte nicht, dennoch wurden zwei Isolate (ST 57 und ST 101) iden-

tifiziert, die keiner bislang beschriebenen Spezies zugeordnet werden konnten.

Ziel der Untersuchung war, diese beiden Isolate weiter zu charakterisieren, wenn mog-
lich als Vertreter neu entdeckter Spezies zu beschreiben, und deren Vorkommen und
Bedeutung bei Weil3stérchen anhand der vorliegenden Proben zu eruieren. Fur diese
Arbeit standen 83 Mykoplasmenkulturen und eine DNA-Probe aus der Studie von HaA-
GEN et al. (2004) zur Verfigung. Mit ausgewahlten Isolaten wurden genetische und
phanotypische Untersuchungen durchgefuhrt. Als Basis der phylogenetischen Unter-
suchungen dienten die Sequenzen des 16S-rRNA-Gens sowie der 16S-23S-Intergenic-
Transcribed-Spacer-Region (ITS). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass
das Isolat ST 101 sehr nah mit M. spumans und weiteren Mykoplasmenspezies ver-
wandt war, sodass eine Beschreibung als neue Spezies nicht moéglich war. Die bio-
chemischen Eigenschaften der Isolate ST 57 und ST 101 wurden anhand der Fermen-
tation von Glucose sowie der Hydrolyse von Arginin und Harnstoff untersucht. Von bei-
den lIsolaten wurde zudem Temperaturoptimum und -toleranz fir das Wachstum be-
stimmt. Beide Isolate wurden durch Membranfilter mit Porendurchmessern von 800 nm,
450 nm und 220 nm filtriert, um durch Passage der Filter indirekt das Fehlen einer Zell-
wand nachzuweisen. Desweiteren wurde eine Gramfarbung durchgefiihrt, um ebenfalls
die Zellen sichtbar zu machen. Weitere Untersuchungen dienten der Beschreibung ei-
ner neuen Mykoplasmenspezies und wurden daher ausschliel3lich mit dem Isolat ST 57

durchgefthrt, darunter eine elektronenmikroskopische Untersuchung und ein Test zum
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indirekten Nachweis der Abhangigkeit des Wachstums von Cholesterin (Digitonin-Test).
Zusatzlich wurden spezifische Kaninchen-Hyperimmunseren gegen das Isolat ST 57
hergestellt und Immunobinding Assays mit Referenzstdammen und -antiseren nah ver-
wandter Mykoplasmenspezies durchgefiihrt. Anhand des Typstammes ST 57" wurde
somit die neue Spezies Mycoplasma ciconiae sp. nov. beschrieben. Zur molekular-
biologischen Identifizierung von M. ciconiae sp. nov. wurde eine speziesspezifische
PCR entwickelt. Alle 83 Mykoplasmenkulturen und die DNA-Probe wurden mit dieser
PCR untersucht, um die Pravalenz von M. ciconiae sp. nov. in Weil3storchnestlingen zu

schéatzen.

M. ciconiae sp. nov. (ci.coni’ae. L. gen. fem. n. ciconiae eines (Weil3-) Storches) ist
pleomorph mit kokkoiden und flaschenartigen Formen mit einer terminalen Protrusion
und durch Filter einer Porengréf3e von 450 nm filtrierbar. Auf SP4-Agarmedium bilden
sich typische, spiegeleiformige Kolonien mit undeutlich abgegrenzten Zentren. Die Spe-
zies wachst bei 37°C unter mikroaerophilen und anaeroben Bedingungen in SP4-
Medium und Hayflick-Medium. Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 37°C, wo-
bei bei Temperaturen von 23°C bis 42°C ein Wachstum in vitro gezeigt werden konnte.
Das Wachstum dieser Spezies wird durch Digitonin gehemmt. Die Spezies verstoff-
wechselt Glucose, jedoch kein Arginin oder Urea und ist serologisch von nah verwand-
ten Mykoplasmen abgrenzbar. Der Typstamm von M. ciconiae sp. nov. ist ST 57'. Die-
ser wurde bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen sowie
der American Type Culture Collection hinterlegt (DSM 25251, ATCC BAA-2401). Die
Sequenzen des 16S-rRNA-Gens (KP264571) und der ITS (KP264577) wurden bei
GenBank veroffentlicht. Vier zusatzliche Isolate von M. ciconiae sp. nov. wurden bei der
DSMZ (DSM 29908-10, DSM 29054) hinterlegt und die Sequenzen des 16S-rRNA-
Gens (KP26469, -70, -72, -73) und der ITS (KP26475-78) bei GenBank, sowie die voll-
standige Speziesbeschreibung im International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology veroffentlicht (MOLLER PALAU-RIBES et al. 2016).

Bei den Sequenzanalysen fanden sich weitere Mykoplasmenisolate, die keiner der bis-
lang beschriebenen Spezies zugeordnet werden konnten. Die Isolate wurden anhand
der Sequenzen des 16S-rRNA-Gens und ITS zwei Gruppen zugeordnet, die beide zum
Hominis-Cluster gehoren. Anhand der nachsten verwandten Spezies wurden diese als

,M. gypis-“und ,M. spumans-ahnliche“ Gruppe benannt. Analog zu Greifvogeln gehéren
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bei Weil3stérchen Mykoplasmen moglicherweise zu einer komplexen Tracheal-

mikrobiota.

Im Rahmen der Pravalenzstudie war M. ciconiae sp. nov. mittels spezies-spezifischer
PCR bei 58,3% (49/84) der untersuchten 83 Kulturen und einer DNA-Probe nachweis-
bar. Das 95%-Konfidenzintervall lag zwischen 47,1%-69%. In der Studie zeigten sich
keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Nachweishaufigkeit zwischen geo-
grafischen Regionen, untersschiedlichen Anzahlen an Nestlingen pro Horst und unter-
schiedlich alten Nestlingen. Aufgrund der hohen Nachweisrate und Verteiung bei Kli-
nisch unauffalligen Weil3storchnestlingen, ist M. ciconiae sp. nov. vermutlich apathogen
fur Weil3storche. Wahrend einige Spezies wie M. ciconiae sp. nov. klinisch ohne Bedeu-
tung zu sein scheinen, kdnnten andere Spezies, z.B. gefligelpathogene Mykoplasmen,
maoglicherweise klinische Symptome bei Weil3stérchen hervorrufen. Werden bei einem
geschwacht oder verletzt aufgefundenen Weil3storch Mykoplasmen nachgewiesen, soll-
te daher eine Speziesdifferenzierung folgen. Da vermutlich apathogene Spezies in der
Trachea gesunder Stérche regelmaf3ig nachgewiesen werden, ist auch bei erkrankten
Stérchen die Detektion von Mykoplasmen ohne Speziesdifferenzierung nicht aus-

reichend, um diese als Krankheitsursache zu bewerten.

145



SUMMARY

7 SUMMARY

Investigations on the occurrence and significance of mycoplasma in white storks
(Ciconia ciconia, LINNAEUS, 1758) and description of a new species (Mycoplasma

ciconiae sp. nov.)

Mycoplasma are bacteria that lack a cell wall and belong to the class Mollicutes. As im-
portant pathogens some species cause significant economic loss to the poultry industry
worldwide. Occasionally the occurrence of mycoplasma in debilitated or injured white
storks (Ciconia ciconia) has been reported, but little is known about the occurrence of
mycoplasma in the free-ranging white stork population. However this knowledge is es-
sential to evaluate the clinical significance of mycoplasma for white storks, and white
storks as possible reservoir for poultry pathogenic mycoplasma. In a previous study of
clinically healthy free-ranging white stork nestlings in Germany mycoplasma were found
to be widespread in the population (HAGEN et al. 2004). No species differentiation was
performed, though two isolates (ST 57 and ST 101) were identified that could not be

assigned to any previously described species.

The aim of our study was to further characterize these two isolates, if possible describe
them as representatives of novel species, and evaluate their distribution and potential
impact in white storks. From the study HAGEN et al. (2004) 83 mycoplasma cultures and
one additional DNA sample were available. Genotypic and phenotypic studies were per-
formed with selected isolates. Phylogenetic studies were based on the sequences of the
16S rRNA gene and the 16S-23S intergenic transcribed spacer region (ITS). The results
of these studies demonstrated, that the isolate ST 101 was very closely related to
M. spumans and some other species, which made a description as a representative of a
novel species impossible. For biochemical characterization of the isolates ST 57 and
ST 101 the fermentation of glucose, and the hydrolysis of arginine and urea were inves-
tigated. For both isolates optimal growth temperature and temperature range were de-
termined. Both isolates were filtered through 800 nm, 450 nm and 220 nm membrane
filters to indirectly prove the lack of a cell wall with a successful passage. Additionally a
gram staining was performed to visualise the cells. Further studies served as a basis for
the description of a novel species and were therefore only performed with the isolate
ST 57. These included electron microscopy and the digitonine inhibition test, which indi-

rectly proves the cholesterol requirement for growth. Furthermore, specific rabbit
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hyperimmunesera directed against the isolate ST57 were produced and
immunobinding assays with reference strains and -antisera of closely related myco-
plasma species were performed. Based on ST 57" as type strain we described the nov-
el species Mycoplasma ciconiae sp. nov. For the molecularbiological identification of
M. ciconiae sp. nov. we developed a species-specific PCR. The PCR was performed
using all 83 mycoplasma cultures and one DNA sample to estimate the prevalence of
M. ciconiae sp. nov. in white stork nestlings.

M. ciconiae sp. nov. (ci.coni‘ae. L. gen. fem. n. ciconiae of a (white) stork) shows a ple-
omorphic cell morphology; the cells lack a cell wall and range from coccoid to flask
shaped forms. The organism is filterable though 450°nm membrane filters. Fried-egg-
shaped colonies with a faintly deliminated center grow on SP4 agar medium. This or-
ganism grows in SP4 and Hayflick media at microaerophilic and anaerobic conditions.
Tmperature range for growth is 23-44°C, with optimum growth at 37°C. The organism is
inhibited by digitonin and acid is produced from glucose. Neither arginine nor urea are
hydrolysed. M. ciconiae sp. nov. is serologically distinct from all closely related species
of the genus Mycoplasma. The type strain is ST 57'. This strain was deposited at the
German Type Culture Collection (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen) and the American Type Culture Collection (DSM 252517, ATCC BAA-
2401"). Sequences from the 16S rRNA gene (KP264571) and the ITS (KP264577) were
submitted to GenBank. Four further strains were assigned to this species, deposited at
the DSMZ (DSM29908-10, DSM29054) and the 16S rRNA gene (KP26469, -70, -72, -
73) and the ITS sequences (KP26475-78) were submitted to GenBank. The species
description was published in the International Journal of Systematic and Evolutionary

Microbiology (MOLLER PALAU-RIBES et al. 2016).

During the sequence analyses performed in the present study, further mycoplasma iso-
lates were detected, which could not be identified as representatives of any previously
described species. Based on the sequences of the 16S rRNA gene and the ITS, the
isolates were assigned to two groups, which both belonged to the hominis cluster. Ac-
cording to the most closeyl related species, the groups were given the names “M. gypis-
like“ and “M. spumans-like”. Similar to birds of prey, white storks seem to have myco-

plasma as part of their complex tracheal microbiota.
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In the prevalence study 58,3% (49/84) of the 83 cultures and one DNA-sample were
positive for M. ciconiae sp. nov by species-specific PCR. The 95%-confidence interval
was between 47,1% and 69%. No significant differences in prevalence were found be-
tween geographical regions, different numbers of nestlings per nest and different age of
the nestlings. Based on the high percentage of positive samples and distribution in clini-
cally healthy white stork nestlings we conclude that M. ciconiae sp. nov. is probably
nonpathogenic or potentially facultatively pathogenic for white storks. While some my-
coplasma species, like M. ciconiae sp. nov., seem not to be of clinical signifycance, oth-
er species, e.g. poultry pathogenic species, might induce clinical symptoms in white
storks. If mycoplasma are found in a diseased or debilitated white stork, a species dif-
ferentiation should be performed. As probably apathogenic mycoplasma species occur
frequently in healthy individuals, the detection in diseased individuals is not sufficient to

identify mycoplasma as cause of disease.
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9 ANHANG

Anhang I: Gerate und Verbrauchsmaterial

I.I Gerate

Bezeichnung

Hersteller/Lieferant

Anaerobentopf 2,5 L

Brutschranke
Sanyo CO; Incubator
CO, Auto Zero
Kelvitron®t

Digitalkameras
BioDocAnalyze Digital
Canon Power Shot G5
Mikroskopkamera DFC 425C

Elektrophorese
Electrophoresis Power Supply

Elektrophorese-Stromquelle Unipack
250 Power Supply, UNIEQUIP
Horizontal-Gelelektrophorese-Kammer
Horizontal-Gelelektrophorese-Kammer

Henkellocheisen 15 mm, rund

Messgerate
Feinwaage Modell SI-234
NanoDrop 2000c

Membranfilter
Modell SM16263
Modell SM16621

Membran-Vakuumpumpe

Mikroskope

Elektronenmikroskop EM 10/CR
Lichtmikroskop Modell 471202
Lichtmikroskop Modell KL 1500
Lichtmikroskop Modell DM 2500
pH-Meter Modell InLab®Expert Pro
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EPS 600

Merck, Darmstadt

Sanyo, Minchen
Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau

Biometra, Gottingen
Canon Deutschland, Krefeld
Leica, Wetzlar

Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, SWE

Armin Baack Labortechnik,
Schwerin

Keutz, Reiskirchen

PegLab Biotechnologie, Erlangen

Lux, Wermelskirchen

Denver Instrument, Gottingen
Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Sartorius, Goéttingen
Sartorius, Gottingen

Vacuubrand, Wertheim

Carl Zeiss, Oberkochen

Carl Zeiss, Oberkochen

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

Mettler-Toledo, Schwerzenbach, CH
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Rihren, Schitteln & Erhitzen
Magnetrihrer Modell MR 3000
Schittler Modell Polymax 1040
Schiuttler Modell Reax 2000
Thermoblock

Thermocycler

PTC-2000 Peltier Thermal Cycler
Thermomixer Comfort
Vortex-Schuttler

Wasserbad

DNA Extraktion
QIAcube

UV-Transilluminator Biometra Tl 5

Werkbanke
PCR-/UV-Arbeitsstation

Clean Spot PCR/UV Work Station
Sterile Werkbank Cellguard

Class Il Biological Safety Cabinet
Sterile Werkbank Microflow
Sterile Werkbank S@feflow 1.2

Zentrifugen

Hettrich Mikro 12-24

Hettrich Mikro 20

Hettrich Rotanta/T

Hettrich Universal 32R, r = 97 mm
J2-21 Centrifuge (Rotor: JA-14)

Heidolph, Kelkheim

Heidolph, Kelkheim

Heidolph, Kelkheim

FALC Intruments, Treviglio, IT
MJ Research, Basel, CH

Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Kelkheim
Kottermann Labortechnik, Uetze-Héanigsen

Qiagen, Hilden

Biometra, Gottingen

Coy Laboratory Products, Grass
Lake, USA
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden

Hettrich, Tuttlingen
Hettrich, Tuttlingen
Hettrich, Tuttlingen
Hettrich, Tuttlingen
Beckmann, Palo Alto, USA
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LI Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller/Lieferant

Antibiotika-Testblattchen
@ 6 mm, 280g/m?

Elektronenmikroskopie
Formovar/Kohle-Film auf 3,05 mm
Cu-Netzchen 400 mesh

Filter

Amicon Ultra 15, Zentrifugen-
Filter-Einheit (50 kDa)

Millex® AA Filter Unit (0,8 um)
Millex® HA Filter Unit (0,45 pm)
Millex® GS Filter Unit (0,22 pm)

Glasware

Laborflaschen Duran (200-5000 ml)

Pasteurpipetten

Prazisionskuvette aus Quarzglas
SUPRASIL Typ No 104.002-QX
Schichtdicke 10 mm

Kunststoffware
Gewebekulturschalen @ 60 mm
Gewebekulturschalen (24-Well; steril)
PolystyrolgefalRe (50 ml, steril)
PolystyrolgefalRe (10 ml, steril)

ReaktionsgefalRe PP(1,5 ml/2 ml, steril)

Zentrifugenbecher, 250 mi
(Centrifuge Bottles PP with Noryl Cap)

Mikrobiologie

Anaerocult A

Anaerocult C

Columbia Schafblutagarplatten

Nitrocellulosemembran 0,45 um
Whatman™ Protran BA85
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Hahnemthle, Dassel

PLANO, Wetzlar

Merck Millipore, Bedford, USA
(alle Filter)

Schott Glas, Mainz
Karl Hecht AG, Sondheim
Hellmann Optik, Jena

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Becton-Dickinson

Franklin Lakes, USA
Sarstedt, Niumbrecht und
Qiagen, Hilden
Beckmann, Palo Alto, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Oxoid, Wesel

GE Healthcare Life Sciences,
Chalfont St. Giles, GB
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Anhang II: Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller/Lieferant

Agarosegelelektrophorese
GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10%x
Ladepuffer (6x DNA Loading Dye)
Molekulargewichtsmarker

(Gene Ruler 100 bp DNA Ladder)

Dulbecco’s PBS

Mykoplasmen-Anzucht
Bacto Pepton
Bacto Agar
Calbiochem® DNA
Sodium Salt, Salmon Testes
Frischhefe
PPLO Broth

Sera

Anti-Rabbit IgG-(whole molecule)-
Peroxidase, antibody produced in Goat
Foetal bovine serum GOLD (FKS)
Foetal bovine serum IgG Stripped
Pferdeserum (Donor Horse Serum)
Schweineserum (Porcine Serum)

Biotium, Hayward, USA
Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Thermo Fisher Scientific, Dreieich

PAA Laboratoires, Pasching, A

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Merck Millipore, Bedford, USA

Wonnemeyer, Dissen (Aldi)
BD Biosciences, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

PAA Laboratoires, Pasching, A
PAA Laboratoires, Pasching, A
PAA Laboratoires, Pasching, A
PAA Laboratoires, Pasching, A

Nicht gesondert in dieser Liste bzw. im Text vermerkte Substanzen und Chemikalien

wurden als analysereine Reagenzien von den Firmen Difco (Augsburg), Gibco Life

Technologies (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) Carl Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Tauf-

kirchen) bezogen.
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Anhang III: Losungen und Puffer

Nicht gesondert im Text vermerkte Substanzen wurden von den Firmen Difco (Augs-
burg), Gibco Life Technologies (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) Carl Roth (Karlsruhe)
oder Sigma (Taufkirchen) als analysereine Reagenzien bezogen. Ldsungen, die als
Komponenten der Medien fur die Mykoplasmen-Anzucht dienen, finden sich in Anhang
V.

Agarosegelelektrophorese

Agarosegel 1% / 2%
Agarose NEEO Ultra-Qualitat 2g9/4qg

TBE ad 200 mi
Ethidiumbromidlésung 1%

Ethidiumbromid 10 g

Aqua dest. ad 1.000 ml
Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (10x) (autoklavierbar)
Tris Base (1,32M) 161,12 g
Borsaure (600 mM) 371¢g

EDTA (100 mM) 37,22 ¢g

Aqua dest. ad 1.000 ml

pH 8,8

Antigenpraparation

Phosphatpuffer (autoklavierbar)

Natrium-Dihydrogen-Orthophosphat 218¢g
Di-Natrium-Hydrogen-Orthophosphat 6,6 g
Aqua dest. ad 1.000 m|
pH 7,4

Elektronenmikroskopie

Phosphorwolframsaure-Lésung 2%

Phosphorwolframséaure 0,29
PBS (Phosphate buffered saline) ad 10 ml
pH 8,0
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Immunobinding Assay

Chlornaphthol-Ldsung

4-Chlor-1-naphtol 10 mg
Methanol (100%ig (v/Vv)) 4 ml
Chlornaphthol-Substratlésung fir Farbreaktion
Chlornaphthol-Lésung 4 ml
Dulbeccos PBS 20 ml
H,0, (30% v/v) 20 pl
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Anhang IV: Medien fiir Mykoplasmen-Anzucht

Nicht gesondert im Text vermerkte Substanzen wurden von den Firmen Difco (Augs-
burg), Gibco Life Technologies (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) Carl Roth (Karlsruhe)
oder Sigma (Taufkirchen) als analysereine Reagenzien bezogen. Die Frischhefe wurde

im Lebensmitteleinzelhandel bezogen.

IV.I SP4-Medium nach BRADBURY (1998)

Losungen fir Flissig- und Agarmedium

Ampicillin-Lésung 1%

Ampicillin 19
Aqua dest. ad 100 ml
Arginin-Lésung 10%

Arginin 109
Aqua dest. ad 100 ml
Frischhefeextrakt

Frischhefe 500 g
Aqua dest. 500 ml

Suspension bis zum Siedepunkt erhitzen und 20 min bei 3.000xg zentrifugieren. Uber-
stand einfrieren und nach Auftauen 20 min bei 3.000g zentrifugieren, pH 8 einstellen
und erneut 20 min bei 3.000xg zentrifugieren. Uberstand mit 0,8 um Vorfilter und 0,45
pum Sterilfilter filtrieren.

Glucose-Losung 10%

Glucose 109
Aqua dest. ad 100 ml
NAD-Lésung 1%

NAD 1lg
Aqua dest. ad 100 ml

Sterilfiltration

Penicillin-Lésung (100.000 1U/ml)

Penicillin G 10.000.000 U
Aqua dest. ad 100 ml
Phenolrot-Losung 0,1%

Phenolrot 0,59
NaOH 0,1 M 14,1 ml
Aqua dest. ad 500 ml
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Schweineserum
Schweineserum 500 mi
45 min bei 56°C inaktivieren

Thalliumacetat-Losung 5%

Thalliumacetat 59
Aqua dest. ad 100 ml

IV.I.I SP4-Flussigmedium

Teil A (autoklavierbar):

Difco PPLO 58849
Aqua dest. ad 280 ml
Teil B:

Schweineserum 60 ml
Frischhefeextrakt 40 ml
Arginin-Losung 10% 4 ml
Ampicillin-Losung 1% 4 ml
Glucose-Lésung 10% 4 ml
NAD-LOsung 1% 4 ml
Penicillin-L6ésung 100.000 U/ml 4 ml
Phenolrot-Losung 0,1% 8 ml
Thalliumacetat-Losung 5% 4 ml
IV.LII SP4-Agarmedium
Teil A:

Bacto Agar 49
Difco PPLO 588¢
Aqua dest. ad 280 ml
Teil B:

Schweineserum 60 ml
Frischhefeextrakt 40 ml
Arginin-Losung 10% 4 ml
Ampicillin-Losung 1% 4 ml
Glucose-Lésung 10% 4 ml
NAD-LOsung 1% 4 ml
Penicillin-L6ésung 100.000 U/ml 4 ml
Thalliumacetat-Losung 5% 4 ml
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IV.II MyKkoplasmen-Standardmedium nach PovEDpA
(1998)

Losungen fiir Fliissig- und Agarmedium

DNA-LOsung 0,2%

DNA 0,29

Aqua dest. ad 100 ml

Heart Infusion Broth (HIB)-L6sung 2,5% (autoklavierbar)
dehydrierte HIB 259

Aqua dest. ad 1.000 m|

Heart Infusion Agar (HIA)-L6sung 4% (autoklavierbar)
dehydierter HIA 40 g

Aqua dest. ad 1.000 m|
Hefeextrakt-Lésung 10%

Dehydriertes Hefeextrakt 209

Aqua dest. ad 200 ml

pH 7,6

Pferdeserum

Pferdeserum 750 ml

30 min bei 56°C inaktivieren, sterilfiltrieren

IV.II.I Standard-Fliissigmedium mit 20% Serum

HIB-L6sung 2,5% 296 ml
DNA-L6sung 0,2% 4 ml
Pferdeserum 80 ml

Hefeextrakt-Losung 10% 20 ml

IV.ILII Standard-Flissigmedium mit 10% Serum

HIB-L6sung 2,5% 336 ml
DNA-LOsung 0,2% 4 ml
Pferdeserum 40 ml

Hefeextrakt-Losung 10% 20 ml

IV.ILIII Standard-Festmedium

HIA-LOsung 4% 296 ml
DNA-LG6sung 4 ml
Pferdeserum 80 ml

Hefeextrakt-Losung 10% 20 ml
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IV.III Biochemie-Test- und Kontrollmedien nach POVEDA
(1998)

Losungen fiir Test- und Kontrollmedien

Phenolrot-Losung 0,5%

Phenolrot-Pulver 0,259
NaOH0,1M 1,4 ml
Aqua dest. ad 50 ml
Harnstoff/Urea-L6sung 10%
Harnstoff 29

Aqua dest. ad 20 ml

IV.IILI Glucose-, Arginin- und Urea-Testmedium

HIB-L6sung 2,5% 146 ml
DNA-LGsung 0,2% 2 ml
Pferdeserum 20 mi
Hefeextrakt-Losung 10% 10 ml
Phenolrot-Losung 0,5% 2 ml
Glucose-Losung 10% 20 ml

ODER Arginin-Lésung 10%
ODER Urea-L6sung 10%

Medium: pH 7,6 (Glucose), pH 7,0 (Arginin, Urea), sterilfiltrieren

IV.IILII Biochemie-Kontrollmedium

HIB-L6sung 2,5% 166 ml
DNA-LGsung 0,2% 2 mi
Pferdeserum 20 ml
Hefeextrakt-Losung 10% 10 ml
Phenolrot-Losung 0,5% 2 mi

Medium: pH 7,6 (Glucose), pH 7,0 (Arginin, Urea), sterilfiltrieren
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IV.IV Ureaplasma-Flissig- und Agarmedium (DSMZ
1076b)

Losungen fiir Ureaplasma-Medium

Fetales Kéalberserum
45 min bei 56°C inaktivieren

Yeastolate-Losung 2%
Yeastolate 29

Aqua dest. ad 100 ml
sterilfiltrieren

IV.IV.I Ureaplasma-Fliissigmedium

Teil A (autoklavierbar)

PPLO Broth 0,79
Trypton 29
Bacto-Pepton 1g
DNA 0,049
Aqua dest. ad 130 ml
pH 7,4

Teil B

CMRL-1066 Medium 10 ml
Yeastolate-Losung 2% 20 ml

Fetales Kalberserum 17 ml
Schweineserum 17 ml
Urea 80 mg

Die Komponenten aus Teil B werden aseptisch zu der autoklavierten Losung (Teil A)
hinzugefugt.

IV.IV.II Ureaplasma-Agarmedium

Teil A (autoklavierbar)

PPLO Broth 0,79
Trypton 29
Bacto-Pepton 19
DNA 0,04 ¢
Aqua dest. ad 126 ml

Die Losung (Teil A) auf pH-Wert von 7,4 einstellen, autoklavieren. Nach Abkthlung auf
55°C: 2 g Bacto-Agar hinzufligen.
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Teil B
CMRL-1066 Medium 10 mi
Yeastolate-L6ésung 2% 20 ml

Fetales Kalberserum 17 ml
Schweineserum 17 ml
Urea 80 mg

Die Komponenten aus Teil B aseptisch zu der autoklavierten Losung (Teil A) hinzufi-
gen.

IV.V Fliissigmedium modifiziert nach HAYFLICK

Die Rezepte des modifizierten Hayflick-Mediums stammen aus der Arbeit von YAVARI

(2010). In der vorliegenden Arbeit werden diese Medien als ,AS-Medium“ bezeichnet.

Losungen fir AS-Medium

Fetales Kédlberserum (FKS) ,,Ultra Low IgG*
45 min bei 56°C inaktivieren

IV.V.I AS-Fliissigmedium (10%, 5%, 2,5%, 1%)

Teil A (autoklavierbar)

Heart Infusion Broth (HIB) 509
Bacto Peptone 10g
Natriumchlorid (NaCl) 10 g
Phenolrot 0,1% 10 ml
Aqua dest. ad 850 ml
pH 7,8

Teil B (fur 10% FKS)

,2Ultra Low IgG" FKS 100 ml
Frischhefeextrakt 50 mi

Flar das Flassigmedium mit 5%, 2,5% und 1% ,Ultra Low IgG* FKS werden folgende
Komponenten variiert:

5% FKS: Teil A: ad 900 ml Aqua dest.,  Teil B: 50 ml FKS

2,5% FKS: Teil A: ad 925 ml Aqua dest., Teil B: 25 ml FKS
1% FKS: Teil A: ad 940 ml Aqua dest.,  Teil B: 10 ml FKS
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Anhang V: Sequenzen fiir phylogenetische
Untersuchungen

V.I Verwendete Nukleotidsequenzen avidrer Mykoplasmen

Die 16S-rRNA-Gensequenzen sowie die 16S-23S-Intergenic-Transcribed-Spacer-
Region (ITS)-Sequenzen sind unter folgenden Zugangsnummern (Accession Numbers)
in der Nukleotid-Datenbank des NCBI (GenBank)* &ffentlich zuganglich:

Tabelle 33: GenBank-Zugangsnummern (Accession No.) der 16S-rRNA-Gensequenz und der 16S-23S-

Intergenic-Spacer-Region (ITS) aller in dieser Arbeit verwendeten Nukleotidsequenzen aviarer Mykoplas-
menspezies

Spezies GenBank Accession No.
16S-rRNA-Gen ITS
M. anatis NR_113689 AJ780982
(NR_025176)

M. anseris NR_024977 AJ780983
M. buteonis NR_025177 AJ780984
M. corogypsi NR_025896 AJ780989
M. cloacale NR_024985 AJ780985
M. columbinasale NR_025062 AJ780986
M. columbinum NR_025063 AJ780987
M. columborale NR_025179 AJ780988
M. falconis NR_024984 AJ780990
M. gallopavonis NR_025183 AJ780993
M. gallinaceum NR_025913 AJ780991
M. gallinarum NR_044638 AJ780992
M. gallisepticum NR_104952 AB098504
M. glycophilum NR_025184 AJ780994
M. gypis NR_024982 AJ780995
M. imitans NR_025912 AB098503
M. iners NR_025064 AJ780996
M. iowae NR_044669 AJ780997
M. lipofaciens NR_025065 AJ780998
M. meleagridis NR_025914 AJ780999
M. pullorum NR_026017 AJ781000
M. sturni NR_025968 AJ781001
M. synoviae NR_044811 AJ781002
M. vulturis NR_115162 FJ655917

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
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V.II Sequenzen nicht-avidrer Mykoplasmenspezies des
Synoviae-Clusters

Tabelle 34: GenBank-Zugangsnummern (Accession No.) der 16S-rRNA-Gensequenz und der 16S-23S-
Intergenic-Spacer-Region (ITS) aller in dieser Arbeit verwendeten Nukleotidsequenzen nicht-aviarer Mykop-
lasmenspezies des Synoviae-Clusters

Spezies GenBank Accession No.
16S-rRNA-Gen ITS

M. alligatoris NR 118838 AY973559
M. bovirhinis NR_025986 AY729933
M. canis NR 028813 FJ666136
M. citelli NR_025178 DQ847427
M. crocodyli NR_ 074301 AY4778881
M. cynos NR 025181 DQ847425
M. edwardii NR_104953 AY741675
M. felis NR_029174 AY274255
M. leonicaptivi NR 025965 AY755603
M. mustelae NR_ 025187 AY800344
M. oxoniensis NR 025188 AY781780
M. verecundum NR_ 125608 AY781781

V.III Sequenzen nicht-avidirer Mykoplasmenspezies des

Hominis-Clusters

Tabelle 35: GenBank-Zugangsnummern (Accession No.) der 16S-rRNA-Gensequenz und der 16S-23S-
Intergenic-Spacer-Region (ITS) aller in dieser Arbeit verwendeten Nukleotidsequenzen nicht-avidrer Mykop-
lasmenspezies des Hominis-Clusters

Spezies GenBank Accession No.
16S-rRNA-Gen ITS

M. alkalescens NR 025984 AY816348
M. arginini NR 041743 AY737013
M. arthritidis NR 113688 AY973560
M. auris NR 026035 AY772217
M. buccale NR_024979 AY796064
M. canadense NR 025988 DQ847418
M. equirhinis NR_ 024978 DQ847421
M. faucium NR 024983 AY800342
M. gateae NR_029180 DQ847420
M. hominis NR_113679 AY738737
M. hyosynoviae NR_029183 AY973563
M. indiense NR_024986 AY762640
M. orale NR 113660 AY737010
M. phocicerebrale NR_ 025133 AY766092
M. phocidae NR_025133 AY840492
M. spumans NR_024980 AY762642
M. subdolum NR 024981 AY780803
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V.IV Sequenzen anderer Mykoplasmen

Tabelle 36: GenBank-Zugangsnummern (Accession No.) der 16S-rRNA-Gensequenz von Mycoplasma mycoi-
des subsp. mycoides, der Isolate 1566/2012 und Sp22 sowie Zugangsnummern der 16S-23S-Intergenic-
Spacer-Region (ITS) der Isolate 1566/2012 und Sp22.

Spezies / Isolat GenBank Accession No.
16S-rRNA-Gen ITS

Mycoplasma myc_0|des NR 074703

Subspezies mycoides -

Mycoplasma sp.

Isolat 1566/2012 KP264574 KP264979

Mycoplasma sp.

Strain Sp22 FN394055 FN394056

Das Isolat 1566/2012 stammt von einem Weil3storch, der in Ranstadt, Hessen, mit einer
alten, offenen Humerusfraktur flugunfahig aufgefunden, und am 30.07.2012 in die Klinik
fur Vogel (KVRAF) der JLU Giel3en vorgestellt wurde. Das Isolat Sp22 stammt aus der
Lunge eines Weil3storches, aus dem Jahr 2002. Es war nicht moglich von den Autoren

weitere Informationen zu diesem Fall zu erhalten.
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V.V ITS-Sequenzen der Mykoplasmen-Isolate aus der PhD-
Arbeit von SUAREZ-PEREZ (2011)

Zusatzlich wurden folgende Vergleichssequenzen verwendet, die nicht Uber die NCBI-

Datenbank zuganglich sind:

T452T: ITS-Sequenz eines nicht identifizierten Mykoplasmenisolates aus einem ge-
schwacht aufgefundenen Weil3storch (SUAREZ-PEREZ 2011)

TACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCTGGTAATGCCCGAAGTCGGTTTAGTCA

ACTACGGAGACAACTGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA
GGTATCCCTACGAGAACGTGGGGATGGATTACCTCCTTTCTACGGAGTACACATAA
AACAATTTTATTGTTACTTAATTACCTTATTTTATGAATAATTTAGTCATGGGATATAT
CTAGTTTTGAGAGAATTTTCTCTCTATGTTCTTTGAAAACTGAATAGTAAAGATATTA
ATATAACAACGACATCAAAAAATAAATTAGTCAATTTGTTTTGTGATACCGAGATTAT
TAGAAATAATAATTCGTTAAAATGTCTTTGAATACATCAACAATAGGAAAATATTGTT

ACAACTTTTAAATAAGTAAGAGTGTGTGGTGGATGCCTTGGGTCTGAAAGTCGATG

AAGGAC

T453CO0: ITS-Sequenz eines nicht identifizierten Mykoplasmenisolates aus einem ge-
schwacht aufgefundenen Weil3storch (SUAREZ-PEREZ 2011)

GGTTTGCTAACCTCGGAGGCGACCGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA
GTCGTAACAAGGTATCCCTACGAGAACGTGGGGATGGATCACCTCCTTTCTACGG
AGTACACTTAGTTATGGAACGAATATTTGTATCCAGTTTTGAGAGATTTATCTCTCTT
CTGTTCTTTGAAAACTGAATATCGACATTGATATATTAAAATTAATATTTCAAAGTTT
AGATCAACCTATAGAATATTTATAAAAAAAAGACAACAATAGGTCATACAACAAACA
AAATATAACGAAACAACTATAAACAAGATAAGAGTTT

T454T: ITS-Sequenz eines nicht identifizierten Mykoplasmenisolates aus einem ge-
schwécht aufgefundenen Weil3storch (SUAREZ-PEREZ 2011)

CCCGAAGTCGGTTTATAAAGAAACTGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTTAA
GTCGTAACAAGGTATCCCTACGAGAACGTGGGGATGGATTACCTCCTTTCTACGGA
GTACAAAACAGTCTATTTAATAGACTTTTTAACCAAACTTACTAGACCTGTACAAACA
TTTTTGTCATGTGACTTTTTATGGTCGGAGTCTTATATCTAGTTTTGAGAGGACAAA
ACTTCTCAATGTTCTTTGAAAACTGAATAGTAAAATATTTTTCGATATTTACAACGAC
ATCAAACAAATAAATTAATTTGGTTAATTTGTTTTGATTCATCGAGTAATCATTATTAT
ATGATTCATTGAAATGTCTTAAAATACACATCTTAAAAACATAAACAATAGGAAAATA
CTACTTT
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Anhang VI: Statistische Auswertung

VI.I Berechnung der optimalen Wachstumstemperatur der
Isolate ST57 und ST101

Tabelle 37: Berechnete Verdopplungszeiten (in Tagen) der Isolate ST57 und ST101 in Abhangigkeit von der
Inkubationstemperatur. Die Isolate wurden in SP4-Medium, 5% CO; bei unterschiedlichen Temperaturen in-
kubiert.

Verdopplungszeit (Tage)
Temperatur Isolat

ST57 ST101
23°C 0,1612 0,1505
28°C 0,0967 0,1118
37°C 0,0356 0,0717
42°C 0,0605 0,0537
44°C 0 0,0417

Unterstrichen: niedrigste Verdopplungszeit (= schnellstes Wachstum)

VLII Pravalenzstudie

Tabelle 38: Datensatz fiir statistische Berechnungen der Nachweishaufigkeit von von Mycoplasma ciconiae
sp. nov. mittels ST57-PCR in Abhangigkeit von verschiedenen Faktoren: Verteilung der untersuchten WeiR-
storchnestlinge und zugehdrigen Horste nach Regionen, der Anzahl Nestlinge pro Horst sowie dem Alter der
Nestlinge pro Horst.

Region Horst Nestling Nachweis Nejglrr;?e/ Alter
2 1 ST1 1 2 2
2 1 ST 11 0 2
2 2 ST 3 1 3
2 3 ST5 1 4
2 4 ST6 0 3
2 4 ST7 1 3 1
2 5 ST 10 0 3 2
2 6 ST 12 1 2
2 6 ST 13 1 2
* 7 ST 14 0 3
2 8 ST 16 1 2
2 9 ST 17 0
2 10 ST 19 0 2
2 10 ST 21 0 2
2 11 ST 20 1
2 12 ST 22 0 2
2 13 ST 23 1 3 2
2 14 ST 24 1 mind. 3
2 14 ST 25 0 mind. 3
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Tabelle 38: Fortsetzung

Region Horst Nestling Nachweis Nejgllrr;?e/ Alter

2 14 ST 26 1 mind. 3

2 15 ST 27 0 2 2
2 15 ST 28 0 2 2
2 16 ST 29 1 3 1
2 17 ST 34 0 3 2
1 18 ST 36 1 3 2
1 19 ST 37 1 3 1
1 20 ST 38 1 2 1
1 20 ST 39 1 2 1
1 21 ST 40 0 2 2
1 22 ST 41 1 4 2
1 22 ST 42 0 4 2
1 22 ST 43 1 4 2
1 23 ST 44 1 3 2
1 23 ST 45 0 3 2
1 24 ST 46 1 3 2
1 24 ST 47 1 3 2
1 25 ST 48 0 3 2
1 26 ST 51 0 3 2
1 26 ST 53 0 3 2
1 27 ST 54 1 3 2
1 27 ST 55 1 3 2
1 28 ST 56 1 2 2
1 28 ST 57 1 2 2
1 29 ST 58 1 1 2
1 30 ST 59 1 3 2
1 30 ST 60 0 3 2
1 31 ST 61 1 1 2
1 32 ST 62 0 3 2
1 32 ST 63 0 3 2
1 33 ST 64 1 3 2
1 34 ST 65 0 2 1
1 34 ST 66 0 2 1
1 35 ST 67 0 2 2
1 35 ST 68 1 2 2
1 36 ST 69 1 2

1 37 ST71 1 4 2
1 37 ST72 1 4 2
1 37 ST 73 1 4 2
1 37 ST 74 0 4 2
1 38 ST75 1 4
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Tabelle 38: Fortsetzung

Region Horst Nestling Nachweis Nejg:g?e/ Alter

1 38 ST 76 1 4

1 38 ST 77 1 4

1 38 ST 78 1 4

1 39 ST 79 0 3

1 39 ST 81 0 3

1 40 ST 82 0 3

1 41 ST 84 0 mind. 2

1 41 ST 85 0 mind. 2

1 42 ST 87 1 1 1
1 42 ST 88 1 1

1 43 ST 90 1 mind. 2

1 43 STO91 1 mind. 2

1 44 ST 92 1 2 1
1 44 ST 93 1 2 1
1 45 ST 94 0 3 2
1 45 ST 95 0 3 2
1 46 ST 99 1 3 2
1 46 ST 101 0 3 2
1 46 ST 102 1 3 2
2 47 ST 103 1 2 2
2 48 ST 104 1 3 2
2 49 ST 105 0 2 2
2 50 ST 107 0 mind. 2

2 50 ST 108 1 mind. 2

50 84 49

Region: 1 = Nord, 2 = Sud, *= Isolat ST 14 stammte aus einer anderen Region und wurde als Ausrei3er nicht in
Berechnung einbezogen; Nachweis: 1 = ST57-PCR positiv, 0 = ST57-PCR negativ; Nestlinge/Horst: 1-4, zum Teil
keine Angaben vorhanden, wenn Proben mehrerer Nestlinge vorlagen wurde auf dieser Basis mind. 2, 3 etc. einge-
tragen; Alter (geschatzt): 1 = bis 3 Wochen, 2 = (iber 3 Wochen
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