Aus den Wissenschaftlichen Einrichtungen Veterinary Public Health
- Internationale Tiergesundheit -
des Fachbereichs Veterinarmedizin
der Freien Universitat Berlin

GIS-gestutzte Analysen
zur Verbreitung von Bacillus anthracis im Etosha Nationalpark
sowie auf Wild- und Nutztierfarmen in Namibia
unter Verwendung molekularepidemiologischer Methoden

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Veterinarmedizin
an der
Freien Universitat Berlin

vorgelegt von
Judith Lazak
Tierarztin aus Berlin

Berlin 2013

Journal-Nr.: 3590



Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs Veterinarmedizin

der Freien Universitat Berlin

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Jurgen Zentek
Erster Gutachter: Univ.-Prof. Dr. Karl-Hans Zessin
Zweiter Gutachter: Privatdozent Dr. Wolfgang Beyer
Dritter Gutachter: Univ.-Prof. Dr. Uwe Rosler

Deskriptoren (nach CAB-Thesaurus):
Bacillus anthracis, epidemiology, strain differences, wildlife, Namibia

Tag der Promotion: 13.12.2013

Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der Deutschen
Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet Uber
<http://dnb.ddb.de> abrufbar.

ISBN: 978-3-86387-422-3
Zugl.: Berlin, Freie Univ., Diss., 2013

Dissertation, Freie Universitat Berlin
D 188

Dieses Werk ist urheberrechtlich geschutzt.

Alle Rechte, auch die der Ubersetzung, des Nachdruckes und der Vervielfaltigung des Buches, oder
Teilen daraus, vorbehalten. Kein Teil des Werkes darf ohne schriftliche Genehmigung des Verlages in
irgendeiner Form reproduziert oder unter Verwendung elektronischer Systeme verarbeitet,
vervielfaltigt oder verbreitet werden.

Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Warenbezeichnungen, usw. in diesem Werk berechtigt auch
ohne besondere Kennzeichnung nicht zu der Annahme, dass solche Namen im Sinne der
Warenzeichen- und Markenschutz-Gesetzgebung als frei zu betrachten wéren und daher von
jedermann benutzt werden dirfen.

This document is protected by copyright law.
No part of this document may be reproduced in any form by any means without prior written
authorization of the publisher.

Alle Rechte vorbehalten | all rights reserved

© Mensch und Buch Verlag 2013 Choriner Str. 85 - 10119 Berlin
verlag@menschundbuch.de — www.menschundbuch.de


http://www.vetmed.fu-berlin.de/einrichtungen/zentrale/dekanat/mitarbeiter/brunnberg_leo/index.html
http://www.vetmed.fu-berlin.de/en/einrichtungen/zentrale/postgrad/mitarbeiter/zessin_karl/index.html

INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS
INNAIRSVEIZEICNNIS ... I
ADDIIAUNGSVEIZEICNNIS ... v
TabelleNVErZEICHNIS ... ....coiiei et e et e e e e e e e e e e e eeeas \%
ADKUrZUNGSVEIZEICHNIS. ....cciiiiiiiiiiiieeeeee e Vi
1 | I I 1
2 I 8 0 3
2.1  Taxonomie des Milzbrand-Erregers (Bacillus anthracis)..............ccccccoeiiiiiiiiiiie. 3
2.2 PatNOgENESE ... .o 3
2.3 Infektionsverlauf und klinische Manifestation von Milzbrand (Anthrax) ......................... 5
2.3.1  Wirtsspektrum und EmpfanglichKeit............cccceeiiiiiiii e, 5
2.3.2 Hautmilzbrand ... 6
2.3.3 Darmmilzbrand ...........ouiiiiiiiii e e e e aaaane 6
2.3.4  LungenmilZhrand......... ... 7
2.4 Epidemiologie VON B. @NtAraciS ............uuiiiiiuiiii ettt e et e e 8
A g BV A= o =1 (1 Vo 8
2.4.2 Lebenszyklus des Erregers zwischen Umwelt und Wirt ..., 9
2.4.3 Sporulation in der UmWelL.............cooiiiiiiiiiiee e e e 10
2.4.4 AnatOmi€ eI SPOIE......cciiiiiiiieeiiieee et e e e e e e et aa e e e aeaeeannes 10
2.4.5 Germination im WirtSOrganiSmus.............couiiiiiiiiiiiiiiicce e 11
2.4.6 Direkte UDEMIragUNQ ........coeoeioeeiee ettt 11
2.4.7 Indirekte Ubertragung durch VEKIOreN ............c.ooeeieeeeeeeeeeeeeeeee e 12
2.4.8 Verbreitung durch nicht-arthropodenartige Vektoren ..............cccccciiiiiiiiiinnnnnns 13
2.5 Epidemiologisch relevante Umweltfaktoren ..., 14
251 KIIM@ e e e 14
S T = To To [ o TR 15
2.5.3 Verhalten und Konstitution des Wirtes.............cccccoviiiiiiiiiiiiies 16
2.6 Kontrolle und Bekampfung ........ooooiiiiiiiii 17
2.7 Prophylaxe und ThEerapie .......couuuuiiiii et e e e 18
2.8 Klassische molekularbiologische Methoden der Charakterisierung ..............ccceeeeee.. 18
2.9 Moderne Methoden der StammtypiSiErung ..........coooeeeeiiiieieeeee e 20
2.9.1 Progressive Hierarchical Resolving Assay using Nucleic Acids: PHRANA ...... 20
2.9.2 Single Nucleotide Polymorphism-Analysis (SNP-Analyse)...........cccccccuuuivnnnnnns 21
2.9.3 Multiple Loci of Variable Numbers of Tandem Repeat (VNTR) Analysis
(MLV A ) ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e et e e e aaeeaeeennnneees 23
2.9.4 Single Nucleotide Repeat-Analysis (SNR-ANalyse) ...........cccccoumimiiiiiiiiniiiinnnns 25
2.10 Der Etosha Nationalpark (ENP).........cooiiiiiiii e 26
2.10.1 Beschreibung des Etosha Nationalparks ..............ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 26
P L2 o o oo | =T o] o1 = PSSP 27
2 0T T {22 - TP UESEPR 29
2.10.4 Vegetation ........ei e nnne 29



3.2

3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13

4.1
4.2

4.3
4.4

4.5
4.6
4.7

4.8

INHALTSVERZEICHNIS

pZ LR T = To o [T 0 F= T (= o 1SS 31
2.10.6 Wild-Populationsdaten............oouiiiiiiiieee e 32
2.10.7 Wildtier-Populationsdynamik ...............cooooiiiiiiiiiiiiiicce e 33
MATERIAL UND METHODEN.........ccottitiimimmmnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnn 35
= (=Y o= | U 35
3.1.1  Herkunft der Tier-Tupferproben ..........cccoooeiiiiiiiiiii e 35
3.1.2  Herkunft der Umweltproben...............cooiiiiii e 35
Methoden der Probenentnahme ... 36
K 00t B €= o F= 1Y P 36
3.2.2  UMWEIPIODEN ... e 36
3.2.3  Transport Und LAgerUNQG ........cccoiiiiiiiiiiie et e e e 37
Untersuchungsmethodik und Probenaufbereitung..............cccoooooiiiiiii e, 38
Screening der UmMWEItPrODEN ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiiiiiei e eeesaenaennes 38
Isolatsuche in UmwWeRProben ... e 39
Gesamtkeimzahl der auf TSPBA angeziichteten Sporenbildner in Umweltproben ...... 40
Gewinnung der DNA aus B. anthracis-Kolonien der Tupfer- und Umweltproben ......... 40
Analyse der Isolate in der 31 Marker MLVA ..., 41
Auswertung der FragmentanalySe ... 42
Sequenzierung von neu auftauchenden Allelen................uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 42
Doppelinfektionen mit B. anthracis-StAmmEN ...............oouiiiiiiiieeiiccee e, 43
Entwicklung einer in ArcGIS genutzten Access-Datenbank..............cccccooeoiiiiinnnnnnn. 43
Kartographie der Isolate und statistische Auswertungen ............cccooooiii i, 44
ERGEBNISSE..........ccoo oo e eeeeeee e e e ce s s e e s ese s s s s e s s s s s s e s s s ss s e s e s e e e s s e e s s s e s s s s s e s s sssansssnnsnnnnnsnnnnnnnnnnnnnns 45
Probenumfang und ZusammensetZUuNg..........cuuuiiiiiiiiiiiiiicec et 45
Positive und negative Nachweise von Anthrax im Etosha Nationalpark....................... 46
4.2.1 Verteilung auf tiergebundene Variablen............cccoooo 46
4.2.2 Verteilung der Nachweise unter Einbezug von Klimaelementen ..................... 48
4.2.3 Nachweisverteilung auf (natur-) raumliche Kategorien und Bezugsgrofen......51
Genotypen NACh SNP—ANGIYSE ...........uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeieeeeeeeeneeeeeeeseeeeenannnennnnnnes 56
Genotypen nach der MLVA 31 Marker ...........uuuuuuuuiueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeseeeeeenennneeenees 56
441 Verteilung der Genotypen auf Wildspezies im ENP ..............cccc 57
4.4.2 Verteilung der Genotypen auf (natur-) rdumliche Kategorien und

BezugsgroRen des ENP ... 58
4.4.3 Genetische und raumliche Distanz der ENP-Genotypen ............ccccoooeieeeeeen. 60
4.4.4 DoppelinfeKliONEN.....ccii i 60
Auswertung der UmWweltproben ... . ... oo 61
Genotypen-Vergleich der Tier- und Umweltisolate..............ccoovvviiiiiiiii i, 65
L@ 01 =T = T F=1 ST =T o 68
4.7.1 Cluster positiver NaChWeISe ..........cooooeiiiiiiiii e, 68
4.7.2 Cluster nach der MLVA 31 Marker........cooooeiiiiiiiieeeeeeeeee 70
Verteilung der Genotypen nach SNR—ANAIYSE ..........coiiiiiiiiiiiiiiiiii e 73
4.8.1 Analysen der GT aullerhalb des ENP ..., 73
4.8.2 Analysender GTIMENP........ooo 79



INHALTSVERZEICHNIS

5 DISKUSSION.......coiieieicecicir e s s s rmesss s s s e s e e s s s s s e e e e e s m s s s s s s e e e e e s mmanns s s s e e nnsnmnnsnsnnnss 84
5.1 Zielsetzung und Untersuchungsauslage...............ccccouuiiiiiiiiiiiiiiiiiees 84
5.2 Spezies-abhangige Verteilung der NaChweise ..............oouvvieiiiiiiiiiiiiiccece e, 85
5.3 Saisonalitat des Auftretens von Milzbrand...............ccccooiiiiis 88
5.4  DoppelinfEKLIONEN .......... e 90
5.5 Langzeitstudie der Umwelproben ... 91
5.6 Wasserstellen als potentielle Infektionsquelle..............oooeeeiiiiiiiiiii e, 96
5.7 Aussagekraft der drei Genotypisierungs-Methoden im Vergleich..............cccccccvvnnnnnns 98
6 ZUSAMMENFASSUNG ... s s rr s e e s s s s s s s s s s e e s s mmna s a s s s e e e e e nmnnnn 104
7 SUMMARY ... it i s rr e sss s e s s e s sss s s s e s e e e s s masss s s s e e e e e s nmassssssssernernnnnsnssnnssnnnnns 106
LiteratUrVerZEICNNIS ... ..ot e e e et e e e e e eneann s IX
ANHANG 1 Anthrax-Ausbriiche in afrikanischen LAndern..........ccccccocevviiii e XXVI
ANHANG 2  Ausgewahlte ENP-Populationszahlen der Wildzahlung 2005 .............ccccoovieeennnnen. XXVII
ANHANG 3  Nahrmedien, diagnostische Tests, Probenaufbereitung und Qualitatskontrolle

der gewonnENEN DINA ... .o o ettt e e et ereberersrsreae e rs e rararararnrnrnrnrann XXVII
ANHANG 4  Protokolle zur Durchflihrung der diagnostischen PCR (RT-PCR) Ansatz der

Primer und Sonden und des Primer/Sonden-Mastermix...........ccccocceeeeviieeeesiineneenns XXX
ANHANG 5 MLVA 31 MaIKEI ...oeiiiiieiiee ettt ettt e et e e s et e e s e ntae e e ennraeaeeennes XXXI
ANHANG 6  Copy Code Tabellen der MLVA 31 Marker..........ccoccciiieieeieeiiiiiieeee e XXXV
ANHANG 7 Zuordnung der Copy Codes zu einem Genoytpen .........cccocueeeiiiiieeeeiiieeeeiiieeee s XXXVII
ANHANG 8  Namibische Isolate aus Nutz- und Wildtieren lIsolate der Verdachtsproben

AUS dem ENP ... XXXV
ANHANG 9  Anthrax-positive und negative Nachweise aus ENP .............ccccccoiiiiiiiiinnni, XXXIX
ANHANG 10 Genotypenverteilung nach Isolierungsjahr, Herkunft und Spezies.............ccccccoiieee XL
ANHANG 11 Laborergebnisse der Langzeitstudie der Umweltproben ..............ccccccoiiiiies XLII
ANHANG 12 SNR-Typen und Marker fiir die GT 105, 123, 129, 136 und 138 ........ccccviiveveeerinnes XLV
[ To =T o U] o] 11 = L[] 4 1= o TR XLVI
(D= g1 Y=o [ oo [ XLVII
SelbstandigKeitSErkIAruNg ........ ... e nnnnnne XLV



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:

Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:

Abbildung 22:

Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:

Abbildung 27:
Abbildung 28:

EVOIUtioNares MOdEll: ..........ueeiiiiii e 22
Familie der CANSNPS .........u e 23
Lage des Etosha Nationalparks in Namibia...............cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 27
Verteilung von Wasserstellen im Etosha Nationalpark in Namibia ................ 28
Vegetationszonen des Etosha Nationalparks............cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 31
Bodenarten im Etosha Nationalpark............ccccoooiiiiiiiiiiiieeccee e, 32
Monitoringgebiet und genutzte Wasserstellen in Regen- und Trockenzeit ....34
Probenentnahmegerat fur mit Wasser bedeckte Bodenschichten................. 37
Fluoreszenzanderung F2/F1 im Verlauf der Amplifikation............................. 39
Positive und negative Anthrax-Nachweise und Niederschlagsmengen im
Zeitraum vom 03.03.2009 bis 18.07.2010........ceiiiieiiiieeiiciee e 50
Positive und negative Anthrax-Nachweise mit Abstand zum Ereignis

(=Y 0= o P 50
Verteilung positiver und negativer Anthrax-Nachweise auf Zensusblocke

des Etosha Nationalparks ..o 53

Wildspezies-spezifische Cluster positiver Anthrax-Nachweise nach dem
diskreten PoissON-MoOdel............coooiiiiiiiii e 55

Genotypen aus Umwelt- und Tierisolaten bei Okaukuejo, mit raumlichen
Clustern fir GT 123, 129 Und 137 ... e 67

Positive und negative Anthrax-Nachweise in der Studienregion

OKaUKUEJO 1983-20T1 ...ttt 68
Raumliches Cluster der positiven Anthrax-Nachweise 2005-2011 in der
Studienregion OKAUKUEJO.......cccoeiiiiiiiiiicec et 69
Positive Anthrax-Nachweise des raumlich-zeitlichen und raumlichen

L0 (U] (=T <SPPSR 70
Raumliches Cluster des Genotyps 123 ..........uuuiiiiiiimiiiiiiiiiieiieneeienneeenees 71
Raumliches Cluster des Genotyps 129 ... 72
Raumliches Cluster des Genotyps 137 .......uuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeees 72
Raumliche Verteilung von Anthrax-Genotypen auRerhalb des Etosha
NatioNAIPAIKS. ... cceeee e 73
Verbreitung von Nachweisen des Genotyps 105 (Sterne-Impfstamm) in

1N F= T 01 o] = USSP 75
Nachweise der SNR1 bis SNR5 des Genotyps 136 ...........ccooevviiiiiiieeeenennnn, 77
Nachweise der SNR8, 9, 10, 11, 16 des Genotyps 138 ..........ccccceieivieeriinnnns 78
Nachweise von Genotypen 14 und 117 ... 79
Nachweise der SNR-Typen des Genotyps 123 und des Genotyps 131 im
Etosha Nationalpark ...............eeeiiii e 80
Nachweise von SNR-Typen des Genotyps 129 im Etosha Nationalpark....... 81
SNR6 und 7 des Genotyps 136 und SNR12-18 des Genotyps 138 im

Etosha Nationalpark ... 83



TABELLENVERZEICHNIS

TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:

Tabelle 11:

Tabelle 12:

Tabelle 13:

Tabelle 14:

Tabelle 15:
Tabelle 16:

Tabelle 17:

Tabelle 18:

Mineralstoff- und pH-Werte der Bodentypen des Etosha Nationalparks........
Daten fir ArcGIS und epidemiologische Untersuchungen ............................
Anzahl der Isolate mit DNA nach Jahren .............ccccoooiiiiiiiiii e

Relative Haufigkeit positiver Anthrax-Nachweise fir tiergebundene
VariabIBN .....ee e

Relative Haufigkeit positiver Anthrax-Nachweise im jahreszeitlichen
AUTIIEIEN e e e e et

Relative Haufigkeiten von Anthrax-Nachweisen in (natur-) rAumlichen
Kategorien und BezugsgroRen ...........ooeiiiiiiiiii et

Wildspezies-spezifische Cluster positiver Anthrax-Nachweise fur
vorherrschende Wildspezies nach dem diskreten Poisson-Model.................

Absolute und relative Anteile der Anthrax-Genotypen bei Zebra,
Springbock, Elefant und Gnu ...

Relative Haufigkeiten der finf GT innerhalb der vier Wildspezies mit dem
grofliten Anteil positiver Anthrax-Nachweise..........ccccccovvvveiiiciiii e,

Relative Haufigkeiten der funf GT mit dem grofdten Anteil positiver
Anthrax-Nachweise in (natur-) raumlichen Kategorien und BezugsgroRRen ...

Ergebnisse der Varianzanalyse der genetischen und raumlichen Distanz
der Anthrax-Genotypen bei Umwelt- und Tierisolaten und Isolaten der am
haufigsten betroffenen WiIldSpezies ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiicee e,

Mittlere Zykluszahlen aus der RT-PCR und Gesamtkeimzahlen der
Sporenbildner auf TSPBA bei Kiesgruben und Wasserstellen wahrend
der StUAIENPEIIOAE ......ooviiiiee e

Ergebnisse des Pearson-Produkt-Moment-Korrelations-Tests zwischen
Zykluszahlen aus RT-PCR + Sporenbildner-Gesamtkeimzahlen bei
Umweltproben auf TSPBA, je Probenstelle und gruppiert nach Art der

[ 0] 0 =T o] o (= TSRS

Positive und negative Anthrax-Nachweise bei Kadavern innerhalb und
aulerhalb eines Radius von 3,5 km um Wasserstellen des
UMWEILSCIEENINGS ...ttt eesessneenee

Genotypen aus ENP-Umwelt- und Tierisolaten..............ccoeeeeeeeeeeeeeee.

Nachweise der Genotypen aus Umweltisolaten untersuchter
Wasserstellen, die bei Tierproben im Umkreis von maximal 30 km zu den
Wasserstellen nachgewiesen WUrden ..............oooiii i

Raumliches und rdumlich-zeitliches Cluster positiver und negativer
Anthrax-Nachweise und Angabe der Radien der Cluster ...........ccccccevvveeee...

R&umliche und raumlich-zeitliche Cluster der GT 123, 129, 131 und
Angabe der Radien der CluSter...........oouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb.
AFLP

ATP
bp
bspw.
c

ca.
CaCL2
cAMP

Abbildung

Amplifizierter Fragmentlangenpolymor-
phismus

Adenosintriphosphat

Basenpaar

beispielsweise

Summe der ausgezahlten Plaques
zirka

Kalziumchlorid

zyklisches Adenosinmonophosphat

can SNP canonical SNP

CT

CVL

d.h.
dATP
dCTP
DFG
dGTP
DNA
dTTP
DVG

EEI
EF

ENP

ETZ
FT
GPS
GT
i. m.

IFSG
KNP
LD50
LF

Zyklenzahl

Central Veterinary Laboratory
ausgezahlte Verdiinnungsstufe

das heildt
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat
Deutsche Forschungsgemeinschaft
Desoxyguanosintriphosphat
Deoxyribonukleinsaure
Desoxythymidintriphosphat

Deutsche Veterinarmedizinische Gesell-
schaft

Etosha Ecological Institute
Odemfaktor

Etosha Nationalpark

Ende der Trockenzeit
Fisher-Exakt-Test

Global Positioning System
Genotyp

intramuskular
Identifikation

Infektionsschutzgesetz
Kriiger Nationalpark
Mittlere letale Dosis
Letalfaktor
Logarithmus

\

MID Minimale Infektionsdosis

MLVA  Multi-Locus-Variable Number of Tandem
Repeats

Na Natrium

NZD Neglected Zoonotic Diseases

0.g. oben genannten

OIE World Organization of Animal Health

PA protektives Antigen

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion
PFGE  Pulsfeld-Gelektrophorese

PHRANAProgressive Hierarchical Resolving As-
say using Nucleic Acids

PLET  Polymyxin-Lysozym-
Ethylendiamintetraacetat-Thaliumacetat

p-Wert  Wahrscheinlichkeitswert

repPCR Long-range Repetitive Element
RNA Ribonukleinsaure

RT-PCR Real-Time-PCR

Rz Regenzeit

S3-Labor Sicherheitsstufe 3 Labor

SGZ Sporenbildner-Gesamtkeimzahl

SM Sodiumchlorid und Magnesiumsulfat
SNP Single-Nucleotide-Polymorphism
SNR Single-Nucleotide-Repeat-Analysis

Tab. Tabelle

Tier- Tierseuchen Anzeigeverordnung
SeuchAn
zv

TSBPA Trimethoprim-Sulfamethoxazol-
Polymyxin Agar

TZ Trockenzeit

U Unit/Umdrehung

u. U. unter Umstanden

u.a. unter anderem

UH Universitat Hohenheim

UPGMA Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean

v.a. vor allem
WHO  World Health Organisation



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Einheiten und Sonderzeichen

gm Mikrometer PFU Plague forming units
cm Zentimeter pg Pikogramm

KCL pH-Wert-Einheit pH potentia hydrogenii
km Kilometer ppm parts per million
km? Quadratkilometer > Summe

m Meter > gréler

UM Mikromolar = gleich

ml Milliliter < kleiner

mm Millimeter < kleiner gleich

ng Nanogramm % Prozent

Spezies

Abkiirzung Wissenschaftlicher Name Tierart

AB Alcelaphus buselaphus Kuhantilope

AJ Acinonyx jubatus Gepard

AM Antidorcas marsupialis Springbock

BPT Bos primigenius taurus Rind

CAH Capra aegagrus hircus Ziege

CSs Ceratotherium simum Breitmaulnashorn
CT Connochaetes taurinus Streifengnu

DB Diceros bicornis Spitzmaulnashorn
EB Equus quagga burchellii Burchell Zebra
EFC Equus ferus caballus Pferd

EZ Equus zebra Bergzebra

GA Gyps africanus Weildriickengeier
GC Giraffa camelopardalis Giraffe

HA Hippopotamus amphibius Nilpferd

HS Homo sapiens Mensch

LA Loxodonta africana Elefant

OoM Otocyon megalotis Loffelhund

oG Oryx gazella Gemsbock

OOA Ovis orientalis aries Schaf

PL Panthera leo Léwe

SC* Struthio camelus Strauss

SC Syncerus caffer Buffel

TO Taurotragus oryx Eland

TS Tragelaphus strepsiceros Kudu

TS Tragelaphus spekei Sitatunga

VI






EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Milzbrand (Anthrax) zahlt, neben der bovinen Tuberkulose, Brucellose, Zystizerkose, Echi-
nokokkose und Tollwut zur Gruppe der “Neglected Zoonotic Diseases” (NZD, vernachlassig-
te Krankheiten). Dieser Terminus soll den von der WHO neu verfolgten Ansatz zum Umgang
mit endemischen Zoonosen ausdricken. Diese Erkrankungen werden im Gegensatz zu neu
auftauchenden Erkrankungen auf nationaler als auch internationaler Ebene vernachlassigt,
obwohl sie hohe Morbiditat und Mortalitat bei Mensch und Tier in Entwicklungslandern verur-
sachen kdnnen (WHO 2012). Hauptgriinde dafiir sind ein nicht adaquates Uberwachungs-
und Meldesystem, mangelhafte Tiergesundheitsiiberwachung und das Fehlen diagnostischer
Einrichtungen. Die Bedeutung der Erkrankungen wird daher als Ergebnis unterschatzt. Dar-
aus erwachst die Konsequenz, dass sie teilweise ,Re-emerging Diseases” mit erheblichen
Problemen darstellen (Maudlin et al., 2009). 2005 wurde vom Europaparlament eine Resolu-
tion zur Betonung von ,Bedeutenden und vernachlassigten Krankheiten in Entwicklungslan-
dern® verabschiedet. Des Weiteren wurde eine Forschungsliicke fur NZD festgestellt und die
relevanten NZD-Krankheiten gelistet, von denen die armeren Bevolkerungen in Entwick-
lungsléandern v.a. in Afrika, Latein-Amerika und Asien betroffen sind (Europaisches Parla-
ment 2006). Ziel der Resolution ist, das Auftauchen dieser Zoonosen, wie Anthrax, beim
Menschen durch verbesserte Kontrollen und Eliminierung der Erkrankung bei Reservoir-
Spezies, Wild- und Nutztieren, zu minimieren. Weltweite Aufmerksamkeit soll nunmehr auf
diese NZD gelenkt werden (WHO 2012).

Diese Arbeit entstand im Rahmen des DFG-Vorhabens zur Férderung deutsch-afrikanischer
Kooperationsprojekte in der Infektiologie mit dem Ziel, neue Therapieformen und Ansatze zur
Aufklarung von Anthrax als NZD zu erarbeiten (DFG 2007). Das Forschungsvorhaben wurde
mit Kooperationspartnern (National Institute for Communicable Diseases in Sidafrika,
Ethosha Ecological Institute und Central Veterinary Laboratory) in Namibia durchgefiihrt. Es
beinhaltete zwei Forschungsbiete: Impfung und Testung neuer Vakzine-Kandidaten fir Anth-
rax und Genotypisierung und Epidemiologie von B. anthracis. Beide Forschungsgebiete wa-
ren in verschiedene Teilbereiche gegliedert. Diese Arbeit beschaftigt sich mit den molekular-
genetischen Untersuchungen zur Epidemiologie von Anthrax in Namibia. Ergebnisse aus
dem Teilprojekt zur Genotypisierung und Epidemiologie von B. anthracis wurden bereits ver-
offentlicht (Beyer et al., 2009; Hilss et al., 2011; Haumacher et al., 2011; Beyer et al., 2012).
Das sudliche Afrika gehort zu den endemisch von Anthrax betroffenen Gebieten. Berichte zu
Ausbrichen liegen aus Botswana, Namibia, Zambia, Sudafrika und Zimbabwe vor. Aufgrund
fehlender oder nicht adaquater Uberwachungs- und Meldesysteme kann jedoch davon aus-
gegangen werden, dass sich weitaus mehr Anthrax-Ausbriiche ereignen. Ausbriiche finden
in unterschiedlichem Ausmafl und Ausdehnung statt, sie ereignen sich teilweise regelmalig
(Lindeque et al., 1996) oder periodisch wiederkehrend (Smith et al., 2000). Anthrax stellt ein
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Managementproblem in Wildtierpopulationen dar, fihrt zu 6konomischen Verlusten in Nutz-
tierbestanden, zu infausten Erkrankungen beim Menschen und kann als biologische Waffe
missbraucht werden. Okologische Zusammenhange, die das Auftreten und das AusmaR der
Erkrankung beeinflussen, sind nach wie vor nicht vollstadndig geklart (Smith et al., 1999).
Fragen zu saisonalem Auftreten, Art der Spezies, die wahrend eines Ausbruchs in unter-
schiedlichen Regionen bevorzugt betroffen sind sowie Infektionsquellen und der Krankheits-
verlauf bei Wildtieren sind weiterhin offen (Beyer und Turnbull 2009). Molekularbiologische
Methoden, wie SNP (Single Nucleotide Polymorphism)-Analysen, MLVA 31 Marker (Multiple-
Locus Variable-Number Tandem Repeat) und SNR (Single Nucleotide Repeat)-Analysen)
zeigen, dass eine graduelle Differenzierung des Erregers mdglich ist. Mit Hilfe dieser Ergeb-
nisse kénnen somit rdumliche und zeitliche Clusteranalysen von Genotypen durchgefihrt
werden. Diese Clusteranalysen kénnen unter Einbindung epidemiologischer Faktoren, die
das Auftreten der Erkrankung beeinflussen, helfen, Ausbruchs- und Ausbreitungsmuster zu
erklaren (Smith et al., 1999). SNR-Analysen ermdéglichen die Einteilung eines Ausbruchs in
Endemie und Epidemie, so dass verschiedene Ausbruchsmuster innerhalb eines Ausbruchs
voneinander getrennt betrachtet werden kénnen (Keim et al., 2004). Die Funktionen der ge-
nannten molekularbiologischen Methoden werden in dieser Dissertation zur Darstellung der
Verteilung der Genotypen von B. anthracis in Namibia genutzt.

Schwerpunkt dieser Arbeit ist somit die Anwendung von molekularbiologischen Methoden
zur Differenzierung neuer oder bereits isolierter B. anthracis-Stamme aus Namibia. Auf Basis
der dadurch gewonnenen Daten werden raumliche und zeitliche Zusammenhange des Vor-
kommens- und Ausbreitungsmusters von Anthrax im ENP und anderen Regionen Namibias
dargestellt und analysiert. Das Ziel dieser Arbeit war daher, Ergebnisse molekularbiologi-
scher Methoden mit epidemiologisch relevanten Daten zu verbinden. Dieser Untersuchungs-
ansatz sollte zu Erkenntnissen fuhren, die Uber die mit der klassischen bakteriologischen

Diagnostik erzielten Ergebnisse hinausgehen.
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2 LITERATUR

2.1 Taxonomie des Milzbrand-Erregers (Bacillus anthracis)

B. anthracis wurde 1849 von Aloys Pollender erstentdeckt. Nachdem Ferdinand Julius Cohn
1874 seine Rolle als Erreger des Milzbrands schon vermutete, wurde er 1876 von Robert
Koch erstmals in Kultur vermehrt und als Erreger des Milzbrands identifiziert (Koch 1876).
Der binomialen Nomenklatur der Taxonomie folgend (Woese 1994; Moore et al., 2010; Pilo
und Frey 2011), gehort B. anthracis in der Systematik der Bakterien zur Abteilung der Firmi-
cutes, innerhalb derer er zur Klasse der Bacilli und Ordnung Bacillales zahlt. Innerhalb dieser
Ordnung wird die Art B. anthracis in der Familie der Bacillaceae als Gattung Bacillus gefihrt
(Rasko et al., 2005). Die Gattung Bacillus umfasst gram-positive, fakultativ aerobe, zumeist
stabchenformige, bewegliche und sporenformende Bodenbakterien. Weitere Arten innerhalb
der Bacillus-Gruppe, auch bekannt als ,Bacillus cereus Gruppe®, sind Bacillus cereus, Bacil-
lus thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides und Bacillus weihenstepha-
nensis (Ash et al.,, 1991; Ash und Collins 1992; Lechner et al., 1998; Turnbull 1999; Hel-
gason et al., 2000, 2004; Rasko et al., 2005; Tourasse et al., 2006). Der Bacillus cereus sen-
su lato-Gruppe gehdren B. cereus sensu stricto und B. mycoides (Saprophyten) als auch B.
thuringiensis (Insektenpathogen) an. B. anthracis wird trotz seiner phanotypischen Unter-
scheidung aufgrund enger genetischer Verwandtschaft (einer genetischen Divergenz <1%)
taxonomisch dieser Gruppe von Bodenorganismen zugeordnet (Ash et al., 1991; Schnepf et
al., 1998; Rasko et al., 2005; Saile und Koehler 2006; Vilas-Boas et al., 2007; Roh et al.,
2007). Der Erreger besitzt zwei fur ihn charakteristische Virulenzfaktoren, pX01 (Toxin) und
pX02 (Kapsel) (Mikesell et al., 1983; Uchida et al., 1985). Einige Isolate innerhalb der B. ce-
reus Gruppe besitzen untypische biochemische und/oder physiologische Eigenschaften,
wodurch eine Unterscheidung trotz unterschiedlicher pathologischer Manifestation schwierig
ist (Green et al., 1984; Battisti et al., 1985; Van der Auwera et al., 2005). Isolate, die Anthrax-
ahnliche Symptome ausgeldst hatten, wurden als B. cereus mit den beiden Plasmiden pX01
und pX02 des B. anthracis charakterisiert (Klee et al., 2006).

2.2 Pathogenese

Die Infektion eines Wirts erfolgt durch Eindringen der Sporen in den Organismus, entweder
durch Inhalation, Ingestion oder durch Kontakt der Sporen mit Hautabschirfungen (Ross
1957). Ein weiterer Weg des Eintritts von Sporen in den Korper kann durch Injektion einer
verunreinigten Substanz erfolgen (Injektionsanthrax) (Bernhard 2010). Aufgenommene
Sporen werden von Makrophagen phagozytiert und zu den regionalen Lymphknoten trans-
portiert. Die Germination (Umwandlung der Endosporen in die vegetative Form) erfolgt in-
nerhalb der Makrophagen (Ross 1957; Guidi-Rontani et al., 1999). Nach erfolgter Exozytose

replizieren sich die vegetativen Zellen im lymphatischen System und gelangen in den Blut-
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kreislauf. Wird durch anhaltende Replikation eine Konzentration von 10 bis 10® vegetativen

Zellen pro ml Blut erreicht, bildet sich eine Septikdmie aus (Dixon 1999).

Virulenzfakoren:

Die fur die Virulenz verantwortlichen Gene werden von der vegetativen Zelle exprimiert
(Hanna 1998) und von den beiden Plasmiden pX01 und pX02 kodiert (Mikesell et al., 1983;
Uchida et al., 1985). Die Expression der Virulenzfaktoren wird durch wirtsspezifische Fakto-
ren wie Korpertemperatur >37°C, Kohlendioxid >5% und Serumbestandteile reguliert. Ein
voll-virulenter Stamm von B. anthracis besitzt beide Plasmide. Bei Verlust eines der beiden
Plasmide entsteht ein attenuierter Stamm (Mock und Fouet 2001).

pX01:

Die das Toxin kodierenden Gene befinden sich auf dem Plasmid pX01 (182 kb). Der Toxin-
Komplex besteht aus drei Einheiten, dem protektiven Antigen (PA), dem Odemfaktor (EF)
und dem Letalfaktor (LF). Diese drei Exotoxinkomponenten bilden zwei bindre Toxine mit
jeweils einer Adhasionseinheit, dem PA, dem die Aufgabe des Transports der beiden ande-
ren Komponenten zukommt. Der Odemfaktor ist eine Calmodulin-abhangige Adenylatzykla-
se, der Letalfaktor eine Zink-Metalloprotease (Okinaka et al., 1999). Nach Bindung der Ad-
hasionseinheit an zellulare Rezeptoren spaltet Furin das PA ab, wodurch dessen Bindungs-
stelle fur die Bindung und Einschleusung von EF oder LF in die Wirtszelle frei wird. Innerhalb
der Zelle katalysiert die Calmodulin-abhangige Adenylatcyclase die Umwandlung von ATP in
cAMP, infolge dessen ein breites Spektrum an Zytokinreaktionen ausgelést wird (Tang und
Guo 2009). Der Anstieg des intrazellularen cAMP fiihrt zur Ausbildung von Odemen. Einge-
schleust in die Zelle, exprimiert LF sein Toxin, bis die Zelllyse einsetzt und die Zytokinaus-
schittung in Gang setzt. Die hohen Konzentrationen des Tumor-Nekrosefaktors und von
Stickstoffoxid fuhren zu Gefalikollaps, Schock und Tod (Moayeri et al., 2003). In frihen Pha-
sen der Infektion und Germination scheint, bei noch subletalen Dosen, die zelluldre Immun-
und Zytokinantwort unterdrickt zu sein, sodass die weitere Replikation und Ausschuttung in
den Korperkreislauf ungestort ablaufen kann (Moayeri und Leppla 2004). In aktuellen Publi-
kationen werden u.a. die Schlusselrolle der Zytokine als Mediatoren bei der Hamathopoese
(Rameshwar et al., 2012), die wichtige Rolle spezieller Zytokine innerhalb der Signalkaskade
und deren Einfluss auf Neutrophile (Teil der angeborenen Immunabwehr) bei der Pathogen-
beseitigung und damit beim Uberleben von Lungenmilzbrand im Mausemodell beschrieben
(Gerraud et al., 2012).

pX02:

Das Plasmid pX02 (96 kb) mit den Genen capB, capC und capA kodiert flr ein Enzym, das
fur die Synthese der Kapsel verantwortlich ist, das Gen dep sorgt fir die Zerstérung der

Kapsel. Es handelt sich um eine Kapsel aus Polyglutaminsdure, die fir das Uberleben in
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Makrophagen essentiell ist. Diese Kapsel verhindert die Phagozytose der vegetativen Zellen
und sorgt somit fur die Umgehung des Immunsystems. Da die Komponenten der Kapsel nur
eine schwache Immunogenitat besitzen, wird keine kdrpereigene Immunantwort ausgeldst.
Die Anzahl der Kopien der Gene soll die Virulenz des jeweiligen Stammes bestimmen (Coker
et al., 2003).

Bei Menschenaffen entdeckte Stdmme, die Anthrax-ahnliche Krankheitsverldufe ausgeldst
hatten, wurden die beiden flir B. anthracis charakteristischen Plasmide nachgewiesen, je-

doch die chromosomalen Marker von B. cereus (Klee et al., 2006, 2010).

2.3 Infektionsverlauf und klinische Manifestation von Milzbrand (Anthrax)

2.3.1 Wirtsspektrum und Empfanglichkeit

Anthrax zahlt auch in Namibia zu den anzeigepflichtigen Tierseuchen (Compendium of Vete-
rinary Acts 1956; TierSeuchAnzV 2011). Bei Anthrax handelt es sich nicht um eine horizontal
Ubertragbare systemische Infektionskrankheit. Die Infektion geht von einer ,Punktquelle®, wie
bspw. kontaminiertem Boden oder Futtermitteln, aus (Hugh-Jones 1975; Sternberg Lewerin
et al., 2010). Betroffen sind alle Saugetiere sowie einige Vogelarten (Marek 1967; Hugh-
Jones und De Vos 2002), bei Reptilien, Amphibien und Fischen wurden nattrliche Infektio-
nen bisher nicht gefunden (Sterne 1959). Innerhalb des breiten Wirtsspektrums sind Spezies
unterschiedlich stark empfanglich. Besonders empfanglich sind Pflanzenfresser (Acha und
Szyfres 1987), wohingegen Alles- und Fleischfresser weniger empfindlich reagieren. Bleibt
die Infektion unbehandelt, nimmt die Krankheit einen letalen Verlauf. Die Bakteriamie und
damit einhergehende Toxinmenge im Endstadium verhalten sich umgekehrt proportional zu
dem Empfanglichkeitsgrad der jeweiligen Spezies (Lincoln et al., 1967). Bei unterschiedli-
chen Wirtsspezies wurden im terminalen Stadium der Bakteriamie 10° bis 108 CFU (colony
forming units) vegetativer Zellen pro ml Blut gemessen (Turell und Knudson 1987). Infekti-
onsdosen (MID wie auch LDs,) bei oraler, enteraler oder parenteraler Inokulation bei unter-
schiedlichen Spezies wurden in Laborversuchen getestet (WHO 2008). Fur das Auslésen
eines perakuten Infektionsverlaufs beim Rind sind bspw. 15x10° Sporen bei oraler Applikati-
on notwendig (Schlingman et al., 1956; Nass 1992). Die WHO (2008) listet wirtspezifische
Infektionsdosen auf. Abhangig von Infektionsdosis, Empfanglichkeit der betroffenen Spezies
und Immunstatus des Wirts schwanken die Inkubationszeiten. Es sind eine prolongierte In-
kubationszeit, die chronische und latente Infektionsform sowie ein Tragerstatus bekannt
(WHO 2008). Zumeist zeigt sich bei Wiederkauern ein akuter Krankheitsverlauf mit tddlichem
Ende (Acha und Szyfres 1987). Die Inkubationszeit schwankt zwischen 1-20 Tagen, bei
Pflanzenfressern liegt sie zwischen 2-7 Tagen. Langere Inkubationszeiten mit 1-2 Wochen
wurden bei Schweinen gemessen (The Center for Food Security & Public Health 2007). Eine

Ausnahme innerhalb der Gruppe der Fleischfresser bilden Geparden, die als sehr empfang-
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lich gelten (WHO 2008). Bei dieser Spezies ist die Ausbildung einer humoralen Immunant-
wort bei lediglich einem Fall bekannt (Good et al., 2008). Subklinische Krankheitsverlaufe
(Gates et al., 1995) sind bei Wiederkduern und diversen Fleischfressern durch serologische
Untersuchungen belegt worden (Turnbull et al., 1989, 1992; Lembo et al., 2011). Die Symp-
tomatik eines Patienten wird durch den Ubertragungsweg des Erregers bestimmt. Milzbrand
kann als kutane, enterale und pulmonale Form auftreten sowie in Form des bereits in 2.2

beschriebenen Injektionsmilzbrands.

2.3.2 Hautmilzbrand

Der sogenannte Hautmilzbrand (Pustula Maligna, Anthrax), der bei Menschen weltweit in
95% aller Falle bei Infektionen mit B. anthracis auftritt, wird durch die Aufnahme der Sporen
Uber Hautlasionen hervorgerufen (Dixon 1999; Spencer 2003). Dem groten Risiko unterlie-
gen Berufsgruppen, die sich beim Umgang mit Kadavern oder anderen tierischen Produkten,
wie Hauten, Fallen oder Fleisch infizieren kénnen. In einigen Fallen wurden Sporen Uber
Insektenbisse Ubertragen, wenn Insekten zuvor eine Blutmahlzeit an einem an Anthrax ver-
endeten Tier zu sich genommen hatten. Fur gewohnlich entstehen an der Inokulationsstelle
nach ca. 3-4 Tagen schmerzlose rétliche Papeln in einer 6dematds entziindeten Umgebung,
die sich infolge der Toxinwirkung ausgebildet haben. Nach 24 bis 36 Stunden entwickeln sich
aus diesen Papeln flissigkeitsgeflllte Vesikel. Das umliegende Gewebe stirbt ab, und es
entsteht ein mit Schorf bedecktes nekrotisches Geschwir, das Narben hinterlassen kann.
Am haufigsten sind Hals, Kopf und Extremitadten betroffen. Neben Fieber, Benommenheit
und Herzrhythmusstérungen kénnen Komplikationen durch die Odembildung im Thoraxbe-
reich hervorgerufen werden, die eine kunstliche Beatmung notwendig machen (Dixon 1999).

Berichte Uber Hautmilzbrand bei Tieren liegen kaum vor (WHO 2008).

2.3.3 Darmmilzbrand

Bei der Aufnahme von mit Sporen kontaminierten Nahrungsmitteln bildet sich Darmmilzbrand
aus. Bacilli finden sich beim Menschen in der Mukosa und Submukosa des lymphatischen
Gewebes, meist im terminalen lleus oder in der lleozdkalregion, wo sich Ulzerationen mit
0dematéser Schwellung finden. Nach einer Inkubationszeit von durchschnittlich 2-5 Tagen
treten klinische Symptome wie Fieber, Ubelkeit, starker Schmerz des Abdomens sowie Sep-
tikadmie auf. Als Folge einer hamorrhagischen Enteritis befindet sich Blut im Stuhl und in Er-
brochenem (Ndyabahinduka et al., 1984; Dixon 1999). Unbehandelt verlauft die gastrointes-
tinale Form durch Blut-, Flussigkeits- sowie Elektrolytverlust mit einhergehendem Schock
letal (Dixon 1999).

Nach der Sporenaufnahme zeigen Pflanzenfresser, abhangig von der Infektionsdosis und

der damit einhergehenden Inkubationszeit, einen perakuten bis akuten Krankheitsverlauf.
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Die Tiere erliegen durch eine Septikamie, ohne vorab erkennbare Krankheitssymptome aus-
zubilden, einem plétzlichen Tod nach ca. 2 Stunden (perakuter Verlauf) oder nach maximal
72 Stunden (akuter Verlauf) (Hugh-Jones und De Vos 2002). Kurz vor dem Tod kénnen An-
zeichen von Opisthotonus, Exzitationen, Somnolenz, Dyspnoe, Spasmen und steifer Gang
als auch Festliegen beobachtet werden, einhergehende Symptome sind eine zyanotische
Mukosa, 6dematdse Schwellungen in der Nackenregion, Brustgegend, Abdomen oder Flan-
ken bei >40°C Fieber (Wirth und Diernhofer 1943; Novakowski et al., 1963; Behrens 1979).
Aus Korperdffnungen kann lackartiges, dunkel gefarbtes, nicht gerinnendes Blut austreten.
Am Kadaver ist kein oder nur ein verspateter Rigor Mortis festzustellen (Gleiser 1967; Jubb
und Kennedey 1970).

Bei Equiden findet man die akute Form mit Kérperédemen, Dyspnoe, Kolik und blutigem
Durchfall bei ebenfalls hohen Kérperinnentemperaturen.

Carnivora und Suidae zahlen zu den weniger empfanglichen Gattungen der Saugetiere. Sie
bilden fur gewohnlich die subakute oder chronische Verlaufsform aus (WHO 2008). Die In-
kubationszeit verlangert sich im Vergleich zu der der Pflanzenfresser auf ca. 3-5 Tage, bevor
die Tiere sich entweder erholen oder sterben (Gleiser 1967). Haufigste beobachtete Symp-

tome sind 6dematdse Schwellungen am Kopf und am ventralen Bereich des Korpers.

2.3.4 Lungenmilzbrand

Neben der oralen und intestinalen Aufnahme des Erregers ist auch die Inhalation der in
Staub, Aerosolen oder aufgewihltem Boden befindlichen 1-2um groRen Sporen moglich
(McCulloch 1961; Bell und Laing 1977). Lungenmilzbrand tritt bei diesen Ubertragungen
weitaus seltener als Haut- und Darmmilzbrand bei Menschen auf (WHO 2008). Die Sporen
gelangen in die Alveolarrdume (Brachmann et al., 1966; Penn und Klotz 1997). Hier werden
sie von Alveolarmakrophagen, in denen die Germination erfolgt, aufgenommen und zu den
mediastinalen und peribronchialen Lymphknoten transportiert (Guidi-Rontani et al., 1999).
Nach der Vermehrung in den Lymphknoten verursachen die vegetativen Zellen eine hamorr-
hagische Entziindung des Mediastinums, bevor sie weiter im Blutkreislauf verteilt werden
(Albrinks 1961; Dutz und Kohout 1971). Abhangig von der Infektionsdosis (<8.000-40.000
Sporen) bilden sich nach einer Inkubationszeit von 1-6 Tagen unspezifische grippeahnliche
Symptome beim Menschen aus, die im Anschluss in hohes Fieber, Dyspnoe, Stridor, Zyano-
se und Schock ubergehen. In den meisten Fallen bilden sich Brustddeme aus (Cieslak und
Eitzen 1999). Die Inkubationszeit kann sich jedoch auf bis zu 6 Wochen verlangern, bevor
die ersten klinischen Symptome auftreten (Meselson et al., 1994). Beginnt die Therapie nicht
vor Ablauf von 48 Stunden nach Beginn der ersten Symptome, verlaufen auch behandelte

Falle von Lungenmilzbrand letal (Cieslak und Eitzen 1999).
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Experimentelle Laborstudien an Affen und Mausen haben gezeigt, dass die inhalierten
Sporen bis zu Wochen in der Lunge verbleiben kénnen, bevor sie von den Makrophagen
phagozytiert werden (Henderson et al., 1956; Passalacqua und Bergman 2006; Twenhafel
2010). Bei nasaler Passage kann das hier befindliche lymphatische Gewebe als Eintrittspfor-
te der Sporen fungieren und eine Infektion im Tiermodell einleiten. Neuere Beobachtungen in
Tierexperimenten haben gezeigt, dass Sporen durch die Aufnahme durch das Epithelium
den Alveolarraum verlassen kénnen, wobei dendritische Zellen den Transport erméglichen
(Cote et al., 2011). Im Tierexperiment entwickelten nichthumane Primaten die klassischen
Symptome des humanen Lungenmilzbrandes wie Entziindungen der Hirnhaut, der Lymph-
knoten, der Milz, des Mediastinums, der Lunge und Blutgefale sowie hamorrhagische Stau-

ungen und Odeme in Geweben (Twenhafel 2010).

2.4 Epidemiologie von B. anthracis

Ein Milzbrandausbruch wird von verschiedenen, sich gegenseitig beeinflussenden Faktoren
ausgelost. Zu diesen Faktoren gehoren die Eigenschaften des Erregers, die seinen speziel-
len Lebenszyklus ermdglichen, sowie Umweltfaktoren, die dem Erreger optimale Bedingun-
gen zum Uberleben bieten. Weiterhin missen bestimmte Voraussetzungen seitens der

Wirtsspezies vorliegen (Prins und Weyerhaeuser 1987).

2.4.1 Verbreitung

B. anthracis zahlt zu den Zoonoseerregern, deren Ursprung in der Subsahara Afrikas vermu-
tet wird. Seine Ausbreitung erfolgte Gber Eurasien, Nord-Amerika und Australien. Unter opti-
malen Umweltbedingungen tritt er endemisch auf (Van Ness und Stein 1956; Hanson 1959;
Kolonin 1971; Van Ness 1971; Keim et al., 1997; Hart und Beeching 2002). In kalteren Regi-
onen wurde der Erreger durch den Import von kontaminierten Tierprodukten eingefuhrt. In
Ost- und Sldeuropa, Zentralasien, Indien, vielen Landern Afrikas sowie in Teilen von Stid-
amerika ist B. anthracis pravalent. Neben sporadischen Ausbrichen liegen auch Berichte
von massiven Ausbruchen fir beispielsweise Russland 1913/1914 (bis zu 43.000 tote Tiere)
und Iran 1945 (mehr als einer Million Schafe) vor (Beyer und Turnbull 2009). Zwischen 1940
und 1960 konnte nach Einfuhrung der Sterne-Vakzine (Ende der 1930er Jahre), begleitet
von weiteren Bekampfungsmaflnahmen, die Inzidenz drastisch eingedammt werden, sodass
in Industrielandern wie auch in Endemiegebieten die Erkrankung zwischenzeitlich an Bedeu-
tung verloren hat. Dennoch treten in Afrika regelmafig Ausbriche in Wildtierpopulationen
auf, die das Risiko einer Ubertragung auf Nutztierbestdnde erhohen. Eine ausfiihrliche Liste
mit betroffenen Wildtierarten des sudlichen Afrikas findet sich bei Hugh-Jones und De Vos
(2002). Eine Zusammenstellung der Lander mit Ausbriichen wahrend der letzten Jahre ent-
halt Anhang 1.
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2.4.2 Lebenszyklus des Erregers zwischen Umwelt und Wirt

Abhangig von jeweils vorherrschenden Umgebungsbedingungen befindet sich B. anthracis
entweder als Spore in der Umwelt oder als vegetative Zelle im Blutkreislauf eines infizierten
Wirts. In der Sporenform ist das Bakterium metabolisch inaktiv und repliziert sich nicht. Die
vegetative Form ist gegenlber Umweltbedingungen wenig widerstandsfahig. Die Sporen
hingegen besitzen eine hohe Tenazitat. Sie kdnnen bis zu Jahrhunderte lange Perioden
Uberdauern (Kennedy et al., 1994; Cano und Borucki 1995; Vreeland et al., 2000). Sie tole-
rieren trockene oder nasse Hitze, UV- und Gamma Strahlung, Austrocknung oder Chemika-
lien (Nicholson et al., 2000; Tennen et al., 2000; Setlow 2001; Nicholson et al., 2005). Das
Bakterium entwickelt sich durch seine langen ,Ruhephasen® sehr langsam. Nach Aufnahme
der Sporen durch einen Wirt entstehen durch Germination vegetative Zellen, die sich schnell
als extrazellulares Pathogen im Blutkreislaufes des infizierten Wirts vermehren. Diese Repli-
kationsphase betragt schatzungsweise 20 bis 40 Generationen. Sie wird entweder durch
Therapiemalinahmen, Ausbildung einer Immunantwort oder durch den Tod des Wirts been-
det (Keim et al., 2004). Vegetative Zellen bendétigen den Proteingehalt des Bluts in der Um-
gebung zur Vermeidung der Lyse ihrer Zellen. Nach dem Tode tritt infolge einer gestorten
Blutgerinnung das Blut aus den Kdrperdffnungen aus, wodurch sich Blut und Serum verdiin-
nen und der Proteingehalt rapide abnimmt (Lindeque und Turnbull 1994). Ein weiterer Fak-
tor, der eine Sporulation initiiert, ist der Zutritt von Sauerstoff (Toschkoff und Veljanov 1970).
Aulerhalb des Koérpers und bei Temperaturen zwischen 14°C und 42°C (Optimum zwischen
21°C und 37°C) beginnt das Bakterium zu versporen. Die Sporulation ist in Anwesenheit von
geringen Kohlenstoffdioxidkonzentrationen nach 48 Stunden abgeschlossen (Fasanella et
al., 2010). In diesem Zustand kann das Bakterium seine Uberlebensfahigkeit sichern und
den Zeitraum bis zur Infektion des nachsten Wirts Uberdauern. Bleibt ein Kadaver bei Tem-
peraturen von 25°C — 30°C und hoher fir langer als drei Tage geschlossen (Stein 1955),
entsteht eine hohe Konzentration an Kohlendioxid, die eine Sporulation verhindert (Fasanella
et al., 2010). Der Faulnisprozess wird beschleunigt, und B. anthracis unterliegt im Konkur-

renzkampf mit anderen Bakterien (Hugh-Jones und De Vos 2002; Pilo und Frey 2011).

Bakteriophagen-induzierte Uberlebensfahigkeit vegetativer Zellen in der Umwelt:

Neben der Sporenform kénnen auch vegetative Bacilli in der Umwelt existieren (Graham und
Istock 1979; Branda et al., 2001; Mehta et al., 2006; Vilain et al., 2006). Ein Gentransfer
kann nicht nur bei Doppelinfektionen von B. anthracis mit B. cereus oder B. thuringiensis
stattfinden, sondern auch beim Keimen und Auswachsen der Sporen nach Entfernung des
Virulenzplasmids pX02 in der Rhizosphare von Pflanzen (Saile und Koehler 2006). Diese
Ergebnisse zeigen einen komplexeren Lebenszyklus von B. anthracis als bisher angenom-

men. Bakterielle Viren, Bakteriophagen, kénnen in der lysogenen Phase, als Prophage, so-
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genannte Fitness-Gene (,lysogen conversion factor‘) auf ihren Wirt Ubertragen. Diese
Lysogene verandern die Sporulationsfahigkeit, produzieren Exopolysaccharide und bilden
einen Biofilm, der das Uberleben der vegetativen Zellen von B. anthracis in der Umwelt er-
moglicht. Durch einen vom Phagen produzierten Transkriptionsaktivator werden B. anthracis-
eigene Gene aktiviert, die zur Ausbildung neuer Phanotypen flhren. In Mikrokosmos-Studien
wurde beobachtet, dass Phagen-befallene Stdmme von B. anthracis schneller wachsen,
groliere Kolonien ausbilden und nicht versporen (Sporenbildung inhibierender Phanotyp),
obwohl auch ein zweiter Phanotyp der untersuchten Phagen identifiziert wurde, der die

Sporulation beschleunigte (Schuch und Fischetti 2009).

2.4.3 Sporulation in der Umwelt

Die Bildung der Endosporen wird ausgeldst, wenn die vegetativen Zellen physiologischem
Stress unterliegen, wie einem Mangel an Nahrstoffen oder einer hohen Dichte von Zellen.
Weitere Voraussetzungen sind die Anwesenheit von Sauerstoff und Temperaturen von tber
12°C. Innere und auliere Signale werden lber mehrere Regulatorsysteme bermittelt. Das
wesentlichste ist ein Transkriptionsregulator, der die Funktion eines Aktivators als auch Re-
pressors der flr die Endosporenbildung notwendigen Genexpressionen tbernimmt (Fawcett
et al., 2000; Stephenson 2002; Errington 2003). Es werden eine Reihe von Transduktions-
signalen ausgel6st, deren detaillierte Beschreibungen in der Literatur fur B. subtiltis zu finden
sind (Errington 2003; Giorno et al., 2007; Bozue et al., 2007). Ahnliche Mechanismen werden
auch fUr B. anthracis angenommen, jedoch mit einem Unterschied, der dafiir sorgt, dass die
Sporulation im Wirt unterbleibt und damit die Virulenz sichergestellt ist (Stephenson und
Hoch 2002; Perego und Hoch 2008). Nach Bildung von Praspore, Septum und Mutterzelle
wird das Wandmaterial des Septums abgebaut und der Protoplast ins Zytosol der Mutterzelle
entlassen. Einhergehend mit der Aktivierung und Synthese verschiedener Faktoren in Mut-
terzelle und Praspore (Wang et al., 2006) erfolgt die Synthese der Peptidoglykanschicht des
Cortex. Durch Aufnahme der von der Mutterzelle synthetisierten Dipicolinsdure wird der
Wassergehalt der Praspore reduziert. Nach Lyse der Mutterzelle wird die Praspore, von Pro-
teinschicht und Exosporium umgeben, in die Umwelt entlassen (Errington 2003; Setlow
2007). Dieser Vorgang ist nach ca. 8 Stunden abgeschlossen (Errington 2003; Giorno et al.,
2007; Bozue et al., 2007).

2.4.4 Anatomie der Spore

In Ermangelung von Nahrstoffen bildet B. anthracis in der Umwelt eine Spore aus (Giorno et
al., 2007). Im Sporenkern befindet sich ein Komplex aus DNA, RNA, Enzymen als auch
SASPs (small acid-soluble proteins). Letztere tGbernehmen den Schutz der DNA (Driks und

Setlow 2000; Setlow 2007). Unter Zusammenwirkung von Kalzium, Dipicolinsaure, verschie-
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denen lonen und geringem Wassergehalt erméglichen diese Faktoren den Schutz des Spo-
renkerns vor Umweltstress (Setlow 1994; Setlow et al., 2006). Die den Sporenkern um-
schlieBende innere Membran bietet durch ihre geringe Permeabilitdt weiteren Schutz
(Nicholson et al., 2000; Setlow et al., 2006). Mit dem Cortex sorgt die Zellwand fur die Un-
versehrtheit der darunter befindlichen Zellmembran. Die den Cortex umschlieRenden Zell-
membranen sind wesentlich fur die Bildung der Spore und bewahren den geringen Wasser-
gehalt des Kerns (Warth et al., 1963; Kornberg et al., 1968; Setlow 2003). Sie besitzen lber
40 unterschiedliche und zumeist sporenspezifische Proteine (Kim et al., 2006). Den auferen
Abschluss bildet das Exosporium, das eine ballon-ahnliche Struktur aus Proteinen und Koh-
lenhydraten besitzt. Das Exosporium Ubernimmt wahrscheinlich die Funktion einer selektiven

Barriere vor enzymatischen Angriffen (Nishihara et al., 1989; Weaver et al., 2007).

2.4.5 Germination im Wirtsorganismus

Die Umwandlung der ruhenden, metabolisch inaktiven Dauerform in einen metabolisch akti-
ven Organismus (Sporenkeimung) wird durch geringste Konzentrationen von Keimungsin-
duktoren ausgel6st. Keimungsinduktoren kénnen komplexe Nahrstoffe sein, aber auch ein-
zelne Aminosauren oder Purin-Nukleotide (Setlow 2003, 2007). Durch Bindung dieser Mole-
kile an spezifische Keimungsrezeptoren an der inneren Sporenmembran wird eine Signal-
kaskade in Gang gesetzt, die den Keimungsprozess in Gang setzt (Clements und Moir 1998;
Hudson et al., 2001; Moir et al., 2002; Cabrera-Martinez et al., 2003; Setlow 2003; Fisher
und Hanna 2005). Gleichzeitig werden monovalente Kationen freigesetzt und durch Was-
seraufnahme ausgeglichen, wodurch noch nicht die inaktive Dauerform aufgeldst, jedoch die
Resistenz gegentber Hitze reduziert wird. Danach erfolgt die Hydrolyse des Cortex-
Peptidoglykans mit einhergehendem Anstieg des Wassergehalts, wodurch der Spore das
Wachstum ermdglicht wird. Die Germination wird abgeschlossen durch Aktivierung der En-
zyme im Kern, die der Spore die Auflésung des Cortex und der Hullen sowie das Auswach-
sen zur vegetativen Zelle mit Bildung einer neuen Zellwand ermdglichen (Foster und
Johnstone 1990; Moir et al., 2002; Cowan et al., 2004; Driks 2009).

2.4.6 Direkte Ubertragung

Die Ubertragung des Erregers kann direkt oder indirekt erfolgen. Ausgehend von der An-
nahme, dass B. anthracis ein nicht-invasiver Keim ist, wird als Voraussetzung fir das Ein-
dringen der beim Grasen aufgenommenen Sporen in einen Tierkdrper eine L&sion der
Mundschleimhaut angenommen (Van Ness 1971; Prins und Weyerhaeuser 1987; Berry
1993; Bengis 2010). Eine Infektion kann jedoch auch ohne derartige Verletzung durch die
Aufnahme von kontaminierten Futtermitteln hervorgerufen werden (Fox et al., 1971, 1977;

Young 1975). Die Sporenaufnahme Uber infizierte Kadaver oder an kontaminierten Wasser-
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stellen ist ebenfalls mdglich (Bengis 2010). Neben der oralen Aufnahme des Erregers ist
auch die Inhalation der im Staub oder Boden befindlichen Sporen méglich (McCulloch 1961;
Bell und Laing 1977).

2.4.7 Indirekte Ubertragung durch Vektoren

Nicht-stechende Insekten als mechanische Vektoren:

In einigen enzootischen Regionen wurde ein Zusammenhang zwischen dem gehauften Auf-
treten von Anthraxfallen und einem erhdéhten Aufkommen von Fliegen beobachtet. Daraus
resultierte die Vermutung, dass v. a. nekrophile und haemophile Fliegen eine wichtige Rolle
als Vektoren bei der Ubertragung Ubernehmen (WHO 2008; Hugh-Jones und Blackburn
2009; Bengis 2010). Im Falle einer Beteiligung von Vektoren kann der soeben geschilderte
Lebenszyklus erganzt werden. Vektoren kdénnen einerseits die Rolle als Trager, im Sinne der
mechanischen Ubertragung, oder aber auch als Ubertrager, im Sinne der direkten Keimuber-
tragung, auf einen Wirt (ibernehmen. Als mechanische Vektoren kommen Haus- und
Schmeilifliegen, aber auch andere Arthropodenarten wie Beilkfliegen, Micken, Bremsen
oder Zecken in Frage (Mitzmain 1914; Greenberg 1973; Hambleton et al., 1984; Turell und
Knudson 1987; Fasanella et al., 2010). Nicht-stechende Fliegen (Chrysomya albiceps und C.
marginalis) nehmen bei ihrer Mahlzeit an einem Kadaver die Sporen in den ausgetretenen
Korperflussigkeiten auf. Im Anschluss lassen sich die Fliegen auf Baumen und Buschen in
der Umgebung nieder. Hier hinterlassen sie tropfenartig entweder Kot oder Erbrochenes auf
den Blattern und Zweigen, in denen der Erreger in hohen Konzentrationen zu finden ist
(Braack und De Vos 1990). Die Kontaktzeit zwischen Fliege und infiziertem Kadaver hat da-
bei einen Einfluss auf die Anzahl der ausgeschiedenen Erreger (Fasanella et al., 2010). Die
héchste Fliegenkonzentration befand sich in ein bis drei m Hohe, der von Buschfressern be-
vorzugten Fresshohe. Hier wurden durchschnittlich 19 Tropfen pro Blatt gezahlt (Braack und
De Vos 1990). Durch bevorzugte Aufnahme dieser Blatter wahrend der heilen Trockenzeit
und der dadurch hervorgerufenen Lasionen in der Maulhdhle kann eine héhere Inzidenz un-
ter den Buschfressern erklart werden. Graser sind diesem Infektionsrisiko hingegen nicht
ausgesetzt (Greenberg 1973; Braack und De Vos 1990; De Vos 1990). Die Zahl der Anth-
raxfalle nimmt mit einsetzendem Regen ab, da die Sporen von den Blattern abgewaschen
werden (Hugh-Jones und Blackburn 2009). Zahlreiche Berichte einer Sporenubertragung
von nicht-stechenden Vektoren direkt auf andere Tiere liegen ebenso vor (Krishna Rao und
Mohiyudeen 1958; Thappa et al., 2000, Thappa und Karthikeyan 2002). Ein Kadaver kann
jedoch auch als Fliegenmultiplikator wirken, da die Fliegen ihre Eier dort ablegen und sich
nach Durchlaufen der Entwicklungsstadien der Zyklus mit dem Schlupf adulter Fliegen auf
dem Kadaver schlief3t (Hugh-Jones und Blackburn 2009; Bengis 2010).
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Blutsaugende Insekten als Vektoren:

Eine Korrelation von Anthrax-Inzidenz und Fliegendichte in Abhangigkeit zum Klima, wie
Niederschlag, Temperaturen und Windgeschwindigkeiten, wurde beobachtet (Blackburn
2006). Haemophile Fliegen, die bei ihrer Blutmahlzeit an einem infizierten Kadaver die vege-
tative Form des Erregers aufgenommen hatten, konnen den Erreger parenteral auf einen
Wirt Ubertragen. Eine Reihe von Untersuchungen haben das von Insekten, v.a. Bremsen,
ausgehende Risiko experimentell nachgewiesen (Hugh-Jones und Blackburn 2009). B. anth-
racis wurde auch aus Zecken, die bei an Anthrax verstorbenen Tieren gefunden wurden,
isoliert, ihnen wird jedoch kein epidemiologisch bedeutendes Risiko beigemessen (Hugh-
Jones und Blackburn 2009). Bei Feldinfektionen wurden Humanfalle von Hautanthrax mit
Insektenstichen in Verbindung gebracht (Krishna Rao und Mohiyudeen 1958; McKendrick
1980; Nass 1992). Wahrend zwar das von einigen Vektoren ausgehende Risiko experimen-
tell nachgewiesen werden kann, ist der mechanische Ubertragungsweg, v.a. das inokulierte
Blutvolumen und Anzahl der Ubertragenen Sporen, nicht geklart (Hugh-Jones und Blackburn
2009). Des Weiteren wiirde die Ubertragung eines notwendig groRen Blutvolumens auf ei-
nen Wirt das Uberleben der Fliege gefahrden und scheint somit unwahrscheinlich (Nass
1992). Das Expositionsrisiko potentieller Wirte sowie das Auftreten sekundarer Ausbriiche
kdnnen von der Frequenz der Blutmahlzeiten und Anzahl der Fliegen in Nahe eines mori-
bunden oder bereits an Anthrax verstorbenen Tiers abhangen. Dabei sind der Grad der Bak-
teridmie, der Kontaminationsgrad des Vektors, die Haufigkeit und Intervalle zwischen den
Blutmahlzeiten, sowie die aufgenommene Blutmenge durch den Vektor (Hugh-Jones und
Blackburn 2009), als auch die notwendige Infektionsdosis flir die jeweilige Wirtsspezies aus-
schlaggebend fiir eine Infektion. Sekundare Ausbriiche wurden im Abstand von flnf bis zehn
Kilometern Entfernung von einem Indexfall empirisch festgestellt. Bei experimentellen Versu-
chen fanden Kraneveld und Mansjoer (1939) den Keim bis zu 18 Tagen im Fliegenkot und
bis zu sieben Tagen in den Mundwerkzeugen, trotz mehrerer Blutmahlzeiten nach der Infek-
tion der Fliegen (Hugh-Jones und Blackburn 2009). Der Erreger vermehrte sich aber nicht im
Darm von Schmeif¥fliegen und war zwei Wochen nach dessen Aufnahme in deren Verdau-
ungstrakt nicht mehr nachweisbar, wobei die Fliegen aber moglicherweise lebenslange Tra-
ger sein konnten (De Vos und Turnbull 2004; Hugh-Jones und Blackburn 2009).

2.4.8 Verbreitung durch nicht-arthropodenartige Vektoren

Aasfresser, z.B. Hyanen oder Geier, aber auch Raubtiere, u.a. Lowen und Geparden, sorgen
fur eine Verbreitung des Erregers. Durch das Eréffnen, Zerlegen und teilweise Verschleppen
eines gesamten Kadavers oder von Kadaverteilen wird die Umgebung kontaminiert. Aul3er-
dem erfolgt eine Ausscheidung der mit dem Gewebe aufgenommenen Sporen Uber Kot und

Urin, wodurch der Erreger Uber weite Strecken verbreitet wird (Pienaar 1967; Ebedes 1976;
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Turnbull et al., 1989; Lindeque und Turnbull 1994; Dragon und Rennie 1995; Ebedes 2005;
Saggese et al., 2007; Turnbull et al., 2008). Eine weitere Verbreitung der Sporen, die an Fe-
dern, Schnabeln oder FuRen haften, erfolgt Uber die Kontamination von Wasserstellen, die
von Hyanen und Geiern nach dem Fressen an einem infizierten Kadaver aufgesucht werden
und somit zu Infektionsquellen werden (Ebedes 1976; De Vos 1990; Lindeque und Turnbull
1994; Bengis 2010). Geier ubernehmen nicht nur eine Rolle als Verteiler, sondern sorgen
durch den Verzehr eines frischen Kadavers auch fiir eine schnelle Reduktion der vegetativen
Keime vor dem Einsetzen der Versporung (De Vos 1974; Lindeque und Turnbull 1994).
Wasser (Heath und Brewitt 1982) oder Wind kommen fiir die Verbreitung der Sporen eben-
falls in Frage. Gemessene Sporenkonzentrationen, die mit dem Wind oder an groRere
Staubpartikel anheftend transportiert werden, scheinen eine Infektion via Inhalation jedoch

wohl eher unwahrscheinlich zu machen (Turnbull et al., 1998).

2.5 Epidemiologisch relevante Umweltfaktoren

2.5.1 Klima

Anthrax wird als eine saisonal auftretende Erkrankung beschrieben. Typische Ausbriiche in
enzootischen Gegenden ereignen sich wahrend der Sommermonate nach einer langen und
heillen Trockenperiode. Dabei wirkt eine vorangegangene Periode mit schweren Regen oder
Uberflutungen im Friihjahr oder zum Sommeranfang oder aber eine vorangegangene Diirre-
periode, die mit Regen beendet wird, beglnstigend (Seddon 1953; Quinn und Turnbull
1998). Ausbriche von Anthrax erfolgen tendenziell zum Ende der Trockenperiode (Pienaar
und De Vos 1961; Prins und Weyerhaeuser 1987). Diesem Muster folgten Ausbriiche in Vik-
toria/Australien 1997 (Turner et al.,, 1999), Alberta/lUSA 1999 (Parkinson et al., 2003),
Edwards Plateau in Texas/USA 2001 (ProMED-mail 2001), Nord und Sud Dakota/USA 2005
(Mongoh et al., 2008), Caprivi/Namibia 2005, 2006 (ProMED-email 2005, 2006), Saskatche-
wan/Kanada 2006 (Epp et al., 2010, 2010), Kruger Nationalpark/ Studafrika 2006 (ProMED-
mail, 2006), Chobe Nationalpark/Botswana 2006 (ProMED-email 2006) und Samburu/Kenia
2006 (Muoria et al., 2007). Sechs Monate nach dem Hohepunkt des Auftretens von Fallen
folgt der Tiefpunkt (Van Ness 1971). Im Gegenzug ereignen sich bei einer Dirre in den Win-
ter- und Fruhjahrsmonaten nur sporadische Einzelfalle wahrend der nachfolgenden heil3en
Trockenmonate im Sommer.

In enzootischen Regionen wandeln sich nach Hugh-Jones und Blackburn (2009) willkurlich
auftauchende Falle wahrend der Sommermonate durch Beteiligung von Vektoren in Epide-
mien um. Pradisponierende Faktoren fur das Eintreten eines Ausbruchs kénnen jedoch von
Region zu Region variieren (WHO 2008). Mit dem Auftreten des ersten kraftigen Regens
wird ein Ruckgang der Anthraxfalle beschrieben (De Vos 1990; Bengis 2010). In Namibia

und Zambia weicht die Saisonalitat allerdings von dem beschriebenen Muster ab (WHO
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2008), indem Anthrax-Ausbriche zwar ebenfalls in der Trockenperiode beobachtet werden,
jedoch enger mit dem Auftauchen von Regen assoziiert sind (Siamudaala et al., 2006).

Einflussfaktoren wie v. a. Regen, Dirre, Temperaturen, Luftfeuchtigkeit, die Einfluss auf die
Sporulationsrate ausiben, wurden bereits von Minett (1950) identifiziert. Hugh-Jones und De
Vos (2002) fassten zusammen, dass Ausbriiche, die im Etosha Nationalpark (ENP) und im
Kruger Nationalpark und Kgalagadi Transfontier Park in Studafrika auftreten, zu unterschied-
lichen Zeitpunkten innerhalb eines Jahres auftreten, mit einer schlechten Bodendrainage,
einem Tierbestand an der Auslastungsgrenze eines Parks und der starken Wildkonzentration
an den Wasserlochern, die das letzte Wasser halten, sowie mit weiteren Stressoren, u. a.

Nahrungskonkurrenz, assoziiert sind.

2.5.2 Boden

Umweltstudien haben einen Zusammenhang zwischen dem Auftauchen von Anthrax und
spezifischen Bodenfaktoren, wie einem alkalischem pH-Wert (Van Ness 1971), einem hohen
Feuchtigkeitsgehalt und einem hohen Anteil an organischem Material gezeigt (Dragon und
Rennie 1995). Der basische pH-Wert wird kalkhaltigen Boden zugeordnet. Bodenuntersu-
chungen in den USA kommen allerdings zu widersprichlichen Aussagen in Bezug auf die
Relevanz des pH-Werts fur ein Anthrax-Ausbruchsgeschehen. Wahrend eine Abhangigkeit
des Auftretens von Fallen in einem Zusammenhang mit dem basischen Lehm- und
Tonsediment bei einem Ausbruch in Louisiana 1971 stand, und die Ausnahme lediglich ein
Bodentyp mit saurem pH-Wert (pH-Wert <6) bildete (Fox et al., 1971), dominierte in Texas
1974 in den Anthrax betroffenen Gebieten ein lehmiger Boden mit saurem pH-Wert. Ein ba-
sischer Tonboden charakterisierte die nicht-betroffenen Gebiete. Der Unterboden in beiden
Regionen war hingegen alkalisch (Fox et al., 1977). Im Lake Manyara Nationalpark in Tan-
sania trafen wiederum postulierte Voraussetzungen flr einen Anthraxausbruch, wie eine
staubige Trockenperiode und alkalische Bdden, zu (Loth und Prins 1986; Prins und
Wyerhaeuser 1987). Die Fahigkeit des Bodens Feuchtigkeit einzulagern fiel im Gebietsver-
gleich fur die Anthraxgebiete in Texas 1974 geringer aus (Fox et al., 1977). Die hohe Kalzi-
umkonzentration, die fur den Lebenszyklus des Bakteriums lebensnotwenig ist, kann den
Sporen zu einer langen Uberlebensdauer verhelfen und somit das Expositionsrisiko fr einen
potentiellen Wirt erhéhen (Van Ness 1971; Dragon und Rennie 1995). Im Kriger National-
park wurden Stdmme einer der vier Hauptgruppen von B. anthracis (B-Gruppe) gefunden,
die aus Kadavern auf Bdéden mit signifikant hdherem Kalziumgehalt und héherem pH-Wert

stammten als Stamme der A-Gruppe (Smith et al., 2000).
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2.5.3 Verhalten und Konstitution des Wirtes

Das generelle Auftauchen von Anthrax am Ende einer hei3en Trockenzeit erklart nicht das
Auslosen eines Anthraxausbruchs in kihleren Regionen, wie in Kanada, wo im Wood Buffalo
National Park seit 1962 Falle bei Bisons persistent auftauchen. Die Hypothese, dass hier die
Wirtsresistenz eine wesentliche Rolle fur die Entscheidung spielt, ob eine Erkrankung aus-
bricht oder nicht, wird als Erklarung herangezogen. Demnach wird eine perakute Infektion
nicht dadurch ausgelést, dass ein Wirt eine fir eine Infektion ausreichende Sporendosis kurz
zuvor aufgenommen hat, sondern dass auch weitaus niedrigere oral oder parenteral aufge-
nommene Dosen ausreichen, um eine perakut verlaufende Infektion zu provozieren (Gainer
und Saunders 1989), die jedoch experimentell keine letale Infektion auslésen wirde (Stein
1948; Provost und Tronette 1957). Subklinische Infektionen liegen vielmehr durch eine per-
manente Exposition vor, die beim Eintreten einer Immunsuppression in perakute Krankheits-
verlaufe Ubergehen. Hierfur werden veranderte Wirtskonstitutionen, hervorgerufen durch
veranderte Umweltbedingungen in Endemiegebieten, verantwortlich gemacht. Dies sind ein
vermehrtes Aufkommen von blutsaugenden Insekten, Ubergrasung und infolgedessen nack-
te oder nur mit noch kurzem Gras bewachsene Béden, wodurch die Sporenaufnahme leich-
ter moglich wird. Hinzu kommen Klimaveranderungen, einhergehend mit der Umstellung auf
einen geringeren Nahrungsgehalt vorhandener Futterquellen, Paarungszeit mit einherge-
henden Gewichtsverlusten bei den mannlichen Tieren und eine Konzentration der Population
an den nur noch wenigen wasserfihrenden Wasserléchern und vorhandenen Futterplatzen
(Prins und Weyerhaeuser 1987; Gainer und Saunders 1989; Dragon. et al., 1999; Hugh-
Jones und Blackburn 2009).

Moglicherweise entscheidet somit eine Kombination aus Vektordkologie, Futterverhalten, Art
der Bodenbedeckung, Fressverhalten der Spezies und die Populationsdichte darlber, ob
eine subklinisch verlaufende in eine perakute Erkrankung Ubergeht.

Nach einem Anthraxausbruch mit 1.800 toten Bisons 1993 in der Mackenzie Bison Sanctua-
ry in Kanada wurde im darauffolgenden Sommer eine stichprobenartige serologische Unter-
suchung an 42 Tieren vorgenommen, die signifikante Antikdrpertiter ergab und fur die Uber-
lebenden Tiere eine subklinische Infektion ohne letale Folgen bewies. Untersuchungen vor
dem Ausbruch hatten keine oder niedrige Antikorpertiter ergeben. Diese humorale Immunan-
twort wurde als mdgliche Erklarung dafir herangezogen, dass Epidemien nicht in zwei aufei-
nander folgenden Sommern auftreten und widerspricht vorangegangen Studien, bei denen
entweder kein Nachweis von Antikérpern oder der Nachweis nur bei einem verschwindend
geringen Anteil der Population als Beweis fir letal verlaufende Infektionen bei Pflanzenfres-
sern interpretiert wurde (Turnbull et al.,, 2001). Serologische Studien in der Serenge-

ti/Tansania unterstitzen die Hypothese von subklinischen Infektionen bei Wild-
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Pflanzenfressern mit Ausnahme von Zebras, bei denen keine Antikorper detektiert wurden
(Turnbull et al., 1992; Lembo et al., 2011).

2.6 Kontrolle und Bekampfung

Kontroll- und Bekdmpfungsmalnahmen basieren auf der Unterbrechung des Infektionszyk-
lus (WHO 2008). Diese Unterbrechung kann an unterschiedlichen Stellen und Zeitpunkten
erfolgen. Die Wahl geeigneter MalRnahmen hangt davon ab, ob es sich um Nutz- oder Wild-
tierpopulationen handelt, ob eine Anthrax-Vorgeschichte vorliegt und zu welchem Zeitpunkt
wahrend eines Ausbruchsverlaufes Malnahmen zum Einsatz kommen sollen. Betrachtet
man die Eingriffsméglichkeiten bei einer Nutztierpopulation, bietet sich eine Schutzimpfung
zu friihestem Zeitpunkt an, die bspw. in betroffenen Gebieten, wie Namibia, bei Rindern ge-
setzlich vorgeschrieben ist. Zum Schutz von Wildtierpopulationen bietet sich eine sogenann-
te ,Core-Impfung“ an, bei der eine ausreichend grofe Zahl von Tieren innerhalb einer Popu-
lation, hauptsachlich wahrend eines Ausbruchs, geimpft wird. Im Falle eines Ausbruchs sind
verdachtige Nutztiere von der Herde abzusondern, und die Ubrigen Tiere aus dem Gebiet zu
entfernen. Eine umgehend eingeleitete antibiotische Behandlung fuhrt, auch wenn ein Ver-
enden nicht verhindert werden kann, zur Reduktion der Erregerkonzentration im Blut.
Dadurch wird eine Reduzierung der Umweltkontamination durch das nach dem Tod austre-
tende Blut erreicht. Vor dem Hintergrund, dass es sich bei dieser Infektionskrankheit um eine
Zooanthroponose handelt, die in den meisten Landern anzeige- bzw. in der Humanmedizin
meldepflichtig ist (TierSeuchAnzV 2011; IfSG 2001), sind spezielle Vorkehrungen, v. a. das
Tragen von Schutzbekleidung, zu treffen. Die sicherste Methode zur Entsorgung eines Tier-
kadavers stellt die Verbrennung dar (OIE 2007). Alle mit dem Tierkadaver in Kontakt ge-
kommenen Gegenstande, u. U. auch Stellen, an denen ausgetretenes Blut versickert ist,
sind entsprechend zu desinfizieren (Dietz et al., 1980; Bohm 1990; DVG 2009). Die zuvor
geschilderten Strategien sind bei Ausbrichen in Wildtierpopulationen nur begrenzt durch-
fuhrbar und in erster Linie abhangig von der ParkgréfRe, seiner Anthrax-Vorgeschichte wie
auch von den betroffenen Spezies. Da Anthrax in bestimmten Regionen als natirlicher und
integraler Bestandteil der Okologie von Parks gilt (Pienaar und De Vos 1961), wie bspw. im
Kruger Nationalpark, werden hier lediglich in begrenztem Umfang MalRnahmen ergriffen
(Smith et al., 1999, 2000; Hugh-Jones und De Vos 2002). Wahrend eines Ausbruchs werden
Impfkampagnen nur vorgenommen, wenn die betroffene Population dem Risiko unterliegt,
ernsthaft in ihrer Anzahl dezimiert zu werden oder wenn besonders wertvolle Spezies ge-
fahrdet sind (Hugh-Jones De Vos 2002). Kleinere Parks, wie bspw. Malilangwe, in denen
sich ein Ausbruch sehr stark an den Populationszahlen bemerkbar machen kann, greifen,
abhangig von vorhandenen finanziellen Mitteln, zur ,Core-Impfung“ und zur Kadaverbeseiti-

gung (Clegg et al., 2007). Auch serologische Studien kénnen fiir Zwecke der Uberwachung
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eingesetzt werden, da sie eine Aussage zulassen, welche der untersuchten Spezies einem
Expositionsrisiko unterliegen (Hampson et al., 2011). Voraussetzung ist, dass die Territorien

der untersuchten Spezies bekannt sind.

2.7 Prophylaxe und Therapie

Prophylaxe

Die meisten der weltweit bei Tieren eingesetzten Impfstoffe entstammen einem avirulenten
Rinderisolat, dem Anthrax-Stamm 34F2. Dieser Stamm besitzt zwar das Plasmid fir die To-
xinbildung, nicht jedoch das kapselkodierende Plasmid pX02 (Sterne 1937; Alper 1996). In
der Originalzusammensetzung sind ca. 107 Sporen/ml enthalten. Dieser Lebendimpfstoff
besitzt durch die Unfahigkeit zur Kapselbildung eine reduzierte Virulenz, ist jedoch nicht als
avirulent zu betrachten (Welkos et al., 1986). Eine Uberdosierung des Impfstoffs ist daher
gefahrlich (Sterne 1939). Ziegen reagieren besonders empfindlich auf diesen Impfstoff und
kénnen verenden (Sterne 1939). Uber die Dauer der Schutzwirkung liegen keine systemati-
schen Studien vor, daher wird eine Schutzdauer von einem Jahr angenommen und eine jahr-
liche Boosterung (Sterne 1939), zumindest in Gebieten, in denen Anthrax endemisch vor-
kommt (Turnbull et al., 2004), empfohlen. Impfstudien bei Wildtieren haben ergeben, dass
sowohl bei Zebras als auch bei Geparden erst zwei anfangliche Dosen, beim Zebra im Ab-
stand von 8 Wochen, einen verlasslichen Antikorpertiter erzielen, so dass eine jahrliche
Boosterung notwendig ist. Eine zeitgleich durchgefiihrte Studie bei Spitzmaulnashérnern
I&sst keine eindeutige Aussage zur Impfwirkung bei dieser Spezies zu (Turnbull et al., 2004).
Als zweiter Impfstoff steht die Pasteur-Vakzine mit kapselkodierendem, jedoch ohne toxinco-
dierendem, Plasmid zur Verfugung (WHO, 2008).

Therapie

Erkrankten Tieren wird initial Na-Benzylpenicillin intravends verabreicht. 6 bis 8 Stunden spa-
ter erfolgt eine intramuskulare Gabe eines langwirkenden Benethamine-Penicillins. Alternativ
kénnen auch andere Langzeitpraparate wie ClamoxylR oder Amoxycillin verabreicht werden.
Sind Praparate mit langanhaltender Wirkung nicht verfugbar, kann Procain-Penicillin (zwei
Mal jeweils nach 24 Stunden) verabreicht werden. Einen Synergieeffekt haben Penicillin-

Streptomycin—Kombinationen (Lincoln et al., 1964).

2.8 Klassische molekularbiologische Methoden der Charakterisierung

Erregernachweis anhand der DNA:

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode mit hoher Spezifitdt und Sensitivitat.
Fir die Routinediagnostik kénnen sowohl Real-Time PCR (RT-PCR) als auch klassische
PCR-Methoden eingesetzt werden. Die RT-PCR liefert im Gegensatz zur klassischen PCR

innerhalb kurzer Zeit Auskunft, ob der Erreger in der untersuchten Probe vorhanden ist oder
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nicht. Eine Vielzahl genetischer Marker wurde zur Detektion von B. anthracis eingesetzt,
fuhrte jedoch zu teilweise falsch-positiven Ergebnissen (Patra et al.,, 1996; Ramisse et al.,
1999; Ryu et al., 2003). Der Einsatz der beiden Plasmidmarker zur Detektion der beiden Vi-
rulenzfaktoren von B. anthracis alleine kann ebenfalls zu falsch-positiven Ergebnissen fuh-
ren, da unter bestimmten Umstanden ein Transfer beider Plasmide auf andere Mitglieder der
B. cereus-Gruppe erfolgen kann (Ruhfel et al., 1984; Pannucci et al., 2002; Hoffmaster et al.,
2004; Klee et al., 2006; Didelot et al., 2009). Fir eine eindeutige Abgrenzung von B. anthra-
cis zu B. cereus muss neben den Virulenzfaktoren (pX01 und pX02) ein weiterer chromoso-
maler Marker getestet werden (Andersen et al., 1996; Patra et al., 1996, 1998; Ramisse et
al., 1996).

B. anthracis zeigt nur eine geringe molekulare Diversitat. Dies liegt darin begriindet, dass
durch die kurzen Phasen der Replikation im Wirt und die langen Ruhephasen in der Umwelt
bis zum Zeitpunkt einer erneuten Infektion die evolutionare Entwicklung nur sehr langsam
verlauft (Harrell et al., 1995; Keim et al., 2000, 2004). Gewdhnliche genetische Marker kén-
nen daher aufgrund ihrer unzulanglichen Diskriminierungspotentiale, ausgeltst durch ihre
fehlende Sequenzvariabilitat, eine prazise Zuordnung der Stdmme nicht gewahrleisten. (Har-

rell et al., 1995; Keim et al., 1997) und wurden durch sensitivere Verfahren (2.9) abgeldst.

Methoden mit geringer Sensitivitat:

Insertionssequenzen

Bei Insertionssequenzen handelt es sich um verschiedene Transposons wie 1S231, 1S232
und 1S240 innerhalb des Genoms der Mitglieder der B. cereus-Gruppe. Basierend auf der
IS231, gut abgrenzbar durch konservierte und spezifische invertierte Nukleotidabfolgen,
wurden die Sequenzen von 1S231-Varianten als Primer flr ein PCR-basierendes Fingerprint-
system genutzt, um lediglich Mitglieder der B. cereus-Gruppe voneinander zu differenzieren
(Henderson et al., 1995).

Amplifizierter Fragmentlangenpolymorphismus (AFLP)

AFLP-Marker sind selbst gegenulber kleinsten Sequenzvariationen auferordentlich sensitiv.
Die Restriktionsfragmente werden mittels einer selektiven PCR amplifiziert und unter Einsatz
einer hoch auflésenden Elektrophorese aufgetrennt. Analysen von B. anthracis-Stammen
zeigen unter Verwendung von Markern fur die Detektion der beiden Virulenzplasmide und 31
polymorpher chromosomaler Regionen sehr geringe Variationen (97% aller untersuchten
Fragmente waren monomorph) (Keim et al., 1997, 1999; Radnedge et al., 2003).

Zufallig vervielfaltigte polymorphe DNA

Die Nutzung von Restriktionsfragmenten, die in der PCR durch beliebige und sequenz-
spezifische Oligonukleotidprimer vervielfaltigt worden sind, zeigte, dass nicht nur die Muster

innerhalb der Gruppe aller untersuchten B. anthracis-Isolate identisch waren, sondern auch
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identisch mit dem Muster eines Isolats von B. cereus. Somit ist dieses Verfahren, auch unter
Einsatz des BA813, der als B. anthracis-spezifischer Primer untersucht wurde (Patra et al.,
1998), nicht ausreichend spezifisch, um B. anthracis von anderen Mitgliedern der B. cereus-
Gruppe zu unterscheiden (Henderson et al., 1994). Ein chromosomaler Marker (SG-749)
wurde zur Diskriminierung von B. anthracis gegenlber anderen Mitgliedern der B. cereus-
Gruppe erfolgreich genutzt (Daffonchio et al., 1999) und auch fur die Differenzierung von B.
anthracis-Isolaten eingesetzt (Levy et al., 2005).

Long-range Repetitiver Element Polymorphismus (repPCR)

Mit Hilfe einer Long-range Repetitive Element Polymorphism-PCR (LR REP-PCR) haben
Brumlik et al. (2001) unter Verwendung des LLRep1LR Primers funf verschiedene Gruppen
innerhalb untersuchter B. anthracis-Isolate unterschiedlichster Herkunft gefunden. Die Diver-
sitat isolierter B. anthracis-Stamme weltweit wird jedoch mit der beobachteten maximalen
Unterscheidungskapazitat des eingesetzten Primers nicht ausreichend abgebildet.
Ribotyping (Genotypisierung der ribosomalen RNA)

Fur die Typisierung der ribosomalen RNA und Differenzierung von B. anthracis-Stammen
wurden 16S oder 23S rDNA-Sonden in Kombination mit verschiedenen Restriktionsenzymen
genutzt. Stdmme mit fehlendem pX01 oder pX02 konnten nicht detektiert werden (Patra et
al., 2002).

Pulsfeld-Gelektrophorese (PFGE)

Nach Untersuchungen der Sequenzen der 16S und 23S rDNA durch Ash et al. (1991, 1992)
verwendeten Harrell et al. (1995) die variablere Sequenz zwischen zwei Genen (inter spacer
region, ISR). Das Bandenmuster der untersuchten Referenzstdmme, Ames, Vollum und
Sterne, war jedoch identisch, so dass lediglich Mitglieder der B. cereus-Gruppe voneinander
zu unterscheiden waren. Fir die Differenzierung von B. anthracis-Stdmmen ist diese Metho-
de daher nicht verwendbar (Harrell et al., 1995; Brumlik et al., 2001).

2.9 Moderne Methoden der Stammtypisierung

Mutationsraten bestimmen die Diversitat einer Spezies. Aufgrund des komplexen Lebenszyk-
lus des Anthrax-Erregers und seiner daraus resultierenden monophylogenetischen Eigen-
schaft des Genoms sind Methoden der Genotypisierung mit hoher Sensitivitat fir die selte-

nen Genomvariationen erforderlich (Keim et al., 2004).

2.9.1 Progressive Hierarchical Resolving Assay using Nucleic Acids: PHRANA

PHRANA ist ein hierarchisch angeordnetes Fingerprint-System, bei dem drei Methoden
(SNP, MLVA und SNR), der Reihenfolge ihrer phylogenetischen Aussagekraft entsprechend,
fur die Differenzierung von Isolaten verwendet werden kdnnen. Unterschiedlich stabile Ge-

nomloci ermdglichen durch den Einsatz von hoch-stabilen phylogenetischen Markern mit
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geringer Auflésungskraft die Bestimmung von phylogenetisch wesentlichen Schlisselpositio-
nen, wahrend mit auRerordentlich unstabilen Markern fur eine hohe Auflésung die prazise

Einordnung des jeweiligen Stammes moglich wird (Keim et al., 2004).

2.9.2 Single Nucleotide Polymorphism-Analysis (SNP-Analyse)

Diese Analyse ermoglicht die Einordnung der Stamme in phylogenetische Gruppen. SNP
entstehen durch Nukleotidsubstitutionen (single nucleotide polymorphism) im Erregergenom,
die moglicherweise durch belassene Fehler bei der DNA-Replikation entstanden sind (Keim
et al., 2004). Da schatzungsweise 10™'° Substitutionen pro Nukleotid je Generation (Vogler et
al., 2002) stattfinden, und die beobachtete Mutationsrate fir SNP noch geringer ist, sind die-
se Ereignisse aul3erordentlich selten, selbst innerhalb fern verwandter Isolate. Es ist wahr-
scheinlich, dass jede Punktmutation einmalig in der Phylogenie auftaucht, d. h. es findet kei-
ne weitere Mutation zu einem neuen oder vorherigen Status statt (Keim et al., 2004, 2008).
Diese Stabilitat macht SNP zu wichtigen diagnostischen Markern und ermoglicht eine Eintei-
lung von Isolaten in groRere, Ubergeordnete Gruppen (Read et al., 2002; Keim et al., 2004).
Fur die Identifizierung bestimmter phylogenetischer Ereignisse in der Evolutionsgeschichte
werden daher diagnostische Marker (canSNP) eingesetzt. Ausgehend von der Beobachtung
einer Unterteilung in Hauptgruppen (Keim et al., 1997, 2000) wurden durch einen Sequenz-
vergleich von ganzen Referenzgenomen mit verschiedenen Isolaten vorhandene SNP identi-
fiziert. Dies wurde durch die Sequenzierung der Genome von bisher 7 bekannten Referenz-
stdmmen, u. a. Ames oder Vollum, ermdglicht (Read et al., 2002, 2003; Kenefic et al., 2008;
Ravel et al., 2009). Pearson et al. (2004) konnten zeigen, dass es mit Hilfe dieser Methode
mdglich ist, die Knotenpunkte an den entscheidenden Verzweigungsstellen innerhalb der
Gruppen zu setzen, wenn als diagnostische Marker nur die Polymorphismen genutzt werden,
die auf dem evolutionaren Weg zwischen den Referenzstdmmen auftauchen. Komplexe evo-
lutionare Verzweigungen in der Peripherie des direkten verbindenden Pfades fallen auf einen

prazisen Punkt (Knoten) zusammen.
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Abbildung 1: Evolutionares Modell:
Bei Nutzung der OTUs (operational taxonomic unit) A und F fir das Auffinden
entscheidender SNP werden nur Mutationen auf dem A und F verbindenden Evolutionszweig

(rot) aufgedeckt (unter Verlust aller sekundaren Zweige), alle Knotenpunkte bilden dennoch
die Zugehorigkeiten aller OTUs akkurat ab (Pearson et al., 2004).
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Fur die ldentifizierung der canSNPs mussten zunachst seltene SNP definiert und ihre phylo-
genetische Stellung bestimmt werden. Dazu wurde eine Vielzahl SNP gegen eine grolle
Stammsammlung, bestehend aus 1.300 Isolaten, die 26 Stamme reprasentierten, getestet.
Jeweils ein SNP Marker, der einen der evolutionaren Zweige reprasentierte, wurde als der
canSNP flr diesen Stamm bestimmt und dessen diagnostische Sicherheit unter Einsatz aller
vorhandenen Isolate validiert (Keim et al., 2004). Eine fir Ames-Stamme spezifische und
sensitive Identifikationsmethode wird durch den Einsatz von sechs canSPNs (4 chromoso-
male und 2 Plasmidmarker), die als hoch spezifische Marker fir Ames-Stamme gelten, er-
moglicht. Funf dieser canSNP differenzieren selbst sehr eng verwandte Stdmme voneinan-
der (Van Ert et al., 2007; Kenefic et al., 2008). Mit insgesamt 12 canSNPs kénnen drei grof3e
bereits bekannte Gruppen (A, B. C) (Keim et al., 2000) in 12 Untergruppen unterteilt werden,
die aus sieben Abzweigungen (jeweils von einem der Referenzstdmme reprasentiert) und
den funf wiederum daraus hervorgehenden Untergruppen bestehen (Van Ert et al., 2007).
Eine neue, vierte Gruppe (D) reprasentiert ein Penicillin resistentes Rinderisolat aus Kame-
run (Pilo et al., 2011).
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Abbildung 2: Familie der canSNPs

Hauptgruppen und Verzweigungen (Stern: Endpunkte der durch Referenzstdmme
festgelegten 7 Untergruppen; Kreis: Knotenpunkte entlang der Entwicklungslinie fir
spezifische Untergruppen; rot beschriftete Abzweigungen: Branch Name des SNP Markers);

Genomsequenzen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov doi:10.1371/journal. pone.0000461.t001)
(Van Ert et al., 2007)

2.9.3 Multiple Loci of Variable Numbers of Tandem Repeat (VNTR) Analysis (MLVA)

Die MLVA-Methode basiert auf einer automatisierten PCR-Fragmentanalyse von Amplifika-
ten bekannter hochvariabler Tandem-Repeat-Sequenzen.

Henderson et al. (1995) entdeckten den ersten molekularen Unterschied innerhalb der B.
anthracis-Stamme. Weitere Arbeiten deckten eine Sequenzvariabilitat auf, die durch ein 12
bp grof3es, aus variablen Nukleinsduren bestehendes Tandem-Repeat entsteht und in einem
groRen ORF (open reading frame) liegt. Dieses 1.480-bp lange Fragment mit der Wiederho-
lungssequenz CAATATCAACAA, durch das die Vollum, Ames und Sterne-Stdmme vonei-
nander differenziert werden konnten, wurde als erstes Tandem Repeat entdeckt und ,vrrA,
genannt (Andersen et al., 1996). Fur diese variable Region konnten funf unterschiedliche
Allele nachgewiesen werden. Aufgrund seiner hohen Variabilitat, die auf die unterschiedliche
Anzahl der Wiederholungseinheiten (Tandem Repeats) zurlickgefihrt wurde, kann dieser

molekulare Marker ein sinnvolles Instrument fir Ausbruchanalysen darstellen (Jackson et al.,
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1997). VNTRs in kodierenden und nicht-kodierenden Bereichen erlangen ihre Variabilitat
durch ihre hohe Mutabilitat, hervorgerufen durch Insertionen und Deletionen der Wiederho-
lungen innerhalb der Loci (Keim et al., 2009). Kurze Nukleotidsequenzen, die sich mehrmals
in unterschiedlicher Anzahl wiederholen und fur einen Langenpolymorphismus sorgen, konn-
ten durch entsprechende Primerkonstruktionen in der PCR amplifiziert werden. Sequenzana-
lysen und die Suche nach vollstandigen Nukleotidsequenzen auf den beiden Plasmiden fuhr-
ten zur Entdeckung sieben weiterer Bereiche des Genoms mit multiplen Allelen. Nach dem
Vorliegen von acht derartigen Loci entwickelten Keim et al. (2000) die MLVA-8. Diese um-
fasste flnf chromosomale Loci (vrrC1, vrrC2, vrrB1, vrrB2, CG3) sowie je einen Locus flr die
beiden Virulenzplasmide (pXO1-aat und pXO2-at), unter Einbeziehung des vrrA. Analysen
von 426 Isolaten deckten 89 unterschiedliche Genotypen auf, wobei jeder Marker zwischen
zwei und neun Allele detektierte. Mit Hilfe der daraus hervorgegangenen Datenbank wurde
unter Anwendung der MLVA-8 nach der Freisetzung von Sporen 1993 bei einem Unfall in
Japan der Sterne-Stamm identifiziert. Bei diesem 34F, handelte es sich um den in Japan zur
Prophylaxe eingesetzten Tierimpfstoff, der kein Plasmid pX02 besitzt (Keim et al., 2001). Die
genetische Diversitat von 49 franzésischen Isolaten aus einem Zeitraum von 17 Jahren
ergab mittels MLVA-8 acht verschiedene Genotypen (drei dominante und funf untergeordne-
te, die Einteilung erfolgte nach Anzahl der Falle). Diese gehdrten zu den zwei grof3en Grup-
pen, Gruppe A im Norden und B im Sidden Frankreichs (Fouet et al., 2002). Die Isolate der
bioterroristischen Anschldge in den USA 2011 konnten alle dem Ames-Stamm zugeordnet
werden (Hoffmaster et al., 2002). Isolate aus dem Krliger Nationalpark gehérten zu drei Ge-
notypen-Gruppen. Diese waren den beiden groRen Gruppen A und B zuzuordnen, wodurch
eine grof3e Bandbreite an Genotypen innerhalb des Parks ersichtlich wird. Multiple Genoty-
pen-Gruppen tauchten wahrend einer einzigen, aber auch zwischen geographischen und
zeitlich eng verbundenen Epidemien auf (Smith et al., 1999, 2000). Weltweite Anwendung
dieser Genotypisierungsmethode flhrte zu einer steigenden Zahl neu identifizierter Allele je
Locus (Gierczynski et al., 2004; Fasanella et al., 2005; Ryu et al., 2005; Maho et al., 2006;
Sue et al., 2007; Pilo et al., 2008). Die Erweiterung des 8-Marker-Systems um sieben weitere
VNTR Marker (VNTR-12, 19, 35, 16, 23, 17, 32) fuhrte zu einer noch héheren Auflésungska-
pazitat, mit der eine zusatzliche Anzahl neuer Genotypen (von ehemals 89 in MLVA-8 auf
221 Genotypen in MLVA-15) generiert wurde (Van Ert et al., 2007). Durch die Aufnahme von
weiteren 14 Markern (bams1, 3, 5, 7, 13, 15, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 30, 31) wurde die Auflo-
sungsfahigkeit noch weiter erhdht. Diese Marker weisen den gréten Polymorphismus inner-
halb von 30 ausgewahlten Regionen mit Tandem Repeat GréRen >9 bp und mindestens 10
Allelen auf (Le Fléche et al., 2001). Einhergehend mit einer Umstellung der Fragmentanaly-
setechnik von einem 4-Farbensystem auf einem herkdmmlichen Plattengel-Analysegerat auf

ein mit 5 Farben arbeitendes Kapillarelektrophoresegerat wurde die MLVA-25 eingeflhrt (22-
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Marker von Le Fléche et al. (2001), ausgenommen bams 7 und weitere Marker: bams34, 44,
51, 53) (Lista et al., 2006; Ciammaruconi et al., 2008). MLVA-31 schlief3lich entstand aus
den sieben VNTR-Markern (Van Ert et al., 2007) und den MLVA-8 (Keim et al., 2000) und
MLVA-25 Markern (Lista et al., 2006). 2 Marker (bams1 und bams32) aus den Analysen von
Van Ert et al. (2007) und Lista et al. (2006) erwiesen sich als identisch.

2.9.4 Single Nucleotide Repeat-Analysis (SNR-Analyse)

Diese Differenzierungsmethode besitzt die héchste Auflosungskapazitat. Sie ermoglicht eine
noch weitergehende Auflésung der in der MLVA nicht zu trennenden Isolate mittels SNRs,
die zu den VNTRs gehdren, eine hohe Diversitat aufweisen und daher eine extrem hohe
Mutationsrate widerspiegeln (Stratilo et al., 2006). Diese Mutations-Hot-Spots weisen eine
hohe Fehlerrate wahrend der DNA-Replikation auf, wodurch die Replikationsgenauigkeit
sinkt. Mit langeren Sequenzen entstehen auch héhere Mutationsraten (Mori et al., 2001;
Zhang et al., 2001; Chung et al., 2003). Das B. anthracis-Genom wurde nach SNR Regionen
mit einer GroRe von mindestens 9 bp durchsucht, wobei man sich auf Bereiche langerer
Wiederholungssequenzen mit den hdchsten Mutationsraten konzentrierte. Von den mehr als
50 entdeckten SNR Markern, alle aus poly- A / T-Nukleotiden bestehend, wurden deren
Diversitatsindizes bestimmt und vier SNR Marker mit der héchsten Diversitat (Mutationsrate
von 6.0710™) ausgewahlt (Keim et al., 2004). Stratilo et al. (2006) selektierten von sieben
verschiedenen Stdmmen zunachst 39 Loci mit den héchsten Diversitatsindizes (0-0,75). 29
dieser Loci mit Polymorphismen wurden fir alle Isolate eines Bestands getestet, sieben
Kandidaten wurden wegen unzureichender Amplifikation der Loci ausgeschlossen. Die ver-
bliebenen 22 SNR-Marker konnten wiederholbare Ergebnisse produzieren und wurden fur
Mitglieder verschiedener MLVA Genotypen-Gruppen getestet. Nach Bestatigung des Poly-
morphismus durch Sequenzierung der erfolgversprechenden Marker wurden vier Marker
(CL10, CL12, CL33, CL76) mit den hochsten Diversitatsindizes (Vogler et al., 2006) fur die
Differenzierung von lIsolaten innerhalb eines MLVA-Genotypen identifiziert. Es wurde eine
signifikante Korrelation zwischen der Fragmentlange und der Anzahl aufgetretener Allele
festgestellt, sowie auch eine héhere Anzahl von Kopien bei den Plasmidloci im Vergleich zu
den chromosomalen Markern (Stratilo et al., 2006). Eine Optimierung der Methode durch
Einsatz einer Multiplex-PCR erlaubt eine schnelle, verlassliche und simultane Detektion und
Charakterisierung von Nukleotidanderungen in den vier SNR Markern (Kenefic et al., 2008).
Die SNR-Marker werden als beste forensische Marker angesehen und fir Ausbruchsanaly-
sen herangezogen (Stratilo et al., 2006). Ausbruchsanalysen in Dakota (2000) und Italien
(2004), unter Einbeziehung der MLVA25 bzw. MLVA15, detektierten jeweils einen Genotyp,

der durch die SNR-Analysen auf weitere sechs bzw. funf Untergruppen unterteilt werden
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konnte, wodurch Ausbruchsmuster im Detail verfolgt und analysiert werden konnten (Kenefic
et al., 2008; Garofolo et al., 2010).

2.10 Der Etosha Nationalpark (ENP)

2.10.1 Beschreibung des Etosha Nationalparks

Der ENP liegt in der nordlich gelegenen Kunene Region Namibias und grenzt an die Regio-
nen Oshana, Oshikoto und Otjozondjupa mit vier offiziellen Zugdngen, dem Otjovasandu
Gate, dem Anderson Gate, dem Namutoni Gate und dem Von Lindequist Gate (Abb. 3). Auf
dem Gebiet, das am 22.03.1907 zum ,Wildschutzgebiet* deklariert wurde (Bigalke 1961) und
damals eine GrofRe von 100.000 km? besal, existierten private Farmen, bis sie 1935 nur
noch eine kleine Flache in der Nahe von Okaukuejo einnahmen. Wahrend einer anhaltenden
Durre in den frihen 1960er Jahren wurde das Grasen von bis zu 110.000 Nutztieren inner-
halb des stdlichen Korridors zugelassen (Berry 1997). Die Grenzen des ENP wurden seither
mehrmals verandert, wodurch sich der Park immer weiter verkleinerte (Nulding 1997). Er
dehnt sich heute Uber den 14° und 17° 6stlichen Breitengrad bis zum 18°30°-19°30" sudli-
chen Langengrad aus. Er wird im Stden und Osten durch die rote Veterinarlinie und privates
Farmland und im Norden und Westen durch kommunale Gebiete begrenzt. Mit seiner Grdlie
von 22.000 km? zahlt der Park, 1967 zum Nationalpark deklariert, zu einem der weltweit
grofdten Nationalparks. Der Park bietet 114 Saugetierarten, 110 Reptilienarten, 15 Amphi-
bienspezies und einer Fischspezies Lebensraum. Unter Aspekten der Arterhaltung ist der
ENP flr seine Population Schwarznasenimpalas (Aepyceros melampus) und Spitzmaulnas-

horner (Diceros bicornis) bekannt.
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Abbildung 3: Lage des Etosha Nationalparks in Namibia
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)

2.10.2 Topographie

Die Parkflache von ca. 295 km in Ost-West-Richtung und 65 bis 100 km in nord-sudlicher
Richtung besteht zum gréRten Teil aus Flachland. Vereinzelte Anhdéhen befinden sich sidlich
der Pfanne, mit Bergen lediglich im Siden und Westen (Le Roux et al., 1987). Der Park liegt
zwischen 1.000 und 1.400 Metern Uber dem Meeresspiegel (Lindeque 1991). Die ersten
Farmzaune entstanden an der sudlichen Grenze zwischen 1950 und 1960. Nach einem
Maul- und Klauenseuche-Ausbruch 1961 wurden seitens der Veterinarverwaltung Wildzdune
entlang der 6stlichen und sudlichen Grenze gezogen. 1973 war der Park von 850 km langen
Wildzaunen eingeschlossen (Nulding 1997), wodurch die Wildtierpopulation bei ihrer jahrli-
chen Migration eingeschrankt wurde (Berry 1980). Kiinstlich geschaffene Bohrldcher beein-
flussten die Herdenwanderungen ebenfalls. Geologisches Hauptmerkmal des ENP ist die
Etosha Pfanne im nérdlichen Teil (zwischen 17°24' und 19°15' S, und 14° und 17° E), die
1995 im Rahmen der Ramsar-Konvention als Feuchtgebiet gelistet wurde (Kolberg 1995).
Sie dehnt sich mit einer Flache von 6.133 km? iiber 120 km Lénge und 55 km Breite aus. Die
Pfanne, das gréflte salzhaltige Feuchtgebiet Afrikas, liegt 1.200 Meter Uber dem Meeres-
spiegel (Berry 1972; Lindeque 1991). Sie dient als Auffangbecken fir Wasser aus den im
Norden liegenden Sierra Encoco Bergen in Angola und dem Ekuma-Fluss im Osten des

Landes (Kolberg 1995). Die meiste Zeit des Jahres ist die Pfanne ausgetrocknet und nur der
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Ostliche Teil tragt nach Ende der Regenzeit im April fur einige Monate Wasser (Bigalke 1961;
Lindeque 1991). Das Wild ist abhangig von Wasserlochern und deren Entfernungen unterei-
nander. Bei diesen Wasserldchern handelt sich entweder um bestandige, d.h. meist ganzjah-
rig gefullte Wasserlocher, oder um saisonale Wasserquellen, wie Kiesgruben, naturliche
Senken und Brunnen oder Damme. Die bestandig gefullten Wasserlocher sind naturlichen
Ursprungs oder kunstlich erschaffene Bohrlécher, die mittels Pumpsystemen mit Wasser
gespeist werden. Kinstlich erschaffene Wasserlocher in der Region von Okaukuejo sind u.
a. Sonderkop, Arendnes, Gemsbokvlakte, Aus und Olifantsbad. Zu den natirlichen Brunnen
gehoéren u a. Salvadora und Rietfontein. Mit Ausnahme der Flachen zwischen Ozonjuitji
M’'Bari, Okondeka und Okaukeujo, als auch zwischen Nebrowni, Homob und Aus, sind die
Wasserldcher gleichmaRig verteilt, sodass innerhalb eines Gebiets von 1.588 km? eine
durchschnittliche Dichte von 105,8 km? je Wasserloch besteht. In der Region von Okaukuejo,
begrenzt von Sonderkop im Westen, Okondeka im Norden, Halali im Osten und von
Olifantsbad im Stden, befinden sich 217 saisonal gefiillte Wasserquellen, dies entspricht

einer Dichte von einem Wasserloch pro 7 km? (Abb. 4) (Auer 1997).
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Abbildung 4: Verteilung von Wasserstellen im Etosha Nationalpark in Namibia
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)
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2.10.3 Klima

Das Klima wird als semi-arid und rau beschrieben. Die durchschnittlichen Maximaltemperatu-
ren liegen bei 39°C im Dezember und sinken auf bis zu 25°C im Juni. Der Juli weist mit 6°C
die durchschnittlichen Minimaltemperaturen des Jahres auf, die auf bis zu 18°C im Januar
ansteigen. Die Niederschlagsmengen, die zumeist zwischen Oktober und April gemessen
werden, unterliegen starken Schwankungen. Es wurden Niederschlagsmengen zwischen
300 mm im Westen und 500 mm im Osten des Parks aufgezeichnet (Berry 1972). Es zeich-
net sich ein Niederschlags-Gefalle von Westen nach Osten ab (Le Roux et al., 1987; Lin-
deque 1991). Das Jahr kann in drei Abschnitte eingeteilt werden: Regenzeit (Januar bis Ap-
ril), Trockenzeit (Mai bis August) und Ende der Trockenzeit (September bis Dezember) (Lin-
deque 1991), wobei diese Gliederung von Jahr zu Jahr variieren kann. Auer (1997) teilte das
Jahr in Regenzeit (Februar-April) und Trockenzeit (Januar und Mai bis Dezember) mit ver-
einzeltem Regen im September, November und Dezember ein, wobei die jeweiligen Grenz-

monate als Ubergangsperiode zu betrachten sind.

2.10.4 Vegetation

Bigalke (1961) teilte den Park in vier Zonen auf: 1. ,Plains around the Etosha Pan®, 2. ,An-
doni flats and extension of the Pan®, 3. ,Northern perennial long-grass veld® und 4. ,Southern
perennial long-grass veld with Mopane®. Eine Klassifizierung der Vegetation in sieben unter-
schiedliche Vegetationszonen erfolgte 1980 durch Le Roux. Dies sind: Grasland, Karstbusch
und Wald, Sandflachen, Mopane-Busch, Koakoveld, Hinterland und Salzpfanne.

Grasland weist typische Flachen ohne Baume mit unterschiedlichen langwuchsigen Grasern
und Krautern auf. Sie befinden sich westlich und nérdlich von Okondeka, auf den Flachen
von Andoni, noérdlich der Pfanne in Richtung Owambo und bei Ekuma, Omurambo und
Onaiso. Grasland ist auch auf torfhaltigem Karstfeld zu finden. Die genannten Grasflachen
werden nahezu ganzjahrig von den grof3en Huftierherden genutzt. Durch exzessives Abgra-
sen haben sich teilweise spezielle Krauter angesiedelt oder kahle Flachen gebildet. Westlich
von Okondeka, wo sich keine natirlichen Wasserquellen finden, haben sich Senken gebildet,
in denen die Tiere wahrend der Regenzeit fir einige Wochen Wasser finden. Nordlich der
Pfanne, abgeschieden von Wasserldchern, ist die Nutzung der Grasflache geringer. Nordlich
von Okondeka hat sich, parallel zur Pfanne, ein Dinensystem gebildet.

Karstbusch und Wald, stdlich der Pfanne und sich westwéarts ausdehnend, wird zumeist
durch Mopane- und Marulabdume sowie verschiedene Buscharten reprasentiert und liegt
zwischen mit Grasern bewachsenen Flachen. Dieser Typus ist u. a. an der sud-westlichen
Grenze des ENP, in der Olifantsbad-Halali-Gegend, in der Otjovasandu Gegend und bei

Namutoni anzutreffen.
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Sandflachen sind von feinerem Sand gepréagt, die sich zwischen dem trockenerem Westen
und Sud-Osten erstrecken. Die geringe Flachenbedeckung ist gepragt von zu unterschiedli-
cher Hohe ausgewachsenen Mopanebdumen, u. a. sind Akazienblsche anzutreffen. Die
sud-0stliche Ecke des Parks weist eine weniger fein-sandige Flache mit sehr dichtem
Buschbestand auf, im nord-6stlichen Teil wechseln sich hoch gewachsene Baume mit Bu-
schen ab. Mopane-Blsche erstrecken sich Uber sehr weite Flachen, sie fihren westlich von
Ozonjuitji M'Bari am 19. Langengrad entlang. Diese Gegend ist durch einen hochwiichsigen
Baumbestand gekennzeichnet, der mit kleineren Blischen durchsetzt ist. Andere Teile dieser
Gegend zeigen einen ausgeglichenen Baum- und Buschbestand, wobei die Baume hier ho-
her gewachsen sind. In der Ekuma-Gegend sind hochgewachsene Baume in eine Matrix aus
Blschen eingebettet, die sich bis zur nérdlichen Grenze (Ekuma-Oshigambo) erstreckt.
Kaokoveld, im Westen des Parks (Otjovasandu, Kaross), besitzt u. a. Akazienarten, hoch-
gewachsene Mopanebaume und dornige Blusche. Es handelt sich um eine sehr trockene und
dichtbewachsene Buschebene mit relativ hoher Kapazitat fir buschfressende Tiere. In der
Gegend um Kaross, ehemaliges Farmland, wurden in den 1970er Jahren durch Zaune ge-
schitzte Roanantilopen und Spitzmaulnashérner angesiedelt. Kowares und Rinosterviei,
zwei private Farmen, befinden sich hier.

Hinterland und Salzpfanne liegen im sud-6stlichen Teil des Parks und sind zum Teil in ande-
re Vegetationszonen integriert. Die Etosha-Pfanne und andere kleinere Salzpfannen umfas-
sen die gréfite zusammenhangende Vegetationseinheit innerhalb des Parks. Flachenmaliig
decken sie ca. ein Viertel des Parks ab. Hier findet sich kaum Vegetation.

Jede der sieben Vegetationszonen ist mit einem bestimmten Bodentyp assoziiert (Bigalke
1961; Le Roux 1980, Le Roux et al., 1987). Eine von Du Plessis (1999) adaptierte Methode
definiert die Vegetationsstruktur, basierend auf der Kombination von PflanzengréRe und
Schutz durch Bodenbedeckung. Dem Merkmal ,Pflanzengréf3e“ wurden Savanne mit hoch-
gewachsenen Baumen (1) oder niedrigem Baumbestand, (2) Buschsavanne (3), Grassavan-
ne (4), Steppe (5) und Grasland (6) zugeordnet, wohingegen in die Kategorie ,Bodenbede-
ckung“ qualitative Merkmale eingebunden wurden, die zur Einteilung von Steppe flach, mittel
und sehr flach fuhrten. Flachen ohne Vegetation wurden der Kategorie ,bare ground” (7)
zugeordnet (Hipondoka und Versfeld 2003). In dieser Arbeit wurde die Savanne mit unter-
schiedlich hohem Baumbestand, Busch- und Grassavanne zur Kategorie Savanne zusam-
mengefasst und flache, mittel und sehr flache Steppe zur Kategorie Steppe, sodass die 4
Vegetationszonen Savanne, Steppe, Grasland und ,bare ground“ (Boden) entstanden (Abb.
5).
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Abbildung 5: Vegetationszonen des Etosha Nationalparks

Schwarze Flachen entstehen durch die Uberlagerung der verschiedenen Layer in ArcGIS.
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)

2.10.5 Bodenarten

Der Boden des ENP ist lehmhaltig, schlammig und/oder tonhaltig. Normalerweise ist er flach
und von einem harten Konglomerat aus Kies und Sand, das durch Kalziumkarbonat zemen-
tiert ist, unterlagert. Die funf Bodenarten (Abb. 6) der o. g. Vegetationszonen weisen nur
kleinere Abweichungen hinsichtlich der Konsistenz oder Tiefe des Uberlagernden Sands auf.
Allerdings weichen sie hinsichtlich des Mineralstoffgehaltes und des pH-Wertes deutlich
voneinander ab. Der Bodentyp des Hinterlands und der Etosha Pfanne (Abb. 6 als salzhalti-
ger Boden) weist im Vergleich zu den ubrigen Bodentypen die hdchsten Werte hinsichtlich
des Natrium- und Magnesiumgehaltes auf. Hinsichtlich der Kalziumwerte wird dieser Vegeta-
tionstyp lediglich von der Vegetationszone Grasland Ubertroffen. Grasland und Karstfeld be-
sitzen im Vergleich zu den Ubrigen Bodentypen einen fast doppelt so hohen Kaliumgehalt.
Karstfeld besitzt den héchsten Phosphatgehalt (Tab. 1). So lasst sich z.B. die Vegetations-
zone Savanne bei unterschiedlichen Bodentypen, wie Dolomitenkalkstein und Karsveld fin-

den.
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Abbildung 6: Bodenarten im Etosha Nationalpark
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)

Tabelle 1: Mineralstoff- und pH-Werte der Bodentypen des Etosha Nationalparks

(modifiziert nach Le Roux 1980)

Parameter Einheit Grasland Karstfeld Kaokofeld Mopanebusch Sand H';:::::d
pH KCl 8 6 6 6 7
Phosphat ppm 17 23 5 6 8
Kalium ppm 413 220 288 99 262
Calcium ppm 3655 1419 1100 354 3583
Magnesium ppm 273 255 565 100 1045
Natrium ppm 231 85 115 10 494

2.10.6 Wild-Populationsdaten

Die ersten Wildzahlungen wurden 1926 vom Boden aus durchgefihrt (Berry 1997). Ebedes
(1965) verzeichnete zwischen 1966-1974 das Sterben von mindestens 1.635 Pflanzenfres-
sern (89% davon Zebras und Gnus) als Folge von Anthrax (Ebedes 1976). Die Population
der Zebras (Equus quagga burchellii) verringerte sich von 22.000 in 1969 auf 5.000 in 1993.
Auch die Population der Gnus (Connochaetes taurinus) dezimierte sich von rund 25.000 auf

2.600 Tiere. Andere Spezies verzeichneten ebenfalls einen Populationsriickgang, wohinge-
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gen einige Arten, wie Giraffe (Giraffa camelopardalis) und Elefant (Loxodonta africana) von
den Veranderungen im Park profitiert haben (Olivier und Olivier 1993). Wildzahlungen aus
der Luft finden in regelmalligen Abstanden statt, die Populationsdaten der letzten Wildzah-
lung (2005) finden sich in Anhang 2.

2.10.7 Wildtier-Populationsdynamik

1926 wurden die ersten Wildtierbewegungen in der Nahe der Etosha Pfanne beobachtet.
Wahrend der Regenzeit migrierten vor Errichtung der Wildzaune groRe Wildtierherden, teil-
weise von bis zu 100.000 Tieren (Berry 1997). Bis 1970 entstanden Uber 200 kinstliche
Wasserstellen, teilweise in Form von Kiesgruben oder aber als zementierte Tranken, um fir
Touristen Beobachtungspunkte zu schaffen (Le Roux 1980; Berry 1997). Klimatische Bedin-
gungen wie Regen, Temperatur und Luftfeuchtigkeit beeinflussen im Park die Wasser- und
Nahrungsverfugbarkeit, sodass die zu beobachtenden Herdenbewegungen durch die jeweils
vorherrschenden Bedingungen bestimmt werden. Bestandige Wasserlocher fiihren in der
Regel das ganze Jahr lber Wasser. Ausnahmen davon sind Sonderkop, das im Dezember
austrocknet, Aus liegt im Marz und Ombika im Mai und Juni. trocken Die Kiesgruben flihren
zwischen Februar und Marz wie auch zwischen Oktober und Dezember Wasser. Die naturli-
chen Bodensenken halten das Wasser durchschnittlich 1,3 Monate, zwischen Februar und
April (Auer 1997). Zu Beginn der Trockenperiode ziehen die Herden ostwarts und konzentrie-
ren sich um die permanenten Wasserlécher 6stlich der Outjo-Okondeka-Verbindung, so dass
sich hier eine hohe Tierdichte von Zebras, Gnus und Springbdcken ausbildet. Die Region
wurde von Bigalke (1961) als ‘dry season concentration area‘ bezeichnet. Die abnehmende
Feuchtigkeit der Pflanzen, die steigenden AulRentemperaturen sowie das Austrocknen der
saisonalen Wasserquellen zwingen die Tiere dann, Gebiete mit bestandigen Wasserstellen
aufzusuchen, wo sich die Vegetation wahrend der Regenzeit aufgrund der geringen Fre-
quentierung erholen konnte. Am Ende der Trockenzeit, in der bereits an vereinzelten Stellen
Niederschlag fallt, flllen sich Bodensenken und Kiesgruben teilweise auf, sodass sowohl die
ganzjahrig wasserfuhrenden als auch die saisonalen Wasserstellen von den Tieren genutzt
werden konnen. Die Tierkonzentration um die permanenten Wasserlocher nimmt ab und ein
grolRer Teil der Tiere zieht in Gebiete, wo das Gras nach dem ersten Regen zu wachsen
beginnt und die Bodensenken Wasser bereit halten (nérdlich von Okaukuejo und zwischen
Okaukuejo-Ombika-Aus-Nebrowni). Die anderen Tiere nutzen die permanenten Wasserstel-
len im Osten, sitdlich von Gaseb und Goas (Auer 1997). Mit Beginn der Regenzeit, wenn
sowohl Nahrung und saisonale Wasserquellen wie auch bestandige Wasserlocher den Tie-
ren fir die Wasseraufnahme zur Verfligung stehen, werden die natirliche Bodensenken und
Kiesgruben bevorzugt genutzt. Die grof3ere Dichte der saisonalen Wasserquellen im Ver-

haltnis zu den bestandigen Wasserldchern limitiert die Tiere nicht auf eine bestimmte Regi-
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on. In diesen Monaten finden sich die gro3en Herden auf den Flachen zwischen Okaukuejo-

Adamax und Okondeka ein, von Bigalke (1961) als ‘wet season dispersal area‘ bezeichnet.

Dort wachst junges Gras, das reich an Feuchtigkeit ist. Im Dezember wurden weit mehr Tiere

zwischen Rietfontain und Okaukuejo gezahlt als auf der Strecke zwischen Namutoni und

Rietfontain. Dies indiziert eine Zugrichtung von Ost nach West, wohingegen sich diese im

Marz, mit Beginn der Trockenzeit, umkehrt (Bigalke 1961; Auer 1997).

Das Projekt-Monitoringgebiet bei Okaukeujo wurde 2009/2010 regelmalig in der Trocken-

und Regenzeit von Mitarbeitern der University of California, Berkeley, mit Autos befahren,

um Kadaver zu beproben (Abb. 7, rot gekennzeichnete Strallen). Vor 2009 und nach 2010

wurde ein reduzierter Surveillance-Aufwand betrieben.
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Abbildung 7: Monitoringgebiet und genutzte Wasserstellen in Regen- und Trockenzeit

(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)

34



MATERIAL UND METHODEN

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Herkunft der Tier-Tupferproben

Die Gesamtarbeit bestand aus der Zusammenarbeit mehrerer Arbeitsgruppen im Feld und
Labor. Die Feldarbeit bestand, neben Nahme der Tupfer und deren Ubergabe an das Labor
der Universitdt Hohenheim durch diverse Mitarbeiter der UCB, in der Aufnahme weiterer Da-
ten zum Tierkadaver sowie in der Probennahme fiir andere Projekte der UCB. Die von der
Doktorandin selbst durchgefiihrten Laborarbeiten wurden im Rahmen vorhergehender und
parallel laufender Projekte an der Universitat Hohenheim durch diverse Labormitarbeiter er-
ganzt. Erst dieser Datenpool ermdéglichte die von der Doktorandin durchgefuihrten empidemi-
ologischen Analysen (Kap. 4).

Das Tupfermaterial von Tierkadavern aus 1983-2005 stammte von Parkangestellten oder im
Park tatigen Wissenschaftlern. Eine Mitarbeiterin der University of California, Berkeley, hielt
seit 2005 im Rahmen taglicher Ausfahrten zur Durchfiihrung von Studienprojekten im ENP
nach Kadavern Ausschau, die teilweise durch das Verhalten von Geiern aufgespurt oder mit
dem Fernglas entdeckt wurden. Zwischen 03.03.2009 und 17.08.2010 wurde der Park von
drei Mitarbeitern der University of California, Berkeley systematisch und in regelmafligen
Zeitabstanden im Schritttempo abgefahren und die dabei entdeckten Kadaver unter Verwen-
dung von Tupfern beprobt. Jede Tupferprobe wurde mit einem Code unter Angabe des Be-
obachters, Angaben zum Kadaver (Spezies) und Datum versehen. Der Fundort wurde ent-
weder durch Angabe der Koordinaten oder durch Beschreibung anhand markanter topogra-
phischer Orte im Park bestimmt. Auf einem Erhebungsbogen wurden weitere Angaben zum
Kadaver wie Geschlecht, geschatztes Alter und Zustand des Kadavers, Erndhrungszustand
des Tieres und weiteres genommenes Probenmaterial sowie eventuelle Angaben zu ersicht-

lichen Merkmalen hinsichtlich der Todesursache festgehalten.

3.1.2 Herkunft der Umweltproben

Die in dieser Arbeit genommenen und ausgewerteten Umweltproben stammten ausschlief3-
lich von der Doktorandin.

Die Probenentnahmestellen im ENP wurden anhand von Aufzeichnungen des Etosha Ecolo-
gical Institute (EEI) ausgewahlt. Entscheidendes Kriterium fur die Aufnahme einer Wasser-
stelle, eines Schlammloches oder einer Kiesgrube in den Bestand der regelmafig zu bepro-
benden Orte war die rdumliche Nahe der Stelle zu Gebieten, in denen vermehrt positive
Nachweise von Anthrax in den Vorjahren gefunden worden waren. Durch die gezielte Aus-
wahl der Probenentnahmestellen sollte eine anndhrend gleiche Proben-Verteilung auf die
westlichen, Ostlichen und zentralen Teile des Parks erreicht werden. An den vorab definier-

ten Platzen im Park wurden die Umweltproben aus tiefer liegenden Bodenschichten gewon-
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nen. Das Transportgefal® wurde mit Ort und Datum der Probenentnahme gekennzeichnet.
Die Koordinaten der ausgewahlten Stellen wurden mit Hilfe eines Global Positioning Sys-
tems (GPS), dem Juno SB mit ArcPad der Firma Trimble, erfasst. Mit dessen Hilfe konnten
die markierten Orte fir eine erneute Beprobung wieder aufgefunden werden. Die GPS-
Positionsbestimmung stellte sicher, dass es sich bei jeder Beprobung um nahezu die identi-
sche Stelle handelte. Die gerateabhangige Abweichung betrug nicht mehr als drei Meter. Die
ausgewahlten Stellen wurden im Zeitraum von November 2009 bis Marz 2011 in einem In-
tervall von jeweils ca. 4 Wochen beprobt. Dieser Zeitraum umfasste zwei Regen- und eine

Trockenzeit.

3.2 Methoden der Probenentnahme

3.2.1 Kadaver

Die Probenentnahme an Kadavern erfolgte mit einem Tupfersystem der Marke Carbi, sterili-
siert mit Ethylenoxid. Dieses Tupfersystem bestand aus einem sterilen Wattekopf, der sich
an einem Holzstab befand und durch eine Plastikhille geschiitzt wurde. Ausgetretene Flis-
sigkeit aus Maul, Nasenloch, Anus oder anderen eréffneten Korperéffnungen wurde mit dem
Wattekopf aufgenommen. An Kadavern, bei denen keinerlei aufzunehmende Flussigkeit zu
gewinnen war, wurde die V. jugularis mit Hilfe eines Skalpells ertffnet und der Wattekopf fur
die Blutgewinnung in die erzeugte Wunde eingefuhrt. Der Wattekopf wurde anschliellend
durch das Aufsetzen der Hiille geschitzt. Je Probennahme wurden mindestens drei Tupfer-
proben genommen, eine der Proben wurde an das Central Veterinary Laboratory (CVL) in
Windhoek geschickt, eine zweite Probe wurde am EEI im ENP aufbewahrt, und die dritte
Probe wurde an die Universitat Hohenheim, Institut fir Umwelt und Tierhygiene (UH), in

Deutschland versandt.

3.2.2 Umweltproben

Zur Gewinnung von Umweltproben wurden zwei unterschiedliche Probenentnahmegerate
eingesetzt. Bei harteren Bdden in Kiesgruben, ausgetrockneten Wasserlochern oder
Schlammmulden wurde der Géttinger Bohrstock eingesetzt. In Abhangigkeit von der Boden-
beschaffenheit wurde der Bohrstock entweder manuell in den Boden eingedreht oder, bei
harteren Bodenarten, unter Zuhilfenahme eines Hammers in die Erde geschlagen, so dass
mindestens 10 cm der am Bohrstock eingelassenen Nut versenkt waren. Danach wurde der
Griff des Bohrstockes gedreht, so dass das Probenmaterial in der Nut des Gerates vom um-
liegenden Erdmaterial abgetrennt wurde und herausgezogen werden konnte. Zur Uberfiih-
rung des Materials aus dem Bohrstock in das Transportgefa® wurde ein steriler Spatel ge-

nutzt.
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Bei der Entnahme von Bodenproben, die sich unter einer Wasserschicht befanden, wurde
ein Probenentnahmegerat mit verschliefbarer Kammer verwendet (Abb. 8). Der untere und
obere Teil dieses Gerates waren Uber eine Laufschiene miteinander verbunden, an deren
Enden befand sich jeweils eine Schaufel, die durch Verschiebung beider Metallstangen eine
Kammer bildete. Nachdem man den unteren Teil der Kammer in den Unterboden eingefiihrt
hatte, wurde der Kammerdeckel durch Verschieben der Metallstange dariber geschoben
und herausgezogen. Damit wurde sichergestellt, dass das Probenmaterial von tiefer liegen-
den Bodenschichten ohne Vermischung mit dartber liegenden Schichten gewonnen wurde.
Eine Plastikvorrichtung am Ausgang der Kammer sorgte dafiir, dass beim Herausziehen der
Kammer aus dem Erdboden zwar das aufgenommene Wasser, nicht aber das in der Kam-
mer befindliche Material auslaufen konnte. Dieses Entnahmegerat wurde anhand einer Skiz-

ze eines kommerziell erhaltlichen Gerates in der Werkstatt der UH angefertigt. Das Proben-

material wurde unter Zuhilfenahme eines sterilen Metallloffels in einen 20 ml Plastikcontainer
Uberfuhrt.

Abbildung Pobenentnahmegerét fir mit Wasser bedeckte
Bodenschichten

3.2.3 Transport und Lagerung

Bis zur Ruckkehr in das Labor wurden die Tupferproben in einem geschlossenen Plastikcon-
tainer aufbewahrt. Im Labor wurde die Hulle des Tupfersystems aufgedreht, um Kontakt mit
Sauerstoff zu ermdglichen, und mindestens drei Tage in diesem Zustand belassen, bis die
Hulle wieder vollstandig verschlossen wurde. Die Tupferproben wurden sowohl im Labor des
CVL als auch in UH unabhangig voneinander untersucht und die Ergebnisse miteinander
verglichen. Der 20 ml Plastikcontainer mit den Umweltproben wurde bis zur Ruckkehr an das
EEIl in einem Transportbehaltnis verstaut. Nach Rickkehr ins Labor wurde das Probenmate-

rial bis zur Untersuchung bei + 8°C im Kuhlschrank gelagert.
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3.3 Untersuchungsmethodik und Probenaufbereitung
Die bei der Untersuchung des Probenmaterials verwendeten Nahrmedien und diagnosti-
schen Tests sowie die Arbeitsschritte bei der Probeaufbereitung von Tierkadaver- und Um-

weltproben bis zur Isolierung der DNA finden sich im Anhang 3.

3.4 Screening der Umweltproben

RT-PCR:

Die Durchfuhrung der RT-PCR fir das Screening der Umweltproben erfolgte mit einem
LightCycler Gerat (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). Zur Durchfiihrung der RT-PCR
wurden flr den Nachweis der Plasmid-DNA des Toxins (pX01) entsprechende Primer und
dazugehérige Sonden (WHO 2008) unter Verwendung des LightCycler FastStart DNA Mas-
ter HybProbe Kit (Roche Diagnostics GmbH) eingesetzt. Bei jedem Lauf wurden jeweils eine
Negativkontrolle und zwei Positivkontrollen des Stammes A 30 mit unterschiedlicher B. anth-
racis-Konzentrationen, 1ng und 1pg, mitgefihrt. Die Protokolle zur Durchfiihrung der PCR
finden sich in Anhang 4.

Auswertung und Beurteilung:

Abbildung 9 zeigt einen typischen PCR-Verlauf mit Negativkontrolle (BAPA-Pramix) und zwei
Positivkontrollen (A 30 1 ng/1 pg) sowie eingesetzten Umweltproben. Fir jede Umweltprobe
ist der CT-Wert auf der x-Achse ablesbar. Der CT-Wert verhalt sich umgekehrt proportional
zur Sporenkonzentration in der Umweltprobe. Da lediglich eine semiquantitative Bestimmung
der B. anthracis-Konzentration durchgefuhrt wurde, um die Entwicklung der Konzentration im
Zeitverlauf auszuwerten, wurde keine interne Berechnung der Konzentration unter Verwen-
dung einer Standardkurve vorgenommen. Eine Probe wurde als B. anthracis positiv beurteilt,
wenn neben den Negativ- und Positivkontrollen die Probe eine Amplifikationskurve zeigte.
Der entsprechende CT-Wert wurde abgelesen und notiert. Eine Probe wurde als negativ

beurteilt, wenn sie, wie die Negativkontrollen, keinen Amplifikationsverlauf zeigte.
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Abbildung 9: Fluoreszenzanderung F2/F1 im Verlauf der Amplifikation

Abszissenachse: Zyklen, Ordinatenachse: F2/F1-Fluoreszenz; die Kontrollen: Negativ:
BAPA-Pramix zeigt keine Amplifikation, Positiv: A 30 1 ng und 1 pg. Die Fluoreszenzverlaufe
stellen die typische PCR-Kinetik dar.

3.5 Isolatsuche in Umweltproben

Wurde in der RT-PCR ein positives Signal detektiert, schloss sich die Suche nach dem Sig-
nal-auslésenden Isolat an.

Ausgangsmaterial:

Nach der Analyse des Uberstands aus der Abschwemmung des Materials der Umweltproben
im LightCycler wurde auf das zuvor abgenommene Material zurlickgegriffen. Dieses stamm-
te aus den Proben, bei denen bereits die vegetativen Zellen durch einen Hitzeschock abge-
totet worden waren.

Vorgehensweise:

Von diesem Probenmaterial wurden die Verdiinnungsstufen 10" bis 10® angelegt. Zunachst
wurden jedoch jeweils 100 pl des Ausgangsmaterials auf vier TSPBA-Platten je Probe unter
Verwendung eines sterilen Spatels ausplattiert. Nach Inkubation bei 37°C Gber Nacht wurden
die Platten hinsichtlich der Dichte der angewachsenen Kolonien ausgewertet und entschie-
den, ob das Ausbringen einer anderen Verdiinnungsstufe nétig war oder die Suche nach

dem lIsolat erfolgen konnte. Bei zu starkem Wachstum wurde die Beimpfung einer TSPBA-
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Platte mit einer héheren Verdinnungsstufe wiederholt und diese nach Bebritung am nachs-

ten Tag nach verdachtigen Kolonien durchsucht.

3.6 Gesamtkeimzahl der auf TSPBA angeziichteten Sporenbildner in Umweltproben

Um Aussagen treffen zu kdnnen, wie sich die Gesamtkeimzahl der Sporenbildner aus der B.
cereus Gruppe im Verhaltnis zu der in den Umweltproben enthaltenen B. anthracis-
Konzentration Uber den Zeitverlauf hinweg entwickelte, wurde die Gesamtkeimzahl der
Sporenbildner flr die Umweltproben auf TSPBA (semiselektiver Agar) bestimmt, bei denen
die RT-PCR ein positives Ergebnis ergeben hatte. Durch Verwendung des TSPBA wird ein
Groliteil der Sporenbildner aus der B. subtilis-Gruppe unterdriickt. Sporenbildner sind gram-
positive Stabchen, zu denen v.a. andere Bacillus-Arten gehéren. Dazu wurden 100 pl einer
Verdinnungsstufe auf zwei TSPBA-Platten je Probe ausgebracht. Zumeist konnte mit den
Verdiinnungsstufen 10 oder 10° gearbeitet werden, da bei diesen Verdiinnungen eine fiir
die Auszahlung ausreichend hohe Zahl von Kolonien anwuchs. Aus der Summe der auf bei-
den Platten ausgezahlten Kolonien wurde der Mittelwert gebildet und die im Ausgangsmate-
rial vorhandene Gesamtkeimzahl der Sporenbildner bestimmt (3¢ /2 x d x 10 = SGZ/ml; wo-

bei c=Summe der ausgezahlten Plaques, d=ausgezahlte Verdlinnungsstufe).

3.7 Gewinnung der DNA aus B. anthracis-Kolonien der Tupfer- und Umweltproben
Koch-DNA:

Ausgangsmaterial fur die DNA-Isolierung waren die auf Blutagar-Platten angezichteten und
nach Durchflihrung des Penicillin- und Phagentests positiven Kolonien. Zwei Osen des Kolo-
niematerials wurden abgenommen und in einem 2 ml Reaktionsgefald in PBS resuspensiert,
so dass das Material in homogenem Zustand vorlag. Im Anschluss wurden 3 Tropfen Paraf-
fin hinzugegeben. Nach dem Erhitzen bei 110°C fur 15 Minuten in einem Heizblock wurden
die Reaktionsgefalie bis zur Abklhlung stehengelassen. Der Ansatz wurde bei 1.000U/min
fur 15 Minuten zentrifugiert und anschlieend steril filtriert. Die Flussigkeit wurde mittels einer
Spritze mit KanUle aspiriert und Uber einen Filter (0,2 um) in ein mit 200 ul PBS vorgelegtes
Reaktionsgefal® Uberfihrt. Diese Sterilfiltration war erforderlich, um die DNA auf3erhalb des
S3-Labors in der Multiplex-PCR einsetzen zu kénnen.

Kit-DNA und Kontrolle durch Gelektrophorese:

Die Herstellung der Easy-Kit-DNA erfolgte laut Herstellerangabe des kommerziell erhaltli-
chen Kits der Firma Invitrogen. Zur Qualitatskontrolle der vorliegenden DNA wurde ein 0,8-
oder 1 %-iges Agarosegel verwendet (eingesetzte Materialien und Durchfiihrung finden sich
in Anhang 3).
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Anlegen eines Stammroéhrchens fur die Stammsammlung

Von jedem Isolat wurde ein Stammréhrchen fir die Stammsammlung angelegt. Dazu wurde
mit einer 1 pl Ose eine Einzelkolonie abgenommen, in ein Cryoréhrchen mit einem MYA-
Agar (Zubereitung in Anhang 3) eingetaucht und auf der Oberflache verteilt. Nach einer In-
kubation bei 37°C flir 24 Stunden wurde das Stammrdhrchen mit leicht angedrehtem Deckel

zehn Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die Aufbewahrung erfolgt bei 4°C.

3.8 Analyse der Isolate in der 31 Marker MLVA

Die Durchfihrung der PCRs zu den Stammtypisierungs-Methoden, SNP und SNR, wurde
hier nicht aufgenommen, da diese von Mitarbeitern der Universitadt Hohenheim durchgefihrt
und deren Ergebnisse fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt wurden. Protokolle zur Durch-
fuhrung der SNR- und SNP-PCRS finden sich im Anhang der Publikation: ,Distribution and
Molecular Evolution of Bacillus anthracis Genotypes in Namibia“ (Beyer et al., 2012).

Fur die PCR-Reaktionen wurde entweder Koch- oder Easy-Kit-DNA der B. anthracis-Isolate
verwendet. Mit Hilfe der 31 Primer wurden 31 Loci im B. anthracis-Genom markiert und im

Rahmen der Multiplex-PCR amplifiziert.

Ansatz der Nukleotide fir die Multiplex-PCR:

Die Desoxynukleosid-Triphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP der Firma peqlab wurden
mit einer 1,25 ymolaren Konzentration in der PCR eingesetzt.

Multiplex-PCRs:

Es wurden sieben verschiedene Multiplex-PCRs durchgefuhrt. Die in den Multiplex-
Reaktionen verwendeten Primer-Sequenzen, Reaktionsansatze der Primermixe sowie PCR-
Protokolle finden sich im Anhang 5. Im Anschluss an die PCR wurden die Proben der Reak-
tionen A, B, C und D aufgereinigt und verdinnt (Protokoll der Verdinnungen in Anhang 5).
Die Proben der Reaktionen 5 bis 7 wurden zunachst verdinnt und erst danach aufgereinigt.
Aufreinigung und Verdinnung des PCR-Produktes:

Die Aufreinigung der PCR-Produkte aus den Multiplex-Reaktionen A - D und 5 - 7 erfolgte
mit dem High Pure PCR Product Purification Kit von Roche Diagnostics nach den Vorgaben
des Herstellers. Die Reaktionen 5 - 7 wurden erst nach der Verdinnung und Mischung auf-
gereingt. Dem 50 pyl PCR-Produkt wurden 250 pl Bindepuffer hinzugegeben. Im Anschluss
an die Verdinnungen der PCR-Produkte wie auch der aufgereinigten PCR-Produkte aus den
Reaktionen 5 — 7 wurden jeweils 20 ul aus jeder verdinnten Reaktion 5 - 7 entnommen und
in einem neuen Reaktionsgefall zusammengefuhrt. Nach einer Durchmischung wurden 10 pl
verworfen. Die verbleibenden 50 pul dieser Mischung wurden wie bereits beschrieben aufge-
reinigt. Die aufgereinigten und verdinnten PCR-Produkte wurden bis zur Analyse der Frag-
mentgroRe im ABI PRISM 310™ Genetic Analyzer bei -20°C gelagert.
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Ansatz des PCR-Produktes fir den Einsatz in der Fragmentanalyse:

Die aufgereinigten und verdinnten PCR-Produkte wurden fur die Analyse mit dem ABI
PRISM 310™ Genetic Analyzer vorbereitet. Als Langenstandard fiir die Fragmentanalyse der
Reaktionen A, C, und 5 - 7 wurde der ROX-markierte ET900-R (GE Healthcare) und fir die
Reaktionen B und D der Map Marker 1000 (BioVentures Inc.) eingesetzt.

ABI PRISM 310 ™ Genetic Analyzer:

Die Analyse der Fragmentlangen erfolgte mit einem ABI PRISM 310 TM Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

3.9 Auswertung der Fragmentanalyse

Die Ergebnisse der Fragmentanalyse der B. anthracis-lsolate mit dem ABI PRISM 310™
wurden mit der Software GeneMapper ™ (Applied Biosystems) ausgewertet. Die Auswertung
erfolgte durch den Vergleich der zu erwartenden Fragmentlangen mit den Peaks der Rohda-
ten der analysierten Fragmentlangen. Anhand der bekannten Copy Codes (Anhang 6) wurde
den jeweiligen Fragmentlangen der jeweilige Copy Code zugeteilt.

Copy Code der MLVA 31 Marker:

FuUr die analysierten Fragmentlangen wurde ein Zahlencode-System erstellt, wodurch jeder
Fragmentlange (Allel) ein Copy Code (Anhang 6 und 7) zugewiesen wurde. Der zweistellige
Copy Code zeigt die Anzahl der Tandem Repeats des jeweiligen Allels. Diese Normalisie-
rung der Daten ist nétig, da sich durch Verwendung unterschiedlicher GroRenstandards und
Gerateplattformen Abweichungen in den Fragmentlangen im Vergleich zu publizierten Daten
ergeben.

Zuordnung der Copy Codes zu einem Genoytpen:

Aus den 31 Copy Codes wurde ein 62-stelliger Zahlencode (Sortiercode) gebildet. Aus die-
ser 62-stelligen Zahlenreihe ergibt sich fir das jeweilige Isolat der entsprechende Genotyp

(Anhang 7).

3.10 Sequenzierung von neu auftauchenden Allelen

Um neu auftauchende Allele und damit neue Genotypen oder nicht eindeutig zuzuordnende
Allele eindeutig dokumentieren zu kdénnen, wurden diese sequenziert. Dazu wurden PCR-
Produkte der einzelnen Primerpaare genutzt. Dabei tauchten haufig mehrere PCR-Produkte
auf. Dieses Problem konnte durch die Optimierung der PCR-Bedingungen bzw. durch die
Verwendung von neu konstruierten Primern zumeist umgangen werden. Der PCR-Ansatz
wurde auf einem 1,2%-igen praparativen Gel elektrophoretisch aufgetrennt, die Banden mit
entsprechender Fragmentlange ausgeschnitten und mittels QlIAquick Gel-Extraction-Kit der
Firma Qiagen eluiert. Das Eluat wurde erneut auf einem 1,2%-igen Agarosegel analysiert.

Die Klonierung der gelgereinigten PCR-Fragmente erfolgte unter Einsatz des GeneJet PCR
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Cloning Kits der Firma Fermentas nach dem Sticky-End-Protocol gemaR der Anleitung des
Herstellers. Das Ansetzen der Blunting-Reaktion erfolgte unter Verwendung von 1-2 pl des
gereinigten PCR-Produktes. Die Klonierung erfolgte in mittels CaCl, kompetent gemachten
Escherichia coli Top 10F’. Aus transformierten Kolonien wurde mittels High Pure Plasmid
Isolation Kit (Roche) gemaR der Anleitung des Herstellers Plasmid-DNA gewonnen. Die rich-
tige GroRe des Inserts wurde nach Restriktionsspaltung mit Xhol — Xbal im Agarosegel
Uberprift. Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde von der Firma GATC Biotech durch-
gefluhrt.

3.11 Doppelinfektionen mit B. anthracis-Stammen

Aus 75 Tupfern von Tierkadavern wurden insgesamt 47 Isolate gewonnen, von denen be-
reits der GT bekannt war. Davon wurden zufallig 13 Isolate ausgesucht. Von diesen Tupfern
wurden Verdlinnungsausstriche angefertigt und funf einzeln liegende Kolonien abgenom-
men, um sicherzugehen, dass keine Mischkolonien entstehen. Die DNA der jeweils funf zu-

satzlichen Kolonien wurde genotypisiert und die GTen je Isolat miteinander verglichen.

3.12 Entwicklung einer in ArcGIS genutzten Access-Datenbank

Datenherkunft und ihre Zusammenfihrung:

Ausgangsbasis waren die mit den Proben ausgehandigten Datensatze, die vom EEI, dem
CVL und der UH in Excel-Tabellen gefuhrt wurden. Diese in den genannten Tabellen enthal-
tenen Angaben zu den jeweiligen Proben wurden um fehlende Angaben erganzt und nichtzu-
treffende Datensatze bereinigt.

Datensatz:

Die Anthrax-Datenbank enthalt Datensatze mit Angaben zur Spezies, dem Fundort und
Funddatum, der Art der Probe, Genotyp und seiner Zugehorigkeit zu einer SNP-Gruppe, als
auch alle vorhandenen epidemiologisch relevanten Daten. Jeder Datensatz besitzt eine ihm
eindeutig zuordenbare ID, die fir Analysen verwendet wurde. Ab 2005 konnte anhand vor-
liegender Daten nachvollzogen werden, welche der in UH eingegangenen Proben diagnos-
tisch positiv oder negativ getestet wurden. Fir die Vorjahre lagen lediglich die Daten von
Proben mit positivem Ergebnis vor. Neben dieser Datenbank wurden fur die Analysen weite-
re Datenbanken (fur Klima, Umweltproben, Wildtierpopulationszahlen) erstellit.
Aufnahmeverfahren der Fundorte:

Probenfundorte aus dem Zeitraum vor Oktober 2007 oder fehlende GPS-Angaben wurden
anhand der Ortsbeschreibungen, die sich an markanten topographischen Punkten orientier-
te, georeferenziert. Die rdumliche Abbildung der Isolate erfolgte in ArcGIS (Geoinformatios-

system — Software) von ESRI unter Verwendung von shape-files (Tab. 2).
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Tabelle 2:  Daten fur ArcGIS und epidemiologische Untersuchungen

Art der Daten Information zu Quelle
shape - files Park- und Pfannenflache Etosha Ecologial Institute
Touristencamps Etosha Ecologial Institute
Stralen Etosha Ecologial Institute
Wasserloéchern Etosha Ecologial Institute
Bodenarten Etosha Ecologial Institute
Vegetationszonen Etosha Ecologial Institute
Nationalparks,
Conservancies und Ministry of Lands, Resettlement and.
Regionen Namibias Rehabilitation, Directorate of Survey and Mapping

epidemiologisch
relevante Daten  Niederschlagsmengen Etosha Ecologial Institute
Minum- und Maxium -

Temperaturen Etosha Ecologial Institute

Populationsdaten Ministry of Environment and Tourism
Monitoring - Gebiet und

Aufwand Steve Bellan, Universitat Kalifornien Berkley
Migrationsdaten Royi Zidon, Ben Gurion Universitat, Israel

3.13 Kartographie der Isolate und statistische Auswertungen

Fur die statistische Auswertung der epidemiologischen Daten wurde die frei erhaltliche Soft-
ware ,R* (R Project for Statistical Computing) in der Version 2.12.1. verwendet. Die Karto-
graphierung der Isolate wurde unter Verwendung von ArcGIS (Version 10) erstellt. Fur die
Clusteranalysen wurde SaTScan (Version 9.1.1) von Martin Kulldorff verwendet, da es ein
Verfahren zur Identifikation von Clustern liefert (Raum, Zeit und Raum-Zeit). Durch 999 Per-
mutationen (Simulation von 999 Konstellationen) wurde mittels SaTScan durch das Wandern
eines Kreises mit zunehmendem Radius Uber das Studiengebiet hinweg das héchst wahr-
scheinliche Cluster gesucht. Das Bernoulli-Modell wurde fur die Clusteranalyse positiver
Anthrax-Nachweise und GT (unter Bonferroni-Korrektur) verwendet. Die Korrektur wurde
vorgenommen, da es sich um multiple Paarvergleiche handelte und daher das Signifikanzni-
veau anzupassen war. Das diskrete Poisson-Modell wurde gewahlt, um die Nullhypothese
(positive Nachweise sind abhangig von der PopulationsgréfRe der Spezies in den untersuch-
ten Zensusbldcken) zu testen. Die Prifung des Zusammenhangs zwischen genetischer und
raumlicher Distanz der GT zueinander wurde mittels Varianzanalyse durchgefihrt, verwen-
det wurde dafir ein auf dem Generalized Additive Modell (GAM) basierender ANOVA-Test

unter Verwendung von R-Statistik.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Probenumfang und Zusammensetzung

Die Ergebnisse dieser Arbeit basieren auf den Untersuchungen von Probenmaterial, das aus
779 zwischen 2005-2011 aktiv gewonnenen Kadaver-Tupferproben und aus 233 zwischen
2009-2011 gewonnenen Umweltproben des Etosha Nationalpark (ENP) Namibias bestand.
Zu diesen aktiven Proben wurden die historischen Proben aus ENP und von privaten Far-
men sowie aus Gemeinschaftsgebieten hinzugefligt. Das gesamte Probenmaterial deckt die
Zeitspanne von 1983 bis 2011 ab. Aus dem Gesamt-Probenmaterial wurden 511 Isolate und
14 DNA-Proben (insgesamt 525) aus Namibia genotypisiert.

Das jahrliche Kadaver-Probenaufkommen unterlag extremen Schwankungen, mit Jahren, in
denen kein, nur vereinzelte oder maximal 17 Nachweise erbracht wurden; erst ab 2006 stieg
die Zahl der Isolate kontinuierlich an (Tab. 3). 280 der 525 Isolate gehoérten zu historischen
Proben, 245 |solate wurden wahrend der Dauer dieser Studie (2009-2012) genotypisiert. Die
DNA wurde von Dr. Chung am Centers for Disease Control- and Prevention in Atlanta, USA,
fur die Genotypisierung zu Verfiigung gestellt und stammte aus dem ENP aus den Jahren
1983 bis 1987. 369 negativ getestete Nachweise wurden erfasst.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stutzen sich somit auf insgesamt 894 in der Datenbank erfasste
Datensatze. Nach Abschluss der Genotypisierung der 525 Isolate-DNAs sind 44 unterschied-
liche Genotypen (GT) in Namibia bekannt. Nach Feststellung des Auftretens von Infektionen
mit mehr als einem GT durch die Genotypisierung von 65 Isolaten (aus 13 Tier-Tupferproben
je 5 Isolate) kamen sechs Isolate zur bestehenden Stammsammlung an der Universitat Ho-
henheim hinzu, die nicht in die Analysen einflossen, darunter der 45. GT (GT188). Letztge-
nannte Isolate lagen erst nach Beendigung der Analysen vor. Fur den dabei neu entdeckten
GT (GT188) muss noch die Bestatigung des unbekannten Allels durch Sequenzierung erfol-

gen.

Tabelle 3: Anzahl der Isolate mit DNA nach Jahren
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Positive und negative Nachweise bei Tierkadavern aus Namibia:

445 |solate stammten aus Tierproben von insgesamt 14 Wildspezies aus dem ENP (Anhang
8). Die Spezies Burchellzebra (Equus quagga burchellii) und Bergzebra (Equus zebra) wur-
den aufgrund geringer Probenzahlen unter ,Zebras’ zusammengefasst und bei den Analysen

als Spezies Zebra geflihrt. Aus Vereinfachungsgriinden wurden die Spezies Spitzmaulnas-
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horn (Diceros bicornis) und Breitmaulnashorn (Ceratotherium simum) ebenso zusammenge-
fasst. 370 Tupferproben aus dem ENP mit negativem Ergebnis stammen aus den Jahren
2005 bis 2011. Aus Erfahrungsgrinden ist eine sichere Zuordnung von Probenmaterial mit
positivem wie negativem Nachweis auf die Jahre 2009 bis 2011 begrenzt, fur die Ubrigen
Jahre wurden dagegen nur positive Nachweise dokumentiert. Datensatze ohne positives
Ergebnis wurden daher im Umkehrschluss in die negativen Nachweise aufgenommen.
Positive Nachweise bei Tierkadavern von privaten Farmen und aus Gemeinschaftsgebieten
umfassen 17 Nutztier-, 26 Wildtierisolate (Anhang 8), ein Humanisolat und ein Umweltisolat.
Die Nutztiere sind Pferd, Schaf, Rind und Ziege, die Wildtiere sind Buffel, Gepard, Nashorn,
Nilpferd und mehrere Antilopenarten (Anhang 8).

4.2 Positive und negative Nachweise von Anthrax im Etosha Nationalpark

Fir 2005 bis 2007 wurden pro Jahr im Durchschnitt 74,5% der untersuchten Tier-
Tupferproben negativ und 25,5% positiv getestet. Der prozentuale Anteil positiver Ergebnis-
se stieg von 2008 bis 2010 auf durchschnittlich 62,1% an, von 01.01.bis 20.04.2011 betrug
der prozentuale Anteil positiver Ergebnisse 77,7% (Anhang 8). Von den fur den Gesamtzeit-
raum insgesamt 368 negativ getesteten Tupferproben entfielen auf die Spezies Zebra
43,8%, auf Springbock 22,3%, gefolgt von Gnu 9,5% und Elefant 7,3%. Nashorn, Giraffe,
Gemsbock und Lowe hatten jeweils Anteile < 3% an den negativen Proben (Anhang 9). Die
prozentuale Verteilung der Gesamtzahl positiver Nachweise fir die Jahre 2005 bis 2011 auf
die Spezies Zebra, Springbock, Gnu und Elefant verhalt sich wie die prozentuale Verteilung

der Gesamtzahl negativer Nachweise auf diese Spezies.

4.2.1 Verteilung auf tiergebundene Variablen

Wiederkauer/ Nicht-Wiederkauer:

Der Vergleich der Verteilungen der Nachweise bei Wiederkduern und nicht-wiederkauenden
Tieren ergab mittels Fisher-Exakt-Test ein signifikant haufigeres Auftreten von Anthrax bei
den Kadavern nicht-wiederkduender Spezies wie Zebra und Elefant (Tab. 4).

Spezies:

Fir Zebras [p=0,004] und Springbdcke [p=0,011] wurden proportional signifikant haufiger
positive Nachweise flir Anthrax gefihrt als fir Elefant und Gnu. Zwischen den beiden Spe-
zies waren positive Nachweise bei Zebras wiederum haufiger als bei Springbdcken [p=0,002]
(Tab. 4).

Geschlecht:

Die Datenbank umfasste 179 positive und 140 negative Nachweise bei mannlichen, 204 po-
sitive und 139 negative Nachweise bei weiblichen Tieren. Der Fisher-Exakt-Test wies nach,

dass der proportionale Anteil positiver Nachweise zwischen den Geschlechtern sowohl flr
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alle Spezies insgesamt als auch fir einzelne Spezies (Zebra, Springbock, Gnu und Elefant)
gleich war. Mannliche und weibliche Tiere wiesen mithin gleiche Nachweishaufigkeiten fur
Anthrax auf (Tab. 4).

Alterskategorien:

Der Kategorie Jungtier wurden Tiere bis zu einem Jahr zugeordnet. Subadulte umfassen bei
Zebras und Gnus Tiere im Alter von 1-3 Jahren, bei Springbdcken 1-2 Jahren; ab einem Al-
ter von 23 bzw. 22 Jahren fallen Tiere in die Kategorie Adult. Bei Elefanten zahlt ein Tier mit
bis zu 4,5 Jahren zur Kategorie Jungtier, zwischen 5-10 Jahren als subadultes und danach
als adultes Tier. Anthrax-Nachweise wurden Uber die vier Spezies signifikant haufiger flr
Subadulte [p=0,000] und Adulte [p=0,000] als fur Jungtiere gefiihrt. Zwischen Subadulten
und Adulten bestand kein signifikanter Unterschied [p=0,848] (Tab. 4).

Nahrungstyp:

Die Ernahrungstypen wurden durch die Kategorien reiner Buschfresser, reiner Grasfresser,
Busch- und Grasfresser und Fleischfresser erfasst. Mittels Fisher-Exakt-Test wurde ein signi-
fikant haufigeres relatives Auftreten positiver Nachweise bei reinen Grasfressern im Ver-
gleich zu reinen Buschfressern [p=0,000] wie auch zu Gras- und Buschfressern [p=0,000]
festgestellt. Im Gegensatz dazu waren die Anteile positiver Nachweise zwischen Busch- und
Grasfressern und reinen Buschfressern ebenso wie zwischen Fleischfressern und Nicht-

Fleischfressern statistisch gleich (Tab. 4).
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Tabelle 4. Relative Haufigkeit positiver Anthrax-Nachweise flr tiergebundene Variablen

Tiergebundene Variable Fisher-Exakt-Test
Kategorie p-Wert
Wiederkauer/Nicht-Wiederkauer 0,016%
Spezies

Zebra 0,004°
Springbock 0,0112
Springbock/ Zebra 0,002%
Elefant 0,113
Gnu 0,623°
Geschlecht 0,477°
Alterskategorie

Jungtier / Subadult 0,000%
Subadult / Adult 0,848°
Jungtier / Adult 0,000%
Jungtier+Subadult/Adult 0.062°
Nahrungstyp

Gras- / Buschfresser 0,000°
Gras-/ Busch- + Grasfresser 0,000%
Busch/Gras+ Buschfresser 0,287°
Fleischfresser / librige 0,452

2= signifikant bei p<0,05, "= nicht signifikant (innerhalb einer Kategorie)

4.2.2 Verteilung der Nachweise unter Einbezug von Klimaelementen

Positive und negative Nachweise wahrend der Regen- und Trockenzeit im ENP:

Fur die Untersuchung der zeitlichen Verteilung positiver und negativer Nachweise innerhalb
eines Jahres wurden zwei unterschiedliche Einteilungen vorgenommen. Bei der ersten Ein-
teilung wurde jedem Nachweis die Periode Regenzeit (RZ) zugeordnet, wenn er sich in ei-
nem Monat mit Niederschlag ereignet hatte, in die Trockenzeit (TZ) fiel jeder Nachweis,
wenn fur den betreffenden Monat kein Niederschlag aufgezeichnet worden war. Die zweite
Einteilung folgte der kalendermaRigen Einteilung in drei Jahresabschnitte, Regenzeit von
Januar bis April, Trockenzeit von Mai bis August und Ende der Trockenzeit von September
bis Dezember. Beide Einteilungen wurden fur die Abklarung einer saisonalen Haufung positi-
ver Nachweise verwendet. 377 positive und 270 negative Nachweise wurden in der Regen-
zeit, 103 positive und 97 negative Nachweise in der Trockenzeit registriert. Die Signifikanz
des Auftretens der positiven Nachweise in Abhangigkeit von Regen- und Trockenzeit wurde
mit dem Fisher-Exakt-Test geprift. Die Zusammenfassung aller Isolate (Tier- und Umweltiso-
late) ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Perioden (RZ/TZ). Positive
Tiernachweise alleine waren jedoch signifikant haufiger in der Regenzeit als in der Trocken-
zeit [p=0,006]. Fur Nachweise in Umweltproben galt das Gegenteil, signifikant mehr positive

Nachweise konnten in Proben aus der Trockenzeit als in denen aus der Regenzeit gefiihrt
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werden [p=0,003].Bei kalendermaRiger Einteilung des Jahres in drei Abschnitte lag fur alle
Isolate (Tier- und Umweltisolate) erstens ein signifikant gehduftes Auftreten von positiven
Nachweisen am Ende der Trockenzeit im Vergleich zur Trockenzeit [p=0,013] vor und zwei-
tens eine Haufung positiver Nachweise in der Regenzeit im Vergleich zur Trockenzeit
[p=0,003]. Das gleiche Muster trifft fr nur die Tierkadaver, nicht jedoch isoliert fur Umwel-
tisolate, zu. Positive Nachweise bei Zebras tauchten signifikant haufiger am Ende der Tro-
ckenzeit als in der Trockenzeit [p=0,004] und in der Regenzeit gehaufter als am Ende der
Trockenzeit auf [p=0,034]. Bei Elefanten und Springb6cken waren dagegen positive Nach-

weise keiner Jahresperiode zuzuordnen (Tab. 5).

Tabelle 5: Relative Haufigkeit positiver Anthrax-Nachweise im jahreszeitlichen Auftreten

getesteter It. Aufzeichnung 3 Jahresabschnitte
Probenumfang RZ/TZ ETZ/TZ ETZ/RZ TZ/RZ
p - Wert p - Wert p - Wert p - Wert
alle Isolate 0,103° 0,0132 0,275° 0,003?
Kadaverisolate 0,006° 0,044 0,795° 0,043
Umweltisolate 0,003%
Zebraisolate 0,138° 0,0042 0,0342 0,153°
Springbockisolate  |1° 0,338° 0,100° 0,687°
Elefantenisolate 0,634° 0,221° 0,197° 1P

2 signifikant bei p<0,05, ® nicht signifikant (innerhalb des getesteten Probenumfangs)
RZ= Regenzeit, TZ= Trockenzeit, ETZ= Ende der Trockenzeit

Abhangigkeit positiver und negativer Nachweise vom Auftreten von Regen:

Das Auftreten positiver und negativer Nachweise in Abhangigkeit vom Ereignis Regen wurde
analysiert, indem Tage mit tatsachlichem Niederschlag herangezogen wurden. Fir diese
Untersuchung wurde der gesamte Beobachtungszeitraum (2005 bis 2011) auf den Zeitraum
vom 03.03.2009 bis 18.07.2010 konzentriert. Fur diesen Zeitraum waren die negativen
Nachweise eindeutig dokumentiert und das Studiengebiet wurde zur Sammlung von Tierka-
davern systematisch und regelmafig uberwacht, so dass von einer gleichen Wahrscheinlich-
keit, positive und negative Nachweise zu finden, ausgegangen werden konnte. Das Auftau-
chen positiver und negativer Nachweise in Abhangigkeit zur Niederschlagsmenge ist in Abb.
10 dargestellt.

Positive und negative Nachweise tauchten zwar vermehrt unmittelbar beim Ereignis Regen
auf, waren jedoch auch bei Abwesenheit von Regen zu finden. Offensichtlich lag keine deut-
liche Haufung positiver Nachweise beim Ereignis Regen vor.

Das Auftreten positiver und negativer Nachweise in zeitlicher Folge (in Tagen) nach doku-

mentiertem Niederschlag zeigt Abb. 11.
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Abbildung 10: Positive und negative Anthrax-Nachweise und
Niederschlagsmengen im Zeitraum vom 03.03.2009 bis 18.07.2010
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Abbildung 11: Positive und negative Anthrax-Nachweise mit Abstand
zum Ereignis Regen
(positive (rot), negative Anthrax-Nachweise (blau))
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Die Anzahl positiver Nachweise ist in den ersten Tagen nach Regen zunachst gréRer als die
Anzahl negativer Nachweise. Die Zahl der Nachweise nimmt dann prinzipiell mit zunehmen-
dem Abstand zum Regen ab, sowohl fur positive als auch fur negative Nachweise. Grund-
satzlich wurden immer weniger Kadaver mit zunehmendem Abstand vom Regen entdeckt.
(Abb. 11). Der Homogenitatstest (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test) flr positive und negative
Nachweise versus Ereignis Regen mit einem p-Wert von 0,08 bestatigt, dass die Zahl von
positiven bzw. negativen Nachweisen nicht durch den Tage-Abstand zu einem Regen-
Ereignis beeinflusst war.

Da weder signifikante Zusammenhange zwischen dem Auftauchen positiver und negativer
Nachweise und einem Regentag noch mit dem Abstand zu diesem feststellbar waren, wurde
weiter gepruft, ob ein derartiger Zusammenhang zur kumulierten Niederschlagsmenge exis-
tierte. Auch hier zeigte das Auftreten von positiven und negativen Nachweisen keinen Unter-
schied.

Ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Menge gefundener Kadaver und dem Abstand
zum Regen war daher feststellbar, nicht jedoch Anderungen in den relativen Anteilen positi-
ver und negativer Nachweise an diesen Kadavern Uber die Zeit hinweg. Der gleiche relative
Anteil positiver und negativer Nachweise an Kadavern Uber die Zeit hinweg druckt sich im
Kolmogorov-Smirnov—Test mit einem p-Wert von 0,2, wie auch in der zeitlichen Analyse mit
SaTScan, wo ebenfalls kein zeitliches Cluster gefunden wurde, aus.

Um den in der Literatur haufig beschriebenen klimatischen Einfluss von Regen- oder Tro-
ckenzeit auf die Anthrax-Nachweise hinsichtlich seiner Signifikanz zu untersuchen, wurde im
Gegensatz zu den Ubrigen statistischen Auswertungen, wie Boden- und Vegetationstypen,
der Hauptaugenmerk auf den Zeitraum von 03.03.2009 bis 18.07.2010 beschrankt. Innerhalb
dieses Zeitraums wurden nachweislich (definitiv) alle Kadaver entdeckt und getestet sowie
positive als auch negative Nachweise aufgezeichnet. Falsch-positive oder falsch-negative

Proben konnten die statistische Auswertung nicht beeinflussen.

Temperatur:
Bei jahrlichen Durchschnittstemperaturen von -2°C und 35°C im Minimum und Maximaltem-
peraturen von 3°C und 43°C wurde kein Zusammenhang zwischen Haufigkeiten positiver

bzw. negativer Nachweise und diesen Umgebungstemperaturen festgestellt.

4.2.3 Nachweisverteilung auf (natur-) rdumliche Kategorien und Bezugsgréfien

Im Gegensatz zum Einfluss der klimatischen Bedingungen Regen-/Trockenzeit auf die Anth-
raxnachweise wurde das Probenaufkommen aus 2005-2011 zur Untersuchung der Frage
verwendet, ob Anthrax-Nachweise signifikant vermehrt hinsichtlich (natur-) rdumlicher Kate-

gorien und BezugsgréRen aufgefunden wurden, da analog dazu auch GT-Haufigkeiten un-
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tersucht wurden; damit konnte eine Wiirdigung aller insgesamt Giber alle Jahre hinweg aufge-
tauchten GT erfolgen. Erst dadurch konnte der Informationsmehrwert mittels Genotypisie-
rung beurteilt werden. Diese Untersuchung war jedoch fur klimatische Bedingungen nicht
relevant, sodass hier durch die Einschrankung des Zeitraums lediglich ein Hauptaugenmerk
auf die in der Literatur genannten Zusammenhange zu Anthrax-Nachweisen gelegt werden
sollte.

Regionen im Park:

Das Etosha Ecological Institute unterteilte den Park in vier administrative Regionen. Diese
sind Otjivasandu im Westen des ENP, das zentral gelegene Okaukuejo, Namutoni im Osten
des Parks, das zwischen beiden letztgenannten gelegene Halali und das nérdlich liegende
Farland. Die Prifung der Verteilung positiver und negativer Nachweise auf diese flinf Regio-
nen zeigte keinen signifikanten Zusammenhang [p>0,05] (Tab. 6). Zwar wurden in der Regi-
on Okaukuejo deutlich mehr Kadaver gefunden, die relativen Anteile positiver wie negativer
Nachweise in Okaukuejo unterschied sich jedoch nicht von der der anderen Regionen.
Zensusblocke:

Der ENP wurde in insgesamt 17 Zensusblécke (Abb. 12) aufgeteilt Diese Blécke wurden
vom Ministry of Environment and Tourism (MET) fir Zwecke der Wildzahlung festgelegt. Fur
jeden dieser Blocke wurden in unregelmafigen Zeitabstanden Wild-Populationsdaten erho-
ben. In dieser Arbeit verwendete Zahlen stammen aus der in 2005 durchgefuhrten Wildzah-
lung. Die Untersuchungen, ob positive oder negative Nachweise sich zwischen den Zensus-
blécken unterschieden, ergaben eine signifikante Haufung negativer Nachweise in den Zen-
susblécken 7 [p=0,000] und 15 [p=0,021] sowie eine signifikante Haufung positiver Nachwei-
se im Zensusblock 16 [p=0,003] (Tab. 6).
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Abbildung 12: Verteilung positiver und negativer Anthrax-Nachweise auf
Zensusblocke des Etosha Nationalparks
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)

Vegetation:

Die insgesamt 14 Vegetationstypen wurden durch Zusammenfassung von Untergruppen auf
insgesamt vier Klassen reduziert. Diese sind: 1. Steppe, 2. Grasland, 3. Savanne und 4. Bo-
den ohne Bewuchs. Keiner dieser vier Vegetationszonen konnten hdhere Anteile positiver
Nachweise zugeordnet werden [p>0,05] (Tab. 6).

Bodentypen:

Die funf verschiedenen Bodentypen sind: 1. sandige Erde, 2. Erde mit Dolomitkalk, Marmor,
Kalziumkarbonat und sauren Granit, 3. Karstveld, unterirdische und oberirdische Gelande-
formen in Karbonatgestein, 4. tiefer Sand und 5. Salzgebiet (Pfanne). Dem salzhaltigen Bo-
dentyp (4.) konnten signifikant mehr negative Nachweisproben [p=0,032]. zugeordnet wer-
den als den anderen Bodentypen. Kein Bodentyp wies signifikant mehr positive Nachweise

als andere auf (Tab. 6).
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Tabelle 6: Relative Haufigkeiten von Anthrax-Nachweisen in (natur-) rAumlichen Kategorien
und Bezugsgroéfien

Kategorie/BezugsgroRe Fisher-Exakt-Test positive/ negative Nachweise
mi(-)nen N B
Okaukuejo p-Wert 0.851°
Otjovasandu p-Wert 0.298°
Halali p-Wert 0.050°
Namutoni p-Wert 0.694°
Farland p-Wert 0.658°
Zensusblock
1 p-Wert 0.540°
3 p-Wert 0.438°
4 p-Wert 0.239°
5 p-Wert 0.071°
6 p-Wert 0.308°
7 p-Wert 0.000%
8 p-Wert 0.601°
9 p-Wert 0.659°
10 p-Wert 0.091°
11 p-Wert 0.186°
12 p-Wert 0.575°
13 p-Wert 0.701°
15 p-Wert 0.021°
16 p-Wert 0.003°
17 p-Wert 0.100°
Vegetation
Steppe p-Wert 0.192°
Grasland p-Wert 0.608°
Savanne p-Wert 0.086°
ohne Bewuchs p-Wert 0.597°
Boden
sandig p-Wert 0.418°
Dolomitenkalkstein p-Wert 0.852°
Karstveld p-Wert 0.155°
tiefer Sand p-Wert 0.890°
salzhaltig p-Wert 0.032°

2= signifikant bei p<0,05, °= nicht signifikant (innerhalb einer Kategorie)

Populationsabhangige Verteilung positiver Nachweise zwischen am haufigsten betroffenen
Wildspezies im ENP:

Fir die Analysen der spezies-spezifischen positiven Nachweise unter Berucksichtigung der
Populationsgrofien der Spezies wurde die Wildzahlung 2005 verwendet (Anhang 2). Da bei
Elefanten positive Nachweise in den Zensusbldcken 4, 8 und 10 erfolgten, jedoch die Popu-
lationszahlen 2005 in diesen Blocken Null waren, wurden fiir diese Zensusblocke Populati-

onszahlen aus 1998 verwendet. Unter Verwendung des diskreten Poisson-Modells ergeben
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sich Cluster fur die vier hauptsachlich betroffenen Wildspezies in den Zensusblécken 10, 12
und 17 (Abb. 13, Tab. 7). Ein Zusammenhang zwischen positiven Nachweisen innerhalb der

einzelnen Spezies in jedem Zensusblock und der GrélRe der Spezies-Populationen bestand
allerdings nicht.

N
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[ CLUSTER 2 fiir Gnu (CT)
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Abbildung 13: Wildspezies-spezifische Cluster positiver Anthrax-Nachweise nach dem
diskreten Poisson-Model

(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)

Tabelle 7: Wildspezies-spezifische Cluster positiver Anthrax-Nachweise flr vorherrschende
Wildspezies nach dem diskreten Poisson-Model

. Zensusblock des spezies-spezifischen

Wildspezies p-Wert Clusters

Zebra 0,000% 10 und 12

Springbock 0,000° 10 und 12

Gnu 0,000? 10 und 12

Gnu 0.002° 16 und 17

Elefant 0.008? 12

Elefant 0.241° 16

Elefant 0.497° 5

Elefant 0.793" 1

2= signifikant bei p<0,05, °= nicht signifikant
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4.3 Genotypen nach SNP-Analyse

23 Genotypen (GT) aus dem ENP gehoéren zur SNP-Gruppe 8 (A.Br.Aust94). Die SNP-
Gruppe 11 (A.Br.008/009) wird von GT 15 gebildet, der durch zwei Isolate aus Umweltpro-
ben reprasentiert wird, deren Herkunft ca. 170 km voneinander entfernt liegt. Die SNP-
Gruppen 6 (A.Br.005/006) und 9 (A.Br.001/002) wurden ausschlieRlich auf privatem Farm-
land gefunden (Beyer et al., 2012).

4.4 Genotypen nach der MLVA 31 Marker

Einordnung namibischer Genotypen in die B. anthracis-Gruppen (A-D):

525 B. anthracis-Isolate (historische und aktuell gewonnene Isolate) wurden mit der MLVA-
31 genotypisiert. Dabei wurden 44 namibische GT in der UPGMA-Cluster-Analyse ermittelt,
die der A—Gruppe (Cluster) zuzuordnen sind (Beyer et al. 2012). Zum A-Cluster gehoren
neben den namibischen Stammen auch die Stamme aus anderen Landern Afrikas, u.a. Sud-
afrika und Sambia, aus Europa, aus Nord- und Sud- Amerika sowie aus Asien. Im B-Cluster
sind Stamme aus Europa und Afrika, Stdafrika, zu finden (Abschlussbericht M/SABX/8A005;
2011).

Haufigkeiten und Herkunft namibischer Genotypen:

83,6% aller Isolate gehdren zu den funf am haufigsten nachgewiesenen GT (GT 123, 129,
131, 132 und 138). 16,4% aller Isolate werden von 39 GT reprasentiert, diese Gruppe der
GT weist jeweils ein bis maximal acht Isolate je GT auf.

MLVA 31 Genotypen aus dem ENP:

Im ENP wurden von den insgesamt 44 flUr Namibia festgestellten GT 31 GT gefunden, wo-
von sieben GT (GT 105, 122, 123, 125, 129, 136 und 138) neben dem ENP auch auf priva-
ten Farmen oder Gemeinschaftsgebieten nachwiesen wurden (Anhang 9).

MLVA 31 Genotypen auf privaten Farmen und aus Gemeinschaftsgebieten:

Von privaten Farmen stammten 45 Isolate, aus denen 20 GT bestimmt wurden. Sieben GT
wurden ausschlief3lich bei Nutztieren (GT 14, GT 105, GT 117, GT 152, GT 153, GT 168 und
GT 169) und zehn GT (GT 27, GT 114, GT 122, GT 123, GT 125, GT 127, GT 129, GT 135,
GT 151 und GT 180) ausschlieBlich bei Wildtieren bestimmt, davon wurden vier GT auch im
ENP nachgewiesen. Drei GT (GT 26, GT 136 und GT 138) wurden bei Nutztieren wie auch
Wildtieren identifiziert. Der GT 26 ist lediglich au3erhalb des ENP bei Nutz- und Wildtieren
isoliert worden. Die GT 136 und 138 wurden bei Nutz- und Wildtieren im und auRerhalb des
ENP nachgewiesen. Sieben von 20 GT konnten auch im ENP nachgewiesen werden (s.0.).
13 GT (GT 14, GT 26, GT 27, GT 114, GT 117, GT 127, GT 135, GT 151, GT 152, GT 153,
GT 168, GT 169 und GT 180) sind bisher nur auf3erhalb des ENP gefunden worden. GT105

wurde aus einer Umweltprobe des ENP isoliert (Anhang 9).

56



ERGEBNISSE

4.4.1 Verteilung der Genotypen auf Wildspezies im ENP

Die grofdte Zahl der Isolate (80,5%) stammt von vier Spezies: Zebra, Springbock, Elefant und
Gnu (Tab. 8). Obwohl mit insgesamt 255 Isolaten der GT 129 am haufigsten identifiziert wur-
de, haben die Zebraisolate (68% aller ENP-Isolate) nur einen Anteil von 61% an diesem GT.
Dahingegen besitzen die Zebraisolate einen Anteil von 75% am GT 131, der insgesamt nur
106 Isolate umfasst. 17% (GT 129) bzw. 16% (GT 123) sind Springbockisolate. Obwohl fur
die GT 138 (13 Isolate) und 132 (13 Isolate) deutlich weniger Isolate insgesamt vorliegen,
und Gnuisolate einen Anteil von 7,2%, Elefantenisolate von 4,5% an der Gesamtheit aller
Isolate aufweisen, Uberwiegt der GT138 mit 54% bei den Gnuisolaten und der GT132 mit
85% bei den Elefantenisolaten. Die Zusammenstellung aller Isolate aus Namibia mit Anga-

ben zu Herkunft, Spezies, Isolierungsjahr und GT findet sich in Anhang 10.

Tabelle 8: Absolute und relative Anteile der Anthrax-Genotypen bei Zebra, Springbock,
Elefant und Gnu

GT Zebra in % Springbock | in % Elefant in% Gnu in% Summe 2’;:::5 Isolate ges.
129 155 61 43 17 21 16 18 7 237 18 255
131 79 75 8 8 3 3 5 5 95 11 106
123 17 46 6 16 2 5 5 14 30 7 37
122 4 50 0 0 1 13 1 13 6 2 8
132 2 15 0 0 11 85 0 0 13 0 13
136 2 50 1 25 0 0 0 0 3 1 4
134 2 100 0 0 0 0 0 0 2 0 2
182 1 100 0 0 0 0 0 0 1 0 1
183 1 100 0 0 0 0 0 0 1 0 1
124 1 33 0 0 0 0 0 0 1 2 3
115 1 100 0 0 0 0 0 0 1 0 1
118 1 17 4 67 0 0 0 0 5 1 6
125 1 50 0 0 0 0 1 50 2 0 2
137 1 100 0 0 0 0 0 0 1 0 1
130 1 33 1 33 0 0 0 0 2 1 3
178 0 0 1 100 0 0 0 0 1 0 1
138 0 0 2 15 2 15 7 54 11 2 13
126 0 0 1 100 0 0 0 0 1 0 1
139 0 0 1 50 0 0 0 0 1 1 2
120 0 0 0 0 5 100 0 0 5 0 5
133 0 0 0 0 1 100 0 0 1 0 1
139 0 0 0 0 1 100 0 0 1 0 1
142 0 0 0 0 1 100 0 0 1 0 1
128 0 0 0 0 0 0 1 100 1 0 1

Sonstige 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 9
Summe 269 0 68 0 48 0 38 0 423 55 478

Die GT 123, 129, 131 132 und 138 stellten den groRten Anteil aller Nachweise (89%) dar,
sodass nur diese GT flr die weiteren Analysen herangezogen wurden. Flr Zebras wurde GT
131 [p=0,000] und GT 129 [p=0,000] signifikant am haufigsten nachgewiesen. Fir Springb6-
cke wurde GT 129 [p=0,013] am haufigsten isoliert. GT 138 wurde signifikant haufig
[p=0,001] bei Gnus und GT 132 [p=0,000] signifikant am haufigsten bei Elefanten nachge-

wiesen (Tab. 9).
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Tabelle 9: Relative Haufigkeiten der funf GT innerhalb der vier Wildspezies mit dem
grofliten Anteil positiver Anthrax-Nachweise

Wildspezies Fisher-Exakt-Test GT123  GT129  GT131 GT132  GT138
Zebra p-Wert 0,062° 0,000° 0,000° 0,010° 0,000?
Springbock  p-Wert 1P 0,013° 0,074° 0,392° 1P

Gnu p-Wert 0,360° 0,618° 0,301° 0,613° 0,0012
Elefant p-Wert 0,414° 0,545° 0,008? 0,000? 0,690°

2= signifikant bei p<0,05, °= nicht signifikant (innerhalb der jeweiligen Wildspezies)

4.4.2 Verteilung der Genotypen auf (natur-) rdumliche Kategorien und Bezugsgréfen des
ENP

Verteilung der am haufigsten nachgewiesenen GT auf ENP-Regionen:

GT 123 und 129 wurden in keiner der funf Regionen signifikant vermehrt nachgewiesen. GT

131 wurde signifikant haufiger in Okaukeujo [p=0,001], GT 132 signifikant haufiger in

Otjovasandu [p=0,000] und GT 138 signifikant vermehrt [p=0,000] in Namutoni isoliert

(Tab. 10).

Verteilung der am haufigsten nachgewiesenen GT bei am haufigsten betroffenen Wildtier-

spezies in ENP-Regionen:

GT 123 wurde bei keiner der vier Wildtierspezies in keiner der flinf Parkregionen signifikant

haufiger nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurde GT 129 signifikant gehauft bei Zebras

[p=0,001] und bei Elefanten [p=0,005] in Okaukeujo und in Otjovasandu [p=0,005] sowie in

Farland [p=0,006] nachgewiesen. In Okaukeujo wurde GT 131 signifikant haufiger bei Zebras

[p=0,014] und bei Elefanten [p=0,005] sowie in Halali bei Elefanten [p=0,028] isoliert. GT 132

trat signifikant haufiger bei Elefanten in Otjovasandu [p=0,045] und GT 138 beim Gnu in

Namutoni [p=0,029] auf (Tab. 10).

Verteilung der am haufigsten nachgewiesenen GT auf Vegetationszonen:

Beim Vergleich der vier Vegetationszonen traten GT 132 [p=0,006] und GT 138 [p=0,003]

signifikant seltener in der Steppe auf, wahrend GT132 signifikant gehaufter [p=0,001] in der

Savanne und GT 138 signifikant vermehrter [p=0,000] im Grasland aufgefunden wurden. Die

ubrigen GT waren in den vier Vegetationszonen gleich verteilt (Tab. 10).

Verteilung der am haufigsten nachgewiesenen GT auf Bodentypen:

GT131 wurde nie auf Dolomitkalkstein [p=0,029] festgestellt. GT132 wurde signifikant ver-

mehrt in auf Dolomitkalkstein [p=0,016] und Karstveld [p=0,009] gefundenen Kadavern

nachgewiesen. GT138 kam auf Karstveld [p=0,005] signifikant seltener vor als andere GT,

auf stark salzhaltigem Boden [p=0,000] hingegen war er haufiger zu finden als andere GT

(Tab. 10).
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Tabelle 10: Relative Haufigkeiten der finf GT mit dem gréten Anteil positiver Anthrax-

Nachweise in (natur-) raumlichen Kategorien und Bezugsgrélen

Kategorie/BezugsgroBe Fisher-Exakt-Test |[GT123 |GT129 |[GT131 |GT132 |GT138
Region

Okaukuejo p-Wert 0,242° 10,209° |0,001* {0,000 |0,002°
Otjovasandu p-Wert 1° 0,394° (0,037 [0,000% [1°
Halali p-Wert 0,612° 10,780° |0,314° |0,287° [0,307°
Namutoni p-Wert 0,756° (0,311 ]0,025% [1° 0,015°
Farland p-Wert 1° 0,501° |1° 1° 1°
Spezies und Region

Zebra/Okaukuejo p-Wert 0,234° 10,001* [0,014® [0,167° [1°
Zebra/Otjovasandu p-Wert 1° 0,048 |1° 0,045% |1°
Zebra/Halali p-Wert 1° 0,679° |0,255° |0,167% |1°
Zebra/Namutoni p-Wert 0,490° 0,008 0,015 [1° 1°
Zebra/Farland p-Wert 1° 0,147° |[1° 1° 10
Springbock/Okaukuejo ~ p-Wert 1° 0,224° |1° 1° 0,128°
Springbock/Halali p-Wert 1° 0,594° |1° 1° 1°
Springbock/Namutoni p-Wert 1° 0,745° |1° 1° 0,192°
Springbock/Farland p-Wert 1° 1° 1° 1° 1°
Gnu/Okaukuejo p-Wert 1° 0,004 |0,017% |1° 0,103°
Gnu/Otjovasandu p-Wert 1° 1° 1° 1° 1°
Gnu/Halali p-Wert 1° 0,345 |1° 1° 0,462°
Gnu/Namutoni p-Wert 1° 0,002° 0,005 [1° 0,029°
Gnu/Farland p-Wert 1° 1° 1° 1° 10
Elefant/Okaukuejo p-Wert 0,158 [0,005* |0,005* [0,167° [0,487°
Elefant/Otjovasandu p-Wert 1° 0,005 [1° 0,045% 1P
Elefant/Halali p-Wert 1° 0,074> 0,028° (0,167 ]0,154°
Elefant/Namutoni p-Wert 0,107° ]0,142° |0,083° [1° 1°
Elefant/Farland p-Wert 1° 0,006° |1° 1° 1°
Vegetation

Steppe p-Wert 0,053° (0,131 0,503 [0,006° {0,003
Grasland p-Wert 0,385° (0,064 10,583 |[1° 0,000°
Savanne p-Wert 0,108° 10,563 [0,362° 0,001 [1°
ohne Bewuchs p-Wert 0,440° 10,712° |0,666° |1° 1°
Bodentypen

sandig p-Wert 0,116 [0,116° ]0,885° [0,7° 0,481°
Dolomitenkalkstein p-Wert 0,627° 10,612° [0,029®° [0,016° [1°
Karstveld p-Wert 0,460° 10,087° |0,118° [0,009° |0,005°
tiefer Sand p-Wert 0,736° (0,593 |0,668° [0,203° |[1°
salzhaltig p-Wert 1° 0,201° [0,126° [1° 0,000°

2= signifikant bei p<0,05, °= nicht signifikant (innerhalb einer Kategorie)
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4.4.3 Genetische und raumliche Distanz der ENP-Genotypen

Die Prifung aller Isolate (Tier- und Umweltisolate), nur der Tierisolate, nur der Zebra- und
der Springbock- sowie der Elefantenisolate mittels ANOVA, auf einem GAM (Generalized
Additive Model) basierend, ergab, dass die raumliche Distanz ein signifikanter Faktor fur die
genetische Distanz war. Im Gegensatz dazu war die raumliche Distanz bei Gnus kein signifi-

kanter Faktor fur die genetische Distanz der bei Gnus nachgewiesenen GT (Tab. 11).

Tabelle 11: Ergebnisse der Varianzanalyse der genetischen und rdumlichen Distanz der
Anthrax-Genotypen bei Umwelt- und Tierisolaten und Isolaten der am haufigsten betroffenen
Wildspezies

Genotypen aus ANOVA (genetische und raumliche Distanz)
p-Wert

Umwelt- und Tierisolate 0,000°

Tierisolate 0,000?

Zebraisolate 0,004

Springbockisolate 0,004%

Gnuisolate 0,760°

Elefantenisolate 0,0142

°= signifikant bei p<0,05, °= nicht signifikant

4.4.4 Doppelinfektionen
Bei einigen Proben wurden zwei Tupfer eines Tieres untersucht und Doppelinfektionen mit
unterschiedlichen Genotypen festgestellt. Es handelt sich dabei um die sechs historischen
Stamme:

e AF 75 (GT 129) und AF 77 (GT 142): Elefant, ENP, 1988

e AF 103 (GT 119) und AF 106 (GT 129): Gnu, ENP, 1992

e AF 125 (GT 127) und AF 129 (GT 27): Biiffel, Caprivi. 1992
Diese Stdmme unterscheiden sich in einem (GT 119 und GT 129), neun (GT 129 und GT
142) und 16 Markern (GT 127 und GT 27). Das Ergebnis zeigt, dass ein Tier mehr als einen
GT tragen kann.
Um festzustellen, ob Doppelinfektionen regelmafig vorliegen, wurden aus 75 Tierproben
willktrlich 13 Tupferproben ausgewahlt, von denen zusatzlich zum bereits genotypisierten
Isolat weitere Einzelkolonien genotypisiert wurden. Es konnte bestatigt werden, dass Dop-
pelinfektionen zwar haufiger, jedoch nicht regelmaRig auftreten. Die untersuchten Stamme
mit unterschiedlichen GT waren:

e AF 550: Zebra, 2011, Grootvlakte, ENP: GT 183 und GT 118

Isolat Sortiercode GT

AF550 2-8-9-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-11-9-13-10-57-4-3-6-4-8-3 183
AF550 2-8-30-14-3-45-8-57-43-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-11-9-13-10-57-4-3-6-4-8-3 118
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e AF 552: Springbock, 2011, Okaukuejo, ENP: GT 129 und GT 188 (45. GT)

Isolat Sortiercode GT
AF552 2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-3-6-4-8-3 129
AF552 2-8-30-14-3-45-8-57-42-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-3-6-4-8-3 188

e AF 528: Zebra, 2010, Leeubron, ENP: GT 129, GT 131 und GT 122

Isolat Sortiercode GT
AF528 2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-3-6-4-8-3 129
AF528 2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-9-9-13-10-57-4-3-6-4-8-3 131
AF528 2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-10-9-13-10-57-4-3-6-4-8-3 122

e AF 530: Elefant, 2010, Okaukeujo, ENP: GT 122, GT 123 und GT 129

Isolat Sortiercode GT
AF530 2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-10-9-13-10-57-4-3-6-4-8-3 122
AF530 2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-11-9-13-10-57-4-3-6-4-8-3 123
AF530 2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-3-6-4-8-3 129

Der hoch-variable Marker pX02 sorgt flir die Unterscheidung der GT 129 (Copy code 8), GT
131 (Copy code 9), GT 122 (Copy code 10) und GT 123 (Copy code 11), als auch GT 125
(Copy code). Die GT der Isolate AF 528, 530, 550 und 552 unterscheiden sich jeweils in ei-
nem Marker. Bei AF 528 und AF 530 flhrt pX02, bei AF 550 bams 3 und bei AF 552 bams
13 zu unterschiedlichen GT (Anhang 6).

4.5 Auswertung der Umweltproben

Von November 2009 bis Marz 2011 wurden an 23 unterschiedlichen Wasserstellen insge-
samt 465 Bodenproben im Park genommen. Im Laufe des Screenings wurden aus dieser
Gesamtzahl 233 Umweltproben untersucht. Diese stammten von Probenorten, bei denen die
ersten zwei untersuchten Monate (vgl. 4.1) ein positives Signal in der RT-PCR ergeben hat-
ten. 113 Proben (48,5%) wurden negativ und 120 positiv (51,5%) getestet (Anhang 10). In
die Auswertung flossen nur die Probenorte ein, bei denen eine Langzeitbetrachtung mdglich
war, da bei ihnen positive Ergebnisse flir mehr als einen Monat nach RT-PCR vorlagen. Dies
waren die Wasserstellen Adamax, Okaukuejo, Airfield, Natco, Leeubron, Gemsbokvlakte,
Sonderkop, Grunewald, Chudop und Salvadora.

Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen positiven und negativen Nachweisen und
der Entnahme der Proben zur Regen- bzw. Trockenzeit ergab einen p-Wert=0,003. Damit
lagen grundsatzlich signifikant haufiger positive Nachweise fur Wasserstellen-Umweltproben
in der Trockenzeit vor.

Bei den Wasserstellen Adamax, Airfield, Grunewald, OKH und Natco handelt es sich um
Kiesgruben, die Wasserstellen Chudop, Salvadora und Sonderkop sind Wasserlécher. Flr

beide Kategorien wurden aus den CT-Werten und den Gesamtkeimzahlen fur Sporenbildner
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Durchschnittswerte gebildet. Hierbei ergab sich fir die Kiesgruben ein durchschnittlicher CT-
Wert von 27,8 in der Regenzeit und 30,1 in der Trockenzeit. Fur die Wasserlocher ergab sich
fur die Regenzeit ein durchschnittlicher CT-Wert von 30,3 und fur die Trockenzeit von 31,9
(Tab. 12). Damit waren die B. anthracis Konzentrationen in Kiesgruben und in Wasserlo-
chern in der Regenzeit hdher als in der Trockenzeit. Die Kiesgruben zeigten dabei eine ho-
here B. anthracis- Konzentration als die Wasserlécher. Die Durchschnittswerte fur die Ge-
samtkeimzahlen der Sporenbildner (log-Stufe 4) waren fir die Kiesgruben in der Regenzeit
ebenfalls héher als die der Wasserlécher. Fir Kiesgruben betrug die durchschnittliche Ge-
samtkeimzahl der Sporenbildner in der Regenzeit 1,9, fur Wasserldécher 0,6. In der Trocken-
zeit waren die Gesamtkeimzahlen der Sporenbildner fir Kiesgruben mit 0,8 und Wasserl6-
cher mit 0,7 jedoch annahrend gleich (Tab. 12).

Da unbekannt ist, ab welcher Niederschlagshaufigkeit oder Niederschlagsmenge sich die
Gesamtkeimzahl der Sporenbildner und die B. anthracis Konzentration verandern, wurden
die Kategorien feuchter und trockener Zustand des Probenortes zum Zeitpunkt der Proben-
nahme ebenfalls untersucht. Bei dieser Einteilung ergaben sich annahrend gleiche CT-Werte
fur Kiesgruben in feuchtem und trockenem Zustand (28,5/28,8). Die Gesamtkeimzahlen der
Sporenbildner betrugen 1,7 in feuchtem und 1,4 in trockenem Zustand und waren damit
ebenso nahezu gleich hoch. Da nur eine Wasserstelle in trockenem Zustand positiv getestet
wurde, konnte nur deren CT-Wert (30,8) und die Gesamtkeimzahl der Sporenbildner (0,46)
fur den feuchten Zustand zum Vergleich mit den Kiesgruben herangezogen werden. Hier
wiesen wiederum die Kiesgruben eine hohere B. anthracis-Konzentration und eine hohere
Gesamtkeimzahl der Sporenbildner als die Wasserlocher auf (Tab. 12).

Die dritte Einteilung folgte der kalendermaRigen Einteilung des Jahres in drei Abschnitte
(Trockenzeit-, Ende der Trockenzeit und Regenzeit). Hierbei ergaben sich fir Kiesgruben
von Trockenzeit Uber Ende der Trockenzeit bis zur Regenzeit ansteigende mittlere B. anth-
racis-Konzentrationen (29,9 ->28,1 ->27,8) (vgl.3.6). Ein anderes Bild ergibt sich fir die
Wasserlocher. Hier waren die B. anthracis-Konzentrationen wahrend der Trockenzeit und
Ende der Trockenzeit nahezu gleich hoch und stiegen, wie bei den Kiesgruben, in der Re-
genzeit an (31,4 ->32 ->29,2). Bei der Einteilung ,Kiesgruben® stiegen die mittleren Gesamt-
keimzahlen der Sporenbildner von der Trockenzeit (0,7) zum Ende der Trockenzeit (1,9) an
und waren in der Regenzeit am héchsten (2). Dagegen stiegen bei der Einteilung ,Wasserl6-
cher die mittleren Gesamtkeimzahlen der Sporenbildner von der Trockenzeit (0,2) zu, Ende
der Trockenzeit (1,0) an und fielen in der Regenzeit ab (0,36) (Tab. 12).

Somit ergaben sich nicht miteinander vergleichbare Verlaufe fir CT-Werte und Gesamtkeim-
zahlen der Sporenbildner bei den beiden Einteilungen in Regen— und Trockenzeit sowie in
drei Jahresabschnitte. Bei der Einteilung nach dem Zustand der Probenorte ergaben sich bei

den Kiesgruben nahezu gleich hohe B. anthracis-Konzentrationen. Die Gesamtkeimzahl der
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Sporenbildner bei den Kiesgruben war bei dieser Einteilung in feuchtem Zustand héher als in
trockenem Zustand (Tab. 12).

Tabelle 12: Mittlere Zykluszahlen aus der RT-PCR und Gesamtkeimzahlen der
Sporenbildner auf TSPBA bei Kiesgruben und Wasserstellen wahrend der Studienperiode

Habitat Monat mit / ohne Regen | Zustand der Probenstelle Jahresabschnitte
Regenzeit Trockenzeit feucht trocken TZ ETZ RZ

Kiesgruben

CT 27,8 30,1 28,5 28,8 29,9 28,1 27,8

SGKZ 1,9 0,8 1,7 1,4 0,7 1,9 2

Wasserlocher

CT 30,3 31,9 30,8 - 31,4 32 29,2

SGKZ 0,6 0,7 0,46 - 0,2 1,0 0,36

CT =Zykluszahl in RT-PCR, SGKZ =Sporenbildner-Gesamtkeimzahl auf TSPBA,
TZ =Trockenzeit, ETZ =Ende der Trockenzeit, RZ =Regenzeit

Die Umweltproben wurden hinsichtlich CT-Werte und Gesamtkeimzahlen der Sporenbildner
auf ihre Beziehung zu Regen- und Trockenzeit mit dem Pearson-Produkt-Moment-
Korrelations-Test untersucht, um zu testen, ob sich CT-Werte und Gesamtkeimzahl der
Sporenbildner wahrend der Regen- und Trockenzeit parallel zueinander entwickeln. Nur bei
Adamax #1 [p=0,018] wurde bei steigendem/fallendem CT-Wert eine abnehmende/steigende
Gesamtkeimzahl der Sporenbildner festgestellt. Bei keinen weiteren Probenorten, weder bei
Einzelbetrachtung von Probenorten noch bei deren Zusammenfassung nach Art des Pro-
benorts, wurde eine signifikant steigende oder fallende Korrelation zwischen Gesamtkeim-
zahl der Sporenbildner (Bakterienwachstum) und CT-Wert (B. anthracis-Konzentration) ge-
funden (Tab. 13).
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Tabelle 13: Ergebnisse des Pearson-Produkt-Moment-Korrelations-Tests zwischen
Zykluszahlen aus RT-PCR + Sporenbildner-Gesamtkeimzahlen bei Umweltproben auf
TSPBA, je Probenstelle und gruppiert nach Art der Probenorte

Probenorte Pearson-Produkt-Moment-Korrelations-Test
p-Wert
Kiesgruben
Adamax #1 0,018°
Adamax #2 0.556°
Adamax #3 0.081°
Adamax (# 1,2,3,53) 0,873°
airfield (# 23, 24, 25) 0,968"
Grunewald (# 16) 0.579"
OKH (# 21, 22) 0.791°
Natco (# 39) 0,217°
Kiesgruben gesamt 0,516"
Wasserlocher
Sonderkop (#9) 0,843°
Salvadora (# 38) 0.900°
Chudop (# 37) 0.529°
Wasserlécher gesamt 0,383"
Leeubron (# 40) kinstliches Wasserloch 0,795
Gembsbokvlakte (# 52) Schlammgrube ~ 0,516"

2= signifikant bei p<0,05, "= nicht signifikant (innerhalb der Probenorte), #: Probennummer
(vgl. Anhang 10, Lokalisationen vgl. Abb. 15)

Nachfolgend wurde untersucht, ob positive und negative Anthrax-Nachweise von Tierkada-
vern innerhalb oder aulderhalb eines Radius von 3,5 km um Wasserstellen mit positiven oder
negativen Screeningergebnissen assoziiert waren. Der Radius von 3,5 km war der grofte
wahlbare Radius ohne Uberlappung der Radien wenigstens zweier Wasserstellen. Das Er-
gebnis zeigt, dass die positiven Anthrax-Nachweise aus Kadavern signifikant gehauft im
Umkreis von 3,5 km um Wasserstellen mit einem positiven PCR-Ergebnis flir Anthrax auftra-
ten. Aulerhalb dieses Radius dagegen gab es bei den Anteilen positiver wie negativer
Nachweise aus Kadavern bei positivem Anthrax-Befund (PCR) fir eine Wasserstelle keine
Unterschiede (Tab. 14).
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Tabelle 14: Positive und negative Anthrax-Nachweise bei Kadavern innerhalb und auf3erhalb
eines Radius von 3,5 km um Wasserstellen des Umweltscreenings

Kadaver mit positiven und negativen Nachweisen E:\s/\?:r?Exakt'TeSt
innerhalb des Radius (3,5 km) um Wasserstellen 0.011%
aullerhalb des Radius (3,5 km) um Wasserstellen 0.654°

®= signifikant bei p<0,05, b= nicht signifikant

Isolate aus Umweltproben des ENP:

Die Untersuchungen der Umweltproben unterschiedlicher Habitate im ENP im Rahmen einer
Langzeitbeobachtung dienten vorrangig dem Zweck, das Auftreten von B. anthracis in ,Risi-
ko-Umwelthabitaten® festzustellen und dessen Konzentrationsentwicklung wahrend der Re-
gen- und Trockenzeit zu beurteilen. Die Proben aus Wasserlochern, Kiesgruben und
Schlammléchern des Parks stammten aus November 2009 bis Marz 2011. In diesem Zeit-
raum wurden insgesamt 465 Bodenproben genommen. Abhangig von der Grofde der jeweili-
gen Wasserstelle wurden monatlich zwischen ein bis sieben Proben gezogen. Ein Umwel-
tisolat wurde nur in der Datenbank erfasst, wenn es sich bei dem GT um einen entweder
neuen oder einen zwar bekannten, nicht jedoch fiir diese Beprobungsstelle registrierten GT
handelte. Initial wurden zwei Proben aus der Regenzeit von jeder Wasserstelle untersucht.
Die Proben der ubrigen Probenmonate wurden nur dann untersucht, wenn die ersten zwei
initial untersuchten Proben ein positives Signal in der RT-PCR ergeben hatten. So wurde
versucht, eine Konzentrationsanderung des Anthrax-Erregers Uber die Monate hinweg beur-
teilen zu kénnen. Insgesamt 33 Isolate stammten aus diesen Umweltproben und flossen in

die Analysen ein. Ein Umweltisolat stammte von privatem Farmland.

4.6 Genotypen-Vergleich der Tier- und Umweltisolate

Elf der 44 in Namibia bekannten GT wurden in Umweltproben nachgewiesen, von denen flnf
(GT 15, 105, 121, 181 und 184) nur in Umweltproben, bisher aber noch nicht in Tierproben
im ENP auftraten. Von den anderen sechs, sowohl in Umwelt- als auch in Tierproben vor-
kommenden GT, Uberstieg nur GT 124 mit 66,7% den Anteil der Tierisolate (33,3%) an der
Gesamtzahl der Isolate dieses GT. Bei den Ubrigen funf GT war ihr relativer Anteil
(%GT/Gesamtzahl Isolate) in den Tierisolaten grof3er als ihre Anteile an den Umweltisolaten.
Der Anteil der Umweltisolate an der Gesamtzahl der Isolate war bei GT 131 mit 7,5% doppelt
so grol wie bei GT 129 (3,5%), obwohl GT 129 mit 27,3% und GT 131 mit 24,2% nahezu

gleich grof3e Anteile an der Gesamtanzahl Umweltisolate besal3en (Tab. 15).
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Tabelle 15: Genotypen aus ENP-Umwelt- und Tierisolaten

GT Anzahl der Isolate |Anteil an Gesamtzahl der Isolate/GT |Anteil GT an Anzahl der Isolate
Umwelt Tier Umwelt Tier Umwelt Tier
absolut absolut in % in % in % in %

15 2 0 100,0 0,0 6,1 0,0

105 1 0 100,0 0,0 3,0 0,0

118 1 5 16,7 83,3 3,0 1,3

121 1 0 100,0 0,0 3,0 0,0

122 1 7 12,5 87,5 3,0 1,8

123 6 31 16,2 83,8 18,2 8,0

124 2 1 66,7 33,3 6,1 0,3

129 9 245 3,5 96,5 27,3 63,3

131 8 98 7,5 92,5 24,2 25,3

181 1 0 100,0 0,0 3,0 0,0

184 1 0 100,0 0,0 3,0 0,0

Summe 33 387 100 100
GT =Genotyp

In Umweltproben aus den Wasserstellen Grunewald, Natco und Airfield wurden die gleichen
GT nachgewiesen, die auch bei Tierproben im Umkreis von maximal 30 km Entfernung zu
diesen Wasserstellen gefunden wurden. Im Gegensatz dazu wurden die GT der Umweltiso-
late aus den Wasserstellen Leeubron, Andoni und Klein-Okevi bisher bei keiner Tierprobe
isoliert. GT184 aus Adamax und GT 181 aus Gemsbokvlakte sind ebenfalls nur aus Umwelt-
proben isoliert worden. Alle anderen GT der Umweltisolate aus Adamax und Gemsbokvlakte
wurden jeweils im Umkreis von 30 km auch in Tierproben nachgewiesen. Fur zwei der ins-
gesamt drei nachgewiesenen GT (GT 131 und GT 129) aus Umweltisolaten der Wasserstelle
Okaukuejo erfolgte ebenfalls ein Nachweis in Tierproben. Der dritte GT, GT124, wurde ledig-
lich aus einer Tierprobe ca. zehn km entfernt von Adamax gefunden, wo dieser GT ebenfalls
nachgewiesen wurde (Tab. 16).

Adamax, Natco, Leeubron und Airfield liegen innerhalb des raumlichen Clusters fur GT 131.
Mit Ausnahme von Leeubron wurde GT 131 aus jeder dieser Wasserstellen isoliert. Das
raumliche Cluster des GT 129 grenzt an die Wasserstellen Natco und Leeubron. GT 129
wurde in Natco aber auch bei Umweltisolaten anderer Wasserstellen wie Adamax, Okaukue-
jo, Airfield und Gemsbokvlakte nachgewiesen, die jedoch aulRerhalb dieses raumlichen Clus-
ters liegen (Abb. 14).
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Tabelle 16: Nachweise der Genotypen aus Umweltisolaten untersuchter Wasserstellen, die
bei Tierproben im Umkreis von maximal 30 km zu den Wasserstellen nachgewiesen wurden

Wasserstellen GT
123 131 129 118 122 123 124 184 15 181 121
Grunewald TP TP
Natco TP TP
Adamax TP TP TP TP TP TP TP uP
Okaukuejo TP TP OTP
Leeubron UP
Andoni UP
Airfield TP TP
Gemsbokvlakte TP UP
Klein-Okevi upP

GT =Genotypen, TP: In Umwelt- wie in Tierproben im Umkreis von 30 km zu der

Wasserstelle nachgewiesen, UP: exklusiv in Umweltprobe nachgewiesen, OTP: keine
Nachweise in Tierproben im Umkreis von maximal 30 km um den Fundort des Isolats
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Abbildung 14: Genotypen aus Umwelt- und Tierisolaten bei Okaukuejo, mit
raumlichen Clustern fir GT 123, 129 und 131
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)
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4.7 Clusteranalysen

4.7.1 Cluster positiver Nachweise

Das raumliche Verteilungsmuster positiver und negativer Nachweise ist besonders in der
Studienregion Okaukuejo deutlich an den Stralenverlauf gebunden. Die Nachweise liegen
durchschnittlich zwischen 0,1 und 2,0 km von der Stralde entfernt (Abb. 15).
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Abbildung 15: Positive und negative Anthrax-Nachweise in der Studienregion

Okaukuejo 1983-2011
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)
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Die raumliche Verteilung positiver Nachweise unter Anwendung des Bernoulli-Modells in
SaTScan zeigt ein in der Studienregion Okaukuejo liegendes wahrscheinliches Cluster mit
einem p-Wert von 0,001 (Tab. 17). Dieses raumliche Cluster umfasst 231 positive Nachwei-
se (Abb. 16).
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Abbildung 16: Raumliches Cluster der positiven Anthrax-Nachweise 2005-2011 in der
Studienregion Okaukuejo
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)

Zeitliche Verteilung der positiven Nachweise:

Ein zeitlich signifikantes Cluster wurde unter Anwendung des Bernouilli-Modells mittels
SaTScan nicht gefunden (Tab. 17). Im Untersuchungszeitraum traten die Kadaver zwar
raumlich geclustert auf, das Verhaltnis zwischen positiven und negativen Nachweisen ander-
te sich jedoch zeitlich nicht statistisch signifikant Gber den Beobachtungszeitraum hinweg.
Raumlich-zeitliche Verteilung der positiven Nachweise:

Fur die raumlich-zeitliche Analyse wurde ein Cluster mit 198 positiven Nachweisen bei An-
wendung des Bernouilli-Modells detektiert. Der p-Wert betragt 0,000 (Tab. 17). Dieses
Raum-Zeit-Cluster ist nahezu rdumlich deckungsgleich mit dem rdumlichen Cluster der posi-
tiven Nachweise. 33 positive Nachweise (14,3%) des raumlichen Clusters fallen nicht in das
raumlich-zeitliche Cluster (Abb. 17).
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Abbildung 17: Positive Anthrax-Nachweise des raumlich-zeitlichen und raumlichen
Clusters
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)

Tabelle 17: Raumliches und raumlich-zeitliches Cluster positiver und negativer Anthrax-
Nachweise und Angabe der Radien der Cluster

Cluster positive/ negative Nachweise Radius
p-Wert km
raumlich 0,000? 14,10
zeitlich - -
raumlich-zeitlich 0,000° 14,70

4= signifikant bei p<0,05, b= nicht signifikant

4.7.2 Cluster nach der MLVA 31 Marker

In die Untersuchungen, ob ein GT geclustert auftritt, gingen die GT 123, 129 und 131 ein. GT
132 und 138 (lediglich in 2005 nachgewiesen) wurden aufgrund ihrer geringen Nachweishau-
figkeiten von der Clusteranalyse ausgenommen. Unter Berucksichtigung der Bonferroni-
Korrektur [p=0,017] ergaben sich drei raumlich signifikante Cluster (Abb. 18-20), je eins flr
den GT 123 [p=0,001], GT 129 [p=0,015] und GT 131 [p=0,000]. Zusatzlich ergaben sich
insgesamt vier raumlich-zeitliche Cluster, je ein Cluster fur GT 129 [p=0,000] und fir GT 131
[p=0,000] sowie zwei Cluster fur GT 123 [p=0,005 und p=0,012]. Der Signifikanzwert eines
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der beiden letzteren Cluster (GT 123) ist hdher als der Signifikanzwert des anderen, zudem

deckt dieses Cluster [p=0,12] einen um ein Jahr langeren Zeitraum (01.05.2007-30.04.2010)
ab (Tab. 18).

Tabelle 18: Raumliche und rdumlich-zeitliche Cluster der GT 123, 129, 131 und Angabe der
Radien der Cluster

Cluster der GT |raumlich Radius raumlich-zeitlich
p-Wert km p-Wert Zeitraume

GT123 0.0012 0,5 0.005° 2009/5/1 to 2011/4/30

GT123 0.012° 2007/5/1 to 2010/4/30

GT129 0.015° 4,8 0,000 2008/5/1 to 2011/4/30

GT131 0,000° 13,0 0,000 °? 2008/5/1 to 2011/4/30

2= signifikant bei p<0,017 (unter Bonferroni-Korrektur), °= nicht signifikant
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Abbildung 18: Raumliches Cluster des Genotyps 123
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)
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Abbildung 19: Raumliches Cluster des Genotyps 129
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)
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4.8 Verteilung der Genotypen nach SNR—Analyse

4.8.1 Analysen der GT aulierhalb des ENP

Bei einem Umfang von 45 Isolaten auferhalb des ENP aus einem Zeitraum von 18 Jahren
(1992-2010) kann nur von sporadisch auftretenden Anthrax-Nachweisen gesprochen werden
(Abb. 21). Daher ist eine Analyse nur in begrenztem Umfang und mit geringer Aussagekraft
méglich. Eine Ubersicht aller auRerhalb des ENP bestimmten Isolate findet sich in Anhang 9
und in Abb. 21.
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Abbildung 21: Raumliche Verteilung von Anthrax-Genotypen auf3erhalb des Etosha
Nationalparks
(modifiziert nach Ministry of Environment and Tourism 2002)

In Caprivi (Nordosten Namibias) wurden die GT 26, 27, 127 und 129 nachgewiesen. GT 26
wird durch zwei Isolate reprasentiert, einem Rinderisolat aus der Salambala Conservancy
2004, die an den Chobe Nationalpark in Botswana angrenzt und einem Buffelisolat aus der
Kwandu Conservany 1993, im Norden, begrenzt vom Luiana Nationalpark in Angola und im
Westen vom Bwabwata Nationalpark Namibias. Die Entfernung zwischen beiden Conser-
vancies betragt ca.130 km. Die Ubrigen Caprivi-Isolate stammen ebenfalls aus 1992 aus der
Kwandu Conservany. Untersuchungen eines zweiten Buffelisolats haben zwei unterschiedli-
che GT (GT 27 und GT 127) ergeben (s. 4.3.6). Der GT 129 wurde bei einem Sitatunga im
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Bwabwata Nationalpark isoliert. Aufgrund der rdumlichen Nahe der betroffenen Conservan-
cies zu Nationalparks in Botswana und Angola und der genetisch engen Verwandtschaft zu
Isolaten der B-Gruppe, mit Stdmmen aus Sudafrika und Zambia, kdnnte die Vermutung na-
heliegen, dass die GT 26 aus dem Buffel und GT 27 und 127 (beide vom selben Buffel), die
bisher in Namibia lediglich in Caprivi nachgewiesen wurden, aus Botswana und Angola
stammen kdnnten. Diese Vermutung lieRe sich begriinden durch regelmalige Meldungen
von Anthraxfallen aus dem Chobe Nationalpark, Botswana; keine Meldungen liegen aus An-
gola vor. Zwischen dem Chobe Nationalpark, Botswana, und Katima Mulilo, Namibia, (Chobe
Flood Plains) befinden sich keine Wildzaune. Diese Flache wird regelmafig von Buffeln aus
dem Chobe Nationalpark, Botswana, und Rindern der namibischen Seite frequentiert, so-
dass GT 26 hier zwischen Buffel und Rind zirkulieren kdnnte.

GT 105 umfasst insgesamt acht Isolate, von denen nur ein Umweltisolat aus 1986 aus dem
ENP stammt. Die Ubrigen sieben Isolate stammen von sechs gestorbenen Ziegen aulierhalb
des Parks und von einer Umweltprobe einer Farm. Bei GT 105 handelt es sich um den Ster-
ne Impfstamm, der in Namibia zur Impfung von Rindern (vorgeschriebene Pflichtimpfung)
und bei Ziegen oder Schafen (zur freiwilligen Impfung) verwendet wird. Dieser GT wurde nur
sudlich der Roten Veterinarlinie nachgewiesen (Abb. 22). Die Todesfalle bei den Ziegen
(2002-2009) waren nicht Folgen einer naturlichen Infektion. Vier Ziegen starben nach einer
Ivermectin-Behandlung mit einer Spritze, die fir Anthrax-Impfungen bei Rindern verwendet
worden war. Eine weitere Ziege verstarb nach einer i.m. Injektion mit Sulphadimethoxin und
die sechste Ziege nach einer Anthrax-Impfung (persénliche Mitteilung von Eberle). SNR-
Analysen wurden von sechs Isolaten des GT 105 durchgeflihrt und zeigen, dass ein einziger
SNR-Typ (SNR54) bei funf Ziegen und einem Umweltisolat auftrat (Abb. 22).
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Abbildung 22: Verbreitung von Nachweisen des Genotyps 105 (Sterne-Impfstamm)
in Namibia
(modifiziert nach Ministry of Environment and Tourism 2002)

Acht SNR-Typen (SNR19-23, 25-27) reprasentieren GT 123, von denen drei SNR-Typen
(SNR20 und SNR21, mit einem von zwei Isolaten und SNR27) nicht aus dem ENP stammen.
Vier von insgesamt 20 mit SNR analysierte Isolate stammen aus 2009 und sind einem dritten
SNR-Typ (SNR27) zuzuordnen. Anhand dieser vier Isolate wird nachfolgend der Einsatz von
SNR-Analysen fur forensische Zwecke gezeigt. Die Isolate stammen von zwei Farmen aus
der Region Khomas. Zwei Geparden- und ein Gemsbockisolat stammten von einer Jagd-
farm, Marula Game Lodge, das vierte Isolat (Gepard) stammte von der ca. 50 km davon ent-
fernt liegenden Farm N/a'an ku se. Auf Marula Game Lodge wurden sieben Geparden mit
dem Fleisch eines auf der Farm geschossenen Gemsbocks gefittert und starben an Anth-
rax. Diese Anthrax-Nachweise ereigneten sich in der 1. Oktoberwoche 2009. Auf der Farm
N/a'an ku se wurden 2009 zwei adulte Geparden mit jeweils drei Jungtieren aufgenommen
und in zwei getrennten Camps untergebracht. Das Fleisch von zwei Zebras wurde am
17.10.2009 an diese Tiere verfittert, eines der Zebras stammte von einer Jagd und traf am
13.10. auf N/a'an ku se ein. Zwei Tage nach der Futterung wurden alle acht Geparde tot auf-
gefunden. Als Todesursache wurde Anthrax festgestellt, jedoch lag nicht von allen acht Tie-
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ren Untersuchungsmaterial vor. Fleischreste eines der Zebras wurden untersucht, aber fir
negativ befunden, das andere Zebra war vollstéandig verfuttert worden.

Der Zusammenhang auf Marula Game Lodge ist eindeutig durch die Isolierung des gleichen
SNR-Typs aus den beiden Geparden und dem Gemsbock nachvollziehbar. Durch den
Nachweis des gleichen SNR-Typs ist aber auch ein Zusammenhang zwischen beiden Far-
men nachvollziehbar. Die unbestatigte Herkunft des nicht untersuchten Zebras deutet an-
hand des SNR27 auf dessen wahrscheinlichen Ursprung, der Marula Game Lodge, hin.

Die anderen SNR-Typen des GT123 wurden ausschlie3lich im Park gefunden.

GT136:

GT136 umfasst insgesamt elf Isolate und wurde, bis auf zwei Ausnahmen, ein Pferde- und
ein Humanisolat, bei Wildtieren gefunden. Vier Isolate stammen aus dem ENP. Der GT 136
weist sieben SNR-Typen auf. Zwei dieser SNR-Typen, SNR6 und 7, wurden im ENP und
SNR1-5 auf Farmen gefunden. Der SNR1 wurde in zwei aufeinander folgenden Jahren
(2004, 2005) ca. 20 km &stlich von Dordabis auf einer Farm bei einem Geparden und einem
Gemsbock isoliert. Der SNR4 tauchte 2005 bei einem Gemsbock und einer Kuhantilope auf
der gleichen Farm auf. SNR2 stammt von einem Humanisolat aus Otjwarongo. Die SNR3
(Eland von der Farm Omateva) und SNR5 (Pferd von der Farm Nuwe-Orde) wurden 2004
und 2005 gefunden. Omateva und Nuwe-Orde liegen ca. 10 km voneinander entfernt in der

Seeis Concervancy (Abb. 23).
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Abbildung 23: Nachweise der SNR1 bis SNR5 des Genotyps 136
(modifiziert nach Ministry of Environment and Tourism 2002)

GT138:

Die SNR8-11, von insgesamt elf SNR-Typen (SNR8-18). stammten von Farmen, SNR12 und
SNR15 aus dem ENP, SNR16 wurde in und auflerhalb des Parks gefunden. Aus dem an

den ENP grenzenden Distrikt Outjo stammten aus 2004 ein Ziegen- (Farm Nimmerus mit

Nutztieren) und ein Gemsbockisolat (Farm Epacha Game Lodge als reine Wildfarm) des

SNR8, deren Proben vom selben Tag stammten. Dies zeigt, durch zeithahen Nachweis und

raumlich eng beieinander liegender Isolierungsorte, dass ein Austausch dieses SNR-Typs

zwischen diesen Farmen stattgefunden haben muss. Auf Epacha Game Lodge wurden 2005

innerhalb von vier Monaten noch weitere SNR-Typen (9-11) bei unterschiedlichen Wildspe-

zies nachgewiesen. Die SNR9-11 kdnnten aus dem SNR8 entstanden sein. Das Isolierungs-

jahr des vierten SNR-Typs (SNR16) ist unbekannt (Abb. 24).
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Abbildung 24: Nachweise der SNRS8, 9, 10, 11, 16 des Genotyps 138
(modifiziert nach Ministry of Environment and Tourism 2002)

GT 14, 117:

Nordlich der Roten Veterinarlinie und des ENP wurden zwei Rinderisolate des GT 117 aus

der Region Omasuti isoliert, stdlich der Veterinarlinie wurde dieser GT bisher nicht nachge-

wiesen. GT 14 (Schaf) aus Khomas stammt ebenso wie die beiden Rinderisolate des GT 117
aus einem Gemeinschaftsgebiet (Abb. 25). SNR-Analysen zu GT 14 und 117 wurden nicht

durchgeflhrt.
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Abbildung 25: Nachweise von Genotypen 14 und 117
(modifiziert nach Ministry of Environment and Tourism 2002)

4.8.2 Analysen der GT im ENP

GT 123 und GT 131:

Finf SNR-Typen, SNR19 (finf Isolate), 21 (zwei Isolate), 23 (vier Isolate), 25 und 26 (je-
weils ein Isolat), des GT123 wurden im Park gefunden. SNR-Analysedaten zu GT 131 lagen
nicht vor. Das erste Isolat des GT123 aus 1992 mit dem SNR19 stammt aus einer Umwelt-
probe bei Namutoni, nur ein weiteres GT 123-Isolat wurde hier nachgewiesen. Dies war
SNR26 bei einem Elefanten 2008, der aus SNR19 entstanden sein konnte. Weitere Isolate
des SNR19 fanden sich bei Zebras in Okaukuejo 2005, 2006 und 2008, ca. 125 km westlich
von Namutoni. Da zwischen dem ersten Nachweis bei Namutoni und denen bei Okaukeujo
mindestens 13 Jahre liegen, kann hier nicht davon ausgegangen werden, dass es sich um
den gleichen Stamm handelt. Der SNR19 bei Okaukuejo kann auch aus einem anderen
SNR-Typen des GT 123 durch Mutationen hervorgegangen sein.

An der gleichen Stelle wie der GT 123 des Umweltisolats aus 1992 wurde der GT 131 bei
einem Gnu isoliert, der bei einer weit gro3eren Anzahl von Isolaten bei Namutoni nachge-
wiesen wurde als der GT 123. Da GT 131 erstmals in 1987 bei Okaukuejo nachgewiesen
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wurde, kdnnte anhand der Isolierungsdaten eine Ausbreitungsrichtung dieses Stamms von

Okaukuejo ostwarts nach Namutoni vermutet werden (Abb. 26).
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Abbildung 26: Nachweise der SNR-Typen des Genotyps 123 und des Genotyps 131
im Etosha Nationalpark
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)

GT 129:

Aus 78 Isolaten des GT 129 wurden mittels SNR-Analyse 26 SNR-Typen bestimmt (Abb.
27). 21 dieser SNR-Typen werden durch weniger als sechs Isolate je Typ reprasentiert (An-
hang 12). Die verbleibenden finf SNR-Typen (Isolatzahlen 26) werden im Folgenden vor-
rangig betrachtet.

GT 129 mit den SNR43 (11 Isolate) und SNR45 (4 Isolate) stammt mit grof3ter Wahrschein-
lichkeit aus dem Westen des Parks, aus Otjovasandu. Hier wurden die ersten Mitglieder die-
ses GTs mit SNR43 und auch SNR45 1988 bei Elefanten und Zebras nachgewiesen. Neun
Isolate des SNR43 wurden in den Folgejahren 2005, 2006, 2008 und 2009 im zentralen Teil
des ENP, Okaukuejo, nachgewiesen. Dieser SNR-Typ wurde in diesem zentralen Teil des
Parks nicht nur bei Tierkadavern (sechs Zebras und zwei Springbécke), sondern 2009 auch
aus der Wasserstelle Adamax isoliert. SNR40 wird u.a. von neun wiederum aus dem zentra-

len Teil des Parks stammenden Isolaten reprasentiert. Das erste Isolat des SNR40 (Zebra)
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stammt aus 1991, das zweite Isolat (Zebra), knapp 1,5 Jahre spater, wurde ca. 113 km 0Ost-
lich davon bei Namutoni nachgewiesen Die ubrigen sieben Isolate zwischen 2006-2009 lie-
gen innerhalb eines Radius von nicht einmal 20 km. Das erste von insgesamt acht Isolaten
des SNR37 stammt von einem Gnu 1991. 2008 wurde 34 km entfernt davon der gleiche
SNR-Typ bei einem Elefanten isoliert. Dies bedeutet jedoch nicht, dass es sich beim dem
Isolat aus 2008 um den gleichen Stamm wie 1991 handeln muss, er hatte sich auch aus ei-
nem anderen Stamm entwickelt haben kénnen. Die Isolate im zentralen Teil des Parks
stammen dagegen aus den Jahre 2006, 2008 und 2009 und stehen somit in einem zeitnahen
Kontext. Der Ursprung des SNR42 scheint sich ebenfalls im zentralen Teil des ENP zu fin-
den (2006). Innerhalb eines Radius von elf km finden sich finf der insgesamt sechs Isolate
mit dem SNR42 aus 2007 bis 2009. Ein Isolat aus 2008 stammt allerdings von einem Elefan-
ten bei Namutoni, 130 km entfernt vom vermutlichen SNR42-Ursprungsort. SNR30 (sechs
Isolate) stellt im Vergleich zu den zuvor erwahnten SNR-Typen des GT 129 eine Ausnahme
dar. Die Isolate liegen mit Entfernungen zwischen mindestens 20 km und maximal 86 km im
Vergleich zu den vorgenannten SNR-Nachweisen weit auseinander. Das erste Isolat des
SNR30 stammt von einem Zebra aus 2006, die Ubrigen Isolate stammen aus den Jahren
2007-2009 (Abb. 27).
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Abbildung 27: Nachweise von SNR-Typen des Genotyps 129 im Etosha Nationalpark
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)
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GT136:

Fur GT 136 wurden die SNR-Typen 6 und 7 (je zwei Isolate) nachgewiesen (Abb. 28). Beide
Typen sind in der Region Okaukeujo lokalisiert, jeweils im Abstand von drei bzw. finf km.
SNRG6-Isolate stammen von Zebra und Springbock, der SNR7 von Zebra und Gemsbock.
Der Gemsbock-Kadaver stammt aus April 2005. Drei Wochen spater konnten fur den glei-
chen Tag die anderen Nachweise (zweimal SNR6 und einmal SNR7) gefuhrt werden. Die

raumliche Distanz zwischen den SNR-Typen betragt im Maximum 14 km.

GT138:

Fur GT 138 konnten insgesamt sieben SNR—-Typen im ENP nachgewiesen werden, SNR12,
14, 15, 16, und 18 (je ein Isolat) und SNR17 (zwei Isolate) (Abb. 28). Finf von sechs Isolaten
des SNR13 stammen von Gnus auf den Andoni-Plains 2005. Der GT138 wurde somit 2005
raumlich und zeitlich begrenzt bei einer Tierart gefunden. Diese Gegebenheiten lassen die
Vermutung zu, dass es sich hochstwahrscheinlich um ein Ausbruchsgeschehen gehandelt
hat. Ein zweiter SNR-Typ (SNR18), wahrscheinlich wahre

nd des Ausbruchs durch Mutation entstanden, wurde wahrend dieses 2005 Ausbruchs bei
einem weiteren Gnu isoliert. Nur 14 Tage spater wurde ein dritter SNR-Typ (SNR12) aus
einem Elefanten, ca. 60 km sudlich des Ausbruches, und wiederum der SNR13 weitere acht
Tage spater aus einem Elefanten, 13 km stddstlich der Andoni-Plains, isoliert. 15 Tage da-
nach wurde der vierte SNR-Typ (SNR14) bei einem Springbock gefunden und zwei Tage
darauf die SNR-Typen 15 und 16 bei unterschiedlichen Spezies. Es tauchten somit vier
SNR-Typen mit maximalen Entfernungen von 30 km zueinander innerhalb von knapp drei
Wochen auf. Die zwei Isolate des SNR17 schlie8lich liegen ca. 7 km voneinander entfernt.
Sie stammen von einem Straul} und einem Gemsbock, deren Kadaver im Abstand von neun

Monaten und 7 km Entfernung voneinander gefunden wurden.
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Abbildung 28: SNR6 und 7 des Genotyps 136 und SNR12-18 des Genotyps 138 im Etosha
Nationalpark
(modifiziert nach Etosha Ecological Institute 2009)
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5 DISKUSSION

5.1 Zielsetzung und Untersuchungsauslage

Untersuchungen zu molekularen Erregereigenschaften, Pathogenese, Therapie und Prophy-
laxe sowie zum Auftreten von Milzbrand und den die Ausbreitung beeinflussenden Faktoren
in unterschiedlichen Landern sind hinreichend dokumentiert. Trotz allem konnten Phanome-
ne wie bspw. das saisonale Auftreten und die Konzentration der Erkrankung auf eine von
vielen exponierten Spezies noch immer nicht eindeutig geklart werden. Auch die Relevanz
der einen Ausbruch auslésenden Faktoren wie Wirtskondition und —verhalten, geologische
und klimatische Voraussetzungen oder aber andere 6kologische Bedingungen wie bspw. die
Uberschreitung der fiir einen Park tragbaren Tierpopulation oder die Beteiligung eines Vek-
tors am Ausbruchsgeschehen sind bisher noch unklar. Der ENP als Studiengebiet bot durch
seine regelmalig auftretenden Anthraxfalle gute Bedingungen fir eine molekularepidemiolo-
gische Studie.

In dieser Arbeit wurde erstmalig eine systematische Untersuchung von Anthrax-Erreger-
Nachweisen historischer und aktuell gewonnener Tierisolate sowie aus Umweltproben Na-
mibias, einem fir Anthrax endemischen Gebiet, durchgefihrt. Die Ergebnisse wurden durch
statistische Abfragen, kartographische Darstellungen der GT-Verteilungen und durch GT-
Clusteranalysen von B. anthracis im ENP préasentiert. Unter Verwendung molekularbiologi-
scher Verfahren zur Genotypisierung wurden die Isolate charakterisiert. Das Untersu-
chungsmaterial deckte einen Zeitraum von mehr als 20 Jahren ab.

Das Probenaufkommen, verglichen mit bisher bekannten epidemiologischen Studien zu
Anthrax, war vergleichsweise hoch. Dennoch kénnen insbesondere die von den Tierkada-
vern gewonnenen Proben nicht statistisch-epidemiologisch gesicherte Reprasentativitat re-
klamieren. Durch Unwagbarkeiten/Unmdglichkeiten des Auffindens von gefallenen Tieren in
dem 22.000 km? groRen Etosha Nationalpark reprasentiert das Probenaufkommen nicht die
Gesamtzahl aller gefallenen Tiere (Zensus). Das Studiengebiet konzentrierte sich auf die
Gegend bei Okaukeujo, sodass Anthrax-Nachweise aus anderen Teilen des Parks, wenn
uberhaupt, lediglich sporadisch erfolgten und auf Zufallsentdeckungen beruhten. Okaukuejo
wurde aufgrund infrastrukturell bedingter Grinde wie u.a. mit Kihlungsmdglichkeiten ausge-
statteten Laborraumen, aber auch wegen der hohen Konzentration des Wildbestands und
der raumlichen Nahe zu Wasserstellen als Hauptstudiengebiet ausgewanhlt.

Zugleich stellt das Probenaufkommen auch keine durch eine hinsichtlich Stichprobenverfah-
ren und -zahl vorab geplante reprasentative Stichprobenerhebung dar. Obwohl das Studien-
gebiet regelmalig befahren wurde, war das Verlassen offizieller Strallen im Park generell
nicht erlaubt. Somit konnten Kadaver im Busch Ubersehen werden oder wurden nur rein zu-
fallig entdeckt. Die unterschiedlich dichte Vegetation im ENP erschwerte zudem jahreszeit-

lich ohne Frage ebenso das Auffinden gefallener Tiere.
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Bei den Farmen handelt es sich entweder um reine Wild-, Nutztier- oder gemischte Farmen.
Das sehr geringe Probenaufkommen (45 Anthrax-Nachweise) von Privatfarmen und aus
Gemeinschaftsgebieten unterschied sich deutlich von dem des ENP. Griinde dafir kénnten
gesetzliche Regularien wie Anzeigepflicht und Quarantdnebedingungen, nicht nur fur die
Ausbruchsfarm sondern auch fur angrenzende Farmen sein, die mit Pflichtimpfungen bei den
hier Ublicherweise extensiv gehaltenen Tieren einhergehen. Hinzu kommen Schwéachen
beim Meldewesen, bei der Tiergesundheitsiiberwachung und den Uberwachungssystemen
fur Tiertransporte, die durch die Grofe des Landes zusatzlich erschwert werden.

Auch die Art der Probennahme beeinflusste die Zahl der Nachweise. Der deutlich héhere
Anteil der negativen Nachweise fur 2005-2007 (74,5%) im Vergleich zu 2008-2010 (38%)
und 2011 (23%) kdnnte den Eindruck erwecken, dass die Pravalenz von Anthrax im Park
zugenommen hatte. Diese Aussage kann jedoch nicht getroffen werden, da sich die Technik
der Probennahme Uber die Jahre hinweg geandert hat. 2005-2007 wurde unmittelbar nach
Probennahme das Tupfersystem geschlossen, sodass der Wattekopf luftdicht abgeschlos-
sen war. Ab 2008 wurde der Tupfer im Labor drei Tage ohne Hulle aufbewahrt, um den Zu-
tritt von Sauerstoff und somit eine weitere Versporung von B. anthracis zu ermdglichen.
Dadurch wurde die Diagnostik deutlich erleichtert und die Zahl falsch-negativer Ergebnisse
reduziert.

Daher eher qualitativ als autoritativ quantitativ in seiner Natur, erlaubte das Probenaufkom-
men dennoch die Abprifung von in der Literatur benannten Hypothesen zu Vorkommen und
Haufigkeiten von Erregernachweisen in tiergebundenen Faktoren der Wildtierarten und in
zeitlichen und rdumlichen Bezligen.

Die Arbeit sollte aufzeigen, wie graduell unterschiedlich hoch differenzierte genetische Infor-
mationen des Erregers flr die Analyse epidemiologischer Zusammenhange und zur Darstel-
lung von raumlichen Krankheitsmustern genutzt werden konnen.

Diese Abfragen und Darstellungen raumlicher Krankheitsmuster nach graduell differenzierten
genetischen Erregerinformationen stellten den Kern des analytischen Teils der Arbeit dar.
Uber Inferenzketten wurde versucht, Zusammenhange herzustellen, die mit den in der Litera-
tur geschilderten Fakten und Erklarungsansatzen verglichen und gepruft wurden.

Um die Bedeutung von Wasserstellen als potentielle Infektionsquellen im ENP und deren
Einfluss auf das Ausbreitungsmuster beurteilen zu kdénnen, wurden diverse Wasserstellen

systematisch und langfristig untersucht.

5.2 Spezies-abhangige Verteilung der Nachweise

Wahrend eines Ausbruchs ist zumeist eine Spezies im Vergleich zu anderen, ebenfalls fir
Anthrax-sensible Arten, die dem gleichen Expositionsrisiko ausgesetzt waren, vorwiegend
betroffen (Quinn und Turnbull 1998; Beyer und Turnbull 2009). Im Kriger Nationalpark (Std-
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afrika) und Malilangwe Game Reserve (Zimbabwe) waren Kudus (Pienaar 1961; Smith et al.,
1999; Clegg et al., 2007), in Uganda, Zambia und Zimbabwe (Lower Zambezi Nationalpark
2011 und Kariba in 2008) Nilpferde (Wafula et al., 2007; Siamudaala 2003; ProMED-email
2011; ProMED-email 2008) und in Botswana 2004 Elefanten die jeweils am starksten be-
troffenen Spezies (ProMED-email 2004). Im ENP ergab die Untersuchung, mit einer signifi-
kanten Haufung bei Zebras, ebenfalls dieses Muster. Hier war jedoch auch der Springbock,
allerdings geringer als das Zebra, signifikant vermehrt betroffen. Hieraus leitet sich auch eine
signifikante Haufung beim reinen Grasfresser gegenuber dem Buschfresser sowie dem
Gras- und Buschfresser ab. Ein Erklarungsansatz flr die Haufung der Falle bei Kudus im
Kriger Nationalpark (Braack und De Vos 1990) und Malilangwe (Clegg et al., 2007) war die
Beteiligung von Vektoren, wie Schmeildfliegen. Diese sorgen nach ihren Blutmahlzeiten an
infizierten Kadavern fur eine Kontamination umliegender Blische, die von den Buschfressern
aufgenommen werden (Braack und De Vos 1990). Da sich im ENP eine signifikante Haufung
fur Grasfresser herausstellte, konnten Bische als Infektionsquelle flr Zebras hier ausge-
schlossen werden. Aufgrund des vermehrten Auftretens positiver Nachweise bei einer be-
troffenen Spezies, lag die Vermutung nahe, dass sich aus dessen Nahrungstyp auch eine
Haufung positiver Nachweise in einer speziellen Vegetation ableiten lielle, da diese durch
Anwesenheit von Vektoren kontaminiert werden und somit als Infektionsquelle in Frage
kommen konnte. Obwohl die signifikant am haufigsten betroffene Spezies ein Grasfresser
war, konnte kein Zusammenhang zwischen einer Vegetationszone und dem Auftreten positi-
ver Nachweise hergestellt werden. Aussagen zur Beteiligung von Vektoren, die die Vegetati-
on kontaminieren und damit zum Infektionsgeschehen im ENP beitragen kdnnten, kénnen
nicht gemacht werden, da bisher noch keine publizierten Ergebnisse dazu vorliegen. Ver-
gleicht man die Flachen der zwei Vegetationszonen Steppe und Savanne und die Anzahl der
in ihnen jeweils erbrachten Nachweise, zeigt sich lediglich eine deutliche Aggregation von
Tieren, v. a. Zebra und Springbock, in der Steppe. In Kanada wurde eine signifikante Hau-
fung der Erkrankung bei adulten Bisonbullen gefunden, die mit der ,modified host resistance
hypothesis® und ,wallow concentrator hypothesis® erklart wurde. Ein Zusammenhang zwi-
schen dem zeitlichen Auftreten der Brunstperiode in Bezug zum Zeitpunkt der Anthraxfalle
(Brunstzeit ging Fallen voraus; mit physisch stark geschwachten, u. U. immunsupprimierten
Bullen) wurde nicht eindeutig geklart. Die Autoren beschreiben aber ein zeitliches Zusam-
mentreffen von Fallen und Brunstzeit. Der Brunstzeit geht eine Periode im Spatsommer vo-
raus, in der Futter und Wasser dezimiert sind. Bei Hitze und hoher Insektenkonzentration
erfolgt eine Aggregation der Bisons um verbleibende Wasserquellen. Diese Faktoren werden
fur eine Immunsuppression (,modified host resistance hypothesis®) verantwortlich gemacht,
die in der nachfolgenden Paarungszeit durch einen erhdhten Testosteronspiegel verstarkt

wirde. Territoriales Verhalten bei den Bullen vor Einsetzen der Paarungszeit fuhrt zur Bil-
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dung von Suhlen, die jedes Jahr erneut aufgesucht werden. Wasser kann sich darin sam-
meln und mit zunehmender Trockenheit fir eine Konzentration der Sporenmenge sorgen.
Kampfe der Bullen fuhren zur Inhalation der dabei in den Suhlen akkumulierten Sporen in
Form von Aerosolen (,wallow concentrator hypothesis®) (Gates et al., 1995; Dragon et al.,
1999). Die Untersuchungen in Malilangwe 2004 ergaben ebenfalls eine geschlechtsspezifi-
sche Verteilung der Anthraxfalle. Hier gab es eine signifikante Haufung bei mannlichen Tie-
ren von Wasserbock, Nyala und Impala und ein ausgewogenes Verhaltnis nur bei Buschbé-
cken. Allerdings gab es bei Kudus, der am starksten betroffenen Spezies, eine signifikante
Haufung bei weiblichen Tieren (Clegg et al., 2007). Fir den ENP konnte in dieser Untersu-
chung weder bei einzelnen Spezies noch flir die Gesamtheit aller Spezies eine geschlechts-
spezifisch signifikante Haufung von Anthrax-Nachweisen festgestellt werden. Aus den Anth-
rax-Untersuchungen von Lindeque und Turnbull (1994) geht hervor, dass zwar die Ge-
schlechtsbestimmung bei Zebras diesbezliglich Schwierigkeiten bereitete, deutlich jedoch
ein grofRerer Anteil mannlicher als weiblicher Elefanten von Anthrax betroffen war. Dieses
Ergebnis entspricht somit weder dem Resultat dieser Arbeit noch dem von Ebedes (1976).

In Ubereinstimmung mit Untersuchungen in Malilangwe und dem Kriiger Nationalpark wurde
die Signifikanz des Auftretens vermehrt positiver Nachweise bei adulten Tieren auch fur den
ENP bestatigt. Im Malilangwe Game Reserve betrug der Anteil adulter Kadaver 85%, sub-
adulter 7% und Jungtierkadaver 5%, was der graduellen Verteilung auch des Krlger Natio-
nalparks entspricht (De Vos 1990; Clegg 2007). Die im ENP beobachtete altersabhangige
Verteilung der Kadaver deckt sich teilweise mit der von Ebedes (1976) fur den ENP festge-
stellten Verteilung. Sie steht auch im Einklang mit den Untersuchungsergebnissen aus Ka-
nada, wo ebenfalls eine signifikante Haufung von Anthraxfallen bei adulten Bisons vorlag.
Als Ubrige Altersklassen wurden dort Kalber und Jungtiere (Gates et al., 1995; Dragon et al.,
1999) angegeben, sodass ein direkter Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit nicht
moglich ist. Die hier gefundene Verteilung auf Alterskategorien kdnnte damit erklart werden,
dass in einer Population mehr Adulte und Subadulte als Jungtiere vorhanden sind, und die
Jungtiere somit den kleinsten Anteil an der Population im Vergleich zu den ubrigen Tieren
darstellen. Hinzu kommt die Tatsache, dass adulte Kadaver aufgrund ihrer Grélke im Ver-
gleich zu denen von Jungtieren erstens leichter und zweitens langer im Feld aufzufinden
sind, bevor sie vollstandig verzehrt werden (Lindeque und Turnbull 1994). Diesem Erkla-
rungsansatz fur ein signifikant relativ haufigeres Auftreten von Anthrax-Nachweisen bei adul-
ten Tieren widerspricht allerdings die Behauptung Gainers (1987), wonach adulte Tiere
durch die Aufnahme subletaler Dosen eine gewisse Resistenz aufbauen und somit seltener

von der Erkrankung betroffen sind.
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5.3 Saisonalitat des Auftretens von Milzbrand

Der auslosende Mechanismus fur den Beginn eines Ausbruchs wird regelmafiig mit klimati-
schen Bedingungen in Verbindung gebracht (Pienaar und De Vos 1961), wahrend wider-
spruchliche Beobachtungen hinsichtlich der Bedeutung von Niederschlag und Feuchtigkeit
vorliegen (Quinn und Turnbull 1998). Wahrend sich Ausbriche im Kriger Nationalpark wah-
rend oder am Ende der Trockenzeit (Pienaar 1967), in Tansania nach einer langen Trocken-
zeit, in Kanada und Australien wahrend einer langen und hei3en Trockenzeit (Turner et al.,
1999) oder aber nach heftigem Regen (Durrheim et al., 2009; Minett 1952) ereigneten, fan-
den Ausbriche im ENP wahrend der Regenzeit, zwischen Januar und April, statt (Ebedes
1976). Hier wurde ein Peak der Falle bei Zebras im Marz beobachtet. Der Peak bei Elefanten
ereignete sich dagegen im November (Ebedes 1976; Quinn und Turnbul 1998; Lindeque und
Turnbull 1994), da sie wahrend der Regenzeit aus den Anthrax-enzootischen Gebieten aus-
wandern (Ebdes 1976). Im Unterschied zu den Beobachtungen von Lindeque und Turnbull
(1994), die bei Elefanten einen Peak von Fallen am Ende der Trockenzeit beobachteten,
wurde in dieser Arbeit keine Assoziation von Fallen hinsichtlich einer der drei Perioden fest-
gestellt. Wanderrouten von mit GPS-Sendern ausgestatteten Elefanten befinden sich grofi3-
tenteils auRerhalb des raumlichen Clusters fir positive Nachweise, sodass sie offensichtlich
wahrend der drei Perioden nur einem geringen oder keinem Expositionsrisiko durch das
Anthrax-endemische Gebiet ausgesetzt zu sein scheinen. Elefantenbullen halten sich zwar
im Vergleich zu Elefantenkiihen und ihren Herden, die das raumliche Cluster positiver
Nachweise umgehen, haufiger im Gebiet mit hdchstem Expositionsrisiko (Gebiet mit groRter
Zahl positiver Nachweise) auf, worauf sicherlich die Beobachtung Lindeques und Turnbulls
(1994) beruhte, dass vermehrt Elefantenbullen betroffen waren. Eine signifikante Haufung
positiver Nachweise bei Bullen wurde in dieser Untersuchung allerdings nicht festgestellt. Es
fanden sich keine Hinweise, warum fir Elefanten ein erhdhtes Risiko am Ende der Trocken-
zeit bestehen sollte. Unter Einbezug der Tier- und Umweltnachweise zeigte sich zwar in der
Statistik keine signifikante Nachweishaufigkeit fir eine der beiden Perioden (Regen-
/Trockenzeit), doch stammten Tierisolate signifikant haufiger aus der Regenzeit, wohingegen
Umweltisolate signifikant haufiger aus der Trockenzeit stammten. Bei Betrachtung der drei
Jahresabschnitte, Regen-, Trockenzeit und Ende der Trockenzeit, wurde eine graduell an-
steigende Verteilung der Haufigkeit positiver Nachweise (Regenzeit-> Ende der Trockenzeit-
>Trockenzeit) beobachtet, sowohl fur die Gesamtheit aller Tierproben als auch nur der der
Risikospezies Zebra. Diese Ergebnisse fir Nachweise aus 2005-2011 stimmten damit nur
teilweise mit denen von Lindeque (1991) fur die Jahre 1968-1993 Uberein, da hier eine signi-
fikante Haufung fir Flachen-Huftiere beobachtet wurde, zu denen Zebra, Springbock und
Gnu zahlen. Zu berlcksichtigen ist jedoch, dass lediglich fir die Periode 03.03.2009-

17.08.2010 das Gebiet um Okaukuejo kontinuierlich sowohl in der Regenzeit als auch in der

88



DISKUSSION

Trockenzeit beprobt wurde. In den Vorjahren beschrankte sich ein verstarkter Aufwand auf
die Regenzeit, sodass davon auszugehen ist, dass in nicht unerheblichem Male dieser
Focus auf die Regenzeit zu einer signifikanten Haufung positiver Nachweise gefihrt hat. Die
Haufigkeitsverteilungen positiver Nachweise in den drei Jahresabschnitten bei Zebras kénn-
ten wiederum damit zusammen hangen, dass die tendenzielle Abnahme positiver Nachweise
von der Regenzeit Uber das Ende der Trockenzeit bis zur Trockenzeit mit dem raumlichen
Bewegungsverhalten der Zebras korreliert war. Eine Population mit GPS-Sendern ausgestat-
teter Zebras hielt sich wahrend der drei Perioden im Studiengebiet auf, eine andere Popula-
tion zog mit Einsetzen der Trockenzeit bis zum Ende der Trockenzeit in Richtung Osten,
womit prinzipiell das Expositionsrisiko durch Verlassen des Anthrax-endemischen Gebiets
sank. Ein am Ende der Trockenzeit signifikant haufigeres Auftreten positiver Nachweise als
in der Trockenzeit ist jedoch mit diesen Zugrouten nicht zu erklaren. Wohingegen das signifi-
kant haufigere Auftreten positiver Nachweise wahrend der Regenzeit damit erklart werden
konnte, dass sich beide Zebrapopulationen im flir Anthrax endemischen Gebiet aufhielten.
Der Verdacht, dass eine Verzerrung bei Betrachtung der beiden Perioden, Regen- und Tro-
ckenzeit, aufgrund des unterschiedlich starken Surveillance-Aufwands zustande gekommen
ist, scheint sich bei Untersuchung des Surveillance-Zeitraums (03.03.2009-17.08.2011), in
dem der Monitoringaufwand wahrend der Regen- und Trockenzeit gleich war, zu bestatigen.
Hier war das Auftreten positiver und negativer Nachweise nicht signifikant durch den Ab-
stand zum Ereignis Regen beeinflusst. Ebenso wenig gab es einen signifikanten Unterschied
zwischen kumulierter Niederschlagsmenge und dem Auftreten positiver oder negativer
Nachweise, noch ein signifikant erhdhtes Zusammenfallen von Regen und dem Auftreten
positiver Nachweise. Auch die mit SaTScan durchgefiihrte Suche nach zeitlichen Clustern
verlief negativ. Im ENP traten zwar vermehrt positive, aber auch negative Nachweise wah-
rend der Regenzeit auf, sodass lediglich die Aussage zutrifft, dass wahrend der Regenzeit
eine hdhere Mortalitat zu verzeichnen war, deren Grund jedoch nicht unbedingt auf Anthrax
zurickgefuhrt werden kann. Dieser Zusammenhang wurde auch von Minett (1952) bei Stu-
dien zur saisonalen Inzidenz von Anthrax fir verschiedene Lander beobachtet. Anstatt einer
univariaten Erklarung aus dem Zusammenhang von Niederschlag und Auftreten der Anthrax-
Nachweise, erscheint ein wesentlich komplexerer Zusammenhang zu bestehen. Bestenfalls
konnte ein Zusammenhang zwischen vermehrt positiven Nachweisen und aus den Jahres-
zeiten abhangigen Tierwanderungen, orientiert an Nahrungs- und Wasserressourcen, zwi-
schen dem endemischen und hauptsachlich dberwachtem Gebiet und anderen Gebieten im
Park abgeleitet werden. Untersuchungen des Trinkverhaltens bei Zebra, Springbock und
Gnu zeigten, dass der Springbock im Vergleich zum Zebra und Gnu die geringste Abhangig-
keit vom Wasser besal}, wohingegen das Zebra die vom Wasser abhangigste Spezies war.

Wahrend Springbock und Gnu saisonal unterschiedliches Trinkverhalten zeigten, waren
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beim Zebra saisonal keinerlei Unterschiede zu beobachten (Auer 1997), woraus sich deren
haufigeres Aufsuchen von Wasserquellen im Vergleich zu anderen Spezies erklaren kénnte.
Die Frage, ob eine Spezies aufgrund ihrer Populationsgréf3e starker als andere betroffen ist,
ergab im diskreten Poisson-Modell keinen populationsabhangigen Zusammenhang fur die
Jahre 2005-2011. Diesen populationsunabhangigen Zusammenhang beobachtete auch
schon Lindeque (1991) fur den ENP fur den Zeitraum 1968-1993. Vieles deutet darauf hin,
dass eine Erklarung fur die Zunahme der Anthrax-Nachweise wahrend der Regenzeit und
warum eine Spezies (Zebra) bevorzugt betroffen war, in rdumlichen Gegebenheiten (spe-

ziesspezifische Herdenbewegungen) zu suchen sind.

5.4 Doppelinfektionen

Untersuchungen haben gezeigt, dass ein Tier mehr als nur einen Genotyp (GT) von B. anth-
racis gleichzeitig tragen kann. Dieser Umstand war bisher unbekannt und fand bisher in der
Literatur keine Erwahnung. Berichte Uber bakteriell zeitgleich verlaufende Mehrfachinfektio-
nen liegen u. a. aus der Humanmedizin fir Legionella pneumophila ssp. (Horbach et al.,
1988), Mycobacterium tuberculosis (Shamputa et al., 2006; Sugawara et al., 2006) als auch
aus der Veterinarmedizin u.a. fur Salmonella enterica spp. (Foster et al., 2008) vor. Balmer
und Tanner (2011) veroffentlichten eine Liste von Stdmmen bisher bekannter Human- und
Tierpathogene, die zugleich aus Krankheitsfallen isoliert wurden.

In dieser Untersuchung betrafen Isolate mit mehreren GT unterschiedliche Spezies (Zebra,
Springbock, Elefant und Gnu). Fur die zwei bzw. drei GT je Tier waren jeweils die Marker
pX02, bams3, bams13, ein einziges Mal 9 Marker verantwortlich (vgl. 4.3.6).

Diese Entdeckung lasst zwei erklarende Hypothesen zu: Infektionen von Wirten fanden mit
tatsachlich unterschiedlichen GT statt oder ein Infektionsstamm ist zu einem anderen GT
mutiert.

Zwei der beobachteten Doppelinfektionen (mit Unterschied im pX02) kénnten die erste Hypo-
these stlitzen, sich mit drei GT infiziert zu haben, da die beteiligten Stamme endemisch in
einem Gebiet dieser Nachweisfunde auftraten, was auch die Mehrfach-GT je Wasserloch
beweisen. GT183, 188 und 142 wurden nur einmal nachgewiesen. Hier unterschieden die
Marker bams3 und bams13 eines GT ihn von jeweils dem zweiten beteiligten GT. Beim
VNTR-Marker bams13 handelt es sich um das Gen fur das BclA-Protein, dem immunogen
wirkenden Glykoprotein der Sporenoberflache von B. anthracis (Bozue et al., 2007), das u. a.
die Germination beeinflusst (Brahmbhatt et al., 2007). Ein moglicher Erklarungsansatz fur die
unterschiedlich hohen Anteile bestimmter GT wie bspw. dem Uberwiegend nachgewiesenen
GT 129 an der Gesamtmenge aller Isolate aus Tierproben kdnnte darin zu suchen sein, dass
die Germination von GTs im Wirt unterschiedlich schnell und/oder stark verlauft. In Folge

dessen koénnten sich auch die im Wirt verursachte Bakteridamie und damit die Mengen der
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ausgeschiedenen Erreger unterschiedlich gestalten, sodass der bakterielle Nachweis unter-
schiedlich erfolgreich verlauft. Damit wirden ,erfolgreiche® GT haufiger als ,weniger erfolg-
reiche” GT isoliert werden. Der Marker bams13 bei den namibischen Isolaten gehért zu den
hoch variablen Markern mit zwolf Allelen, wohingegen bams3 lediglich funf Allele aufweist
und somit eher zu den niedrig variablen Markern zahlt. Ohne bams13 wurden die GT 115,
116, 118, 119, 123 und 129 zu einem einzigen GT verschmelzen, woran die hohe Aufl6-
sungskapazitat des bams13 erkennbar wird. Die Aufgabe des Gens des Markers bams3 ist
unbekannt, daher kann keine Aussage zur dessen Bedeutung gemacht werden. Bei Nach-
weisen der durch unterschiedliche Allele fir bams3 entstandenen GT kénnte eine Mutation
im Wirt oder aber ebenfalls eine Infektion mit beiden GT, wovon einer bisher noch unbekannt
war, stattgefunden haben.

Um eine der beiden Hypothesen zu belegen, sind jedoch weitere Untersuchungen von Mehr-
fachkolonien einer Tierkadaverprobe erforderlich, um die Bedeutung des Auftretens von
Doppelinfektionen bestimmen zu kénnen. Sollte sich herausstellen, dass bei der Untersu-
chung nur einer zufallig ausgewahlten Kolonie der Zufall entscheidet, welcher GT nachge-
wiesen wird, wird sich der prozentuale Anteil an der Gesamtmenge der Isolate je GT und
damit die Bedeutung eines einzelnen GT verandern. Dann musste grundsatzlich die Routi-
neuntersuchung einer Einzelkolonie auf die Untersuchung von Mehrfachkolonien je Tierka-
daverprobe umgestellt werden, wodurch ein erheblicher finanzieller und zeitlicher Aufwand

entstiinde.

5.5 Langzeitstudie der Umweltproben

Es zeigte sich kein signifikant gehauftes Auftreten positiver Nachweise fiir einen Bodentyp.
Dies entspricht auch den Beobachtungen von Lindeque (1991), die diesen Befund auf ge-
mixte Bodentypen und auf saisonal bedingte Konzentrationen der Tierherden im enzooti-
schen Gebiet des ENP zurlckfuhrte. Von der Annahme, dass sich ein positiv getesteter Ka-
daver im Gebiet der mdglichen Infektionsquelle findet und sich somit ein kausaler Zusam-
menhang zwischen positiven Nachweisen und Bodentyp ableiten lieRe, kann nicht ausge-
gangen werden. Der Fundort eines Kadavers hat sich rein zufallig ergeben und ist abhangig
von der Inkubationszeit - die fur Wildtiere unbekannt ist - und wahrend der das Tier eine un-
bekannte Strecke zuriickgelegt hat. Aufgrund dessen und wegen der Tatsache, dass Boden
das Reservoir fUr B. anthracis darstellt, bot es sich an, nachfolgend nur die aus Umwelthabi-
taten und nicht aus Kadavern gewonnenen Isolate in der Diskussion zu berucksichtigen.

Die fur die Entnahme von Umweltproben ausgewahlten Wasserstellen befanden sich fast
ausschlieBlich im Gebiet des Karstvelds (16 Probennahmeorte) und wiesen 75% positive
Ergebnisse (RT-PCR) auf; deutlich weniger Probennahmeorte lagen im Gebiet mit sandigem

Boden (sechs Probennahmeorte) mit 67% positiven Ergebnissen (RT-PCR) und nur ein ein-
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ziger Probenort befand sich im Gebiet der Salzpfanne. Damit kdnnen keine Aussagen zu
Gebieten mit Dolomitkalkstein und tiefem Sand gemacht werden. Karstveld weist im Ver-
gleich zum leicht alkalischen sandigen Bodentyp einen neutralen pH-Wert auf. Der Kalzium-
gehalt des Karstvelds ist neun Mal hoher als der des sandigen Bodens. Ebenso liegen die
ubrigen Mineralstoffgehalte wie fur Phosphat (sechs Mal), Kalium (funf Mal), Magnesium
(sieben Mal) und Natrium (acht Mal) héher als auf sandigen Bdden (Le Roux 1980). Ein
Hauptmerkmal des Karstvelds ist sein Uberwiegend unterirdischer Wasserhaushalt, der auf
eine relativ hohe Bodenfeuchtigkeit schlie®en lasst. Die relative Haufung positiver Befunde
im Karstveld steht im Einklang mit den als optimal bekannten Bedingungen fiir das Uberle-
ben von B. anthracis Sporen. Isolate im Kriger Nationalpark wurden ebenfalls auf Boden mit
pH>6,5 und Kalziumgehalten >180 mg/kg gefunden (Smith et al., 2000). Senken mit ahnlich
erhohten Mineralstoffgehalten wie sie das Karstveld reprasentieren, wurden ebenfalls von
Hugh-Jones und Blackburn (2009) fir Sud-Texas identifiziert. Eine Vergleichbarkeit zuvor
genannter Bodeneigenschaften ist flir den ENP jedoch einzuschranken, da die Boéden hier
keinen pH-Werte <6 aufweisen. Vergleicht man jedoch die beiden identifizierten Bodentypen
(Karstveld und sandigen Boden), kénnen die eine Sporulation unterstitzenden Bodenbedin-
gungen (pH-Wert, Feuchtigkeit und Kalziumgehalt) fir Karstveld nachgewiesen werden. Dies
wulrde erklaren, warum vermehrt positive Nachweise aus Bodenproben, die vom Karstveld
stammten, erzielt wurden. Diesem Ergebnis widersprechen jedoch Aussagen von Quinn und
Turnbull (1989), die eine geringe Uberlebensfahigkeit der Sporen sowie eine schlechte
Sporulation bei den von Karstveld stammenden Proben beobachtet haben. Um den Zusam-
menhang zwischen positiven Nachweisen und Bodenfaktoren zu bestatigen, ware eine Un-
tersuchung mit grélerem Probenumfang sowie die Aufnahme weiterer Wasserstellen aus
Gebieten mit Boden, die in dieser Studie unterreprasentiert waren, wie Dolomitkalkstein und
tiefer Sand, nétig. Eine anteilige Verteilung von Probenorten auf die Gesamtprobenzahl fur
alle finf Bodentypen ist allerdings nur eingeschrankt moéglich, da Wasserstellen nicht fur je-
den Bodentyp in adaquater Zahl vorhanden sind.

Die Langzeitstudie der Umweltproben ergab 51,5% positive und 48,5% negative Ergebnisse.
Einmalig positive Ergebnisse kénnen auf zwei Grinde zurtckgefuhrt werden. Einer dieser
Grunde liegt in der Methodik der Probenentnahme begriindet. Aufgrund einer gerateabhan-
gigen Abweichung des verwendeten GPS-Gerats wurde nicht immer die gleiche Stelle be-
probt oder aber das Probenentnahmegerat wurde unterschiedlich tief in den Untergrund ein-
gefuhrt, sodass unterschiedliche Bodenschichten gewonnen wurden. Daraus liee sich der
Schluss ziehen, dass zwar Sporen an dieser Stelle vorhanden sind, sich diese jedoch auf
einen eng umrissenen Radius begrenzen bzw. sich ausschliel3lich in einer spezifischen Bo-
denschicht befinden. Daher kamen diese Probenorte fir die Untersuchung der B. anthracis-

Konzentration nicht in Frage. Der zweite Erklarungsansatz beruht auf der Sensitivitat der RT-
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PCR. Sehr geringe B. anthracis Konzentrationen und deren mdgliche Schwankungen wah-
rend des Untersuchungszeitraums waren nicht ausreichend hoch fur eine Detektion. Auch
diese Probenorte wurden von der Untersuchung der Konzentrationsentwicklung ausge-
schlossen.

Die geringe Isolierungsrate von 27,5% aus positiven Umweltproben korreliert mit den in der
Literatur beschriebenen Bodenuntersuchungen nach Ausbrichen. Nach dem Ausbruch in
Malilangwe wurde bei der Untersuchung der Umweltproben ebenfalls eine geringe Anzahl
der Proben positiv (mit geringer Sporenanzahl) getestet (Clegg et al., 2007). Die Isolierung
von B. anthracis aus Bodenproben stellte sich auch bei Untersuchungen anderer Aus-
bruchsgebiete, wie dem Wood Buffalo National Park, Kanada, als extrem schwierig heraus.
Bodenproben stammten aus tiefer liegenden Regionen, in denen sich Oberflachenwasser
angesammelt hatte und enthielten teilweise an die Oberflache beférderte Kadaveriberreste
aus Ausbriichen der Vorjahre (Dragon et al., 2005). Entgegen Erwartungen konnte nach Kul-
tivierung auf Blut-Agar aus keiner der Bodenproben B. anthracis isoliert werden (Gainer und
Saunders 1989). Ebedes (1972) hingegen beschreibt regelmalig detektierte B. anthracis
Kontaminationen von Boden- und Wasserproben aus unterschiedlichen Wasserquellen im
ENP, vergleichbares Probenmaterial in Tansania lieferte allerdings negative Ergebnisse
(Gainer 1987). Zur Konzentrationsbestimmung der mit Sporen kontaminierten Umwelt zwi-
schen zwei Ausbrichen wurden in Anthrax endemischen Gebieten Kanadas 588 Umwelt-
proben genommen. Das Probenmaterial umfasste reine Bodenproben, mit Tierhaaren und —
knochen, Asche verbrannter Kadaver, die von alten Kadaverstellen und Bisonhabitaten ge-
nommen wurden. Lediglich 1,9% aller Umweltproben, die aus unmittelbarer Nahe von alten,
wieder aufgewdhlten Kadaverstellen stammten, war nach Anzucht auf PLET positiv und de-
monstrierte eine sehr geringe Sporenkontamination fur die untersuchten Endemiegebiete
(Dragon et al., 2001). Eine ebenfalls in Kanada 2005 durchgeflihrte Studie zeigte, dass die
héchste Sporenkontamination in bis zu maximal zwei Metern Entfernung zum frischen Kada-
ver, wo der Boden mit Korperflissigkeiten eines Kadavers durchtrankt war, gefunden wurde
(Dragon et al., 2005). Quinn und Turnbull (1998), Turnbull (1999) und Lindeque und Turnbull
(1994) beschreiben zwar eine hohe Sporenkonzentration im Kot von Aasfressern sowie an
alten Kadaverstellen, wahrend Umweltproben ohne Assoziation zu Kadaverstellen selten zur
Isolierung von B. anthracis geflhrt haben. 5,7% der positiven Bodenproben der Untersu-
chung von Lindeque und Turnbull (1994) stammten aus der Trockenzeit, 3,5% vom Ende der
Trockenzeit und 1,4% aus der Regenzeit. Die signifikante Haufung positiver Ergebnisse bei
der Langzeitstudie von Proben dieser Untersuchung, die wahrend der Trockenzeit genom-
men wurden, bestatigte damit ihr Ergebnis. Im Unterschied zu Studien von Lindeque (1991)
und Quinn und Turnbull (1998) wurden die Ergebnisse aus den Proben mit Hilfe eines

LightCyclers untersucht, wohingegen vorgenannte Autoren die Proben mittels Anzucht auf
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PLET beurteilt haben. Da die RT-PCR sensitiver als die Anzucht auf PLET ist, wurde erwar-
tungsgemal ein hdherer Anteil der Bodenproben positiv getestet. Ebenfalls Ubereinstim-
mend mit Lindeque und Turnbulls Studie waren die Wasserstellen Adamax, Grunwald. Lee-
ubron und Gemsbokvlakte B. anthracis positiv (Lindeque 1991; Lindeque und Turnbull 1994).
Positive Ergebnisse der Wasserstellen Natco, Airfield, Okaukuejo und Klein-Okevi (fur diese
liegen Isolate vor) waren bisher nicht bekannt, vom positiven Ergebnis der Wasserstelle An-
doni wurde bereits bei Beyer et al. (2012) berichtet.

Die insgesamt weltweit beobachtete geringe Detektions- und Isolierungsrate aus Bodenpro-
ben wird auf eine Vielzahl anderer sporenformender Bakterien in diesem Probenmaterial,
v.a. B. cereus (Van Ness 1971) und Clostriudium spp (Pienaar und De Vos 1961) zuriickge-
fuhrt, da sie die Diagnostik erheblich erschweren. Ein weiterer Grund fir die Schwierigkeit
der Detektion von B. anthracis Sporen liegt sicherlich darin begriindet, dass die untersuchte
Probenmenge im Vergleich zu der mit dem Tier in Kontakt tretenden Bodenoberflache sehr
viel geringer ist (Van Ness 1971).

Bei den Laborarbeiten mit Bodenproben wurde eine unter der mikrobiologischen Sicher-
heitsbank positionierte Kleinwaage mit Wagebereich von 2000 g bei gleichzeitiger Aufldsung
von 0,1 g genutzt als auch eine Glaspipette mit abgeschlagener Spitze zum Ausbringen des
Probenmaterials auf TSPBA-Platten. Aufgrund unterschiedlicher Konsistenz und Feuchtigkeit
des Bodenmaterials und in Ermangelung eines standardisierten Verfahrens muss davon
ausgegangen werden, dass die Belastbarkeit der Daten durch das eingesetzte Untersu-
chungsvolumen in Relation zur GréRe des untersuchten Habitats sowie durch o.g. system-
immanente Messfehler keine vollstandig abgesicherte Interpretation zulasst.

Van Ness postulierte 1971 die Inkubator-Theorie. Das Bodenhabitat endemischer Gebiete ist
demnach durch tief liegende Senken, in denen sich Oberflichenwasser und totes Pflanzen-
material ansammelt sowie durch felsigen Untergrund, der ausgetrocknet ist und wo sich or-
ganisches Material wahrend der Austrocknung akkumuliert, charakterisiert. Unter Bedingun-
gen wie alkalischem pH-Wert, hoher Bodenfeuchtigkeit und organischem Material bei Umge-
bungstemperatur von mehr als 15,5°C durchlauft B. anthracis einen Zyklus von Germination
uber vegetative Zelle hin zur Sporulation, sodass ein Anstieg der Sporenzahl zu neuen Aus-
brichen fihrt (Van Ness 1971; Hampson et al., 2011). Vegetative Zellen jedoch bendtigen
einen spezifischen Nahrstoffbedarf und physiologische Bedingungen, die aufderhalb eines
Wirts nur in mit Blut getrankten Bdden oder Korperflissigkeiten anzutreffen sind. Hinzu-
kommt kommt der Wettkampf mit anderen Bodenbakterien, dem Grundsatz folgend: ,sporu-
late or die“ (Mogridge et al., 2010). Einen anderen Erklarungsansatz lieferten Dragon und
Rennie (1995) fur Konditionen, die wiederkehrende Ausbruche erklaren sollen, mit ihrer ,sto-
rage area“ Hypothese. Danach Ubernimmt Wasser eine wesentliche Rolle bei der Sammlung

und Konzentration von Sporen in bestimmten Umwelthabitaten. Die einem Ausbruch voran-
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gegangenen Regenfalle sorgen fur das AbflieRen und Sammeln des Wassers an diesen
Stellen. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaft der Sporenoberflache konnen die Sporen,
an organischem Material gebunden, mit dem Wasser abflieRen und sich mit diesem in Sen-
ken sammeln, wo sie verbleiben. In der Trockenzeit verdunstet das in den Senken stehende
Wasser und die Sporenkonzentration nimmt mit abnehmendem Wasserpegel zu. Diese ,sto-
rage areas“ sammeln die Sporen aus der Umgebung, da sie im Vergleich mit umliegenden
Platzen noch als letztes das Wasser halten. Der Wasserpegel sorgt daflir, dass die Sporen
mit nahegelegener Vegetation in Kontakt kommen und sich an diese binden kénnen. Dieser
immer wiederkehrende Zyklus von Sporenansammlung und Wasserverdunstung ermdglicht
einen fortschreitenden Anstieg der Sporenkonzentration. Diese ,storage areas” stellen somit
nach Dragon und Rennie (1995) die Infektionsquellen fir wiederkehrende Anthrax-
Ausbriche dar und wurden bspw. als Erklarungsansatz fiir den Ausbruch 1993 in Nord-
Kanada angenommen (Gates et al., 1995).

Daten, die die ,Inkubator” oder die ,storage area“ Theorie unterstiitzen, wurden bisher nicht
prasentiert.

Um die Ergebnisse aus der Langzeitstudie vor dem Hintergrund dieser beiden Theorien zu
untersuchen, wurden Gesamtkeimzahlen der Sporenbildner, ausgezahlt auf TSPBA, als In-
dikator flr das Wachstum der Sporenbildner und damit auch von B. anthracis sowie CT-
Werte, zur Bestimmung der B. anthracis-Konzentration genutzt. Wie erwartet waren zwar die
Gesamtkeimzahlen der Sporenbildner bei den Kiesgruben, jedoch nicht bei den Wasserstel-
len, beim Vergleich von Regen- mit Trockenzeit in der Regenzeit hoher. Bei der Einteilung
nach Jahresabschnitten mag die erhdhte GKZ bereits am Ende der Trockenzeit bei den
Kiesgruben darauf zuriickzufihren sein, dass sich bereits einzelne Regenfalle ereignet hat-
ten (vgl. 4.5).

Bei Einteilung nach Regen- und Trockenzeit war bei Kiesgruben und Wasserstellen die B.
anthracis-Konzentration in der Regenzeit hoher als in der Trockenzeit. Dieses Ergebnis ist
mit der ,storage area“-Hypothese von Dragon und Rennie nicht zu erklaren, da sich die er-
mittelte Erregerkonzentration gegenlaufig zum postulierten Entwicklungsprozess verhalt.
Nach Van Ness (1971) wiurde u. a. eine hohe Bodenfeuchtigkeit fur einen Anstieg der
Sporenzahlen sorgen, was sich mit den gemessenen Erregerkonzentrationen jedoch nur in
Bezug auf die Kiesgruben mit den gemessenen Gesamtkeimzahlen, die in der Regenzeit
hoher als in der Trockenzeit waren, erklaren lieRe. Die von Schuch und Fischetti (2009) ge-
wonnenen Erkenntnisse zur Existenz von Phagen, die eine Sporulation vegetativer Zellen in
der Umwelt beschleunigen, kdénnte auch erklaren, warum vegetative Zellen nicht, wie bisher
angenommen, bei ungeeigneten Bedingungen in der Umwelt absterben, sondern zum An-

stieg der Sporenzahlen flihren.
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Wurde die Einteilung in drei Jahresabschnitte (Trockenzeit, Ende der Trockenzeit, Regen-
zeit) verwendet, zeigt sich, dass bei Kiesgruben am Ende der Trockenzeit ein Anstieg der B.
anthracis-Konzentration gegenuber der Trockenzeit erfolgte, der sich in der Regenzeit weiter
fortsetzte. Diese Daten kénnten die ,Inkubator“-Theorie belegen, da sich beim Ubergang von
Trockenzeit zum Ende der Trockenzeit ein steigender Konzentrationseffekt ableiten lielRe,
der sich bei einsetzendem Regen weiter verstarkt. Im Unterschied dazu fiel die B. anthracis-
Konzentration bei Wasserstellen am Ende der Trockenzeit im Vergleich zur Trockenzeit
leicht ab, stieg jedoch in der Regenzeit an und war hier am héchsten. Auch mit diesen Daten
wirde sich die ,Inkubator“-Theorie von Van Ness begriinden lassen, da in der Regenzeit die
Konzentration wiederum hoher als in der Trockenzeit und am Ende der Trockenzeit war.

Die dritte Einteilung (nach dem Zustand des Probenortes wahrend der Probennahme) flihrte
zum Ergebnis einer nahezu unveranderten Erregerkonzentration in feuchtem als auch tro-
ckenem Zustand. Dieses Ergebnis kann mit keiner der beiden Theorien erklart werden.
Hinzukommt, dass die oben diskutierten Ergebnisse durch die Zeitdauer zwischen Transport
der Proben ins Labor und deren Lagerung im Kuihlschrank in Namibia und ihrem Weiter-
transport nach Deutschland mit wiederum anschlieRender kihlender Lagerung vor deren
endgultiger Untersuchung im Labor in Hohenheim beeinflusst worden sein kdnnten. Inner-
halb dieser Zeitspanne waren die Proben unterschiedlichen Temperaturen ausgesetzt. Da-
zukommt, dass, trotz luftdichtem Verschluss der ProbengefalRe, u. U. Flissigkeit austreten
konnte. Das Untersuchungsmaterial konnte zusatzlich bei eventuellen Nachuntersuchungen
einer Probe durch Offnen und WiederverschlieRen des Probengefalies bis zu einem gewis-
sen Grad ausgetrocknet sein sowie durch Temperaturschwankungen zwischen Kuhlschrank
und Laborumgebung beeinflusst worden sein. Die veranderte Konsistenz des Materials und
damit der Umgebungsbedingungen fir den Keim als auch die Zeitdauer zwischen Proben-
nahme und Messung kdnnten somit Einfluss auf die gemessenen Ergebnisse gehabt haben,

die mit denen zum Zeitpunkt der Probennahme nicht Gbereinstimmen wuirden.

5.6 Wasserstellen als potentielle Infektionsquelle

Die GT 129 und 131 aus Umweltproben der Wasserstellen Adamax, Natco, Airfield, Okau-
keujo, Grundwald und Gemsbokvlakte wurden auch bei den Tierisolaten in deren raumlicher
Nahe nachgewiesen. Diese Korrelation zwischen dem raumlichen Auftreten der GT bei Tier-
und Umweltisolaten und der Zahl der mit diesen GT nachgewiesenen Tierisolaten ermoglicht
das Aufstellen der Hypothese, dass hier ein ursachlicher Zusammenhang bestehen kénnte.
Auch der Test positiver und negativer Nachweise innerhalb und aul3erhalb eines Umkreises
von 3,5 km Radius um Wasserstellen mit positiven oder negativen Ergebnissen aus den Un-
tersuchungen der Umweltproben ergab ein signifikant gehauftes Auftreten von positiven Ka-

davernachweisen im Umkreis von 3,5 km um Wasserstellen mit positivem PCR-Ergebnis. Mit
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Hilfe dieser Daten kdonnten Wasserstellen als Infektionsquellen, wie von Ebedes (1976,
2005) beschrieben, begriindet werden. Die signifikante Haufung positiver Nachweise im Um-
kreis von 3,5 km der untersuchten Wasserstellen wirde auch einhergehen mit einer von
Ebedes (2005) beobachteten Reduktion der Anthraxfalle nach permanenter Schliellung der
Wasserstellen Adamax, Grunewald, Natco und Leeubron.

Im Vergleich zu den vorgenannten GT wurde GT 123 zwar aus Umweltisolaten bei den Was-
serstellen Grunewald und Adamayx, jedoch bei Tierisolaten in deren unmittelbarer Nahe ver-
haltnismallig selten nachgewiesen. GT 123 ware v.a. fur die Wasserstellen Okaukuejo und
Airfield zu erwarten gewesen, da der grolite Anteil dieses GT bei Tierisolaten in deren raum-
licher Nahe nachgewiesen wurde. GT 124 und 122 (aus Adamax und Okaukuejo) traten hier
aber unerwartet auf, da keine Tierisolate dieser GT in rGumlicher Nahe zu den Wasserstellen
nachgewiesen wurden. GT 121 181, 184 und 15 kénnen mit Tierisolaten in keinen ursachli-
chen Zusammenhang gebracht werden, da sie bei letztgenannten bisher noch nicht nachge-
wiesen wurden.

Diese Umstande wiederum lassen die Hypothese Wasserstellen als in Frage kommende
Infektionsquellen anzunehmen fraglich erscheinen. Hinzukommt, dass die Tiere wahrend der
Regenzeit (signifikant gehauft positive Kadavernachweise) die Wasserstellen nicht aufsu-
chen mussen, da vorhandene Bodensenken genlgend Wasser bieten. Wahrend der Tro-
ckenzeit hingegen werden die Wasserlocher sehr viel starker von Tieren frequentiert, sodass
ein Infektionsrisiko sehr viel hdher als in der Regenzeit ware.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten lassen somit ein mdgliches Szenario hinsichtlich
Wasserstellen als potentielle Infektionsquelle und des mdglichen Infektionszeitpunkts wahr-
scheinlich erscheinen.

Unter der Annahme, dass eine perakute Infektion vorliegen kann, wie serologische Studien
beweisen (Turnbull et al., 1989, 1992, 2001; Good et al., 2008; Lembo et al., 2011; Hampson
et al., 2011; Lindeque 1991), ware es mdglich, dass sich die Tiere wahrend der Trockenzeit
an Wasserstellen infizieren, wobei bisher bei Zebras keine Seropravalenz detektiert wurde
(Lindeque 1991; Lembo et al., 2011). Der Umstand signifikant vermehrt positiver Ergebnisse
bei der Detektion von B. anthracis in Umweltproben aus der Trockenzeit kdnnte vermuten
lassen, dass eine Infektion wahrend der Trockenzeit stattfindet, und die aufgenommene In-
fektionsdosis nicht zu einem letalen Krankheitsverlauf fihrt. Weiterhin wirden die im Ver-
gleich zur Regenzeit geringeren Konzentrationen von B. anthracis in der Trockenzeit diesen
Zusammenhang stutzen. In der Regenzeit konnte eine zusatzliche Infektion durch Futter-
und/oder Wasseraufnahme erfolgen. Eine durch nicht eindeutig benennbare Faktoren (ver-
starkter Parasitenbefall, Paarungszeit, Futterkonkurrenz zu Beginn der Regenzeit, Trachtig-
keit, etc.) ausgeldste Immunsuppression (Dragon et al., 1999; Quinn und Turnbull 1998;

Hugh-Jones und Blackburn 2009) kénnte dann dazu flihren, dass der perakute Infektionsver-
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lauf in einen letalen Verlauf Ubergeht. Dies wiederum wirde die signifikante Haufung der
Tierisolate wahrend der Regenzeit erklaren.

Es darf jedoch nicht auRer Acht gelassen werden, dass die erbrachten Nachweise durch das
unregelmafige Probenaufkommen einzelner Jahre sowie durch einen stark reduzierten Sur-
veillance-Aufwand wahrend der Trockenzeit verzerrt sind. Abgesehen davon kann das zuvor
geschilderte Szenario aufgrund des auf Okaukuejo fokussierten Studiengebiets auch nur hier
eine mogliche Erklarung fir das Ausbruchsgeschehen darstellen und kann keinen Erkla-

rungsansatz fur die tUbrigen Regionen des Parks bieten.

5.7 Aussagekraft der drei Genotypisierungs-Methoden im Vergleich

Die SNP-Analyse ergab im ENP zwei phylogenetische Gruppen, A.Br.Aust94, die 23 GT des
ENP umfasst, und A.Br.008/009 mit GT 15. Die Gruppen A.Br.005/006 und A.Br.001/002
stammten von privatem Farmland oder aus Gemeinschaftsgebieten (Beyer et al., 2012). Die
Isolate der 23 GT des ENP gehéren damit zur Abzweigung des Referenzstamms A. Br. Aust-
ralia94, wie von van Ert (2007) definiert (Beyer et al., 2012). Bei Gruppe A.Br.008/009 (zwei
Umweltisolate des GT 15) handelt es sich um einen Abkémmling des Referenzstamms A.Br.
WNA, der westliche Nord-Amerika-Zweig. Er besitzt einen phylogenetischen Ursprung, der
sich von allen anderen GT des ENP unterscheidet. Die insgesamt vier SNP-Gruppen deuten
auf vier voneinander separate Einflihrungen nach Namibia hin (Beyer et al., 2012). Der GT
15 ist auch in der UPGMA-Clusteranalyse der MLVA 31 flr die namibischen Stdmme ver-
wandtschaftlich weit von den anderen Stammen entfernt.

Alle 44 in Gesamt-Namibia mittels MLVA 31 Marker nachgewiesenen GT gehoéren zur A-
Gruppe.

Eine Untersuchung der Nachweise auf GT-Ebene hinsichtlich des jahreszeitlichen Einflusses
wurde nicht durchgefliihrt, da nicht davon auszugehen war, dass Nachweishaufigkeiten be-
stimmter GT mit einem der Jahresabschnitte korrelieren wirden, da sich die Herden inner-
halb der sich raumlich Uberlappenden Cluster der am haufigsten nachgewiesenen GT auf-
hielten, worauf auch das Auftreten der Doppelinfektionen zurtickzuflihren sein koénnte.

Fur Anthrax epidemiologisch bedeutende Faktoren, wie Bodentypen und Vegetation, erga-
ben bei Betrachtung auf GT-Ebene im Vergleich zur Ebene positiver und negativer Nachwei-
se zusatzliche Informationen. Auf GT-Ebene lie sich nachweisen, dass keines der Isolate
des GT 131, dahingegen signifikant gehauft Isolate des GT 132 bei Zebras, und signifikant
vermehrt bei Gnus Isolate des GT 138 auf Dolomitkalkstein nachgewiesen wurden, der nur in
Otjovasandu anzutreffen ist. Ubereinstimmend damit wurden fir diese Region keine spe-
ziesspezifische Cluster fur Zebra und Gnu im diskreten Poisson-Model detektiert. Dahinge-
gen wurde GT 132, der signifikant haufig bei Elefant nachgewiesen wurde, auf Dolomitkalk-

stein bei Otjovasandu und auf Karstveld zwischen Okaukeujo und Namutoni signifikant hau-
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figer angetroffen. Hierbei handelt es sich nicht um Korrelationen, die auf der Genetik des GT
beruhen, sondern mit den Wanderrouten der Wildtiere und den dabei Uberquerten Bodenty-
pen erklart werden kénnten, wie am Beispiel der Elefanten beschrieben.

Aussagen hinsichtlich der Nachweishaufigkeiten innerhalb von Vegetationszonen lie3en sich
auf GT-Ebene teilweise konkretisieren. Wahrend keine der Vegetationszonen signifikant hau-
figer positive oder negative Nachweise aufwies, stellten sich wiederum Unterschiede fur GT
132 und 138 heraus. GT 132 und 138 wurden signifikant selten in der Steppe festgestellt.
Die Steppe pragt zum grofRen Teil das Hauptstudiengebiet und teilweise das fir Elefanten
spezifische Cluster, sodass hier flir GT 132 eine signifikante Haufung hatte erwartet werden
koénnen. Eine signifikante Haufung des GT 132 in der Savanne, die fast den gesamten Park
abdeckt, ist dagegen erklarbar, da GT 132 signifikant haufiger auf Dolomitkalkstein nachge-
wiesen wurde, und auf Dolomitkalkstein ausschlieBlich Savanne als Vegetation anzutreffen
ist. Die signifikante Haufung des GT 138 bei Gnus kann auf die positiven Nachweise 2005
bei dieser Spezies auf Grasland (Andoni-Plains) zurtickgeflihrt werden.

Anthrax-Ausbriiche wie im Pollino Nationalpark (Italien) 2004 oder in Dakota (USA) 2005
wurden von einem einzigen MLVA-GT verursacht (Kenefic et al., 2008; Garofolo et al.,
2010). Durch Differenzierung der Isolate in einzelne Stamme (GT) ist es moéglich, ein Aus-
bruchsgeschehen in mehrere, von unterschiedlichen GT verursachte Ausbriiche zu untertei-
len. Dies lasst sich am Beispielsjahr 01.07.2009-30.06.2010 demonstrieren. Im Zeitraum von
03.07.2009-28.06.2010 erfolgten im ENP 154 positive Tiernachweise, die, ohne Betrachtung
der GT, einem einzigen Anthrax-Fallgeschehen zugerechnet worden waren. Unter Einbezug
der GT stellte sich heraus, dass neun verschiedene GT wahrend unterschiedlicher Zeitrdume
fur dieses Fallgeschehen verantwortlich waren. Den gréfdten Anteil mit 81 Isolaten trug GT
129 zwischen 03.07.2009-28.06.2010 bei, 57 Isolate stammten von GT 131 aus der Zeit
26.07.2009-06.05.2010 und lediglich acht Isolate gehérten zum GT 123, der fir die Zeit zwi-
schen 16.07.2009-24.04.2010 nachgewiesen wurde. Die Ubrigen acht Isolate stammten von
weiteren sechs GT und waren damit im Vergleich zu vorgenannten GT unterreprasentiert.
Sie kénnten als epidemiologisch irrelevant betrachtet werden. Durch die GT-Bestimmung
kann neben ihrer raumlichen Verteilung auch ihre Bedeutung fur eine bestimmte Wildspezies
im Park geprift werden. Die Cluster, basierend auf GT-Ebene, zeigten fur den ENP im Ver-
gleich zum Cluster positiver Nachweise nur geringe raumliche Unterschiede und erbrachten
somit nur einen geringen Informationszugewinn. Cluster zeigten jedoch unterschiedliche
ClustergroRRen, kennzeichnend fur eine unterschiedlich grof3e rdumliche Aggregation unter-
schiedlicher GT. Diese Darstellung kann somit die Bedeutung einzelner GT fiir Spezies und
Regionen ausdriicken.

SNR-Marker, als beste forensische Marker, dienen der Herkunftsbestimmung eines Stamms

(Keim et al., 2004). Die Anwendung auf die in dieser Arbeit reprasentierten SNR-Ergebnisse
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zeigt hypothetisch denkbare Moglichkeiten der Ableitung von Ausbreitungsmustern eines
einzelnen GT durch den Herkunftsnachweis seiner wahrend eines Anthrax-Fallgeschehens
nachgewiesenen SNR-Typen auf. So kann flr separate Isolierungsjahre anhand des Fund-
orts eines SNR-Typs sein Ursprung bestimmt werden. Diese sind 2006 fur GT 123 mit
SNR19 und GT 129 mit SNR43 Okondeka, fir GT 136 mit SNR7 das Gebiet ca. 9 km sudlich
vom Wasserloch Okondeka sowie fur GT138 mit SNR13 das Wasserloch Andoni bei Namu-
toni.

Wie bei Beyer et al. (2012) beschrieben, konnten durch SNR-Analysen Isolate mit ihrem
Fundort korreliert werden. Dies zeigte der Nachweis des gleichen SNR-Typs bei verschiede-
nen Wildspezies auf zwei Farmen. Hier konnte der Ausléser fir die zweite Infektion mit dem
Ursprung des verursachenden Stammes durch den Transport von infiziertem Fleisch ursach-
lich miteinander in Verbindung gebracht werden. Dies ware durch den alleinigen Nachweis
des MLVA 31 Marker GT nicht moglich gewesen.

Die grolte Anzahl der SNR-Typen, denen ein und derselbe GT zuzuordnen war, verdeckte
eher epidemiologische Zusammenhange als diese aufzuklaren (Beyer et al. 2012), sodass
der durch die SNR-Analysen gewonnene Informationszugewinn eher beschrankt ist und sich
keine wissenschaftlich gesicherten Erkenntnisse Uber ein putatives Ausbreitungsmuster ei-
nes GT ableiten lassen.

SNR-Analysen werden flr Analysen von Ausbriichen genutzt, bei denen die vorhergesagte
genetische Variabilitdt von B. anthracis-Stammen extrem gering ist (Keim et al., 2004). Er-
gebnisse aus SNR-Analysen kdnnen daher als ein auf der Molekularepidemiologie basieren-
des Instrument zur ldentifizierung sehr nahe verwandter Isolate, die wahrend eines Aus-
bruchs festgestellt werden, genutzt werden (Stratilo et al., 2006). Anwendungsbeispiele dafir
sind die Anthrax-Ausbriiche in Dakota (2005) und im Pollino Nationalpark in Italien (2004). In
Dakota fuhrte die Differenzierung eines einzigen GT zu sechs (Kenefic et al., 2008) bzw. im
Pollino Nationalpark in Italien zu finf SNR-Typen (Garofolo et al., 2010). Letztere Autoren
fanden einen SNR-Typ, der wahrend des gesamten Ausbruchsgeschehens und Uber das
betroffene Gebiet weit verteilt nachgewiesen wurde, von drei anderen SNR-Typen wurde
angenommen, dass sie sich wahrend des Ausbruchsgeschehens aus dem Vorlaufer entwi-
ckelt hatten. Der funfte SNR-Typ war mit den vorgenannten SNR-Typen weniger eng ver-
wandt und nicht verantwortlich fir den Hauptanteil positiver Nachweise. Das Beispiel zeigt,
dass die hohe Mutationsrate der SNR-Typen dazu fihrt, dass wahrend eines Ausbruchs aus
einem GT mehrere SNR-Typen entstehen kénnen. Daher ist der Einbezug raumlicher und
zeitlicher Faktoren zur Interpretation einer Ausbruchsanalyse unverzichtbar (Beyer et al.,
2012).

Anhand der hier prasentierten SNR-Analysen kdnnten die SNR-Typen 13 und 18 des GT

138 2005 fur ein zusammenhangendes Fallgeschehen auf den Andoni-Plains verantwortlich
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gewesen sein, da beide SNR-Typen sowohl in zeitlicher als auch raumlicher Nahe zueinan-
der nachgewiesen wurden. Der SNR17, der drei Monate zuvor bei Okaukuejo isoliert wurde,
besitzt vermutlich eine andere Herkunft als die SNR13 oder 18 und kénnte somit ein separa-
tes Fallgeschehen darstellen.

Im Unterschied zu den o.g. Untersuchungen in den USA und ltalien (Kenefic et al., 2008;
Garofolo et al., 2010) traten im ENP mehrere GT in den jeweiligen Ausbruchjahren gleichzei-
tig auf und zeigten somit keine geringe genetische Variabilitat, wie sie von Keim et al. (2004)
fur die Anwendung der SNR-Analyse flir epidemiologische Analysen beschrieben wurde. Bei
Betrachtung mehrerer Ausbruchsjahre in Folge konnte fir den ENP beobachtet werden,
dass die gleichen SNR-Typen uber mehrere Jahre hinweg nachgewiesen wurden, teilweise
in enger Folge, teilweise auch mit einer Liicke zwischen einzelnen lIsolierungen. Wahrend
der Anthrax-Fallhaufungen 2008 wurden fur GT 129 bis zu elf SNR-Typen nachgewiesen.
Bei der hohen Mutationsrate wirde man davon ausgehen, dass sich die SNR-Typen eines
GT Uuber die Jahre hinweg verandern und von Jahr zu Jahr neue Mutationen auftreten,
wodurch die SNR-Typen der Vorjahre durch neue SNR-Typen ersetzt werden. Eine Erkla-
rung fur die Abwesenheit bestimmter SNR-Typen ist sicherlich einerseits die zeitliche Licke
von Jahren, aus denen keine Isolate vorlagen. Weiterhin besteht die Moglichkeit einer Muta-
tion in zwei verschiedene Richtungen Uber die Jahre hinweg, wodurch eine Mutation zu-
nachst zum neuen SNR-Typ und durch anschlieBende Mutation wieder zurick zum Aus-
gangs-SNR fuhren kann. Damit ist nicht sicher nachzuweisen, ob ein und derselbe SNR-Typ
aus verschiedenen lIsolierungsjahren noch dem Ursprungs-SNR-Typ entspricht oder ob eine
bereits in Vorjahren nachgewiesene Mutation (SNR-Typ) erneut auftritt, deren Ursprung je-
doch ein véllig anderer SNR-Typ war. Dagegen spricht jedoch die Beobachtung, dass flr
den Impfstamm GT 105 lediglich ein SNR-Typ (SNR54) nachgewiesen wurde, der anschei-
nend Uber sieben Jahre hinweg stabil war. Zwei der insgesamt vier SNR-Marker (CL33 und
35) sind an das Plasmid pX02 gebundenen und beim Impfstamm nicht vorhanden, wodurch
die Mdglichkeit einer Mutation auf zwei Marker beschrankt ist.

Die oben aufgezeigten Problemkreise erfordern, Ergebnisse der SNR-Analyse kritisch auf
epidemiologische Zusammenhange anzuwenden. So kénnte man rein spekulativ folgern,
dass sich das Risiko einer Fehinterpretation der SNR-Daten durch Vor- und Rickmutation
dadurch reduzieren lieRe, wenn Analysen auf einzelne Ausbruchsjahre beschrankt werden
wilrden. Diese zunachst denkbare Spekulation wiirde die Theorie zulassen, dass raumlich
begrenzte, voneinander unabhangige Ausbruchsherde entstehen konnten, die kurzfristig
bzw. unterschiedlich lange aufflammen und sich teilweise in Folgejahren durch andere SNR-
Typen fortsetzen. Somit wirden fur den ENP nicht mehr oder weniger lange andauernde
oder wiederkehrende Ausbriche postuliert werden, wie bei Beyer et al. (2012) beschrieben,

da die stark verzerrte Datengrundlage lediglich eine ausschnittsweise Betrachtung erlaubt.
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Die Ableitung aus diesem Ansatz ware, dass es sich statt eines langer andauernden, viel-
mehr ein punktuelles, zeitlich begrenzt aufflammendes Anthrax-Geschehen im ENP handeln
wlrde. Danach kénnte fur GT 129 folgendes spekulativ angenommen werden:

GT 129 mit 19 Isolaten besall 2006 zehn SNR-Typen. Bei separater Betrachtung dieser
SNR-Typen stellte sich heraus, dass nur vier SNR-Typen (SNR36, 37, 40 und 43 (mit einem
Marker Unterschied)) 13 Isolate reprasentieren. SNR43 wurde wahrend eines Zeitraums von
104 Tagen nachgewiesen. Wahrend dieses Zeitraums wurde SNR36 innerhalb von 45 Ta-
gen zweimal, SNR40 innerhalb von 23 Tagen dreimal und SNR37 innerhalb von 14 Tagen
ebenfalls dreimal nachgewiesen. Zwei weitere SNR-Typen (29 und 46) tauchten wahrend
des betrachteten Zeitraums einmalig auf. Die Herkunft dieser beiden Gruppen von SNR-
Typen ist somit nicht einheitlich. Wenn, wie von Beyer et al. (2012) postuliert, aufgrund von
raumlicher und zeitlicher Nahe der unterschiedlichen SNR-Typen zueinander diese zu einem
Ausbruch zu zahlen sind, setzt dies voraus, dass die SNR-Typen einen gemeinsamen Ur-
sprungsort hatten und wahrend des Ausbruches auseinander hervorgegangen sind. Anhand
der Daten wird jedoch nicht ein zeitlich sequentielles, sondern ein paralleles Auftreten von
SNR-Typen vorgeschlagen. Nur SNR29 kénnte wahrend eines Krankheitsgeschehens aus
einem anderen SNR-Typen entstanden sein, jedoch nicht aus SNR36 oder 40, da diese kurz
nach Isolierung des SNR29 erneut nachgewiesen wurden. Den Abschluss des Krankheits-
geschehens verursachten SNR44 und 45, beide jeweils einmalig isoliert. Flr sie besteht die
Méglichkeit, da sie vier bzw. finf Monate nach Isolierung des ersten Isolats des GT nachge-
wiesen wurden, dass sie aus einem der vorgenannten SNR-Typen hervorgegangen sein
kénnten. Anhand der rdumlichen und zeitlichen Analysen des Anthrax-Fallgeschehens flr
das Jahr 2006 kann die Hypothese aufgestellt werden, dass es sich um mindestens sieben
separate, durch GT 129 ausgel6ste punktuelle Fallherde gehandelt hat. Falle waren dem-
nach im Westen des Parks (verursacht durch SNR33), im Osten (verursacht durch SNR30)
und in einem umschriebenen Gebiet von ca. 190 km? Flache im Zentrum bei Okaukuejo ent-
standen. Ein ,Ausbruch” kdnnte als ein Krankheitsgeschehen, dessen positive Nachweise in
engem und zeitlichem Zusammenhang innerhalb einer Population auftreten und auf einen
einzigen dafur verantwortlichen Stamm (SNR-Typ) zurtckzufiihren sind, definiert werden.
Fir das Anthraxgeschehen 2008 kdnnten nach dieser Definition mindestens sieben separate
Fallgeschehen abgeleitet werden mit SNR38 und SNR52 im Westen und Osten und SNR30,
42, 40, 37 und 43 bei Okaukuejo, die entweder zeitlich parallel zueinander auftraten oder
aber raumlich weit voneinander entfernt lagen. SNR31, 33, 41 und 44 waren fir davon vollig
getrennte ,Ausbruchsherde® verantwortlich gewesen oder aber wahrend des Geschehens
aus einem der anderen SNR-Typen entstanden. Alle Ausbruchskerne lagen innerhalb einer
Flache von 340 km?.

102



DISKUSSION

Da jedoch die SNR-Typen aufgrund ihrer sehr hohen Mutationsrate (Garofolo et al., 2010)
nicht geeignet sind, einzelne Ausbruche derart zu definieren, kann ein Ausbruchsgeschehen
auf Grundlage von SNR-Typen nicht wissenschaftlich belegbar hergeleitet werden.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die MLVA 31 Marker im Gegensatz zu
rein bakteriologischen Befunden die Diversitat von B. anthracis in Namibia aufdecken konn-
te, wodurch die Bedeutung einzelner GT hinsichtlich ihres zahlenmaRigen Auftretens fur das
Krankheitsgeschehen, fir Spezies und in speziellen Regionen im Park ermoglicht wurde. Die
Interpretation der raumlichen Cluster nach der MLVA 31 Marker lieferte kaum wesentliche
zusatzliche Informationen als das raumliche Cluster rein bakteriologischer Befunde. Die mit-
tels SNR-Analysen bestimmbare Herkunft der SNR-Typen lie} keine Ableitung eines wis-
senschaftlich nachweisbaren Ausbreitungsmusters zu. Eine hierarchisch gegliederte Geno-
typisierung von Isolaten ist in der Lage, einen gewissen Zuwachs an epidemiologisch ver-
wendbaren Informationen bereitzustellen, wenn man die beiden Ebenen positive/negative
Nachweise und GT im Vergleich betrachtet.

Deutlich zeigte sich allerdings in dieser Studie, dass der auf monokausalen Abfragen basie-
rende Informationsgewinn eine multifaktoriell verursachte Infektionskrankheit wie Anthrax
nicht erschopfend erklaren kann. Weiterhin wurde offensichtlich, dass die mit Untersuchun-
gen von Erkrankungen bei Wildtieren zustande kommende Datengrundlage keine in jedem
Falle belastbaren Schlussfolgerungen zulasst, da, neben systemimmanenten Problemen, u.
U. unbekannte relevante Faktoren zur Ausbreitung von Milzbrand nicht erfasst werden.

Die Anwendung molekularepidemiologischer Methoden zeigte, dass eine hierarchische Diffe-
renzierung von B. anthracis-Stammen lediglich einen Zugewinn hinsichtlich genetischer In-
formationen des Erregers liefert. Die Genotypisierung konnte zur Erklarung der Ausbreitung
des Anthrax-Geschehens und hinsichtlich des Expositionsrisikos nur wenige statistisch be-
legbare Informationen beisteuern, die den Informationszugewinn durch positive / negative

Anthrax-Nachweise erhohten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Milzbrand (Anthrax), als "Neglected Zoonotic Disease’, fuhrt in Entwicklungslandern immer
noch zu hoher Mortalitdt bei Mensch und Tier. Das Auftreten dieser Erkrankung bei Wild-
und Nutztieren ist vor allem im sudlichen Afrika endemisch und sorgt im Etosha Nationalpark
(ENP) in Namibia regelmaRig fur vermehrte Falle.

In dieser Arbeit wurde das Auftreten von Anthrax im ENP vor dem Hintergrund epidemiologi-
scher Zusammenhange untersucht und mit vorliegenden Studien aus anderen Nationalparks
verglichen. Mittels molekularbiologischer Verfahren wurde die Diversitat des Erregers be-
stimmt, um durch Clusteranalysen der Genotypen (GT) Aufschluss Uber ihre raumliche und
zeitliche Verteilung und das Ausbreitungsmuster im ENP zu erhalten. Es sollte geprift wer-
den, in wie weit diese Verfahren als unterstlitzendes Mittel zur Aufklarung epidemiologischer
Zusammenhange von gehauften Anthraxfallen sinnvoll eingesetzt werden kénnen. Unter-
sucht wurden Proben aus Kadavern gefallener Tiere und Proben von Umwelthabitaten des
ENP.

B. anthracis-lsolate wurden nach dem von Keim et al. (2004) vorgeschlagenem PHRANA-
System genotypisiert. Nach SNP-Analyse von 525 B. anthracis-Isolaten aus Gesamt-
Namibia ergaben sich vier phylogenetische Gruppen, die auf vier unterschiedliche Eintrage
nach Namibia schlie3en lassen (Beyer et al., 2012). Die MLVA 31 Marker ergab 44 GT, 24
GT davon wurden ausschlie3lich im ENP nachgewiesen. Die von funf GT bisher durchge-
fuhrten SNR-Analysen von 268 Isolaten ergaben 53 SNR-Typen. Die Ergebnisse der MLVA
31 Marker zeigten, dass das Auftreten von Anthrax durch unterschiedliche GT verursacht
wurde, die bei einzelnen Spezies (Zebra und Springbock) signifikant haufiger als bei anderen
Wildtierspezies nachgewiesen wurden. Ebenso wurden Regionen im Park identifiziert, in
denen signifikant gehauft bestimmte GT isoliert wurden. Raumliche und spezies-spezifische
Nachweise von GT wurde auf Standorte der jeweiligen Wildspezies zurlickgefuhrt und durch
Ergebnisse der Korrelation zwischen GT und Bodentypen bzw. Vegetationszonen bestatigt.
Der Vergleich der Cluster positiver Nachweise mit GT-Clustern im Park zeigte, entgegen der
Erwartung, ein deutlich kleineres Cluster fur den am haufigsten nachgewiesenen GT (53%
der ENP-Isolate) im Vergleich zum zweit haufigsten GT (22% der ENP-Isolate). Die GT-
Cluster deckten sich mit dem Cluster positiver Anthrax-Nachweise und lieferten keine weite-
ren Aussagen zum moglichen Anthrax-Ausbreitungsmuster.

Signifikant vermehrt positive Nachweise bei Tierproben fanden sich fir die Periode 1983-
2011 zwar in der Regenzeit. Bei gleichmaRiger Surveillance wahrend der Regen- und Tro-
ckenzeit (2009/2010) zeigte sich allerdings kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Ereignis Regen und vermehrt positiven Nachweisen. Lindeques (1991) Ergebnisse zum sai-
sonalen Auftreten vermehrt positiver Nachweise bei einzelnen Spezies konnten nur teilweise

bestatigt werden.
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Die Langzeitstudie der Umweltproben bestatigte fur die untersuchten Einteilungskategorien,
mit einer Ausnahme, die ,Inkubator-Theorie fir ,Risiko-Habitate®. Zur Untermauerung der
sich abzeichnenden Tendenz waren jedoch weitere, einen noch langeren Zeitraum abde-
ckende Untersuchungen erforderlich. Da zwar signifikant vermehrt positive Ergebnisse von
B. anthracis in Umweltproben in der Trockenzeit mit im Vergleich zur Regenzeit jedoch ge-
ringeren Konzentrationen vorlagen, konnte ein jahreszeitenabhangiges Infektionsrisiko mit
erhohtem Risiko wahrend der Regenzeit abgeleitet werden. Doppelinfektionen traten nach
Feststellung von sich raumlich tberlappenden Clustern involvierter GT nicht unerwartet auf.
Nach Detektion mehrerer GT aus teilweise derselben Wasserstelle und dem Vergleich der
GT aus Tier- und Umweltproben kénnen Wasserstellen als potentielle Infektionsquellen nicht

ausgeschlossen werden.
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7  SUMMARY

GIS-based distribution analysis of Bacillus anthracis in Etosha National Park and farms with

wildlife and livestock in Namibia using molecular-epidemiological methods

Anthrax, one of the Neglected Zoonotic Diseases, still remains a major cause of high
mortalities in humans and animals in developing countries. The disease is endemic in
southern Africa in domestic animals and wildlife and occurs regularly in the Etosha National
Park (ENP) in Namibia.

This dissertation presents results of a molecular-epidemiological study using genotyping
methods such as SNP-Analysis, MLVA 31 Marker and SNR-Analysis to determine the
diversity of B. anthracis strains present in Namibia. Based on a total of 44 Namibian
genotypes (GTs) ArcGIS was used for the cartography of isolates and the spatial, temporal
and spatio-temporal cluster analysis for the GTs found in ENP. A statistical approach was
used to compare results with previous studies carried out in other National Parks. The goal of
this dissertation was to show the advantages of molecular fingerprinting methods over
routine bacteriology of B. anthracis as well as their use in establishing disease patterns.
Sample material included historic and recent carcass swabs of wild and domestic animals
originating from Namibia as well as soil samples obtained from different habitats within ENP.

SNP-analysis revealed four distinct phylogenetic groups that imply four different entries of B.
anthracis strains into Namibia (Beyer et al., 2012). Analysis of 525 isolates using MLVA 31
Marker determined that 44 distinct GTs are found in Namibia, of which 24 have been shown
to be exclusively present in ENP. Moreover, 268 isolates of five selected GTs for SNR
analysis represent a total of 53 SNR-types.

It is further eminent that certain B. anthracis GTs predominantly did affect selected species
such as zebra and springbok and specific regions within the Park. Spatial and species-
specific distribution of GTs was attributed to certain migration patterns of wildlife species
such as zebra and elephants in the ENP and showed correlation with specific soil types and
vegetation zones. Comparisons of the cluster of diagnostic findings of B. anthracis with GTs
did, contrary to expectation, show a much smaller cluster for the most dominant GT (53% of
ENP isolates) than the second most dominant (22% of ENP-isolates). GT clustering failed to
reveal disease pattern not already apparent from clustering of findings of conventional
diagnostics. Beyer et al. (2012) postulated Anthrax outbreaks in ENP as recurrent or ongoing
events lasting for different time periods. While the predominant number of historic cases in
wildlife species in ENP was reported for the rainy season, continuous surveillance during

rainy and dry season in ENP did not show significant seasonal variation in disease cases.
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Results previously obtained by Lindeque (1991) regarding the seasonal increase of Anthrax
cases could only be confirmed partially.

Studies of the fate of B. anthracis in different habitats within ENP seem to support the
“incubator” theory, except for one of the analyzed categories. Further data are necessary to
confirm this trend. The herein presented data seem to be reflective of a seasonal dependent
infection risk. Although a higher proportion of samples tested positive in the dry season
compared to the rainy season, the B. anthracis concentration of positive cases from the latter
season were higher, indicative for a higher risk for lethal infections.

The observed overlapping pattern of GT clusters coincided with the occurrence of multiple
strain infections. Often different GTs were found in the same habitat and were isolated both
from wildlife species and water holes, indicating these water places to be potential sources of

infections.
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ANHANG 1  Anthrax-Ausbriiche in afrikanischen Landern
Ort Land Spezies Jahr Quelle
Mago und Omo Shiferaw
Nationalpark Athiopien Kudu 1999, 2000|2002
ProMED-
Chobe Nationalpark Botswana Bffel, Zebra, Elefant 2006 email, 2006
Poha-Nogatshaa und ProMED-
Pandamatenga Region (Botswana Buffel, Elefant 2004 email, 2004
Leendertz, et
Dja Biosphere Reserve [Cameroon |Schimpanse, Gorilla 2004/2005 |al. 2006
Leendertz, et
Tai" Forest Co’te d'lvoire |Schimpanse 2004 al. 2004
Muoria, P. K.
Samburu Kenia Zebra 2005/ 2006|2007
ProMED-
Nairobi Nationalpark Kenia Nashorn 2009 email, 2009
ProMED-
Mahagi, Ituri Kongo Nutztiere 2011 email, 2011
ProMED-
email,
ENP Namibia Zebra, Springbock, Gnu, Elefant |jahrlich diverse
ProMED-
Kruger Nationalpark Sidafrika Impala , Kudu 2010 email, 2010
ProMED-
Northern Cap Sudafrika Gnu 2008 email, 2008
Lake Manyara
Nationalpark Tanzania Impala Prins 1987
Serengeti Tanzania Gnu, Impala, Zebra, Elefant 1996-2009 |Lembo 2011
Wafula 2007,
Queen Elisabeth 2004, ProMED-
Nationalpark Uganda Nilpferd, Biffel 2005, 2010 |email 2010
Lunagwa Nationalpark ProMED-
und Chama Distrikt Zambia Wildtiere 2008 email, 2008
Lower Zambezi National
Park, Chiawa Game ProMED-
Management Area Zambia Nilpferd, Elefant, Kudu 2011 email, 2011
Siamudaala,
Luangwa Valley Zamibia Nilpferd, Zebra, Gnu, Wasserbock|1987-1997 (2003
Malilangwe Zimbabwe |19 Wildtierspezies 2004 Clegg 2007
http://www.m
ail-
archive.com/
osint@yahoo
groups.com/
msg00696.ht
Gonarezhou Nationalpark |Zimbabwe  |Wildtiere 2004 ml
Mana Pools National Park ProMED-
( Zambezi Valley) Zimbabwe |Elefant, Nilpferd, Buffel, Kudu 2012 email, 2012
ProMED-
Kariba Zimbabwe  |Nilpferd, Biiffel 2008 email, 2008
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ANHANG 2  Ausgewahlte ENP-Populationszahlen der Wildzahlung 2005

Zensusblock |Spezies Schéatzung Zensusblock |[Spezies Schitzung
1 Elefant 312 1 Springbock 1031
2 Elefant 0 2 Springbock 530
3 Elefant 0 3 Springbock 0
4 Elefant 0’ 4 Springbock 232
5 Elefant 54 5 Springbock 1670
6 Elefant 211 6 Springbock 1752
7 Elefant 33 7 Springbock 443
8 Elefant 0?2 8 Springbock 369
9 Elefant 181 9 Springbock 0
10 Elefant 0° 10 Springbock 462
11 Elefant 12 11 Springbock 36
12 Elefant 269 12 Springbock 2073
13 Elefant 193 13 Springbock 137
14 Elefant 11 14 Springbock 0
15 Elefant 390 15 Springbock 1175
16 Elefant 96 16 Springbock 1216
17 Elefant 574 17 Springbock 472
1 Gnu 389 1 Zebra 1529
2 Gnu 0 1 Zebra 0
3 Gnu 0 2 Zebra 154
4 Gnu 0 3 Zebra 0
5 Gnu 0 4 Zebra 495
6 Gnu 174 5 Zebra 437
7 Gnu 176 6 Zebra 574
8 Gnu 13 7 Zebra 483
9 Gnu 0 8 Zebra 363
10 Gnu 243 9 Zebra 0
11 Gnu 0 10 Zebra 165
12 Gnu 1023 11 Zebra 61
13 Gnu 48 12 Zebra 2322
14 Gnu 0 13 Zebra 762
15 Gnu 635 14 Zebra 0
16 Gnu 1126 15 Zebra 2447
17 Gnu 254 16 Zebra 1554
17 Zebra 792

' = Zahlung aus 1998: 463

2 = Zahlung aus 1998: 7

% = Zahlung aus 1998: 156
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ANHANG 3 Nahrmedien, diagnostische Tests, Probenaufbereitung und Qualitatskontrolle
der gewonnenen DNA
Herstellung/ Mengen
Ndhrmedien Basis Zusatze (Endvolume 1 | Agar)
TSPB-Agar Columbia-Agar Herstellerangaben
Trimethoprim 13,1 mg
Sulfamethoxazol 20 mg
Polymyxin B 30000 U
NaOH 10% 300 ul
Blut-Agar Columbia-Agar Herstellerangaben
5 % Schafsblut (defibriniert) 50-80 ml

Anzucht des Probenmaterials

Vorgehen verwendetes Medium Inkubation
Probenmaterial TSPBA 37°C Uber Nacht
Auswertung Kennzeichen
Koloniemorphologie  1-1,3 ym dick

3-10 um lang

weill-grau

rau erscheinend

matt glanzend
Hamolyse keine
Konsistenz des spitz auslaufende Nase
Koloniematerials an Ose und Agar

,Eischnee—Effekt"

Diagnostische Tests mit verdachtigen Kolonien auf Blutagar

Penicillin-Test

1. 4 Quadranten des Bodens der Petrischale mit ID der Probe markieren

2. Koloniematerial grof3flachig und dicht innerhalb der Markierung ausplattieren
3. Penicillin G-Plattchen (10 U) mit Pinzette mittig auf Blutplatte plazieren

4. bei 37°C Uiber Nacht inkubieren und auswerten

Auswertung
positiv sichtbarer Hof um Penicillin-Plattchen
negativ kein sichtbarer Hof

Phagen-Test mit y-Phagen des Wirtsstamms A58

1. 4 Quadranten des Bodens der Petrischale mit ID der Probe markieren

2. Koloniematerial grof3flachig und dicht innerhalb der Markierung ausplattieren

3. 10 pl der Phagensuspension (2,0 x 10'° PFU/mI) mit Ose/Pipette an Rand des ausplattierten
Koloniematerials geben

4. bei 37°C Uber Nacht inkubieren und auswerten

5. mitgeflihrte Positivkontrolle: A58 (Wirtsstamm fiir den Phagen)

6. mitgeflhrte Negativkontrolle: B. cereus-Stamm B181

Auswertung nach frihestens 6 Stunden

Abgleich der Reaktionen des Koloniematerials mit Kontrollen

positiv
negativ

Lyse der Kolonierander (halbmondférmiger Ausfrall der Kolonierander)

keine Lyse der Kolonierander erkennbar
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Zubereitung des MYA-Agars (Sporulationsmedium):

Medium |Chemikalie |Menge Einheit
MYA-Agar | Fleischextrakt 10 G
Hefeextrakt 2 G
MnSO4 H2H 0,04 G
Agar-agar 15 G
Wasser 1000 mi

Probenaufbereitung der Tierkadaver-Tupfer

1. Abtrennen des Wattekopfs von Tupferstab und Uberfilhrung in 1,5 ml Eppendorf GefaR

2. Zugabe von 1 ml autoklaviertem Wasser und vortexen

3. Mit 10 yl Ose Material entnehmen und auf TSPBA-Platte ausstreichen

4. Inkubation der TSPBA-Platte bei 37°C Uber Nacht

5. Auswertung anhand der Koloniemorpholgie, Himolyse und Konsistenz des Koloniematerials
6. Penicillin- und Phagen-Test mit verdachtigem Koloniematerial

7. Nach Bestatigung eines positiven Ergebnisses Fortsetzung mit 3.7-3.10

Probenaufbereitung der Umweltproben

. 2 g der Probe mit 4 ml Wasser in 15 ml Zentrifugenréhrchen geben

. Abtéten der vegetativen Zellen bei 65°C fir 30 Minuten im Heizblock

. Aufnehmen von ca. 1 ml des Probenmaterials mit Glaspipette (abgeschlagener Spitze)

. Ausbringen von je ca. 0,25 ml auf 4 TSPBA-Platten und ausplattieren

. Bebritung tGber Nacht bei 37°C

. Mit méglichst geringem Volumen Wasser Abschwemmen der Platte, in Zentrifugenréhrchen Gberflhren
. Bei 110°C fiir 15-20 Minuten Hitzeschock behandeln

. Zentrifugation bei 4000 U/min. fir 20 Minuten

. Uberstand des Pellets abnehmen und in der Real-Time-PCR einsetzen

© 00 ~NO OGS WN-=-

Qualitatskontrolle der gewonnenen DNA:

Material Hersteller
Starterpuffer  Invitrogen, Karlsruhe
100 bp Marker Invitrogen, Karlsruhe
Agarosepulver Biozym

TAE-Puffer

TAE= Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Gelektrophorese

Auflosen des Agarosepulvers in TAE-Puffer

in Mikrowele aufkochen und nach Abkihlung 5 pl Ethidiumbromid hinzugegeben

Gel in ein Geltablett gieffen und Kamm setzen

nach Abkuhlung die Elektrophoresekammer mit 5 pl der Probe und 1 pl Starterpuffer belegen

als Kontrolle: 5 pl eines 100 bp Markers (1ug/ul)

Nach Beendigung: Betrachtung der Nukleinsduren mittels eines Geldokumentationsgerates (Vilbert Lourmat)

XXIX



ANHANG

ANHANG 4  Protokolle zur Durchfihrung der diagnostischen PCR (RT-PCR)
Ansatz der Primer und Sonden und des Primer/Sonden-Mastermix

Reagenzien Stocklésung [Endkonzentration [P bzw. S-Mix|Mastermix
(uh) (M) for + rev aus P/S

Primer for + rev 100 10 zu gleichen zu gleichen

Sonder for + rev 20 8 Teilen Teilen

P=Primer; S=Sonde; for=forward; rev=reverse

Ansatzprotokoll fir die RT-PCR

Reagenz Ml/Probe
FastStart DNA 10

Mastermix P/S 2

Wasser 3
DNA 5

Vor Start der RT-PCR erfolgt eine Zentrifugation bei 1000/U bei 4 °C flr 1 min.
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ANHANG 5 MLVA 31 Marker

Primersequenzen

Bezeichnung

Sequenz (Beyer et al. 2011)

bams 1 forward

GTTGAGCATGAGAGGTACCTTGTCCTTTTT

bams 1 reverse

AGTTCAAGCGCCAGAAGGTTATGAGTTATC

bams 3 forward

GCAGCAACAGAAAACTTCTCTCCAATAACA

bams 3 reverse

TCCTCCCTGAGAACTGCTATCACCTTTAAC

bams 5 forward

GCAGGAAGAACAAAAGAAACTAGAAGAGCA

bams 5 reverse

ATTATTAGCAGGGGCCTCTCCTGCATTACC

bams 13 forward

AATTGAGAAATTGCTGTACCAAACT

bams 13 reverse

CTAGTGCATTTGACCCTAATCTTGT

bams 15 forward

GTATTTCCCCCAGATACAGTAATCC

bams 15 reverse

GTGTACATGTTGATTCATGCTGTTT

bams 21 forward

TGTAGTCCAGATTTGTCTTCTGTA

bams 21 reverse

CAAATTTTGAGATGGGAGTTTTACT

bams 22 forward

ATCAAAAATTCTTGGCAGACTGA

bams 22 reverse

ACCGTTAATTCACGTTTAGCAGA

bams 23 forward

CGGTCTGTCTCTATTATTCAGTGGT

bams 23 reverse

CCTGTTGCTCCTAGTGATTTCTTAC

bams 24 forward

CTTCTACTTCCGTACTTGAAATTGG

bams 24 reverse

CGTCACGTACCATTTAATGTTGTTA

pXO1 forward

CAATTTATTAACGATCAGATTAAGTTCA

pXO1 reverse

TCTAGAATTAGTTGCTTCATAATGGC

pXO2 forward GTGTGATGAACTCCGACGACA
pXO2 reverse TCATCCTCTTTTAAGTCTTGGGT
vrrA forward CACAACTACCACCGATGGCACA

vITA reverse

GCGCGTTTCGTTTGATTCATAC

vrrB1 forward

ATAGGTGGTTTTCCGCAAGTTATTC

vrrB1 reverse

GATGAGTTTGATAAAGAATAGCCTGTG

vrrB2 forward

CACAGGCTATTCTTTATCAAACTCATC

virB2 reverse

CCCAAGGTGAAGATTGTTGTTGA

vrrC1 forward

GAAGCAAGAAAGTGATGTAGTGGAC

vrrC1 reverse

CATTTCCTCAAGTGCTACAGGTTC

vrrC2 forward CCAGAAGAAGTGGAACCTGTAGCAC
vrrC2 reverse GTCTTTCCATTAATCGCGCTCTATC
VNTR 12 forward CGTACGAAGTAGAAGTCATTAA
VNTR 12 reverse GCATATAATTGCACCTCATCTAG
VNTR 16 forward CTCTTGAAAATATAAAACGCA

VNTR 16 reverse

GAATAATAAGGGTTCTCATGGTAT

bams 25 forward

CCGAATACGTAAGAAATAAATCCAC

bams 25 reverse

TGAAAGATCTTGAAAAACAAGCATT

bams 28 forward

CTCTGTTGTAACAAAATTTCCGTCT

bams 28 reverse

TATTAAACCAGGCGTTACTTACAGC

bams 30 forward

CAGAAAATATTGGACCTACCTTCC

bams 30 reverse

GCATAATCACCTACAACACCTGGTA

bams 31 forward

GCTGTATTTATCGAGCTTCAAAATCT

bams 31 reverse

GGAGTACTGTTTGTTGAATGTTGTTT

bams 34 forward TGTGCTAAATCATCTTGCTTGG
bams 34 reverse CAGCAAAATCAATCGAATCAAA
bams 44 forward GCACTTGAATATTTGGCGGTAT
bams 44 reverse GCGAATTAATTGCTCCTCAAAT
bams 51 forward ATTTCCTGAAGCAGGTTGTGTT
bams 51 reverse TGCATCTAACAATGCAGAACAA

bams 53 forward

CATATTTTCACCTTAATTTTGGAAG

bams 53 reverse

GAGGTGTGTTAGGTGGGCTTAC

CG3 forward

TGTCGTTTTACTTCTCTCTCCATTAC

CG3 reverse

AGTCATTGTTCTGTATAAAGGGCAT

VNTR 17 forward TAGGTAAACAAATTTTCGTAATC
VNTR 17 reverse GATCGTACAACAGCAATTATCAT
VNTR 23 forward TTTAGAAACGTTATCACGCTTA

VNTR 23 reverse

GTAATACGTATGGTTCATTCCC

VNTR 19-2 forward

GTGATGAAATCGGACAAGTTAGGAG

VNTR 19-2 reverse

GAAATATTTTATTAAACATGCTTTCCATCC

VNTR 32 forward AACTGGATCCAGGAGATTATA
VNTR 32 reverse GAAACAAGAGCAAACCCAAT
VNTR 35 forward AAATAATATGTTCCTTTTGCTG
VNTR 35 reverse GTCCTGAAATAAATGCTGAAT

XXXI
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Primerzusammenstellungen flr die 7 Multiplex — Reaktionen

| Primer | Primer-Mix |  PCR
Multiplex-PCR-Reaktion A
Primer- | Wasser- Primer- | Primerkonz.
Konz. Vol. Vol. Ges.-Vol. konz.im Mix| in PCR
Name | Richtung | (M) (u1) (u1) (u1) (uM) (uM)

cG3 forward 10 12,8 87,2 100 0,08 0,040

reverse 10 12,8 87,2 100 0,08 0,040
bams 44 forward 100 3,2 96,8 100 0,20 0,100

reverse 100 3,2 96,8 100 0,20 0,100
bams 3 forward 100 19,2 80,8 100 1,20 0,600

reverse 100 19,2 80,8 100 1,20 0,600
B2 forward 100 3,2 96,8 100 0,20 0,100

reverse 100 3,2 96,8 100 0,20 0,100
bams 5 forward 100 9,6 90,4 100 0,60 0,300

reverse 100 9,6 90,4 100 0,60 0,300

forward 100 19,2 80,8 100 1,20 0,600
bams 15

reverse 100 19,2 80,8 100 1,20 0,600
bams 1 forward 100 3,2 96,8 100 0,20 0,100

reverse 100 3,2 96,8 100 0,20 0,100
rrC forward 100 9,6 90,4 100 0,60 0,300

reverse 100 9,6 90,4 100 0,60 0,300
Summe 160 1440 1600
Multiplex-PCR-Reaktion B

forward 100 115,2 34,8 150 6,40 1,600
bams 13

reverse 100 115,2 34,8 150 6,40 1,600
- forward 100 29 1471 150 0,16 0,040

reverse 100 2,9 1471 150 0,16 0,040
bams 28 forward 100 54 144.,6 150 0,30 0,075

reverse 100 5,4 144.,6 150 0,30 0,075
rrC2 forward 100 7,2 142,8 150 0,40 0,100

reverse 100 7,2 142,8 150 0,40 0,100

forward 100 64,8 85,2 150 3,60 0,900
bams 53

reverse 100 64,8 85,2 150 3,60 0,900

forward 100 115,2 34,8 150 6,40 1,600
bams 31

reverse 100 115,2 34,8 150 6,40 1,600
Summe 621,4 | 1178,6 1800

XXX
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| Primer | Primer-Mix | PCR
Multiplex-PCR-Reaktion C
Primer- | Wasser- Primer- | Primerkonz.
Konz. Vol. Vol. |Ges.-Vol. |konz.im Mix| in PCR
Name |Richtung| (pM) (1) (u1) (1) (uM) (uM)
A forward 100 uM 7 93 100 0,50 0,250
reverse 100 uM 7 93 100 0,50 0,250
forward 100 uM 5,6 94,4 100 0,40 0,200
bams 25
reverse 100 uM 5,6 94 4 100 0,40 0,200
bams 21 forward 100 uM 39,2 60,8 100 2,80 1,400
reverse 100 uM 39,2 60,8 100 2,80 1,400
bams 34 forward 100 uM 14 86 100 1,00 0,500
reverse 100 uM 14 86 100 1,00 0,500
bams 24 forward 100 uM 14 86 100 1,00 0,500
reverse 100 uM 14 86 100 1,00 0,500
oX01 forward 100 uM 10,2 89,8 100 0,73 0,364
reverse 100 uM 10,2 89,8 100 0,73 0,364
5X02 forward 100 uM 2,8 97,2 100 0,20 0,100
reverse 100 uM 2,8 97,2 100 0,20 0,100
Summe 185,6 | 1214,4 1400
Multiplex-PCR-Reaktion D
bams 51 forward 100 uM 25,6 174,4 200 1,60 0,800
reverse 100 uM 25,6 174,4 200 1,60 0,800
forward 100 uM 16 184 200 1,00 0,500
bams 22
reverse 100 uM 16 184 200 1,00 0,500
forward 100 uM 16 184 200 1,00 0,500
bams 23
reverse 100 uM 16 184 200 1,00 0,500
forward 100 uM 16 184 200 1,00 0,500
bams 30
reverse | 100 uM 16 184 200 1,00 0,500
Summe 147,2 | 1452,8 1600
Multiplex-PCR-Reaktion 5
vntr 12 forward | 100 uM 8 92 100 1,33 0,400
reverse | 100 uM 8 92 100 1,33 0,400
vntr 19 forward | 10 uM 20 80 100 0,33 0,100
reverse | 10 uM 20 80 100 0,33 0,100
vntr 35 forward | 100 uM 4 96 100 0,67 0,200
reverse | 100 uM 4 96 100 0,67 0,200
Summe 64 536 600
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Multiplex-PCR-Reaktion 6

Primer Primer-Mix PCR
Primer-
Volu- | Wasser- | Gesamt- Primerkonz. Primerkonz.
Konz. men | Volumen | Volumen im Mix in der PCR
Name |Richtung| (uM) (u) (u) (u1) (UM) (LM)
ntr 16 forward | 100 uM 4 96 100 1,00 0,200
reverse | 100 uM 4 96 100 1,00 0,200
vntr 23 forward | 100 uM 4 96 100 1,00 0,200
reverse | 100 uM 4 96 100 1,00 0,200
Summe 16 384 400
Multiplex-PCR-Reaktion 7
vntr 17 forward | 100 uM 10 90 100 2,50 0,500
reverse | 100 uM 10 a0 100 2,50 0,500
vntr 32 forward | 100 uM 8 92 100 2,00 0,400
reverse | 100 uM 8 92 100 2,00 0,400
Summe 36 364 400
(Primer)Konz.=Primer-Konzentration
Reagenz Reaktionen A-D und 5-7
A B C D 5 6 7
dNTPs
(0.25 M) 8 ul 8 ul 8 ul 8 ul 8 ul 8 ul 8 ul
Puffer 4 ul 4 ul 4 ul 4 ul 5ul 5ul 5ul
Primermix 20 yl 10ul | 20l 20 pl 15 ul 10 ul 10
Millipore- 2ul | 1254 | 2,5yl 2,5 15 ul 20 20
Wasser
Poly-
merasye 1l 0,5ul | 0,5l 0,5 ul 2 ul 2 ul 2 ul
DNA 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul

Verdiinnungsprotokolle der PCR-Produkte aus den 7 Multiplex-Reaktionen:

Mix A:
Mix B:
Mix D:
Mix C:

Reaktion 5:
Reaktion 6:
Reaktion 7:

XXXIV

1:20
1:27
1:5
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ANHANG 6 Copy Code Tabellen der MLVA 31 Marker

iplex-PCR A
CG3 bams 44 bams 3 vrrB2 bams 5 bams 15 bams 1 vrrC1
Fragment- Copy-code Fragment- Copy-cod Fragment- Copy-cod Fragment- Copy-cod Fragment- Copy-cod Fragment- Copy-cod Fragment- Copy-cod Fragment- Copy-cod
grolke Py grolke py-code grolke opy-code grolke opy-code grolke opy-code grolke opy-code grolke opy-code grofe opy-code
296 9 421 25 298 7
321 8
187 2
363 10 404 33
227 3 384 1"
405 12
343 6 142 12 304 5 579 42 426 13
152 1 382 7 151 13 343 6 588 43 448 14
157 2 422 8 160 14 382 7 597 44 472 15
431 18 169 15 418 8 606 45 493 16
615 46 514 17 542 48
626 47 552 49
584 12 480 21
587-590 53
653 50 621-630 57
525 24
555 26
570 27
585 28
600 29
615 30
Multiplex-PCR B
bams 13 vrrB1 bams 28 vrirC2 bams 53 bams 31
Fragment- Fragment- Fragment- Fragment- Fragment- Fragment-
gréte Copy-code grofe Copy-code gréte Copy-code grote Copy-code gréte Copy-code grote Copy-code
258 8 150 9 330 15
337 17 478 12
346 18 551 39
366 20 567 41
393 23 192 13 532 15 650 50
401 24 405 10 687 54
429 27 210-213 6 705 56
438 28 219 16 604 19 713 57
457 30 228 17 477 13 237 8
466 31 501 14 731 59
486 33 254 20 749 61
530 38 768 63
559 41 777 64
568 42 786 65
576 43
585 44
596 45
615 47
789 66 956 84
826 70 966 85
835 71 1009 90
846 72
853 73
863 74
872 75
880 76
1073 97
Multiplex-PCR C
VITA bams 25 bams 21 bams 34 bams 24 pX01 pX02
Fragment- c " Fragment- c " Fragment- c d Fragment- c d Fragment- c " Fragment- c d Fragment- c d
groke OPy-code|  gsne Opy-code|  gr5pe OPy-CoBe | grsne OPy-code| - gsne Opy-Code|  gr5pe OPy-COle | grane opy-code
0 0 0 0
99 99
134 6
288 2 380 3 392 6 520 7 120 5 136 7
300 3 395 4 626 8 431 7 560 8 123 6 138 8
312 4 672 9 603 9 126 7 140 9
324 5 513 9 645 10 129 8 142 10
336 6 762 11 132 9 144 11
592 11 135 10 146 12
148 13
141 12 154 16
160 19

XXXV
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Multiplex-PCR D Multiplex-PCR 5
bams 51 bams 22 bams 23 bams 30 VNTR 12 VNTR 19 VNTR 35
Fragment- Fragment- Fragment- Fragment- Fragment- Fragment- Fragment-
gréfe Copy-code groke Copy-code groke Copy-code grofie Copy-code grofe Copy-code groke Copy-code grofe Copy-code
268 6
404 4 340 13
515 7 368 16
551 8
315 5 497 31
362 6 623 10 564 8 654 48 112 5 103 2
408 7 659 11 605-607 9 683 51 114 6 109 3
449 8 694 12 635 9,7 703 53 116 7 93* 4 116 4
500 9 727-729 13 644-646 10 711 54 96* 5 122 5
685 11 * beobachtet
738 57
765 60
839 68
850 69
867 71
876 72
904 75
931 78
Multiplex-PCR 6 Multiplex-PCR 7
VNTR 23 VNTR 16 VNTR 17 VNTR 32
Fragment- Fragment- Fragment- Fragment-
arofe Copycode arofe Copycode arofe Copycode arofe Copycode
0 0 0 0
141 143
387 6
407 7
449 9
172 2 271 8 379 3 470 10
184 3 279 9 387 4 492 11
196 4 287 10 395 5 513 12
208 5 295 11 533 13
303 12 554 14
575 15
596 16
454 453

XXXVI
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ANHANG 7  Zuordnung der Copy Codes zu einem Genoytpen

Sortiercode Genotyp
1-8-30-14-7-46-13-57-30-17-14-19-8-59-4-4-9-7-9-9-6-9-11-8-75-5-5-7-4-8-4 14
1-8-30-14-7-46-13-57-30-17-14-19-8-63-5-4-9-7-9-8-6-9-11-8-75-5-5-6-4-8-4 15
2-2-18-14-6-44-10-57-33-17-14-15-8-64-4-4-9-7-9-6-6-9-12-9,7-69-5-5-6-4-9-4 26
2-2-18-14-6-44-10-57-33-17-14-15-8-64-4-4-9-7-9-6-6-9-13-10-57-5-5-6-4-9-4 27
2-8-28-14-7-46-16-53-76-17-14-15-8-65-4-4-9-9-9-8-0-9-13-10-51-4-4-6-3-0-0 105
2-8-30-14-3-45-8-49-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 114
2-8-30-14-3-45-8-57-38-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 115
2-8-30-14-3-45-8-57-41-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-11-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 116
2-8-30-14-3-45-8-57-42-13-14-15-8-64-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 117
2-8-30-14-3-45-8-57-43-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-11-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 118
2-8-30-14-3-45-8-57-44-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 119
2-8-30-14-3-45-8-57-45-13-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-9-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 120
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-2-4-9-6-9-7-7-9-13-10-54-4-4-6-4-8-3 121
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-10-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 122
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-11-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 123
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-12-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 124
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-13-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 125
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-11-10-60-4-4-6-4-8-3 126
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-12-9,7-69-4-4-6-4-8-3 127
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-54-4-4-6-4-8-3 128
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 129
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-60-4-4-6-4-8-3 130
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-9-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 131
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-8-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 132
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-8-9-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 133
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-5-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 134
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-64-4-4-9-6-9-9-10-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 135
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-64-4-4-9-6-9-9-11-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 136
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-64-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-53-4-4-6-4-8-3 137
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-64-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 138
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-64-4-4-9-6-9-9-9-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 139
2-8-30-14-5-46-16-57-70-17-14-15-8-59-4-4-9-7-9-9-12-9-13-10-48-4-4-6-5-8-3 142
2-8-30-14-7-44-16-57-73-13-14-15-8-63-4-4-8-7-9-7-9-9-10-10-57-4-4-6-3-8-3 151
2-8-30-14-7-44-16-57-73-13-14-15-8-64-4-4-8-7-9-7-9-9-10-10-57-4-4-6-3-8-3 152
2-8-30-14-7-44-16-57-73-13-14-15-8-64-4-4-9-7-9-7-9-9-10-10-57-4-4-6-3-8-3 153
2-8-30-14-7-46-16-57-73-17-14-15-8-59-4-4-8-7-9-7-9-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 168
2-8-30-14-7-46-16-57-73-17-14-15-8-59-4-4-9-7-9-7-9-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 169
2-8-30-12-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 178
2-8-28-14-7-46-16-53-76-17-14-15-8-65-4-4-9-9-9-8-8-9-13-10-51-4-4-6-3-8-3 179
2-6-30-14-3-45-8-49-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 180
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-12-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 181
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-41-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 182
2-8-9-14-3-45-8-57-45-17-14-15-8-56-4-4-9-6-9-9-11-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 183
2-8-30-14-3-45-8-57-45-17-14-12-8-56-4-4-9-6-9-9-8-9-13-10-57-4-4-6-4-8-3 184
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Namibische Isolate aus Nutz- und Wildtieren
Isolate der Verdachtsproben aus dem ENP

ANHANG 8

Spezies Isolate in %
Zebra 269 60,45
Springbock 68 15,28
Elefant 48 10,79
Gnu 39 8,76

Geier 5 1,12

Nashorn 5 1,12

Gemsbock 4 0,90

Kudu 2 0,45

Giraffe 1 0,22

Loffelhund 1 0,22

Lowe 1 0,22

SC 1 0,22

unbekannt 1 0,22

Summe 445 100

Isolate der Verdachtsproben von Nutz- und Wildtieren
(privater Farmen, Gemeinschaftsgebiete)

XXXVIII

Wildtier-Isolate Nutztierisolate
Spezies Isolate in % Spezies Isolate in %
Gemsbock 10 38,46 |Rind 7 41,18
Gepard 4 15,38 |Zege 7 41,18
Kudu 3 11,54 |Schaf 2 11,76
Biffel 3 11,54 |Pferd 1 5,88
Kuhantilope 2 7,69 Summe 17 100,00
Eland 1 3,85
Sitatunga 1 3,85
Nilpferd 1 3,85
Nashorn 1 3,85
Summe 26 100,00
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ANHANG 9 Anthrax-positive und negative Nachweise aus ENP

Positive und negative Nachweise aus ENP fir die Jahre 2005-2011

Jahr
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
Summe

Gesamtmenge positive Nachweise

92
105
46
69
171
269
27
779

20
30
12
40
100
188
21
411

in %
21,7
28,6
26,1
58,0
58,5
69,9
77,8
52,8

negative Nachweise

72
75
34
29
71
81
6

368

in %
78,3
71,4
73,9
42,0
41,5
30,1
22,2
47,2

Verteilung positiver Nachweise je Jahr und Anteil der Wildspezies an Gesamtmenge/Jahr

Spezies | 2005 [ in% | 2006 | in% | 2007 | in% [ 2008 | in% [ 2009 | in% | 2010 | in% | 2011 | in% [Summe| in %
EB 4,00 | 20,00 [ 23,00 | 76,67 [ 6,00 | 50,00 | 19,00 | 47,50 | 61,00 | 72,62 | 129,00| 76,79 | 14,00 | 70,00 | 256,00| 68,45
AM 4,00 | 20,00 [ 4,00 | 13,33 [ 2,00 | 16,67 | 10,00 | 25,00 | 19,00 | 22,62 | 22,00 | 13,10 [ 4,00 | 20,00 | 65,00 | 17,38
CT 6,00 | 30,00 | 2,00 6,67 2,00 | 16,67 | 4,00 | 10,00 | 2,00 2,38 | 10,00 [ 5,95 1,00 5,00 | 27,00 | 7,22
LA 3,00 | 15,00 [ 0,00 0,00 1,00 8,33 6,00 | 15,00 [ 2,00 2,38 5,00 2,98 0,00 0,00 | 17,00 [ 4,55
0G 2,00 [ 10,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 1,00 [ 2,50 | 0,00 | 0,00 1,00 | 060 | 0,00 | 0,00 [ 4,00 1,07
DB 0,00 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00 1,00 | 833 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00 1,00 | 0,27
GC 0,00 ( 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 1,00 [ 0,60 | 0,00 | 0,00 1,00 | 0,27
SC 1,00 5,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,27
TS 0,00 0,00 1,00 3,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 5,00 2,00 0,53
\4 0,00 [ 0,00 1,00 | 333 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 [ 200 | 2,38 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 3,00 | 0,80
oM 0,00 ( 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 1,00 [ 0,60 | 0,00 | 0,00 1,00 | 0,27
Summe 20 100 30 100 12 100 40 100 84 100 168 100 20 100 374 100
Verteilung negativer Nachweise je Jahr und Anteil der Wildspezies an Gesamtmenge/Jahr
Spezies 2005 in % 2006 in % 2007 in % 2008 in % 2009 in % 2010 in % 2011 in% [Summe| in%
EB 27,00 | 37,50 | 44,00 | 58,67 15,00 [ 44,12 11,00 [ 37,93 [ 27,00 [ 38,03 [ 3500 | 43,21 2,00 33,33 | 161,00 | 43,75
AM 10,00 13,89 16,00 [ 21,33 6,00 17,65 11,00 [ 37,93 18,00 [ 25,35 17,00 [ 20,99 4,00 66,67 | 82,00 | 22,28
CT 27,00 37,50 5,00 6,67 1,00 2,94 1,00 3,45 0,00 0,00 1,00 1,23 0,00 0,00 35,00 9,51
LA 6,00 8,33 5,00 6,67 4,00 11,76 4,00 13,79 4,00 5,63 4,00 4,94 0,00 0,00 27,00 7,34
0G 1,00 1,39 1,00 1,33 1,00 2,94 0,00 0,00 2,00 2,82 4,00 4,94 0,00 0,00 9,00 2,45
DB 1,00 1,39 2,00 2,67 2,00 5,88 0,00 0,00 3,00 4,23 3,00 3,70 0,00 0,00 11,00 2,99
GC 0,00 0,00 1,00 1,33 4,00 11,76 1,00 3,45 2,00 2,82 3,00 3,70 0,00 0,00 11,00 2,99
CcC 0,00 0,00 1,00 1,33 0,00 0,00 0,00 0,00 5,00 7,04 2,00 2,47 0,00 0,00 8,00 2,17
PL 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 2,94 1,00 3,45 2,00 2,82 0,00 0,00 0,00 0,00 4,00 1,09
Xl 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,41 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,27
MC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,41 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,27
CM 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 2,82 5,00 6,17 0,00 0,00 7,00 1,90
SC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,41 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,27
VA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,41 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,27
U 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 2,82 4,00 4,94 0,00 0,00 6,00 1,63
TO 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,23 0,00 0,00 1,00 0,27
LC 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,23 0,00 0,00 1,00 0,27
HA* 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,23 0,00 0,00 1,00 0,27
Summe 72 100 75 100 34 100 29 100 71 100 81 100 6 100 368 100

EB =Zebra, AM =Springbock, CT =Gnu, LA =Elefant, OG =Gemsbock, DB =Nashorn,
GC =Giraffe, SC =Straul3, TS =Kudu, V =Geier, OM =Ldéffelhund, CC =Tlpfelhyane,
PL =Léwe, XI =Kap-Borstenhdrnchen, MC =Honigdachs, CM =Schabrackenschakal,
VA =Waran, U =unbekannt, TO =Eland, LC =Kaphase,

HA* =Sidafrikanisches Stachelschwein
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ANHANG

ANHANG 10 Genotypenverteilung nach Isolierungsjahr, Herkunft und Spezies
P
S Y
<8 |=| |wls ~
2N Sla|E|x mloN|lo|lo(lom|laao(vw]iolo(o | f|v io(r|lo|o|(o ||
Fla |[c|=z|€|s S22 |8|8|8|2|8|8|83|8|2|18|18|8|2|8|8|s|5|8
(d
Ol (W[ e[XT|SN |~ ||| |||~ |~ [~ |N|N[N|N|N[N|N|N [N |D
14| O0A 1 1 100 T
15|UP 2] 2 100 2
26|BPT 2 1 50 1
SC 1 50 1
27|SC 1 1 100 1
105|CAH 8 6 75 2 1
UP 11 1 25
114|TS 1 1 100 1
115|EB 1 1 100 1
116|PL 1 1 100
117|BPT 2 2 100 2
118|AM 6] 4 67 1 2 1
EB 1 17 1
UP 1 17 1
119|CT 2] 1 50 1
GA 1 50
120]|LA 5[ 5 100 4
121]UP 1 1 100 1
122|EB 9 4 44 1 2 1
oG 1 11 1
GC 1 11 1
LA 1 11 1
CT 1 11 1
UP 1 ik 1
123|EB 45 17 38 3 5 4 5
AM 6 13 1 3 2
oG 2] 1144 1 1 1
CT 5 11 1 3 1
LA 2 4,4 2
UP 6 13 1 5
TS 1] 1 1 0 3
AJ 3 6,7 3
124|UP 3] 2 67 1 1
EB 1 1,5 1
125|CT 3] 1 33 1
oG 1 33 1
EB 1 33 1
126|AM 1] 1 100 1
127|SC 1 1 100 1
128|CT 1] 1 100 1
129|EB 256]155 61 1 1 16 4 9] 26| 61] 28
AM 43 17 3 2 4] 13| 11 9
CT 18 7 4 1 3 1 6
LA 21 8,2 1 1 1 1 3 2 3
DB 4 1,6 1 3
UP 9 3,5 4 4
GA 2 0,8 1
OM 1 0,4 1
TS* 1 0,4 1
TS 1 0,4 1
oG 1 0,4 1
130|EB 3] 1 33 1
AM 1 33 1
GA 1 33 1
131|EB 106] 79 75 1 1 1 3] 17| 52 4
AM 8 7,5 4 2 1
LA 3 2,8 2 1
CT 5 4,7 2 1 2
oG 1 0,9 1
UP 8 7,5 4 4
DB 1 0,9 1
GA 1 0,9
132|LA 13| 11 85
EB 2 2,4 1
133|LA 1 1 100
134|EB 2] 2 100 1 1
135|0G 1 1 100
136|EB 1] 2 18 2
oG 1 2 18 3
AM 1 9,1 1
AB 1 9,1 1
AJ 1 9,1
HS 1 9,1
TO 1 9,1
EFC 1 9,1 1
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GT/Jahr

Anzahl

nicht ENP
Herkunft ?

1983
1986
1987

1988
1989
1990
1991

1992
1993
1995
1996
1999
2003

2004
2005

2006

2007

2008

2009
2010

2011

Jahr ?

B[Spezies

137

-
©|=

~lol<|o|ENP

w
-
[22]

N

NIN|N| =

139(AM

N

50

142[LA

100

151[HA

100

152|00A

100

153|BPT

100

168|BPT

100

alalnf=a]=

169|BPT

100

178|AM

100

179]unbek.

100 1

180(DB

1 100

181|UP

100

182|EB

100

1

183|EB

J PG DI N [N [ [ B Y ) N N

alala

100

1

184 |UP

-

1

100

1

Summe

525

478

45] 2 5[ 1 8

3

9

10

1

17

8

2

4

1

3

5

11

54

12

31

87

181

69

GT =Genotyp, ENP =Etosha Nationalpark, Herkunft? =Herkunft unbekannt, Jahr? =Jahr
unbekannt, unbek. =unbekannt

AB
AJ
AM
BPT
CAH
CT
DB
EB
EFC
GA
GC
HA
HS

0G
OM
OO0OA
PL
SC*
SC
TO
TS
TS*
upP

Kuhantilope
Gepard
Springbock
Rind

Ziege
Streifengnu
Nashorn
Zebra

Pferd
Weiltrlickengeier
Giraffe
Nilpferd
Mensch
Elefant
Gemsbock
Loffelhund
Schaf
Léwe
Strauss
Buffel
Eland

Kudu
Sitatunga
Umweltprobe
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ANHANG

ANHANG 11 Laborergebnisse der Langzeitstudie der Umweltproben

ID |Probe|Wasserstelle CT SGKZ Datum ID |Probe|Wasserstelle CT SGKZ Datum

1 1 |Adamax 24 10 |25.11.2009| 51 A37 [Chudop 27 0,12 |18.02.2010
2 2 |Adamax 25 5 25.11.2009| 52 | A38 [Salvadora 29 0,23 |[18.02.2010
3 3 |Adamax 22 10 |[25.11.2009| 53 39 |Natco 22 0,41 |24.02.2010
4 4 |MBari - na |25.11.2009| 54 40 |[Leeubron 31 0,64 |24.02.2010
5 5 |MBari 34 0,1 |[25.11.2009| 55 41 |Ombika 36 0,48 |24.02.2010
6 6 |[MBari - na |25.11.2009| 56 B1 [Adamax 26 15 130.03.2010
7 7 |Arendsnes - na 25.11.2009| 57 B2 [Adamax - na 30.03.2010
8 8 |Arendsnes 35 0,5 |[25.11.2009| 58 B3 [Adamax 28 0,4 [30.03.2010
9 9 |Sonderkop 31 0,09 |[25.11.2009| 59 B4 [M'Bari - na 30.03.2010
10 10 [Sonderkop - na |25.11.2009| 60 B6 [M'Bari 33 0,4 [30.03.2010
11 11 [Sonderkop - na 25.11.2009| 61 B7 |Arendsnes - na 30.03.2010
12 12 |Sonderkop - na |25.11.2009| 62 B9 |Sonderkop - na |06.04.2010
13 13 [Duiwelsvuur - na 25.11.2009| 63 B10 |Sonderkop - na 06.04.2010
14 14 [Duiwelsvuur - na 25.11.2009| 64 B11 |Sonderkop - na 06.04.2010
15 15 |Grunewald - na |25.11.2009| 65 | B12 |[Sonderkop - na 06.04.2010
16 16 |Grunewald - na 25.11.2009| 66 B13 |Duiwelsvuur - na 06.04.2010
17 17 |Olifantsbad - na |26.11.2009| 67 | B14 [Duiwelsvuur - na 06.04.2010
18 18 |Olifantsbad - na |26.11.2009| 68 | B15 [Grunewald - na 06.04.2010
19 19 |[Aus - na |26.11.2009| 69 | B16 |Grunewald - na 06.04.2010
20 20 |Aus - na |26.11.2009| 70 | B17 |Olifantsbad - na 06.04.2010
21 21 |OKH 26 0,28 |[26.11.2009| 71 B18 |Olifantsbad - na 06.04.2010
22 22 |OKH - na |26.11.2009| 72 | B19 |Aus - na 06.04.2010
23 23 |airfiel - na |26.11.2009| 73 | B20 |Aus - na 06.04.2010
24 24 |airfiel 32 2 26.11.2009| 74 | B21 [OKH 25 0,28 |31.03.2010
25 25 |airfiel - na 26.11.2009| 75 | B22 [OKH 27 1,3 [31.03.2010
26 26 |Rietfontein 31 1,8 [27.11.2009| 76 | B23 |airfiel 32 0,08 |01.04.2010
27 27 |Rietfontein - na 27.11.2009| 77 | B24 |airfiel 28 0,4 (01.04.2010
28 28 |Rietfontein - na 27.11.2009| 78 | B25 |airfiel 29 0,2 (01.04.2010
29 29 |Rietfontein - na 27.11.2009| 79 B26 |Rietfontein - na 06.04.2010
30 30 [Rietfontein - na |27.11.2009| 80 | B27 [Rietfontein - na 06.04.2010
31 31 [Rietfontein - na 27.11.2009| 81 B28 |Rietfontein - na 06.04.2010
32 32 [Rietfontein - na 27.11.2009( 82 B29 |Rietfontein - na 06.04.2010
33 33 [Klein Okevi 28 2 27.11.2009| 83 | B30 |Rietfontein - na 06.04.2010
34 34 [Groot Okevi 31 0,83 [27.11.2009( 84 | B31 |Rietfontein - na 06.04.2010
35 35 |Klein Namutoni - na 27.11.2009| 85 B32 [Rietfontein - na 06.04.2010
36 37 [Chudop 32 0,4 [27.11.2009| 86 | B33 |Klein Okevi - na 02.04.2010
37 38 |Salvadora 31 0,1 |[27.11.2009| 87 | B34 |Groot Okevi - na 02.04.2010
38 A1 |Adamax 30 20 17.02.2010| 88 | B37 [Chudop - na 02.04.2010
39 A2 |Adamax - na 17.02.2010( 89 B38 |Salvadora - na 30.03.2010
40 A3 |Adamax 27 1,3 [17.02.2010| 90 | A39 |Natco 26 0,6 [30.03.2010
41 A9 |Sonderkop - na 17.02.2010| 91 A40 |Leeubron 29 4,8 (29.03.2010
42 | A16 |Grunewald 23 0,6 [17.02.2010| 92 | A41 |Ombika - na 06.04.2010
43 | A21 |OKH 28 0,1 18.02.2010( 93 42 |Andoni 24 na 02.04.2010
44 | A22 |OKH - na 18.02.2010 94 43 |Mushara - na 02.04.2010
45 | A23 |airfiel 25 0,4 [18.02.2010| 95 44 |Mushara - na 02.04.2010
46 | A24 |airfiel - na 18.02.2010| 96 45 |Kameldoring - na |02.04.2010
47 | A25 |airfiel 26 0,28 |[18.02.2010| 97 46 |Kameldoring - na 02.04.2010
48 | A33 |Klein Okevi - na 18.02.2010| 98 47 |Kameldoring - na [02.04.2010
49 | A34 |Groot Okevi - na [18.02.2010] 99 48 |Kameldoring - na [02.04.2010
50 | A35 |Klein Namutoni - na 18.02.2010| 100 | 49 |Kameldoring - na [02.04.2010
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ID [Probe|Wasserstelle CT SGKZ | Datum ID [Probe|Wasserstelle CT SGKZ | Datum
101 50 |Kameldoring - na 02.04.2010] 150/ E2 [Adamax 28 0,83 ]29.07.2010
102| C1 [Adamax 22 0,67 [02.05.2010f 151| E3 |Adamax 31 0,75 |[29.07.2010
103] C2 [Adamax 26 0,8 [02.05.2010f 152| E9 |Sonderkop - na |29.07.2010
104| C3 [Adamax 28 0,84 [02.05.2010( 153| E16 |Grunewald 34 0,32 [29.07.2010
105] C9 [Sonderkop 32 0,49 [03.05.2010( 154| E21 |OKH 34 0,27 |30.07.2010
106| C16 [Grunewald 34 0,09 [03.05.2010( 155| E22 |OKH 36 0,5 [30.07.2010
107| C21 [OKH 31 0,26 [04.05.2010( 156| E23 ]airfiel 30 0,1 [29.07.2010
108| C22 [OKH 34 0,33 [04.05.2010( 157| E24 |airfiel 31 0,52 |[29.07.2010
109| C23 [airfiel 26 1 02.05.2010| 158| E25 |airfiel - na |29.07.2010
110] C24 [airfiel 29 1,9 ]02.05.2010] 159| E33 [Klein Okevi - na |06.08.2010
111] C25 [airfiel 31 0,7 [02.05.2010f 160| E34 |Groot Okevi - na |06.08.2010
112| C33 [Klein Okevi - na [05.05.2010| 161 E37 |Chudop 28 0,34 |03.08.2010
113] C34 [Groot Okevi - na |05.05.2010| 162| E38 [Salvadora 28 0,1 [03.08.2010
114| C37 [Chudop - na |05.05.2010| 163| D39 [Natco 27 1 10.08.2010
115[ C38 |Salvadora - na 05.05.2010] 164| D40 |Leeubron 29 0,61 ]10.08.2010
116| B40 [Leeubron 31 2,4 102.05.2010] 165| D41 [Ombika - na 10.08.2010
117| B41 [Ombika 32 4,9 104.05.2010| 166| B52 |Gemsbokvlakte| 26 3,3 [06.08.2010
118 51 [Gemsbokvlakte| 26 0,38 [04.05.2010( 167| B53 |Adamax 27 1,9 [29.07.2010
119] 52 [Gemsbokvlakte| 32 0,18 [04.05.2010( 168| F1 |Adamax 21 0,76 |07.09.2010
120| 53 [Adamax 28 0,43 [02.05.2010( 169| F2 |Adamax 28 0,8 [07.09.2010
121] 54 |Klein Namutoni - na |05.05.2010] 170{ F3 |Adamax 29 0,74 |07.09.2010
122| 55 [Andoni - na [05.05.2010] 171| F9 |Sonderkop 31 3 07.09.2010
123| 56 [Andoni - na |05.05.2010| 172| F16 [Grunewald 31 0,64 |07.09.2010
124| 57 [Andoni - na |05.05.2010| 173| F21 |OKH 34 0,5 [08.09.2010
125| D1 [Adamax 26 0,54 [08.06.2010( 174| F22 |OKH 30 0,6 [08.09.2010
126| D2 [Adamax 34 0,99 [08.06.2010( 175| F23 |airfiel 33 0,6 [08.09.2010
127| D3 [Adamax 26 0,74 [08.06.2010( 176| F24 ]airfiel 24 0,73 [08.09.2010
128| D9 [Sonderkop 33 0,03 [09.06.2010( 177| F25 |airfiel - na |08.09.2010
129| D16 [Grunewald 33 0,35 [08.06.2010( 178| F33 |Klein Okevi - na 11.09.2010
130] D21 [OKH 32 0,29 [08.06.2010( 179| F34 |Groot Okevi - na 11.09.2010
131] D22 [OKH 34 0,42 [08.06.2010( 180| F37 |Chudop 29 0,87 [11.09.2010
132| D23 [airfiel 31 0,8 [14.06.2010] 181| F38 |Salvadora 38 0,09 |[11.09.2010
133| D24 |airfiel - na 14.06.2010| 182| E39 [Natco 36 2,6 [08.09.2010
134| D25 [airfiel - na 14.06.2010| 183| E40 [Leeubron 32 0,67 |[08.09.2010
135| D33 [Klein Okevi - na 14.06.2010| 184| E41 [Ombika - na 12.09.2010
136| D34 [Groot Okevi - na 14.06.2010| 185| C52 [Gemsbokvlakte| 27 3,7 [12.09.2010
137| D37 [Chudop - na 14.06.2010| 186| C53 [Adamax 31 2,5 [07.09.2010
138| D38 [Salvadora 36 0,17 [09.06.2010( 187| G1 |Adamax 24 0,8 [19.11.2010
139| C39 [Natco 36 0,7 [08.06.2010| 188| G2 |Adamax 26 1,2 [19.11.2010
140| C40 [Leeubron 30 0,83 [08.06.2010( 189| G3 |Adamax 25 1 19.11.2010
141] C41 [Ombika - na |09.06.2010] 190[ G9 [Sonderkop 32 24 [19.11.2010
142| B45 |Kameldoring - na 14.06.2010| 191| G15 |Grunewald - na 19.11.2010
143| B46 [Kameldoring - na 14.06.2010| 192| G16 |Grunewald 34 0,7 [19.11.2010
144| B47 |Kameldoring - na 14.06.2010| 193] G21 |OKH - na 19.11.2010
145| B48 [Kameldoring - na 14.06.2010| 194| G22 |OKH 28 0,6 [19.11.2010
146| A52 [Gemsbokvlakte| 28 0,63 [09.06.2010( 195| G23 ]airfiel - na 19.11.2010
147| A53 [Adamax 25 1,5 ]08.06.2010] 196| G24 [airfiel 27 0,04 [19.11.2010
148| A54 [Klein Namutoni - na 14.06.2010| 197| G25 [airfiel 24 0,7 [19.11.2010
149] E1 [Adamax 22 0,48 [29.07.2010( 198| G26 |Rietfontein - na |22.11.2010
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ID |Probe|Wasserstelle CT SGKZ Datum
199 | G33 [Klein Okevi - na 22.11.2010
200 | G34 [Groot Okevi - na 22.11.2010
201 | G37 |Chudop - na 22.11.2010
202 | F39 [Natco 32 0,79 119.11.2010
203 | F40 |Leeubron - na 19.11.2010
204 | D52 |Gemsbokvlakte| 24 0,8 119.11.2010
205 | D53 [Adamax - na 22.11.2010
206 H1 |Adamax 25 1,3 [25.01.2011
207 H2 [Adamax 25 0,3 ]25.01.2011
208 H3 |Adamax 24 0,1 25.01.2011
209 H9 [Sonderkop 28 0,35 |[25.01.2011
210 | H16 |[Grunewald 35 8,2 125.01.2011
211 | H21 |[OKH 34 0,2 |[25.01.2011
212 | H22 |OKH 33 0,4 |[25.01.2011
213 | H37 |Chudop - na |26.01.2011
214 | H38 [Salvadora 33 0,6 [26.01.2011
215 | G39 [Natco 32 0,7 126.01.2011
216 | G40 |Leeubron - na 26.01.2011
217 | E52 [Gemsbokvlakte - na 26.01.2011
218 | E53 [Adamax 26 0,4 |26.01.2011
219 19 [Sonderkop 30 0,82 |24.03.2011
220 15 |Grunewald 32 0,2 124.03.2011
221 16 |Grunewald - na 24.03.2011
222 21 |OKH - na 24.03.2011
223 22 |OKH - na 24.03.2011
224 [23 |airfiel 26 3 24.03.2011
225 24 |airfiel 24 0,2 |[24.03.2011
226 [25 |airfiel 28 0,4 |24.03.2011
227 26 |Rietfontein - na 23.03.2011
228 134 |Groot Okevi - na 23.03.2011
229 I35 |Klein Namutoni - na 23.03.2011
230 137 |Chudop 28 0,06 |[23.03.2011
231 I38 |Salvadora - na 23.03.2011
232 | H39 [Natco 32 0,39 |24.03.2011
233 | H40 |Leeubron 28 0,32 |24.03.2011

CT-Wert =Zykluszahl, - =keine Detektion von B. anthracis, SGKZ =Gesamtkeimzahl der
Sporenbildner auf TSPBA, bezogen auf 2 g Probe und angegeben als log4 = Verdinnungs-
stufe 4, na =nicht aufgenommen, OKH =Okaukuejo
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ANHANG 12 SNR-Typen und Marker fur die GT 105, 123, 129, 136 und 138

cL10 cL12 cL33 CL35 GT-
SNR-Typ SNR SNR SNR SNR | Zuordnung
1 33 15 11 16 136
2 33 15 10 17 136
3 35 15 11 17 136
4 37 15 10 17 136
5 35 15 10 17 136
6 29 15 10 16 136
7 30 15 10 16 136
8 42 15 10 15 138
9 45 15 10 15 138
10 41 15 10 15 138
11 44 14 10 15 138
12 36 15 10 15 138
13 42 15 10 17 138
14 35 15 10 16 138
15 37 15 9 16 138
16 44 15 10 15 138
17 34 15 10 15 138
18 43 15 10 17 138
19 29 15 10 16 123
20 29 15 10 15 123
21 27 15 10 15 123
22 28 15 10 15 123
23 30 15 10 16 123
25 28 15 10 16 123
26 31 16 10 16 123
27 36 15 10 16 123
28 31 15 10 16 129
29 33 15 10 15 129
30 33 15 10 16 129
31 34 15 10 15 129
32 34 15 10 16 129
33 35 14 9 16 129
34 35 14 10 16 129
35 35 15 9 16 129
36 35 15 10 15 129
37 35 15 10 16 129
38 36 14 9 16 129
39 36 14 10 17 129
40 36 15 9 16 129
41 36 15 10 15 129
42 36 15 10 16 129
43 37 15 9 16 129
44 37 15 10 16 129
45 38 15 9 16 129
46 39 15 9 16 129
47 39 15 10 16 129
48 40 15 10 16 129
49 43 14 10 16 129
50 43 15 10 15 129
51 44 15 10 14 129
52 46 15 10 15 129
53 49 13 10 15 129
54 22 14 - - 105
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