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Einleitung

1 Einleitung

Mykobakterien gehéren zu den mit am langsten bekannten Krankheitserregern. Sie
verursachen bis heute grof3e medizinische Probleme sowohl beim Menschen als auch beim
Tier. Die klassische Tuberkulose, verursacht durch Mycobacterium tuberculosis, ist nach wie
vor die weltweit wichtigste Infektionskrankheit beim Mensch. Dies zeigt sich in der hohen
Zahl der jahrlichen Neuinfektionen und der Todesfalle. Daneben findet man in der Gattung
Mycobacterium auch einige wichtige Zoonoseerreger. Obwohl Infektionen mit Mykobakterien
schon sehr lang erforscht werden, gibt es noch eine groRe Zahl an offenen Fragen zur
Pathogenese. Daraus resultieren Schwierigkeiten sowohl fiir eine effektive Therapie, als
auch fur eine Immunprophylaxe. Aufgrund der komplexen Vorgange wahrend einer
Mykobakterien-Infektion bzw. einer Erkrankung durch Mykobakterien (Immunantwort,
persistente Infektionen) ist der diagnostische Nachweis des Erregers nicht immer eindeutig
moglich.

In zoologischen Einrichtungen werden eine Vielzahl von Tierarten gehalten, die sowohl fir
die klassische Tuberkulose, als auch fir Infektionen mit anderen Mykobakterienspezies,
empfanglich sind. Ein sicherer Nachweis einer Infektion mit Mykobakterien ist deshalb
aufgrund des erwadhnten zoonotischen Potenzials von herausragender Bedeutung, um die
Verantwortung der Einrichtungen gegenlber den Besuchern zu gewahrleisten. Zur
Beurteilung des tatsachlichen Infektionsrisikos fur die Besucher, aber auch fur das
Zoopersonal, sind Daten Uber die aktuelle Pravalenz von Mykobakterien-Infektionen bei den
Zootieren besonders wichtig.

Der Nachweis von Mykobakterien am lebenden Tier ist mit den heute verfugbaren
Testverfahren nicht immer zuverlassig. So ist der oft verwendete Tuberkulin-Hauttest bei
vielen Tierarten nicht ausreichend sensitiv. Viele infizierte Tiere werden in der Praxis nicht
erkannt.

Die Schwierigkeit des Nachweises von Mykobakterien an lebenden Tieren im Zoo wird von
den zustandigen Zootierarzten auf Fachtagungen und in wissenschaftlichen
Veroffentlichungen immer wieder hervorgehoben.

Haufig wird eine Infektion mit Mykobakterien erst post mortem festgestellt. Die Tiere zeigten
in diesen Fallen keine klinische Symptomatik und die nachfolgenden diagnostischen
Untersuchungen von Tierpflegern, Tierarzten und anderen Menschen mit direktem Kontakt
zum betroffenen Tier sind meist negativ. Eine Ubertagung scheint demnach nicht
stattgefunden zu haben. Es stellt sich also die Frage, ob davon ausgegangen werden kann,
dass bei den meisten in den zoologischen Einrichtungen vorkommenden Mykobakterien-
Infektionen keine Ausscheidung von Mykobakterien stattgefunden hat.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist das Vorkommen von nichttuberkulésen Mykobakterien
(NTM). lhre Rolle als potenzielle Infektionserreger bei immunsupprimierten Individuen ist fir
die meisten Tierarten vollig ungeklart. DarlGiber hinaus kdnnen sie bei der Untersuchung auf
Tuberkulose falsch positive Testergebnisse verursachen. Auch die Frage nach der Existenz
von tierartspezifischen Mykobakterienspezies in der Gruppe der NTM (mit oder ohne
klinische Relevanz) ist weitgehend unbeantwortet.
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Die wenigen bisher verfiigbaren Studien und Fallbeschreibungen Uber Erkrankungen durch
Mykobakterien (insbesondere des Tuberkulosekomplexes) bei einigen in zoologischen
Einrichtungen gehaltenen Tierarten, beziehen sich meist nur auf die diagnostischen
Méglichkeiten und Probleme. Bis heute fehlt es an grundlegenden, epidemiologischen
Forschungsarbeiten, die sich ausfuhrlich mit den folgenden wichtigen Fragen beschéaftigen:

1. Welche Mykobakterienspezies kommen bei welchen in deutschen zoologischen
Einrichtungen gehaltenen Tierarten vor?

2. Werden diese Mykobakterien durch Sekret des Respirationstraktes und/oder Kot
ausgeschieden?

3. Gibt es Tierarten, die im Zusammenhang mit zoonotischen Mykobakterien ein
besonderes Infektionspotenzial haben?

4. Auf welchen Wegen konnten die zoonotischen Mykobakterien auf den Menschen im
Zusammenhang mit zoologischen Einrichtungen Ubertragen werden (Vektoren,
direkter Kontakt, etc.)?

Ziel der folgenden Arbeit war es, die Bedeutung der zwei wesentlichsten
Ausscheidungswege von Mykobakterien (Rachensekret, Kot) bei Zootieren zu untersuchen.
Da die Probenentnahme mdglichst wenig invasiv stattfinden sollte, wurden Tupferproben
entnommen. Aullerdem sollte analysiert werden, welche diagnostischen Methoden sich am
besten eignen, um klinisch inapparente Mykobakterien-Infektionen, die mit einer
Erregerausscheidung verbunden sind, zu detektieren.

Durch diese Ergebnisse soll die Datenlage zur Pravalenz und Epidemiologie von
Mykobakterien-Infektionen in zoologischen Einrichtungen in Deutschland sowie deren
zoonotische Bedeutung erweitert werden.
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2 Literaturiibersicht

21 Die Gattung Mycobacterium

2.1.1 Taxonomie und mikrobielle Eigenschaften
Die Gattung Mycobacterium (M.) wird innerhalb der Ordnung Actinomycetales als einzige zur
Familie der Mycobacteriaceae zugeordnet (Lehmann and Neumann 1896).

Seit ihrer Entdeckung durch Robert Koch bereits im Jahre 1882 sind bis heute tber 150
Spezies bekannt (Euzéby 1997).

Man unterteilt die Mykobakterien in den Tuberkulosekomplex (TBC), zu dem die obligat
pathogenen Erreger der klassischen Saugetiertuberkulose gehéren und die Gruppe der nicht
tuberkulésen Mykobakterien (NTM) im Englischen auch als MOTT (Mycobacteria other than
tubeculosis) bezeichnet. Zu dieser grof3en Gruppe gehoéren sowohl obligat als auch fakultativ
pathogene Spezies. Die grofdte Anzahl der MOTT sind allerdings i.d.R. apathogen und
deshalb klinisch nicht relevant. Infektionen durch Vertreter der sog. MOTT werden im
Unterschied zu den klassischen Tuberkulosen als Mykobakteriose bezeichnet. Eine
Sonderstellung nimmt der Erreger Mycobacterium leprae ein, welcher keiner dieser Gruppen
zugeordnet wird. Er ist ausschlieRlich humanpathogen und bisher nicht kultivierbar (Valentin-
Weigand 2011).

Mykobakterien sind gerade bis leicht gebogene, unbewegliche und nicht sporenbildende
stabchenférmige Bakterien mit einem aeroben bis mikroaerophilen Stoffwechsel, die in
pleomorpher Form bei 37°C auf speziellen Nahrbdden wachsen (Richter 2009).

Auf  Grund ihnrer  unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeit und ihres
Pigmentationsverhaltens klassifizierte Runyon die Mykobakterien in vier unterschiedliche
Klassen (Runyon 1959; Timpe and Runyon 1954). Diese Einteilung gilt heute aber als
veraltet. Man unterscheidet innerhalb der Gattung zwischen schnell (Wachstum innerhalb
von 7 Tagen) und langsam wachsenden Spezies (Wachstum zwischen einer und bis zu 16
Wochen), wobei zur letzteren sowohl der Tuberkulose- als auch einige Vertreter (z.B.
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis) des M. avium-Komplex gehéren (Wayne and
Kubica 1986).

Ublicherweise werden Mykobakterien als grampositiv bezeichnet, wobei sie sich in der
Gram-Farbung kaum anfarben lassen (Richter 2009). Sie zeichnen sich durch einen hohen
GC-Gehalt (61-71 mol %) in der DNA und einem hohen Lipidgehalt (13 bis 23 %) ihrer
Zellwand aus. Diese lipidreiche Zellwand ist Ursache flr viele wichtige Eigenschaften der
Mykobakterien. Sie verleiht ihnen eine stark ausgepragte Tenazitat, indem sie unter anderem
fur die Resistenz gegen Sauren und Laugen verantwortlich ist. Ein wichtiges diagnostisches
Merkmal ist zu dem die Saurefestigkeit. Diese verdanken die Mykobakterien den
Mykolsauren (langkettige gesattigte Fettsduren, bestehend aus 60-90 Kohlenstoffatomen) an
der Oberflache ihrer Zellen. Der Farbstoff Karbofuchsin bildet mit freien Mykolsauren einen
Komplex, der sich nicht mit HCI-Alkohol entfarben Iasst. Diese Eigenschaft nutzt man bei der
Farbung nach Ziehl-Neelsen (Valentin-Weigand 2011; Madigan and Martinko 2006; Boéttger
2001; Ehrlich 1882b; Ehrlich 1882a). Ein weiteres wichtiges Lipid der Membran von
Mykobakterien ist der sogenannte Cord-Faktor (6,6'-Dimykolyltrehalose). Er wird

verantwortlich gemacht flir das Zusammenlagern der Erreger zu zopfartigen Gebilden und
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sorgt fur Phagozytosehemmung und Gewebeschadigung (Spargo et al. 1991; Noll et al.
1956). Toxine im eigentlichen Sinne sind bei Mykobakterien nicht bekannt (Béttger 2001;
Russell 2001). Die einzige Ausnahme stellt M. ulcerans dar mit der Bildung des Toxins
Mycolacton (Valentin-Weigand 2011).

2.1.2 Pathogenese

Der wohl wichtigste Pathogenitatsfaktor von Mykobakterien ist ihr Uberleben innerhalb von
Makrophagen. Dabei spielt die lipidreiche Zellwand eine wichtige Rolle, denn sie verschafft
dem Erreger Schutz vor zahlreichen Noxen (z.B. Sauerstoffradikalen). Mykobakterien
dringen Uber Rezeptoren in die Makrophagenzellen ein und bewirken einerseits eine
Hemmung der Phagolysosomenfusion und andererseits umgehen sie dadurch die
Ausbildung einer kompetenten, lokalen Immunantwort des Wirtes. Werden Mykobakterien
Uber Phagozytose in die Makrophagen aufgenommen, so verweilen sie dort in Vakuolen bis
zum Zelltod der Wirtzelle in Form von Nekrose oder Apoptose (Russell 2001). Diese
Eigenschaften finden sich allerdings nur bei langsam und nicht bei den schnell wachsenden
Spezies (Sharbati-Tehrani et al. 2005).

Die Infektion von M. tuberculosis erfolgt meist Uber sehr kleine Aerosoltrépfchen, die nicht
mehr als ein bis drei Erreger enthalten. Diese dringen bis in die tiefen Lungenbereiche vor
und erreichen so die Alveolen. Dies dient wohl nach neusten Vermutungen der Umgehung
der unspezifischen, lokalen Immunantwort im oberen Respirationstrakt, die durch die dort
vorhandene (kommensale) Mikroflora ausgelost wird. Des Weiteren exprimiert M.
tuberculosis Oberflachenlipide wie die Phthiocerol-Dimycoceroserate (=PDIMs), welche die
Oberflachenstrukturen (pathogen-activated molecular patterns = PAMPs) maskieren.
Dadurch konnen diese nicht mehr durch Toll-like-Rezeptoren erkannt und gebunden werden.
Dieser Mechanismus ist aber fir eine effektive Induktion einer Immunantwort notwendig.
(Cambier et al. 2014).

Bei der klassischen Tuberkulose entsteht je nach Infektionsweg (aerogen oder oral) ein
Primarherd im entsprechenden Organ (Lunge/Darm). Durch die weitere Ausbreitung in die
regionalen Lymphknoten kommt es zur Ausbildung des Primarkomplexes. Dieser bleibt in
den meisten Fallen der Erkrankung Uber einen langeren Zeitraum in abgekapselter Form
bestehen. Es gibt auch die Moglichkeiten der Ausheilung oder der Fruhgeneralisation. Die
dabei auftretenden Entziindungsprozesse kénnen proliferativ verlaufen und zur Ausbildung
der typischen Granulome (sekundare Verkdsung) fuhren oder exsudativ mit einer grofRen
Ansammlung von eiweilyreichem Exsudat und folgender Koagulationsnekrose, der primaren
Verkasung. Die Frlhgeneralisation kann als akute Miliartuberkulose oder protrahierte
Generalisation verlaufen. In einigen Fallen kann es aber auch zu einer isolierten chronischen
Organtuberkulose kommen. Die Verbreitung lauft hamatogen, lymphogen und
intrakanalikular mit Ergussen in die Hohlrdume (offene Tuberkulose). Aus einem
abgekapselten Primarherd kann es auch noch nach vielen Jahren (z.B. bei
Immunsuppression) zu einer Spatgeneralisation kommen (Valentin-Weigand 2011).

2.1.3 Vorkommen und Bedeutung

Mykobakterien kommen weltweit vor und stehen vor allem durch ihre obligat pathogenen
Vertreter, wie die Mitglieder des Tuberkulose-Komplexes, seit uber 100 Jahren im Fokus der
Medizin und Wissenschaft. Diese Erreger machen aber nur einen sehr kleinen Teil der tUber
150 Spezies aus. Der weitaus groRere Teil der bekannten Mykobakterien-Spezies lebt als

6
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Saprophyten ubiquitdr in der Umwelt und auch in Gewassern. Nichtsdestotrotz treten
Infektionen mit diesen nichttuberkuldsen Mykobakterien bei immunsupprimierten und selten
auch bei immunkompetenten Individuen auf (Manglani et al. 2015; May et al. 1997;
Falkinham 1996; Nightingale et al. 1992). Durch die globale Zunahme von HIV-Infektionen
beim Menschen in den letzten 10 Jahren, spielen diese nicht pathogenen Mykobakterien-
Spezies eine zunehmend wichtigere Rolle (Ballesteros et al. 2016; Tsilimparis et al. 2014).
Infektionen mit Mykobakterien gehéren zu den Haupttodesursachen bei HIV-Patienten
(Diedrich and Flynn 2011; Havlir and Barnes 1999; May et al. 1997; Falkinham 1996; Collins
1989). Laut der WHO starben 2014 1,5 Mio. Menschen an Tuberkulose, 0,1 Mio. davon
waren HIV-positiv.

In der Veterinarmedizin spielen zudem einige Vertreter des M. avium-Komplexes eine
wichtige Rolle. Dazu gehéren besonders M. avium subsp. avium, der Erreger der
Geflugeltuberkulose und M. avium subsp. paratuberculosis, der Erreger der Paratuberkulose.
Wirtschaftlich ist besonders die Paratuberkulose von Bedeutung durch hohe finanzielle
Verluste in der Rinderhaltung. Diese finanziellen Einbul3en entstehen zum einen durch eine
reduzierte Milchleistung, die zu Beginn der Infektion um 10-20 % vermindert ist. Zum
anderen durch eine erhohte Krankheitsanfalligkeit (z. B. erhdhte Mastitisinzidenz) und damit
verbundene Tierarztkosten, sowie durch Abmagerung und ein dadurch bis zu 48%
verringertes Schlachtgewicht. Auch ein verringertes Geburtsgewicht bei Kalbern von
infizierten Kihen wird beschrieben (Sorge 2013). Genaue Zahlen zum finanziellen Verlust in
Deutschland liegen nicht vor, aber Studien aus Kanada, den USA, Irland oder den
Niederlanden berechnen einen Verlust von beispielsweise 100 US$ bzw. 2000
Niederlandische Gulden (ca. 907 €) pro Tier (Anonymus 2016; Sorge 2013; Mee and
Richardson 2008; Tiwari et al. 2005).

Die Rindertuberkulose zahlt in Deutschland zu den anzeigepflichtigen Tierseuchen. Rechtlich
gesehen zahlen hierzu nur Infektionen, die durch M. bovis oder M. caprae hervorgerufen
werden. Alle anderen Tuberkulosen der Haussaugetiere sind meldepflichtig. Ebenso die
durch M. avium subsp. paratuberculosis verursachte Paratuberkulose bei Rindern, Schafen
und Ziegen und die Gefligeltuberkulose (M. avium subsp. avium). Trotz einzelner Ausbriche
von Rindertuberkulose in den letzten Jahren, besitzt Deutschland bis heute den offiziellen
Status ,Tuberkulosefrei“. Uber das Tierseuchennachrichtensystem (TSN) wurden im Jahr
2013 in Deutschland 46 Tuberkuloseausbriiche in Rinderhaltungen angezeigt, das entspricht
einer Herdenpravalenz von ungeféahr 0,03% (Moser et al. 2014).

2.1.4 Krankheitsbild

Die durch Mykobakterien verursachten Krankheitsbilder sind je nach Spezies sehr
unterschiedlich. So gibt es bei den NTM eine groRe Bandbreite, die von pulmonalen oder
disseminierten (oft bei immunsupprimierten Patienten) Erkrankungen Gber Lymphadenitiden,
verschiedenen Hautinfektionen und granulomatdse Enteritiden reicht (Richter 2009).

Klinische Symptome sind meist sehr unspezifisch oder kénnen sogar ganz fehlen. Es treten
unspezifische Allgemeinsymptome auf, wie z.B. Abmagerung und schlechtes
Allgemeinbefinden, sowie Husten oder Durchfalle. Andere klinische Symptome werden je
nach den beteiligten Organsystemen beschrieben.
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Andere klinische Erscheinungsformen finden sich bei der Paratuberkulose (M. avium subsp.
paratuberculosis). Sie zeichnet sich durch eine chronisch-progressive Enteritis mit
intermittierend, wassrigen Durchfallen und zunehmender Abmagerung aus.

Einige Vertreter der NTM verursachen Mastitis bei Wiederkauern (z.B. M. smegmatis, M.
phlei, M. fortuitum) und Hautveranderungen wie z. B. das durch M. ulcerans verursachte
Buruli-Ulkus, eine in den Tropen vorkommende, ulzerierende Hautinfektion (Valentin-
Weigand 2011).

2.2 Mycobacterium-tuberculosis-Komplex (MTC)

Zum Mpycobacterium-tuberculosis-Komplex (MTC) gehoéren die klassischen Erreger der
Tuberkulose von Saugetieren. Bis heute werden ihm der Impfstamm M. bovis BCG und zehn
weitere Spezies zugeordnet: M. tuberculosis, M. bovis, M. caprae, M. africanum, M. microti,
M. pinnipedii, M. canetti, M. mungi, M. orygis und M. suricattae.

Bei allen genannten Spezies handelt es sich um obligat pathogene, intrazellular lebende
Bakterien, die ein langsames Wachstum aufweisen. Die Ubertragung erfolgt vorrangig durch
direkten Kontakt kann aber auch auf indirektem Weg geschehen, Uber die mit
Ausscheidungen infizierter Tiere oder Menschen kontaminierte Umwelt. Ein weiterer
Ubertagungsweg findet tber die Milch statt und bei Fleischfresser auch oral durch die
Aufnahme infizierter Beutetiere. Auch Bissverletzungen scheinen z.B. beim Dachs einen
weiteren Ubertragungsweg fiir M. bovis darzustellen (Kaneene et al. 2010).

Ausfihrliche Studien zur DNA-Homologie haben gezeigt, dass eine sehr enge
Verwandtschaft zwischen den einzelnen Vertretern dieses Komplexes besteht und das
Genom zu 99,9% ubereinstimmt (Garnier et al. 2003). Die Sequenz der 16S rRNA ist stark
konserviert und zeigt keine Unterschiede bei den Mitgliedern des MTC (Rogall et al. 1990a).
Auch die Sequenzen der Housekeeping-Gene rpoB, katG und gyrA gleichen sich sehr stark.
Bei einigen Vertretern des Tuberkulose-Komplexes besteht sogar eine 100%ige
Ubereinstimmung der Sequenzen. Dies ist z. B. zwischen M. canetti Stamm S093, M. bovis
BCG und M. bovis Stamm H37Ra der Fall (Cousins et al. 2003; Aranaz et al. 1999; van
Soolingen et al. 1997). Diese ausgepragte Homologie fihrt bei einigen Autoren zu der
Meinung, dass es sich bei Unterscheidung der Vertreter des MTC eigentlich um Subspezies
handeln misse (Frothingham et al. 1994; Rogall et al. 1990a). Durch ihre historische und
aktuell groRe Bedeutung in Human- und Veterinarmedizin und den starken Unterschieden in
Epidemiologie, Wirtsspektrum, Pathogenitat und Resistenzverhalten erscheint die heutige
Klassifizierung dennoch gerechtfertigt und sinnvoll (Aranaz et al. 1999). Trotz der stark
ausgepragten genetischen Homologie kénnen Subtypen aber durch verschiedene andere
molekularbiologische Untersuchungen unterschieden werden, so kénnen z.B. durch single
nucleotide polymorphism (SNP)-Analysen des Gyrase B-Gens (gyrB) sechs von neun
Vertretern des MTC differenziert werden (Gey van Pittius et al. 2012).

2.2.1 Mycobacterium tuberculosis
M. tuberculosis wurde als erste Spezies des MTC bereits 1882 von Robert Koch entdeckt.
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Obwohl das Wirtsspektrum von M. tuberculosis im Gegensatz zu M. bovis sehr eng ist,
konnten M. tuberculosis-Infektionen bei einer Reihe von Tierarten festgestellt werden.
Besonders bei Primaten und Elefanten gibt es viele beschriebene Falle, aber auch bei der
Mendesantilope (Addax nasomaculatus), dem Schabracken- (Tapirus indicus) und
Flachlandtapir (Tapirus terrestris), beim kleiner Kudu (Tragelaphus imberbis), dem
Bergriedbock (Redunca fulvorufula), dem Spitzmaulnashorn (Diceros bicornis), der Giraffe
(Giraffa camelopardalis) und bei Psittaciden (Lyashchenko et al. 2012; Verma-Kumar et al.
2012; Murakami et al. 2012; Lewerin et al. 2005; Michel et al. 2003; Oh et al. 2002; Montali
et al. 2001).

Der Hauptwirt ist der Mensch und so hat M. tuberculosis besonders in der Humanmedizin
eine grole Bedeutung. Zwar waren die Zahlen der Neuinfektionen in Deutschland 10 Jahre
lang rucklaufig, jedoch stagnierten die Zahlen in den vergangenen vier Jahren. Laut dem
Robert-Koch-Institut (RKI) wurden im Jahr 2015 in Deutschland 5.865 Falle von Tuberkulose
gemeldet, dies entspricht einem deutlichen Anstieg gegen Uber den 4.533 gemeldeten Fallen
von 2014 (Fiebig 2016). Weltweit schatzt die WHO 10,4 Millionen Neuerkrankungen und
davon 1,2 Millionen Co-Infektionen mit HIV und 1,8 Millionen Todesfalle fir das Jahr 2015.
Im Jahr 2014 waren es noch 9,6 Millionen Neuinfektionen und 1,1 Millionen Todesfalle.
Diese Zahlen lassen erkennen, dass Tuberkulose und speziell die Co-Epidemie HIV/TB
weltweit ein dramatisches Problem darstellt. Besonders schwerwiegend sind die
zunehmenden Falle von Infektionen mit multiresistenten Stammen (diese sind laut Definition
mindestens gegen die zwei wichtigsten Medikamente Isoniazid und Rifampicin
unempfindlich). Neben den multiresistenten (multidrug-resistant, MDR-TB), gibt es eine
zunehmende Zahl festgestellter Infektionen mit ,extended-drug resistant* TB (XDR-TB) und
auch Falle von ,total-drug resistant* TB (TDR-TB). Die XDR-Stamme sind nicht nur gegen
die ,Firstline“-Medikamente Isoniazid und Rifampicin resistent, sondern auch gegen alle
Fluorochinolon-Antibiotika und mindestens gegen eines der Aminoglycosid-Antibiotika
Capreomycin, Kanamycin und Amikacin, welche wichtige Reservemedikamente
(,Secondline®) darstellen. TDR-Stamme entsprechen der heute héchsten Resistenzstufe und
sind gegen alle bekannten Firstline- und Secondline-Medikamente resistent. Die WHO
schatzt fir 2015, dass ein Anteil von 3,3 % der Neuinfektionen durch MDR-Stamme und
davon 9,5 % durch XDR-Stamme verursacht wurden (Stand:WHO 2016).

2.2.2 Mycobacterium bovis

M. bovis ist der Erreger der Rindertuberkulose und hat das bisher breiteste bekannte
Wirtsspektum des MTC. So konnte M. bovis bei den verschiedensten domestizierten und
wildlebenden oder in Gefangenschaft gehaltenen Tierarten nachgewiesen werden. Dazu
gehoren neben Rindern und anderen Boviden (Bison, Buffel), unter anderem eine Vielzahl
verschiedenster Wiederkauer (Ziege, Schaf, Antilope, Hirsch, Giraffe), Kameliden (Alpaka,
Lama, Kamel), Feliden (Luchs, Léwe, Gepard, Leopard, Puma, Tiger, Hauskatze), Caniden
(Kojote, Rotfuchs, Haushund), Elefanten, Nashérner, Equiden (Pferd, Esel), Tapire,
Schweine (Wildschwein, Warzenschwein, Hausschwein), Affen (u.a. Pavian, Rhesusaffe,
Schwarz-WeiRer = Stummelaffe, Bartaffe, Husarenaffe, @ Siamang, = Schimpanse),
Amerikanische Schwarzbaren, Waschbaren, Nagetiere (Ratte, Kaninchen), Hasen, Igel,
Frettchen, Hermelin, Maulwirfe und Voégel (Broughan et al. 2013; Ryan et al. 2008;
Schmidbauer et al. 2007; Biet et al. 2005; Martin-Atance et al. 2005; Pavlik et al. 2002;
Bruning-Fann et al. 2001; de Lisle et al. 2001; Briones et al. 2000; Bruning-Fann et al. 1998;
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Helman et al. 1998; Thorel et al. 1998; Bengis et al. 1996; Morris et al. 1996; Stetter et al.
1995; Wilson et al. 1984; Little et al. 1982). Eine besondere Bedeutung als bekannte
Wildtierreservoire haben der Dachs in GroRbritannien und das Australische Possum in
Neuseeland (Coleman and Cooke 2001; de Lisle et al. 2001; Clifton-Hadley et al. 1995;
Anderson and Trewhella 1985).

Die Bedeutung, die der Erreger weltweit besitzt, beruht zum einen auf wirtschaftlichen
Aspekten wie den durch ihn zu verzeichnenden Verlusten in der Rinderhaltung und zum
anderen auf seiner Rolle als Zoonoseerreger (Amanfu 2006). So war die Rindertuberkulose
vor Zeiten der Pasteurisierung der Milch eine verbreitete Kinderkrankheit.
Tierseuchenrechtlich zédhlen M. bovis und M. caprae zu den Erregern der Rindertuberkulose,
bei der es sich um eine anzeigepflichtige Tierseuche handelt. Seit 1996 tragt Deutschland
den offiziellen Status ,frei von Tuberkulose®, auch als ,officially tuberculosis free* (OTF-
Status) bezeichnet (79/96/EC, Entscheidung der Europaischen Kommission). Dies bedeutet,
dass in einem Jahr in weniger als 0,1% der rinderhaltenden Betriebe Tuberkulose festgestellt
wird. Dieser Status konnte trotz einzelner Ausbriiche seit 2008, besonders in Bayern und
Niedersachen, aufrechterhalten werden (Stand Dezember 2014). Setzte man friher auf
flichendeckende Anwendung des Tuberkulin-Hauttestes und Ausmerzung positiver
Reagenten, wurde seit Erreichen des OTF-Status 1996 das Kontrollmonitoring auf die
amtliche Fleischuntersuchung am Schlachthof verlagert. Dabei werden die Schlachtkérper
auf makroskopische Veranderungen hin untersucht (Moser et al. 2014). Die Infektion erfolgt
hauptsachlich aerogen oder oral. Wahrend sich adulte Tiere meist aerogen infizieren, erfolgt
die Infektion des Kalbes oft auf alimentaren Weg Uber die Aufnahme infizierter Milch. Auch
die intrauterine Infektion des Foetus ist beschrieben (Neill et al. 1994). Die Infektion des
Menschen erfolgte in der Vergangenheit hauptsachlich oral durch die Aufnahme infizierter
Milch. Durch die weltweite Verbreitung der Pasteurisierung von Milch, stellt heute aber die
aerogene Infektion in der Fleischverarbeitung vor allem auf Schlachthéfen ein Risiko dar
(Thoen et al. 2006). Daruber hinaus sind auch kutane Infektionen beschrieben (Neill et al.
1994).

2.2.3 Mycobacterium caprae

Obwohl das Wirtsspektrum nicht ganz so breit ist wie bei M. bovis, sind bereits bei einer
Reihe domestizierter Haustiere und verschiedenen Wildtierspezies Erkrankungen
nachgewiesen worden. Dazu gehéren neben Ziegen, Rinder, Hausschweine, Wildschweine,
Rotwild, Kamele, Fuchs und Bisons auch ein Sibirischer Tiger (Rodriguez et al. 2011; Pate et
al. 2006; Gortazar et al. 2005; Erler et al. 2004; Lantos et al. 2003).

Den taxonomischen Rang einer eigenen Spezies erlangte M. caprae erst 2003 (Aranaz et al.
2003). Zunachst wurde der Erreger 1999 als Subspezies klassifiziert: M. tuberculosis subsp.
caprae, zwischendurch auch als M. bovis subsp. caprae (Niemann et al. 2002; Aranaz et al.
1999). Ein fur die Diagnostik wichtiger Unterschied zwischen M. bovis und M. caprae ist die
Sensitivitdt gegenlber Pyrazinamid (PZA). Findet man bei M. bovis in der Sequenz flr
Pyrazinamidase (pncA) eine Punktmutation an Position 169, so besitzen die Stamme von M.
caprae alle das Wildtyp-Gen und sind damit ebenso wie die meisten Stamme von M.
tuberculosis, M. microti, M. africanum, von M. pinnipedii und M. orygis sensitiv gegenlber
PZA (van Ingen et al. 2012; Aranaz et al. 2003; Cousins et al. 2003; Aranaz et al. 1999). Das
erste Isolat dieser Spezies stammte aus Spanien und wurde aus einer an Tuberkulose
erkrankten Ziege isoliert (Aranaz et al. 1999).
10
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Der von Pate et al. beschriebene Ausbruch von Tuberkulose durch M. caprae in einem
Slowenischen Zoo macht zudem die Relevanz des Erregers fiir zoologische Einrichtungen
deutlich (Pate et al. 2006). Eine grof3e Bedeutung gewinnt M. caprae aber nicht nur durch
seine Inter-Spezies-Ubertragung, sondern auch durch seine Eigenschaft als
Zoonoseerreger. In Deutschland gibt es beim Auftreten der ,Rindertuberkulose” eine
deutliche Nord-Sud-Differenz. In SiUddeutschland wird ein deutlich hdherer Anteil der
»Rindertuberkulose” beim Menschen von M. caprae verursacht, als im Norden Deutschlands
(Kubica et al. 2003). Deutschland erscheint diesbezlglich zweigeteilt: im Norden (bes.
Niedersachsen) wird fast ausschlieBlich M. bovis diagnostiziert, im Sidden (bes.
Bayern/Allgau) M. caprae. Beim Auftreten von M. caprae im Allgdu scheint es sich dabei
nach heutigem Stand um ein relativ eng begrenztes Endemiegebiet zu handeln, bei dem das
Rotwild als Wildtierreservoir eine bedeutende Rolle spielt (Moser et al. 2014).

2.2.4 Mycobacterium africanum

Obwohl der Hauptwirt von M. africanum der Mensch ist, konnten Isolate bei verschiedenen
Affenarten, bei Klippschliefern und auch bei Schweinen und Rindern gefunden werden
(Gudan et al. 2008; Weber et al. 1998; Alfredsen and Saxegaard 1992; Wayne and Kubica
1986; Thorel 1980).

M. africanum wurde erstmals 1969 von einem Patienten aus dem Senegal isoliert (Castets et
al. 1969). Man unterscheidet den Subtyp | (geographischer Ursprung Westafrika), der in
seinen biochemischen Eigenschaften eher M. bovis &hnelt und den Subtyp |
(geographischer Ursprung Ostafrika), der M. tuberculosis phanotypisch ahnlicher ist (David
et al. 1978).

2.2.5 Mycobacterium microti

Die Hauptwirte von M. microti sind Kleinnager, aber auch bei einer Vielzahl anderer Tierarten
wurden Infektionen beschrieben: Schweine, Rinder, Katzen, Hunde, Lamas, Klippschliefer,
Frettchen, Erdmannchen, Dachs und Totenkopfaffchen (Palgrave et al. 2012; Rifenacht et
al. 2011; Zanolari et al. 2009; Henrich et al. 2007; Lutze-Wallace et al. 2006; Deforges et al.
2004; Cavanagh et al. 2002; Kremer et al. 1998; van Soolingen et al. 1998; Pattyn et al.
1970; Huitema and Jaartsveld 1967; Wells 1953).

Noch in den 40er bis 60er Jahren wurden Uber 10.000 Menschen mit Stdmmen von M.
microti gegen die humane Tuberkulose geimpft. Heute gilt M. microti als humanpathogene
Spezies, da sowohl bei immunsupprimierten, als auch immunkompetenten Menschen
Infektionen nachgewiesen werden konnten (Emmanuel et al. 2007).

2.2.6 Mycobacterium pinnipedii

Der Erreger konnte bereits bei einer Vielzahl wilder und in Gefangenschaft lebender
Robbenarten nachgewiesen werden; doch auch bei anderen Saugetierspezies wie
Flachland- und Schabrackentapir, Lama, Baktrisches Kamel, Westlicher Flachlandgorilla,
Stachelschwein, Schneeleopard und Amurleopard wurde M. pinnipedii isoliert (Jurczynski et
al. 2011; Kriz et al. 2011; Lacave et al. 2009; Moser et al. 2008; Gomis et al. 2008; Kiers et
al. 2008; Cousins 2006; Cousins et al. 2003; Moisson et al. 1998).
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Seit 2003 hat M. pinnipedii den taxonomischen Status einer eigenen Spezies im MTC
(Cousins et al. 2003). Der Name stammt von seinen Hauptwirten den Robben (Pinnipedia).
Bei M. pinnipedii handelt es sich aullerdem um eine Zoonose, die besonders fur Tierpfleger
eine Infektionsgefahr darstellt (Kiers et al. 2008). Bereits 1993 wurde die erste Ubertragung
des Erregers von einem Seeloéwen auf einen Tiertrainer berichtet (Thompson et al. 1993).
Die Ubertragung erfolgt vermutlich tber Aerosole, die besonders bei der Reinigung der
Gehege mit Hochdruckreinigern entstehen. Der Umgang mit dieser Infektion bereitet bis
heute viele Probleme. Zum einen weil die ante mortem Diagnostik aufwendig und die
Testverfahren fiir Wild- bzw. Zootiere nicht validiert sind, zum anderen weil infizierte Tiere oft
keine oder nur unspezifische Symptomatik zeigen (Jurczynski et al. 2012).

2.2.7 Mycobacterium canetti
Bis heute sind nur humane Falle beschrieben und das Verbreitungsgebiet scheint in West-
Afrika zu liegen (Pfyffer et al. 1998).

Der Name von M. canetti stammt von dem franzdsischen Mikrobiologen Georges Canetti,
der den Erreger 1969 erstmals beschrieb (Koeck et al. 2011). Auf Grund der genaueren
Charakterisierung und Klassifizierung eines Canetti-Stammes von einem somalischen Kind
durch van Soolingen et al., gilt M. canetti seit 1997 als eigene Spezies (van Soolingen et al.
1997).

2.2.8 Mycobacterium mungi

M. mungi wurde in Botswana erstmals aus Zwergmangusten (Mungos mungo) isoliert. Diese
scheinen fur den Erreger sehr empfindlich zu sein und er verursacht hohe Mortalitdsraten. Im
Unterschied zu anderen Spezies des MTC scheint der Ubertragungsweg nicht aerogen von
Tier zu Tier zu verlaufen, sondern durch eine nasale Aufnahme aus der Umwelt Uber den
Nasenspiegel (Alexander et al. 2010).

2.2.9 Mycobacterium orygis

Das genaue Wirtsspektum dieser Spezies ist noch nicht bekannt; doch konnte M. orygis aus
Oryxantilopen, Gazellen, Wasserbiffeln, Rindern, Resusaffen und Menschen mit
Tuberkuslose isoliert werden (van Ingen et al. 2012). Eine weitere Isolierung gelang bei
einem afrikanischen Buffel (Gey van Pittius et al. 2012).

M. orygis bekam erst im Jahr 2012 seinen Status als eigene Spezies innerhalb des MTC.
Seinen Namen verdankt er dem Ursprungstier seiner Erstisolierung der Oryxantilope. Es wird
eine Tier-zu-Mensch-Ubertragung vermutet (van Ingen et al. 2012).

2.2.10 Mycobacterium suricattae
Sein bisher einzig bekannter Wirt sind Erdmannchen (Suricata suricatta) aus der Kalahari
Woiste in Sudafrika (Parsons et al. 2013).

M. suricattae ist nach heutigem Stand der Jiingste Vertreter der MTC und wurde erst 2013
als eigene Spezies deklariert. Der Erreger scheint hauptsachlich tber die tiefen Abschnitte
des Respirationstraktes in den Wirt einzudringen, denn meistens finden sich Lasionen in der
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Lunge. Da auffallig haufig aber auch die Mesenteriallymphknoten betroffen sind, wird
zumindest eine Ausscheidung tber den Verdauungstrakt vermutet (Drewe et al. 2009).

2.3 Nichttuberkulose Mykobakterien (NTM)

Zu den nichttuberkulésen Mykobakterien (NTM) oder im englischen auch als Mycobacteria
other than tuberculosis (MOTT) bezeichnet, gehdren prinzipiell alle Spezies die nicht dem
MTC zugeordnet werden. Diese Gruppe umfasst damit eine grol’e Anzahl verschiedenster
Spezies.

2.3.1 Mycobacterium avium complex (MAC)

Der Mykobacterium avium-Komplex gehort zu den nichttuberkulésen Mykobakterien (NTM)
und stellt, neben dem Tuberkulose-Komplex, in der Veterinarmedizin sowohl aus klinischen
Aspekten, als auch durch seine 6konomische Bedeutung die wichtigste Gruppe dar.

Zu diesem Komplex werden seit langem die zwei Spezies M. intracellulare und M. avium mit
den vier Subspezies M. avium subsp. avium, M.avium subsp. hominissuis, M.avium subsp.
paratuberculosis, M.avium subsp. silvaticum gezahlt (Kim et al. 2012). Als neuere Vertreter
sind in den letzten Jahren M. chimaera, M. colombiense, M. arosiense, M. vulneris, sowie M.
marseillense, M. timonense, M. bouchedurhonense dazu gekommen (Ben Salah et al. 2009;
van Ingen et al. 2009; Bang et al. 2008; Murcia et al. 2006; Tortoli et al. 2004).

Die Differenzierung der Subspezies von M. avium erfolgte 1990 durch Thorel et al. und man
unterschied fortan M. avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis und M. avium
subsp. silvaticum. Seit 2002 gilt Mycobacterium avium subsp. hominissuis durch die
Untersuchungen von Mijs et al. als eigene Subspezies im MAC.

Mycobacterium avium subsp. avium (MAA)
MAA ist der Erreger der Geflugeltuberkulose.

Die Empfanglichkeit von Végeln fur die Infektion ist unterschiedlich, bei Hihnervégeln und
Tauben ist sie hoch, bei Wassergefligel gering. Daneben spielen aber MAA-Infektionen
auch eine Rolle bei Wildvogeln, besonders bei Greifvogeln. Es gibt weltweit eine Vielzahl
beschriebener Infektionen mit Gefligeltuberkulose aus zoologischen Einrichtungen. Hier
spielt sie aufgrund der gro3en Gefahr von Einschleppung und Verbreitung durch Wildvogel
heute eine bedeutend gréRRere Rolle als in der modernen Gefligelproduktion (Dhama et al.
2011; Silva Adel et al. 2009; Ledwon et al. 2008; Dvorska et al. 2007; Gumussoy et al. 2006;
Keymer et al. 1982; Montali et al. 1976). Infektionen bei Saugetierarten mit MAA sind zwar
selten, aber bei verschiedenen Arten dennoch beschrieben. Dazu zahlen der Asiatische
Elefant und der Bengalische Tiger (Yong et al. 2011; Cho et al. 2006). Da die Differenzierung
der Subspezies erst 1990 bzw. 2002 flir M. avium subsp. hominissuis erfolgte, ist es nicht
eindeutig nachzuvollziehen, um welche Subspezies von M. avium es sich in den alteren
Fallbeschreibungen genau handelt (Mobius et al. 2006; Mijs et al. 2002; Thorel et al. 1990).
Dazu gehéren zum Beispiel einige Verdffentlichungen von Infektionen mit M. avium beim
Kanguru, Makaken, Hauspferd, Igel und Hirsch (Biet et al. 2005; Maslow et al. 2003; Thorel
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et al. 1997; Gunnes et al. 1995; Mann et al. 1982; Matthews and McDiarmid 1977). MAA
kann auch Mykobakteriosen beim Menschen hervorrufen (Thorel et al. 1990).

Bei der Gefllgeltuberkulose handelt es sich um eine meldepflichtige Tierkrankheit. Die
Infektion erfolgt oral durch die Aufnahme von kontaminiertem Futter, Wasser oder Material
aus der Umwelt (Einstreu, Erde usw.). Es treten tuberkulése Granulome im gesamten Korper
auf, wobei der Primarherd sich meist im Darm befindet. Die Verbreitung erfolgt dann
hamatogen. Wahrend des chronischen Verlaufs werden erhebliche Mengen des Erregers
ausgeschieden (Valentin-Weigand 2011). In der chronischen Phase, die symptomatisch von
starker Kachexie begleitet wird, kommt es zu einer massiven Bildung von Tuberkeln, die
wiederum eine grolle Menge des Erregers enthalten. So gelangen die Erreger aus
ulzerierenden Lasionen des Intestinaltraktes in den Vogelkot. (Dhama et al. 2011).

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)
MAP ist der Erreger der Paratuberkulose.

Neben zahlreichen Haus- und Wildwiederkauern wie Okapi, Bison, Banteng, Tapir, Markhor,
Alpensteinbock, u.v.m. konnte MAP bei einigen anderen Saugetierarten isoliert werden
(Probst et al. 2011; Corn et al. 2005; Vansnick 2004; Erume et al. 2001; Weber et al. 1992).
Dazu gehoren: Resusaffen, Schwarzweil’e Vari, Lisztaffen, Dschelada, Hutiaconga und
Grolde Maras (Minster et al. 2013; Singh et al. 2011). Zudem wurde MAP auch bei Aras,
Schneeeulen und Geierperlhihnern gefunden (Munster et al. 2013). Das zoonotische
Potential von MAP wird nach wie vor wissenschaftlich kontrovers diskutiert, da es eine Reihe
von Hinweisen auf eine Beteiligung am Morbus Crohn beim Menschen gibt (Feller et al.
2007; Naser et al. 2004; Sanderson et al. 1992).

Die Paratuberkulose gehort zu den meldepflichtigen Tierkrankheiten. Es handelt sich um
eine therapieresistente chronisch-progressive Enteritis und Lymphadenitis, die vor allem bei
Wiederkauern auftritt (Valentin-Weigand 2011). Das Krankheitsbild ist lange bekannt und
wurde bereits 1895 von Dr. Johne (Johne and Frothingham 1895), einem deutschen Tierarzt
und Pathologen beschrieben (Sorge 2013); doch erst einige Jahre spater konnte MAP dem
Krankheitsbild durch die Erfillung der Koch’schen Postulate zweifelsfrei zugeordnet werden
(Twort and Ingram 1912). Trotz der 99%igen DNA-Homologie der Subspezies von M. avium
kann MAP phanotypisch durch seine Mycobactin-Abhangigkeit und genotypisch durch das
Insertionselement IS900 unterschieden werden (Tiwari et al. 2006). IS900 wird bis heute
haufig zum Nachweis von MAP verwendet, doch liegt keine 100%ige Spezifitat vor. So
belegt eine Studie unter anderem das Vorliegen von 1IS900 im Genom von M. cookii mit einer
Ubereinstimmung von 94% (Englund et al. 2002). Eine hdhere Spezifitat weisen Zielregionen
wie F57 oder Hsp X auf (Tasara and Stephan 2005). Es kommen drei verschiedenen
Stdmme vor: der Schaf-Typ (Typ 1), der Rinder-Typ (Typ II) und der intermediare Typ (Typ IlI;
(Mlnster 2012). Eine Besonderheit stellt das extrem langsame Wachstum dar; so dass die
Kultivierung von MAP bis zu 16 Wochen dauern kann (Whipple et al. 1991). Das
Krankheitsbild kann in vier Phasen unterteilt werden; die erste Phase tritt bei Jungtieren bis
zu einem Alter von 2 Jahren auf. Sie geht ohne klinische Symptome und mit einer nicht
nachweisbaren Ausscheidungsrate einher. Gefolgt wird sie von der zweiten Phase
(subklinische Phase). Auch hier sind kaum Symptome erkennbar, aber durch eine
Veranderung der Immunantwort kann es zu einer Vergroferung der Lymphknoten und einer
Verdickung der Darmmukosa kommen. In Phase drei (klinische Phase) beginnen die
typischen Symptome, wie Gewichtsverlust und chronischer bzw. intermittierender Durchfall.
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Wahrend dieser Phase werden grofle Erregermengen mit dem Kot ausgeschieden. Es
kommt zu einer weiteren Verdickung der Darmwand mit den fir die Paratuberkulose
typischen hirnwindungsartigen Veranderungen. In der letzten Phase (fortgeschrittene Phase)
zeigen die Tiere Kachexie, Inappetenz und unstillbare Diarrhoe, die zum Tode fihrt (Minster
2012). Die Infektion erfolgt meist oral Uber kotkontaminierte Milch oder Kolostrum, kann aber
auch durch die Aufnahme von kontaminiertem Futter, Wasser oder Bodensubstrat erfolgen
(Clarke 1997).

Mycobacterium avium subsp. hominissuis (MAH)

Hauptwirte fur MAH sind, wie der Name ankulndigt, Menschen und Schweine. Infektionen
treten besonders bei immungeschwachten Personen, wie z.B. HIV-Infizierten, aber auch bei
Kindern in Form von Lymphadenitiden weltweit vor (Despierres et al. 2012; van Coppenraet
et al. 2008). Das Vorkommen von MAH bei Schweinen ist in vielen Landern Europas
beschrieben (Alvarez et al. 2011; Domingos et al. 2009; Johansen et al. 2007; Mobius et al.
2006; Matlova et al. 2004). Aber auch aus den USA, Brasilien oder Japan gibt es
Beschreibungen (lwamoto et al. 2012; Higgins et al. 2011; Romano et al. 2005). Auch bei
anderen Spezies wurden Infektionen mit diesem Erreger beschrieben: bei Rindern, Rotwild,
Hunden, einer Blaustirnamazone, Wasservogeln und Pferden (Blahutkova et al. 2011;
Campora et al. 2011; Higgins et al. 2011; Kriz et al. 2010; Shitaye et al. 2009; Haist et al.
2008; Moravkova et al. 2008; Dvorska et al. 2007; Glawischnig et al. 2006; Mobius et al.
2006). Die Empfanglichkeit scheint bei unterschiedlichen Tierarten aber stark zu variieren
(Dvorska et al. 2007; Hejlicek and Treml 1995).

Die Ubertragung der Infektion erfolgt vermutlich auf dem oralen Weg mit Erregern aus der
Umwelt oder bei der Wasseraufnahme (Pate et al. 2008; Matlova et al. 2005; Mijs et al.
2002). Infektionen mit MAH werden auflRerdem in einigen Fallen bei Co-Infektionen mit
anderen Mykobakterien-Spezies wie MAP beschrieben (Moravkova et al. 2008; Glawischnig
et al. 2006). Das Krankheitsbild zeigt meist Lymphadenitis der mesenterialen bzw. der
intestinalen Lymphknoten. Lasionen kénnen auf den Gastrointestinaltrakt beschrankt bleiben
oder generalisiert vorkommen (Agdestein et al. 2012; Despierres et al. 2012; Haist et al.
2008).

2.3.2 Weitere Mykobakterien

Uber NTM bei Zoo- und Wildtieren gibt es verschiedene Fallberichte z.B. von M.
intracellulare bei Zwergpinguinen, M. peregrinum bei einem Sumatra-Orang Utan, M.
kansasii und M. gastri bei einer Schneeziege, M. ulcerans bei Koalas,
Ringelschwanzbeutlern und einem Alpaka, M. genavense bei einem Sri-Lanka-
Riesenhornchen und einer Vielzahl verschiedener in zoologischen Einrichtungen gehaltenen
Vogelarten, sowie M. fortuitum bei Psittaciformes (Theuss et al. 2010; Napier et al. 2009;
Ledwon et al. 2008; Rietschel 2004; Portaels et al. 2001; Portaels et al. 1996; Keymer et al.
1982). Auch Infektionen mit M. gordonae und M. chelonae konnten bei Zoovdgeln festgestellt
werden (Rodriguez Martinez et al. 2011; Silva Adel et al. 2009).

NTM gelten allgemein als opportunistische Erreger, die ubiquitar in der Umwelt vorkommen
und besonders immungeschwachte Patienten befallen. Viele NTM leben als Saprophyten in
der Umwelt und konnten in (Trink-)Wasser, Boden, Staub, Einstreu bzw. Nestmaterial und
Futter nachgewiesen werden (Biet et al. 2005; Ashford et al. 2001; Falkinham 1996). NTM
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verfligen Uber eine breite Temperaturtoleranz und wachsen in einer grol3e pH-Spanne von
4.0 bis 7.5 (Biet et al. 2005). Sie verursachen Lungenerkrankungen, Lymphadenits und
Hauterkrankungen, konnen aber auch andere Weichteilgewebe, Knochen oder Gelenke
befallen. Oft verursachen sie Infektionen bei immungeschwachten Individuen (besonders
Kinder, HIV-Infizierte und sehr alte Menschen) oder treten in Folge post-operativer
Komplikationen oder Traumata auch bei kompetenter Immunitat auf (Falkinham 1996).

24 Mykobakterien in zoologischen Einrichtungen

Die meisten Spezies des MTC besitzen die Fahigkeit, Wildtiere und andere in zoologischen
Einrichtungen gehaltene Tierarten zu infizieren. Dies spielt besonders eine grof3e Rolle in
Bezug auf das vorhandene zoonotische Potential dieser Spezies.

Es gilt somit nicht nur die Ubertragung von Zootieren auf den Menschen (Pfleger, Tierarzte,
Besucher, usw.), sondern auch eine mogliche Gefahrdung sehr seltener, wertvoller
Tierbestdnde durch die Einschleppung dieser Infektionserreger vom Menschen zu
verhindern. Letzteres spielt besonders in Landern mit sehr hohen humanen
Tuberkuloseinzidenzen eine Rolle.

Zoologische Einrichtungen beherbergen darlber hinaus oft eine groe Anzahl sehr
unterschiedlicher Spezies, die z.T. in engen Kontakt gehalten werden, so dass auch eine
Inter-Spezies-Ubertragung méglich ist. Die Empfanglichkeit, Pathogenitat und Immunantwort
der verschiedenen Spezies unterscheidet sich zudem z. T. stark voneinander und auch die
Krankheitsbilder sind nicht immer einheitlich.

Meistens treten klinische Symptome bei erkrankten Zootieren gar nicht oder nur sehr
unspezifisch auf, was ein Erkennen der Erkrankung am lebenden Tier schwierig macht.

Eine groRe Problematik stellt die Diagnostik von Mykobakterien bei Zootieren dar. Bis heute
steht keine validierte Methodik fir Screening-Tests zur Identifizierung von Mykobakterien-
Infektionen bei anderen Spezies als Rind, Cerviden und dem Menschen zur Verfligung. So
hat der heute immer noch haufig angewandte Tuberkulin-Test bei vielen Spezies nur eine
sehr geringe Aussagekraft.

Die meisten wissenschaftlich geleiteten zoologischen Einrichtungen in Europa sind Mitglied
der European Association of Zoos and Aquaria (EAZA), deren Aufgabe u.a. die Koordination
der Européaischen Erhaltungszuchtprogramme (EEP) und Europaischen
Zuchtbuchprogramme (ESB) ist. Diese Zuchtprogramme dienen dem Erhalt von (bedrohten)
Arten und haben das Ziel einen optimalen Genpool zu gewahrleisten. Hierflr ist ein stetiger
Austausch von Tieren zwischen den verschiedenen zoologischen Einrichtungen auch tber
die Landergrenzen hinaus unabdingbar (EAZA Strategy 2009-2012). Die Richtlinie
92/65/EWG des Rates vom 13. Juli 1992 Uber die tierseuchenrechtlichen Bedingungen flr
den Handel mit Tieren, Samen, Eizellen und Embryonen in der Gemeinschaft sowie fir ihre
Einfuhr in die Gemeinschaft (Balai Directive) regelt zum einen, dass eine Institution
mindestens drei Jahre frei von Rindertuberkulose (M. bovis und M. caprae) sein muss. Zum
anderen gibt sie vor, dass Mitgliedstaaten der EU mit entsprechenden Monitoring-
Programmen fir Primaten, Feliden und Wiederkauern frei von Tuberkulose (hier sind alle
Mykobakterien des MTC eingeschlossen) sein missen. Derzeit gibt es jedoch in keinem
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Mitgliedstaat der EU solch ein anerkanntes Programm. Das bedeutet in der Praxis, dass
einzelne Tiere aus offiziell TB-freien Institutionen nicht getestet werden missen und somit
potenziell ein Austausch von unzureichend getesteten Tieren stattfindet.

Was fur eine Rolle Mykobakterien in deutschen zoologischen Einrichtungen spielen, ist nicht
eindeutig zu beurteilen, da umfassende Studien hierzu fehlen. Eine ausflhrliche
Fallbeschreibung eines Tuberkuloseausbruchs bei verschiedenen Tierarten im Zoo
Heidelberg verursacht durch M. pinnipedii existiert aus dem Jahr 2011 (Jurczynski et al.
2011). Dabei kam es zur Ubertragung der Erkrankung von einem Tapir auf Kamele und ein
Stachelschwein. Aus jlingerer Zeit stammt ein Fall von Tuberkulose verursacht durch M.
tuberculosis bei einem Elefanten im Zoo Karlsruhe stammt aus dem Jahr 2014 (Babara
Lang, Karlsruhe, persdnliche Mitteilung). Uber das Vorkommen von MAP in deutschen Zoos
gibt es zwei Studien. Munster et al. zeigt, dass MAP nicht nur bei Wiederkauern, sondern
auch anderen Saugetierarten (u.a. Primaten) und Voégeln vorkommt (Minster et al. 2013).
Die Studie fand in einem Zoo in Nordrhein-Westfalen statt. In einer zweiten Studie von
Probst et al. wurden zehn deutsche und ein tschechischer Zoos untersucht (Probst et al.
2011). Von 667 getesteten Tieren wiesen dabei 19 Antikorper gegen MAP auf. Die Pravalenz
lag in den einzelnen Einrichtungen zwar nur bei 2-8 %, doch war in jedem der getesteten
zoologischen Einrichtungen mindestens ein serologisch positives Tier zu finden.

Infektionen mit anderen NTM werden regelmaRig aus vielen zoologischen Einrichtungen
Deutschlands berichtet. Eine Fallbeschreibung von M. avium bei einer Gruppe
Rotschenkliger Kleideraffen (Pygathrix nemaeus nemaeus) aus dem Kolner Zoo stammt aus
dem Jahr 2010 (Plesker et al. 2010). Einige weitere Ausbriche wurden im Zoo Osnabrick
2011 bei BlauhalsstrauBen (Struthio camelus australis) und bei Humboldpinguinen
(Spheniscus humboldti) im Tiergarten Nirnberg und Tierpark Hagenbeck festgestellt
(Jurczynski et al. 2013; Scheibe et al. 2012). Die Infektion eines Sri-Lanka-Riesenhérnchens
(Ratufa macroura) mit M. genavense aus dem Leipziger Zoo wurde im Jahr 2010 publiziert
(Theuss et al. 2010). Rietschel beschreibt im Jahr 2004 zwei Falle von Mykobakteriose bei
einem Sumatra-Orang-Utan (Pongo abeliiy) mit M. peregrinum und einer Schneeziege
(Oreamnos americanus) mit M. kansanii und M. gastri in der Wilhelma Stuttgart (Rietschel
2004). Auch Falle von Infektionen mit MAH bei einem Russelspringer und Chinesischen
Zwergwachteln konnten zwischen 2012 und 2013 festgestellt werden (Tobias Knauf-Witzens,
Stuttgart, personliche Mitteilung). Diese Reihe von ,Einzelfallbeschreibungen® und die
wenigen etwas umfassenderen Studien zeigen, dass Mykobakterien in vielen zoologischen
Einrichtungen in Deutschland vorkommen.

2.5 Diagnostik

2.5.1 Direkter Erregernachweis

Mikroskopie

Zum Nachweis saurefester Stabchenbakterien werden die Ziehl-Neelsen-Farbung und die
Auramin-Farbung (Fluoreszenzfarbstoff) angewandt.

Bei der Ziehl-Neelsen-Farbung wird eine Mischung aus dem basischen Farbstoff Fuchsin
und Phenol eingesetzt. Durch langsames Erwarmen der Probe dringt der Farbstoff in die
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Lipidschicht. Dieses wird vom Phenol erleichtert. AnschlieRend wird die Probe mit einer
Saure/Alkohol-Mischung entfarbt. Durch die Saurefestigkeit der Mykobakterien bleibt der
Farbstoff bei diesem Schritt in ihrer Lipidschicht erhalten. AbschlieRend wird mit
Methylenblau gegengefarbt. Saurefeste Organismen erscheinen dadurch rot im Mikroskop,
wahrend Hintergrund und andere Organismen blau gefarbt sind (Madigan and Martinko
2006).

Der Vorteil dieser Methode ist die relativ schnelle Anwendbarkeit. Bei der Beurteilung ist aber
lediglich die Feststellung von saurefesten Stabchenbakterien und keine weitere
Differenzierung von Spezies mdglich. Aulierdem gibt es neben den Mykobakterien auch
andere saurefeste Organismen, die nicht unterschieden werden konnen: z.B. die Gattungen
Nocardia, Rhodococcus und Corynebacterium. Die Sensitivitat ist zu dem relativ schlecht
und liegt zwischen 25-65%. Die minimale Keimmenge flr ein positives Ergebnis betragt bei
der mikroskopischen Untersuchung ca. 5 x 10* Bakterien/ml (Bottger 2001).

Bei der Auramin-Rhodamin Farbung wird ein Gemisch aus den Farbstoffen Auramin O
(Diphenylmethanfarbstoff) und Rhodamin B (Xanthenfarbstoff) als Fluoreszenzmarker
eingesetzt. Durch das anschlieRende Entfarben mit einer Saure/Alkohol-Mischung und
Gegenfarben mittels Kaliumpermanganat, konnen die saurefesten Stabchen, welche sich
nicht entfarben, im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden. Mykobakterien
erscheinen hell leuchtend, goldgelb-griinlich und heben sich deutlich vom Hintergrund ab
(Silver et al. 1966).

Ein Nachteil der Fluoreszenzmethode gegeniber der ZN-Farbung ist, dass die Morphologie
der Erreger oft nur unzureichend beurteilt werden kann und in diesen Fallen noch eine ZN-
Farbung hinzugezogen werden musste (Richter 2009).

Kultureller Erregernachweis

Die meisten Mykobakterien (NTM) sind, was ihr Wachstum betrifft, relativ anspruchslos.
Einige wenige NTM sind dagegen kaum kultivierbar wie z.B. M. haemophilum, M. ulcerans
und M. genavense (Bottger 2001). Auch die diagnostisch besonders bedeutsamen
Mykobakterien des MTC und des MAC sind auf Grund ihres langsamen Wachstums
aufwendiger in der Anzucht (Valentin-Weigand 2011). Die ublich verwendeten Nahrbdden
enthalten Eidotter. Dieser dient als fettreicher Stickstofflieferant, welcher das Wachstum der
Mykobakterien beglnstigt. Fur eine notwendige Unterdrickung der Begleitflora wird den
Nahrbéden aullerdem Malachitgriin und zum Teil Antibiotikazusatze zugefugt. Die Anzucht
erfolgt meist bei 37°C und dauert acht Wochen bei wdchentlicher Kontrolle (erste Kolonien
meist nach 2-4 Wochen sichtbar; Bottger 2001). Besonders langwierig mit bis zu 16 Wochen
ist die Anzucht von MAP (Whipple et al. 1991). Dieser Erreger bendtigt zudem Mycobactin
als Wachstumszusatz, eine Eisen-Chelatverbindung (Siderochrom), die von den meisten
Mykobakterien selbstandig synthetisiert werden kann (Thorel et al. 1990; Raymond et al.
1984). NTM besitzen je nach Spezies ein groReres Temperaturspektum, das meist zwischen
20 — 40 °C liegt (llg 2003). Bei Verdacht auf M. avium oder M. marinum wird beispielsweise
eine Bebritung von 45 °C bzw. 25 °C empfohlen (AVID IX 1997). Es werden Fest- und
Flussignahrmedien zur Anzucht verwendet. Zu den ublich angewendeten Nahrmedien
gehoren Loéwenstein-Jensen, Middlebrook, Herrold’s-Egg-Yolk und Stonebrink (Valentin-
Weigand 2011).
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Vorteil der Kultur ist ihre hohe Empfindlichkeit, die ihr bis heute noch die Bezeichnung
,Goldstandard” erhalten hat. Es wird empfohlen fir die Diagnostik ein Flissig- und zwei
Festmedien in Kombination zu verwenden (DIN 58943-3), d. h. mindestens drei
verschiedene Nahrmedien zu beimpfen. Ein Problem der Kultur ist die Kontaminationsgefahr
bei nicht sterilem Probenmaterial. Durch das langsame Wachstum der Mykobakterien kann
es schnell zu einem Uberwachsen mit der Begleitflora kommen. Deshalb ist eine
Dekontamination der Proben mit Chemikalien wie N-Acetyl-L-Cystein (NALC) und
Natriumhydroxid (NaOH), Schwefelsdure (AVID IX 1997), Natrium-Laurylsulfat (SDS) oder
Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC) notwendig (Ambrosio et al. 2008; Buijtels and Petit 2005;
Carricajo et al. 2001; Bottger 2001).

Neben den konventionellen Nahrmedien stehen auch eine Reihe automatisierter und
schnellerer Verfahren zur Verfigung.

Hierzu zahlt das BACTEC 12B Flussigmedium aus dem BACTEC-460 System, das MGIT
(Mycobacterium Growth Indicator Tube) Flissigmedium und das MB Redox Flissigmedium.
Diese Medien zeichnen sich dadurch aus, dass sie ein vergleichsweise schnelles Wachstum
der Mykobakterien gewahrleisten und damit eine schnellere Diagnostik ermdglichen. Ein
weiterer Vorteil besteht in der héheren Nachweisrate aus Probenmaterial mit einer sehr
geringen Erregermenge und besonders bei Proben, die in der Ziehl-Neelsen-Farbung
negativ sind.

Das sog. BACTEC-460 System ist ein halbautomatisches System, bei dem das bakterielle
Wachstum radiometrisch gemessen wird. Bei dem BACTEC 12B Medium handelt es sich um
ein modifiziertes Middlebrook 7H9 Medium. Nachteil dieses Systems sind die hohen Kosten
und die Gefahrdung durch radioaktiven Abfall.

Auch beim MGIT Medium handelt es sich um ein modifiziertes Middlebrook 7H9 Medium.
Der Verbrauch von Sauerstoff durch das Mykobakterienwachstum aktiviert die Fluoreszenz
des enthaltenen Indikators. Diese Fluoreszenz kann im Transilluminator durch UV-Licht der
Wellenlange 365 nm sichtbar gemacht werden.

Das MB Redox Flissigmedium besteht aus einem modifizierten Kirchner Medium, dem ein
farbloses Tetrazolium-Salz zugegeben ist. Dieses wird durch das Redox-System der
Mykobakterien zu einem pinkfarbenen, roten oder violetten Farbstoff (Formazan) reduziert.
Das serumhaltige Kirchner Medium enthalt das Antibiotikagemisch PACT (Polymyxin B,
Amphotericin B, Carbenicillin, Trimethoprim), sowie einen speziellen Vitaminkomplex,
welcher das Wachstum der Mykobakterien beschleunigt.

MB Redox Flussigmedium ist ein selektives Medium. Im Gegensatz zu dem BACTEC 12B
und dem MGIT Medium enthalt es bereits verschiedene Antibiotika (Polymyxin B,
Amphotericin B, Carbenicillin und Trimethoprim [PACT]) zur Hemmung der Begleitflora und
ist damit als einziges der oben genannten Medien ,ready-to-use“ (Heifets et al. 2000).

Wahrend das MGIT Medium dem MB Redox Medium an Sensitivitat etwas Uberlegen ist,
liefert das MB Redox Medium schnellere Ergebnisse (Somoskévi and Magyar 1999).

Zu der Sensitivitat der drei Flissigmedien gibt es widersprichliche Studien. Wahrend in den
Studien von Heifets et al. sowie Piersimoni et al. das Bactec System die hdchste
Nachweisrate aufweist, gefolgt von MB Redox Medium vor dem MGIT Medium, kommen
Somoskovi et al. als einzige zu dem Ergebnis, dass das MGIT Medium dem MB Redox
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Medium Uberlegen ist. In allen Studien liefert das MB Redox Medium gegentiber dem MGIT
aber die schnelleren Ergebnisse (Heifets et al. 2000; Somoskdvi and Magyar 1999;
Piersimoni et al. 1999).

Bei dem neusten System von Becton, Dickinson and Company (BD) handelt es sich um das
vollautomatische BACTEC MGIT 960 System. Als Medium wird MGIT verwendet und die
Messung erfolgt Uber die entstehende Fluoreszenz.

Dem Bactec-460 System in Sensitivitdt und Geschwindigkeit ebenbdrtig ist das neuere und
ebenfalls vollautomatische BACTEC 9000MB System, bei dem Myco/F Medium verwendet
wird. Auch beim Myco/F Flissigmedium handelt es sich um ein modifiziertes Middlebrook
7H9 Medium und das Messverfahren beruht auf Fluoreszenztechnologie (Harausz et al.
2015).

Molekularbiologische Verfahren
Nachweis von Mycobacterium spp.

Zur Extraktion der DNA aus Mykobakterien gibt es eine Vielzahl von verschiedenen
Verfahren. Zum einen finden sich Veroffentlichungen von laboreigenen Verfahren zur DNA-
Extraktion (Kumar et al. 2016), zum anderen gibt es kommerziell erhaltliche Extraktions-Kits
von verschiedenen Firmen, die ein genaues Protokoll zur Vorgehensweise mit sich fihren.

Eine besondere Schwierigkeit bei der DNA-Extraktion von Mykobakterien stellt der
besondere Aufbau der Zellwand dar (Hosek et al. 2006). Die DNA-Extraktion von
Mykobakterien wird durch eine Kombination verschiedener Lyseverfahren erreicht.

Prinzipiell kann bei der Lyse der Zellwand zwischen physikalischen,
chemisch/enzymatischen und Kombinationen dieser zwei Verfahren unterschieden werden.
Zu den physikalischen Verfahren gehdren das Erhitzen, die Verwendung von Beads (kleinen
Kugelchen) aus verschiedenen Materialien und Ultraschallbehandlungen. Zur enzymatischen
Lyse der Zellwand wird besonders haufig Proteinkinase K und Lysozym verwendet.
Chemische Lyse wird haufig mit SDS oder Triton X-100 erreicht (Amaro et al. 2008; Hosek et
al. 2006; Aldous et al. 2005).

Bei Natriumdodecylsulfat (SDS, engl.= sodium dodecyl sulfate) handelt es sich um ein
anionisches Detergens. Seine Wirkung bei der Zelllyse basiert auf der Zerstérung der
Tertiar- und Quatarstruktur von Proteinen durch die Unterbrechung ihrer nichtkovalenten
Bindungen. Beim Octoxinol 9 (Handelsname Triton®X-100) handelt es sich um ein
nichtionisches Tensid, das im Gegensatz zu SDS aber nicht denaturierend wirkt. Bei hohen
Konzentrationen oder zusammen mit Lithiumchlorid kommt es zur Zelllyse (Koley and Bard
2010). Lysozym wird meist aus Huhnereiweil3 gewonnen und hydrolysiert die glycosidischen
Bindungen zwischen N-Acetylmuraminsaure (NAM) und N-Acetylglucosamin (NAG) im
Murein-Sacculus der Bakterienzellwand. Die Serin-Protease Proteinkinase K spaltet gezielt
Peptidbindungen und ihre optimale Reaktionstemperatur liegt zwischen 50 - 60°C.

Trotz der Kombination verschiedener Lysemethoden (auch in den Protokollen kommerzieller
Kits) bei Mykobakterien, ist die gewonnene DNA-Menge oft gering und die
Sensitivitidtsgrenze liegt bei maximal 102 KBE/ml (Thakur et al. 2011; Kaser et al. 2010).
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Die Polymerase-Kettenreaktion (englisch Polymerase Chain Reaction) ist ein in vitro-
Amplifikationsverfahren, bei dem eine definierte Zielsequenz vervielfaltigt wird. Sie wurde
1983 von Kary Mullis entwickelt, wofur er 1993 den Nobelpreis fir Chemie bekam. Das
Grundprinzip setzt sich dabei aus drei Schritten zusammen. Zunachst wird das
doppelstrangige DNA-Molekll (Template) durch Hitze aufgetrennt (Denaturierung bei ca.95
°C). An die als Einzelstrange vorliegende DNA konnen nun, bei etwas geringeren
Temperaturen, zwei spezifisch fir eine Zielsequenz ausgewahlte Oligonukleotide (Primer)
hybridisieren (Annealing). Die Primer dienen als Starter fur die Polymerisation, durch die
wieder doppelstrangige DNA-Molekile entstehen. Dies geschieht mit Hilfe der DNA-
Polymerase, einem Enzym, das die Polymerisation katalysiert. Ublicherweise wird hierfir
eine aus thermophilen Bakterien (Thermus aquaticus) isolierte DNA-Polymerase (Tag-DNA-
Polymerase) verwendet, da sie die im Denaturierungsprozess bendtigten hohen
Temperaturen unbeschadet (bersteht (Saiki et al. 1988). Durch den Einbau von
Nukleinsaurebausteinen in Form von Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTP) kommt es zur
Neusynthese eines komplementaren Stranges zur Zielsequenz (Elongation oder Extension).
Die zyklische Wiederholung dieser gesamten Reaktion bewirkt eine exponentielle Zunahme
der Zielsequenz (Target). Lasst man 30 dieser identischen Zyklen ablaufen, erreicht man
theoretisch einen Vervielfaltigungsfaktor von ca. 109. In Folge kleinster Schwankungen der
Amplifikationseffizienz kann es jedoch zu sehr groRen Mengenunterschieden des
Amplifikatgehaltes nach Abschluss der PCR kommen. Diese Schwankungen entstehen z B.
durch den zunehmenden Verbrauch von Primern und dNTP im Reaktionsgemisch und einen
Aktivitatsverlust der DNA-Polymerase, der durch die Zunahme der Amplifikationsprodukte
verursacht wird (Plateau-Effekt). Eine sichere Quantifizierung der Ausgangsmenge anhand
des Endproduktes ist damit nicht mdglich. Ein weiterer Nachteil der konventionellen PCR ist
ihre hohe Anfélligkeit fur Kontaminationen. Es ist daher immer notwendig eine
Negativkontrolle (enthadlt keine Zielsequenz) mit zu fuhren (Schmidt et al. 1995). Zur
Kontaminationsvermeidung ist eine strikte raumliche und organisatorische Trennung
unverzichtbar. Auch inhibierende Faktoren in klinischem Material (z.B. Hamoglobin, EDTA),
die zu falsch negativen Ergebnissen fihren mussen bericksichtigt werden (Wilson 1997).
Hierflr wird stets eine Positivkontrolle (enthalt die Zielsequenz) mitgefihrt. Vorteile der PCR
sind ihre hohe Sensitivitat und die schnelle Verfigbarkeit der Ergebnisse.

Der Nachweis der Amplifikate aus der PCR erfolgt tblicherweise durch die Auftrennung nach
Grolde in einem Agarosegel und ihrer Anfarbung z.B. mit Ethidiumbromid.

Besonders haufig zum Nachweis von Mycobacterium spp. werden Zielsequenzen des 16S
rRNA-Gens verwendet. Das Vorkommen dieses Gens in jedem zellularen Organismus
sichert die zuverlassige Nachweisbarkeit auf Grund der hohen Sensitivitdt. Sequenzen
dieses hoch konservierten Gens wurden daher erfolgreich in einer Vielzahl von Studien zum
Nachweis von Mycobacterium spp. verwendet. Ein Nachteil der Verwendung des 16S rRNA-
Gens als Zielsequenz stellt die Tatsache dar, dass eine Differenzierung sowohl auf Spezies-
als auch auf Subspeziesebene nicht immer mdglich ist. Diese Problematik betrifft u.a. den
Tuberkulose-Komplex, bei dem M. tuberculosis eine identische 16S rRNA-Sequenz mit M.
bovis und M. africanum aufweist (Rogall et al. 1990b). Auch die Subspezies des
Mycobacterium avium-Komplexes besitzen eine identische 16S rRNA-Sequenz (Turenne et
al. 2001) und der pathogene Erreger M. kansasii kann nicht vom fakultativ pathogenen M.
gastri unterschieden werden (Wayne and Sramek 1992; Rogall et al. 1990a). Fir eine
Differenzierung missen andere Genabschnitte gewahlt werden. Ein weiterer Nachteil bei der
Verwendung des 16S rRNA-Gens als Zielsequenz kann die Existenz von multiplen
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heterogenen Kopien des Gens im Genom darstellen. Dies bereitet Probleme bei der
Verwendung fir phylogenetische Analysen (Case et al. 2007).

Eine bessere Alternative stellt die Verwendung des Gens dar, das die Beta-Untereinheit der
RNA Polymerase codiert (rpoB). Das rpoB-Gen liegt anders als das 16S rRNA-Gen nur in
einfacher Kopie im Genom vor. Es eignet sich sowohl zur Differenzierung auf Spezies- und
Subspeziesebene als auch sehr gut flr phylogenetische Studien (Adékambi et al. 2008;
Adékambi et al. 2006; Kim et al. 1999).

Nachdem in den meisten Studien, die das rpoB-Gen als Zielsequenz verwendeten, Isolate
aus dem humanmedizinischen Bereich stammten, wurden in einer Studie von Higgins et al.
aus dem Jahr 2011 386 Isolate aus dem veterinarmedizinische Bereich verwendet. Diese
stammten von Haustieren, landwirtschaftlichen Nutztieren, Wildtieren und Zootieren und
schlossen Proben von Amphibien, Reptilien, Végeln und Saugetieren ein. Von den 386
Isolaten konnten 310 (80%) auf Spezieslevel identifiziert werden und wiesen dabei
Ubereinstimmungen von 298% mit einer Referenzsequenz auf.

Bei der Real-time-PCR handelt es sich um ein quantitatives Nachweisverfahren. Sie stellt
somit ein ,Nachfolgemodell“ der konservativen PCR dar. Zu nachst fanden interkalierende
Fluoreszenzfarbstoffe wie Ethidiumbromid oder SYBR®Green | Verwendung. Durch den
Einsatz sequenzspezifischer und fluoreszenzmarkierter Sonden, die sich zwischen die
Doppelstrange einlagern, kann diese Fluoreszenz unter Licht einer bestimmten Wellenlange
gemessen werden und ist proportional zur Menge der entstandenen Amplifikate. Die Analyse
der Amplifikatbildung geschieht also in Echtzeit (engl.: real-time). Das Grundprinzip der
messbaren Fluoreszenzsignale ist die abstandsabhangige Energieubertragung der
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET). Werden zwei Flurochrome in eine
raumliche Nahe von weniger als 70 A gebracht, kommt es zum Energietransfer von einem
angeregten Farbstoff auf den zweiten. Es gibt eine Vielzahl verschiedener FRET-Sonden,
dazu zahlen u.a. Hybridisierungssonden (LightCycler®-Sonden), Molecular Beacons,
Scorpions™ und TagMan®-Sonden (Beer and Haas 2011; Parashar et al. 2006).

Zur Detektion von Mykobakterien wurden bereits einige Real-time PCR-Assays erfolgreich
verwendet. Dazu gehdren die Anwendung von SYBR Green |, Minor groove binder (MGB),
Duplex Scorpion-Primer, TagMan®-Sonden, Molecular Beacons sowie
Hybridisierungssonden (Tortoli et al. 2012; Wang et al. 2007; Ravva and Stanker 2005;
Aldous et al. 2005; Shrestha et al. 2003; Fang et al. 2002).

Bei einer Schmelzkurvenanalyse, wird die Temperatur langsam und kontinuierlich erhéht. Mit
ihrer Hilfe kann die Fragmentldnge unterschieden und damit die Spezifitdt der Amplifikate
bestimmt werden. Jedes PCR-Produkt, bestehend aus doppelstrangiger DNA, hat einen
spezifischen Schmelzpunkt, bei dem der Doppelstrang zu zwei Einzelstrangen denaturiert,
was zu einem Abschmelzen der Sonden fuhrt. Dieser liegt hoher, als der Schmelzpunkt von
unspezifischen Primerdimeren und somit kdnnen diese voneinander unterschieden werden.
Durch das Abschmelzen der Sonden kommt es zu einem Abbruch der Fluoreszenz, welches
gemessen werden kann (Ririe et al. 1997). Schmelzkurvenanalysen kénnen u.a. bei der
Diagnostik von Mykobakterien sowohl zur Unterscheidung von antibiotikaresistenten M.
tuberculosis-Stammen, als auch zur Differenzierung zwischen Vertretern des
Tuberkulosekomplexes und nicht tuberkuldsen Mykobakterien (NTM) angewendet werden
(Pietzka et al. 2009; Shrestha et al. 2003).
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Molekulare Differenzierung von Mycobacterium spp.

Zur weiteren Charakterisierung der erregerspezifischen Amplifikate gibt es verschiedene
Methoden. Hierzu zahlen Verfahren wie ,Southernblot, Restriktionsfragmentlangen-
Polymorphismus (RFLP), Spoligotyping, ,Mycobacterial interspersed repetitive unit variable
number of tandem repeats® Analyse (MIRU/VNTR-Typing) und die Sequenzanalyse (Comas
et al. 2009; Kremer et al. 1999; Yuen et al. 1993).

Beim ,Southernblot* wird in der Regel die Zielsequenz auf einer Festphase fixiert, zu
Einzelstrangen denaturiert, mit markierten Sonden inkubiert und je nach Markierungstechnik
mit einem bildgebenden Verfahren sichtbar gemacht (Rontgenfilm, Fluoreszenzdetektion
u.a.). Diese Methode wurde z.B. flir epidemiologische Studien zur genaueren Differenzierung
von M. tuberculosis-Stammen verwendet (Beer and Haas 2011; Yuen et al. 1993; Ross et al.
1991).

Wird die Zielsequenz vor der GroRenauftrennung im Agarosegel mit ausgewahlten
Restriktionsenzymen behandelt, kommt es zur Spaltung in unterschiedlich groRRe Fragmente
und es ergibt sich ein bestimmtes Bandenmuster. Anhand dieses erregerspezifischen
Restriktionsenzymfragmentmusters, kann eine genauere Charakterisierung erfolgen (Pavlik
et al. 1999).

Spoligotyping oder Spacer oligonucleotide typing bezeichnet eine Methode, bei der
Bakterienstamme durch den Vergleich sogenannte Spacer-Regionen unterschieden werden
kénnen. Diese Spacer-DNA-Sequenzen (auch Trenn-DNA-Sequenzen genannt) sind DNA-
Abschnitte, die zwischen den Genen bzw. den Direct-Repeat (DR)-Regionen liegen. Das
Spoligotyping wird verwendet zur Differenzierung von Erregern des MTC in Spezies und
Subtypen (Kamerbeek et al. 1997).

Bei der MIRU/VNTR-Typisierung werden mykobakterienspezifische repetitive Einheiten
bestimmt, die in variabler Anzahl an bestimmten Stellen des Genoms lokalisiert sind. Da
diese Regionen einen grol’en Polymorphismus aufweisen, kdnnen sogar verschiedene
Isolate unterschieden werden, was fir die Atiologie und Epidemiologie von groRer
Bedeutung ist (Supply et al. 2001; Supply et al. 2000).

Die Sequenzanalyse ist eine Methode zur vollstdndigen Bestimmung der Nukleotidabfolge
eines DNA-Fragments (Rogall et al. 1990b). Die verbreitetste Methode dafir ist die von
Frederick Sanger entwickelte Didesoxynukleotid-Kettenabbruchmethode. Dabei werden
markierte Didesoxynukleosidtriphospphate verwendet, die an ihrem 3°-C-Atom nur ein H-
Atom tragen, statt der flr die weitere Elongation notwendigen OH-Gruppe. Dadurch kommt
es zum Kettenabbruch. Die so entstandenen unterschiedlich lang synthetisierten Stlicke,
werden der GroRRe nach aufgetrennt und ergeben die Basenabfolge (Hof and Dérries 2009).

Pathomorphologischer Nachweis

Auf Grund der haufigen Schwierigkeiten der ante mortem Diagnostik bei Tieren aus
zoologische Einrichtungen im Zusammenspiel mit der kaum oder unspezifisch auftretenden
Symptomatik, im Falle einer Infektion mit Mykobakterien, spielt der pathomorphologische
Nachweis eine grof3e Rolle (Jurczynski et al. 2012; Lécu and Ball 2011). So waren viele
Wildtiere und in  zoologischen Einrichtungen lebende Tiere vorher nicht
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tuberkuloseverdachtig, bei denen in der Sektion tuberkuldse Veranderungen festgestellt
wurden (Kaneene et al. 2010). Auffallig sind hierbei typische granulomatdse Veranderungen
im gesamten Tierkorper. Diese tuberkulosen Lasionen bestehen meist aus gelblich sekundar
verkasenden nekrotischen Zentren umgeben von weillem bis graulichem fibrésem Gewebe
(Valentin-Weigand 2011). Die histopathologische Untersuchung kann zu einer Erhartung des
Verdachts fuhren, liefert aber keinen erregerspezifischen Nachweis. Daher ist eine
labordiagnostische Untersuchung des veradnderten Gewebes zur Diagnosestellung
unabdingbar. Histologisch gleichen sich die tuberkulésen Veranderungen von Wildtieren
unterschiedlicher Spezies (Kaneene et al. 2010).

Eine besondere Bedeutung hat der pathomorphologische Nachweis auch im Rahmen der
amtlichen Fleischuntersuchung am Schlachtkérper (Moser et al. 2014; Valentin-Weigand
2011).

Ein groRRes Problem flir den pathomorphologischen Nachweis ist das Erkennen der Infektion
im Anfangsstadium. In diesem Stadium sind oft keine bzw. nicht erkennbare makroskopische
oder nur unspezifische entziindliche Veranderungen im Tierkdrper vorhanden. So konnte M.
bovis bereits mehrfach aus Probenmaterial von Patienten ohne sichtbare Lasionen kultiviert
werden (Moser et al. 2014; Kaneene et al. 2010).

2.5.2 Indirekter Erregernachweis (Nachweis einer Inmunreaktion)

Hauttest

Der Tuberkulosehauttest wurde bereits bei einer groRen Anzahl von Zootierarten
(erfolgreich) angewendet. Von einer Validierung fur einzelne Zootierspezies ist diese
Methode aber weit entfernt (Lécu and Ball 2011). Bei der Durchfiihrung werden Antigene in
Form von ,Purified Protein Derivative“ (PPD) von M. tuberculosis, M. bovis oder M. avium
intrakutan appliziert und die jeweilige Injektionsstelle nach 24, 48 und 72 Stunden auf eine
auftretende Schwellung Uberpruft. Diese tritt im positiven Fall durch eine T-Zell-vermittelte
Immunreaktion auf. Die Ubliche Injektionsstelle bei Boviden ist die Zervikalregion, wahrend
bei Kameliden in die Axillarregion und bei Primaten in das obere Augenlid injiziert wird
(Kaneene et al. 2010).

Die sehr stark variierende Dicke und der unterschiedliche Aufbau der Haut bei den
verschiedenen Spezies erschwert die Vergleichbarkeit und Interpretation des Testes.
Richtlinien fur die Interpretation des Tuberkulosehauttestes sind nur fir Primaten, Rinder,
Hirsche und Tapire beschrieben. Die Sensitivitat des Testes ist zudem oft schlecht fir
Zootiere (50-90%) oder Daten zur Sensitivitat fehlen ganz (Jurczynski et al. 2012; Lécu and
Ball 2011; Cousins and Florisson 2005). Falsch positive Ergebnisse kdnnen durch
Infektionen mit NTM hervorgerufen werden. Es wird daher empfohlen die Methode als
Simultantest durchzufiihren und auf einer Képerseite M. avium-PPD und auf der anderen
Seite M. bovis-PPD zu verwenden. Des Weiteren sollten die Injektionsstellen nicht nur visuell
betrachtet, sondern immer palpiert und die Hautdicke vermessen werden, um dadurch falsch
negative Ergebnisse zu vermeiden. Dies ist bei Zootieren oft ein Problem, da eine
wiederholte Immobilisation zur Beurteilung des Testes notwendig ist. Falsch negative
Ergebnisse kénnen auch durch Immunsuppression, Malnutrition, medikamentdse
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Behandlungen oder Desensibilisierung nach wiederholtem Tuberkulinhauttest auftreten
(Lécu and Ball 2011; Kaneene et al. 2010).

Nachweis von Interferon y (IFG-Test)

Beim Interferon-Gamma-Test handelt es sich um eine in vitro Variante des auf die
zellvermittelte Immunantwort basierenden Testverfahrens. Hierbei werden die T-
Lymphozyten im Labor mit dem mykobakeriellen Antigen (meist aviares oder bovines PPD)
stimuliert. Bei bereits vorherigem Kontakt mit dem spezifischen Antigen, werden die T-
Lymphozyten so zur Proliferation und Sekretion von Cytokinen, insbesondere Interferon-y,
angeregt. In einem zweiten Schritt wird dann die Menge des Interferon-y mittels ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) oder ELISPOT (enzyme-linked immunosorbent spot)
bestimmt. Eine Schwierigkeit bei dieser Methode ist die Tatsache, dass die T-Lymphozyten
auf dem Weg zum Labor nicht geschadigt werden durfen. Das heil3t Blutproben miissen das
Labor spatestens 8-10 Stunden nach der Entnahme erreichen und kontinuierlich bei
moderater Raumtemperatur (bis 22 °C) gelagert werden. Zwar gibt es einige kommerzielle
Test-Kits auf dem Markt wie den BOVIGAM® der Fa. Prionics (mittlerweile Teil der Thermo
Fisher Scientific Inc.) fir Rinder, den PRIMAGAM® fur Primaten (Thermo Fisher Scientific
Inc.) oder QUANTIFERON GOLD® fir die Humanmedizin (Quiagen N.V.). Diese sind
teilweise auch bei einigen exotischen Tierarten anwendbar (z.B. der BOVIGAM-Test fir
Bisons, Buffel und andere exotische Boviden oder auch Giraffen), doch wurden in
verschiedenen Feldstudien auch eine Reihe von Problemen beim Einsatz dieser Test-Kits
bei nicht ,validierten“ Tierarten festgestellt. So scheinen einige Paarhufer beispielsweise nur
schwach auf das verwendete Antigen zu reagieren oder das produzierte IFG wird im ELISA
nicht detektiert (Lécu and Ball 2011; Grobler et al. 2002).

Serologische Testverfahren

Serologische Testverfahren haben in den letzten Jahren auf Grund ihrer verbesserten
Sensitivitdten und Spezifitdten in der Diagnostik von Mykobakterien wieder an Bedeutung
gewonnen. Da ihre Sensitivitat aber immer noch deutlich hinter anderen Testverfahren liegt,
sollten sie nur in Kombination mit anderen Methoden verwendet werden. Fir den Nachweis
von Mykobakterien sind einige kommerzielle Testverfahren auf dem Markt wie z. B.
ElephantTB STATPAK (Fa. Chembio Diagnostic Systems Inc., Medford, New York, USA)
oder der PrimaTB STATPAK (Fa. Chembio). Diese vor allem beim Elefanten angewendeten
Verfahren wurden in den letzten Jahren o6fter von Autoren auch bei anderen Tierarten
(Seeldwen, Nashorn, Tapire, Kamele, Hirsche, Primaten) als vielversprechend beschrieben
(Jurczynski et al. 2012; Duncan et al. 2009; Greenwald et al. 2009; Moser et al. 2008;
Lyashchenko et al. 2007). Fir eine endgiltige Aussage Uber Sensitivitdt und Spezifitat
reichen diese Daten aber bei weitem noch nicht aus (Moser et al. 2014; Lécu and Ball 2011).
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3. Material und Methoden

31 Zoologische Einrichtungen

Es wurden sechs verschiedene zoologische Einrichtung in Deutschland beprobt, die
nachfolgend mit A-F bezeichnet werden.

Zoologische Einrichtung A
Zoologische Einrichtung B
Zoologische Einrichtung C
Zoologische Einrichtung D
Zoologische Einrichtung E

Zoologische Einrichtung F

3.2 Probenmaterial und —entnahme

Es wurden Rachen- und Rektaltupfer von verschiedenen Tierarten aus sechs verschiedenen
Einrichtungen genommen. Die Probenanzahl ist in den nachfolgenden Tabellen dargestellt
und umfasst n = 1090 (Tupferproben).

Die Beprobung von Zootieren erfolgte Uber einem Zeitraum von zwei Jahren. Die Tupfer
wurden Uberwiegend im Rahmen tierarztlicher Routineeingriffe oder Narkosen (Huf- und
Klauenpflege, kleinere chirurgische Eingriffe, Impfungen, Umzige, usw.) genommen. Hierzu
wurden die sterilen Tupfer tief in den Rachen geschoben und grof3flachig unter drehenden
Bewegungen das Probenmaterial bis zur vollstdndigen Aufnahmekapazitdt des Tupfers
entnommen. Der Tupfer wurde sofort zurlck in das sterile Behaltnis gegeben und
anschliel®en schnellst mdglich bei -20 °C gelagert. Ebenso wurde mit den Tupfern aus dem
Rektum verfahren.

3.2.1 Rachentupfer
Insgesamt wurden 115 Végel und 441 Saugetiere einmalig beprobt, also 556 Rachentupfer
untersucht.

Die genaue Verteilung der entnommenen Proben auf die einzelnen zoologischen
Einrichtungen und deren Zuordnung zu den beprobten Tierspezies ist tabellarisch im Anhang
dargestellt (Tabellen A1-A13).

3.2.2 Rektaltupfer
Insgesamt wurden Rektaltupfer von 115 Vdgeln und 419 Saugetieren einmalig genommen.
Dies entspricht 534 Proben.
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Die genaue Verteilung der entnommenen Proben auf die einzelnen zoologischen
Einrichtungen und deren Zuordnung zu den beprobten Tierspezies ist tabellarisch im Anhang
dargestellt (Tabelle A1-A13).

3.2.3 Mehrfache Beprobung

Rachentupfer
Aus der zoologischen Einrichtung A wurden 37 Saugetiere zweifach beprobt, mit einem
Mindestabstand von drei Monaten. Die Probenentnahme erfolgte bei allen Rachentupfern
gleichermalien.

Rektaltupfer

Aus der zoologischen Einrichtung A wurden 35 Saugetiere zweifach beprobt, mit einem
Mindestabstand von drei Monaten. Die Probenentnahme erfolgte bei allen Rektaltupfern
gleichermalien

33 Material und Geréte

3.3.1 Material fur die Probenentnahme

Fir die Rachen- und Rektaltupferproben wurde steriles Abstrichbesteck ohne Medium
bestehend aus Plastikréhrchen ca. 150 x 12 mm und Polystyrol-Stab mit Viskosekopf der
Firma WDT (Nr. 93924) verwendet.

In einigen Ausnahmen musste auf Grund der TierkorpergroRe bei der Entnahme der
Rektaltupfer auf kleinere Wattetrager mit Metallstab (Baumwollkopf @ 2 mm) der Firma WDT
(Nr. 95924) zurlckgegriffen werden.

3.3.2 Referenzstamme

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verwendeten Referenzstamme

Taxonomische Bezeichnung Stamm-Bezeichnung |Herkunft

M. avium subsp. avium Stamm Aulendorf STUA Aulendorf
M. avium subsp. hominissuis Stamm Aulendorf STUA Aulendorf
M. avium subsp. paratuberculosis|DSM 44135 STUA Aulendorf
M. bovis BCG DSM 45071 STUA Aulendorf

Alle verwendeten Stamme stammten aus dem nach ISO-Norm 11137 akkreditierten
Staatlichen Tierarztlichen Untersuchungsamt Aulendorf (STUA). Die Stdmme wurden dort
auf ihre Reinheit Gberprift.
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3.3.3 Material und Gerate fur die Laboruntersuchungen
Chemikalien, Puffer, Losungen

6 x DNA Loading Dye (Nr. R0611)

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat = 99 % (Nr. 8043.1)
Essigsaure = 99 % (Nr. 7332.1)
Ethanol absolut AnalaR NORMAPUR®

ACS, Reag. Ph. Eur. zur Analyse (Nr. 20821.330)

Ethidiumbromidlésung 0,025 % (Nr. HP47.1)

Gen Agarose LE (Nr. 3044.0500)

GenRuler DNA Ladder, ready-to-use (Nr. SM0313)

Lysozyme from chicken egg white
lyophilized powder, protein = 90 %, = 40,000 units/mg protein
(L6876-1G)

PBS Phosphate Buffered Saline (Dulbecco)
ohne/mit Ca**, Mg®*, steril 500 ml (L1825)

Physiologische Kochsalzlésung
NaCl (Merck Millipore)
Aqua dest. (VWR International GmbH)

Tris Pufferan® = 99,3 % (Nr. 4855.2)

Wasser Ph. Eur., USP, NF, gereinigt (Nr. 90200.9010)

Puffer

TAE-Puffer (50 X)
2 M Tris (242 g/l)
1 M Essigsaure (57,1 ml/l Eisessig)
0,1 M EDTA-Na, - 2 H,O (37,2 g/l)
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Thermo Scientific,
Langenselbold,
Deutschland

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

Genaxxon BioScience
GmbH, Ulm, Deutschland

Thermo Scientific,
Langenselbold,
Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin,
Deutschland

9¢g
1000 ml

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland

VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland
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TE-Puffer (1 X)
10 mM Tris (pH 8)
1 mM EDTA

Nadhrmedien

Feste Nahrboden:

Stonebrink-Nahrboden mit Pyruvat und PACT ohne Glycerin

(Nr. TV5107C)

Léwenstein-Jensen Nahrboden ohne Glycerin mit PACT
(Nr. TV5101C)

BD BBL™Herrold's Egg Yolk Agar Slants
with Mycobactin J and ANV (Nr. 222233)

Flissiges Nahrmedium:

MB Redox 4 ml 5392r-20p (Nr. 1464240020)

Material fiir DNA-Extraktion und PCR

Gen Elute™Bacterial Genomic DNA Kit (Nr. NA2010)

innuPREPMycobacteria DNA Kit (Nr. 845-KS-6100010)

HotStarTag®Master Mix Kit (Nr. 203443)

LightCycler®FastStart DNA Master”™-“*HybProbe
(Nr.03003248001)

Primer und Sonden

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland

heipha Dr. Miller GmbH,
Eppelheim, Deutschland

Sigma-Aldrich® Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Analytik Jena AG, Jena,
Deutschland

Qiagen N.V., Venlo,
Niederlande

Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland

Tabelle 2: Ubersicht tiber die in der konventionellen PCR verwendeten Primer

Primer Sequenz
RPO5' 5'-TCAAGGAGAAGCGCTACGA-3'
RPO3J' 5'-GGATGTTGATCAGGGTCTGC-3'

Alle Primer und Sonden wurden durch die Fa.

Metabion International AG

(Planegg/Steinkirchen, Deutschland) hergestellt und in der Konzentration 100 pmol/ul

verwendet.
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Tabelle 3: Ubersicht tiber die in der gPCR verwendeten Primer und Sonden

Primer/Sonde Sequenz

Myco1-Fprimer 5-ACGGAAAGGTCTCTTCG-3'
Myco2-Rprimer 5'-GTCGTCGCCTTGGTAG-3'

Myco-Probe1 5-CATGTCTTGTGGTGGAAAGCG-fluorescein isothiocyanate-3'
Myco-Probe2 5'-LC Red 640-TTAGCGGTGTGGGATGAGCCC-phosphate-3'

Allgemeines Labor-Verbrauchsmaterial

Einmalimpfdsen, dunkelblau, 10 pl (Nr. 09-420-5061)

Einmalpipetten 10 ml, Serologische Pipetten
(Nr. 86.1254.001)

Einmalpipetten 1 ml, Nunc™Serological Pipettes
(Nr. 170353)

Reaktionsgefall (Eppis) PP natur 1,5 ml und 2,0 ml
(Nr. 04-210-1100 und 04-230-1100)

np Safelock-Cap Reaktionsgefal® (Eppis) 0,5 ml
(Nr. 04-332-1200)

PCR Tubes with Flat Caps 0.2 ml (Nr. TFI-0201)

Cellstar®Tubes 15 ml (Nr.188271)

Pipettenspitzen Ultratip, 100 - 1000 uL, BLAU (Nr. 686290)

Pipettenspitzen Ultratip, 10 - 100 yL, GELB (Nr. 685290)

Filterspitzen PP natur 0,5 - 10 pl (Nr. 07-612-7300)

Filterspitzen PP natur O - 100 pl (Nr. 07-642-7300)
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nerbe plus GmbH,
Winsen/Luhe, Deutschland

SARSTEDT AG&Co.,
Numbrecht, Deutschland

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

nerbe plus GmbH,
Winsen/Luhe, Deutschland

nerbe plus GmbH,
Winsen/Luhe, Deutschland

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen,
Deutschland

greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen,
Deutschland

greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen,
Deutschland

greiner bio-one GmbH,
Frickenhausen,
Deutschland

nerbe plus GmbH,
Winsen/Luhe, Deutschland

nerbe plus GmbH,
Winsen/Luhe, Deutschland
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Filterspitze PP natur 100 - 1000 pl (Nr. 07-693-7300)

LightCycler®Capillaries (20 pl) (Nr. 04929292001)

Prazisionswischtucher (Nr. 38662)

Gerite

Einkanalpipetten

Heraeus™ Pico™ 17 Microcentrifuge (Nr. 75002410)

Microlitre Cenrifuge with Cooling system Z 233 MK

Thermomixer BioShake iQ (Nr. 848-1808-0506)

Vortex Reagenzglasmischer (Nr. 7-2020)

LightCycler® 1.5 Instrumente

Thermocycler primus 25 advanced

HeraSafe KS (Sicherheitswerkbank)

Kuhlschrank FSK 5000 (4 °C £ 3)

Gefrierschrank NoFrost premium (-20 °C £ 3)

Brutschrank Heraeus

Transilluminator Quantum ST4
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nerbe plus GmbH,
Winsen/Luhe, Deutschland

Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland

Kimberly-Clark GmbH,
Koblenz, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA

Hermle Labortechnik
GmbH, Wehingen,
Deutschland

Analytik Jena AG, Jena,
Deutschland

neolLab®,
Heidelberg, Deutschland

Roche Diagnostic,
Mannheim, Deutschland

Peqlab Biotechnologie
GmbH, Erlangen,
Deutschland

Thermo Scientific,
Langenselbold,
Deutschland

Liebherr, Biberach,
Deutschland

Liebherr, Biberach,
Deutschland

Thermo Scientific,
Langenselbold,
Deutschland

Vilber Lourmat
Deutschland GmbH,
Eberhardzell, Deutschland
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Spannungsquelle PowerPac™Basic Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen,
Deutschland

Gelkammer Mini-Sub®Cell GT Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen,
Deutschland

Software und Datenbanken

LightCycler Data Analysis Software Roche Diagnostic,
Mannheim, Deutschland

Quantum-Capt (ST4) Vilber Lourmat
Deutschland GmbH,
Eberhardzell, Deutschland

NCBI Blast® (Basic Local Alignment Search Tool) http://www.ncbi.nIm.nih.gov
NCBI, Bethesda MD, USA

EMBL-EBI fasta http://www.ebi.ac.uk/,
EMBL-EBI,
Cambridgeshire, UK

3.4 Untersuchungsmethoden

3.4.1 Untersuchungen zur Sensitivitdt der verwendeten Methode

DNA-Extraktion aus Mykobakterien

Far die Etablierung eines optimierten Aufreinigungsverfahrens von Mykobakterien-DNA aus
Tupferproben wurden zwei verschiedene kommerzielle DNA-Aufreinigungs-Kits evaluiert:

e Gen Elute™Bacteral Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D)
e innuPREP Mycobacteria DNA Kit (Analytik Jena AG, Jena, D)

Als Teststamm wurde ein Feldisolat von Mycobacterium avium ssp. avium (STUA Aulendorf)
verwendet. Von einem bewachsenen Stonebrink-Schragagarréhrchen wurden einige
Impfésen in NaCl-Losung suspendiert und die Suspension auf einen ODggo nm-Wert von 0,4
eingestellt. Da dieser Wert bei Mykobakterien durch ihre Eigenschaft zur Verklumpung
ungenau ist, diente er nur als Richtwert und aus der Losung wurde die KBE als
zugrundeliegende Einheit verwendet. Zur Berechnung der Bakterienkonzentration wurde aus
dieser Suspension eine dekadische Verdiinnungsreihe bis zur Verdiinnungsstufe 10°
hergestellt. Von jeder Verdinnungsstufe wurden 0,1 ml pro Réhrchen Stonebrink-Nahrboden
mit einer sterilen Impfése gleichmalig verteilt. Die beimpften Nahrbéden wurden flr zwei
Wochen bei 37°C bebritet. Fir die Berechnung der Bakterienkonzentration wurde
anschlieRend die Verdiinnungsstufe 10° gewahlt, da hier die Kolonien gut einzeln
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auszahlbar waren. Der so ermittelte arithmetische Mittelwert betrug 5 Kolonien bei der
Verdiinnungsstufe 10°. Daraus ergibt sich:

c=5x10°x10

Es muss mit dem Faktor 10 multipliziert werden um von der verwendeten Ausgangsmenge
0,1 ml auf 1ml zu kommen.

Der ODgyo nm-Wert entspricht damit einer berechneten Bakterienkonzentration von 5 x 10°
KBE/ml.

Aus dieser Stammlésung wurde eine dekadische Verdinnungsreihe hergestellt und die
Bakterien-DNA aus jeder Verdlinnungsstufe entsprechend der Herstellerangaben der beiden
Extraktions-Kits isoliert. Zur Uberpriifung der Extraktionsmethoden aus Tupferproben wurden
die fur die Probenentnahme verwendeten Tupfer in Bakteriensuspensionen mit den
Konzentrationen 10°, 10° und 10" Bakterien pro ml getaucht.

AnschlieRend wurden die so behandelten Tupfer in 600 ul physiologischer NaCl-Losung
gegeben und vorsichtig mit einer sterilen Schere der Viskosekopf abgeschnitten. Nach 24
Stunden wurde der Viskosekopf mittels einer sterilen Pinzette ausgedriickt und aus jeweils
200 pl der Suspension die DNA extrahiert.

Das die DNA enthaltenden Eluat wurde anschlieRend fir die gPCR verwendet und die
Mittelwerte der gemessenen ct-Werte fur jede Verdlinnungsstufe ermittelt.
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a) Gen Elute™Bacteral Genomic DNA Kit

Das Probenmaterial wurde wie oben beschrieben vorbereitet und die Untersuchung im
Doppelansatz durchgefihrt. Bei jedem Durchlauf wurde eine Prozesskontrolle mitgefiihrt,
diese enthielt statt Probenmaterial 200 ul PBS. Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll
des Herstellers.

Arbeitsschritte des Gen Elute™Bacteral Genomic DNA Kit

200ul Probenmaterial
200ul Lysozym zugeben, éo min flr 37°C inkubieren
20ul RNase A Solution zugeben, 2 mi# bei Raumtemperatur (RT) inkubieren
20ul Proteinkinase K und 203p| Lysis Solution C zugeben

!

15 sec vortexen, 10 min bei 55°C inkubieren
}
500ul Column Preparation Solution in die Filtergefalle geben,
1 min bei 12.000 x g zentrifugieren,
Durchfluss verwerfen

200ul Ethanol (95-100%) zum Li/sat zugeben, 5-10 sec vortexen
Gesamten Inhalt in die vorbereiteten FiltergefléBe geben, 1 min bei 6.500 x g zentrifugieren
500ul Wash Solution 1 zugeben,l1min bei 6.500 X g zentrifugieren
Filterstlick in neues Auffanggefiifs geben, Durchfluss verwerfen
500ul Wash Solution zugeben, 3 min blei max. Geschwindigkeit zentrifugieren
Durchfluss verwerfen, 1 min bei mlax. Geschwindigkeit zentrifugieren
Filterstuck in neues Auﬁanggefii[& geben, Durchfluss verwerfen
200ul Elution Solution zugeéen, 5 min bei RT inkubieren
1 min bei 6.500 )l( g zentrifugieren
1

Durchfluss enthalt DNA, Aufbewahrung bei -20°C
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b) innuPREP Mycobacteria DNA-Extraktionskit
Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers

Arbeitsschritte des innuPREP Mycobacteria DNA-Extraktionskits

200ul Probenmaterial

Hinzugabe von 200pl NlAC Buffer und vortexen
20 min bei Raumtemperatur (R'#) auf einem Schdttler inkubieren
15 min zentrifugieren bei 8.300 x g, Uberstand verwerfen
Pellet mit 200ul TE Buffer resuspendieren uné 15 pl Lysozym zugeben und 5 sec. vortexen
30 min bei 37l°C inkubieren
200ul Lysis Solution TLS zugebeln und 20 min bei 95°C inkubieren
2 min auflEis stellen
25 pl Proteinkinase K zugeben lund 30 min bei 50°C inkubieren
400pl Binding Solution TBé zufuigen und gut mischen
600ul der Probe in das Filterstlick pipettieien und 2 min bei 10.000 x g zentrifugieren
Das Filterstick in neuels Auffanggefal® setzen
500ul Washing Solution HS zugeben jnd 1 min bei 10.000 x g zentrifugieren
Das Filterstlick in ein netes Auffanggefal® setzen
650ul Washing Solution MS zugeben ulnd 1 min bei 10.000 x g zentrifugierend
Das Filterstuck in ein netes Auffanggefald setzen
2 min bei max. Geschvtindigkeit zentrifugieren
50ul vom vorgewarmten Elution Bufferlzugeben und 2 min bei RT inkubieren
1 min bei 6.000 >l< g zentrifugieren
!

Erneut 50ul vom vorgewarmten Elution Buffer zugeben und 1 min bei 6.000 x g
zentrifugieren

l
Durchfluss enthalt DNA, Aufbewahrung bei -20°C
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Anschlieend wurden alle Proben mit der gPCR, die beim Feldversuch angewendet wurde,
Uberpruft und die Mittelwerte der ct-Werte ermittelt und verglichen.

Voranreicherung zur Erh6hung der Sensitivitat des Nachweisverfahrens

Zur Optimierung der Sensitivitdt zum Nachweis von Mykobakterien aus Rachen- bzw.
Rektaltupferproben mittels PCR-Verfahren sollte Uber Anreicherungsversuche die
Sensitivitdtsgrenze verbessert werden.

1. Quantitativer Nachweis in Voranreicherungsmedium

Hierzu wurden jeweils sieben Rachen und sieben Rektaltupfer mit einer Lésung, der
Verdiinnungsstufe 10° KBE/ml des Stammes M. avium avium gespikt. Die verwendeten
Tupfer stammten von vier gesunden Tieren (einem Poitou-Esel, einem Pony, zwei Ziegen).
Die Tupfer wurden in die Bakterienldsung gegeben bis sie vollgesogen waren und
anschlielBend in 2 mi-Reaktionsgefalie gegeben. Mit einer sterilen Schere wurden die
Tupferenden vom Stiel abgetrennt und anschlieRend nach Zugabe von 800 pl PBS Uber
Nacht bei Raumtemperatur auf einen Schiittler (1600 rpm) gestellt. Am nachsten Tag wurden
die Tupferenden mit einer sterilen Pinzette ausgedrickt und verworfen. Aus der
zurtickbleibenden Probenlésung wurden nach grindlichem Schitteln durch einen
Vortexmischer 200 pl entnommen und in 2 ml MB REDOX Flissigmedium gegeben. Fir
einen Vergleichswert, wurden sogleich 200 pl fur die gPCR entnommen. Dieser Wert diente
als Ausgangsbasis um eine eventuelle Verbesserung der Sensitivitdt nach Bebritung
messbar zu machen. Die Glasréhrchen wurden dann fir 24 h bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurden wiederum 200 pl entnommen und eine DNA-Extraktion
mit anschlieRender gPCR durchgefihrt.

In einem zweiten Versuch wurden im Doppelansatz sterile Tupfer mit der dekadischen
Verdiinnungsreihe von 10" bis 10° KBE/ml bis zur vollen Aufnahmekapazitit benetzt. Hierfiir
wurde zunachst eine bereits vorbereitete Verdinnungsreihe aufgetaut und sogleich 200 pl
pro Verdunnungsstufe entnommen fur eine DNA-Aufreinigung und anschlieender gPCR zur
Kontrolle der Verdinnungslésungen um eine eventuelle Schadigung durch das Einfrieren
und Auftauen auszuschlieBen. Nach dem Benetzen der sterilen Tupfer, wurden die
Tupferenden vom Stiel mit einer sterilen Schere getrennt und mit 800 ul PBS Uber Nacht bei
Raumtemperatur auf einen Schuttler (1600 rpm) gestellt. Am nachsten Tag wurden die
Tupferenden mit einer sterilen Pinzette ausgedrickt und verworfen. Von den verbleibenden
Probenlésungen wurden 200 pl in 2 ml MB REDOX Flussigmedium gegeben. Von den
Probenlésungen wurden auflerdem jeweils 200 pl entnommen, fiur den Ausgangswert
aufgereinigt und eine gqPCR durchgeflihrt. Die Glasrohrchen mit dem MB REDOX
Flussigmedium wurden beschriftet und anschlieBend fir 24 h bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurden 200 pl entnommen fir die DNA-Extraktion und
Untersuchung in der gPCR.

Das Schema war wie folgt:

Tag 1: Verdiinnungsreihe (10° bis 10") auftauen

-> 200 ul fir gPCR entnehmen (6 Proben, Kontrolle der Verdiinnungsreihe)
- Sterile Tupfer kontaminieren, mit 800 ul PBS auf Schittler (1600 rpm)
—>insgesamt 12 Proben (2/Stufe)
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Tag 2: Kontaminierte Probenlosung (12 Proben)
—>200 pl fur gPCR (Ausgangswert)
—>200 pl in MB Redox Flussigmedium

Tag 3: nach 24 Stunden Bebritung—>200 pl fiir die PCR (12 Proben)

2. Verbesserung der Nachweisgrenze im zeitlichen Verlauf

Bei diesem Versuchsansatz wurden im Doppelansatz sterile Tupfer mit der dekadischen
Verdiinnungsreihe in den Stufen 10" bis 10* und 10° KBE/ml bis zur vollen
Aufnahmekapazitat benetzt. Hierfir wurde die gleiche Verdinnungsreihe, die im zweiten
Ansatz verwendet wurde, benutzt. Nach dem Benetzen der sterilen Tupfer, wurden die
Tupferenden vom Stiel mit einer sterilen Schere getrennt und mit 800 ul PBS Uber Nacht bei
Raumtemperatur auf einen Schittler (1600 rpm) gestellt. Am nachsten Tag wurden die
Tupferenden mit einer sterilen Pinzette ausgedruckt und verworfen. Von der Probenldsung
wurden 200 pl in 2 ml MB REDOX Flussigmedium gegeben. Fur den Vergleichswert wurden
sogleich wieder 200 pl zur gPCR-Messung enthnommen. Von den Probenlésungen wurden
auRerdem jeweils 200 ul entnommen, fiir den Ausgangswert mittels des Gen Elute™Bacteral
Genomic DNA Kits aufgereinigt und die DNA extrahiert sowie eine qPCR durchgefihrt. Die
Glasréhrchen mit dem MB REDOX Flussigmedium wurden beschriftet und anschlieend fir
drei bzw. sieben Tage bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Anschlielend wurden sie Uber
weitere 7 Wochen bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und in wéchentlichen Abstéanden je 200
I fur die gPCR entnommen.

Das Schema war wie folgt:

Tag 1: Verdiinnungsreihe (10" bis 10* und 10°) auftauen

- 200 pl fur gPCR entnehmen (5 Proben, Kontrolle der Verdinnungsreihe)
- Sterile Tupfer kontaminieren, mit 800 ul PBS auf Schiittler (1600 rpm)
—insgesamt 10 Proben (2/Stufe)

Tag 2: Kontaminierte Probenlésung (10 Proben)
—>200 pl fir gPCR (Ausgangswert)
—200 pl in MB Redox Flussigmedium

Tag 5 : 200 ul fur PCR (10 Proben)
Tag 9 : 200 ul fur PCR (10 Proben)
Tag 16: 200 pl fur PCR (10 Proben)
Tag 23: 200 pl fir PCR (10 Proben)
Tag 30: 200 pl fur PCR (10 Proben)
Tag 37: 200 ul fur PCR (10 Proben)
Tag 44: 200 ul fur PCR (10 Proben)
Tag 62: 200 pl fir PCR (10 Proben)
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3.4.2 Untersuchung von Feldproben
Probenvorbereitung

Die Feldtupferproben wurden in zuvor beschriftete, sterile 2 mi-Reaktionsgefalie gestellt und
mit einer sterilen Schere am Stiel abgetrennt. Zum Ausspulen des Probenmaterials wurden
600ul bei den Rachentupfern und 800 pl bei den Rektaltupfern PBS hinzugefigt, die Gefale
gut verschlossen und das ganze Uber Nacht zum Schutteln bei 1600 rpm auf eine rotierende
Plattform gestellt.

Am néachsten Tag wurden die 2 ml-Reaktionsgefalle von der rotierenden Plattform
genommen und geodffnet. Die Tupferenden wurden mit einer sterilen Pinzette gefasst,
vorsichtig ausgedriickt und verworfen.

Von jeder Probe wurden anschlieBend 200 pl in 1,5 ml-ReaktionsgefalRe fir die DNA-
Extraktion gegeben.

Das restliche Probenmaterial wurde zur Sicherheit als Rickstellprobe bei -20 °C gelagert.

DNA-Gewinnung

Zur DNA-Gewinnung wurde das im Vorversuch getestete Gen Elute™Bacteral Genomic DNA
Kit verwendet. Als Ausgangsmaterial wurden 200 pul der ausgespulten Tupferprobe
verwendet. Bei jedem Durchgang wurde die DNA-Extraktion aus 200 ul PBS als zusatzlich
eine Prozesskontrolle mitgemacht. Das Elutionsvolumen betrug ebenfalls 200 pl. Dieses
Eluat wurde umgehend fir die PCR eingesetzt bzw. kurzzeitig bei 4 °C, der Rest bei -20 °C
gelagert

Quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR)
Zur Detektion und Quantifizierung der Spezies Mycobacterium wurden bereits in der Literatur
veroffentlichte Primer und Hybridisierungssonden verwendet (SHRESTHA et al., 2003).

Diese amplifizieren eine Sequenz aus dem mykobakteriellen 16S rRNA-Gen, das die
hypervariable Region A enthalt.

Tabelle 4: Die fur die gPCR verwendeten Primer und Sonden

Primer/Sonde Sequenz Position (nt)
Myco1-Fprimer 5'-ACGGAAAGGTCTCTTCG-3' 29-45
Myco2-Rprimer 5'-GTCGTCGCCTTGGTAG-3' 242-227
Myco-Probe1 5'-CATGTCTTGTGGTGGAAAGCG-fluorescein isothiocyanate-3' |151-171
Myco-Probe2 5'-LC Red 640-TTAGCGGTGTGGGATGAGCCC-phosphate-3'  |174-194

Zur Spezifitatsprifung wurde das Primerpaar mit allen vier Kontrollstdmmen aus Tabelle 15
getestet.

Als Kontrollstamme wurden M. avium subsp. avium, M. avium subsp. hominisuis, M. avium
subsp. paratuberculosis und M. bovis BCG eingesetzt.

M. avium subsp. paratuberculosis wurde auf Herrold’s egg yolk medium (HEYM) kultiviert,
alle anderen Kontrollstdmme auf Stonebrink und Loewenstein-Jensen-Agar.
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Die Sensitivitatsgrenzen der gPCR wurden mit Hilfe kontaminierter Proben bestimmt. Die
Proben wurden hierflir allesamt mit verschiedenen Verdinnungsstufen des Kontrollstamms
Mycobacterium avium avium kontaminiert.

Der Primer-Sonden-Wasser-Mix (PPWM) wurde stets in einem gesonderten Raum pipettiert,
in dem nicht mit DNA gearbeitet wurde. Es wurde mit sterilen Arbeitsmaterialien unter der
Sicherheitswerkbank HeraSafe KS (Thermo Scientific, Langenselbold) gearbeitet, aullerdem
wurde ein extra Kittel fir diesen Raum und sterile Handschuhe getragen. Hier wurde auch
der Mastermix zum PCR-Ansatz hinzugegeben. Die Zugabe der Templates (Proben) erfolgte
raumlich getrennt.

Fur einen Reaktionsansatz von 20 ul wurden 11 pl des Primer-Sonden-Wasser-Mixes, 4 pl
des Mastermixes (LC Fast Start DNA Master™, Roche), welcher durch das Pipettieren von
10 pl der Lésung 1a (Enzyme) in den Reaktionsmix 1b gebrauchsfertig gemacht wurde und 5
ul Template in ein Glaskapillarréhrchen pipettiert. Die Glaskapillarrohrchen wurden mit den
dazugehorigen Deckeln verschlossen und 1 Minute bei 1000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
AnschlieRend wurde das verwendete Programm am PC aufgerufen, ein Testdurchlauf des
Light-Cyclers ohne Proben durchgefiihrt und dann alle Glaskapillarrohrchen in das Gerat
gegeben. Im PC-Programm wurde jede Position mit der betreffenden Probennummer betitelt
bzw. die positive Kontrolle mit ,pos“, die negative Kontrolle mit ,neg“ und die Standards
jeweils mit ,10e3%, ,10e4" und ,10e5".

Bei jedem PCR-Lauf wurde eine Negativ-Kontrolle in Form von 5 yl RNAse freiem Wasser,
eine Positiv-Kontrolle (DNA von M. avium avium) und drei Standards in den Konzentrationen
10%, 10* und 10° mitgefiihrt.

Der Primer-Sonden-Wasser-Mix wurde nach folgendem Pipettierprotokoll angesetzt:

Tab. 5: Pipettierprotokoll des Primer-Sonden-Wasser-Mixes fir die gPCR

Reagenzien Volumen
Myco-Probe1 0,1ul
Myco-Probe2 0,1ul
Myco1-Fprimer 0,2ul
Myco2-Rprimer 0,2ul
RNAse freies Wasser 10,44l
Gesamtvolumen (ein Ansatz) 11,0pl

Die gPCR wurde mittels LightCycler (LC™ 1.5 PCR, Roche Diagnostic, Mannheim) und der
zugehorigen Software (LightCycler Data Analysis Software, Fa.Roche Diagnostic,
Mannheim, Deutschland) nach folgendem Protokoll durchgefuhrt und anschlieRend
ausgewertet:
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Tab. 6: Protokoll der gPCR mittels LightCycler

Funktion Temperatur (°C) Zeit Zyklen
Aktivierung der Tag-Polymerase 95 15min 1
Denaturierung 94 1min

Annealing 58 1min } 35
Extension 72 1min
Endextension 72 7min 1
Kihlphase 8 unendlich 1

Eine Reaktion wurde als positiv bewertet, wenn der ct-Wert bei < 31.99 lag und als negativ
bei einem ct-Wert = 35.00. Bei ct-Werten zwischen 32.00-34.99 wurde die Reaktion
wiederholt. Lag der zweite Wert im negativen Bereich wurde die Probe als negativ eingestuft,
lag der Wert im positiven oder fraglichen Bereich als positiv.

Schmelzkurvenanalyse

Bei allen positiven Proben wurde die Schmelzkurvenanalyse zur Beurteilung herangezogen.
Bei der Schmelzkurvenanalyse wurde mit einer Temperatureinstellung von 45 °C begonnen
und die Temperatur mit einem Gradienten von 0.1 °C/s bis 75 °C erhoht. Hierbei wurden die
Fluoreszenzsignale bis zum Erreichen der Maximaltemperatur kontinuierlich gemessen. Die
spezifische Schmelztemperatur (T,,) des PCR-Produktes entspricht dem lokalen Maximum
der Intensitatsabnahme des gemessenen Fluoreszenzsignals. Die Schmelzkurve wird als
Peakkurve dargestellt, die der negativen ersten Ableitung der Schmelzkurve nach der
Temperatur entspricht. Das Peakmaximum entspricht demnach der spezifischen
Schmelztemperatur (Ty,).

Die gemessenen Daten wurden mit der LightCycler Data Analysis Software ausgewertet.

Konventionelle PCR
Von 26 Proben mit einem positiven Ergebnis wurde anschlieBend mittels einer
konventionellen PCR ein Stlick des rpoB Gens amplifiziert. Hierfir wurden ebenfalls bereits

in der Literatur verwendete Primer verwendet (Lee et al. 2003).

Tab. 7: Ubersicht der verwendeten Primer in der konventionellen PCR

Primer Sequenz
RPO5' 5'-TCAAGGAGAAGCGCTACGA-3'
RPO3' 5'-GGATGTTGATCAGGGTCTGC-3'

Auch bei dieser PCR wurden die Primer zur Spezifitatskontrolle mit allen vier bereits oben
genannten Kontrollstammen getestet.

Der Primer-Wasser-Mix (PWM) wurde nach folgendem Protokoll angesetzt:
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Tab. 8: Pipettierprotokoll fir die konventionelle PCR

Reagenzien Volumen
RPO5' 0,2ul
RPO3' 0,2ul
RNAse freies Wasser 10,1l
Gesamtvolumen (ein Ansatz) 10,50l

Die Durchfihrung erfolgte wie bei der gPCR. Der Primer-Wasser-Mix wurde unter einer
Sicherheitswerkbank (HeraSafe KS, Fa. Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland)
pipettiert. Die Templatezugabe erfolgte in einem anderen Raum. Die Reagenzien wurden in
0,5ml Safelock-Cap Reaktionsgefall gegeben. Fir ein Reaktionsansatz von 25 pyl wurden
10,5 pl PWM, 12,5 pl des HotStartTag®MasterMixKit (Qiagen N.V., Venlo, Niederlande) und
2 ul Template verwendet. Dieser Ansatz wurde anschlieen in den Thermocycler primus 25
advanced (Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) gestellt. Das verwendete
Programm wird in Tabelle 23 dargestellt.

Tab. 9: Protokoll der konventionellen PCR

Funktion Temperatur (°C) Zeit Zyklen
Aktivierung der Tag-Polymerase 95 15min 1
Denaturierung 94 1min

Annealing 58 1min i| 35
Extension 72 1min
Endextension 72 7min 1
Kihlphase 8 unendlich 1

Gelelektrophorese

Zum Nachweis der PCR-Produkte wurde im Anschluss eine Gelelektrophorese durchgefihrt.
Hierfur wurde ein 1,5 %iges Agarosegel hergestellt. Es wurden 1,5 g Agarose mit 100 ml
1 x TAE-Puffer in einen Messkolben gegeben und durch Erhitzen in der Mikrowelle geldst.
Anschlielend wurde die flissige Agaroseldésung mit 3 pl Ethidiumbromidlésung versetzt. Das
ganze wurde mit kaltem Wasser gekuhlt und anschlielend in bereits vorbereitete Gelformen
gegossen. Diese hatten je nach Probenanzahl Kamme fur die entsprechende
Taschenanzahl, in die PCR-Amplifikate, Langenstandard, sowie bei jedem Durchgang eine
positiv und negativ Kontrolle pipettiert wurden. Nach Erstarren des Gels wurde der Geltrager
in die Gelelektophoresekammer (Mini-Sub®Cell GT, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland) gesetzt und vollstandig mit 1 x TAE-Laufpuffer bedeckt. In die nach Entfernung
der Kdmme entstandenen Taschen wurde 10 pl eines 1 kb-Langenstandards (GenRuler,
DNA Ladder, ready-to-use, Fa. Thermo Scientific, Langenselbold, Deutschland) und 10 pl
des PCR-Amplifikates mit 2 pl Ladepuffer (6 x DNA Loading Dye, Thermo Scientific,
Langenselbold, Deutschland) versetzt und der Reihe nach in die Taschen pipettiert. Zum
Schluss kam jeweils 10 pl der Positivkontrolle (10° KBE/ml M. a. avium) und der
Negativkontrolle (Rnase freies Aqua dest.).

Nach Zugabe aller Bestandteile, wurde die Gelelektophoresekammer mit dem Deckel
verschlossen und an die Spannungsquelle (PowerPac™Basic, Bio-Rad Laboratories GmbH
Munchen, Deutschland) angeschlossen. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80
Volt fur ca. 45 Minuten.

41



Material und Methoden

Das Gel wurde auf einem Transilluminator mit UV-Licht (254 nm) durchleuchtet und als
Bilddatei Uber eine Kamera auf dem angeschlossenem Computer dokumentiert. Die
Darstellung erfolgte Uber die Software Quantum-Capt (Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell, Deutschland). Die Auswertung erfolgte visuell auf Grund der sichtbaren
Banden. Eine Probe wurde als positiv bewertet wenn an der zu erwartenden Stelle eine
sichtbare Bande im Gel dargestellt werden konnte. Durch den Langenstandard konnte die
GréRe der PCR-Amplifikate bestimmt und deren Ubereinstimmung mit der Positivkontrolle
festgestellt werden.

Sequenzierung

Die Sequenzierung von 12 Rachenproben und 14 Rektalproben wurde, inklusive der
Aufreinigung des PCR-Produktes, von der Fa. SEQLAB Sequence Laboratories Gottingen
GmbH durchgefihrt.

Hierfur wurden je Probe 12 pul in ein 1,5 ml Reaktionsgefal’ pipettiert und mit einem Barcode-
Label versehen. Die Barcodenummer wurde der internen Probennummer zugeordnet und
entsprechend im Formular vermerkt. Aullerdem wurden pro Probe 3 ul Primer RPO3‘ (10
uM) flr die Sequenzierung mitgeschickt. Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden als
fasta-Dateien per E-Mail durch die Fa. SEQLAB versandt und anschlieRend mit Hilfe der
BLAST und FASTA Algorithmen ausgewertet.

42



Ergebnisse

4 Ergebnisse
4.1 Untersuchungen zur Sensitivitidt der verwendeten Methode

4.1.1 DNA-Extraktion aus Mykobakterien

Zur Optimierung der Extraktion von mykobakterieller DNA aus Tupferproben wurden zwei
kommerzielle Kits verglichen; Kit A: Gen Elute™Bacteral Genomic DNA-Kit und Kit B:
innuPREP Mycobacteria DNA-Kit. Zur Uberpriifung sowohl der Quantitat als auch der
Qualitat der aufgereinigten DNA wurde die isolierte DNA mittels gPCR analysiert.

Als Ausgangsmaterial fir die DNA-Extraktion wurden Bakteriensuspensionen in den
Verdiinnungsstufen 10° bis 10° verwendet und zusétzlich Probentupfer mit den
Verdiinnungsstufen 10°, 10® und 10" kontaminiert. Tabelle 10 zeigt die Mittelwerte der
bestimmten ct-Werte.

Bei den Ergebnissen der ct-Werte lagen in den Verdiinnungsstufen 10" und 10° die Werte
des Testkits B um 0.57 und 3.80 niedriger als beim Testkit A. In allen anderen
Verdinnungsstufen lagen die Mittelwerte der ct-Werte des Testkits A um 0.04 bis 3.90
niedriger als beim Testkit B. Bei beiden Testkits waren die ct-Werte ab der
Verdiinnungsstufe 10* postitiv. Bei Testkit A ergaben die Messungen schon bei der
Verdiinnunngsstufe 10° einen positiven ct-Wert. Die Werte der kontaminierten Probentupfer
waren in der Verdiinnungsstufe 10° alle positiv.

Tab. 10: Vergleichende Darstellung der Mittelwerte der gemessenen ct-Werte aus der g PCR
unter Verwendung der mittels Testkits A bzw. B extrahierten DNA

.. Mittelwerte der gemessenen ct-Werte
Verdiinnungsstufe - -
Testkit A Testkit B
10° 19.58 21.45
10* 26.71 28.25
10° 30.71 32.73
102 34.12 34.16
10" 36.08 35.51
10° 36.70 32.90
Tupfer 10° 22.50 26.40
Tupfer 10° 32.33 34.34
Tupfer 10 36.05 36.59

4.1.2 Voranreicherung zur Erh6hung der Sensitivitidt des Nachweisverfahrens

Die Verwendung eines Voranreicherungsmediums zur Diagnostik von Mykobakterien stellt
ein Ubliches Verfahren dar. Fur die Etablierung eines geeigneten Protokolls zum Nachweis
von Mykobakterien aus einer groRen Menge von Feldproben sollten die folgenden Punkte
berlcksichtigt werden:

1. Das Verfahren sollte méglichst einfach in der Handhabung sein
2. Das Verfahren sollte in moglichst kurzer Zeit Ergebnisse liefern kdnnen
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3. Es sollte keine zusatzliche Dekontamination der Proben notwendig sein

Zur Uberpriifung der Eignung eines Bebriitungsschrittes zur Steigerung der Sensitivitat
wurde in den zwei folgenden Versuchsreihen zunachst durch Bebritung von kontaminierten
Probentupfer in Voranreicherungsmedium die Erhéhung der Sensitivitat quantitativ bestimmt
und anschlie3en die Erh6hung der Sensitivitat im zeitlichen Verlauf gemessen.

1. Quantitativer Nachweis in Voranreicherungsmedium
Laut Herstellerangaben des verwendeten MB REDOX Flissigmediums bendtigt ein
Nachweis von Mykobakterien zwei bis 20 Tage, in seltenen Fallen bis zu acht Wochen. Im
ersten Messdurchgang sollte nachgewiesen werden, ob es bereits nach 24 Stunden
Bebritung zu einer bakteriellen Vermehrung kommt und entsprechend eine Herabsenkung
der Nachweisgrenze erreicht werden kann.

Die Ergebnisse der gemessenen ct-Werte unter Verwendung der gqPCR, bei dem
kontaminierte Rachen- und Rektaltupfer fir 24 Stunden in MB REDOX Flissigmedium
bebritet wurden, sind in Tabelle 11 dargestellt. Die Tupfer wurden mit einer Lésung der
Verdiinnungsstufe 10° kontaminiert. Fiir die Ausgangswerte wurde das Probenmaterial sofort
nach Zugabe in das MB REDOX Flissigmedium entnommen und direkt ohne Bebritung flr
die qPCR verwendet.

Tab. 11: Vergleichende Darstellung der Ausgangswerte aus kontaminierten Rachen- und
Rektaltupfern zu den ct-Werten nach einer 24 Stunden-Bebritung in MB REDOX
Flissigmedium

Tupfer Ausgangswert Rachentupf_gr nach | Ausgangswert Rektaltupfg.r nach
Rachentupfer 24h Bebritung Rektaltupfer 24h Bebriitung |
1 34.07 32.91 34.04 32.94
2 34.27 32.69 32.86 30.52
3 33.46 32.60 32.31 30.70
4 33.54 33.05 32.67 28.94
5 33.98 31.86 30.75 30.50
6 33.28 33.14 32.22 31.17
7 35.12 32.09 33.24 31.13
Durchschnitt 33.96 32.62 32.58 30.84

Bei allen Messungen konnte nach 24 Stunden Bebrutung eine Erniedrigung des ct-Werts
zum Ausgangswert festgestellt werden. Die ct-Werte der Rachentupfer lagen mit Werten
zwischen 0.14 und 3.03 niedriger, bei den Rektaltupfern schwankten die Werte zwischen
0.25 und 3.73. Kontaminationen durch die Begleitflora konnten makroskopisch weder bei den
Rachen-, noch bei den Rektaltupfern festgestellt werden.

Der zweiten Messung lag zu Grunde, dass es sich bei den zu untersuchenden Proben um
kleine Probenvolumina handelt, in denen nur eine geringe Erregeranzahl zu erwarten war.
Das Volumen von 2 ml des Voranreicherungsmediums fuhrt daher zu einer starken
Verdinnung der Ausgangsproben. Es sollte nachgewiesen werden, ob das
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Bakterienwachstum Uber 24 Stunden auch zu einer Herabsenkung der Nachweisgrenze im
Vergleich zur direkten Verwendung der Probe in der gPCR flihrt.

Die Messung wurde im Doppelansatz unter Beriicksichtigung der Verdiinnungsstufen 10" —
10° durchgefiihrt. Die Mittelwerte der gemessenen ct-Werte von jeder Verdiinnungsstufe in
der Ausgansprobe bzw. nach Zugabe in 2 ml Voranreicherungsmedium und anschlieRender
Bebritung fur 24 Stunden wurde in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Tab. 12 : Vergleich der Mittelwerte (ct-Werte) des Ausgangswertes und nach 24 Stunden
Bebriitung in MB REDOX Fliissigmedium der Verdiinnungsstufen 10" bis 10°

Verdiinnungs- Ausgangsprobe 24h Bebrutung in
stufe MB REDOX
10’ 32,35 34,48
102 33,69 35,60
10° 30,60 33,43
10* 26,93 32,89
10° 24,40 29,57
10° 20,79 25,92

Bei den Werten der Ausgangsproben konnten positive Proben (< 31.99) bis zur Verdinnung
von 10° gemessen werden, wahrend die Werte nach dem Hinzufiigen in das
Voranreicherungsmedium und anschlielender Bebrutung fir 24 Stunden bis zur
Verdiinnungsstufe 10* positiv waren. Die Erregermenge konnte (iber 24 Stunden Bebriitung
demnach nicht soweit erhdht werden, dass eine Steigerung der Nachweisbarkeit zu erwarten
ware.

2. Verbesserung der Nachweisgrenze im zeitlichen Verlauf

Es konnte festgestellt werden, dass eine Bebritung in MB REDOX Flissigmedium prinzipiell
sowohl bei den Rachen-, als auch bei den Rektaltupfern eine Verbesserung der Sensitivitat
erbracht hatte. Diese Verbesserung lag aber nach 24 Stunden Bebritung durch den
Verdinnungseffekt nicht Uber dem Ausgangswert. Somit bringt die Bebritung von 24
Stunden noch keinen Vorteil fur die Untersuchungsmethode. In einem Langzeitversuch sollte
nun geklart werden, nach wie viel Zeit der Bebritung im MB REDOX Flussigndhrmedium
eine Verbesserung der Nachweisgrenze und damit ein niedrigerer ct-Wert als jener des
Ausgangswertes erzielt werden kann. Hierfiir wurden Proben der Verdiinnungsstufen 10" bis
10* und 10° im Doppelansatz iiber 60 Tage im MB REDOX Fliissignahrmedium bebriitet und
an unterschiedlichen Tagen der ct-Wert gemessen. Die Ergebnisse der Mittelwerte der
gemessenen ct-Werte sind in Tabelle 13 dargestellt.
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Tab. 13: Mittelwerte der ct-Werte aus der Langzeitmessung an den verschiedenen Untersuchungstagen von unterschiedlichen
Verdunnungsstufen, die in MB REDOX Flussigmedium bebritet wurden und die jeweiligen Ausgangswerte

Verdiinnungs-

stufe Ausgangswerte Tag 5 Tag 9 Tag 16 Tag 23 Tag 30 Tag 37 Tag 44 Tag 62
10 39.43 41.00 41.00 39.69 39.40 41.00 34.18 35.81 33.47
102 37.43 41.00 33.96 39.94 35.92 29.68 26.97 24 .46 19.68
10° 34.14 36.93 35.26 39.73 36.64 32.85 27.80 26.91 25.99
10* 29.61 32.01 32.09 29.49 25.93 22.14 20.16 18.89 17.90
10° 23.40 26.92 24.06 22.67 23.36 21.65 20.03 19.39 18.43
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Ab der Verdiinnungsstufe 10* konnten bei den Ausgangsproben positive ct-Werte gemessen
werden. In dieser Verdinnungsstufe konnte nach Zugabe in das Voranreicherungsmedium
und Bebritung erst am Tag 16 ein positiver ct-Wert gemessen werden. In der
Verdiinnungsstufe 10° konnte ab Tag 37 und in der Verdiinnungsstufe 102 ab Tag 30 ein
positiver ct-Wert gemessen werden. In der Verdiinnungsstufe 10" konnte weder aus der
Ausgangsprobe noch nach 60 tagiger Bebritung im Voranreicherungsmedium ein positiver
ct-Wert erreicht werden. Die Werte der Verdiinnungsstufe 10° waren mit und ohne
Voranreicherungsmedium immer positiv.

Die Nachweisgrenze konnte demnach durch die Bebritung im Voranreicherungsmedium in
den Verdiinnungsstufen 10 und 10? herabgesenkt werden, dies aber erst ab Tag 30 bzw.
37.

Da bei einer Bakteriendichte von 10* KBE/ml bereits ein positiver Ausgangswert vorlag, wére
eine Bebritung zur Steigerung der Sensitivitat erst ab einer geringeren Bakteriendichte
sinnvoll. Dies wirde aber einen zeitlichen Aufwand von 30 bis 37 Tagen bedeuten. Bei einer
Bakteriendichte von 10" KBE/ml kann auch durch eine Bebriitung im
Voranreicherungsmedium mittels gPCR kein Nachweis erfolgen.

Auf Grund der Voruntersuchungen wurde zur DNA-Extraktion fir den molekularbiologischen
Nachweis von Mycobacterium spp. das Testkit A verwendet. Die ermittelte Nachweisgrenze
lag dabei bei 10° KBE/ml. Auf die Verwendung eines Voranreicherungsmediums wurde
verzichtet.

4.2 Untersuchung von Feldproben (Rachentupfer, Rektaltupfer)

Uber einen Zeitraum von zwei Jahren wurden in sechs zoologischen Einrichtungen
insgesamt 1090 Tupferproben von verschiedenen Tierarten genommen. Die 556 Rachen-
und 534 Rektaltupfer wurden anschlieRen auf das Vorkommen von Mycobacterium spp.
untersucht. Hierfir wurde eine gPCR verwendet, die eine Sequenz aus dem
mykobakteriellen 16S rRNA-Gen amplifiziert. Von einigen der positiven Proben (13 Rachen-
und 18 Rektalproben) wurde dann mittels eines konventionellen PCR-Verfahrens ein Stuck
des rpoB-Gens amplifiziert und anschliefend sequenziert fiur eine genauere (Sub-)
Speziesbestimmung. Die Probenentnahme erfolgte relativ gleichmaRig auf die vier
Jahreszeiten verteilt. Nur im Sommer lag die Anzahl der Probenentnahmen etwas hdéher
gegenuber den anderen Jahreszeiten (Abb.1).

Abb.1: Anteil der Proben verteilt auf die vier Jahreszeiten

Anzahl der Proben

M Fruhling
W Sommer
B Herbst

H Winter
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4.2.1 Rachentupfer
Quantitative PCR (16S rRNA)

Alle 556 Proben wurden mittels gPCR auf das Vorhandensein der mykobakteriellen Sequenz
des 16S rRNA-Gens, das die hypervariable Region A enthalt, untersucht. Dies sollte
zunachst feststellen, wie vielen Proben positiv fur Mycobacterium spp sind. Eine Probe
wurde als positiv bewertet, wenn der ct-Wert bei < 31.99 lag. Bei ct-Werten zwischen 32.00 -
34.99 wurde die Reaktion wiederholt. Lagen die neuen Werte < 31.99 oder im Bereich 32.00
- 34.99 wurde die Probe ebenfalls als positiv gewertet. Proben mit ct-Werten = 35.00 wurden
als negativ bewertet.

Die Ergebnisse zeigen, dass von 556 Proben bei 14 der entsprechende Genabschnitt von
Mycobacterium spp. nachgewiesen werden konnte. Dies entspricht einer Pravalenz von 2,52
%. Die positiven Proben stammten von acht unterschiedlichen Tierspezies (2 Vogelspezies
und 6 Saugetierspezies) und aus drei der sechs zoologischen Einrichtungen.

Die Ergebnisse der gPCR sind in den Tabellen 14 nach Einrichtung und Pravalenz, sowie in
Tabelle 15 nach Spezies dargestellt.

Tabelle 14: Anzahl der positiven Proben in den zoologischen Einrichtungen und die daraus
resultierende Pravalenz

Zoologische | Probenzahl | Anzahl positiver | Pravalenz
Einrichtung | insgesamt Proben (%)
A 339 10 2,95
B 8 2 25
C 12 2 16,67
D 84 0 0
E 40 0 0
F 73 0 0
Gesamt 556 14 2,52

Tabelle 15: Anzahl positiver Tiere einer Spezies. Es wurden alle Spezies aufgefuhrt, bei
denen mindestens ein positives Tier vorkam

Spezies (Deutsch) Spezies (Latein) Positive Tiere
Spitzschwanzamadine | Poephila acuticauda 2
Ringelastrild Stizoptera bichenovii 1
Schimpanse Pan troglodytes 4
Dschelada Theropithecus gelada 2
Shetlandpony Equus ferus caballus 2
Asiatischer Elefant Elephas maximus 1
Alpaka Vicugna pacos 1
Bezoarziege Capra aegagrus cretica 1
Gesamt 14
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Schmelzkurvenanalyse

Jedes Amplifikat einer gPCR besteht aus doppelstrangiger DNA. Unterzieht man diesen
Amplifikaten eine kontinuierliche Temperaturerhbhung, kommt es zur Denaturierung des
Doppelstranges zu zwei Einzelstrangen. Die erreichte Temperatur, bei welcher der
Doppelstrang zu zwei Einzelstrangen denaturiert, wird als spezifische Schmelztemperatur
(Tm) bezeichnet. Die spezifische Schmelztemperatur ist abhangig von der Fragmentlange
und Basenzusammensetzung der Amplifikate. Durch die Ermittlung der spezifischen
Schmelztemperatur aller Amplifikate aus den positiven Proben konnten zwei Erkenntnisse
gewonnen werden. Zum einen liegt der spezifische Schmelzpunkt eines PCR-Produktes
deutlich Uber dem spezifischen Schmelzpunkt von unspezifischen Primerdimeren. Damit ist
eine Unterscheidung madglich, ob das positiv gemessene Fluoreszenzsignal tatsachlich von
einem gesuchten Amplifikat stammt. Zum anderen ist durch die Messung der spezifischen
Schmelztemperatur die Unterscheidung verschiedener Mykobakterienspezies maoglich, vor
allem eine Unterscheidung zwischen dem Tuberkulose-Komplex und NTM. Die spezifische
Schmelztemperatur (T,,) aller positiven Rachenproben lag zwischen 50.65 - 57.39 °C. Da die
spezifische Schmelztemperatur fir M. tuberculosis (und M. bovis) deutlich tber 60 °C liegt,
kann das Vorliegen dieser Erreger im Untersuchungsmaterial ausgeschlossen werden. Die
spezifischen Schmelztemperaturen aus der Schmelzkurvenanalyse fir die 14 positiven
Proben sind in der Tabelle 16 dargestellt.

Tab. 16: Spezifische Schmelztemperaturen (T,,) aus der Schmelzkurvenanalyse von den 14
positiven Rachenproben in Grad Celsius und die Spezies von der die jeweilige Probe
genommen wurde

Proben T (C°) Spezies (Deutsch) Spezies (Latein)
1 56.85 Bezoarziege Capra aegagrus cretica
2 52.20 Spitzschwanzamadine | Poephila acuticauda
3 51.79 Spitzschwanzamadine | Poephila acuticauda
4 53.80 Ringelastrild Stizoptera bichenovii
5 57.24 Schimpanse Pan troglodytes
6 57.09 Schimpanse Pan troglodytes
7 56.30 Dschelada Theropithecus gelada
8 57.00 Dschelada Theropithecus gelada
9 50.65 Shetlandpony Equus ferus caballus
10 50.69 Shetlandpony Pan troglodytes
11 57.35 Schimpanse Pan troglodytes
12 57.39 Schimpanse Pan troglodytes
13 57.38 Asiatischer Elefant Elephas maximus
14 57.05 Alpaka Vicugna pacos

Analyse des rpoB-Gens der positiven Proben
Amplifikation

Zur weiteren Charakterisierung der in der gPCR amplifizierten Mycobacterium spp. wurde bei
12 Proben in einer konventionellen PCR ein 360 bp-grol’es Fragment des rpoB-Gens
amplifiziert. Das Amplifikat enthalt einige stark konservierte und eine stark variable Regionen
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(Lee et al.). Anhand dieser variablen Region kénnen unterschiedliche Mykobakterien auf der
Speziesebene differenziert werden.

Bei den 12 Rachenproben konnte nach der Durchfiihrung der PCR eine Bande an der zu
erwartenden Stelle im Gel dargestellt werden und damit der entsprechende Abschnitt des
rpoB-Gens nachgewiesen werden.

Tab. 17: Ergebnisse der konventionellen PCR (rpoB-PCR) und Ursprung der Probe (Tierart
und zoologischen Einrichtung)

Proben| Tierart Zoo rpoB-PCR
1 Bezoar A pos
2 Spitzschwanzamadine A pos
3 Spitzschwanzamadine A pos
4 Ringelastrild A pos
5 Schimpanse B pos
6 Schimpanse B pos
7 Dschelada A pos
8 Dschelada A pos
9 Shetlandpony A pos
10 Shetlandpony A pos
11 Schimpanse C pos
12 Asiatischer Elefant A pos

pos: positiv neg: negativ

Sequenzierung

Die 12 Proben aus der konventionellen PCR, bei denen eine Bande im Gel an der zu
erwartenden Position darstellbar war, wurden fir die Sequenzierung an die Fa. SEQLAB
Sequence Laboratories Gottingen GmbH weitergeleitet. Bei dieser wurde sowohl eine
Reinigung der PCR-Amplifikate, als auch die Sequenzierung durchgeflihrt. Die Auswertung
der Sequenzen erfolgte zum einen durch die Anwendung des BLAST-Algorithmus (NCBI)
und zum anderen durch die Anwendung des FASTA-Algorithmus (EMBL-EBI). In beiden
Fallen wurden die ermittelten mit Sequenzen aus den Datenbanken verglichen und
Ubereinstimmungen angezeigt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt. In der Tabelle
sind die Treffer mit der héchsten Ubereinstimmung bezogen auf die Spezies Mycobacterium
spp. (sofern dies mdglich war) aufgefiihrt. Bei Anwendung des BLAST-Algorithmus wiesen
dabei sechs von 12 Proben Ubereinstimmungen zwischen 85 und 93% auf. Bei Anwendung
des FASTA-Algorithmus gab es bei einer Probe eine Ubereinstimmung mit einer
Mykobakterienspezies. Diese Probe stammte von einem Ringelastrild (Stizoptera bichenovii)
aus der zoologischen Einrichtung A.
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Tabelle 18: Sequenzierungsergebnisse des rpoB-Genabschnitts der 12 positiven Proben aus der konventionellen PCR

Proben- NCBI Blast Ubereinstimmung | embl-fasta
nummer Beste Ubereinstimmung Mycobacterium sp. in Prozent (%) |Beste Ubereinstimmung Mycobacterium sp. Sequenzlange
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10,
1 complete genome sehr kurze
40.1 149 90% 0.056 NC_002944.2 93 k.. Sequenz (30)
2 k.. 0 k.O. Sequenz 1140
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10, Mycobacterium triplex
3 complete genome DNA-directed RNA polymerase subunit beta
364 364 51% 4e-98 NC_002944.2 87 3363 1167 87.587.5 1.3E-70 EM_CDS:CD086983 | Sequenz 580
Mycobacterium smegmatis str. MC2 155
4 chromosome, complete genome
187 187 29% le-44 NC_008596.1 85 k.U. Sequenz 589
5 k.O. 0 k.O. Sequenz 581
6 k.O. 0 k.O. Sequenz 788
7 k.0. 0 k.0. Sequenz 782
Mycobacterium chubuense NBB4
8 chromosome, complete genome
147 147 100% 3e-33 NC_018027.1 87 k.. Sequenz 126
Mycobacterium vanbaalenii PYR-1
9 chromosome, complete genome
206 206 21% 3e-50 NC_008726.1 91 k.. Sequenz 695
10 k.O. 0 k.O. Sequenz 714
11 k.0. 0 k.O. Sequenz 586
Mycobacterium chubuense NBB4
12 chromosome, complete genome
217 217 18% 2e-53 NC_018027.1 89 k.. Sequenz 901

k.U. : keine Ubereinstimmung
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4.2.2 Rektaltupfer
Quantitative PCR (16S rRNA)

Auch die Rektaltupfer wurden mittels gPCR auf das Vorhandensein der mykobakteriellen
Sequenz des 16S rRNA-Gens untersucht. Von 534 Proben konnte bei 143 der
entsprechende Genabschnitt von Mycobacterium spp. nachgewiesen werden. Dies
entspricht einer Pravalenz von 26,78 %. Das Ergebnis ist in der Tabellen 19 nach Pravalenz
in der jeweiligen zoologischen Einrichtung und in den Tabellen 20 und 21 nach Anzahl der
positiven Tierspezies dargestellt. Die positiven Proben stammten von 18 verschiedenen
Vogelspezies und 35 Saugetierspezies. Aus funf der sechs zoologischen Einrichtungen
konnte wenigstens eine positive Probe identifiziert werden.

Tab. 19: Anzahl der positiven Proben in den zoologischen Einrichtungen und die daraus
resultierende Pravalenz

Zoologische | Probenzahl | Anzahl positiver | Pravalenz
Einrichtung | insgesamt Proben (%)

A 316 79 25,00

B 10 0 0

C 12 2 16,67

D 83 3 3,61

E 40 33 82,5

F 73 26 35,62

Gesamt 534 143 26,78
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Tab. 20: Anzahl positiver Vogel (Aves) einer Spezies. Es wurden alle Spezies aufgeflhrt, bei
denen mindestens ein positives Tier vorkam

Spezies (Deutsch) Spezies (Latein) Positive Tiere
Waldrapp Geronticus eremita 1
Spitzschwanzamadine | Poephila acuticauda 3
Ringelastrild Stizoptera bichenovii 1
Ceresamadine Aidemosyne modesta 1
Zebrafink Taeniopygia guttata castanotis 1
Eurasischer Kranich Grus grus 1
Rosaflamingo Phoenicopterus roseus 1
Chileflamingo Phoenicopterus chilensis 1
Heiliger Ibis Threskiornis aethiopicus 1
Kronenkranich Balearica pavonina 1
Dunkelroter Ara Ara chloroptera 2
Rosapelikan Pelecanus onocrotatus 1
Meerespelikan Pelecanus occidentalis 2
Uhu Bubo bubo 1
Wistenbussard Parabuteo unicinctus 1
Gelbkopfgeier Cathartes burrovianus 1
Rabengeier Coragyps atratus 1
Graupapagei Psittacus erithacus 5
Gesamt 26
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Tab. 21: Anzahl positiver Saugetiere (Mammalia) einer Spezies. Es wurden alle Spezies

aufgefiihrt, bei denen mindestens ein positives Tier vorkam

Spezies (Deutsch)

Spezies (Latein)

Positive Tiere

Westl. Flachland Gorilla

Gorilla gorilla gorilla

Schimpanse Pan troglodytes
Bonobo Pan paniscus
Dschelada Theropithecus gelada
Katta Lemur catta

Roter Vari Varecia rubra
Brauner Klammeraffe | Ateles hybridus
Totenkopfaffe Saimiri sciureus
Schneeleopard Panthera uncia
Jaguar Panthera onca
Nasenbar Nasua nasua

Rotes Riesenkanguruh | Macropus rufus
Gravyzebra Equus grevyi
Poitou-Esel Equus asinus asinus
Somali-Wildesel Equus africanus somalicus
Hausesel Equus asinus asinus
Przewalski-Pferd Equus przewalskii
Shetlandpony Equus ferus caballus
Dulmener Wildpferd Equus ferus caballus
Okapi Okapia johnstoni
Flugfuchs Pteropus vampyrus
Nilflughund Rousettus aegyptiacus
Hutiaconga Capromys pilorides

GrolRer Tenrek

Tenrec ecaudatus

Klippschliefer

Procavia capensis

Erdmannchen Suricata suricatta
Hausschwein Sus scrofa domestica
Alpaka Vicugna pacos

Kleiner Kudu Tragelaphus imberbis
Hausschaf Ovis orientalis aries
Mufflon Ovis orientalis musimon
Skudde Ovis orientalis aries
Kamerunschaf Ovis ammon f. aries
Mahnenschaf Ammotragus lervia

Bezoarziege

Capra aegagrus cretica

Alpensteinbock

Capra ibex

ac)o‘)—\090)—\—\—\LQ)—\I\)—\I\)—\U'I—\—\@—\OO—\U'I—\NN—\—\—\—\—\—\SOOI\)—\

Zwergziege Capra aegagrus f. hircus

Markhor Capra falconeri 6

Hausziege Capra aegagrus hircus 4
Gesamt 117
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Schmelzkurvenanalyse

Wie bei den Rachenproben, wurden alle positiven Proben aus der gqPCR einer
Schmelzkurvenanalyse unterzogen. Damit kann das Vorliegen unspezifischer Primerdimere
ausgeschlossen werden, da diese auf Grund ihrer kurzen Lange eine deutlich niedrigere
spezifische Schmelztemperatur aufweisen. Auflerdem kann festgestellt werden ob es sich
bei den Proben um Mykobakterien des Tuberkulose-Komplexes handelt, deren spezifische
Schmelztemperatur tUber 60 °C liegt. Die spezifische Schmelztemperatur (T,,) aller positiven
Rektaltupfer lag zwischen 55.42 und 57.82 °C. Bei keiner Probe lag die spezifische
Schmelztemperatur Gber 60 °C. Dies bedeutet, dass es sich bei keiner der untersuchten
Proben um Mykobakterien des TBC handelte. Die spezifischen Schmelztemperaturen aus
der Schmelzkurvenanalyse fir die 143 positiven Proben sind in den Tabellen 22 bis 27
dargestellt.

Tab. 22: Vogel (Aves), Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse und Herkunft der Proben (Zoo
und Spezies)

Probe Tm (°C) Zoo Spezies (Deutsch) Spezies (Latein)
1 56.41 A Spitzschwanzamadine | Poephila acuticauda
2 56.75 A Spitzschwanzamadine | Poephila acuticauda
3 56.46 A Spitzschwanzamadine | Poephila acuticauda
4 55.62 A Ringelastrild Stizoptera bichenovii
5 56.96 A Ceresamadine Aidemosyne modesta
6 56.61 A Zebrafink Taeniopygia guttata castanotis
7 57.16 D Eurasischer Kranich Grus grus
8 56.58 E Rosaflamingo Phoenicopterus roseus
9 57.53 D Chileflamingo Phoenicopterus chilensis
10 56.46 F Heiliger Ibis Threskiornis aethiopicus
11 56.53 F Kronenkranich Balearica pavonina
12 56.83 F Dunkelroter Ara Ara chloroptera
13 57.07 F Dunkelroter Ara Ara chloroptera
14 56.62 F Rosapelikan Pelecanus onocrotatus
15 56.50 F Meerespelikan Pelecanus occidentalis
16 56.87 F Meerespelikan Pelecanus occidentalis
17 57.53 F Uhu Bubo bubo
18 57.56 F Wustenbussard Parabuteo unicinctus
19 57.36 F Gelbkopfgeier Cathartes burrovianus
20 57.41 F Rabengeier Coragyps atratus
21 57.47 F Graupapagei Psittacus erithacus
22 57.56 F Graupapagei Psittacus erithacus
23 57.47 F Graupapagei Psittacus erithacus
24 57.26 F Graupapagei Psittacus erithacus
25 56.86 F Graupapagei Psittacus erithacus
26 57.39 F Waldrapp Geronticus eremita

T : spezifische Schmelztemperatur in Grad Celsius
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Tab. 23: Saugetiere (Mammalia) Teil 1, Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse und Herkunft

der Proben (Zoo und Spezies)

Probe Tm Zoo Spezies (Deutsch) Spezies (Latein)
27 56.67 C Schimpanse Pan troglodytes
28 57.25 A Hutiaconga Capromys pilorides
29 55.73 A Hutiaconga Capromys pilorides
30 56.68 A Nasenbar Nasua nasua
31 56.80 A Rotes Riesenkanguruh | Macropus rufus
32 56.54 A Gravyzebra Equus grevyi
33 56.46 A Hausschwein Sus scrofa domestica
34 57.16 A Hausschwein Sus scrofa domestica
35 56.98 A Poitou-Esel Equus asinus asinus
36 56.42 A Bonobo Pan paniscus
37 56.92 A Poitou-Esel Equus asinus asinus
38 56.51 A Poitou-Esel Equus asinus asinus
39 56.64 A Rotes Riesenkanguruh | Macropus rufus
40 56.11 A Grolder Tenrek Tenrec ecaudatus
41 56.74 A Okapi Okapia johnstoni
42 56.67 A Bonobo Pan paniscus
43 56.60 A Bonobo Pan paniscus
44 56.75 A Dschelada Theropithecus gelada
45 56.25 A Dschelada Theropithecus gelada
46 56.44 A Dschelada Theropithecus gelada
47 56.04 A Dschelada Theropithecus gelada
48 56.82 A Dschelada Theropithecus gelada
49 56.92 A Dschelada Theropithecus gelada
50 56.90 A Dschelada Theropithecus gelada

Tm: spezifische Schmelztemperatur in Grad Celsius
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Tab. 24: Saugetiere (Mammalia) Teil 2, Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse und Herkunft

der Proben (Zoo und Spezies)

Probe i Zoo Spezies (Deutsch) Spezies (Latein)
51 56.62 A Dschelada Theropithecus gelada
52 56.42 A Dschelada Theropithecus gelada
53 56.63 A Dschelada Theropithecus gelada
54 55.95 A Bezoarziege Capra aegagrus cretica
55 57.49 A Bezoarziege Capra aegagrus cretica
56 56.43 A Gorilla Gorilla gorilla gorilla
57 57.08 A Mufflon Ovis orientalis musimon
58 57.13 A Kamerunschaf Ovis ammon f. aries
59 56.60 A Kamerunschaf Ovis ammon f. aries
60 56.82 A Poitou-Esel Equus asinus asinus
61 57.18 A Shetlandpony Equus ferus caballus
62 56.89 A Dulmener Wildpferd Equus ferus caballus
63 56.92 A Alpensteinbock Capra ibex
64 56.42 A Alpensteinbock Capra ibex
65 55.88 A Alpensteinbock Capra ibex
66 56.47 A Alpensteinbock Capra ibex
67 56.82 A Alpensteinbock Capra ibex
68 57.20 A Alpensteinbock Capra ibex
69 56.73 A Alpaka Vicugna pacos
70 56.35 A Kleiner Kudu Tragelaphus imberbis
71 57.34 A Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
72 57.31 A Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
73 54.51 A Schneeleopard Panthera uncia
74 57.15 A Klippschliefer Procavia capensis

Tm: spezifische Schmelztemperatur in Grad Celsius
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Tab. 25: Saugetiere (Mammalia) Teil 3, Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse und Herkunft
der Proben (Zoo und Spezies)

Probe i Zoo Spezies (Deutsch) Spezies (Latein)
75 56.91 A Klippschliefer Procavia capensis
76 57.59 A Flugfuchs Pteropus vampyrus
77 57.79 A Flugfuchs Pteropus vampyrus
78 57.65 A Flugfuchs Pteropus vampyrus
79 56.85 A Flugfuchs Pteropus vampyrus
80 56.80 A Flugfuchs Pteropus vampyrus
81 57.01 A Poitou-Esel Equus asinus asinus
82 56.73 A Somali Wildesel Equus africanus somalicus
83 56.93 A Markhor Capra falconeri
84 56.97 A Markhor Capra falconeri
85 56.68 A Markhor Capra falconeri
86 56.85 A Markhor Capra falconeri
87 56.75 A Markhor Capra falconeri
88 57.01 A Jaguar Panthera onca
89 57.82 A Totenkopfaffchen Saimiri boliviensis
90 55.42 A Bezoarziege Capra aegagrus cretica
91 57.46 A Bezoarziege Capra aegagrus cretica
92 56.05 A Bezoarziege Capra aegagrus cretica
93 57.13 A Bezoarziege Capra aegagrus cretica
94 56.80 E Alpaka Vicugna pacos
95 56.97 E Alpaka Vicugna pacos
96 56.24 E Shetlandpony Equus ferus caballus
97 56.97 E Shetlandpony Equus ferus caballus
98 56.87 E Shetlandpony Equus ferus caballus
99 56.74 E Shetlandpony Equus ferus caballus

Tm: spezifische Schmelztemperatur in Grad Celsius
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Tab. 26: Saugetiere (Mammalia) Teil 4, Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse und Herkunft

der Proben (Zoo und Spezies)

Probe T Zoo Spezies (Deutsch) Spezies (Latein)
100 57.31 E Shetlandpony Equus ferus caballus
101 57.07 E Hausesel Equus asinus asinus
102 56.79 E Hausesel Equus asinus asinus
103 56.87 E Hausesel Equus asinus asinus
104 56.83 E Skudde Ovis orientalis aries
105 56.51 E Skudde Ovis orientalis aries
106 56.83 E Skudde Ovis orientalis aries
107 56.52 E Skudde Ovis orientalis aries
108 56.20 E Skudde Ovis orientalis aries
109 57.05 E Skudde Ovis orientalis aries
110 57.25 E Kamerunschaf Ovis ammon f. aries
111 57.06 E Kamerunschaf Ovis ammon f. aries
112 57.18 E Kamerunschaf Ovis ammon f. aries
113 57.01 E Kamerunschaf Ovis ammon f. aries
114 56.64 E Kamerunschaf Ovis ammon f. aries
115 56.17 E Kamerunschaf Ovis ammon f. aries
116 56.24 E Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
117 56.17 E Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
118 56.95 E Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
119 56.50 E Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
120 56.42 E Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
121 56.95 E Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
122 56.71 E Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
123 56.78 E Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
124 56.71 E Zwergziege Capra aegagrus f. hircus

Tm: spezifische Schmelztemperatur in Grad Celsius
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Tab. 27: Saugetiere (Mammalia) Teil 5, Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse und Herkunft
der Proben (Zoo und Spezies)

Probe i Zoo Spezies (Deutsch) Spezies (Latein)
125 56.15 E Zwergziege Capra aegagrus f. hircus
126 56.23 A Erdmannchen Suricata suricatta
127 57.80 A Przewalski-Pferd Equus przewalskii
128 57.02 A Nilflughund Rousettus aegyptiacus
129 56.76 A Mahnenschaf Ammotragus lervia
130 57.42 A Brauner Klammeraffe Ateles hybridus
131 57.50 A Markhor Capra falconeri
132 57.25 C Schimpanse Pan troglodytes
133 56.99 A Alpaka Vicugna pacos
134 56.67 D Afrikanische Zwergziege | Capra aegagrus hircus
135 56.05 F Nasenbar Nasua nasua
136 57.36 F Schaf Ovis orientalis aries
137 57.73 F Ziege Capra aegagrus hircus
138 57.28 F Ziege Capra aegagrus hircus
139 57.06 F Hausschwein Sus scrofa domestica
140 56.92 F Ziege Capra aegagrus hircus
141 57.30 F Ziege Capra aegagrus hircus
142 56.71 F Katta Lemur catta
143 56.17 F Roter Vari Varecia rubra

Tm: spezifische Schmelztemperatur in Grad Celsius

Analyse des rpoB-Gens der positiven Proben
Ampilifikation

Wie bei den Rachenproben wurde zur weiteren Charakterisierung einige positive Proben der
gPCR mittels einer konventionellen PCR eine Sequenz des rpoB-Gens amplifiziert. Hierbei
konnte bei 14 Proben nach der Durchfihrung der PCR eine Bande an der zu erwartenden
Stelle im Gel dargestellt werden und damit der entsprechende Abschnitt des rpoB-Gen
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind der Tabelle 28 zu entnehmen.
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Tab. 28: Ergebnisse der konventionellen PCR (rpoB-PCR) und Ursprung der Probe (Tierart
und zoologischen Einrichtung)

Probe Tierart Zoo rpoB-PCR
1 Kronenkranich F pos
2 Dunkelroter Ara F pos
3 Dunkelroter Ara F pos
4 Rosapelikan F pos
5 Meerespelikan F pos
6 Meerespelikan F pos
7 Waldrapp F pos
8 Schaf F pos
9 Ziege F pos
10 Hausschwein F pos
11 Ziege F pos
12 Ziege F pos
13 Katta F pos
14 Roter Vari F pos

pos = positiv

Sequenzierung

Die 14 Proben, bei denen eine Bande im Gel an der zu erwartenden Stelle festgestellt
werden konnte, wurden an die Fa. SEQLAB Sequence Laboratories Goéttingen GmbH
weitergeleitet. Bei dieser wurde sowohl eine Reinigung der PCR-Amplifikate, als auch die
Sequenzierung durchgeflhrt. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte, wie bei den
Rachenproben, durch die Anwendung des BLAST-Algorithmus (NCBI) und des FASTA-
Algorithmus (EMBL-EBI). Die Ergebnisse sind in den Tabellen 29 und 30 dargestellt. Hier
wurden Ubereinstimmungen mit Mycobacterium spp. (sofern méglich) verglichen. Es gab in
keinem Fall eine 100%ige Ubereinstimmung mit einer bekannten Mycobacterium spp.. Bei
Anwendung des BLAST-Algorithmus wiesen fiinf von 14 Proben Ubereinstimmungen
zwischen 84 und 97% auf. Bei Anwendung des FASTA-Algorithmus gab es drei
Ubereinstimmungen zwischen 61,6 und 96,7%. Generell konnten bei dem Vergleich der
Ergebnisse beider Datenbanken deutliche Unterschiede festgestellt werden. Bei zwei Proben
gab es bei Anwendung beider Algorithmen eine Ubereinstimmung.
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Tab. 29: Sequenzierungsergebnisse des rpoB-Genabschnitts der 14 positiven Proben aus der konventionellen PCR, Teil 1

NCBI Blast Ubereinstimmung | embl-fasta Ubereinstimmung| Sequenz-
Proben |Beste Ubereinstimmung Mycobacterium spp. in Prozent (%) | Beste Ubereinstimmung Mycobacterium spp. in Prozent (%) lange
Mycobacterium chubuense NBB4 Mycobacterium sp. FLO4-60-84LA sehr kurze
chromosome, complete genome RNA polymerase B subunit (rpoB) gene, partial cds Sequenz
1 99.099.0 100% 3e-19 NC_018027.1 94 266 296 95.3% 3.0E-13 EM_PRO:EU619932 93,3 (64)
Sequenz
2 k.0. 0 k.O. 0 848
Mycobacterium gilvum Spyr1
chromosome, complete genome Sequenz
3 137 137 13% 2e-29 NC_014814.1 85 k.U. 0 1001
Mycobacterium conceptionense strain loA4
partial rpoB gene for ribosomal RNA polymerase B
subunit Sequenz
4 k.U. 0 321288 61.6% 5.6E-15 EM_PRO:AM885922 61,6 706
Mycobacterium abscessus Mycobacterium neoaurum VKM Ac-1815D, sehr kurze
chromosome, complete sequence complete genome Sequenz
5 52.0 132 93% 2e-05 NC_010397.1 97 5438192 144 96.7% 0.0066 EM_PRO:CP006936 96,7 (32)
Sequenz
6 k.. 0 k.0. 0 748

k.U.: keine Ubereinstimmung
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Tab. 30: Sequenzierungsergebnisse des rpoB-Genabschnitts der 14 positiven Proben aus der konventionellen PCR, Teil 2

Proben- | NCBI Blast Ubereinstimmung | embl-fasta Ubereinstimmung | Sequenz-
nummer | Beste Ubereinstimmung Mycobacterium spp. in Prozent (%) | Beste Ubereinstimmung Mycobacterium spp. in Prozent (%) lange
Sequenz
7 k.0. 0 k.O. 0 1200
Mycobacterium rhodesiae NBB3 chromosome,
Mycobacterium gilvum Spyrl chromosome,
Mycobacterium gilvum PYR-GCK chromosome,
Mycobacterium smegmatis str. MC2 155
chromosome, complete genome
171171 23% 1e-39 NC_016604.1 Sequenz
8 NC_014814.1 NC_009338.1 NC_008596.1 87 k.. 0 555
Sequenz
9 k.U. 0 k.U. 0 770
Mycobacterium gilvum Spyr1
chromosome, complete genome Sequenz
10 102 102 33% 2e-19 NC_014814.1 84 k.U. 0 284
Sequenz
11 k.0. 0 k.O. 0 296
Sequenz
12 k.. 0 k.U. 0 585
Sequenz
13 k.U. 0 k.. 0 235
Sequenz
14 k.U. 0 k.. 0 266

k.U.: keine Ubereinstimmung
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4.2.3 Mehrfach Beprobung

Da bekannt ist, dass Mykobakterien durch den Wirt intermittierend ausgeschieden werden,
wurden von 37 Tiere zweimal Rachen- und von 35 Tieren zweimal Rektaltupfer entnommen.
Bei der Probenentnahme wurde ein Zeitabstand von mindestens drei Monaten eingehalten.
Die mehrfache Beprobung sollte zeigen, ob bei den Proben desselben Tieres zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, unterschiedliche Ergebnisse festgestellt werden konnen.

Rachentupfer

Bei den 37 Tieren, die zweimal beprobt wurden, gab es zwei positive Ergebnisse. Ein
Shetlandpony (Equus ferus caballus) und ein Asiatischer Elefant (Elephas maximus). In
beiden Fallen war ein Tupfer positiv, der zweite zu einem anderen Zeitpunkt entnommene
Tupfer negativ. Die Bezeichnung ,positiv(pos) und ,negativ‘(neg) beziehen sich auf das
Ergebnis der gPCR.
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Tab. 31: Ergebnisse der Rachentupfer aus der gPCR der doppelt beprobten Tiere

Spezies (Deutsch) Spezies (Latein) 1. Probe 2. Probe
Westlicher Flachlandgorilla | Gorilla gorilla gorilla neg neg
Bonobo Pan paniscus neg neg
Brauner Klammeraffe Ateles hybridus neg neg
Haubenlangur Trachypithecus auratus neg neg
Totenkopfaffchen Saimiri boliviensis neg neg
Onager Equus hemionus onager neg neg
Poitou-Esel Equus asinus asinus neg neg
Shetlandpony Equus ferus caballus neg
Erdmannchen Suricata suricatta neg neg
Asiatischer Elefant Elephas maximus neg neg
Asiatischer Elefant Elephas maximus neg ;
Zweifingerfaultier Choloepus didactylus neg neg
Klippschliefer Procavia capensis neg neg
Klippschliefer Procavia capensis neg neg
Klippschliefer Procavia capensis neg neg
Klippschliefer Procavia capensis neg neg
Trampeltier Camelus bactrianus neg neg
Okapi Okapia johnstoni neg neg
Kleiner Kudu Tragelaphus imberbis neg neg
Bezoarziege Capra aegagrus cretica neg neg
Bezoarziege Capra aegagrus cretica neg neg
Bezoarziege Capra aegagrus cretica neg neg
Bezoarziege Capra aegagrus cretica neg neg
Bezoarziege Capra aegagrus cretica neg neg
Alpensteinbock Capra ibex neg neg
Zwergziege Capra aegagrus f. hircus neg neg
Markhor Capra falconeri neg neg
Kamerunschaf Ovis orientalis aries neg neg
Hutiaconga Capromys pilorides neg neg
Gundi Ctenodactylus gundi neg neg
Gundi Ctenodactylus gundi neg neg
Gundi Ctenodactylus gundi neg neg
Gundi Ctenodactylus gundi neg neg
Grol3er Tenrek Tenrec ecaudatus neg neg
Grolder Tenrek Tenrec ecaudatus neg neg
Igeltanrek Echinops telfairi neg neg
Igeltanrek Echinops telfairi neg neg

pos = positiv neg = negativ
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Rektaltupfer

Bei den 35 Tieren, die doppelt beprobt wurden, waren 17 Tupfer positiv. Bei einem Tier
waren beide zu unterschiedlichen Zeiten genommenen Proben positiv. Dabei handelte es
sich um eine Bezoarziege (Capra aegagrus cretica). Bei den Ubrigen 15 Tieren waren je ein
Tupfer positiv und ein Tupfer negativ. Die Bezeichnung ,positiv (pos) und ,negativ® (neg)

beziehen sich auf das Ergebnis der gPCR.

Tab. 32: Ergebnisse der Rektaltupfer aus der gPCR der doppelt beprobten Tiere

Spezies (Deutsch)

Spezies (Latein)

1. Probe

Westlicher Flachlandgorilla

Gorilla gorilla gorilla

neg

Bonobo

Pan paniscus

neg

2. Probe

Klippschliefer

Procavia capensis

Klippschliefer

Procavia capensis

Klippschliefer

Procavia capensis

Klippschliefer

Procavia capensis

Haubenlangur Trachypithecus auratus

Totenkopfaffchen Saimiri boliviensis

Onager Equus hemionus onager

Poitou-Esel Equus asinus asinus

Shetlandpony Equus ferus caballus neg neg
Erdmannchen Suricata suricatta neg neg
Asiatischer Elefant Elephas maximus neg neg
Asiatischer Elefant Elephas maximus

Bezoarziege

Capra aegagrus cretica

Bezoarziege

Capra aegagrus cretica

Bezoarziege

Capra aegagrus cretica

Bezoarziege

Capra aegagrus cretica

Alpensteinbock

Capra ibex

Klippschliefer Procavia capensis neg neg
Trampeltier Camelus bactrianus neg neg
Okapi Okapia johnstoni

Zwergziege Capra aegagrus f. hircus

Markhor Capra falconeri

Kamerunschaf Ovis orientalis aries

Hutiaconga Capromys pilorides

Hutiaconga Capromys pilorides

Gundi Ctenodactylus gundi neg neg
Gundi Ctenodactylus gundi neg neg
Gundi Ctenodactylus gundi neg neg
Gundi Ctenodactylus gundi neg neg
Grolder Tenrek Tenrec ecaudatus ne ne
Grolder Tenrek Tenrec ecaudatus ne
lgeltanrek Echinops telfairi neg neg
Igeltanrek Echinops telfairi neg neg
pos = positiv neg = negativ
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4.3 Ergebnis aller positiven Feldproben nach Entnahmezeitpunkt
Jede Feldprobe wurde nach ihrem Entnahmezeitpunkt einer Jahreszeit zugeordnet. Diese
erfolgte nach folgender Definition:

Friahling: Probenentnahme in den Monaten Marz, April, Mai

Sommer: Probenentnahme in den Monaten Juni, Juli, August

Herbst: Probenentnahme in den Monaten September, Oktober, November
Winter: Probenentnahme in den Monaten Dezember, Januar, Februar

Dabei zeigte sich, dass die meisten positiven Proben in der Jahreszeit Frihling auftraten.
Hier war die Pravalenz am hochsten, wahrend im Sommer eine deutlich geringere Pravalenz
ermittelt wurde (Tab. 33).

Tab. 33: Anzahl der Proben, die in der jeweiligen Jahreszeit entnommen wurden und Anzahl
der positiven Proben in der jeweiligen Jahreszeit (absolut und prozentual im Verhaltnis zur
Anzahl entnommener Proben in der jeweiligen Jahreszeit)

. Anzahl Proben Anzahl positiver | Anzahl positiver
Jahreszeit . .
insgesamt Proben Proben in Prozent
Frahling 234 55 23,50%
Sommer 348 24 6,89%
Herbst 281 37 13,17%
Winter 227 41 18,06%
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5 Diskussion

Das Vorkommen von Mykobakterien bei in zoologischen Einrichtungen gehaltenen Tieren in
Deutschland ist aktuell von grolker Bedeutung. Dies liegt zum einen an dem hohen
zoonotischen Potential einiger Mykobakterienspezies und zum anderen an dem grof3en
Problem einer zuverlassigen und schnellen Diagnostik (Jurczynski et al. 2012; Lécu and Ball
2011). Besonders Infektionen mit Mykobakterien aus dem Tuberkulose-Komplex stellen eine
Bedrohung fir Menschen und Tiere dar. Schon der Verdachtsfall oder positive Befund von
.saurefesten Stabchen® versetzt Untersuchungsamter, Amtstierarzte und Zootierarzte in
hdchste Alarmbereitschaft. In ungeklarten oder bestatigten Fallen von , Tuberkulose* kommt
es zu ausgedehnten und kostenintensiven diagnostischen Untersuchungen im gesamten
Umfeld des betroffenen Tieres. Dies bezieht sich auf vergesellschaftete Tiere und alle
Mitarbeiter, die mit dem Tier in Kontakt gestanden haben. Die aufwendige, oft langwierige
und unzuverlassige Diagnostik stellt dabei ein grof’es Hindernis fir die Erhaltung der
Gesundheit bzw. des Lebens aller betroffenen Individuen dar. Ein ,falsch positives“ Ergebnis
ist dabei besonders gravierend bei der Haltung extrem seltener Tierarten und genetisch sehr
wertvoller Einzeltiere. Therapien, sofern erlaubt, sind zeitaufwandig, kostenintensiv und bei
Tieren schwierig zu handhaben. Die Tiere missten Uber einen sehr langen Zeitraum unter
strikten Sicherheitsbedingungen in Quarantéane gehalten werden. In den meisten Fallen wird
daher von einer Therapie abgesehen und die Tiere werden euthanasiert. Falsch positive
Ergebnisse oder Verdachtsfalle entstehen vor allem durch Infektionen mit bzw. den
Nachweis von NTM. Gerade Uber das Vorkommen und die Bedeutung von NTM bei
Zootieren in deutschen Einrichtungen ist aber wenig bekannt. Aus diesem Grund ist auch
eine Risikobewertung zum Vorkommen von Mykobakterien in deutschen zoologischen
Einrichtungen derzeit schwierig. Es existieren Einzelfallbeschreibungen aus verschiedenen
Einrichtungen, aber systematische umfassende Untersuchungen fehlen. Da bei einer
Infektion mit Mykobakterien nicht immer auch eine Ausscheidung stattfindet, muss zunachst
geklart werden, wann und wie haufig Mykobakterien ausgeschieden werden, um der Frage
nach dem Risikopotential einer Infektion von Kontaktpersonen/-tieren nachzugehen.

Ziel dieser Arbeit war es daher einen ersten Uberblick Uber das Vorkommen von
Mycobacterium spp. bei in zoologischen Einrichtungen gehaltenen Saugetier- und
Vogelspezies zu schaffen. Dies geschah mit besonderem Blick auf die Ausscheidung der
Erreger und der damit verbundenen Méglichkeit einer Ubertragung auf andere Individuen.

Um das Ziel dieser Arbeit zu erreichen, wurde zunachst der Fragestellung nach dem
effektivsten und sensitivsten Nachweisverfahren bei der Verwendung eines qPCR-
Verfahrens nachgegangen.

Alle Versuche zur Sensitivitat der verwendeten Methode wurden mit dem Referenzstamm M.
avium subsp. avium Stamm Aulendorf durchgefuhrt. Dieser Stamm wurde zum einen aus
Grunden des Arbeitsschutzes und der damit verbundenen einfacheren Handhabung gewahlt,
zum anderen auf Grund seines schnellen Wachstums und der damit verbundenen schnellen
Bereitstellung groRer Mengen Probenmaterials. Da der Aufbau der Zellwand bei den
unterschiedlichen Mykobakterienspezies ahnlich ist, wurde dieser Stamm als Referenz fir
verschiedene Mykobakterienspezies verwendet (Zuber et al. 2008; Amaro et al. 2008; Jarlier
and Nikaido 1994).
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Die Proben wurden im Rahmen verschiedener tierarztlicher Eingriffe und Narkosen
gesammelt. Die Verfolgung eines systematischen Probenplans war daher aus technischen
Grunden nicht praktikabel. Der Zeitrahmen betrug zwei Jahre und es waren sechs
zoologische Einrichtungen beteiligt. Die in diesem Zeitraum gesammelte Probenmenge
umfasste insgesamt 1090 Proben von Saugetieren (n = 860) und Vdgeln (n = 230). Starke
jahreszeitliche Unterschiede ergaben sich nicht. Nur im Sommer war die Anzahl der
Probenentnahmen etwas héher gegeniiber den drei restlichen Jahreszeiten.

Bei der Auswahl des Probenmaterials mussten verschiedene Faktoren bericksichtigt
werden. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, sollte stets das gleiche
Material und die gleiche Menge verwendet werden. Da die zu beprobenden Tierarten sehr
starke Unterschiede z.B. in GroRe oder produzierter Kotmenge pro Tag aufwiesen, wurde
entschieden auf standardisierte Tupfer zurtckzugreifen. Einen weiteren wichtigen Faktor fur
die Probenentnahme stellte die Herausforderung einer mdéglichst schnellen und wenig
invasiven Entnahme der Proben dar. Auch hier eigneten sich Tupfer besonders gut.

Bei PCR-basierten Nachweismethoden flir Mykobakterien ist aufgrund der speziellen
Zellwandmorphologie die Methode des Zellaufschlusses und der anschlieRenden DNA-
Extraktion von besonderer Bedeutung (Park et al. 2014; Amaro et al. 2008; Hosek et al.
2006). Ein wichtiger Aspekt bei der Auswahl des Extraktionsverfahrens ist auch das
Ausgangs- bzw. Probenmaterial. So konnte (GroRpietsch 2011) in seiner Arbeit einen
Unterschied in der Effektivitat unterschiedlicher Zellaufschlussverfahren feststellen, je
nachdem ob eine Reinkultur als Ausgangsmaterial verwendet wurde oder Gewebematerial.
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene kommerzielle DNA-
Extraktionsmethoden untersucht. Dabei zeigte sich, dass beide Methoden zum PCR-
basierten Nachweis geeignet sind. Methode A zeigte aber eine hdhere Ausbeute und
erreichte damit eine héhere Sensitivitit von 10° KBE/ml. Dieses Ergebnis entspricht zwar der
haufig in der Literatur angegebenen Sensitivitatsgrenze fir den PCR-basierten Nachweis
von Mykobakterien aus Probenmaterial (de Kruijf et al. 2017; Sevilla et al. 2015;
Schonenbrucher et al. 2008), doch gibt es bereits neue Veroffentlichungen mit PCR-
Verfahren, die Sensitivitdten z.B. fur den Nachweis von MAP aus Kotproben von 6 KBE/g
oder fur den Nachweis von MTC aus verschiedenen Probenmaterialien von 30 KBE /ml
aufweisen (Yin et al. 2016; Park et al. 2014).

Die Sensitivitat stellt ein wichtiges Kriterium fur die Auswahl einer Nachweismethode fur
epidemiologische Untersuchungen dar. Aus diesem Grund wurden bereits in der
Vergangenheit durch viele Autoren Optimierungsversuche getatigt, um eine Steigerung der
Sensitivitat zu erreichen bei Verwendung kommerzieller DNA-Extraktionskits. Dies gelang
durch verschiedenste Modifizierungen des Zellaufschlussverfahres, wie z.B. das Hinzufigen
eines mechanischen Schrittes zur Zellyse (Schonenbrucher et al. 2008). In dieser Arbeit
wurde untersucht, inwieweit die Sensitivitdt durch die Integration eines
Voranreicherungsschrittes in das Versuchsprotokoll gesteigert werden kann. Es zeigte sich,
dass durch die Bebritung in einem Voranreicherungsmedium die Sensitivitat um eine
Zehnerpotenz auf 102 KBE/ml erhdht werden kann. Dazu ist aber eine lange Zeitspanne von
30 Tagen notig.

Bei dem Vergleich der zwei kommerziellen Testkits zeigen die Ergebnisse, dass Testkit A

héhere DNA-Konzentrationen und damit niedrigere ct-Werte liefert, als Testkit B. Die DNA-

Aufreinigung, sowohl aus den Bakteriensuspensionen, als auch aus den Tupferproben

scheint effizienter. Wahrend die Sensitivitat fir Testkit A bei 10° liegt, ist diese fir Testkit B
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bei 10*, also eine Zehnerpotenz hoher. Eine mégliche Erklarung ware, dass die Art des
Probenmaterials nicht optimal fur dieses Kit geeignet ist. Deutlich wird aber, dass es auch
bei kommerziellen Testkits deutliche Unterschiede gibt. Dies konnte auch in einem Vergleich
von sechs verschiedenen Testkits flir DNA-Extraktion aus MAP festgestellt werden (Leite et
al. 2013). Auch hier gab es zum Teil sehr groRe Schwankungen zwischen den Testkits
bezlglich der gemessenen DNA-Konzentrationen und der Reinheit der extrahierten DNA.

Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Feldproben musste von einer geringen
Erregermenge pro Probe ausgegangen werden. Dies lag zum einen daran, dass es sich bei
allen beprobten Tieren um nicht krankheits- oder ansteckungsverdachtige Probanden ohne
klinische Symptomatik handelte. Zum anderen lag es an der begrenzten Aufnahmekapazitat
der Tupfer. Aus diesem Hintergrund ergab sich die Frage nach der Mdglichkeit einer
Voranreicherung der Erreger im Probenmaterial flr eine bessere Nachweisbarkeit durch die
gPCR. Hierzu wurden drei weitere Vorversuche durchgefihrt.

Im ersten Versuch wurde analysiert, ob eine Voranreicherung im Probenmaterial ohne
vorherige Dekontaminationsverfahren moglich ist oder ob es durch eine Zunahme der
Begleitflora zur Hemmung des Wachstums von Mykobakterien kommt. Die Ergebnisse
zeigten, dass bei einer Bebritung fir 24 Stunden keine Probleme bei der Verwendung von
Rachen-oder Recktaltupfern auftreten. In keiner Probe kam es zu einer Tribung des MB
REDOX Flussigmediums oder Stérung der anschlieBenden PCR. Auf die vom Hersteller
empfohlene Vorbehandlung mit N-Acetyl-L-Cystein/NaOH-LOsung konnte verzichtet werden.
Durch die Anwendung von Dekontaminationsverfahren wie der Verwendung von
NALC/NaOH-Ldsungen kommt es immer auch zu einer Schadigung der Mykobakterien
selbst und damit zu einer Verringerung der Erregermenge (Owusu et al. 2017; Gitteh et al.
2016; Buijtels and Petit 2005; Palomino and Portaels 1998).

Da das Volumen des MB REDOX Flissigmediums mit 2 ml immer noch deutlich Gber denen
des Probenmaterials (600 ul bei Rachentupfern und 800 pl bei Rektaltupfern) liegt, musste in
einem weiteren Versuch gepruft werden, ob die Vermehrungsrate der Mykobakterien in 24
Stunden so hoch war, dass der entstandene Verdunnungseffekt dadurch ausgeglichen
werden konnte. Die Ergebnisse zeigen, dass die ct-Werte in allen Verdinnungsstufen nach
Bebrutung im Flussigmedium deutlich Uber den Ausgangswerten lagen. Der spezifische
DNA-Gehalt ist demnach geringer, als in der Ausgangsprobe. Die im ersten Versuch
festgestellte Erregervermehrung scheint nicht hoch genug zu sein, um den
Verdunnungseffekt auszugleichen. Zu tUberlegen ware deshalb, ob eine weitere Reduzierung
der Menge des Flissigmediums eine Loésung fir den starken Verdlinnungseffekt darstellen
kdénnte. Es konnte ebenfalls geprift werden, ob mit einer Isolierung der Erreger aus dem
Flussigmedium (vom Hersteller werden Abzentrifugieren und Filtration beschrieben) bessere
Ergebnisse erzielt werden konnen. Hierbei muss aber mit Problemen durch eventuelle
Kotpartikel u.a. aus dem Probenmaterial gerechnet werden.

Da die Erregervermehrung nach 24 Stunden Bebritung noch nicht Gber den Werten bei
direkter Verwendung des Probenmaterials lag, wurde in einem dritten Versuch getestet ob
bzw. ab welcher Bebritungsdauer mit einer Verbesserung der Nachweisrate zu rechnen
ware. Die Ergebnisse zeigten, dass erst ab einer Bebritungsdauer von 14 Tagen niedrigere
ct-Werte erreicht werden konnten. Dies war aber nur in den Verdinnungsstufen mit hohem
Erregergehalt (ab 10* KBE/mI) feststellbar. In diesen Verdiinnungsstufen ergab bereits der
Ausgangswert einen positiven ct-Wert, da die Erregermenge oberhalb der Detektionsgrenze
der gPRC liegt. In diesem Bereich ware durch eine zusatzliche Bebritung keine hdhere
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Nachweisrate zu erzielen. Auch bei Proben mit sehr niedrigen Erregergehalten (10),
konnten die ct-Werte durch die Bebritung zwar ab Tag 16 gesenkt werden, aber selbst nach
einer Bebritung von 60 Tagen erreichten die ct-Werte nicht den festgelegten positiven
Bereich (< 31.99). Auch hier kann nicht von einer Erhéhung der Nachweisrate ausgegangen
werden. Anders sieht es in den Bereichen 10? und 10° aus. Der Ausgangswert in der
Verdiinnungsstufe 10? liegt im negativen Bereich, aber ab einer Bebriitung von 28 Tagen
kénnen positive ct-Werte gemessen werden. In der Verdiinnungsstufe 10° liegt der
Ausgangswert im fraglichen Bereich, ab einer Bebrutungsdauer von 35 Tagen kdnnen aber
positive ct-Werte gemessen werden. Das heil’t, bei langeren Bebritungszeiten von 28 bzw.
35 Tagen kann es zu einer Erhéhung der Nachweisgrenze kommen. Auch hier misste aber
noch durch weitere Versuche geklart werden, ob bei einer ldngeren Bebritungsdauer bei
Feldproben Probleme mit der Begleitflora auftreten konnten. Eine weitere wichtige Frage ist
auch, ob sich die unterschiedlichen Mykobakterienspezies aufgrund ihrer sehr stark
variierenden Wachstumsgeschwindigkeit unterschiedlich verhalten. So ware zu erwarten,
dass es fur Mykobakterien des Tuberkulose-Komplexes weitaus langerer Bebrutungszeiten
bedarf. Es musste also getestet werden, ob die Bedingungen fiir Mykobakterien aus dem
Tuberkulose-Komplex und die nichttuberkulésen Mykobakterien vergleichbar sind. Aufgrund
der beschriebenen Ergebnisse wurde letztendlich fur die Untersuchung der Feldproben auf
eine Voranreicherung verzichtet.

Um eine Aussage uber das Vorkommen und die Haufigkeit der Ausscheidung von
Mykobakterien bei Tieren in zoologischen Einrichtungen machen zu koénnen, wurden
insgesamt 115 Vogel und 441 Saugetiere untersucht. Obwohl Mykobakterien auch bei
Reptilien, Amphibien und Fischen nachgewiesen werden konnten, sollte sich in der
vorliegenden Studie zunachst auf Vogel und Saugetiere konzentriert werden, da diese die
zwei am haufigsten in zoologischen Einrichtungen gehaltenen Wirbeltierklassen darstellen
(Donnelly et al. 2016; Hikima et al. 2016; Ulimann et al. 2016; Bouricha et al. 2014; Willson
et al. 2013; Densmore and Green 2007).

Da von einigen Mykobakterienspezies bekannt ist, dass die Ausscheidung Uber den Wirt
intermittierend erfolgt, wurden einige Tiere doppelt beprobt. Es zeigte sich dabei, dass bei
einigen Tieren unterschiedliche Ergebnisse an den unterschiedlichen Beprobungstagen
vorkamen. Bei den Rachentupfern traten bei zwei der 37 beprobten Tieren ein positives
Ergebnis auf. Bei einem Shetlandpony war die erste, bei einem Asiatischen Elefant die
zweite Probe positiv. Bei den Rektaltupfern gab es sogar bei 16 der 35 beprobten Tieren ein
positives Ergebnis. Hierbei war bei zehn Tieren die erste Probe positiv und bei sieben Tieren
die zweite Probe. Nur bei einem einzigen Tier, einer Bezoarziege, war dabei sowohl die
erste, als auch die zweite Probe positiv. Nur bei 2,86% der beprobten Tiere war damit in
beiden Fallen ein positives Ergebnis aus den Rektaltupfern nachweisbar. Dieses Ergebnis
legt nahe, dass die ausgeschiedenen Mykobakterien von fast allen Individuen intermittierend
ausgeschieden werden. Dies bestatigt die fiur Nutz- bzw. Haustiere bereits in der Literatur
beschriebene erhéhte Schwierigkeit der Nachweisbarkeit auch fir Zootiere und muss
deshalb fur epidemiologische Studien berucksichtigt werden (Mortier et al. 2014; Srivastava
et al. 2008).

Der Probenumfang dieser epidemiologischen Studie umfasst 1090 Tupferproben von
Saugetieren (n=860) und Voégeln (n=230). Die Proben stammten aus 6 zoologischen
Einrichtungen, die sich in vier verschiedenen Bundeslandern befinden. Bei den
Bundeslandern handelt es sich um Baden-Wirttemberg, Nordrhein-Westfalen, Mecklenburg-
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Vorpommern und Rheinland-Pfalz. Wahrend bei drei der sechs zoologischen Einrichtungen
positive Rachentupfer vorkamen, konnten sogar bei funf der sechs Einrichtungen positive
Rektaltupfer festgestellt werden. In jeder Einrichtung traten mindestens zwei positive Falle
auf. Die Pravalenz lag damit bei insgesamt 14,4 %. Da es wenige Veroffentlichungen Gber
die Epidemiologie von Mykobakterien in den einzelnen zoologischen Einrichtungen gibt, gibt
dieses Ergebnis erstmals eine konkrete Einschatzung tUber die Haufigkeit von Mykobakterien
in Ausscheidungen von in zoologischen Einrichtungen gehaltenen Saugetieren und Vogeln.
In einer Veroffentlichung von 2012 wurden Sammelkotproben von insgesamt 21 Tierspezies
(Saugetiere und Vogel) aus einer zoologischen Einrichtung in Nordrhein-Westfalen auf das
Vorkommen von MAP untersucht. Dabei traten bei 14 Tierspezies positive Ergebnisse auf.
Da es sich bei allen Proben um Sammelkotproben mehrerer Individuen einer Spezies
handelt, ist die Pravalenz nur bedingt vergleichbar mit der vorliegenden Arbeit. Das Ergebnis
zeigt aber, dass MAP bei vielen Spezies, sowohl bei den Saugetieren, als auch bei den
Vdgeln, die in zoologischen Einrichtungen gehalten werden, Uber den Kot ausgeschieden
wird (Munster 2012).

In der vorliegenden Doktorarbeit konnte das interessante Ergebnis festgestellt werden, dass
sowohl bei den beprobten Vogeln, als auch bei den Saugetieren positive Rachen- und
Rektaltupfer vorkamen. Dabei zeigten sich flir beide Gruppen sehr ahnliche Pravalenzen bei
den Rachenproben von 2,61 % bei Vogeln und 2,49 % bei Saugetieren. Durch die
Untersuchung von Rektaltupfern konnte gezeigt werden, dass die Pravalenz insgesamt
hoher lag als bei den Rachenproben. Fur Vogel lag sie bei 22,61 % und fur Sdugetiere bei
27,92 %. Deshalb liegt der Schlul3 nahe, dass Mycobacterium spp Uber den fakalen
Transmissionsweg weitaus haufiger ausgeschieden werden, als auf dem aerogenen Weg.
Dieses Ergebnis lasst sich eventuell mit dem Umstand erklaren, dass es sich bei den
vorliegenden Mykobakterienspezies mit hoher Wahrscheinlichkeit um NTM handelt, da die
Durchfiuhrung der Schmelzkurvenanalyse beim Nachweis des 16S rRNA-Genabschnitts
keinen Verdacht auf eine Spezies aus dem Tuberkulose-Komplex ergab. Die spezifische
Schmelztemperatur des  gesuchten  Genabschnitts war  bereits fur  einige
Mykobakterienspezies bekannt und lag fur M. tuberculosis, im Unterschied zu allen anderen
Mykobakterienspezies, deutlich Uber 60°C (Shrestha et al. 2003). Diese deutlich hdhere
spezifische Schmelztemperatur konnte durch eigene Untersuchungen auch fur M. bovis BCG
ermittelt werden und lasst die Vermutung zu, dass die Vertreter des Tuberkulose-Komplexes
aufgrund ihrer bekanntermaflen hohen DNA-Homologie sehr ahnliche spezifische
Schmelztemperaturen bei dem gesuchten Genabschnitt aufweisen und somit von den NTM
unterschieden werden koénnen. In der vorliegenden Arbeit konnten bei 18 der 44
Vogelspezies und bei 36 der 75 beprobten Saugetierspezies Mykobakterien nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis bestatigt die bereits in der Literatur beschriebene grofl3e Vielfalt von
Spezies bei denen Mykobakterien vorkommen kdnnen (Broughan et al. 2013; Munster et al.
2013; Dhama et al. 2011; Lécu and Ball 2011; Kaneene et al. 2010; Cousins et al. 2003; de
Lisle et al. 2001; Aranaz et al. 1999).

Im Unterschied zu einer Studie aus dem Jahr 2015 Uber den Nachweis von MAP durch
gPCR, bei der die Pravalenz im Sommer und Herbst deutlich héher als im Frihling und
Winter war, konnte in der vorliegenden Doktorarbeit gezeigt werden, dass die Pravalenz von
Mykobakterien im Fruhling deutlich héher und die Pravalenz im Sommer deutlich niedriger
lag. Dieser Unterschied kann zum einen mit der Tatsache zusammenhangen, dass es sich in
der Studie ausschliellich um den Nachweis von MAP handelte und zum anderen mit den
unterschiedlichen Haltungsbedingungen von Zootieren und den in der Studie untersuchten
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Milchkiihen zusammenhangen. Interessant ist aber, dass es in beiden Fallen scheinbar
jahreszeitlich bedingte Einflussfaktoren gibt, die die Haufigkeit der Ausscheidung von
Mykobakterienspezies durch den Wirt beeinflussen. Ob dies eventuell mit verschiedenen
.otressfaktoren (z.B. der Paarungszeit, Trachtigkeit, Hochlaktation) oder auch erhéhtem
Infektionsdruck (z.B. durch Vergroflerung der Wirtsgruppe aufgrund von Geburtszugangen)
zusammenhangt, kann zunachst vermutet werden und bedarf weiterer Untersuchungen.

In der qPCR wurde ein Sequenzabschnitt aus dem mykobakteriellen 16S rRNA-Gen
amplifiziert, das die hypervariable Region A enthalt. Die verwendeten Primer wurden bereits
von Shresteha et al (2003) beschriecben und erfolgreich flir verschiedene
Mykobakterienspezies getestet. Die Verwendung einer Zielsequenz des 16S rRNA-Gens
verspricht auf Grund der zuverlassigen Nachweisbarkeit eine hohe Sensitivitat. Dies sollte
zundchst oberste Prioritat in der epidemiologischen Untersuchung haben. Von
verschiedenen Autoren wird die hypervariable Region A als nutzlich fir die Unterscheidung
von Mykobakterienspezies beschrieben. Dies gilt aber nicht flr die Unterscheidung aller
Spezies (z. B. keine Unterscheidung zwischen M. kansasii und M. gastri moglich).

Zur weiteren Charakterisierung der amplifizierten Feldproben (n= 26) wurde mit diesen eine
zweite PCR durchgefiihrt. Diese basiert auf der Amplifikation eines 360 bp-grof3en Abschnitt
des rpoB-Gens und erlaubt eine phylogenetische Differenzierung von Mycobacterium spp.
(Adékambi et al. 2008; Adékambi et al. 2006; Kim et al. 1999). Die Verwendung des rpoB-
Gens liefert in Bezug auf die Sensitivitat vergleichbare Ergebnisse wie die des 16S rRNA-
Gens. Besonders bei sehr eng verwandten Spezies oder zur Unterscheidung verschiedener
Subspezies mit stark ausgepragter genetischer Homologie ist aber das rpoB-Gen auf Grund
seiner hoheren diskriminatorischen Potenz besser flr phylogenetische Untersuchungen
geeignet (Case et al. 2007).

Zur Spezies-Differenzierung wurden zunachst die Amplifikate aus der rpoB-PCR von 12 der
Rachenproben und 14 der Rektalproben sequenziert und analysiert. Von den sequenzierten
Rachenproben wiesen sechs Proben Ubereinstimmungen mit Mykobakterienspezies auf.
Diese Ubereinstimmungen lagen zwischen 85 und 93 %. Von den 14 sequenzierten
Rektalproben wiesen finf Proben Ubereinstimmungen zwischen 61,6 und 97 % mit
Mykobakterienspezies auf. Bei den Mykobakterienspezies handelt es sich dabei
ausschliellich um NTM. Das bestatigt ebenso die Schmelzkurvenanayse. Auch das
Vorliegen von noch nicht in den Datenbanken erfassten Mykobakterienspezies oder —
subspezies muss in Betracht gezogen werden. Dies ist nicht nur sehr interessant im Hinblick
auf die Entdeckung neuer Mykobakterienspezies, sondern unter der Berlcksichtigung der
grolRen Bandbreite an den unterschiedlichsten Tierarten, die beprobt wurden auch im
besonderen MalRe auf die Entdeckung bisher unbekannter sogenannter Tier- adaptierter
Mykobakterienspezies. Bekannt sind diese Tier-adaptierten Vertreter bereits im MTC und
umfassen bisher die drei bekannten Spezies M. mungi, M.suricattae und Dassie Bacillus
(Clarke et al. 2016). Interessant ware es, ob auch bei den NTM solche Tieradaptationen
auftreten und ob solche adaptierten Mykobakterienspezies bereits in deutschen
zoologischen Einrichtungen vorkommen. Zwar besitzen die Tier-adaptierten Vertreter
beschriebene  geografische Verbreitungsgebiete (im Zusammenhang mit dem
Verbreitungsgebiet des jeweiligen Wirtes), aber bereits im Jahr 1994 beschrieben Cousins et
al. einen Fall, bei dem Dassie Bacillus bei einem aus Sudafrika importierten Klippschliefer
(Procavia capensis) in einem australischen Zoo diagnostiziert wurde (Cousins et al. 1994).
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Der Import aus dem Ursprungsgebiet und der Austausch von Tierarten zwischen
zoologischen Einrichtungen kénnen somit weltweit zu einer Verbreitung fihren.

Die vorliegende Doktorarbeit bestatigt die grolRe Bandbreite an Tierarten, bei denen
Mykobakterien vorkommen konnen und lasst die Vermutung zu, dass es sich bei den
nachgewiesenen Bakterienspezies auch um bisher unbekannte Spezies oder Subspezies
handeln konnte. Aulerdem zeigte sich, dass Mykobakterien haufig von Zootieren
ausgeschieden werden und weitere Studien unbedingt notwendig sind. Die vorliegende
Doktorarbeit zeigt auch, dass eine Voranreicherung von Mykobakterien aus Probenmaterial
nur bei langer Bebritungsdauer zu einer Verbesserung der Nachweisgrenze fuhrt und damit
nur bedingt fir den Einsatz in der Routinediagnostik sinnvoll und empfehlenswert ist.
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6 Zusammenfassung

Untersuchung zum Vorkommen und zur Bedeutung ausgewahlter Mykobakterien bei
Zootieren

Mykobakterien sind saurefeste Stabchenbakterien. |hr Auftreten wird immer wieder mit
Gesundheitsproblemen und Erkrankungen bei Zootieren in Verbindung gebracht. Besonders
durch den internationalen Austausch von (Zucht-) Tieren zwischen den zoologischen
Einrichtungen und der haufig klinisch inapparenten Infektionen mit Mykobakterien besteht ein
hohes Verbreitungsrisiko. Umfassende Zahlen zur Haufigkeit und Pravalenz von
Mykobakterien in deutschen zoologischen Einrichtungen gab es jedoch bisher nicht. Ziel
dieser Arbeit war es, die Haufigkeit des Auftretens von Mykobakterien in deutschen Zoos zu
ermitteln und eine Einschatzung Uber das damit verbundene zoonotische Risikopotential
abzuleiten. Hierfir wurden 1090 Feldproben aus sechs deutschen zoologischen Einrichtung
von Saugetieren (n = 860) und Vdégeln (n = 230) untersucht. Fur die Diagnostik wurde eine
quantitative PCR verwendet, die eine Sequenz aus dem mykobakteriellen 16S rRNA-Gen
amplifiziert. Die Pravalenz lag insgesamt bei 14,4%. Die Ausscheidung von Mykobakterien
erfolgte dabei deutlich haufiger Gber den fakalen, als den oralen Weg. Die Pravalenz bei den
Rachentupfern lag bei 2,5%, bei den Rektaltupfern bei 26,8%. In allen Fallen konnte ein
Verdacht auf Mykobakterien aus dem Tuberkulose-Komplex ausgeschlossen werden. Am
hochsten war die Pravalenz bei den im Fruhling genommenen Proben. Die Ergebnisse
zeigen, dass Mykobakterien haufig von klinisch unauffalligen Zootieren ausgeschieden
werden. Zur weiteren Charakterisierung auf (Sub-)Speziesebene wurde von einigen Proben
(n = 26) mittels konventioneller PCR ein Abschnitt des rpoB-Gens amplifiziert und
sequenziert. Bei allen Ubereinstimmungen mit Mykobakterienspezies handelte es sich um
nichttuberkulése Mykobakterien. Da es keine 100%ige Ubereinstimmung mit einer Spezies
aus den aktuellen Datenbanken gab, muss auch das Vorliegen von noch nicht bekannten
Mykobakterienspezies in Betracht gezogen werden. Diese neuen Ergebnisse zeigen, dass
weitere Untersuchungen zum Vorkommen und zur Epidemiologie von Mycobacterium spp.
bei Zootieren unbedingt notwendig sind, um deren weitere Verbreitung verhindern zu
kénnen.
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7 Summary

Prevalence and relevance of mycobacteria in zoo animals

Mycobacteria are acid fast rod-bacteria. Their presence in zoo animals may be linked to
various health disorders and cases of disease. Due to international exchange of (breeding)
animals and the common existence of clinical unapparent mycobacterial infections of animals
there is a high risk of spread. Unfortunately, comprehensive data on incidence and
prevalence of mycobacteria in zoological gardens in Germany are not available. The aim of
this study was to evaluate the prevalence of mycobacteria in German zoological gardens in
order to derive an assessment of the zoonotic risk potential. Therefore, 1,090 field samples
from six zoological gardens in Germany were tested. This included samples from mammals
(n = 860) and birds (n = 230). A quantitative PCR, amplifying a sequence of the
mycobacterial 16S rRNA amplification, was applied. The resulting overall mycobacterial
prevalence was 14,4 %. Faecal excretion of mycobacteria was significantly higher than oral
excretion. The resulting prevalence from testing oral swabs was 2,5 % and from rectal swabs
26,8 %. In all cases presence of mycobacteria from the tuberculosis-complex could be
excluded. The highest prevalence was detected in samples taken during the spring. These
results showed that zoo animals shedding mycobacteria do not usually present clinical
symptoms. For further characterization at the (sub-) species level, some of the samples (n =
26) were PCR amplified and sequenced applying a conventional PCR for the rpoB gene
amplification. All PCR confirmed samples were non-tuberculous mycobacteria. As there was
no 100% match with any of the known mycobacteria species from the current data bases the
possible unknown mycobacterial species may have been observed. Based on these results
further studies of the occurrence and epidemiology of the identified Mycobacterium spp. in
zoo animals could prevent their further spread.
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9 Anhédnge

9.1 Tabellen
Zoologische Einrichtung A

Tab. A1: Anzahl der beprobten Vogel (Aves) fur Rachen- und Rektaltupfer

Art Anzahl

Braunkopfliest (Halcyon albiventris)

Schwarzstorch (Ciconia nigra)

Kuhreiher (Bubulcus ibis)

Hirtenregenpfeifer (Charadrius pecuarius)

Harlekinwachtel (Coturnix delegorguei)

Amethystglanzstar (Cinnyricinclus leucogaster)

Chin.Zwergwachtel (Excalfactoria chinensis)

Diamanttaubchen (Stictopelia cuneata)

Diamantfink (Stagonopleura guttata)

Spitzschwanzamadine (Poephila acuticauda)

Ringelastrild (Stizoptera bichenovii)

Ceresamadine (Aidemosyne modesta)

Zebrafink (Taeniopygia guttata castanotis)

Gemalte Amadine (Emblema picta)

Waldrapp (Geronticus eremita)

Strauld (Struthio camelus)

SN =] =2 N =N DBARDNNN =Nl

Chinasittich (Psittacula derbiana)

w
(=]

Gesamt

Tab. A2: Anzahl der beprobten Saugetiere (Mammalia) flr Rachentupfer

Art Anzahl
Westlicher Flachlandgorilla (Gorilla gorilla gorilla) 12
Sumatra Orang-Utan (Pongo abelii) 1
Bonobo (Pan paniscus) 13
Brauner Klammeraffe (Ateles hybridus) 4
Japanmakake (Makaka fuscata) 2
Haubenlangur (Trachypithecus auratus) 6
Weillgesichtseidenaffchen (Callithrix geoffroy) 1
Dschelada (Theropithecus gelada) 22

Totenkopfaffchen (Saimiri boliviensis)

WeilRhandgibbon (Hylobates lar)

Springtamarin (Callimico goeldii)

Onager (Equus hemionus onager)

8
1
2
Goldkopfléwenaffchen (Leontopithecus chrysomelas) 1
3
7

Poitou-Esel (Equus asinus asinus)
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Art

Anzahl

Grevyzebra (Equus grevyi)

Shetlandpony (Equus ferus caballus )

Dulmener Wildpferd (Equus ferus caballus)

Muli (Equus a. f. asinus x E. f. caballus)

Somali-Wildesel (Equus africanus somalicus )

Przewalski-Pferd (Equus przewalskii)

Panzernashorn (Rhinoceros unicornis)

Jaguar (Panthera onca)

Schneeleopard (Panthera uncia)

Nasenbar (Nasua nasua)

Waldhund (Speothos venaticus)

Erdmannchen (Suricata suricatta)

Fennek (Vulpes zerda)

Mahnenwolf (Chrysocyon brachyurus )

Asiatischer Elefant (Elephas maximus)

Zweifingerfaultier (Choloepus didactylus)

Klippschliefer (Procavia capensis)

Trampeltier (Camelus bactrianus)

Alpaka (Vicugna pacos)

oo

Vikunja (Vicugna vicugna)

Schwabisch-Hallisches Schwein (Sus scrofa domestica)

Pekari-Schwein (Pecari tajacu)

Netzgiraffe (Giraffa camelopardalis reticulata)

Okapi (Okapia johnstoni)

Mesopotamischer Damhirsch (Dama d. mesopotamica)

Bongo (Tragelaphus eurycerus)

Kleiner Kudu (Tragelaphus imberbis)

Bezoarziege (Capra aegagrus cretica)

w

Schneeziege (Oreamnos americanus)

Alpensteinbock (Capra ibex)

Zwergziege (Capra aegagrus f. hircus)

Takin (Budorcas taxicolor)

Markhor (Capra falconeri)

Skudde (Ovis orientalis aries)

o

Mahnenschaf (Ammotragus lervia)

Mufflon (Ovis orientalis musimon)

Kamerunschaf (Ovis orientalis aries)

Hutiaconga (Capromys pilorides)

Gundi (Ctenodactylus gundi)

Flachland-Viscacha (Lagostomus maximus)

Greifstachler (Coendu prehensilis)

Grolder Tenrek (Tenrec ecaudatus)

Q2| WO A NOAOA W =20 2|00 2N =20 W N =2NO=2NO RN 2O 2B 2N =N N W®w
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Art Anzahl
Igeltanrek (Echinops telfairi) 2
Nilflughund (Rousettus aegyptiacus) 12
Flugfuchs (Pteropus vampyrus) 18
Rotes Riesenkanguruh (Macropus rufus) 3
Gesamt 303

Tab A3: Anzahl der beprobten Saugetiere (Mammalia) fur Rektaltupfer

Art Anzahl
Westlicher Flachlandgorilla (Gorilla gorilla gorilla) 11
Sumatra Orang-Utan (Pongo abelii) 1
Bonobo (Pan paniscus) 13
Brauner Klammeraffe (Ateles hybridus) 3
Japanmakake (Makaka fuscata) 1
Haubenlangur (Trachypithecus auratus) 6
Weilgesichtseidenaffchen (Callithrix geoffroy) 1
Dschelada (Theropithecus gelada) 22

Totenkopfaffchen (Saimiri boliviensis)

Weillhandgibbon (Hylobates lar)

Springtamarin (Callimico goeldii)

Goldkopfléwenaffchen (Leontopithecus chrysomelas)

Onager (Equus hemionus onager)

Poitou-Esel (Equus asinus asinus)

Grevyzebra (Equus grevyi)

Shetland-Pony (Equus ferus caballus )

Dilmener Wildpferd (Equus ferus caballus)

Muli (Equus a. f. asinus x E. f. caballus)

Somali-Wildesel (Equus africanus somalicus )

Przewalski-Pferd (Equus przewalskii)

Panzernashorn (Rhinoceros unicornis)

Jaguar (Panthera onca)

Schneeleopard (Panthera uncia)

Nasenbar (Nasua nasua)

Waldhund (Speothos venaticus)

Erdmannchen (Suricata suricatta)

Fennek (Vulpes zerda)

Mahnenwolf (Chrysocyon brachyurus )

Asiatischer Elefant (Elephas maximus)

Zweifingerfaultier (Choloepus didactylus)

Klippschliefer (Procavia capensis)

Trampeltier (Camelus bactrianus)

Alpaka (Vicugna pacos)

NIN O BN =220 =R PR 222N 2N WW oo W =N = o0
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Art Anzahl
Vikunja (Vicugna vicugna) 1
Schwabisch-Hallisches Schwein (Sus scrofa domestica) | 12

Hirscheber (Babyrousa babyrussa)

—

Pekari-Schwein (Pecari tajacu)

Okapi (Okapia johnstoni)

Mesopotamischer Damhirsch (Dama d. mesopotamica)

Bongo (Tragelaphus eurycerus)

Kleiner Kudu (Tragelaphus imberbis)

Bezoarziege (Capra aegagrus cretica)

Schneeziege (Oreamnos americanus)

Alpensteinbock (Capra ibex)

Zwergziege (Capra aegagrus f. hircus)

Takin (Budorcas taxicolor)

Markhor (Capra falconeri)

Skudde (Ovis orientalis aries)

Mahnenschaf (Ammotragus lervia)

Mufflon (Ovis orientalis musimon)

Kamerunschaf (Ovis orientalis aries)

Hutiaconga (Capromys pilorides)

Gundi (Ctenodactylus gundi)

Flachland-Viscacha (Lagostomus maximus)

Greifstachler (Coendu prehensilis)

Grolder Tenrek (Tenrec ecaudatus)

Igeltanrek (Echinops telfairi)

N Ol = W] O BN W] 3O = © 0 B = N =

Nilflughund (Rousettus aegyptiacus) 12
Flugfuchs (Pteropus vampyrus) 18
Rotes Riesenkanguruh (Macropus rufus) 3
Gesamt 280

Zoologische Einrichtung B

Tab. A4: Anzahl der beprobten Saugetiere flir Rachentupfer

Art Anzahl
Schimpanse (Pan troglodytes) 8
Gesamt 8

Tab. A5: Anzahl der beprobten Saugetiere (Mammalia) fir Rektaltupfer

Art Anzahl
Schimpanse (Pan troglodytes) 10
Gesamt 10
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Zoologische Einrichtung C

Tab. A6: Anzahl der beprobten Saugetiere (Mammalia) fur Rachen- und Rektaltupfer

Art Anzahl
Schimpanse (Pan troglodytes) 12
Gesamt 12

Zoologische Einrichtung D

Tab. A7: Anzahl der beprobten Vogel (Aves) fur Rachen- und Rektaltupfer

Art Anzahl

Humboldt-Pinguin (Spheniscus humboldti)

Kronenkranich (Balearica pavonina)

Eurasischer Kranich (Grus grus)

Graukopfkasarka (Tadorna cana)

Witwenpfeifgans (Dendrocygna viduata)

Chileflamingo (Phoenicopterus chilensis)

Rosaloffler (Ajaia ajaja)

Roter Sichler (Eudocimus ruber)

Ecuadoramazone (Amazona autumnalis lilacina)

Graupapagei (Psittacus erithacus)

w
(3}

Gesamt

Tab. A8: Anzahl der beprobten Saugetiere (Mammalia) flr Rachentupfer

Art Anzahl

Dromeda (Camelus dromedarius) 3

w
—

Afrikanische Zwergziege (Capra aegagrus hircus)

Hartmann-Bergzebra (Equus zebra hartmannae)

Sudl.Streifengnu (Connochaetes taurinus taurinus)

Watussirind (Bos primigenius taurus)

Mara (Dolichotis patagonum)

Fennek (Vulpes zerda)

Eurasischer Luchs (Lynx lynx)

Schimpanse (Pan troglodytes)

Weillhandgibbon (Hylobates lar)

Braunkopfklammeraffe (Ateles fusciceps)

Katta (Lemur catta)

Totenkopfaffchen (Saimiri sciureus)

Al Al Al NIN R A AN = -

Goldgelbes Léowenéaffchen (Leontopithecus rosalia)

F Y
©

Gesamt
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Tab. A9: Anzahl der beprobten Saugetiere (Mammalia) flr Rektaltupfer

Art

Anzahl

Dromeda (Camelus dromedarius)

3

Afrikanische Zwergziege (Capra aegagrus hircus)

w
EEN

Hartmann-Bergzebra (Equus zebra hartmannae)

Sudl.Streifengnu (Connochaetes taurinus taurinus)

Watussirind (Bos primigenius taurus)

Mara (Dolichotis patagonum)

Fennek (Vulpes zerda)

Eurasischer Luchs (Lynx lynx)

Schimpanse (Pan troglodytes)

Weillhandgibbon (Hylobates lar)

Braunkopfklammeraffe (Ateles fusciceps)

Katta (Lemur catta)

Totenkopfaffchen (Saimiri sciureus)

Goldgelbes Léwenéaffchen (Leontopithecus rosalia)

Al Al Al NN A Al Aalal Al -

Gesamt

H
oo

Zoologische Einrichtung E

Tab A10: Anzahl der beprobten Vogel (Aves) fur Rachen- und Rektaltupfer

Art Anzahl
Rosaflamingo (Phoenicopterus roseus) 2
Gesamt 2

Tab. A11: Anzahl der beprobten Saugetiere (Mammalia) fir Rachen- und Rektaltupfer

Art Anzahl
Alpaka (Vicugna pacos) 3
Skudde (Ovis orientalis aries) 7
Kamerunschaf (Ovis ammon f. aries) 7
Zwergziege (Capra aegagrus f. hircus) 12
Hausesel (Equus asinus asinus) 4
Shetlandpony (Equus ferus caballus) 5
Gesamt 38
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Zoologische Einrichtung F

Tab A12: Anzahl der beprobten Vogel (Aves) fur Rachen- und Rektaltupfer

Art Anzahl

Rosapelikan (Pelecanus onocrotatus)

Meerespelikan (Pelecanus occidentalis)

RotfuRseriema (Cariama cristata)

Sudl.Hornrabe (Bucorvus leadbeateri)

Marabbu (Leptoptilos crumeniferus)

Heiliger Ibis (Threskiornis aethiopicus)

Waldrapp (Geronticus eremita)

Kronenkranich (Balearica pavonina)

Dunkelroter Ara (Ara chloroptera)

Grolder Soldatenara (Ara ambiguus)

Graupapagei (Psittacus erithacus)

Rotmilan (Milvus milvus)

Steppenadler (Aquila nipalensis)

Wstenbussard (Parabuteo unicinctus)

Bartkauz (Strix nebulosa)

Uhu (Bubo bubo)

Karakara (Caracara plancus)

Gelbkopfgeier (Cathartes burrovianus)

N =22 W WOAIDNIDNN =N O

Rabengeier (Coragyps atratus)

H
N

Gesamt

Tab A13: Anzahl der beprobten Saugetiere (Mammalia) flir Rachen- und Rektaltupfer

Art Anzahl
Alpaka (Vicugna pacos)

Schaf (Ovis orientalis aries)

Ziege (Capra aegagrus hircus)

Hausschwein (Sus scrofa domestica)

Nasenbar (Nasua nasua)

WeilRkopfsaki (Pithecia pithecia)

Springtamarin (Callimico goeldii)

Lisztaffchen (Saguinus oedipus)

Katta (Lemur catta)

AN NN NS N N

Roter Vari (Varecia rubra)
Gesamt

w
-
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9.2 Abkurzungsverzeichnis

AIDS
BCG

bp
ct-Wert

d
DR-Region
DNA
dNTP
EAZA
EDTA
EEP
ELISA
ELISPOT
ESB
FRET
HIV

HPC
IFNy

IS

IzZW

KbE

MAA
MAC
MAH
MAP
MDR-TB

MTC

Acquired Immune Deficiency Syndrome
Bacille Calmette-Guérin

Basenpaare

Cycle threshold-Wert

Tag

Direct-Repeat-Regionen
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphate
European Association of Zoo and Aquaria
Ethylendiamintetraacetat

European Endangered Species Program
Enzyme-linked immunosorbent assay
Enzyme-linked immunosorbent spot
European StudBook
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
human immunodeficiency virus
Hexadecylpyridiniumchlorid
Interferon-gamma

Insertionssequenz

Leibniz-Institut fir Zoo- und Wildtierforschung Berlin
Koloniebildende Einheit

Mycobacterium

Mycobacterium avium ssp. avium
Mycobakterium avium complex
Mycobacterium avium ssp. hominissuis
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis
Multi-drug resistant-Tuberkulose

Mycobacterium tuberculosis complex

103



Anhange

MIRU
MOTT
NaOH
NALC
NTM
OTF-Status
PBS
PCR
PPD
gPCR
rpm
RFLP
rRNA
RKI

s

SDS
SNP
spp.
subsp.
Taq

B

TBC
TDR-TB
VNTR
WHO
XDR-TB

ZN-Farbung

Mycobacterial interspersed repetitive unit
Mycobacteria other than tuberculosis
Natriumhydroxid

N-Acetyl-L-Cystein

Nichttuberkuldse Mykobakterien
Officially bovine tuberculosis free-Status
Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Purified Protein Derivative

Quantitative PCR

Rotation per minute
Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus
Ribosomale Ribonukleinsaure

Robert Koch-Institut

Sekunde

Natrium-Laurylsulfat

Single nucleotide polymorphism

Spezies (pluralis)

Subspezies

Thermus aquaticus

Tuberkulose

Tuberkulosekomplex

Total drug resistant-Tuberkulose
Variable number of tandem repeats
World health organisation
Extensively-drug resistant-Tuberkulose

Ziehl-Neelsen-Farbung
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