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Einleitung 

 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, im Folgenden M. paratuberculosis genannt, 

ist der Erreger der Paratuberkulose, einer chronischen, stets tödlich verlaufenden Durchfall-

erkrankung der Wiederkäuer. Die Paratuberkulose verursacht hohe wirtschaftliche Verluste 

und wurde seit ihrer Erstbeschreibung 1895 weltweit nachgewiesen. Viele Fragen beispiels-

weise zur Pathogenese oder der Bedeutung als Zoonoseerreger sind derzeit noch nicht 

abschließend geklärt. Eine sichere Diagnostik ist problematisch, da alle bislang angewand-

ten Verfahren mit Unsicherheiten behaftet sind. Die Bekämpfung beruht v.a. auf Maßnahmen 

zur Bestandssanierung. Die Einschleppung in einen Bestand erfolgt in der Regel über den 

Zukauf in der Inkubationszeit befindlicher infizierter Tiere. Für die Aufklärung solcher Infekt-

ketten und der Rolle von Wildtieren oder Schafen als Erregerreservoir ist eine genaue Erre-

gertypisierung notwendig. Diese wurde erst mit der Einführung molekularbiologischer 

Methoden möglich. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Eignung der Loci-PCR nach Bull et 

al. (2000) zur M. paratuberculosis-Differenzierung zu überprüfen. Als Vergleichsmethode 

wird der IS900 RFLP, das derzeitige Standardverfahren, eingesetzt. Insgesamt werden 92 

willkürlich ausgewählte M. paratuberculosis-Isolate untersucht. Um phänotypische Ausprä-

gungen der genetischen Unterschiede nachzuweisen, wird zudem eine kulturmorphologische 

Untersuchung der M paratuberculosis-Isolate durchgeführt. Da der größte Teil der untersuch-

ten Isolate von M. paratuberculosis aus Niedersachsen stammt, ist ein Einblick in die geneti-

sche Diversität des Erregers in diesem Bundesland möglich. 
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Schrifttum 

1. Paratuberkulose 

1.1. Historischer Überblick 

Das Bild einer chronischen, stets tödlich endenden Durchfallerkrankung des Rindes war 

schon im 19. Jahrhundert bekannt (Rankin, 1970). 1895 beschrieben Johne und Frothing-

ham als Erste eine chronische Enteritis in Verbindung mit säurefesten Stäbchen. Sie gingen 

von einer atypischen Darmtuberkulose aus. Im Jahre 1906 unterschied Bang diese von einer 

tuberkulösen Enteritis und nannte sie „Enteritis chronica bovis pseudotuberculosa“. Schon 

Johne und Frothingham vermuteten, dass es sich beim Erreger dieser Enteritis um den der 

Geflügeltuberkulose handeln könnte. Isolierung und Anzucht des Erregers gelangen jedoch 

erst 1912 (Twort und Ingram). Bezeichnet wurde er als Mycobacterium enteritidis chronicae 

bovis, Johne. Seitdem wurde der Erreger mehrfach umbenannt. Aufgrund seiner engen 

genetischen Verwandtschaft mit Mycobacterium avium heißt er heute Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis (Thorel et al., 1990). 

 

1.2. M. paratuberculosis 

1.2.1. Taxonomie und Morphologie 

Die Gattung Mycobacterium wird neben den eng verwandten Corynebakterien, Nokardien 

und Rhodokokken in die Ordnung der Actinomycetales eingeordnet (Brennan und Nikaido, 

1995). M. paratuberculosis gehört zusammen mit M. avium subsp. avium, M. avium subsp. 

hominissuis und M. avium subsp. silvaticum zur Spezies M. avium (Mijs et al., 2002; Thorel 

et al., 1990). Diese wiederum bildet zusammen mit M. intracellulare den M. avium-Komplex – 

MAC (Inderlied et al., 1993). 

M. paratuberculosis ist ein kleines (0,5x1,5 µm), säurefestes, gram-positives Stäbchen (Coci-

to et al., 1994). Die Säurefestigkeit ist bedingt durch den komplexen Aufbau und hohen 

Lipidgehalt der Zellwand (Clarke, 1997). Die Zellwand besteht aus einer inneren Peptidogly-

kanschicht, es folgt eine Schicht aus langkettigen Fettsäuren (Mykolsäuren), die mit Arabi-

nogalaktan gekoppelt sind. Nach außen wird die Zellwand durch eine Schicht Peptido-

glykolipide abgeschlossen (Brennan und Nikaido, 1995). Phänotypisch zeichnet sich 

M. paratuberculosis durch ein ausgesprochen langsames Wachstum (Lambrecht et al., 

1988) und die Abhängigkeit von Mycobactinzusätzen im Nährmedium (Whipple et al., 1991) 

aus.  
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1.2.2. Antigene 

Wichtige Antigene von M. paratuberculosis sind das Lipoarabinomannan (Sugden et al., 

1987) sowie der Antigenkomplex A36 (de Kesel et al., 1992; Valentin-Weigand und Goethe, 

1999). Der größte Teil der Antigene von M. paratuberculosis weist allerdings eine hohe 

Ähnlichkeit zu den Antigenen anderer Mykobakterien auf (Olsen et al., 2002). In den letzten 

Jahren wurden jedoch auch subspezies-spezifische Antigene beschrieben (Bannantine et al., 

2004; Coetsier et al., 1998; Paustian et al., 2004).  

 

1.2.3. Genetische Charakterisierung 

Das Genom von M. paratuberculosis ist etwa 4,8 Millionen bp (4829781 bp) groß und sein 

GC-Gehalt liegt bei knapp 70% (Li et al., 2005). Die vorhergesagten Proteine entsprechen zu 

einem großen Teil anderen schon bekannten bakteriellen Proteinen, v.a. von M. tuberculosis 

oder M. avium subsp. avium (Bannantine et al., 2003; Li et al., 2005). M. paratuberculosis-

spezifische Gene bzw. Proteine sind beschrieben worden, ihre genaue Funktion ist jedoch 

noch nicht abschließend geklärt (Bannantine et al., 2003; Semret et al., 2005). Einige spezi-

fische Gensequenzen wie die Insertionselemente IS900 (Green et al., 1989) und ISMav2 

(Strommenger et al., 2001), das hspX-Gen (Ellingson et al., 1998) oder das F57-Fragment 

(Poupart et al., 1993) werden sowohl zur Speziesbestimmung als auch für die Stammdiffe-

renzierung genutzt. Dem IS900, das in 15-20 Kopien im Genom vorliegt, kommt in diesem 

Rahmen die größte Bedeutung zu (Motiwala et al., 2006b; Stabel und Bannantine, 2005). 

Plasmid-DNA konnte bislang nicht nachgewiesen werden (Harris und Barletta, 2001). 

 

1.3. Erkrankung 

1.3.1. Krankheitsbild 

Das klinische Bild der Paratuberkulose ist geprägt durch anhaltenden wässrigen Durchfall 

bei erhaltenem Appetit und fortschreitender Auszehrung bis hin zum Tod (Cocito et al., 

1994). Aufgrund der langen Inkubationszeit von 2-10 Jahren (Tiwari et al., 2006) geht der 

klinischen Erkrankung eine lange klinisch inapparente Phase vorweg. In dieser Phase kön-

nen unspezifische Symptome wie unbefriedigende Milchleistung oder Fruchtbarkeitsstörun-

gen (Buergelt und Duncan, 1978; Johnson-Ifearulundu et al., 2000; Nordlund et al., 1996) 

sowie eine intermittierende Erregerausscheidung beobachtet werden (Cocito et al., 1994). 

Auslöser für einen Ausbruch der klinischen Erkrankung mit massiver Ausscheidung von 

Mykobakterien können verschiedene Stressfaktoren, häufig die Abkalbung, sein (Chiodini et 

al., 1984; Deutz et al., 2003; Gerlach und Valentin-Weigand, 1998). 
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1.3.2. Pathologie und Histologie 

Das pathologisch-anatomische Bild der Paratuberkulose ist gekennzeichnet durch eine 

granulomatöse Enteritis. Besonders im Bereich des Ileums und des terminalen Jejunums, 

aber auch im Dickdarm ist die Schleimhaut stark verdickt und bildet v.a. beim Rind „hirnwin-

dungsartige“ Falten (Buergelt et al., 1978; Olsen et al., 2002; Pohlenz, 1991). Die mesente-

rialen Lymphgefäße sind gestaut und die Mesenteriallymphknoten vergrößert (Buergelt et al., 

1978; Gonzáles et al., 2005). Auch in anderen Organen wie z.B. Leber und Niere werden 

Granulome beobachtet (Buergelt et al., 1978; Hines et al., 1987). In schweren Fällen treten 

zudem Ödeme, Kachexie sowie eine seröse Atrophie des Körperfetts auf (Clarke, 1997; 

Olsen et al., 2002). Histologisch sind in der Darmwand, v.a. in der Lamina propria mucosae, 

epitheloide Zellen, Makrophagen, Riesenzellen vom Langhanstyp sowie Lymphozyten zu 

beobachten. MitteIs Ziehl-Neelsen-Färbung lassen sich intrazellulär säurefeste Stäbchen 

nachweisen (Gonzáles et al., 2005; Huda und Jensen, 2003). Das histologische Bild der 

Lymphknoten ist ebenfalls durch eine granulomatöse Entzündung gekennzeichnet (Buergelt 

et al., 1978). Je nach Ausdehnung der Veränderungen unterscheidet man (multi-)fokale und 

diffuse Veränderungen. Die diffusen Veränderungen können je nach vorherrschendem Zell-

typ als multibazillär (v.a. Makrophagen und Epitheloidzellen, Riesenzellen, massenhaft säu-

refeste Stäbchen), pauzibazillär bzw. lymphozytär (v.a. Lymphozyten, vereinzelt Riesen-

zellen und Makrophagen, wenig säurefeste Stäbchen) oder intermediär klassifiziert werden 

(Gonzáles et al., 2005). 

 

1.3.3. Pathogenese und Immunologie 

Die Pathogenese der Paratuberkulose ist bislang nur lückenhaft geklärt. Von großer Bedeu-

tung ist die Fähigkeit von M. paratuberculosis, intrazellulär zu überleben, und die hierdurch 

bedingte Immunantwort des Wirtes (Coussens, 2001; Valentin-Weigand und Goethe, 1999). 

Der Erreger wird von M-Zellen im Domepithel oberhalb der Peyerschen Platten aufgenom-

men und gelangt von dort in die sub- und intraepithelial gelegenen Makrophagen (Momotami 

et al., 1988). Die Persistenz von M. paratuberculosis in den Makrophagen ist v.a. durch 

Hemmung der Phagosom-Lysosom-Fusion und eine nur schwache Ansäuerung der Phago-

somen gewährleistet (Coussens, 2001; Valentin-Weigand, 2004). Auch bietet der Zellwand-

aufbau einen gewissen Schutz vor dem feindlichen Phagosomenmilieu (Chiodini, 1996). Die 

erste Reaktion des Organismus auf den Erreger ist eine starke zellvermittelte, auf den Darm 

begrenzte Immunabwehr. Diese wird v.a. durch CD4+Th1-Zellen, aber auch durch zytotoxi-

sche CD8+T-Zellen und γδ-T-Zellen vermittelt. Die genaue Rolle letzterer ist jedoch noch 

nicht abschließend geklärt (Coussens, 2001; Koo et al., 2004). Durch die Sezernierung 

verschiedener Zytokine durch CD4+Th1-Zellen, z.B. IFN-γ, TNF-α und IL-2 werden Ma-

krophagen zum Ort der Infektion gelockt und aktiviert, um die intrazellulären Erreger abzutö-
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ten. Infolgedessen kommt es entweder zur Erregereliminierung oder, bei Persistenz von 

M. paratuberculosis, zur weiteren Ausbildung der granulomatösen Veränderungen (Chiodini, 

1996; Clarke, 1997). Durch Lysis infizierter Makrophagen freigesetzte Mykobakterien führen 

zu einer intermittierenden Ausscheidung von M. paratuberculosis mit dem Kot sowie zur 

Aktivierung der humoralen Immunantwort (Coussens, 2001). Im weiteren Verlauf wird die 

zelluläre Immunantwort bis hin zur Anergie herabreguliert, vermutlich, um Gewebsschäden 

zu vermeiden (Coussens, 2004). Hierdurch kommt es zu einer verstärkten Proliferation der 

Mykobakterien und durch einen „antigenic overload“ schließlich auch zu einem Rückgang 

der humoralen Immunabwehr (Chiodini, 1996; Clarke, 1997). Ist die zelluläre Immunabwehr 

stark genug, bildet sich die sogenannte pauzibazilläre, tuberkuloide Form aus, bei der nur 

wenige Erreger in den granulomatösen Veränderungen vorliegen. Bei ungehemmter Ver-

mehrung der Erreger kommt es zur Ausprägung der multibazillären, lepromatösen Form 

(Chiodini, 1996; Clarke, 1997). Allerdings besteht keine Korrelation zwischen dem histologi-

schen und dem klinischen Bild (Valentin-Weigand und Goethe, 1999). 

Der Gewichtsverlust ist bedingt durch eine Proteinmalabsorption, die wiederum Folge der 

massiven zellulären Infiltration der Darmschleimhaut ist (Clarke, 1997). Toxine wurden für 

den Erreger bisher nicht nachgewiesen (Li et al., 2005; Valentin-Weigand, 2002). 

 

1.3.4. Wirtschaftliche Bedeutung 

Die Paratuberkulose gilt als eine der kostenintensivsten Erkrankungen in der Milchwirtschaft. 

Rindermastbetriebe sind ebenfalls betroffen (Hutchinson, 1996). Die Höhe der Verluste 

werden in den USA auf 40-227 $ pro Kuh und Jahr (Harris und Barletta, 2001) oder für die 

gesamte US-Milchwirtschaft auf 1,5 Milliarden $ pro Jahr (Cocito et al., 1994) geschätzt. 

Wirtschaftliche Schäden entstehen sowohl bei klinischen als auch klinisch inapparenten 

Erkrankungen durch eine herabgesetzte Milchleistung, verminderte Fruchtbarkeit, Kosten für 

Diagnostik und evtl. Behandlung, den vorzeitigen Verlust des Tieres sowie eine Minderung 

des Schlachterlöses (Benedictus et al., 1987; Hutchinson, 1996; Johnson-Ifearulundu et al., 

2000; Nordlund et al., 1996; Tiwari et al., 2006). Zudem fallen im Rahmen eines Bekämp-

fungsverfahrens zusätzliche Kosten für Diagnostik und Ausmerzung infizierter Tiere an. 

Allerdings sind die durch die Paratuberkulose hervorgerufenen wirtschaftlichen Verluste 

insgesamt schwer quantifizierbar (Hutchinson, 1996). 

 

1.4. Epidemiologie 

1.4.1. Wirtsspektrum 

Die Paratuberkulose ist vor allem eine Erkrankung der Wiederkäuer. Sowohl Haus- als auch 

Wildwiederkäuer sind betroffen (Buergelt et al., 2000; Chiodini et al., 1984; Deutz et al., 

2005; Weber et al., 1992). Experimentell können auch monogastrische Tiere infiziert werden, 
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z.B. Labornager wie Hamster, Mäuse und Ratten (Chiodini et al., 1984), aber auch Pferde 

(Larsen et al., 1972), Schweine (Larsen et al., 1971) und Hühner (Larsen und Moon, 1972). 

Natürliche Infektionen mit M. paratuberculosis sind u.a. bei Wildkaninchen (Greig et al., 

1997), Füchsen, Wieseln (Beard et al., 2001) und Katzen (Palmer et al., 2005) beschrieben. 

In der Regel lassen sich zwar histopathologische Veränderungen und eine Ausscheidung 

des Erregers, aber keine klinischen Symptome nachweisen. Beim Pferd (Rankin, 1956) und 

bei Stummelschwanz-Makaken (McClure et al., 1987) sind jedoch auch klinische Erkrankun-

gen beschrieben. Des Weiteren gelang die Isolierung von M. paratuberculosis u.a. auch aus 

Organ- und Kotproben von Dachsen (Beard et al., 2001), Waschbären (Corn et al., 2005), 

verschiedenen Mäusearten (Corn et al., 2005; Deutz et al., 2005) sowie einigen Vogelarten 

(Beard et al., 2001; Deutz et al., 2005). 

Welche Rolle infizierte Wildtiere in der Epidemiologie der Paratuberkulose als Erregerreser-

voir und/oder Überträger spielen, ist noch nicht abschließend geklärt. 

 

1.4.2. Geografische Verbreitung 

Die Paratuberkulose ist weltweit verbreitet (Olsen et al., 2002). Eine Ausnahme stellt u.a. 

Schweden dar, das nach einem umfangreichen Sanierungsprogramm als paratuberkulosefrei 

gilt (Engvall et al., 1994). Angaben zur Herdenprävalenz in Europa liegen zwischen 6 und 

55% (Boelart et al., 2000; Gasteiner et al., 1999; Manning und Collins, 2001). Aus den USA 

liegen Prävalenzangaben von knapp 3 bis 40% in großen Herden vor (Manning und Collins, 

2001; Stabel, 1998). Ein direkter Vergleich der Prävalenzen ist allerdings aufgrund der unter-

schiedlichen Ermittlungsverfahren (v.a. Diagnostik, aber auch Stichprobengröße u.ä.) nicht 

möglich (Köhler et al., 2005; Stabel, 1998). Die Angaben für Deutschland beschränken sich 

auf einige regionale Studien (Hacker et al., 2004; Köhler et al., 2005; Luyven et al., 2002) 

sowie die Meldestatistik (Tierseuchen-Nachrichten-System). Eine Prävalenzschätzung für 

Deutschland ist mit diesen Daten jedoch nicht möglich (Köhler et al., 2005). Verbreitungs-

schwerpunkte der Paratuberkulose z.B. in Nordwest-Niedersachsen sind allerdings schon 

früh beschrieben worden (Huber, 1941). 

 

1.4.3. Erregerausscheidung 

M. paratuberculosis wird über Kot, Milch und Sperma ausgeschieden (Sweeney, 1996), 

wobei die Ausscheidung mit dem Kot im Vordergrund steht. Klinisch erkrankte Tiere können 

108 KBE/g Kot, bzw. 5x1012 Keime am Tag ausscheiden (Chiodini et al., 1984). Auch klinisch 

inapparent infizierte Rinder scheiden den Erreger intermittierend, jedoch in wesentlich   

geringeren Mengen (102 KBE/g Kot), aus (Hietala, 1992). Eine Ausscheidung von 

M. paratuberculosis über Milch und Kolostrum ist sowohl bei klinisch kranken als auch bei 

klinisch inapparent infizierten Tieren nachgewiesen (Streeter et al., 1995; Sweeney et al., 
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1992c; Taylor, 1981). V.a. die Ausscheidung über das Kolostrum ist von großer Bedeutung 

für die Übertragung des Erregers (Streeter et al., 1995). Aus Sperma und den Reproduk-

tionsorganen von Zuchtbullen konnte M. paratuberculosis ebenfalls isoliert werden (Ayele et 

al., 2004; Glawischnig et al., 2004). 

 

1.4.4. Übertragung 

M. paratuberculosis kann horizontal und vertikal übertragen werden (Olsen, 2002). Neugebo-

rene und junge Tiere sind für eine Infektion besonders empfänglich (Larsen et al., 1975). Aus 

diesem Grund gilt die orale Aufnahme des Erregers über kotverschmierte Zitzen oder erre-

gerhaltiges Kolostrum als wichtigster Übertragungsweg (Sweeney, 1996). 

Eine intrauterine Übertragung ist v.a. bei klinisch kranken Tieren beschrieben (Seitz et al., 

1989; Sweeney et al., 1992b). Der möglichen Übertragung von M. paratuberculosis durch 

künstliche Besamung oder Embryotransfer wird trotz des Nachweises uteriner Infektionen 

(Kopecky et al., 1967; Rohde und Shulaw, 1990) nur eine geringe Bedeutung beigemessen 

(Glawischnig et al., 2004; Sweeney, 1996). Über Personal oder kotverschmutzte Gerätschaf-

ten ist auch eine indirekte Übertragung denkbar. Die Einschleppung der Paratuberkulose in 

eine Herde erfolgt im Normalfall jedoch über den Zukauf eines klinisch inapparent infizierten 

Tieres (Sweeney, 1996). 

 

1.4.5. Tenazität 

M. paratuberculosis zeichnet sich durch eine ausgesprochen hohe Tenazität aus. In der 

Umwelt kann der Erreger unter günstigen Bedingungen bis zu 55 Wochen überleben (Whit-

tington et al., 2004). Auch in Gülle (Grewal et al., 2006; Jorgensen, 1977) oder Wasser  

(Rowe und Grant, 2006) liegen die Überlebenszeiten bei mehreren Monaten. Das Überleben 

von M. paratuberculosis wird durch geringe Sonneneinstrahlung, niedrige Temperaturen, 

Feuchtigkeit und einen sauren pH-Wert begünstigt (Gerlach und Valentin-Weigand, 1998). 

Zudem verfügt M. paratuberculosis über eine ausgesprochen hohe Hitzetoleranz. In pasteuri-

sierter Milch konnten vermehrungsfähige Keime nachgewiesen werden (Grant et al., 2002). 

Aber auch andere Verfahren wie die Käseherstellung (Spahr und Schafroth, 2001; Sung und 

Collins, 2000) oder die Chlorierung von Trinkwasser (Whan et al., 2001) kann der Erreger 

überleben. Nur wenige Desinfektionsmittel, darunter Formaldehydverbindungen, sind gegen 

M. paratuberculosis wirksam. Befindet sich der Erreger im Kot, ist die Wirksamkeit dieser 

jedoch stark eingeschränkt (Chiodini et al., 1984). Schon der Zellwandaufbau bietet dem 

Erreger Schutz vor äußeren Einflüssen (Rowe und Grant, 2006). Zudem neigt 

M. paratuberculosis zur Klumpenbildung, die ebenfalls für die erhöhte Tenazität verantwort-

lich gemacht wird (Grant et al., 1996). Außerdem werden u.a. eine Interaktion mit Protozoen 

(Mura et al., 2006; Whan et al., 2006), ein Übergang in einen Ruhezustand (Whittington et 
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al., 2004) oder die Biofilmbildung (Rowe und Grant, 2006) als Überlebensstrategien des 

Erregers diskutiert. 

 

1.4.6. M. paratuberculosis als potentieller Zoonoseerreger  

Ob M. paratuberculosis eine Gefahr für den Menschen darstellt, ist umstritten. Schon Anfang 

des 20. Jahrhunderts wurden Ähnlichkeiten zwischen der Paratuberkulose und Morbus 

Crohn des Menschen beobachtet (Dalziel, 1913). Seitdem wurde M. paratuberculosis bei 

Morbus-Crohn-Patienten mehrfach nachgewiesen (Bull et al., 2003a; Chiodini, 1989). Aller-

dings weisen die meisten Studien sowohl zum Nachweis von M. paratuberculosis als auch 

zur Wirksamkeit von antimykobakteriellen Therapien bei Morbus Crohn starke methodische 

Schwächen auf, so dass ein kausaler Zusammenhang zwischen M. paratuberculosis und 

Morbus Crohn bislang noch als Hypothese betrachtet werden muss (Schrauder et al., 2004). 

Als möglicher Übertragungsweg wird v.a. die Milch in Betracht gezogen. M. paratuberculosis 

überlebt sowohl die Pasteurisierung als auch andere Prozesse der Milchverarbeitung, es 

findet aber eine deutliche Reduktion der Erreger statt (Grant et al., 1996; Spahr und Schaf-

roth, 2001). Die Rolle von Fleisch, Pflanzen oder Trinkwasser als mögliche Infektionsquellen 

ist bislang nur wenig untersucht (Bülte at al., 2005). 

 

1.5. Diagnose der Paratuberkulose 

Die Diagnostik der Paratuberkulose gestaltet sich aufgrund des Krankheitsverlaufes schwie-

rig. Trotz der vielen Neuentwicklungen in den letzten Jahren, gerade bezüglich der PCR-

Verfahren, können keine entscheidenden Fortschritte zur Verbesserung der Diagnostik ver-

zeichnet werden (Köhler, 2007). Es existiert bislang kein Testverfahren, um infizierte Tiere in 

allen Krankheitsstadien sicher zu erkennen (Collins, 1996; Hietala, 1992). V.a. während der 

Inkubationszeit ist die Diagnostik problematisch, da M. paratuberculosis intermittierend aus-

geschieden wird und auch die Immunantwort im Verlauf der Erkrankung variiert (Coussens, 

2001; Olsen et al., 2002). Klinische Verdachtsfälle können hingegen mit verschiedenen 

Methoden sicher bestätigt werden (Collins, 1996). Die Diagnostik der Paratuberkulose kann 

sowohl anhand des klinischen bzw. pathologischen/histologischen Bildes (Gonzáles et al., 

2005) als auch durch den Nachweis des Erregers oder der Immunreaktion auf 

M. paratuberculosis erfolgen (Olsen et al., 2002). Der histologische Nachweis granulomatö-

ser Veränderungen v.a. im Bereich des Ileums und der zugehörigen Lymphknoten, mit oder 

ohne säurefeste Stäbchen, weist eine hohe Sensitivität auf (Gonzáles et al., 2005) und wird 

in vielen Untersuchungen neben der kulturellen Anzucht aus den Gewebeproben zur siche-

ren Feststellung der Infektion eines Tieres verwendet (Collins et al., 1993; McDonald et al., 

1999; Pérez et al., 1997). Eine Biopsie von Darmlymphknoten am lebenden Tier stellt eine 
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geeignete, jedoch wirtschaftlich nicht vertretbare Diagnosemöglichkeit dar (Pemberton, 1979; 

Sherman et al., 1984). 

 

1.5.1. Direkter Erregernachweis 

a) Mikroskopischer Nachweis 

Dieser kann am lebenden Tier aus Kotproben oder aus Rektumbiopsien erfolgen. Postmortal 

eignen sich Abklatschpräparate von Ileum und zugehörigen Lymphknoten (Homuth, 2002). 

Die Mykobakterien können mittels Ziehl-Neelsen-Färbung oder mit Hilfe verschiedener Flou-

reszenzfarbstoffe (z.B. Auramin O oder Acridinorange) nachgewiesen werden (Cocito et al., 

1994; Smithwick et al., 1995). Sie stellen sich als schlanke, typischerweise in Nestern lie-

gende, säurefeste Stäbchen dar (Ris et al., 1988). Der mikroskopische Nachweis ist schnell 

und einfach durchzuführen, gelingt allerdings nur bei stark von der Erkrankung betroffenen 

Tieren (Hietala, 1992; Ris et al., 1988). Des Weiteren ist eine Differenzierung von 

M. paratuberculosis und anderen Mykobakterienspezies auf diese Weise nicht möglich (Mer-

kal, 1973). 

Am histologischen Schnitt ist der Nachweis von Mykobakterien neben einer Ziehl-Neelsen-

Färbung zudem mit Hilfe immunhistochemischer Methoden möglich (Brees et al., 2000; 

Coetsier et al., 1998). 

 

b) Kultureller Erregernachweis 

Die kulturelle Anzucht von M. paratuberculosis aus Kot oder Organmaterial gilt derzeit als 

Goldstandard der M. paratuberculosis-Diagnostik (Olsen et al., 2002). Erschwert wird diese 

durch das sehr langsame Wachstum (Lambrecht et al., 1988) und hohe Ansprüche des 

Erregers an die Nährmedien (Whipple et al., 1991). Für die Primäranzucht werden überwie-

gend eigelbhaltige Nährböden mit Mycobactinzusatz verwendet, z.B. Herrold’s Egg-Yolk-

Medium mit Mycobactin J oder Löwenstein-Jensen-Medium (Juste et al., 1991; Whipple et 

al., 1991). Aufgrund des ausgesprochen langsamen Wachstums von M. paratuberculosis ist 

neben einer langen Bebrütungsdauer von 12-16 Wochen (Whipple et al., 1991) eine Dekon-

tamination des Probenmaterials erforderlich, um eine Überwucherung der Kultur durch die im 

Probenmaterial enthaltene Begleitflora und Schimmelpilze zu unterdrücken (Collins et al., 

1996). Eine Alternative zur Anzucht auf Festmedien stellt die Kultivierung in Flüssigmedien 

dar. Hierbei wird das Wachstum von M. paratuberculosis unspezifisch und indirekt bestimmt. 

Im Anschluss daran ist eine Speziesbestimmung, z.B. mittels PCR, notwendig. Mit dieser 

Methode können sowohl die Nachweiszeiten verkürzt als auch die Sensitivität erhöht werden 

(Collins, 1996; Köhler und Gierke, 2006; Whittington et al., 1998a). Allerdings ist hierfür ein 

erhöhter apparativer Aufwand notwendig (Hietala, 1992). 
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Der kulturelle Nachweis des Erregers im Kot oder Organmaterial gilt als 100% spezifisch 

(Collins, 1996; Olsen et al., 2002). Die Sensitivität der kulturellen Kotuntersuchung liegt, 

auch aufgrund der intermittierenden Ausscheidung von M. paratuberculosis, nur bei etwa 

50% (Sherman et al., 1984; Sockett et al., 1992a; Stabel, 1998). 

 

c) Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die PCR gilt als schnelles, spezifisches und sensitives Verfahren, um M. paratuberculosis 

nachzuweisen (Collins et al., 1993) oder die kulturelle Anzüchtung zu bestätigen (Whittington 

et al., 1998a). Als Grundlage dient in den meisten Fällen das M. paratuberculosis-spezifische 

Insertionselement IS900 (Stabel und Bannantine, 2005). Aber auch andere 

M. paratuberculosis-spezifische Zielsequenzen wie die Insertionselemente ISMav2 (Strom-

menger et al., 2001) und ISMap02 (Stabel und Bannantine, 2005), das hspX-Gen (Ellingson 

et al., 1998) oder die F57-Sequenz (Vansnick et al., 2004) werden für den Nachweis heran-

gezogen. Inzwischen sind mehrere unterschiedliche PCR-Verfahren (single-PCR, nested-

PCR, real-time-PCR) (Stabel und Bannantine, 2005) für die M. paratuberculosis-Detektion 

aus unterschiedlichen Matrices (Kot (van der Giessen et al., 1992; Vary et al., 1990), Organe 

(Englund et al., 2001), Milch (Millar et al., 1996)) entwickelt worden. Die Sensitivität dieser 

Verfahren ist an natürlich infizierten Proben jedoch deutlich reduziert (Englund et al., 2001; 

Sockett et al., 1992a). Dies wird zum einen auf eine ineffiziente DNA-Extraktion, zum ande-

ren auf im Probenmaterial vorhandene Inhibitoren zurückgeführt (Englund et al., 2001; van 

der Giessen et al., 1992). 

 

Vorteil des direkten Erregernachweises ist die Identifizierung M. paratuberculosis-

ausscheidender Tiere, die v.a. im Rahmen von Bekämpfungsverfahren eine große Rolle 

spielt (Collins et al., 1990). 

 

1.5.2. Indirekter Erregernachweis 

a) Nachweis der zellulären Immunantwort 

Diese kann in Anlehnung an die Tuberkulinisierung mittels Hauttest mit Johnin nachgewie-

sen werden. Bedingt durch Kreuzreaktionen, die durch andere Mykobakterienarten verur-

sacht werden, verfügt dieser Test nur über eine geringe Sensitivität und Spezifität (Olsen et 

al., 2002). Eine weitere Möglichkeit ist der Nachweis von Interferon-γ, mit dem infizierte Tiere 

schon in einem frühen Infektionsstadium identifiziert werden können. Problematisch ist die 

geringe Spezifität des Tests, da v.a. bei jungen Tieren unspezifische Reaktionen vorkommen 

(Huda et al., 2003; Jungersen et al., 2002; McDonald et al., 1999). 
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b) Nachweis der humoralen Immunantwort 

Antikörper gegen M. paratuberculosis können mit verschiedenen Verfahren nachgewiesen 

werden, der Komplementbindungsreaktion (KBR), dem Agargel-Immundiffusionstest 

(AGIDT) und dem Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Die serologischen Verfah-

ren sind schnell, einfach und kostengünstig durchzuführen (Kalis et al., 2002), erfassen aber 

nur einen Teil (etwa 60%) der Ausscheider (Klarmann et al., 2007; Sockett et al., 1992b). Die 

heutzutage gängige Methode zur serologischen Diagnostik ist der ELISA. Zum einen sind 

sowohl die Sensitivität als auch die Spezifität höher als bei KBR und AGIDT (Kalis et al., 

2002; Sockett et al., 1992b), zum anderen ist das Verfahren durch die Verwendung von 

Testkits standardisierbar und automatisierbar (Homuth, 2002; Kalis et al., 2002). 

Sensitivität und Spezifität sind abhängig von der Art und der Präparation des verwendeten 

Antigens (Harris und Barletta, 2001). Durch eine Präabsorption mit M. phlei können Kreuz-

reaktionen mit anderen Mykobakterien vermieden und somit die Spezifität erhöht werden 

(Collins et al., 1991). Die für verschiedene Testsysteme beschriebenen Sensitivitäten liegen 

zwischen 40 und 65% (Whitlock et al., 2000), die Spezifität zwischen 93 und 99% (Kalis et 

al., 2002; Sockett et al., 1992b; Whitlock et al., 2000). 

In Deutschland sind derzeit drei verschiedene ELISA-Kits zum Nachweis von 

M. paratuberculosis-Antikörpern in Blut- und Milchproben zugelassen (Fa. Pouquier, Fa. 

LDL, Fa. IDVet). KBR und AGIDT werden hingegen nicht mehr eingesetzt (Köhler et al., 

2008). 

 

1.6. Bekämpfung 

1.6.1. Behandlung 

Eine symptomatische Behandlung der Paratuberkulose hat allenfalls einen vorübergehenden 

Rückgang der Diarrhöe zur Folge (Mießner und Trapp, 1910; St. Jean, 1996). Die Verabrei-

chung verschiedener antimykobakteriell wirksamer Antiinfektiva (z.B. Isoniazid, Clofazimin, 

Rifampin) führt zwar zu einer Reduktion der klinischen Erscheinungen, aber auch nach lan-

ger Behandlungsdauer nicht zur Eliminierung des Erregers (St. Jean, 1996). Eine Infektions-

prophylaxe oder Reduktion der Ausscheidung von M. paratuberculosis durch Antiinfektiva-

gaben ist ebenfalls nicht möglich (Hendrick et al., 2006; Rankin, 1955). Zudem sind diese 

Medikamente für die Behandlung lebensmittelliefernder Tiere in Deutschland nicht zugelas-

sen und, zumindest bei langer Behandlungsdauer, zu teuer, so dass statt einer Therapie von 

Einzeltieren eine Bestandssanierung anzustreben ist. 

 

1.6.2. Impfung 

Eine Bekämpfung bzw. Vorbeugung der Paratuberkulose mittels Impfung wurde schon sehr 

früh versucht (Mießner und Trapp, 1910). In den vergangenen Jahrzehnten wurden ver-
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schiedene hitzeinaktivierte oder attenuierte Impfstoffe bei Rindern, Schafen und Ziegen 

eingesetzt (Harris und Barletta, 2001). Durch die Impfung lässt sich in einigen Fällen eine 

Reduzierung der Ausscheidung und der klinischen Symptome, aber keine vollständige Elimi-

nierung des Erregers erzielen (Harris und Barletta, 2001; Kalis et al., 2001). Nachteilige 

Effekte der Impfung sind zum einen mögliche Kreuzreaktionen in Bezug auf die Tuberkulini-

sierung und damit Störungen der Tuberkuloseüberwachung (Kalis et al., 2001; Körmendy, 

1994). Zum anderen bilden sich an der Injektionsstelle häufig bis zu brotlaibgroße Granulo-

me (Cocito et al., 1994; Klawonn et al., 2002). Zudem ist eine Unterscheidung geimpfter und 

klinisch inapparent infizierter Tiere nicht möglich (Chiodini et al., 1984). In Deutschland ist 

derzeit kein Impfstoff gegen Paratuberkulose zugelassen. Mit einer Ausnahmegenehmigung 

wird derzeit in Rheinland-Pfalz die Verwendung eines Impfstoffes erprobt. Abschließende 

Ergebnisse liegen bisher nicht vor (Klawonn et al., 2007). 

 

1.6.3. Sanierung 

Die grundsätzlichen Empfehlungen zur Sanierung Paratuberkulose-infizierter Bestände 

haben sich in den vergangenen Jahrzehnten kaum verändert. Schon Fortmann empfahl 

1925 neben hygienischen Maßnahmen eine regelmäßige Untersuchung infizierter Herden 

sowie die baldige Entfernung infizierter Tiere aus dem Bestand. Auch heute noch gelten das 

umgehende Entfernen infizierter Tiere aus der Herde, die Verhinderung der Infektion bei 

Jungtieren sowie ein kontrollierter Zukauf von Tieren als Kernpunkte einer erfolgreichen 

Paratuberkulosebekämpfung (Köhler et al., 2005). 

In vielen Ländern wie z.B. den USA (Sockett, 1996), Australien (Whittington et al., 1998a), 

den Niederlanden, Schweden und Norwegen (Hacker et al., 2004) existieren staatlich ge-

stützte Bekämpfungsprogramme. In Deutschland ist die Paratuberkulose meldepflichtig und 

in einigen Bundesländern (u.a. Niedersachsen, Nordrhein-Westfalen, Thüringen) gibt es 

freiwillige Bekämpfungsverfahren (Köhler et al., 2005). Vom Bundesministerium für Verbrau-

cherschutz, Ernährung und Landwirtschaft wurden im Januar 2005 „Leitlinien für den Um-

gang mit der Paratuberkulose in Wiederkäuerbeständen (Paratuberkuloseleitlinien)“ 

veröffentlicht, um eine bundesweite Vereinheitlichung der gegenwärtig existierenden Sanie-

rungsverfahren zu erreichen. Die in den Sanierungsverfahren geforderten Maßnahmen wie 

z.B. die sofortige Trennung von Kalb und Muttertier nach der Geburt, keine Ausbringung von 

Gülle auf Weideflächen oder umfangreiche Hygienemaßnahmen können allerdings von den 

Betrieben, auch aus ökonomischen Gründen, nicht immer ausreichend umgesetzt werden 

(Flebbe, 2002; Klawonn et al., 2002). Auch durch das komplexe, noch nicht gänzlich er-

forschte Krankheitsgeschehen und die unzureichende Diagnostik klinisch inapparenter Infek-

tionen ist die Bekämpfung der Paratuberkulose langwierig und mit hohen Kosten verbunden 

(Rossiter und Burhans, 1996). Jedoch können durch die Ausmerzung infizierter Tiere und 
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durch Verbesserung der Hygiene die Zahl der klinischen Erkrankungen sowie die Herden-

prävalenz reduziert werden (Flebbe, 2002; Goodger et al., 1996). 

Inwieweit eine Eradikation der Paratuberkulose möglich ist, ist fraglich (Flebbe, 2002). Alter-

nativ könnte ein Überwachungs- und Kontrollprogramm analog zum Salmonellose-

Kontrollprogramm für Schweine eingeführt werden (Stratmann et al., 2005). 

 

2. Stammdifferenzierung 

Stammdifferenzierungsverfahren werden sowohl bei der Beantwortung epidemiologischer 

Fragestellungen (Olive und Bean, 1999) als auch für phylogenetische Untersuchungen (van 

Belkum, 1994) eingesetzt. Im Rahmen eines Krankheitsgeschehens spielen die Feststellung 

des Ausgangspunkts der Infektion und die Aufklärung von Übertragungswegen eine wichtige 

Rolle. Weitere Anwendungen im medizinischen Bereich sind die Identifizierung besonders 

virulenter Isolate sowie die Überwachung von Impf- und Bekämpfungsprogrammen (Olive 

und Bean, 1999; Roring et al., 2002). Aber auch in der Lebensmittelindustrie oder der Foren-

sik werden Stammdifferenzierungsverfahren angewendet (Healy et al., 2005). 

Die Typisierung einzelner Bakterienisolate kann anhand phänotypischer und genotypischer 

Merkmale erfolgen (van Belkum, 1994). Wichtige Kriterien zur Beurteilung und zum Vergleich 

der einzelnen Stammdifferenzierungsverfahren sind nach Olive und Bean (1999) und Teno-

ver et al. (1994): 

 

- Typisierbarkeit: 

Sind alle Isolate einer (Sub-)Spezies mit dem Verfahren typisierbar?  

- Diskriminierungskraft: 

Lassen sich nicht assoziierte Isolate sicher voneinander unterscheiden?  

- Reproduzierbarkeit: 

Sind die Typisierungsergebnisse sowohl innerhalb des Labores als auch in anderen 

Laboren reproduzierbar? 

- Durchführung: 

Ist die Methode einfach in der Durchführung? Sind spezielle Geräte erforderlich?  

Welche Kosten entstehen? 

- Interpretation der Ergebnisse: 

Sind die Ergebnisse gut und eindeutig interpretierbar? Ist die Bewertung von Unter-

schieden standardisiert?  
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2.1. Phänotypische Differenzierungsverfahren 

Den phänotypischen Differenzierungsverfahren liegen sowohl bestimmte Zellstrukturen oder 

Zellbestandteile als auch biologische Eigenschaften der Erreger zugrunde. Zur Differenzie-

rung genutzte Strukturen sind z.B. verschiedene Antigene (Serotypisierung) oder Phagenre-

zeptoren (Phagentypisierung oder Lysotypie) (Olive und Bean, 1999). Auch mit Hilfe der 

Analyse von Zellbestandteilen wie verschiedener Proteine oder des Fett- bzw. Kohlenhydrat-

anteils kann eine Stammdifferenzierung erfolgen (Selander et al., 1986). An biologischen 

Eigenschaften werden etwa die Verstoffwechselung bestimmter Substrate oder das Wach-

stum unter bestimmten Bedingungen (Biotypisierung) oder die Empfindlichkeit gegenüber 

Antibiotika („resistotyping“ oder „antibiotyping“) zur Differenzierung genutzt (van Belkum, 

1994). Die Multilocus-Enzym-Elektrophorese (MLEE) basiert auf den unterschiedlichen 

Laufeigenschaften bestimmter Enzyme in der Elektrophorese, wodurch ein Rückschluss auf 

die veränderte Aminosäurensequenz und damit auf die veränderte Nucleotidsequenz des 

zugrundeliegenden DNA-Abschnitts möglich ist (Selander et al., 1986).  

Die phänotypischen Verfahren dienen in erster Linie der Bestimmung der (Sub-)Spezies und 

nicht der Differenzierung von Stämmen innerhalb einer (Sub-)Spezies (van Belkum, 1994). 

Sie gelten auch aufgrund der variablen Expression von phänotypischen Charakteristika als 

weniger diskriminierend und schlechter reproduzierbar als die genotypischen Verfahren 

(Olive und Bean, 1999; Schwarz et al., 2003). Zudem sind viele Verfahren mit einem hohen 

Arbeitsaufwand verbunden und nur schlecht standardisierbar. Nichtsdestotrotz werden sie 

teilweise erfolgreich zur Stammdifferenzierung eingesetzt (van Belkum, 1994). Eine Zuord-

nung zu pathogenetischen Eigenschaften der Isolate oder zu epidemiologischen Daten ist 

meistens jedoch nicht möglich (Reboli et al., 1994; Tenover et al., 1994). Die phänotypischen 

Variationen spiegeln zwar Unterschiede im Genotyp wider, die Zuordnung zu bestimmten 

Genen oder Allelen ist bislang jedoch sehr schwierig (Selander et al., 1986). Auch ist aus-

gehend von einem ähnlichen Phänotyp kein Rückschluss auf eine enge genetische Ver-

wandtschaft möglich (Li et al., 1990). 
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2.2. Genotypische Differenzierungsverfahren  

Die auf genotypischen Merkmalen beruhenden Differenzierungsverfahren können zum einen 

anhand der für die Differenzierung genutzten Struktur im Genom (z.B. repetitive Elemente 

oder single nucleotide polymorphisms (SNPs)), zum anderen anhand der zugrunde liegen-

den Methode (z.B. Restriktionsverdau oder PCR) unterschieden werden. 

 

2.2.1. Strukturen im Genom 

2.2.1.1. Repetitive Elemente 

Das prokaryotische Genom enthält mehrere kodierende wiederholte DNA-Sequenzen wie 

z.B. rRNA- und tRNA-Gene oder Insertionselemente, die in nur wenigen Kopien vorliegen 

(Lupski und Weinstock, 1992). Der weitaus größte Teil an repetitiven Sequenzen liegt jedoch 

in den nicht kodierenden Bereichen vor. Bei Eukaryoten werden diese Genomanteile als 

Mini- oder Mikrosatelliten-DNA bezeichnet und haben große Bedeutung für die Erstellung 

des genetischen Fingerabdrucks, z.B. bei Abstammungsuntersuchungen (van Belkum et al., 

1998). 

 

Insertionselemente (IS) 

Insertionselemente sind kurze (< 2500 bp), einfach strukturierte DNA-Segmente, die an 

mehreren Stellen in das Genom integriert werden können. In der Regel bestehen sie nur aus 

einem Gen für die Transposase, flankiert von inverted repeats. Die Insertion in das Wirts-

chromosom erfolgt teilweise sequenzspezifisch, teilweise z.B. in GC-reiche DNA-Abschnitte. 

Aber auch andere Einflussfaktoren wie z.B. Überspiralisierung oder Replikation werden 

diskutiert. Der Einfluss der Insertionselemente auf die Insertionsstelle reicht von der Generie-

rung von direct repeats in der flankierenden DNA bis zur Beeinflussung der Expression 

benachbarter Gene. Insertionselemente wurden bei vielen Bakterienarten nachgewiesen und 

liegen häufig in mehrfachen Kopien im Genom vor. Über 500 Insertionselemente sind be-

schrieben, die anhand ihrer Eigenschaften wie Struktur und Organisation in etwa 20 ver-

schiedene Familien eingeteilt werden (Mahillon und Chandler, 1998).  

 

Short sequence repeat (SSR) 

Hierbei handelt es sich um kurze (< 200 bp), nicht kodierende Sequenzen, die v.a. in den 

intergenen DNA-Abschnitten des prokaryotischen Genoms vorkommen (Lupski und Wein-

stock, 1992). Sie sind entweder einzeln über das Genom verstreut oder liegen zusammen-

hängend in mehreren Wiederholungen vor (van Belkum et al., 1998).  

Verstreut über das Genom vorkommende repetitive Sequenzen sind beispielsweise die 

repetitive extragenic palindrome (REP)- und die enterobacterial repetitive intergenic consen-

sus (ERIC)-Sequenzen sowie der BOX-repeat. Die Funktion dieser Elemente ist noch nicht 
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abschließend geklärt. Vermutet wird eine Beteiligung an der Chromosomenstruktur sowie an 

der Genregulation (Lupski und Weinstock, 1992; van Belkum et al., 1998). 

Bei den zusammenhängenden repeats werden je nach Zusammensetzung homopolymere 

und multimere repeats unterschieden. Homopolymere repeats bestehen nur aus einer einzi-

gen Base, z.B. poly(G). Bei den multimeren repeats lassen sich homogene (Wiederholung 

der gleichen kurzen Sequenz1) von heterogenen (Wiederholung verschiedener Motive2) 

repeats unterscheiden. Liegen sie direkt nebeneinander im Genom vor, werden sie als tan-

dem repeats bezeichnet. Bei degenerierten Wiederholungssequenzen liegen innerhalb der 

Motive kleine Abweichungen z.B. durch den Austausch einzelner Basen vor. Als variable 

number tandem repeats (VNTR) werden repeats bezeichnet, die in mehreren Allelen (unter-

schiedliche Anzahl von Wiederholungen) vorliegen. Die Variabilität dieser VNTRs wird ver-

mutlich durch slipped-strand mispairing3 verursacht. Auch Rekombinationen oder Fehler bei 

der Reparatur von Fehlpaarungen können zu Veränderungen in der Anzahl der Wiederho-

lungen oder zum Austausch einzelner Basen führen (van Belkum et al., 1998). Je nachdem, 

an welcher Stelle im Genom diese VNTRs vorkommen, können sie sowohl die Genregula-

tion, in manchen Fällen auch die Genexpression beeinflussen (Roring et al., 2002; van Bel-

kum, 1999).  

 

2.2.1.2. Single nucleotide polymorphism (SNP) 

Als SNP wird ein Unterschied zwischen zwei Genomen bezeichnet, der auf dem Austausch 

einer einzelnen Base beruht. Es werden synonyme und nichtsynonyme SNPs unterschieden. 

Synonyme SNPs haben eine Veränderung der Aminosäure und damit des codierten Proteins 

zur Folge. Hierdurch sind sie evolutionsbiologisch relevant, da das veränderte Protein dem 

Selektionsdruck ausgesetzt ist. Nichtsynonyme SNPs haben keine Veränderung der Amino-

säurensequenz zur Folge und sind daher evolutionsbiologisch neutral. Aus diesem Grunde 

sind sie sehr gut für phylogenetische Studien geeignet (Gutacker et al., 2002). 

 

                                                 
1 Z.B. AGG AGG AGG. 
2 Z.B. AAC AAC TG TG TG GCTG GCTG.  
3 Durch Abrutschen der DNA-Polymerase bei der Replikation hervorgerufene Strangverschiebungen und Fehl-
paarungen. 
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Weiterhin können auch größere Veränderungen des Genoms wie Deletionen bzw. Insertio-

nen von DNA-Fragmenten mit den Verfahren zur Stammdifferenzierung detektiert werden 

(Tenover et al., 1995). Zusätzlich kann über den Nachweis oder über das Fehlen bestimmter 

Gene eine Typisierung vorgenommen werden (McDonald et al., 2006; Neis et al., 2007).  

 

Welche Genomstruktur zur Stammdifferenzierung verwendet wird, hängt u.a. von der Frage-

stellung ab. Sequenzen, die sich innerhalb weniger Generationen verändern, z.B. VNTRs, 

eignen sich für die Klärung epidemiologischer Zusammenhänge. Langsam evolvierende 

Strukturen wie z.B. die SNPs sind eher für phylogenetische Fragestellungen geeignet (Moti-

wala et al., 2006b). Die zur Stammdifferenzierung verwendeten Verfahren sind grundsätzlich 

auch zur Unterscheidung von (Sub-)Spezies einsetzbar, v.a. wenn ein sehr hoher Verwandt-

schaftsgrad vorliegt (Kamerbeek et al., 1997; Romano et al., 2005). 

 

2.2.2. Restriktionsverdaubasierte Differenzierungsverfahren 

2.2.2.1. Plasmidtypisierung oder Plasmid(profil)-Analyse 

Im Gegensatz zu den anderen genotypischen Differenzierungsverfahren wird hierbei nur die 

extrachromosomale DNA untersucht. Anzahl und Größe der vorhandenen Plasmide werden 

durch elektrophoretische Auftrennung der gesamten Plasmid-DNA bestimmt. Zusätzlich kann 

eine Restriktionsfragmentanalyse (s. 2.2.2.2.), z.B. mit dem Restriktionsenzym EcoRI         

erfolgen (Takahashi und Nagano, 1984; Tenover et al., 1997). Da nicht alle Isolate einer 

(Sub-)Spezies über Plasmide verfügen, ist immer nur ein Teil der Isolate typisierbar (Healy et 

al., 2005). Die Differenzierungskraft ist gering (Reboli et al., 1994; Tenover et al., 1994) und 

die Reproduzierbarkeit eingeschränkt (Tenover et al., 1994). Durchführung und Interpretation 

der Ergebnisse sind hingegen einfach (Tenover et al., 1994).  

 

2.2.2.2. Restriktionsfragmentanalyse (REA) 

Die Restriktionsfragmentanalyse ist im Grunde ein sehr einfaches Verfahren. Nach Verdau 

der DNA mit einem Restriktionsenzym4 werden die Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt 

und die entstandenen Bandenmuster verglichen (Upholt, 1977). Unterschiede zwischen den 

Mustern können sowohl durch Punktmutationen als auch durch Insertion bzw. Deletion von 

DNA-Fragmenten hervorgerufen werden. Entstehen auf diese Weise Restriktionsschnittstel-

len neu bzw. gehen verloren, ändern sich sowohl die Anzahl als auch die Größe der Frag-

mente. Bei Insertion bzw. Deletion von DNA-Fragmenten bleibt die Anzahl der Fragmente 

gleich, die Größe der Fragmente verändert sich jedoch (Tenover et al., 1995). Bei der Aus-

wahl der Enzyme ist zu beachten, dass diese zum einen die DNA tatsächlich verdauen 

                                                 
4 Restriktionsenzyme erkennen und schneiden spezifische DNA-Sequenzen. 
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(Clark et al., 2003), zum anderen auch unterscheidbare Bandenmuster generiert werden 

können (Whipple et al., 1989). Allerdings entstehen gerade beim Verdau großer Genome 

viele Fragmente, die sich in der Größe nur wenig unterscheiden. Eine sichere Auswertung ist 

hierdurch kaum möglich (Mazurek et al., 1993; Tenover et al., 1997; Thorel et al., 1990). Aus 

diesem Grund wird diese Methode nur selten eingesetzt. Es wurden verschiedene Verfahren 

(s. 2.2.2.3.-2.2.2.5.) entwickelt, um die Anzahl der Fragmente, die zum Vergleich zweier 

Genome herangezogen werden, zu reduzieren (Thorel et al., 1990). 

 

2.2.2.3. Southern Blot und Hybridisierung oder Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus 

(RFLP) 

Durch Hybridisierung der auf eine Nylonmembran übertragenen (geblotteten) DNA-

Fragmente mit einer markierten Sonde werden nur die Fragmente nachgewiesen, die eine 

bestimmte Sequenz (das „Gegenstück“ zur Sonde) enthalten. Die Markierung und der 

Nachweis der Sonde können radioaktiv oder über verschiedene enzymgekoppelte Farb- oder 

Chemilumineszenzreaktionen erfolgen (Olive und Bean, 1999; Tenover et al., 1994). Für 

eine erfolgreiche Differenzierung ist die Wahl einer geeigneten Sonde von entscheidender 

Bedeutung (Chiodini, 1990; Tenover et al., 1994). In der als Grundlage für die Sonde die-

nenden DNA-Sequenz müssen die Schnittstellen des Restriktionsenzyms zwischen den 

Isolaten variieren (Olive und Bean, 1999) oder das nachzuweisende DNA-Fragment muss in 

mehreren Kopien im Genom vorliegen. Häufig werden (sub-)spezies-spezifische Insertions-

elemente verwendet, z.B. IS6110 oder IS1245 bei Mykobakterien (van Soolingen, 2001). 

Auch andere Sequenzen, z.B. bestimmte Gene wie das 16S rRNA- oder katG-Gen bei 

M. tuberculosis, werden als Grundlage für die Sonde verwendet (Kremer et al., 1999; Olive 

und Bean, 1999). Eine besondere Variante des RFLP ist das „ribotyping“. Hierbei dienen 16S 

und 23S rRNA-Gene von Escherichia coli als Grundlage für die Sonde (Olive und Bean, 

1999). Unterschiede zwischen den RFLP-Mustern können zusätzlich zu den oben genannten 

Ereignissen auf Mutationen im Bereich der Bindungsstelle der Sonde (Tenover et al., 1994) 

sowie auf einer unterschiedlichen Anzahl und Verteilung von Kopien des mittels Sonde 

nachgewiesenen Fragments beruhen. Letzteres trifft v.a. auf die Insertionselemente zu (Mijs 

et al., 2002; Tenover et al., 1997). Eine geeignete Sonden/Restriktionsenzym-Kombination 

muss für jede Bakterienart ermittelt werden (Wild et al., 1994). In der Regel sind dann alle 

Isolate einer (Sub-)Spezies differenzierbar. Auch die Diskriminierungskraft ist von der ver-

wendeten Sonden/Restriktionsenzym-Kombination abhängig (Chiodini, 1990; van Soolingen 

et al., 1993). Die RFLP-Muster sind sowohl innerhalb eines Labores als auch im Vergleich 

verschiedener Labore gut reproduzierbar (Kremer et al., 1999). Durch die Vielzahl von teil-

weise langwierigen Einzelschritten ist das Verfahren arbeits- und zeitaufwändig und zudem 

kostenintensiv (Olive und Bean, 1999). Eine Unterscheidung der Muster anhand abweichen-
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der Banden ist relativ einfach. Problematisch ist jedoch die Bewertung geringgradiger Abwei-

chungen von z.B. nur einem Fragment, da diese nicht einheitlich gehandhabt wird (Tenover 

et al., 1994).  

 
2.2.2.4. Verwendung selten schneidender Enzyme: PFGE (Pulsfeldgelelektrophorese), 

LFP (large fragment polymorphism) oder Makrorestriktionsanalyse 

Durch die Verwendung selten schneidender Restriktionsenzyme entstehen weniger, dafür 

aber sehr große Fragmente (10 bis 800 kbp). Diese werden mit Hilfe eines speziellen Elek-

trophoreseverfahrens, der Pulsfeldgelelektrophorese (Schwartz und Cantor, 1984), aufge-

trennt (Olive und Bean, 1999). Die Auswahl des Restriktionsenzyms erfolgt anhand der 

Erkennungssequenz, des GC-Gehaltes des zu untersuchenden Genoms sowie der Anzahl 

und Größe der entstehenden Fragmente (Coffin et al., 1992; Inderlied et al., 1993; Lévy-

Frébault et al., 1989; Thong et al., 1994). Grundsätzlich sind alle Isolate einer (Sub-)Spezies 

mittels PFGE typisierbar. Die Diskriminierungskraft ist hoch und die Methode ist sowohl 

innerhalb eines Labors als auch im Vergleich mehrerer Labore gut reproduzierbar. Das 

Verfahren ist zeitaufwändig, da die DNA-Extraktion sowie der Restriktionsverdau in kleinen 

Agaroseblöcken stattfinden (Olive und Bean, 1999). Zudem ist eine spezielle, teure Elek-

trophoreseausrüstung erforderlich (Tenover et al., 1997). Auch hier ist die Unterscheidung 

der einzelnen Muster im Grunde einfach und es existieren Hinweise zur Interpretation der 

Unterschiede (Olive und Bean, 1999; Tenover et al., 1995). Das Verfahren gilt allgemein als 

Goldstandard der genotypischen Differenzierung (Harbottle et al., 2006; Olive und Bean, 

1999).  

 

2.2.2.5 Vermehrung und Nachweis ausgewählter Fragmente: AFLP (Amplified fragment 

length polymorphism) 

Der AFLP beruht auf der selektiven Vermehrung von Restriktionsfragmenten mittels PCR. Im 

Anschluss an einen Restriktionsverdau werden die Schnittenden der Fragmente mit doppel-

strängigen Adapteroligonucleotiden5 ligiert. Diese dienen zusammen mit der Restriktions-

schnittstelle als Primerbindungsstelle in der anschließenden PCR. Die Primer bestehen aus 

einer Stammsequenz (komplementär zur Stammsequenz des Adapters), einer enzymspezifi-

schen Sequenz (komplementär zur Sequenz der Restriktionsschnittstelle) sowie aus einer 

selektiven Sequenz6. Auf diese Weise werden nur die Fragmente amplifiziert, die angren-

zend an die Restriktionsschnittstelle eine bestimmte Sequenz – komplementär zur selektiven 

Sequenz des Primers – aufweisen (Vos et al., 1995). Der Nachweis dieser Fragmente erfolgt 

entweder mittels Agargelelektrophorese oder mit Hilfe markierter Primer und Sequenzierer 

                                                 
5 Die Adaptermoleküle bestehen aus einer Stammsequenz und einer Sequenz, die spezifisch für die Schnittstelle 
des Restriktionsenzyms ist.  
6 Ein bis vier Nucleotide. 
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(Savelkoul et al., 1999; Vos et al., 1995). Üblicherweise wird der Restriktionsverdau mit zwei 

Restriktionsenzymen durchgeführt. Aber auch mit nur einem Restriktionsenzym ist die   

Methode beschrieben (Savelkoul et al., 1999). Es kann DNA jeglicher Herkunft untersucht 

werden (Vos et al., 1995). So wird das Verfahren auch für genetische Untersuchungen bei 

Pflanzen und Tieren eingesetzt (Savelkoul et al., 1999). Kenntnisse über die Sequenz der zu 

untersuchenden DNA sind für die Typisierung nicht erforderlich. Die Anzahl der amplifizierten 

Fragmente kann über die Wahl der Restriktionsenzyme und die Anzahl und Auswahl der 

selektiven Nukleotide der Primer beeinflusst werden (Vos et al., 1995). Die Differenzierungs-

kraft ist hoch und die Muster sind gut reproduzierbar. Es werden nur geringe Mengen geno-

mischer DNA benötigt, das Verfahren ist trotzdem recht aufwändig. Die Interpretation der 

Ergebnisse ist hingegen relativ einfach (Olive und Bean, 1999; Savelkoul et al., 1999).  

 

2.2.3. Polymerase-Kettenreaktion 

Die PCR-basierten Differenzierungsverfahren sind in der Regel schnell, einfach und kosten-

günstig und ohne spezielle Ausrüstung durchführbar (Olive und Bean, 1999). Es sind nur 

geringe DNA-Mengen erforderlich, die zudem mit einfachen Methoden (z.B. Kochen der 

Bakterien) isoliert werden können (Roring et al., 2002; van Belkum, 1994). Somit ist grund-

sätzlich eine gleichzeitige Detektion und Typisierung eines Erregers ohne vorherige Kultivie-

rung möglich (Kamerbeek et al., 1997; van Belkum, 1994). Eine Automatisierung sowohl der 

PCR als auch der Auswertung ist ebenfalls grundsätzlich möglich (Healy et al., 2005). Aus 

diesen Gründen sind die PCR-basierten Verfahren inzwischen weit verbreitet (van Belkum, 

2007). Grundsätzlich sind zwei unterschiedliche Ansätze möglich: 

a) Unter Verwendung spezifischer, umspannender Primer werden bestimmte DNA-

Fragmente amplifiziert. Variationen beruhen auf Größen- und/oder Sequenzunter-

schieden des amplifizierten DNA-Abschnitts. Auf diesem Prinzip beruhen die MLVA 

(multilocus variable number tandem repeat analysis), bzw. MLSSR (multilocus short 

sequence repeat)-Typisierung, die PCR-REA und das MLST (multilocus sequence 

typing). 

b) Über consensus-Primer7 werden die zwischen den Primerbindungsstellen gelegenen 

DNA-Abschnitte amplifiziert, die, je nach Verteilung der Primerbindungsstellen im 

Genom, unterschiedliche Längen aufweisen. Diese Verfahren ist die Grundlage der 

AP-PCR bzw. RAPD und der Rep-PCR (van Belkum, 1994). 

 

                                                 
7 Consensus-Sequenz: idealisierte Basensequenz, bei der jede Position die an dieser Stelle am häufigsten zu 
findende Base repräsentiert. 
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2.2.3.1. Multilocus variable number tandem repeat analysis (MLVA) oder multilocus short 

sequence repeat Typisierung (MLSSR-Typisierung) 

Bei der Untersuchung zusammenhängender repeats bzw. VNTRs oder SSRs werden für die 

flankierende DNA spezifische Primer verwendet. Auf diese Weise werden die wiederholten 

Sequenzen zusammen mit der umgebenden DNA amplifiziert. Die Anzahl der Wiederholun-

gen spiegelt sich in der Größe des PCR-Produkts wider (van Belkum et al., 1997; van Bel-

kum et al., 1998). Die Auswertung erfolgt entweder mittels Agargelelektrophorese oder 

Sequenzierung (van Belkum et al., 1998). Durch die Sequenzierung der PCR-Produkte 

können auch kleine Veränderungen innerhalb der repeats detektiert und in die Differenzie-

rung mit einbezogen werden (van Belkum, 2007). Das Auffinden von tandem repeats ist 

mittels spezieller Software möglich (Benson, 1999). Es sind alle Isolate einer (Sub-)Spezies 

differenzierbar, allerdings müssen die verwendeten VNTRs bzw. SSRs sorgfältig ausgewählt 

werden. Die Differenzierungskraft ist hoch und das Verfahren gut reproduzierbar. Die Durch-

führung und Interpretation sind einfach (van Belkum, 2007). 

 

2.2.3.2. PCR-basierter locus-spezifischer RFLP oder PCR-REA 

Wie beim AFLP werden bei diesem Verfahren die PCR und der Restriktionsverdau kombi-

niert, jedoch in umgekehrter Reihenfolge. Ein bestimmter DNA-Abschnitt wird mittels PCR 

amplifiziert und das PCR-Produkt im Anschluss verdaut. Die entstandenen Fragmente wer-

den elektrophoretisch aufgetrennt und die entstehenden Bandenmuster verglichen (Olive 

und Bean, 1999). Als Grundlage dienen z.B. die 16S-23S Spacer-Region oder einzelne 

Gene (Olive und Bean, 1999), aber auch Insertionselemente (Marsh et al., 1999). Bei sorg-

fältiger Auswahl des amplifizierten DNA-Abschnitts sind alle Isolate einer (Sub-)Spezies 

differenzierbar. Die Diskriminierungskraft ist mäßig, das Verfahren ist gut reproduzierbar, 

einfach in der Durchführung und Interpretation der Ergebnisse (Olive und Bean, 1999).  

 

2.2.3.3. Multilocus sequence typing (MLST) 

Bei diesem Verfahren handelt es sich um das molekularbiologische Pendant zur MLEE 

(Maiden et al., 1998; Schwarz et al., 2003). Fragmente von mehreren (meist sieben) Haus-

haltsgenen8 werden mittels PCR amplifiziert und anschließend sequenziert. Anhand von 

Sequenzunterschieden der einzelnen Gene (Allele) können Sequenztypen bestimmt werden 

(Maiden et al., 1998). Es sind alle Isolate einer (Sub-)Spezies differenzierbar. Die Differen-

zierungskraft wird i.A. als hoch eingestuft, variiert aber in Abhängigkeit von der zu untersu-

chenden Bakterienspezies und den untersuchten Genen (Schwarz et al., 2003). Das 

Verfahren ist sehr gut reproduzierbar und im Prinzip einfach durchzuführen und zu interpre-

                                                 
8 Gene, die kontinuierlich angeschaltet sind, da sie für lebensnotwendige Funktionen benötigt werden. 
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tieren (Maiden et al., 1998), jedoch kostenintensiv (Schwarz et al., 2003). Über eine Daten-

bank im Internet (>>www.mlst.net<<) sind Informationen sowohl zur Durchführung (benötigte 

Primer u.ä.) als auch zur Interpretation (Vergleichssequenzen) verfügbar (Aanensen und 

Spratt, 2005). Das Verfahren ist eher für phylogenetische oder evolutionsbiologische Studien 

geeignet, wird aber auch bei epidemiologischen Untersuchungen eingesetzt (Schwarz et al., 

2003). 

 
Ein ähnliches Verfahren ist die Genotypisierung auf der Basis des Nachweises verschiede-

ner Gene. Häufig werden Virulenzgene (Elomaa et al., 2005; Neis et al., 2007) oder Resi-

stenzgene (van Belkum, 1994) verwendet, so dass u.U. auch Rückschlüsse auf die Virulenz 

der einzelnen Isolate möglich sind. Dieses Verfahren kann auch als Multiplex-PCR durchge-

führt werden (Neis et al., 2007).  

 

2.2.3.4. RAPD (random amplified polymorphic DNA); AP-PCR (arbitrarily primed PCR) 

Im Gegensatz zur Standard-PCR wird nicht ein spezifisches Primerpaar, sondern ein einzel-

ner kurzer9 Primer mit zufälliger Sequenz eingesetzt. Bei niedrigen Annealingtemperaturen 

kann dieser, trotz einzelner Fehlpaarungen, an mehreren Stellen an die Template-DNA 

binden. Liegen diese Primerbindungsstellen nicht zu weit (bis einige hundert Basenpaare) 

voneinander entfernt und auf gegenläufigen Strängen, wird der dazwischenliegende Ab-

schnitt amplifiziert. Auf diese Weise entstehen, je nach Ausgangs-DNA, unterschiedliche 

Bandenmuster, die aus 3-20 Banden bestehen. Von entscheidender Bedeutung ist die Wahl 

der Annealingtemperatur sowie die Sequenz der Primer. Schon bei geringfügigen Abwei-

chungen (Austausch eines Nukleotids) können die entstehenden Muster stark variieren 

(Welsh und McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Die Unterschiede der Muster beruhen 

u.a. auf SNPs an den Primerbindungsstellen oder auf Insertionen bzw. Deletionen in den 

amplifizierten DNA-Abschnitten (Williams et al., 1990). Das Verfahren ist für alle Isolate einer 

(Sub-)Spezies verwendbar. Ein großer Vorteil ist hierbei, dass keine Kenntnis über die DNA-

Sequenz des untersuchten Erregers notwendig ist (Welsh und McClelland, 1990; Williams et 

al., 1990). Die Diskriminierungskraft ist hoch (Olive und Bean, 1999). Da schon geringe 

Änderungen der PCR-Bedingungen (pH-Wert und Salzgehalt des Puffers, verwendete DNA-

Polymerase) zu gravierenden Veränderungen der Muster führen, ist die Reproduzierbarkeit 

schon innerhalb eines Labores, noch mehr im Vergleich zwischen Laboren eingeschränkt 

(Tenover et al., 1997). Die Durchführung und die Interpretation der Ergebnisse sind hingegen 

einfach. Allerdings müssen die geeigneten Primer in der Regel experimentell ermittelt wer-

den (Olive und Bean, 1999).  

 

                                                 
9 In der Regel zehn Nukleotide. 
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2.2.3.5. Rep-PCR 

Dieses Verfahren wird für verstreut im Genom vorkommende repeats, wie z.B. die REP- oder 

ERIC-Sequenzen (van Belkum et al., 1998) eingesetzt. Unter Verwendung eines für ein 

bestimmtes repetitives Element spezifischen Primers werden die zwischen den einzelnen 

repetitiven Elementen liegenden DNA-Abschnitte amplifiziert. Je nach Verteilung und Häufig-

keit der repetitiven Elemente entstehen unterschiedliche Bandenmuster (Versalovic et al., 

1991). Am häufigsten werden die REP- oder ERIC-Sequenzen verwendet (Olive und Bean, 

1999). Aber auch Insertionselemente können als Grundlage für diese Methode dienen (Eng-

lund et al., 2003; Pfaller et al., 2007). Bei Verwendung geeigneter repetitiver Elemente sind 

alle Isolate einer (Sub-)Spezies typisierbar. Genaue Kenntnisse der Sequenz des untersuch-

ten Genoms sind nicht erforderlich (Reboli et al., 1994). Das Verfahren verfügt über eine 

hohe Diskriminierungskraft, die Reproduzierbarkeit ist im Vergleich zwischen verschiedenen 

Laboren nur mäßig. Innerhalb eines Labores sind die Ergebnisse jedoch gut reproduzierbar. 

Durchführung und Interpretation der Ergebnisse sind einfach (Olive und Bean, 1999). Durch 

die Einführung eines automatisierten Protokolls konnte die Reproduzierbarkeit im Vergleich 

zwischen verschiedenen Laboren erhöht werden (Healy et al., 2005). 

 

2.2.4. Vergleichende oder komparative Genomik 

Hierbei werden komplette Genome miteinander verglichen. So können für eine (Sub-)Spezies 

spezifische oder innerhalb einer (Sub-)Spezies variable DNA-Regionen identifiziert werden. 

Die zugrunde liegenden Techniken sind die Sequenzierung und Hybridisierung (Mikroarray, 

subtraktive Hybridisierung). 

 

2.2.4.1. SNP-Analyse  

Hierbei werden SNPs im ganzen Genom oder nur in bestimmten Abschnitten, z.B. einzelnen 

Genen nachgewiesen (Fleischmann et al., 2002; Kersulyte et al., 2000). Die SNP-Detektion 

erfolgt in den meisten Fällen sequenzbasiert über den direkten Vergleich zweier Genomse-

quenzen (Alland et al., 2003; Filliol et al., 2006) oder auch mit Hilfe spezieller Software – 

SNPsFinder (Song et al., 2005). Die vergleichende Untersuchung mehrerer Isolate auf SNPs 

erfolgt im Normalfall mittels verschiedener PCR-basierter Verfahren (Fleischmann et al., 

2002; Hazbón und Alland, 2004; Kersulyte et al., 2000; McDonald et al., 2006). Für groß 

angelegte Vergleichsuntersuchungen werden auch erregerspezifischer „SNP-Sets“ konstru-

iert und verwendet (Gutacker et al., 2002; McDonald et al., 2006). Die gewonnenen Daten 

sind einfach auszuwerten und gut zwischen verschiedenen Laboren vergleichbar. Noch ist 

das Verfahren recht kostenintensiv, es ist jedoch mit einer Kostenreduktion zu rechnen. 

Durch die grundsätzlich realisierbare Automatisierung ist auch ein hoher Probendurchsatz 
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möglich. Dieses Verfahren wird v.a. für phylogenetische Untersuchungen verwendet, eignet 

sich jedoch auch für epidemiologische Studien (Gutacker et al., 2002).  

 

2.2.4.2. Sequenzierung 

Da alle genotypischen Differenzierungsverfahren letzen Endes auf Unterschieden der DNA-

Sequenz beruhen, erscheint die Sequenzierung als der am besten geeignete Weg zur Diffe-

renzierung (Olive und Bean, 1999). Über die Sequenzierung des gesamten Genoms können 

SNPs, repetitive Elemente, Rekombinationen, Deletionen und Insertionen identifiziert wer-

den. Mehrere hundert Bakteriengenome sind inzwischen komplett sequenziert, allerdings ist 

das Verfahren für große Probenzahlen zu teuer (Garaizar et al., 2006). Die Sequenzierung 

kürzerer DNA-Abschnitte ist weniger arbeits- und kostenintensiv. Allerdings muss der zu 

sequenzierende Abschnitt sorgfältig ausgewählt werden. Er muss eine hypervariable Region, 

umgeben von hoch konservativen Bereichen, enthalten, um sowohl eine ausreichende Dis-

kriminierung als auch die Typisierbarkeit aller untersuchten Stämme zu gewährleisten. Au-

ßerdem sollte der genutzte DNA-Bereich horizontal nicht übertragbar sein, um die 

Stammspezifität sicherzustellen (Olive und Bean, 1999). Verwendete Regionen sind bei-

spielsweise die 16S-23S rDNA-Spacer-Region (Olive und Bean, 1999), die bei der MLST 

untersuchten Haushaltsgene (Maiden et al., 1998) oder Virulenzgene (Kersulyte et al., 2000). 

 

2.2.4.3. Mikroarray oder DNA-Chip 

Bei einem Mikroarray handelt es sich im Grunde um eine Ansammlung mehrerer tausend 

Sonden, so dass viele Hybridisierungsreaktionen gleichzeitig und auf engstem Raum durch-

geführt werden können (Garaizar et al., 2006). Im Gegensatz zum Southern Blot sind jedoch 

die Sonden auf einem Träger fixiert und die markierte Ziel-DNA schwimmt in der Flüssigkeit 

(Paustian et al., 2005; Pelludat et al., 2005). Als Grundlage für die Sonden werden meist 

Fragmente verschiedener ORFs verwendet (Garaizar et al., 2006). Eine erfolgreiche Hybridi-

sierung wird über die markierte Ziel-DNA nachgewiesen, in der Regel mit Hilfe von Fluores-

zenzreaktionen. Auf diese Weise kann die An- oder Abwesenheit der untersuchten DNA-

Abschnitte im zu analysierenden Genom beurteilt werden und ein Vergleich kompletter Ge-

nome ist möglich (Garaizar et al., 2006). Ein großer Vorteil der Mikroarray-Technik ist die 

universelle Verwendbarkeit, neben der Genotypisierung wird sie v.a. für die Analyse der 

Genexpression oder auch zur Speziesbestimmung oder für die Analyse von Resistenzgenen 

eingesetzt (Garaizar et al., 2006; Troesch et al., 1999). Da nicht nur die Unterschiede im 

Genom, sondern auch die genaue Lokalisation dieser ermittelt werden, sind auch Voraus-

sagen zum Phänotyp möglich (Garaizar et al., 2006). Ein großer Nachteil der Methode sind 

die (noch) immensen Kosten für die benötigten Geräte zur Herstellung und Auswertung der 
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Chips. Die Auswertung kann durch nicht eindeutige Signale oder Kreuzhybridisierungen 

erschwert werden und die Reproduzierbarkeit ist eingeschränkt (Garaizar et al., 2006).  

 

2.2.4.4. Subtraktive Hybridisierung (SH) 

Es handelt sich hierbei um eine Hybridisierungsreaktion zweier nah verwandter Genome 

(„Tester“ und „Driver“) mit anschließender Isolierung der nicht hybridisierten, nur im Tester-

Genom vorkommenden Sequenzen. Der Tester ist das zu untersuchende Genom, der Driver 

i.A. ein Referenzstamm. Varianten der SH sind die repräsentative Differenzanalyse (RDA) 

und die „suppression subtractive hybridization“ (SSH).  

Mit diesen Verfahren können spezifische Marker z.B. für diagnostische Zwecke (Townsend 

et al., 1998) oder mobile genetische Elemente identifiziert werden. Aber auch Pathogenitäts-

inseln, Virulenzgene oder Variationen der Genexpression sind mit Hilfe der subtraktiven 

Hybridisierung nachweisbar. Durch die Verfügbarkeit kommerzieller Kits lässt sich das Ver-

fahren mit weniger Aufwand und relativ schnell durchführen und die Ergebnisse sind besser 

reproduzierbar (Winstanley, 2002).  

 

Eine Übersicht über häufig verwendete Differenzierungsverfahren und ihre wichtigsten Ei-

genschaften gibt Tabelle 1 wieder. 

Tabelle 1: Zusammenfassung häufig verwendeter Differenzierungsverfahren (nach Olive 
und Bean, 1999 und Schwarz et al., 2003)  

Verfahren Typisier-

barkeit10 

Differenzierungs-

kraft 

Reprodu-

zierbarkeit 

Durch-

führung 

Inter- 

pretation 

RFLP alle variabel11 gut aufwändig einfach 

PFGE alle hoch gut aufwändig einfach 

AFLP alle hoch gut aufwändig einfach 

RAPD/AP-PCR alle hoch schlecht einfach einfach 

Rep-PCR alle hoch mäßig – gut einfach einfach 

MLVA/MLSSR alle variabel12 gut einfach einfach 

MLST alle variabel13 gut aufwändig einfach 

Sequenzierung alle hoch gut aufwändig schwierig 

 

                                                 
10 Bei Auswahl geeigneter Enzyme, Primer, Gensequenzen. 
11 Abhängig von der verwendeten Sonden/Restriktionsenzym-Kombination. 
12 Abhängig von den verwendeten VNTRs/SSRs. 
13 Abhängig von den untersuchten Genen. 
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2.3. Differenzierung von M. paratuberculosis  

Voraussetzung für eine Stammdifferenzierung ist zunächst eine sichere Bestimmung der 

(Sub-)Spezies. Bei M. paratuberculosis ist hier v.a. die Abgrenzung zu den anderen Subspe-

zies von M. avium mit Schwierigkeiten verbunden. Die phänotypische Differenzierung der M. 

avium-Subspezies erfolgt in der Regel über die Untersuchung der Mycobactinabhängigkeit 

bei der in-vitro-Kultivierung (Turenne et al., 2006). Das mycobactinabhängige Wachstum gilt 

als spezifisch für M. paratuberculosis, tritt aber auch bei der Primärkultur von M. avium 

subsp. silvaticum und einigen M. avium subsp. avium-Stämmen auf (Saxegaard und Baess, 

1988; Thorel, 1984). Zudem können verschiedene biochemische oder kulturelle Tests heran-

gezogen werden (Mijs et al., 2002; Thorel et al., 1990). Eine sichere Unterscheidung der 

einzelnen M. avium-Subspezies ist jedoch nur mit Hilfe molekularbiologischer Verfahren 

möglich (Mijs et al., 2002). Hierbei kommt den Insertionssegmenten eine besondere Bedeu-

tung zu, da sie für die einzelnen Subspezies spezifisch sind (s. Tabelle 2). 

Tabelle 2: Vorkommen der Insertionselemente bei den einzelnen M. avium-Subspezies 

 IS1245e IS900f IS901g IS902h14 

M. avium subsp. aviuma X _ X _ 

M. avium subsp. hominissuisb X _ _ _ 

M. avium subsp. silvaticumc X _ _ X 

M. avium subsp. paratuberculosisd _ X _ _ 

a) Mijs et al., 2002   b) Mijs et al., 2002   c) Guerrero et al., 1995; Moss et al., 1992              
d) Green et al., 1989   e) Guerrero et al., 1995   f) Green et al., 1989   g) Kunze et al., 1991 
h) Moss et al., 1992 

 

Diese Insertionselemente können mit verschiedenen PCR-Verfahren nachgewiesen werden 

(Ellingson et al., 2000; Guerrero et al., 1995; Kunze et al., 1992). Eine Unterscheidung der 

einzelnen Subspezies ist auch mit den zur Stammdifferenzierung verwendeten Verfahren 

möglich (s. Tabelle 3). Mittels Mikroarray-Analyse konnten zudem für einzelne Subspezies 

spezifische Genomfragmente – large sequence polymorphisms (LSPs) – ermittelt werden, 

mit deren Hilfe ebenfalls eine genaue Bestimmung der Subspezies möglich ist (Semret et al., 

2006).  

                                                 
14 Die Insertionselemente IS901 und IS902 weisen eine Sequenzhomologie von 99% auf, so dass es sich höchst-
wahrscheinlich um das gleiche Insertionselement handelt (Kunze et al., 1991; Moss et al., 1992; Turenne et al., 
2007). 
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Tabelle 3: Eignung der Verfahren zur Abgrenzung von M. paratuberculosis von anderen 
(Sub-)Spezies des MAC 

Verfahren Spezies Subspezies Quelle 

REA X X  Wards et al., 1987; Whipple et al., 1987 

5S rDNA RFLP  X  X  Chiodini, 1990 

PFGE 

 

X  X  Coffin et al., 1992; Guerrero et al., 1995; 

Lévy-Frébault et al., 1989; Kunimoto et al., 

2003; Mazurek et al., 1993 

AFLP  X X Motiwala et al., 2003; O’Shea et al., 2004; 

Pfaller et al., 2007 

PCR-REA des  

IS1311 

n.d. X  Whittington et al., 1998b 

PCR-REA des 

hsp65-Gens 

X  X  Eriks et al., 1996; Oliveira et al., 2003; 

Romano et al., 2005; Telenti et al., 1993 

RAPD n.d. X  Pillai et al., 2001 

ERIC-PCR  X X Englund et al., 2003 

ERIC/IS900-PCR  X X Englund et al., 2003 

MLSSR-Typisierung n.d. X Harris et al., 2006 

MIRU-VNTR-

Typisierung 

X X  Bull et al., 2003b; Romano et al., 2005; 

Thibault et al., 2007 

Sequenzierung der 

16S rDNA 

X - Soini und Musser, 2001 

Sequenzierung des 

16S-23S rDNA-ITS 

X  X  Frothingham und Wilson, 1993; Mijs et al., 

2002 

Sequenzierung des 

hsp65-Gens 

X  X  Turenne et al., 2006 

LSP-PCR n.d. X Semret et al., 2006 

X – Differenzierung möglich; - – Differenzierung nicht möglich; n.d. – nicht durchgeführt 

 

Wie problematisch die genaue Abgrenzung gerade zwischen M. avium subsp. avium und 

M. paratuberculosis v.a. vor der Einführung molekularbiologischer Methoden war, zeigt das 

Beispiel des „M. paratuberculosis-Stammes 18“. Dieser wurde über Jahrzehnte als Refe-

renzstamm (ATCC 12227) zur Gewinnung von Mycobactin J, bei der Herstellung von Impf-

stoffen und Diagnostika oder im Rahmen von verschiedenen Studien zur Identifizierung bzw. 

zur Stammdifferenzierung von M. paratuberculosis verwendet. Erst Anfang der 1990er Jahre 
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wurde er korrekt als M. avium subsp. avium-Stamm identifiziert (Chiodini, 1993; Coffin et al., 

1992; Kunze et al., 1992, Merkal, 1979). 

 
2.4. Stammdifferenzierung bei M. paratuberculosis 

2.4.1. Phänotypische Differenzierung 

Schon früh wurden anhand von Wachstumsgeschwindigkeit, Pigmentierung und Wirtspräfe-

renz unterschiedliche Subtypen von M. paratuberculosis unterschieden (Taylor, 1951). Ande-

re phänotypische Differenzierungsverfahren wie die Serotypisierung (Chiodini et al., 1984; 

Whipple et al., 1990) oder die Bestimmung von Fettsäuremustern (Saxegaard et al., 1988) 

und biochemischer Eigenschaften (Chiodini, 1986) erwiesen sich jedoch als ungeeignet.  

 

2.4.2. Genotypische Differenzierung 

Eine weitergehende Typisierung von M. paratuberculosis-Isolaten konnte erst mit der Einfüh-

rung molekularbiologischer Methoden vorgenommen werden. 

 

2.4.2.1 Genutzte Strukturen im Genom 

IS900 

Das IS900 ist ein M. paratuberculosis-spezifisches atypisches Insertionselement (Green et 

al., 1989; Doran et al., 1997). Im Gegensatz zu anderen Insertionselementen verfügt es 

weder über terminale inverted repeats noch über direct repeats in der flankierenden DNA. Es 

gehört wie das IS901/902 anderer M. avium-Subspezies zur IS110-Familie (Doran et al., 

1997; Mahillon und Chandler, 1998). Die Länge beträgt 1451 bp und der GC-Gehalt 66%. Es 

kommt in 15-20 Kopien an hochkonservativen, spezifischen Insertionsstellen (Loci) im Ge-

nom vor und enthält zwei ORFs (Bull et al., 2000; Doran et al., 1997; Green et al., 1989). Der 

eine ORF kodiert die vermutete Transposase p43 (Tizard et al., 1992), der andere – auf dem 

Gegenstrang – das hed (host expression dependent)-Gen (Doran et al., 1994; Doran et al., 

1997). Das hed-Gen benötigt zur Expression RBS, Promoter und Stopcodon der flankieren-

den DNA, so dass die Translationsprodukte an den einzelnen Insertionsstellen unterschied-

lich sind (Doran et al., 1994; Doran et al., 1997). Die genaue Funktion dieser Proteine ist 

noch unklar, möglicherweise sind sie am Eisentransport beteiligt (Doran et al., 1994). Je 

nachdem welcher ORF des IS900 bei der Transkription der Ziel-DNA abgelesen wird, kön-

nen der Einbau in p43- bzw. hed-Orientierung unterschieden werden (Bull et al., 2000). Über 

die Verschiebung der RBS oder die Unterbrechung einzelner ORFs kann die Insertion des 

IS900 die Expression der umliegenden bzw. stromabwärts gelegenen Gene beeinflussen. 

Die flankierenden Gene der Loci sind vermutlich u.a. an der Zellwandsynthese oder dem 

intrazellulären Überleben beteiligt, so dass ein Einfluss des IS900 auf die Erregereigenschaf-

ten vermutet wird (Bull et al., 2000). Bei der Stammdifferenzierung dient das IS900 v.a. als 
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Basis des RFLPs (Pavlik et al., 1999), aber auch eines speziellen Multiplex-PCR-Verfahrens 

(Bull et al., 2000). 

 

IS1311 

Das IS1311 kommt bei allen M. avium-Subspezies vor (Turenne et al., 2007) und gehört u.a. 

mit dem IS124515 zur IS256-Familie (Mahillon und Chandler, 1998). Im Genom von 

M. paratuberculosis liegt es in 7-10 Kopien vor und kann sowohl zur Unterscheidung von 

anderen M. avium-Subspezies als auch zur Stammdifferenzierung innerhalb von 

M. paratuberculosis genutzt werden (Whittington et al., 1998b). 

 

MIRU-VNTRs (mycobacterial interspersed repetitive units) 

MIRUs bestehen aus mehreren wiederholten Sequenzabschnitten mit einer Länge von je-

weils 40-100 bp. Die einzelnen Sequenzen können leicht variieren. Sie kommen an bestimm-

ten Loci in den intergenen Bereichen vor und enthalten kleine, sich gegenseitig über-

lappende ORFs. Ihre Funktion ist noch ungeklärt, möglicherweise beeinflussen sie durch die 

Insertion die Expression stromabwärts gelegener Gene (Supply et al., 1997). Sie eignen sich 

gut zur Stammdifferenzierung, da die Anzahl der Kopien an einigen MIRU-Loci bei den ein-

zelnen Isolaten unterschiedlich ist (Supply et al., 2000). Erstmalig wurden sie bei M. tubercu-

losis (Supply et al., 1997), nachfolgend auch bei M. avium-Subspezies (Bull et al., 2003b) 

beschrieben. Im Genom von M. paratuberculosis wurden in den letzten Jahren verschiedene 

VNTRs nachgewiesen, von denen ein Großteil auch MIRU-Strukturen aufweist. 18 dieser 

teilweise in mehreren Studien beschriebenen MIRU-VNTR-Loci erwiesen sich als zur 

Stammdifferenzierung geeignet (Bull et al., 2003b; Overduin et al., 2004; Romano et al., 

2005; Thibault et al., 2007). 

 

SSRs 

Im M. paratuberculosis-Genom sind bislang elf polymorphe SSR-Loci beschrieben, die sich 

für eine Stammdifferenzierung eignen (Amonsin et al., 2004). 

 

2.4.2.2. Verwendete Verfahren 

Die Eignung der einzelnen Verfahren zur Unterscheidung der Subtypen bzw. zur weiteren 

Stammdifferenzierung sind in Tabelle 5 dargestellt. Für allgemeine Angaben zur Durchfüh-

rung, zur Reproduzierbarkeit u.ä. wird auf das allgemeine Kapitel zur Stammdifferenzierung 

(2.2.2.-2.2.4.) verwiesen. 

 

                                                 
15 Das IS1245 kommt bei M. avium subsp. avium und M. avium subsp. hominissuis vor. 
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REA 

Mit Hilfe der REA16 erfolgten die ersten Differenzierungsversuche von M. paratuberculosis 

(Collins et al., 1990; Collins und de Lisle, 1986; Whipple et al., 1987). Erstmals gelang hier-

mit eine genombasierte Unterscheidung von rind- und schafassoziierten M. paratuberculosis-

Isolaten (Collins et al., 1990). Das Verfahren wurde jedoch (bald) vom IS900 RFLP abgelöst, 

da dieser sowohl eine höhere Diskriminierungskraft aufweist als auch wesentlich leichter 

auszuwerten ist (Collins et al., 1990; Whipple et al., 1990). 

 

IS900 RFLP 

Hierbei handelt es sich um die bislang am häufigsten angewandte Differenzierungsmethode, 

die in vielen Studien als Referenzverfahren verwendet wird (Bull et al., 2000; Motiwala et al., 

2006b; Overduin et al., 2004). Der RFLP wurde in den einzelnen Studien mit einer Vielzahl 

von Restriktionsenzymen sowie Sonden für die Hybridisierung durchgeführt (Möbius et al., 

2008). Verwendete Restriktionsenzyme sind – nach Häufigkeit der Anwendung aufgeführt – 

BstEII, PstI, PvuII, BamHI, und BclI (Möbius et al., 2008; Pavlik et al., 1999; Thoresen und 

Olsaker, 1994; Whipple et al., 1990). Auch unterschiedliche Sonden, basierend auf dem 

IS900, kommen zum Einsatz (Möbius et al., 2008; Moreira et al., 1999; Pavlik et al., 1995; 

Whittington et al., 2000). Dies ist von besonderer Bedeutung bei der Verwendung von PstI 

und PvuII, da diese Restriktionsenzyme über eine Schnittstelle innerhalb des IS900 verfü-

gen. Aus diesem Grunde unterscheiden sich die Muster in der Literatur voneinander je nach-

dem, an welcher Stelle des IS900 die verwendete Sonde hybridisiert. Bindet die Sonde auf 

beiden Seiten der Schnittstelle, ist eine höhere Anzahl nachweisbarer Fragmente und damit 

ein anderes Muster die Folge als bei einer Sonde, die nur auf einer Seite der Schnittstelle 

bindet (Möbius et al., 2008; Moreira et al., 1999). Seit 1999 exisitiert ein standardisiertes 

Verfahren (Pavlik et al., 1999). Die Diskriminierungskraft des RFLP ist begrenzt17, sie kann 

jedoch durch die Verwendung mehrerer Enzyme deutlich erhöht werden (Möbius et al., 

2008). Deshalb werden in der überwiegenden Mehrheit der Studien mindestens zwei (Pavlik 

et al.,1999; Saunders et al., 2003; Stevenson et al., 2002) in einigen Fällen auch bis zu vier 

Restriktionsenzyme eingesetzt (Cousins et al., 2000; Möbius et al., 2008; Palmer et al., 

2005; Whipple et al., 1990). Der IS900 RFLP ist die Grundlage für die Einteilung von 

M. paratuberculosis in C (cattle)-, S (sheep)- und I (intermediäre)-Subtypen (Collins et al., 

1990). Assoziationen zur regionalen Herkunft sind in Grenzen möglich. Der weltweit am 

häufigsten nachgewiesene RFLP-Typ18 ist C1 (Pavlik et al., 1999; Thibault et al., 2007). 

 

                                                 
16 Verdau v.a. mit BstEII, aber auch PstI. 
17 Diskriminierungsindices zwischen 0,5 und 0,6 (Motiwala et al., 2006b). 
18 Verdau mit BstEII. 
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IS1311 RFLP 

Auch auf Basis dieses Insertionselements kann eine Differenzierung mittels RFLP erfolgen 

(Collins et al., 1997; Whittington et al., 1998b). Die Differenzierungskraft ist jedoch, vermut-

lich aufgrund der geringeren Kopienzahl des IS1311, geringer als beim IS900 RFLP (Whit-

tington et al., 1998b). Zudem ist das IS1311 nicht M. paratuberculosis-spezifisch (Collins et 

al., 1997). Da kein Informationsgewinn im Vergleich zum IS900 RFLP besteht, wird diese 

Methode kaum eingesetzt. 

 

PFGE 

Die PFGE gehört ebenfalls zu den schon früh angewandten Verfahren zur 

M. paratuberculosis-Differenzierung (Lévy-Frebault et al., 1989). Das am häufigsten verwen-

dete Restriktionsenzym ist SpeI (de Juan et al., 2005; Feizabadi et al., 1997; Greig et al., 

1999; Sevilla et al., 2007; Stevenson et al., 2002). Weiterhin wurden auch die Enzyme SnaBI 

(de Juan et al., 2005; Sevilla et al., 2007; Stevenson et al., 2002) und XbaI (Feizabadi et al., 

1997) erfolgreich zur Differenzierung eingesetzt. Mit DraI (Feizabadi et al., 1997; Lévy-

Frebault et al., 1989) und HindIII (Greig et al., 1999) war hingegen keine Differenzierung 

möglich. Die Differenzierungskraft gilt als höher als die des IS900 RFLPs (Motiwala et al., 

2006b). Eine Erhöhung ist durch den Einsatz mehrerer Restriktionsenzyme möglich – Multi-

plex-PFGE (de Juan et al., 2005; Sevilla et al., 2007; Stevenson et al., 2002). Drei Typen  

(I-III), die etwa den S-, C- und I-Typen des RFLP entsprechen, können unterschieden wer-

den (de Juan et al., 2005; Stevenson et al., 2002). Eine regionale Zuordnung von Profilen 

konnte teilweise ebenfalls erfolgen (Feizabadi et al., 1997). Zusätzlich ergaben sich bei der 

Untersuchung spanischer und portugiesischer M. paratuberculosis-Isolate Hinweise auf eine 

Häufung bestimmter Multiplex-PFGE-Profile bei verschiedenen Rinderrassen (Sevilla et al., 

2007).  

 

AFLP 

Hierfür wurde in den bisherigen Studien zumeist ein kommerzieller Kit verwendet (Kiehn-

baum et al., 2005; Motiwala et al., 2003). Die Diskriminierungskraft ist verhältnismäßig hoch 

(Diskriminierungsindex von etwa 0,7), eine Zuordnung einzelner AFLP-Typen zur regionalen 

oder tierartlichen Herkunft ist jedoch nicht möglich (Kiehnbaum et al., 2005; Motiwala et al., 

2003). Humane M. paratuberculosis-Isolate wiesen allerdings einmalige AFLP-Muster auf 

(Motiwala et al., 2003). 

 

PCR-REA des IS1311 

Mit diesem Verfahren ist neben der Identifizierung von M. paratuberculosis eine schnelle, 

einfache und sichere Unterscheidung von C- und S-Stämmen möglich (Marsh et al., 1999). 
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Zusätzlich ist mit diesem Verfahren eine weitere Variante von M. paratuberculosis, der 

B (Bison)-Typ, differenzierbar (Whittington et al., 2001a). I- bzw. TypIII-Stämme können mit 

diesem Verfahren jedoch nicht von S-Stämmen differenziert werden (de Juan et al., 2005). 

Die unterschiedlichen Restriktionsmuster19 beruhen auf einem Polymorphismus an Position 

223 des IS1311. In Australien wird das Verfahren zur direkten Typisierung aus Kot- und 

Gewebeproben, histologischen Schnitten oder Kulturen in der Routinediagnostik eingesetzt 

(Whittington et al., 2000).  

 

RAPD/AP-PCR 

Erstmals wurde diese Methode 1997 von Scheibl und Gerlach zur Differenzierung von 

M. paratuberculosis-Isolaten verwendet. Weitere Studien unter Verwendung anderer Primer 

und PCR-Bedingungen folgten (Francois et al., 1997; Pillai et al., 2001; Zimpernik et al., 

1999). Die Diskriminierungskraft ist vergleichsweise hoch20 (Motiwala et al., 2006b; Pillai et 

al., 2001). Zudem konnte in einer Studie eine Zuordnung bestimmter Muster zur regionalen 

Herkunft erfolgen (Zimpernik et al., 1999).  

 

Multiplex PCR der IS900 Loci (MPIL) 

Dieses M. paratuberculosis-spezifische Verfahren bezieht sich auf die Insertionsstellen (Loci) 

des IS900 im M. paratuberculosis-Genom. Die An- oder Abwesenheit von 14 dieser Loci 

sowie die Insertion eines IS900 in diese Loci kann festgestellt und zur Unterscheidung ein-

zelner Isolate genutzt werden (Bull et al., 2000). Das Verfahren wurde bislang lediglich ver-

einzelt zur Differenzierung verwendet (Motiwala et al., 2003; Motiwala et al., 2004) und weist 

eine nur begrenzte Differenzierungskraft21 auf (Motiwala et al., 2006b). Eine vergleichende 

Untersuchung ergab eine weitreichende Übereinstimmung zwischen IS900 RFLP- und MPIL-

Typen (Bull et al., 2000). Weitergehende Zuordnungen zur geografischen Herkunft der 

M. paratuberculosis-Isolate konnten jedoch nicht vorgenommen werden. Eine sichere Ab-

grenzung von anderen Isolaten des MAC ist jedoch möglich (Motiwala et al., 2003; Motiwala 

et al., 2004).  

 

Rep-PCR 

Eine Differenzierung wurde auch mittels ERIC- bzw. ERIC/IS900-PCR versucht, allerdings 

konnten die untersuchten M. paratuberculosis-Isolate nicht unterschieden werden (Englund 

et al., 2003).  

 

                                                 
19 Verdau mit HinfI und MseI (letzteres zur Differenzierung von M. avium subsp. avium). 
20 Diskriminierungsindex = 0,77. 
21 Diskriminierungsindices zwischen 0,456 und 0,560 (Motiwala et al., 2006b). 
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MLSSR-Typisierung 

Von den elf beschriebenen SSR-Loci (Amonsin et al., 2004) wurden die mit der höchsten 

Diskriminierungskraft (G und GGT-Loci) in mehreren Studien verwendet (Cernicchiario et al., 

2008; Corn et al., 2005; Ghadiali et al., 2004; Harris et al., 2006; Motiwala et al., 2004). Von 

den bislang beschriebenen Verfahren weist die MLSSR-Typisierung die höchste Diskriminie-

rungskraft22 auf. Eine Zuordnung einzelner Genotypen zur regionalen Herkunft der Isolate 

war nicht möglich (Ghadiali et al., 2004; Harris et al., 2006; Motiwala et al., 2004). Eine über 

die Unterscheidung von S- und C-Stämmen hinausgehende Assoziation zwischen der Tierart 

und dem Genotyp konnte bei einer Untersuchung von Isolaten verschiedener Wildtiere je-

doch dargestellt werden (Motiwala et al., 2004).  

 

MLVA oder VNTR-MIRU-Typisierung 

Die beschriebenen VNTR-MIRUs wurden in verschiedenen Kombinationen zur Stammdiffe-

renzierung genutzt (Bull et al., 2003b; Möbius et al., 2008; Overduin et al., 2004; Romano et 

al., 2005; Thibault et al., 2007). Je nach verwendeter Kombination von VNTR-MIRU-Loci und 

den untersuchten Isolaten schwankte die Differenzierungskraft dieses Verfahrens von gar 

keiner Differenzierung (Romano et al., 2005) über eher geringe23 und mittlere24 bis hin zu 

hohen25 Diskriminierungsindices. Eine Assoziation zwischen VNTR-MIRU-Typ und geogra-

fischer Herkunft konnte nicht festgestellt werden (Möbius et al., 2008; Overduin et al., 2004; 

Thibault et al., 2007).  

 

Komparative Genomik 

Verfahren zum Vergleich ganzer Genome wie die RDA (Dohmann et al., 2003) oder die 

Mikroarray-Analyse (Marsh et al., 2006; Semret et al., 2006) wurden bislang v.a. für den 

Vergleich von TypI- und TypII-Stämmen eingesetzt. Hierbei konnten sowohl für TypI- (Doh-

mann et al., 2003) als auch für TypII-Stämme (Marsh et al., 2006) für den jeweiligen Subtyp 

spezifische Sequenzen festgestellt werden, deren genaue Funktionen jedoch noch ungeklärt 

sind (Dohmann et al., 2003; Marsh et al., 2006). Einzelne dieser Sequenzen sind auch für 

eine weitere Differenzierung von TypI-Isolaten geeignet (Semret et al., 2006). 

 

                                                 
22 Diskriminierungsindices zwischen 0,751 und 0,967 (Motiwala et al., 2006b). 
23 Diskriminierungsindex von 0,316 (Overduin et al., 2004). 
24 Diskriminierungsindex von 0,535 (Bull et al., 2003b; Motiwala et al., 2006b). 
25 Diskriminierungsindices von 0,751 (Thibault et al., 2007) und 0,905 (Möbius et al., 2008). 
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2.4.3. Subtypen von M. paratuberculosis 

Üblicherweise werden die M. paratuberculosis-Isolate in drei Subtypen unterteilt, die auf der 

Basis von Wirtspräferenz, kulturellen und genetischen Eigenschaften unterschieden werden 

können. Die phänotypischen Eigenschaften sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst. 

Tabelle 4: Unterscheidung der drei M. paratuberculosis-Subtypen anhand phäno-
typischer Eigenschaften 

 Typ I/S (Sheep)26 Typ II/C (Cattle)27 Typ III/I (Intermediate)28 

Wirtspräferenz Schaf Rind/andere Wirte Schaf 

Wachstums-

geschwindigkeit 

sehr langsam29 langsam sehr langsam 

Kolonien orange pigmentiert nicht pigmentiert nicht pigmentiert 

Kultivierbarkeit schlecht gut schlecht 

zur Erstisolierung am 

besten geeignetes  

Medium30 

LJ; 7H11 HEYM LJ; 7H11 

LJ – Löwenstein-Jensen-Medium, HEYM – Herrold’s Egg-Yolk-Medium mit Mycobactin, 
7H11 – Middlebrook 7H11 Agar 

 

Diese phänotypischen Unterschiede wurden durch die verschiedene molekulargenetische 

Untersuchungen untermauert (Collins et al., 1990; de Juan et al., 2005; Stevenson et al., 

2002). TypI/III- und TypII-Isolate können mit Hilfe der meisten Differenzierungsverfahren 

unterschieden werden (s. Tabelle 5), wohingegen die Differenzierung von TypI- und TypIII-

Isolaten nur mit Hilfe des IS900 RFLP und der PFGE möglich ist (Collins et al., 1990; de 

Juan et al., 2005). Eine Unterscheidung von TypI/III und TypII-Stämmen ohne weitergehende 

Stammdifferenzierung ist zum einen mit Hilfe der PCR-REA des IS1311 (Marsh et al., 1999) 

oder der Sequenzierung des hsp65-Gens (Turenne et al., 2006), zum anderen mittels ver-

schiedener PCR-Verfahren (DMC-PCR nach Collins et al., 2002; RDA-PCR nach Dohmann 

et al., 2003; LSP-PCR nach Semret et al., 2006) möglich. TypII-Isolate weisen ein breites 

Wirtsspektrum auf. Sie sind nicht nur bei verschiedenen Haus- und Wildwiederkäuerarten 

nachgewiesen worden, sondern auch bei vielen Nicht-Wiederkäuern wie z.B. Katzen (Palmer 

et al., 2005), Kaninchen (Greig et al., 1999), Nashörnern (Cousins et al., 2000) sowie beim 

Menschen (Collins et al., 1990; Overduin et al., 2004). TypI/III-Isolate werden hingegen v.a. 

bei Schafen, aber auch bei Ziegen (de Juan et al., 2005), Wildwiederkäuern (de Lisle et al., 

                                                 
26 Stevenson et al., 2002; Taylor, 1951. 
27 S. Fußnote 26. 
28 De Juan et al., 2005; Taylor, 1951. 
29 Bebrütungsdauer von mindestens 16 Wochen (Motiwala et al., 2006b). 
30 Juste et al., 1991; Sevilla et al., 2005. 
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1993) und selten bei Rindern (de Juan et al., 2005; Whittington et al., 2001b) isoliert. Auch in 

Bezug auf die geografische Verbreitung unterscheiden sich die Subtypen. Während TypII-

Stämme weltweit verbreitet sind (Collins et al., 1990; Cousins et al., 2000; Thibault et al., 

2007), wurden sowohl TypI- als auch TypIII-Stämme bislang nur in einzelnen Ländern wie 

z.B. Australien (Cousins et al., 2000), Spanien (de Juan et al., 2005), Saudi-Arabien (Mah-

muod et al., 2002), Kanada (Collins et al., 1990), Südafrika (de Lisle et al., 1992), Großbri-

tannien (Stevenson et al., 2002) oder Island (Whittington et al., 2001b) nachgewiesen. 

Außerdem weisen TypI/III-Isolate im Gegensatz zu TypII-Isolaten eine höhere genetische 

Variabilität auf (Motiwala et al., 2003; Semret et al., 2006; Sevilla et al., 2007). Des Weiteren 

sind unterschiedliche Pathogenitätsmechanismen der einzelnen Subtypen nachgewiesen (de 

Juan et al., 2006; Janagama et al., 2006; Motiwala et al., 2006a). Aufgrund der Homologien 

sowohl TypI-spezifischer Gensequenzen als auch des IS131131 mit M. avium subsp. avium 

gilt der TypI als evolutionsbiologische Zwischstufe zwischen M. avium subsp. avium und 

M. paratuberculosis (Dohmann et al., 2003; Semret et al., 2006; Whittington et al., 1998b). 

Bei der Typisierung mit Hilfe der IS1311 PCR-REA ist ein weiterer Typ (Bison- oder B-Typ) 

beschrieben. Dieser ist bislang bei Bisons in den USA (Whittington et al., 2001a), aber auch 

bei kleinen Wiederkäuern in Indien (Sevilla et al., 2005; Singh et al., 2007) nachgewiesen 

worden. Diese Isolate sind schwieriger zu isolieren und stellen andere Ansprüche an die 

Nährmedien zur Erstkultivierung als C-Typ-Isolate (Sevilla et al., 2005). Mit anderen Diffe-

renzierungsverfahren ist eine Identifizierung von B-Typ-Isolaten nicht möglich (Sevilla et al., 

2007; Whittington et al., 2001a).  

 

Einen Überblick über die angewandten Differenzierungsverfahren nebst der Eignung zur 

Stammdifferenzierung bzw. der Differenzierung von TypI/III- und TypII-Isolaten geben die 

Tabellen 5 und 6. 

                                                 
31 An Position 223. 
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Tabelle 5: Eigenschaften der zur M. paratuberculosis-Differenzierung verwendeten  
Verfahren 

Verfahren Differenzierung  

TypI/III – TypII 

Stammdifferenzierung Quelle 

REA X X Collins et al., 1990 

IS900 RFLP X  X Collins et al., 1990 

IS1311 RFLP X X Collins et al., 1997; 

Whittington et al., 

1998b 

PFGE X X De Juan et al., 2005; 

Stevenson et al., 2002 

AFLP X X Motiwala et al., 2004 

PCR-REA des 

IS1311 

X  - Whittington, 1998;  

RAPD/AP-PCR X  X Pillai et al., 2001 

ERIC- bzw. 

ERIC/IS900-PCR 

- - Englund et al., 2003 

MPIL X X Bull et al., 2000 

MIRU-VNTR-

Typisierung 

X  X Bull et al., 2003b 

MLSSR-Typisierung X X Amonsin et al., 2004; 

Motiwala et al., 2004 

Sequenzierung des 

16S-23S rRNA-

Spacers 

- - Scheibl und Gerlach, 

1997 

Sequenzierung des 

hsp65-Gens 

X  - Turenne et al., 2006 

PCR-REA des 

hsp65-Gens 

- - Romano et al., 2005 

X – Differenzierung möglich, - – Differenzierung nicht möglich, n.d. – nicht durchgeführt 
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Tabelle 6: Erfolgreich zur Stammdifferenzierung von M. paratuberculosis-Isolaten  
  verwendete Verfahren 

Verfahren Quelle 

REA Chiodini, 1990; Collins und de Lisle, 1986; Collins et al., 1990; 

Whipple et al., 1987; Whipple et al., 1989 

IS900 RFLP Bauerfeind et al., 1996; Bull et al., 2000; Collins et al., 1990; Cou-

sins et al., 2000; De Lisle et al., 1992; De Lisle et al., 1993; Deutz 

et al., 2005; Djonne et al., 2005; Francois et al., 1997; Greig et al., 

1999; Machackova et al., 2004; Machackova-Kopecna et al., 

2005; Möbius et al., 2008; Moreira et al., 1999; Overduin et al., 

2004; Palmer et al., 2005; Pavlik et al., 1995; Pavlik et al., 1999; 

Pavlik et al., 2000; Romano et al., 2005; Saunders et al., 2003; 

Stevenson et al., 2002; Thibault et al., 2007; Thoresen und Olsa-

ker, 1994; Whipple et al., 1990; Whittington et al., 2000 

IS1311 RFLP Collins et al., 1997; Whittington et al., 1998b 

PFGE De Juan et al., 2005; Feizabadi et al., 1997; Greig et al., 1999; 

Sevilla et al., 2007; Stevenson et al., 2002 

AFLP Kiehnbaum et al., 2005; Motiwala et al., 2003 

RAPD/AP-PCR Deutz et al., 2005; Francois et al., 1997; Pillai et al., 2001; Scheibl 

und Gerlach, 1997; Zimpernick et al., 1999 

MPIL Bull et al., 2000; Motiwala et al., 2003; Motiwala et al., 2004 

MIRU-VNTR-Typisierung Bull et al., 2003b; Möbius et al., 2008; Romano et al., 2005; Thi-

bault et al., 2007 

MLSSR-Typisierung Amonsin et al., 2004; Cernicchiaro et al., 2008; Corn et al., 2005; 

Ghadiali et al., 2004; Harris et al., 2006; Motiwala et al., 2004; 

Motiwala et al., 2005 
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Material und Methoden 

1. Material 

1.1. Bakterienstämme 

In die Untersuchung wurden 91 Feldisolate von M. paratuberculosis von unterschiedlichen 

Tierarten und aus verschiedenen Regionen sowie der Referenzstamm ATCC 19698 einbe-

zogen. Die Feldisolate stammten zum großen Teil aus der laufenden Diagnostik des Veteri-

närinstitutes Oldenburg32, weitere Isolate wurden von anderen Einrichtungen33 zur Verfügung 

gestellt. Die Mehrheit der M. paratuberculosis-Isolate, im Folgenden Isolate, wurde im Rah-

men von freiwilligen Bekämpfungsverfahren gegen die Paratuberkulose, ein Teil jedoch auch 

bei klinischen Verdachtsfällen isoliert. Die Auswahl der Isolate erfolgte willkürlich, es wurde 

allerdings versucht, bezüglich der Herkunftstierart bzw. -region ein möglichst breites Spek-

trum an Isolaten zu untersuchen. 

 

Tabelle 7: Herkunftstierarten der untersuchten M. paratuberculosis-Isolate 

Tierart Anzahl (n) Prozent % 

Rind 79 86 

Schaf 9 10 

Wildwiederkäuer 3 3 

Ziege 1 1 

gesamt 92 100 

 

Tabelle 8: Herkunftsregionen der untersuchten M. paratuberculosis-Isolate 

Herkunft (Land/Bundesland) Anzahl (n) Prozent % 

Niedersachsen 49 54 

Nordrhein-Westfalen 11 12 

Sachsen-Anhalt 4 4 

Thüringen 16 18 

Großbritannien 5 5 

Niederlande 2 2 

                                                 
32 Vom 31.10.2003 bis zum 21.09.2004 wurden im Veterinärinstitut Oldenburg 1327 Kot- und 19 Organproben 
kulturell auf M. paratuberculosis untersucht. 111 Kot- und 8 Organproben waren M. paratuberculosis-positiv. Von 
diesen wurden 49 Isolate in die Untersuchungen einbezogen. 
33 Institut für Bakteriologie, Mykologie und Hygiene der Veterinärmedizinischen Universität Wien, Institut für 
Mikrobiologie und Tierseuchen der Stiftung Tierärztliche Hochschule Hannover, Institut für Tiergesundheit Olden-
burg, Landesamt für Verbraucherschutz Stendal, Staatliches Veterinäruntersuchungsamt Krefeld, Thüringisches 
Landesamt für Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz Jena. 



Material und Methoden 

39 

Herkunft (Land/Bundesland) Anzahl (n) Prozent % 

Norwegen 1 1 

Österreich 3 3 

Gesamt 91 100 

 

1.2. Kennzeichnung der Isolate 

Zur besseren Übersicht wurden die Isolate einheitlich nach ihrer Herkunft gekennzeichnet: 

Kennzeichnung der Isolate vom Rind: 

 Bundesland34 - Landkreis35 - Betrieb - Isolat-Nr. 

Beispiel: NDS - BRA - 3 - b 

 

Kennzeichnung der Isolate von anderen Tierarten als dem Rind: 

 Land36 - Tierart - Isolat-Nr. 

Beispiel:   A - Wild - 1 

 

2. Methoden 

2.1. Erfassen von Informationen zu Betrieben und einzelnen Isolaten 

An die Institute, die um Überlassung von Isolaten gebeten wurden, wurden Fragebögen      

(s. Abbildung 12 im Anhang) zu den Isolaten versandt. So konnten Informationen zur Tierart, 

Ausgangsmaterial der Isolierung, Bestand u.ä. erfasst werden. 

Bei Isolaten, die aus der laufenden Diagnostik des Veterinärinstituts Oldenburg stammten, 

wurden zusätzlich zur Auswertung der Untersuchungsanträge die Besitzer telefonisch be-

fragt. In der HI-Tierdatenbank (>>www.hi-tier.de<<) wurden, soweit möglich, die Geburtsda-

ten der Tiere recherchiert. Zusätzlich konnte bei einigen Isolaten das zugehörige 

Organmaterial pathologisch-anatomisch und histologisch untersucht werden (s. 2.2.).  

 

2.2. Untersuchung der Organproben 

2.2.1. Probengewinnung 

Von neun Tieren (acht Kühe und ein Fetus) aus in die Untersuchung einbezogenen Betrie-

ben konnte Organmaterial gewonnen werden. Diese Tiere wurden aufgrund eines positiven 

kulturellen oder serologischen Befundes im Rahmen des Niedersächsischen Sanierungsver-

                                                 
34 NDS – Niedersachsen, NRW – Nordrhein-Westfalen, SSA – Sachsen-Anhalt, THÜ – Thüringen. 
35 AC – Aachen, AUR – Aurich, BRA – Wesermarsch, CUX – Cuxhaven, DN – Düren,  
GL – Rheinisch-Bergischer Kreis, GM – Oberbergischer Kreis, H – Region Hannover,  
KÖT – Köthen, LER – Leer, MQ – Merseburg-Querfurt, OL – Oldenburg, SDL – Stendal, STD – Stade. 
36 A – Österreich, GB – Großbritannien, N – Norwegen, NL – Niederlande. 
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fahrens geschlachtet. Es wurden, soweit möglich, Tiere ausgewählt, von denen schon ein 

Isolat aus der kulturellen Kotuntersuchung vorlag. 

 

Tabelle 9:  Herkunft der untersuchten Organproben 

Schlachthof  Schlachtdatum Anzahl Tiere (n) Herkunftsbetrieb 

Elsfleth 05.04.2004 4 und ein Fetus NDS-BRA-1 

Oldenburg 11.05.2004 2 NDS-BRA-2 

Wilhelmshaven 15.06.2004 2 NDS-BRA-4 

 

Nach der Schlachtung wurden hinteres Jejunum, Ileum, Caecum und der Anfangsteil des 

Colon mit den dazugehörigen Lymphknoten entnommen. Die Entnahme der Einzelproben 

sowohl für die kulturelle als auch die histologische Untersuchung erfolgte aus Jejunum, 

Ileum, Ileocaecaelklappe, Follikelplatte an der Einmündung des Ileums in das Caecum, 

Caecum und Ileocaecallymphknoten, teilweise auch Jejunallymphknoten sowie Blinddarm-

inhalt. Die Einzelproben für die kulturelle Untersuchung wurden bei -70 °C gelagert. Für die 

histologische Untersuchung wurden die Einzelproben in 10%iger Formaldehydlösung aufbe-

wahrt. 

 

2.2.2. Mikroskopischer und kultureller Erregernachweis 

a) Mikroskopischer Erregernachweis 

Die Untersuchung auf säurefeste Stäbchen wurde mittels Ziehl-Neelsen-Färbung durchge-

führt. Vor der Färbung wurden die Proben luftgetrocknet und hitzefixiert. 

 

Kot/Blinddarminhalt 

Zur mikroskopischen Untersuchung wurden die Proben mit 15%iger Sputofluol-Lösung vor-

behandelt und dünn auf einen Objektträger ausgestrichen. 

 

Organproben 

Von Jejunum, Ileum und Caecum wurde Schleimhaut mit einem Objektträger abgekratzt und 

dünn auf einen anderen Objektträger ausgestrichen. 

Bei Lymphknotenproben wurde eine frische Schnittfläche des vorher abgeflammten Lymph-

knotens auf einen Objektträger ausgestrichen. 

 

b) Kultureller Erregernachweis 

Zur kulturellen Untersuchung wurden etwa 3 g Probenmaterial in 0,75%iger HPC (Hexa-

decylpyridiumchlorid)-Lösung suspendiert und 24 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
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Sedimentation (Kot, Blinddarminhalt) oder Zentrifugieren (Organproben) wurden je vier 

Schrägagarröhrchen mit mycobactinhaltigem Herrold’s Egg-Yolk-Agar mit jeweils 200 µl des 

Sediments beimpft und mit Barthmannstopfen verschlossen. Die Röhrchen wurden für min-

destens sechs, höchstens zwölf Wochen bei 37 °C beb rütet, davon die erste Woche in 

Schräglage. 

Sichtbare Kolonien traten frühestens nach fünf Wochen auf. Mittels Ziehl-Neelsen-Färbung 

wurde das Vorhandensein säurefester Stäbchen untersucht und im positiven Falle eine 

Subkultur zur Überprüfung der Mycobactinabhängigkeit eingeleitet. Hierfür wurde je ein 

Röhrchen Herrold’s Egg-Yolk-Agar mit und ohne Mycobactinzusatz mit Koloniematerial 

beimpft und vier Wochen bei 37 °C bebrütet. 

Langsam wachsende Kolonien, die nur auf Nährböden mit Mycobactinzusatz wuchsen und 

sich in der Ziehl-Neelsen-Färbung als säurefeste Stäbchen darstellten, wurden als M. para-

tuberculosis identifiziert. In unklaren Fällen wurde zusätzlich eine PCR (Nachweis des IS900) 

durchgeführt. 

 

2.2.3. Histologische Untersuchung der Organproben 

Die Einzelproben wurden mindestens 16 h in 10%iger Formaldehydlösung fixiert. Danach 

erfolgte nach Entwässerung und Durchtränkung der Proben mit Paraffin die Einbettung in 

Paraffin. Mit einem Rotationsmikrotom wurden 2 µm dicke Schnitte angefertigt und diese 

sowohl Hämalaun-Eosin als auch Ziehl-Neelsen gefärbt. 

 

Sowohl bei der pathologisch-anatomischen als auch bei der histologischen Untersuchung 

der Organproben wurde nur der Nachweis von Veränderungen erfasst, nicht der Grad der 

Ausprägung. 

 

2.3. Lyophilisieren 

Es wurden pro Isolat drei Asservate hergestellt. Pro Konserve wurde Bakterienmaterial bis 

zur deutlichen Trübung in 2 ml 7,5%iges Glucoseserum eingerieben. Nach Tiefgefrieren 

wurden die Bakteriensuspensionen in einer Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert. 

 

2.4. Molekulargenetische Charakterisierung  

2.4.1. Untersuchung mit der Loci-PCR (Bull et al., 2000) 

Das Genom von M. paratuberculosis enthält 14-18 Kopien des IS900, die an konservierten 

Insertionsstellen (Loci) eingefügt werden können. Die flankierende DNA von 14 dieser Inser-

tionsstellen wurde genau charakterisiert und es wurden für jeden Locus spezifische Primer 
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entwickelt. Mit Hilfe dieser Locusprimer (LocR und LocL37) können die einzelnen Loci nach-

gewiesen werden. Anhand der Produktgröße kann zusätzlich eine Aussage darüber getrof-

fen werden, ob an diesem Locus ein IS900 eingefügt ist. Liegt das IS900 vor, ist das PCR-

Produkt um die 1451 bp des IS900 länger (s. Abbildung 1).  

 

IS900

LocR

LocL

„großes“ PCR-Produkt –
Locus + IS900    

(Locus 1: 830 bp + 1451 bp  
= 2281 bp)  

„kleines“ PCR-Produkt 
(Locus 1: 830 bp)

LocR

LocL

 

Abbildung 1:  PCR zum Nachweis eines einzelnen Locus (Locus-PCR) 

links: mit Insertion des IS900, rechts: ohne Insertion des IS900. 

 

Für den spezifischen Nachweis des IS900 und nicht eines anderen DNA-Fragments ähnli-

cher Größe an den einzelnen Loci wurden zusätzlich die Primer IS9R und IS9L entwickelt. In 

der Kombination mit den Locusprimern (IS9R und LocL bzw. IS9L und LocR) kann die Inser-

tion des IS900 an den einzelnen Loci überprüft werden (s. Abbildung 2).  

IS9R

LocL

IS900

PCR-Produkt 
(Locus 1: 207 bp)

LocR

IS9L

IS900

PCR-Produkt 
(Locus 1: 765 bp)

 

Abbildung 2:  PCRs zum Nachweis des IS900  

links: Nachweis des „rechten Fragments“;  

rechts: Nachweis des „linken Fragments“ 

                                                 
37 Loc1R und Loc1L zum Nachweis des Locus 1, Loc2R und Loc2L zum Nachweis des Locus 2 etc.  
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Bull et al. (2000) führten die Untersuchung als Multiplex-PCR durch. In eigenen Vorversu-

chen hat sich diese als nicht geeignet erwiesen, da sich die erwarteten Banden in der Größe 

nur wenig unterschieden und Sekundärbanden auftraten. Um eine sichere Auswertung zu 

ermöglichen, wurden für jeden Locus drei einzelne PCRs durchgeführt: 

- LocR-LocL zum Nachweis des Locus (Locus-PCR, s. Abbildung 1) 

- LocR-IS9L und LocL-IS9R zum Nachweis des IS900 (s. Abbildung 2) 

Im Folgenden wird dieses Verfahren daher als Loci-PCR bezeichnet. 

 

Die Aufreinigung der Proben (in A. dem. oder physiologischer NaCl-Lösung suspendierte 

Bakterien) erfolgte mittels MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit®. 

 

Mastermix 

5 µl Reddy-Mix®  

1,5 µl H2O
38 

0,5 µl Primer A 

0,5 µl Primer B 

2,5 µl DNA 

 

PCR-Profil 

Schritt-Nr. Schritt Temperatur Zeit  

1 Denaturierung 94 °C 3 min  

2 Denaturierung 94 °C 30 s 

3 Annealing 60 °C 30 s 

4 Elongation 72 °C 2,5 min 

5 terminale Elongation 72 °C 5 min 

Die Schritte 2-4 werden 40x wiederholt. 

 

Agar-Gelelektrophorese 

Die PCR-Produkte wurden in einem 1,75%igen Agarosegel (0,5x TBE-Puffer) bei 100 V in 

50 min aufgetrennt. Zur Sichtbarmachung der Banden wurde Ethidiumbromidlösung zugege-

ben, und das Gel wurde unter UV-Licht (254 nm) beurteilt und dokumentiert. 

 

                                                 
38 DNAse und RNAse frei. 
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Es kamen folgende Kombinationen von Einzelergebnissen vor: 

a) Locus-PCR positiv, „großes“ PCR-Produkt, beide PCRs zum Nachweis des IS900 

positiv 

b) Locus-PCR positiv, „kleines“ PCR-Produkt, beide PCRs zum Nachweis des IS900 

negativ 

c) Locus-PCR negativ, beide PCRs zum Nachweis des IS900 positiv 

d) Locus-PCR negativ, eine PCR zum Nachweis des IS900 positiv, die andere negativ 

e) alle drei Einzel-PCRs negativ 

 

Anhand dieser Ergebnisse wurden die Ausprägungen der einzelnen Loci festgelegt: 

a) Locus vorhanden, mit Insertion des IS900  

b) Locus vorhanden, keine Insertion des IS900  

c) Locus fehlt, aber beide IS900-Fragmente nachweisbar  

d) Locus fehlt, aber ein IS900-Fragment nachweisbar  

e) Locus fehlt 

 

2.4.2. IS900 Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus (RFLP) 

Beim IS900 RFLP wird die DNA mit einem Restriktionsenzym verdaut, und die so entstande-

nen Fragmente werden elektrophoretisch aufgetrennt. Um die Zahl der Fragmente auf eine 

gut auswertbare Anzahl zu reduzieren, erfolgt eine DNA-DNA-Hybridisierung mit einer 

IS900-spezifischen Sonde. Diese wird mit einer Chemilumineszenzreaktion nachgewiesen. 

Detaillierte Angaben zu den Mengen und den Zeiten sind im Anhang (Tabelle 20) dargestellt. 

 

DNA-Isolierung („CTAB-Methode“; van Soolingen et al., 1994) 

Die Mykobakterien wurden in 500 µl 1x TE-Puffer suspendiert und für 45 min bei 80 °C inak-

tiviert. Es folgte eine Inkubation mit Lysozym (10 mg/ml) bei 37 °C über Nacht. Nach Zugabe 

von Sodiumdodecylsulfat und Proteinase K (12,5 mg/ml) wurde für 30 min bei 65 °C inku-

biert. Die Zellwandbestandteile, denaturierte Proteine und Polysacharide wurden mit Hilfe 

einer Cetyltrimethylammoniumbromid/NaCl-Lösung gefällt und abzentrifugiert. Die DNA 

wurde mittels eines Isoamylalkohol-/Chloroformgemischs (24:1) extrahiert und mit Isopropa-

nol gefällt. Nach Waschen des DNA-Pellets mit Ethanol (70%) wurde die DNA in A. dem. 

über Nacht bei 37 °C resuspendiert. Die DNA-Konzent ration wurde photometrisch bestimmt. 

 

Restriktionsverdau und Southern Blot 

Der Verdau erfolgte jeweils mit den Restriktionsenzymen BstEII und PstI. Pro Ansatz wurden 

2 µg DNA und 20 U Restriktionsenzym verwendet. 
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Reaktionsansatz: 

2 µl Restriktionsenzym (10 U/µl) 

2 µl Enzympuffer 

x µl DNA-Lösung (2 µg) 

ad 20 µl A. dem. 

 

Verdau: PstI: 6 h bei 37 °C, BstEII: 4,5 h bei 60 °C 

 

Die entstandenen DNA-Fragmente wurden nach Zugabe von je 2 µl Loading-dye in einem 

1%igen Agarosegel (1x TBE-Puffer) bei 70 V über 22 h elektrophoretisch aufgetrennt. Ein 

Digoxigenin (DIG)-markierter Größenmarker wurde mitgeführt. 

Nach Depurinierung mit 0,25M HCl und Denaturierung mit 0,5M NaOH wurde die DNA auf 

eine Nylonmembran geblottet. Geblottet wurde 90 min in einem Vakuumblotter mit einem 

Vakuum von 5 mm Hg. Als Transferpuffer wurde 10x SSC-Puffer verwendet. 

Nach Waschen der Membran in 2x SSC-Puffer wurde diese für 2½ h bei 70 °C gebacken, 

um die DNA zu fixieren. 

 

Herstellung der DNA-Sonde 

Die DNA-Sonde wurde durch eine PCR unter Verwendung der Primer nach Kunze et al. 

(1992) hergestellt (PCR-Profil s. Anhang, Punkt 2.1.). Die Markierung erfolgte durch den 

Einbau von DIG-markiertem dUTP während der PCR. Das entstandene 453 bp große PCR-

Produkt wurde elektrophoretisch nachgewiesen und mit Hilfe eines Gelextraktionskits (QIA-

quick® Gel Extraction Kit) gewonnen. 20 µl dieses Extraktes wurden mit 40 ml Prähybridisie-

rungslösung verdünnt und so als Sonde verwendet. 

 

DNA-DNA-Hybridisierung und Visualisierung 

Die DNA-DNA-Hybridisierung und die Visualisierung wurden in Hybridisierungsbeuteln und, 

soweit nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur auf einem Taumler durchgeführt. Inku-

bationen bei 68 °C wurden in einem Schüttelwasserba d vorgenommen. 

Nach 90-minütiger Prähybridisierung der Membran bei 68 °C erfolgte die Hybridisierung über 

Nacht, ebenfalls bei 68 °C. Durch sechsminütiges Er hitzen im kochenden Wasserbad wurde 

die Sonde denaturiert und anschließend schockgekühlt, um die Denaturierung zu erhalten. 

Die Sonde wurde mehrfach verwendet und zwischen den Anwendungen bei -20 °C gelagert. 

Die folgenden Waschschritte und die Visualisierung wurden mit kleinen Abweichungen ge-

mäß der Anleitung des DIG Luminescent Detection Kit® durchgeführt (Abweichungen s. 

Tabelle 21 im Anhang). Es handelt sich bei diesem Kit um einen indirekten Nachweis über 

einen Anti-DIG-Antikörper, an den eine alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Nach Zugabe 
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des Chemilumineszenzsubstrates wird Licht emittiert, welches durch die Schwärzung eines 

Röntgenfilms nachgewiesen werden kann. 

Im Anschluss an die Hybridisierung wurde die Membran je zwei Mal 5 min mit 2x SSC (mit 

0,1% SDS) bei Raumtemperatur und 15 min mit 0,1x SSC (mit 0,1% SDS) bei 68 °C gewa-

schen, um unspezifisch Gebundenes zu entfernen. Danach wurde die Membran erst mit 

Waschpuffer gewaschen, dann mit einer Blockierungslösung blockiert. Hierauf folgte eine  

60-minütige Inkubation mit der Antikörperlösung, nach der wieder zwei Waschschritte mit 

Waschpuffer durchgeführt wurden. Vor der Zugabe des verdünnten Chemilumineszenzsub-

strates wurde die Membran für 5 min mit dem Detektionspuffer äquilibriert. Nach Abschluss 

der Inkubation mit dem verdünnten Chemilumineszenzsubstrat wurde die Membran in Zello-

phanfolie für 10 min bei 37 °C inkubiert, um die Ch emilumineszenzreaktion zu starten. 

Die Chemilumineszenzfilme wurden je nach Stärke des Signals 5-90 min belichtet und je 

eine Minute entwickelt und fixiert. 

 

2.5. Kulturmorphologische Untersuchung der Isolate 

Eine Kolonie von M. paratuberculosis wurde in PBS-Puffer suspendiert und eine Verdün-

nungsreihe bis zur Verdünnungsstufe 10-6 angelegt. Von jeder Verdünnungsstufe wurden je 

200 µl auf einen Herrold’s Egg-Yolk-Agar verimpft. Die Bebrütung erfolgte für 16 Wochen bei 

37 °C, die erste Woche in Schräglage. Die Kulturen wurden ab der vierten bis einschließlich 

der zwölften Woche wöchentlich und abschließend noch einmal nach 16 Wochen Bebrü-

tungsdauer abgelesen. Anhand von Anzahl, Form und Größe der Kolonien wurden hierbei 

die folgenden Parameter erfasst: 

a) Wachstumsgeschwindigkeit:  

Erstes sichtbares Wachstum auf der höchsten noch bewachsenen Verdünnungsstufe 

b) Koloniemorphologie (s. Abbildung 3) 

- Ausbildung eines zentralen Knöpfchens 

- Bildung einer Furche um das zentrale Knöpfchen 

- Vorhandensein von Kügelchen (Sekundärkolonien) auf den Kolonien 

c) Wachstumsintensität 

Durchmesser der größten Kolonie (> 2mm – intensiv wachsend) 
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Knöpfchen Furche „Hof“ Kügelchen

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer M. paratuberculosis-Kolonie 

 

2.6. Statistische Auswertung der Daten 

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Statistikprogramms statgraphics® (Fa. Stat-

point. Inc, USA) durchgeführt. 

 

2.6.1. Berechnung der Assoziationen zwischen einzelnen Merkmalen 

a) Zusammenhang zwischen kategoriellen Daten 

Hierfür wurden der χ2-Test und, soweit möglich, zur Überprüfung der exakte Test nach Fisher 

eingesetzt. Aufgrund der relativ geringen Probenzahl bzw. der teilweise vielen unterschiedli-

chen Ausprägungen eines Merkmals konnten mit dem χ2-Test nicht immer zuverlässige 

Ergebnisse erzielt werden. In diesen Fällen wurde die Zahl der Ausprägungen durch Zu-

sammenfassen einzelner Varianten verringert, um auf diese Weise ein sicheres Ergebnis im 

χ
2-Test oder durch den exakten Test nach Fisher zu erhalten.  

 

b) Zusammenhang zwischen metrischen und kategoriellen Daten 

Um eine Aussage über Assoziationen zwischen der Wachstumsgeschwindigkeit und den 

anderen Merkmalen treffen zu können, wurden der Mann-Whitney-W-Test (bei zwei Faktor-

stufen) bzw. der Kruskal-Wallis-Test (bei mehreren Faktorstufen) eingesetzt. Beide Verfah-

ren treffen keine Verteilungsannahme über die Daten. 

 

War der p-Wert sowohl bei Berücksichtigung aller Faktorstufen als auch nach Reduzierung 

der Faktorstufen kleiner als 0,05, wurde ein Zusammenhang als statistisch signifikant gewer-

tet. Konnte die Signifikanz nach Reduktion der Faktorstufen nicht bestätigt werden, wurde 

dies als Hinweis auf einen Zusammenhang, der jedoch statistisch nicht abgesichert werden 

konnte, bewertet (Richardson und Overbaugh, 2005). 
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2.6.2. Cluster-Analyse 

Für die Cluster-Anlyse wurden die Loci-PCR- und IS900 RFLP-Muster mit Zahlencodes39 

versehen. Die Clusterung erfolgte mittels Nearest Neighbour Methode. Als metrisches Maß 

wurde der City-block verwendet (Ramette, 2007). 

 

2.7. Berechnung der Diskrimierungsindices 

Die Diskriminierungsindices wurden nach Hunter und Gaston (1988) mit Hilfe der folgenden 

Formel berechnet: 
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N – Anzahl der epidemiologisch nicht verbundenen Isolate, s – die Anzahl der beschriebenen 

Typen, nj – Anzahl der epidemiologisch nicht verbundenen Isolate, die zum Typ j gehören.  

 

Da nicht zu allen Isolaten genügend Informationen vorlagen, um eine epidemiologische 

Verbindung nachzuweisen oder auszuschließen, wurden alle Isolate in die Berechnungen mit 

einbezogen.  

                                                 
39 Loci-PCR: 0=Locus fehlt, 1=Locus fehlt, ein Fragment des IS900, 2=Locus fehlt, beide Teilstücke des IS900, 
3=Locus vorhanden ohne Insertion des IS900, 4=Locus vorhanden mit Insertion des IS900;  
IS900 RFLP: 0=Bande fehlt, 1=Bande vorhanden. 
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Ergebnisse 

1. Informationen zu den Isolaten 

1.1. Weitergehende Informationen zu den Betrieben und Isolaten 

Die gewonnenen Informationen sind in den Tabellen 22 und 23 im Anhang dargestellt. Mit 

Ausnahme des Isolates GB-Schaf-5 (TypI) handelt es sich um TypII-Isolate. 

 

1.2. Untersuchung der Organproben 

1.2.1. Pathologisch-anatomische Untersuchung 

Bei zwei der neun Tiere konnten deutliche, für Paratuberkulose typische makroskopische 

Veränderungen wie Verdickung der Darmschleimhaut und Bildung hirnwindungsartiger Fal-

ten v.a. im Bereich des Ileums sowie eine Vergrößerung der zugehörigen Mesenterial-

lymphknoten festgestellt werden. Bei einem Tier konnte nur der Verdacht auf 

paratuberkulöse Veränderungen erhoben werden. 

 

1.2.2. Pathologisch-histologische Untersuchung 

Im histologischen Schnitt von Darm und Mesenteriallymphknoten zeigte sich bei zwei Tieren 

das für die Paratuberkulose typische Bild einer granulomatösen Entzündung mit Makropha-

gen, Epitheloidzellen und Riesenzellen vom Langhanstyp. In einem Fall waren zudem säure-

feste Stäbchen nachweisbar. Bei einem weiteren Tier konnte der Verdacht auf eine 

granulomatöse Entzündung erhoben werden, allerdings ohne den Nachweis säurefester 

Stäbchen. 

 

1.2.3. Mikroskopische Untersuchung 

Säurefeste Stäbchen konnten in Ziehl-Neelsen-gefärbten Präparaten von Blinddarminhalt 

und Abklatschpräparaten von Darmschleimhaut bzw. Mesenteriallymphknoten bei einem Tier 

nachgewiesen werden. Bei einem weiteren Tier gelang der Nachweis säurefester Stäbchen 

nur im Blinddarminhalt, bei einem dritten war der Nachweis säurefester Stäbchen fraglich. 

 

1.2.4. Kulturelle Untersuchung  

Die Isolierung von M. paratuberculosis gelang bei zwei Tieren sowohl aus dem Blinddarm-

inhalt als auch aus Organmaterial. In drei weiteren Fällen konnte M. paratuberculosis nur aus 

Organmaterial, in einem Fall nur aus Blinddarminhalt angezüchtet werden. Am häufigsten (in 

fünf von neun Fällen – 55%) gelang der kulturelle Nachweis aus der Ileocaecalklappe. 
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Angaben zu den einzelnen Herkunftstieren sowie eine detaillierte Darstellung der Einzeler-

gebnisse der Organproben finden sich in denTabellen 24 und 25 im Anhang. 

Sechs aus diesen Proben isolierte M. paratuberculosis-Isolate wurden in die Untersuchun-

gen zur Stammdifferenzierung miteinbezogen. 

2. Molekulargenetische Charakterisierung 

2.1. Loci-PCR nach Bull et al. (2000) 

Die einzelnen Insertionsstellen für das IS900, im Folgenden Loci, kamen sowohl in verschie-

denen Varianten als auch in unterschiedlicher Variationsbreite vor. Die Loci 2 und 3 wiesen 

eine besonders hohe Variabilität auf, wohingegen die Loci 4, 13 und 14 bei allen untersuch-

ten Isolaten gleich waren (s. Tabelle 10). Locus 5 wurde aufgrund nicht eindeutiger Ergeb-

nisse aus der Untersuchung ausgeschlossen. 

Tabelle 10: Häufigkeit der Ausprägungen der einzelnen Loci 

Ausprägung A B C D E F 

Locus 1 86 (93)         6 (7) 

Locus 2 6 (7) 1 (1)   53 (58)   32 (35) 

Locus 3 21 (23) 1 (1) 25 (27) 23 (25) 11 (12) 11 (12) 

Locus 4 92 (100)           

Locus 6 76 (83)        16 (17) 

Locus 7         7 (8) 85 (92) 

Locus 8 91 (99)         1 (1) 

Locus 9 88 (96)         4 (4) 

Locus 10 32 (35)     45 (49)   15 (16)  

Locus 11 86 (94) 1 (1)       5 (5) 

Locus 12 58 (63)     4 (4)   30 (33) 

Locus 13 92 (100)           

Locus 14     92 (100)       

A – Locus nachweisbar mit Insertion des IS900, B – Locus nachweisbar, keine Insertion des 
IS900, C – Locus fehlt, D – Locus fehlt, aber IS9R-Fragment, E – Locus fehlt, IS9L-Fragment, 
F – Locus fehlt, beide Fragmente 
Angegeben ist die Zahl der M. paratuberculosis-Isolate, in Klammern der prozentuale Anteil. 

 

Anhand der Ausprägung der Loci konnte für jedes Isolat ein Loci-PCR-Muster (im Folgenden 

Muster) erstellt werden. Insgesamt wurden 52 verschiedene Muster nachgewiesen, von 

denen der größte Teil nur einmal vorkam. Isolate mit gleichen Mustern konnten in drei größe-

re (n=12 bzw. n=7 Isolate) und mehrere kleine (n=2-4 Isolate) zusammengefasst werden. 39 

Isolate wiesen ein nur einmal vorkommendes Muster auf (s. Tabelle 11). 
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Tabelle 11: nachgewiesene Loci-PCR-Muster 

Loci-PCR-Muster-Nr. Ausprägungen der Loci 

1,2,3,6,7,8,9,10,11,12* 

Isolate (n) % 

1 ADCAFAADAF 12 13 

2 ADEAFAAAAA 7 8 

3 AFAAFAAAAA 7 8 

4 ADDAFAADAF 4 4 

5 AFDAEAADAA 4 4 

6 ADAAFAAAAA 3 3 

7 ADCAFAADAA 3 3 

8 AFAAFAAAAF 3 3 

9 ADDAFAAFAA 2 2 

10 ADEFFAADAA 2 2 

11 ADFAFAAAAA 2 2 

12 AFDAFAADAF 2 2 

13 AFFAFAAAAA 2 2 

14 AAAFFAAFAA 1 1 

15 AAAFFAAFFA 1 1 

16 AACFFAAFAA 1 1 

17 AAFFFAAFAA 1 1 

18 ADAAFAADAA 1 1 

19 ADCAFAAAAA 1 1 

20 ADCAFAADAD 1 1 

21 ADCAFAAFAA 1 1 

22 ADCFFAADAA 1 1 

23 ADCFFAADAF 1 1 

24 ADDAEAAFAA 1 1 

25 ADDAFAAAAA 1 1 

26 ADDAFAADAA 1 1 

27 ADDAFAADFD 1 1 

28 ADDFFAADFA 1 1 

29 ADEAFAAFAA 1 1 

30 ADEAFAFFAA 1 1 

31 ADFAFAAFAA 1 1 

32 ADFAFAFAAA 1 1 
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Loci-PCR-Muster-Nr. Ausprägungen der Loci 

1,2,3,6,7,8,9,10,11,12* 

Isolate (n) % 

33 AFAAFAADAA 1 1 

34 AFAFFAAAAA 1 1 

35 AFAFFAADAA 1 1 

36 AFBFFAAAAA 1 1 

37 AFCAFAADAF 1 1 

38 AFCFFAADAF 1 1 

39 AFDAEAADAF 1 1 

40 AFDAFAADAA 1 1 

41 AFDAFAADAD 1 1 

42 AFDAFAAFAD 1 1 

43 AFDAFAFAFA 1 1 

44 AFFAFAAAAF 1 1 

45 AFFAFAADAF 1 1 

46 AFFAFAAFAA 1 1 

47 FAAFFAAAAA 1 1 

48 FAFFFAAFFA 1 1 

49 FBCFEFFFBF 1 1 

50 FDAAFAADAA 1 1 

51 FDCAFAADAF 1 1 

52 FDDAFAADAF 1 1 

gesamt  92 100 

A – Locus nachweisbar mit Insertion des IS900, B – Locus nachweisbar, keine Insertion des 
IS900, C – Locus fehlt, D – Locus fehlt, aber IS9R-Fragment, E – Locus fehlt, IS9L-Fragment, 
F – Locus fehlt, beide Fragmente;  
* Die Loci 4, 13 und 14 werden hier nicht mit aufgeführt, da sie bei allen M. paratuberculosis-
Isolaten identisch waren. 

 

Mittels Cluster-Analyse konnten nah verwandte Isolate zu größeren Gruppen zusammenge-

fasst werden (s. Abbildung 4). Deutlich wird hieraus die klare Abgrenzung des TypII-Isolats 

(Gruppe B) sowie die enge Verwandtschaft der TypII-Isolate (Gruppe A). Des Weiteren sind 

eine Häufung von Thüringer Isolaten sowie die relativ stark abweichenden Muster einiger 

Schaf-Isolate und des Typen-Stammes (ATCC19698) festzustellen. 
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Abbildung 4:  Clusterbildung der Loci-PCR-Muster (Nearest Neighbour Methode, City-block) 
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Statistisch signifikante Zusammenhänge sowie statistisch nicht abgesicherte Hinweise auf 

Zusammenhänge zwischen den Ausprägungen einzelner Loci konnten festgestellt werden. In 

allen Fällen lagen die Loci in ihrer jeweils häufigsten Ausprägung vor. Eine genaue Darstel-

lung findet sich in den Tabellen 26 und 27 im Anhang. 

 

2.2. IS900 RFLP 

Für ein Isolat, NRW-AC-2b, konnte der IS900 RFLP aufgrund mangelnder DNA nicht durch-

geführt werden. Für die beiden verwendeten Restriktionsendonucleasen BstEII und PstI 

konnten jeweils neun unterschiedliche RFLP-Typen nachgewiesen werden (s. Abbildung 5-8 

und Tabellen 12 und 13). Neun dieser insgesamt 18 RFLP-Typen wurden bislang noch nicht 

beschrieben. Die Bezeichnung der RFLP-Typen wurde für BstEII von Pavlik et al. (1999) und 

für PstI von Möbius et al. (2008) übernommen. Die bislang noch nicht beschriebenen RFLP-

Typen wurden in Anlehnung an die Literatur mit Cneux (BstEII) bzw. neux (PstI) bezeichnet. 

Die folgenden Tabellen 12 und 13 geben die Häufigkeitsverteilung der RFLP-Typen der 

einzelnen Enzyme wieder. 

 

 

Tabelle 12: IS900 RFLP-Typen BstEII  

RFLP-Typ Isolate (n) % 

C1 77 86 

C5 1 1 

C10 1 1 

C17 2 2 

C22 1 1 

Cneu1 5 5 

Cneu2 2 2 

Cneu3 1 1 

S2 1 1 

gesamt 91 100 

 

Tabelle 13: IS900 RFLP-Typen PstI 

RFLP-Typ Isolate (n) % 

1 78 87 

7 4 4 

8 2 2 

neu1 1 1 

neu2 2 2 

neu3 1 1 

neu4 1 1 

neu5 1 1 

neu6 1 1 

gesamt 91 100 
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Abbildung 5: IS900 RFLP-Muster – Verdau mit BstEII  
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Abbildung 6: IS900 RFLP-Muster, Verdau mit BstEII – schematisch40 

                                                 
40 Zur besseren Übersicht wird bei S2 nur das zur Unterscheidung von C- und S-Typen herangezogene 1,6 kpb-
Fragment als abweichend von C1 gekennzeichnet. 
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Abbildung 7: IS900 RFLP-Muster – Verdau mit PstI 
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Abbildung 8: IS900 RFLP-Muster, Verdau mit PstI – schematisch 
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Für beide Restriktionsenzyme zusammen ergaben sich insgesamt elf BstEII/PstI-RFLP-

Typen (s. Tabelle 14), von denen der Typ C1/1 bei weitem am häufigsten vorkam (81% der 

Isolate). 

Tabelle 14: BstEII/PstI-IS900 RFLP-Typen 

RFLP-Typ Isolate (n) % 

C1/1 73 81 

C1/7 2 2 

C1/neu2 2 2 

C5/neu5 1 1 

C10/neu4 1 1 

C17/8 2 2 

C22/neu1 1 1 

Cneu1/1 5 6 

Cneu2/7 2 2 

Cneu3/neu3 1 1 

S2/neu6 1 1 

gesamt 91 100 

 

Bei beiden Restriktionsenzymen ließen sich zwei deutlich voneinander abgegrenzte Typen 

unterscheiden: bei BstEII die C-Typen und der S-Typ41, bei PstI die Typen 1, 7, 8, neu1-neu5 

gegenüber neu6. Die C-Typen bzw. die Typen 1, 7, 8 und neu1-neu5 waren hingegen unter-

einander recht nah verwandt (s. Abbildung 9). 

 

0

D
is

ta
nz

10

20

30

40

50

C
1

C
5

C
10

C
17

C
22

C
ne

u1

C
ne

u2

C
ne

u3 S
2

0

D
is

ta
nz

5

10

15

20

25

30

1 78

ne
u1

ne
u2

ne
u3

ne
u4

ne
u5

ne
u6

 

Abbildung 9: Clusterbildung der IS900 RFLP-Muster 

links: Verdau mit BstEII; rechts Verdau mit PstI 

 

                                                 
41 Zur Unterscheidung von C- und S-Typen wird das 1,6 kbp-Fragment herangezogen, das bei S-Typen fehlt. 



Ergebnisse 

 58 

Zwischen den RFLP-Typen der beiden Restriktionsenzyme konnte ein statistisch signifikan-

ter Zusammenhang nachgewiesen werden. Isolate mit einem anderen BstEII-RFLP-Typ als 

C1 wiesen zumeist auch einen anderen PstI-RFLP-Typ als 1 auf (p=0,0). 

 

2.3. Kombination von Loci-PCR und IS900 RFLP 

Unter Verwendung beider Verfahren konnten 60 Genotypen differenziert werden. Am häufig-

sten trat der RFLP-Typ C1/1 in Kombination mit dem Loci-PCR-Muster 1 auf. Zwischen der 

Ausprägung einzelner Loci und dem RFLP-Typ konnten bei einzelnen Loci statistisch signifi-

kante Zusammenhänge bzw. statistisch nicht abgesicherte Hinweise auf Zusammenhänge 

nachgewiesen werden. In allen Fällen ließ sich feststellen, dass, wenn ein Locus in einer von 

der Mehrheit der Isolate abweichenden Ausprägung vorlag, dieses Isolat mit einer höheren 

Wahrscheinlichkeit einen von C1/1 abweichenden RFLP-Typ aufwies. Eine detaillierte Dar-

stellung findet sich in den Tabellen 28 und 29 im Anhhang. Für den PstI-RFLP-Typ konnte 

ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit dem gesamten Loci-PCR-Muster nachgewie-

sen werden (p=0,0), für den BstEII-RFLP-Typ konnte dieser Zusammenhang statistisch nicht 

abgesichert werden (p=0,0/0,3875)42.  

Tabelle 15 stellt die Verbreitung der einzelnen Genotypen in den unterschiedlichen Her-

kunftsregionen dar. Von C1/1 abweichende RFLP-Typen sowie mehrere Isolate mit gleichem 

Genotyp in einer Herde sind hervorgehoben dargestellt. 

  

Tabelle 15: Verteilung der Genotypen in den Herkunftsregionen und -herden 

(Bundes-)Land Betrieb/Tierart Anzahl Isolate (n) Loci-PCR-Muster RFLP-Typ* 

NDS AUR-1 1 10 C1/1 

    1 12 C1/1 

    1 37 C1/1 

  AUR-2 1 2 C1/1 

    1 2 Cneu1/1 

  AUR-3 1 1 C1/1 

  BRA-1 2 1 C1/1 

    1 21 C1/1 

    1 23 C1/1 

    1 35 C1/1 

    1 38 C1/1 

    1 43 C1/1 

    1 30 Cneu2/7 

                                                 
42 Ergebnis des χ2-Test mit allen Faktorstufen/Ergebnis des χ2-Test mit reduzierten Faktorstufen. 
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(Bundes-)Land Betrieb/Tierart Anzahl Isolate (n) Loci-PCR-Muster RFLP-Typ* 

  BRA-2 2 6 C1/1 

    2 7 C1/1 

    1 1 C1/1 

    1 10 C1/1 

    1 14 C1/1 

    1 15 C1/1 

    1 17 C1/1 

  BRA-3 1 3 C1/1 

    1 28 C1/1 

    1 34 C1/1 

    1 36 C1/1 

  BRA-4 1 4 C1/1 

    1 7 C1/1 

    1 13 C1/1 

    1 50 C1/1 

    1 52 C1/1 

  BRA-5 2 1 C1/1 

    1 4 C1/1 

    1 16 C1/1 

    1 22 C1/1 

    1 40 C1/1 

  BRA-6 2 4 C1/1 

    1 27 C1/1 

  CUX-1 1 1 C1/1 

  H-1 1 1 C1/7 

  LER-1 1 1 C1/1 

  OL-1 1 20 C1/1 

    1 25 C1/1 

    1 29 C1/1 

    1 51 C1/1 

  STD-1 1 8 Cneu1/1 

NRW AC-1 1 41 C1/1 

  AC-2 1 26 C1/neu2 

    1 18 C1/1 



Ergebnisse 

 60 

(Bundes-)Land Betrieb/Tierart Anzahl Isolate (n) Loci-PCR-Muster RFLP-Typ* 

  DN-1 1 3 C1/1 

  GL-1 1 12 C1/1 

    1 42 C1/1 

  GM-1 1 1 C1/neu2 

    1 8 C1/1 

    1 13 C1/1 

    1 45 C1/1 

  Ziege 1 3 Cneu1/1 

SSA KÖT-1 1 1 Cneu1/1 

  MQ-1 1 44 C10/neu4 

    1 46 Cneu3/neu3 

  SDL-1 1 1 Cneu1/1 

THÜ   4 2 C1/1 

    4 3 C1/1 

    4 5 C1/1 

    1 6 C1/1 

    1 9 C1/1 

    1 33 C1/1 

    1 39 C1/1 

A Wildwiederkäuer 1 2 C1/1 

    1 8 C1/1 

    1 19 C1/1 

GB Schaf 1 47 C1/1 

    1 32 C5/neu5 

    1 9 C17/8 

    1 24 C17/8 

    1 49 S2/neu6 

N Schaf 1 31 C1/7 

NL Schaf 1 11 C22/neu1 

  1 11 C1/1 

ATCC 19698  1 48 Cneu2/7 

* BstEII/PstI 
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3. Kulturmorphologische Untersuchung 

3.1. Wachstum von M. paratuberculosis in Reinkultur auf Herrold’s Egg-Yolk-Agar 

Erste Kolonien waren v.a. in den niedrigeren Verdünnungsstufen nach drei bis vier Wochen 

sichtbar. Große Kolonien wuchsen etwa 0,5 mm pro Woche. Das Aussehen der Kolonien 

variierte in Abhängigkeit von der Größe der Kolonie und vom Standort auf dem Nährboden. 

Am oberen Rand des Nährbodens waren die Kolonien in der Regel kleiner, bildeten eher 

morphologische Merkmale aus und waren kräftiger gefärbt als am unteren Rand des Nähr-

bodens bzw. in der Nähe des Flüssigkeitsspiegels der Impfflüssigkeit. Die Kolonien waren 

erst durchscheinend und nahmen im Laufe des Wachstums eine weißlich-gelbliche Farbe 

an. Sie wiesen eine runde Form auf und waren zunächst leicht erhaben. Mit zunehmender 

Größe bildete sich bei den meisten Isolaten ein zentrales Knöpfchen aus, das teilweise durch 

eine Furche vom übrigen Teil („Hof“) der Kolonie abgegrenzt wurde. Auf der gesamten Kolo-

nie konnten kleine kugelförmige Sekundärkolonien (Kügelchen) auftreten (s. Abbildung 3). 

 

3.2. Erfasste Merkmale der kulturmorphologischen Untersuchung 

a) Wachstumsgeschwindigkeit 

Sie variierte zwischen vier und 16 Wochen. Der größte Teil der Isolate wuchs nach einer 

Bebrütung von sechs bis zehn Wochen (s. Abbildung 10), im Schnitt nach 8,8 Wochen. 

Sechs Isolate zeigten während der 16-wöchigen Bebrütung überhaupt kein Wachstum. 
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Abbildung 10: Darstellung der Verteilung der Wachstumsgeschwindigkeiten der 
M. paratuberculosis-Isolate (n=86) 
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b) Koloniemorphologie 

Der größte Teil (83%) der Isolate bildete ein Knöpfchen aus, das bei 35% der Isolate von 

einer Furche umgeben war. Kügelchen traten bei knapp der Hälfte (44%) der Isolate auf     

(s. Tabellen 16-18). Sechs Isolate zeigten kein Wachstum, demzufolge konnten keine kolo-

niemorphologischen Merkmale erfasst werden. 

 

Tabelle 16: Ausbildung des Knöpfchens 

Knöpfchen Isolate (n) % 

ja 71 83 

nein 15 17 

gesamt 86 100 

Tabelle 17: Ausbildung der Furche 

Furche Isolate (n) % 

ja 30 35 

nein 56 65 

gesamt 86 100 

 

Tabelle 18: Ausbildung von Kügelchen 

Kügelchen Isolate (n) % 

ja 38 44 

nein 48 56 

gesamt 86 100 

 

Anhand der drei einzelnen koloniemorphologischen Merkmale konnten die Isolate in sechs 

Gruppen eingeteilt werden. Der größte Teil der Isolate (etwa 27%) bildete nur ein Knöpfchen 

aus (s. Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Darstellung der Verteilung der Gruppen nach Koloniemorphologie der 
M. paratuberculosis-Isolate (n=86) 
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c) Wachtumsintensität 

68 (79%) Isolate zeigten ein intensives, 18 (21%) ein schwaches Wachstum.  

 

3.3. Zusammenhänge zwischen den einzelnen Merkmalen der kulturellen Untersuchung 

Die Ausbildung einer Furche war streng an die Ausbildung eines Knöpfchens gebunden 

(p=0,0009). Die Wachstumsintensität nahm einen statistisch nachweisbaren Einfluss auf das 

Auftreten von Knöpfchen und Furche (p=0,0 bzw. 0,0042). Intensiv wachsende Isolate bilde-

ten zum größten Teil ein Knöpfchen aus, eine Furche um das Knöpfchen trat allerdings eher 

bei den schwach wachsenden Isolaten auf. Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von 

Kügelchen und den übrigen morphologischen Merkmalen oder der Wachstumsintensität 

konnte nicht nachgewiesen werden. Die Wachstumsgeschwindigkeit hatte ebenfalls keinen 

nachweisbaren Einfluss auf die Ausprägung morphologischer Merkmale oder die Wachs-

tumsintensität. 

 

4. Zusammenhänge zwischen den genotypischen und phänotypischen 

Eigenschaften 

4.1. Kulturmorphologie – Loci-PCR 

Zusammenhänge waren zwischen kulturellen Merkmalen und den Loci 2 bzw. 6 nachweis-

bar. Bei Isolaten mit einem intensiven Wachstum fehlte Locus 2 zumeist, das IS9R-Fragment 

war jedoch nachweisbar (p=0,007). Die Ausprägung des Locus 6 war assoziiert mit dem 

Auftreten von Knöpfchen bzw. Furche und der Wachstumsintensität. Bei intensiv wachsen-

den Isolaten, die ein Knöpfchen, aber keine Furche ausbildeten, lag der Locus 6 gefüllt vor 

(p= 0,008 (intensives Wachstum); p=0,0021 (Knöpfchen); p=0,0016 (Furche)). 

 

4.2. Kulturmorphologie – IS900 RFLP 

Zwischen der Wachstumsgeschwindigkeit und dem PstI-RFLP-Typ lag tendenziell ein    

Zusammenhang vor, der jedoch statistisch nicht abgesichert werden konnte                            

(p-Wert=0,049979/0,84590143). So zeigten die beiden Isolate vom PstI-RFLP-Typ neu2 ein 

sehr langsames Wachstum (12-16 Wochen). 

 

                                                 
43 S. Fußnote 42. 
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5. Zusammenhänge zwischen der Herkunft der Isolate und den Ausprä-

gungen unterschiedlicher Merkmale 

5.1. Loci-PCR 

Sowohl regionale als auch tierartliche Herkunft standen in einem statistisch signifikanten 

Zusammenhang mit der Ausprägung einzelner Loci oder es konnten statistisch nicht abgesi-

cherte Hinweise hierauf festgestellt werden. Insgesamt lagen die Loci bei Rinderisolaten aus 

Niedersachsen in ihrer häufigsten Ausprägung vor. Für Einzelheiten sei auf die Tabellen 30-

33 im Anhang verwiesen. Bezüglich des gesamten Loci-PCR-Musters konnte mit der regio-

nalen Herkunft ein tendenzieller Zusammenhang nachgewiesen werden, der statistisch 

jedoch nicht abgesichert werden konnte (p=0,0/0,098444) 

 

5.2. IS900 RFLP 

In Niedersachsen trat überwiegend der RFLP-Typ C1/1 auf, wohingegen die anderen RFLP-

Typen v.a. bei Isolaten aus anderen (Bundes-)Ländern nachgewiesen wurden. Der Zusam-

menhang ist statistisch signifikant (p=0,0). Auch die tierartliche Herkunft hatte einen statis-

tisch signifikanten Einfluss auf den RFLP-Typ (p=0,0001). V.a. die Schafisolate wiesen einen 

anderen RFLP-Typ als C1/1 auf.  

 

5.3. Kulturmorphologische Untersuchung 

Zwischen dem Auftreten von Kügelchen und der regionalen Herkunft konnte ein Zusammen-

hang nachgewiesen werden – Isolate aus Niedersachsen bildeten eher Kügelchen aus als 

Isolate aus anderen Regionen (p=0,0055). Ein möglicher Zusammenhang zwischen der 

Ausbildung einer Furche und der regionalen Herkunft konnte statistisch nicht abgesichert 

werden (p=0,0087/0,074745). 

 

Für alle nicht aufgeführten Beziehungen zwischen einzelnen Merkmalen konnten statistisch 

keine Zusammenhänge nachgewiesen werden. 

 

                                                 
44 S. Fußnote 42. 
45 S. Fußnote 42. 
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6. Diskriminierungsindices 

Tabelle 19: Diskriminierungsindices der einzelnen Verfahren bzw. Kombination von  
Verfahren 

Differenzierungsverfahren Diskriminierungsindex 

Loci-PCR 0,96 

IS900 RFLP BstEII 0,28 

IS900 RFLP PstI 0,26 

IS900 RFLP gesamt 0,36 

IS900 RFLP + Loci-PCR 0,98 

 

 

 

Die gesamten Differenzierungsergebnisse der einzelnen Isolate sind in Tabelle 35 im  

Anhang dargestellt. 
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Diskussion 
 

Zielsetzung dieser Arbeit war die Untersuchung der Eignung der Loci-PCR nach Bull et al. 

(2000) zur Stammdifferenzierung von M. paratuberculosis. Als Vergleichsverfahren wurde 

der IS900 RFLP, das derzeitige Standardverfahren, verwendet. Um die untersuchten 

M. paratuberculosis-Isolate zu charakterisieren und epidemiologische Zusammenhänge 

aufzudecken, wurden weitergehende Informationen zu den einzelnen Isolaten wie Angaben 

zu Pathologie und Klinik, zum Herkunftsbestand u.ä. erfasst. Hierbei konnten auch Erkennt-

nisse zum Nachweis von M. paratuberculosis in Organproben gewonnen werden. Eine kul-

turmorphologische Differenzierung erfolgte zusätzlich, um Auswirkungen der festgestellten 

genotypischen Eigenschaften auf den Phänotyp der M. paratuberculosis-Isolate zu untersu-

chen. Die vorliegende Arbeit erhob nicht den Anspruch einer objektiven epidemiologischen 

Studie mit gezielten Stichprobenplänen. Es wurde jedoch versucht, ein möglichst breites 

Spektrum an M. paratuberculosis-Isolaten unterschiedlicher regionaler bzw. tierartlicher 

Herkunft zu untersuchen. Der überwiegende Teil der untersuchten M. paratuberculosis-

Isolate stammte aus Niedersachsen, so dass sich ein Einblick in die molekulare Diversität 

von M. paratuberculosis und die Verbreitung einzelner Genotypen in diesem Bundesland 

ergab. 

 

Untersuchung der Organproben 

Im Rahmen des niedersächsischen Paratuberkulose-Bekämpfungsverfahrens werden alle 

Tiere eines Bestandes mit einem Alter von mindestens zwei Jahren sowohl serologisch als 

auch kulturell auf Paratuberkulose untersucht und bei einem positiven Befund zeitnah aus 

dem Bestand entfernt. Es wurde daher davon ausgegangen, dass sich die hier untersuchten 

Tiere in unterschiedlichen Infektionsstadien befanden.  

Der häufigste Nachweis von M. paratuberculosis erfolgte über die kulturelle Untersuchung 

von Organmaterial. Diese gilt aufgrund ihrer hohen Sensitivität und Spezifität als Goldstan-

dard für den M. paratuberculosis-Nachweis in Organmaterial (Martinson et al., 2008). Als 

ideales Probenmaterial werden in der Literatur sowohl die Ileocaecalklappe (Corpa et al., 

2000) als auch der Ileocaecallymphknoten (Huda und Jensen, 2003) angegeben. In den 

eigenen Untersuchungen erwies sich die Ileocaecalklappe als am besten geeignet, da hier 

die höchste Nachweisrate (55%) vorlag.  

Die hohe Sensitivität des histologischen Nachweises von typischen paratuberkulösen Verän-

derungen wird eingeschränkt durch das multifokale Vorliegen kleiner granulomatöser Verän-

derungen sowie die Tatsache, dass nur sehr geringe Mengen (10 mg im Vergleich zu 2-3 g 

bei der kulturellen Untersuchung) untersucht werden (Martinson et al., 2008). Für eine siche-
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re Diagnostik wird daher die Untersuchung jeweils mehrerer Einzelproben aus unterschiedli-

chen Darmabschnitten bzw. Lymphknoten empfohlen, gerade bei klinisch inapparenten 

Infektionen (Hietala, 1992; McDonald et al., 1999). Bei den eigenen Untersuchungen konn-

ten nur bei den Tieren mit makroskopisch sichtbaren Veränderungen auch histologische 

Veränderungen nachgewiesen werden. Der Grund hierfür kann eine zu geringe Anzahl an 

Einzelproben sein.  

Der Nachweis säurefester Stäbchen sowohl im histologischen Schnitt als auch im Abklatsch-

präparat von Organen und bei der mikroskopischen Untersuchung von Blinddarminhalt ge-

lingt nur bei einer hohen Bakteriendichte bzw. in fortgeschrittenen Erkrankungsfällen 

(Hietala, 1992). Dies konnte bei den eigenen Untersuchungen bestätigt werden, da der 

Nachweis im Abklatschpräparat bzw. histologisch nur bei Tier Nr. 8 gelang, welches massive 

makroskopische und histologische Veränderungen sowie eine ausgeprägte klinische Sym-

ptomatik aufwies.  

Bei zwei Tieren konnte, trotz eines positiven Befundes bei der serologischen bzw. kulturellen 

Untersuchung, M. paratuberculosis nicht im Organmaterial nachgewiesen werden. Da 

M. paratuberculosis im infizierten Gewebe nicht homogen verteilt ist, kann das entnommene 

Material keine oder für den Nachweis zu wenige Erreger enthalten. Dies gilt insbesondere in 

frühen Infektionsstadien (Martinson et al., 2008). Passagere Infektionen sind v.a. bei einer 

hohen Kontamination der Umwelt möglich (Johnson-Ifearulundu et al., 2000; Sweeney et al., 

1992a). Ein Tier mit nur positivem Kotbefund stammte aus einem Sanierungsbestand mit 

einer vermutlich hohen Keimbelastung, so dass in diesem Falle eine transiente Infektion 

denkbar ist.  

Obwohl in der Literatur Hinweise auf eine nur begrenzte Sensitivität und Spezifität der sero-

logischen Diagnostik zu finden sind (Köhler et al., 2008), wird der Antikörpernachweis als 

Anzeichen für eine Auseinandersetzung mit dem Erreger gewertet. Bei dem Tier mit dem 

positiven serologischen Befund kann daher auch erregerfreies Untersuchungsmaterial Ursa-

che für den fehlenden Nachweis von M. paratuberculosis sein.  

 

Molekulargenetische Differenzierung 

Bei der Loci-PCR nach Bull et al. (2000) ermöglichen die unterschiedlichen Ausprägungen 

der untersuchten Insertionsstellen des IS900 (Loci) und die sich daraus für die einzelnen 

Isolate ergebenden Loci-PCR-Muster eine Differenzierung von M. paratuberculosis. Die 

einzelnen Loci kamen in verschiedenen Ausprägungen vor: Locus nachweisbar, mit oder 

ohne Insertion des IS900; Locus nicht nachweisbar. Weitere Variationen waren: Locus nicht, 

aber ein oder beide IS900-Fragmente nachweisbar. Eine mögliche Ursache hierfür kann ein 

genetischer Austausch zwischen zwei Loci sein (Bull et al., 2000). So liegen beispielsweise 

beim Loci-PCR-Muster (Muster) 1 die Loci 7 und 12 in dieser Variante (Locus nicht, beide 
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IS900-Fragmente jedoch nachweisbar) vor. Ein Austausch zwischen diesen Loci ist somit 

möglich. Liegt eine ungerade Anzahl von Loci in dieser Form vor, z.B. bei Muster 2, ist ein 

Crossover mit einem weiteren, hier nicht untersuchten Locus46 denkbar. Ein Austausch 

zwischen verschiedenen Insertionsstellen ist auch beim M. tuberculosis-Komplex bezüglich 

des IS6110 beschrieben (Fleischmann et al., 2002). Als Ursache für den Nachweis nur eines 

IS900-Fragments bei fehlendem Locusnachweis kommen neben genetischen Rearrangie-

rungen auch Mutationen im Bereich der Primerbindungsstellen in Frage. Eine genaue Abklä-

rung kann durch weitere Untersuchungen (Sequenzierung der PCR-Produkte, Verwendung 

anderer Primerkombinationen47 oder Amplifizierung größerer DNA-Abschnitte im Bereich der 

Loci) erfolgen (Bull et al., 2000).  

Wie alle PCR-basierten Differenzierungsverfahren ist die Loci-PCR nach Bull et al. (2000) 

grundsätzlich schnell und ohne großen Aufwand durchführbar. Dies gilt v.a. im Vergleich mit 

sowohl technisch als auch zeitlich intensiven Verfahren wie dem IS900 RFLP oder der 

PFGE. Zudem werden keine großen Mengen an DNA benötigt, die mit einfachen Verfahren 

aufgereinigt werden können. Die Untersuchung aller 14 Loci mit jeweils drei Einzel-PCRs ist 

jedoch aufwändig, so dass hier kein Vorteil gegenüber anderen PCR-basierten Verfahren 

wie der VNTR/MIRU- bzw. MLSSR-Typisierung vorliegt. Angaben zur Reproduzierbarkeit 

bzw. zur Stabilität wurden in der bis dato veröffentlichten Literatur zu diesem Verfahren nicht 

gemacht (Bull et al., 2000; Motiwala et al., 2003; Motiwala et al., 2004). Die Ergebnisse der 

eigenen Untersuchungen weisen jedoch auf eine nur eingeschränkte Stabilität und Reprodu-

zierbarkeit der Methode hin. Zum einen wurden bei der Untersuchung mehrerer Passagen 

des gleichen Isolates jeweils eigene Muster festgestellt. Zum anderen konnten bei der Unter-

suchung mehrerer Isolate aus einem Tier stets unterschiedliche Muster nachgewiesen wer-

den. Im Allgemeinen werden neben polyklonalen Infektionen (Pfaller et al., 2007; Whittington 

et al., 2000) und passagierten Keimen (Shitaye et al., 2008) auch Mutationen im Verlauf der 

Infektion (Cousins et al., 2000) als Erklärung hierfür herangezogen. Letzteres steht im Wi-

derspruch zu der Tatsache, dass die Integrationsstellen des IS900 in hochkonservativen 

Genombereichen vorliegen (Bull et al., 2000; Green et al., 1989). Zusätzlich ergaben sich im 

Rahmen von Wiederholungsuntersuchungen gerade bei hochvariablen Loci wie dem Locus 3 

Hinweise auf eine nur eingeschränkte Reproduzierbarkeit. Für eine umfassende Beurteilung 

des Verfahrens sind weitere Untersuchungen erforderlich. Zum Ausschluss unspezifischer 

Reaktionen sind eine Sequenzierung der PCR-Produkte oder die Hybridisierung mit einer 

IS900-spezifischen Sonde geeignet. Auch der direkte Vergleich der Sequenzen der Primer-

                                                 
46 Das IS900 liegt im Genom von M. paratuberculosis in 15-20 Kopien vor; es wurden 14 mögliche Insertions-
stellen untersucht. 
47 Bei Muster 1 z.B. die Primerkombination Loc7R/Loc12L bzw. Loc7L/Loc12R. 
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bindungsstellen bei Isolaten, die aus dem gleichen Tier stammen oder unterschiedlich oft 

passagiert wurden, ist zu empfehlen. 

Das Verfahren wurde bis dato nur in drei Studien zur Differenzierung von 

M. paratuberculosis eingesetzt (Bull et al., 2000; Motiwala et al., 2003; Motiwala et al., 2004). 

Ein Vergleich mit den Ergebnissen von Bull et al. (2000) ergab sowohl Übereinstimmungen 

bezüglich der nachgewiesenen Ausprägungen einzelner Loci als auch Abweichungen v.a. in 

der Anzahl der nachgewiesenen Muster. Diese lag mit 52 Mustern in den eigenen Untersu-

chungen weit über den zehn bei Bull et al. (2000) beschriebenen MPIL-Typen. Dies ist er-

staunlich, da von Bull et al. (2000) eine etwa gleiche Anzahl von Isolaten untersucht wurden, 

die zudem ein wesentlich weiteres Spektrum regionaler bzw. tierartlicher Herkunft aufwiesen. 

Eine Ursache könnte in dem abgewandelten Verfahren in den eigenen Untersuchungen 

liegen. Die von Bull et al. (2000) beschriebenen MPIL-Typen konnten nicht nachgewiesen 

werden. Eine hohe Zahl an Mustern, bzw. Elektrophoresetypen konnten Motiwala et al. 

(2003 und 2004) in ihren Studien nachweisen. Hier wurden allerdings auch deutlich mehr 

Isolate (210 bzw. 111) untersucht. Da die einzelnen Typen nicht näher beschrieben sind, ist 

kein weitergehender Vergleich mit den eigenen Untersuchungen möglich. Jedoch wurde in 

den genannten Studien ebenfalls eine Cluster-Analyse der nachgewiesenen Genotypen 

durchgeführt. Hierbei konnten insgesamt 36 Gruppen von ähnlichen Elektrophoresetypen 

nachgewiesen werden, die sich in zwei große übergeordnete Gruppen zusammenfassen 

ließen (Motiwala et al., 2003; Motiwala et al., 2004). Auch bei der eigenen Cluster-Analyse 

konnten zwei große Zweige nachgewiesen werden, die, im Gegensatz zu den Studien von 

Motiwala et al. (2003 und 2004), der Einteilung in Typ-I- und TypII-Isolate entsprachen. 

Diese Abweichungen beruhen vermutlich auf den Unterschieden in der Durchführung der 

Untersuchung (keine Untersuchung der einzelnen Loci, sondern Bewertung von Elektropho-

resetypen der Multiplexansätze; Verwendung anderer Methoden bei der Cluster-Analyse). 

Der Nachweis einer größeren Gruppe von Isolaten mit gleichem Muster (Muster 1) sowie das 

Vorkommen von einmaligen Mustern (Muster 14-52) ist sowohl bei Bull et al. (2000) als auch 

bei Motiwala et al. (2003 und 2004) beschrieben. Motiwala et al. (2004) konnten bei der 

Untersuchung von 76 Isolaten unterschiedlicher Wildtierspezies in den USA Assoziationen 

zwischen der Herkunftstierart und dem MPIL-Typ nachweisen. Dies gelang in den eigenen 

Untersuchungen nicht, ebenso wenig wie eine Zuordnung zur regionalen Herkunft.  

Insgesamt entsprechen die Typisierungsergebnisse der Loci-PCR denen anderer Differen-

zierungsverfahren. Mit den bislang verwendeten Verfahren ist in der Regel eine Einordnung 

der Mehrheit der untersuchten M. paratuberculosis-Isolate in ein oder zwei dominierende 

Gruppen möglich, wohingegen weitere Typen nur vereinzelt vorkommen (Amonsin et al., 

2004; Bull et al., 2000; Ghadiali et al., 2004; Harris et al., 2006; Kiehnbaum et al., 2005; 

Motiwala et al., 2003; Motiwala et al., 2004; Overduin et al., 2004; Pavlik et al., 1999; Sevilla 
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et al., 2007; Thibault et al., 2007). Eine Assoziation mit der Herkunftstierart konnte, abgese-

hen von der Unterscheidung der einzelnen Subtypen, nur mit der MLSSR-Typisierung und 

der MPIL (Motiwala et al., 2004) erfolgen. Auch die Existenz eines eigenen „humanen“ 

M. paratuberculosis-Stammes konnte mit der Mehrheit der Differenzierungsverfahren nicht 

bestätigt werden (Bull et al., 2000; Bull et al., 2003b; Cousins et al., 2000; Overduin et al., 

2004; Pillai et al., 2001). Lediglich bei der Untersuchung von Isolaten von Morbus Crohn-

Patienten mittels MLSSR-Typisierung (Ghadiali et al., 2004) und des AFLP (Motiwala et al., 

2003) konnten Hinweise hierauf ermittelt werden. Eine Zuordnung zur regionalen Herkunft 

war in einzelnen Studien mit Hilfe der PFGE (Feizabadi et al., 1997) und der RAPD (Zimper-

nick et al., 1999) möglich. Die Vergleichbarkeit der einzelnen Studien ist jedoch durch die 

unterschiedlichen untersuchten Isolate eingeschränkt. Mit einem Diskriminierungsindex von 

0,96 weist die Loci-PCR eine hohe Differenzierungskraft auf. Einen ähnlich hohen Diskrimi-

nierungsindex mit nur einem Verfahren erzielten lediglich Amonsin et al. (2004) unter Ver-

wendung der MLSSR-Typisierung. Für epidemiologische Studien wird ein Diskriminierungs-

index von mindestens 0,9 empfohlen (Hunter und Gaston, 1988; Möbius et al., 2008). Trotz-

dem bleibt fraglich, inwieweit eine solch genaue Differenzierung, bei der die Mehrheit der 

Isolate als einmalig typisiert werden kann, für epidemiologische Untersuchungen sinnvoll ist. 

Zwei Möglichkeiten bieten sich an, um mehr Isolate in Gruppen mit identischen oder nah 

verwandten Genotypen zusammenzufassen. Zum einen kann, wie bei Motiwala et al. (2003), 

eine minimale Distanz zwischen zwei Mustern festgelegt werden, um sie als genetisch unter-

schiedlich zu definieren. So konnten 90 bzw. 30 Elektrophoresetypen in 29 bzw. 11 Gruppen 

zusammengefasst werden (Motiwala et al., 2003; Motiwala et al., 2004). Da sich die einzel-

nen Muster in den eigenen Untersuchungen größtenteils nur wenig unterschieden, stellt dies 

durchaus einen gangbaren Weg dar. Eine weitere Möglichkeit besteht darin, besonders 

variable Loci wie z.B. die Loci 2, 3 und 10 aus der Untersuchung auszuschließen. Auf diese 

Weise konnte in den eigenen Studien die Anzahl der Muster auf 16 reduziert werden, von 

denen nur noch sieben einmalig vorkamen (s. Tabelle 34). Eine bessere Zuordnung bei-

spielsweise zur regionalen Herkunft war dadurch jedoch nicht möglich. 

 

Wie im Standardprotokoll von Pavlik et al. (1999) wurden für die Durchführung des 

IS900 RFLP die Restriktionsenzyme BstEII und PstI verwendet. Neun BstEII-RFLP-Typen 

konnten nachgewiesen werden, von denen drei bislang noch nicht beschrieben wurden. Im 

Einklang mit vorherigen Studien (Möbius et al., 2008; Pavlik et al., 1999; Thibault et al., 

2007) dominierte der BstEII-RFLP-Typ C1, wohingegen die anderen Typen nur vereinzelt 

auftraten. C17 gilt als dominierender Typ in Großbritannien (Greig et al., 1999) – er wurde in 

den eigenen Untersuchungen bei zwei Schafisolaten aus Schottland nachgewiesen. Die drei 

bislang noch nicht beschriebenen RFLP-Muster wurden bei Isolaten aus Deutschland nach-
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gewiesen. Da, abgesehen von Möbius et al. (2008), bislang keine größeren Untersuchungen 

deutscher Isolate vorliegen, war ein Nachweis neuer Typen zu erwarten. Bei der Verwen-

dung von PstI konnten im Vergleich zu BstEII wesentlich mehr neue RFLP-Typen beschrie-

ben werden. Da das IS900 über eine Schnittstelle für PstI verfügt, variieren die RFLP-Muster 

in Abhängigkeit von der verwendeten Sonde. In den eigenen Untersuchungen wurde eine 

Sonde unter Verwendung der Primer nach Kunze et al. (1992) hergestellt. Diese Sonde 

hybridisiert mit dem IS900 ohne Beteiligung der PstI-Schnittstelle. Vergleichbare Sonden 

wurden von Francois et al. (1997), Möbius et al. (2008), Moreira et al. (1999), Saunders et al. 

(2003) und Whipple et al. (1990) verwendet. Ein direkter Vergleich ist somit nur mit diesen 

Studien möglich. Typ 1 ist in den eigenen Studien der dominierende Typ. Dies steht im Ein-

klang mit den Untersuchungen von Möbius et al. (2008) und Whipple et al. (1990). Unter 

Verwendung einer die PstI-Schnittstelle des IS900 überspannenden Sonde wird Typ B am 

häufigsten nachgewiesen (Pavlik et al., 1999). Dieser entspricht nach von Moreira et al. 

(1999) dem Typ 1. Die Typen 7 und 8 sind von Möbius et al. (2008) erstmalig beschrieben 

und wurden in den eigenen Untersuchungen sowohl bei Isolaten aus Deutschland als auch 

aus Norwegen sowie dem Typenstamm ATCC 19698 nachgewiesen. Auch unter Verwen-

dung von PstI lassen sich, analog zur Einteilung in cattle-, sheep- und intermediäre Typen 

bei der Verwendung von BstEII, drei Gruppen von RFLP-Mustern unterscheiden (Pavlik et 

al., 1999). Die eigenen Untersuchungen bestätigen dies. Unter Berücksichtigung beider 

Restriktionsenzyme ergaben sich insgesamt 11 unterschiedliche Typen, unter denen, analog 

zu anderen Studien, der Typ C1/148 dominierte. Die Differenzierungskraft des IS900 RFLPs 

war bei Verwendung der einzelnen Enzyme gering49, konnte jedoch, wie in anderen Studien 

(Cousins et al., 2000; Möbius et al., 2008) durch Kombination beider Enzyme50 erhöht wer-

den. Die niedrigen Diskriminierungsindices lassen sich sowohl mit der insgesamt eher be-

grenzten Differenzierungskraft des Verfahrens (Motiwala et al., 2006b) als auch mit der hier 

untersuchten Auswahl an Isolaten begründen. Allerdings besteht ein Widerspruch zu den 

Ergebnissen der Loci-PCR.  

 

Bei der Kombination der Loci-PCR und des IS900 RFLP konnte die jeweils größte Gruppe 

gleicher Isolate des einen Verfahrens mit dem anderen Verfahren weiter ausdifferenziert 

werden. Von besonderer Bedeutung ist dies beim stark dominierenden RFLP-Typ C1/1, der 

mit Hilfe der Loci-PCR in 41 weitere Genotypen differenziert werden konnte. Dies entspricht 

den Ergebnissen weiterer Studien zur Differenzierung von M. paratuberculosis, sowohl für 

die Loci- bzw. Multiplex-PCR in Kombination mit dem IS900 RFLP (Bull et al., 2000), dem 

                                                 
48 BstEII/PstI. 
49 Diskriminierungsindices: Verdau mit BstEII: 0,28; Verdau mit PstI: 0,26. 
50 Diskriminierungsindex: 0,36. 
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AFLP (Motiwala et al., 2003) und der MLSSR-Typisierung (Motiwala et al., 2004) als auch für 

den IS900 RFLP z.B. in Kombination mit der MIRU-VNTR-Typisierung (Möbius et al., 2008; 

Thibault et al., 2007) oder der PFGE (de Juan et al., 2005; Stevenson et al., 2002). 

Auch die durch die Kombination erreichte Erhöhung der Differenzierungskraft steht im Ein-

klang mit den Ergebnissen anderer Studien (Möbius et al., 2008; Motiwala et al., 2006b). 

Beide Differenzierungsverfahren beziehen sich auf das IS900 – der nachgewiesene Zusam-

menhang zwischen dem RFLP-Typ und dem Loci-PCR-Muster, der jedoch nur für den PstI-

Typ statistisch abgesichert werden konnte, war zu erwarten. Für eine Differenzierung ist 

jedoch die Verwendung voneinander unabhängiger Verfahren (z.B. IS900 RFLP in Verbin-

dung mit der MIRU-VNTR-Typisierung) zu empfehlen (Möbius et al., 2008).  

 

Nationale bzw. regionale Studien außerhalb Deutschlands liegen aus Argentinien (Moreira et 

al., 1999; Romano et al., 2005), Australien (Feizabadi et al., 1997; Saunders et al., 2003; 

Whittington et al., 2000), Großbritannien (Greig et al., 1999; Stevenson et al., 2002), Neu-

seeland (Collins et al., 1997; de Lisle et al., 1993), Norwegen (Djonne et al., 2005), Öster-

reich (Deutz et al., 2005; Zimpernik et al., 1999), Spanien (Sevilla et al., 2007), den USA 

(Harris et al., 2006) sowie einzelnen Bundesstaaten der USA (Motiwala et al., 2003; Kiehn-

baum et al., 2005; Pillai et al., 2001) vor. In der Regel konnten in den einzelnen Regionen ein 

oder zwei dominierende Typen nachgewiesen werden. Diese konnten von Region zu Region 

variieren. In Europa dominierte beispielsweise der BstEII-RFLP-Typ C1 (Thibault et al., 

2007), wohingegen in Argentinien v.a. C17 (Moreira et al., 1999; Romano et al., 2005) und in 

Australien v.a. C3 (Whittington et al., 2000) nachgewiesen wurden. Allerdings bestehen 

zwischen den einzelnen Studien große Unterschiede nicht nur bezüglich der verwendeten 

Verfahren, sondern auch in der Anzahl, Auswahl und tierartlichen bzw. genauen regionalen 

Herkunft der untersuchten Isolate. Ein direkter Vergleich ist somit nur bedingt möglich. Wei-

tere Einschränkungen erfährt die Vergleichbarkeit durch Variationen in der Durchführung der 

Methoden wie beispielsweise die Verwendung unterschiedlicher Restriktionsenzyme beim 

IS900 RFLP sowie der PFGE oder die nicht einheitliche Benennung der einzelnen Geno-

typen. Die untersuchten Isolate stammten in der Regel aus der Routinediagnostik der betei-

ligten Einrichtungen, so dass keine repräsentative Auswahl erwartet werden kann. Zudem 

muss aufgrund der schwierigen Kultivierung von TypI-Isolaten zusätzlich von einer Unter-

repräsentation dieses Subtyps in den Studien ausgegangen werden (Motiwala et al., 2003; 

Whittington et al., 2000). Auch in den eigenen Untersuchungen erfolgte die Auswahl der 

Isolate überwiegend willkürlich aus der Routinediagnostik des VI Oldenburg. Die übrigen 

Isolate wurden von anderen Institutionen überlassen und stammten überwiegend ebenfalls 

aus der Routinediagnostik. Mit einer Verzerrung der Ergebnisse war somit zu rechnen. Deut-

lich wird dies bei der Betrachtung des nachgewiesenen statistischen Zusammenhangs zwi-
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schen der Herkunft (regional sowie tierartlich) eines Isolats und dem RFLP-Typ. V.a. Schaf-

isolate weisen einen von C1/1 abweichenden RFLP-Typ auf. Da alle Schafisolate aus ande-

ren Ländern stammten als die Rinderisolate, muss hier von einem Selektionsbias ausgegan-

gen werden. Für eine Abklärung ist die Untersuchung von Schafisolaten aus Deutschland 

sowie von Rinderisolaten aus den Herkunftsländern der Schafisolate erforderlich.  

 

M. paratuberculosis gilt als genetisch homogen (Motiwala et al., 2006b). Dies wird in den 

eigenen Untersuchungen bestätigt. Der RFLP-Typ C1/1 dominierte deutlich und auch die 

vielen nachgewiesenen Loci-PCR-Muster unterschieden sich mehrheitlich nur in geringem 

Maße. Der hohe Grad an genetischer Homogenität schränkt die Möglichkeit einer Differen-

zierung von M. paratuberculosis ein. Darüber hinaus konnte bislang, abgesehen von der 

MLSSR-Typisierung, mit keinem Verfahren eine Einteilung untersuchter M. paratuberculosis-

Isolate in epidemiologisch relevante Gruppen erfolgen (Motiwala et al., 2006b). Eine Aufklä-

rung epidemiologischer Zusammenhänge wird weiterhin durch die in der Regel nachgewie-

sene Dominanz eines Genotyps erschwert. Wird beispielsweise in mehreren Herden der am 

häufigsten auftretende Genotyp nachgewiesen, ist hieraus kein sicherer Rückschluss auf 

einen epidemiologischen Zusammenhang, wie z.B. eine Verschleppung über den Handel, 

möglich. In einzelnen Studien konnten jedoch anhand der Typisierungsergebnisse Angaben 

zur möglichen Eintragsquelle gemacht werden. So wiesen Machackova-Kopecna et al. 

(2005) in einem Rotwildbestand u.a. den RFLP-Typ C16 nach. Da dieser in Schottland 

nachgewiesen wurde (Greig et al., 1999) und eines der Tiere aus dieser Region zugekauft 

wurde, ist die Einschleppung auf diesem Wege wahrscheinlich. Dies gilt auch für den in 

Argentinien vorherrschenden RFLP-Typ C17 (Moreira et al., 1999; Romano et al., 2005). 

Dieser gelangte vermutlich über den Import britischer Rinder – C17 ist in Großbritannien weit 

verbreitet – im 19. Jahrhundert nach Argentinien (Moreira et al., 1999).  

 

Über die genetische Vielfalt von M. paratuberculosis in Deutschland gibt es bislang nur we-

nige Erkenntnisse. Nach Untersuchungen einzelner deutscher Isolate von Bauerfeind et al. 

(1996), Pavlik et al. (1995) sowie Scheibl und Gerlach (1997) liegt von Möbius et al. (2008) 

die erste deutschlandweit angelegte Studie zur M. paratuberculosis-Differenzierung vor.  

Aus den eigenen Ergebnissen ergeben sich Hinweise auf einen unterschiedlichen Grad an 

genetischer Diversität in einzelnen Regionen Deutschlands. Während in Sachsen-Anhalt bei 

einer nur geringen Anzahl untersuchter Isolate auch mit dem IS900 RFLP unterschiedliche 

Genotypen festgestellt wurden, konnten in Thüringen nur wenige Genotypen nachgewiesen 

werden, die sich zudem lediglich mit der Loci-PCR unterscheiden ließen. Leider liegen zu 

diesen Isolaten keine näheren Angaben zur Herkunft vor, so dass über eine gemeinsame 

Herkunft im Genotyp identischer Isolate aus der gleichen Herde nur spekuliert werden kann. 
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Unterschiede in der genetischen Vielfalt in den einzelnen Bundesländern wurden auch von 

Möbius et al. (2008) beobachtet, insgesamt dominierte jedoch der RFLP-Typ C1/1.51 In den 

Untersuchungen von Bauerfeind et al. (1996) wies die Mehrheit der untersuchten Isolate 

ebenfalls den gleichen RFLP-Typ52 auf. Allerdings lagen hier keine Angaben zur genauen 

Herkunft der Isolate vor. Ein gehäuftes Auftreten einzelner Genotypen in bestimmten Land-

kreisen konnte in den eigenen Untersuchungen nicht festgestellt werden.  

 

Niedersächsische Isolate wurden bislang nur in einzelnen Studien genetisch charakterisiert. 

Scheibl und Gerlach (1997) untersuchten niedersächsische Isolate mittels RAPD. Hierbei 

konnte eine hohe genetische Diversität festgestellt werden. Eine Zuordnung zur Herkunft war 

jedoch, auch wegen mangelnder Hintergrundinformation zu den Isolaten, nicht möglich. 

Aufgrund der Instabilität und mangelhaften Reproduzierbarkeit der RAPD (Olive und Bean, 

1999) sind diese Ergebnisse allerdings vorsichtig zu bewerten. Die von Möbius et al. (2008) 

untersuchten Isolate wiesen sowohl im IS900 RFLP53 als auch bei der MIRU-VNTR-

Typisierung identische Genotypen auf und stammten aus der gleichen Herde. Im Rahmen 

der eigenen Untersuchungen konnten bei den 49 niedersächsischen Isolaten 35 unterschied-

liche Genotypen nachgewiesen werden. Da die Paratuberkulose in Niedersachsen schon 

seit langem bekannt und weit verbreitet ist (Huber, 1941; Johne und Frothingham, 1895), ist 

von einer hohen genetischen Diversität auszugehen. Diese Vielfalt spiegelt sich in den 33 

nachgewiesenen Loci-PCR-Mustern wider. Im Gegensatz hierzu konnten mittels IS900 RFLP 

nur fünf Typen nachgewiesen werden. Über 90% der Isolate wiesen den RFLP-Typ C1/1 auf, 

die vier anderen nachgewiesenen Typen kamen jeweils bei nur einem Isolat vor. Inwieweit 

die große Anzahl nachgewiesener Loci-PCR-Muster auf die Instabilität dieses Verfahrens 

oder auf eine tatsächlich vorhandene – mit dem IS900 RFLP nicht erfasste – genetische 

Diversität zurückzuführen ist, bleibt fraglich. Die Untersuchung der gleichen Isolate mit weite-

ren Differenzierungsverfahren bietet eine Möglichkeit, dies abzuklären. Zusätzlich ist die 

Untersuchung weiterer Isolate, sowohl mit den hier verwendeten als auch weiteren Differen-

zierungsverfahren, für eine weitergehende Beurteilung der Situation in Niedersachsen erfor-

derlich. PCR-basierte Verfahren wie die MIRU-VNTR-Typisierung oder die MLSSR-

Typisierung sind aufgrund der höheren Differenzierungskraft und der einfacheren Durchfüh-

rung vorzuziehen. Der IS900 RFLP ist nach den Ergebnissen dieser Studie für die Differen-

zierung niedersächsischer Isolate, z.B. zur Aufklärung von Infektketten, aufgrund des 

überwiegenden Nachweises des Typs C1/1 nicht geeignet.  

 

                                                 
51 Zur besseren Vergleichbarkeit wurde nur der BstEII/PstI-RFLP-Typ betrachtet. 
52 Verdau mit PvuII. 
53 Verwendung der Restriktionsenzyme BstEII, PstI, PvuII und BamHI. 
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Der Nachweis mehrerer Genotypen in einer Herde oder Region spricht für mehrere Eintrags-

quellen wie z.B. den mehrfachen Zukauf infizierter Tiere oder für die parallele Existenz meh-

rerer Stämme. Der Nachweis nur eines Genotyps lässt auf die weite Verbreitung nur eines 

Stammes in einer Region oder Herde schließen (Harris et al., 2006; Motiwala et al., 2004). 

Es wurde der Verdacht geäußert, dass die Paratuberkulose in die neuen Bundesländer nach 

der Wende durch Zukauf infizierter Tiere eingeschleppt wurde (Köhler et al., 2005). Für 

Thüringen mit einer geringen Anzahl unterschiedlicher Genotypen, die jeweils mehrfach 

nachgewiesen wurden, ist der Zukauf einzelner mit diesen Stämmen infizierter Tiere und die 

nachfolgende Verbreitung in den Beständen denkbar. Eine Zuordnung bestimmter Genoty-

pen zu einzelnen Betrieben war jedoch nicht möglich. Für ein umfassendes Bild ist die Un-

tersuchung einer größeren Anzahl von Isolaten über einen längeren Zeitraum notwendig. 

Diese Voraussetzungen wurden bei einzelnen Herden erfüllt – eine Häufung bestimmter 

Genotypen konnte jedoch auch anhand der Loci-PCR nicht nachgewiesen werden. In den 

einzelnen untersuchten Herden wurden in der Regel mehrere Genotypen, auch mittels 

IS900 RFLP, nachgewiesen. Gerade in einer Region mit jahrzehntelangem starkem Tierver-

kehr wie Nordniedersachsen ist von einer ausgeprägten Durchmischung der verschiedenen 

Stämme auszugehen.  

Der Nachweis mehrerer Genotypen in einem Tier ist mehrfach in der Literatur beschrieben 

(Cousins et al., 2000; Pavlik et al., 1995; Pfaller et al., 2007; Whittington et al., 2000). Als 

Ursache kommen neben einer polyklonalen Infektion (Pfaller et al., 2007; Whittington et al., 

2000) passagierte Keime (Shitaye et al., 2008) oder Mutationen (Cousins et al., 2000) in 

Frage. Zwei Isolate aus dem selben Tier stammten in der Regel aus der Kotuntersuchung 

und aus der Untersuchung der Organe einige Monate später. Eine genetische Veränderung 

über diesen Zeitraum ist, v.a. für die Loci-PCR, denkbar. Das gleiche gilt für die Isolate NDS-

BRA-6a und b. Hier wurden vom gleichen Tier zwei Kotproben im Abstand von drei Wochen 

untersucht. Da M. paratuberculosis lange Zeit in der Umwelt überlebt (Rowe und Grant, 

2006) und aufgrund der starken Verbreitung im Landkreis Wesermarsch von einer hohen 

Umweltkontamination auszugehen ist, sind auch passagere Infektionen möglich.  

 

Für den Typenstamm ATCC 19698 wird in der Regel der RFLP-Typ C1/1 angegeben (Cou-

sins et al., 2000; Stevenson et al., 2002; Whipple et al., 1990). Dies steht im Gegensatz zu 

den eigenen Untersuchungen, in denen der Typ Cneu2/7 vorlag. Ein abweichender RFLP-

Typ, C6, wurde jedoch auch in einer weiteren Studie nachgewiesen (Collins et al., 1990). In 

den eigenen Untersuchungen wurde mit der Loci-PCR für den Typenstamm ATCC 19698 

ebenfalls ein deutlich von den anderen Isolaten abweichendes Muster mit vielen genetischen 

Umordnungen nachgewiesen. Für den M. paratuberculosis-Impfstamm 316F sind auch 

mehrere RFLP-Typen beschrieben. Die sich im RFLP-Typ unterscheidenden Stämme 
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stammten sowohl aus unterschiedlichen Laboren als auch aus unterschiedlichen Chargen 

(Collins et al., 1990; Thibault et al., 2007). Die genetischen Unterschiede wurden durch die 

Verwendung anderer Differenzierungsverfahren wie z.B. des MIRU-VNTR-Typisierung be-

stätigt (Thibault et al., 2007). Als Ursache hierfür wird die über Jahre praktizierte Subkultivie-

rung angegeben (Thibault et al., 2007), da M. paratuberculosis in der Lage ist, sich den 

Umweltbedingungen anzupassen, und demzufolge im Laufe mehrerer in-vitro Passagen 

seine Eigenschaften verändern kann (Parrish et al., 2004). Dies trifft auch auf den Typen-

stamm ATCC 19698 zu. Die Stabilität der RFLP-Muster wird durch diese Ergebnisse jedoch 

in Frage gestellt. Allerdings waren die Muster des ATCC-Stammes bei allen eigenen RFLP-

Ansätzen stabil, trotz der Verwendung von verschiedenen Kulturröhrchen als Ausgangs-

material. Möglicherweise handelte es sich bei dem Ausgangsisolat des Typenstammes auch 

um eine Mischkultur aus verschiedenen Klonen mit unterschiedlichen RFLP-Typen, aus der 

der Typ Cneu2/7 selektiert wurde. 

 

Phänotypische Charakterisierung 

M. paratuberculosis wächst auf festen Nährmedien nach einer Bebrütungszeit von bis zu vier 

Monaten in nicht pigmentierten, rauen Kolonien mit einem Durchmesser von 1-5 mm (Chio-

dini et al., 1984; Cocito et al., 1994). Eine weitergehende Beschreibung der kulturmorpholo-

gischen Eigenschaften von M. paratuberculosis erfolgte bislang jedoch nur in wenigen 

Untersuchungen. Zudem variiert das Erscheinungsbild in Abhängigkeit von den verwendeten 

Nährmedien (Merkal und Curran, 1974; Sung und Collins, 2003; van Boxtel et al., 1990), so 

dass ein Vergleich einzelner Studien problematisch ist. Da im Unterschied zu den vorausge-

gangenen Studien in den eigenen Untersuchungen Herrold’s Egg-Yolk-Medium verwendet 

wurde, ist kein direkter Vergleich der eigenen Ergebnisse mit denen vorhandener Studien 

möglich. Die Wachstumsgeschwindigkeit von durchschnittlich knapp neun Wochen entspricht 

den Angaben in der Literatur (Whipple et al., 1991). Unterschiedliche Koloniemorphologien 

bei verschiedenen Stämmen sind sowohl von Chiodini (1986) als auch von Parrish et al. 

(2004) beschrieben. Es handelt sich hierbei jedoch nicht um ein besonders stabiles Merkmal. 

Zum einen können bei einem Isolat auf ein und dem selben Nährboden mehrere Koloniefor-

men auftreten, wobei allerdings ein morphologischer Typ überwiegt (Merkal und Curran, 

1974; Parrish et al., 2004). Zum anderen können auch bei Subkultivierung eines Typs wieder 

mehrere Typen auftreten – der Elterntyp überwiegt jedoch (Merkal und Curran, 1974). Dies 

konnte in den eigenen Untersuchungen bestätigt werden. Beeinflusst wird die Koloniemor-

phologie auch von der Anzahl der Kolonien, d.h. der Größe des Inokulums (Chiodini, 1986). 

In den eigenen Untersuchungen konnten die morphologischen Merkmale in der Regel nur 

bei höheren Verdünnungsstufen beurteilt werden, da bei niedrigen Verdünnungsstufen ein 

rasenartiges Wachstum mit vielen kleinen Kolonien zu beobachten war. Ein Zusammenhang 
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zwischen der Wachstumsgeschwindigkeit und der Koloniemorphologie konnte, wie auch bei 

Parrish et al. (2004), nicht nachgewiesen werden. Eine Stammdifferenzierung von 

M. paratuberculosis anhand kulturmorphologischer Merkmale ist grundsätzlich möglich. 

Eingeschränkt wird dies jedoch durch die Variabilität der Merkmale, den hohen Arbeits- und 

Zeitaufwand und die mangelnde Objektivierbarkeit.  

Inwieweit die hier beobachteten kulturmorphologischen Unterschiede im Zusammenhang mit 

biologischen Eigenschaften stehen, kann nur spekuliert werden. Bei der Untersuchung von 

M. avium subsp. avium variierten bestimmte biologische Eigenschaften wie Virulenz oder 

Antibiotikaresistenz in Abhängigkeit vom morphologischen Typ (Cangelosi et al., 2001). Für 

M. paratuberculosis konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen der Koloniemorphologie 

und der Resistenz gegenüber Antibiotika nachgewiesen werden (Parrish et al., 2004).  

Das IS900 verfügt neben der Transposase auch über ein hed (host expression dependent)-

Gen, das, je nach flankierender DNA, unterschiedliche Proteine kodiert. Ein Einfluss der 

Lokalisation und Anzahl der Kopien dieses Insertionselementes ist daher anzunehmen, 

zumal auch die Expression stromabwärts gelegener Gene durch das IS900 beeinflusst wer-

den kann (Doran et al., 1994; Doran et al., 1997). In Experimenten mit M. smegmatis konnte 

eine Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit nach Klonierung des IS900 in das 

M. smegmatis-Genom festgestellt werden. Als Ursache wurde ein Eingreifen des IS900 in 

den Mycobactinstoffwechsel angegeben (Naser et al., 1998). Vor diesem Hintergrund er-

scheint gerade eine Differenzierung anhand der Insertionsstellen des IS900 auch im Hinblick 

auf die Zuordnung biologischer Eigenschaften vielversprechend.  

Ob und inwieweit die in den eigenen Untersuchungen nachgewiesenen Assoziationen zwi-

schen der Ausprägung einzelner Loci und den kulturmorphologischen Eigenschaften im 

Zusammenhang mit dem IS900 stehen, kann nur spekuliert werden. Bezüglich des RFLP-

Typs konnte lediglich ein statistisch nicht abgesicherter Hinweis auf einen Zusammenhang 

zwischen dem PstI-RFLP-Typ und der Wachstumsgeschwindigkeit ermittelt werden. Die hier 

beurteilten morphologischen Merkmale wurden willkürlich ausgewählt und es ist fraglich, 

inwieweit sie überhaupt in einem Zusammenhang mit dem IS900 stehen. Für eine Abklärung 

ist eine eingehende Untersuchung der an den Insertionsstellen für das IS900 kodierten Pro-

teine sowie der Einflussnahme einer Insertion des IS900 notwendig. Auch eine Analyse der 

Schnittstellen der Restriktionsenzyme und der möglicherweise betroffenen Gene kann zur 

Aufklärung von Zusammenhängen zwischen dem RFLP-Typ und den biologischen Eigen-

schaften beitragen. Eine Zuordnung biologischer Eigenschaften zum Genotyp erfolgte bis-

lang v.a. auf der Ebene der Subtypen. Diese unterscheiden sich u.a. in den Ansprüchen an 

das Nährmedium (Juste et al., 1991; Sevilla et al., 2005). Cernicchiaro et al. (2008) konnten 

aus Rinderkotproben in Abhängigkeit vom verwendeten Nährmedium TypII-Isolate mit unter-

schiedlichen MLSSR-Genotypen isolieren. Sie gingen vom Vorkommen mehrerer Genotypen 



Diskussion 

 78 

in derselben Kotprobe und einer Selektivität der einzelnen Nährmedien für bestimmte Geno-

typen aus (Cernicchiaro et al., 2008). Letzeres kann auf variablen biologischen Eigenschaf-

ten einzelner Genotypen oder auf einer Anpassung an das Nährmedium beruhen. 

Virulenzunterschiede zwischen den einzelnen Subtypen sind beschrieben (Motiwala et al., 

2006b; O’Brien et al., 2006) und werden auf unterschiedliche Pathogenitätsmechanismen 

zurückgeführt (Janagama et al., 2006; Motiwala et al., 2006a). Innerhalb einer Herde er-

krankt, trotz des gleichen Infektionsrisikos, nur ein Teil der Tiere. Dies wird u.a. auf eine 

unterschiedliche Empfänglichkeit der Tiere zurückgeführt. Aber auch verschieden virulente 

M. paratuberculosis-Stämme können hier eine Rolle spielen. Gollnick et al. (2007) konnten in 

Infektionsversuchen von Makrophagen erstmals mögliche Virulenzunterschiede von TypII-

Isolaten anhand unterschiedlicher Phagozytoseraten und intrazellulärer Überlebenszeiten 

des Erregers nachweisen. In den eigenen Untersuchungen konnte bei einzelnen Isolaten 

auch das pathologisch-anatomische Erscheinungsbild erfasst werden. Ein Rückschluss vom 

Grad der pathologisch-anatomischen Veränderungen auf die Virulenz des infizierenden 

Isolats ist jedoch nicht möglich. Die untersuchten Tiere befanden sich in unterschiedlichen 

Krankheitsstadien und stammten zudem aus verschiedenen Betrieben. Eine Untersuchung 

von Virulenzunterschieden zwischen den Isolaten dieser Studie ist, neben einer experimen-

tellen Infektion von Kälbern, auch mit Hilfe von Infektionsversuchen an Makrophagenkulturen 

und nachfolgender Bestimmung von Zytokinexpressionsmustern (Motiwala et al., 2006a) 

oder der Untersuchung des intrazellulären Überlebens (Gollnick et al., 2007) möglich. Eben-

so kann die bereits oben genannte genaue Analyse sowohl der IS900-Integrationsstellen, 

der Schnittstellen der Restriktionsenzyme als auch anderer zur genetischen Differenzierung 

genutzter Strukturen (SSRs, MIRU-VNTRs) hierzu beitragen.  
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Schlussfolgerungen 

 

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit entspricht die Loci-PCR nach Bull et al. (2000) in ihren 

Typisierungseigenschaften weitgehend anderen Verfahren zur Stammdifferenzierung von 

M. paratuberculosis. Jedoch stellte sich das Verfahren als möglicherweise instabil dar. Aus 

diesem Grund ist es eher für den schnellen, direkten Vergleich zweier Isolate, nicht jedoch 

für epidemiologische Studien geeignet. Durch eine Reduktion der Anzahl untersuchter Loci 

und die Durchführung als Multiplex-PCR kann eventuell eine Verbesserung dieser Methode 

erreicht werden. Eine abschließende Beurteilung des Verfahrens ist allerdings erst nach 

weiteren Untersuchungen (exakte Analyse der PCR-Produkte und der Primerbindungsstel-

len) möglich.  

 

Im Vergleich mit dem IS900 RFLP konnte keine Übereinstimmung der nachgewiesenen 

Genotypen gefunden werden. 

 

Die molekulargenetische Charakterisierung niedersächsischer Isolate, die in dieser Studie 

erstmalig in größerem Rahmen durchgeführt wurde, ergab Hinweise auf eine nur begrenzte 

genetische Diversität innerhalb dieser Region. Weitere Untersuchungen, auch mit anderen 

Typisierungsverfahren, sind zu empfehlen.  

 

Eine phänotypische Ausprägung genotypischer Unterschiede konnte anhand der hier unter-

suchten Parameter nicht festgestellt werden. Zur Aufklärung der Frage, inwieweit die einzel-

nen Genotypen unterschiedliche biologische Eigenschaften aufweisen, stellen beispielsweise 

Infektionsversuche von Makrophagenkulturen eine Möglichkeit dar. 
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Zusammenfassung 
 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (M. paratuberculosis) ist der Erreger der 

Paratuberkulose, einer chronischen, stets tödlich verlaufenden Durchfallerkrankung der 

Wiederkäuer. Seit der Erstbeschreibung Ende des 19. Jahrhunderts ist die Paratuberkulose 

weltweit nachgewiesen worden. Regionale Häufungen, z.B. in Nordniedersachsen, wurden 

schon früh beschrieben. Die Frage, ob sie durch den Tierverkehr verbreitet wurde oder 

schon seit Jahrhunderten weltweit endemisch ist, lässt sich heute nicht mehr klären. Die 

Einschleppung in einen Bestand erfolgt in der Regel durch den Zukauf in der Inkubationszeit 

befindlicher infizierter Tiere. Um solche Infektketten oder die Rolle von Wildtieren als Erre-

gerreservoir aufzuklären, ist eine genaue Erregertypisierung notwendig. Schon in der ersten 

Hälfte des 20. Jahrhunderts wurden unterschiedliche Subtypen von M. paratuberculosis 

beschrieben, die anhand der Pigmentierung, der Wachstumsgeschwindigkeit und der Wirts-

präferenz unterschieden werden können. Eine genauere Differenzierung unterschiedlicher 

M. paratuberculosis-Isolate wurde erst mit molekularbiologischen Methoden möglich. Hier-

durch konnte die Unterscheidung anhand der Wachstumsrate und der Pigmentierung bestä-

tigt werden. 

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Eignung der Loci-PCR nach Bull et al. (2000) zur 

Differenzierung von M. paratuberculosis anhand von 92 willkürlich ausgewählten Isolaten 

untersucht. Als Vergleichsmethode wurde der IS900 RFLP, das derzeitige Standard-

verfahren, eingesetzt. Zudem erfolgte eine kulturmorphologische Untersuchung der 

M. paratuberculosis-Isolate, um phänotypische Ausprägungen der genetischen Merkmale 

feststellen zu können. Mit Hilfe der Loci-PCR konnten 52, mit Hilfe des IS900 RFLP elf un-

terschiedliche Typen differenziert werden. Eine Übereinstimmung von Loci-PCR- und IS900 

RFLP-Typen konnte nicht nachgewiesen werden. Vielmehr konnten sowohl mit der Loci-PCR 

als auch mit dem IS900 RFLP die bei der jeweils anderen Methode gleichen 

M. paratuberculosis-Isolate weiter differenziert werden. Die Loci-PCR erwies sich allerdings 

als instabil und somit zur Differenzierung nur bedingt geeignet. Eine Zuordnung der moleku-

larbiologischen zu den kulturmorphologischen Eigenschaften war nicht möglich. Erstmalig 

wurde eine große Anzahl niedersächsischer M. paratuberculosis-Isolate molekulargenetisch 

charakterisiert. Die genetische Diversität variierte in Abhängigkeit vom verwendeten Diffe-

renzierungsverfahren. 
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Summary 
 

Martina Schulze: Strain typing of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis – some 

results of investigative studies 

 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (M. paratuberculosis) is the causative orga-

nism of paratuberculosis, a fatal, chronic enteritis of ruminants. First recorded at the end of 

the 19th century, it is now found all over the world, with higher prevalence in certain regions 

e.g. northern Lower Saxony, Germany. It’s not possible to determine whether the disease 

was endemic worldwide or spread through the trade with animals. The introduction into a 

herd mainly occurs by purchase of inapparently infected animals. Strain genotyping is essen-

tial in order to elucidate such chains of infection or the role of wild animals as a natural reser-

voir of M. paratuberculosis. Three subtypes have been detailed since the first half of the 20th 

century. They differ in phenotypic characteristics such as host preference, growth rate and 

pigmentation. An accurate strain typing became possible only through the development of 

molecular typing methods. The phenotypic differences were confirmed.  

The aim of this thesis was to investigate the suitability of Loci-PCR as a tool for differentiating 

M. paratuberculosis. 92 randomly selected M. paratuberculosis strains were characterised. 

As reference method, the standard method IS900 RFLP was used. A culture morphological 

examination was performed in order to determine phenotypic equivalents to the genetic 

features. Loci-PCR and IS900 RFLP differentiated 52 and 11 genotypes, respectively. No 

association between Loci-PCR and IS900 RFLP type was found. Loci-PCR subdivided the 

most predominant IS900 RFLP type, as IS900 RFLP subdivided the predominating Loci-PCR 

type. Loci-PCR seemed to lack stability and reproducibility resulting in only limited application 

in strain typing of M. paratuberculosis. There was no association between genotype and 

phenotypic characteristics. This is the first large-scale study of Lower Saxonian 

M. paratuberculosis isolates. Loci-PCR and IS900 RFLP revealed different degrees of gene-

tic diversity for M. paratuberculosis in this region.  
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Anhang 

1. Erfassung der Informationen zu den M. paratuberculosis-Isolaten 
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Abbildung 12: Fragebogen zur Erfassung von Informationen zu den einzelnen 

M. paratuberculosis-Isolaten 
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2. Durchführung des IS900 RFLP 

Tabelle 20: Mengen- und Zeitangaben zur Durchführung des IS900 RFLP 

Schritt verwendete Lösung Menge pro Probe bzw. Gel/Membran 

(Inkubationszeit) 

DNA-Isolierung 1x TE-Puffer 500 µl 

 Lysozymlösung 50 µl 

 SDS/Proteinase K-

Gemisch 

75 µl  

 

 5 M NaCl-Lösung 

 CTAB/NaCl 

je 100 µl (10 min bei 65 °C) 

 Chloroform/Isoamylalkohol 750 µl 

 Isopropanol 1 ml (30 min bei -20 °C) 

 70% Ethanol 1 ml 

 A. bidest 55 µl 

Blotten 0,25 N HCl 400 ml 

 0,5 N NaOH 400 ml 

 10x SSC-Puffer 1,5 l 

 2x SSC-Puffer 400 ml 

Hybridisierung und 

Nachweis 

Prähybridisierunslösung 100 ml 

 Hybridisierungslösung 40 ml 

 2x SSC-Puffer mit 0,1% 

SDS 

2x 200 ml 

 0,1x SSC mit 0,1% SDS 2x 200 ml 

 Waschpuffer 100 ml (5 min) 

 Blockierungslösung 250 ml (30 min) 

 Antikörperlösung 50 ml  

 Waschpuffer 2x 200 ml (je 15 min) 

 Detektionspuffer 40 ml (5 min) 

 CSPD-Lösung 10 ml (5 min) 
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2.1. PCR zur Herstellung der DNA-Sonde innerhalb des IS900 

Mastermix 

2 µl Puffer 10x (15 mmol MgCl2) 

2 µl DIG-DNA-Labeling-Mix (10x) 

0,5 µl Primer Kunze F (20 pmol/µl) 

0,5 µl Primer Kunze R (20 pmol µl) 

0,5 µl Taq-Polymerase (2,5 U/µl) 

 

PCR-Profil 

Schritt-Nr. Schritt Temperatur Zeit  

1 Denaturierung 94 °C 30 s  

2 Denaturierung 94 °C 30 s 

3 Annealing 68 °C 30 s 

4 Elongation 72 °C 2,5 min 

5 terminale Elongation 72 °C 5 min 

Die Schritte 2-4 werden 28x wiederholt. 

 

Tabelle 21: Abweichungen vom DIG Luminescent Detection Kit® 

Schritt /Lösung Oldenburg DIG Luminescent Detection Kit®  

Hybridisierungslösung 1 µl Sonde/ml Hybridisie-

rungspuffer 

2 µl Sonde/ml Hybridisierungspuf-

fer 

Waschpuffer 0,1 M Maleinsäure, 1,15 M 

NaCl, 0,2% Tween 20 

0,1 M Maleinsäure, 1,15 M NaCl, 

0,3% Tween 20 

Blockierungslösung Ansatz mit Waschpuffer Ansatz mit Waschpuffer ohne 

Tween 20 

Verdünnung der  

Antikörperlösung 

1:5000 1:10000 

alle Schritte Durchführung im Hybridisie-

rungsbeutel 

bis auf CSPD-Inkubation Durch-

führung in Plastikschalen 
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3. Verwendete Lösungen und Nährmedien 

3.1. Loci-PCR 

5x TBE-Puffer (450 mM Tris-borat, 10 mM EDTA, pH 8,3) 

Tris-base 54 g 

Borsäure 27,5 g 

EDTA 3,75 g 

A. dem. ad 1 l 

 

3.2. IS900 RFLP 

DNA-Isolierung 

Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)/NaCl-Lösung (10% CTAB, 0,73 M NaCl) 

NaCl 4,1 g 

CTAB 10 g 

A. dem. ad 100 ml 

30 Minuten bei 65 °C lösen 

 

NaCl-Lösung (5 M) 

NaCl 29,2 g 

A. dem. ad 100 ml 

 

Sodiumdodecylsulfat (SDS)/Proteinase K-Gemisch 

Proteinase K (12,5 mg/ml) 5 µl 

SDS-Lösung (10%ig) 70 µl 

Frisch ansetzen 

 

10x TE-Puffer (100 mM Tris-base, 10 mM EDTA, pH 8,0) 

Tris-base 1,21 g 

EDTA 0,372 g 

A. dem. ad 100 ml 

 

Elektrophorese und Southern Blot 

Längenstandard III/Loading dye-Gemisch 

Längenstandard III/digoxigeninmarkiert 500µl 

Loading dye 50 µl 
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6x Loading buffer (0,25% Bromphenolblau, 40% Sacharose) 

Bromphenolblau 0,25g 

Sacharose 40g 

A. dem. ad 100 ml 

 

20x SSC-Puffer Stammlösung (3 M NaCl, 300 mM Natriumcitrat, pH 7) 

NaCl 175,3 g 

Natriumcitrat 88,2 g 

A. dem. ad 1 l 

pH 7 mit HCl einstellen, autoklavieren 

 

Hybridisierung und Nachweis 

Antikörperlösung (Verdünnung 1:5000) 

Anti-DIG-AP-Konjugat 10 µl 

Blockierungslösung 50 ml 

Frisch herstellen 

 

Blockierungslösung (1% Blockierungsreagenz) 

Blockierungsstammlösung (10%ig) 30 ml 

Waschpuffer 270 ml 

10 min vor Gebrauch immer frisch herstellen. 

 

CSPD-Lösung (Verdünnung 1:100) 

CSPD 100 µl 

Detektionspuffer 10 ml 

Frisch ansetzen 

 

Detektionspuffer (100 mM Tris-base, 100 mM NaCl, pH 9,5) 

Tris-base 2,42 g 

NaCl 1,17 

A. dem. ad 200 ml 

pH 9,5 mit HCl oder NaOH einstellen 

 

Hybridisierungslösung 

Prähybridisierungslösung 40 ml 

Sonde 20 µl 
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Prähybridisierungslösung (5x SSC-Puffer, 0,1% Natriumlauroylsarkosinat, 0,02% SDS, 

1% Blockingreagenz) 

20x SSC-Puffer 25 ml 

Natriumlauroylsarkosinat 0,1 g 

SDS-Lösung (10%ig) 200µl 

Blockierungsstammlösung (10%ig) 10 ml 

A. dem. ad 100 ml 

bei Raumtemperatur 5 h lösen 

 

2x SSC-Puffer (mit 0,1% SDS) 

20x SSC-Puffer 50 ml 

SDS-Lösung (10%ig) 5 ml 

A. dem. ad 500 ml 

bei Bedarf erwärmen 

 

0,1x SSC-Puffer (mit 0,1% SDS) 

20x SSC-Puffer 2,5 ml 

SDS-Lösung (10%ig) 5 ml 

A.dem. ad 500 ml 

 

Waschpuffer (100 mM Maleinsäure, 1,15 M NaCl, 0,2% Tween 20, pH 7,5) 

Maleinsäure  11,6 g 

NaCl 66,7 g 

Tween 20 2 ml 

A. dem. ad 1 l 

pH 7,5 mit NaOH einstellen, autoklavieren 

bei 4 °C sechs Monate haltbar 

 

3.3. Kulturmorphologische Untersuchung 

Herrold’s Egg-Yolk-Agar mit Mycobactin J 

Pepton tryptisch verdaut 9,0 g 

NaCl 4,5 g 

Agar-Agar 9,0 g 

Fleischextrakt 2,7 g 

Glycerin 25,0 g 

A. dem. 870 ml 
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- pH 7,3 mit 1M NaOH einstellen 

- 15 min bei 121 °C autoklavieren 

- auf 56 °C abkühlen und folgende Substanzen zugeben:  

 

Natriumpyruvat 4,0 g 

Cycloheximid 750 mg 

Chloramphenicol 50 mg 

Penicillin G 200000 I.E. 

Mycobactin J 2 mg 

Dotter von Hühnereiern 6 

Malachitlösung (2%ig) 5,1 ml 

 

Herrold’s Egg-Yolk-Agar ohne Mycobactin J 

Dieser Nährboden entspricht dem oben beschriebenen, allerdings ohne Mycobactin-J-

Zugabe. 

 

PBS-Puffer (0,05M, pH 7,6) 

NaCl 1,305 g 

NaH2PO4 0,593 

A. dem. ad 1 l 

autoklavieren 

 

4. Primer und PCR-Produktgrößen 

Die Primer wurden von der Firma Tib-Molbiol, Berlin bezogen. 

 

4.1. Loci-PCR nach Bull et al., 2000 

Primer: 

IS9R: ACg CTg TCT ACC ACC CCg CA 

IS9L: ACC ACA TgA Aag CCA TAC CC 

 

Loc 1R: CCA CCC TCg TTC Cgg TCg Tg 

Loc1 L: CCC gTg ACA Agg CCg Aag A 

 

Loc 2R: gTC gAC CAT CgC TCT TCC CT  

Loc 2L: ATC ggT gTC gAg gAC ATT CC 

 

Loc 3R: CgC ggA Cag ACA Cag gTA gg 

Loc 3L: ACA ATT Cgg CgA TCg TCT Cg 

 

Loc 4R: TAT TCg ggg TTg TTC Agg gA 

Loc 4L: CCG CAA gTA gTg CAC TAT gg 

 

Loc 5R: gAC AAT CTg CCg TCg TAT CA 

Loc 5L: TCC Cgg TAg Aag ATC ATg Tg  
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Loc 6R: CTA Cgg Tgg CCA gCg TTT CT 

Loc 6L: ggT Tgg AgA CAA CCT CgT TC 

 

Loc 7R: TCC TCg ACg TgC TCg Tgg AA 

Loc 7L: gTg ACC ggA ATC ATC TTg CTg 

 

Loc 8R: Tgg gCC TgA ggT Cag AAC CA 

Loc 8L: gAA gAC CAC CTC TAC CTC AC 

 

Loc 9R: TgA gCT CgC Cgg CgA AAT A 

Loc 9L: Cgg CCC Tgg CgT TCC TAT g 

 

Loc 10R: AgC TgC Cgg gAg TTg ATC T 

Loc 10L: TCA Cgg CTC ACC gCA CgC T 

Loc 11R: CgT gAC gAA CgA CAT gTg TT 

Loc 11L: gCT CgA gAC ATT Tag CCC AC 

 

Loc 12R: Cag gCA Cgg AAC ACA gTT Cg 

Loc 12L: TgT TCg gCT ACg gCA TAC Tg  

 

Loc 13R: Cgg CCC gCT TgA TCC ATT Tg 

Loc 13L: CAA Tgg ATg gTC gTC ACC Tg 

 

Loc 14R: TCA Cgg Cgg TCA ggT ACT TC 

Loc 14L: CgT TCT gAg CAT CCA TCg 

ACg 

 

 

Annealingtemperatur: 60 °C 

 

Produktgrößen: 

Produktgröße Locus mit Insertion des IS900: Produktgröße + Länge des IS900 (1451 bp) 

 

Locus 1: 

LocR-LocL: 830 bp 

LocR-IS9L: 765 bp 

LocL-IS9R: 207 bp 

 

Locus 2: 

LocR-LocL: 687 bp 

LocR-IS9L: 543 bp 

LocL-IS9R: 224 bp 

 

Locus 3: 

LocR-LocL: 844 bp  

LocR-IS9L: 509 bp 

LocL-IS9R: 560 bp 

Locus 4: 

LocR-LocL: 796 bp 

LocR-IS9L: 693 bp 

LocL-IS9R: 244 bp 

 

Locus 5: 

LocR-LocL: 387 bp 

LocR-IS9L: 340 bp 

LocL-IS9R: 185 bp 

 

Locus 6: 

LocR-LocL: 1171 bp 

LocR-IS9L: 1044 bp 

LocL-IS9R: 267 bp 

Locus 7: 

LocR-LocL: 789 bp 

LocR-IS9L: 409 bp 

LocL-IS9R: 466 bp 

 

Locus 8: 

LocR-LocL: 230 bp 

LocR-IS9L: 143 bp 

LocL-IS9R: 226 bp 

 

Locus 9: 

LocR-LocL: 281 bp 

LocR-IS9L: 265 bp 

LocL-IS9R: 147 bp 
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Locus 10: 

LocR-LocL: 462 bp 

LocR-IS9L: 386 bp 

LocL-IS9R: 206 bp 

 

Locus 11: 

LocR-LocL: 159 bp 

LocR-IS9L: 102 bp 

LocL-IS9R: 245 bp 

Locus 12: 

LocR-LocL: 1077 bp 

LocR-IS9L: 893 bp 

LocL-IS9R: 326 bp 

 

Locus 13: 

LocR-LocL: 324 bp 

LocR-IS9L: 203 bp 

LocL-IS9R: 263 bp 

Locus 14: 

LocR-LocL: 411 bp 

LocR-IS9L: 285 bp 

LocL-IS9R: 150 bp 

 

 

 

4.2. Herstellung der DNA-Sonde innerhalb des IS900 

Primer: 

Kunze F: Tgg ACA Atg ACg gTT ACg gAg gTg g 

Kunze R: gAT Cgg AAC gTC ggC Tgg TCA ggA T 

 

Annealingtemperatur: 68 °C 

 

Produktgröße: 453 bp 

 

5. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 

5.1. Chemikalien 

Agar-Agar Oxoid, Wesel 

Agarose Serva, Heidelberg 

Anti-DIG-AP-Konjugat, Fab fragments Roche Diagnostics, Penzberg 

Blockierungsreagenz Roche Diagnostics, Penzberg 

Borsäure für die Molekularbiologie Applichem, Darmstadt 

Bromphenolblau Natriumsalz Merck, Darmstadt 

BstEII ( 500 U) Roche Diagnostics, Penzberg 

Chloramphenicol Sigma, Deisenhofen 

Chloroform p.A. Merck, Darmstadt 

CSPD (Chemiluminescence substrate) Roche Diagnostics, Penzberg 

CTAB (N-cetyl-N,N,N,-trimethyl-ammoniumbromid), Applichem, Darmstadt 

Cycloheximid Sigma, Deisenhofen 

Diethylpyrocarbonat Sigma-Aldrich, Steinheim 

DIG-DNA-Labeling Mix 10x Roche Diagnostics, Penzberg 
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Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat für die Molekularbiologie Applichem, Darmstadt 

Eosin Merck, Darmstadt 

Ethanol absolut. unvergällt p. A Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid (0,7 mg/ml) eurobio, Les Ullis, Frankreich 

Fleischextrakt Lab Lemco Oxoid, Wesel 

Formaldehyd (10%) Büsing & Fasch, Oldenburg 

GBX Fixierer Kodak, Stuttgart 

GBX Entwickler Kodak, Stuttgart 

Glycerin Merck, Darmstadt 

Hämalaun Merck, Darmstadt 

Hexadecylpyridiniumchlorid-Lösung Merck, Darmstadt 

Isoamylalkohol für die Molekularbiologie Applichem, Darmstadt 

Karbolfuchsin Sigma, Deisenhofen 

Längenstandard III, digoxigeninmarkiert Roche Diagnostics, Penzberg 

Löfflers Methylenblau Merck, Darmstadt 

Lysozym für die Molekularbiologie (20000 U/mg) Applichem, Darmstadt 

Malachitgrün (Oxalat)  Merck, Darmstadt 

Maleinsäure reinst Ph. Eur. Applichem, Darmstadt 

Mycobactin Rhone Merieux, Laupheim 

NaCl p.A. Applichem, Darmstadt 

Natriumhydroxid-Plätzchen p.A. Applichem, Darmstadt 

Natriumpyruvat Merck, Darmstadt 

Neoclear Merck, Darmstadt 

Neomont Merck, Darmstadt 

N-Lauroylsarkosinat Natriumsalz für die Molekularbiologie Sigma-Aldrich, Steinheim 

Paraffin Vogel, Giessen 

Penicillin G Heyl, Berlin 

Pepton tryptisch verdaut Merck, Darmstadt 

2-Propanol (Isopropylalkohol) p.A. Merck, Darmstadt 

Proteinase K (41 units/mg) Sigma-Aldrich, Steinheim 

PstI (3000 U)  New England Biolabs, Frankfurt/Main 

2x ReddyMixTM PCR Master Mix ABgene House, Surrey, UK 

Salzsäure (25%) Merck, Darmstadt 

SDS-Lösung (20%ig) für die Molekularbiologie Applichem, Darmstadt 

Sputofluol®-Lösung Merck, Darmstadt 
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Trinatriumcitratdihydrat p.A Applichem, Darmstadt 

Tris für die Molekularbiologie Applichem, Darmstadt 

Tween 20 Merck, Darmstadt 

 

5.2. Kits 

MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit®, Roche Diagnostics, Mannheim 

MolTaq (Taq DNA Polymerase; 5 U/µl) mit 10x PCR Puffer Molzym, Bremen 

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 

 

5.3. Verbrauchsmaterialien 

Barthmannstopfen diagonal, Münster 

Blottingpapier 20x25cm Amersham Pharme Biotech AB, San Francisco, USA 

Eppendorf Uvette Eppendorf, Hamburg 

Hybridization bags Roche Diagnostics, Penzberg 

HyperfilmTM ECL High performance chemilumines-

cence film 18x24 cm RPN 3103 K Amersham Biosciences, Amersham 

Jet Kassetten Leica, Nussloch 

Messer Feather, Japan 

Nylonmembran Hybond-N (30cm x 3m) Amersham International plc, Amersham, UK 

Objektträger Menzel, Braunschweig 

Pipettenspitzen ART, Molecular Bio Product, San Diego, USA 

Reaktionsgefäße 0,5, 1,5 und 2ml Eppendorf, Hamburg 

Zentrifugenröhrchen aus Polypropylen mit  

Schraubverschluss und Spitzboden 

Greiner bio-one, Frickenhausen 

 

 

6. Geräteverzeichnis 

Autostainer XL Leica Instruments, Nussloch 

Automatikpipette Eppendorf Research (20, 50, 100, 1000) Eppendorf, Hamburg 

Combi-Spin FVL-2400 Peqlab, Erlangen 

Elektrophoresekammer Sub-Cell GT System mit biorad, München 

Stromversorgungsgerät: Power Pack 300 biorad, München 

Fotoeinheit Bioprint Modell 008 Peqlab, Erlangen 

Gefriertrocknungsanlage Christ, Osterode 

Hypercenter XP Shandon GmbH, Frankfurt/Main 

HyperkassetteTM (18x24cm) Amersham Life Science, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK 
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Kühlzentrifuge Biofuge fresco Heraeus Instruments, Osterode 

Mikroskop Axioskop 2 Zeiss, Jena 

Mini-Shaker Typ MS I IKA Works, Wilmington, USA 

Multicycler PTC 200 Biozyme, Hess. Oldendorf 

Multifuge 3S-R, Heraeus Kendro Laboratory Products, Osterode 

Paraffin-Ausgießstation AP 250 Microm Laborgeräte, Walldorf 

Paraffin-Streckbad Typ 25900 Meday-Nagel, Kiel 

Paraffin-Strecktisch HI 1220 Leica Microsystems, Nussloch 

pH-Meter inoLab Level 2 WTW, Weilheim 

Photometer Biophotometer Eppendorf, Hamburg 

Pipettierautomat MagNA-Pure LC Roche Diagnostics, Mannheim 

Präzisionsheizplatte Präzitherm, Typ PZ 28 1 Störk-Tronic über Jürgens, Bremen 

Präzisionswaage Sartorius BP 410 S Sartorius, Göttingen 

Rotationsmikrotom RM 2125 Leica Microsystems, Nussloch 

Schüttelwasserbad Typ 1083 GFL, Burgwedel 

Schüttler Typ 3016 GFL, Burgwedel 

Taumler, Polymax 1040  Heidolph, Schwabach 

Thermomixer Eppendorf, Hamburg 

Vakuumblotter Modell 785 biorad, München 

 

7. Informationen zu den M. paratuberculosis-Isolaten 

Tabelle 22: Informationen zu den Herkunftsbetrieben, soweit verfügbar 

Betrieb-Nr. Betriebsart 

Klinische 

Symptome 

Paratuberkulose- 

Sanierungsverfahren 

Zu-

kauf 

Haltung  

anderer Wdk. 

untersuchte 

Isolate (n) 

 Nds-AUR-1 

Milcherzeu-

ger  ja  ja      3 

 Nds-AUR-2      ja      2 

 Nds-AUR-3      ja      1 

 Nds-BRA-1 

 Milcher-

zeuger  nein  ja  nein  ja, 1 Ziege  8 

 Nds-BRA-2 

 Milcher-

zeuger 

 nicht mehr  

(Sanie-

rungserfolg)  ja  nein 

 ja, Schafe 

und Ziegen  9 

 Nds-BRA-3 

 Milcher-

zeuger  ja  ja  nein 

 nein, aber  

Nachweide   4 
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Betrieb-Nr. Betriebsart 

Klinische 

Symptome 

Paratuberkulose- 

Sanierungsverfahren 

Zu-

kauf 

Haltung  

anderer Wdk. 

untersuchte 

Isolate (n) 

von Schafen 

 Nds-BRA-4 

 Milcher-

zeuger    ja  ja   4 

 Nds-BRA-5 

 Milcher-

zeuger  selten  ja, seit 1999  nein  nein  6 

 Nds-BRA-6 

 Limousin-

zucht  ja  ja, seit 2004  ja  ja  3 

 Nds-OL-1      ja      4 

 Nds-CUX-1 

 Milcher-

zeuger  ja  ja, seit 2004  ja 

 nein, aber 

Schafe auf 

den Weiden  1 

 Nds-H-1      war bis 2004 frei      1 

 Nds-LER-1      ja      1 

 Nds-STD-1            1 

 NRW-AC-1      ja      1 

 NRW-AC-2      ja      2 

 NRW-GL-1      ja      2 

 NRW-GM-1    ja  ja      4 

 SSA-KÖT-1    ja 

 nein, aber Einsatz   

eines isopathischen 

Therapieschemas      1 

 SSA-MQ-1    ja        2 

 SSA-SDL-1 

 Mutterkuh-

herde  ja        1 

 NRW-Ziege 

 Milchzie-

genhalter  ja    ja    1 

Leere Felder: keine Angabe möglich 
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8. Ergebnisse der Untersuchung der Organproben 

Tabelle 24: Informationen zu den Tieren, von denen Organproben untersucht wurden 

Untersuchung im Rah-

men des Sanierungsver-

fahrens 

Informationen zum Tier Tier Nr. 

Kotkultur Serologie* 

Klinische 

Symptome** 

Alter Herkunftsbe-

trieb 

Zukauf 

1 pos n.d. nein 9 Jahre NDS-BRA-1 nein 

2 pos n.d. nein 9 Jahre NDS-BRA-1 nein 

3 pos n.d. nein 4 Jahre NDS-BRA-1 nein 

4 pos n.d. nein 8 Jahre NDS-BRA-1 nein 

5 n.d. n.d. n.d. 8 Mo-

nate 

NDS-BRA-1 Kalb von 

Tier 2 

6 neg pos nein 9 Jahre NDS-BRA-2 nein 

7 pos n.d. D 4 Jahre NDS-BRA-2 nein 

8 pos n.d. D, A 4 Jahre NDS-BRA-4 nein 

9 pos n.d. nein 3 Jahre NDS-BRA-4 nein 

* ELISA (IDEXX und Svanovir); ** D – Diarrhoe, A – Abmagerung; pos – positiv,  
neg – negativ, n.d. – Untersuchung nicht durchgeführt 

 

Tabelle 25: Darstellung der Ergebnisse der Organuntersuchungen der einzelnen Tiere 

Organe Blinddarminhalt Tier 

Nr. 

EZ MV* HV* 

Ab-

klatsch 

Kultur Mikrosko-

pie 

Kultur 

Bezeichnung des 

Isolats 

1 gut  -  -   -  - (+)  + NDS-BRA-1f 

2 gut  -  -   -  -  -  -  - 

3 gut  -  -   -  +  -  - NDS-BRA-1g 

4 gut  -  -   -  +  -  - NDS-BRA-1h 

5 gut  -  -   -  - n.d. n.d.  - 

6 gut  -  -   -  -  -  -  - 

7 gut  +  +   -  +  -  + NDS-BRA-2g 

8 schlecht  +  +  +  +  +  + NDS-BRA-4c  

und NDS-BRA-4d55 

                                                 
55 Von Tier 8 wurden Isolate aus dem Ileum sowie dem Ileocaecallymphknoten in die Untersuchung einbezogen. 
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Organe Blinddarminhalt Tier 

Nr. 

EZ MV* HV* 

Ab-

klatsch 

Kultur Mikrosko-

pie 

Kultur 

Bezeichnung des 

Isolats 

9 mäßig  (+) (+)  -  +  +  - NDS-BRA-4e 

*an Ileum und zughörigen Lymphknoten; EZ – Ernährungszustand, MV – makroskopische 
Veränderungen, HV – histologische Veränderungen; + – positiv, (+) – fraglich, - – negativ, 
n.d. – nicht durchgeführt 

 

9. Statistische Zusammenhänge 

Tabelle 26: Loci-Paare, die sich statistisch signifikant gegenseitig beeinflussen 

Betroffene Loci häufigste Ausprägungen der Loci p-Wert 

1 – 11 Locus 1: mit IS900 – Locus 11: mit IS900 0,0003 

2 – 3 Locus 2: fehlt, IS9R-Fragment – Locus 3: fehlt 0,001 

2 – 6 Locus 2: fehlt, IS9R-Fragment – Locus 6: mit IS900 0,0 

2 – 7 Locus 2: fehlt, IS9R-Fragment – Locus 7: fehlt, beide Fragmente 0,0004 

2 – 10 Locus 2: fehlt, IS9R-Fragment – Locus 10: fehlt, IS9R-Fragment 0,0 

3 – 10 Locus 3: fehlt – Locus 10: fehlt, IS9R-Fragment 0,0 

3 – 12 Locus 3: mit IS900 – Locus 12: mit IS900 0,0003 

6 – 11 Locus 6: mit IS900 – Locus 11: mit IS900 0,0028 

8 – 9 Locus 8: mit IS900 – Locus 9: mit IS900 0,0435 

9 – 11 Locus 9: mit IS900 – Locus 11: mit IS900 0,0 

10 – 12 Locus 10: mit IS900 – Locus 12: mit IS900 0,0 

 

Tabelle 27: Loci-Paare, die sich tendenziell gegenseitig beeinflussen 

Betroffene Loci häufigste Ausprägungen der Loci p-Wert56 

1 – 2 Locus 1: mit IS900 – Locus 2: fehlt, IS9R-Fragment 0,0/0,6957 

2 – 8 Locus 2: fehlt, IS9R-Fragment – Locus 8: mit IS900 0,0/0,4239 

2 – 9 Locus 2: fehlt, IS9R-Fragment – Locus 9: mit IS900 0,0001/1 

2 – 11 Locus 2: fehlt, IS9R-Fragment – Locus 11: mit 

IS900 

0/0,3955 

3 – 7 Locus 3: fehlt – Locus 7: fehlt, beide Fragmente 0,0093/0,0016 W 

6 – 10 Locus 6: mit IS900 – Locus 10: fehlt, IS9R-

Fragment 

0,0322/0,6494 

                                                 
56 Ergebnis des χ2-Test mit allen Faktorstufen/Ergebnis des χ2-Test mit reduzierten Faktorstufen (W – kein 
zuverlässiges Ergebnis ermittelbar). 
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Betroffene Loci häufigste Ausprägungen der Loci p-Wert56 

7 – 11 Locus 7: fehlt, beide Fragmente – Locus 11: mit 

IS900 

0,0018/0,3867 

8 – 11 Locus 8: mit IS900 – Locus 11: mit IS900 0,0/0,0652 

 

Tabelle 28: statistisch signifikante Zusammenhänge zwischen den Ausprägungen  
einzelner Loci und dem IS900 RFLP-Typ der M. paratuberculosis-Isolate 

Locus Ausprägung Häufigster 

BstEII-RFLP-Typ 

p-Wert Häufigster PstI-

RFLP-Typ 

p-Wert 

9 mit IS900 C1 0,0 1 0,0 

10 fehlt, IS9R-

Fragment 

C1 0,0009 - - 

 

Tabelle 29: tendenzielle Zusammenhänge zwischen den Ausprägungen einzelner Loci 
und dem IS900 RFLP-Typ der M. paratuberculosis-Isolate 

Locus Ausprägung Häufigster BstEII-

RFLP-Typ 

p-Wert57 Häufigster 

PstI-RFLP-Typ 

p-Wert58 

1 mit IS900 C1 0,0064/0,2293 1 0,0281/0,2029 

2 fehlt, IS9R-

Fragment 

C1 0,0/1 1 0,0/0,3415 

7 fehlt, beide 

Fragmente  

C1 0,0204/0,2928 1 0,0208/0,2611 

8 mit IS900 C1 0,0/0,1538 1 0,0/0,1429 

10 fehlt, IS9R-

Fragment  

 -  - 1 0,0007/0,0715 

11 mit IS900 C1 0,0/0,2074 1 0,0/0,1677 

 

Tabelle 30: Statistisch signifikante Zusammenhänge zwischen Ausprägung der Loci und 
der regionalen Herkunft eines M. paratuberculosis-Isolats 

Regionale Herkunft  Locus Häufigste Ausprägung p-Wert 

Niedersachsen 2 fehlt, IS9R-Fragment 0,0076 

Niedersachsen 3 fehlt 0,0068 

Niedersachsen 7 fehlt, beide Fragmente 0,0006 

Niedersachsen 10 fehlt, IS9R-Fragment  0,0041 

                                                 
57 S. Fußnote 56. 
58 S. Fußnote 56. 
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Tabelle 31: Tendenzielle Zusammenhänge zwischen der Ausprägung eines Locus und der 
regionalen Herkunft eines M. paratuberculosis-Isolats 

Regionale Herkunft  Locus Häufigste Ausprägung p-Wert59 

Niedersachsen 8 mit IS900 0,015/0,4674 

Niedersachsen 9 mit IS900 0,0188/1 

 

Tabelle 32: Statistisch signifikante Zusammenhänge zwischen Ausprägung der Loci und 
der Herkunftstierart eines M. paratuberculosis-Isolats 

 Herkunftstierart  Locus Häufigste Ausprägung p-Wert 

Rind 10 fehlt, IS9R-Fragment  0,0038 

 

Tabelle 33: Tendenzielle Zusammenhänge zwischen der Ausprägung eines Locus und der 
Herkunftstierart eines M. paratuberculosis-Isolats 

 Herkunftstierart  Locus Häufigste Ausprägung p-Wert60 

Rind 8 mit IS900 0,014/0,1304 

Rind 9 mit IS900 0,0287/0,0811 

 

10. Zusammenfassung eng verwandter Loci-PCR-Muster durch Reduk-

tion der berücksichtigten Loci 

Tabelle 34: Loci-PCR-Muster ohne Berücksichtigung der Loci 2,3 und 10 

PCR-Muster Anzahl Isolate (n) M. paratuberculosis Isolate 

1* 36 NDS-AUR-2a 

NDS-AUR-2b 

NDS-BRA-1f 

NDS-BRA-2a 

NDS-BRA-2b 

NDS-BRA-2c 

NDS-BRA-2e 

NDS-BRA-3a 

NDS-BRA-4b 

NDS-BRA-4c 

NDS-BRA-5a 

NDS-OL-1d 

NRW-AC-2a 

NRW-AC-2b 

NRW-DN-1a 

NRW-GM-1c 

SSA-MQ-1a 

THÜ a 

THÜ b 

THÜ c 

THÜ f 

THÜ j 

THÜ l 

THÜ m 

THÜ n 

THÜ 0 

THÜ p 

A-Wild-2 

A-Wild-3 

GB-Schaf-1 

N-Schaf-1 

NL-Schaf-2 

NL-Schaf-3 

                                                 
59 S. Fußnote 56. 
60 S. Fußnote 56. 
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PCR-Muster Anzahl Isolate (n) M. paratuberculosis Isolate 

2* 24 NDS-AUR-1b 

NDS-AUR-1c 

NDS-AUR-3a 

NDS-BRA-1a 

NDS-BRA-5c 

NDS-BRA-5d 

NDS-BRA-6b 

NDS-BRA-6c 

NRW-GL-1a 

NRW-GM-1a 

NRW-GM-1b 

NRW-GM-1d 

  NDS-BRA-1c 

NDS-BRA-2d 

NDS-BRA-4d 

NDS-BRA-5b 

NDS-CUX-1a 

NDS-H-1a 

NDS-LER-1a 

NDS-STD-1a 

SSA-KÖT-1a 

SSA-MQ-1b 

SSA-SDL-1a 

A-Wild-1 

3*  NDS-AUR-1a 

NDS-BRA-1b 

NDS-BRA-2f 

NDS-BRA-2h 

NDS-BRA-2i 

NDS-BRA-3b 

NDS-BRA-3c 

NDS-BRA-5e 

NDS-BRA-5f 

4* 

  

5 

  

THÜ d 

THÜ e 

THÜ g 

THÜ h 

GB-Schaf-2 

5* 3 NDS-OL-1c NRW-AC-1a NRW-GL-1b 

6* 2 NDS-BRA-1g GB-Schaf-4  

7* 2 NDS-BRA-1d NDS-BRA-1e  

8* 2 NDS-BRA-2g NDS-BRA-3d  

9* 2 NDS-BRA-4e NDS-OL-1b  

10*-16* je 1 NDS-BRA-1h 

NDS-BRA-4a 

NDS-BRA-6a 

THÜ i 

GB-Schaf-3 

GB-Schaf-5 

ATCC 19698 

* Loci-PCR-Muster ohne Berücksichtigung der Loci 2,3 und 10 
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14. Abkürzungen 

µ mikro (x10-6) 
A. dem demineralisiertes Wasser 
AFLP Amplified fragment length polymorphism 
AGIDT Agargel-Immundiffusionstest 
AP-PCR arbitrarily primed PCR 
bp Basenpaare  
bzw. beziehungsweise 
CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid 
DIG Digoxigenin 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
ERIC enterobacterial intergenic consensus 
g Gramm 
ggr. geringgradig 
h Stunde 
hed host expression dependent 
i.A. im Allgemeinen 
IFN Interferon 
IL Interleukin 
IS Insertionselement 
ITS internal transcribed spacer 
k kilo (x103) 
KBE Kolonie-bildende Einheit 
KBR Komplementbindungsreaktion  
l Liter 
LFP large fragment polymorphism 
LSP large sequence polymorphism 
m Meter 
m milli (x10-3) 
M mol/l 
M. Mycobacterium 
MAC Mycobacterium avium-Komplex 
mgr. mittelgradig 
min Minute 
MIRU mycobacterial interspersed repetitive unit 
MLEE Multilocus-Enzym-Elektrophorese 
MLSSR Multilocus short sequence repeat typing 
MLST multilocus sequence typing 
MLVA Multilocus variable number tandem repeat analysis 
MPIL  Multiplex-PCR der IS900-Loci 
ORF open reading frame 
p.A. pro Analysi 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PFGE Pulsfeldgelelektrophorese 
RAPD random amplified polymorphic DNA 
RBS ribosome binding site 
RDA repräsentative Differenzanalyse 
REA Restriktionsfragmentanalyse 
REP repetitive extragenic palindrome 
RFLP Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus 
s Sekunde 
s. siehe  
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s.u. siehe unten 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
SH subtraktive Hybridisierung 
SNP single nucleotide polymorphism 
SSH suppression subtractive hybridization 
SSR short sequence repeat 
subsp. subspecies 
TNF Tumornekrosefaktor 
Tris Trishydroxymethylaminomethan 
U unit 
u.ä. und ähnliches 
u.a. unter anderem 
u.U. unter Umständen 
v.a. vor allem 
VI Veterinärinstitut  
VNTR variable number tandem repeat 
z.B. zum Beispiel 
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