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Abkürzungsverzeichnis 
 
 
A. bidest. = Aqua bidestillata 
A. dest. = Aqua destillata 
BCG  = Bacillus Calmette Guérin, attenuiertes Mycobacterium tuberculosis 
bp  = Basenpaare 
BPB  = Bromphenolblau 
d  = days (= Tage) 
dATP  = Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP  = Desoxycytidintriphosphat 
dGTP  = Desoxyguanosintriphosphat 
DNA  = Desoxyribonukleinsäure (engl. -acid) 
dNTP  = Desoxyribonukleotidtriphosphat 
dTTP  = Desoxythymidintriphosphat 
DSM  = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 

Braunschweig, Deutschland 
EDTA  = Ethylen-diamine-tetraacetic-acid (= Ethylendiamintetraessigsäure) 
Fa.  = Firma 
FlHG  = Fleischhygiene-Gesetz 
FlHV  = Fleischhygiene-Verordnung 
IS  = insertion sequence (= Insertionssequenz) 
KbE  = Koloniebildende Einheiten 
M  = molar 
M.  = Mycobacterium 
MAIC  = Mycobacterium avium-intracellulare-Komplex 
M. a.  = Mycobacterium avium subspezies 
min.  = Minute(n) 
ml  = Milliliter 
mM  = millimolar 
MTC  = Mycobacterium tuberculosis-Komplex 
OACD  = Supplement für Mykobakterien, bestehend aus: Oleinsäure, Rinder- 

Albumin, Catalase und Dextrose 
PCR  = polymerase chain reaction (= Polymerasekettenreaktion) 
p.i.  = post infectionem (= nach Infektion) 
rpm  = rotations per minute (= Umdrehungen pro Minute) 
rRNA  = ribosomale Ribonukleinsäure 
SDS  = Sodium-Dodecyl-Sulfate (= Natriumdodecylsulfat) 
sec.  = Sekunde(n) 
subsp.  = Subspezies 
Taq  = Thermus aquaticus 
UV-Licht = ultraviolettes Licht 
 





Einleitung 
 
 
 

- 1 - 

1 Einleitung 

 

Mykobakterien, insbesondere diejenigen aus dem Mycobacterium avium-intracellulare-

Komplex (MAIC), gelten als die häufigsten Erreger bakterieller Infektionen bei immunsuppri-

mierten Patienten (DÜZGÜNES et al. 1996) und haben damit als Gegenstand des Interesses 

an Bedeutung gewonnen. Auch bei Tieren sind Mykobakterien des MAIC von Relevanz als 

Krankheitserreger, die zur Geflügeltuberkulose, Paratuberkulose beim Rind und 

Mykobakteriose beim Schwein führen können. Dies führt auch zu wirtschaftlichen Schäden 

durch Verluste bereits während der Nutzungsperiode (Paratuberkulose) als auch durch Un-

tauglichkeitsbeurteilungen nach der Schlachtung der Tiere. 

 
Das ubiquitäre Vorkommen der Vertreter des MAIC erschwert gesicherte Aussagen über 

denkbare Zusammenhänge zwischen den Infektionen bei Tier und Mensch; Übertragungen 

vom Tier auf den Menschen können nicht ausgeschlossen werden (DEUTZ und KÖFER 

1999). 

 
Allem voran die gesundheitliche, aber auch die wirtschaftliche Bedeutung der MAIC-

Infektionen machen es erforderlich, brauchbare Nachweismethoden für die Vertreter des 

MAIC zu etablieren, die deutlich schneller zu einem Ergebnis führen als die langwierigen 

kulturellen Methoden, die für den Nachweis von Mitgliedern dieser Gattung derzeit erforder-

lich sind. Eine sichere und schnelle Nachweistechnik würde auch die Überwachung ge-

schlachteter Tiere erleichtern: Der amtliche Tierarzt am Schlachtbetrieb verfügt bei der Diag-

nostik der Mykobakteriose zurzeit lediglich über die Mittel der Adspektion und Incision. Aller-

dings kann die rein visuelle Beurteilung veränderter Lymphknoten keine absolut sichere Di-

agnoseerhebung garantieren (SCHLIESSER 1978; ALFREDSON u. SKJERVE 1993; 

FISCHER 1999). Eine geeignete Nachweismethode für Mykobakterien wäre demnach aus 

Sicht des überwachenden Tierarztes wünschenswert. 

 
Hinsichtlich der PCR-Anwendung zum Nachweis atypischer Mykobakterien können der Lite-

ratur diverse DNA-Extraktionsmethoden und Primer entnommen werden, die in ihrer Spezifi-

tät und Sensitivität unterschiedlich bewertet werden. Der Arbeits- und Zeitaufwand in der 

Mykobakteriendiagnostik würde durch den Einsatz der PCR direkt aus Probenmaterial deut-

lich reduziert werden. 

 
Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, für den Nachweis verschiedener Mykobakterien 

aus dem MAIC eingesetzte Primer sowie unterschiedliche Zellaufschlussverfahren verglei-

chend auf Eignung in vitro zu testen. 
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2 Literatur 

 

2.1 Die Familie der Mycobacteriaceae 

 

2.1.1 Taxonomie und Nomenklatur 

 

Die Familie der Mycobacteriaceae gehört – zusammen mit den Actinomycetaceae, den 

Nocardiaceae, den Streptomycetaceae und anderen – zur Ordnung der Actinomycetales, 

dort eingeteilt in die Unterordnung Corynebacterineae. Aufgrund des Zellwandaufbaus kön-

nen in dieser Unterordnung 8 verschiedene Familien (Corynebacteriaceae, Dietziaceae, 

Gordoniaceae, Mycobacteriaceae, Nocardiaceae, Segmiliparaceae, Tsukamurellaceae und 

Williamsiaceae) unterschieden werden (EUZÉBY 2009). 

Die Familie der Mycobacteriaceae besteht aus der einzigen Gattung Mycobacterium, in der 

zur Zeit 142 Spezies und 11 Subspezies definiert sind (EUZÉBY 2009). 

 

2.1.2 Die Gattung Mycobacterium 

 

Mykobakterien sind gerade bis leicht gekrümmte, unbewegliche Stäbchen von 0,2-0,6 x 1,0-

10,0 µm Größe. Verzweigte Filamente können zwar auftreten, sind aber nicht typisch 

(SELBITZ 1992). Im Gegensatz zu vielen Aktinomyzeten erzeugen sie kein Luftmyzel und 

keine Sporen. Sie besitzen einen oxydativen (aeroben) Stoffwechsel. 

Gemeinsames Merkmal der verschiedenen Spezies ist die so genannte Säure- und Alkohol-

festigkeit. Sie besteht darin, dass bei bestimmten Färbeverfahren Karbolfuchsin (eine Mi-

schung von basischem Fuchsin und Phenol) mit freien Mykolsäuren in der Zellwand eine 

Komplexbildung eingeht, die einer Entfärbung mit salzsaurem Alkohol standhält. Diese Ei-

genschaft ist allerdings nicht bei allen Spezies und auch nicht in allen Wachstumsphasen in 

gleicher Weise ausgeprägt. Auch der nur schwache Ausfall der Gramfärbung beruht auf dem 

besonderen Bau der Zellwand, die hohe Anteile von Lipiden einschließlich wachsartiger Ver-

bindungen mit chloroformlöslichen Mykolsäuren aus langen, verzweigten Ketten von 60-90 

C-Atomen beinhaltet (SALFINGER u. KAFADER 1992; SELBITZ 1992). 

 

Als sichere Unterscheidungskriterien zu nahe verwandten Gattungen gelten für Mykobakte-

rien die Säurefestigkeit, das Vorhandensein von Mykolsäuren und ein Guanin- und 

Cytosinanteil in der DNA zwischen 61 und 71 % als international anerkannte Minimalstan-

dards (LÉVY-FRÉBAULT u. PORTAELS 1992). 
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Nur wenige der über hundert Mykobakterienspezies sind obligat oder fakultativ pathogen, 

meist handelt es sich um Saprophyten, die weit verbreitet in der Umwelt vorkommen. 

 

Man unterscheidet zwischen den klassischen (typischen) Tuberkulose-Erregern 

(Mycobacterium tuberculosis-Komplex [MTC]: M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. 

microti), dem Lepra-Erreger (M. leprae), den Erregern des Mycobacterium avium-

intracellulare-Komplexes (MAIC): M. avium subsp. avium, M. avium subsp. hominissuis, M. 

avium subsp. paratuberculosis, M. avium subsp. silvaticum, M. intracellulare und einer Grup-

pe von so genannten atypischen Mykobakterien. 

 

In der älteren Literatur werden die Mykobakterienspezies in M. tuberculosis typus humanus, -

typus bovis und -typus gallinaceus unterteilt. Der Begriff „atypical mycobacteria“ (BUHLER u. 

POLLAK 1953) wird in der angloamerikanischen Sprache verwandt (BRENNAN 1981) oder 

als Übersetzung „atypische Mykobakterien“ in der deutschen Sprache für den Begriff der 

„mycobacteria other than tubercle bacilli“ (MOTT) angewendet (RUNYON 1981). 

 

Der Begriff „atypische Mykobakterien“ nimmt nicht auf taxonomische Gegebenheiten Bezug. 

Mit ihm werden alle Vertreter erfasst, die nicht Erreger von Tuberkulose, Paratuberkulose 

und Lepra sind. Ausgangspunkt dieser Begriffsbestimmung war der beim Menschen im Ver-

gleich zur Tuberkulose atypische klinische Verlauf (SELBITZ 1992). Anstelle der unpräzisen 

Sammelbezeichnung „atypische Mykobakterien“ wurde die Benennung der Gruppe als 

„Nichttuberkulöse Mykobakterien“ (engl. Nontuberculous mycobacteria [NTM]) oder „Myco-

bacteria other than tubercle bacilli“ (MOTT) vorgeschlagen (SALFINGER u. KAFADER 

1992). 

 

Eine Einteilung der Mykobakterien kann nach verschiedenen Kriterien erfolgen. Hierzu zäh-

len nach SCHLIESSER (1985) in erster Linie: 

• Wachstumseigenschaften, insbesondere Temperaturabhängigkeit des Wachstums 

und Wachstumsgeschwindigkeit 

• Pigmentierung mit und ohne Lichteinwirkung 

• Sauerstoffbedarf 

• Koloniemorphologie 

• für Gruppen oder einzelne Spezies typische Stoffwechselleistungen, Enzymaktivitä-

ten sowie unter Umständen auch Resistenzen gegen Chemotherapeutika 

(Antituberkulotika) 
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Nach Untersuchungen über die seuchenhygienische, epizootiologische und lebensmittelhy-

gienische Bedeutung der bei Tieren und Menschen vorkommenden Mykobakterien unterteilt 

SCHLIESSER (1976) sie in vier Gruppen: 

1. der sog. M. tuberculosis-Komplex (RUNYON 1974) mit M. tuberculosis, M. bovis, M. 

caprae, M. africanum und M. microti 

2. der M. avium-intracellulare-Komplex (RUNYON 1974) 

3. Mykobakterien, die nicht Tuberkulose oder „Avium-Mykobakteriose“ hervorrufen 

4. M. paratuberculosis, den Erreger der JOHNE’schen Krankheit der Wiederkäuer und 

der Paratuberkulose der Vögel (nach heutiger Einteilung M. avium subsp. 

paratuberculosis) 

 

Nach einem von RUNYON (1974) vorgeschlagenen Schema werden atypische Mykobakte-

rien ebenfalls in vier Gruppen eingeteilt. Diese Einteilung basiert zum einen auf der Wachs-

tumsgeschwindigkeit (langsam wachsende Mykobakterien brauchen mehr als sieben Tage, 

um sichtbare Kolonien zu bilden), zum anderem auf dem Pigmentbildungverhalten: 

I photochromogene Mykobakterien 

bilden in der Natur nur unter Lichteinwirkung gelbes Pigment, wachsen langsam   

(3-4 Wochen), kommen bei Tieren eher selten vor, können beim Mensch gelegent-

lich eine Mykobakteriose hervorrufen (z.B. M. kansasii, M. marinum, M. ulcerans, 

M. simiae) 

II skotochromogene Mykobakterien 

bilden auch in der Dunkelheit gelbes bis gelb-orangefarbenes Pigment, wachsen 

langsam (10-14 Tage), kommen in der Natur weit verbreitet vor (z.B. M. aquae, M. 

scrofulaceum, M. gordonae) 

III nicht photochromogene Mykobakterien 

pigmentlos, wachsen langsam (2-4 Wochen), M. avium und M. intracellulare wer-

den zu dieser Gruppe gerechnet 

IV schnell wachsende Mykobakterien (4-6 Tage) 

sind als Saprophyten in der Natur verbreitet (in Heu, Gras, Wasser, Darminhalt von 

Tieren usw., z.B. M. smegmatis, M. fortuitum) 

 

Epidemiologisch bedeutsam ist die Unterscheidung von obligaten Parasiten und Saprophy-

ten. Die eindeutige Abgrenzung der bei Menschen und Säugetieren als Zoonosen auftreten-

den Tuberkulosen (M. tuberculosis, M. bovis) von der Geflügeltuberkulose (M. avium) sowie 

den durch die in den Runyon-Gruppen I-IV zusammengefassten Erregern verursachten 

Mykobakteriosen ist von entscheidender Bedeutung. M. avium nimmt insofern eine besonde-
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re Stellung ein, da diese Art einerseits die Geflügeltuberkulose verursacht, andererseits bei 

Säugetieren und Menschen als Erreger von Mykobakteriosen auftritt (SELBITZ 1992). 

Atypische Mykobakterien sind auch als Ursache von möglichen „paraspezifischen 

Tuberkulinreaktionen“ von Interesse (BISPING 1998). 

 

Die genaue Identifikation der verschiedenen Mykobakterien-Arten stützt sich auf biochemi-

sche Kriterien, auf die Abhängigkeit von Wachstumsfaktoren, auf die Chromatographie von 

Lipidextrakten und des langsamen Wachstums wegen vermehrt auf molekularbiologische 

Methoden (Hybridisierungen und PCR). Die Hauptmerkmale der wichtigsten Mykobakterien- 

Spezies sind in Tabelle 2.1 aufgeführt. 
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Tabelle 2.1 Hauptmerkmale einiger wichtiger Mykobakterien-Spezies (nach BISPING u. 
AMTSBERG 1988) 

Gruppe nach 
RUNYON 

Kulturelle 
Eigenschaft 

Wichtige 
Spezies 

Habitat/ 
Lebensform 

Hauptsächlich 
befallene Arten 

- 
 
 
- 
 
 
- 
 

Langsam wach-
send (3-8 Wochen) 

 
Langsam wach-

send (3-8 Wochen) 
 

Langsam wach-
send (3-4 Wochen) 

 
Langsam wach-

send 

M. tuberculosis 
 
 

M. bovis 
 
 

M. caprae 
 
 

M. microti 
 

Parasit Mensch 
 
 

Parasit Rind 
 
 

Parasit Rind und 
Wildtiere 

 
Parasit Nagetiere 

 

Mensch, Hund, Kanari-
envögel, Psittaziden 

 
Zahlreiche Tierarten, 

inkl. Mensch 
 

Zahlreiche Tierarten, 
inkl. Mensch 

 
Nagetiere, 

(Lagomorphe, Kalb, 
Katze) 

- Nicht anzüchtbar M. leprae Parasit Mensch und 
Gürteltier Mensch 

I 
 
 
I 
 
 
I 
 
 

Langsam wach-
send, 

photochromogen 
Langsam wach-

send, 
photochromogen 
Langsam wach-

send, 
photochromogen 

M. kansasii 
 
 

M. simiae 
 
 

M. marinum 
 
 

Saprophyt Leitungs-
wasser 

 
Saprophyt 

 
 

Saprophyt 
 
 

(Mensch, Hirsch, 
Schwein, Rind) 

 
(Mensch, Affe) 

 
 

(Fisch, Amphibium, 
aquatische Säugetiere) 

 
II 
 
 

Langsam wach-
send, 

skotochromogen 
M. scrofulaceum 

Saprophyt, weit ver-
breitet, Erdboden, 

Wasser 

(Mensch, Schwein, 
Rind) 

III 
 
 

III 
 
 
 

III 
 
 

III 
 
 

III 
 
 

Langsam wach-
send, nicht 
chromogen 

Anspruchsvoll, 
langsam wach-

send, nicht 
chromogen 

Langsam wach-
send, nicht 
chromogen 

Langsam wach-
send, nicht 
chromogen 

Langsam wach-
send, nicht 
chromogen 

M. avium subsp. 
avium 

 
M. avium subsp. 
paratuberculosis 

 
 

M. avium subsp. 
silvaticum 

 
 

M. intracellulare 
 
 

M. ulcerans 
 
 

Parasit Vögel 
 
 

Parasit Wiederkäuer 
 
 
 

Parasit Vögel 
 
 

Saprophyt Erdboden, 
Wasser 

 
Saprophyt Erdboden, 

Wasser 
 

Vögel (zahlreiche Tie-
rarten, Mensch) 

 
Wiederkäuer, Kanin-

chen, (Mensch?) 
 
 

Vögel, Säugetiere, 
(Mensch) 

 
(Vögel, Mensch, 
Schwein, Rind) 

 
(Mensch, Katze) 

 
 

IV 
 
 

IV 
 
 

IV 
 
 

IV 
 
 

Schnell wachsend 
 
 

Schnell wachsend 
 
 

Schnell wachsend 
 
 

Schnell wachsend 
 
 

M. fortuitum 
 
 

M. chelonae 
 
 

M. phlei 
 
 

M. smegmatis 
 
 

Saprophyt Erdboden, 
Pflanzen, Wasser, 
Darm von Tieren 

Saprophyt Erdboden, 
Pflanzen, Wasser, 
Darm von Tieren 

Saprophyt Erdboden, 
Pflanzen, Wasser, 
Darm von Tieren 

Saprophyt Erdboden, 
Pflanzen, Wasser, 
Darm von Tieren 

(Mensch, Rind, 
Schwein, Hund, Katze) 

 
(Mensch, Schildkröten, 
Fisch, Rind, Schwein, 

Katze) 
(Mensch, Rind, Katze) 

 
 

(Mensch, Rind, Katze) 
 
 

(in Klammern) = selten betroffen 
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2.1.3 Der Mycobacterium avium-intracellulare-Komplex (MAIC) 

 
M. avium und M. intracelluare gehören zur Runyon-Gruppe III und besitzen viele gemeinsa-

me Merkmale, die eine exakte Trennung nicht leicht machen. So können sie weder durch 

morphologische und spezielle biochemische Eigenschaften bzw. Stoffwechselleistungen, 

noch mittels Phagenmuster voneinander getrennt werden (CRAWFORD et al. 1981a). 

Eine Differenzierung ist jedoch mit Hilfe molekularbiologischer Methoden möglich (THIERRY 

et al. 1993; DEVALLOIS et al. 1997; DVORSKÁ et al. 2001). 

 
Den Begriff Mycobacterium avium-intracellulare-Komplex (MAIC) verwenden einige Autoren, 

um die enge Verwandtschaft zwischen M. avium und M. intracellulare zu dokumentieren 

(WOLINSKY 1979; KUBICA u. WAYNE 1984; DEDIÉ 1993; METCHOCK et al. 1999; HAHN 

et al. 2001), oder um damit auszudrücken, dass M. intracellulare nicht klar von M. avium ge-

trennt werden konnte (MEISSNER et al. 1974). In BERGEY’S MANUAL (WAYNE u. KUBICA 

1986) sind beide als selbständige Spezies aufgeführt, es wird aber die Einschränkung ge-

macht, dass einige Serovaren, die M. intracellulare zugeordnet sind, zu M. avium gehören 

könnten. Weiterhin wird zum Teil auch der Begriff des MAIS-Komplexes gebraucht, um die 

Stämme von M. scrofulaceum (Serovaren 41-43) wegen ihrer Verwandtschaft zum 

Mycobacterium avium-intracellulare-scrofulaceum-Komplex zusammenzufassen (HAWKINS 

1977; HAUTMANN u. LOTTI 1995). 

 
Die Unterteilung des MAIC in 28 Serovaren erfolgt nach der Einteilung von WOLINSKY und 

SCHAEFER (1973) und WOLINSKY (1979). 

Nach SAITO et al. (1989), THOREL et al. (1990), BÖTTGER (1991), HAMPSON et al. 

(1991) und KOMIJN et al. (1999) werden die Serovaren 1-6 und 8-11 (+ Serovar 21 bei 

SAITO et al. 1989) zu M. avium und die Serovaren 7, 12-20 und 22-28 zu M. intracellulare 

(ohne S 16 bei BÖTTGER 1991) zugeordnet. 

Nach neueren Untersuchungen werden die Serovaren 1,2 und 3 zu M. avium subsp. avium 

und die Serovaren 4-6, 8-11 und 21 zu M. avium subsp. hominissuis zugeordnet (MATLOVA 

et al. 2003, s. Tabelle 2.2). 

 
Tabelle 2.2 Serovareneinteilung des MAIC (nach MATLOVA et al. 2003) 

Spezies Serovaren 

M. avium subsp. avium 1-3 

M. avium subsp. hominissuis 4-6, 8-11, 21 

M. intracellulare 7, 12-20, 22-28 
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Die neueste anerkannte Einteilung beruht auf Genomanalysen, basierend auf der 

„Restriction fragment length polymorphism“-Technik (RFLP, Polymorphiestudien), DNA-

Mustern und auf phenotypischen Studien (THOREL et al. 1990; MIJS et al. 2002). Hierbei 

wird die Spezies M. avium in vier Subspezies unterteilt: 

• M. avium subsp. avium, die hauptsächlich bei Vögeln vorkommt 

• M. avium subsp. silvaticum, die in wildlebenden Warmblütern vorkommen 

• M. avium subsp. paratuberculosis, die nur bei Säugetieren vorkommt und 

• M. avium subsp. hominissuis, von MIJS et al. (2002) beschriebene Subspezies, die 

vorwiegend beim Menschen, beim Schwein und in der Umwelt vorkommt 

 

2.1.4 Vorkommen, Epidemiologie und Bedeutung der Mykobakterien bei Tier und 

Mensch 

 

Infektionen mit M. avium werden bei Säugetieren gemeinsam mit anderen Erkrankungen 

durch atypische Mykobakterien in Abgrenzung zur Tuberkulose als Mykobakteriosen be-

zeichnet. Säugetiere besitzen gegenüber diesen Erregern eine relativ geringe Empfänglich-

keit. Am ehesten machen sich Infektionen mit M. avium und anderen atypischen Mykobakte-

rien bei Rindern und Schweinen bemerkbar, wo sie in dreierlei Hinsicht Bedeutung haben 

(SELBITZ 1992): 

1. Als Verursacher parallergischer Reaktionen, durch die die Überwachung der Rin-

dertuberkulose erschwert wird 

2. Als Verursacher von Verkalkungsherden in Lymphknoten des Kopfes, des Darmes 

und der Tonsillen, die bei der Fleischuntersuchung auffallen und zu Beanstandun-

gen führen 

3. Als Erreger von Mastitiden bei Kühen (selten) 

 

2.1.4.1 Vorkommen und Epidemiologie (insbesondere beim Schwein) 

 

Dank ihrer lipidhaltigen Zellwand sind Mykobakterien umweltbeständig und sehr resistent 

gegen chemische Desinfektionsmittel und Trockenheit. Pathogene Arten können unter güns-

tigen Bedingungen mehrere Monate außerhalb ihres Wirtes überleben. Die Überlebensdauer 

im Boden in 2 cm Tiefe betrug nach GYLSTORFF (1987) 2 bis 9 Jahre, in Wasser mehr als 

drei Monate. In Exkreten der Lunge oder im Kot sind Mykobakterienzellen bis zu 150 Tagen 

lebensfähig (SAXER u. VONARBURG 1951). SCHLIESSER und WEBER (1973) stellten 

eine Überlebensdauer für nicht hühnervirulente Stämme von M. avium bei 18-22˚C von 169 

bis 214 Tagen fest. 
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Als Hauptreservoir werden der Erdboden (BEERWERTH u. KESSEL 1976; DEDIÉ 1993; 

SZEWZYK et al. 2000) und das Wasser (VON REYN et al. 1993; FALKINGHAM et al. 2001; 

MATLOVA et al. 2003) angesehen. Als weitere Infektionsstellen kommen Kompost und Sä-

gespäne in Frage. 

 

Die Übertragung von M. avium oder M. intracellulare auf Schweine kann über lebende oder 

unbelebte Vektoren geschehen. Bei den unbelebten Vektoren sind als wichtigste Sägespäne 

bzw. Sägemehl zu nennen (SZABO et al. 1974, BEERWERTH u. KESSEL 1976, THOEN u. 

KARLSON 1986, BÖHM et al. 1988; MATLOVA et al. 2003). DALCHOW und NASSAL 

(1979) gelang die Anzüchtung von Mykobakterien aus Sägemehl nach 4 Jahren Lagerung. 

Eine hohe Nachweisrate besteht auch bei Torf und Torfprodukten (KAZDA 2000; MATLOVA 

et al. 2005; TRCKOVA et al. 2006). 

 

Tabelle 2.3 zeigt Nachweise von atypischen Mykobakterien aus Umweltproben. Aufgeführt 

sind auch Proben (Futtermittel), die heute in dieser Form nicht mehr gestattet sind. 
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Tabelle 2.3 Vorkommen von atypischen Mykobakterien in Umweltproben 

Reservoir M. sp. Sero-
varen Bemerkungen Quellen 

Sägemehl 

M. avium 2 und 3 Ausgangskontamination 
der Baumrinde festgestellt 

KAUKER u. 
RHEINWALD (1972) 

M. avium 8 und 9 - 
PIENING et al. 

(1972), DALCHOW 
u. NASSAL (1979) 

M. avium 1, 4, 8, 
9 - JØRGENSEN 

(1978b) 

M. avium 1 und 4 - WINDSOR et al. 
(1984) 

M. avium - Mykobakterien anzüchtbar 
nach 4 Jahren Lagerung 

DALCHOW u. 
NASSAL (1979) 

M. avium - - MATLOVA et al. 
(2003) 

Arthropoden M. avium - 
aus Holzrinde, Sägemehl, 
Weiden, Feldern, Wäldern 

und Stallungen 
EYSING (1977) 

Trinkwasser 

M. avium 4 und 8 - VON REYN et al. 
(1993) 

M. avium - optimaler Temperaturbe-
reich 20-45°C 

FALKINGHAM et al. 
(2001) 

M. avium 4-6, 8-
11, 21 - MATLOVA et al. 

(2003) 
Schlamm, 

Boden, 
Abwasser 

RUNYON-
Gruppe III - - BEERWERTH u. 

KESSEL (1976) 

Staub, 
Boden 

M. avium 4, 6, 10 - NEL (1981) 

M. 
intracellulare 

13 und 
14 - NEL (1981) 

Futtermittel 
für Schweine 

M. avium - Tierkörpermehl, Fisch-
mehl, Eiweißkonzentrat 

KAUKER u. 
RHEINWALD (1972) 

M. avium - Gerste, Sonnenblumen, 
Saatmehl BÖHM et al. (1988) 

M. avium - Ungekochte Abfälle, 
Schlachthofreste 

THOEN u. 
KARLSON (1986) 

M. avium 8 Teigabfälle DALCHOW (1988) 

Torf und 
Torfprodukte 

M. avium 4 und 6 - BAUER et al. (1999) 

M. avium 8 Torfwasser KAZDA (2000) 

M. avium 4, 6, 8 
und 9 - MATLOVA et al. 

(2005) 

M. avium - Torfpackungen, u.a. dekla-
riert als Schweinefutter 

TRCKOVA et al. 
(2006) 

Pflanzen, 
Einstreu, 

Futter 

M. 
intracellulare 

7, 14, 
16, 17 - NEL (1981) 
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Bei der Übertragung von M. avium und M. intracellulare auf Schweine ist besonders das Ge-

flügel einschließlich des Wildgeflügels als lebende Vektoren zu nennen. Eine Übertragung 

von Mykobakterien des MAIC über kontaminierten Vogelkot wird von vielen Autoren für 

wahrscheinlich gehalten (THOEN u. KARLSON 1986; PAVLIK et al. 2000; DVORSKA et al. 

2003; MATLOVA et al. 2003). 

Eine weitere Übertragungsmöglichkeit von M. avium und M. intracellulare besteht in der Aus-

scheidung der Erreger durch die Schweine selbst und somit einer Übertragung von Tier zu 

Tier. In Australien stellten TAMMEMAGI und SIMMONS (1969) bei Schweinen eine Aus-

scheidung von M. avium (Serovar 6) über Urin und Kot fest. Eine Exkretion über die Milch 

hielten sie ebenfalls für möglich. COLE et al. (1980) konnten bei infizierten Tieren jedoch 

keine Ausscheidung von Mykobakterien über die Milch in den ersten drei Tagen p.p. oder 

über die Plazenta nachweisen. BILLE und LARSEN (1973) berichteten über eine kongenitale 

Infektion von M. avium bei Schweinen. 

Die Serovaren 2 und 8 sind im Schweine- und Hühnerkot (PIENING et al. 1972; 

BEERWERTH u. KESSEL 1976 [ohne Serovarangabe]) bzw. nur im Schweinekot (Serovar 

8) (DALCHOW 1988) nachgewiesen worden. ENGEL et al. (1978) fanden die Serovaren 8, 

3+9 und 4 im Schweinekot und stellten fest, dass Sägespäne ein prädisponierender Faktor 

für eine Darmmykobakteriose beim Schwein sein könnten. Andererseits konnten 

BEERWERTH und POPP (1971) in infizierten Schweinebeständen keine Mykobakterien aus 

dem Kot isolieren. 

JØRGENSEN et al. (1972a und b) wiesen M. avium Serovar 2 im Bronchialsekret und in ge-

trocknetem Kot infizierter Schweine nach und diskutierten die Möglichkeit einer Infektion über 

den Respirationstrakt, da die Autoren auch gelegentlich tuberkulöse Lungenveränderungen 

diagnostizieren konnten. Im Staub oder mittels Luftfilter konnten aber keine Mykobakterien 

ermittelt werden. 

Bei einer experimentellen Infizierung (JØRGENSEN 1978a) mit M. avium Serovar 2 konnte 

der Autor den Erreger im Kot zwischen dem 10. und 65. Tag p.i. feststellen, wobei die höchs-

te Keimzahl im Kot in der Mitte dieses Zeitraumes ermittelt werden konnte. Bei den Kontakt-

tieren konnten makroskopische und histologische Veränderungen beobachtet werden. Bei 15 

Ferkeln von infizierten Sauen, die auf kontaminiertem Stroh, Sägemehl oder -spänen gehal-

ten worden sind, wies der Autor den Erreger kulturell nach. 

ELLSWORTH et al. (1980) fanden M. avium Serovar 1 bei experimentell infizierten Tieren im 

Kot zwischen dem 2. und 9. Tag und ab dem 20./23. Tag p.i. Am 69. Tag p.i. konnten keine 

Erreger mehr aus dem Kot isoliert werden. Des weiteren konnte M. avium auf den Tonsillen 

nachgewiesen werden. Bei der Sektion stellten die Autoren Läsionen in Form von Ulzeratio-

nen in der Darmschleimhaut fest. Eine mögliche Erregerausscheidung außerhalb der oben 
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genannten Zeiten ist jedoch sehr wahrscheinlich, da aus Tupferproben, die bei der Sektion 

am Tag 70 p.i. aus dem gesamten Dünndarmbereich einschließlich des Ileum-Zäkalbereichs 

genommen wurden, M. avium isoliert werden konnte. Die Autoren diskutierten einen Zu-

sammenhang zwischen Keimzahlen/ g Kot und dem Gelingen eines kulturellen Nachweises. 

 

Die MAIC-Infektionen bei Schweinen sind relativ eng verbunden mit kontaminierter Umwelt 

oder Futter, Einstreumaterial und Boden. Die direkte Übertragung von Schwein zu Schwein 

scheint eher keine Rolle zu spielen (SCHLIESSER 1985). 

 

2.1.4.2 Mykobakterien beim Schwein 

 

M. bovis und M. tuberculosis haben heutzutage in Deutschland ihre Bedeutung am Infekti-

onsgeschehen der Schweine mit Mykobakterien weitestgehend verloren. 

Die Infektion der Schweine durch M. bovis spielt bei der Schweinetuberkulose nach 

SCHLIESSER (1967 u. 1976), RICHTER (1967), SEEGER und SCHACK-STEFFENHAGEN 

(1967) sowie LESSLIE et al. (1968), bedingt durch die erfolgreichen Bekämpfungsmaßnah-

men der Rindertuberkulose, keine Rolle mehr. Die durch M. tuberculosis bedingte Tuberku-

lose bei Schweinen manifestiert sich nach THOEN und KARLSON (1986) nur bei direktem 

Kontakt zwischen einem mit M. tuberculosis infizierten Menschen und einem Schwein. Auch 

ihre Bedeutung ist wegen der geringen Tuberkuloseinzidenz als gering einzustufen. 

 

Der Hauptanteil der Infektionen bei Schweinen mit Mykobakterien wird durch die Erreger des 

M. avium-intracellulare-Komplexes (MAIC) verursacht (ELLSWORTH et al. 1980; THOEN u. 

KARLSON 1986; GÜNTHER 1987). Die Veränderungen beschränken sich dabei meist auf 

Lymphknoten des Verdauungskanals, Generalisationen können aber vorkommen. 

 

Nach LESSLIE et al. (1968) stiegen die durch M. avium verursachten Mykobakterien-

infektionen bei Schweinen von 44 % im Jahre 1955 auf 92 % im Jahre 1966 an. Zugrunde 

lagen hier die makroskopisch veränderten Organe mit Verdacht auf Tuberkulose. BECKER 

(1963) bezifferte den Anteil von MAIC-Vertretern bei Mykobakterieninfektionen auf 60 %, bei 

JANETSCHKE (1964) betrug er 97,3 %, bei RICHTER (1967) 95 % und bei FISCHER (1999) 

betrug der Prozentsatz 99,98 %. 

 

SCHLIESSER (1976) stellte in einem Überblick dar, dass in den USA prozentual häufiger 

Serovar 1 und die Serovaren 7, 8, 9, 10/11 von M. avium-intracellulare vorkommen als in 

Deutschland bzw. Europa. Des weiteren referierte SCHLIESSER (1976), dass in Australien 
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M. avium Serovar 6, in Südafrika die Serovaren 4, 10/11 und in Japan die Serovaren 8, 9 

und 10/11 häufiger vorkommen als in Europa. CORNER et al. (1981) konnten die Serovaren 

6, 7, 8, 9, 11, 12, 18 und 25 in Australien nachweisen. 

 

Das Vorkommen von M. avium und M. intracellulare bei veränderten Organen mit Verdacht 

auf Mykobakteriose ist in Tabelle 2.4 aufgelistet. 

 

 



Literatur 
 
 
 

- 14 - 

Tabelle 2.4 Mykobakteriosen bei Schweinen (natürliche Infektion, chronologisch) 

Quellen Land Erreger Häufigkeit Erläuterung 

SEEGER u. SCHACK-
STEFFENHAGEN (1967) 

D M. avium 93, 06 % 
Schlachtorgane mit oder 

ohne Veränderungen 
TAMMEMAGI u. SIMONS 

(1968) 
Australien M. avium S 6 k. A. k. A. 

JØRGENSEN et al. 
(1972b), JØRGENSEN 

(1978b) 

Däne-
mark 

M. avium S 2 
M. avium S 4, 6, 8, 9 

u. 14 

häufig 
selten 

 

k. A. 
k. A. 

 

PIENING et al. (1972) D 
M. avium S 2 

M. avium S 3, 4, 8+9 
77 % 
23 % 

k. A. 
k. A. 

TSUKAMURA u. 
NEMOTO (1973) 

Japan M. avium S 4 + 8 k. A. 
Mandibular- und Darm-

lymphknoten 
YACHIDA u. SHIMIZU 

(1973) Japan M. avium S 8 k. A. k. A. 

COLE et al. (1975) USA 
M. avium S 1, 2, 10, 

4 + 8 

in abneh-
mender 

Häufigkeit 
k. A. 

SIMON (1976) Kanada M. avium S 4 k. A. k. A. 

THOEN et al. (1976b) USA 
M. avium S 2, 1, 4, 8 
und Doppelserovare 

in abneh-
mender 

Häufigkeit 
k. A. 

ENGEL et al. (1978) Holland M. avium S 2 k. A. k. A. 
MERKAL u. CRAWFORD 

(1979) 
USA 

M. avium S 1, 2, 4, 8 
u. 10 

k. A. k. A. 

BERGMANN u. 
HOLMBERG (1979) 

Schwe-
den 

M. avium S 3 
M. avium S 2 

häufig 
selten 

k. A. 

DALCHOW u. NASSAL 
(1979) 

D 
M. avium S 8, 9, 8+9, 

und 3+9 
k. A. 

Schlachtorgane mit oder 
ohne Veränderungen 

CORNER et al. (1981) Australien 

M. avium S 6, 9, M. 
intrac. S 7 18, Dop-
pelinfektionen 6+12, 

8+12, 11+25 

k. A. 

Darm-, Mandibular-, 
Mammar- und Hoden-
lymphknoten, Leber, 

Uterus 

NEL (1981) Südafrika 
M. avium S 8, 4, 4+8 
u. 10, M. intracellu-

lare S 24 

in abneh-
mender 

Häufigkeit 
k. A. 

SAXEGAARD (1981) Norwegen M. avium S 8 k. A. k. A. 

THOEN et al. (1981) USA 

M. avium S 2, 1, 8, 4, 
10, 9, 3/ 5, 6, 11 

M. intracellulare S 
12, 14, 16, 17, 18 

in abneh-
mender 

Häufigkeit 
vereinzelt 

k. A. 

WINDSOR et al. (1984) England M. avium S 4 u. 6 k. A. k. A. 

BÖHM et al. (1988) 
Jugosla-

wien 
M. avium S 4 k. A. k. A. 

THOREL et al. (1997) Frank-
reich 

M. avium k.A. Mandibular- und Darm-
lymphknoten 

CVETNIC et al. (1998) Kroatien M. avium S 2, 3, 8 89,3 % 
Mandibular- und Darm-

lymphknoten 

FISCHER (1999) D 
M. avium S 8, 4, 3, 2, 

9 u. 10 
99,98 % 

Mandibular- und Darm-
lymphknoten 

PAVLIK et al. (2003) 
Tschechi-

en 
M. avium S 2 + 3 
M. avium S 4, 8+9 

55,7 % 
39,2 % 

Mandibular- und Darm-
lymphknoten 

MATLOVA et al. (2005) 
Tschechi-

en 
M. avium S 2,6,8+9 

M. intracellulare 
83,5 % 
3,3 % 

Mandibular- und Darm-
lymphknoten 

k. A. = keine Angaben; S = Serovar       Vorkommen in Deutschland grau hinterlegt 
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2.1.4.3 Mykobakterien beim Rind 

 

Die durch M. bovis hervorgerufene Rindertuberkulose tritt weltweit auf und gilt als eine der 

wichtigsten Tierseuchen und Zoonosen. Die Rindertuberkulose ist in der Bundesrepublik 

Deutschland eine anzeigepflichtige Tierseuche (Verordnung über anzeigepflichtige Tierseu-

chen), Therapieversuche sind ebenso wie Schutzimpfungen verboten. In Deutschland wurde 

M. bovis durch ein in den 50er Jahren des vergangenen Jahrhunderts gestarteten Bekämp-

fungsprogramms erfolgreich zurückgedrängt. Die Bekämpfungsmaßnahmen basierten auf 

der Entdeckung von infizierten (auch nicht erkrankten) Tieren mit Hilfe des Tuberkulin-Tests 

und ihrer Ausmerzung. Beide deutschen Staaten sind seit 1961 (West) bzw. 1971 (Ost) offi-

ziell frei von Rindertuberkulose (MATTHIAS 1980). Dem vereinigten Deutschland wurde am 

17.12.1996 von der EU der Status „amtlich frei von Rindertuberkulose” zuerkannt (Entschei-

dung 97/76/EG). Dies bedeutet nach Definition der EU, dass 99,9 % der Rinderherden seit 

10 Jahren amtlich frei von Rindertuberkulose sind und in höchstens 0,1 % der Bestände jähr-

lich infizierte Tiere entdeckt werden dürfen. 

 

Die M. bovis nah verwandte Spezies M. caprae wurde zunächst als eine Subspezies von M. 

tuberculosis beschrieben (ARANAZ et al. 1999) und später als Subspezies von M. bovis an-

gesehen (NIEMANN et al. 2002). Mittlerweile wird M. caprae als eigenständige Spezies dem 

M. tuberculosis-Komplex zugerechnet (ARANAZ et al. 2003). M. caprae wurde hauptsächlich 

bei Rindern und diversen anderen Tierarten (Ziege, Pferd, Schwein, Hund, Katze) in Mittel- 

und Südeuropa beobachtet (PRODINGER et al. 2005), wobei vor allem Wildtiere (z.B. Rot-

wild oder Wildschweine) ein bedeutendes Reservoir und somit eine Gefahr zum Wiederauf-

leben der Tuberkulose in Rinderbeständen darstellen. Infektionen beim Menschen mit 

M. caprae scheinen selten zu sein und traten vorwiegend bei älteren Patienten auf 

(PRODINGER et al. 2005). 

 

Obwohl MAIC-Infektionen beim Rind klinisch gesehen von untergeordneter Bedeutung sind, 

sind sie die am häufigsten aus granulomatösen Lymphknoten isolierten Mykobakterien 

(PAVLIK et al. 2002). Nach SCHLIESSER (1985) stellen atypische Mykobakterien wegen der 

Ausbildung von Kreuzreaktionen beim Tuberkulintest das Hauptproblem in der weltweiten 

Bekämpfung der Rindertuberkulose dar. Den Anteil falsch-negativer Ergebnisse durch Ver-

treter des MAIC bezifferte SCHLIESSER (1985) auf zwei Drittel. 

 

M. avium subsp. paratuberculosis ist der Erreger der Paratuberkulose (JOHNE’sche Krank-

heit) bei Rind (und Schaf). Sie ist gekennzeichnet durch eine sehr lange Inkubationszeit. 
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Obwohl sich die Tiere bevorzugt in den ersten 30 Lebenstagen infizieren, werden klinische 

Erscheinungen in der Regel erst bei über zweijährigen Rindern und Schafen manifest. In 

erster Linie handelt es sich um eine intestinale Infektion mit produktiver Enteritis, die zur 

Verdickung der Darmschleimhaut vor allem in Ileum und Zäkum führt. Hauptsymptome sind 

chronische Abmagerung und intermittierende Durchfälle (SELBITZ 1992). 

Ein möglicher Zusammenhang zwischen der Paratuberkulose beim Rind und Morbus Crohn 

beim Menschen wurde erstmals durch CHIODINI (1989) dargestellt. Bei Morbus Crohn han-

delt es sich um eine Krankheit mit entzündlichen Veränderungen des Verdauungstraktes, die 

sich vom Mund bis zum Anus erstrecken können. Sie verläuft in Schüben und spielt sich be-

vorzugt am Übergang von Dünndarm zu Dickdarm ab. In Deutschland leiden schätzungswei-

se 170.000 Menschen an Morbus Crohn (MARTIN u. BRÄUNIG 2002). 

 

 

2.1.4.4 Mykobakterien beim Geflügel 

 

Die Geflügeltuberkulose ist weltweit verbreitet und wird hauptsächlich durch Vertreter des 

MAIC ausgelöst (THOREL et al. 1997). In der Schweiz wurde dagegen M. genavense als 

häufigste Mykobakterien-Spezies in Wirtschaftsgeflügel ermittelt (HOOP et al. 1996; 

HOLSBOER-BUOGO et al. 1997). Weiterhin konnten M. fortuitum, M. tuberculosis, M. bovis 

und M. gordonae aus veränderten Organen von Wild- und Hausvögeln isoliert werden, 

wenngleich diese eine untergeordnete Rolle spielen (THOEN et al. 1977; HOOP et al. 1996). 

Während sich die durch M. avium ausgelösten Erkrankungen bei Säugetieren auf Einzelfälle 

beschränken, werden bei Vögeln seuchenhafte Infektionskrankheiten ausgelöst. Deshalb 

gehört die Tuberkulose des Geflügels in der Bundesrepublik Deutschland zu den melde-

pflichtigen Tierkrankheiten (Verordnung über meldepflichtige Krankheiten). 

Die jährlichen Meldungen in den Jahren 1991 bis 1998 (zwischen 129 und 261, Tabelle 2.5) 

betrafen vornehmlich Privathaltungen von Rassegeflügel und Legehennen mit weniger als 20 

Tieren sowie Einzeltiere aus Wildgehegen und Tierparks. In der modernen Geflügelintensiv-

haltung spielt die M. avium-Infektion keine Rolle (MARTIN u. SCHIMMEL 2000). 

 

Tabelle 2.5 Anzahl der gemeldeten Fälle an Geflügeltuberkulose in Deutschland (BfR 1998) 

Jahr 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 

Zahl der Meldungen 261 232 202 171 198 129 154 172 
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Die höchste Empfänglichkeit besitzen Hühnervögel, gefolgt von Tauben, beim Wassergeflü-

gel ist sie am geringsten. Auch Wildvögel, besonders Greifvögel, sind betroffen. Zu Häufun-

gen kann es bei Volierenhaltung kommen. Geflügeltuberkulose tritt besonders bei extensiver 

Haltung von Hühnern, schlechten hygienischen Bedingungen und überalterten Beständen 

auf. Die Serovar 2 besitzt die höchste Virulenz für Hühner (SELBITZ 1992). 

Die Infektion erfolgt überwiegend oral über das Futter, Wasser und kontaminiertes Erdreich, 

in dem die Erreger länger als ein Jahr infektionstüchtig bleiben. Aerogene Infektionen sind 

selten. Der Primärherd befindet sich daher meist im Darm, es erfolgt eine hämatogene Ge-

neralisation, der Krankheitsverlauf gestaltet sich chronisch. Nach langer Inkubationszeit zei-

gen sich uncharakteristische Allgemeinsymptome, Durchfälle, Lahmheiten und Hängenlas-

sen der Flügel. Über den Darmkanal erfolgt eine erhebliche Erregerausscheidung. Bei der 

Sektion lassen sich tuberkulöse Granulome in Darm, Leber, Milz, gelegentlich anderen Or-

ganen und häufig auch dem Knochenmark nachweisen. Für die Diagnostik ist in der Regel 

der mikroskopische Nachweis von säurefesten Stäbchen ausreichend; in vivo kann die Diag-

nose mittels Tuberkulintest am Kehllappen bzw. Objektträger-Schnellagglutination mit 

Frischblut gestellt werden (SELBITZ 1992). 

Eine Behandlung ist generell abzulehnen, am sichersten ist der Austausch des gesamten 

Bestandes, infizierte Ausläufe müssen langfristig gesperrt werden. Als Prophylaxe-

maßnahmen werden Haltungshygiene, regelmäßige Reinigung und Desinfektion, Vermei-

dung der Überalterung des Bestandes und laufende Gesundheitsüberwachung beschrieben 

(SELBITZ 1992). 

 

 

2.1.4.5 Mykobakterien bei anderen Tierarten 

 

Die Mykobakteriose von Schaf und Ziege ähnelt weitgehend der des Rindes, es dominieren 

exsudative Veränderungen im Lungenbereich. Bei Ziegen ist auch die Eutertuberkulose zu 

beobachten, bei Farmhirschen kann die Erkrankung größere Bedeutung erlangen. Die Tu-

berkulose des Pferdes hat wie die der Fleischfresser proliferativen Charakter. Vorwiegend 

sind Darm, Lunge, Tonsillen, Kehlgangs- und Retropharyngeallymphknoten betroffen. Bei 

Hunden und Katzen ist der Darm häufiger betroffen als die Lunge, beachtet werden müssen 

ferner Mykobakteriosen der Halslymphknoten mit Durchbrüchen und Hauttuberkulosen mit 

bis in die Unterhaut reichenden Geschwüren (SELBITZ 1992). 

 

Infektionen mit Vertretern des MAIC bringen bei den anderen Haustierarten nur selten klini-

sche Erscheinungen mit sich (Tabelle 2.6). Beim Pferd wurden bei MAIC-Infektion Abmage-
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rung, Durchfall, Anorexie und Hypoproteinämie als Symptome beschrieben, auch Aborte 

können ausgelöst werden (CLINE et al. 1991; HELIE u. HIGGINS 1996). FLORES et al. 

(1991) beschrieben das Auftreten einer diffusen granulomatösen Dermatitis, die vor allem 

auf der Haut von Kopf, Nacken, Rücken und Bauch auftrat. Eine generalisierte M. avium- 

Infektion wurde bei einem immunsupprimierten zweijährigen Pferd in Norwegen beschrieben 

(GUNNES et al. 1995). 

 

Tabelle 2.6 Mykobakteriosen bei Mensch und Tier (nach BISPING 1992) 

Tierart MAIC M. tuberculosis M. bovis 

Mensch 
Rind 
Schaf 
Ziege 
Pferd 

Schwein 
Hund 
Katze 
Huhn 

(+, + +) 
- (+) 
- (+) 
- (+) 
- (+) 

+ (+ +) 
- 
- 

+ + 

+ + 
- (+) 
- (+) 

+ (+ +) 
- (+) 
- (+) 
+ + 

+ (+ +) 
- 

+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
+ + 
- 

- = keine tuberkulösen Veränderungen, + = Lokalinfektion, oft nur Lymphknotenveränderun-
gen, + + = fortschreitende Tuberkulose (Generalisation), ( ) = selten auftretend 
 

M. intracellulare wurde bei einigen Primatenarten isoliert, die als klinische Symptome Abma-

gerung, Anämie und Abgeschlagenheit zeigten. In den meisten Fällen waren makroskopisch 

erkennbare Läsionen an Lungen- und Mesenteriallymphknoten sichtbar (FLEISCHMAN et al. 

1982; GOODWIN et al. 1988). 

 

 

2.1.4.6 Mykobakterien beim Menschen 

 

Mykobakterien können beim Menschen drei Erkrankungsformen hervorrufen: 

• Tuberkulose (M. tuberculosis-Komplex), 

• Lepra (M. leprae) und 

• Mykobakteriose (atypische Mykobakterien). 

 

Atypische Mykobakterien wurden zwar schon seit den 40er Jahren des vergangenen Jahr-

hunderts als seltene Krankheitserreger (z.B. bei chronischen Lungenprozessen, 

Lymphadenopathien bei Kindern, Haut- und Weichteilinfektionen) beim Menschen beschrie-
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ben, ihre Bedeutung hat jedoch in den letzten Jahren, bedingt durch die steigende Zahl im-

munsupprimierter Patienten, stark zugenommen (O’BRIEN et al. 1987; YATES et al. 1993; 

POZNIAK et al. 1996; TANAKA et al. 1997). So gelten beispielsweise Mykobakterien als 

häufige Ursache für opportunistische, bakterielle Infektionen bei AIDS-Patienten 

(DÜZGÜNES et al. 1996), nicht selten mit tödlichem Ausgang. Weitere systemische prädis-

ponierende Erkrankungen sind Diabetes mellitus, langfristige immunsuppressive Therapien 

sowie Kollagenosen (Autoimmunerkrankungen des Bindegewebes). Lokal prädisponierend 

sind verschiedene Lungenerkrankungen. Generell gehören auch alte Menschen, Kinder un-

ter 12 Jahren und Transplantationspatienten zum gefährdeten Personenkreis (SCHÜTT-

GEROWITT 1996). 

 

In Deutschland war in den letzten Jahren ein rückläufiger Trend bei der humanen Tuberkulo-

se zu verzeichnen (Tabelle 2.7). Im Jahr 2009 wurden insgesamt 4.444 Tuberkulosen regis-

triert, was einer Inzidenz von 5,4 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner entsprach. Die 

Analyse der demographischen Daten zeigte, dass Männer deutlich häufiger an einer Tuber-

kulose erkrankten als Frauen. Die Inzidenz lag bei männlichen Patienten etwa 1,5-mal höher 

als bei weiblichen Patienten. Dieser geschlechtsspezifische Unterschied manifestierte sich 

vor allem durch die höhere Erkrankungshäufigkeit bei Männern ab einem Alter von 40 Jahren 

(RKI 2003-2009). 

 

Tabelle 2.7 Gemeldete humane Tuberkulosefälle und Inzidenzen in Deutschland (RKI 2003-
2009) 

Jahr 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 

gemeldete 
Tuberkulosen 7.184 6.583 6.045 5.402 5.020 4.543 4.444 

Inzidenz 
Gesamt 9,3 8,0 7,3 6,6 6,1 5,5 5,4 

Inzidenz 
Männer 11,0 9,7 9,1 7,8 7,3 6,9 6,6 

Inzidenz 
Frauen 6,5 6,3 5,7 5,3 4,9 4,2 4,3 

     Inzidenz = Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner 

 

Da Erkrankungen durch atypische Mykobakterien in Deutschland im Gegensatz zur Tuberku-

lose nicht meldepflichtig sind, gibt es hier keine genauen Zahlen. Die Prävalenz in den USA 

wurde auf 1,8 pro 100.000 geschätzt (SCHIEFERSTEIN 2006). In den USA traten MAIC-

bedingte Infektionen bei 30-60 % aller AIDS-Patienten auf (SCHÜTT-GEROWITT 1996). In 
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anderen Ländern lagen die Werte bei 17-50 % (DAWSON 1990; NASSOS et al. 1991; 

NIGHTINGALE et al. 1992). Bei AIDS-Patienten aus Afrika wurde MAIC nur selten gefunden, 

obwohl MAIC aus dem Erdboden und dem Wasser in vielen afrikanischen Ländern isoliert 

werden konnte. Vorhandene Antikörper gegen M. bovis (Tuberkuloseerkrankung) könnten 

hierfür eine Ursache sein (MORRISSEY et al. 1992; VON REYN et al. 1993). 

 

Bei HIV-Erkrankten kommt es häufig zur Erregerausbreitung und zum Krankheitsausbruch, 

überwiegend vom besiedelten Darm aus, wenn die T-Helferzell-Zahl unter 100 pro µl Blut 

absinkt (NIGHTINGALE et al. 1992; SCHÜTT-GERWITT 1996; HORSBURGH 1997). 

Die klinischen Symptome sind wie bei der Tuberkulose Fieber, Nachtschweiß und Gewichts-

abnahme, hinzu kommen Durchfälle und Bauchschmerzen. Bei der Untersuchung weisen die 

Patienten meist eine Milz- und Leberschwellung und oft auch vergrößerte intraabdominale 

Lymphknoten auf. Es werden praktisch alle Organe befallen, Erreger können aus dem Kno-

chenmark und/ oder aus Organpunktaten (insbesondere Leberpunktat) nachgewiesen wer-

den. Patienten mit den angegebenen klinischen Symptomen sollten behandelt werden, auch 

wenn nur eine vorübergehende Besserung der Symptomatik und keine Lebensverlängerung 

erreicht werden konnte (SCHÜTT-GEROWITT 1996). Wegen der hohen Resistenz der Erre-

ger ist die Therapie jedoch problematisch. Folgende Substanzen kommen für die Therapie in 

Frage: Rifabutin, Ethambutol, Clofazimin, Sparfloxacin, Amikacin und v.a. die Makrolide 

Clarithromycin und Azithromycin, für die als einzige eine Korrelation zwischen In-vitro-

Empfindlichkeit und klinischer Wirkung nachgewiesen werden konnte (SCHÜTT-GEROWITT 

1996). 

 

Bei HIV-negativen Patienten verursacht MAIC vor allem drei Krankheitsbilder: 

• Lymphadenitiden, 

• chronische Lungenerkrankungen und 

• disseminierte Erkrankungen (sehr selten) (BENSON 1994; HORSBURGH 1997). 

 

Zu chronischen Lungenerkrankungen durch ubiquitäre Mykobakterien kommt es bei nicht 

immunsupprimierten Patienten meist nach einer Vorschädigung der Lunge wie Pneumoko-

niosen oder Tuberkulose. Neben dem MAIC wird hier v.a. M. kansasii gefunden. Die klini-

schen Symptome entsprechen denen der Tuberkulose. Aufgrund der geringeren Resistenz 

gegenüber Antituberkulotika erweist sich die Therapie für M. kansasii einfacher als bei MAIC. 

Lymphadenitiden treten bei Kindern wesentlich häufiger auf als bei Erwachsenen und wer-

den v.a. durch Vertreter des MAIC, M. scrofulaceum oder M. malmoense hervorgerufen. Der 

Lymphknotenbefall ist meist einseitig zervikal, die Therapie erfolgt medikamentös oder chi-
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rurgisch durch Lyphknotenexstirpation. Haut- und Weichteilinfektionen werden v.a. durch M. 

marinum und die schnell wachsenden Arten M. chelonae und M. fortuitum ausgelöst. 

 

Über die pathogene Signifikanz wichtiger Mykobakterienspezies beim Menschen mit ent-

sprechendem Krankheitsbild gibt Tabelle 2.8 Auskunft. 

 

Tabelle 2.8 Pathogene Signifikanz von Mykobakterien aus menschlichem Untersuchungs-
material (nach SALFINGER u. KAFADER 1992) 

Vorkommen Spezies Krankheitsbilder 

immer 

M. tuberculosis 
     M. africanum 
M. bovis 
     M. bovis (BCG) 
M. leprae 
M. haemophilum 
M. szulgai 
M. ulcerans 

Lungen- und extrapulmonale Tuberkulose 
Tuberkulose, hauptsächlich in Afrika 
Lungen- und extrapulmonale Tuberkulose 
Lymphadenitiden, Osteitiden 
Lepra 
Hautinfektionen (insbes. Israel, Australien) 
Lungeninfektionen 
Hautinfektionen (hauptsächlich Australien, Tro-
pen) 

häufig 

M.-avium-intracellulare-
Komplex (MAIC) 
M. malmoense 
M. chelonae 
M. fortuitum 
M. kansasii 
M. marinum 
M. scrofulaceum 
M. simiae 
M. xenopi 

Lungen- und extrapulmonale Infektionen, 
Lymphadenitiden 
Lungeninfektionen (hauptsächlich Nordeuropa) 
iatrogene Abszesse 
iatrogene Abszesse 
Lungeninfektionen 
Hautinfektionen (Aquarien, Schwimmbäder) 
Lymphadenitiden 
Lungeninfektionen 
Lungeninfektionen 

selten 
(verschiedene Krankheitsbilder – jeweils Einzelfälle bekannt): 
M. flavescens – M. gastri – M. gordonae – M. nonchromogenicum –  
M. phlei – M. smegmatis – M. terrae – M. triviale – M. vaccae 
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2.1.5 Pathologie und Klink (Schwein) 

 

2.1.5.1 Pathogenese 

 

Die durch M. avium oder M. intracellulare bedingte Verlaufsform der Mykobakteriose bei 

Schweinen ist abhängig von der Resistenzlage im Zusammenhang mit der Aktivierbarkeit 

des Immunsystems des betroffenen Tieres, dem Zeitfaktor nach der Infektion, der Erreger-

menge bzw. der Häufigkeit der Exposition und möglicherweise von der Serovar, mit der die 

Infektion stattgefunden hat (LEINEMANN et al. 1993; THOREL et al. 2001). 

Die Mykobakteriose beim Schwein ist durch eine Granulombildung gekennzeichnet, die eine 

Abwehrmaßnahme des Körpers auf den Erregerbefall darstellt. Ein Granulom (knötchenarti-

ger Zellhaufen) entsteht durch eine herdförmige entzündliche Reaktion des Körpers auf eine 

schwer zu eliminierende Noxe. Dies geschieht durch eine konzentrische Umlagerung ver-

schiedener Zellen um die Noxe. Es handelt sich um aktivierte Makrophagen oder um 

Epitheloidzellen, die beide zum mononukleären Phagozytensystem zu zählen sind. Die Mak-

rophagen in der Epitheloidzone neigen dazu, sich im späteren Verlauf zu symplasmatischen 

Zellverbänden zusammenzulagern, den sog. Riesenzellen. Des Weiteren lagern sich um den 

histozytären Ring immunkompetente Zellen, vorwiegend T-Lymphozyten, an. Die Granulome 

haben i.d.R. die Neigung zur Abkapselung mittels einer fibrinösen Schicht und zur Nekrose 

(Verkäsung) mit eventueller Verkalkung der nekrotischen Zone. 

Die granulomatöse Entzündung ist daher das Resultat der Wechselwirkung zwischen auslö-

sender Noxe, in diesem Fall M. avium-intracellulare, sowie seitens des Wirtes Entzündungs-

zellen und der sekundären Immunreaktion. Die Erreger liegen i.d.R. intrazellulär in den Mak-

rophagen vor. Die immunologische Reaktion des Wirtes beruht auf der zellvermittelten aller-

gischen Reaktion vom verzögerten Typ. 

Je nach Resistenz- und Immunitätslage des Wirtes findet eine Heilung, eine Frühgeneralisa-

tion durch lympho-hämatogene Abschwemmung oder eine Exazerbation statt. Durch die 

Exazerbation kann es zu einer Spätgeneralisation mit einer möglichen darauf folgenden 

chronischen Organtuberkulose kommen. Die Manifestation im Organ kann sich als vollstän-

diger Primärkomplex, d.h. als tuberkulöser Herd im befallenen Organ und in regionalen 

Lymphknoten oder als unvollständiger Primärkomplex ausbilden, d.h. nur die regionalen 

Lymphknoten sind betroffen, und im Primärorgan sind die Veränderungen abgeheilt oder 

nicht feststellbar (SCHULZ u. TRAUTWEIN 1990). 

Bei der Mykobakteriose des Schweines entsteht i.d.R. ein unvollständiger Primärkomplex, 

d.h. der Schaden an der Eintrittsstelle (z.B. Darm) ist gering, regeneriert sich schnell und 

kann somit nicht mehr nachgewiesen werden (SEEGER u. SCHACK-STEFFENHAGEN 
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1967; WEISS u. RUDOLPH 1988). Bei der postmortalen Untersuchung ist dann nur der ver-

änderte Lymphknoten makroskopisch sichtbar. 

 

Die Mykobakteriose kann oral, aerogen, über die äußere Haut, über den Strichkanal und 

Milchgänge, über Geschlechts- und Harnwege, über das Auge und mittels einer 

omphalogenen Infektion übertragen werden (SELBITZ 1992). 

In der Hauptsache erfolgt die Infektion beim Schwein durch orale Aufnahme der Mykobakte-

rien (MATLOVA et al. 2003). Daher finden sich die ersten Manifestationen entlang des Ver-

dauungstraktes und seiner Lymphknoten sowie der Tonsillen. Dementsprechend sind die 

Lymphknoten und das lymphatische Gewebe des Pharynxbereiches zuerst betroffen. Von 

den Lymphknoten mit Veränderungen rangieren an erster Stelle die Kehlgangslymphknoten 

(Lnn. mandibulares), gefolgt von den Retropharyngeallymphknoten (Lnn. retropharyngeales 

mediales et laterales). Außerdem können auch die Tonsillen (Tonsilla palatina) verändert 

sein (ELLSWORTH et al. 1980). 

In der Submukosa des Darmes können sich diffuse zelluläre Proliferationen mit möglichen 

Ulzerationen in das Darmlumen bilden, durch die der Erreger ausgeschieden werden kann 

(ELLSWORTH et al. 1980; THOEN u. KARLSON 1986), und zusätzlich manifestiert sich der 

Erreger in den Gekröselymphknoten (Lnn. mesenteriales). Hier kann er nach WEISS und 

RUDOLPH (1988) einen unvollständigen Primärkomplex bilden und von dort hämatogen 

oder lymphogen in andere Organe wie Leber, Milz und Lunge abgesiedelt werden. 

Granulomatöse Läsionen manifestieren sich nach einer Inkubationszeit von mindestens 

sechs Wochen an einem oder mehreren Lymphknoten bzw. den Mandeln (THOREL et al. 

2001). 

 

2.1.5.2 Pathomorphologie 

 

Pathomorphologisch besteht große Ähnlichkeit der Avium-Mykobakteriose mit der Tuberku-

lose beim Schwein (SCHULZ 1987). 

Die pathologisch- anatomischen Veränderungen in den Lymphknoten bestehen meistens in 

miliaren käsigen und/ oder kalzifizierten speckig-gelben Herden. 

Nach einer Infektion von Schweinen mit M. avium-Serovar 2 (JØRGENSEN 1978 a) bzw. 

M. avium-Serovar 6 (TAMMEMAGI u. SIMMMONS 1969) zeigten die Lymphknoten Verände-

rungen in Form einer multiplen granulomatösen Lymphadenitis, sie konnten im weiteren Ver-

lauf des Krankheitsprozesses verkäsen und z.T. kalzifizieren oder narbig ausheilen. 

Veränderungen im Lungengewebe sind zwischen hirsekorn- und walnussgroß und vom um-

gebenen Gewebe gut abgegrenzt. Sie liegen in Form von Knoten vor, die vereinzelt oder 
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multipel subpleural oder tief im Gewebe liegen können. Die Farbe ist i.d.R. speckig-gelb. In 

der Leber kommen miliare subkapsuläre wie auch interlobuläre Herde mit käsigem und/ oder 

kalzifiziertem Zentrum vor (JØRGENSEN et al. 1972 a; WEISS u. RUDOLPH 1988). 

GÜNTHER (1987) beschrieb die Veränderungen in den Lymphknoten als kleine bis über 

bohnengroße grau- bis weißgelbe Knötchen mit leicht vorwölbender Oberfläche. Die Schnitt-

fläche dieser Knötchen zeigte ein nekrotisches Zentrum von bröckeliger Konsistenz, das von 

einer bindegewebigen Kapsel umgeben war. 

 

2.1.5.3 Histopathologie 

 

ELLSWORTH et al. (1980) stellten fokale mikroskopische Läsionen in Form von nicht-

eingekapselten Granulomen in den Tonsillen, in Lymphfollikeln und in der Mukosa des 

Dünndarmes fest. 

Bei experimentellen Infektionen mit M. avium-Serovar 2 wies JØRGENSEN (1978a) 65 Tage 

p.i. in den Lymphknoten Epitheloidtuberkel mit käsigem oder kalzifiziertem Inhalt und mit 

einer Tendenz zur Demarkation und Organisation mit fibrinösem Gewebe nach. Der Autor 

stellte ebenfalls Epitheloidtuberkel ohne käsigen bzw. kalzifizierten Inhalt fest. In den 

Peyer’schen Platten fand er bei allen Tieren Mikrogranulome und bei zwei von fünf Tieren 

Ulzerationen. 149-177 Tage p.i. zeigten die Veränderungen eine käsig-kalzifizierte Struktur, 

umgeben von Epitheloidzellen, Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten, um die sich 

wiederum eine bindegewebige Kapsel gebildet hatte. 

Bei experimentellen Infektionen fanden COLE et al. (1980) mikroskopische Veränderungen 

schon am 64. Tag p.i. in den Mesenteriallymphknoten und ab dem 83. Tag p.i. im Dünndarm. 

Große Läsionen wurden ab dem 85. Tag p.i. in den Mesenteriallymphknoten beobachtet 

(keine Angaben zur Art der Veränderungen). 

Dies entspricht etwa den Ergebnissen von JØRGENSEN (1978a), der ab dem Tag 67-68 p.i. 

fleischig-käsige und ab dem Tag 103-153 p.i. käsig-kalzifizierte Granulome besonders im 

Bereich der Peyer’schen Platten fand. 

THOEN et al. (1976 a und b) fanden nach 92 Tagen p.i. bei experimentellen Infektionen mit 

M. avium-Serovar 8 histopathologisch Veränderungen in den Zervikallymphknoten mit einer 

dicken Bindegewebskapsel, die Makrophagen und Granulozyten umgab. In den 

Mesenteriallymphknoten beobachteten die Autoren eine nicht vollständig ausgebildete Bin-

degewebskapsel, in deren Innerem sich Granulozyten befanden, um die sich Makrophagen 

und Fibroblasten angesammelt hatten. Einige Granulom-ähnliche Veränderungen waren 

hingegen durch Epitheloidzellen und Langerhans’sche Riesenzellen mit geringer oder z.T. 

auch fehlender Proliferation des Bindegewebes charakterisiert. 
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Histologisch waren nach THOEN et al. (1979) bei einer experimentellen Infektion mit Serovar 

4 nach 80 Tagen in den Lymphknoten granulomatöse Läsionen in Form eines verkästen und 

nekrotischen Zentrums zu beobachten. Dieses war von Makrophagen, Granulozyten, 

Langerhans’schen Riesenzellen und Epitheloidzellen umgeben und von einer Bindegewebs-

kapsel eingeschlossen. Die Granulome in der Leber waren durch Epitheloidzellen und 

Langerhans’schen Riesenzellen sowie durch verkäsende Nekrosen charakterisiert. 

NETO et al. (1988) stellten bei Gekröselymphknoten von Schweineschlachtkörpern mit 

makroskopischen tuberkulösen Läsionen zu 100 % histopathologische Veränderungen fest, 

zu 66 % wurden bakteriologisch Mykobakterien nachgewiesen. Von diesen 66 % waren 

90 % dem MAIC zuzuordnen. Auch ohne makroskopische tuberkulöse Läsionen konnten bei 

4 von 30 Schlachttieren histopathologische Veränderungen diagnostiziert und bei 8 von 30 

Tieren Mykobakterien kulturell angezüchtet werden. 

 

2.1.5.4 Klinische Symptomatik 

 

Nach GÜNTHER (1987) kann eine M. avium-Infektion unbemerkt bleiben, und nur bei einer 

Erkrankung der Retropharyngeal- bzw. Mesenteriallymphknoten können Schluckbeschwer-

den bzw. chronische Darmbeschwerden auftreten oder die Tiere bleiben im Wachstum zu-

rück. 

RENAULT (1989), WENTZ et al. (1990), LEINEMANN et al. (1993) und THOREL et al. 

(2001) gehen davon aus, dass es in der Regel zu keiner klinischen Erkrankung nach einer 

Infektion mit Mykobakterien des MAIC kommt. 

PLONAIT und BICKHARDT (1988) sahen selten klinische Symptome, und nach diesen Auto-

ren kann es nur bei einer Generalisierung zu Symptomen wie Abmagerung, Fieber, Knoten-

bildung im Gesäuge oder Schwellung der Hoden kommen. Differentialdiagnostisch kommen 

chronische Erkrankungen der Lunge, des Darmkanals und der Harnorgane in Frage. 

THOREL et al. (2001) berichten, dass, falls klinische Symptome auftreten, erhöhte Tempera-

tur, Anorexie und deutliche Gewichtsverluste beobachtet werden können. 

Da die klinischen Symptome zu einer Diagnosestellung nicht ausreichen, kommt beim 

Schwein als weitere Diagnosemöglichkeit am lebenden Tier die Tuberkulinprobe in Frage. 

Sie basiert auf der zellvermittelten Immunität im Rahmen einer Reaktion vom verzögerten 

Typ (ROLLE u. MAYR 1984) und wird durch Tuberkuline (Synonym: Sensitine) hervorgeru-

fen (MAGNUSSON 1984). Diese Reaktion reicht aber nicht aus, um einzelne 

Mykobakteriumspezies voneinander zu differenzieren, da die Spezifität dieser Sensitine zu 

gering ist. 
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SCHLIESSER (1985) empfahl bei Säugetieren die Vergleichsmethode mit Rinder- und Ge-

flügeltuberkulin (comparative-tuberculin test, Simultanprobe), um unspezifische 

Tuberkulinreaktionen in Form von Parallergien ausschließen zu können. 

LESSLIE et al. (1968) injizierten den Schweinen 0,1 ml „avian“ und 0,1 ml „mammalian 

purified protein derivate“ (PPD) intradermal jeweils auf einer Seite in die Ohrhaut. Eine Haut-

dickenzunahme um 3 mm oder eine ödematöse Schwellung wurden als positive Reaktion 

bewertet. Eine eindeutige Diagnose war den Autoren zufolge erst nach 48 h möglich. Mit 

dieser Methode untersuchten auch THOEN und KARLSON (1986) Schweine, um Reaktio-

nen mit beiden Tuberkulinen erkennen zu können. Sie legten als Kriterien für eine 

Tuberkulinreaktion Rötung, Schwellung und Nekrose fest. 

JØRGENSEN et al. (1972b) und GÜNTHER (1987) hingegen lasen die Hautdicke schon 

nach 24 h ab. 

PLONAIT und BICKHARDT (1988) empfahlen eine Messung nach 24 bis 48 h, wobei sie 

vorher und nachher die Hautdicke mit einem Kutimeter ermittelten. Eine Tuberkulinreaktion 

lag vor, wenn die Hautdicke um mehr als 2 mm zugenommen hatte und die Injektionsstelle 

schmerzhaft war. 
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2.1.6 Fleischhygienerechtliche Bestimmungen 

 

2.1.6.1 Rechtsgrundlage 

 

Die fleischhygienische Bedeutung, die der Tuberkulose bzw. Mykobakteriose der Schlacht-

tiere zugemessen wurde, hat im Laufe der Zeit und im Wandel der wissenschaftlichen An-

schauungen manchen Wechsel erfahren. Ein zeitlich geordneter Rückblick ist in Tabelle 2.9 

dargestellt. 

 

Die seit 1. Januar 2006 gültige Verordnung (EG) Nr. 854/2004 sieht in Kap. IX, Nr. E, Pkt. 1 

vor, dass Tiere, die positiv oder nicht eindeutig auf Tuberkulin reagieren oder andere Gründe 

für einen Tuberkuloseverdacht aufweisen, getrennt von anderen Tieren zu schlachten sind, 

wobei Vorkehrungen zu treffen sind, um das Risiko der Kontaminierung anderer Schlacht-

körper, der Schlachtlinie und des Schlachthofpersonals auszuschließen. 

Bei Vorliegen von Tuberkuloseläsionen in der post-mortem-Untersuchung sind je nach Aus-

breitungsgrad der Veränderungen zwei Beurteilungsmöglichkeiten vorgesehen (EU-

Verordnung 854/2004, Kap. IX, Nr. E, Pkt. 2): 

• Werden bei der Fleischuntersuchung an mehreren Organen oder mehreren Körper-

teilen lokalisierte Tuberkuloseläsionen festgestellt, so ist sämtliches Fleisch der be-

troffenen Tiere genussuntauglich zu erklären. 

• Wird in den Lymphknoten nur eines Organs oder Körperteils eine Tuberkuloseläsion 

festgestellt, müssen nur das befallene Organ oder der befallene Körperteil und die 

zugehörigen Lymphknoten für genussuntauglich erklärt werden. 

 

SCHLIESSER (1978) und FISCHER (1999) gaben zu bedenken, dass eine makroskopische 

Unterscheidung von humanpathogenen und nicht-humanpathogenen Mykobakterien bei der 

Fleischuntersuchung nicht möglich ist. Deshalb könne rein pathomorphologisch auch keine 

Differenzierung zwischen Tuberkulose und Mykobakteriose erfolgen. Nach MÜLLER und 

SCHARNER (1998) läge es letztlich in der Entscheidung des Tierarztes vor Ort, welche 

pathomorphologischen Bilder er der Tuberkulose zuordnet und welche nicht. 
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Tabelle 2.9 Geschichte der fleischhygienischen Beurteilung der Tuberkulose bzw. 
Mykobakteriose (nach LÜCKER et al. 1997) 

Mittelalter 
 

18. Jahrhdt. 

Genuss des Fleisches der sog. „Perlsüchtigen Rinder“ war verboten, 
Perlsucht wurde als Form der Syphilis bei Tieren angesehen 
Alle die „Perlsucht“ betreffenden Verbote werden aufgehoben 

03.06.1900 Reichgesetz, betreffend die Schlachtvieh- und Fleischbeschau und Ausfüh-
rungsbestimmungen des Bundesrates dazu 
(Konzept i.W. nach VON OSTERTAG) 
Untauglich bzw. bedingt tauglich das ganze geschlachtete Tier bei: 

- hochgradiger Abmagerung (§ 33 Nr. 8) 
- Erscheinungen einer frischen Blutinfektion (§ 34 Nr. 1, § 37 Nr. 1b) 
- Vorhandensein ausgedehnter Erweichungsherde (§ 35 Nr. 4) 

Untauglich nur die veränderten Fleischteile (§ 35 Nr. 4): 
- Organtuberkulose, auch wenn nur die zugehörigen Lymphknoten verändert 

sind 
- „das gleiche gilt von Fleischstücken, sofern sie sich nicht bei genauerer Un-

tersuchung als frei von Tuberkulose erweisen“ 
29.10.1940 
01.11.1940 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

01.08.1960 
 

1961, 1965 
 

18.12.1973 
 
 

09.12.1977 

Fleischbeschaugesetz 
Ausführungsbestimmungen A (AB. A, Konzept i.W. nach NIEBERLE) 
Begriffsbestimmungen („örtliche Tuberkulose“ und „Miliartuberkulose“) 
Untauglich bzw. bedingt tauglich das ganze geschlachtete Tier bei: 

- vollständiger Abmagerung (§ 32 Nr. 17 und § 36 II Nr. 1 AB. A)) 
- akuter Miliartuberkulose (§ 36 II Nr. 1 AB. A) 

Untauglich nur die veränderten Fleischteile (§ 34 Nr. 4 AB. A): 
- bei Tuberkulose der Gekröselymphknoten auch zugehöriger Darmabschnitt 

und Gekrösefett 
- bei Tuberkulose der Lunge oder eines zugehörigen Lymphknotens auch Luft-

röhre und Kehlkopf 
- sind ausschließlich Fleischlymphknoten betroffen, ist der Tierkörper als taug-

lich zu beurteilen 
Beurteilung der Tuberkulose grundsätzlich bedingt tauglich (§ 36 (1) Nr. 1 AB. A) 
soweit nicht schon untauglich nach § 32 (1) Nr. 17 oder § 34 Nr. 4 AB. A 
Merkblätter der Bundesministerien zur Differenzierung zwischen „echter“ Tuberkulo-
se von den sog. tuberkuloseähnlichen Formen 
Der Tierkörper von Schweinen ist als tauglich zu beurteilen bei vereinzelten Verände-
rungen in einem Kehlgangs- oder Gekröselymphknoten, die durch Mykobakterien 
verursacht sein können (§ 34 (1) Nr. 20 AB. A) 
Der Begriff „Generalisierte“ Tuberkulose wird eingeführt (§ 32 Nr. 27 AB. A) 

13.04.1986 
30.06.1986 

 
 
 
 
 
 
 

01.01.1996 

Fleischhygienegesetz (FlHG) 
Fleischhygiene-Verordnung (FlHV) 

- bei Knochentuberkulose ist das ganze geschlachtete Tier als untauglich zu 
beurteilen (FlHV Anl. 1 Kap. IV Nr. 7.1) 

- als untauglich zu beurteilen sind bei herdförmigen Veränderungen, die bei 
Rindern oder Schweinen durch Mykobakterien verursacht sein können, in 
Kehlgangslmyphknoten: Kehlkopf, Luftröhre, Lunge sowie in Gekröselymph-
knoten: der gesamte Darm einschließlich des Gekrösefettes (FlHV Anl. 1 
Kap. IV Nr. 10.2) 

Beurteilung „bedingt tauglich“ entfällt (FlHG) 
Bisherige Beurteilung „bedingt tauglich“ nun „untauglich“ (FlHV Anl. 1 Kap. IV Nr. 
7.1); 
Beurteilung nach FlHV Anl. 1 Kap. IV Nr. 10.2 bleibt unberührt 

01.01.2006 Verordnung (EG) Nr. 854/2004 
Begriff „Tuberkuloseläsionen“ eingeführt, Beurteilung nach Kap. IX, Nr. E, Pkt. 2: 

- sind mehrere Organe oder Körperteile betroffen, so ist sämtliches Fleisch un-
tauglich 

- ist ein Organ oder Körperteil betroffen, dann ist nur das befallene Organ oder 
Körperteil einschließlich Lymphknoten untauglich 
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2.1.6.2 Fleischuntersuchungsstatistik 

 

Nach SEEGER und SCHACK-STEFFENHAGEN (1967) waren 1965 0,3 % der Schweine am 

Schlachtbetrieb wegen „Tuberkulose“ beanstandet worden. Nach einer Untersuchung von 

SCHLIESSER (1976 und 1978) ist der Prozentsatz wegen „Tuberkulose“ beanstandeter 

Schweine von 0,35 % im Jahre 1962 auf 0,059 % im Jahre 1975 gesunken. 

 

Die Tabellen 2.10 und 2.11 geben das Auftreten der zwei die Mykobakterien betreffenden 

Beurteilungsmöglichkeiten (nach Fleischhygiene-Verordnung) von 1999 bis 2006 wieder. 

Mykobakterien spielten demnach nur bei den Tierarten Schwein, Rind und Schaf eine Rolle. 

Gut erkennbar ist die besondere Bedeutung beim Schwein. Das lokale Auftreten von Myko-

bakterien lag mit rund 0,2-0,3 % (entspricht ca. 100.000 bis 126.000 Tiere/ Jahr) beim 

Schwein höher als bei den beiden anderen Tierarten (hier Werte von 0,001-0,071 %). Aus-

nahme stellt das Jahr 2002 beim Rind dar, in dem mit 0,27 % ähnlich hohe Werte wie beim 

Schwein aufgeführt sind. 

Auch bei der Beurteilung Tuberkulose wies das Schwein die höchste Prävalenz auf. Es wur-

den Werte von 0,001-0,002 % aufgeführt (ca. 500-900 Tiere/ Jahr), also zwei Zehnerpoten-

zen niedriger als bei der (lokalen) Mykobakteriose. Auch beim Rind wurde bei der Fleischun-

tersuchung in Deutschland noch Tuberkulose diagnostiziert (9-16 Fälle/ Jahr). 

Im Jahr 2007 wurde die Fleischhygienestatistik überarbeitet und der Punkt „durch Mykobak-

terien verursachte herdförmige Veränderungen“ ab 2007 nicht mehr erfasst. Die Diagnose 

„Tuberkulose“ ist in der Kategorie „Krankheiten OIE-Liste“ weiterhin vorhanden. 

 

Abweichend von dieser offiziellen Untersuchungsstatistik stellte FISCHER (1999) bei 1,3 

Mio. untersuchten Schlachtschweinen im Jahr 1996 eine Mykobakteriose-Prävalenz von  

1,85 % fest, ein 8,4-fach höherer Wert als in der Fleischuntersuchungsstatistik des betref-

fenden Jahres. LÜCKER et al. (1997) fanden Mykobakterien in 0,58 % der untersuchten 

Schlachtschweine. Als Gründe für die Diskrepanz zwischen der Fleischuntersuchungsstatis-

tik und eigener Untersuchung nennt FISCHER (1999) u.a. Personalmangel, hohe Bandge-

schwindigkeit sowie ungenügende Ausbildung der Fleischkontrolleure. 

 

WEBER und SCHLIESSER (1974) konnten Erreger des MAIC in Lymphknoten von 

Schlachtschweinen nachweisen, die in der Fleischbeschau keine tuberkulösen Veränderun-

gen aufgewiesen haben. Auch SIRIMALAISUWAN (2004) gelang der Nachweis von Myko-

bakterien aus makroskopisch unveränderten Lymphknoten. 
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Tabelle 2.10 Beurteilung „durch Mykobakterien verursachte herdförmige Veränderungen“ 
(FlHV, Anl. 1, Kap. IV, Pkt. 10.2; STATISTISCHES BUNDESAMT 2000-2007) 

Tierart 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 

Schwein 
~ 42 Mio.* 

101.949 
0,241 % 

104.598 
0,250 % 

96.171 
0,229 % 

126.135 
0,295 % 

103.642 
0,240 % 

121.322 
0,279 % 

119.643 
0,266 % 

101.682 
0,218 % 

Rind 
~ 4 Mio.* 

634 
0,016 % 

577 
0,015 % 

2.043 
0,051 % 

10.696 
0,273 % 

2.570 
0,071 % 

2.084 
0,056 % 

1.729 
0,051 % 

87 
0,003 % 

Schaf 
~ 1 Mio.* 

151 
0,016 % 

48 
0,005 % 

39 
0,004 % 

11 
0,001 % 

279 
0,029 % 

1.608 
0,161 % 

44 
0,004 % 

44 
0,004 % 

* geschlachtete Tiere pro Jahr 

 

Tabelle 2.11 Beurteilung „Tuberkulose“ 
(FlHV, Anl. 1, Kap. IV, Pkt. 7.1; STATISTISCHES BUNDESAMT 2000-2007) 

Tierart 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 

Schwein 
~ 42 Mio.* 

886 
0,0021 % 

623 
0,0015 % 

594 
0,0014 % 

478 
0,0011 % 

618 
0,0014 % 

560 
0,0013 % 

284 
0,0006 % 

226 
0,0005 % 

Rind 
~ 4 Mio.* 

10 
0,0003 % 

16 
0,0004 % 

9 
0,0002 % 

11 
0,0003 % 

44 
0,0012 % 

15 
0,0004 % 

7 
0,0002 % 

13 
0,0004 % 

Schaf 
~ 1 Mio.* 

2 
0,0002 % 

0 
- 

4 
0,0004 % 

1 
0,0001 % 

0 
- 

0 
- 

0 
- 

0 
- 

* geschlachtete Tiere pro Jahr 
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2.2 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

2.2.1 Grundlagen der PCR 

 

PCR steht für „Polymerase Chain Reaction“ (Polymerase-Kettenreaktion). Sie ist eine mole-

kularbiologische Methode zur selektiven Anreicherung von Nukleinsäuren definierter Länge 

und definierter Sequenz aus einem Gemisch von Nukleinsäuremolekülen (SAIKI 1989). 

Das Grundprinzip der Polymerase-Kettenreaktion, das 1985 erstmals beschrieben wurde, 

beruht auf drei aufeinander folgenden Teilschritten. 

• Der ursprüngliche DNA-Doppelstrang (das „template“) wird durch Hitze in zwei Ein-

zelstränge getrennt (Denaturierung). 

• Bei geringerer Temperatur hybridisieren spezifische Oligonukleotide (Primer, d.h. 

kurze DNA-Fragmente) an die DNA-Einzelstränge (Annealing). 

• Beginnend an den Primern, wird mit Hilfe des Enzyms DNA-Polymerase durch den 

Einbau von Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTP) ein neuer, zum Ursprungsstrang 

komplementärer Strang gebildet (Extension). 

Durch zyklische Wiederholung dieses Prozesses folgt eine exponentielle Zunahme von DNA-

Fragmenten der durch die zwei Primer festgelegten Länge und Sequenz. 

Um die PCR auch für RNA nutzen zu können, muss die RNA mittels Reverser Transkriptase 

in DNA überführt werden (WRBA et al. 2007). 

Aufgrund ihrer Hitzestabilität hat sich die DNA-Polymerase des in heißen Quellen (z.B. im 

Yellowstone-Nationalpark) vorkommenden Bakteriums Thermus aquaticus (Taq-DNA-

Polymerase) als Amplifikationsenzym besonders bewährt. Dieses Enzym arbeitet in einem 

Temperaturbereich mit einem Optimum bei 72°C. Da di e Polymerase-Kettenreaktion nicht 

innerhalb der Zelle (in vivo), sondern in einem Reaktionsgefäß (in vitro) abläuft, wird diese 

Art der Nukleinsäurevermehrung auch als In-vitro-DNA-Amplifikation bezeichnet. 

Bei der Auswahl des Probenmaterials spielt es eine untergeordnete Rolle, ob die Zielse-

quenz in einer vitalen oder inaktivierten Zelle oder in ein Zellgenom integriert ist. Die spezifi-

sche Vermehrung von Nukleinsäurefragmenten kann unmittelbar nach DNA-Isolierung z.B. 

aus frischen, lysierten Zellen, Serum, Plasma, Liquor, Hautgeweben oder in manchen Fällen 

auch direkt aus klinischem Probenmaterial ohne weitere Vorbehandlung erfolgen. 

Theoretisch erreicht man nach 30 Zyklen einen Amplifikationsfaktor von etwa 109; in der Pra-

xis werden jedoch aufgrund des Aktivitätsverlustes der Taq-Polymerase, des Verbrauches 

von Primern und Nukleotiden und aufgrund des sog. Plateau-Effektes (Hemmung der DNA-

Polymerase durch die steigende Konzentration der DNA-Amplifikationsprodukte im Reakti-
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onsansatz) Werte um 106 erzielt. Aufgrund ihrer extrem hohen Sensitivität und universellen 

Einsetzbarkeit hat sich die PCR in kurzer Zeit in vielen Bereichen der Labordiagnostik etab-

liert (MAYER et al. 1994). 

 

2.2.2 Nachweis des amplifizierten Produktes 

 

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung des Reaktionsgemisches und Anfärbung mit Hilfe 

spezieller Färbemittel (z.B. Ethidiumbromid) sind die amplifizierten DNA-Fragmente als Ban-

den im Gegensatz zu nicht amplifizierten DNA-Bereiche bzw. überschüssigen dNTPs zu er-

kennen. Neben ihrer spezifischen Größe können die Amplifikationsprodukte nach der 

Polymerase-Kettenreaktion durch Hybridisierung mit internen Sonden (Southern-Blot), durch 

Spaltung mit spezifischen Restriktionsenzymen oder durch Sequenzierung (Bestimmung der 

Nukleotidsequenz) genau charakterisiert werden. Über eine erneute Amplifikation der PCR-

Produkte erreicht man noch höhere Vermehrungsraten der eingesetzten „template“-

Nukleinsäure und damit eine zusätzliche Steigerung der Sensitivität. Nach der 104-fachen 

Verdünnung des ursprünglichen Amplifikationsansatzes und einer erneuten Zugabe von Taq-

Polymerase sowie entsprechenden Oligonukleotid-Primern können erneut 25 bis 30 PCR-

Zyklen durchgeführt werden. In der Regel wird im Rahmen solcher Re-Amplifikationen ein 

Primerpaar verwendet, das innerhalb der Sequenz der ursprünglichen Amplifikationsproduk-

te hybridisiert („nested“-PCR) (MAYER et al. 1994). 

 

2.2.3 Faktoren, die die PCR beeinflussen 

 

2.2.3.1 Temperatur und Zeit 

 

Die ersten Schritte bei der PCR bestehen aus Denaturierung des DNA-Doppelstranges in 

Einzelstränge und Anhybridisierung der Primer (Annealing). Wichtig sind hierbei die Denatu-

rierungs- und Annealingtemperatur. Die Annealingtemperatur bestimmt die Spezifität der 

Anhybridisierung der Primer. Eine zu niedrige Annealingtemperatur führt zu einer 

Anhybridisierung der Primer an einer falschen Stelle des DNA-Einzelstranges (Mispriming), 

welches unspezifische Amplifikationen zur Folge hat (BEJ et al. 1991). Temperaturunter-

schiede innerhalb des Wärmeblocks des verwendeten Thermocyclers wurden ebenfalls als 

Ursache für eine geringere Ausbeute beschrieben, weil sie zu Schmelzfehlern der DNA füh-

ren und somit keine Amplifikation abläuft (COMEY et al. 1991; TYLER et al. 1997). Dies 

kann jedoch durch den Zusatz von Formamid (reduziert den Schmelzpunkt der DNA) beho-



Literatur 
 
 
 

- 33 - 

ben werden (COMEY et al. 1991), obwohl angenommen wird, dass dieser Zusatz ebenfalls 

negative Auswirkungen auf die Spezifität der Reaktion hat (WILSON 1997). 

Weiterhin spielt die gewählte Zeitdauer der einzelnen Reaktionsschritte eine wichtige Rolle. 

Nach dem letzten Zyklus, üblich sind je nach Zielstellung 20-50 Zyklen, erfolgt die vollständi-

ge Renaturierung der DNA bei 72°C für 3-7 min. Dana ch wird die Probe bis zur Auswertung 

auf 4-8°C abgekühlt. Für die Amplifikation von DNA- Fragmenten größer als 1 kb kann der 

Primerextensionsschritt 1-7 min., abhängig von der Länge der Ziel-DNA, betragen 

(JEFFREYS et al. 1988). 

 

2.2.3.2 Reaktionskomponenten 

 

Zusätzlich zur Ziel-DNA, den Primern und der Taq-DNA-Polymerase (1-2,5 Einheiten) enthält 

ein Reaktionsansatz einen Standard- Reaktionspuffer, bestehend aus 50 mM KCl, 10 mM 

Tris-HCl (pH 8,4) und 1,5 mM MgCl2. 

Die optimale Magnesium-Konzentration in der Reaktionslösung muss durch Versuche fest-

gestellt werden (1-10 mM), da es bei zu wenig freiem Magnesium in der PCR zu keiner Amp-

lifikation kommt und andererseits bei zu viel freiem Magnesium unerwünschte Amplifikatio-

nen auftreten (WILLIAMS 1989). Die Konzentration der Desoxynucleotidtriphosphate 

(dNTP), bestehend aus gleichen Teilen von dATP, dTTP, dGTP und dCTP, beträgt 200 µM. 

Konzentrationen größer als 50 mM dNTP in der Reaktion hemmen die Taq-DNA-Polymerase 

(INNIS et al. 1988). Um die Verdunstung insbesondere während der Denaturierungsphasen 

zu minimieren und eine konstante Salzkonzentration zu gewährleisten, wird der Reaktions-

ansatz üblicherweise mit 50-60 µl Mineralöl (Paraffin) überschichtet. 

Wird als Template in der PCR DNA mit einem hohen Guanin-Thymin-Gehalt verwendet, 

kann dies zu einer unzureichenden Denaturierung und in Folge hiervon zu einem Mispriming 

führen. Daher werden als Zusatzstoffe DNA-denaturierende Substanzen wie Dimethyl-

Sulfoxid (DMSO) in einer Konzentration von 1-10 % (WINSHIP 1989; BOOKSTEIN et al. 

1990) oder 1,25-5 % Formamid (SARKAR u. SOMMER 1990) eingesetzt. Dies führt zu einer 

wesentlichen Verbesserung der Spezifität. HUNG et al. (1990) verwendeten zur Steigerung 

der Spezifität der PCR Tetramethylammoniumchlorid (TMAC) in einer Konzentration von 1 x 

10-4 – 1 x 10-5 M. Durch den Einsatz von 5-20 % Glycerol in der Reaktionslösung steigerten 

SMITH et al. (1990) die Ausbeute an PCR-Amplifikat. Eine weitere Möglichkeit zur Steige-

rung der Amplifikationsrate in der PCR ist die Verwendung von T4 gene 32 protein, welches 

der Stabilisierung von Einzelstrang-DNA dient und dadurch ein verbessertes Primer-

Annealing ermöglicht (PANACCIO u. LEW 1991; WIDJOJOATMODJO et al. 1992; TEBBE u. 
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VAHJEN 1993). PONCE und MICOL (1992) verbesserten die Amplifikation von langen DNA-

Fragmenten (3 kb) durch Einsatz eines Tricine-Puffers, pH 8,4 ohne KCl. 

 

2.2.3.3 Primer 

 

Primer sind synthetisierte einzelsträngige Oligonukleotide, die normalerweise 15-30 Basen 

lang und komplementär zu den 3’-Enden der Ziel-DNA sind. Wichtig ist, dass die Primer kei-

ne komplementären Strukturen zueinander aufweisen, die speziell an ihren 3’-Enden länger 

als 2 Basen sind. In diesem Falle könnte in der PCR ein künstliches Produkt entstehen, 

wenn die 3’-Enden der beiden Primer miteinander hybridisieren und so einen Komplex 

(primed template) bilden. Während der Primer-Extension bildet sich dann ein kurzes, 

doppelsträngiges Produkt (Primer-Dimer). 

Die Primer werden in einer symmetrischen PCR in Konzentrationen von 0,1-1 µM eingesetzt. 

Der Guanin-Cytosin-Gehalt der verwendeten Primer sollte 40-60 % betragen. Außerdem 

sollten die Primer keine langen Mononukleotidabschnitte aus Polypurinen oder 

Polypyrimidinen aufweisen, so dass beide Primer die gleiche Schmelztemperatur besitzen. 

Auffällige primerinterne Sekundärstrukturen, wie Stem- und Loop- Strukturen, sollten eben-

falls vermieden werden. 

Die Annealingtemperatur (Ta) kann durch folgende Gleichung, ausgehend von der Schmelz-

temperatur (Tm) der verwendeten Primer, kalkuliert werden (SUGGS et al. 1981): 

Ta = Tm - 5°C = 2°C (A+T) + 4°C (G+C) - 5°C 

 

2.2.3.4 Target-DNA 

 

Die Menge der Ziel-DNA, die in der Regel in einer diagnostischen PCR eingesetzt wird, be-

trägt 0,05-1,0 µg. In dieser DNA sollte ein intakter DNA-Strang enthalten sein, um ein 

Annealing der Primer zu gewährleisten und die PCR zu starten. Die verwendete DNA sollte 

einen gewissen Reinheitsgrad besitzen, aber bei vielen Anwendungen ist eine exzessive 

Reinigung der DNA nicht notwendig (SAIKI 1989). Bei Anwendung der PCR zur Detektion 

von Mikroorganismen aus Umweltproben sind jedoch oft Substanzen vorhanden, die an die 

Ziel-DNA während der DNA-Gewinnung binden und in Folge die Taq-DNA-Polymerase 

hemmen. Dies führt zu einer erheblichen Verminderung der Sensitivität der PCR. 
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2.2.3.5 Kontaminationen 

 

Paradoxerweise stellt die enorm hohe Leistungsfähigkeit auch einen wesentlichen Nachteil 

der Polymerase-Kettenreaktion dar, da selbst die geringste Kontamination unweigerlich zu 

falsch-positiven Ergebnissen führt. Die Aufarbeitung des Probenmaterials muss unter höchs-

ten Reinheitsbedingungen und mit speziell konstruierten Pipetten („positive displacement“) 

oder mit Watte gestopften Pipettenspitzen erfolgen, da die Gefahr einer Verschleppung amp-

lifizierten Materials („carry-over“, z.B. über Aerosolbildung) und der damit verbundenen 

falsch-positiven Ergebnissen bereits bei einer Kontamination mit wenigen Molekülen gege-

ben ist. Dies bedingt eine Reihe zusätzlicher Kontrollansätze innerhalb jeder Versuchsreihe. 

Zur Verminderung der Kontaminationsgefahr werden verschiedene Maßnahmen wie z.B. 

räumliche Trennung der Arbeitsplätze zur Probenaufarbeitung, Amplifikation und Analyse der 

PCR-Produkte oder Bestrahlung mit hartem UV-Licht empfohlen, um innerhalb des diagnos-

tischen Labors die Kontamination von neuem Probenmaterial mit bereits vorher amplifizier-

tem Material zu vermeiden (MAYER et al. 1994). 

Strategien zur Vermeidung von Kontaminationen sind bei KWOK und HIGUCHI (1989) sowie 

bei HEINRICH (1991) ausführlich dargestellt. Wichtig ist, dass ausreichend Negativ-

Kontrollen mitgeführt werden, die keine DNA enthalten. An diesen Proben wird das Auftreten 

einer Kontamination erkannt. Ein Weg zur Vermeidung von Kontaminationen ist die Bestrah-

lung der Reaktionsgefäße mit UV-Licht bei 254-300 nm für 5-20 min., die schon den gesam-

ten Reaktionsansatz (Prämix) außer der Template-DNA enthalten. Eventuell vorhandene 

DNA-Moleküle werden hierbei zerstört (SARKAR u. SOMMER 1990; CIMINO et al. 1990). 

Eine weitere Möglichkeit, Kontaminationen zu vermeiden, wird durch die Anwendung der so 

genannten „Hot Start“ PCR erreicht (BASSAM u. CAETANO-ANOLLES 1993). Da die Taq-

Polymerase auch bei niedrigen Temperaturen aktiv ist und dann nur geringe Spezifität be-

sitzt, kann es zu Beginn der PCR zur Synthese unerwünschter Produkte kommen, die an-

schließend exponentiell vermehrt werden. Beim „Hot Start“ wird die Polymerase erst nach 

dem initialen Denaturierungsschritt zugefügt oder aktiviert. Die Inaktivierung der Polymerase 

kann entweder durch eine Einbettung in Wachskügelchen erreicht werden, die während der 

Denaturierung schmelzen und das aktive Enzym freisetzen, oder durch neutralisierende mo-

noklonale Antikörper, die spezifisch an die Polymerase binden und beim ersten Aufheizen 

denaturiert werden. 

 

 

 

 



Literatur 
 
 
 

- 36 - 

2.2.3.6 Inhibitoren 

 

Der Hintergrund-DNA werden sowohl PCR-hemmende (LIENERT u. FOWLER 1992; TEBBE 

u. VAHJEN 1993; WILSON et al. 1994; ALVAREZ et al. 1995) als auch fördernde Eigen-

schaften durch eine mögliche Trägerfunktion für die Ziel-DNA bei der Präzipitation 

(STEFFAN u. ATLAS 1988; DICKINSON et al. 1995) zugeschrieben. 

Weitere, die PCR störende Substanzen können mit der DNA-Extraktion in die PCR-

Kaskaden hineingeschleppt werden. Beispiele für derartige Inhibitoren sind in Tabelle 2.12 

aufgeführt. 

 

Tabelle 2.12 In der Literatur beschriebene störende Substanzen bei der PCR-Reaktion 

Material Inhibitor Literaturquelle 

Klinisches 
Material Blut, Nasenschleim, Urin, Sperma, Kot PANACCIO u. LEW (1991) 

Blut 

Häm 
IgG 
EDTA 
Heparin 
Hohe Konzentration leukotriener DNA 

AKANE et al. (1994) 
AL-SOUD et al. (2000) 
ROSSEN et al. (1992) 
IZRAELI et al. (1991) 
DE FRANCHIS et al. (1988) 

Kot 
Gallensalze und komplexe Polysacchari-
de 
Bilirubin, Gallensalze 

LANTZ et al. (1997); MONTEIRO 
et al. (1997) 
WIDJOJOATMODJO et al. (1991) 

Urin Harnsäure KHAN et al. (1991) 

Milch Proteinasen POWELL et al. (1994) 

Lebensmittel 
Organische und phenolische Bestandtei-
le, Glycogen, Fette, Ca2+ 
Öl, Salz, Kohlenhydrate, Aminosäuren 

WILSON (1997) 
 
ROSSEN et al. (1992) 

Boden Phenole, Huminsäuren TSAI u. OLSON (1992) 

 

Die auftretenden Mechanismen hierbei sind weitgehend ungeklärt (WILSON 1997), jedoch 

sind Möglichkeiten beschrieben, wie die Inhibitoren in die PCR-Reaktion eingreifen können. 

Dies kann auf der Ebene der Zelle, der Nukleinsäuren oder der Polymerase geschehen 

(ROSSEN et al. 1992; AKANE et al. 1994; KATCHER u. SCHWARTZ 1994; POWELL et al. 

1994; WILSON 1997; AL-SOUD et al. 2000): 

• Die Störung auf Ebene der Zelle verhindert die Zelllyse bei der DNA-Aufarbeitung 

und somit die Freisetzung der DNA 

• Die Störung auf Ebene der Nukleinsäuren kann entweder durch deren Abbau oder 

Bindung erfolgen, wodurch diese der PCR-Reaktion nicht mehr zur Verfügung stehen 

• Die Störung der Polymerase erfolgt durch Hemmung der Polymerase-Aktivität 
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Es konnte gezeigt werden, dass für die Taq-Polymerase bereits 0,0004 % Blut, 0,2 % 

Fleisch, 1.0 mM CaCl2-Ionen im Amplifikationsansatz die Reaktion vollständig verhindern 

(AL-SOUD u. RÅDSTRÖM 1998). 

Als weitere Störfaktoren werden auch Bestandteile der Zellwand von Bakterien, Fremd-DNA 

und auch Labormaterial wie Handschuhpuder (DE LOMAS et al. 1992), Plastik und Zellulose 

genannt (WILSON 1997). 

Bei der Gewinnung von DNA aus Böden werden Phenole und Huminsäuren als Hemmstoffe 

genannt (TSAI u. OLSON 1992), wobei phenolische Gruppen N-substituierte Amide oder 

Quinone ausbilden, die sich kovalent an DNA binden. Bei Proben aus klinischem Material 

werden als Hemmstoffe für die Taq-DNA-Polymerase Blut, Nasenschleim, Urin, Sperma und 

Kotbestandteile genannt (PANACCIO u. LEW 1991). WIDJOJOATMODJO et al. (1991) nen-

nen Bilirubin und Gallensalze als Bestandteile von Fäzes. Weniger als 50 µg/ ml der Gallen-

salze Natriumglycocholat und Natriumtaurocholat hemmen bereits die PCR. ROSSEN et al. 

(1992) untersuchten verschiedene Lebensmittel auf ihre Hemmwirkung gegenüber der Taq-

DNA-Polymerase. Hierbei wurde festgestellt, dass die Aktivität der Polymerase durch relativ 

hohe Gehalte an Öl, Salz, Kohlenhydraten und Aminosäuren in der Reaktionslösung nicht 

wesentlich eingeschränkt wird. Konzentrierte Anteile von Proteinen (auch hydrolysierte Pro-

teine) und stark fetthaltige Produkte (Streichkäse) besitzen jedoch große Hemmwirkung. Die 

Mechanismen der Hemmung sind ungeklärt. 

WEYANT et al. (1990) untersuchten die Wirkung ionischer und nicht ionischer Detergentien 

auf die Taq-Polymerase. Dabei stellen sie fest, dass unter anderem 0,1 % SDS in der PCR 

ausreicht, um das Enzym vollständig zu hemmen. ROSSEN et al. (1992) stellten eine 

Hemmwirkung schon bei 0,01 % SDS fest, die typische Konzentration in der DNA-

Extraktionslösung wird mit 0,1-0,2 % angegeben. Weiterhin kann auch ein zu hoher RNA-

Gehalt in der DNA-Präparation hemmend auf die PCR wirken (PIKAART u. VILLEPONTEAU 

1993). 

 

Mehrere Methoden wurden beschrieben, um irritierende Stoffe von der Template-DNA zu 

trennen. Diese umfassen entweder das Anreicherungsverfahren, die DNA-Extraktion oder 

die verwendete Polymerase. 

Ein Vergleich kommerzieller und nicht-kommerzieller DNA-Extraktionsverfahren zum Nach-

weis von Hepatitis B-Viren aus Serum zeigte gute Nachweisraten mit dem QIAamp HCV Kit 

(Fa. Qiagen, Chatsworth, USA) und der Dialyse mit Millipore Filtern (KLEIN et al. 1997).  

Ebenfalls ist das Kochen von DNA zum Nachweis von S. pneumoniae, S. agalactiae und L. 

monocytogenes in cerebrospinaler Flüssigkeit (OLCEN et al. 1995) sowie von Mykobakte-

rien-DNA in Blutproben beschrieben (KULSKI u. PRYCE 1996). 
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Eine einfache Möglichkeit, Inhibitoren zu eliminieren, ist weiterhin die Verdünnung der Probe. 

Beim Nachweis von Chlamydia trachomastis in Urin führte dies zur Eliminierung der vorhan-

denen Inhibitoren (CHERNESKY et al. 1997). Eine Verminderung der Hemmstoffe kann 

durch Verdünnung der Probe oder durch eine aufwendige Reinigung der DNA erreicht wer-

den. Sind die Hemmstoffe jedoch an die DNA gebunden, werden sie mitgereinigt und nicht 

entfernt. 

Um Inhibitoren von der Ziel-DNA zu trennen, wurden die Gradientendichtezentrifugation, ein 

Zweiphasen-System und immunologische Techniken eingesetzt. Die Gradienten-

dichtezentrifugation (LINDQVIST et al. 1997) trennt die vorhandenen Bakterien (Shigella 

flexneri bei Käse und Milch) vom Homogenat und den Inhibitoren. Das Zweiphasen-System 

besteht in der oberen Phase aus Polyethylenglycol und der unteren Phase aus Dextran. 

Hierbei konnten in Käse höhere Nachweisraten für L. monocytogenes in der Dextran-Phase 

nachgewiesen werden (LANTZ et al. 1994). Auch durch die magnetische Markierung von 

L. monocytogenes mit spezifischen monoklonalen Antikörpern (magnetic immuno-

polymerase chain reaction) konnten die zu untersuchenden Bakterien von PCR-Inhibitoren 

getrennt werden (FLUIT et al. 1993). 

Um die PCR-Reaktion durch Zugabe von reaktionsfördernden Substanzen zu unterstützen, 

können der Reaktion unter anderem Rinder Serum Albumin (BSA), Einzelstrang-DNA bin-

dendes T4 Gen 32 Protein (gp32), organische Lösungsmittel, Proteinase Inhibitoren oder 

Betain (AL-SOUD u. RÅDSTRÖM 2000) zugesetzt werden. 

Auch die Polymerase ist ein wichtiger Ansatzpunkt für Inhibitoren. Es konnten deutliche Un-

terschiede der Sensitivität zwischen unterschiedlichen Polymerasen in Gegenwart von Inhibi-

toren gezeigt werden. AL-SOUD und RÅDSTRÖM (1998) untersuchten neun thermostabile 

Polymerasen für den Nachweis von L. monocytogenes in Anwesenheit von 20 % Blut, 20 % 

Käse, 0,4 % Kot oder 0,2 % Fleisch. Die Ergebnisse zeigten, dass bei Anwesenheit von     

20 % Blut keine Amplifikation mit der Taq- und AmpliTaqGold-Polymerase möglich war. Die 

Beimengung von Käse, Kot oder Fleisch wirkte sich dagegen unterschiedlich aus. 
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2.3 Diagnostik von Mykobakterien 

 

Bei der Diagnostik von Mykobakterien (Nachweis- und Differenzierungstechniken) kommen 

gegenwärtig sowohl konventionelle als auch neuere, molekularbiologische Methoden zum 

Einsatz. Eine Übersicht zeigt Tabelle 2.13. 

 

Tabelle 2.13 Übersicht gegenwärtig eingesetzter Nachweis- und Differenzierungtechniken 
von Mykobakterien (nach REISCHL u. NAUMANN 1996) 

Methode Prinzip Dauer Vorteile Nachteile 

Mikroskopie 

Direktnachweis 
säurefester Stäb-

chen im Probenma-
terial (Ziehl-Neelsen-

Färbung) 

ca. 3 h schnell 

keine Differenzierung 
und keine Aussage 

über Lebensfähigkeit 
möglich, geringe Sen-

sitivität 

Kultur 

Anzucht auf Fest- 
und Flüssignährbö-

den, Beurteilung von 
Koloniemorphologie 
und Pigmentbildung 

positive Kultur 
meist nach 3-4 
Wochen, sonst 
Bebrütung bis 
zu 8 Wochen 

kostengünstig langwierig 

BACTEC®- 
Kulturverfahren 

Anzucht und Mes-
sung der Freiset-

zung von radioakti-
vem 14CO2 

positive Kultur 
meist nach 10-

12 Tagen, sonst 
Bebrütung bis 
zu 6 Wochen 

schneller als konventi-
onelle Kulturverfahren 

kostenintensiver als 
konventionelle Kultur-

verfahren 

MGIT®- Kultur-
verfahren 

Anzucht und Fluo-
reszenzmessung 
von freigesetztem 

O2 

positive Kultur 
meist nach 10-

12 Tagen, sonst 
Bebrütung bis 
zu 6 Wochen 

identisch dem 
BACTEC®- System, 
keine radioaktiven 

Substanzen 

identisch dem 
BACTEC®- System, 

kontaminationsanfälli-
ger 

Biochemische 
Differenzie-

rungsverfahren 

Durchführung von 
mehreren biochemi-

schen Tests 

z.T. mehrere 
Wochen 

kostengünstig sehr arbeitsintensiv, 
nur aus Kultur möglich 

HPLC-Analyse 
(Hochflüssig-

keitschromatog
raphie) 

physikalisch- chemi-
sche Analyse von 

speziesspezifischen 
Mykolsäuren 

1 Tag 
schnell, kostengünstig 
und meist eindeutige 

Differenzierung 

vorhergehende Kulti-
vierung erforderlich; 

Interpretation der Ana-
lysedaten setzt hohe 

Erfahrung voraus 

In vitro- Nukle-
insäure- Ampli-
fikation (PCR) 

Direktnachweis 
durch Vermehrung 
der Erregernuklein-
säure auf ein nach-
weisbares Niveau 

3-5 h 

schnell und einfach 
durchzuführen, hohe 

Sensitivität und Spezi-
fität 

kostenintensiv 

DNA-
Sequenzierung 

Exakte Differenzie-
rung über Bestim-

mung charakteristi-
scher 

Nukleinsäuresequen
zen 

1 Tag 

schnell und 
automatisierbar, sehr 

hohes 
diskriminatorisches 

Potential 

kostenintensiv 

Restriktions- 
Fragment Län-
gen- Polymor-

phismus 
(RFLP) 

Erstellung eines 
„genetischen Fin-
gerabdrucks“ des 

Erregers 

2 Tage 

Abklärung epidemiolo-
gischer Fragestellun-
gen, schnelle Identifi-
zierung von wieder 
auftretenden (z.B. 

multiresistenten) Erre-
gern 

arbeits- und kostenin-
tensiv 
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2.3.1 Konventionelle Diagnostik von Mykobakterien 

 

2.3.1.1 Probenentnahme 

 

Die Auswahl der Proben richtet sich nach der Organmanifestation. Zur Untersuchung sollte 

nur frisch entnommenes Material (Organproben, Lymphknoten, Sputum, Eutersekret, Kot-

proben, Einstreuproben) verwendet werden. Die ersten Proben sollten nach Möglichkeit vor 

Einleitung einer Chemotherapie gewonnen werden. Um das Überwachsen von anderen Bak-

terien in der Probe zu verhindern, muss die Probe so steril wie möglich entnommen werden, 

um Kontaminationen mit anderen Erregern oder Mykobakterien aus der Umwelt zu vermei-

den (METCHOCK et al. 1999). Das Untersuchungsgut soll in einem sterilen und verschlos-

senen Versandbehältnis zum Labor transportiert werden, ein schriftlicher Untersuchungsauf-

trag sowie Vorbericht sind beizufügen (AVID IX 1997). 

 

 

2.3.1.2 Mikroskopie 

 

Für die Diagnose von Mykobakterien mittels Mikroskopie wird die Eigenschaft der Säurefes-

tigkeit ausgenutzt. Dieses Screening ist eine sehr schnelle und einfache Möglichkeit, säure-

feste Bakterien in der Probe nachzuweisen (SALFINGER u. KAFADER 1992). Allerdings gibt 

es auch noch andere Erreger, die in der Färbung säurefest erscheinen (Rhodokokken, 

Nocardien, Corynebakterien, Cryptosporidien) und so nicht von Mykobakterien unterschie-

den werden können. Ferner kann man nicht zwischen Erregern des MTC und atypischen 

Mykobakterien unterscheiden. Darüber hinaus ist die Sensitivität von 40 % im Vergleich zur 

Kultur niedrig. Als Minimum müssen 5 x 103 bis 104 säurefeste Stäbchen pro ml in der Probe 

vorhanden sein, um ein positives Ergebnis in der Färbung zu erreichen, wohingegen die 

Mengen für einen Nachweis in der Kultur bei 101 bis 102 Erregern liegen (METCHOCK et al. 

1999). 

Die gebräuchlichste und spezifischste Methode der Färbung ist die Färbung nach ZIEHL-

NEELSEN (ZN, Durchführung s. Anhang). Säurefeste Bakterien erscheinen dabei als rot 

gefärbte Stäbchen auf blauem Hintergrund. Neben der Färbung kann ein geübter Untersu-

cher auch anhand der Anordnung oder dem Aussehen der säurefesten Stäbchen zwischen 

einzelnen Mykobakterien- Stäbchen unterscheiden bzw. einen Verdacht äußern. So be-

stimmt der Cordfaktor (Anwesenheit von Trehalose-6,6’-Dimycolat in der Bakterienzellwand) 

von M. tuberculosis eine bestimmte Anordnung der Stäbchen, die V-förmig oder palisadenar-

tig sein kann und auch als zopfförmig bezeichnet wird. M. kansasii erscheint meistens ge-
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bändert und die Stäbchen sind länger als die von M. tuberculosis. M. xenopi zeigt lange 

schlanke Stäbchen mit unregelmäßiger Lagerung, die an Vogelnester erinnern (SALFINGER 

u. KAFADER 1992). 

Als Übersichtsfärbung hat sich die Fluoreszenzmikroskopie mittels Auramin gefärbter Präpa-

rate bewährt. Auramin ist ein Fluorochrom, das, wenn es an Mykolsäuren bindet, fluoresziert 

und resistent gegenüber der Entfärbung mit Alkohol ist. Aufgrund der Fluoreszenz kann das 

Präparat bei gleich bleibender Sensitivität durch eine geringere Anzahl an Gesichtsfeldern 

als nach der ZN-Färbung beurteilt werden, um die Diagnose „negativ für säurefeste Stäb-

chen“ zu stellen. Im Gegensatz zur ZN-Färbung ist bei der Auraminfärbung jedoch die Mor-

phologie nicht so gut zu beurteilen, so dass im Zweifelsfall eine nachfolgende Bestätigung 

mit der ZN-Färbung erforderlich ist (DEDIÉ 1993). 

 

2.3.1.3 Kulturelle Anzüchtung 

 

Die Untersuchung auf Mykobakterien in der Kultur wurde lange Zeit als „Goldstandard“ in der 

bakteriologischen Diagnostik betrachtet (REISCHL u. NAUMANN 1996; TAYLOR et al. 

2001). Aufgrund der Tatsache, dass die kulturelle Anzüchtung sehr zeitaufwändig ist, werden 

mittlerweile vermehrt molekularbiologische Methoden eingesetzt, die auf der Erkennung von 

DNA basieren (HOSEK et al. 2006). 

 

2.3.1.3.1 Vorbehandlung des Untersuchungsmaterials 

 

Aufgrund des langsamen Wachstums ist zur Unterdrückung der Begleitflora eine Vorbehand-

lung des Untersuchungsmaterials erforderlich. Die Vorbehandlung bewirkt eine Homogeni-

sierung der Probe (z.B. bei Gewebe), eine Dekontamination der Begleitflora und eine Anrei-

cherung der Mykobakterien durch Zentrifugation. Biopsieproben, Liquor und Blut brauchen 

nicht dekontaminiert zu werden, da sie primär steril sind. 

Nach den Anforderungen des AVID IX (1997) sind zwei Vorbehandlungsmethoden möglich: 

• Vorbehandlung mit Schwefelsäure: Für die Vorbehandlung kann Schwefelsäure mit 

einem Volumenanteil von 6 % verwendet werden. Zu einem Teil der in steriler Natri-

umchlorid-Lösung suspendierten Probe werden 6 Teile der Schwefelsäure-Lösung 

zugegeben. Nach einer Einwirkzeit von 10 ± 1 min. wird weitere 10 min. bei mindes-

tens 3.000 U/ min. zentrifugiert. Die Gesamteinwirkung der Schwefelsäure bis zum 

Verimpfen darf 20 min. nicht überschreiten. Der Überstand wird entfernt, das Sedi-

ment nach Neutralisation mit Natronlauge mit Indikator verimpft. Bei Verimpfung mit 

einer Öse darf die Neutralisation entfallen. 
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• Vorbehandlung weniger kontaminierter Untersuchungsmaterialien: Weniger kontami-

niertes Untersuchungsmaterial kann mit N-Acetyl-L-Cystein nach DIN 58943-3 vor-

behandelt werden. Dazu gleiche Volumina Organsuspension oder flüssiges Untersu-

chungsmaterial (bis zu 100 ml) und Natriumhydroxid-N-Acetyl-L-Cystein-Lösung 

(NaOH-NALC) in einem Zentrifugenglas mischen und 25 min. unter Schütteln einwir-

ken lassen, 20 ml Phosphatpufferlösung (nach SÖRENSEN 1/15 molar, pH 6,8) zu-

geben und 20 min. bei 4.000 g zentrifugieren, den Überstand verwerfen und das Se-

diment in 0,5-1,0 ml steriler Kochsalzlösung aufnehmen und verimpfen. 

Nach SCHLIESSER (1985) haben sich neben Schwefelsäure (3-6 %) noch HCl (3 %) oder 

Papainlösung zur Vorbehandlung bewährt. Auch eine Kurzzeitbehandlung der Proben mit 

NaOH zur Dekontamination in Kombination mit Natrium-Laurylsulfat (SDS) wird als geeignet 

beschrieben (SALFINGER u. KAFADER 1992). 

 

Das angereicherte, homogenisierte und bei Bedarf dekontaminierte Material wird auf ver-

schiedene Nährböden überimpft. 

 

2.3.1.3.2 Medien für den Mykobakteriennachweis 

 

Zur Kultivierung von Mykobakterien stehen eine Reihe fester und flüssiger Medien zur Verfü-

gung. Da kein Nährboden 100%-ige Sensitivität gewährleistet und die Ausbeute vom 

Inokulum abhängt, sollten zwei verschiedene Fest- und ein Flüssigmedium eingesetzt wer-

den (REISCHL u. NAUMANN 1996; DIN-Norm 58943-3). Als sinnvoll bzw. optimal ist die 

Kombination von einem Medium auf Eibasis, einem Medium auf Agarbasis und einem Selek-

tivmedium (z.B. 7H12-BACTEC®-Medium) zu erachten. Bei Proben von primär sterilen Be-

reichen wird die Verwendung von 2-3 Flüssigmedien empfohlen. 

Feste Medien basieren auf der Grundlage von Ei oder Agar, wobei alle Malachitgrün enthal-

ten, einen das Wachstum der Kontaminationsflora hemmenden Farbstoff (BISPING et al. 

1985). Eiernährböden modifiziert nach LÖWENSTEIN-JENSEN, STONEBRINK oder 

GOTTSACKER besitzen eine gute Pufferkapazität und können toxische Stoffe im Untersu-

chungsmaterial inaktivieren. 

Die Agarnährböden MIDDLEBROOK 7H10 und 7H11 eignen sich gut zur Vereinzelung und 

Differenzierung von Mykobakterien. Agarnährböden sind fast ohne Pufferwirkung und inakti-

vieren toxische Stoffe nur wenig. Bei Materialvorbehandlung mit Detergentien sind sie daher 

nicht geeignet, wohl aber nach NaOH-NALC- oder SDS-Vorbehandlung (SALFINGER u. 

KAFADER 1992; DEDIÉ 1993). 



Literatur 
 
 
 

- 43 - 

Die Kulturen werden sechs bis acht Wochen lang bei 37°C bebrütet und wöchentlich abgele-

sen. Eine erhöhte CO2-Spannung (5-10 %) ist für das Wachstum förderlich (SCHLIESSER 

1985). Bei Hinweisen auf M. avium oder M. marinum sollten zusätzlich feste Nährmedien bei 

45°C bzw. 25°C inkubiert werden (AVID IX 1997). Von  bewachsenen Kulturen ist ein Ziehl-

Neelsen-Präparat anzufertigen, um zu überprüfen, ob es sich um säurefeste Stäbchen han-

delt (AVID IX 1997). 

Der Vorteil fester Kulturmedien gegenüber der Flüssigkultur liegt darin, dass eine makrosko-

pische Beurteilung der Kolonien möglich ist. Die Selektivität ist bei Festmedien höher und die 

Kontaminationsrate geringer (BOHRßEN 2003). 

Als flüssige Kulturmedien eignen sich u.a. die 7H9-Bouillon nach MIDDLEBROOK, die 

DUBOS-Bouillon und das Substrat 30 nach KIRCHNER. Die Flüssigkultur besitzt im Gegen-

satz zu den festen Kulturmedien eine höhere Sensitivität und eine kürzere Wachstumszeit. 

Als Nachteil sind höhere Kontaminationsraten sowie ein höherer Kostenfaktor zu nennen 

(SALFINGER u. KAFADER 1992; ACKERMANN 2001). 

 

Auch automatische Kultursysteme der Fa. Becton-Dickinson eignen sich für den Nachweis 

von Mykobakterien. Das radiometrische BACTEC®- System erlaubt den Nachweis von My-

kobakterien in einem sehr frühen Stadium. Die durchschnittliche Detektionszeit wird für nicht- 

tuberkulöse Mykobakterien mit einer Dauer von sieben Tagen angegeben, für 

M. tuberculosis neun bis vierzehn Tage. Um das Wachstum zu beschleunigen, wird dem 

BACTEC 12B Medium ein Gemisch aus antimikrobiellen Stoffen (PANTA = Polymyxin B, 

Amphotericin B, Nalidixinsäure, Trimethoprim, Azlocillin) zugefügt (METCHOCK et al. 1999). 

Der Zusatz von radioaktiv markierter Palmitinsäure erlaubt die radiometrische Bestimmung 

des mykobakteriellen Wachstums. 

Der Gebrauch dieser automatischen Kultursysteme hat die Nachweisrate und Detektionszeit 

von Mykobakterien deutlich verbessert (METCHOCK et al. 1999). Vor allem die im Direkt-

ausstrich negativen Proben für säurefeste Stäbchen und Proben von bereits behandelten 

Patienten mit chronischen Erkrankungen können mit diesen Systemen besser erfasst wer-

den. Limitierend ist beim BACTEC®-System der Umstand, dass die Koloniemorphologie 

nicht beurteilt und Mischinfektionen nicht erkannt werden können, das Überwachsen durch 

Kontaminanten, hohe Kosten und die Verwendung von radioaktivem Material (BOHRßEN 

2003). 

 

Das MGIT®-System (Mycobacterial Growth Indicator Tube) der Fa. Becton-Dickinson ist 

nicht radiometrisch und eignet sich für alle klinischen Materialien. Eingebettet in Silikon am 

Boden des Nachweisröhrchens befindet sich eine fluoreszierende Verbindung, die auf das 
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Vorliegen von gelöstem Sauerstoff in der Bouillon anspricht. Anfänglich ist nur wenig Fluo-

reszenz nachweisbar, da die große Menge an aufgelöstem Sauerstoff die Emission der fluo-

reszierenden Verbindung absorbiert. Später nehmen die wachsenden, aktiv aspirierenden 

Mikroorganismen den Sauerstoff auf und die steigende Fluoreszenz kann vom Gerät gemes-

sen werden. Die in das Gerät eingegebenen Röhrchen werden fortwährend bei 37°C 

inkubiert und die Fluoreszenz jede Stunde am Gerät gemessen. Positive Röhrchen werden 

vom Gerät angezeigt. Ein positives Röhrchen enthält etwa 105 bis 106 KbE pro ml (BECTON 

DICKINSON 1999). Die Kontaminationsraten sind mit diesem System allerdings deutlich hö-

her als beim BACTEC®- System (METCHOCK et al. 1999). 

 

2.3.1.4 Differenzierung von Mykobakterien 

 

Mykobakterien sollten stets so weit wie möglich differenziert werden (BROSCH et al. 2002), 

in der veterinärmedizinischen Labordiagnostik geht es in erster Linie um die sichere Identifi-

zierung von M. bovis, M. tuberculosis und M. avium. 

 

Grundkriterien für die Differenzierung sind Wachstumsgeschwindigkeit, Koloniemorphologie 

und Pigmentbildung, hinzu kommen u.a. Temperaturabhängigkeit und Glyzerinbedarf. 

In der traditionellen (phänotypischen) Diagnostik erfolgt mit Hilfe von biochemischen Tests 

eine weitere Differenzierung der Spezies bzw. des Spezies-Komplexes. Hier sind vor allem 

der Niacin-, Nitratreduktase-, TCH- (Thiophen-2-Carbonsäure-hydrazid-) und 

Pyrazinamidase-Test zu nennen. 

 

Tierversuche hatten ursprünglich in der Tuberkulosediagnostik einen sehr hohen Stellenwert. 

Sie können nicht zur Differenzierung der wichtigsten Arten herangezogen werden, aber sie 

ermöglichen den Nachweis sehr geringer Keimzahlen im Untersuchungsmaterial. Die Beo-

bachtungszeit beträgt 6-8 Wochen (SELBITZ 1992). 

 

Eine Übersicht der wichtigsten Differenzierungskriterien ist in Tabelle 2.14 dargestellt. 
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Tabelle 2.14 Differenzierungskriterien von Vertretern der Gattung Mycobacterium (nach 
BISPING u. AMTSBERG 1988 und SELBITZ 1992) 

 
Merkmal M. bovis M. tuberculosis M. avium 

W
ac

hs
tu

m
se

i-
ge

ns
ch

af
te

n Wachtumsintensität1) dysgonisch eugonisch eugonisch 

Glyzerinbedarf - + + 

Wachstum bei 
44-45°C - - + 

M
or

ph
ol

o-
gi

e 

Kolonieform klein, rund, feucht trocken, krümelig schmierig, gold-
gelb, kraterförmig 

Verreibbarkeit der 
Kolonie leicht schwer leicht 

B
io

ch
em

ie
 

Hemmung durch 
Toluidinblau + + - 

Hemmung durch 
TCH2) + - - 

Säurebildung aus 
Glyzerin - + - 

Niacin-Test - + - 

Nitratreduktion - + - 
Pyrazinamidase- 

Test - + + 

T
ie

rv
er

-
su

ch
3)

 Meerschwein ++ ++ +/- 

Kaninchen ++ + + 

Huhn - - ++ 

1) eugonisches Wachstum = schnell, üppig, sichtbare Kolonien nach 2-3 Wochen 
   dysgonisches Wachstum = langsam, spärlich, sichtbare Kolonien nach 4 Wochen 
2) TCH = Thiophen-2-Carbonsäure-hydrazid 
3) Pathogenität für Versuchstiere; ++ = generalisierte Infektion, + = lokale Infektion, +/- = un-

regelmäßige Pathogenität (lokal/ negativ), - = keine Pathogenität 
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2.3.2 Molekularbiologische Diagnostik von Mykobakterien 

 

Der bereits erwähnte „Goldstandard“ für die Diagnostik von Mykobakterien beruhte bisher 

auf dem kulturellen Nachweis (REISCHL u. NAUMANN 1996; TAYLOR et al. 2001). Mittler-

weile werden aber auch vermehrt molekularbiologische Methoden eingesetzt (HOSEK et al. 

2006). 

 

Die Mikroskopie des Direktmaterials dient als „Screening“ und ist sehr einfach und schnell 

durchzuführen. Allerdings ist diese Methode nicht sehr sensitiv. Notwendig sind mindestens 

103-104 Keime pro ml, um ein positives Präparat zu ergeben, und eine Speziesdiagnose ist 

nicht möglich. Die Kulturverfahren sind hochsensitiv (101-102 lebende Keime pro ml sind aus-

reichend, um ein positives Ergebnis zu erzielen), aber sie sind sehr langwierig und erfordern 

mindestens zwei bis acht Wochen bis zur endgültigen Diagnose (METCHOCK et al. 1999). 

 

Ein idealer diagnostischer Test würde Mykobakterien direkt aus Patientenmaterial detektie-

ren und differenzieren, um die lange Zeit bis zur endgültigen Diagnose aus der Kultur zu ver-

kürzen (METCHOCK et al. 1999). Bis heute gibt es keine Methode, die als allgemein aner-

kannter Standard in der molekularbiologischen Mykobakteriendiagnostik gelten könnte. 

 

 

2.3.2.1 Genetische Grundlagen des MAIC 

 

Typisch für den MAIC sind Insertionssequenzen (IS), die in mehreren Kopien vorliegen. Sie 

sind Bestandteile des mykobakteriellen Genoms und ermöglichen durch ihr Vorkommen die 

Zuordnung zu einzelnen Spezies oder Subspezies (GRANGE 1996). 

Eine Insertionssequenz kann nicht den Phänotyp verändern; eine Transposition, die etwa 1 x 

in 105-107 Zellen pro Generation stattfindet, kann aber sehr wohl dazu führen. Bedingung ist, 

dass durch die Insertion ein anderes Gen inaktiviert wird (PATE u. OCEPEK. 2003). Die ei-

gentliche Funktion dieser IS liegt bis auf weiteres im Dunkeln, sie werden von manchen Au-

toren mit pathogenen Eigenschaften einiger Mykobakterien assoziiert (KUNZE et al. 1991). 

 

Plasmide werden oft in der Literatur erwähnt (CRAWFORD et al. 1981b, CRAWFORD u. 

BATES 1986). Nach MEISSNER und FALKINHAM (1986) enthielten 50 % der klinischen 

Isolate Plasmide sowie 20 % der aus der Umwelt isolierten Mykobakterien. 
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Da biochemische Tests wenig Aufschluss über eine genaue Zuordnung einzelner Spezies 

und Subspezies des MAIC geben, hat sich der molekulargenetische Nachweis mehr und 

mehr durchgesetzt (MENENDEZ et al. 2001). 

 

 

2.3.2.2 Molekularbiologisch bedeutsame Zielsequenzen 

 

Einige der folgenden Gensequenzen sind als MAIC- spezifisch anzusehen. Über sie ist eine 

Differenzierung innerhalb des Komplexes möglich. Komplex-spezifische Gene geben nach 

MENENDEZ et al. (2001) eine bessere Auskunft über einzelne Isolate als spezies-

spezifische Gene wie die 16S rRNA-Gen oder die hsp65-Sequenz. 

 

Insertionssequenzen (IS) 

 

Insertionselemente sind ein geeignetes und hilfreiches Werkzeug, um Vertreter des MAIC 

voneinander zu unterscheiden und zu klassifizieren (COLLINS et al. 1997; ELLINGSON et 

al. 2000; BARTOS et al. 2006). TURENNE et al. (2007) gaben jedoch zwei Probleme zu be-

denken: Zum einen könne es noch einige IS in Vertretern des MAIC geben, die aufgrund 

noch nicht vollständiger Charakterisierung der Stämme bisher nicht entdeckt wurden. Zum 

anderen seien IS naturgemäß mobile Elemente, so dass ein Risiko der Übertragung zu oder 

von anderen nicht verwandten Bakterien bestehe. Die IS variieren in ihrer Anzahl an Kopien 

und ihrer Lokalisation auf dem Genom. Ferner zeichnen sie sich durch einen geringen Grad 

an Polymorphismus aus (DVORSKÁ et al. 2001). 

 

Die Identifizierung der Insertionselemente IS986 und IS6110 brachte den Durchbruch in der 

molekularen Diagnostik des MTC. Die Analyse des IS6110 wird als Standard-Zielsequenz 

zur Unterscheidung innerhalb des MTC verwendet (VAN SOOLINGEN 2001). 

 

Im Falle des MAIC können Insertionssequenzen zur Differenzierung einzelner Subspezies 

herangezogen werden. Hier sind vor allem IS900 (M. avium subsp. paratuberculosis), IS901 

(M. avium subsp. avium) und IS1245 (M. avium subsp.) von Bedeutung. Die IS1141 ist ty-

pisch für M. intracellulare (MCADAM et al. 1994). 
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• IS900 

 

IS900 war die zuerst beschriebene Insertionssequenz innerhalb der Gattung Mycobacterium 

(COLLINS et al. 1989; GREEN et al. 1989). Sie wurde aus einem humanen Mycobacterium 

avium subsp. paratuberculosis Isolat isoliert, das von einem an Morbus Crohn erkrankten 

Patienten stammte. 

 

IS900 wird als spezifisch für Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis angesehen und 

wurde in der RFLP zur Typisierung dieser Subspezies eingesetzt. Basierend auf den IS900 

RFLP-Mustern wurde Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in zwei Hauptgruppen 

unterteilt: Die Isolate zeigten ein Rind- (C) oder ein Schaf- (S) assoziiertes Profil (COLLINS 

et al. 1990; BAUERFEIND et al. 1996; PAVLIK et al. 1999; COUSINS et al. 2000; 

WHITTINGTON et al. 2000). Einige Autoren beschrieben noch einen dritten RLFP Genotyp, 

den sie intermediär (I) bezeichneten, und der vom Schaf isoliert wurde (DE LISLE et al. 

1992; BAUERFEIND et al. 1996). 

IS900 ist die mit Abstand am häufigsten verwendete Zielsequenz beim molekularen Nach-

weis von Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis und wurde in verschiedenen PCR- 

Anwendungen genutzt: 

- Direkte PCR (VARY et al. 1990; MARSH u. WHITTINGTON 2001; SECHI et al. 2005) 

- In situ-PCR (SANNA et al. 2000) 

- Sequence/ hybridization capture PCR (MILLAR et al. 1995; MARSH et al. 2000; MARSH 

u. WHITTINGTON 2001; HALLDORSDOTTIR et al. 2002) 

- Nested PCR (RYAN et al. 2002; BULL et al. 2003a; NASER et al. 2004) 

- Real-time PCR (FANG et al. 2002; RAJEEV et al. 2005) 

 

Die hier erwähnten Quellen repräsentieren nur einen kleinen Teil der insgesamt existieren-

den Literatur. 

Es existieren jedoch ähnliche Elemente bei anderen Mykobakterien, z.B. bei M. terrae, M. 

xenopi, M. scrofulaceum und M. chelonae, so dass Kreuzreaktionen mit IS900 Primern auf-

treten können (COUSINS et al. 1999; ELLINGSON et al. 2000; TASARA et al. 2005). Diese 

Elemente sind nicht zu 100 % identisch mit IS900, einige Sequenzbereiche zeigen aber in 

verschiedenen Regionen variable Sequenzidentitäten. Deshalb ist eine Sequenzierung des 

amplifizierten Produktes notwendig, um sicherzustellen, dass IS900 auch tatsächlich vorliegt 

(TURENNE et al. 2007). 
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• IS901 (und IS902) 

 

KUNZE et al. (1991) entdeckten die IS901 bei einem M. avium subsp. paratuberculosis Iso-

lat. Dieses Element besitzt zu ungefähr 60 % die gleiche Sequenz wie IS900. Screenings 

einer größeren Anzahl an Isolaten zeigten, dass Isolate aus Vögeln und einigen Tieren die-

ses Element enthalten, während IS900 bei Isolaten aus AIDS Patienten und der Umwelt 

fehlt. Die Anzeichen dafür, dass einige M. avium Stämme höher pathogen sind als andere, 

wurde durch die Tatsache bekräftigt, dass M. avium Isolate eingeteilt werden können in 

IS901+ und IS901– (DE LISLE et al. 2005). Die IS901-Sequenz wird zur Speziesdifferenzie-

rung von M. avium subsp. avium (IS901+) und M. avium subsp. hominissuis (IS901-) genutzt 

(MIJS et al. 2002). Im Allgemeinen sind Isolate aus erkrankten Vögeln und Tieren mit makro-

skopischen Läsionen IS901+, während Isolate von Menschen, Schweinen oder Tieren ohne 

Läsionen IS901– sind (BONO et al. 1995; COLLINS et al. 1997; O’GRADY 2000; PAVLIK et 

al. 2000). Die Virulenz von IS901+ Stämmen konnte auch experimentell bestätigt werden 

(PAVLIK et al. 2000; DVORSKA et al. 2003). 

 

Zeitgleich zu den Publikationen zur IS901 veröffentlichten MOSS et al. (1992) die Entde-

ckung eines neuen Insertionselementes in M. avium subsp. silvaticum und bezeichneten dies 

als IS902. Sie stellten fest, dass IS902 in allen von ihnen getesteten M. avium subsp. 

silvaticum Stämmen vorhanden war. Andere Stämme aus dem MAIC wurden bei dieser Stu-

die jedoch nicht geprüft. Ein Sequenzvergleich zwischen IS901 und IS902 erbrachte eine 

Identität beider Elemente von 99 %, und nach genaueren Untersuchungen bestehen die Un-

terschiede in einigen Sequenzlücken und dem GC-Wechsel bei vier Paaren. IS901 und 

IS902 sind höchstwahrscheinlich dasselbe Element, deshalb kann der Nachweis von IS902 

nicht als gültiges Unterscheidungsmerkmal von M. avium subsp. silvaticum zu anderen Ver-

tretern des MAIC akzeptiert werden. Vielmehr sollte das Vorhandensein von IS902 als „Exis-

tenz von IS901 oder verwandten Elementen“ interpretiert werden (TURENNE et al. 2007). 

 

• IS1245 

 

IS1245 wurde erstmals beschrieben von GUERRERO et al. (1995). Die Autoren stellten fest, 

dass IS1245 ebenso wie IS1311 bei den Subspezies von M. avium vorhanden, bei M. 

intracellulare dagegen fehlt. JOHANSEN et al. (2005) wiesen jedoch nach, dass M. avium 

subsp. paratuberculosis keine IS1245 besitzt, sondern dass hier aufgrund der großen Ähn-

lichkeit zur IS1311 Kreuzreaktionen weit verbreitet sind. Es konnte gezeigt werden, dass M. 

avium Isolate von Mensch und Schwein über eine große Anzahl an Kopien von IS1245 ver-
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fügen (mehr als acht), während Isolate von Vögeln einschließlich M. avium subsp. silvaticum 

ein 3-Banden-Muster besitzen (GUERRERO et al. 1995). Die Tatsache, dass sich humane 

und porcine Isolate (heute als M. avium subsp. hominissuis bezeichnet) von aviären Isolaten 

unterscheiden, wurde durch zahlreiche Studien bekräftigt (RITACCO et al. 1998; KOMIJN et 

al. 1999; OLIVEIRA et al. 2003; THEGERSTRÖM et al. 2005; MÖBIUS et al. 2006). Außer-

dem konnte belegt werden, dass Isolate aus der Umwelt ähnliche Charakteristiken aufweisen 

wie die M. avium-Stämme von Mensch und Schwein (DVORSKA et al. 2002; MATLOVA et 

al. 2004). Eine Standardisierung der IS1245 RFLP wurde als Werkzeug zur molekularen 

Epidemiologie des MAIC vorgeschlagen (VAN SOOLINGEN et al. 1998). Um Kreuzreaktio-

nen mit IS1311 auszuschließen, wurde diese Methode modifiziert, was zu der Erkenntnis 

führte, dass das 3-Banden-Muster der aviären M. avium Stämme in Wirklichkeit durch eine 

IS1245 und zwei IS1311 Kopien zustande kommen (JOHANSEN et al. 2005). Es bleibt ab-

zuwarten, ob es zu einem epidemiologischen Mehrwert kommen würde durch Anwendung 

eines IS1245-spezifischen Protokolls anstelle eines Standardprotokolls (TURENNE et al. 

2007). 

 

Vor allem die IS1245 wird, wie oben beschrieben, meistens bei der RFLP eingesetzt (VAN 

SOOLINGEN et al. 1998). Die RFLP liefert allerdings nur dann brauchbare Ergebnisse, wenn 

eine genügend hohe Anzahl an Kopien der IS vorliegt. Bei zu wenigen sinkt die Unterschei-

dungskapazität (PESTEL-CARON u. ARBEIT 1998); zu viele Kopien erschweren dagegen 

die Interpretation des Ergebnisses (BAUER u. ANDERSEN 1999). 

 

Das Vorkommen von IS1245 außerhalb des typischen Wirtes M. avium wurde dokumentiert, 

mit der Einschränkung, dass das Ergebnis nicht durch eine Sequenzierung bestätigt wurde, 

so dass es sich auch um verwandte Elemente wie z.B. IS1311 handeln könnte (BEGGS et 

al. 2000; KELLER et al. 2002). Einige M. avium Isolate wurden als IS1245 negativ beschrie-

ben (BEGGS et al. 2000; LEBRUN et al. 2005; TURENNE et al. 2006). 

 

KOMIJN et al. (1999) beobachteten, dass die DNA von 25 % der humanen Proben nicht mit 

IS1245 hybridisierten. Diese Proben stellten nach Ansicht der Autoren Subgruppen innerhalb 

des MAIC dar. 
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• IS1311 

 

IS1311 wurde zum ersten Mal im Jahre 1994 als GenBank-Eintrag erwähnt (TURENNE et al. 

2007), und seitdem für RFLP-Analysen genutzt (ROIZ et al. 1995; DEVALLOIS u. RASTOGI 

1997). Diese IS ist in allen Subspezies von M. avium vorhanden (COLLINS et al. 1997), nicht 

jedoch in M. intracellulare (DEVALLOIS u. RASTOGI 1997; WHITTINGTON et al. 1998). 

IS1311 ist zu 85 % identisch zu IS1245 (Beschreibung s. unten), wodurch es zu Kreuzreakti-

onen bei diesen beiden Elementen kommen kann (JOHANSEN et al. 2005). Die große 

Spannweite unter den M. avium Stämmen für dieses Element lässt vermuten, dass IS1311 

eine ältere IS ist, die schon vor der Divergenz in die verschiedenen Subspezies in M. avium 

vorhanden war (WHITTINGTON et al. 1998). Durch RFLP von M. avium subsp. 

paratuberculosis konnten verschiedene Muster zugehörig zu Rinder- bzw. Schaf-Isolaten 

festgestellt werden (COLLINS et al. 1997). MARSH et al. (1999) entwickelten eine PCR mit 

nachfolgender Restriktionsanalyse (PCR-REA), mit der sie M. avium subsp. paratuberculosis 

Isolate schnell dem Rinder- oder dem Schaf- Typ zuordnen konnten. 

 

• Andere Insertionselemente des MAIC 

 

Für den MAIC wurden noch einige andere Insertionselemente beschrieben, deren Verteilung 

in den meisten Fällen bei den verschiedenen Vertretern des MAIC entweder unbekannt oder 

nur teilweise bekannt ist (TURENNE et al. 2007). Bei der nachfolgenden Beschreibung be-

zieht sich die Ähnlichkeit auf eine Identität von 80-85 % auf Nukleotidebene. 

 

• Selten vorkommende IS 

 

IS1110 wurde in einem Einzelisolat identifiziert, welches als M. avium LR541 bezeichnet 

wurde (HERNANDEZ PEREZ 1994). Dieses Element verfügt über einige Ähnlichkeit zu den 

IS900 und IS901 und wurde nur in einem kleinen Teil der M. avium Stämme gefunden. 

IS1110-ähnliche Elemente wurden für viele Mykobakterien-Spezies beschrieben, aber ent-

weder wurde ihre Sequenz nicht vollständig bestätigt (HERNANDEZ PEREZ et al. 1997) 

oder sie wurden zwar bestätigt, korrespondierten aber nicht vollständig mit der eigentlichen 

IS1110 (STRATMANN et al. 2004; PAGNOUT et al. 2006). Auch in einem M. intracellulare-

Stamm (als Va14 bezeichnet) wurde IS1110 nachgewiesen. Unglücklicherweise wurde bis 

heute keine IS identifiziert, die in allen Stämmen von M. intracellulare vorhanden ist 

(TURENNE et al. 2007). 
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IS1626 wurde wie IS901 und IS902 durch Southern Blotting von 66 MAIC Isolaten mit einer 

IS900 Sonde nachgewiesen (PUYANG et al. 1999) und besitzt einige Ähnlichkeiten mit 

IS900 und IS1613 (s. unten). IS1626 wurde bislang nur bei einem Stamm nachgewiesen, der 

nachträglich durch eine Vielzahl molekularbiologischer Tests als M. avium charakterisiert 

wurde. Allerdings wurde nicht geklärt, ob es sich dabei um M. avium subsp. avium oder um 

M. avium subsp. hominissuis handelte. Im Allgemeinen scheint dieses Element im MAIC sel-

ten vorzukommen. 

 

Ein weiteres Element, über das nur wenige Informationen vorliegen, ist IS1613. Hier liegt 

bislang ein Eintrag in der GenBank vor (AJ011837), und eine Publikation erwähnt, dass die-

ser Stamm von einem an AIDS erkrankten Patienten isoliert wurde (BULL et al. 2003a), was 

darauf hindeutet, dass es sich möglicherweise um M. avium subsp. hominissuis handelt. Es 

ist sowohl IS900 als auch IS1626 ähnlich (TURENNE et al. 2007). 

 

• IS mit teilweise bekannter Verteilung 

 

Das Element IS1612 wurde identifiziert in einem Stamm M. avium subsp. silvaticum und in 

M. avium subsp. avium TMC724 (BULL et al. 2000). Es korrespondiert mit IS2534 

(ECKSTEIN et al. 2003), gleichermaßen gefunden in M. avium subsp. avium TMC724. 

SIGUIER et al. (2006) wiesen diesem Element die Bezeichnung ISMav1 zu. ISMav1 kommt 

mindestens in einem M. avium subsp. hominissuis-Stamm, im M. avium subsp. avium-

Typstamm sowie in der M. avium 104-Genomsequenz vor. Die Verteilung von ISMav1 unter 

den MAIC Isolaten ist unklar (TURENNE et al. 2007). 

IS666 wurde in M. avium-Isolaten vom Mensch (36 %), Schwein (5 %), Rind (12 %) und aus 

der Umwelt (78 %) nachgewiesen, jedoch nicht in Isolaten vom Vogel (SANGARI et al. 

2000). Deshalb ist IS666 wahrscheinlich nur einigen Untergruppen von M. avium subsp. 

hominissuis vorhanden, es kam in 21 % der getesteten M. avium-Stämmen vor. 

 

IS1601 wurde in einer Studie beschrieben, die sich mit den genetischen Mechanismen be-

fasste, die sich hinter der variablen Morphologie von M. avium verbergen (ECKSTEIN et al. 

2000). Sie ist beteiligt am Wechsel der Kolonieoberfläche von der Glatt- („smooth“) zur 

Rauform („rough“), der bei einigen Stämmen beobachtet wird. IS1348 wurde ebenfalls durch 

ECKSTEIN et al. (2000) beschrieben. Beide Elemente kommen vor im M. avium 104-

Genom, jedoch nicht in M. avium subsp. paratuberculosis K-10. Deshalb scheinen diese 

Elemente mindestens in einigen M. avium subsp. hominissuis Stämmen vorzukommen, nicht 

aber in M. avium subsp. paratuberculosis. 
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ISMav2 ist möglicherweise ein M. avium subsp. paratuberculosis-spezifisches Element, da 

es in allen untersuchten M. avium subsp. paratuberculosis-Stämmenm, jedoch nicht in M. 

avium subsp. avium-Stämmen vorkam (STROMMENGER et al. 2001; SHIN et al. 2004). 

IS901-negative Stämme wurden nicht untersucht, so dass das Vorkommen von ISMav2 in M. 

avium subsp. hominissuis-Isolaten unbekannt ist. 

 

IS999 wurde in klinischen Humanisolaten, demnach wahrscheinlich M. avium subsp. 

hominissuis zugehörig, und in einem M. avium subsp. avium-Stamm nachgewiesen 

(LAURENT et al. 2002). Während die Verteilung in M. avium subsp. paratuberculosis nicht 

untersucht wurde, ist es im K-10-Genom nicht vorhanden. 

 

Das Element ISMpa1, das zu 80 % Sequenzidentität mit IS1601 aufweist, wurde in allen un-

tersuchten M. avium subsp. paratuberculosis-Stämmen gefunden, 2 von 13 getesteten MAIC 

Organismen waren positiv, jedoch keine anderen Mykobakterien-Spezies (OLSEN et al. 

2004). Die tatsächliche Verteilung von ISMpa1 innerhalb des MAIC ist momentan noch un-

gewiss, da bisher nur ein geringer Teil an Isolaten untersucht wurde. 

 

• Nicht-IS-basierte Zielsequenzen des MAIC 

 

Neben den Insertionselementen gibt es noch weitere wichtige genetische Zielsequenzen, die 

zum Nachweis oder zur Differenzierung von MAIC-Vertretern genutzt wurden. Diese können 

eine attraktivere Option darstellen, da sie teilweise spezifischer sind als die Insertionsele-

mente. 

 

Eine Einzelkopiesequenz (F57) wurde als spezifisch für M. avium subsp. paratuberculosis 

beschrieben (POUPART et al. 1993), später wurde sie genutzt, um in einer Duplex-PCR zwi-

schen dem M. tuberculosis-Komlex, M. avium und M. avium subsp. paratuberculosis zu diffe-

renzieren (COETSIER et al. 2000; GODFROID et al. 2005). Basierend auf F57 wurde eine 

Real-time PCR entwickelt zum Nachweis von M. avium subsp. paratuberculosis in Milch, Kot 

oder Gewebe (TASARA u. STEPHAN 2005; BOSSHARD et al. 2006). 

 

Eine weitere M. avium subsp. paratuberculosis-spezifische Zielsequenz wurde von 

ELLINGSON et al. (1998) beschrieben. Sie weist Ähnlichkeiten zur Familie der 

Hitzeschockprotein-Gene (heat shock protein genes) und wurde deshalb hspX bezeichnet. 

Die Spezifität von hspX für M. avium subsp. paratuberculosis wurde danach an einer großen 

Anzahl an MAIC-Stämmen mit verschiedenen genetischen und Wirtscharakteristiken bestä-
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tigt (ELLINGSON et al. 2000). Um zwischen bovinen und ovinen M. avium subsp. 

paratuberculosis unterscheiden zu können, wurde ein PCR-Assay mit drei Primern entwi-

ckelt, mittels dessen PCR-Produkte unterschiedlicher Größe in einem Reaktionsansatz 

nachgewiesen werden konnten (COLLINS et al. 2002; DE LISLE et al. 2006). 

 

• DT1 / DT6 

 

In einem Versuch, eine M. intracellulare- und M. avium-spezifische Zielsequenz für den Ein-

satz in der klinischen Labordiagnostik zu finden, isolierten THIERRY et al. (1993) mit Hilfe 

von Southern Hybridisierung von genomischen Fragmenten aus einem aviären Typstamm 

zwei Fragmente, die spezifisch für den MAIC sind und nicht in anderen Mykobakterien-

Spezies gefunden werden. Das Fragment DT1 war spezifisch für alle M. intracellulare-Isolate 

und die M. avium Stämme Serotyp 2 und 3, während DT6 spezifisch für alle M. avium Isolate 

war (THIERRY et al. 1993). Obwohl derzeit nicht bestätigt, waren die meisten getesteten M. 

avium Isolate humane klinische Isolate (TSANG et al. 1992), deshalb gehörten die meisten 

Stämme höchstwahrscheinlich zu M. avium subsp. hominissuis, was erklären würde, warum 

einige M. avium Stämme positiv für DT1 waren. Während DT1 ein Marker für M. 

intracellulare zu sein scheint (DEVALLOIS et al. 1996; SOLA et al. 1996) und möglicherwei-

se ein Marker für M. avium subsp. avium ist, wurde DT1 auch in einigen anderen dem MAIC 

nahe verwandten Mykobakterien-Spezies gefunden (DEVALLOIS et al. 1997). In einigen M. 

intracellulare Isolaten fehlte DT1 jedoch (GARRIGA et al. 1999). DT1 zeigte keine Ähnlich-

keiten zu M. avium 104 (die höchste Übereinstimmung war 61 %) und keine Ähnlichkeiten zu 

M. avium subsp. paratuberculosis K-10. Umgekehrt wurde DT6 in beiden sequenzierten Ge-

nomen und in dem aviären Typstamm gefunden, es dient nunmehr als Marker für die Sub-

spezies von M. avium (TURENNE et al. 2007). 

 

Die Vergleiche verschiedener molekularbiologischer Methoden durch DEVALLOIS et al. 

(1997) zeigten, dass über die DT1/ DT6-PCR eine sehr genaue Identifikation einzelner Isola-

te möglich ist. Im Vergleich dazu schnitt die Analyse über die 16S rRNA schlechter ab 

(DEVALLOIS et al. 1997). 

 

• 16S rRNA-Gen 

 

Eine häufig verwendete Zielsequenz für die Amplifikation ist das 16S rRNA-Gen. Dieses eig-

net sich besonders gut, da es sich in jedem zellulären Organismus befindet (WOESE 2003). 

Es besitzt hochkonservierte Sequenzbereiche (d.h. Sequenzbereiche völlig verschiedener 
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Mikroorganismen sind weitgehend identisch) sowie Genus-spezifische und Spezies-

spezifische Bereiche, die zur Identifizierung der einzelnen Spezies genutzt werden können 

(BÖDDINGHAUS et al. 1990). Die Identifizierung ist mit dieser Methode schneller und zuver-

lässiger als die Differenzierung mit Hilfe biochemischer Tests (TROESCH et al. 1999). Häu-

fig wird daher das 16S rRNA-Gen zum Nachweis der Gattung Mycobacterium und zur weite-

ren Identifizierung auf Speziesebene, v.a. bei langsam wachsenden Mykobakterien, genutzt 

(RINGUET et al. 1999). 

 

Die über 130 bekannten Mykobakterien-Spezies sind bekannt dafür, nahezu ebenso viele 

verschiedene 16S rRNA-Gensequenzen zu besitzen. Zusätzlich wird vermutet, dass es viele 

andere mykobakterielle 16S rRNA-Genotypen gibt, die bis jetzt noch nicht als Spezies er-

kannt sind (TORTOLI et al. 2003; PAULS et al. 2003). Dennoch teilen sich die M. avium 

Subspezies (M. avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis, und M. avium 

subsp. hominissuis) eine identische 16S rRNA-Gensequenz und können deshalb nicht durch 

16S rRNA-Gensequenzierung differenziert werden. Die engste Verwandtschaft zu M. avium 

bezüglich der 16S rRNA-Gensequenz besitzen M. colombiense (6 bp Variation), M. 

intracellulare (9 bp), und M. chimaera (10 bp). Es wird angenommen, dass sie Teil des MAIC 

in klinischem Sinne sind. Restriktionsanalysen zu den Typstämmen von validierten Spezies 

zeigten, dass die nächst engsten Verwandten M. bohemicum (13 bp) und M. malmoense (17 

bp) sind (TURENNE et al. 2007). 

 

Ein Nachteil bei der Identifizierung von Mykobakterien über das 16S rRNA-Gen ist, dass ei-

nige Spezies gleiche Sequenzen besitzen und so nicht weiter voneinander differenziert wer-

den können. Dazu gehören v.a. die klinisch bedeutsamen Spezies des MTC, M. abscessus 

und M. chelonae, M. marinum und M ulcerans sowie M. gastri und M. kansasii. Für die Un-

terscheidung der sequenzgleichen Spezies müssen somit andere Zielstrukturen genutzt 

werden (SOINI u. MUSSER 2001). 

 

• 32-kDa Mycobacterum-specific protein und 

• hsp65-Gen (65 kDa heat shock protein) 

 

Das 32-kDa-Protein-Gen (SOINI et al. 1994), das 65 kDa- Hitzeschockprotein (hsp65)-Gen 

(KAPUR et al. 1995) und repetitive Elemente auf der DNA, wie die 16S-23S rRNA ITS (inter-

nal transcribed spacer)-Region (ROTH et al. 1998; RINGUET et al. 1999), enthalten genü-

gend Sequenzunterschiede zur Unterscheidung der bedeutenden pathogenen Mykobakte-

rien mit der Ausnahme des MTC. 



Literatur 
 
 
 

- 56 - 

Für jede Zielstruktur gibt es Vor- und Nachteile, jedoch eignen sich einige als sinnvolle Er-

gänzung, um auf Speziesebene weiter zu differenzieren. Das hsp65-Gen eignet sich insbe-

sondere aufgrund der Variabilität zur Unterscheidung bei schnell wachsenden Mykobakte-

rien, wie M. chelonae und M. abscessus (YAKRUS et al. 2001). 

 

Ein Teil des 32-kDa Proteins wurde durch die PCR amplifiziert und sequenziert. M. avium 

und M. intracellulare zeigten dabei unterschiedliche Sequenzmuster. 

Eine neue Gruppe innerhalb von MAIC (MAIX oder MAIC-other), wies eine spezifische Se-

quenz dieses Proteins auf, die sie von M. avium und M. intracellulare unterschied. Auf der 

Nukleotidsequenz dieses Proteins schien es variable Bereiche zu geben, die eine Identifizie-

rung einzelner Isolate, die weder M. avium, noch M. intracellulare zugeordnet werden konn-

ten, ermöglichten (SOINI et al. 1994). 

 

• mig-Gen (macrophage-induced-gene) 

 

Bis jetzt wurde nur ein Virulenzfaktor der MAIC-Isolate identifiziert, nämlich das mig-Gen 

(MEYER et al. 1998). Untersuchungen zeigten, dass alle M. avium-Stämme das mig-Gen 

beinhalten, aber kein Isolat der M. intracellulare-Stämme (MENENDEZ et al. 2001). 

Diejenigen Isolate, die negativ für das mig-Gen waren, reagierten auch negativ auf die Hy-

bridisierung mit der IS 1245, sie wurden über ihre hsp65-Sequenz als M. intracellulare identi-

fiziert. Der Rest, der sowohl das mig-Gen als auch die IS 1245 enthielt, wurde M. avium zu-

geordnet (BEGGS et al. 2000). 

 

• MIRU-/ VNTR (mycobacterial interspersed repetitive units/ variable number of 

tandem repeat) 

 

MIRU-/VNTR-Sequenzen sind kurze, sich wiederholende Abschnitte mit einer Länge von 

jeweils 40-100 Basenpaaren. Die einzelnen Sequenzen können leicht variieren und kommen 

über das Genom verteilt an verschiedenen Loci vor. Erstmalig beschrieben wurden sie bei M. 

tuberculosis (SUPPLY et al. 1997), nachfolgend bei M. avium-Subspezies (BULL et al. 

2003b). Sie eignen sich gut zur Stammdifferenzierung, da die Anzahl der Kopien an einigen 

MIRU-Loci bei einzelnen Isolaten unterschiedlich ist (SUPPLY et al. 2000). Diese Methode 

ist PCR-basiert, automatisierbar und generiert einen numerischen Code als Ergebnis. 

 

Tabelle 2.15 zeigt die Verteilung der zurzeit bekannten genomischen Elemente bei den ver-

schiedenen MAIC-Vertretern. 
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Tabelle 2.15 Vorkommen genetischer Elemente und Zielgene bei den verschiedenen 
MAIC-Vertretern (nach TURENNE et al. 2007) 

Ziel- 
sequenz IS Familie 

Vorhandensein der Zielsequenz bei 

M. avium 
subsp. avium 

M. avium 
subsp. homi-

nissuis 

M. avium 
subsp. paratu-

berculos. 

M. intra-
cellulare 

IS900 
IS901 
IS1245 
IS1311 
ISMav1 
IS666 
IS1601 
ISMav2 
IS999 
ISMpa1 
IS1110 
IS1141 
IS1626 
IS1613 

IS110 
IS110 
IS256 
IS256 
IS21 
IS256 
IS256 
IS481 
IS3 
IS110 
IS110 
IS3 
IS110 
IS110 

– 
+ 
+ 
+ 

+/? 
– 
? 
– 

–/? 
–/? 
? 
? 
? 
? 

– 
– 
+ 
+ 

+/? 
+ (21 %) 

+/? 
? 

+/? 
+/? 
+/? 
? 

–/? 
? 

+ 
– 
– 
+ 
? 
– 
? 
+ 

–/? 
+ 
? 
? 
? 
? 

– 
– 
– 
– 
? 
– 
? 

–/? 
? 

–/? 
? 
? 
? 
? 

hsp65 
F57 
DT1 
DT6 
mptD 

– 
– 
– 
– 
– 

– 
– 

+/? 
+ 
– 

– 
– 

–/? 
+ 
– 

+ 
+ 
– 
+ 
+ 

– 
– 
+ 
– 
– 

+ = vorhanden; – = nicht vorhanden; ? = unbekannt 
+/? (oder –/?) = vorhanden (oder nicht vorhanden) in einem oder einigen Stämmen, aber 
Verteilung insgesamt ist variabel oder unbekannt 
 

 

2.3.2.3 Molekularbiologische Nachweismethoden 

 

In den letzten Jahren wurden verstärkt Amplifikationstechniken von DNA oder RNA mit an-

schließender Sequenzierung oder Hybridisierung zur Identifizierung und Differenzierung von 

Mykobakterien eingesetzt (BOHRßEN 2003). Dabei wurde Kulturmaterial, aber auch Direkt-

material von Patienten verwendet. Diese Aussage gilt in der Humanmedizin insbesondere für 

den MTC (Sputumproben) und in der Veterinärmedizin v.a. für den Nachweis der Paratuber-

kulose beim Wiederkäuer (Kot- und Milchproben). 

 

Häufig basiert die Nachweismethode auf der Polymerase-Kettereaktion (PCR), wobei sich 

die Zielstrukturen unterscheiden und abhängig von der jeweiligen Fragestellung (Spezies-

identifikation, Resistenzbestimmung etc.) sind (VAN SOOLINGEN 2001). Die Entwicklung 

molekularbiologischer Techniken ermöglichte es nicht nur, Mykobakterien wesentlich schnel-
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ler zu differenzieren, sondern auch ihren Verwandtschaftsgrad aufzudecken und phylogene-

tische Untersuchungen durchzuführen (BROSCH et al. 2002). 

 

Für die weitere Differenzierung und Identifizierung der Amplifikate wurde eine große Anzahl 

an DNA-Fingerprint-Methoden entwickelt. Anfangs nutzte man die Analyse mittels 

Restriktionsendonukleasen. Hierbei wird die DNA an genau definierten Abfolgen von Nukleo-

tiden durch Restriktionsenzyme gespalten und die resultierenden Fragmentmuster werden 

analysiert. Eine von TELENTI et al. (1993) beschriebene Identifizierung klinisch relevanter 

und häufig isolierter Mykobakterien beruht auf der Verwendung von zwei verschiedenen 

Restriktionsenzymen nach der PCR. Anhand der unterschiedlichen Fragmentgrößen kann 

dann eine Identifizierung erfolgen. 

 

Beim Restriktionsfragment-Längenpolymorphismus (RFLP) wird genomische DNA aus der 

Kultur isoliert und mit einem Restriktionsenzym verdaut. Die Fragmente werden anschlie-

ßend mit einer spezifischen Sonde hybridisiert (VAN SOOLINGEN 2001). 

Später wurden spezifische DNA-Sequenzen als Sonden verwendet, die zu der gesuchten 

Sequenz homolog waren. Die Sichtbarmachung der Sonden erfolgte nach dem Enzyme-

Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)-Prinzip, radioaktiv oder durch Fluoreszenz (PATEL et 

al. 1997). 

 

Die Spoligotyping-Methode basiert auf der Sichtbarmachung von bestimmten DNA-Spacern 

auf dem Direct Repeat-Genabschnitt (DR) der genomischen DNA. Die Region enthält eine 

unterschiedliche Anzahl dieser DR-Sequenzen sowie verschiedene Spacer innerhalb der 

DR-Sequenz. Durch Amplifizierung und anschließende Hybridisierung mit spezifischen Son-

den entstehen je nach Spezies unterschiedliche Muster, die als Spoligotypes bezeichnet 

werden (NIEMANN et al. 2002). Das Spoligotyping eignet sich nur für die Differenzierung der 

MTC-Erreger in verschiedene Spezies und Subtypen. 

 

Die auf der PCR basierende Sequenzierung von bestimmten Mykobakterien-DNA-

Abschnitten gilt als Methode der Wahl für die Identifizierung der einzelnen 

Mykobakterienspezies (SOINI u. MUSSER 2001). Sie ist sowohl aus Kulturmaterial als auch 

direkt aus klinischen Proben möglich. Die Methode beruht auf der Amplifikation der DNA mit 

genusspezifischen Primern mittel PCR und anschließender Sequenzierung der Amplikons. 

Die Nukleotidsequenz des sequenzierten Organismus wird mit Referenzsequenzen vergli-

chen. Die dabei am häufigsten verwendete Zielsequenz ist das 16S rRNA-Gen. 
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2.3.2.4 Die PCR zum Nachweis von Mykobakterien 

 

• Probenaufarbeitung und DNA-Freisetzung 

 

Vor jeder PCR muss die sich in den Zellen befindende DNA freigesetzt werden (DNA-

Extraktion). Die Wahl einer adäquaten Zellaufschlussmethode ist von fundamentaler Wich-

tigkeit, da von ihrem Erfolg auch die nachfolgenden Schritte abhängen. Die optimale Extrak-

tionsmethode hängt vom Probenmaterial ab und ist für jeden Probentyp unterschiedlich 

(HOSEK et al. 2006). 

 

Die Isolation der DNA ist bei Mykobakterien schwieriger als bei anderen Bakterien, da Myko-

bakterien aufgrund der auf ihrer Peptidoglykanschicht aufgelagerten wachsartigen Substan-

zen in der Zellwand gegenüber einer Vielzahl von Lysispuffern resistent sind (WARDS et al. 

1995; CORNEJO et al. 1998; MURRAY et al. 2002; HOSEK et al. 2006). 

 

Zur DNA-Freisetzung stehen verschiedene Methoden zur Verfügung, die sich in ihrer Wir-

kungsweise unterscheiden. Allgemein kann man diese Methoden in physikalische, chemi-

sche oder Kombination aus diesen beiden einteilen (HOSEK et al. 2006). 

Mykobakterien können in den verschiedensten Körperflüssigkeiten und Geweben vorkom-

men, z.B. Milch, Blut, Sputum, Bronchialflüssigkeit, Zerebrospinalflüssigkeit, Kot oder Sper-

ma (HOSEK et al. 2006). Für diese Probenqualitäten wurden jeweils diverse Aufarbeitungs-

methoden beschrieben, Tab. 2.15 zeigt eine Auswahl dieser Techniken. 

 

Die einfachste Art der Freisetzung von DNA aus Mykobakterien-Suspensionen war das Ko-

chen in destilliertem Wasser für 10 bis 15 min. (TORTOLI et al. 2001; SVASTOVA et al. 

2002). 

Andere Autoren benutzten Kombinationen von verschiedenen Techniken. SAVIC et al. 

(1992) setzten bei Sputumproben gleichzeitig Enzyme, Siliziumkügelchen (< 150 µm) und 

Ultraschallbehandlung (20 kHz) ein. Zirkoniumkügelchen in Kombination mit Proteinase K-

Verdau und anschließender Chloroform-/ Phenol-Extraktion wurde von ENGLUND et al. 

(2001) bei Isolaten aus Darmschleimhautproben eingesetzt. 

 

Chemische Methoden werden allgemein eingesetzt, wenn eine höhere Reinheit der 

mykobakteriellen DNA erforderlich ist. Zentrifugierte Bakterien wurden dabei üblicherweise 

resuspendiert in TE Puffer, der Proteinase K (manchmal auch SDS) enthielt, welche die 

Zellwand verdauen konnte. Nach 3 h Inkubation wurden die Proteine mit 5M NaOH und 
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CTAB/ NaOH (CTAB [Cetyltrimethylammoniumbromid] in 0,7M NaOH) ausgefällt. Dieser 

Schritt wurde ausgeführt bei 65°C über 20 min. Ansc hließend wurde die DNA mit Chloro-

form-Isoamylalkohol (24:1) und Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) aufgereinigt. 

Nach dem letzten Reinigungsschritt wurde die DNA mit Isopropanol bei -70°C für 1 h ausge-

fällt. Nach Zentrifugation und Waschen des DNA-Pellets mit 70% Ethanol wurde die DNA in 

Aqua dest. gelöst (HILL et al. 1972; PIERRE et al. 1991). 

Eine ähnliche Vorgehensweise beschrieben PAVLIK et al. (1999) und DVORSKA et al. 

(2003). Diese Autoren setzten allerdings zusätzlich Lysozym ein, das vor der Proteinase K-

Behandlung (mit SDS bei 65°C für 10 min.) für 3 h b ei 37°C auf die Zellsuspension einwirkte. 

 

GARRIGA et al. (1999) stellten eine vereinfachte Kombination aus den oben beschriebenen 

physikalischen und chemischen Methoden vor. Sie resuspendierten eine Öse Bakterien in 

alkalischer Lösung (0,5M NaOH und 0,05M Na-Citrat). Nach 10-minütiger Inkubation und 

anschließender Zentrifugation wurde das Pellet mit 0,5M Tris- HCl (pH 8,0) gewaschen, mit 

A. dest. resuspendiert und bei 95°C für 30 min. gek ocht. 

 

SOMERVILLE et al. (2005) benutzten eine Kombination aus Hitzeeinwirkung und Chloro-

form/ Phenol-Extraktion. Sie resuspendierten Koloniematerial in Tris-EDTA-Puffer (pH 8,0) 

und erhitzten die Suspension bei 80°C über 20 min. Danach erfolgte eine Zugabe von 

Lysozym und das Gemisch wurde 2 h bei 37°C inkubier t. Anschließend wurde SDS und 

Proteinase K zugegeben, und nach kurzer Inkubation (20 min. bei 65°C) wurden CTAB und 

NaCl zugemischt. Die DNA wurde dann nach der von MOORE (1990) beschriebenen Me-

thode mit Hilfe von Ethanol nach Chloroform-Isoamylalkohol-Reinigung (24:1) ausgefällt. 

 

Tabelle 2.16 zeigt eine Auswahl von beschriebenen DNA-Aufarbeitungsmethoden bei ver-

schieden Probenmaterialien. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Literatur 
 
 
 

- 61 - 

Tabelle 2.16 Auswahl beschriebener Methoden zur Aufarbeitung von Mykobakterien in ver-
schiedenen Probenmaterialien (nach HOSEK et al. 2006) 

Probenmaterial 
Eingesetzte Methoden der 

DNA- Freisetzung 
PCR- Sensitiv./ 

Nachweisgrenze 
Quellen 

Mykobakterien- 
Isolate 

Kochen 

Enzyme, Siliziumkügelchen, 
Ultraschall 

Proteinase K (+SDS), NaOH + 
CTAB, CP 

NaOH + Erhitzen (95°C) 

Kochen, Lysozym + SDS + 
Proteinase K, CP 

k.A. 

95 % 
 

100 % bei 
>100 KbE/ ml 

100 % 

k.A. 
 

TORTOLI et al. (2001); 
SVASTOVA et al. (2002) 

SAVIC et al. (1992) 
 

PIERRE et al. (1991) 
 
GARRIGA et al. (1999) 

MOORE (1990); 
SOMERVILLE et al. (2005) 

Sputum 
Proteinase K + SDS, Erhitzen 
65°C, CP 

k.A. FUKUSHIMA et al. (2003) 

Milch Immunomagnetische DNA- 
Separation 

0,1–1,0 Zellen ANTOGNOLI et al. (2001) 

Blut 

Einfrieren + Kochen, Lysozym 
+ Proteinase K + HTAB, CP 

TE- Kochen, CP 

k.A. 
 

k.A. 

AHMED et al. (1998) 
 

NASER et al. (2004) 

Gewebe 
(frisch) 

Proteinase K, Tween 80, 
CTAB, CP 

Triton X-100 + EDTA + DTT, 
Suptilisin + Lysozym + Pro-
nase + SDS 

Zirkoniumkügelchen, Ultra-
schall, Proteinase K, immuno-
magnetische DNA- Separation 

Lysozym + SDS + Proteinase 
K, CP 

0,2–2,0 Genome 
 

10 fg DNA von 
M. avium subsp. 
paratuberculosis 

93% (konventio-
nelle PCR), 71% 
LightCycler PCR 

230 Zellen/ g ge-
spiktes Gewebe 

WARDS et al. (1995) 
 

SANDERSON et al. (1992) 
 
 

TAYLOR et al. (2001) 
 
 

SIVAKUMAR et al. (2005) 
 

Gewebe 
(Formalin- fixiert) 

Enzyme, Siliziumkügelchen k.A. BARTOS et al. (2006) 

Gewebe 
(Paraffin- Block) 

0,5 % Tween 20, Einfrieren + 
Kochen 

Xylen, SDS + Proteinase K, 
CP 

88,2 % 
 

90 % 
 

WHITTINGTON et al. (1999) 
 

MARCHETTI et al. (1998) 
 

Kot 
Einfrieren + Kochen, TE/ Tri-
ton X-100 

50 Zellen/ g GARRIDO et al. (2000) 

CP = Chloroform-/ Phenol-Extraktion; CTAB = Cetyltrimethylammoniumbromid; HTAB = 
Hexadecyltriammoniumbromid; SDS = Natrium-Dodecyl-Sulfat; TE = Tris- HCl + EDTA-
Puffer; k.A. = keine Angaben 
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• Primer zum Nachweis von Mykobakterien des MAIC 

 

In der Literatur werden diverse Primer zum Nachweis oder zur Differenzierung von atypi-

schen Mykobakterien beschrieben. In Tabelle 2.17 ist eine Auswahl der vorhandenen Primer 

aufgeführt. 

 

Genutzt werden unterschiedliche Zielregionen an der mykobakteriellen DNA, so dass die 

Primer sich in ihrer Spezifität unterscheiden. Am häufigsten werden die verschiedenen Inser-

tionssequenzen (IS) eingesetzt, gefolgt von dem 16S rRNA-Gen, der DT1/ DT6-Region und 

vereinzelt anderen Genabschnitten wie z.B. hsp65- oder f57-Gen. 

 

Auch hinsichtlich der DNA-Aufarbeitung kommen unterschiedliche Techniken zum Einsatz. 

Auffällig ist, dass als Ausgangsmaterial fast ausschließlich Kultur-Isolate verwendet wurden. 

Dabei handelt es sich entweder um Referenzstämme oder um Isolate, die aus klinischem 

Untersuchungsmaterial angezüchtet wurden. 

 

Die bei den Arbeiten eingesetzten molekularbiologischen Techniken dienen entweder dem 

Erregernachweis (PCR, AccuProbe) oder der Differenzierung der verschiedenen Mykobakte-

rien-Spezies bzw. Subspezies (RFLP, PFGE). 
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2.4 Fragestellungen dieser Arbeit 

 

Die meisten Arbeiten beziehen sich auf Koloniematerial. Eine Prüfung direkt aus Gewebe 

erscheint jedoch notwendig, um in der Überwachung etwa von Schweinebeständen auf 

MAIC, ein erhöhtes Maß an Sicherheit zu generieren. 

Derzeit erfolgt hier lediglich eine Prüfung der Mandibularlymphknoten durch optische Inau-

genscheinnahme nach Inzision. 

Zielsetzung dieser Arbeit war es daher, zu prüfen, ob sich durch entsprechende Kombination 

der als geeignet erkannten Primer mit entsprechender DNA-Aufschlussmethode eine prakti-

kable Technik eröffnet. 

 

Für diese Arbeit ergaben sich folgende Fragestellungen: 

• Welche Primer bzw. DNA-Aufarbeitungsmethoden zum Nachweis von Vertretern des 

Mycobacterium avium-intracellulare- Komplex (MAIC) sind vorhanden? 

• Sind diese für den Einsatz bei der Arbeit mit Mykobakterien-Reinkulturen bzw. Lymph-

knotenmatrix geeignet? 

• Welche Kombination von Primern und DNA-Aufarbeitungsmethode ist am besten für die-

se beiden Anwendungsbereiche geeignet? 

• Ist die PCR-Anwendung ohne vorherige Isolierung und Anzüchtung der Mykobakterien 

zur Abkürzung der Diagnostik möglich? 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Arbeitsmaterialen 

 

3.1.1 Verwendete Mikroorganismen 

 

Für die Untersuchungen wurden sechs Stämme verwendet, die bezogen wurden von der 

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Braunschweig, 

Deutschland: 

 

Tabelle 3.1 Verwendete Stämme 

Stammnummer Taxonomische Bezeichnung Herkunft 

DSM 43223T M. intracellulare Qualitätskontrollstamm (DIN 58959-7) 
DSM 44156T M. avium subsp. avium Leber eines erkrankten Huhns 
Feldstämme M. avium subsp. hominissuis Friedrich-Löffler-Institut (Jena) 
DSM 44175T M. avium subsp. silvaticum Ringeltaube (Columba palumbus) 
DSM 44153T M. triviale Humanisolat: Sputum 

DSM 43992T M. scrofulaceum Halslymphknoten eines an Lympha-
denitis erkrankten Kindes 

 

Es handelte sich hierbei um Typstämme der einzelnen Spezies/ Subspezies. 

Ausnahme ist M. avium subsp. hominissuis, bei dem kein Typstamm kommerziell erhältlich 

war. Hier wurden drei Feldstämme eingesetzt, die freundlicherweise vom Friedrich-Löffler-

Institut (Jena) zur Verfügung gestellt wurden. 

 

3.1.2 Nährmedien zur Stammhaltung und Kultivierung 

 

Zur Anzüchtung der Kulturen wurden Middlebrook 7H9-Bouillon sowie Middlebrook 7H10-

Agar als Schrägagarkultur (Rezepturen s. Anhang), beides in laborüblichen Reagenzgläsern, 

verwendet. Die Bebrütung erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 37°C. Das Wachstum der 

Stämme wurde in regelmäßigen Abständen kontrolliert. Sobald eine Bouillon gut bewachsen 

war, erfolgte eine Subkultivierung auf Middlebrook 7H10-Agar. Damit wurde einem eventuel-

len Absterben der Keime durch Vergiftungsprozesse vorgebeugt. Außerdem wurde so si-

chergestellt, dass ständig eine gut bewachsene Bouillon für die Arbeitsanwendung zur Ver-

fügung stand. 

Die längerfristige Aufbewahrung der Stämme erfolgte unter Zusatz von 20 % Glyzerin (Ge-

frierschutz) zum Flüssigmedium bei -25°C. 
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3.1.3 Reagenzien zur Isolierung der DNA und für die PCR 

 

Zur DNA-Isolierung: 

 

1. Tris-EDTA pH 8,0, bestehend aus 

a. Tris- HCl pH 8,0; 1 M 

i. Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan zur Analyse (C4H11NO3), Puffersub-

stanz (Fa. Merck, Darmstadt, Art. 8382) 

ii. Salzsäure rauchend 37 % (Fa. Merck, Darmstadt, Art. 317) 

b. EDTA pH 8,0; 0,1 M (Ethylendiamintetraessigsäure), (Fa. Merck, Darmstadt, 

8418) 

2. SDS 10 % (Sodiumdodecylsulfat = Natriumdodecylsulfat, C12H25NaO4S), (Fa. Boeh-

ringer, Mannheim, Art. 1028 693) 

3. Proteinase K, 20 mg/ ml (Fa. Boehringer, Mannheim, Art. 1092 766) 

4. NaCl-Lösung 5 M, Natriumchlorid zur Analyse (Fa. Merck, Darmstadt, Art. 6404) 

5. CTAB (Hexadecyltrimethylammoniumbromid, C19H42NBr), (Fa. Sigma, Deisenhofen, 

Art. H-5882) 

(Lösung: 4,1 g NaCl in 80 ml Wasser + 10 g CTAB ad 100 ml Aqua bidest.) 

6. Chloroform/ Isoamylalkohol 24:1, Chloroform zur Analyse (CHCl3), (Fa. Merck, Dar-

mstadt, Art. 2445), Isoamylalkohol zur Analyse (C5H12O), (Fa. Merck, Darmstadt, Art. 

979) 

7. Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol 25:24:1 (Roti®-Phenol/ Chloroform), (Fa. Roth, 

Karlsruhe, Art. A 156) 

8. Isopropanol (2-Propanol zur Analyse/ Isopropylalkohol), (Fa. Merck, Darmstadt, Art. 

9634) 

9. Ethanol absolut zur Analyse (Fa. Merck, Darmstadt, Art. 983) 

10. Glaskügelchen für die Behandlung der Proben im Ultraschallbad (acid-washed glass 

beads), (Fa. Sigma, Deisenhofen, Art. G-4649) 

11. High Pure PCR Template Preparation Kit (Fa. Roche Applied Science, Mannheim, 

Art. 11 796 828 001) 

12. Tissue-Tücher (Fa. Roth, Karlsruhe, Art. 0087) 
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Für die PCR: 

 

1. Puffer 

a. F511 10 x Puffer mit MgCl2, für DyNAzyme® DNA Polymerase (1 x enthält 10 

mM Tris-HCl, pH 8,8 bei 25°C, 1,5 mM MgCl 2, 50 mM KCl und 0,1 % Triton X-

100), (Fa. Finnzymes, Espoo, Finnland) 

b. GeneAmp® 10 x Puffer II ohne MgCl2, für AmpliTaq Gold® (1 x enthält 10 mM 

Tris- HCl, pH 8,3, 50 mM KCl), (Fa. Roche, Mannheim) 

2. MgCl2-Lösung, 25 mM (Fa. Roche, Mannheim) 

3. Polymerase 

a. F-500L DyNAzyme® I DNA Polymerase, 2 U/ µl (Fa. Finnzymes, Espoo, Finn-

land) 

b. AmpliTaq-Gold®, 5 U/ µl (Fa. Roche, Mannheim) 

4. Nukleotide, F-560L dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP und dTTP je 10 mM), (Fa. 

Finnzymes, Espoo, Finnland) 

5. Primer (Oligonukleotide), 100 µM, hergestellt von Fa. MWG Biotech, Göttingen 

6. Mineralöl (Fa. Sigma, Deisenhofen, Art. M-5904) 

 

Zur Gelelektrophorese: 

 

1. TBE-Stammlösung (Tris-Borat-EDTA, 10 x), bestehend aus 

a. Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 0,9 M (C4H11NO3), Tris Ultra Qualität (Fa. 

Roth, Karlsruhe, Art. 5429) 

b. Borsäure 0,9 M (H3BO3), Pufferan® (Fa. Roth, Karlsruhe, Art. 6943) 

c. Na-EDTA 0,25 M (Ethylendinitrilotetraessigsäure, Dinatriumsalz-Dihydrat), 

Titriplex® III zur Analyse (Fa. Merck, Darmstadt, Art. 8418) 

(10 x TBE: 109 g Tris + 55,6 g Borsäure + 9,3 g EDTA ad 1.000 ml A. bidest.) 

2. Agarose SERVA für DNA-Elektrophorese (Fa. Feinbiochemica, Heidelberg, Art. 

11404) 

3. Bromphenolblau (BPB), (Fa. Merck, Darmstadt, Art. 8122) 

4. DNA Molecular Weight Marker VI (0,15-2,1 kbp, 0,25 µg/ µl), (Fa. Boehringer, Mann-

heim, Art. 1062 590) 

5. Ethidiumbromid (Fa. Sigma, Deisenhofen, Art. E-8751) 

 

 

 



Material und Methoden 
 
 
 

- 69 - 

3.1.4 Arbeitsgeräte und Labormaterial 

 

1. Brutschrank Heraeus BK 5060 E, 37°C (Fa. Heraeus , Hanau) 

2. Arbeitstisch „Lamina“ Mod. HF 48 (Fa. Gelaire Flow Laboratories, Gruppo Flow 

s.p.a., Opera, Italien) 

3. Wasserbäder 

a. Typ 3047 (Fa. Köttermann, Uetze-Hänigsen) 

b. GFL 1083 (Fa. GFL, Burgwedel) 

4. Tischzentrifuge „Centrifuge 5415 C“ (Fa. Eppendorf, Hamburg, Art. 5415 26315) 

5. Reagenzglasschüttler Vibrofix Typ VF 1 Electronic (Fa. Janke & Kunkel, IKA-

Labortechnik, Art. 516 431) 

6. Blockthermostat BT 200 (Fa. Kleinfeld Labortechnik) 

7. Ultraschallbad Sonorex Digital 10 P 

8. Schwingmühle (Fa Retsch, Haan, Art. MM 200) 

9. Thermocycler Biometra TRIO-Thermoblock (Fa. Biotron, Göttingen) 

10. Gelkammer (Fa. Biotec-Fischer, Reiskirchen, Art. PHE 414) 

11. Biometra Power Pack P25 (Fa. Biotron, Göttingen) 

12. Horizontalschüttler 

13. Transilluminator UV IS-20 (Fa. Pharmacia Biotech) 

14. Video Copy Processor, Model P68E (Fa. Intas/ Mitsubishi) 

15. Reprostativ mit Kammerschraube (Fa. Hama, Art. 6220) 

16. Eppendorf-Reagenzgefäße 1,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg, Art. 0030 120.086) 

17. PCR-Reagenzgefäße 0,5 ml, PCR-Softtubes (Fa. Biozym, Hessisch Oldendorf, Art. 

711 098) 

18. Verschiedene Pipetten (Fa. Eppendorf, Hamburg) 

19. Pipettenspitzen (allgemeiner Gebrauch) 

a. 101-1.000 µl (Fa. Eppendorf, Hamburg, Art. 0030 015.002 und Fa. Sterilin, 

Staffordshire, England, Art. BCT 70) 

b. 5-100 µl (Fa. Eppendorf, Hamburg, Art. 0030 003.004 und Fa. Sterilin, 

Staffordshire, England, Art. BCT 30) 

c. 0,5-10 µl (Fa. Eppendorf, Hamburg, Art. 0030 001.168 und Fa. Sterilin, 

Staffordshire, Art. BCT 20) 

20. Pipettenspitzen (speziell für den PCR-Ansatz) 

a. 1.000 µl SafeSeal-Tips® (Fa. Biozym, Hessisch Oldendorf, Art. 692 079) 

b. 100 µl SafeSeal-Tips® (Fa. Biozym, Hessisch Oldendorf, Art. 692 066) 

c. 10 µl SafeSeal-Tips® (Fa. Biozym, Hessisch Oldendorf, Art. 692 150) 
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21. Kühlboxen „IsoTherm-System“ 

a. für 24 Reagenzgefäße à 1,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg, Art. 3880 001.018) 

b. für 24 Reagenzgefäße à 0,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg, Art. 3880 000.011) 

 

 

3.2 Untersuchungsablauf 

 

3.2.1 Untersuchungsschema 

 

Die Untersuchungen wurden eingeteilt in einen Vorversuch und einen zweigeteilten Haupt-

versuch. 

Im Vorversuch wurden die in der Literatur beschriebenen Primer und PCR-Bedingungen an-

hand der dort beschriebenen Protokolle überprüft. Im Hauptversuch wurden die Nachweis-

grenzen beim Einsatz verschiedener Aufarbeitungsmethoden und Primer ermittelt. Im ersten 

Abschnitt (Teil A) wurde mit Reinkulturen gearbeitet, im zweiten Abschnitt (Teil B) erfolgte 

die Prüfung unter Zugabe von Lymphknotenmaterial. 

 

3.2.1.1 Vorversuch: Überprüfung der in der Literatur beschriebenen PCR-Protokolle 

 

In diesem Abschnitt wurde, im Gegensatz zu den beiden Teilen des Hauptversuchs, als al-

leinige DNA-Extraktionsmethode die Kochmethode eingesetzt. Mit jedem der insgesamt 10 

eingesetzten Primerpaare wurde eine PCR mit den sechs vorhandenen Stämmen durchge-

führt. Die PCR-Bedingungen entsprachen dabei denen der angegebenen Quellen. Wurde ein 

annehmbares Ergebnis hinsichtlich der Qualität des UV-Bildes erreicht (deutliche Darstellung 

von nur einer Bande mit der erwarteten Amplifikat-Länge, keine Fehlamplifikate), wurde eine 

zweite PCR unter gleichen Bedingungen zur Ergebnisbestätigung durchgeführt. 

Die in der Literatur angegebenen PCR-Bedingungen erbrachten bei allen Primern zufrieden-

stellende Ergebnisse, so dass keine Änderungen im Protokoll (z.B. Erhöhung der Zyklenzahl 

oder Temperaturanpassungen) notwendig wurden. 

Die im Vorversuch getesteten und verifizierten PCR-Bedingungen stellten die Grundlage für 

die Teile A und B dar und sind in den Tabellen 3.5, 3.6 und 3.7 dieses Kapitels niedergelegt. 
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3.2.1.2 Hauptversuch (Teil A): Vorgehen zur Ermittlung der Nachweisgrenzen bei 

Verwendung von Reinkulturen 

 

Von den sechs getesteten Stämmen wurden je drei Ansätze für die Untersuchungen der Tei-

le A und B durchgeführt. 

 

a) Herstellen von dezimalen Verdünnungsreihen 

 

Jeweils ausgehend von einer gut bewachsenen Bouillonkultur (Middlebrook 7H9-Bouillon, 

ca. 3-4 Wochen aerobes Wachstum bei 37°C) wurden de kadische Verdünnungsreihen in 

NaCl-Pepton-Röhrchen bis zur 7. Verdünnungsstufe angefertigt. Von jedem Verdünnungs-

ansatz wurde die Gesamtkeimzahl mittels Spatelverfahren ermittelt. 

Für die weitere Bearbeitung wurden aus jedem Verdünnungsröhrchen je 1 ml Flüssigkeit in 

sechs Eppendorf-Reagenzgefäße überführt (für je drei DNA-Aufarbeitungsmethoden in den 

Teilen A und B) und bei -20°C im Gefrierschrank gel agert. 

 

b) Berechnung der Gesamtkeimzahl (GKZ/ ml) 

 

Ab der 4. Verdünnungsstufe wurden im Doppelansatz 0,1 ml Flüssigkeit auf Middlebrook 

7H10-Platten ausgespatelt. Die Bebrütung der Platten erfolgte aerob bei 37°C, wobei die 

Petrischalen zwischen zwei sterilen Metalltabletts auf feuchte Papiertücher gestellt wurden. 

Die Tücher wurden alle zwei bis drei Tage mit sterilem A. bidest. erneut befeuchtet, wodurch 

eine Austrocknung der Platten während der langen Bebrütungsdauer verhindert werden 

konnte. Diese lag, abhängig von der Bakterienspezies, zwischen 13 und 21 Tagen (Tab. 

4.1). Sobald die Kolonien gut sichtbar gewachsen waren, wurden die Kolonien ausgezählt 

und die Gesamtkeimzahl pro ml mit folgender Formel bestimmt: 

sd
nn

c
c **

1,0*1* 21 +
= ∑

 

 c = Anzahl der koloniebildenden Einheiten je ml 
 ∑ c = Summe der Kolonien aller Petrischalen, die zur Berechnung 
   herangezogen wurden 
 n1 = Anzahl der Petrischalen der niedrigsten Verdünnungsstufe, die 
   zur Berechnung herangezogen wurden 
 n2 = Anzahl der Petrischalen der nächst höheren Verdünnungsstufe, 
   die zur Berechnung herangezogen wurden 
 d = Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdünnungsstufe 
 s = 10 (Spatelfaktor) 
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Die Wachstumszeiten, Koloniezahlen und Gesamtkeimzahlen sind in Kapitel 4.1 aufgeführt. 

Zur Sicherstellung des Vorliegens von Reinkulturen wurde die Koloniemorphologie begutach-

tet und das Vorhandensein von säurefesten Stäbchen mit Hilfe der Ziehl-Neelsen-Färbung 

(Durchführung s. Anhang) überprüft. 

 

c) Durchführung der PCR 

 

Die DNA der Bakterien jeder Verdünnungsreihe wurde mit Hilfe der drei Zellaufschlussver-

fahren Kochen, Chloroform/ Phenol-Extraktion und Ultraschall mit Kochen (Beschreibungen 

s. Kapitel 3.2.2) freigesetzt. Die drei Ansätze der einzelnen Stämme wurden dann mit den 

passenden Primerpaaren (Tab. 4.4) einer PCR unterzogen. 

 

 

3.2.1.3 Hauptversuch (Teil B): Vorgehen zur Ermittlung der Nachweisgrenzen bei 

Vorhandensein von Lymphknotenmatrix 

 

Im zweiten Teilabschnitt erfolgte eine Vermischung der Bakterienverdünnungen mit Lymph-

knotenmaterial (gespikte Proben, Kniekehllymphknoten vom Schwein). Die Verdünnungen 

entsprachen denen aus Teil A, so dass eine erneute Keimzahlbestimmung nicht erforderlich 

war. Verwendet wurden jeweils die unverdünnte Bouillon sowie die Verdünnungsstufen 10-1-

10-4. Zur Untersuchung gelangten bei Teil B lediglich die Stämme M. avium subsp. avium, M. 

avium subsp. hominissuis und M. intracellulare, da diese drei Vertreter den Hauptteil der 

Infektionen beim Schwein ausmachen. 

 

a) Behandlung der Lymphknoten 

 

Bei den Lymphknoten handelte es sich um makroskopisch nicht veränderte Kniekehllymph-

knoten (Ln. popliteus) von Schlachtschweinen. Für jede Verdünnungsreihe wurde ein 

Lymphknoten verwendet. Mit Hilfe von sterilem Werkzeug (Scheren, Pinzetten) wurde für 

jede Verdünnungsstufe 200 mg Lymphknotengewebe in ein 2 ml Eppendorf-Reagenzgefäß 

mit abgerundetem Bodenteil überführt. Fett und umliegendes Bindegewebe wurden entfernt. 

Zu jeder Probe wurden 1 ml der Mykobakterien-Bouillon, 800 µl Tissue Lysis Buffer (im High 

Pure PCR Template Preparation Kit enthalten) sowie ein Wolframcarbid-Kügelchen gege-

ben. Anschließend wurden die Eppendorf-Reagenzgefäße in die Retsch®-Schwingmühle 

eingesetzt und darin 60 sec. mit einer Frequenz von 30 Hz geschüttelt. Danach erfolgte eine 

Zentrifugation bei 14.000 rpm für 30 sec. Jeweils 250 µl des Überstandes wurden in drei 1,5 
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ml Eppendorf-Reagenzgefäße überführt (für je drei DNA-Aufarbeitungsmethoden) und bei 

5°C über Nacht gelagert (Abbildung 3.1). Diese Form  der Aufarbeitung entspricht der Vorge-

hensweise von SEITERT (2003). 

 

Abbildung 3.1 Aufarbeitung der Lymphknoten 

 

Makroskopisch unveränderter Lymphknoten 
↓ 

Abpräparieren von 5 x 200 mg Lymphknotengewebe (fett- und bindegewebsfrei) 
↓ 

Überführen in 2 ml Eppendorf-Reagenzgefäße mit abgerundetem Bodenteil 
↓ 

1 ml Mykobakterien-Bouillon, 800 µl Tissue Lysis Buffer und 
1 Wolframcarbidkügelchen zugeben 

↓ 
Lymphknoten in Retsch®-Schwingmühle homogenisieren (60 sec. bei 30 Hz) 

↓ 
Zentrifugieren (14.000 rpm, 30 sec.) 

↓ 
je 250 µl vom Überstand in drei Eppendorf-Reagenzgefäße überführen 

↓ 
Bei 5°C über Nacht lagern 

 

 

b) Durchführung der PCR 

 

Wie in Teil A wurde auch hier die Bakterien-DNA jeder Verdünnungsreihe mit Hilfe von drei 

Zellaufschlussverfahren freigesetzt: Kochen, Chloroform/ Phenol-Extraktion und PCR-

Extraktionskit (Beschreibungen s. Kapitel 3.2.2). Daraufhin erfolgte die PCR jeden Ansatzes 

mit den passenden Primerpaaren. 

 

In Tabelle 3.2 sind die drei verschiedenen Untersuchungsabläufe im Vergleich dargestellt. 
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Tabelle 3.2 Untersuchungsschema 
 

Vorversuch 
Hauptversuch 

 Teil A Teil B 

A
us

ga
ng

s-
 

m
at

er
ia

l 1 ml Bouillon, 
 

1 Ansatz je Stamm 

1 ml Bouillon, 
 

3 Ansätze je Stamm 

1 ml Bouillon 
+ Lymphknoten, 

3 Ansätze je Stamm 

V
er

w
en

de
te

 
S

tä
m

m
e 

6 

M. intracellulare 
M. avium subsp. avium 
M. avium subsp. hominissuis 
M. avium subsp. silvaticum 
M. triviale 
M. scrofulaceum 

6 

M. intracellulare 
M. avium subsp. avium 
M. avium subsp. hominissuis 
M. avium subsp. silvaticum 
M. triviale 
M. scrofulaceum 

3 

M. intracellulare 
M. avium subsp. avium 
M. avium subsp. hominissuis 
 
 
 

A
uf

ar
be

itu
ng

 d
es

 
A

us
ga

ng
sm

at
er

ia
ls

 

Keine 
(unverdünnte Bouillon) 

Dekadische Verdünnungs- 
reihen bis 10-7 

Präparation der Lymph- 
knoten, Einmischen der 

Verdünnungsreihen bis 10-4 

D
N

A
-

E
xt

ra
kt

io
n 

Kochen 
 
 

Kochen 
Chloroform/ Phenol 

Ultraschall + Kochen 

Kochen 
Chloroform/ Phenol 

DNA-Kit 

P
C

R
 

10 Primer je Ansatz 10 Primer je Ansatz 10 Primer je Ansatz 
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3.2.2 Methoden der DNA-Freisetzung 

Als Ausgangspunkt für die DNA-Isolierung diente immer eine Middlebrook 7H9-Bouillon-

kultur. Nach gründlicher Durchmischung mittels eines Reagenzglasschüttlers wurde 1 ml 

Bouillon in ein Eppendorfgefäß überführt. 

Im Verlauf der Untersuchungen wurden insgesamt vier Methoden der DNA-Isolierung ange-

wendet, jeweils drei in Teil A (Kochen, Chloroform/ Phenol und Ultraschall + Kochen) und 

drei in Teil B (Kochen, Chloroform/ Phenol und DNA-Kit). 

3.2.2.1 Kochen 

Hierbei handelt es sich um eine allgemein gängige Methode, die in vielen Arbeiten in Variati-

onen und ohne Quellenangabe eingesetzt wird: 

1 ml Bouillonkultur wurde bei 10.000 rpm für 5 min. zentrifugiert. Der Überstand wurde da-

nach abpipettiert und verworfen, das zurückbleibende Pellet wurde in 200 µl A. bidest. 

resuspendiert. Nach einer zweiten Zentrifugation (10.000 rpm für 5 min.) wurde der Über-

stand erneut abpipettiert und verworfen, das Pellet wurde diesmal in 500 µl A. bidest. 

resuspendiert. Zur Zerstörung der Bakterien wurde die Suspension dann für 10 min. bei 

100°C im Thermoblock gekocht und anschließend für 1 0 min. in einen vorgekühlten Eisblock 

gestellt. Es folgte eine Zentrifugation für 1 min. bei 14.000 rpm. Der Überstand mit der darin 

enthaltenen DNA wurde mit Hilfe einer Pipette in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Die 

Lagerung der DNA erfolgte bis zum Gebrauch für die PCR bei -20°C im Gefrierschrank (Ab-

bildung 3.2). Die Kochmethode wurde bei allen drei Untersuchungsabschnitten eingesetzt. 

Abbildung 3.2 Fließschema Kochen (eingesetzt im Vorversuch und in den Teilen A und B) 

 

1 ml Bouillon 
↓ 

Zentrifugation 5 min., 10.000 rpm 
↓ 

Überstand abpipettieren und verwerfen 
↓ 

Pellet resuspendieren in 200 µl A. bidest. 
↓ 

Zentrifugation 5 min., 10.000 rpm 
↓ 

Überstand erneut abpipettieren und verwerfen 
↓ 

Pellet resuspendieren in 500 µl A. bidest. 
↓ 

Bakteriensuspension 10 min. bei 100°C im Thermobloc k kochen 
↓ 

10 min. auf Eis stellen 
↓ 

Zentrifugation 1 min., 14.000 rpm 
↓ 

Überstand in ein neues Eppendorfgefäß geben und bei -20°C aufbewahren 
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3.2.2.2 Chloroform/ Phenol-Extraktion 

 

Diese Art der DNA-Isolierung erfolgte nach MOORE (1990): 

1 ml Bouillonkultur wurden im Eppendorf-Reagenzgefäß bei 10.000 rpm 5 min. zentrifugiert. 

Der Überstand wurde dekantiert und das verbleibende Pellet in 567 µl TE-Puffer 

resuspendiert. Nach Zugabe von 30 µl SDS-Lösung (10 %) und 3 µl Proteinase-K-Lösung 

(20 mg/ ml) wurde dieser Ansatz 1 h bei 37°C im Was serbad zwecks Lysierung der Bakteri-

enzellen und DNA-Freisetzung inkubiert. Zur Vervollständigung der Lysis wurden 100 µl 

NaCl-Lösung (5 M) und 80 µl CTAB-Lösung zugefügt und nach gründlicher Durchmischung 

durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipettenspitze für weitere 10 min. im Wasserbad bei 

65°C inkubiert. 

Nach Zugabe von 700 µl Chloroform/ Isoamylalkohol-Mischung (24:1) und kurzer manueller 

Schüttlung wurde der Ansatz bei 10.000 rpm für 5 min. zentrifugiert. Die obere wässrige 

Phase wurde anschließend vorsichtig mit Hilfe einer Pipette ohne Berührung der mittleren 

und unteren Phase in ein neues Eppendorf-Reagenzgefäß überführt. Nach Zugabe von 700 

µl Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol-Lösung (25:24:1) und manueller Aufschüttelung wur-

de erneut für 5 min. bei 10.000 rpm zentrifugiert und danach die obere wässrige Phase in ein 

neues Eppendorf-Reagenzgefäß überführt. Die Arbeiten mit Beteiligung von Chloroform-

Lösungen erfolgten unter dem Abzug. 

Nach Zugabe von 400 µl Isopropanol wurde erneut 5 min. bei 10.000 rpm zentrifugiert und 

der Überstand dekantiert. Das hierbei entstandene Pellet wurde mit 400 µl eisgekühlter 

70%iger Ethanollösung resuspendiert und der Überstand nach erneuter Zentrifugation (5 

min. bei 10.000 rpm) dekantiert. Verbliebene Flüssigkeitsreste wurden mit Hilfe von Kleenex-

Tüchern vorsichtig entfernt und das Pellet bei 37°C  1 h im Brutschrank getrocknet. Nach 

Resuspension des Pellets mit 50 µl A. bidest. wurde die DNA-Lösung 20 min. im Wasserbad 

gekocht und anschließend bei -20°C im Gefrierschran k aufbewahrt (Abbildung 3.3). 

Diese Art der DNA-Aufarbeitung kam in den Untersuchungsteilen A und B zum Einsatz. 
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Abbildung 3.3 Fließschema Chloroform/ Phenol-Extraktion (eingesetzt in den Teilen A und B) 

 

1 ml Bouillon 
↓ 

Zentrifugation 5 min., 10.000 rpm 
↓ 

Überstand dekantieren 
↓ 

Pellet resuspendieren in: 
567 µl TE-Puffer (10 mM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0), 30 µl SDS 10 % 

und 3 µl Proteinase K (20 mg/ml) 
↓ 

Inkubation 1 h bei 37°C im Schüttelwasserbad 
↓ 

Zugabe von 100 µl NaCl-Lösung (5 M), mischen 
Zugabe von 80 µl CTAB-Lösung, mischen 

↓ 

Inkubation 10 min. bei 65°C im Schüttelwasserbad 
↓ 

Zugabe von 700 µl Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1), schütteln 
Zentrifugation 5 min., 10.000 rpm 

↓ 

Überführung der wässrigen Oberphase in ein neues Eppendorf-Reagenzgefäß 
Zugabe von 700 µl Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1), schütteln 

Zentrifugation 5 min., 10.000 rpm 
↓ 

Überführung der wässrigen Oberphase in ein neues Eppendorf-Reagenzgefäß 
Zugabe von 400 µl Isopropanol (eisgekühlt), schütteln 

Zentrifugation 5 min., 10.000 rpm 
↓ 

Überstand dekantieren 
↓ 

Präzipitat mit 400 µl Ethanol (70 %, eisgekühlt) waschen 
Zentrifugation 5 min., 10.000 rpm 

↓ 

Überstand dekantieren 
↓ 

Feuchtigkeit entfernen (vorsichtig mit Kleenex-Tuch abtupfen) 
Pellet 1 h bei 37°C trocknen lassen 

↓ 

Resuspension mit 50 µl A. bidest., 20 min. bei 100°C kochen 
↓ 

Aufbewahrung bei –20°C 
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3.2.2.3 Ultraschallbehandlung mit anschließendem Kochen 

 

Die dritte DNA-Aufarbeitungsmethode folgte den Angaben von ROTH et al. (1998) und wur-

de nur im Untersuchungsteil A eingesetzt: 

Zu der Bouillonkultur (1 ml) wurden ca. 100 µl feine Glaskügelchen gegeben. Die Eppendorf-

Reagenzgefäße wurden in ein Ultraschallbad eingesetzt und für 15 min. mit voller Leistung 

bei einer Wellenlänge von 35 kHz beschallt. Anschließend wurde das Gemisch 15 min. bei 

94°C gekocht. Die sich im Überstand befindende DNA wurde in ein neues Eppendorf-

Reagenzgefäß überführt und bei -20°C im Gefrierschr ank aufbewahrt (Abbildung 3.4). 

Abbildung 3.4 Fließschema Ultraschall und Kochen (eingesetzt in Teil A) 

 

1 ml Bouillon 
↓ 

100 µl feine Glaskügelchen zugeben 
↓ 

15 min. im Ultraschallbad (35 kHz) beschallen 
↓ 

15 min. bei 94°C kochen 
↓ 

Überstand in ein neues Eppendorf-Reagenzgefäß geben und bei -20°C aufbewahren 
 

 

3.2.2.4 High Pure PCR Template Kit 
 

Bei der vierten DNA-Extraktionsmethode handelt es sich um ein kommerziell erhältliches Kit 

der Fa. Roche Applied Science (High Pure PCR Template Preparation Kit). 

Zur aufgearbeiteten Lymphknotenprobe (Beschreibung s. Kapitel 3.2.1.3) wurden 200 µl 

Tissue Lysis Buffer und 40 µl Proteinase K zum Zellverdau zugegeben und das Gemisch 60 

min. bei 55°C erwärmt. Anschließend erfolgte nach Z ugabe von 200 µl Binding Buffer und 

manueller Schüttelung eine 10-minütige Erhitzung bei 72°C. Danach wurden 100 µl 

Isopropanol zum Ansatz gegeben und die flüssige Probe in ein im Kit enthaltenes Filterstück 

überführt. Es folgten vier Zentrifugationsschritte (jeweils 1 min. bei 8.000 rpm), nach denen 

500 µl Inhibitor Removal Buffer bzw. zwei Mal 500 µl Wash Buffer ins Filterstück gegeben 

wurden. Der beim Zentrifugieren anfallende Durchfluss wurde jeweils verworfen. Nach einer 

kurzzeitigen Zentrifugation (10 sec.) bei 14.000 rpm zum Entfernen von restlichem Wash 

Buffer wurden 200 µl vorgewärmter Elution Buffer (70°C) ins Filterstück gegeben, und die 

sich darin befindende DNA durch Zentrifugation für 1 min. bei 8.000 rpm in ein neues Ep-

pendorf-Reagenzgefäß überführt. Bis zur Verwendung wurde die DNA bei -20°C im Gefrier-
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schrank gelagert. Dieser Ablauf entsprach den Angaben des Herstellers, das DNA-Kit kam 

ausschließlich in Teil B zum Einsatz (s. Abbildung 3.5). 

Abbildung 3.5 Fließschema High Pure PCR Template Preparation Kit (Fa. Roche Applied 
Science, eingesetzt in Teil B) 

 

Aufgearbeitete Lymphknotenprobe 
↓ 

200 µl Tissue Lysis Buffer und 40 µl Proteinase K zugeben, schütteln 
↓ 

60 min. bei 55°C inkubieren 
↓ 

200 µl Binding Buffer zugeben, schütteln und 10 min. bei 72°C inkubieren 
↓ 

100 µl Isopropanol zugeben, schütteln 
↓ 

Flüssige Probe in das High Pure-Filterstück pipettieren, mit Auffangstück zusammenstecken 
↓ 

1 min. bei 8.000 rpm zentrifugieren 
↓ 

Auffangstück mit Durchfluss verwerfen, neues Auffangstück aufstecken 
↓ 

500 µl Inhibitor Removal Buffer ins Filterstück zugeben, 1 min. bei 8.000 rpm zentrifugieren 
↓ 

Auffangstück mit Durchfluss verwerfen, neues Auffangstück aufstecken 
↓ 

500 µl Wash Buffer ins Filterstück zugeben, 1 min. bei 8.000 rpm zentrifugieren 
↓ 

Auffangstück mit Durchfluss verwerfen, neues Auffangstück aufstecken 
↓ 

500 µl Wash Buffer ins Filterstück zugeben, 1 min. bei 8.000 rpm zentrifugieren 
↓ 

Durchfluss verwerfen, Auffangstück verbleibt aufgesteckt 
↓ 

10 sec. bei 14.000 rpm zentrifugieren (um restlichen Wash Buffer zu entfernen) 
↓ 

Auffangstück mit Durchfluss verwerfen, 1,5 ml Eppendorf-Reagenzgefäß aufstecken 
↓ 

200 µl vorgewärmten (70°C) Elution Buffer ins Filte rstück zugeben 
↓ 

1 min. bei 8.000 rpm zentrifugieren 
↓ 

Durchfluss im Eppendorf-Reagenzgefäß enthält die DNA, bei -20°C aufbewahren 
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3.2.3 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 

3.2.3.1 Durchführung der PCR (allgemein) 
 

a) Vorbereiten des PCR-Arbeitsplatzes 
 

Vor Beginn der PCR wurde eine mindestens 30-minütige UV-Bestrahlung des Arbeitstisches 

mit allen bereit gestellten Arbeitsmaterialien (sterile Reagenzgefäße, Pipettenspitzen [Filter-

tips], PCR-Reagenzgefäße, Isolierbehälter für Kühlblöcke und dazugehörige Reagenzgefäß-

ständer) durchgeführt. Die automatischen Pipetten wurden bereitgestellt (wegen Gefahr der 

Kunststoffschädigung nicht UV-bestrahlt). Alle Verbrauchsmaterialien mussten steril vorbe-

reitet sein: Bidestilliertes Wasser, steril filtriert, Polymerase-Puffer, ggf. MgCl2-Lösung, Nuk-

leotide, Primer (alles in kleiner, für die anstehende Untersuchung ausreichender Menge auf 

Eis), Polymerase (permanent auf Eis gehalten) und Mineralöl. 

 

b) Vorbereiten des Thermocyclers 
 

Programmieren des Thermocyclers: Eingabe des primerspezifischen Temperaturprogramms. 

Das gewünschte Programm wurde gestartet und nach Hochheizen auf 94/ 95°C pausiert, um 

die fertigen Ansätze später in den heißen Thermoblock setzen zu können. 

 

c) Bereitstellen der Materialien 
 

Bei diesen Arbeiten wurden Einweg-Handschuhe verwendet und ein Kittel, der nur im PCR- 

Labor getragen wurde. Den benötigten Reagenzien, die in einem Kühlblock bereitstanden, 

wurden noch ein Reagenzgefäß mit sterilem, bidestilliertem Wasser und ein leeres Rea-

genzgefäß (1,5 ml) für den Mastermix zugefügt. Die benötigten PCR-Reagenzgefäße für 

Proben, Positivkontrolle und Leerwert wurden vorbereitet. Dazu wurden so viele PCR-

Reagenzgefäße wie nötig mit einer sterilen Pinzette aus dem Vorratsbehälter genommen, 

verschlossen im Reagenzgefäßständer platziert und beschriftet (Datum des Ansatzes, 

Primerbezeichnung, Proben- und Kontrollbezeichnung). Danach wurden die Reagenzgefäße 

zum Vorkühlen in einen Kühlblock gegeben. 

 

d) Pipettieren des Reaktionsansatzes 
 

Die Reagenzien wurden aufgetaut und im Kühlblock (0°C) kalt gehalten. In der angegebenen 

Reihenfolge wurden die einzelnen Reaktionskomponenten im Mastermix (= Mix aus allen 

Reagenzien ohne DNA in der für die vorgesehene Probenanzahl benötigten Menge) zu-
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sammen pipettiert und mit einer Pipettenspitze sorgfältig gemischt: A. bidest., Polymerase- 

Puffer, evtl. MgCl2 (bei Einsatz von Mg2+-freiem Puffer), dNTP, Forward und Reverse Primer 

und schließlich die Polymerase. Der Mastermix wurde auf die PCR-Reagenzgefäße verteilt 

(Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes minus Template-DNA), pro PCR-Reagenzgefäß 

22,5 µl. Von der Template-DNA wurden 2,5 µl zugegeben (Proben-, Kontroll-DNA bzw. A. 

bidest. beim Leerwert). Zum Abschluss wurde auf jede Probe ein Tropfen Mineralöl geträu-

felt. 

 

e) Amplifizieren der DNA 
 

Die PCR-Reagenzgefäße wurden in den Heizblock des Thermocyclers gesetzt, fest hinein-

gedrückt und es wurde kontrolliert, ob alle Deckel verschlossen sind. Das vorab gestartete 

und unterbrochene Programm wurde fortgesetzt. Das eingestellte Temperaturprogramm 

wurde durchlaufen, der letzte Programmschritt hielt den Ansatz konstant bei 4°C, der Aufbe-

wahrungstemperatur bis zur Gelelektrophorese. 

 

3.2.3.2 Primerabhängige PCR-Bedingungen 
 

Alle PCR-Bedingungen (Mengen der PCR-Komponenten, Temperaturabfolge) entsprachen 

den Literaturangaben. Die PCR-Bedingungen (Reaktionskomponenten, Temperaturpro-

gramm) waren abhängig vom jeweils eingesetzten Primerpaar. In Tabelle 3.3 sind die ver-

wendeten Primer und ihre wichtigsten Eigenschaften aufgeführt, Tabelle 3.4 zeigt die ent-

sprechende Basensequenz. Hergestellt wurden die Primer von der Fa. MWG Biotech, 

Ebersberg. 
 

Tabelle 3.3 Eigenschaften der verwendeten Primer 

Primername Amplifikat- 
länge (bp) DNA-Ansatzstelle nachgewiesenes 

Taxon Quellen 

Mycob 978 16S rRNA 14 M. sp. 

CHEN et al. (1996) Mav 1.268 16S rRNA M. avium subsp. 

Min 1.279 16S rRNA M. intracellulare 

AV 6 / 7 187 DT 6 M. avium subsp. avium THIERRY et al. 
(1993) IN 38 / 41 666 DT 1 M. intracellulare 

S + P 413 16S rRNA M. avium subsp. VAN DER GIESSEN 
et al. (1993) 

IS 901 257 IS 901 

M. avium subsp. ELLINGSON et al. 
(2000) IS 1245 427 IS 1245 

Maap 193 16S rRNA 

IS 902 252 IS 902 M. avium subsp. MOSS et al. (1992) 
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Tabelle 3.4 Basenabfolge der verwendeten Primer 

Primername Basenabfolge 

Mycob 5’-ATG CAA GTC GAA CGG AAA GG-3’ 
5’-TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA-3’ 

Mav 5’-CCT CAA GAC GCA TGT CTT CT-3’ 
5’-ACA GCT CCC TCC CAA AAG GG-3’ 

Min 5’-CCT TTA GGC GCA TGT CTT TA-3’ 
5’-GCA CAG CTC CCT CCC AAG GG-3’ 

AV 6 / 7 5’-ATG GCC GGG AGA CGA TCT ATG CCG GCG TAC-3’ 
5’-CGT TCG ATC GCA GTT TGT GCA GCG CGT ACA-3’ 

IN 38 / 41 5’-GAA CGC CCG TTG GCT GGC CAT TCA CGA AGG AG-3’ 
5’-GCG CAA CAC GGT CGG ACA GGC CTT CCT CGA-3’ 

S + P 5’-GTC GAA CGG AAA GGC CT-3’ 
5’-CCG AGA AAA CCC GGA C-3’ 

IS 901 5’-AAG CCG AGG TGG TGT ATG T-3’ 
5’-AGG GAA GAT GGC GGT GCG CAT-3’ 

IS 1245 5’-GCC GCC GAA ACG ATC TAC-3’ 
5’-AGG TGG CGT CGA GGA AGA C-3’ 

Maap 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’ 
5’-ACC AGA AGA CAT GCG TCT TG-3’ 

IS 902 5’-CTG ATT GAG ATC TGA CGC-3’ 
5’-TTA GCA ATC CGG CCG CCC T-3’ 

A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin 

 

Die Komponenten für einen Reaktionsansatz sind in Tabelle 3.5 angegeben. Das Ansatzvo-

lumen betrug immer 25 µl. Abzüglich der konstanten DNA-Menge von 2,5 µl verblieben für 

die restlichen PCR-Komponenten 22,5 µl. Die Mengen für einen Ansatz sind in Tabelle 3.6 

dargestellt. 

 
Tabelle 3.5 Komponenten für einen Reaktionsansatz 

Primer Polymerase Puffer Mg2+-
Konz. 

dNTP-
Konz. 

Primer-
Menge 

Polymerase-
Menge 

Mycob 
Mav 
Min 

DyNAzyme® 
F-511, 

10 x Puffer, 
mit MgCl2 

1,5 mM 160 µM 1,6 µM 0,6 U 

AV 6 / 7 
IN 38 / 41 DyNAzyme® 

F-511, 
10 x Puffer, 
mit MgCl2 

1,5 mM 200 µM 2,0 µM 1 U 

S + P DyNAzyme® 
F-511, 

10 x Puffer, 
mit MgCl2 

1,5 mM 200 µM 1,0 µM 0,6 U 

IS 901 
IS 1245 
Maap 

AmpliTaq 
Gold® 

GeneAmp®, 
10 x Puffer, 
ohne MgCl2 

1,5 mM 200 µM 0,4 µM 0,6 U 

IS 902 AmpliTaq 
Gold® 

GeneAmp®, 
10 x Puffer, 
ohne MgCl2 

1,5 mM 200 µM 1,2 µM 1 U 
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Tabelle 3.6 Mengen für einen Reaktionsansatz [µl], Gesamtvolumen 25 µl 

Primer Aqua 
bidest. 

Polym.-
Puffer 

25 mM 
Mg2+ 

10 mM 
dNTP 

Forward 
Primer 

Reverse 
Primer 

Polymer
ase 

Templa-
te-DNA 

Mycob 
Mav 
Min 

18,5 2,5 - 0,4 0,4 0,4 0,3 2,5 

AV 6 / 7 
IN 38 / 41 18,0 2,5 - 0,5 0,5 0,5 0,5 2,5 

S + P 18,7 2,5 - 0,5 0,25 0,25 0,3 2,5 

IS 901 
IS 1245 
Maap 

15,9 2,5 2,5 0,5 0,5 0,5 0,12 2,5 

IS 902 16,2 2,5 2,5 0,5 0,3 0,3 0,2 2,5 

 

Auch das Temperaturprogramm war abhängig vom eingesetzten Primerpaar (Tabelle 3.7). 

 

Tabelle 3.7 Temperaturprogramm 

Primer 
Initiale 

Denatu-
rierung 

Zyklen- 
anzahl 

Denatu-
rierung Annealing Extension Finale 

Extension Kühlung 

Mycob 
Mav 
Min 

95°C 
10 min. 40 94°C 

1 min. 
55°C 
2 min. 

72°C 
3 min. 

72°C 
6 min. 4°C 

AV 6 / 7 
IN 38 / 41 

95°C 
10 min. 30 94 °C 

1 min. 
60°C 
1 min. 

72°C 
1 min. - 4°C 

S + P 95°C 
10 min. 35 95°C 

1 min. 
58°C 
2 min. 

72°C 
3 min. - 4°C 

IS 901 
IS 1245 
Maap 

94°C 
10 min. 35 94°C 

1 min. 
65°C 

15 sec. 
72°C 
2 min. 

72°C 
10 min. 4°C 

IS 902 95°C 
10 min. 35 94°C 

1 min. 
58°C 
1 min. 

72°C 
3 min. - 4°C 
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3.2.3.3 Gelelektrophorese 

 

a) Vorbereiten des Gels 
 

Aus einer 10-fach konzentrierten Stammlösung wurde 1 Liter 1 x TBE-Puffer (89 mM Tris 

und Borsäure, 2 mM EDTA) hergestellt. 1,4 g Agarose wurden in ein 250 ml-Reagenzgefäß 

eingewogen. Dazu wurden 100 ml 1 x TBE-Puffer gegeben und auf einem Magnetrührer 

unter Rühren gekocht, bis die Agarose vollständig gelöst war. Das Reagenzgefäß wurde 

zum Abkühlen in ein Wasserbad von ca. 55°C gestellt . Während die Agarose abkühlte, wur-

de die Gelkammer vorbereitet: Der Gelträger wurde in die Kammer eingelegt, die vordere 

und hintere Begrenzung wurden eingesetzt, die benötigten Kämme (1 oder 2 möglich) be-

reitgelegt und die Kammer auf eine plane Ebene (Nivelliertisch) gestellt. Mit einer Pipette 

wurde mit ca. 1 ml Agarose der Übergang zwischen Gelträger und Begrenzung abgedichtet. 

Die Agarose wurde auf den Gelträger gegossen und sofort der bzw. die Kämme eingesetzt. 

Das Gel ließ man dann für mindestens 30 Minuten erstarren. 

 

b) Vorbereiten der Proben (PCR-Amplifikate) 
 

Von jeder Probe wurden 8 µl mit 3 µl 6 x BPB- Ladepuffer (0,25 % Bromphenolblau und 

40 % Saccharose in A. dest.) gemischt. Der DNA-Längenmarker für 2 Spuren pro Kamm 

(außen und innen) wurde zusammen pipettiert (750 ng DNA-Längenmarker, 3 µl Ladepuffer 

und 4 µl A. bidest./ Spur). Das Gel wurde mit 1 x TBE-Laufpuffer übergossen, der Puffer soll-

te eine Tiefe von ca. 0,5 cm über Gel haben. 

 

c) Laden des Gels 
 

Die Kämme wurden vorsichtig entfernt (die Slots mussten sauber begrenzt sein, der Boden 

der Slots unversehrt). Die Proben, die durch den Ladepuffer im spezifischen Gewicht schwe-

rer waren als der Laufpuffer, wurden in die Slots pipettiert, wobei die Marker jeweils links und 

rechts außen angeordnet wurden. Die vordere und hintere Begrenzung des Gelträgers wur-

den entfernt. 

 

d) Starten der Gelelektrophorese 
 

Der Deckel der Gelkammer wurde aufgesetzt und die daran befindlichen elektrischen An-

schlüsse an eine Spannungsquelle (Power Pack) angeschlossen (Plus an Plus- und Minus 

an Minus-Pol). Die Auftrennung der Proben erfolgte für ca. 60 min. bei konstanter Spannung 

von 8 V pro cm Elektrodenabstand. 
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e) Färben des Gels 
 

Nach Abstellen der Spannung wurde das Gel mit dem Gelträger der Gelkammer entnommen 

und in ein Ethidiumbromid-Färbebad (0,5 µg EtBr/ ml) gelegt. Die Färbung dauerte 20 min. 

und erfolgte unter leichten Schüttelbewegungen auf einem Horizontalschüttler (40 rpm). Das 

Gel wurde zum Entfernen von überschüssigem Farbstoff in A. dest. 15 min. entfärbt, eben-

falls bei leichten Schüttelbewegungen. 

Beim Arbeiten mit Ethidiumbromid (EtBr) und Gegenständen, die damit in Berührung ge-

kommen sind, ist das Tragen von Nitril-Einweghandschuhen vorgeschrieben (Latex-

Handschuhe sind EtBr-durchlässig). 

 

f) Dokumentation 
 

Auf einem Transilluminator wurde das Gel mit UV-Licht (302 nm) durchleuchtet, die blau- 

violett fluoreszierenden DNA-Fragmente wurden mit einer digitalen Videokamera festgehal-

ten. Die Bilddatei wurde mit dem Untersuchungsdatum bezeichnet (z.B. 040115 für das ge-

speicherte Gel-Ergebnis vom 15. Januar 2004). Die Dateien wurden auf dem angeschlosse-

nen Netz-PC auf der Festplatte gespeichert und konnten von dort bei Bedarf ausgedruckt 

werden. 

 

g) Auswertung des PCR-Ergebnisses (Sichtauswertung) 
 

Die Größe des PCR-Amplifikats wurde anhand der Laufstrecke im Gel durch Vergleich mit 

dem DNA-Längenmarker ermittelt. Entsprach die Größe des PCR-Amplifikats der zu erwar-

tenden Anzahl an Basenpaaren und deckte sich die Laufstrecke des Probenamplifikats mit 

der des Positivkontroll-Amplifikats, wurde die Probe positiv bewertet. 

Tabelle 3.8 zeigt eine Zusammenfassung der Gelelektrophorese. 

 

Tabelle 3.8 Überblick über die eingesetzte Elektrophorese-Technik 

Gel 
Agarose Standard, Fa. Serva Konzentration: 1,4 % 

Laufpuffer TBE Konzentration: 1 x 

Vorbereitung der 
Proben 

PCR-Amplifikat - Menge: 8 µl 
Ladepuffer 6x BPB Menge: 3 µl 

DNA-Längenmarker Nr. VI, Fa. Roche Menge: 7,5 µl 

Laufbedingungen 
Spannung - 150 Volt 
Laufzeit - 60 min. 

Färbung 
Färben Ethidiumbromid 

(0,5 mg/ ml) 20 min. 

Entfärben A. dest. 15 min. 
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4 Ergebnisse 

 

 

4.1 Keimzahlbestimmung der verwendeten Mykobakterien-Bouillonkulturen 

 

Die Keimzahlen der in der PCR eingesetzten Bouillonkulturen wurden, wie in Kapitel 3.2.1.2 

beschrieben, mittels Spatelverfahren ermittelt. 

Die Wachstumszeiten betrugen je nach Spezies in Bouillon ca. 3-4 Wochen (deutliche Trü-

bung des Flüssigmediums) und auf Festagarplatte ca. 2-3 Wochen (gut auszählbare Kolo-

nien) (Tabelle 4.1). 

 

Tabelle 4.1 Wachstumsdauer der eingesetzten Stämme [d] 

Stämme Ansatz Wachstum 
in Bouillon 

Wachstum 
auf Platte 

M. intracellulare 
DSM 43223T 

1. 21 18 
2. 22 14 
3. 21 17 

M. avium subsp. avium 
DSM 44156T 

1. 28 18 
2. 29 17 
3. 29 17 

M. avium subsp. hominissuis 
Feldstämme 

1. 28 13 
2. 28 13 
3. 28 13 

M. avium subsp. silvaticum 
DSM 44175T 

1. 29 21 
2. 27 20 
3. 24 20 

M. triviale 
DSM 44153T 

1. 29 11 
2. 24 14 
3. 24 14 

M. scrofulaceum 
DSM 43992T 

1. 22 13 
2. 20 17 
3. 21 17 

 

Die Koloniezahlen der vier ausgezählten Verdünnungsstufen (10-4 bis 10-7) sind aus Tabelle 

4.2 zu ersehen (ausgezählte Rohwerte). Zur Berechnung der Keimzahlen wurden zwei Ver-

dünnungsstufen verwendet, bei denen die Koloniezahlen zwischen 1 und 300 lagen. 

Bis auf die drei Ansätze von M. avium subsp. silvaticum war bis zur 4. Verdünnungsstufe 

Rasenwachstum ausgebildet, bei M. intracellulare, M. avium subsp. avium und M. avium 

subsp. hominissuis auch bei der 5. Verdünnungsstufe. 
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Tabelle 4.2 Koloniezahlen pro Verdünnungsstufe 

Stämme An-
satz 

Verdünnungsstufe 
10-4 10-5 10-6 10-7 

M. intracellulare 
DSM 43223T 

1. > 300 / > 300 ~250 / ~250 15 / 21 4 / 6 
2. > 300 / > 300 > 300 / > 300 97 / 123 20 / 22 
3. > 300 / > 300 > 300 / > 300 135 / 157 12 / 10 

M. avium subsp. avium 
DSM 44156T 

1. > 300 / > 300 > 300 / > 300 52 / 80 10 / 10 
2. > 300 / > 300 >300 / >300 60 / 52 9 / 7 
3. > 300 / > 300 > 300 / > 300 57 / 42 5 / 1 

M. avium subsp. hominissuis 
Feldstämme 

1. > 300 / > 300 > 300 / > 300 52 / 57 7 / 7 
2. > 300 / > 300 >300 / >300 27 / 43 2 / 7 
3. > 300 / > 300 > 300 / > 300 51 / 41 7 /4 

M. avium subsp. silvaticum 
DSM 44175T 

1. 143 / 141 12 / 14 0 / 0 0 / 0 
2. 54 / 47 4 / 7 1 / 0 0 / 0 
3. 77 / 58 10 / 6 0 / 0 0 / 0 

M. triviale 
DSM 44153T 

1. > 300 / > 300 108 / 86 14 / 12 0 / 0 
2. > 300 / > 300 88 / 79 11 / 9 1 / 0 
3. > 300 / > 300 38 / 46 8 / 6 0 / 0 

M. scrofulaceum 
DSM 43992T 

1. > 300 / > 300 186 / 159 12 / 19 2 / 1 
2. > 300 / > 300 181 / 224 41 / 8 4 / 4 
3. > 300 / > 300 183 / 194 14 / 18 2 / 1 

> 300 = Rasenwachstum oder mehr als 300 Einzelkolonien, nicht ausgezählt 

Fett gedruckt = die beiden zur Berechnung herangezogenen Verdünnungsstufen (Kolonie-
zahl zwischen 1 und 300) 
 

 

In Tabelle 4.3 sind die bei den insgesamt 18 Ansätzen ermittelten Gesamtkeimzahlen in KbE 

pro ml Bouillon und im dazu gehörenden dekadischen Logarithmus aufgeführt. Die Werte der 

unverdünnten Ausgangsbouillon lagen zwischen 5,1 x 106 und 1,4 x 109 Keimen/ ml. 

M. intracellulare wies insgesamt die höchste Keimdichte auf (Mittelwert 8,85 log KbE/ ml), M. 

avium subsp. silvaticum wuchs am schlechtesten (Mittelwert 6,90 log KbE/ ml). 

 

Die drei Ansätze der einzelnen Stämme zeigten jeweils ein annähernd gleiches Wachstum: 

Die Werte lagen bei M. avium subsp. avium, M. avium subsp. hominissuis und M. 

scrofulaceum im Bereich derselben Zehnerpotenz, bei M. intracellulare, M. avium subsp. 

silvaticum und M. triviale unterschieden sie sich in einer Zehnerpotenz. 
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Tabelle 4.3 Gesamtkeimzahlen [KbE/ ml und KbE log/ ml] der verwendeten Mykobakterien- 
Verdünnungsreihen 

Stamm 1. Ansatz 2. Ansatz 3. Ansatz Durchschnitt log 

M. intracellulare 
DSM 43223T 

2,1 x 108 
8,32 

1,2 x 109 
9,08 

1,4 x 109 
9,15 

 
8,85 

M. avium subsp. avium 
DSM 44156T 

6,9 x 108 
8,84 

5,8 x 108 
8,76 

4,8 x 108 
8,68 

 
8,76 

M. avium subsp. hominissuis 
Feldstämme 

5,6 x 108 
8,74 

3,6 x 108 
8,56 

4,7 x 108 
8,67 

 
8,66 

M. avium subsp. silvaticum 
DSM 44175T 

1,4 x 107 
7,15 

5,1 x 106 
6,71 

6,9 x 106 
6,84 

 
6,90 

M. triviale 
DSM 44153T 

1,0 x 108 
8,00 

8,5 x 107 
7,93 

4,5 x 107 
7,65 

 
7,86 

M. scrofulaceum 
DSM 43992T 

1,7 x 108 
8,23 

2,1 x 108 
8,32 

1,9 x 108 
8,29 

 
8,28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 
 
 
 

- 89 - 

4.2 Vorversuch: Mögliche Primer-/ Stammkombinationen 

 

Tabelle 4.4 gibt an, welche Stämme sich mit Hilfe der 10 eingesetzten Primerpaare durch die 

PCR nachweisen ließen. Der Nachweis der Stämme M. triviale und M. scrofulaceum war nur 

mit dem genusspezifischen Primer Mycob möglich. Für alle anderen Stämme ergaben sich 

mehrere Möglichkeiten der Primerauswahl. Die größte Anzahl an passenden Primern besaß 

mit 8 Möglichkeiten M. avium subsp. avium (Mycob, Mav, AV 6/7, S+P, IS 901, IS 1245, 

Maap und IS 902), gefolgt von M. avium subsp. silvaticum mit 7 und M. avium subsp. 

hominissuis mit 6 möglichen Primern. 

 

Tabelle 4.4 Nachweismöglichkeiten der verschiedenen Stämme mit Hilfe der eingesetzten 
Primer 

Primer 
Stämme M

yc
ob

 

M
av

 

M
in

 

A
V

 
6/

 7
 

IN
 

38
/ 4

1 

S
 +

 P
 

IS
 

90
1 

IS
 

12
45

 

M
aa

p 

IS
 

90
2 

M. intracellulare 
DSM 43223T + - + - + - - - - - 

M. a. avium 
DSM 44156T + + - + - + + + + + 

M. a. hominissuis 
Feldstämme + + - + - + - + + - 

M. a. silvaticum 
DSM 44175T + + - - - + + + + + 

M. triviale 
DSM 44153T + - - - - - - - - - 

M. scrofulaceum 
DSM 43992T + - - - - - - - - - 

+ = Nachweis möglich, - = Nachweis nicht möglich 
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4.3 Hauptversuch (Teil A): Ergebnisse bei der Verwendung von Reinkulturen 

In Teil A des Hauptversuchs wurden die Nachweisgrenzen der verschiedenen Primer und 

Zellaufschlussmethoden an den Verdünnungsreihen der sechs getesteten Mykobakterien-

Bouillonkulturen überprüft. Insgesamt wurden in diesem Abschnitt 234 Verdünnungsreihen 

(26 Primer-/ Stammkombinationen x 3 Ansätze pro Stamm x 3 Aufarbeitungsmethoden) in 

der PCR getestet. 

Die Ablesung der Ergebnisse nach PCR und Gelelektrophorese im UV-Bild lässt sich bei-

spielhaft in Abbildung 4.1 erkennen. Hier sind zwei Ergebnisse der Kombination M. 

intracellulare (2. Ansatz) mit der DNA-Aufarbeitung Kochen dargestellt, links der Primer 

Mycob und rechts der Primer Min. In beiden Fällen sind jeweils vier Banden sichtbar, d.h. bis 

zur Verdünnungsstufe 10-3 ist ein Nachweis gelungen. Bei der mit + markierten Bande han-

delt es sich um die Positiv-Kontrolle, links und rechts im Bild sind die DNA-Längenmarker zu 

erkennen. 

Abbildung 4.1: Beispiel für die Ablesung der Ergebnisse im UV- Bild (Kombination M. 

intracellulare [2. Ansatz] – Aufarbeitung Kochen – Primer Mycob und Min) 

100 bis 10-7 = Verdünnungsstufen  + = Positiv-Kontrolle 

- 90 - 
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Die Tabellen 4.5, 4.6 und 4.7 geben an, bis zu welcher Verdünnungsstufe ein Nachweis der 

Mykobakterien gelang. Jede Tabelle steht dabei für eine unterschiedliche Zellaufschlussme-

thode. Eine 0 im Kästchen bedeutet, dass mit der dazu gehörenden Kombination Zellauf-

schlussmethode – Primerpaar – Stamm lediglich die unverdünnte Ausgangsbouillon (100) 

positiv war, und die Verdünnungsstufen 10-1 - 10-7 hier negativ. Bei einer 1 im Kästchen wa-

ren sowohl die unverdünnte Ausgangsbouillon (100) als auch die 1. Verdünnungsstufe (10-1) 

positiv, usw. Nicht mögliche Primer-/ Stammkombinationen (vergl. 4.2 Vorversuch) sind grau 

hinterlegt und wurden nicht getestet. 

 

In den Abbildungen 4.2 - 4.4 sind die Ergebnisse als Balkendiagramme dargestellt. Auch hier 

steht jeweils eine Abbildung für eine DNA-Aufarbeitungsmethode. Auf der y-Achse sind die 

Primer aufgetragen, auf der x-Achse die Verdünnungsstufen von 100 bis 10-5. Die farbigen 

Balken repräsentieren die sechs verwendeten Mykobakterien-Spezies, die Länge der Balken 

gibt an, bis zu welcher Verdünnungsstufe die Wiederfindung der eingemischten Mykobakte-

rien gelang. 

 

Aus den Ergebnissen ist zu erkennen, dass der Nachweis der Mykobakterien aus Bouillon-

Reinkulturen mit jedem passenden der 10 eingesetzten Primern und allen drei Extraktions-

methoden möglich war. 
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Tabelle 4.5 Hauptversuch (Teil A): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „Kochen“ unter Verwendung von Reinkulturen 

Stamm 
A

ns
at

z 
GKZ/ ml 

Kochen 

M
yc

ob
 

M
av

 

M
in

 

A
V

 6
/ 7

 

IN
 3

8/
 4

1 

S
 +

 P
 

IS
 9

01
 

IS
 1

24
5 

M
aa

p 

IS
 9

02
 

M. intracellulare 
DSM 43223T 

1 2,1·108 2 ng 2 ng 3 ng ng ng ng ng 

2 1,2·109 3 ng 3 ng 3 ng ng ng ng ng 

3 1,4·109 4 ng 3 ng 5 ng ng ng ng ng 

M. a. avium 
DSM 44156T 

1 6,9·108 4 2 ng 3 ng 3 1 0 2 3 

2 5,8·108 3 2 ng 3 ng 2 2 1 2 2 

3 4,8·108 4 2 ng 2 ng 2 3 2 3 2 

M. a. hominissuis 
Feldstämme 

1 5,6·108 3 3 ng 3 ng 3 ng 4 4 ng 

2 3,6·108 3 2 ng 3 ng 3 ng 4 3 ng 

3 4,7·108 2 3 ng 3 ng 3 ng 3 3 ng 

M. a. silvaticum 
DSM 44175T 

1 1,4·107 2 2 ng ng ng 1 2 0 2 2 

2 5,1·106 1 2 ng ng ng 0 1 0 0 2 

3 6,9·106 2 1 ng ng ng 0 1 0 2 2 

M. triviale 
DSM 44153T 

1 1,0·108 3 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

2 8,5·107 2 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

3 4,5·107 2 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

M. scrofulaceum 
DSM 43992T 

1 1,7·108 4 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

2 2,1·108 2 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

3 1,9·108 2 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

0 = unverdünnte Bouillon (100) positiv; 1 = 1. Verdünnungsstufe (10-1) positiv; 2 = 2. Verdün-
nungsstufe (10-2) positiv usw. 

ng = nicht getestet 
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Abbildung 4.2 Hauptversuch (Teil A): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „Kochen“ unter Verwendung von Reinkulturen 

Mycob

Mav

Min

AV 6/7

IN 38/41

S + P

IS 901

IS 1245

Maap

IS 902

100 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5

M. intracellulare M. avium ssp. silvaticum

M. avium ssp. avium M. triviale

M. avium ssp. hominissuis M. scrofulaceum

Teil A - Kochen
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Tabelle 4.6 Hauptversuch (Teil A): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „Chloroform/ Phenol“ unter Verwendung von Reinkulturen 

Stamm 
A

ns
at

z 
GKZ/ ml 

Chloroform/ Phenol 

M
yc

ob
 

M
av

 

M
in

 

A
V

 6
/ 7

 

IN
 3

8/
 4

1 

S
 +

 P
 

IS
 9

01
 

IS
 1

24
5 

M
aa

p 

IS
 9

02
 

M. intracellulare 
DSM 43223T 

1 2,1·108 0 ng 0 ng 1 ng ng ng ng ng 

2 1,2·109 1 ng 0 ng 1 ng ng ng ng ng 

3 1,4·109 1 ng 2 ng 1 ng ng ng ng ng 

M. a. avium 
DSM 44156T 

1 6,9·108 1 1 ng 2 ng 1 2 1 1 3 

2 5,8·108 1 1 ng 3 ng 0 1 1 1 3 

3 4,8·108 0 0 ng 2 ng 0 0 0 1 2 

M. a. hominissuis 
Feldstämme 

1 5,6·108 1 1 ng 3 ng 2 ng 3 3 ng 

2 3,6·108 1 1 ng 2 ng 2 ng 2 2 ng 

3 4,7·108 1 1 ng 2 ng 1 ng 2 2 ng 

M. a. silvaticum 
DSM 44175T 

1 1,4·107 2 1 ng ng ng 0 2 1 2 3 

2 5,1·106 0 0 ng ng ng 0 1 1 2 2 

3 6,9·106 0 0 ng ng ng 0 1 0 0 2 

M. triviale 
DSM 44153T 

1 1,0·108 0 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

2 8,5·107 0 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

3 4,5·107 0 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

M. scrofulaceum 
DSM 43992T 

1 1,7·108 0 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

2 2,1·108 0 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

3 1,9·108 0 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

0 = unverdünnte Bouillon (100) positiv; 1 = 1. Verdünnungsstufe (10-1) positiv; 2 = 2. Verdün-
nungsstufe (10-2) positiv usw. 

ng = nicht getestet 
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Abbildung 4.3 Hauptversuch (Teil A): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „Chloroform/ Phenol“ unter Verwendung von Reinkulturen 
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M. intracellulare M. avium ssp. silvaticum

M. avium ssp. avium M. triviale

M. avium ssp. hominissuis M. scrofulaceum

Teil A - Chloroform/ Phenol
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Tabelle 4.7 Hauptversuch (Teil A): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „Ultraschall mit anschl. Kochen“ unter Verwendung von Reinkulturen 

Stamm 
A

ns
at

z 
GKZ / ml 

Ultraschall + Kochen 

M
yc

ob
 

M
av

 

M
in

 

A
V

 6
/ 7

 

IN
 3

8/
 4

1  

S
 +

 P
 

IS
 9

01
 

IS
 1

24
5 

M
aa

p 

IS
 9

02
 

M. intracellulare 
DSM 43223T 

1 2,1·108 2 ng 2 ng 2 ng ng ng ng ng 

2 1,2·109 3 ng 3 ng 2 ng ng ng ng ng 

3 1,4·109 2 ng 3 ng 2 ng ng ng ng ng 

M. a. avium 
DSM 44156T 

1 6,9·108 4 4 ng 2 ng 2 1 1 1 3 

2 5,8·108 4 4 ng 2 ng 2 2 1 1 2 

3 4,8·108 3 3 ng 2 ng 3 2 1 1 2 

M. a. hominissuis 
Feldstämme 

1 5,6·108 3 4 ng 3 ng 3 ng 3 3 ng 

2 3,6·108 4 5 ng 3 ng 3 ng 3 3 ng 

3 4,7·108 5 5 ng 3 ng 3 ng 3 3 ng 

M. a. silvaticum 
DSM 44175T 

1 1,4·107 3 3 ng ng ng 2 1 0 1 3 

2 5,1·106 2 3 ng ng ng 2 1 1 1 3 

3 6,9·106 1 2 ng ng ng 2 0 0 1 2 

M. triviale 
DSM 44153T 

1 1,0·108 2 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

2 8,5·107 1 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

3 4,5·107 1 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

M. scrofulaceum 
DSM 43992T 

1 1,7·108 2 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

2 2,1·108 3 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

3 1,9·108 1 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 

0 = unverdünnte Bouillon (100) positiv; 1 = 1. Verdünnungsstufe (10-1) positiv; 2 = 2. Verdün-
nungsstufe (10-2) positiv usw. 

ng = nicht getestet 
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Abbildung 4.4 Hauptversuch (Teil A): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „Ultraschall mit anschl. Kochen“ unter Verwendung von Reinkultu-
ren 
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Teil A - Ultraschall + Kochen
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4.4 Hauptversuch (Teil B): Ergebnisse bei Vorhandensein von Lymph-

knotenmatrix 

 

In Teil B des Hauptversuchs wurden die Nachweisgrenzen der verschiedenen Primer und 

Zellaufschlussmethoden an Verdünnungsreihen von Mykobakterien-Bouillonkulturen, in die 

Lymphknotenmatrix vom Schwein eingemischt wurden, geprüft. In diesem Abschnitt kamen 

nur die drei hauptsächlich beim Schwein vorkommenden Spezies/ Subspezies M. avium 

subsp. hominissuis, M. avium subsp. avium und M. intracellulare zum Einsatz. Insgesamt 

wurden hier 153 Verdünnungsreihen (17 Primer-/ Stammkombinationen x 3 Ansätze pro 

Stamm x 3 Aufarbeitungsmethoden) in der PCR getestet. 

 

Analog zu Teil A geben die Tabellen 4.8, 4.9 und 4.10 an, bis zu welcher Verdünnungsstufe 

ein Nachweis der Mykobakterien gelang. In den Abbildungen 4.5 - 4.7 sind die Ergebnisse in 

Form von Balkendiagrammen dargestellt. 

 

Im Gegensatz zur Arbeit mit Reinkulturen (Teil A) erbrachte bei Teil B nicht jede Verdün-

nungsreihe ein positives Ergebnis. Besonders auffällig war dabei die Kochmethode, sie lie-

ferte nur in 11 von insgesamt 51 Ansätzen (= 21,6 %) in mindestens einer Verdünnungsstufe 

einen Mykobakterien-Nachweis. Bei der Chloroform/ Phenol-Methode waren drei Ansätze 

negativ, d.h. hier gelang die Wiederfindung der eingemischten Mykobakterien in 48 von 51 

Fällen (= 94,1 %). Lediglich beim Einsatz des kommerziellen DNA-Kits waren alle 51 Ansät-

ze positiv. 
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Tabelle 4.8 Hauptversuch (Teil B): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „Kochen“ unter Vorhandensein von Lymphknotenmatrix 

Stamm 
A

ns
at

z 
GKZ/ ml 

Kochen 

M
yc

ob
 

M
av

 

M
in

 

A
V

 6
/7

 

IN
 3

8/
41

 

S
 +

 P
 

IS
 9

01
 

IS
 1

24
5 

M
aa

p 

IS
 9

02
 

M. intracellulare 
DSM 43223T 

1 2,1·108 kN ng kN ng kN ng ng ng ng ng 

2 1,2·109 kN ng kN ng kN ng ng ng ng ng 

3 1,4·109 kN ng kN ng kN ng ng ng ng ng 

M. a. avium 
DSM 44156T 

1 6,9·108 kN kN ng kN ng kN 1 0 0 1 

2 5,8·108 kN kN ng 0 ng kN kN kN kN 0 

3 4,8·108 kN kN ng kN ng kN kN kN kN kN 

M. a. hominissuis 
Feldstämme 

1 5,6·108 kN kN ng 0 ng kN ng kN kN ng 

2 3,6·108 kN kN ng 1 ng kN ng 0 0 ng 

3 4,7·108 kN kN ng 1 ng kN ng kN kN ng 

kN = kein Nachweis gelungen 

0 = unverdünnte Bouillon (100) positiv; 1 = 1. Verdünnungsstufe (10-1) positiv; 2 = 2. Verdün-
nungsstufe (10-2) positiv usw. 

ng = nicht getestet 
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Abbildung 4.5 Hauptversuch (Teil B): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „Kochen“ unter Vorhandensein von Lymphknotenmatrix 
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Tabelle 4.19 Hauptversuch (Teil B): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „Chloroform/ Phenol“ unter Vorhandensein von Lymphknotenmatrix 

Stamm 
A

ns
at

z 
GKZ/ ml 

Chloroform/ Phenol 

M
yc

ob
 

M
av

 

M
in

 

A
V

 6
/7

 

IN
 3

8/
41

 

S
 +

 P
 

IS
 9

01
 

IS
 1

24
5 

M
aa

p 

IS
 9

02
 

M. intracellulare 
DSM 43223T 

1 2,1·108 kN ng kN ng 0 ng ng ng ng ng 

2 1,2·109 0 ng 0 ng 0 ng ng ng ng ng 

3 1,4·109 1 ng 0 ng 0 ng ng ng ng ng 

M. a. avium 
DSM 44156T 

1 6,9·108 1 1 ng 3 ng 0 2 0 1 3 

2 5,8·108 kN 1 ng 2 ng 0 0 0 0 2 

3 4,8·108 0 0 ng 1 ng 0 0 0 1 1 

M. a. hominissuis 
Feldstämme 

1 5,6·108 1 1 ng 2 ng 0 ng 2 2 ng 

2 3,6·108 0 0 ng 2 ng 0 ng 1 1 ng 

3 4,7·108 2 1 ng 2 ng 2 ng 1 1 ng 

kN = kein Nachweis gelungen 

0 = unverdünnte Bouillon (100) positiv; 1 = 1. Verdünnungsstufe (10-1) positiv; 2 = 2. Verdün-
nungsstufe (10-2) positiv usw. 

ng = nicht getestet 

 



Ergebnisse 
 
 
 

- 102 - 

Abbildung 4.6 Hauptversuch (Teil B): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „Chloroform/ Phenol“ unter Vorhandensein von Lymphknotenmatrix 
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Tabelle 4.10 Hauptversuch (Teil B): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „DNA-Extraktionskit“ unter Vorhandensein von Lymphknotenmatrix 

Stamm 

A
ns

at
z 

GKZ/ ml 

DNA-Extraktionskit 

M
yc

ob
 

M
av

 

M
in

 

A
V

 6
/7

 

IN
 3

8/
41

 

S
 +

 P
 

IS
 9

01
 

IS
 1

24
5 

M
aa

p 

IS
 9

02
 

M. intracellulare 
DSM 43223T 

1 2,1·108 0 ng 0 ng 0 ng ng ng ng ng 

2 1,2·109 1 ng 0 ng 1 ng ng ng ng ng 

3 1,4·109 2 ng 1 ng 1 ng ng ng ng ng 

M. a. avium 
DSM 44156T 

1 6,9·108 1 1 ng 2 ng 1 2 1 2 3 

2 5,8·108 0 2 ng 2 ng 0 1 0 1 1 

3 4,8·108 0 0 ng 1 ng 0 0 1 1 2 

M. a. hominissuis 
Feldstämme 

1 5,6·108 1 2 ng 3 ng 2 ng 3 3 ng 

2 3,6·108 1 1 ng 2 ng 2 ng 3 3 ng 

3 4,7·108 1 1 ng 3 ng 2 ng 3 3 ng 

0 = unverdünnte Bouillon (100) positiv; 1 = 1. Verdünnungsstufe (10-1) positiv; 2 = 2. Verdün-
nungsstufe (10-2) positiv usw. 

ng = nicht getestet 
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Abbildung 4.7 Hauptversuch (Teil B): Ergebnisse der PCR bei Einsatz der Zellaufschluss-
methode „DNA-Extraktionskit“ unter Vorhandensein von Lymphknotenmatrix 
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4.5 Berechnung der PCR-Nachweisgrenzen 

 

Mit Hilfe der zu Versuchsbeginn berechneten Keimzahlen und der durch die im Hauptver-

such (Teile A und B) erzielten Ergebnisse wurden die Nachweisgrenzen für die verschiede-

nen Zellaufschluss-/ Primerkombinationen ermittelt (Tabellen 4.12 und 4.13). 

Die Werte stellen die auf dieser Grundlage ermittelte Anzahl an Mykobakterien pro ml dar, 

die für ein positives Ergebnis notwendig waren. 

 

Vorgehen: Von den drei Ansätzen pro Stamm wurde jeweils die Keimzahl der höchsten bei 

der PCR positiven Verdünnungsstufe [log KbE/ ml] berechnet, wobei der Mittelwert dieser 

drei Werte die Nachweisgrenze ergab. In Tabelle 4.11 ist der Rechenweg am Beispiel der 

Kombination M. intracellulare, Kochen und Primer Mycob aus Teil A dargestellt. Bei diesem 

Beispiel waren demnach 5,85 log KbE/ ml notwendig, um ein positives PCR-Ergebnis zu 

erhalten. 

 

Tabelle 4.11 Beispiel zur Berechnung der Nachweisgrenze (Teil A, M. intracellulare, Ko-

chen, Primer Mycob) 

 KbE/ ml log KbE/ ml Nachweis 
positiv bis 

Entspricht 
log KbE/ ml 

Nachweisgrenze 
(Ø log KbE/ ml) 

1. Ansatz 2,1 x 108 8,32 10-2 6,32 
 
 
 

5,85 2. Ansatz 1,2 x 109 9,08 10-3 6,08 

3. Ansatz 1,4 x 109 9,15 10-4 5,15 
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Tabelle 4.12 Hauptversuch (Teil A): Errechnete PCR-Nachweisgrenzen (log10 kbE) bei 
Verwendung von Reinkulturen 

V
er

su
ch

s-
ab

sc
hn

itt
 

Z
el

la
uf

-
sc

hl
us

s 

S
ta

m
m

 

M
yc

ob
 

M
av

 

M
in

 

A
V

 6
 / 

7 

IN
 3

8 
/ 4

1 

S
 +

 P
 

IS
 9

01
 

IS
 1

24
5 

M
aa

p 

IS
 9

02
 

M
itt

el
w

er
t 

              

T
ei

l A
: 

A
rb

ei
t m

it 
R

ei
nk

ul
tu

re
n 

K
oc

he
n 

M. intracellulare 
DSM 43223T 5,85 ng 6,18 ng 5,18 ng ng ng ng ng  

M. a. avium 
DSM 44156T 5,09 6,76 ng 6,09 ng 6,43 6,76 7,76 6,43 6,43  

M. a. hominissuis 
Feldstämme 5,99 5,99 ng 5,66 ng 5,66 ng 4,99 5,32 ng  

M. a. silvaticum 
DSM 44175T 5,23 5,23 ng ng ng 6,57 5,57 6,90 5,57 4,90  

M. triviale 
DSM 44153T 5,53 ng ng ng ng ng ng ng ng ng  

M. scrofulaceum 
DSM 43992T 5,61 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 5,91 

C
hl

or
of

or
m

/ P
he

no
l 

M. intracellulare 
DSM 43223T 8,18 ng 8,18 ng 7,85 ng ng ng ng ng  

M. a. avium 
DSM 44156T 8,09 8,09 ng 6,43 ng 8,43 7,76 8,09 7,76 6,09  

M. a. hominissuis 
Feldstämme 7,66 7,66 ng 6,32 ng 6,99 ng 6,32 6,32 ng  

M. a. silvaticum 
DSM 44175T 6,23 6,57 ng ng ng 6,90 5,57 6,23 5,57 4,57  

M. triviale 
DSM 44153T 7,86 ng ng ng ng ng ng ng ng ng  

M. scrofulaceum 
DSM 43992T 8,28 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 7,08 

U
ltr

as
ch

al
l +

 K
oc

ke
n 

M. intracellulare 
DSM 43223T 6,52 ng 6,18 ng 6,85 ng ng ng ng ng  

M. a. avium 
DSM 44156T 5,09 5,09 ng 6,76 ng 6,43 7,18 7,85 7,85 6,43  

M. a. hominissuis 
Feldstämme 4,66 3,99 ng 5,66 ng 5,66 ng 5,66 5,66 ng  

M. a. silvaticum 
DSM 44175T 4,90 4,23 ng ng ng 4,90 6,23 6,57 5,90 4,23  

M. triviale 
DSM 44153T 6,53 ng ng ng ng ng ng ng ng ng  

M. scrofulaceum 
DSM 43992T 6,28 ng ng ng ng ng ng ng ng ng 5,90 

ng = nicht getestet 
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Tabelle 4.13 Hauptversuch (Teil B): Errechnete PCR-Nachweisgrenzen (log10 kbE) bei Vor-
handensein von Lymphknotenmatrix in der Bouillon 
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M
yc

ob
 

M
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M
in
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V
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7 

IN
 3

8 
/ 4

1 

S
 +

 P
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IS
 1

24
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IS
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M
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T
ei

l B
: 

A
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ei
t m

it 
Ly

m
ph

kn
ot

en
m

at
rix

 

K
oc

he
n 

M. intracellulare 
DSM 43223T - ng - ng - ng ng ng ng ng  

M. a. avium 
DSM 44156T - - ng - ng - - - - -  

M. a. hominissuis 
Feldstämme - - ng - ng - ng - - ng - 

C
hl

or
of

or
m

/ 
P

he
no

l 

M. intracellulare 
DSM 43223T 8,62 ng 9,12 ng 8,85 ng ng ng ng ng  

M. a. avium 
DSM 44156T 8,26 8,15 ng 6,76 ng 8,76 8,09 8,76 8,09 6,76  

M. a. hominissuis 
Feldstämme 7,66 7,99 ng 6,66 ng 7,99 ng 7,32 7,32 ng 7,95 

D
N

A
-K

it 

M. intracellulare 
DSM 43223T 7,85 ng 8,52 ng 8,18 ng ng ng ng ng  

M. a. avium 
DSM 44156T 8,43 7,76 ng 7,43 ng 8,43 7,76 8,09 7,43 6,76  

 M. a. hominissuis 
Feldstämme 7,66 7,32 ng 5,99 ng 6,66 ng 5,66 5,66 ng 7,39 

- = Errechnung der Nachweisgrenze nicht möglich 

ng = nicht getestet 

 

 

Die errechneten Nachweisgrenzen sind in den Abbildungen 4.8, 4.9 und 4.10 für Teil A sowie 

in den Abbildungen 4.11 und 4.12 in Form von Balkendiagrammen wiedergegeben.  
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Abbildung 4.8 Hauptversuch (Teil A): PCR-Nachweisgrenzen (log10 kbE) bei Einsatz der 
Zellaufschlussmethode „Kochen“ unter Verwendung von Reinkulturen 
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Abbildung 4.9 Hauptversuch (Teil A): PCR-Nachweisgrenzen (log10 kbE) bei Einsatz der 
Zellaufschlussmethode „Chloroform/ Phenol“ unter Verwendung von Reinkul-
turen 
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Abbildung 4.10 Hauptversuch (Teil A): PCR-Nachweisgrenzen (log10 kbE) bei Einsatz der 
Zellaufschlussmethode „Ultraschall mit anschl. Kochen“ unter Verwendung 
von Reinkulturen 
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Abbildung 4.11 Hauptversuch (Teil B): PCR-Nachweisgrenzen (log10 kbE) bei Einsatz der 
Zellaufschlussmethode „Chloroform/ Phenol“ unter Vorhandensein von 
Lymphknotenmatrix 
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Abbildung 4.12 Hauptversuch (Teil B): PCR-Nachweisgrenzen (log10 kbE) bei Einsatz der 
Zellaufschlussmethode „DNA-Extraktionskit“ unter Vorhandensein von 
Lymphknotenmatrix 
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Der Vergleich der Mittelwerte der einzelnen DNA-Extraktionsmethoden zeigt, dass für die 

Arbeit mit Reinkulturen (Teil A) die Ultraschallmethode mit anschließendem Kochen die nied-

rigste Nachweisgrenze besaß (5,90 log KbE/ ml, Tabelle 4.12). 

Bei der Aufarbeitungsmethode Kochen (Teil A, Abbildung 4.8) erreichte der Primer IN 38/41 

für M. intracellulare mit 5,18 log KbE/ ml die geringste Nachweisgrenze, für M. avium subsp. 

avium der Primer Mycob (5,09 log KbE/ ml) und für M. avium subsp. hominissuis der Primer 

IS 1245 (4,99 log KbE/ ml). 

Auch bei der Chloroform/ Phenol-Methode (Teil A, Abbildung 4.9) war für M. intracellulare 

der Primer IN 38/41 am besten geeignet (7,85 log KbE/ ml). Im Gegensatz zum Kochen er-

brachte bei Einsatz der Chloroform/ Phenol-Methode der Primer IS 902 für M. avium subsp. 

avium das beste Ergebnis (6,09 KbE/ ml). Für M. avium subsp. hominissuis erreichten mit 

AV 6/7, IS 1245 und Maap drei Primer eine identische Nachweisgrenze (6,32 log KbE/ ml). 

Beim Zellaufschluss mit Hilfe von Ultraschall mit anschließendem Kochen (Teil A, Abbildung 

4.10) waren Min für M. intracellulare (6,18 log KbE/ ml), Mycob und Mav für M. avium subsp. 

avium (5,09 log KbE/ ml) bzw. Mav für M. avium subsp. hominissuis die Primer mit der ge-

ringsten Nachweisgrenze. 

Da sich M. triviale und M. scrofulaceum nur mit dem Primer Mycob detektieren ließen, war 

ein Primervergleich bei diesen beiden Spezies nicht möglich. 

 

 

Bei Teil B erbrachten einige Ansätze kein Nachweisergebnis. Bei der Aufarbeitungsmethode 

Kochen blieben 40 von 51 PCR-Ansätze (= 78,4 %) ohne Nachweis, bei der Chloroform/ 

Phenol-Methode waren 3 von 51 Ansätze (= 5,9 %) negativ. Deshalb wurden für das Kochen 

keine Nachweisgrenzen errechnet, während die drei negativen Ergebnisse bei der Chloro-

form/ Phenol-Methode zur Berechnung der PCR-Nachweisgrenze nicht berücksichtigt wur-

den. 

Bei Einmischung von Lymphknotenmaterial (Teil B) erbrachte das DNA-Extraktionskit mit 

einer durchschnittlichen Nachweisgrenze von 7,39 log KbE/ ml das beste Ergebnis (Tabelle 

4.13). Bei diesem Zellaufschlussverfahren waren Mycob für M. intracellulare (7,85 log KbE/ 

ml), IS 902 für M. avium subsp. avium (6,76 log KbE/ ml) bzw. IS 1245 und Maap für M. 

avium subsp. hominissuis (5,66 log KbE/ ml) die Primer mit der niedrigsten Nachweisgrenze. 
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5 Diskussion 

 

 

5.1 Fragestellung/ Versuchsziel 

 

Grundlage dieser Arbeit ist das Problem, das die amtliche Überwachung bei der Erfassung 

von Mykobakterien-Infektionen hat. Auf der einen Seite wird das Erkennen einer 

Mykobakteriose beim Schlachtschwein bei der Fleischuntersuchung gefordert. Hierfür verfügt 

der amtliche Tierarzt momentan lediglich über die Möglichkeit, veränderte Lymphknoten (in 

erster Linie Kehlgangs- und Darmlymphknoten) makroskopisch zu bewerten. Die Verände-

rungen am angeschnittenen Lymphknoten sind allerdings nicht mit Sicherheit als 

Mykobakteriose anzusprechen. Ursache hierfür können auch andere Erreger sein, insbeson-

dere Rhodococcus equi (DVORSKA et al. 1999; PAVLIK et al. 2003; KOMIJN et al. 2007). 

Andererseits wurden auch aus nicht veränderten Lymphknoten Vertreter des MAIC nachge-

wiesen (DVORSKA et al. 1999; OFFERMANN et al. 1999; SIRIMALAISUWAN 2004). Die 

tatsächliche Prävalenz des MAIC in Schweinebeständen lässt sich somit durch die Techni-

ken der Fleischuntersuchung derzeit nicht belegen. 

 

Für die Feststellung von MAIC sind deshalb Labortechniken notwendig. Bezüglich Mykobak-

terien aus dem MAIC wird auch bei Anwendung molekularbiologischer Techniken üblicher-

weise mit reinem Bakterienmaterial gearbeitet wird. Hierfür ist die kulturelle Anzüchtung er-

forderlich. Dieses Verfahren beinhaltet jedoch Nachteile: 

1. Zum einen ist der Zeitaufwand aufgrund des langsamen Wachstums von Mykobakte-

rien erheblich. Das Wachstum kann einige Wochen Zeit in Anspruch nehmen und ist 

deshalb z.B. nicht für Screening-Tests einsetzbar. Ein solches Screening wäre eine 

Möglichkeit, die Arbeit des amtlichen Tierarztes am Schlachtbetrieb zu erleichtern. 

Die Verordnung (EG) Nr. 854/2004 bietet in Art. 18 die Möglichkeit, auf Beschluss 

durch die zuständige Behörde alternative Verfahren sowie serologische oder andere 

Labortests bei der Fleischuntersuchung einzusetzen, wenn diese zumindest der tradi-

tionellen Fleischuntersuchung gleichwertige Garantien bieten. Letztendlich könnte der 

vorgeschriebene Anschnitt des Kehlgangslymphknotens unterbleiben, wenn Schwei-

ne aus einem Mykobakteriose-freien Bestand zur Schlachtung angeliefert werden. 

2. Zum anderen besteht bei einer Kulturanzucht, v.a. wenn Anreicherungsmedien ver-

wendet werden, die Möglichkeit, dass andere pathogene Mykobakterien angezüchtet 

werden, sofern sie in der Ausgangsprobe vorhanden waren. Insbesondere die Gefahr 
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für das Laborpersonal, die hierbei von den Tuberkuloseerregern ausgeht, muss be-

rücksichtigt werden (CDC 1997). Vertreter des M. tuberculosis-Komplexes werden 

hauptsächlich über Aerosole übertragen. Die Infektionsdosis von M. tuberculosis ist 

mit 1-10 Keimen sehr gering (BALASUBRAMANIAN et al. 1994). Die Tuberkulose-

inzidenz ist bei Laborpersonal, welches im Labor mit M. tuberculosis hantiert, 3-5 x 

höher als bei Laborpersonal ohne Umgang mit diesem Keim (CAPEWELL et al. 1988; 

GRIST u. EMSLIE 1994). 

 

Diese Probleme ließen sich durch einen PCR-Direktnachweis aus Lymphknotenmaterial um-

gehen. Die vorliegende Arbeit sollte als erster Schritt für die Erarbeitung dieser Methodik 

dienen, indem ein Vergleich von in der Literatur beschriebenen Primern und DNA-

Aufarbeitungstechniken untersucht wurde. 

 

 

5.2 Versuchsaufbau 

 

Die Arbeit besteht aus einem Vorversuch und einem zweistufigen Hauptversuch. Im Haupt-

versuch wurde zunächst die Effizienz von Primern und Zellaufschlussmethoden mit reinen 

Bakterienkulturen getestet (Teil A), danach wurde mit künstlich kontaminierten Schweine-

lymphknoten als Matrix gearbeitet (Teil B). 

 

Die PCR-Bedingungen wurden aus der Literatur für jedes Primerpaar übernommen und im 

Vorversuch an einer gut bewachsenen Bouillonkultur getestet. Auf diese Weise wurde zum 

einen die möglichen Kombinationen der 10 eingesetzten Primer an den sechs vorhandenen 

Mykobakterien-Spezies bzw. Subspezies überprüft, zum anderen nach eventuellen Verbes-

serungen im PCR-Protokoll gesucht. Da alle Primer im UV-Bild jedoch gut auswertbare Ban-

den zeigten, wurden keine Änderungen im PCR-Protokoll vorgenommen. 

 

Der erste Abschnitt im Hauptversuch (Teil A) sollte die Nachweisgrenzen bei der Testung mit 

reinem Bakterienmaterial aufzeigen. Zum Zellaufschluss wurden die gebräuchlichsten Aufar-

beitungen Kochen, Chloroform-/ Phenol-Extraktion und eine Kombination aus Ultraschallbe-

handlung mit anschließendem Kochen eingesetzt. Mit Hilfe der sechs eingesetzten Mykobak-

terien-Spezies/ Subspezies in Kombination mit 10 Primerpaaren wurde anhand von Verdün-

nungsreihen die PCR-Nachweisgrenze auf Grundlage der drei Aufschlussmethoden ausge-

testet. 
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Im zweiten Abschnitt des Hauptversuchs (Teil B) wurde der Bouillonkultur Lymphknotenma-

terial vom Schwein zugemischt. Durch Einbringen dieses Fremdmaterials sollte ein realisti-

sches Milieu im Aufarbeitungsansatz simuliert werden. Die genaue Konzentration an Myko-

bakterien in infizierten Lymphknoten lässt sich der Literatur allerdings nicht entnehmen. Es 

wurde die gleiche Menge an Mykobakterien-Bouillon wie in Teil A verwendet (1 ml), damit ein 

eventueller Anstieg der Nachweisgrenzen beurteilt werden konnte. Die Menge von 200 mg 

eingemischten Lymphknotenmaterial entsprach dem Protokoll von SEITERT (2003), der in 

seiner Arbeit Lymphknoten von abgemagerten Kühen zum Nachweis von M. avium subsp. 

paratuberculosis mit Hilfe einer Real Time-PCR untersuchte. 

 

 

5.3 Eingesetzte Stämme 

 

Verwendet wurden hauptsächlich mit Mykobakterien-Typstämme. Einzige Ausnahme stellte 

M. avium subsp. hominissuis dar, der als Feldstamm freundlicherweise vom Friedrich-Löffler-

Institut (Jena) zur Verfügung gestellt wurde. Folgende sechs Mykobakterien-Spezies/ Sub-

spezies kamen in Teil A zum Einsatz: 

1.) M. intracellulare (DSM 43223T) 

2.) M. avium subsp. avium (DSM 44156T) 

3.) M. avium subsp. hominissuis (3 Feldstämme, FLI Jena) 

4.) M. avium subsp. silvaticum (DSM 44175T) 

5.) M. triviale (DSM 44153T) 

6.) M. scrofulaceum (DSM 43992T) 

 

Am wichtigsten ist beim Schwein M. avium subsp. hominissuis, da diese Subspezies derzeit  

ca. 90 % aller Mykobakterien beim Schwein ausmacht (FISCHER 1999; PAVLIK et al. 2003; 

MATLOVA et al. 2005). Sie wurde erstmals von MIJS et al. (2002) beschrieben und stellt 

damit eine relativ neue Subspezies innerhalb des MAIC dar. Zu Versuchsbeginn existierte 

noch kein kommerziell erhältlicher Typstamm, so dass hier auf Feldstämme zurück gegriffen 

wurde. 

 

M. avium subsp. avium und M. intracellulare werden ebenfalls häufig bei Schweinen nach-

gewiesen, allerdings in weit geringerem Umfang als M. avium subsp. hominissuis (FISCHER 

1999; PAVLIK et al. 2003; MATLOVA et al. 2005). 



Diskussion 
 
 
 

- 117 - 

Im ersten Teil der Untersuchung wurden noch M. avium subsp. silvaticum als weiterer Ver-

treter des MAIC, der dem MAIC nahe stehende M. scrofulaceum und der nicht-MAIC-Stamm 

M. triviale eingesetzt. 

 

Der ebenfalls zum MAIC gehörende Erreger M. avium subsp. paratuberculosis wurde in die-

ser Untersuchung nicht berücksichtigt, da er zum einen auf das Rind und nicht das Schwein 

adaptiert ist (Erreger der Paratuberkulose), zum anderen, weil die Nachweistechniken für 

diese Subspezies im Gegensatz zu den anderen atypischen Mykobakterien weiter fortge-

schritten sind. Bei diesen Techniken wird in erster Linie die Insertionssequenz IS900 genutzt 

(COUSINS et al. 1999; ELLINGSON et al. 2000; TASARA et al. 2005), die ausschließlich bei 

M. avium subsp. paratuberculosis vorkommt und deshalb bei den anderen atypischen Myko-

bakterien nicht von Interesse ist. 

 

Da sich die sechs verwendeten Mykobakterien-Spezies/ Subspezies in ihrer genetischen 

Zusammensetzung unterscheiden, ergaben sich für die 10 eingesetzten Primer verschiedene 

Kombinationsmöglichkeiten. In Tabelle 5.1 ist dargestellt, welche Primer bei welchen Stäm-

men eingesetzt werden können. 

 

Tabelle 5.1 Nachweismöglichkeiten verschiedener Mykobakterien-Stämme mit Hilfe der 
verwendeten Primer 

Primer 
Stämme M

yc
ob

 

M
av

 

M
in

 

A
V

 6
/ 7

 

IN
 3

8/
 4

1 

S
+

P
 

IS
 9

01
 

IS
 1

24
5 

M
aa

p 

IS
 9

02
 

M. intracellulare 
DSM 43223T + - + - + - - - - - 

M. avium subsp. avium 
DSM 44156T + + - + - + + + + + 

M. avium subsp. hominissuis 
Feldstämme + + - + - + - + + - 

M. avium subsp. silvaticum 
DSM 44175T + + - - - + + + + + 

M. triviale 
DSM 44153T + - - - - - - - - - 

M. scrofulaceum 
DSM 43992T + - - - - - - - - - 
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Da das Hauptaugenmerk dieser Untersuchung auf die hauptsächlich beim Schwein vorkom-

menden Vertreter M. avium subsp. hominissuis, M. avium subsp. avium und M. intracellulare 

gelegt wurde, kamen im 2. Versuchsabschnitt (Teil B) nur diese drei Spezies/ Subspezies 

zum Einsatz. 

 

 

5.4 Eingesetzte Zellaufschlussverfahren 

 

Die DNA-Extraktion ist bei Mykobakterien schwieriger als bei anderen Bakterien, da Myko-

bakterien aufgrund der auf ihrer Peptidoglykanschicht aufgelagerten wachsartigen Substan-

zen in ihrer Zellwand gegenüber einer Vielzahl von Lysepuffern resistent sind (WARDS et al. 

1995; CORNEJO et al. 1998; MURRAY et al. 2002; HOSEK et al. 2006). 

In dieser Untersuchung kamen insgesamt vier verschiedene Zellaufschlussverfahren zum 

Einsatz: 

o Die „Kochmethode“ wurde als einfachste und allgemein gängige DNA-

Aufarbeitungsmethode in beiden Teilen des Hauptversuchs angewendet. Ihr Prinzip be-

steht in der Zerstörung der Zellwand durch Kochen. Vorteil ist die einfache Durchführung, 

sie ist schnell, billig und wird vielfach bei der Arbeit mit Mykobakterien-Isolaten eingesetzt 

(TORTOLI et al. 2001; SVASTOVA et al. 2002). Der Nachteil liegt in dem Einbringen von 

PCR-Inhibitoren in den PCR-Ansatz, da keine Aufreinigung des gekochten Materials er-

folgt. Abhängig vom Probenmaterial sind als mögliche Inhibitor-Quellen z.B. Blut (Häm, 

IgG, EDTA, Heparin), Urin (Harnsäure), Kot (Bilirubin, Gallensalze) oder Lebensmittel 

(Glycogen, Fette, Salz, Kohlenhydrate, Aminosäuren) zu nennen (KHAN et al. 1991; 

ROSSEN et al. 1992; LANTZ et al. 1997; WILSON 1997; AL-SOUD et al. 2000). 

o Eine Modifizierung der Kochmethode ist die sog. „Ultraschallmethode“ (ROTH et al. 

1998). Hier wurde zusätzlich zum Kocheffekt mit feinen Glaskügelchen eine mechani-

sche Zerstörung der Zellen im Ultraschallbad bewirkt. Sie war damit etwas material- und 

arbeitsaufwendiger als die Kochmethode bei gleichen Nachteilen. Die Ultraschallmethode 

wurde nur im ersten Abschnitt des Hauptversuchs eingesetzt. Im Einsatz mit Lymphkno-

tenmatrix (Teil B) wurde auf diese Technik verzichtet, da sie in Teil A keine wesentlich 

besseren Ergebnisse zeigte als die Kochmethode. 

o Die Chloroform/ Phenol-Extraktion (MOORE 1990) war deutlich arbeits- und zeitaufwen-

diger als die beiden vorher genannten Methoden, diesen aber bei der DNA-

Reinigungsleistung überlegen, da die DNA hier ausgefällt wird und störende Substanzen 

wie z.B. Proteine oder Salze durch Phasentrennung und Zentrifugation abgetrennt wer-
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den. Bei dieser Methode erfolgt die Zellzerstörung durch den Einsatz des Enzyms 

Proteinase K. Nachteilig ist der Einsatz von toxischen Substanzen (Chloroform, Phenol), 

die das Arbeiten unter dem Abzug und eine spezielle Entsorgung erfordern. Diese Me-

thode wurde in verschiedenen Variationen häufig bei Mykobakterien angewendet 

(MOORE 1990; PAVLIK et al. 1999; DVORSKA et al. 2003; SOMERVILLE et al. 2005). 

o Der Einsatz eines kommerziell erhältlichen DNA-Extraktionskits (High Pure PCR Templa-

te Preparation Kit, Fa. Roche Applied Science, Mannheim) wurde in Teil B getestet. Die-

ses System ist zwar die teuerste Aufarbeitungsmethode, bietet aber ähnlich wie die Chlo-

roform/ Phenol-Methode den Vorteil der Eliminierung von Inhibitoren aus dem PCR-

Ansatz. Beim DNA-Kit werden spezielle Filtersysteme eingesetzt, die so konzipiert sind, 

dass in mehreren aufeinander folgenden Wasch- und Zentrifugationsschritten störende 

Substanzen entfernen werden. Auch hier wird Proteinase K zur initialen DNA-Freisetzung 

verwendet. Dieses System wurde ausschließlich im zweiten Abschnitt des Hauptver-

suchs (Teil B) eingesetzt, da nur hier Bedarf für diese aufwendige und kostspiele Technik 

bestand. Bei der Arbeit mit Reinkulturen, die von Natur aus weniger Störsubstanzen 

durch Fremdgewebe enthalten, ist ein DNA-Kit nicht notwendig und auch nicht sinnvoll. 

Um auch in Teil B drei Aufarbeitungsmethoden vergleichen zu können, wurde die „Ultra-

schallmethode“, die der „Kochmethode“ am ähnlichsten ist, fallen gelassen. 

 

 

Bei der nachfolgenden Bewertung der Zellaufschlussverfahren muss unterschieden werden, 

ob Reinkulturen (Teil A) oder Gewebeproben (Teil B) untersucht werden: 

 

 

5.4.1 Bewertung der Zellaufschlussverfahren bei der Verwendung von Reinkulturen 

(Teil A) 

 

Bei der Verwendung von Reinkulturen (Teil A) wurden bei jeder der drei eingesetzten Aufar-

beitungsmethoden (Kochen, Chloroform/ Phenol, Ultraschall mit anschließendem Kochen) 

78 Verdünnungsreihen untersucht (26 Primer-/ Stammkombinationen x 3 Ansätze). 

 

Alle PCR-Ansätze erbrachten ein positives Ergebnis. Im Durchschnitt erwies sich die Ultra-

schallmethode mit anschließendem Kochen mit einer Nachweisgrenze von 5,90 log10 KbE/ 

ml als am bestem geeignet für die Arbeit mit Reinkulturen (Tabelle 4.12). Die Aufarbeitung 

durch Kochen war jedoch mit 5,91 log10 KbE/ ml fast genauso effektiv, d.h. die zusätzliche 

Ultraschallbehandlung bei der erstgenannten Methode hatte nahezu keinen zusätzlichen 
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positiven Effekt. Die Chloroform/ Phenol-Methode konnte dagegen mit einer Nachweisgrenze 

von 7,08 log10 KbE/ ml bei Teil A nicht überzeugen. 

 

Bei der Arbeit mit Reinkulturen kann demnach das Kochen der Probe empfohlen werden, da 

diese Methode effizient, schnell und kostengünstig ist. Durch eine zusätzliche Ultraschallbe-

handlung der Bouillonkultur ist die Nachweisgrenze nur sehr geringfügig besser, was den 

höheren Arbeits- und Materialaufwand nicht rechtfertigt. 

 

 

5.4.2 Bewertung der Zellaufschlussverfahren bei der Arbeit mit Lymphknotenmatrix 

(Teil B) 

 

Bei Einmischung der Mykobakterien-Bouillonkulturen in Lymphknotengewebe ergab sich ein 

grundsätzlich anderes Bild als bei den Reinkulturen. 

 

Hier traten die oben erwähnten Nachteile des Kochens deutlich zu Tage, denn die einge-

mischten Mykobakterien konnten mit Hilfe der Kochmethode nur in 11 von 51 Ansätzen 

(= 21,6 % positiv) wiedergefunden werden. 

 

Auch bei der Chloroform-/ Phenol-Methode waren nicht alle Wiederfindungsversuche erfolg-

reich, lediglich in 48 von 51 Ansätzen (= 94,1 % positiv) wurden Mykobakterien nachgewie-

sen. Einzig beim Einsatz des kommerziellen DNA-Extraktionskits waren alle 51 Ansätze in 

mindestens einer Verdünnungsstufe positiv. 

 

Die Nachweisgrenzen waren im Vergleich zur Arbeit mit Reinkulturen erkennbar schlechter 

(Tabell 4.13). Beim überlegenden DNA-Extraktionskit war sie mit durchschnittlich 7,39 log 

KbE/ ml besser als bei der Chloroform-/ Phenol-Methode (7,95 log10 KbE/ ml). Eine Berech-

nung der Nachweisgrenze war für das Kochen aufgrund der hohen Anzahl negativer Ergeb-

nisse nicht möglich. 

 

Vergleicht man die jeweils besten Aufarbeitungsmethoden von Teil A und B, dann betrug die 

Differenz bei der Nachweisgrenze ca. 1,5 log-Stufen (5,90 log KbE/ ml bei Ultraschall mit 

Kochen in Teil A bzw. 7,39 log KbE/ ml beim DNA-Extraktionsit in Teil B). Die Verschlechte-

rung bei der Chloroform-/Phenol-Methode betrug ca. eine log-Stufe (7,08 log KbE/ ml in 

Teil A bzw. 7,95 log10 KbE/ ml in Teil B). 
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Für die Aufarbeitung von Gewebeproben kann deshalb der Einsatz des kommerziellen DNA-

Kits empfohlen werden. 

 

Diese Ergebnisse betätigen die Aussage von HOSEK et al. (2006), dass die optimale Extrak-

tionsmethode vom Probenmaterial abhängt und für jeden Probentyp unterschiedlich ist. 

 

 

5.5 Bewertung der Primer 

 

Für diese Arbeit wurden insbesondere die in der Literatur beschriebenen MAIC-spezifischen 

Primer getestet. Einziger Genus-spezifischer Primer war Mycob, der ebenfalls mit einbezo-

gen wurde, da er von CHEN et al. (1996) neben den Spezies-spezifischen Primern Mav und 

Min beschrieben wurde. 

 

Die Primer haben jeweils verschiedene Ansatzpunkte an der mykobakteriellen DNA, nämlich 

das 16S rRNA-Gen, die DT6/ DT1-Sequenz oder die Insertionssequenzen IS901, IS1245 

oder IS902. Abhängig von der Ansatzstelle werden nur bestimmte Mykobakterien-Spezies/ 

Subspezies von den Primern erfasst. 

 

Vor allem M. intracellulare unterscheidet sich in der DNA grundlegend von den M. avium 

Subspezies. Sollte der Nachweis von M. intracellulare neben M. avium subsp. gewünscht 

sein, muss zusätzlich noch ein anderes Primerpaar eingesetzt werden, sofern nicht der Ge-

nus-spezifische Primer Mycob verwendet wird. Dies wäre mit den Primern Min oder IN 38/ 41 

möglich. 

 

Bei der Bewertung der Primer kann zunächst festgestellt werden, dass alle Primer in Teil A 

(Reinkulturen) in der Lage waren, die verschiedenen Mykobakterien aus der Bouillon zu de-

tektieren. Die Primer unterschieden sich in ihrer Nachweisgrenze voneinander. Tabelle 5.2 

zeigt die Nachweisgrenzen der zehn eingesetzten Primer in Kombination mit den Spezies/ 

Subspezies bei der Arbeit mit Mykobakterien-Bouillonkulturen (Teil A) bzw. mit Lymphkno-

tenmatrix (Teil B). Der Einfluss der DNA-Aufarbeitungsmethode wurde bei diesem Vergleich 

nicht berücksichtigt, alle drei Zellaufschlussmethoden flossen zu gleichen Teilen in die Be-

rechnung ein (bei Teil B wurde die Kochmethode nicht berücksichtigt). 

 

Die niedrigste Nachweisgrenze für den beim Schwein wichtigsten MAIC-Vertreter M. avium 

subsp. hominissuis wurde in Teil A mit dem Primer IS1245 erzielt (5,66 log10 KbE/ ml), ge-
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folgt von Maap (5,77 log10 KbE/ ml) sowie Mav und AV 6/ 7 (je 5,88 log10 KbE/ ml). In Teil B 

war für M. avium subsp. hominissuis der Primer AV 6/ 7 (6,33 log10 KbE/ ml) vor IS1245 und 

Maap (6,49 log10 KbE/ ml) am besten geeignet. 

 

M. avium subsp. avium ließ sich in Teil A am besten mit den Primern Mycob (6,09 log10 KbE/ 

ml) und IS902 (6,32 log10 KbE/ ml) nachweisen, in Teil B durch IS902 (6,76 log10 KbE/ ml). 

Für den Nachweis von M. intracellulare eignete sich in Teil A der Primer IN 38/ 41 (6,63 log10 

KbE/ ml), in Teil B der Primer Mycob (8,24 log10 KbE/ ml). 

 

Tabelle 5.2 Nachweisgrenzen der eingesetzten Primer bei den verschiedenen Mykobakte-
rien-Spezies/ Subspezies unter Verwendung von Reinkulturen (Teil A) und 
Lymphknotenmatrix (Teil B) 

  Teil A  Teil B 
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Mycob  6,85 6,09 6,10 5,45 6,64 6,72  8,24 8,35 7,66 

Mav  - 6,65 5,88 5,34 - -  - 7,96 7,66 

Min  6,85 - - - - -  8,82 - - 

AV 6/ 7  - 6,43 5,88 - - -  - 7,10 6,33 

IN 38/ 41  6,63 - - - - -  8,52 - - 

S + P  - 7,10 6,10 6,12 - -  - 8,60 7,33 

IS901  - 7,23 - 5,79 - -  - 7,93 - 

IS1245  - 7,90 5,66 6,57 - -  - 8,43 6,49 

Maap  - 7,35 5,77 5,68 - -  - 7,76 6,49 

IS902  - 6,32 - 4,57 - -  - 6,76 - 

- = kein Nachweis möglich 

 

 

Bei der Arbeit mit Reinkulturen (Teil A) eigneten sich grundsätzlich alle Primer, da alle bei 

einer gut bewachsenen Bouillonkultur zu einem positiven Ergebnis führten. Durch Einmi-

schung von Lymphknotenmatrix (Teil B) sank die Nachweisgrenze bei allen Primern jeweils 

um etwa eine halbe bis zwei Zehnerpotenzen. 
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Bei der Wahl eines geeigneten Primers zum angedachten Direktnachweis von Mykobakte-

rien des MAIC aus Schweinelymphknoten muss die Prävalenz der verschiedenen Spezies/ 

Subspezies berücksichtigt werden. Ca. 90 % aller MAIC-Infektionen beim Schwein werden 

durch M. avium subsp. hominissuis verursacht (FISCHER 1999; PAVLIK et al. 2003; 

MATLOVA et al. 2005). Bei Anwendung des kommerziellen DNA-Extraktionskits waren die 

Primer IS1245 und Maap mit einer Nachweisgrenze von je 5,66 log10 KbE/ ml in Teil B am 

besten für diese Subspezies geeignet (Tab. 4.13). Auch die anderen M. avium-Subspezies 

lassen sich durch diese Primer nachweisen, allerdings nicht M. intracellulare. 

 

Um alle Vertreter des MAIC zu erfassen bietet sich eine Multiplex-PCR (zwei oder mehr 

Primerpaare im gleichen Amplifikationsansatz) an. Durch die gleichzeitige Anwendung der 

Primerpaare AV 6/ 7 und IN 38/ 41 können sowohl M. intracellulare als auch M. avium subsp. 

avium und M. avium subsp. hominissuis nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenzen dieser 

Primerkombination waren besser als die der Kombination der Primer Mav und Min, die eben-

falls die genannten Vertreter des MAIC nachweisen können (Tab. 5.3). 

 

 

Tabelle 5.3 Nachweisgrenzen bei den Primern Mav/ Min unter Verwendung von 
Lympknotenmatrix (Teil B) 

Stamm Mav Min AV 6/ 7 IN 38/ 41 

M. intracellulare 
DSM 43223T ng 8,52 ng 8,18 

M. avium subsp. avium 
DSM 44156T 7,76 ng 7,43 ng 

M. avium subsp. hominissuis 
Feldstämme 7,32 ng 5,99 ng 

ng = nicht getestet 

 

 

Deshalb wird der Einsatz von AV 6/ 7 in Kombination mit IN 38/ 41 für den Routineeinsatz an 

Gewebeproben empfohlen. 
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5.6 Bewertung der erzielten Nachweisraten 

 

Für einen Nachweis durch die PCR waren durchschnittlich 105-107 Keime/ ml notwendig. 

Damit liegt die hier angewendete Methode unterhalb der Nachweisgrenzen für Kultur (101-

102 KbE/ ml) und den mikroskopischen Nachweis (103-104 KbE/ ml). Auch im Vergleich mit 

anderen PCR-Nachweistechniken (allgemein 102-103 KbE/ ml, bei einigen Spezies auch 

deutlich darunter) schneidet die hier untersuchte Technik schlechter ab. In Tabelle 5.3 sind 

einige in der Literatur beschriebenen PCR-Nachweisgrenzen aufgeführt. 

 

 

Tabelle 5.3 Auswahl von in der Literatur beschriebenen PCR-Nachweisgrenzen 

Nachweisgrenze 
(KbE / ml) Zielkeim Matrix/ Testsystem Literaturquelle 

1,2 x 102 Salmonella TSB-Kultur KIMURA et al. 
(1999) 

1,4 x 102 Listeria monocytogenes Listeria test-PCR BESSER (2000) 

1,0 x 103 Mycobacterium 
tuberculosis Sputum HERMANS et al. 

(1990) 

1,0 x 103 Campylobacter sp. Geflügelfleisch und 
-innereien, Geflügelkot WERTH (2006) 

1,0 x 103 Staphylococcus aureus Blut BRAKSTAD et al. 
(1992) 

2,0 x 103 M. avium subsp. paratu-
berculosis IMS-PCR (IS 900) GRANT et al. 

(2000) 

5,0 x 103 Staphylococcus aureus Milch RIFFON et al. 
(2001) 

3,5 x 103 
2,6 x 104 

E. coli O157:H7 
E. coli O157:H7 

Kultur 
Umweltproben 

IBEKWE u. GRIE-
VE (2003) 

1,6 x 106 Listeria monocytogenes BAXTM-PCR BESSER (2000) 

 

 

Der Umstand der geringeren Nachweisrate lässt sich zum einen damit erklären, dass Myko-

bakterien aufgrund ihrer besonderen Zellwandstruktur schwerer zu zerstören sind als andere 

Bakterienzellen (MURRAY et al. 2002; HOSEK et al. 2006). Außerdem wurden die Angaben 

bezüglich der durchgeführten Techniken ohne Veränderungen aus der Literatur übernom-

men, d.h. es wurden keine Optimierungsversuche vorgenommen. Die Primer stammen alle 

aus Literaturquellen, bei denen mit Kulturmaterial gearbeitet wurde. Die PCR-Protokolle wa-

ren für die Anwendung an Reinkulturen ausreichend, was auch in dieser Arbeit belegt wer-

den konnte: Alle Verdünnungsansätze in Teil A waren positiv. 
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5.7 Folgerungen/ Konsequenzen 

 

Die Beobachtung niedrigerer Nachweisraten bei Beteiligung von Lymphknotenmaterial legt 

eine Überprüfung der Aufarbeitungsmethode und/ oder der PCR nahe. Bei dem Material, das 

zur DNA-Extraktion vorlag, handelte es sich um eine Mischung aus Mykobakterien-

bewachsener Bouillon bekannter Konzentration und 200 mg Lymphknotengewebe. 

 

Eine denkbare Möglichkeit für die geringere Nachweisrate in Teil B ist eine Überlagerung der 

Ziel-DNA mit großen Mengen an unspezifischer Hintergrund-DNA, die sowohl aus kompetiti-

ver Mikroflora als auch aus dem Gewebe der Probe selbst stammen kann. 

 

Inhibitoren, die bei der in dieser Arbeit verwendeten Methode mitgeführt werden können, 

sind neben einer großen Menge DNA und Zellbestandteilen vor allem die Faktoren aus dem 

Blut (Häm, IgG, EDTA, Heparin, hohe Konzentration leukotriener DNA), aber auch Glycogen, 

Fette oder Ca2+. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass mit steigender Zahl von Substanzen in einem 

Medium die Formulierung des Protokolls eine zentrale Rolle einnimmt. Die zu verwendende 

Methode muss weitgehend auf das Probenmaterial und den Erreger abgestimmt werden. 

Generell gilt der Grundsatz, dass unterschiedliche Aufarbeitungsmethoden für unterschiedli-

che Probenarten und unterschiedliche Keime verwendet werden müssen (WILSON 1997). 

 

Eine Modifizierung der einzelnen Arbeitsschritte könnte zu einer Erhöhung der Effizienz füh-

ren. Verbesserungsmöglichkeiten bieten sich in allen Arbeitsschritten an: 

1. Aufarbeitung der Lymphknoten 

a. Lokalisation der Materialgewinnung (Lymphknotenmark, -rinde) 
b. Menge an Lymphknotenmaterial 
c. Homogenisierungszeiten erhöhen, andere Homogenisierungsarten 
d. Variation in der Zentrifugation 
e. Einsatz von Mykobakterienzellwandzerstörenden Substanzen (z.B. Lysozym) 

2. DNA-Extraktion 

a. Einsatz anderer kommerzieller Kits (andere Hersteller) 

3. Durchführung der PCR 

a. Variationen im Temperaturprogramm (Annealingtemperatur) 
b. Erhöhung der Zyklenzahl 
c. Erhöhung der DNA-Ausgangsmenge 
d. Einsatz spezifischerer Polymerasen 
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6 Zusammenfassung 

 

 

Eignung unterschiedlicher Primer und DNA-Extraktionsmethoden zum PCR-

Nachweis von Vertretern des Mycobacterium avium-intracellulare-Komplexes 

(MAIC) 

 

Für eine effektive Überwachung und Bekämpfung der Mykobakteriose ist eine schnelle De-

tektion und spezifische Identifikation des Erregers erforderlich. Aufgrund des langsamen 

Wachstums von Mykobakterien kann dies aus der Kultur, die als „Goldstandard“ betrachtet 

wird, je nach Spezies mehrere Wochen dauern. Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermög-

licht eine Amplifikation von DNA in wenigen Stunden und verkürzt somit die Dauer der Diag-

nostik beträchtlich. 

 

Ziel dieser Arbeit war die Erarbeitung eines PCR-Modells als Grundlage für Reihenuntersu-

chungen von Schweinebeständen auf Vertreter des Mycobacterium avium-intracellulare-

Komplexes (MAIC). In einem zweiteiligen Versuchsaufbau wurden in der Literatur beschrie-

bene Primer und Zellaufschlussverfahren unter Verwendung von Mykobakterien-Stämmen 

vergleichend untersucht. Die Testung erfolgte zum einen an Verdünnungen von Reinkulturen 

bekannter Konzentration (Teil A), zum anderen an gespikten Lymphknotenproben (Teil B). 

Zum Einsatz kamen sechs Mykobakterien-Spezies/ Subspezies (M. intracellulare, M. avium 

subsp. avium, M. avium subsp. hominissuis, M. avium subsp. silvaticum, M. triviale, 

M. scrofulaceum), 10 Primerpaare und vier Zellaufschlussverfahren (Kochen, Chloroform/ 

Phenol-Methode, Ultraschall mit anschließendem Kochen, kommerzielles DNA-

Extraktionskit). 

 

Mit den verwendeten Techniken war es möglich, Vertreter des MAIC nachzuweisen, wobei 

sich bei den Reinkulturen bessere Nachweisraten erzielen ließen als bei Vorhandensein von 

Lymphknotenmaterial. 

 

Bei Reinkulturen (Teil A) erwies sich das alleinige Kochen der Probe als fast genauso effek-

tiv wie die Ultraschallmethode mit anschließendem Kochen. Beim Routineeinsatz mit Myko-

bakterien-Kulturen kann deshalb die erstgenannte Methode empfohlen werden, da diese 

schneller durchzuführen, materialsparender und etwas kostengünstiger ist. Die Chloroform/ 

Phenol-Methode schnitt in Teil A schlechter ab als die beiden anderen Aufarbeitungsmetho-
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den. Die durchschnittliche Nachweisgrenze betrug bei der Ultraschallmethode mit anschlie-

ßendem Kochen 5,90 log10 KbE/ ml, beim Kochen 5,91 log10 KbE/ ml und bei der Chloroform/ 

Phenol-Methode 7,08 log10 KbE/ ml. 

Alle Primer waren bei Teil A in der Lage, die Mykobakterien, für die sie vorgesehen sind, aus 

der Bouillon zu detektieren. 

 

Bei Vorhandensein von Lymphknotengewebe (Teil B) erwies sich die Kochmethode zur 

DNA-Extraktion als ungeeignet. Hier konnten die eingemischten Mykobakterien nur in 11 von 

51 Verdünnungsreihen wiedergefunden werden (= 21,6 % positiv). Der Einsatz eines kom-

merziellen DNA-Kits (alle 51 Ansätze positiv) oder mit Abstrichen die Chloroform/ Phenol-

Methode (48 von 51 Ansätze = 94,1 % positiv) erbrachte deutlich bessere Ergebnisse. Die 

Nachweisgrenze war beim DNA-Extraktionskit mit durchschnittlich 7,39 log10 KbE/ ml besser 

als bei der Chloroform-/ Phenol-Methode (7,95 log10 KbE/ ml), für das Kochen war eine Be-

rechnung der Nachweisgrenze aufgrund der hohen Anzahl negativer Ergebnisse nicht mög-

lich. 

Als Primer zum Direktnachweis aus Lymphknotengewebe sollte die Kombination von AV 6/ 7 

und IN 38/ 41 in Erwägung gezogen werden (Multiplex-PCR zum gleichzeitigen Nachweis 

von M. avium subsp. und M. intracellulare). Die Nachweisgrenze für den wichtigsten Vertre-

ter M. avium subsp. hominissuis, der ca. 90 % aller Mykobakterien-Infektionen beim Schwein 

ausmacht, betrug mit dem Primer AV 6/ 7 in Kombination mit dem DNA-Kit 5,99 log10 KbE/ 

ml. 

 

Die erzielten Nachweisraten waren im Vergleich zu den allgemein in der Literatur beschrie-

benen PCR-Nachweisraten unbefriedigend. Vor einem Einsatz im Feldversuch sollte deshalb 

durch Variation verschiedener Parameter eine Verbesserung der Nachweisrate angestrebt 

werden. Probenaufarbeitung, DNA-Extraktion und Durchführung der PCR sind gleicherma-

ßen der Variation zu unterziehen. 
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7 Summary 

 

 

Testing different primers and DNA extraction methods to detect members of 

Mycobacterium avium-intracellulare complex (MAIC) by using PCR. 

 

For effective monitoring and control of mycobacteriosis rapid detection and specific 

identification of the pathogen is required. Due to the slow growth of mycobacteria in culture, 

which is considered as "gold standard", it takes several weeks, depending on the species. 

The polymerase chain reaction (PCR) allows amplification of DNA in a few hours, and thus 

considerably shortens the time for diagnosis. 

 

The aim was to develop a PCR model as a basis for screening pigs to the Mycobacterium-

avium-intracellulare complex (MAIC). In a two-part test set-up, primers and cell disruption 

procedures were compared by using different strains of mycobacteria. The testing was 

carried out with dilutions of pure cultures of known concentrations (part A), and with spiked 

swine lymph node samples (part B). The test included six mycobacterial species/ subspecies 

(M. intracellulare, M. avium subsp. avium, M. avium subsp. hominissuis, M. avium subsp. 

silvaticum, M. triviale, M. scrofulaceum), 10 primer pairs and four cell disruption methods 

(boiling, chloroform/ phenol method, ultrasound followed by boiling, commercial DNA 

extraction kit). 

 

With the used methods, it was possible to detect the members of the MAIC, with higher 

detection rates from the culture broth as directly from lymph node material. 

 

For pure cultures (part A), boiling of the sample was almost as effective as the ultrasound 

method followed by boiling. For routine work with mycobacterial cultures therefore the first 

method is recommended, as it is faster, material-saving and slightly cheaper. The 

chloroform/ phenol method in part A was worse than the other two extraction methods. The 

average detection limit in the ultrasound method with boiling was 5.90 log10 cfu/ ml, followed 

by boiling with 5.91 log10 cfu/ ml and chloroform/ phenol method with 7.08 log10 cfu/ ml. 

In part A, all primers were able to detect the respective mycobacteria from culture broth. 

 

With lymph node tissue (part B), boiling was inappropriate as DNA extraction method, 

because the added mycobacteria was only found in 11 of 51 dilution series (= 21.6 % 
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positive). The use of a commercial DNA kit (all 51 approaches) or, to a lesser extent, the 

chloroform/ phenol method (48 of 51 approaches = 94.1% positive) yielded better results. 

The average detection limit in the DNA extraction kit was 7.39 log10 cfu/ ml, better than the 

chloroform/ phenol method with 7.95 log10 cfu/ ml. Calculation of the detection limit for boiling 

was not possible due to the high number of negative results. 

The combination of AV 6/ 7 and IN 38/ 41 should be considered for direct detection of 

atypical mycobacteria in lymph node tissue (multiplex PCR for simultaneous detection of 

M. intracellulare and M avium subsp.). The detection limit for M. avium subsp. hominissuis, 

which accounts for approximately 90% of mycobacterial infections in pigs, was 5.99 log10 cfu/ 

ml with the primer AV 6/ 7 in combination with the DNA extraction kit. 

 

Compared to the PCR detection rates generally described in the literature, the results of the 

techniques in this study were unsatisfactory. Prior to any use in a field trial, it should be 

attempted to improve the detection rate by varying different parameters. Sample preparation, 

DNA extraction and PCR procedure could be varied. 
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9 Anhang 

   

 

9.1 Nährmedien für Mykobakterien 

 

9.1.1 Middlebrook 7H9-Bouillon 

 

Ammoniumsulfat, (NH4)2SO4 0,5 g 
Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4 1,0 g 
Dinatriumhydrogenphosphat, Na2HPO3 2,5 g 
Trinatriumcitrat, C3H4OH(COO)3Na3 0,1 g 
L-Glutaminsäure, C5H9O4N 0,5 g 

 

 Stammlösung 

Magnesiumsulfat, MgSO4 x 7 H2O 25,0 mg/ml 50,0 mg (2 ml) 
Calciumchlorid, CaCl2   0,5 mg/ml   0,5 mg (1 ml) 
Zinksulfat, ZnSO4 x 7 H2O   1,0 mg/ml   1,0 mg (1 ml) 
Kupfersulfat, CuSO4 x 5 H2O   1,0 mg/ml   1,0 mg (1 ml) 
Eisen-(III)-Ammoniumcitrat 40,0 mg/ml 40,0 mg (1 ml) 
Pyridoxine HCl   1,0 mg/ml   1,0 mg (1 ml) 
D-Biotin, C10H16O3N2S   0,5 mg/ml   1,0 mg (2 ml) 

 

Lösen in 900 ml A. dest. 

Autoklavieren in Aliquots (180 ml in 500 ml-Kolben): 10 min. bei 121°C 

 

OADC-Zugabe: Oleinsäure 0,05 g 
 bovines Albumin, Fraktion V 5,0 g 
 Glucose (Dextrose) 2,0 g 
 NaCl 0,85 g 

 

Lösen in 100 ml A. dest., steril 

 

Sterile Zugabe von je 20 ml OADC zu je 180 ml 7H9-Basisbouillon. 

Ggf. steriles Pipettieren der Bouillon in sterile Gefäße. 
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9.1.2 Middlebrook 7H10-Agar 

 

Ammoniumsulfat, (NH4)2SO4 0,5 g 
Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4 1,5 g 
Dikaliumhydrogenphosphat, K2HPO3 1,5 g 
Trinatriumcitrat, C3H4OH(COO)3Na3 0,4 g 
L-Glutaminsäure, C5H9O4N 0,5 g 

 

 Stammlösung 

Magnesiumsulfat, MgSO4 x 7 H2O 25,0 mg/ml 25,0 mg (1 ml) 
Calciumchlorid, CaCl2   0,5 mg/ml   0,5 mg (1 ml) 
Zinksulfat, ZnSO4 x 7 H2O   1,0 mg/ml   1,0 mg (1 ml) 
Kupfersulfat, CuSO4 x 5 H2O   1,0 mg/ml   1,0 mg (1 ml) 
Eisen-(III)-Ammoniumcitrat 40,0 mg/ml 40,0 mg (1 ml) 
Pyridoxine HCl   1,0 mg/ml   1,0 mg (1 ml) 
D-Biotin, C10H16O3N2S   0,5 mg/ml   0,5 mg (1 ml) 
Malachitgrün   0,25 mg/ml   0,25 mg (1 ml) 
Agar  15 g 

 

Lösen in 900 ml A. dest. (Dampftopf) 

Autoklavieren: 10 min bei 121°C 

 

OADC-Zugabe: Oleinsäure 0,05 g 
 bovines Albumin, Fraktion V 5,0 g 
 Glucose (Dextrose) 2,0 g 
 NaCl 0,85 g 

 

Lösen in 100 ml A. dest., steril 

Steril zugeben und in sterile Röhrchen pipettieren (Schrägagar) 
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9.2 Ziehl-Neelsen-Färbung 

 

Dient der Darstellung säurefester Mykobakterien, Technik: 

 

• Hitzefixierten Ausstrich mit Karbolfuchsin bedecken, bis zur Blasenbildung erhitzen 

• Farbstoff 2-3 min. einwirken lassen 

• Farbstoff abgießen (ohne Wasserspülung), in 3%igem salzsauren Alkohol entfärben 

bis der Ausstrich farblos erscheint 

• Abspülen mit Wasser 

• 15 sec. mit Methylenblau gegenfärben 

• Mit Wasser abspülen und im Fließpapierblock abtrocknen lassen 

 

Mykobakterien erscheinen (unter dem Mikroskop) leuchtend rot. 
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