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Fur Toni



The greatest trick the Devil ever pulled
was convincing the world

he didn't exist.

Zitat aus dem Film ,The Ususal Suspects”
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| Einleitung

| EINLEITUNG

»1ollwut? Ach nein, Tuberkulose?! Was ist das?“ oder im besten Fall noch
»Juberkulose ... war das nicht friher eine Lungenkrankheit?“ — Ubliche
Reaktionen auf meine Antwort auf die Frage, womit ich mich in meiner
Arbeit beschaftige. Es scheint, dass die Tuberkulose und erst recht die
Rindertuberkulose aus dem Bewusstsein der meisten Menschen
verschwunden ist. Die Tierseuche und Zoonose gilt in Deutschland bereits
seit fast einem halben Jahrhundert als getilgt, die regelmaligen
flachendeckenden Hauttests der Rinder mit Tuberkulin wurden 1997
abgeschafft.

In den letzten Jahren wurden jedoch in einigen Bundeslandern wie Bayern
und Niedersachsen wieder verstarkt Ausbriche von Rindertuberkulose
festgestellt. In Bayern war besonders das Allgau betroffen, hier wurde vor

allem Mycobacterium caprae nachgewiesen.

Um sich der Herausforderung eines moglichen Wiederaufkeimens der
Rindertuberkulose stellen zu kénnen, sind gute Diagnostikverfahren eine
grundlegende Voraussetzung. In der vorliegenden Arbeit werden deshalb

klassische und innovative Diagnosemethoden verglichen und bewertet.

Fir die Diagnostik am lebenden Tier steht dabei die Validierung des
BOVIGAM®-Tests, eines immunologischen Testverfahrens, im Zentrum.
FUr die postmortale Diagnostik der Rindertuberkulose soll vor allem die

Zuverlassigkeit molekularbiologischer Methoden geprift werden.

Darlber hinaus liefert diese Arbeit einen Beitrag zur Epidemiologie der
Rindertuberkulose in Bayern, speziell zur Rolle von Mycobacterium caprae

als Tuberkulose-Erreger mit Vorkommen beim Rotwild.






Il Literaturiibersicht

I LITERATURUBERSICHT

1 Das Genus Mycobacterium

1896 schlugen LEHMANN und NEUMANN vor, den von Robert KOCH
1882 beschriebenen Tuberkelbacillus in Mycobacterium tuberculosis
umzubenennen und zusammen mit Mycobacterium leprae zu einem
neuen Genus Mycobacterium in der Familie Mycobacteriaceae

zusammenzufassen.

1.1 Taxonomie und Merkmale

Da die damals festgelegten  Charakteristika  Stabchenform,
Unbeweglichkeit sowie Saure- und Alkoholfestigkeit nicht ausreichten, um
das Genus Mycobacterium von nah verwandten Genera wie Nocardia,
Rhodococcus und Corynebacterium abzugrenzen, wurden zusatzliche
Kriterien eingeflhrt. Die Minimalbedingungen, die ein Bakterium heute
erfullen muss, um dem Genus Mycobacterium zugeordnet zu werden, sind
(SHINNICK, 1994):

e Saure- und Alkoholfestigkeit

e das Vorkommen von Mycolsauren, die 60 bis 90 Kohlenstoffatome
enthalten und durch Pyrolyse in C22- bis C26-Fettsauremethylester
gespalten werden kénnen und

e ein Gehalt von Guanin und Cytosin von 61 bis 71 mol % in der DNA
Die Spezies des Genus Mycobacterium kdnnen grob eingeteilt werden in:

e Mykobakterienspezies des Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes

e Mycobacterium leprae, humanpathogener Erreger der Lepra, bisher
nicht in vitro kultivierbar

e Mykobakterienspezies, die nicht zu den vorgenannten Spezies
gehoren: diese werden als ,mycobacteria other than tubercle bacilli®
(MOTT) bzw. atypische oder nicht tuberkulose Mykobakterien (NTM)

bezeichnet.
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RUNYON (1959) unterteilte diese Mykobakterienspezies in folgende vier
Gruppen:

e Gruppe 1: langsam wachsende photochrome Spezies
e Gruppe 2: langsam wachsende skotochrome Spezies
e Gruppe 3: langsam wachsende pigmentfreie Spezies

e Gruppe 4: schnell wachsende Spezies

1.2 Vorkommen und Bedeutung

Die meisten der gegenwartig mehr als 150 bekannten
Mykobakterienspezies sind Saprophyten, die ubiquitar in der Umwelt
vorkommen und in der Regel nur unter bestimmten Bedingungen als
Infektionserreger auftreten (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2009a). Obligat
pathogene Mykobakterien wie die Mitglieder des Mycobacterium-
tuberculosis-Komplexes, die rein parasitar leben und sich in der Umwelt

nicht vermehren, sind die Ausnahme im Genus Mycobacterium (M.).

2 Der Mycobacterium-tuberculosis-Komplex

2.1 Begriffsbestimmung

Unter dem Begriff Mycobacterium-tuberculosis-Komplex (MTC) werden die
klassischen Tuberkulose-Erreger bei Saugetieren zusammengefasst
(BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2002):

° . tuberculosis
. bovis

. bovis BCG

° . africanum

. cannettii

L I Z 2 ZLZ

. caprae

e M. microti

COUSINS und Mitarbeiter schlugen 2003 vor, M. pinnipedii als Spezies in

den MTC aufzunehmen.
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2.2 Bedeutung als Krankheitserreger beim Menschen

Die Tuberkulose ist weltweit verbreitet und gehoért neben HIV/AIDS und
Malaria zu den weltweit haufigsten Infektionskrankheiten. Zirka zwei
Milliarden Menschen weltweit sollen mit Tuberkulose-Erregern infiziert
sein, wobei ca. 5 bis 10 % der infizierten immunkompetenten
Erwachsenen an Tuberkulose erkranken. Bei Infizierten mit einer
eingeschrankten Immunabwehr (z. B. bei HIV-Positiven) liegt das

Erkrankungsrisiko deutlich héher.

Das zunehmende Auftreten resistenter Tuberkulose-Erreger — besonders
in Osteuropa und den Landern der ehemaligen Sowjetunion — stellt ein
ernst zu nehmendes Problem dar (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2009a).

In Deutschland lag im Jahr 2008 die Inzidenz bei 5,5 Neuerkrankungen
pro 100.000 Einwohner, dabei wurde in 11,6 % der Falle ein resistenter
Erreger festgestellt, in 1,5 % der Falle sogar ein multiresistenter (ROBERT
KOCH-INSTITUT, 2010).

2.3 Bedeutung als Krankheitserreger bei Tieren

Neben M. microti, M. pinipedii, M. bovis und M. caprae wurde auch
M. tuberculosis mit seinen regionalen Formen bei Tieren nachgewiesen
(TESINK, 1970; BERG et al., 2009). Die grofite Anpassungsfahigkeit an
verschiedene Wirte scheinen die Erreger der Rindertuberkulose zu zeigen.
Sie kommen als Krankheitserreger bei einer Vielzahl von Tierarten sowie
beim Menschen vor (O'REILLY & DABORN, 1995).

Das Uberleben der meisten Arten scheint durch Infektionen mit den oben
genannten Tuberkulose-Erregern nicht bedroht zu sein, da die Krankheit
meist erst zusammen mit anderen Faktoren ausbricht, die das
Immunsystem negativ beeinflussen, wie Auszehrung, hohes Alter oder
Co-Infektionen. Ausnahmen davon stellen Tierarten dar, die bereits vom
Aussterben bedroht sind und auf engem Raum in entsprechenden
Schutzgebieten leben wie der Iberische Luchs (PENA et al., 2006;
ROMERO et al., 2008).

Die groRte Bedeutung der Tuberkulose bei Tieren liegt heute bei

Nutztieren wie Rindern in den wirtschaftlichen Schaden durch

5
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Handelsbeschrankungen, Seuchenbekampfung und -prophylaxe sowie im
zoonotischen Potential. Darlber hinaus sind in letzter Zeit einige
Wildtierarten in den Verdacht geraten, Tuberkulose auf Nutztiere zu
ubertragen (Review durch GAVIN und Mitarbeiter, 2009).

3 Rindertuberkulose

Das Tierseuchenrecht versteht unter Rindertuberkulose die Infektion von
Boviden mit M. bovis oder M. caprae. Es handelt sich dabei um eine
anzeigepflichtige  Tierseuche (Verordnung Uber anzeigepflichtige
Tierseuchen, Stand 18.12.2009).

3.1 Mycobacterium bovis und Mycobacterium caprae als Erreger
der Rindertuberkulose

Seit 1970 bezeichnet M. bovis das Mycobacterium tuberculosis Typus

bovinus, das seit dem Anfang des 20. Jahrhunderts vom Erreger der

Humantuberkulose = Mycobacterium  tuberculosis Typus humanus

differenziert wurde (KARLSON & LESSEL, 1970).

M. caprae wurde 1999 erstmals nachgewiesen und wird seit 2003 als
eigene Spezies des MTC gefuhrt — nicht zuletzt wegen Untersuchungen
zur Phylogenese des MTC mit dem Ergebnis, dass M. caprae
phylogenetisch alter sein konnte als M. bovis (BROSCH et al.,, 2002;
MOSTOWY et al.,, 2002). Von 1999 bis 2003 wurde M. caprae
nacheinander als Subspezies von M. tuberculosis (ARANAZ et a., 1999)
und M. bovis (NIEMANN et al., 2002) gefuhrt.

M. bovis und M. caprae sind in Deutschland zu gleichen Teilen fur die
Rindertuberkulose verantwortlich (FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT,
2009), wobei im Suden Deutschlands mehr Falle durch M. caprae als
durch M. bovis hervorgerufen werden (ARANAZ et al., 2003).

3.2  Verbreitung der Rindertuberkulose

In den Jahren 2004 bis 2009 wurden in Bayern 55 % aller Ausbrtche von
Rindertuberkulose in der Bundesrepublik Deutschland verzeichnet (43/78),
wobei rund 42 % der bayerischen Ausbriche im Jahr 2009 zu verzeichnen

waren (siehe Tab. 11.1).
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Mit Ausnahme eines Jahres lag dabei der Anteil der bei der
Fleischuntersuchung am Schlachthof entdeckten Ausbriche bei

hochstens der Halfte der Gesamtzahl (siehe Tab. 11.2).

Da im Zeitraum von Anfang 1997 (seit der Abschaffung der regelmaldigen
flachendeckenden Tuberkulinisierung der Rinder) bis September 2007 von
31 Ausbrichen in Bayern 20 in Schwaben zu verzeichnen waren, wurde
von Oktober 2007 bis Marz 2009 eine flachendeckende Tuberkulinisierung
von rund 187.000 Rindern — alter als 3 Jahre — in rund 7.100 Betrieben im
Allgau durchgefuhrt. Insgesamt wurde fir 308 Rinder in 23 Betrieben
Entschadigung geleistet (GOTZ, 2010).

Tab. 1.1:  Ausbriche von Rindertuberkulose in Bayern und Deutschland
von 2004 bis 2009 (Datenquelle: TSN)

Rindertuberkulose in Bayern | Rindertuberkulose in Deutschland
(Bestande) (Bestande)
2004 5 10
2005 3 5
2006 2 5
2007 7 12
2008 8 23
2009 18 23

Tab. 11.2:  Anteil der Ausbriche von Rindertuberkulose in Deutschland,
die bei der Fleischuntersuchung entdeckt wurden
(Datenquelle: TSN)

Rindertuberkuloseausbriche in davon entdeckt bei der
Deutschland (Bestande) Fleischuntersuchung
2004 10 8
2005 5 3
2006 5 3
2007 12 3
2008 23 3
2009 23 8
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3.3 Epidemiologie und zoonotisches Potential

Erkrankte Rinder koénnen Erreger ausscheiden, nachdem diese in
kanalikulare Systeme eingebrochen sind. In der Regel ist dies erst im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf der Fall. Eine Erregerausscheidung ist
moglich Uber die Atemluft (bei Lungentuberkulose), mit dem Kot
(abgeschluckte Keime oder bei Darmtuberkulose), Uber den Harn- und
Geschlechtsapparat (besonders massiv bei Uterustuberkulose) und mit
der Milch (ROLLE & MAYR, 1993).

Die ausgeschiedenen Erreger haben eine hohe Tenazitat. In Versuchen
wurde nachgewiesen, dass M. bovis je nach Futtermittel und
Lagertemperatur eine minimale Uberlebenszeit von sieben Tagen im Heu
und bis zu 112 Tagen in Apfeln, Getreide und Kartoffeln hatte (PALMER &
WHIPPLE, 2006). Je niedriger dabei die Temperatur war, desto langer
waren die Mykobakterien infektids. Weitere Einflisse wie Feuchtigkeit
oder UV-Licht wurden in diesem Versuch nicht bertcksichtigt. DUFFIELD
und YOUNG (1985) fuhrten Versuche mit experimentell kontaminierter
Erde durch: In feuchtem und trockenem Boden in 80 % Schatten konnte
M. bovis fir mindestens vier Wochen (berleben, wahrend bei
Sonnenschein nach vier Wochen keine lebenden Mykobakterien mehr

nachgewiesen werden konnten.

Die Ubertragung auf Menschen und Tiere erfolgt Uber den Atmungstrakt
(durch Tropfcheninfektion oder erregerhaltigen Staub) oder durch orale
Aufnahme — vor allem mit unzureichend erhitzter Milch. Kontaminiertes
Fleisch spielt in den EU-Mitgliedslandern seit Mitte der 90er Jahre keine
Rolle mehr als Ubertréager von Tuberkuloseinfektionen auf den Menschen
(EFSA, 2003).

Der weltweite Anteil boviner Tuberkulosefalle beim Menschen wird auf
zehn Prozent geschatzt (EU-VETERINARWOCHE, 2009), der genaue
Anteil von Rindertuberkulose-Erregern an den Humantuberkulosefallen ist
nur schwer festzustellen. In den meisten Entwicklungslandern ist aufgrund
limitierter Labormdglichkeiten die Speziesdiagnostik nur eingeschrankt
mdglich, wobei jedoch besonders in Gebieten mit pastoraler Tradition der
Anteil an der Rindertuberkulose relativ hoch sein durfte (JOCKS &

ERSCHIG, 2009). Aber auch in den Industrienationen ist der Nachweis
8
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von Tuberkulose-Erregern auf  Speziesebene nicht immer
selbstverstandlich. Ein Audit in England und Wales ergab, dass ein Flnftel
der Laboratorien keine Nahrmedien mit Pyruvat einsetzt oder die
Bebratungszeit von mindestens acht Wochen nicht einhalt
(DROBNIEWSKI et al., 2003).

In Deutschland waren von 3.209 gemeldeten, humanen Tuberkulosefallen
im Jahr 2007 lediglich 43 Falle (1,3 %) auf eine Infektion mit M. bovis
zurickzufihren (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2009b). Da geschatzt wird,
dass es sich heute bei 75 % der Tuberkuloseerkrankungen beim
Menschen in Deutschland um Reaktivierungen alter Infektionen handelt
(HOF & DORRIES, 2005), ist das Risiko einer Erkrankung durch eine
Neuinfektion mit Rindertuberkulose beim Menschen als gering

einzustufen.

KUBICA und Mitarbeiter (2003) gingen der Pravalenz von M. caprae bei
Fallen von boviner Tuberkulose bei Menschen in Deutschland im Zeitraum
von 1999 bis 2001 nach. Von 176 Isolaten erwiesen sich 55 (31 %) als
M. caprae. Es war ein deutliches Nord-Sud-Gefalle erkennbar: tUber 60 %
der Tuberkulosefalle im Suden Deutschlands erwiesen sich als M.-caprae-
Infektionen, wahrend es in Norddeutschland weniger als 20 % waren. Es
handelte sich Uberwiegend um die Reaktivierung latenter Infektionen, so
dass sich die Patienten vermutlich schon in den 1950er Jahren mit

M. caprae angesteckt hatten.

Die Ubertragung der Rindertuberkulose von Mensch zu Mensch ist
beschrieben (EVANS et al., 2007), aullerdem kénnen erkrankte Menschen
auch Rinder infizieren, es handelt sich also um eine Anthropozoonose
(TESINK, 1970).

3.4 Bekampfung der Rindertuberkulose

Am 17. Dezember 1996 wurde Deutschland von der EU der Status
.,amtlich frei von Rindertuberkulose” zuerkannt (Entscheidung der
Kommission 97/76/EG). Aufgrund dieser Entscheidung wurden die
regelmaligen flachendeckenden Intrakutantests bei Rindern mit der

Anderung der Tuberkuloseverordnung vom 13. Marz 1997 eingestellt.
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Nachdem in den letzten Jahren vermehrt Falle von Tuberkulose bei
Rindern aufgetreten sind, hat das Bundesministerium fur Ernahrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz vorgeschlagen, die
flachendeckenden Intrakutantests bei Rindern wieder einzufuhren. Dieser
Vorschlag wurde vom Bundesrat am 12. Juni 2009 abgelehnt. Stattdessen
wurde mit der Anderung der Tuberkuloseverordnung vom 17. Juni 2009
das Verfahren zur Erkennung der Rindertuberkulose um den
molekularbiologischen Nachweis im Gewebe erweitert und grol3es

Gewicht auf die Kontrolle im Rahmen der Fleischuntersuchung gelegt.

4  Tuberkulose bei Wildtieren

In den letzten Jahren konnten bei verschiedenen Wildtierarten weltweit
Erreger der Rindertuberkulose isoliert und auch Zusammenhange mit
Infektionen von Nutztieren gezeigt werden. RODRIGUEZ und Mitarbeiter
(2010) konnten nach Auswertung molekularer Diagnostikergebnisse von
6.215 M.-bovis-Stdmmen, die zwischen 1992 wund 2007 aus
verschiedenen Wirten in Spanien isoliert wurden, zeigen, dass
Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide Typing, DNA-Fingerprinting
basierend auf einem DNA-Polymorphismus in der Direct repeat-Region
des mykobakteriellen Genoms) als standardisierte Technik far
epidemiologische Untersuchungen nutzlich ist und dass 12 von 15 der
haufigsten Spoligotypen bei Rindern in Spanien auch bei mindestens einer
Wildpaarhuferart wie Rotwild, Damwild und Gamse vorkommen. DUARTE
und Mitarbeiter (2008) konnten mittels Spoligotyping und MIRU-VNTR
Typisierung zeigen, dass Rinder und Rotwild einer Region in Portugal mit
dem gleichen M.-bovis-Stamm infiziert waren. Bei der MIRU-
(mycobacterial interspersed repetitive unit) bzw. VNTR- (variable number
of tandem repeats) Typisierung handelt es sich um eine Typisierung
anhand von kurzen repetitiven Sequenzen, die Uber das Genom verteilt an

verschiedenen Loci vorkommen.

Systematische Studien, um die Pravalenz von Tuberkulose bei Wildtieren
sinnvoll abschatzen zu kénnen, wurden jedoch nur wenige durchgefihrt.
Daruber hinaus bedeutet das Vorhandensein von Tuberkuloseinfektionen

in einer  Wildtierpopulation nicht zwingend ein signifikantes
10
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Wildtierreservoir. So spielen verwilderte Hausschweine und asiatische
Hauswasserbuffel in Australien keine Rolle in der Epidemiologie der
Tuberkulose, obwohl die Populationen regional eine Pravalenz von bis zu
40 % bzw. Uber 25 % aufweisen (CORNER, 2006).

Selbst wenn bestimmte Wildtierarten im Verdacht stehen, fir die
Ubertragung der Rindertuberkulose bedeutsam zu sein, kann oft eine
dritte Tierart nicht ausgeschlossen werden, da der Ubertragungsweg oft
unklar ist, wie beim WeiRwedelhirsch und bei Rindern in Michigan
(CORNER, 2006). Womdglich mussen bei der Suche nach den
Ubertragungswegen auch bisher unbeachtete Faktoren beriicksichtigt
werden. So wiesen WHITE und Mitarbeiter (2010) M. avium ssp.
paratuberculosis aus freilebenden Amoében eines Feldes nach, das weder
als Weide flir Rinder verwendet noch mit Rinderkot gedliingt worden war,
wahrend EISENBERG und Mitarbeiter (2010) die Verbreitung von
M. avium ssp. paratuberculosis mit dem Stallstaub auch aul3erhalb des

Stalls beobachten konnten.

Einem Review von GAVIN und Mitarbeitern (2009) ist zu entnehmen, dass
die einzelnen Studien zum Vorkommen von Tuberkulose bei Wildtieren
nicht standardisiert und deshalb nur sehr schwer vergleichbar sind:
Wahrend bei Untersuchungen an toten Tieren manchmal nur zufallig tot
aufgefundene Wildtiere beprobt wurden, waren es in anderen Studien
gejagte Tiere oder in Fallen gefangene. Davon wurden wiederum
entweder alle Tiere untersucht oder nur die anatomisch-pathologisch
verdachtigen. DarlUber hinaus variieren die Untersuchungsmethoden beim
toten Tier von pathologisch-histologischer Untersuchung oder
Immunhistochemie Uber PCR oder Kultur bis zu einer Kombination von
verschiedenen Methoden. Bei lebenden Tieren werden die serologische
Untersuchung oder der Nachweis von Interferon-y verwendet, der
Tuberkulin-Hauttest spielt bei Wildtieren keine Rolle. In manchen Studien
an lebenden Tieren (zum Beispiel bei Dachsen) wird auch Probenmaterial

wie Faeces oder Urin verwendet.

In Europa wurden lediglich in einigen Landern Dachse, Wildschweine und
Hirsche soweit untersucht, dass eine Schatzung der Pravalenz

vorgenommen werden kann (Review durch GAVIN et al.,, 2009). Dabei
11
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wurde nur bei Dachsen in GroRbritannien ein Monitoring Uber einen

langeren Zeitraum durchgefuhrt.

4.1 Rindertuberkulose bei Dachsen in Grof3britannien

In Grol3britannien ist die Eradikation der Tuberkulose bei Rindern nicht nur
bis heute nicht gelungen, die Inzidenz steigt sogar kontinuierlich an
(HOUSE OF COMMONS, 2008). Endemische Tuberkuloseinfektionen in
Dachspopulationen sollen dabei eine Rolle spielen. Im Rahmen des von
1998 bis 2005 in GroRbritannien durchgefuhrten ,Randomized Badger
Culling Trial® wurden von 8.052 untersuchten Dachsen 1.166 (14 %) als
tuberkulosepositiv befundet (JENKINS et al., 2008). Da 78 % dieser
tuberkulosepositiven Dachse Lasionen im Kopf-, Brust- oder
Lungenbereich  zeigten, geht man von Infektionen Uber den
Respirationstrakt aus. Es wurde per DNA-Fingerprinting nachgewiesen,
dass M.-bovis-Isolate aus Dachsen, Rotwild und Rindern jeweils regional
ahnlichen Typen angehdren, so dass auf eine Ubertragung zwischen den
Spezies geschlossen werden kann (COSTELLO et al., 1999). Immer noch
unbekannt ist die genaue Art und Weise der Ubertragung. Empfohlen wird,
Rinder von Dachslatrinen (DELAHAY et al.,, 2007) und Dachse von
Rinderfutter fernzuhalten (DEFRA, 2007), zum Beispiel durch

Elektrozaune, erhdhte Futtertrodge und dachssichere Turen.

Wiederholte Versuche in den letzten 30 Jahren, die Tuberkulose bei
Rindern durch eine Dezimierung der Dachse einzudammen, schlugen fehl.
DONELLY und Mitarbeiter (2007) stellten fest, dass das Ausmerzen der
Dachse in einem Gebiet zwar zu einem Ruckgang der Tuberkulosefalle
bei den Rindern in diesem Gebiet fuhrte, in den umliegenden Gebieten die
Tuberkulosefalle bei Rindern jedoch zunahmen, so dass sich die
Gesamtzahl der Tuberkulosefalle bei Rindern nicht anderte. Dass durch
das Dezimieren der Dachse die Ausbreitung der Rindertuberkulose Uber
groliere Entfernungen beschleunigt wird, beschrieben auch JENKINS und
Mitarbeiter (2007). Dieser Effekt kann auf dem Zusammenbrechen der
festgelegten Territorien und Sozialkontakte und einer entsprechenden
Bewegung in der Dachspopulation beruhen (WOODROFFE et al., 2006).

12
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Weitere Losungsansatze sind die Tuberkulose-Impfung oder die
Fruchtbarkeitskontrolle der Dachse. Ein Tuberkulose-Impfstoff zur oralen
Anwendung bei Dachsen wird allerdings nicht vor 2014 einsatzfahig sein
(BOVINE TB ADVISORY GROUP, 2009). Eine Impfung der Rinder gegen
Tuberkulose ist ebenfalls im Gesprach, wirde aber eine Anderung der
EU-Gesetzgebung voraussetzen (HOUSE OF COMMONS, 2008). Der
Einsatz eines effektiven Medikamentes zur Fruchtbarkeitskontrolle der
Dachse, mit der die Populationen dezimiert werden konnten, ohne die
oben beschriebene Umverteilung der Rindertuberkulose auszuldsen, ist in
Ermangelung eines entsprechend getesteten und sicheren Wirkstoffs noch
nicht moglich (GAVIN et al., 2009).

4.2 Rindertuberkulose bei Wildschweinen in Europa

Bei Wildschweinen in Europa waren innerhalb der letzten Jahre
Pravalenzen von Rindertuberkulose zwischen 1 % und 52 % zu
verzeichnen (siehe Tab. 11.3). Auch bei Wildschweinen wurden mittels
DNA-Fingerprinting gleiche Muster in M.-bovis- und M.-caprae-Stammen
von Wildschweinen, anderen Wildtieren und Nutztieren gefunden
(ARANAZ et al., 2004; GORTAZAR et al., 2005; PARRA et al., 2006;
ROMERO et al., 2008). Auch hier sind die Ubertragungswege letztlich
nicht geklart.

13
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Tab. 11.3:  Pravalenzen von Rindertuberkulose bei Wildschweinen in
Europa nach einem Review von GAVIN und Mitarbeitern

(2009)
Land Region Pravalenz n Autor
Deutsch- Mecklenburg- 1,37 % 7.419 SCHULTZ et al., 1992
land Vorpommern

Frankreich Nordwesten 37.5 % 240 ZANELLA et al., 2008a
~ 31 % 255 MAEDER et al., 2009

Italien Nordwesten 11,4 % 2.488 BOLLO eta., 2000
Sardinien 1,1 % 90 ZANETTI et al., 2008
Sizilien 94 % 149 DI MARCO et al., 2008
Kroatien 1,45 % 69 MACHACKOVA et al.,
2003
Portugal 11,1 % 162 SANTOS et al., 2009
Slowakien West und Ost 19,6 % 46 MACHACKOVA et al.,
2003

Spanien DofRana NP 52,4 % 65 GORTAZAR et al., 2008
Extremadura 3,92% 8.478 ROMERO et al., 2008

HERMOSO DE
Madrid 461 % 52 MENDOZA et al., 2006
Siid-Zentral 425 % 1.060 ARANAZetal., 2004

VICENTE et al., 2006

4.3 Rindertuberkulose beim Damwild in Europa

Rindertuberkulose bei Hirschen ist in Europa weit verbreitet. Beim
Damwild liegen die aktuellen Schatzungen zur Pravalenz nach einem
Review von GAVIN und Mitarbeitern (2009)

e inlIrland zwischen 3 % und 15 % (O’'REILLY & DABORN, 1995),

e in GroRbritannien zwischen 1,2 % und 20,5 % (PATERSON, 2008;
SYMMONS, 2008; DELAHAY et al., 2002 und 2007; SIMPSON, 2000),

e in Spanien im Donana Nationalpark bei 18,5 % (GORTAZAR et al.,
2008).

4.4 Rindertuberkulose beim Rotwild
Rindertuberkulose beim Rotwild wurde bereits in allen Kontinenten auler
der Antarktis nachgewiesen (MARTIN-HERNANDO et al., 2009). Die

hochsten Pravalenzen (Uber 50 %) kamen beim Farmwild in Neuseeland
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vor (MACKINTOSH et al., 2000), wahrend die Pravalenz in
Wildpopulationen kaum jemals uber 20 % lag (VINCENTE et al., 2006;
DELAHAY et al., 2007; ZANELLA et al., 2008a).

4.4.1 Pravalenz der Rindertuberkulose beim Rotwild in Europa
Beim Rotwild in Europa wird die Pravalenz von Rindertuberkulose laut

neueren Untersuchungen auf folgende Werte geschatzt:

e im Sudwesten GroRbritanniens auf unter 1 % bzw. auf 1,06 % (n = 136
bzw. 196) (PATERSON, 2008; DELAHAY et al., 2007)

e in der Normandie auf 24 % (n = 138) (ZANELLA et al., 2008a)

e im Donana Nationalpark in Spanien auf 15,5 % bzw. 27,4 % (n = 168
bzw. 95) (ROMERO et al., 2008; GORTAZAR et al., 2008)

Infizierte Rothirsche wurden aullerdem gefunden in Danemark,
Deutschland, Irland, Italien, Osterreich, Portugal, Tschechien, Ungarn und
in der Schweiz (Review durch GAVIN und Mitarbeiter (2009)).

Die Ansteckung zwischen Rotwild und Rindern erfolgt haufig Uber den
Respirationstrakt (DELAHAY et al., 2002). Sogar bei der Infektion von
experimentell infiziertem Rotwild auf nicht infiziertes Rotwild Uber Futter
gingen PALMER und Mitarbeiter (2004) von einer alimentar-aerogenen

Infektion durch staubférmige Feinanteile aus.

In der Normandie wurde derselbe M.-bovis-Stamm, der seit mindestens
1995 in Rinderherden in der Region zirkuliert, nicht nur beim Rotwild,
sondern auch in Rehen, Wildschweinen und Fuchsen nachgewiesen
(ZANELLA et al, 2008a). Dass die Infektion innerhalb der
Wildtierpopulation aufrechterhalten wird, ist wahrscheinlich. Unklar ist
allerdings, ob die Infektion innerhalb der Rotwildpopulation ohne
Beteiligung anderer infizierter Tierarten aufrechterhalten werden konnte
(ARANAZ et al.,, 2004). 2002 wurden in der Normandie folgende
MalRnahmen fur das Rotwild getroffen: Reduzierung der Population durch
vermehrtes Jagen, Verbot der Futterung, unschadliche Beseitigung der
Eingeweide nach Jagden und Errichten von Zaunen, um die
Kontaktmaglichkeiten zwischen Rindern und Rotwild zu beschranken. Die

Pravalenz der Tuberkulose beim Rotwild stieg seitdem von 13 % (9 von
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72) 2001/2002 auf 24 % (33 von 138) 2005/2006. (ZANELLA et al.,
2008a).

4.4.2 Rindertuberkulose beim Rotwild im Grenzgebiet Bayern-
Osterreich

Im Grenzgebiet Bayern-Osterreich kommt es offensichtlich immer wieder
zur Ubertragung der Rindertuberkulose zwischen Rindern und Rotwild: In
Westosterreich wurden 12 durch M. caprae verursachte Infektionen bei
Rotwild, Rindern und Menschen beobachtet, eine Analyse mittels DNA-
Fingerprinting (Spoligotyping und 1S6110-RFLP (Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus)) deutete auf eine Ubertragung sowohl innerhalb
der Arten als auch artubergreifend hin (PRODINGER et al., 2002).
Identisch mit diesen Stammen waren zwei M.-caprae-Stamme, die bei
Rindern aus zwei Betrieben in einem Ort in Bayern nachgewiesen wurden
(ERLER et al.,, 2003). Da die Rinder aus Osterreich und aus einem
Bestand in Bayern auf der gleichen Alpe weideten, auf der das von
PRODINGER und Mitarbeitern (2002) beschriebene infizierte Hirschkalb
gefunden wurde, wird die Wildpopulation als Ubertrdger angesehen
(ERLER et al., 2003).

GLAWISCHNIG und Mitarbeiter (2003) wiesen in sieben Tuberkulosefallen
bei Rothirschen in den nordlichen Kalkalpen M. caprae nach. Mittels DNA-
Fingerprinting (Spoligotyping und IS6110 — RFLP) wurde bei sechs
Isolaten aus einem bayerischen Jagdrevier an der 0&sterreichischen
Grenze eine weitgehende Ubereinstimmung gefunden, so dass die
Erreger vermutlich bereits Uber langere Zeit innerhalb der Population
weitergegeben wurden. Das siebente Isolat von einem Hirschkalb aus
dem Bezirk Reutte unterschied sich wesentlich von den anderen, stimmte
allerdings mit dem Isolat von Tuberkulose-infizierten Rindern in einem

20 km entfernten Milchbetrieb Uberein.

Laut AGES (2009) zeigen lIsolate von M. caprae von Rindern aus dem
Bezirk Landeck und Reutte Ubereinstimmung mit jenen Isolaten, welche
bei Rindern und freilebendem Rotwild aus dem Tiroler Lechtal, bei Rotwild
aus dem Bezirk Bludenz in Vorarlberg sowie bei Rindern im Allgau

festgestellt wurden.
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4.5 Pathologische Besonderheiten der Rindertuberkulose bei
Wildtieren

Beim infizierten Rotwild zeigen neben den Retropharyngeallymphknoten,

den thorakalen und abdominalen Lymphknoten vor allem auch die

Tonsillen typische pathologisch-anatomische Veranderungen (MARTIN-

HERNANDO et al., 2009).

Die Veranderungen beim infizierten Rotwild reichen von makroskopisch
nicht erkennbar Uber sichtbare Granulome bis hin zu dinnwandigen
Abszessen mit bis zu 30 cm Durchmesser, wahrend Verkalkungen kaum
beobachtet werden. Diese Abszesse mit flissigem Inhalt und dinner
Wand sind der Hauptunterschied der Lasionen bei Rindern und Rotwild
(PALMER et al., 2002). Durch diese dunnwandigen Abszesse scheint
Rotwild eine Neigung zur offenen Tuberkulose und somit zur Streuung der
Infektion aufzuweisen (ZANELLA et al., 2008b). Die Tatsache, dass
tuberkuldéses Wild in der pathologisch-anatomischen Untersuchung oft
keine sichtbaren Lasionen zeigt, wurde auch beim Dachs festgestellt.
MURPHY und Mitarbeiter (2010) fanden 12,1 % von 215 untersuchten
Dachsen pathologisch auffallig, wahrend sich 36,3 % der Dachse in der

Kultur als positiv herausstellten.

5 Diagnostik der Rindertuberkulose

5.1 Diagnostik am lebenden Tier
Fur die Diagnostik am lebenden Tier stehen die klinische Diagnostik und

immunologische Methoden zur Verfugung.

5.1.1 Klinische Diagnose

Da klinische Symptome erst spat auftreten und schwer interpretierbar sind,
ist die klinische Diagnose nicht geeignet, um infizierte Tiere sicher
aufzuspuren, bevor sie die Erkrankung weiter verbreiten. Eine genaue
Inkubationszeit lasst sich nicht angeben. Je nach Lokalisation treten
unterschiedliche Symptome auf: Atembeschwerden wie Husten und
Rasseln bei Lungentuberkulose, chronischer Durchfall oder Verstopfung

bei Darmtuberkulose, eitriger Scheidenausfluss bei Gebarmuttertuberku-
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lose und langsame VergroRerung und hockerige Verhartung von
Eutervierteln bei Eutertuberkulose. Es kommt zum Leistungsrickgang
unklarer Genese, in fortgeschrittenem Stadium magern die Tiere ab
(ASSMUS et al., 1995).

5.1.2 Intrakutantest (Tuberkulinprobe)

Der Intrakutantest beruht auf einer Hypersensitivitdtsreaktion vom
verzogerten Typ (Typ IV), ausgeldst durch bovines Tuberkulin (PPD-B =
purified protein derivatives von Erregern boviner Tuberkulose), das
intrakutan appliziert wird. An der Injektionsstelle dringen inflammatorische
CD4" T-Zellen (Ty1) in das Gewebe ein. Nur Ty1-Zellen, die durch einen
vorhergehenden Kontakt mit dem Antigen gepragt wurden, erkennen
entsprechende Peptid:MHC-Klasse-lI-Komplexe auf antigenprasen-
tierenden Zellen. Es kommt zur Aktivierung der Ty1-Zellen, die in der
Folge inflammatorische Cytokine wie Interferon-y und TNF-B freisetzen.
Diese Mediatoren aktivieren lokale Endothelzellen und locken
inflammatorische Zellen, hauptsachlich Makrophagen an, was zu einer
Ansammlung von Flussigkeit und Proteinen an dieser Stelle fuhrt. Jede
dieser Phasen dauert mehrere Stunden. (MURPHY et al., 2009)

Die Richtlinie 64/432/EWG, Anhang B, Nummer 2.2 schreibt vor, wie der
Intrakutantest durchgefuhrt und ausgewertet werden muss. Die Reaktion

wird 72 Stunden nach der intrakutanen Injektion gemessen.

Da die korrekte Messung der Hautdicke mit dem Kutimeter der Ubung
bedarf und nie unabhangig vom Untersucher ist, gibt es Versuche, den
Intrakutantest GUber Thermographie auszuwerten (JOHNSON & DUNBAR,
2008).

DE LA RUA-DOMENECH und Mitarbeiter (2006) fassten Ergebnisse
verschiedener Studien zusammen: die Sensitivitat des Intrakutantests
beim Rind lag zwischen 75 % und 95,5 %.

Der Intrakutantest kann entweder nur durch intrakutane Injektion von
PPD-B ausgefihrt werden (Monotest) oder es kann zusatzlich an einer
anderen Korperstelle aviares Tuberkulin (PPD-A = purified protein

derivatives von Erregern aviarer Tuberkulose) appliziert werden
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(Simultantest). Zur Auswertung des Simultantests wird die Hautreaktion
auf das PPD-A von der Reaktion auf das PPD-B abgezogen. Damit
werden falsch-positive Reaktionen bei Tieren mit immunologischem
Kontakt zu aviaren Mykobakterien abgegrenzt (hohere Spezifitat). Die
Sensitivitat des Intrakutantests leidet jedoch bei der Durchfuhrung als
Simultantest, da durch eine gleichzeitige M.-avium-Infektion eine Infektion
mit Rindertuberkulose maskiert werden kann (THOM et al., 2008).

5.1.3 BOVIGAM®-Test (Nachweis von Interferon-y)

Der BOVIGAM®-Test der Firma Prionics ist ein in vitro-Bluttest fiir Rinder,
der zur Diagnose der Rindertuberkulose eingesetzt wird. Der BOVIGAM®-
Test ist durch die OIE zugelassen als Zusatztest zur Tuberkulinisierung.
Die Richtlinie 64/432/EWG (Stand: 09.01.2004) stellt den Mitgliedstaaten
frei, zusatzlich zur Tuberkulinprobe den ,Gamma-Interferon-Assay” zu

genehmigen, um moglichst viele infizierte und kranke Tiere zu ermitteln.

In Deutschland hat der BOVIGAM®-Test keine Zulassung nach § 17c
Tierseuchengesetz. In Europa wird der BOVIGAM®-Test routinemaRig in
Irland, Italien, Spanien und GrofRbritannien eingesetzt (DE LA RUA-
DOMENECH et al., 2006).

Testsysteme nach demselben Wirkprinzip sind kommerziell erhaltlich fur
den Menschen (QuantiFERON®), fir nichthumane Primaten

(PRIMAGAM®) und fiir Hirsche (CERVIGAM®).

5.1.3.1 Prinzip des BOVIGAM®-Tests

Das Prinzip des BOVIGAM®-Tests beruht auf der Freisetzung von Inter-
feron y durch T-Lymphozyten (CD4" T-Zellen) nach Restimulierung mit
PPD-B. Diese Reaktion entspricht im Prinzip der unter 5.1.2
beschriebenen Hypersensitivitatsreaktion. PPD-B wird jedoch direkt mit
Vollblut in Kontakt gebracht wird, die Menge des gebildeten Interferon-y
kann bereits nach einer Inkubationszeit von 16 bis 24 Stunden gemessen

werden.

FUr die Durchfuhrung des Tests wird eine Vollblutprobe des Probanden
mit lebenden und teilungsfahigen T-Lymphozyten bendtigt. Die Menge des

nach Stimulation freigesetzten Interferon-y wird mittels ELISA gemessen
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und mit entsprechenden Kontrollen verglichen. Bei den Kontrollen handelt
es sich um eine Negativkontrolle, um eine unspezifische Reaktion der
Lymphoyzyten auszuschlieRen, und um die Stimulation mit PPD-A, um
kein falsch-positives Ergebnis nach Kontakt mit atypischen Mykobakterien
zu erhalten. Der BOVIGAM®-Test wird nur als positiv beurteilt, wenn die
Menge an Interferon-y, die nach Stimulation mit PPD-B gebildet wurde,
einen definierten Wert hoher liegt als in der Negativkontrolle und nach
Stimulation mit PPD-A.

Durch die zusatzliche Stimulation der Vollblutprobe mit PWM wird
aulerdem eine Positivkontrolle durchgefuhrt. Ein negatives Ergebnis wird
nur als negativ gewertet, wenn die Positivkontrolle ein positives Ergebnis
geliefert hat, da sonst nicht auszuschlieRen ware, dass die Lymphozyten

in der Blutprobe nicht mehr lebensfahig waren.

5.1.3.2 Moglichkeiten und Grenzen des BOVIGAM®-Tests

Erste Feldstudien in Australien zeigten, dass der BOVIGAM®-Test
sensitiver ist (93,6 %) als der Mono-Intrakutantest (65,6 %), wobei die
Kombination von beiden Tests die Sensitivitat auf 95,2 % ansteigen liel3
(WOOD et al., 1991). Seit damals sind verschiedene Studien durchgefuhrt
worden. Die Sensitivitit des BOVIGAM®-Tests lag abhangig von den
unterschiedlichen Gegebenheiten und Interpretationen zwischen 55 % und
100 %, wahrend in tuberkulosefreien Herden eine Spezifitat von 85 % bis
99,6 % festgestellt wurde (GORMLEY et al., 2006; VORDERMEIER et al.,
2006; DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006).

Die  Entschliusselung des genetischen Codes verschiedener
Mykobakterien des MTC erlaubt mittlerweile, gezielt Antigene zu suchen,
die bei der Stimulation der Blutproben eine spezifischere Reaktion als bei
der Stimulation mit PPD-B auslésen. Die Antigene ESAT-6 (6 kDa early
secretory antigenic target, ein sekretorisches Protein und potentes T-Zell-
Antigen) und CFP-10 (10 kDa culture filtrate protein) zum Beispiel sind
codiert in der RD1 (RD = region of difference) (VAN INGEN et al., 2009),
die bei M. bovis BCG und bei den meisten atypischen Mykobakterien fehlt
(WARREN et al., 2006). ESAT-6 und CFP-10 tragen zum Uberleben der
Mykobakterien im Phagolysosom bei (AHMAD, 2010).
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Durch eine Stimulation des Vollbluts mit ESAT-6 und CFP-10 kdnnen mit
M. bovis BCG geimpfte Tiere von infizierten Tieren unterschieden werden
(VORDERMEIER et al., 2001), wobei nicht alle infizierten Tiere auf beide
Antigene reagieren, so dass ein Cocktail aus mehreren Antigenen
wiederum zu einer besseren Sensitivitat fUhren kann — wie zum Beispiel
die Kombination von ESAT-6, CFP-10 und Rv3615c (Protein von M. bovis)
(SIDDERS et al., 2008; VORDERMEIER et al., 2009).

JONES und Mitarbeiter (2010) untersuchten Uberlappende Peptide, die
119 Antigene von M. bovis reprasentierten, auf ihre Fahigkeit, in vitro eine
Interferon-y-Produktion auszulésen bei der Stimulation von Vollblut aus
M.-bovis-infizierten Rindern, nicht aber aus M. bovis BCG-geimpften
Rindern. Es sind jedoch grolere Feldstudien nétig, um festzustellen,
welche Peptide in Kombination mit ESAT-6 und CFP-10 wirklich geeignet
sind, um mit Tuberkulose infizierte Tiere sicher von geimpften oder mit
Paratuberkulose infizierten Tieren unterscheiden zu konnen (JONES et
al., 2010).

Einen Vergleich verschiedener Stimulationsmoglichkeiten an naturlich
infizierten Rindern fuhrten COAD und Mitarbeiter (2008) durch: Im
Simultantest negative Rinder aus Tuberkulosebestanden wurden isoliert
und bei allen Rindern wurde innerhalb von 14 Tagen ein Interferon-y-
Bluttests nach Stimulation mit PPD-B, PPD-A, ESAT-6 und CFP-10
durchgefuhrt. Nach sieben Wochen wurden alle Rinder ein zweites Mal
mittels Simultantest getestet. Die Rinder wurden anschlieRend getdtet und
pathologisch-anatomisch, pathologisch-histologisch und kulturell

untersucht.

Von 174 Rindern liegen alle Testresultate vor. Wahrend mit dem
Interferon-y-Test nach Stimulation mit PPD-B und PPD-A 13 von 20 (65
%) durch Kultur und/oder Histopathogie bestatigte tuberkulosepositive
Rinder erkannt wurden, waren es bei der Stimulation mit ESAT-6 und
CFP-10 lediglich 11 (55 %). Die Spezifitat war jedoch bei der Stimulation
mit PPD-B und PPD-A geringer (85,7 %) als bei der Stimulation mit
Peptiden (94,2 %). Das entspricht auch den Ergebnissen anderer Studien,
die belegen, dass die Spezifitit des BOVIGAM®-Tests ansteigt, wenn

ausschlieRlich ESAT-6 und CFP-10 als Antigene verwendet werden
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(BUDDLE et al., 2009), wahrend die Sensitivitat hoher ist, wenn als
Antigen PPD-B verwendet wird (DALLEY et al., 2008).

Eine schlechtere Sensitivitait des BOVIGAM®-Tests bei Stimulation mit
PPD-B und PPD-A gegenuber der Stimulation mit ESAT-6 und CFP-10
ergibt sich jedoch bei Rindern mit einer Doppelinfektion mit
Rindertuberkulose und Paratuberkulose (ALVAREZ et al., 2008 und 2009;
AAGAARD et al., 2010; BEZOS et al.,, 2010). Die Immunantwort nach
Stimulation mit ESAT-6 und CFP-10 wurde kaum durch eine gleichzeitige
M.-avium-ssp.-paratuberculosis-Infektion beeinflusst (WATERS et al.,
2004; AAGAARD et al., 2010).

Bei dem Versuch von COAD und Mitarbeitern (2008) regierten beim
zweiten Intrakutantest drei Rinder positiv. Diese drei Rinder waren bereits
im BOVIGAM®-Test nach Stimulation mit PPD-B und PPD-A als
tuberkulosepositiv erkannt worden. Ein weiterer spaterer Intrakutantest
hatte also keine Vorteile gegeniiber dem BOVIGAM®-Test gebracht. Dass
im Intrakutantest negative, jedoch im BOVIGAM®-Test positive Rinder eine
héhere Wahrscheinlichkeit aufweisen, zu einem spateren Zeitpunkt im
Intrakutantest positiv zu werden, beobachteten auch GOURMLEY und
Mitarbeiter (2006).

Der BOVIGAM®-Test kann in einem spateren Krankheitsstadium oder
aufgrund anderer Faktoren, die das Immunsystem schwachen, wie einer
Co-Infektion oder der systemischen Gabe von Kortikosteroiden, ebenso
wie der Intrakutantest falsch-negativ ausfallen (DE LA RUA-DOMENECH
et al., 2006; DOHERTY et al., 1995).

Kalber (Rinder unter 6 Monaten) sollen nicht mittels BOVIGAM®-Test
getestet werden, da die Wahrscheinlichkeit besteht, dass bei diesen
jungen Tieren Naturliche Killerzellen aufgrund einer unspezifischen
Reaktion auf die mykobakteriellen Antigene Interferon-y ausschutten und
es so zu falsch-positiven Ergebnissen kommen kann (OLSEN et al.,
2005).
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5.1.4 Serologischer Nachweis

Spezifische aus Mykobakterien gewonnene Antigene wie die Proteine
ESAT-6, CFP-10, MBP70 oder MBP83 (MBP = M.-bovis-Protein) kdnnen
fur die serologische Diagnostik von Tuberkuloseinfektionen genutzt
werden. Dabei werden Antigene wie ESAT-6 und CFP-10 sowohl von
M. tuberculosis als auch von M. bovis exprimiert, andere dagegen wie
MBP nur von M. bovis (HEWINSON et al., 2006).

HARRINGTON und Mitarbeiter (2008) konnten das Paradigma, dass
Antikorper bei einer Infektion mit Tuberkulose-Erregern erst spat oder nie
auftreten, widerlegen. Bei experimentell infizierten Hirschen wurden vier
Wochen nach der Infektion bereits Antikorper gegen die Antigene MBP83,
ESAT-6 und CFP-10 nachgewiesen. Womaoglich handelt es sich aber auch
um tierartspezifische Eigenheiten. So wurde bei Infektionsversuchen mit
M. bovis an 35 Rothirschen und 43 Rindern festgestellt, dass nach
gleicher Inkubationszeit bei Rindern vor allem die zellulare Immunantwort
auf eine Tuberkuloseinfektion hindeutet, wahrend beim Rotwild auch die

humorale Immunantwort Hinweise liefert (GRIFFIN et al., 2006).

LYASHCHENKO und Mitarbeiter (2000) haben einen Multi-Antigen Print
Immunoassay flur die serologische Diagnostik von Tuberkuloseinfektionen
in Rindern und Wildtieren entwickelt. Mit dieser Methode kdnnen Seren
von infizierten Tierarten daraufhin untersucht werden, welche Antikorper
am haufigsten vorkommen und wie sich diese Antikérper-Muster im Laufe
der Infektion womdglich verandern, um entsprechende Schnelltests
entwickeln zu kénnen (LYASHCHENKO et al., 2008; HARRINGTON et al.,
2008). Momentan ist allerdings die Sensitivitdt der serologischen
Diagnostik oft noch nicht zufriedenstellend (O’'BRIEN et al., 2009).

Vorteile des serologischen Nachweises sind sowohl die Schnelligkeit der
Tests als auch die Stabilitdt der Antikdrper beim Transport, bei der
Lagerung und beim Umgang im Labor (GREEN et al., 2009). So gelingt
der serologische Nachweis auch aus gefrorenem Serum und ist deshalb

retrospektiv moglich.
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5.2 Diagnostik aus Gewebeproben des toten Tieres

5.2.1 Pathologisch-anatomische Diagnhostik

Bei der pathologisch-anatomischen Untersuchung kann aufgrund
makroskopisch erkennbarer tuberkuloseverdachtiger Veranderungen des
Tierkorpers oder der -organe ein Verdacht auf eine Tuberkuloseinfektion
ausgesprochen werden. Diese Untersuchungsmethode ist jedoch nur fur
fortgeschrittene Krankheitsstadien geeignet, frihe Stadien werden bei
post mortem Untersuchungen nicht sicher aufgespurt (GORMLEY et al.,
2006). CORNER und Mitarbeiter (1994) berichten, dass bis zu 53 % der
im Hauttest positiven Tiere in der pathologischen Untersuchung nicht als

tuberkuloseverdachtig erkannt werden.

5.2.2 Mikrobiologische Diagnhostik

5.2.2.1 Mikroskopie

Vorteile der Mikrokopie sind die Schnelligkeit und die niedrigen Kosten. Es
werden jedoch lediglich saurefeste Stabchen nachgewiesen, eine
Aussage Uber die Bakterienspezies ist nicht mdglich. Ein weiterer Nachteil
ist die Nachweisgrenze von 10° bis 10* Keimen pro ml, was einer zirka
hundertfach geringeren Sensitivitat gegenuber der Kultur entspricht und
die Gefahr falsch-negativer Ergebnisse in sich birgt (KUHNEN & RUSCH-
GERDES, 1999).

5.2.2.2 Kultureller Nachweis

Der kulturelle Nachweis gilt als ,Goldstandard in der Diagnostik der
Mykobakterien, die Nachweisgrenze liegt bei 10 Keimen/ml (BANGE et al.,
2009).

Positive Kulturen werden zunachst — auf Festnahrbdéden — aufgrund ihrer
Vermehrungsgeschwindigkeit, Koloniemorphologie und Pigmentierung
differenziert. Anschlielend kdnnen die Mykobakterien durch verschiedene
biochemische und molekularbiologische Tests weiter unterschieden

werden.
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5.2.3 Molekularbiologischer Nachweis

Die Mitglieder des MTC unterscheiden sich kaum beziglich ihrer 16S
rRNA Genseqenz (ROGALL et al., 1990), was die Zugehorigkeit zu einer
gemeinsamen Spezies nahe legen wurde. Auch die Genome mit einer
Grolle von ca. 4,4 Millionen Basenpaaren (COLE et al., 1998),
unterscheiden sich kaum voneinander. So hat sich zum Beispiel nach der
Sequenzierung der Gesamtgenome von M. tuberculosis und M. bovis
gezeigt, dass die Genome zu 99,95 % identisch sind (GARNIER et al.,
2003). Die Unterschiede in der Physiologie sind offensichtlich auf eine
unterschiedliche Genexpression, die nur 6 % des Gesamtgenoms betrifft,
zuruckzufuhren (REHREN et al., 2007).

Die Nachweisgrenze flr den molekularbiologischen Nachweis liegt bei

10% Keimen/ml.

5.2.3.1 Molekularbiologischer Nachweis des MTC

Als Zielsequenzen fur den Nachweis des MTC eignen sich Genabschnitte
des 16S rRNA-Gens (RINGUET et al., 1999), des 32 kDa Protein-Gens
(SOINI et al., 1994), des 65-kDa-Hitzeschockproteins (KAPUR et al.,
1995), des Insertionselements 1S1081 (TAYLOR et al., 2007), der
Hypothetischen Helikase (HELI) (RODRIGUEZ et al., 1995) sowie die
16S-23S ITS-Region (ITS = internal transcribed spacer) (ROTH et al.,
1998). Eine Unterscheidung zwischen den Spezies des MTC ist dadurch

jedoch nicht maglich.

Auch mittels Spoligotyping konnen Mykobakterien des MTC
nachgewiesen werden, wobei Spoligotyping gleichzeitig die Mdglichkeit
einer Differenzierung innerhalb des MTC sowie innerhalb der Spezies
bietet (KAMERBEEK et al., 1997).

Es wurde eine Vielzahl von PCR-Assays entwickelt und entsprechende
Kits sind kommerziell erhaltlich. Fur die zeitkritischen Untersuchungen am
Schlachthof wurde vom nationalen veterindrmedizinischen Referenzlabor
fur Tuberkulose des Friedrich-Loeffler-Instituts eine Real-time PCR ent-
wickelt, die zwei Genorte nachweisen kann: HELI und IS1081. Nur wenn

beide nachgewiesen werden, gilt die PCR als positiv, wird lediglich einer
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der beiden nachgewiesen, ist das Ergebnis fraglich. Diese PCR erzielt aus
tuberkuloseverdachtigen Organen eine Spezifitat von 100 % und eine
Sensitivitat von 73 % (KOHLER, 2010).

5.2.3.2 Differenzierung der Mykobakterienspezies des
Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes mit  molekular-
biologischen Methoden

Den Durchbruch, um eine molekularbiologische Speziesdifferenzierung

innerhalb des MTC durchfuhren zu kdnnen, brachte die Identifizierung des

Insertionselements 1S6110 (THIERRY et al., 1990). Der Nachweis erfolgt

uber RFLP oder PCR (HADDAD et al., 2004).

Ebenfalls geeignet zur Differenzierung der Spezies des MTC sind die DR-
Regionen (GROENEN et al., 1993; HERMANS et al.,, 1991). Diese
Regionen sind gekennzeichnet durch kurze repetitive DNA-Sequenzen,
die unterbrochen sind durch ebenso kurze nicht repetitive Sequenzen, so-
genannte Spacer. Als Methoden eignen sich die RFLP, das Spoligotyping
(KAMERBEEK et al., 1997) sowie die Amplifikation (WARREN et al., 2006;
PINSKY & BANAEI, 2008).

Weitere Methoden, die sich fur die Differenzierung innerhalb des MTC
eignen, sind die DNA-Sequenzanalyse auf der Basis von Punktmutationen
einzelner Basen im gyrB-Gen (NIEMANN et al., 2000) und die
Amplifikation einer hypervariablen Region des 16S rRNA-Gens (LEUNG et
al., 2009).

5.2.4 Molekularbiologische Methoden und Epidemiologie

Um Infektketten und Zusammenhange zwischen Ausbrichen oder
mogliche Laborkontaminationen aufzuklaren, stehen verschiedene
molekularbiologische Methoden zur Verfugung, die die Erreger des MTC
unterhalb der Speziesebene differenzieren kdnnen. Fur eine hohere
Unterscheidungsfahigkeit gegenuber einzeln angewandten Methoden

werden die Methoden auch kombiniert angewandt:

e Die RFLP-Analyse der unterschiedlichen Anzahl und Verteilung des
mobilen Insertionselements 1S6110, das nur im Genom der Mitglieder

des MTC vorkommt. Da bei dieser Methode keine Amplifizierung des
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Genoms stattfindet, sind als Ausgangsmaterial gut bewachsene
Kulturen noétig. RFLP-IS6110 wird immer noch als Referenzmethode
zur Typisierung von M.-tuberculosis-Isolaten verwendet. Flir M.-bovis-
Isolate, die meistens nur Uber wenige Kopien dieses
Insertionselements verfligen, werden andere Bereiche wie die DR-
Region bevorzugt (HADDAD et al., 2004).

e Das Spoligotyping (KAMERBEEK et al., 1997) basiert auf einem DNA-
Polymorphismus in der DR-Region des mykobakteriellen Genoms. Das
Muster von vorhandenen oder fehlenden Spacer-Sequenzen
ermdglicht die Differenzierung sowohl zwischen einzelnen Spezies als
auch innerhalb einer Spezies. Da es sich um eine Methode mit
Amplifizierung der entsprechenden Genabschnitte handelt, ist keine
gut bewachsene Kultur nétig.

e Die MIRU-VNTR-Typisierung (MIRU = mycobacterial interspersed
repetitive unit; VNTR = variable number of tandem repeats) wurde
1998 von FROTHINGHAM und MEEKER-O’CONNELL beschrieben.
MIRU sowie VNTR bezeichnen kurze repetitive Sequenzen, die Uber
das Genom verteilt an verschiedenen Loci vorkommen. Mittels einer

PCR wird die Anzahl von Repeats pro Locus festgestellt.

Von 128 untersuchten M.-caprae-Stammen konnten mittels MIRU-VNTR-
Typisierung (Untersuchung von 12 Loci) 78 unterschiedliche Muster
differenziert werden, durch Spoligotyping jedoch nur 17, wahrend die
RFLP-IS6110 — Analyse und die MIRU-VNTR-Methode aus einer
Untermenge von 103 Stammen jeweils ahnliche Ergebnisse lieferten
(PRODINGER, 2005).
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[l MATERIAL UND METHODEN

1 Probenmaterial

1.1 Gewebe- und Blutproben von Rindern

1.1.1 Gewebeproben von Rindern

Mit den Gewebeproben eines tuberkuloseverdachtigen Schlachtrindes aus
dem Oberallgdu sowie von 65 weiteren, nach Bestatigung dieses
Tuberkuloseausbruchs getoteten und unschadlich beseitigten Rindern
(siehe Tab. IIl.1) konnten insgesamt 361 Organproben enthommen und
pathologisch-anatomisch, mikroskopisch, molekularbiologisch und kulturell
untersucht werden. Die Organproben der getdteten Rinder
(Zusammensetzung siehe Abb. I11.1) wurden bei der Schlachtung bzw. der
Sektion in der Tierkorperbeseitigungsanstalt enthommen und zur weiteren

Untersuchung zum LGL transportiert.

Tab. lll.1:  Herkunft und Anzahl der Rinder, von denen Organproben
untersucht wurden

Herkunft der Rinder, von denen Gewebeproben untersucht

Anzahl
wurden
tuberkuloseverdachtiges Schlachtrind 1
getotete Rinder, die sich mit dem Schlachtrind im Stall und auf 8
der Hausweide befunden hatten
getotete Rinder aus dem Herkunftsbestand, die sich zum 15
Zeitpunkt des Tuberkuloseausbruchs auf der Alpe befanden
getotete Rinder aus anderen Bestanden, die sich mit Rindern 16
aus dem Herkunftsbestand auf der Alpe befunden hatten
getotete Rinder auf der Nachbaralpe 2
getotete Rinder in Kontaktbetrieben
Summe 66
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Abb. lll.1:  Zusammensetzung der Einzelorganproben (n = 361) der
untersuchten Rinder

1.1.2 Blutproben von Rindern

Blutproben wurden begleitend zu den von den Amtstierarzten in
tuberkuloseverdachtigen Bestanden durchgefuhrten Intrakutan-
untersuchungen entnommen. Es handelte sich um heparinisierte
Blutproben aus der Schwanzvene (Vena coccygea medialis), die
unverzuglich und ungekdhlt zur Durchfihrung des BOVIGAM®-Tests zum

LGL transportiert wurden.

Die Blutproben wurden jeweils unmittelbar vor dem Setzen des

Intrakutantests und/oder beim Ablesen des Simultantests enthommen.

Es wurden insgesamt 131 Rinder aus zehn tuberkuloseverdachtigen
Bestanden (Bestande A bis K, siehe Abb. I11.2) beprobt. Bei 29 dieser 131
Rinder konnte jeweils zweimal Blut entnommen werden, einmal vor dem
Setzen des Simultantests und ein zweites Mal beim Ablesen des

Simultantests.

Aullerdem wurden Blutproben von 42 Rindern aus einem
tuberkuloseunverdachtigen Bestand (Bestand L) fir den BOVIGAM®-Test

entnommen — jeweils vor und nach einer Simultanuntersuchung.

Aus 28 Plasmaproben (Bestand A) wurde der BOVIGAM®-Test zweimal
nacheinander aus dem gleichen Plasma durchgefuhrt, um die

Reproduzierbarkeit der Methode zu Uberprufen.
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Abb. 111.2:  Blutproben (n = 244) von Rindern (n = 173) in den Bestanden
A bis L vor und nach der Simultanuntersuchung

1.1.3 Kombinierte Blut- und Gewebeproben von Rindern

Bei 52 Rindern aus vier Bestanden, von denen Blutproben untersucht
wurden, konnten bei der Tétung Organproben enthommen werden, so
dass fiir diese Rinder neben dem Simultan- und BOVIGAM®-Test auch
pathologisch-anatomische, mikroskopische, molekularbiologische und
kulturelle Untersuchungen durchgefuhrt wurden. Abbildung Ill.3 gibt einen
Uberblick Giber den Anteil der Rinder in den vier Bestéanden A, B, E und G,

bei denen neben Blutproben auch Organproben untersucht wurden.
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Abb. 111.3:  Anzahl kombinierter Blut- und Organproben aus vier
Rinderbestanden

1.2 Gewebeproben vom Rotwild

Die Gewebeproben vom Rotwild stammten von nach Jagdrecht erlegtem
Rotwild aus den Landkreisen Oberallgau, Ostallgdu und Bad Tolz-
Wolfratshausen. Rotwild wird in Alterskategorien eingeteilt (vgl. Tab. II1.2);
das rechnerische Lebensjahr reicht jeweils vom 1. April bis zum 31. Marz
des Folgejahres (NURLEIN, 1988). Die Jagdsaison beim Rotwild in Bayern
dauert fUr SchmalspielRer (2-jahrige mannliche Tiere) und Schmaltiere
(2-jahrige weibliche Tiere) vom 1. Juni bis zum 31. Januar, fur Alttiere,
Hirsche und Kalber vom 1. August bis zum 31. Januar. Da in der
Jagdsaison 2009/2010 erst im Oktober mit der Probennahme begonnen
wurde, wurde die Probennahme in die Jagdsaison 2010/2011 ausgedehnt.
Von Oktober 2009 bis Dezember 2010 wurden insgesamt 332 Rothirsche

untersucht.
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Tab. 11l.2: Bezeichnungen der Alterklassen beim Rotwild (NUBLEIN,
1988; Bayerisches Staatsministerium fir  Ernahrung,
Landwirtschaft und Forsten, 1988)

Alter mannlich weiblich

1-jahrig Hirschkalb Wildkalb
Il Hirsch

3-jahrig

4- 9-jahrig Il Hirsch Alttier

10-jahrig und alter | Hirsch

Die Probennahme vor Ort erfolgte durch die Jagdausubungsberechtigten.
Ein komplettes Probenset, begleitet von einem Probenbegleitschein (siehe

Anhang 1X.3) bestand aus folgenden Teilen:

e zusammenhangend an einem Stuck Zunge und Kehlkopf inklusive
Tonsillen, Retropharyngeallymphknoten, Luft- und Speiserohre, Lunge
mit Lymphknoten, Mittelfell mit Lymphknoten

e kompletter Darm mit lleozakal- und Mesenteriallymphknoten

e weiteren Organen, falls Veranderungen erkennbar waren

Die Proben wurden an das jeweilige Veterindramt gebracht, das fur den
weiteren Probentransport verantwortlich war. Je nach Probenaufkommen
wurden die Proben entweder sofort nach der Entnahme zum LGL
transportiert, maximal drei Tage vor Transport bei 4 — 6 °C gelagert bzw.
bei -20 °C eingefroren. Bei Druckjagden im Oberallgau wurden die Proben

von der Verfasserin entnommen und umgehend zum LGL transportiert.
2 Material und Gerate
2.1 Material fur die Probennahme

Fur die Blutproben wurden Primavetten® V Lithium-Heparin 10 ml der
Firma KABE Labortechnik (Nr. 0959 7042) verwendet.
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2.2  Material und Gerate fur die Laboruntersuchungen

2.2.1 Puffer, L6sungen, Wasser

physiologische Kochsalzlésung

NaCl 99

Aqua dest. 1000 ml
N-Acetyl-L-Cystein-NaOH-Lésung (NALC):

Nas-Citrat x 2 H20, 2,9 %ige Losung, steril 50 ml

NaOH, 4 %ige Losung, steril 50 ml

N-Acetyl-L-Cystein 500 mg

Natriumcitratlosung und NaOH werden gemischt und N-Acetyl-L-

Cystein dazugegeben. Die Ldsung ist instabil und muss taglich frisch

angesetzt werden.

Phosphatpuffer (nach Sérensen; pH 6,8)

KH,PO4 4,84 g

Na;HPO, x 2H,0 55639

Aqua dest. ad 1000 ml
PBS-Puffer (phosphate buffered saline solution), steril Sigma Aldrich
(Nr. P0261)
TE-Puffer 1x pH 8,0 Low EDTA (Nr. A8569.0500) AppliChem
ASL-Puffer (Nr. 19082) QIAGEN
DX Antifoaming Reagent (Nr. 19088) QIAGEN
Wasser fur Injektionszwecke, Ampullen zu 5 mi Grlnenthal

(Nr.10110125)

2.2.2 Nahrboden und Reagenzien

Flissignahrboden

MGIT™ Kulturmedium, 7 ml (Nr. 2451222) Becton Dickinson

MGIT™ Wachstums-Supplement (Nr. 245124) Becton Dickinson
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Festnahrboden

Léwenstein-densen Schragschichtmedium mit Glycerin ~ Heipha
und PACT, 5,5 ml (Nr. 510r)

Stonebrink Kulturmedium mit PACT 5,5 ml (Nr. 513r) Heipha

Antigene
Bovine PPD Stimulation Antigen (0,3 mg/ml) (Nr. 63313) Prionics

Avian PPD Stimulation Antigen (0,3 mg/ml) (Nr. 63314)  Prionics

Lectin from Phytolacca americana (PWM) (Nr. L 9379) Sigma

2.2.3 Primer und Sonden

MTC-1S1081-Mix5-FAM (Zielgen: 151081, Quelle: Friedrich-Loeffler-
Institut, 2010)

Primer MTC-1S1081-5F
Sequenz: CTC TCG ACG TTC ATC GCC G Eurogentec

Primer MTC-IS1081-5R
Sequenz: TGG CGG TAG CCG TTG CGC Eurogentec

Sonde MTC-IS1081-5FAM
Sequenz: FAM-ATT GGA CCG CTC ATC GCT Eurogentec
GCG TTC-BHQ1

MTC-HELI-Mix4-FAM (Zielgen: HELI, Quelle: Friedrich-Loeffler-Institut,
2010)

Primer: MTC-HELI-4F

Sequenz: TTG ATC AGG TCG ACG ATG TAG Eurofins
Primer: MTC-HELI-4R

Sequenz: TCA CCA CCG ACAAAGCGTC Eurofins
Sonde: MTC-HELI-4FAM

Sequenz: FAM-TCA ACG ACC CCA ACG ACT Eurofins

GGT GC-BHQ1
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Actin-DNA-Mix-YAK (Zielgen: B-Actin, Quelle: Friedrich-Loeffler-Institut,

2010)
Primer: ACT2-1030-F_DNA

Sequenz: AGC GCA AGT ACT CCG TGT G

Primer: ACT-1135-R

Eurogentec

Sequenz: CGG ACT CAT CGTACT CCTGCTT Eurogentec

Sonde: ACT-1081-1105-YAK

Sequenz: YakimaYellow-TCG CTG TCC ACC TTC Eurogentec

CAG CAG ATG T-BHQ1

2.2.4 Verbrauchsmaterial

30-ml Plastikschraubréhrchen (Nr. 62543001)
Auramin O (SS-061CA)

Cellstar 24 Well Cell Culture Plates (Nr. 662160)
Einmalimpfosen (Nr. EA90.1)

Einmalpinzetten (Nr. 504000)

Einmalskalpelle (Nr. 5518091)

Fluorescence Decolorizer Concentrate
(Nr. SS161AF)

Glaskugelchen Durchmesser 250 um (Nr. 59202)

Glaskugelchen Durchmesser 5 mm /3 mm /1 mm
(Nr. Z143944 | 2143928 | Z273619)

Methylen Blau (Nr. SS-061BMB)

MicroAmp® 96-Well Optical Reaction-Plate
(Nr. 4306737)

MicroAmp® Optical Adhesive Film (Nr. 4311971)

Mikro-Schraubrohren, 1,5 mlund 2 ml , PP
(Nr. 72692005 bzw. 72693005)

Objekttrager (Nr. 030060)

Sarstedt

Kreienbaum

Greiner bio-one

Roth

J. Sollner

Aesculap AG

Kreienbaum

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Kreienbaum

Applied Biosystems

Applied Biosystems

Sarstedt

R. Langenbrinck
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Pathologie-Schraubgefalte 100 ml mit Deckel
(Nr: 053653)

Petri-Schalen (Nr. EL491)
Pipettenspitzen, Dualfilter, PCR clean/sterile

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube Réhrchen (Nr.
05900301)

Safe-Lock® Tubes, 1,5 ml und 2 ml
(Nr. 0030121589 bzw. 0030121597)

Salzleckstein ,salec” 10 kg
Stahlktgelchen, Durchmesser 5 mm (Nr. 69989)
Transferpipetten, 3,5 ml (Nr. 861170010)

Il Material und Methoden

Kabe Labortechnik

Sarstedt
Eppendorf

Cellestis

Eppendorf

Sudsalz
Qiagen
Sarstedt

frischer Rinderspeichel aus dem Lehr- und Versuchsgut Oberschleil3heim

2.25 Gerate
BACTEC™ MGIT™ 960 Bebriitungssystem

Densimat

Ein- und Mehrkanalpipetten
Fluoreszenzmikroskop LaborLux
Megafuge 1.0
Mikrohomogenisatoren (Nr. K9941)

Mikrotiterplatten-Photometer “Sunrise Basic” mit
Filter 450 nm und 620 — 650 nm

Multifuge 3s
Real-time PCR-Gerat Mx3005P ™

Thermomixer comfort

TissuelLyser LT
Ultraschallbad T460H

Becton Dickinson
bioMérieux
Eppendorf

Leitz

Thermo Electron
Roth

Tecan

Heraeus

Stratagene
Eppendorf
QIAGEN

Elma, Singen
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Waschgerat ,hydroflex”
Zentrifuge 5417C (1,5/2 ml)
Zentrifuge 5804 mit Ausschwingrotor A-4-44

2.2.6 Labor-Kits

BOVIGAM Mycobacterium bovis Gamma Interferon
Test Kit for Cattle (Nr. 63316)
Kit Lot 6331601901 und 6332600601

DNA Blood & Tisue Kit (Nr. 69506)

GenoType® MTBC (Nr. 301)

GenoType® Mycobacteria Direct (Nr. 4000GTX)
GenoType® Mycobacterium AS (Nr. 298)
GenoType® Mycobacterium CM (Nr. 299)

Quantitect Multiplex PCR Kit No ROX 200
(Nr. 204743)

LOOXSTER® (Nr. 2010010020)

2.2.7 Software
MxPro™ QPCR Software

PASW® Statistics 18

PrioPresto

3 Untersuchungsmethoden

Tecan
Eppendorf
Eppendorf

Prionics

QIAGEN
HAIN Lifescience
HAIN Lifescience
HAIN Lifescience
HAIN Lifescience
QIAGEN

SIRS-Lab

Stratagene
IBM®

Pluglt

3.1 Pathologisch-anatomische Untersuchung und Probennahme

beim Rotwild

Frische oder gekuhlte Proben wurden =zeitnah weiter verarbeitet,

eingefrorene Proben wurden vor der weiteren Bearbeitung Uber zirka 24

Stunden bei Raumtemperatur aufgetaut.

Bei der pathologisch-anatomischen Untersuchung wurden die Form, die

Beschaffenheit und die Oberflache der Organe im Gesamtuberblick
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beurteilt. Danach wurden die Tonsillen, Retropharyngeal-, Mediastinal-,
Lungen-, Mesenterial- und lleozéakallymphknoten pathologisch-anatomisch
untersucht und in jedem Fall jeweils zwei Proben fir weitere
Untersuchungen entnommen. Eine Probe wurde in vierprozentiger
Formaldehydlosung fur die pathologisch-histologische Untersuchung
fixiert, die zweite Probe noch am selben Tag der kulturellen Untersuchung
(vgl. 3.4) zugefuhrt. Die Lunge wurde palpatorisch auf Verhartungen
gepruft und anschliefend in ca. 0,5 bis 1 cm dicke Scheiben geschnitten
und die Schnittflachen adspektorisch auf verdachtige Herde untersucht.
Organproben der Lunge wurden nur enthommen, wenn das

Lungengewebe verdachtige Veranderungen aufwies.

Angesichts der gro3en Anzahl der Proben wurde die pathologisch-
histologische Untersuchung nur fur Organe von in der Kultur positiven
Tieren durchgefuhrt. Die in Formalin eingelegten Proben wurden
routinemalig aufgearbeitet und die Gewebeschnitte jeweils einer
Hamatoxylin-Eosin-Farbung sowie einer Farbung nach Fite-Faraco
(FARACO, 1938; FITE et al., 1947) unterzogen. Die Farbung nach Fite-
Faraco wurde gewahlt, da es sich um eine sehr schonende Methode
handelt, die sich erfahrungsmallig gut eignet fur Mykobakterien, deren
Wachshille durch das Entparaffinieren der Schnitte womdglich in

Mitleidenschaft gezogen wurde.

3.2 Molekularbiologischer Nachweis von Erregern des
Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes direkt aus Gewebe-

proben

3.2.1 Real-time PCR zum Nachweis von DNA von Erregern des

Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes in Gewebe

3.2.1.1 Lyse des Gewebes und DNA-Extraktion

Ein reiskorngrofdes Stlck des zu untersuchenden Gewebes wurde mit
einem Einmalskalpell fein zerkleinert und in ein 2 ml Mikro-
Schraubrohrchen mit einem Stahlkigelchen (Durchmesser 5§ mm)
gegeben. Falls eine Lasion sichtbar war, wurde das Gewebestick aus

dem gesunden Gewebe vom Rand der Lasion entnommen, da an dieser
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Stelle die Anwesenheit von Mykobakterien wahrscheinlich, die Lyse des
Gewebes jedoch nicht durch Verkalkungen behindert ist. 180 ul ATL-
Puffer und 20 ul Proteinase (aus dem DNeasy Blood & Tissue Kit) wurden
zugegeben, der Ansatz fur 2 mal 3 Minuten bei 30 Hertz im Tissue Lyser
homogenisiert und 2 bis 18 Stunden bei 56 °C im Thermomixer inkubiert.
Zur Inaktivierung der Mykobakterien wurde der Ansatz bei 98 °C Uber

mindestens 15 Minuten im Thermomixer erhitzt.

Anschlieend wurde die DNA-Extraktion mit dem DNeasy Blood & Tissue
Kit nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt. Lediglich am Ende der
Extraktion wurde nach einer Arbeitsanweisung des Friedrich-Loeffler-
Instituts wie folgt modifiziert: 200 yl AE-Puffer wurden funf Minuten auf der
Saule belassen, danach wurde zentrifugiert, das Filtrat nochmals auf die
gleiche Saule gegeben und vor dem endgultigen Abzentrifugieren
nochmals fur 5 Minuten inkubiert. Das Filtrat enthielt gereinigte DNA, die

anschlie3end in der PCR eingesetzt werden konnte.

Versuche zur Verbesserung dieser Methode

Um festzustellen, ob Veranderungen der Lysemethode oder eine
Behandlung der extrahierten DNA mit LOOXSTER® zu einem besseren
Nachweis von Mykobakterien-DNA in der PCR fuhren kann, wurden
bezuglich der Lyse des Gewebes mit zwei bereits nach der oben
beschriebenen Methode positiv getesteten Lymphknoten verschiedene
Versuche durchgefiihrt. Dazu wurde die vierfache bendtigte Menge an
Lymphknoten jeweils mit dem Einmalskalpell so zerkleinert und vermischt,
dass man nach der Trennung in die vier unterschiedlich zu behandelnden
Teile davon ausgehen konnte, womdglich enthaltene Mykobakterien

gleichmalig in den vier Proben verteilt zu haben.

Methode 1

wie oben beschrieben, lysieren Uber Nacht

Methode 2

wie oben beschrieben, lysieren flr zwei Stunden

Methode 3

Zum zerkleinerten Gewebe wurden 360 pyl ASL-Puffer und 1 pyl DX
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Antifoaming Reagent gegeben. Geschreddert wurde im Tissue Lyser
zuerst 3 Minuten bei 30 Hz mit verschieden grol3en Glasklgelchen (eines
mit Durchmesser 5 mm, drei mit Durchmesser 3 mm und einige mit
Durchmesser 1 mm), anschlieRend noch einmal bei der gleichen
Einstellung nach Zugabe von ca. 100 pl Glaskigelchen mit 250 pm
Durchmesser. Danach wurden 20 pl Proteinase zugegeben, alles 10
Minuten bei 70 °C inkubiert und anschlieRend die Mykobakterien durch

Erhitzen bei 98 °C Uber mindestens 15 Minuten inaktiviert.

Methode 4
wie Methode 3, ohne den zweiten Schredderschritt mit Glaskigelchen mit

250 ym Durchmesser

Mit den Lysaten wurde die DNA-Extraktion mit dem DNeasy Blood &
Tissue Kit wie oben beschrieben durchgefuhrt. 5 yl des Filtrats wurden
sofort fur die Real-time PCR verwendet. Das restliche Filtrat (195 pl)
wurde einer DNA-Anreicherung mit LOOXSTER® unterzogen und
anschlieRend 5 uyl davon in der Real-time PCR eingesetzt. Das

LOOXSTER® Kit wurde gemaR der Anleitung des Herstellers verwendet.

3.2.1.2 Real-time PCR

Die PCR wurde nach der Vorschrift der Amtlichen Methodensammlung
des FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUTS (2010) durchgefuhrt und ausge-
wertet. Es werden gleichzeitig zwei PCRs durchgefihrt: ,Real-time PCR
MTC - IS1081 + IC (duplex)* (IC = intern control) zum Nachweis von
IS1081 und ,Real-time PCR MTC — HELI + IC (duplex)“ zum Nachweis der
Hypothetischen Helicase (HELI). Fur ein positives Ergebnis mussen beide
Genorte nachgewiesen werden, der Nachweis nur eines der Genorte
liefert ein fragliches Ergebnis. Bei jedem der beiden Ansatze wird als
Hemmstoffkontrolle (IC) die genomische DNA des [B-Actin-Gens
nachgewiesen, um das Vorhandensein von PCR-inhibierenden Stoffen

auszuschliefRen.
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3.2.1.2.1 Real-time PCR MTC-1S1081+IC (duplex)-Protokoll

Reaktionansatz

Menge

Endkonzentration
im Ansatz

RNase freies Wasser 3,5 ul

2x QuantiTect Multiplex Master Mix 12,5 pl

MTC-1S1081-5F (100 pmol/pl)
CTC TCG ACG TTC ATC GCC G

0,8 pmol/pl

MTC-1S1081-5R (100 pmol/pl)
TGG CGG TAG CCG TTG CGC

0,8 pmol/pl

MTC-1S1081-5FAM (100 pmol/ul)

FAM-ATT GGA CCG CTC ATC GCT
GCG TTC-BHQ1

0,1 pmol/pl

ACT2-1030-F_DNA (100 pmol/pl)
AGC GCAAGT ACT CCGTGT G

0,2 pmol/pl

ACT-1135-R (100 pmol/ul)
CGG ACT CAT CGT ACT CCT GCT T

0,2 pmol/pl

ACT-1081-1105-YAK (100 pmol/pl)

Yakima Yellow-TCG CTG TCC ACC
TTC CAG CAG ATG T-BHQ1

0,1 pmol/pl

Master-Mix 20,0 i
Template-Probe 5,0 ul

Totalvolumen Reaktionsansatz 25,0 ul

Die Primer und Sonden wurden in 0,1x TE-Puffer pH 8,0 geldst.
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3.2.1.2.2 Real-time PCR MTC-HELI+IC (duplex)-Protokoll

Reaktionsansatz

Menge Endkonzentration
im Ansatz

RNase freies Wasser 3,5 ul

2x QuantiTect Multiplex Master Mix 12,5 pl

MTC-HELI-4F (100 pmol/l)
TTG ATC AGG TCG ACG ATG TAG 0,8 pmol/pl

MTC-HELI-4R (100 pmol/ul)
TCA CCA CCG ACA AAG CGT C 0,8 pmol/pl

MTC-HELI-4FAM (100 pmol/pl)

FAM-TCA ACG ACC CCA ACG ACT
GGT GC-BHQ1 0,1 pmol/ul

ACT2-1030-F_DNA (100 pmol/pl)
AGC GCAAGT ACT CCGTGT G 0,2 pmol/pl

ACT-1135-R (100 pmol/ul)
CGG ACT CAT CGT ACT CCT GCT T 0,2 pmol/pl

ACT-1081-1105-YAK (100 pmol/pl)

Yakima Yellow-TCG CTG TCC ACC
TTC CAG CAG ATG T-BHQ1 0,1 pmol/pl

Master-Mix 20,0 i
Template-Probe 5,0 ul

Totalvolumen Reaktionsansatz 25,0 ul

Die Primer und Sonden wurden in 0,1x TE-Puffer pH 8,0 geldst.
3.2.1.2.3 Cycler-Programm fir die Real-time PCR
Fir beide PCRs wird das gleiche Cycler-Programm verwendet:

Aktivierung der HotStar Tag DNA-Polymerase bei 95 °C fur 15 min;
anschlie3end 45 Zyklen mit folgendem Profil:

Denaturierung 95°C 60 sec
Primer-Hybridisierung (Annealing) 60 °C 30 sec
Elongation 72°C 30 sec

3.2.2 GenoType® Mycobacteria Direct von HAIN Lifescience
Der Nachweis von Mykobakterien des MTC direkt aus Gewebe wurde fur

Rinder-Gewebeproben parallel zur Real-time PCR auch mit dem Geno-
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Type® Mycobacteria Direct-Test der Firma HAIN Lifescience durchgefiihrt.
Als Ausgangsmaterial wurde dekontaminiertes Material aus der
Vorbereitung der Gewebeproben flir den kulturellen Nachweis (vgl. 3.4)
verwendet. Der Test wurde gemal der Anleitung des Herstellers

verwendet.

3.3  Mikroskopischer Nachweis von Mykobakterien

Far den mikroskopischen Nachweis wurde Material aus der Vorbereitung
der Gewebeproben fur den kulturellen Nachweis (vgl. 3.4) auf einen
Objekttrager aufgebracht und zu einer moglichst dinnen Schicht

ausgezogen.

Der Objekttrager wurde nach dem Lufttrocknen in der Gasflamme hitze-
fixiert und zur Inaktivierung der Mykobakterien fur 20 Minuten bei 98 °C im
Brutschrank inkubiert. Das Praparat wurde einer Auramin-Fluoreszenz-
Farbung (nach ISENBERG, 2004) unterzogen und anschlielend im

Fluoreszenzmikroskop auf saurefeste Stabchen untersucht.

3.4  Kultureller Nachweis von Mykobakterien aus Gewebeproben

Von jeder Einzelorganprobe wurde ein ca. 1 cm® groRes Stiick Gewebe
mit dem Skalpell fein zerkleinert, in ein 30-ml Plastikschraubréhrchen
gegeben, mit physiologischer Kochsalzlésung auf 5 ml aufgeflllt und mit
einem Mikrohomogenisator homogenisiert. Zum Dekontaminieren wurde
mit NALC auf 10 ml aufgefullt, grindlich gemischt und fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler bei 250 U/min inkubiert. Sofort
anschliellend wurde zur Neutralisation der NALC-L6sung 20 ml Sérensen-
Puffer  zugegeben und  grindlich  gemischt. Nach einem
Zentrifugationsschritt bei 3.500 U/min fir 20 Minuten wurde der Uberstand

verworfen.

Bei den Rinderproben wurde fur den mikroskopischen Nachweis mit einer
Einmaldse aus dem Pellet ein Ausstrich auf einem Objekttrager angefertigt

und weiter behandelt wie unter 3.3 beschrieben.

Das Pellet wurde bei Rinderproben mit 1,5 ml, bei Rotwildproben mit 1 ml
Sorensen-Puffer resuspendiert. Die gut gemischte Suspension wurde wie

folgt aufgeteilt:
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e 0,5 ml wurden in ein MGIT-Réhrchen mit 800ul Wachstumssupplement
PANTA gegeben und im BACTEC™ MGIT™ 960-System inkubiert.

e Je 20 pl wurden auf ein Stonebrink- und ein Lowenstein-Jensen-
Festnahrmedium gegeben und im Brutschrank bei 37 °C unter aeroben
Bedingungen bebrutet.

e Bei Rinderproben wurden 0,5 ml in ein 1,5-ml Mikro-Schraubréhrchen
abgenommen und fir den GenoType® Mycobacteria Direct-Test

verwendet (vgl. 3.2.2)

Im BACTEC™ MGIT™ 960-System werden positive Kulturen durch die
Zunahme der Fluoreszenz nach Abnahme des Sauerstoffgehalts
automatisch detektiert und angezeigt. Die Festnahrbéden wurden
wochentlich visuell auf Wachstum von Mykobakterienkulturen Uberprift.
Falls nach sechs Wochen auf keinem der drei Nahrbéden Wachstum

festgestellt werden konnte, wurde die Kultur als negativ abgeschlossen.

3.5 Molekularbiologische Differenzierung von Mykobakterien aus
der Kultur

Sobald in einer Kultur Wachstum festgestellt wurde, wurden von der

Flussigkultur 1,5 ml abgenommen bzw. von der Kultur auf festen

Nahrbéden eine Ose in einem 1,5-ml Mikro-Schraubréhrchen mit 1,5 ml

Wasser fur Injektionszwecke suspendiert. Nach einer Zentrifugation bei

10.000 U/min fir 15 Minuten wurde der Uberstand verworfen und das

Pellet in 300 pl Wasser fur Injektionszwecke resuspendiert.

Das 1,5-ml Mikro-Schraubrohrchen wurde fir 20 Minuten im Thermomixer
auf 98 °C erhitzt und danach zum Zellaufschluss fur 15 Minuten ins
Ultraschallbad gegeben (Ultraschall-Frequenz 35 kHz, Hochfrequenz-
Spitzenleistung 170 Watt).

Nach einem Zentrifugationsschritt bei 13.000 U/min fur 5 Minuten wurde
der Uberstand abgenommen und eine Speziesbestimmung mit folgenden

Testen der Fa. HAIN Lifescience gemal deren Vorgaben durchgefuhrt:

e Der GenoType® Mycobacterium CM grenzt das Vorliegen von
Mykobakterien des MTC von dem anderer Mykobakterienarten ab und

identifiziert 14 verschiedene atypische Mykobakterienarten.
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e Der GenoType® MTBC differenziert Mykobakterien des MTC in
M. tuberculosis, M. africanum, M. microti, M. bovis, M. bovis BCG und
M. caprae.

e Der GenoType® Mycobacterium AS identifiziert zusatzlich zum
GenoType® Mycobacterium CM weitere 16 atypische

Mykobakterienarten.

Isolate, die mit Hilfe dieser Methoden nicht identifiziert werden konnten,
wurden zur weiteren Speziesdifferenzierung mittels Sequenzierung der
16S rRNA an den Sachbereich GE 2.3 des LGL bzw. an das Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene an der Universitat Regensburg

gegeben.

3.6 Molekularepidemiologische Untersuchungen
Die molekularepidemiologische Uberpriifung von M.-caprae-Isolaten
erfolgte mittels MIRU-VNTR an der Sektion Hygiene und Medizinische

Mikrobiologie der Medizinischen Universitat Innsbruck.

3.7 Tenazitat von Mycobacterium caprae in salzhaltigem Substrat
Die Uberlebensfahigkeit von M. caprae im Substrat von Salzlecksteinen

wurde wie folgt Uberpruft.

3.7.1 Vorbereitung

Far diesen Versuch wurden 2-g Salzsticke verwendet, da diese gut in den
30-ml Plastikschraubréhrchen inkubiert und dort direkt fur die Vorbereitug
zur Kultur weiter verarbeitet werden konnten. Die Menge von 0,3 ml
Rinderspeichel pro Ansatz wurde gewahlt, weil diese Menge Speichel das
Salzstick zwar gut befeuchtet, aber nicht aufweicht. Die Menge an
M. caprae wurde mehr oder weniger willkirlich ausgewahlt, da nicht
bekannt ist, welche Mengen an M. caprae bei infizierten Tieren mit dem
Speichel ausgeschieden werden konnen. Die Konzentration ist womoglich
etwas hoch gewahlt, eine zu niedrige Konzentration hatte aber womaoglich
die damals ohnehin knappe Bebrutungskapazitat fur die Kulturen im S3-
Labor belegt, ohne dass es Uberhaupt zu einem positiven Ergebnis

kommen hatte konnen.
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Ein M.-caprae-Stamm, der im Jahr 2010 aus einem Schmaltier aus dem
Oberallgau isoliert wurde, wurde auf sechs Stonebrink-Nahrbdden
angezuchtet, nach einer Anzuchtzeit von vier Wochen abgeerntet, in
physiologischer Kochsalzlosung suspendiert und im Densimat auf eine
McFarland |-Verdinnung (300.000.000 Keime/ml, standardisiert auf

E. coli) eingestellt.

Von einem Salzleckstein wurden 27 Stlcke von je ca. 2 g abgespalten

und je ein Salzstuck in ein 30-ml Plastikschraubréhrchen gegeben.

Der Rinderspeichel wurde kurz vor dem Versuch gewonnen. Bei einem
Rind im Lehr- und Versuchsgut in Oberschleil3heim wurde durch Massage
der Kauplatte der Speichelfluss angeregt, ca. 30 ml Speichel in ein
Pathologie-Schraubgefal®d aufgefangen und umgehend fir den Versuch

verwendet.

3.7.2 Versuchsdurchfuhrung

Insgesamt 42 30-ml Plastikschraubrohrchen wurden wie folgt bestlckt:

13 Plastikschraubrohrchen enthielten je ein 2-g Stuck des
Salzlecksteins und 0,1 ml der McFarland | Verdinnung des M.-caprae-
Stamms.

e 13 Plastikschraubrohrchen enthielten je ein 2-g Stick des
Salzlecksteins, 0,3 ml Rinderspeichel und 0,1 ml der McFarland |
Verdinnung des M.-caprae-Stamms.

e 13 Plastikschraubrohrchen enthielten je 0,3 ml Rinderspeichel und 0,1
ml der McFarland | Verdiinnung des M.-caprae-Stammes.

e 1 Plastikschraubrohrchen enthielt nur ein 2-g Stiick des Salzlecksteins
(Negativkontrolle).

e 1 Plastikschraubrohrchen enthielten nur 0,3 ml Rinderspeichel
(Negativkontrolle).

e 1 Plastikrohrchen enthielt nur 0,1 ml der McFarland | Verdinnung des

M.-caprae-Stamms (Positivkontrolle).

Zusatzlich wurden jeweils 0,1 ml der McFarland | Verdinnung in 12 MGIT-

Rohrchen mit jeweils 800ul Wachstumssupplement gegeben.
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Die Positiv- und beide Negativkontrollen, sowie der Inhalt je eines der 13
unterschiedlich bestickten 30-ml Plastikschraubrohrchen wurden sofort
(Tag 0) dekontaminiert und kultiviert. Dazu wurde jeweils direkt in das
30-ml Plastikschraubrohrchen 5 ml physiologische Kochsalzldsung
gegeben und der Inhalt des Roéhrchens mit einem Mikrohomogenisator
homogenisiert. Ab diesem Punkt des Homogenisierens wurde weiter
verfahren wie unter 3.4 beschrieben. Es wurde jedoch nur auf einem
Stonebrink-Festnahrboden angeziuchtet und der mikrobiologische
Nachweis wurde nicht mit dem GenoType® Mycobacteria Direct-Test,
sondern mit der Real-time PCR durchgeflhrt. Dazu wurde nach einer
Zentrifugation bei 10.000 U/min fir 15 Minuten der Uberstand verworfen
und das Pellet mit 180 pl ATL-Puffer und 20 pl Proteinase (aus dem
DNeasy Blood & Tissue Kit) resuspendiert. Nach der Inkubation bei 56 °C
fur mindestens 2 Stunden und der anschlieBenden Inaktivierung der
Mykobakterien durch Erhitzen bei 98 °C Uber mindestens 15 Minuten
wurde die DNA mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit extrahiert und in der
Real-time PCR eingesetzt (vgl. 3.2.1).

Die restlichen drei mal zwolf 30-ml Plastikschraubrohrchen wurden so
aufgeteilt, dass jeweils vier Rohrchen mit gleichem Inhalt und vier MGIT-
Rohrchen bei 31 °C im Brutschrank, bei 20 °C und bei 4 °C im

Kuhlschrank inkubiert wurden.

In wochentlichen Abstanden (Tag 7, 14, 21 und 28) wurde der Inhalt von
neun Rohrchen angezichtet wie oben fur die Kontrollen beschrieben, und
zwar aus jedem der drei unterschiedlichen Temperaturbereiche jeweils
drei Rohrchen mit den drei unterschiedlichen Inhalten. Dazu wurde in
jeder Woche aus jedem Temperaturbereich ein MGIT-Réhrchen zum
Bebriiten in das BACTEC™ MGIT™ 960-System gegeben.

3.8 Untersuchung von Blutproben mit dem BOVIGAM®-Test
(Nachweis von Interferon-y)

Insgesamt 244 Blutproben von 173 Rindern wurden im Bovigam®-Test

untersucht. Das Testprinzip ist der Nachweis einer spezifischen

Ausschuttung von Interferon-y durch T-Lymphozyten nach Restimulierung

mit Mykobakterien-Antigen. Die Menge des ausgeschutteten Interferon-y
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wird mittels ELISA bestimmt. Fir den Test wurde heparinisiertes Vollblut,
das bei 22 + 5 °C gelagert wurde, innerhalb von 18 Stunden nach

Entnahme bearbeitet.

Stimulierung der Blutproben

Im Labor wurden die Blutproben vorsichtig durchgemischt und in einer
sterilen 24 Well-Zellkultur-Platte in vier Portionen a 1,5 ml aufgeteilt. Zu

jeweils einem der vier Aliquots wurde zugegeben:

e 0,1 ml Bovine PPD Stimulation Antigen (0,3 mg/ml) (= PPD-B)

e 0,1 ml Avian PPD Stimulation Antigen (0,3 mg/ml) (= PPD-A)

e 0,1 ml PBS (Negativkontrolle = NIL)

e Lectin aus Phytolacca americana (PWM = Pokeweed mitogen),

Endkonzentration in der Blutprobe 5 ul/ml (Positivkontrolle)

Bei 34 der im BOVIGAM®-Test getesteten Blutproben wurde die Stimu-
lation der T-Lymphozyten parallel zur oben beschriebenen Methode
zusatzlich mit den Antigenen des QuantiFERON®-TB Gold In-Tube-Tests
(Test zum immunologischen Nachweis einer Infektion mit M. tuberculosis
beim Menschen) vorgenommen. Nach Erteilung einer entsprechenden
Ausnahmegenehmigung nach § 17c Abs. 4 Nr. 1 Tierseuchengesetz

durch das StMUG wurden die Rinder hierfur willkirlich ausgewahit.

Es wurde jeweils 1 ml Rinderblut in jedes der drei QuantiFERON®-TB Gold
In-Tube-Rdéhrchen gegeben, von denen eines mit MTC-spezifischen
Antigenen (Mixtur aus synthetischen Peptiden der Proteine ESAT-6, CFP-
10 und TB7.7) beschichtet ist, ein zweites mit Mitogen (Positivkontrolle)

und ein drittes Rohrchen als Negativkontrolle unbeschichtet ist.

Die stimulierten Blutproben wurden flr 16 bis 24 Stunden bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert.

3.9 Durchfihrung des BOVIGAM® ELISA und Auswertung des
BOVIGAM®-Tests

Der Nachweis des bovinen Interferon-y erfolgte im rinderspezifischen

BOVIGAM®-ELISA nach Angaben des Herstellers.
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Die Auswertung erfolgte mit dem Programm PrioPresto. Neben der
Messung der OD-Werte (OD = optical density) der einzelnen Proben
uberprifte das Programm sowohl die Validitat der Messung der
kompletten ELISA-Platte durch Kontrolle der testinternen Positiv- und
Negativkontrollen als auch die Validitdt der einzelnen Plasmaproben
anhand der Positiv- (PWM) und Negativkontrolle (NIL).

Ein zu geringer OD-Wert der Positivkontrolle zeigt eine Schadigung der
Lymphozyten oder nicht reaktive Lymphozyten des Wirtes
(Immunsuppression, zum Beispiel in der Niederbruchsphase oder durch
Medikamente) an, ein zu hoher OD-Wert der Negativkontrolle eine
unspezifische Reaktion der T-Lymphozyten (zum Beispiel Stimulation
durch Verunreinigung). Beides fuhrt dazu, dass die Messung dieser
Proben ungultig wird. Bei ungultigen Messwerten wurde der Bovigam®-
ELISA aus den Plasmaproben wiederholt. Ein dennoch nicht auswertbares

Ergebnis lag bei 3 der 244 Proben vor.

Die gultigen Tests wurden weiter ausgewertet. Eine positive Reaktion lag
vor, wenn die Differenz der ODs der mit PPD-B stimulierten Probe und der
Negativkontrolle (OD (PPD-B) — OD (NIL)) und der mit PPD-B stimulierten
Probe und der mit PPD-A stimulierten Probe (OD (PPD-B) — OD (PPD-A))
> 0,1 war. Eine negative Reaktion lag vor, wenn die Differenz der ODs der

mit PPD-B stimulierten Probe und der Negativkontrolle oder der mit PPD-B

stimulierten Probe und der mit PPD-A stimulierten Probe < 0,1 war.

4  Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm PASW®
Statistics 18 (Version 18.0.0, IBM®) durchgefiihrt.

Alle Tests wurden zweiseitig zum Signifikanzniveau a = 5 % durchgefunhrt.
Ist die Irrtumswahrscheinlichkeit (p-Wert) kleiner oder gleich dem
Signifikanzniveau a, bestehen statistisch signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen.
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4.1 Sensitivitat
Die Sensitivitat gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass ein infiziertes Tier
auch tatsachlich als positiv erkannt wird (GLAS et al., 2003):

Sensitivitat = Anzahl der richtig Positiven/Anzahl aller Positiven

4.2  Spezifitat
Die Spezifitat gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass ein nicht infiziertes Tier
auch tatsachlich als negativ erkannt wird (GLAS et al., 2003):

Spezifitat = Anzahl der richtig Negativen/Anzahl aller Negativen

4.3 Diagnostic Odds Ratio
Odds sind Quotienten aus der Wahrscheinlichkeit, dass ein Ereignis A
eintritt (P(A)) und der Wahrscheinlichkeit, dass es nicht eintritt (1-P(A)).

Die Diagnostic Odds Ratios (DOR) sind die Quotienten aus den Odds der
richtig Positiven und den Odds der falsch Positiven. Die DOR kann als
einzelne Mal3zahl zur Beschreibung der Testgute verwendet werden, da
ein enger Zusammenhang zu anderen Gutekriterien besteht, z.B. DOR =
(Anzahl der richtig Positiven / Anzahl der falsch Negativen) / (Anzahl der
falsch Positiven / Anzahl der richtig Negativen) = (Sensitivitat / (1-
Sensitivitat)) / (1-Spezifitat) / Spezifitat).

Der Wertebereich der DOR erstreckt sich von 0 bis +~, wobei Werte < 1
bedeuten, dass eine Fehlinterpretation der Testergebnisse erfolgt und
Werte = 1, dass der Test keine Diskriminationsfahigkeit besitzt. Je groer
die Werte der DOR, umso besser ist die Testgute. Die DOR kann auf
verschiedene Arten berechnet werden, zum Beispiel: DOR = (Anzahl der
richtig Positiven / Anzahl der falsch Negativen) / (Anzahl der falsch
Positiven / Anzahl der richtig Negativen) oder (Sensitivitat / (1-Sensitivitat))
/ (1-Spezifitat) / Spezifitat) (GLAS et al., 2003).

4.4  Tests fur Lagealternativen
Der t-Test fur unabhangige Stichproben pruft, ob sich zwei unabhangige,
normalverteilte  Stichproben hinsichtlich ihrer zentralen Tendenz

unterscheiden.
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Far verbundene Stichproben wird der t-Test fur abhangige Stichproben
verwendet, falls die Differenzen der Variablenwerte normalverteilt sind.
Liegt keine Normalverteilung vor oder handelt es sich um kleine

Stichproben, sollten nonparametrische Verfahren durchgeflhrt werden.

Als nonparametrisches Pendant zum t-Test fur unabhangige Stichproben
dient der Mann-Whitney-U-Test, bei verbundenen Stichproben pruft der
nonparametrische Wilcoxon-H-Test, ob Unterschiede hinsichtlich der
zentralen Tendenz bestehen (FAHRMEIR et al., 2010; BORTZ et al.,
2000).

Box Plots

Die Box-Plots zeigen das Minimum, das untere Quartil, den Median, das
obere Quantil und das Maximum der Werte (FAHRMEIR et al., 2010):

Die dunkle Linie in der Mitte der Box zeigt den Median. Im unteren Bereich
der Box wird das untere Quartil dargestellt, in dem 25 % aller Werte
liegen, im oberen Bereich das obere Quartil, in dem ebenfalls 25 % aller
Werte liegen. Innerhalb der Box liegen also 50 % der Werte. Innerhalb der
Whisker (T-Balken) und der Box liegen bei einer Normalverteilung 95 %
der Daten. Ausreil3er sind durch Punkte, extreme Ausreier durch Sterne

gekennzeichnet.

4.5 Analyse von Haufigkeiten

Der x2-Test flr Kontingenztafeln testet auf Haufigkeitsunterschiede
zwischen unabhangigen Stichproben, wobei mindestens 80 % der
erwarteten Haufigkeiten grofRer funf und keine der erwarteten Haufigkeiten
gleich null sein sollten. Sind die Voraussetzungen fur den x2-Test nicht
erfullt, erfolgt die Analyse mit dem exakten Test nach Fisher. Fur den
Vergleich von mehr als zwei Stichproben wird der Fisher-Freeman-Halton-
Test verwendet (BORTZ et al., 2000).
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|V ERGEBNISSE

1 Vergleich von verschiedenen Methoden der Gewebe-
und DNA-Aufbereitung

Zwei Rinderlymphknoten (ein Darm- und ein Lungenlymphknoten) wurden
mit vier verschiedenen Methoden (M1 bis M4) lysiert. Dabei wurden der
eingesetzte Puffer, die GroRe der Glaskugelchen zur Homogenisierung
sowie die Zeitdauer des Proteinase-Verdaus variiert. Die DNA wurde
sowohl direkt als auch nach einer DNA-Anreicherung mit LOOXSTER® in
der Real-time PCR eingesetzt. Zum Vergleich der Effektivitat der
verschiedenen Methoden zur Lyse des Gewebes und der DNA-
Anreicherung mit LOOXSTER® wurden die CT-Werte der Real-time PCR
verglichen (CT = cycle threshold = Zyklenzahl, bei der zum ersten Mal ein

Anstieg der Fluoreszenz uber das Grundrauschen ermittelt wird).

Die CT-Werte zwischen den verschiedenen Lysemethoden unterschieden
sich kaum, die Behandlung mit LOOXSTER?® fiihrte jedoch beim Nachweis
der Genorte [S1081 und HELI bei drei von vier Proben des
Darmlymphknotens tendenziell zu einer Verbesserung der CT-Werte (vgl.
Tab. IV.1). Beim Lungenlymphknoten konnten die Genorte 1IS1081 und
HELI in keiner der vier Proben — weder vor noch nach DNA-Anreicherung
— nachgewiesen werden (vgl. Tab. IV.2), obwohl in einer friheren
Untersuchung dieses Lymphknotens bereits beide Mykobakteriengene

nachgewiesen worden waren.
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Tab. IV.1  Ergebnisse der Real-time PCR (Angabe der CT-Werte) zum
Vergleich verschiedener Gewebelyseverfahren und der DNA-
Anreicherung mit LOOXSTER® bei einem Darmlymphknoten
vom Rind; M1-M4 = Methode 1 bis 4

Darmlymphknoten Rind
PCR-Ergebnis vor LOOXSTER® PCR-Ergebnis nach LOOXSTER®
1IS1081 HELI 1S1081 HELI 1S1081 HELI 1IS1081 HELI
MTC MTC | B-Actin | B-Actin | MTC MTC | B-Actin | B-Actin
M1 29.25 29.11 21.06 2112 25.90 26.47 18.58 18.54
M2 29.88 29.82 21.09 20.79 26.82 27.09 18.52 18.18
M3 30.59 30.35 20.67 20.66 27.05 27.60 17.92 17.58
M4 29.84 29.94 19.76 20.27 30.96 31.22 21.64 21.49

Tab. IV.2 Ergebnisse der Real-time PCR (Angabe der CT-Werte) zum
Vergleich verschiedener Gewebelyseverfahren und der DNA-
Anreicherung mit LOOXSTER® bei einem Lungenlymphknoten
vom Rind; M1-M4 = Methode 1 bis 4

Lungenlymphknoten Rind
PCR-Ergebnis vor LOOXSTER® PCR-Ergebnis nach LOOXSTER®
IS1081 | HELI | 1S1081 | HELI | 1S1081 | HELI | 1S1081 | HELI
MTC MTC | B-Actin | B-Actin | MTC MTC | B-Actin | B-Actin
M1 | NoCT | NoCT | 20.46 | 20.22 | NoCT | NoCT | 20.88 | 20.98
M2 | NoCT | NoCT | 21.01 20.86 | NoCT | NoCT | 19.08 | 19.21
M3 | NoCT | NoCT | 20.27 | 20.28 | NoCT | NoCT | 17.61 17.49
M4 | NoCT | NoCT 30.03 20.09 NoCT | NoCT 17.83 18.93
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2 Vergleich verschiedener Nachweisverfahren bei der

Untersuchung von Gewebeproben

Von den 361 Organproben von Rindern lagen eindeutige und auswertbare

Ergebnisse vor bei

e 352 Proben in der pathologisch-anatomischen Untersuchung,

e 361 Proben in der mikroskopischen sowie der kulturellen Unter-
suchung,

e 341 Proben in der Untersuchung mittels Real-time PCR

e 268 Proben in der Untersuchung mittels GenoType® Mycobacteria

Direct-Test.

Alle Untersuchungsergebnisse sind nach Art der Organproben sortiert in
den Tabellen 1V.3 bis 1V.14 aufgefuhrt.

In der kulturellen Untersuchung konnte bei 39 der 361 Organproben
M. caprae nachgewiesen werden, andere Erreger des MTC wurden aus

keiner Organprobe nachgewiesen. M. caprae wurde nachgewiesen in

7 von 26 Darmlymphknoten,

e 1 von 51 Euterlymphknoten,

e 7 von 38 Leberlymphknoten,

e 9 von 55 Lungenlymphknoten,

e 7 von 56 Mediastinallymphknoten,

e 2 von 60 Retropharyngeallymphknoten,
e 4 von 59 Lungenproben,

¢ 1 von 5 Tonsillenproben und

e 1 von 7 Lymphknotenpools.

In einer Leber-, einer Nieren- und zwei Thymusproben wurde M. caprae

nicht nachgewiesen.

Mit der Kultur als Referenz (Goldstandard) wurden fur die
Untersuchungsmethoden GenoType® Mycobacteria Direct-Test und Real-
time PCR die Sensitivitat und Spezifitat sowie die DOR sowohl fiur alle
Gewebeproben (vgl. Tab IV.15) als auch nur fur die typisch pathologisch-

anatomisch veranderten Gewebeproben (vgl. Tab. 1V.16) berechnet.
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Sensitivitat und Spezifitat einzelner Nachweismethoden

Beim Vergleich der Diagnosemethoden wurde bei der Real-time PCR eine
Sensitivitdt von 59 %, beim GenoType® Mycobacteria Direct-Test eine
Sensitivitat von 41 % und bei der Mikroskopie (Nachweis saurefester
Stabchen) eine Sensitivitat von 50 % festgestellt. Die Spezifitat lag jeweils
bei 99 %.

Nachweismethoden unter der
in der pathologisch-

Sensitivitit und Spezifitat einzelner
Voraussetzung eines positiven Ergebnisses
anatomischen Untersuchung

Unter der Voraussetzung, dass in der pathologisch-anatomische

Untersuchung tuberkulosetypische Veranderungen festgestellt werden
konnten, lag die Sensitivitat der Real-time PCR bei 68 % (n = 36), des
GenoType® Mycobacteria Direct-Tests bei 48 % (n = 41), der Mikroskopie
(Nachweis saurefester Stabchen) bei 59 % (n = 42). Die Spezifitaten lagen
jeweils bei 75 % bzw. 63 % bzw. 88 %.

Tab. IV.3  Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,
molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Darmlymphknoten von Rindern (n = 26)

GenoType® R pathologisch-

Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische

Proben : PCR

Direct Untersuchung
11 negativ - negativ negativ kein Hinweis auf TB
4 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
4 positiv MTC MTC M. caprae Hinweis auf TB
. nicht . : S .
1 negativ auswertbar negativ negativ kein Hinweis auf TB
1 negativ MTC MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 positiv negativ MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 positiv negativ MTC negativ Hinweis auf TB
1 positiv MTC MTC negativ Hinweis auf TB
1 positiv MTC fraglich M. caprae Hinweis auf TB
. nicht . s :
1 negativ --- auswertbar negativ kein Hinweis auf TB

positive Mikroskopie =

Nachweis von saurefesten Stabchen; negative Kultur = keine
Erreger des MTC nachgewiesen; --- = nicht durchgefiihrt

56




IV Ergebnisse

Tab. IV.4  Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,
molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Organprobe von der Leber eines Rindes (n = 1)

GenoType® R pathologisch-
Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische
Proben . PCR
Direct Untersuchung
1 negativ MTC negativ negativ Hinweis auf TB
negative Kultur = keine Erreger des MTC nachgewiesen; --- = nicht durchgefihrt
Tab. IV.5 Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,
molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Euterlymphknoten von Rindern (n = 51)
GenoType® R pathologisch-
Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische
Proben : PCR
Direct Untersuchung
38 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ M. caprae | kein Hinweis auf TB
. nicht . : S :
2 negativ auswertbar negativ negativ kein Hinweis auf TB
9 negativ - negativ negativ kein Hinweis auf TB
. nicht . - :
1 negativ - auswertbar negativ kein Hinweis auf TB
negative Kultur = keine Erreger des MTC nachgewiesen; --- = nicht durchgefiihrt
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Tab. IV.6  Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,
molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Leberlymphknoten von Rindern (n = 38)

GenoType® . pathologisch-
Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische
Proben . PCR
Direct Untersuchung
15 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
8 negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
3 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
2 negativ negativ negativ M. caprae Hinweis auf TB
. nicht nicht . — .
2 negativ auswertbar | auswertbar negativ kein Hinweis auf TB
1 negativ negativ MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 negativ negativ fraglich negativ kein Hinweis auf TB
1 positiv MTC MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ M. caprae | kein Hinweis auf TB
. nicht . . C .
1 negativ auswertbar negativ negativ kein Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ M. caprae | kein Hinweis auf TB
. . nicht . C .
1 negativ negativ auswertbar negativ kein Hinweis auf TB
1 positiv negativ negativ M. caprae Hinweis auf TB

positive Mikroskopie

Nachweis von saurefesten Stabchen; negative Kultur = keine
Erreger des MTC nachgewiesen; --- = nicht durchgefiihrt
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Tab. IV.7 Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,
molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Organproben von Lungen von Rindern (n = 59)

GenoType® . pathologisch-

Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische

Proben . PCR

Direct Untersuchung
39 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
2 positiv MTC MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 positiv MTC negativ M. caprae Hinweis auf TB
1 positiv MTC MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ negativ Hinweis auf TB
. . nicht . . .
1 negativ negativ auswertbar negativ kein Hinweis auf TB
. nicht . . C .
1 negativ auswertbar negativ negativ kein Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ negativ fraglich
11 negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
. nicht . Co .
1 negativ - auswertbar negativ kein Hinweis auf TB

positive Mikroskopie =

Nachweis von saurefesten Stabchen; negative Kultur = keine
Erreger des MTC nachgewiesen; --- = nicht durchgefihrt
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Tab. IV.8 Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,
molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Lungenlymphknoten von Rindern (n = 55)

GenoType® . pathologisch-

Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische

Proben . PCR

Direct Untersuchung
31 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
6 negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
3 negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
2 positiv negativ MTC M. caprae Hinweis auf TB
2 negativ negativ fraglich M. caprae Hinweis auf TB
2 negativ negativ negativ negativ Hinweis auf TB
2 negativ negativ negativ M. caprae Hinweis auf TB
. nicht . o .
2 negativ - auswertbar negativ kein Hinweis auf TB
1 negativ MTC MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 negativ negativ MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 positiv negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
. nicht . . C .
1 negativ auswertbar negativ negativ kein Hinweis auf TB
1 negativ negativ MTC M. caprae fraglich
positive Mikroskopie = Nachweis von saurefesten Stabchen; negative Kultur = keine
Erreger des MTC nachgewiesen; --- = nicht durchgefiihrt
Tab. IV.9 Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,

molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Lymphknoten-Pools von Rindern (n = 7)

GenoType® R pathologisch-
Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische
Proben ; PCR
Direct Untersuchung
6 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
1 positiv MTC fraglich M. caprae Hinweis auf TB

positive Mikroskopie =
Erreger des MTC nachgewiesen

Nachweis von saurefesten Stabchen; negative Kultur = keine
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Tab. IV.10 Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,
molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der

Mediastinallymphknoten von Rindern (n = 56)

GenoType® R pathologisch-
Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische
Proben . PCR
Direct Untersuchung
32 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
12 negativ - negativ negativ kein Hinweis auf TB
: nicht . . o .
2 negativ auswertbar negativ negativ kein Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ M. caprae Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ negativ Hinweis auf TB
1 negativ MTC MTC negativ Hinweis auf TB
1 negativ MTC MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 negativ negativ MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ negativ fraglich
1 positiv MTC MTC M. caprae Hinweis auf TB
1 positiv negativ negativ M. caprae Hinweis auf TB
. nicht ; . .
1 positiv auswertbar negativ M. caprae Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ M. caprae | kein Hinweis auf TB
positive Mikroskopie = Nachweis von saurefesten Stabchen; negative Kultur = keine
Erreger des MTC nachgewiesen; --- = nicht durchgefiihrt
Tab. IV.11 Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,

molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Organprobe von einer Niere eines Rindes (n = 1)

GenoType® R pathologisch-
Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische
Proben ; PCR
Direct Untersuchung
1 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB

negative Kultur = keine Erreger des MTC nachgewiesen

61




IV Ergebnisse

Tab. IV.12 Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,
molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Retropharyngeallymphknoten von Rindern (n = 60)

GenoType® R pathologisch-
Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische
Proben : PCR
Direct Untersuchung
37 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
10 negativ - negativ negativ kein Hinweis auf TB
. nicht . . S .
4 negativ auswertbar negativ negativ kein Hinweis auf TB
: : nicht . - .
2 negativ negativ auswertbar negativ kein Hinweis auf TB
; nicht . - .
2 negativ - auswertbar negativ kein Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ negativ fraglich
1 negativ negativ fraglich M. caprae Hinweis auf TB
1 positiv MTC fraglich M. caprae Hinweis auf TB
1 negativ negativ fraglich | verunreinigt Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ negativ Hinweis auf TB

positive Mikroskopie =

Erreger des MTC nachgewiesen; --- = nicht durchgefihrt

Nachweis von saurefesten Stabchen; negative Kultur = keine

Tab. IV.13 Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,
molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Organproben vom Thymus von Rindern (n = 2)

GenoType® . pathologisch-
Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische
Proben : PCR
Direct Untersuchung
2 negativ negativ negativ negativ fraglich

negative Kultur = keine Erreger des MTC nachgewiesen

Tab. IV.14 Ergebnisse der pathologisch-anatomischen, mikroskopischen,
molekularbiologischen und kulturellen Untersuchung der
Organproben von den Tonsillen von Rindern (n = 5)

GenoType® N pathologisch-
Anzahl Mikroskopie | Mycobacteria Real-time Kultur anatomische
Proben ; PCR
Direct Untersuchung
4 negativ negativ negativ negativ kein Hinweis auf TB
1 negativ negativ negativ M. caprae fraglich

negative Kultur = keine Erreger des MTC nachgewiesen
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Tab. IV.15: Ergebnisse der Validitat der Diagnosemethoden GenoType®
Mycobacteria Direct-Test und Real-time PCR (bezogen auf
das Ergebnis der Kultur; n = 268 bzw. 341 Organproben);
95 %-Konfidenzintervall in eckigen Klammern

GenoType®
Mycobacteria Direct- Real-time PCR
Test
Diagnostic Odds . .
Ratio (DOR) 52,41 [14,20; 193,37] 217,86 [46,28; 1025,53]
Sensitivitat 0,41 [0,26; 0,58] 0,59 [0,41; 0,75]
Spezifitat 0,99 [0,96; 1,00] 0,99 [0,98; 1,00]

Tab. IV.16 Ergebnisse der Validitat der Diagnosemethoden GenoType®
Mycobacteria Direct-Test und Real-time PCR unter der
Voraussetzung, dass in der pathologisch-anatomischen
Untersuchung typische Veranderungen festgestellt werden
konnten (bezogen auf das Ergebnis der Kultur; n = 41 bzw. 36
Organproben); 95 %-Konfidenzintervall in eckigen Klammern

GenoType®
Mycobacteria Direct- Real-time PCR
Test
Diagnistic Odds _ _
Ratio (DOR) 1,57 [0,32; 7,66] 6,33 [1,06; 37,78]
Sensitivitat 0,48 [0,31; 0,66] 0,68 [0,48; 0,84]
Spezifitat 0,63 [0,24; 0,91] 0,75 [0,35; 0,97]

3 Vermehrungsfahigkeit von Mycobacterium caprae

nach Inkubation mit Salz und/oder Speichel

Der verwendete M.-caprae-Stamm wurde auf Salz und/oder
Rinderspeichel bei verschiedenen Temperaturen (4 °C, 20 °C und 31 °C)
in  Mehrfachansatzen zwischen ein und vier Wochen inkubiert.
AnschlieBend wurde durch kulturelle Untersuchung Uberprift, ob
uberlebende Mykobakterien vorhanden waren und somit grundsatzlich die
Gefahr einer Ubertragung von M. caprae zwischen Tieren (ber

gemeinsam genutzte Salzlecksteine vorhanden sein kénnte.

Am Tag 0 wurden die Positivkontrollen (M. caprae, M. caprae auf Salz,
M. caprae in Rinderspeichel sowie M. caprae auf Salz mit Rinderspeichel)

und Negativkontrollen (nur Salz und nur Rinderspeichel) angeziichtet. Die
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Positivkontrollen zeigten Wachstum, das Uber die Real-time PCR als MTC
identifiziert werden konnte, wahrend die Kultur der Negativkontrollen nach

acht Wochen negativ abgeschlossen wurde.

Die weiteren Positivkontrollen (MGIT-Rohrchen), die jede Woche aus je
einem der Temperaturbereiche direkt zur Bebriitung in das BACTEC™
MGIT™ 960-System gegeben wurden, zeigten alle Wachstum, das

ebenfalls tGiber die Real-time PCR als MTC identifiziert werden konnte.

Bei der weiteren Auswertung wurde unterschieden, ob innerhalb von acht
Wochen nach Anzucht des auf unterschiedlichem Substrat inkubierten M.-
caprae-Stamms Wachstum festzustellen war (also Mykobakterien Uberlebt
hatten) oder nicht. Bei sieben von neun unterschiedlichen
Inkubationsbedingungen konnte auch nach vier Wochen noch Wachstum
festgestellt werden: Inkubation bei 20 °C und 31 °C auf Salz mit Speichel
sowie nur auf Speichel und bei 4 °C auf Salz, Salz mit Speichel und nur

auf Speichel.

Bei der Verwendung von reinem Salz als Substrat waren
vermehrungsfahige Mykobakterien nach maximal einer Woche (bei 20 °C)
bzw. gar nicht mehr nachweisbar (bei 31 °C) (siehe Abb. IV.1).

Die Uberlebensfahigkeit unter den verschiedenen Bedingungen wurde
mittels Fisher-Freeman-Halton-Test statistisch ausgewertet, da die
Voraussetzung fur den x*Test nicht erflllt ist. Eventuell vorhandene
Wechselwirkungen zwischen den Bedingungen dieses Tests werden in

diesem Test nicht berucksichtigt.

Weder die Temperatur (bei FlUssig- und Festnahrboden p = 0,124; Fisher-
Freeman-Halton-Test, n = 36) wahrend der Inkubation, noch die Zeitdauer
(bei Flussig- und Festnahrboden p = 0,999; Fisher-Freeman-Halton-Test,
n = 36) der Inkubation hatten einen signifikanten Einfluss auf das
Wachstum von M. caprae. Zwischen dem Wachstum des M.-caprae-
Stamms und dem Substrat bei der Inkubation (Salz und/oder
Rinderspeichel)  bestand  allerdings ein  hochst  signifikanter
Zusammenhang (bei Flussig- und Festnahrboden p < 0,001; Fisher-
Freeman-Halton-Test, n = 36). Nur gut 40 % (5 von 12) der ausschlief3lich

mit Salz inkubierten Proben zeigten nach der Anzucht Wachstum
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gegenuber 100 % der auf Salz und Rinderspeichel oder nur mit
Rinderspeichel inkubierten Proben (vgl. Abb. 1V.2). Die Temperatur
wahrend der Inkubation spielte dabei eine entscheidende Rolle: Wahrend
M. caprae nach der Inkubation mit Salz bei einer Temperatur von 4 °C
auch nach 4 Wochen noch vermehrungsfahig war, konnten lebende
Erreger bei einer Inkubationstemperatur von 20 °C nur noch in der ersten
Woche nachgewiesen werden, bei einer Inkubationstemperatur von 31 °C
gar nicht (vgl. Abb. IV.1).

Vermehrungsféahigkeit von M. caprae nach Inkubation tber:

o

83 o4 Wochen
é 03 Wochen
<, m 2 Wochen
_E @1 Woche
©

o)

=}

x

=

Salz Salz und

Speichel

Salz und Salz

Speichel

Salz und Salz

Speichel

Speichel Speichel Speichel

Inkubation bei 31°C Inkubation bei 20°C Inkubation bei 4°C

Abb. IV.1: Wachstum von M. caprae nach Inkubation unter
verschiedenen Bedingungen (n = 36)
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Vermehrungsfahige M. caprae [%]

100 -

80 -

60 -

40 1

20 +

O Flissignahrboden
B Festnahrboden

Salz Rinderspeichel Salz und
Rinderspeichel

Inkubation auf

Abb. IV.2: Zusammenhang zwischen dem Uberleben von M. caprae auf

Flissig- und  Festnahrbéden abhangig von dem
Vorhandensein von Salz, Rinderspeichel bzw. Salz und
Rinderspeichel bei der Inkubation (36 Proben insgesamt,
jeweils 12 Proben mit unterschiedlicher Inkubationstemperatur
und -dauer auf Salzstein, Rinderspeichel bzw. Salzstein und
Rinderspeichel)
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4  Vergleich der Ergebnisse des Interferon-y-Nachweises
im BOVIGAM®-Test mit denen anderer

Diagnosemethoden

4.1 Ergebnisse des BOVIGAM®-Tests

Alle 173 Rinder, von denen Blutproben mit dem BOVIGAM®-Test
untersucht wurden, sind in Tabelle IV.17 aufgefihrt. Dabei wurden die
Einzeltiere der Ubersichtlichkeit halber entsprechend der erhaltenen

Ergebniskombinationen gruppiert.

4.2  Reproduzierbarkeit der BOVIGAM®-Ergebnisse aus Plasma

Der BOVIGAM®-ELISA zum Nachweis von Interferon-y wurde an den 28
Blutproben aus Bestand A direkt nach der Stimulation der Blutproben
durchgefuhrt und zusatzlich ein zweites Mal innerhalb von 24 Stunden aus
demselben Ansatz. Das Plasma wurde in der Zwischenzeit im
Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Die Ergebnisse der beiden BOVIGAM®-
Tests entsprachen sich bei 27 Plasmaproben, eine Plasmaprobe
veranderte das Ergebnis von negativ im ersten zu positiv im zweiten Test.
Die Differenz der Werte OD (PPD-B) und OD (PPD-A) lag bei der zweiten

Messung um 0,06 Uber dem Wert der ersten Messung.
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Tab. IV.17 Ergebnisse aller durchgefihrten Untersuchungen in Relation
zu den im BOVIGAM®-Test untersuchten Rinderblutproben

Bestand/ GT Real- BOVIGAM®-Test Simul- | anatomisch-
Anzahl Mi. MD time | Kultur tantest | pathologische
Rinder PCR vor ST nach ST |(sT) Untersuchung

A7
A3
A2

A1

L

A1
A1

=

frag

frag

frag

frag

frag

frag
frag

verunreinigt | - |

frag
frag

frag

|
frag
|

frag

G112
Gl7

G
G
G
H/1
1111
110
1/6
112
Ki7
K/3
K/2
K/2
K/
L/41
LM

Mi. = Mikroskopie, GT MD = GenoType® Mycobacteria Direct — Test, neg = negativ, pos =
positiv, frag = fraglich, n.a. = nicht auswertbar, --- = nicht durchgefiihrt, TB = Tuberkulose,
HS = Hemmstoff; positive Mikroskopie = Nachweis von saurefesten Stabchen; negative
Kultur = keine Erreger des MTC nachgewiesen

= =
Q Q
Q Q

e

=
l H
o

|
=
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4.3  Validitat des BOVIGAM®-Tests

Von 52 der 173 Rinder, von denen Blutproben im BOVIGAM®-Test
untersucht wurden, konnten insgesamt 307 Organe kulturell untersucht
werden. Bei mindestens einem in der Kultur tuberkulosepositiven Organ
wurde das betreffende Rind als tuberkulosepositiv. angenommen.
Zweiundvierzig Rinder aus einem absolut unverdachtigem Bestand
(Bestand L) wurden als kulturell negative Rinder in den Test

miteinbezogen.

Nach Ausschluss nicht auswertbarer Proben und fraglicher
Testergebnisse konnten bei 90 Rindern Ergebnisse des BOVIGAM®-
Tests, bei 78 Rindern Ergebnisse des Simultantests und bei 52 Rindern
eine Kombination beider Tests bezogen auf das Ergebnis der Kultur der

Organproben ausgewertet werden.

Bezogen auf das Ergebnis der Kultur als Goldstandard lagen sowohl die
Sensitivitat als auch die Spezifitat des Simultantests (77 % bzw. 95 %)
(iber denen des BOVIGAM®-Tests (73 % bzw. 88 %). Bei der Oder-
Verkniipfung von BOVIGAM®-Test und Simultantest (positives Ergebnis,
wenn mindestens ein Test ein positives Ergebnis liefert) stieg die
Sensitivitat auf 81 %, wahrend die Spezifitat auf 72 % abfiel. Eine Und-
Verknupfung beider Tests (positives Ergebnis, wenn beide Tests positiv
sind) brachte eine Sensitivitdt von 50 % und eine Spezifitat von 94 %. Alle
Ergebnisse unter Angabe des 95 %-Konfidenzintervalls sind in Tabelle

IV.18 zusammengefasst.
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Tab. IV.18: Validitat der Diagnosemethoden BOVIGAM®-Test,
Simultanuntersuchung sowie der Kombination von beiden als
Und- und Oder-Verknupfung (bezogen auf das Ergebnis der

Kultur); 95 %-Konfidenzintervall in eckigen Klammern

BOVIGAM®- | BOVIGAM®- |
BOVIGAM®- Simultan- Test und Test oder
Test untersuchung Simultanun- Simultanun-
(n=90) (n=78) tersuchung (n | tersuchung (n
= 52) = 52)
DOR 20,17 68,89 17 11,27
[5,28; 76,99] | [12,16; 390,17] | [3,01;95,92] |[2,64; 48;12]
Sen- 0,73 0,77 0,50 0,81
sitivitat | [0,45; 0,92] | [0,46; 0,95] [0,25; 0,75] [0,54; 0,96]
Spe- 0,88 0,95 0,94 0,72
zifitat | [0,78; 0,94] |[0,87; 0,99] [0,81; 0,99] [0,55; 0,86]

4.4

Einfluss der Simultanuntersuchung auf den BOVIGAM®-Test

Blutproben fiir den BOVIGAM®-Test wurden bei den Rindern unmittelbar
vor dem Setzen und/oder beim Ablesen des Simultantests entnommen.
Um festzustellen, ob der Zeitpunkt der Blutentnahme (vor bzw. 72
Stunden nach dem Simultantest) moglicherweise einen Einfluss auf das
Ergebnis des BOVIGAM®-Tests hat, wurden jeweils die OD (PPD-B)- und
OD (PPD-A)-Werte des BOVIGAM®-Tests sowie deren Differenzen bei
Rindern, bei denen beim Setzen und beim Ablesen des Simultantests Blut

entnommen wurde, verglichen.

Zur besseren Lesbarkeit und Ubersichtlichkeit des weiteren Textes
werden folgende Formulierungen verwendet: ,Vor Simultantest bedeutet,
dass die Blutprobe unmittelbar vor dem Setzen des Simultantests, , nach
Simultantest®, dass die Blutprobe beim Ablesen des Simultantests (72

Stunden nach dem Setzen) entnommen wurde.

Bei den OD (PPD-A)- und OD (PPD-B)-Werten handelt es sich um
verbundene Stichproben, da die Messungen an gleichen Rindern zu
die

Verwendung des t-Tests fir verbundene Messungen ist, dass die

unterschiedlichen Zeitpunkten stattfanden. Voraussetzung flr

Differenzen der Variablen normalverteilt sind.

Zur Uberprifung der Normalverteilung der Differenzen wurden die Daten

grafisch und mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov- und des Shapiro-Wilk-
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Tests Uberpruft. Da von einer Normalverteilung der Differenzen bei den
vorliegenden Daten nicht ausgegangen werden kann, wird fir die
Auswertung der nonparametrische Wilcoxon-Test bei verbundenen
Stichproben verwendet. Dieser Test pruft die Nullhypothese, dass der

Median der Differenzen zwischen den Variablen gleich null ist.

Beim Vergleich der OD (PPD-B) vor und nach dem Simultantest gab es
signifikante Unterschiede zwischen den Werten (p = 0,013), beim
Vergleich der OD (PPD-A) sogar hoch signifikante (p < 0,001). Bei den
Differenzen OD (PPD-B) — OD (PPD-A), die letztendlich zur Auswertung
herangezogen werden, gab es jedoch keine signifikanten Unterschiede
vor und nach dem Simultantest (p = 0,547) (vgl. Tab. IV.19 und Abb. IV.3
und IV .4).

Wenn man nur die nach dem Simultantest positiven BOVIGAM®-
Ergebnisse betrachtet, gab es bei Blutabnahme vor und nach dem
Simultantest keine signifikanten Unterschiede zwischen den Werten OD
(PPD-B) (p = 0,694) und OD (PPD-A) (p = 0,849) sowie deren Differenzen
(p =0,439) (vgl. Tab. IV.20 und Abb. IV.5 und IV.6).

Obwohl sich die OD-Werte bei Blutabnahme vor und nach dem
Simultantest nicht signifikant veranderten, stieg die Sensitivitat des
BOVIGAM®-Tests — bezogen auf das Ergebnis des Simultantests — von
81 % bei Blutabnahme vor dem Simultantest auf 97 % bei Blutabnahme
nach dem Simultantest, wahrend die Spezifitat gleichbleibend bei 95 % lag
(vgl. Tab. IV.23).

Drei Rinder aus dem Bestand K, in dem bei Blutabnahme nach dem
Simultantest alle Rinder ein positives BOVIGAM®-Ergebnis zeigten, waren
bei Blutabnahme vor dem Simultantest negativ im BOVIGAM®-Test (vgl.
Tab. IV.17). Die OD (PPD-B)-Werte der Plasmaproben dieser Rinder
lagen bei Blutabnahme vor dem Simultantest im Schnitte bei 0,199 und
damit im Box-Plot unterhalb der Box, die 50 % der Werte abdeckt, bei
Blutabnahme nach dem Simultantest mit einem Schnitt von 0,573 jedoch
innerhalb der Box (vgl. Tab. IV.22 und Abb. IV.5).

Bei den nach dem Simultantest negativen BOVIGAM®-Ergebnissen
zeigten sowohl die Werte OD (PPD-B) und OD (PPD-A) vor und nach dem
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Simultantest signifikante Unterschiede (beide p<0,0001) als auch deren
Differenzen (p = 0,003) (vgl. Tab. IV.21 sowie Abb. IV.7 und IV.8).

Tab. IV.19: BOVIGAM®-Test: Vergleich der Optical density (OD)-Werte
nach Stimulation mit PPD-B bzw. PPD-A vor und nach einem
Simultantest (ST); KI = Konfidenzintervall; n = 69

OD (PPD-B) | OD (PPD-B) | OD (PPD-A) | OD (PPD-A)

vor ST nach ST vor ST nach ST
Mittelwert 0,54 0,51 0,20 0,14
Standard- | g¢ 0.82 0.23 0.20
abweichung
95 %-KI . ) ) )
Mittelwert [0,34; 0,75] |[0,31;0,70] |[0,14;0,25] |[0,09;0,19]
Median 0,17 0,11 0,14 0,09

Tab. IV.20: BOVIGAM®-Test: Vergleich der Optical density (OD)-Werte
nach Stimulation mit PPD-B bzw. PPD-A vor und nach einem
Simultantest (ST); nur fiir nach dem ST positive BOVIGAM®-
Ergebnisse; KI = Konfidenzintervall; n = 26

OD (PPD-B) | OD (PPD-B) | OD (PPD-A) | OD (PPD-A)

vor ST nach ST vor ST nach ST
Mittelwert 1,19 1,22 0,31 0,27
Standard- |4 4o 0,99 0.34 0,27
abweichung
95 %-KI ) ) ) ]
Mittelwert [0,73; 1,65] [0,82;1,62] [0,17; 0,45] [0,16; 0,38]
Median 0,69 0,75 0,19 0,20

Tab. IV.21: BOVIGAM®-Test: Vergleich der Optical density (OD)-Werte
nach Stimulation mit PPD-B bzw. PPD-A vor und nach einem
Simultantest (ST); nur fur nach dem ST negative BOVIGAM®-
Ergebnisse; KI = Konfidenzintervall; n = 43

OD (PPD-B) | OD (PPD-B) | OD (PPD-A) | OD (PPD-A)

vor ST nach ST vor ST nach ST
Mittelwert 0,15 0,07 0,13 0,06
Standard- | ) 0,05 0,02 0,04
abweichung
95 %-KI ) ) : )
Mittelwert [0,14; 0,16] |[0,06; 0,09] |[0,13;0,14] |[0,04; 0,07]
Median 0,15 0,05 0,13 0,05
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Abb. IV.3: BOVIGAM®-Test: Box Plots der Optical density (OD)-Werte bei
Stimulation mit PPD-B vor (Median = 0,17) und nach (Median
= 0,11) einem Simultantest (ST)
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Abb. IV.4: BOVIGAM®-Test: Box Plots der Optical density (OD)-Werte bei
Stimulation mit PPD-A vor (Median = 0,14) und nach (Median
= 0,09) einem Simultantest (ST)
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0

T T
OD (PPD-B) bei Blutabnahme vor ST OD (PPD-B) bei Blutabnahme nach ST

Abb. IV.5: BOVIGAM®-Test: Box Plots der Optical density (OD)-Werte bei
Stimulation mit PPD-B vor (Median = 0,69) und nach (Median
= 0,75) einem Simultantest (ST) nur fir nach dem ST positive
BOVIGAM®-Ergebnisse

2,07

1,571 *

1,0

0,57 o

0,07

OD (PPD-A) bei B:utabnahme vor ST OD (PPD-A) bei BIlIJtabnahme nach ST
Abb. IV.6: BOVIGAM®-Test: Box Plots der Optical density (OD)-Werte bei

Stimulation mit PPD-A vor (Median = 0,19) und nach (Median
= 0,20) einem Simultantest (ST) nur fur nach dem ST positive
BOVIGAM®-Ergebnisse
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0,257

0,207

0,157

0,107

0,057

0,00

I I
OD (PPD-B) bei Blutabnahme vor ST OD (PPD-B) bei Blutabnahme nach ST

Abb. IV.7: BOVIGAM®-Test: Box Plots der Optical density (OD)-Werte bei
Stimulation mit PPD-B vor (Median = 0,15) und nach (Median
= 0,05) einem Simultantest (ST) nur fur nach dem ST negative
BOVIGAM®-Ergebnisse
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Abb. IV.8: BOVIGAM®-Test: Box Plots der Optical density (OD)-Werte bei
Stimulation mit PPD-A vor (Median = 0,13) und nach (Median
= 0,05) einem Simultantest (ST) nur fur nach dem ST negative
BOVIGAM®-Ergebnisse
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Tab. IV.22: BOVIGAM®-Test: OD (PPD-B) und OD (PPD-B) - OD (PPD-A)
aus Blutabnahme vor und nach Simultantest (ST) bei drei
Rindern aus einem tuberkulosepositiven Bestand mit einem
vor ST negativen, nach ST positivem BOVIGAM®-Ergebnis

OD (PPD-B)- | OD (PPD-B)-
OD (PPD-B) | OD (PPD-B) OD((PPD-A)) OD((PPD-A))
vor ST nach ST vor ST nach ST
Rind 1 0,230 0,735 0,071 0,562
Rind 2 0,158 0,582 0,018 0,356
Rind 3 0,210 0,403 0,085 0,117

Tab. IV.23: BOVIGAM®-Test: Vergleich der Ergebnisse des Bovigam-Tests
vor und nach einem Simultantest (ST), bezogen auf ST, 95 %-
Konfidenzintervall in eckigen Klammern; n = 60

BOVIGAM®-Test vor ST | BOVIGAM®-Test nach ST
DOR 91,0 [13,69; 604,93] 539,4 [24,51; 11868,9]
Sensitivitat 0,81 [0,54; 0,96] 0,97 [0,74; 1,00]
Spezifitat 0,95 [0,85; 0,99] 0,95 [0,84; 0,99]

Ergebnisse des BOVIGAM®-Tests nach Stimulation der
Blutproben in Réhrchen des QuantiFERON®-TB Gold In-Tube-

Tests

4.5

Mit Blutproben von 17 Rindern wurde jeweils vor und nach dem Simul-
tantest neben der Stimulation mit den Antigenen PPD-B und PPD-A auch

eine Stimulation mit den des humanmedizinischen

QuantiFERON®-TB Gold In-Tube-Tests (ESAT-6, CFP-10 und TB7.7)
durchgefuhrt.

Antigenen

Vier Rinder stammten aus einem tuberkuloseverdachtigen Bestand, der
aufgrund der Ergebnisse des Simultantests gekeult wurde. Diese vier
Rinder zeigten sowohl nach der Stimulation mit den Antigenen PPD-B und
PPD-A,

humanmedizinischen QuantiFERON®-TB Gold In-Tube-Tests jeweils aus

als auch nach der Stimulation mit den Antigenen des

den Blutproben, die unmittelbar vor dem Setzen und beim Ablesen des
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Simultantests entnommen wurden, ein positives Testergebnis im
BOVIGAM®-ELISA. Im Simultantests waren zwei dieser Rinder positiv,
eines negativ und eines fraglich.

Die ubrigen 13 Rinder stammten aus einem tuberkuloseunverdachtigem
Bestand, in dem alle 42 Rinder des Bestandes ein negatives Ergebnis im
Simultantest und im BOVIGAM®-Test zeigten. Nach Stimulation mit den
Antigenen des QuantiFERON®-TB Gold In-Tube-Tests der Blutproben, die
vor dem Simultantest enthommen wurden, waren alle 13 getesteten
Rinder im anschlieRenden BOVIGAM® ELISA ebenfalls als negativ zu
beurteilen. Bei den Blutproben, die beim Ablesen des Simultantests
entnommen wurden, war jedoch die Plasmaprobe eines Rindes nach
Stimulation mit den Antigenen des QuantiFERON®-TB Gold In-Tube-Tests

als positiv zu bewerten:
Blutabnahme unmittelbar vor dem Setzen des Simultantests

e Stimulation mit PPD-B und PPD-A
OD (PPD-B) = 0,181; OD (PPD-A) = 0,154; OD (NIL) = 0,150;
OD (PPD-B) — OD (NIL) = 0,031 < 0,1 oder OD (PPD-B) - OD
(PPD-A) = 0,027 < 0,1 entspricht negativem Ergebnis

e Stimulation mit ESAT-6, CFP-10, TB7.7
OD (ESAT-6, CFP-10, TB7.7) = 0,357; OD (NIL) = 0,056;
OD (TB Antigen) — OD (NIL) = 0,301 < 0,35 entspricht negativem
Ergebnis

Blutabnahme beim Ablesen des Simultantests

e Stimulation mit PPD-B und PPD-A:
OD (PPD-B) = 0,184; OD (PPD-A) 0,193; OD (NIL) = 0,080;
OD (PPD-B) — OD (NIL) = 0,009 < 0,1 oder OD (PPD-B) — OD
(PPD-A) = 0,104 < 0,1 (negativ) entspricht negativem Ergebnis

e Stimulation mit ESAT-6, CFP-10, TB7.7
OD (ESAT-6, CFP-10, TB7.7) = 0,618; OD (NIL) = 0,134;
OD (TB Antigen) — OD (NIL) = 0,484 > 0,35 entspricht positivem
Ergebnis
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5 Vorkommen von Mycobacterium caprae beim Rotwild

in den Landkreisen Oberallgau, Ostallgdu und Bad Td6lz

5.1 Altersstruktur und Herkunft der beprobten Rothirsche

Von Oktober 2009 bis Dezember 2010 wurden 332 Rothirsche
verschiedener Altersstufen aus den Landkreisen Oberallgau, Ostallgau
und Bad Tolz-Wolfratshausen beprobt (siehe Tab. 1V.24).

Tab. IV.24: Altersstruktur des beprobten Rotwilds nach Landkreisen

Oberallgdu | Ostallgau Bad Tdlz Gesamt
Hirschkalber 27 15 12 54
[Il Hirsche 37 15 8 60
lla/llb Hirsche 4 5 0 9
| Hirsche 6 4 0 10
Wildkalber 31 21 10 62
Schmaltiere 20 20 3 43
Alttiere 56 15 10 81
ohne Angabe 8 0 5 13
Summe 189 95 48 332

5.2 Zusammensetzung der Einzelorganproben der Rothirsche

Von allen 332 Rothirschen wurden insgesamt 1.638 Einzelorganproben
untersucht. Nicht von allen Tieren lag das vollstandige Probenset vor. Als
Grunde hierfur kommen unter anderem Gewebszerstorung durch die
Schussverletzung, die Notwendigkeit, ein schwer zu bergendes Tier
bereits an unzuganglichen Stellen auszuweiden oder hereinbrechende
Dunkelheit in Frage. Abb. [V.9 zeigt die Zusammensetzung der

Einzelorganproben.
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Abb. IV.9: Zusammensetzung der untersuchten Einzelorganproben beim
Rotwild (n = 1.638)

5.3 Reprasentativitat der Stichprobe

Um festzustellen, ob es sich bei den beprobten Rothirschen hinsichtlich
des Alters und des Geschlechts um eine reprasentative Stichprobe aller
erlegten Rothirsche in den Landkreisen handelt, wurden diese den in der
Jagdsaison 2009/2010 amtlich erfassten, erlegten Rothirschen
gegenubergestellt (vgl. Tab. IV.25 bis 1V.27). Da in den Abschusszahlen
meist nicht zwischen Wild- und Hirschkalbern unterschieden wird, wurden

weibliche und mannliche Kalber zusammengefasst.

Der exakte Test nach Fisher entspricht dem x?-Test, ist jedoch an keine
Voraussetzungen gebunden und liefert in der Regel genauere Ergebnisse.
Da es in den Rotwilddaten Falle gibt, in denen die Voraussetzungen des
x?-Tests nicht erfullt sind (mindestens 80 % der erwarteten Haufigkeiten
sind > 5) und der exakte Test nach Fisher genauere Ergebnisse liefert,

wird fur alle Vergleiche der exakte Test nach Fisher durchgefuhrt.

Reprasentativitat von Stichproben kann in der Regel durch eine reine
Zufallsauswahl sichergestellt werden. Mit dem exakten Test nach Fisher
wird geprift, ob sich die Haufigkeiten in zwei Gruppen unterscheiden.
Wenn sich die Haufigkeiten der untersuchten Tiere nicht signifikant von
denen der erlegten Tiere in jeder Kategorie unterscheiden, kann man
annehmen, dass es sich um eine reprasentative Stichprobe handelt. Bei
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den durchgefuhrten Tests erhalt man lediglich bei den Proben aus dem
Landkreis Oberallgau signifikante Abweichungen, alle anderen Ergebnisse
waren nicht signifikant (p liegt bei allen Kategorien bei Gber 0,05), weshalb
man davon ausgehen kann, dass es sich bei diesen untersuchten Proben
um einen reprasentative Stichprobe aus der Menge der erlegten
Rothirsche handelt. Im Landkreis Oberallgau wurden hoch signifikant (n =
248/244; p < 0,01) relativ zu viele Alttiere und zu wenige Schmaltiere

beprobt.

Tab. IV.25: Reprasentativitat der Stichprobe der untersuchten Rothirsche
aus dem Landkreis Oberallgdu (hoch signifikante
Abweichungen (p < 0,01; a = 0,05) markiert mit *)

Tiere Tiere Tiere Tiere Exakter
Kategorie unter- unter- elegt erlegt Test nach
sucht (n) | sucht (%) (n) (%) Fisher (p)
Kalber 58 30,69 422 32,46 0,677
lll Hirsche 37 19,58 305 23,46 0,267
Il Hirsche 4 212 37 2,85 0,811
| Hirsche 6 3,17 44 3,38 0,999
Schmaltiere 20 10,58 248 19,08 0,004*
Alttiere 56 29,63 244 18,77 0,001*
ohne Angabe 8 4,23 0 0
Summe 189 1300

Tab. IV.26: Reprasentativitat der Stichprobe der untersuchten Rothirsche
aus dem Landkreis Ostallgau (keine signifikanten
Abweichungen (p < 0,05; a = 0,05))

Tiere Tiere Tiere Tiere Exakter
Kategorie unter- unter- erlegt erlegt Test nach
sucht (n) | sucht (%) (n) (%) Fisher (p)
Kalber 36 37,89 176 32,65 0,346
lll Hirsche 15 15,79 100 18,55 0,567
Il Hirsche 5 5,26 15 2,78 0,203
| Hirsche 4 4,21 19 3,53 0,765
Schmaltiere 20 21,05 133 24,68 0,516
Alttiere 15 15,79 96 17,81 0,770
ohne Angabe 0 0 0 0
Summe 95 539
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Tab. IV.27: Reprasentativitat der Stichprobe der untersuchten Rothirsche
aus dem Landkreis Bad Tolz-Wolfratshausen (keine
signifikanten Abweichungen (p < 0,05; a = 0,05))

Tiere Tiere Tiere Tiere Exakter
Kategorie unter- unter- erlegt erlegt Test nach
sucht (n) | sucht (%) (n) (%) Fisher (p)
Kalber 22 45,83 306 39,28 0,367
[Il Hirsche 8 16,67 172 22,08 0,472
Il Hirsche 0 0 16 2,05 0,617
| Hirsche 0 0 13 1,67 0,999
Schmaltiere 3 6,25 122 15,66 0,095
Alttiere 10 20,83 150 19,26 0,850
ohne
Angabe 5 10,42 0 0
Summe 48 779

5.4 Nachweis von Mykobakterien beim Rotwild

Neben verschiedenen atypischen Mykobakterien in den Landkreisen
Ober- und Ostallgau (vgl. Tab. IV.28) konnten bei einem Schmaltier und
einem | Hirsch aus dem Landkreis Oberallgau und bei einem Il Hirsch aus
dem Landkreis Bad Tolz-Wolfratshausen Mykobakterien des MTC
nachgewiesen werden. Es handelte sich bei allen Stdammen um M. caprae
(vgl. Tab. IV.29).
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Tab. IV.28: Nachweis von atypischen Mykobakterien beim Rotwild in den
Landkreisen Oberallgéu, Ostallgédu und Bad Télz

Tiere Tiere nachgewiesene
Landkreis |Kategorie untersucht |positiv | Mykobakterienspezies
Oberallgau | Hirschkalber |27 1 M. vaccae
[ll Hirsche 37 0
lla/llb Hirsche |4 1 M. vaccae
| Hirsche 6 0
Wildkalber 31 1 M. bohemicum
Schmaltiere |20 1 M. bohemicum
1 M. bohemicum und
M. avium
Alttiere 56 M. arupense
M. avium
M. nonchromogenicum
ohne Angabe |8 M. nonchromogenicum
Summe 189
Ostallgau | Hirschkalber |15
[l Hirsche 15 M. interjectum
lla/llb Hirsche |5
| Hirsche 4

Wildkalber 21

Schmaltiere 20

Alttiere 15
ohne Angabe |0
Summe 95

Bad Tolz |Hirschkalber |12
Il Hirsche 8
lla/llb Hirsche |0
| Hirsche 0

Wildkalber 10

Schmaltiere 3

= OO0 0000|000 |0|0|0|0|0O|=O|© (===

Alttiere 10
ohne Angabe |5
Summe 48
Gesamt 332 0

' Fir die Durchflhrung der Sequenzierungen sei den Mitarbeitern des Sachbereichs GE
2.3 des LGL und Herrn Dr. Udo Reischl an der Universitdt Regensburg sowie seinen
Mitarbeitern herzlich gedankt
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Tab. IV.29 Nachweis von Mykobakterien des MTC beim Rotwild in den

Landkreisen Oberallgau, Ostallgau und Bad Télz

Tiere Tiere nachgewiesene

Landkreis |Kategorie untersucht |positiv | Mykobakterienspezies
Oberallgau | Hirschkalber |27 0

[ll Hirsche 37 0

lla/llb Hirsche |4 0

| Hirsche 6 1 M. caprae

Wildkalber 31 0

Schmaltiere |20 1 M. caprae

Alttiere 56 0

ohne Angabe |8 0

Summe 185 2
Ostallgau | Hirschkalber |15 0

[l Hirsche 15 0

lla/llb Hirsche |5 0

| Hirsche 4 0

Wildkalber 21 0

Schmaltiere |20 0

Alttiere 15 0

ohne Angabe |0 0

Summe 95 0
Bad Tolz |Hirschkalber |12 0

lIl Hirsche 8 1 M. caprae

[la/llb Hirsche |0 0

| Hirsche 0 0

Wildkalber 10 0

Schmaltiere |3 0

Alttiere 10 0

ohne Angabe |5 0

Summe 48 1
Gesamt 332 3 M. caprae

5.5 Verteilung der nachgewiesenen Mycobacterium caprae auf die

Organe der Rothirsche

Bei den M.-caprae-positiven Rothirschen waren nicht alle untersuchten

Organproben gleichermalien von der Infektion betroffen. Regelmafig

waren dies aber Tonsillen und Retropharyngeallymphknoten (siehe Tab.

IV.30). Eine histologische Untersuchung aller Organe wurde beim Il
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Hirsch und beim Schmaltier durchgefijhrtz. Ein Hinweis auf Tuberkulose in
Form einer granulomatésen Entzindung wurde dabei nur im
Retropharyngeallymphknoten des Schmaltiers festgestellt.
Makroskopische Hinweise auf tuberkulosetypische Veranderungen zeigte
keines der Organe. Der Mediastinallymphknoten des Schmaltiers war
unspezifisch vergroRert, beim | Hirsch zeigte sich erst nach dem
Anschneiden des rechten Retropharyngeallymphknoten ein erbsengrofer

Abszess.

Tab. IV.30: Befall der einzelnen Organe mit M. caprae beim Rotwild

Retro- .
Media- lleo-
pharyn- . Lungen | Darm- -
. stinal- zakal-
Tonsille | geal- -lymph- | lymph-
lymph- lymph-
lymph- K knoten. | knoten K
knoten noten noten
| Hirsch M. M. M. . .
. - negativ | negativ
Oberallgadu | caprae | caprae caprae
Schmaltier | M. M. M. M. neqativ | neaativ
Oberallgau | caprae |caprae |caprae | caprae 9 9
[l Hirsch M. M. . . neqativ | neaativ
Bad Tolz caprae | caprae 9 9

--- = nicht beprobt

5.6 Regionale Zuordnung des Mycobacterium-caprae-positiven
Rotwilds sowie der Mykobakterien-Isolate®

Landkreis Oberallgau

Bei der oft geringen Groe der einzelnen Jagdreviere haben oft mehrere
Jagdreviere an dem gleichen Wildbestand teil. In solchen Fallen wird die
Hege und Abschussplanung erst sinnvoll, wenn sich die Beteiligten zu
Hegeringen zusammenschlielen. Die beprobten Tiere im Landkreis

Oberallgau wurden diesen Hegeringen zugeordnet. Der | Hirsch wurde im

2 Der dritte positive Rothirsch konnte aufgrund von Zeitmangel nicht mehr histologisch
untersucht werden.

* Fir die Durchfiihrung der molekularbiologischen Typisierung sei Herrn Prof. Dr.
Prodinger (Sektion Hygiene und Medizinische Mikrobiologie der Medizinischen
Universitat Innsbruck) und seinen Mitarbeitern herzlich gedankt.
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Hegering Ehrenschwang erlegt, das Schmaltier im Hegering Rohrmoos.
Die beiden M.-caprae-Stamme zeigten Ubereinstimmung mit einem
M.-caprae-lsolat aus den Organen eines Schlachtrindes aus dem
Oberallgau (25 von 25 Loci in der MIRU-VNTR-Typisierung). Bei diesem
Schlachtrind handelt es sich um das Rind, das den Tuberkuloseausbruch
ausloste, in dessen Folge alle Organproben von Rindern flr diese Arbeit
genommen werden konnten. Dasselbe Muster konnte bereits friiher bei
M.-caprae-Stammen von Rindern aus dem Oberallgau festgestellt werden.
Es handelt sich um einen M.-caprae-Stamm, der sich vom O&ster-
reichischen Lechtal-Typ unterscheidet und bisher nur in Bayern bei

Rindern und Rotwild nachgewiesen wurde.

Landkreis Bad Tolz-Wolfratshausen

Der Ill Hirsch wurde in Vorderrifd erlegt. Dieses M.-caprae-Isolat zeigte ein
anderes Muster als die Stamme vom Rind und den beiden Rothirschen
aus dem Oberallgau. Es gleicht mit einer Ubereinstimmung von 24 von 25
Loci in der MIRU-VNTR-Typisierung dem Muster von M.-caprae-Stammen
des Karwendel-Typs, das bisher nur unter den dortigen Hirschen

nachgewiesen wurden.

5.7 Pravalenz von Mycobacterium caprae beim Rotwild in den
Landkreisen und gesamt

Aufgrund der hier untersuchten Tiere ergibt sich insgesamt eine Pravalenz

von M. caprae beim Rotwild von 0,91 % (Klgs [0,19; 2,62]). Die Pravalenz

im Oberallgau liegt bei 1,06 % (Klgs [0,13; 3,77]), im Landkreis Bad Tolz-

Wolfratshausen bei 2,08 % (Klgs [0,05; 11,07]).
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V DISKUSSION

1 Validierung des BOVIGAM®-Tests

Fir die Diagnostik am lebenden Tier stand die Validierung des
BOVIGAM®-Tests, eines Untersuchungsverfahrens zum Nachweis der
Interferon-y-Sekretion durch selektierte, sensibilisierte, spezifische T-

Lymphozyten, einer spezifischen, zellularen Immunreaktion, im Zentrum.

1.1 Bemerkungen zur Statistik

Validitatsmalie sind immer nur relativ zu einer Bezugsgrofe gultig. In der
Tuberkulosediagnostik gilt der kulturelle Erregernachweis nach wie vor als
Goldstandard (WILLIAMS, 2004). Die Validitat der Ergebnisse des
Simultan- und des BOVIGAM®-Tests wurden daher jeweils auf die
Ergebnisse der kulturellen Untersuchung der Organe als Goldstandard
bezogen — mit Ausnahme der 42 Rinder aus einem unverdachtigen
Bestand, die als nicht infiziert (= kulturell negativ) angenommen wurden.
Bei Organen, die in der kulturellen Untersuchung ein negatives Ergebnis
aufweisen, wird dieses Ergebnis nicht immer dem wahren Zustand
entsprechen, da Mykobakterien nicht homogen in den Organen verteilt
und deshalb — insbesondere beim Fehlen makroskopisch sichtbarer
Entzindungsherde — nicht in jedem untersuchten Aliquot nachweisbar
sind. Andererseits kann ein Rind mit positivem kulturellem Ergebnis als
sehr sicher infiziert gelten. In Humanstudien werden Patienten mit
behandlungsbedurftiger, offener Tuberkulose als Positivkontrollen
verwendet, was bei Rindern nicht durchfuhrbar ist, da positive Tiere
entsprechend der Tierseuchengesetzgebung unverzuglich getétet und

unschadlich beseitigt werden mussen.

Die Konfidenzintervalle der Diagnostic Odds Ratio (DOR) sind bei den
Ergebnissen dieser Untersuchung sehr breit. Die Intervalle kdnnen bedingt
durch nur kleine Anderungen in Sensitivitat bzw. Spezifitdt sehr groR
werden (vgl. Tab. V.1). Da in den Ergebnissen nicht sehr viele
tuberkulosepositive Tiere vorhanden sind, die Spezifitat aber sehr hoch ist,
kann die Ungenauigkeit bei der Schatzung der Sensitivitat diese grof’en
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Streuungen in der DOR bewirken. Zur Bewertung der Validitat des
BOVIGAM®-Tests werden im Folgenden die Sensitivitit und Spezifitat

verwendet.

Tab. V.1: Beispiele der Diagnostik Odds Ratio abhangig vom
Zusammenspiel aus Sensitivitat und Spezifitdt (DEEKS, 2001);
von oben nach unten ist die Spezifitat aufgetragen, von rechts
nach links die Sensitivitat, jeweils von 0,5 bis maximal 0,99

Sensitivity
Specificity 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 0,95 0,99
0,5 1 2 2 4 9 19 99
0,6 2 2 4 6 14 29 149
0,7 2 4 5 9 21 44 231
0,8 4 6 9 16 36 76 396
0,9 9 14 21 36 81 171 891
0,95 19 29 44 76 171 361 1881
0,99 99 149 231 396 891 1881 9801

1.2 Validitait des BOVIGAM®-Tests im Vergleich zur und in
Kombination mit der Simultanuntersuchung

Die Spezifitait des BOVIGAM®- und des Simultantests dirften jeweils

hdher liegen als in dieser Untersuchung berechnet (88 % bzw. 95 %), da

ein negatives Ergebnis der kulturellen Untersuchung nicht sicher ein nicht

infiziertes Tier kennzeichnet.

Die Sensitivitit des BOVIGAM®-Tests lag in verschiedenen Studien
zwischen 55 % und 100 %, wahrend in tuberkulosefreien Herden eine
Spezifitat von 85 % bis 99,6 % festgestellt wurde (GORMLEY et al., 2006;
VORDERMEIER et al., 2006; DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006). Die
Sensitivitat (73 %) und Spezifitit (88 %) des BOVIGAM®-Tests in der
vorliegenden Untersuchung liegen im Rahmen der obengenannten
Studien.

GORMLEY und Mitarbeiter (2006) ermittelten bei 767 infizierten Rindern
eine Sensitivitait des BOVIGAM®-Tests von 88 %, gegeniiber 74 % des
Mono-Intrakutantests und 93 % bei der Kombination aus BOVIGAM®-Test
und Mono-Intrakutantest. Diese Steigerung der Sensitivitat durch die

Kombination von Intrakutantest und BOVIGAM®-Test konnte auch in
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dieser Untersuchung nachgewiesen werden: die Sensitivitat der
Kombination von Simutantest und BOVIGAM®-Test liegt mit 81 % (iber
den Sensitivitaten der Einzeltests (Simultantest 77 %, BOVIGAM®-Test
73 %).

GORMLEY und Mitarbeiter (2006) empfehlen, den BOVIGAM®-Test nicht
routinemaldig in tuberkulosefreien Herden einzusetzen, hier ist der
Intrakutantest das Mittel der Wahl. Ist jedoch ein begrindeter Verdacht auf
tuberkuldse Tiere vorhanden, kann der BOVIGAM®-Test zusatzlich zum
Intrakutantest durchgefuhrt werden, um sicherheitshalber alle Tiere, die in
mindestens einem der beiden Tests positiv reagieren, aus dem Bestand

zu entfernen.

In Neuseeland wird ahnlich vorgegangen. Zusatzlich werden in Herden,
von denen angenommen wird, dass sie tuberkulosefrei sind, im
Intrakutantest  positiv  reagierende Rinder anschlieBend mittels
BOVIGAM®-Test untersucht, um falsch-positive Simultantest-Ergebnisse
aufzufinden (BUDDLE et al., 2009).

In den Ergebnissen dieser Untersuchung sind keine positiven
Simultantestergebnisse  in  tuberkuloseunverdachtigen  Bestanden
vorgekommen. In tuberkuloseverdachtigen Bestanden waren von drei im
Simultantest positiven und im BOVIGAM®-Test negativen Rindern zwei
infiziert mit M. caprae (Nachweis durch Kultur aus Organproben). Das
dritte Rind war negativ in der Kultur, jedoch lagen bei der pathologisch-
anatomischen Untersuchung Hinweise auf Tuberkulose vor. Eine
Beurteilung nur nach dem Ergebnis des BOVIGAM®-Tests hétte fatale

Folgen nach sich gezogen.

Eine hohere Spezifitat bei der Auswertung der Ergebnisse des Simultan-
und des BOVIGAM®-Tests mit einer Und-Verkniipfung der Ergebnisse
(Ergebnis nur positiv, wenn beide Ergebnisse positiv) gegenlber der
Ergebnisse des Simultantests konnte in der vorliegenden Untersuchung

ebenfalls nicht bestatigt werden (94 % gegenuber 95 %).

Gerade fur diesen Anwendungszweck der Freitestung nach falsch-
positiven Ergebnissen im Intrakutantest kénnte eine Stimulation mit
spezifischeren Antigenen als PPD-B wie zum Beispiel ESAT-6 und CFP-
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10 geeignet sein (BUDDLE et al., 2009). Durch die Stimulation mit PPD-A
beim BOVIGAM®-Test werden zwar falsch-positive Ergebnisse nach
Kontakt mit aviaren Mykobakterien verringert, andererseits besteht die

Gefahr der Maskierung einer Infektion mit Rindertuberkulose.

Die alleinige Stimulation mit MTC-spezifischen Peptiden koénnte ein
Ausweg aus diesem Dilemma sein. In jedem Fall sind groRere Feldstudien
notig, um festzustellen, welche Peptide in Kombination mit ESAT-6 und
CFP-10 geeignet sind, um neben der sicheren Unterscheidung mit
Tuberkulose infizierter Tiere von geimpften oder mit Paratuberkulose
infizierten Tieren eine hinreichende Sensitivitat zu erreichen (JONES et
al., 2010).

HOULIHAN und Mitarbeiter (2008) beschreiben eine héhere Sensitivitat
des BOVIGAM®-Tests gegeniiber dem Simultantest vor allem bei frischen
Infektionen. Diese hohere Sensitivitat konnte in der vorliegenden
Untersuchung nicht bestatigt werden. Allerdings ist unbekannt, wie lange
die Rinder bereits infiziert waren, wahrend in der Untersuchung von
HOULIHAN und Mitarbeitern (2008) der Anteil der Kalber relativ hoch war,

die Infektion aufgrund des Alters also noch frisch sein musste.

Beim BOVIGAM®-Test scheint es sich um einen guten Herdentest zu
handeln. In dieser Untersuchung waren positive Ergebnisse nur in
verdachtigen Herden festzustellen, in denen jeweils immer auch weitere
Tiere im Simultan- und BOVIGAM®-Test positiv reagierten und dort, wo
Organproben untersucht wurden, auch immer positive Kulturergebnisse im
Bestand vorkamen. Umgekehrt waren alle BOVIGAM®-Ergebnisse der

Rinder aus dem unverdachtigen Bestand negativ.

Fir einen zuverlassigen Test auf Einzeltierebene sind jedoch
Verbesserungen auf allen Ebenen wichtig, vor allem da die
Tuberkuloseverordnung die Diagnostik bei einzelnen Tieren voraussetzt.
Momentan ist die Serologie in der Diagnostik der Tuberkulose zwar ohne
Bedeutung (FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2010), kénnte jedoch in
Zukunft womaoglich wertvolle Dienste leisten. Bei Milchkihen kdnnte ein
Antikdrpernachweis aus dem Kolostrum versucht werden, da diese Rinder

ein hoheres Alter als Masttiere erreichen und damit eine hohere
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Wabhrscheinlichkeit fur eine Infektion und Erkrankung aufweisen, im
Kolostrum die Antikérperkonzentration sehr hoch ist und das

Probenmaterial ohne groRen Aufwand gewonnen werden kann.

1.3 BOVIGAM®-Test bei Blutentnahme unmittelbar vor dem Setzen
und beim Ablesen des Simultantests

Um zu prufen, inwieweit ein vorhergehender Simultantest das Ergebnis

des BOVIGAM®-Tests beeinflussen kann, wurden die Werte OD (PPD-B)

und OD (PPD-A) sowie deren Differenzen jeweils bei Blutabnahme

unmittelbar vor dem Setzen und beim Ablesen des Simultantests 72

Stunden spater verglichen.

Bei den 42 Rindern aus dem unverdachtigem Bestand lagen die OD-
Werte und deren Differenzen aus Blut, das beim Ablesen des
Simultantests entnommen wurde, signifikant unter den Werten der
Ergebnisse aus Blut, das beim Setzen des Simultantests entnommen

wurde.

Nach der Durchfilhrung des BOVIGAM®-Tests aus Blut, das vor dem
Simultantest entnommen wurde, und vor der Durchfihrung des
BOVIGAM®-Tests aus Blut, das nach dem Simultantest entnommen
wurde, wurde ein neues BOVIGAM®-Kit eingesetzt. Offensichtlich hat
dieser Wechsel des Labormaterials zur Veranderung der Ergebnisse
dieser Rinder gefuhrt. Laut telefonischer Aussage der Fa. Prionics kann es

durch einen Chargenwechsel zu einem solchen Effekt kommen.

Ein Vergleich von OD-Werten zwischen BOVIGAM®-Tests, die mit Kits aus
verschiedenen Chargen durchgefuhrt wurden, ist demnach nicht sinnvoll.
Aus diesem Grund ist in der vorliegenden Untersuchung der Vergleich der
OD-Werte und deren Differenzen bei Blutabnahme vor und nach dem
Simultantest Uber alle Ergebnisse (positive und negative) nicht

aussagekraftig.

Bei der Betrachtung nur der nach dem Simultantest positiven Ergebnisse
des BOVIGAM®-Tests zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Differenzen der OD-Werte vor und nach dem Simultantest.

Da bei allen diesen Ergebnissen die gleichen Labormaterialien verwendet
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wurden, kann festgestellt werden, dass ein vorhergehender Simultantest
die OD-Werte des BOVIGAM®-Tests sowie deren Differenzen nicht
signifikant verandert. Allerdings stieg die Sensitivitit des BOVIGAM®-
Tests im Vergleich zum Ergebnis des Simultantests von 81 % bei
Blutentnahme vor dem Simultantest auf 97 % bei Blutentnahme nach dem

Simultantest bei gleichbleibender Spezifitat von 95 %.

SCHILLER und Mitarbeiter (2010b) fassten in einem Review zusammen,
dass bei experimentell mit M. bovis infizierten Rindern ein vorhergehender
Monotest zwar die PPD-B induzierte Interferon-y-Produktion bis zu sieben
Tage nach dem Test steigert, das Ergebnis des BOVIGAM®-Tests jedoch
nicht beeinflusst wird, da auch die PPD-A induzierte Interferon-y-
Produktion ansteigt. Bei naturlich infizierten Rindern erhoht ein
mindestens drei Tage zuruckliegender Monotest die PPD-B induzierte

Interferon-y-Produktion jedoch relativ zur PPD-A-Antwort.

Das Ergebnis des BOVIGAM®-Tests scheint also vor allem bei natiirlich
infizierten Rindern aussagekraftiger zu sein, wenn die Blutproben beim
Ablesen des Intrakutantests genommen werden (bessere Sensitivitat bei
gleicher Spezifitat). In der vorliegenden Untersuchung konnte dieser Effekt
bei drei Rindern aus dem tuberkuloseverdachtigen Bestand K beobachtet
werden. In diesem Bestand waren bei der Blutabnahme vor dem
Simultantest 12 von 15 Rindern im BOVIGAM®-Test positiv, drei negativ.
Im BOVIGAM®-Test aus Blut, das nach dem Simultantest entnommen
wurde, waren schlieB3lich alle 15 Rinder des Bestandes positiv. Die OD
(PPD-B)-Werte aus dem Blut, das vor dem Simultantest entnommen
wurde, liegen weit unterhalb des Medians, wahrend diese Werte bei

Blutabnahme nach dem Simultantest kaum vom Median abweichen.

Um abzuklaren, wie sich der Intrakutantest bei natirlich infizierten, aber
nur schwach reagierenden Rindern und vor allem auch bei nicht infizierten
Rindern auf das Ergebnis eines nachfolgenden BOVIGAM®-Tests
auswirkt, sind weitere Versuche notig (SCHILLER et al., 2010b). In der
vorliegenden Untersuchung hatte der Simultantest bei 42 Rindern aus
einem tuberkuloseunverdachtigem Bestand keine Auswirkung auf das
Ergebnis des BOVIGAM®-Tests bei Blutabnahme nach dem Simultantest.

Allerdings konnte eine Sensibilisierung bei einem Rind beobachtet
92



V Diskussion

werden, die jedoch bei der Berechnung des BOVIGAM®-Ergebnisses
durch die Subtraktion des ebenfalls erhdohten OD (PPD-A)-Wertes wieder

ausgeglichen wurde.

1.4  Vor-und Nachteile des BOVIGAM®-Tests

Zu den Vorteilen des BOVIGAM®-Tests im Vergleich zum Simultantest
gehort, dass er das Immunsystem des Rindes nicht beeinflusst, nur einen
Besuch auf dem Betrieb erfordert und eine objektive Auswertung bietet.
Da die Sensitivitdt des BOVIGAM®-Tests jedoch hoher ist, wenn das Blut
beim Ablesen des Simultantests entnommen wird, ist ein parallel
durchgefihrter Simultantest durchaus sinnvoll — und damit der BOVIGAM®-
Test mit einem zweiten Besuch im Betrieb und einer Beeinflussung des

Immunsystem des Rindes verbunden.

Ein weiterer Vorteil des BOVIGAM®-Tests gegeniiber dem Simultantest ist
die Positivkontrolle, die sicherstellen soll, dass falsch-negative Resultate
aufgrund Immunsuppression durch Medikamente oder schwerer Krankheit
(Co-Infektion oder Niederbruchphase der Tuberkulose) ausgeschlossen

werden.

Die Gefahr der Maskierung der zellularen Immunreaktion auf Erreger des
MTC nach Kontakt der Rinder mit atypischen Mykobakterien (wie fir den
Simultantest beschrieben) besteht sowohl beim Simultan- als auch beim
BOVIGAM®-Test, da bei beiden Tests die gleichen Antigene zur
Stimulation verwendet werden. Der Vorteil des BOVIGAM®-Tests
gegenuber dem Simultantest ist hier die Mdoglichkeit, spezifische Antigene
des MTC wie ESAT-6 und CFP-10 einzusetzen. Bei einem Einsatz solcher
Antigene im Simultantest waren grol3e Mengen an Antigenen notig, was
den Test sehr teuer machen wirde (BUDDLE et al., 2009).

Ein Nachteil des BOVIGAM®-Tests ist der zeitkritische Transport, um die
Weiterbearbeitung der Blutproben im Labor innerhalb von 20 Stunden zu
gewahrleisten. Dieser Transport kann erfahrungsgemaf} bereits innerhalb
von Bayern ein logistisches Problem und vor allem einen erheblichen

Kostenfaktor darstellen.
Ein weiterer Nachteil des BOVIGAM®-Tests ist, dass eine Wiederholung
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des Tests nur aus dem Plasma der bereits stimulierten Zellen mdglich ist,
da die Stimulation des Vollbluts zum Zeitpunkt X nur einmal durchgefihrt

werden kann.

Beim QuantiFERON®-TB Gold In-Tube-Test, dem entsprechenden Test
aus der Humanmedizin, werden jeweils drei Rohrchen direkt bei der
Blutentnahme mit je 1 ml Blut beflllt. Ein Réhrchen ist mit Mitogen
beschichtet (Positivkontrolle), ein Rohrchen mit einer Mischung von
Peptiden der MTC-spezifischen Proteine ESAT-6, CFP-10 und TB7.7, ein
Roéhrchen bleibt als Negativkontrolle unbeschichtet. Die Réhrchen werden
innerhalb von 16 Stunden nach der Entnahme flr 16 bis 24 Stunden bei
37 °C bebrutet und konnen dann bis zu drei Tage zwischen 2 °C und 27
°C aufbewahrt und wahrend dieser Zeit zum Labor transportiert werden.
Bei dieser Vorgehensweise wird ein verandertes Testergebnis durch
widrige Transportbedingungen des Vollbluts vor der Stimulation
weitgehend ausgeschlossen. Auf3erdem wird dem Test die zeitkritische

Komponente genommen.

Eine grundsatzliche Verbesserung bei der Auswertung des BOVIGAM®-
Tests konnte sein, zwischen den OD-Werten fur eindeutig positive bzw.
negative BOVIGAM®-Ergebnisse einen Zwischenbereich einzufuhren, in
dem die Ergebnisse als fraglich eingestuft werden und die betroffenen
Rinder nochmals untersucht werden sollten. So zeigte der BOVIGAM®-
Test bei einem Rind aus Bestand A aus demselben Plasma innerhalb von
24 Stunden ein negatives, gefolgt von einem positiven Ergebnis. Die
Differenz der OD-Werte betrug nur 0,06.

Ein solcher Wertebereich, in dem die Ergebnisse als fraglich eingestuft
werden, ist beim QuantiFERON®-TB Gold In-Tube-Test festgelegt.
Patienten mit einem Ergebnis in diesem Wertebereich werden erneut

untersucht.

1.5 QuantiFERON®-TB Gold In-Tube Methode zur Stimulierung des
Vollbluts

Bei 16 von 17 Rindern waren die Ergebnisse aus Blutproben, die vor dem

Simultantest und beim Ablesen des Simultantests gewonnen wurden,

nach Stimulation mit den Antigenen des QuantiFERON®-TB Gold In-Tube-
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Tests und PPD-B und PPD-A gleich. Ein Rind aus einem
tuberkuloseunverdachtigem Bestand zeigte bei der Blutabnahme beim
Ablesen der Simultanuntersuchung und nach Stimulation mit den
Antigenen des QuantiFERON®-TB Gold In-Tube-Tests im BOVIGAM®
ELISA ein positives Ergebnis.

Der Kontakt des Rindes mit Tuberkulin beim Simultantest kdnnte zu einer
Sensibilisierung auf PPD-B und PPD-A und auf die PPD-B-Komponenten
ESAT-6, CFP-10 und TB7.7 gefuhrt haben. Bei der Stimulation mit PPD-B
verhinderte der ebenfalls erhohte OD (PPD-A)-Wert ein positives
Testergebnis. Anders bei der Stimulation mit ESAT-6, CFP-10 und TB7.7.

Um die beschriebenen Vorteile der Stimulation mit spezifischen Antigenen
(héhere Spezifitat ohne Gefahr der Maskierung) nutzen zu kénnen, sollte
eine Stimulation mit spezifischen Antigenen nach den Ergebnissen der
vorliegenden Untersuchung nicht nach einem Simultantest durchgefuhrt
werden. Andererseits kann damit die von SCHILLER und Mitarbeitern
(2010b) beschriebene erhohte Sensitivitit des BOVIGAM®-Tests bei
Blutabnahme beim Ablesen des Simultantests im Vergleich zur
Blutabnahme vor dem Simultantest nicht genutzt werden. Um die Vor- und
Nachteile der Stimulation mit spezifischen Antigenen unter
unterschiedlichen Bedingungen abwagen zu koénnen, sind weitere

Untersuchungen notig.

2 Zuverlassigkeit molekularbiologischer Methoden bei

der Diagnostik der Rindertuberkulose

2.1 Auswertung der verschiedenen Methoden zur Gewebelyse und
der DNA-Anreicherung
Die CT-Werte der Real-time PCR mit unterschiedlich lysiertem Gewebe
unterschieden sich kaum. Die angewandte Methode zur Lyse des
Gewebes scheint also bei der molekularbiologischen Diagnostik keine
entscheidende Rolle zu spielen. Die nachfolgende Behandlung mit
LOOXSTER® filhrte jedoch beim Darmlymphknoten bei drei von vier
Proben beim Nachweis von IS1081 und HELI zu einer Verbesserung der

CT-Werte um zirka drei Zyklen. Da diese CT-Werte optimalerweise bei 32,
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oft jedoch hoher liegen, kann eine solche Verbesserung in manchen
Fallen zu einer effektiveren Diagnostik beitragen, zum Beispiel, indem
Wiederholungen von PCR-Laufen bei fraglichen Ergebnissen verhindert

werden.

Andererseits ist die DNA-Anreicherung mit einem erheblichen
Mehraufwand und entsprechenden Kosten verbunden, so dass
LOOXSTER® nicht fir die Routinediagnostik geeignet ist. Woméglich

konnte ein Einsatz bei ausgewahlten Proben sinnvoll sein.

Beim Lungenlymphknoten konnten die Gene 1S1081 und HELI in der
Real-time PCR weder vor noch nach der DNA-Anreicherung
nachgewiesen werden, obwohl in einer friheren Untersuchung dieses
Lymphknotens beide Gene bereits nachgewiesen worden waren. Diese
Tatsache verdeutlicht das Problem, dass nicht so sehr die Art und Weise
der Vorbehandlung und Lyse des Gewebes von Bedeutung zu sein
scheint, als vielmehr die Wahrscheinlichkeit, dass sich Mykobakterien, die
nicht homogen im Gewebe verteilt sind, in der bearbeiteten Probe

befinden.

Jede der Methoden wurde jeweils nur einmal pro Lymphknoten
durchgefuhrt, weswegen die Ergebnisse nicht als reprasentativ gelten
konnen. Das Problem bei einer grofRer angelegten Versuchsreihe liegt im
Ausgangmaterial. Es wirde eine groRere Menge homogenisierten
Lymphknotengewebes bendtigt, die Mykobakterien-DNA in einer
ausreichenden Menge enthalt. Bei den Resten bereits positiv getesteter
Lymphknoten ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass - gerade bei
sichtbaren Lasionen — die entsprechend infizierten Gewebeteile bereits bei
der ersten Beprobung entfernt wurden. Je grofer die homogenisierte

Menge, desto groRRer ist zudem der Verdiinnungseffekt.

2.2 Auswertung der Diagnosemethoden beim toten Tier
Zum Vergleich wurden die Ergebnisse der Methoden jeweils auf das

Ergebnis der Kultur als Goldstandard bezogen.

Die Real-time PCR aus der Amtlichen Methodensammlung des
FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUTS (2010) wies in der vorliegenden
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Untersuchung eine Sensitivitat von 59 % und eine Spezifitat von 99 % auf.
KOHLER und Mitarbeiter (2010) wiesen fiir diese Real-time PCR eine
Sensitivitat von 73 % und eine Spezifitat von 100 % nach, allerdings aus
Organproben, die tuberkulosetypische Veranderungen aufwiesen. Bei der
Berechnung der Ergebnisse dieser Untersuchungsmethode nur fur die in
der vorliegenden Untersuchung pathologisch-anatomisch verdachtigen
Organproben stieg die Sensitivitdt auf 68 %. Mit dieser gleichen
Voraussetzung von verdachtigen Organproben und damit einer
gezielteren Probennahme fur die PCR liegt die Sensitivitat nah an der von
KOHLER und Mitarbeitern (2010) erzielten Sensitivitét.

Dass das Vorhandensein von sichtbaren Lasionen und eine entsprechend
gezielte Probennahme die Sensitivitdt einer molekularbiologischen
Untersuchung verbessert, stellten auch PARRA und Mitarbeiter (2008)
fest: Bei der Schlachttieruntersuchung mit einer Real-time PCR basierend
auf dem Nachweis der 16S-23S ITS (Intragenic Spacer Region) betrug die
Sensitivitat im Schnitt 73,87 %, wobei die Sensitivitat bei Lymphknoten mit
sichtbaren La&sionen um fast 20 % hoher lag als bei solchen ohne

sichtbare Lasionen.

Dieser Effekt war auch beim Einsatz des GenoType® Mycobacteria Direct-
Tests zu beobachten. Der Test zeigte eine Sensitivitat von 41 %, die
Spezifitat lag bei 99 %. Unter der Voraussetzung, dass in der anatomisch-
pathologischen  Untersuchung tuberkulosetypische Veranderungen
festgestellt werden konnten, stieg die Sensitivitat des GenoType® auf
48 %. Die geringere Sensitivitat im Vergleich zur Real-time PCR mag darin
begrundet sein, dass mit diesem Test RNA nachgewiesen wird und diese

RNA instabiler ist als die in der Real-time PCR nachgewiesene DNA.

Bei einem positiven Ergebnis der PCR direkt aus einer Gewebeprobe
kann eine Infektion mit Mykobakterien des MTC in klrzester Zeit
diagnostiziert werden. Gerade bei der Diagnostik von Tierseuchen kann
hier wertvolle Zeit im Vergleich zur Kultur gewonnen werden.
Anzeigepflichtig sind zwar bei Rindern nur Infektionen mit M. bovis und
M. caprae, eine Simultanuntersuchung im Herkunftsbestand wird jedoch in
jedem Fall nach Vorliegen eines positiven PCR-Ergebnisses auf MTC

durchgefihrt.
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FUr eine ausreichende  Sensitivitat sollten  jedoch  weitere
Diagnosemethoden miteinbezogen werden, da ein negatives PCR-
Ergebnis alleine nicht aussagekraftig ist.

Ubertragung dieser Ergebnisse auf die Untersuchungen von
tuberkuloseverdachtigen Organproben aus dem Schlachthof

Mit der Anderung der Rindertuberkuloseverordnung vom 17. Juni 2009
wurde der Schlachtkorperuntersuchung ein hoher Stellenwert bei der
Bekampfung der Rindertuberkulose zugewiesen. Damit besteht auch die
Notwendigkeit, eine schnelle labordiagnostische Abklarung des
Verdachtsfalles zu gewahrleisten. Nachdem kulturelle Methoden zwischen
zwei und sechs Wochen fur ein sicheres Ergebnis bendtigen, ist eine
zuverlassige molekularbiologische Nachweismethode, die innerhalb von
wenigen Stunden oder Tagen ein verlassliches Ergebnis liefert, von

grol3er Bedeutung.

Durch die momentane Vorgehensweise einer alleinigen molekular-
biologischen Untersuchung von Verdachtsproben aus dem Schlachthof
werden mehr als ein Viertel aller bei der Schlachtung auffalliger,
tuberkulosepositiver Rinder, die in der kulturellen Untersuchung
identifiziert werden konnten, nicht als solche erkannt. Diese Zahl ist umso
bedenklicher, als eine Schlachttieruntersuchung eher ungeeignet fir eine
Friherkennung ist und somit am Schlachthof nur die Spitze des Eisbergs

aller tuberkuloseinfizierten Rinder Uberhaupt erkannt werden kann.

Bis eine entsprechend zuverlassige molekularbiologische Diagnose-
methode einsatzfahig ist, sollte die kulturelle Untersuchung der
verdachtigen Schlachthofproben auch nach Freigabe des Schlachtkorpers
aufgrund eines negativen PCR-Ergebnisses durchgefuhrt werden.
Tuberkulosepositive Rinder wirden zu einem hoheren Prozentsatz
identifiziert. Eine Untersuchung und wenn nétig Sanierung des
Herkunftsbestand konnte eingeleitet werden, bevor sich die Seuche

unerkannt weiter verbreiten kann.

Dieses Vorgehen widerspricht nicht den Vorgaben des EU-Hygienepakets
(Verordnung (EG) Nr. 854/2004 Anhang | Abschnitt IV Kapitel IX

Buchstabe E Nummer 2 Satz 2), nach denen bei tuberkuloseverdachtigen
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Rindern lediglich befallene Organe bzw. Korperstellen und zugehoérige
Lymphknoten als genussuntauglich erklart werden mussen. Bei einem
positiven PCR-Ergebnis kommt dieses Vorgehen nicht in Betracht, nach
einem negativen PCR-Ergebnis sollte jedoch die Kultur weitergefuhrt
werden, gelangt doch das Fleisch beim momentanen Vorgehen ebenfalls
in die Lebensmittelkette — allerdings ohne die Chance der Seuchen-

kontrolle im Herkunftsbetrieb.

3 Bedeutung des Vorkommens von Mycobacterium

caprae beim bayerischen Rotwild

3.1 Repréasentativitat der beprobten Rothirsche

Die Probenauswahl und Probennahme in den Landkreisen Ostallgadu und
Bad Tolz erfolgte grundsatzlich durch die Jagdausubungsberechtigten. Im
Oberallgdu wurde Uber ein Drittel der Tiere, die beprobt wurden, bei
grofl3en Drickjagden erlegt. Dabei wurden die Proben von der Verfasserin

vor Ort genommen und die Tierkorper dabei adspektorisch untersucht.

In Bezug auf die Alters- und Geschlechtsverteilung entsprachen die
beprobten Tiere in den Landkreisen Ostallgdu und Bad Tolz-
Wolfratshausen einer reprasentativen Stichprobe aus der Menge der
erlegten Rothirsche. Im Oberallgau wurden im Verhaltnis zum Anteil der
Alttiere und Schmaltiere an allen erlegten Tieren relativ zu viele Alttiere
und zu wenige Schmaltiere untersucht. Da Tuberkulose vor allem bei
alteren Rothirschen nachgewiesen werden kann (GLAWISCHNIG, 2009),
wurde die Pravalenz dadurch wahrscheinlich eher zu hoch als zu niedrig

berechnet.

Der Anteil der untersuchten Rothirsche an allen in der Jagdsaison
2009/2010 erlegten Rothirschen betrug im Oberallgdu 14,54 %, im
Ostallgau 17,63 % und im Landkreis Bad Tolz-Wolfratshausen 6,16 %.

3.2 Mycobacterium-caprae-positives Rotwild
Neben dem Vorkommen von verschiedenen atypischen Mykobakterien
konnte bei insgesamt drei der 332 beprobten Tiere M. caprae isoliert

werden: bei einem Schmaltier aus dem Hegering Rohrmoos und einem
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| Hirsch aus dem Hegering Ehrenschwang (beide Oberallgau) sowie bei
einem |ll Hirsch, der in Vorderri® (Landkreis Bad Tolz-Wolfratshausen)

erlegt wurde.

Keiner der drei Rothirsche zeigte eine tuberkulosetypische Veranderung,
die bei der Fleischuntersuchung durch den JagdauslUbungsberechtigten
sichtbar gewesen ware. Bei einer Untersuchung nur von Tieren mit
verdachtigen Lasionen ware keiner der Rothirsche als M.-caprae-positiv
erkannt worden. GAVIER-WIDEN und Mitarbeiter (2009) fordern die Kultur
als Standarduntersuchung fir eine sinnvolle Abschatzung der Pravalenz
von Tuberkulose bei Wildtieren. Die Pravalenz wurde deutlich

unterschatzt, wenn nur Tiere mit sichtbaren Lasionen beprobt werden.

Bei keinem der drei tuberkulosepositiven Rothirsche konnte M. caprae in
den Darm- oder lleozakallymphknoten nachgewiesen werden. Die Erreger
befanden sich nur in Tonsillen, Retropharyngeal-, Mediastinal- und
Lungenlymphknoten. Diese Verteilung deutet auf eine Aufnahme der

Erreger Uber den Respirationstrakt hin.

Da keines der Tiere, bei denen M. caprae isoliert wurde, in der
pathologisch-anatomischen Untersuchung einen Hinweis auf eine offene
Tuberkulose zeigte, ist eine Erregerausscheidung durch diese Tiere nicht
anzunehmen. Auffallig ist, dass bei allen drei Tieren mehr als ein Lymph-
zentrum befallen war, was darauf schlief3en lasst, dass eine tuberkuldse
Erkrankung mit Erregerdisseminierung in einer frihen Phase vorgelegen
hat.

3.3 Préavalenz der Rindertuberkulose beim Rotwild

Wahrend in der vorliegenden Untersuchung eine Pravalenz von M. caprae
beim Rotwild von 0,91 % nachgewiesen werden konnte, ergab sich laut
dem Zwischenbericht einer entsprechenden Studie im grenznahen
Osterreichischen Lech- und Tannheimertal eine Pravalenz von 6,7 % (9
positive von 133 untersuchten Rothirschen) (BAUERNZEITUNG, 2009).

Die hohere Pravalenz von M.-caprae-Infektionen beim Rotwild im
grenznahen Osterreich kénnte darauf zurlickzufiihren sein, dass die 139

insgesamt zu beprobenden Rothirsche eine andere Alters- und
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Geschlechtsstruktur aufweisen als die Rothirsche, die fur die vorliegende
Arbeit untersucht wurden: 21 % Il Hirsche, 20 % Il Hirsche, 7 % | Hirsche,
27 % Alttiere, 8 % Schmaltiere und 17 % Kalber (SCHOPF, 2009).

Laut GLAWISCHNIG (2009) sind vor allem altere und mannliche Tiere von
Tuberkulose betroffen, da die Erregertbertragung nicht nur an der
Fltterung, sondern vor allem auch wahrend der Brunft stattfinden soll. Bei
der Festlegung der Sollstuckzahlen fur die Osterreichische Rotwildstudie
wurde offensichtlich Wert darauf gelegt, die starker von Tuberkulose

betroffenen Alters- und Geschlechtsgruppen vermehrt mit einzubeziehen.

Ein weiterer Grund fur die hohere Pravalenz in der &sterreichischen
Rotwildstudie kénnte die hdéhere Rotwilddichte in Osterreich sein:
Wahrend im Lechtal bis zu 10 Stick Rotwild auf 100 Hektar kommen
(SCHOPF, 2009), liegt die Rotwilddichte in den Allgauer Alpen zwischen 4
und 7 Stuck, in den Ubrigen bayerischen Alpengebieten zwischen 1,5 und
4 Stick pro 100 Hektar (DEUTSCHE WILDTIERSTIFTUNG, 2010).

Bei einer hoheren Tierdichte ist die Wahrscheinlichkeit einer sich selbst
unterhaltenden Infektion innerhalb der Population und damit der Anteil der
infizierten Tiere hoher, da die Persistenz einer Infektion innerhalb einer
Wildtierart nicht nur von der Ausscheidung der Erreger, sondern auch von
Okologischen Faktoren wie Populationsdichte und Maoglichkeiten zur
gegenseitigen Infektion abhangt (ARANAZ et al., 2004).

3.4 Auswertung der epidemiologischen Ergebnisse der
Untersuchung des Mycobacterium-caprae-positiven Rotwilds
Das MIRU-VNTR-Muster des M.-caprae-Stamms, der aus dem Hirsch aus
dem Landkreis Bad Tolz-Wolfratshausen isoliert wurde, gleicht dem des
Karwendel-Typs. Dieser Karwendel-Typ wurde von SCHONBAUER und
Mitarbeitern (2004) beschrieben: Seit rund 30 Jahren kommen im
Karwendel ,Kugelhirsche® vor, die sich durch besonders groRRe
Hodensacke (,Brunftkugeln“) auszeichnen, in denen immer wieder

M. caprae nachgewiesen werden konnte.

Bei dem Stamm, der im Rahmen der Untersuchungen fur diese Arbeit

isoliert wurde, handelt es sich um den ersten Nachweis in Bayern. Der

101



V Diskussion

Stamm wurde bisher nur bei Rothirschen im Karwendel nachgewiesen
(PRODINGER, E-Mail).

Beide M.-caprae-Stamme der positiven Rothirsche aus dem Oberallgau
zeigten in der MIRU-VNTR-Typisierung das gleiche Muster. Dieses Muster
entspricht dem Muster des M.-caprae-Stamms aus den Organen des
Schlachtrindes, die fir diese Arbeit untersucht wurden. Da alle weiteren
Rinder, die fur diese Arbeit beprobt wurden, in direktem Zusammenhang
mit diesem Tuberkuloseausbruch getdtet wurden, ist anzunehmen, dass
die M.-caprae-Stamme aller anderen Rinderorganproben ebenfalls dieses
oder ein sehr dhnliches Muster zeigen. Dieses Muster wurde in Osterreich
bisher weder bei M.-caprae-Stammen von Rindern noch vom Rotwild
nachgewiesen. Allerdings lassen sich M.-caprae-Stamme von sieben
Rindern aus drei Bestanden im Allgau aus friheren Untersuchungen eben
diesem Muster zuordnen (PRODINGER, E-Mail). Dieser ,Allgau-Typ*
entspricht nicht dem Lechtal-Typ, der bereits bei Rindern aus dem Bezirk
Landeck und Reutte, bei Rindern und freilebendem Rotwild aus dem
Tiroler Lechtal, bei Rotwild aus dem Bezirk Bludenz in Vorarlberg sowie
bei Rindern im Allgau festgestellt wurde (AGES, 2009; PRODINGER, E-
Mail).

Da sowohl der Lechtal-Typ als auch der ,Allgau-Typ“ beim Rotwild und bei
Rindern im Osterreichisch-bayerischen Grenzgebiet isoliert wurden, lasst
sich darauf schlieRen, dass sich die Rothirsche und die Rinder jeweils
entweder untereinander infiziert haben oder die Ansteckung auf eine
gemeinsame Quelle zurlckgeht. Auf  die Richtung der
Infektionslibertragung oder den Infektionsherd lasst das Ergebnis keine

Ruckschlisse zu.

Aufgrund der in dieser Untersuchung ermittelten niedrigen Pravalenz von
M.-caprae-Infektionen  beim  bayerischen  Rotwild scheint es
unwahrscheinlich, dass Rotwild eine wesentliche Rolle als
Erregerreservoir oder als malgebliche Infektionsquelle fur die
Rinderpopulation spielt — umso mehr, als bei keinem der Rothirsche

Hinweise auf eine offene Tuberkulose gefunden wurden.
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3.5 Uberlegungen zur Ausbreitung von Mycobacterium caprae im
Allgau

Rinder, die flr diese Arbeit beprobt wurden, zeigten in der pathologisch-

anatomischen Untersuchung deutliche Hinweise auf Tuberkulose, Falle

von offener Tuberkulose waren nicht auszuschlielRen.

Bei der Untersuchung der Alp-Rinder reagierten von 14 Rindern aus dem
Herkunftsbestand des Schlachtrindes im Simultantest sieben positiv und
sechs fraglich, im BOVIGAM®-Test (Bestand B) zehn positiv. Von weiteren
41 Rindern (Bestande G und H), die sich auf der gleichen Alpe befunden
hatten, zeigte kein Rind im Simultan- oder BOVIGAM®-Test ein positives
Ergebnis. Dass nur Rinder dieses einen Bestandes betroffen waren,
macht es sehr wahrscheinlich, dass in diesem Fall die Rinder die
Tuberkuloseinfektion bereits aus dem Herkunftsbestand mit auf die Alpe

gebracht hatten.

Das besagte Schlachtrind war im November 2007 im Rahmen der
flachendeckenden Tuberkulinisierung im Allgau negativ getestet worden.
Die Quelle der in der Zwischenzeit stattgefundenen Infektion ist
unbekannt. Es ist nicht ausgeschlossen, dass die Infektion des
betroffenen Bestandes auf Rotwild oder andere Wildtiere zurickgeht. Fur
die Rinder auf der Alpe ist nach den Ergebnissen dieser Untersuchung
jedoch eine groRere Infektionsgefahr von den tuberkulosepositiven

Rindern auf der Alpe ausgegangen als vom Rotwild.

Deshalb sollten sowohl die Rinder als auch das Rotwild und womadglich
auch andere Wildtiere entsprechend Uberwacht werden. Aus diesem
Grund fordert zum Beispiel auch die BOVINE TB ADVISORY GROUP
(2009) zur Bekampfung der Rindertuberkulose in Grofibritannien, dass
nicht nur ein Augenmerk auf das Reservoirtier Dachs gerichtet werden
soll, sondern vor allem ein koordiniertes Untersuchen von Rindern, vor
allem vor einem Transport, realisiert werden muss, damit die

Rindertuberkulose eingedammt werden kann.
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3.6 Tenazitat von Mycobacterium caprae in Salzlecksteinmatrix
Eine Ubertragung von Tuberkulose zwischen Rindern und Wildtieren kann
erfolgen durch raumlich Uberlappende Territorien (Weiden, Wassertrog),
Persistenz der Mykobakterien nach dem Tod des Wirtes (Ubertragung auf
Tiere, die an Kadavern schnuffeln) und ausgeschiedene Tuberkulose-
Erreger, die in der Umgebung Uberleben (ARANAZ et al., 2004).

Da vor allem auch Salzlecksteine auf Rinderweiden von Rotwild
frequentiert werden, wurde fur diese Arbeit untersucht, ob M. caprae nach
Inkubation auf Salz und/oder Rinderspeichel bei verschiedenen
Temperaturen und Uber verschiedene Zeitrdume vermehrungsfahig und

damit potentiell infektios bleibt.

Voraussetzung fiir eine Ubertragung von M. caprae (iber Salzlecksteine ist
eine  entsprechende  Kontamination des  Salzlecksteins. Da
tuberkuloseinfiziertes Rotwild zur Abszessbildung und deshalb zur offenen
Tuberkulose tendiert (ZANELLA et al., 2008b) und — wie in dieser
Untersuchung gezeigt — Tonsillen und Retropharyngeallymphknoten von
der Infektion betroffen sein kdénnen, liegt es im Bereich des Mdglichen,
dass M. caprae mit dem Speichel ausgeschieden wird. Daruber hinaus
kann auch eine Ausscheidung der Tuberkulose-Erreger Uber Aerosole
einen Salzleckstein kontaminieren. Eine Ubertragung von
Rindertuberkulose von experimentell infiziertem Rotwild auf nicht
infiziertes Rotwild Uber Futter wurde nachgewiesen (PALMER et al.,,
2004).

Bei diesem Versuch konnten bei sieben von neun unterschiedlichen
Inkubationsbedingungen nach einer Inkubation von vier Wochen noch
vermehrungsfahige Mykobakterien festgestellt werden, und zwar nach

Inkubation bei

e 20 °C auf Salz mit Speichel und nur auf Speichel
e 31 °C auf Salz mit Speichel und nur auf Speichel und

e 4 °C auf Salz, Salz mit Speichel und nur auf Speichel.

Bei der Verwendung von reinem Salz als Substrat waren

vermehrungsfahige Mykobakterien lediglich nach maximal einer Woche
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(Inkubationstemperatur 20 °C) bzw. gar nicht mehr nachweisbar

(Inkubationstemperatur 31 °C).

Dies kdonnte womoglich mit dem alkalischen pH-Wert des Rinderspeichels
zusammenhangen. SUNG und COLLINS (2000) stellten bei der
Untersuchung von Auswirkungen bestimmter Einflisse bei der
Kaseherstellung auf M. avium ssp. paratuberculosis fest, dass die
Kombination von niedrigem pH-Wert und der Anwesenheit von Salz die
pathogenen Bakterien abtoten konnte. Allerdings wurden beide
untersuchten Stamme beim jeweils gleichen pH-Wert (getestet wurde bei
pH 4, 5 und 6) nicht signifikant durch verschiedene Salzkonzentrationen
beeinflusst. Bei pH 6, dem hochsten pH-Wert im Test, wurden die beiden
Stamme Uberhaupt nicht vom Salzgehalt beeinflusst. Inwieweit diese
Ergebnisse auf andere Mykobakterienspezies Ubertragbar sind, ist unklar.
Womadglich kdnnte auch bei M. caprae der pH-Wert eine groRere Rolle als

der Salzgehalt spielen.

Auch der Flussigkeitsgehalt der inkubierten Proben kdénnte von
entscheidender Bedeutung sein. In allen Proben, die Rinderspeichel
enthielten, waren 0,4 ml Flussigkeit enthalten, wahrend Proben auf Salz
ohne Rinderspeichel nur 0,1 ml Flussigkeit enthielten. Dass das
Wachstum der Mykobakterien bei den Proben, die bei 4 °C gelagert
wurden, uneingeschrankt moglich war, kann daran liegen, dass bei der
tiefen Temperatur die Flussigkeit weniger schnell verdunsten konnte als
bei der Inkubation bei 20 °C oder gar bei 31°.

Ein weiterer Erklarungsansatz ist, dass M. caprae bei niedrigen
Temperaturen die Stoffwechselaktivitat und damit alle Lebensfunktionen
so verlangsamt, dass es selbst bei schwierigen Umweltbedingungen wie

einem reinen Salzsubstrat zur Konservierung kommt.

Der Versuch wurde wegen der begrenzten Moglichkeiten im S3-Labor
nicht parallel mit Speichel verschiedenener Rinder und/oder mit
unterschiedlichen Konzentrationen der M.-caprae-Verdunnung durchge-
fuhrt. Es konnte aber gezeigt werden, dass M. caprae bei einer Inkubation
auf Salz vor allem bei niedrigen Temperaturen auch Uber Wochen

vermehrungsfahig und damit infektionstichtig bleiben kann. Die
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Ubertragung von M. caprae zwischen verschiedenen Tieren (ber
gemeinsam benutzte Salzlecksteine kann daher nicht grundsatzlich

ausgeschlossen werden.

Unbeachtet bleiben musste bei dem Versuch der Einfluss des UV-Lichts
auf M. caprae. Da bereits KOCH (1908) auf den Einfluss des direkten
Sonnenlichts bei der Abtétung der Tuberkelbazillen hingewiesen hatte,
konnte zusatzlich zur Empfehlung, Salzlecksteine moglichst unzuganglich
fur Wildtiere aufzustellen, geraten werden, Salzlecksteine nicht im
Schatten aufzustellen, um so das Risiko einer Erregerlibertragung durch
die Einwirkung von UV-Licht entsprechend zu minimieren. Dartuberhinaus
ware Sonneneinstrahlung und die damit verbundene hohere Temperatur
und niedrigere Feuchtigkeit bei allen hier diskutierten Theorien von

Nachteil fur die Uberlebensfahigkeit der Mykobakterien.
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VI ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Untersuchung wurden innovative Diagnosemethoden
der  Rindertuberkulose bewertet: der BOVIGAM®-Test, ein
immunologischer Test zur Diagnostik am lebenden Tier und eine Real-
time PCR zur postmortalen Diagnostik aus Gewebeproben. Daruber
hinaus wurde das Vorkommen von Tuberkulose beim bayerischen Rotwild
untersucht und mdgliche Zusammenhange mit einem Ausbruch von

Rindertuberkulose im Oberallgdu Uberpruft.

Bei der Verwendung des BOVIGAM®-Tests konnte keine Verbesserung
der Sensitivitat oder Spezifitit gegenlber der des Simultantests
festgestellt werden. Der Einsatz einer Kombination von Simultantest und
BOVIGAM®-Test verbesserte jedoch die Sensitivitit gegeniiber den
Einzeltests. Beide Tests lieferten gute Ergebnisse in der

Herdendiagnostik.

Die vom Friedrich-Loeffler-Institut als amtliche Untersuchungsmethode
empfohlene Real-time PCR sichert im positiven Fall eine schnelle und
sichere Diagnose uber das Vorhandensein von DNA von Mykobakterien
des Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes (Spezifitdt 99 %). Die
Sensitivitat der PCR lag bei 59 %, unter der Voraussetzung des
Vorliegens verdachtiger Lasionen bei 68 %. Bezuglich Nachweissicherheit
bleibt die klassische kulturelle Untersuchung, die in dieser Untersuchung

als Referenzmethode verwendet wurde, der Real-time PCR Uberlegen.

Die PCR-Diagnostik von verdachtigen Rinderproben aus dem Schlachthof
als tragende Saule der Bekampfung der Rindertuberkulose kdnnte durch
eine parallele kulturelle Untersuchung aller Proben (auch nach einem
negativen PCR-Ergebnis und der folgenden Freigabe des Schlachttieres)
im Sinne einer hoheren Sensitivitat und damit verbundenen effektiveren
Tierseuchenbekampfung verbessert werden, ohne die Vorgaben des EU-

Hygienepakets zu verletzen.
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Beim untersuchten bayerischen Rotwild wurde eine Tuberkulosepravalenz
von 0,91 % festgestellt (Landkreis Bad Tolz-Wolfratshausen 2,08 %,
Oberallgau 1,06 %, Ostallgau 0 %). Hinweise auf eine offene Tuberkulose

konnten beim Rotwild nicht festgestellt werden.

Aus allen tuberkulosepositiven Rindern und Rothirschen dieser
Untersuchung wurde Mycobacterium caprae isoliert. DNA-Fingerprinting-
Untersuchungen ergaben, dass die Stamme von Rindern und Rotwild aus
dem Oberallgdu eine enge genetische Verwandtschaft aufweisen. Dies
lasst darauf schlie3en, dass sich die Rothirsche und die Rinder jeweils
entweder untereinander infiziert haben oder die Ansteckung auf eine
gemeinsame  Quelle  zuruckgenht. Auf  die Richtung der
Infektionsubertragung oder den Infektionsherd lasst das Ergebnis keine

Ruckschliisse zu.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass weitere Verbesserungen vor allem
in der Einzeltierdiagnostik der Rindertuberkulose winschenswert sind. Ein
Zusammenhang zwischen den Tuberkuloseinfektionen bei Rindern und
Rotwild im Oberallgau ist wahrscheinlich, wobei bisher kein
epidemiologisch bedeutsames Reservoir von Rindertuberkulose im

Rotwild festgestellt werden konnte.
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VIl SUMMARY

Innovative diagnostic measures of bovine tuberculosis have been
evaluated in this study: the BOVIGAM® test, an immunological test for
diagnostics in living animals and a real-time PCR for postmortem
diagnostics of tissue samples. Furthermore, the occurrence of tuberculosis
in Bavarian red deer has been investigated in order to elucidate a possible
connection to the outbreak of bovine tuberculosis in the Upper Allgau

region.

The application of the BOVIGAM® test did not improve sensitivity or
specificity versus the simultaneous skin test. However, a combined
application of both the simultaneous skin test and the BOVIGAM® test
resulted in an enhanced sensitivity, compared to the results of the
individual tests. Both tests offer a good feasibilty as herd-based

diagnostics.

In the event of a positive result, the real-time PCR — an analytical method
officially recommended by the National Reference, the Friedrich-Loeffler-
Institut laboratory — ensures a rapid and sure diagnosis for the presence of
DNA of the Mycobacterium tuberculosis bacteria complex (specificity
99%). The achieved sensitivity of the PCR protocol was 59% and
increased to 68% under the condition that suspicious lesions were found.
The classic cultural isolation, used as a reference method in this work,
remains the more sensitive diagnostic method compared to the real-time
PCR protocol.

The PCR diagnostics of suspicious bovine samples from the abattoir as
the mainstay of the battle against bovine tuberculosis could be improved
through a parallel cultural test of all samples (even after a negative PCR
result and the following release of the slaughtered animal) to achieve a
higher sensitivity and the related more effective control of animal diseases,

without infringing upon the stipulations of the EU Hygiene Package.
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Among the investigated samples from Bavarian red deer, a tuberculosis
prevalence of 0.91 % was identified (region Bad Tdlz — Wolfratshausen:
2.08 %, Upper Allgau: 1.06 %, Eastern Allgau: 0 %). Evidence of open

tuberculosis could not be found in red deer.

From all positive tested samples derived from cattle and red deer in this
work, Mycobacterium caprae was isolated. DNA fingerprinting revealed
that strains from cattle and deer of the Upper Allgau region show close
genetic relations. This suggests that red deer and cattle either have
infected one another, or that the infection is derived from a common
source. This result does not allow for any conclusions on the direction of

the disease propagation or on the source of infection.

In summary, it can be stated that further improvement, especially in
individual animal diagnostics for bovine tuberculosis is preferable. A
connection between tuberculosis infection among cattle and red deer in
the Upper Allgau region is to be presumed. However, no epidemiologically
important reservoir of bovine tuberculosis in red deer could be detected so

far.
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