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Einleitung  1

I EINLEITUNG 

Als Erreger der Rindertuberkulose stellen M. bovis und M. caprae durch ihr zoonotisches 

Potenzial ein Infektionsrisiko für den Menschen dar (MÜLLER et al., 2013). Des Weiteren 

werden infolge der Minderung der Tiergesundheit, Produktivität und der erforderlichen 

Bekämpfungsmaßnahmen zum Schutz von Mensch und Tier durch diese Tierseuche weltweit 

erhebliche volkswirtschaftliche Schäden verursacht (FLI, 2010). In Deutschland gilt die 

Rindertuberkulose seit fast einem halben Jahrhundert als getilgt. Dennoch können seit den 

letzten Jahren in Bayern, insbesondere im Allgäu wieder verstärkt Ausbrüche von 

Rindertuberkulose festgestellt werden. Als Erreger wird vor allem M. caprae identifiziert. 

Ebenso werden M.-caprae-Infektionen beim Rotwild in der Alpenregion nachgewiesen 

(GERSTMAIR et al., 2011). In mehreren Mitgliedstaaten der Europäischen Union stellt die 

Tuberkulose bei Wildtieren eine kontinuierliche Quelle für Infektionen von Rindern dar. Sie 

kann ebenfalls als eine neu aufkommende (re-emerging) Krankheit mit großer Bedeutung für 

die Wirtschaft und die öffentliche Gesundheit angesehen werden (SCHOEPF et al., 2012). Um 

Aussagen über mögliche Infektketten und Übertragungswege treffen zu können, ist der 

epidemiologische Hintergrund der Tuberkuloseinfektionen von besonderer Bedeutung (VAN 

SOOLINGEN et al., 2001). Dazu ist eine Differenzierung der M.-caprae-Isolate unterhalb der 

Speziesebene erforderlich. Allerdings ist in der Literatur nur wenig über die genetischen 

Eigenschaften von M. caprae beschrieben, wodurch eine schnelle und sichere 

Charakterisierung erschwert wird. 

Daher befasst sich diese Arbeit mit einer neuen Möglichkeit der Subtypisierung von 

bayerischen M.-caprae-Isolaten anhand der genetischen Unterscheidungsregion vier (Region of 

difference four, RD4). Durch die Datenanalyse einer Genomsequenzierung von 

M.-caprae-Isolaten mit verschiedenen PCR-Ansätzen konnten in dieser Arbeit erstmalig in 

zwölf bayerischen M.-caprae-Isolaten aus Wild- und Nutztier drei Variationen der RD4-

Region nachgewiesen werden. Es wurden PCR-Protokolle entwickelt, die eine schnelle und 

sichere Differenzierung der RD4-Variation zulassen. Darüber hinaus ist anhand der RD4-

Charakterisierung eine Einordung von M.-caprae-Isolaten in drei Subtypen (Allgäu, Lechtal 

oder Karwendel) möglich. Die in dieser Arbeit etablierten PCR-Protokolle stellen im Vergleich 

zu bisherigen zeit- und arbeitsaufwendigen Methoden eine schnelle und sichere 

Differenzierungsmöglichkeit von M.-caprae-Isolaten dar. Daher können die entwickelten PCR-

Ansätze leicht in der Routinediagnostik verwendet werden. 

Des Weiteren konnte jeder Subtyp bereits aus Feldproben von Wild- und  Nutztieren 
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nachgewiesen werden. Demzufolge kann auf einen Erregeraustausch zwischen Nutz- und 

Wildtier geschlossen werden. Allerdings lässt diese Erkenntnis keinen Rückschluss auf die 

Richtung der Infektionsübertragung oder die ursprüngliche Infektionsquelle zu. 
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1.2 Mycobacterium tuberculosis Komplex (MTC) 

1.2.1 Mitglieder des MTC 

Zu dem MTC zählen die genetisch nah verwandten Spezies: M. tuberculosis, M. canettii, 

M. africanum, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae, M. bovis, und der Impfstamm M. bovis 

Bacille Calmette-Guérin (BCG) (BROSCH et al., 2002; COUSINS et al., 2003; HUARD et al., 

2006; VAN SOOLINGEN et al., 1994). M. mungi und M. orygis wurden 2010 und 2012 als 

neue Spezies des MTC vorgeschlagen (ALEXANDER et al., 2010; VAN INGEN et al., 2012). 

Die Mitglieder des MTC stimmen zu 99,9 % in ihrem Genom überein und weisen somit einen 

verhältnismäßig niedrigen Genpolymorphismus auf (GARNIER et al., 2003). Horizontaler 

Gentransfer und Rekombinationsereignisse finden im MTC eher selten statt (HIRSH et al., 

2004). Des Weiteren zeichnen sie sich durch eine fast identische Sequenz ihrer 16S rRNA aus 

und wären demnach vielmehr als Subspezies statt als einzelne Spezies zu bezeichnen 

(ROGALL et al., 1990). Dass sie sich dennoch in Pathogenität, Virulenz, Wirtsspezifität und 

Resistenzverhalten unterscheiden (BROSCH et al., 2002; SREEVATSAN et al., 1997), könnte 

auf eine unterschiedliche Genexpression, die nur 6 % des Gesamtgenoms betrifft (REHREN et 

al., 2007), und einzelne Punktmutationen (KARLSON & LESSEL, 1970) zurückgeführt 

werden. 

M. tuberculosis ist der bedeutendste Erreger der Tuberkulose beim Menschen (WHO, 2012). 

Infektionen mit M. tuberculosis können aber auch in anderen Wirten, wie beispielsweise 

Rindern nachgewiesen werden (THAKUR et al., 2012). 

Als Erreger der Rindertuberkulose spielen M. bovis und M. caprae die wichtigste Rolle beim 

Nutztier. Allerdings weisen sie im Allgemeinen ein breites Wirtsspektrum auf. So wurde 

M. bovis unter anderem bei Menschen, Rind (Bos taurus) (THAKUR et al., 2012), 

Wildschwein (Sus scrofa) (SANTOS et al., 2008), Fuchs (Vulpus vulpus), Rehwild (Capreolus 

capreolus) (ZANELLA et al., 2008), Rotwild (Cervus elaphus) (GORTÁZAR et al., 2008), 

Dachs (Meles meles) (JENKINS et al., 2008) oder auch Nashorn (Diceros bicornis minor) 

(ESPIE et al., 2009) nachgewiesen. Für M. caprae sind unter anderem Infektionen von 

Menschen (KUBICA et al., 2003), Rind (Bos taurus) (PRODINGER et al., 2005), Rotwild 

(Cervus elaphus) (PRODINGER et al., 2002), Ziege (Capra aegagrus hircus), Schwein (Sus 

scrofa domestica), Fuchs (Vulpus vulpus) (RODRÍGUEZ et al., 2011), Wildschwein (Sus 

scrofa) und Kamel (Camelus ferus) (ERLER et al., 2004) beschrieben. 



Literaturübersicht 5

M. bovis BCG stellt einen über 13 Jahre durch 230 Kulturpassagen entstandenen attenuierten 

Stamm eines virulenten M. bovis Stammes dar (GUÉRIN, 1957). Er wird in vielen Ländern, 

vor allem in Entwicklungsländern als Lebendimpfstoff gegen die Tuberkulose verwendet. In 

Deutschland wird die Impfung von der Ständigen Impfkommission am Robert Koch-Institut 

(RKI) seit 1998 wegen des geringen Infektionsrisikos nicht mehr empfohlen (RKI, 2013a). 

Durch kontinuierliche Subkultivierung wurde M. bovis BCG über Jahrzehnte hinweg 

aufrechterhalten. Dies führte zu genetischen Polymorphismen und somit zu einer Vielzahl 

genetisch unterschiedlicher M. bovis BCG Stämmen, wie zum Beispiel BCG-Pasteur oder 

BCG-Tokyo (BEHR & SMALL, 1999). 

1.2.2 Tenazität  

Tuberkuloseerreger können in der Rohmilch von infizierten Rindern nachgewiesen werden und 

eine Infektionsgefahr für den Menschen darstellen (EREQAT et al., 2013). Durch eine 

thermische Behandlung beispielsweise bei 62,8 °C für 30 Minuten oder bei 71,7 °C für 15 

Sekunden werden die Mykobakterien allerdings abgetötet (HARRINGTON & KARLSON, 

1965). Des Weiteren verlieren Mykobakterien unter Einfluss von Säure sehr schnell an 

Überlebensfähigkeit (NEUMEISTER et al., 1992). Hingegen bewirken das langsame 

Wachstum und der Aufbau der Zellwand eine hohe Tenazität gegenüber Umweltfaktoren 

(GONZALEZ-Y-MERCHAND et al., 1997). In experimentell beimpften Proben wurde die 

Überlebensdauer von M. bovis unter natürlichen Wetterbedingungen über einen Zeitraum von 

einem Jahr untersucht. Es wurde eine Überlebensfähigkeit von vermehrungsfähigen Erregern 

bis zu 88 Tage in Erde, 58 Tage in Wasser und Heu sowie 43 Tage in Getreide nachgewiesen. 

Dabei ist das Überleben von M. bovis abhängig von den vorherrschenden Wetterbedingungen. 

Erhöhte Temperaturen, eine intensive Sonneneinstrahlung und Feuchtigkeitsverlust im 

Frühling und Sommer verringern die Überlebensfähigkeit in der Umwelt signifikant (FINE 

et al., 2011). 

1.2.3 Pathogenese 

Meist äußert sich die Tuberkulose als eine respiratorische Erkrankung (pulmonale 

Tuberkulose) (WHO, 2012). Sie kann aber auch den Gastrointestinaltrakt, Knochen und andere 

Organe (extrapulmonale Tuberkulose) betreffen (PETO et al., 2009). Eine Infektion mit 

Tuberkuloseerregern erfolgt über die Inhalation bakterienhaltiger Aerosole, perkutan oder oral 

(LITTLE et al., 1982; MENZIES et al., 2000; NUGENT et al., 2013). Der Primärherd an der 
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Eintrittspforte und der beteiligte regionale Lymphknoten werden als Primärkomplex 

zusammengefasst (WALLGREN et al., 1948). Je nach Abwehrlage des infizierten Organismus 

werden nachfolgend verschiedene Verlaufsformen beschrieben. Ein geschwächtes 

Immunsystem kann zu einer Generalisation führen (SMITH, 2003), bei der sich die 

Tuberkuloseerreger in verschiedenen Organen ausbreiten (Miliartuberkulose) (WALLGREN 

et al., 1948). Dagegen besteht bei einem intakten Immunsystem die Möglichkeit einer 

persistenten Infektion ohne klinische Manifestation der Tuberkulose (SMITH, 2003). Infolge 

einer Immunsuppression kann es allerdings nach Jahren zu einem Krankheitsausbruch kommen 

(Reaktivierung). Sobald eine Erregerausscheidung erfolgt, wird die Tuberkulose als infektiös 

(offen) bezeichnet (PARRISH et al., 1998). Abhängig von dem betroffenen Organsystem 

können dann Erreger über die Atemluft, Kot, Sekrete des Urogenitaltrakts oder mit der Milch 

ausgeschieden werden (FIRDESSA et al., 2012; RKI, 2013a; SMITH, 2003). 

1.3 Mykobakterielle Genome 

M. tuberculosis H37 wurde 1905 aus einem Menschen isoliert und 1934 in den virulenten und 

avirulenten Stamm H37Rv und H37Ra unterteilt (STEENKEN et al., 1934). M. tuberculosis 

H37Rv ist der meist verwendete pathogene Stamm in der Tuberkuloseforschung (BIFANI 

et al., 2000; CAMUS et al., 2002). Das Gesamtgenom von M. tuberculosis H37Rv wurde 1998 

sequenziert. In dem Genom identifizierte offene Leseraster (open reading frame, ORF) wurden 

anhand von Rv-Nummern mit dem Startpunkt Rv0001 durchnummeriert. Bei Vorlage weiterer 

Informationen zu den ORFs, werden zusätzlich Gen-Namen vergeben. Beispielsweise wurde 

der Rv-Nummer Rv0005 der Gen-Name gyrB zugeordnet (COLE et al., 1998). Durch eine 

Aktualisierung der vorhandenen Informationen (Re-Annotation) zum M. tuberculosis H37Rv 

Genom wurden weitere ORFs identifiziert. Um die ursprüngliche Nummerierung zu erhalten, 

wurden Rv-Unternummern mit A, B, C eingeführt (CAMUS et al., 2002). In Form der 

TubercuList wurde eine Datenbank für das Genom von M. tuberculosis H37Rv erstellt 

(CAMUS et al., 2002; COLE, 1999). Durch eine Suchfunktion über die Rv-Nummer oder den 

speziellen Gen-Namen können Informationen über die Lage der Gene im Genom, die Funktion 

und die Nukleotidsequenz abgerufen werden (http://tuberculist.epfl.ch/). Da der Laborstamm 

M. tuberculosis H37Rv über Jahrzehnte in vitro kultiviert worden ist, wurde 2002 die 

Gesamtgenomsequenz von einem weiteren M. tuberculosis Stamm, M. tuberculosis CDC1551 

veröffentlicht (FLEISCHMANN et al., 2002). Bei diesem Stamm handelt es sich ebenfalls um 

ein Isolat aus einem Menschen (BISHAI et al., 1999). Im Genom von M. tuberculosis 
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2.1 Mycobacterium caprae 

1999 wurde M. caprae erstmals bei Ziegen in Spanien nachgewiesen. Anfangs wurde dieser 

Erreger als Subspezies von M. tuberculosis (ARANAZ et al., 1999) und später von M. bovis 

(NIEMANN et al., 2002) diskutiert. Erst seit 2003 gilt M. caprae aufgrund von SNPs in 

bestimmten Genen sowie dem Fehlen oder Vorhandensein von längeren Sequenzabschnitten 

(regions of difference, RDs) als eigenständige Spezies im MTC (ARANAZ et al., 2003). 

Basierend auf diesen Ergebnissen wird angenommen, dass M. caprae phylogenetisch älter als 

M. bovis ist (BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2002). 

2.2 Charakteristische SNPs von M. caprae und M. bovis 

Als Merkmal zur Differenzierung von M. bovis von den anderen Erregern des MTC gilt 

hauptsächlich die natürliche Resistenz gegen Pyrazinamide (ARANAZ et al., 2003; 

KARLSON & LESSEL, 1970). Der Resistenzmechanismus wird durch einen SNP im Gen der 

Pyrazinamidase (pncA) (Tabelle 2) hervorgerufen (SCORPIO & ZHANG, 1996). Als 

M. caprae noch als Subspezies von M. bovis diskutiert wurde, wurde M. bovis in Pyrazinamid 

resistente und sensible Stämme unterteilt (NIEMANN et al., 2002). 

Ein gemeinsames genetisches Unterscheidungsmerkmal von M. caprae und M. bovis zu allen 

anderen Mitgliedern des MTC ist die Punktmutation im Gen der oxyR (im Rahmen der 

oxidativen Stressantwort putativer Regulator der Alkaly-Hydroperoxid Reduktase) (Tabelle 2) 

(BROSCH et al., 2002; ESPINOSA et al., 1998). Da allerdings davon ausgegangen wird, dass 

es sich bei dem Gen der oxyR um ein Pseudogen handelt, wird der SNP als stumme Mutation 

angesehen (DERETIC et al., 1995; ESPINOSA et al., 1998). 

Das Gen der Gyrase B (gyrB) codiert die Untereinheit B der DNA-Gyrase (ADACHI et al., 

1987). Durch einen Sequenzpolymorphismus in diesem Gen ist eine Differenzierung zwischen 

den Erregern des MTC möglich (Tabelle 2) (KASAI et al., 2000; NIEMANN et al., 2000). Mit 

einer konventionellen PCR kann ein 1020 bp langes Fragment amplifiziert werden, in dem alle 

differenzierenden SNPs des gyrB Gens enthalten sind (KASAI et al., 2000). Die 

Sequenzpolymorphismen werden unter anderem im GenoType® MTBC Testsystem zur 

Differenzierung der MTC-Erreger aus Kulturmaterial verwendet (siehe Abschnitt 5.1) 

(BONIOTTI et al., 2009; RICHTER et al., 2004). 
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Der Elongationsfaktor (lepA) ist auf einer Nukleotidsequenz von 1962 bp (Basenpaar) Länge 

lokalisiert. Reddington et al. detektierten im lepA Gen einen Spezies spezifischen SNP in fünf 

M.-caprae-Isolaten (Tabelle 2) (REDDINGTON et al., 2011). 

 

 

Gen Position SNP M. caprae M. bovis

andere 
Spezies des 

MTC
spezifisch für

pncA 169 C zu G - + - M. bovis

oxyR 285 G zu A + + - M. caprae , M. bovis

gyrB 756 G zu A + + - M. caprae , M. bovis

1311 T zu G + - - M. caprae  

1410 C zu T - + - M. bovis

1450 G zu T + + - M. caprae , M. bovis

lepA 690 C zu T + - - M. caprae  

 

2.3 Regions of difference (RDs) 

Durch vergleichende Sequenzanalysen der Referenzstämme M. tuberculosis H37Rv und 

M. bovis BCG Pasteur konnten variable Regionen (RD) im mykobakteriellen Genom 

nachgewiesen werden (GORDON et al., 1999). Die RDs stellen Sequenzen mit einer Länge 

von 2 - 12,7 kb (Kilobase) dar, die in den Genomen der Mitglieder des MTC unterschiedlich 

deletiert sind. Anhand verschiedener Hybridisiertechniken, PCR-Ansätzen und Vergleiche von 

Genomsequenzen in 100 klinischen MTC-Isolaten wurden 14 RDs identifiziert, durch die die 

Differenzierung der Spezies erfolgen kann (BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2002). 

Unter der Voraussetzung, dass die RD-Sequenz jeweils im Vorgängerstamm deletiert ist, lässt 

sich ein möglicher Evolutions-Stammbaum für den MTC erstellen (Abbildung 1). Da in den 

Genomen von M. tuberculosis und M. canettii alle RD-Sequenzen vorliegen, wird davon 

ausgegangen, dass sich die anderen Mitglieder des MTC aus ihnen entwickelt haben. Die erste 

RD-Deletion, die in allen abstammenden Spezies fehlt, ist die RD9 (BROSCH et al., 2002). Für 

Tabelle 2: SNPs zur Speziesdifferenzierung von M. caprae und M. bovis 

T = Thymin, G = Guanin, C = Cytosin, A = Adenin 

beruhend auf Literaturangaben: 

+  SNP ist vorhanden 

-   SNP ist nicht vorhanden  
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M. bovis und M. caprae sind die gemeinsamen Deletionen von RD9, RD7, RD8, RD10, RD5, 

RD6, RD12 und RD13 beschrieben (ARANAZ et al., 2003). Sie unterscheiden sich bezogen 

auf die RDs nur durch die Präsenz und Absenz der RD4-Region. Die RD4-Region stellt eine 

12,7 kb umfassende Sequenz dar, die im Genom von M. bovis deletiert ist. Dagegen soll die 

RD4-Sequenz im Genom von M. caprae konserviert vorliegen (ARANAZ et al., 2003; 

SOMOSKOVI et al., 2008). Demnach weist das Genom von M. bovis die meisten Deletionen 

der variablen Regionen auf und M. bovis gilt als jüngster Vertreter der pathogenen Mitglieder 

des MTC. Dies wiederlegt die vorherrschende Hypothese, dass M. tuberculosis von M. bovis 

abstammt (BROSCH et al., 2002; GARNIER et al., 2003; TAYLOR et al., 2007a). Denn vor 

diesen phylogenetischen Untersuchungen, war die Ansicht verbreitet, dass M. bovis vor ca. 

10.000 - 15.000 Jahren durch die Rinder-Domestikation auf den Menschen übergegangen ist 

und sich an ihn adaptiert hat (STEAD et al., 1995). 

 

 

Die Differenzierung beruht auf der Präsenz und Absenz von RDs und SNPs im Genom der 

MTC-Mitglieder 

Deletion der RDs und SNPs in den jeweiligen Genen:  

basiert auf BROSCH et al., 2002; modifiziert von VAN INGEN et al., 2012 

 

Abbildung 1: phylogenetischer Stammbaum im MTC 
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Durch die Analyse der RD-Regionen wird in der Literatur für M. bovis neben der typischen 

Pyrazinamid-Resistenz verbreitet die Deletion der RD4-Region als Merkmal angesehen. 

Verschiedene PCR-Ansätze, die M. bovis durch die fehlende RD4-Sequenz von den anderen 

Erregern des MTC abgrenzen, werden beschrieben (GORDON et al., 1999; HALSE et al., 

2011; HUARD et al., 2003; PINSKY et al., 2008). Die Deletion der RD4-Sequenz im Genom 

von M. bovis ist auf über 2000 Jahre zurückzuführen. Dies belegt eine Studie, in der M. bovis 

DNA in 2000 Jahre alten Knochen nachgewiesen werden konnte. Die Deletion der RD4-

Sequenz wurde dabei mittels einer PCR unter Verwendung von flankierenden Primern 

nachgewiesen (TAYLOR et al., 2007a). In Anbetracht dessen ist es bemerkenswert, dass fünf 

RDs in M. bovis BCG nur innerhalb von 50 Jahren in vitro durch die intensive Passagierung 

deletiert sind (BEHR et al., 1999; TAYLOR et al., 2007a). Die wichtigste Deletion für den 

attenuierten Stamm M. bovis BCG ist dabei der Verlust der RD1. Denn in dieser Region ist das 

Gen ESAT-6 (6 kDa early secretory antigenic target) codiert, welches eine Rolle bei der 

T-Zellantwort spielt (siehe Abschnitt 4.4) (PYM et al., 2002; SØRENSEN et al., 1995). 

3 Rindertuberkulose 

3.1 Rindertuberkulose in Deutschland 

Seit 1997 gilt die Bundesrepublik Deutschland mit der Entscheidung 97/76/EG als amtlich 

anerkannt frei von Rindertuberkulose (ENTSCHEIDUNG 1999/467/EG). Vorherige 

flächendeckende Tuberkulinisierungen wurden mit Erhalt des Status in Deutschland eingestellt 

(FLI, 2010) und durch Untersuchungen im Rahmen der amtlichen Fleischuntersuchung mit der 

Neufassung der Verordnung zum Schutz vor Rindertuberkulose abgelöst (RindTbV, 2013). 

Der Status der amtlich anerkannten Tuberkulosefreiheit eines Mitgliedstaats oder eines Teils 

eines Mitgliedstaats bleibt gemäß der Richtlinie 64/432/EWG in der aktuell gültigen Fassung 

erhalten, sofern in sechs aufeinanderfolgenden Jahren die Rinderbestände, bei denen sich 

bestätigte, dass sie mit Tuberkulose infiziert sind, im Jahresdurchschnitt höchstens 0,1 % aller 

Rinderbestände ausmachen, und mindestens 99,9 % der Rinderbestände in sechs 

aufeinanderfolgenden Jahren jedes Jahr den Status der amtlich anerkannten Tuberkulosefreiheit 

erlangen, wovon der letztgenannte Prozentsatz zum 31. Dezember eines jeden Kalenderjahres 

zu berechnen ist (RICHTLINIE 64/432/EWG). In Deutschland werden noch immer Fälle von 

Rindertuberkulose festgestellt. Diese wirkten sich allerdings nicht auf den Status der 

Tuberkulosefreiheit aus (Tabelle 3). Beispielsweise waren am 31.12.2011 in Deutschland 
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168.916 Rinderbetriebe gemeldet. Mit fünf Rindertuberkulose-Ausbrüchen im Jahr 2011 lag 

der bundesweite Anteil der Betriebe mit positivem Tuberkulose-Nachweis somit bei 

ca. 0,003 % (FLI, 2012). In den letzten Jahren werden in Bayern insbesondere im Allgäu 

wieder verstärkt Ausbrüche von Rindertuberkulose festgestellt (GERSTMAIR, 2011). Eine 

Neufassung der Tuberkulose-Verordnung ist am 21.07.2013 in Kraft getreten. Darin wurde ein 

die Fleischuntersuchung ergänzendes Monitoring, wieder über Hauttests, in §2a mit 

aufgenommen. Es ist festgelegt, dass bundesweit bei über 24 Monate alten weiblichen Rindern 

bis zum 30.04.2014 eine Stichprobenuntersuchung mittels Simultantest auf Rindertuberkulose 

durchzuführen ist (RindTbV, 2013). 

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
2012 
30.09

Deutschland 4 6 9 10 5 5 12 23 23 11 5 7

Bayern 2 2 1 5 3 2 7 8 18 5 2 3
 

 

Die Rindertuberkulose unterliegt in Deutschland nach §1 der Verordnung über 

anzeigepflichtige Tierkrankheiten der Anzeigepflicht (TIERSEUCHANZV, 2013). Nach der 

Nomenklaturänderung von M. bovis spp. caprae zu M. caprae (ARANAZ et al., 2003), wurde 

M. caprae in die Verordnung über anzeigepflichtige Tierkrankheiten in der Fassung vom 

03.11.2004 (gültig ab 10.11.2004) aufgenommen und im Tierseuchennachrichten-System 

(TSN) getrennt erfasst. Nach der Datenlage im TSN sind im Zeitraum vom 03.11.2004 - 

30.09.2013 36 Fälle von Rindertuberkulose als M. caprae und 47 als M. bovis dokumentiert 

(Abbildung 2) (TSN, Abfragedatum 18.09.2013). M. bovis und M. caprae sind demnach in 

Deutschland zu etwa gleichen Teilen für die Rindertuberkulose verantwortlich. Dabei ist 

bezüglich des Infektionserregers ein deutliches Nord-Südgefälle zu erkennen. Im Norden von 

Deutschland wird die Rindertuberkulose hauptsächlich durch M. bovis hervorgerufen, dagegen 

sind im Süden von Deutschland die Fälle überwiegend auf M. caprae zurück zuführen (FLI, 

2010). Diese Verteilung ist ebenfalls bei humanen Infektionen mit M. caprae und M. bovis zu 

erkennen. Über 80 % der humanen Infektionen mit M. caprae wurden im Süden von 

Deutschland dokumentiert (KUBICA et al., 2003). Ferner kann M. caprae auch beim Rotwild 

in der bayerischen Alpenregion nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 3.4) (GERSTMAIR, 

2011). 

Tabelle 3: angezeigte Rindertuberkulose-Ausbrüche in Deutschland und Bayern 

Datenerfassungszeitraum 2001 bis 30.09.2012;  Datenquelle: TSN Abfragedatum: 18.09.2013 
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Datenquelle: TSN, Abfragedatum: 18.09.2013 

Kartenmaterial stammt aus TSN 3.0 

3.2 Bedeutung der Rindertuberkulose als Zoonose 

Tuberkulose ist eine Zoonose und zwischen Mensch und Tier wechselseitig übertragbar. 

M. tuberculosis ist der häufigste Erreger der Tuberkulose des Menschen (RKI, 2013a), jedoch 

weisen human- wie auch tierpathogene Erreger des MTC im Allgemeinen ein breites 

Wirtsspektrum auf. Daher ist die Infektion des Menschen auch durch die anderen Mitglieder 

des MTC möglich (GUTIERREZ et al., 1997; O'REILLY et al., 1995; PRODINGER et al., 

2002). Übertragungen von M. bovis sowie M. tuberculosis vom Menschen auf das Rind sind 

ebenfalls bekannt (FRITSCHE et al., 2004; THAKUR et al., 2012). 

Das Vorkommen von Rindertuberkulose in der Nutztierhaltung stellt ein sehr lange 

bestehendes zoonotisches Infektionsrisiko für den Menschen dar. Dies belegt eine Studie, in 

der M. bovis DNA in menschlichen Knochen aus der Eisenzeit, in der bereits Schafe, Ziegen 

und Rinder als Haustiere gehalten wurden, nachgewiesen werden konnte (TAYLOR et al., 

2007a). Eine ernste Gefahr einer Infektion des Menschen mit Rindertuberkulose besteht in 

Ländern, in denen die Erkrankung bei Rindern weit verbreitet ist (COSIVI et al., 1998). Die 

Abbildung 2: geografische Verteilung der Rindertuberkuloseerreger in Deutschland 
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Übertragung der Rindertuberkulose geschieht durch direkten Kontakt von erkrankten Rindern 

und Menschen. Vor allem die Arbeit in landwirtschaftlichen Betrieben sowie der Konsum von 

infizierten Lebensmitteln, insbesondere Rohmilch gelten als wichtige Infektionsquellen 

(MAJOOR et al., 2011; TORRES-GONZALEZ et al., 2013). Bis zur Einführung der 

Pasteurisierung von Milchprodukten gingen etwa 6 % der Todesfälle durch Tuberkulose in 

Europa auf M. bovis zurück (COLE et al., 2002). Heutzutage gelten die Rinderbestände in 

Mitteleuropa weitgehend als tuberkulosefrei (MÜLLER et al., 2013). 2011 lag der Anteil der 

Rindertuberkuloseerreger bei 1,5 % der kulturell positiven humanen Tuberkulosefälle in 

Deutschland, wobei diese Fälle auch durch Reaktivierungen im Alter, Immunschwäche oder 

Immigration bedingt sein können (RKI, 2013b). Das momentane Risiko des Menschen sich mit 

boviner Tuberkulose in Deutschland zu infizieren ist demnach als niedrig einzustufen. 

Allerdings muss dieses auch individuell betrachtet werden. Denn das Infektionsrisiko hängt 

von der Erregerkonzentration, Virulenz, Expositionsdauer und -intensität ab (DIEL et al., 

2011). Zudem hat der Immunstatus infizierter Personen einen großen Einfluss auf die 

Manifestation und den klinischen Verlauf einer Tuberkulose. Unter der Voraussetzung einer 

intakten Immunkompetenz entwickeln ca. 5 - 10 % der mit Tuberkuloseerregern Infizierten 

eine behandlungsbedürftige Tuberkulose (RKI, 2013a). Kinder, besonders unter fünf Jahren 

und Immuninkompetente weisen ein höheres Erkrankungsrisiko auf (AMERICAN 

THORACIC SOCIETY, 2000; ELWOOD et al., 2005). Unter anderem gelten eine HIV-

Infektion, Drogenkonsum und Diabetes als prädisponierende Faktoren für eine Infektion mit 

klinischer Manifestation (AMERICAN THORACIC SOCIETY, 2000). 

Für Infektionen des Menschen mit M. caprae werden verschiedene Formen der Manifestation 

beschrieben. Fälle von pulmonaler und extrapulmonaler Tuberkulose traten in Österreich, 

Deutschland, Spanien, Marokko, Algerien, Israel, Nigeria, Kenia und Peru auf (BLAAS et al., 

2003; KUBICA et al., 2003; PRODINGER et al., 2002; RODRÍGUEZ et al., 2009). Lupus 

vulgaris als häufigste Form der Hauttuberkulose konnte bei Fällen in Süddeutschland und der 

Türkei auf M. caprae zurückgeführt werden. Als Infektionsgründe galten dabei der Konsum 

von Rohmilch und Rohmilchprodukten sowie der Kontakt zu Rindern (MEYER et al., 2005; 

TAR et al., 2009). Als Erreger der tuberkulösen Meningitis werden vermehrt M. tuberculosis 

und M. bovis beschrieben (KATTI, 2004). Allerdings ist auch ein Fall der tuberkulösen 

Meningitis eines 80 jährigen Mannes aus Süddeutschland durch M. caprae veröffentlicht. Eine 

Verbindung zur Landwirtschaft bestand für diesen Fall nicht (HANSEN et al., 2012). 
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3.3 Rindertuberkulose in Österreich 

Österreich ist seit 1999 offiziell frei von Rindertuberkulose. Kontrolliert wird der Status 

gegenwärtig durch Fleischuntersuchungen und Schlachthofkontrollen (SCHOEPF et al., 2012). 

Allerdings werden seit 1999 in den Regionen Tirol und Vorarlberg immer wieder vereinzelt 

Tuberkuloseinfektionen mit M. caprae bei Rotwild und Rind nachgewiesen (SCHOEPF et al., 

2012; PRODINGER et al., 2002; KÖSSLER, 2012). 2008 wurde ein Anstieg von 

Tuberkulosefällen bei Rindern durch M. caprae in Reutte, im Nordwesten von Tirol und um 

die Ortschaft Steeg festgestellt. Von der österreichischen Agentur für Gesundheit und 

Ernährungssicherheit (AGES) wurden daraufhin 143 Rotwildproben auf 

Tuberkuloseinfektionen in der Jagdsaison 2008/2009 im Bezirk Reutte untersucht. Dabei 

konnten Gebiete mit einer Prävalenz von 23,1 % (Lechtal I) und 9,7 % (Lechtal Mitte) 

festgestellt werden (Abbildung 3) (SCHOEPF et al., 2012). 

In drei Revieren in der Gemeinde Steeg im Umkreis von zwei Winterfütterungen nördlich des 

Lechs wird außerdem ein Hotspot mit einer Prävalenz von ca. 40 % Tuberkulose positivem 

Rotwild beschrieben (KÖSSLER, 2012). Seit 1999 wird durch Genotypisierung im MIRU-

VNTR (MIRU = mycobacterial interspersed repetitive unit; VNTR = variable number of 

tandem repeats) und Spoligotyping im österreichischen oberen Lechtal in der Rinder- und 

Rotwildpopulation nur ein identischer Genotyp von M. caprae nachgewiesen (PRODINGER 

et al., 2002; KÖSSLER, 2012; SCHOEPF et al., 2012). Im MIRU-VNTR treten lediglich 

geringfügige Variationen in drei Loci von neun Isolaten auf (SCHOEPF et al., 2012). Dieser 

Genotyp ist somit seit über zehn Jahren genetisch stabil. Demzufolge wird in diesem Gebiet der 

Rotwildbestand als Erregerreservoir für die Tuberkulose bei Nutz- und Wildtieren angesehen 

(KÖSSLER, 2012; SCHOEPF et al., 2012). Der für lange Zeit unerkannte Tuberkulosestatus in 

der Wildtierpopulation ist auf das Fehlen von gezielter Wildtierüberwachung zurückzuführen 

(SCHOEPF et al., 2012). 

70 Kilometer weiter östlich vom Lechtal wurden im Nationalpark-Karwendel, zwischen 

Bayern und Tirol liegend, in den Jahren 1999 - 2000 vier M. caprae Infektionen beim Rotwild 

auf österreichischem Gebiet nachgewiesen. Diese Isolate weisen im Spoligotyping 

untereinander den gleichen Genotyp auf. Allerdings unterscheidet sich dieser Genotyp von dem 

der M.-caprae-Isolate aus dem Lechtal und konnte zudem bis heute nicht bei Infektionen von 

Rindern in Österreich nachgewiesen werden (PRODINGER et al., 2002). 
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3.4 Tuberkulose bei Wildtieren 

In einigen Ländern stellt die Rindertuberkulose weiterhin ein Problem dar, insbesondere wenn 

ein Wildtierreservoir besteht und eine Übertragung zwischen Nutz- und Wildtieren auf offenen 

Weiden oder Almen erfolgen kann (JENKINS et al., 2008). Allerdings ist der alleinige 

Nachweis einer Infektion in einer Wildtierpopulation kein Beweis für ein bestehendes 

Reservoir. Die Bezeichnung Reservoir setzt dabei voraus, dass sich eine Infektion eigenständig 

in der jeweiligen Population aufrechterhalten kann. Als Überträger (spillover host) gilt 

dagegen, wenn sich der Erreger nur über eine bestimmte Zeit in der Population hält und für ein 

Fortbestehen der Infektion ein erneuter Erregereintrag von außen nötig ist (CORNER et al., 

2006). Für M. bovis sind bereits der Dachs (Meles meles) im United Kingdom (JENKINS et al., 

2008), der Fuchskusu (Trichosurus vulpecula) in Neuseeland (RYAN et al., 2006) und der 

Abbildung 3: geografische Verteilung von M.-caprae-positiven Hirschen in Reutte, 

Österreich. 

Kultur negative Proben:         Kultur positive Proben:   

Positive Tiere wurden im "Lechtal I" und "Lechtal Mitte" detektiert. 

modifiziert aus SCHOEPF et al., 2012 
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Weißwedelhirsch (Odocoileus virginianus) in Michigan, USA (CONNER et al., 2008) als 

Wildtierreservoire definiert (O'BRIEN et al., 2011). Für M. caprae ist das Rotwild in 

Österreich als Wildtierreservoir beschrieben (siehe Abschnitt 3.3) (KÖSSLER, 2012). Auch 

wenn sowohl von einem Reservoir wie auch Überträger eine Infektionsgefahr für Nutztiere 

ausgeht, ist die genaue Rolle von Wildtieren in einer Infektkette zu klären. Denn eine effektive 

Kontrolle ist nur möglich, wenn die richtige Infektionsquelle bekämpft wird (CORNER et al., 

2006). Durch Differenzierungen der M.-caprae- und M.-bovis-Isolate unterhalb der 

Speziesebene werden bereits Zusammenhänge zwischen Nutz- und Wildtierinfektionen belegt 

(DE LISLE et al., 2001; DUARTE et al., 2008; PRODINGER et al., 2002; PRODINGER et al., 

2005; RODRÍGUEZ et al., 2010). 

In Europa werden M. caprae Infektionen bei Wild- und Nutztieren hauptsächlich in West- und 

Mittel-Europa dokumentiert (Tabelle 4). Im Alpenraum werden bei Rind und Rotwild 

identische Genotypen von M.-caprae-Isolaten nachgewiesen. Daher steht die hypothetische 

Übertragung des Erregers zwischen Rotwild und Rind in dieser Region immer wieder zur 

Diskussion (BONIOTTI et al. 2009; GAVIN et al., 2009; PRODINGER et al., 2005). 

Demzufolge werden seit 2009 verschiedene Wildtier-Monitoring-Programme durchgeführt: 

Durch ein Monitoring-Projekt im Zeitraum von 2009 - 2011 konnte in der bayerischen 

Alpenregion beim Rotwild M. caprae mit einer Prävalenz von 1,1 % im Oberallgäu und 2,1 % 

im Karwendel-Gebiet (Landkreis Bad-Tölz/Wolfratshausen) nachgewiesen werden 

(GERSTMAIR, 2011). 

2011 - 2013 wurde zwischen den Alpenländern Deutschland, Schweiz, Österreich und Italien 

das EMIDA (Emerging and Major Infectious Diseases of Livestock) ERA-Net Projekt "TB-

Alpine-Wildlife" durchgeführt. In diesem Projekt wurde die Verbreitung von 

Tuberkuloseinfektionen bei Wildtieren mit dem Schwerpunkt Rotwild untersucht, um eine 

mögliche Infektionsgefahr ausgehend von der alpinen Wildtierpopulation beurteilen zu können 

(http://tb-alpine-wildlife.org/). 

Mit Beginn des Jahres 2013 ging dieses Projekt initiiert durch das bayerische Staatsministerium 

für Umwelt und Gesundheit (StMUG) über in ein bayerisches Tuberkulose-Rotwild-

Monitoring entlang der gesamten bayerischen Alpenkette (LGL, 2013). 
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Land Wildtier Nutztier Referenz

Spanien Wildschwein (Suis scrofa ) Ziege (Capra aegagrus hircus ) RODRÌGUEZ et al., 2011

Rotwild (Cervus elaphus ) Schaf (Capra aegagrus hircus )

Fuchs (Vulpes vulpes ) Schwein (Sus scrofa domestica ) 

Rind (Bos taurus ) 

Portugal Wildschwein (Suis scrofa ) Rind (Bos taurus ) CUNHA et al., 2011

Rotwild (Cervus elaphus ) Ziege (Capra aegagrus hircus ) 

Frankreich Ziege (Capra aegagrus hircus ) HADDAD et al., 2001

Österreich Rotwild (Cervus elaphus ) Rind (Bos taurus ) PRODINGER et al., 2002

Deutschland Rotwild (Cervus elaphus ) Rind (Bos taurus ) KUBICA et al., 2003

GERSTMAIR, 2011

Italien Rind (Bos taurus ) BONIOTTI et al., 2009

Ungarn Wildschwein (Suis scrofa ) Rind (Bos taurus ) JÁNOSI et al., 2009

Rotwild (Cervus elaphus )

Damwild (Dama dama )

Kroatien Rind (Bos taurus ) ERLER et al., 2004

Tschechien Rind (Bos taurus ) PAVLIK et al., 2002

Farmwild
 

Es gilt zu beachten, dass M. caprae erst 2003 als eigene Spezies im MTC definiert wurde 

(ARANAZ et al., 2003). 

 

4 Diagnostik der Rindertuberkulose 

4.1 Klinische Untersuchung 

Bei einer Tuberkuloseinfektion können die Wirte über lange Zeit klinisch unauffällig sein. 

Zudem äußert sich die Erkrankung in unspezifischen klinischen Veränderungen wie 

Leistungsrückgang unklarer Genese, Abmagerung oder chronisch therapieresistenter Husten 

(FLI, 2010). 

Tabelle 4: Quellen zum Nachweis von M. caprae bei Nutz- und Wildtieren in Europa 
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4.2 Pathologisch-anatomische Untersuchung 

Pathologische Veränderungen sind meist an der Eintrittspforte der Infektion lokalisiert. Dies 

betrifft beim Rind hauptsächlich den Respirations- oder Gastrointestinaltrakt, sowie die 

regionalen Lymphknoten (GORMLEY et al., 2006; MCCORRY et al., 2005). 

Rindertuberkulose kann demnach aufgrund von auffälligen Schlachtbefunden im Rahmen der 

Schlachttier- und Fleischuntersuchung detektiert werden. Allerdings gilt dies nur für 

fortgeschrittene Krankheitsstadien. Kleine Granulome befinden sich meist in Lymphknoten und 

Organen, die nicht immer routinemäßig oder sorgfältig genug untersucht werden. Zudem sind 

die kleinen Veränderungen mit dem Auge oft kaum wahrnehmbar (VORDERMEIER et al., 

2008). Die Entwicklung von sichtbaren Läsionen ist eine Folge der Immunantwort auf die 

Gewebeinvasion der Erreger. Makroskopisch sichtbare Infiltrationen von Immunzellen 

(Granulombildung) sind meist erst in den späten Stadien des Krankheitsverlaufes erkennbar. 

Kritisch sind Tiere, die sich im Anfangsstadium der Infektion befinden oder eine chronisch 

rekurrente Tuberkulose aufweisen. Bei diesen Tieren werden häufig keine makroskopsich 

sichtbaren Veränderungen vorgefunden (GORMLEY et al., 2006). Tuberkuloseinfektionen 

dieser Art werden als Tuberkulose mit nicht sichtbaren Läsionen (non visible lesions, NVL) 

bezeichnet (VORDERMEIER et al., 2008). 

4.3 Intrakutan-Test 

Bei dem Intrakutan-Test wird durch eine intrakutane Applikation von Tuberkulin bei einer 

vorausgegangenen Infektion mit Mykobakterien eine Hypersensitivitätsreaktion vom 

verzögerten Typ ausgelöst (WOOD et al., 1990). Der Nachweis einer spezifischen T-Zell-

Immunität erfolgt dabei durch eine lokalisierte Reaktion in der Haut an der Injektionsstelle mit 

Hautverdickung, Schmerzempfindlichkeit und vermehrter Wärme (OIE, 2009). Generell kann 

der Intrakutan-Test auf unterschiedliche Weisen angewendet werden (SCHILLER et al., 2010). 

Für Deutschland ist die Durchführung und Auswertung im Anhang B der Richtlinie 

64/432/EWG in der aktuell gültigen Fassung vorgeschrieben. Ein hochgereinigtes Tuberkulin 

stellt das PPD (purified protein derivate) dar. Für den Intrakutan-Test kann bovines und auch 

zusätzlich aviäres PPD aus den Überständen von M.-bovis- bzw. M.-avium-Kulturen verwendet 

werden. Für den sogenannten Intrakutan-Monotest wird allein bovines PPD verwendet. Die 

Hautdickenzunahme soll vor und 72 Stunden nach der Injektion gemessen werden. Als negativ 

ist der Intrakutan-Monotest zu bewerten, wenn die Hautdickenzunahme unter 2 mm liegt und 
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Mykobakterieninfektion gebildet (WATERS et al., 2011). Zudem ist die Antikörperbildung 

individuell sehr verschieden und reicht von gut messbarer bis zu fehlender Nachweisbarkeit. 

Somit stellt sie im Gegensatz zur T-Zellreaktion kein zuverlässiges diagnostisches Kriterium 

dar. Über Antikörpernachweise könnte man jedoch im Gegensatz zur zellvermittelten 

Immunantwort zwischen einer akuten und chronisch persistierenden Tuberkulose 

unterscheiden. Des Weiteren können Antikörper durch einfache und schnelle Methoden, wie 

ELISA, detektiert werden. Allerdings sind Versuche zur Entwicklung von serologisch-

diagnostischen Tests auch in der Humanmedizin bis heute erfolglos (ACHKAR et al., 2012).  

4.6 Mikroskopischer Nachweis 

Die mikroskopische Untersuchung stellt ein einfaches und schnelles Verfahren dar, um 

säurefeste Bakterien nachzuweisen (NEUMEISTER et al., 1992). Sie kann direkt aus einem 

Abstrich der Gewebeprobe durchgeführt werden (SMITHWICK, 1976). Allerdings weist die 

Mikroskopie nur eine geringe Sensitivität und Spezifität auf. Eine Differenzierung zwischen 

dem MTC, NTM und anderen stäbchenförmgen säurefesten Erreger wie z.B. Norcardia oder 

Rhodococcus ist nicht möglich (NEUMEISTER et al., 1992). Die gebräuchlichsten Methoden 

sind die Färbung nach Ziehl-Neelsen (COOK, 1997) oder die Fluoreszenzmikroskopie mittels 

Auramin-Färbung (NEUMEISTER et al., 1992). 

4.7 Kultureller Nachweis 

Der kulturelle Erregernachweis von Mykobakterien gilt nach wie vor als Goldstandard in der 

Tuberkulosediagnostik (NEUMEISTER et al., 1992; VORDERMEIER et al., 2008). 

Flüssigmedien ermöglichen ein schnelleres Wachstum von Mykobakterien als Festmedien. 

Jedoch ist bei der Verwendung von Flüssigmedien die Kontaminationsrate erhöht. Somit bietet 

die Kombination aus Flüssig- und Festmedien die Möglichkeit einer sicheren und sensitiveren 

Detektion von Mykobakterien (NEUMEISTER et al., 1992). Gebräuchliche Nährmedien, die in 

der durch das nationale veterinärmedizinische Referenzlabor für Tuberkulose des Friedrich-

Loeffler-Instituts (FLI) veröffentlichten amtlichen Methodensammlung empfohlen werden, 

sind die Festnährböden Löwenstein-Jensen und Stonebrink und die Flüssigmedien 

Middlebrook und Kirchner (FLI, 2013). 

Allerdings handelt es sich bei der kulturellen Anzucht wegen der langen Generationszeit der 

Mykobakterien (16 - 20 Stunden), um eine sehr langwierige Methode. Um einer Kontamination 

der Nährmedien durch die schnellwachsende Begleitflora im Probenmaterial vorzubeugen, 
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wird eine Dekontamination des Untersuchungsmaterials mit N-Acetyl-L-Cystein-NaOH 

durchgeführt (FLI, 2013; RKI, 2013a). Infolge der langen Diagnostikdauer ist die Kultur 

ungeeignet für die Routinediagnostik von verdächtigen Schlachthofproben (FLI, 2010). 

Außerdem ist der Nachweis von mykobakteriellen Erregern abhängig von der Präsenz oder 

Absenz von sichtbaren Läsionen in dem Gewebematerial, das für die Kultur verwendet wird. 

Gewebeproben mit NVL weisen lediglich eine Detektionsrate von 5 - 6 % auf, wohingegen für 

Gewebe mit sichtbaren Läsionen 95 - 96 % angegeben werden (VORDERMEIER et al., 2008). 

4.8 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Die PCR wird zum schnellen MTC-Erregernachweis direkt aus dem Untersuchungsmaterial 

verwendet. In Deutschland wird in der Amtlichen Methodensammlung eine duplex real-time 

PCR für die Detektion von MTC-DNA empfohlen. Diese stützt sich auf den dualen Nachweis 

zweier Genorte (FLI, 2013): zum einem auf eine Fragmentsequenz aus der hypothetischen 

Helikase (HELI) (RODRÍGUEZ et al., 1995) und zum anderen aus dem Insertionselement (IS) 

IS1081. IS1081 stellt ein repetitives Element im mykobakteriellen Genom dar und liegt in den 

meisten MTC-Isolaten in sechs Kopien vor (TAYLOR et al., 2007b). Prinzipiell ist die 

MTC-PCR wie folgt auszuwerten. Ein positives Ergebnis liegt nur beim Nachweis der 

Nukleotidsequenzen aus beiden Genorten vor. Bei der Detektion nur eines der beiden 

Zielfragmente erhält man ein fragliches Ergebnis. Als interne Kontrolle der PCR muss 

zusätzlich zu den beiden MTC-Genfragmenten Beta-Aktin aus dem Gewebematerial 

nachgewiesen werden (FLI, 2013; TOUSSAINT et al., 2007). Die analytische Sensitivität der 

PCR für M. bovis DNA liegt bei fünf Fentogramm (FLI, 2010). Für den mykobakteriellen 

DNA-Nachweis wird eine Spezifität von 100 % und eine Sensitivität von 73 % aus 

tuberkuloseverdächtigen Geweben angegeben (KÖHLER, 2010). 

Allerdings beeinflusst das ungleichmäßige Vorkommen von Mykobakterien in größeren 

Gewebemengen insbesondere bei NVLs die Trefferwahrscheinlichkeit bei der Zufallsauswahl 

des Gewebematerials (STEWART et al., 2013). Zu beachten ist weiterhin, dass neben einem 

sensitiven und spezifischen PCR-System auch die vorangehende Extraktionsmethode sehr 

entscheidend für einen sicheren Nachweis der mykobakteriellen DNA ist. Die Mykobakterien 

sind durch die charakteristische Peptidoglykan-Schicht relativ resistent gegenüber Lysis-

Puffern und somit ist die Freisetzung der DNA im Gegensatz zu anderen Bakterien erschwert 

(HOSEK et al., 2006). 
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Möglichkeiten zur Verbesserung der Lyse stellen eine mechanische Homogenisierung des 

Probenmaterials, sowie thermische und enzymatische Verfahren dar (BOSE et al., 1993; 

HURLEY et al., 1987; ODUMERU et al., 2001). 

5 Möglichkeiten zur Differenzierung des MTC 

 

 

CC:     Konjugatkontrolle 
UC:     Amplifikationskontrolle (23S rRNA) 
MTC:  spezifische Sonde für die Erreger des MTC (23S rRNA) 
Positionen der MTC-Spezies spezifischen Oligonukleotide (1-10): 

       - speziesspezifische SNPs im gyrB Gen (1-9) 
       - M. bovis BCG spezifische RD1-Deletion (10) 

M:       Markierungslinie zur korrekten Ausrichtung der Streifen 
modifizierte Grafik basierend auf den Herstellerangaben von Hain Lifescience GmbH 

5.1 GenoType® MTBC 

Die Identifizierung von Tuberkulosebakterien kann anhand von Streifenhybridisierungstests 

erfolgen. Diese beruhen auf einer PCR-Amplifikation und einer anschließenden Sonden-

Hybridisierung mit den erhaltenden PCR-Fragmenten (NEUMEISTER et al., 1992). Ein 

kommerziell erhältlicher DNA-Strip Test ist der GenoType® MTBC von Hain Lifescience 

GmbH. Durch diesen können M. tuberculosis, M. africanum, M. microti, M. bovis, M. caprae 

und M. bovis BCG differenziert werden. Als Ausgangsmaterial können Fest- und 

Flüssigkulturen verwendet werden (RICHTER et al., 2003). Der Test basiert auf der Detektion 

der 23S rRNA, des Sequenzpolymorphismus im Gen der gyrB und der RD1-Deletion (KASAI 

et al., 2000; NIEMANN et al., 2000; RICHTER et al., 2003; TALBOT et al., 1997). Das 

amplifizierte Fragment des 23S rRNA Gens dient sowohl als Amplifikationskontrolle für 

Abbildung 4: speziesspezifisches Bandenmuster des GenoType® MTBC 
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G/C-reiche, gram-positive Bakterien (Amplifikationskontrolle) sowie als spezifische Sonde für 

Mitglieder des MTC. Zur Differenzierung der MTC-Spezies werden SNPs im gyrB Gen (siehe 

Abschnitt 2.2) und die Deletion in der RD1-Region verwendet. Die Sequenzabschnitte werden 

in einer multiplex PCR amplifiziert. Anschließend hybridisieren die Amplifikate mit 

spezifischen Oligonukleotidsonden, die an einer in Streifen geschnittenen Membran gebunden 

sind und die charakteristischen SNPs und Sequenzen aufweisen (Abbildung 4) (RICHTER 

et al., 2003). 

5.2 Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP) 

Die Analyse des RFLP stellt die frühere Standardtechnik des DNA-Fingerprintings dar. 

Mutationen innerhalb von Restriktionsstellen von Restriktionsenzymen verändern die Länge 

der entstehenden Fragmente (NEUMEISTER et al., 1992). Nach einer Auftrennung mittels 

Elektrophorese und Hybridisierung werden die gesuchten Fragmente autoradiografisch sichtbar 

gemacht (BERG et al., 2003). Als Zielregionen werden meist Gene, die in mehreren Kopien 

vorkommen oder repetitive DNA-Sequenzen verwendet (NEUMEISTER et al., 1992). Für den 

MTC wird die Insertionssequenz IS6110 (IS6110-RFLP) genutzt. Diese ermöglicht eine 

Differenzierung der MTC-Spezies wie auch eine begrenzte Unterscheidung innerhalb der 

Spezies (SKUCE et al., 1994; VAN EMBDEN et al., 1993). In dem Genom von M. bovis 

liegen allerdings nur eine bis fünf Kopien von IS6110 vor (VAN SOOLINGEN et al., 1991). 

Deswegen werden für diese Spezies andere Regionen wie die DR-Region (direct repeat, DR) 

verwendet (COUSINS et al., 1998; VAN SOOLINGEN et al., 1994). Ferner sind die 

Ergebnisse schlecht reproduzierbar und schwer zu benennen, so dass Ergebnisse zwischen 

verschiedenen Laboren nicht verglichen werden können. Zudem haben PCR basierende 

Methoden die kostspielige und zeitaufwendige Differenzierung durch das IS6110-RFLP 

mittlerweile ersetzt (PRODINGER et al., 2005). 

5.3 Differenzierung durch Spoligotyping 

Für die Methode des Spoligotyping wird ein Polymorphismus in der chromosomalen 

DR-Region verwendet (KAMERBEEK et al., 1997), der nur für das Genom der Mitglieder des 

MTC beschrieben ist (GROENEN et al., 1993; HERMANS et al., 1991). Die DR-Region 

enthält viele konservierte 36 bp umfassende aufeinanderfolgende Wiederholungen 

(direct repeats, DRs). Zwischen den DRs liegen über 60 Spacer (HERMANS et al., 1991). 

43 verschiedene, sich nicht wiederholende (non repetitive) Spacer-Sequenzen wurden für eine 
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internationale Standardisierung des Spoligotypings bestimmt (KAMERBEEK et al., 1997; 

SMITH & UPTON, 2012) (Abbildung 5A). Das Vorhandensein oder Fehlen dieser Spacer in 

der DR-Region ermöglicht die Differenzierung des MTC auf Spezies- und Subspeziesebene 

(GROENEN et al., 1993). Der Polymorphismus besteht demnach aus der unterschiedlichen 

Anzahl der vorhandenen Spacer in der DR-Region. Die konservierte Sequenz der DRs wird als 

Target für eine Amplifikation der Spacer-Sequenzen verwendet (GROENEN et al., 1993; 

KAMERBEEK et al., 1997) (Abbildung 5B). Die Amplifikate werden auf eine Membran 

gegeben, an der 43 synthetische Oligonukleotide aus der Sequenz der jeweiligen Spacer 

gebunden sind. Somit steht Spoligotyping für "Spacer Oligonucleotide Typing". 

 

 

 

DR (direct repeat):            verwendete Spacer: 
A: Aufbau der DR-Region im Genom von M. tuberculosis H37RV und M. bovis BCG.  
     Die im Genom enthaltenden DRs sind jeweils unterbrochen von Spacern mit einer Länge 
     von 35 - 41 bp.  
B: Prinzip der Amplifikation der DR-Region mittels PCR. Da die DR-spezifischen Primer an 
     jede DR-Sequenz binden, entstehen PCR-Fragmente von unterschiedlicher Länge. 
C: verschiedene Hybridisationsmuster von M. tuberculosis H37Rv und vier M.-bovis-Isolaten 
 

modifiziert aus KAMERBEEK et al., 1997 

Abbildung 5: schematische Darstellung des Spoligotyping 
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Die Detektion der Spot-Hybridisierung erfolgt durch Chemilumineszenz. Als Ergebnis wird für 

jeden Spacer ein positiv/negativ Ergebnis erhalten (Abbildung 5C). Dieses wird als 43-stelliger 

Code dargestellt. In dieser Form ist es möglich, die Ergebnisse einfach unter verschiedenen 

Laboren zu kommunizieren und zu vergleichen (KAMERBEEK et al., 1997). 

Jede Spezies des MTC weist einen charakteristischen Code auf, der innerhalb festgelegter 

Grenzen auch speziesspezifische Variationen enthalten kann. Somit stellt das Spoligotyping 

eine Methode für die Differenzierung der Spezies und auch innerhalb der Spezies dar 

(KAMERBEEK et al., 1997; PRODINGER et al., 2002). Beispielsweise sind für die Spezies 

M. caprae die fehlenden Spacer 1, 3 - 16, 30 - 33 und 39 - 43 charakteristisch (ARANAZ et al., 

2003). Allerdings sind die Differenzierungsmöglichkeiten unterhalb der Speziesebene aufgrund 

der relativ gut konservierten DR-Region begrenzt (GOGUET DE LA SALMONIÈRE et al., 

1997; PRODINGER et al. 2005). In der Spoligotype Datenbank (www.mbovis.org) können die 

Codes für alle Mitglieder des MTC mit einer RD9-Deletion eingegeben und den bereits 

eingetragenen Typen zugeordnet werden. Jeder einzigartige Code wird durch "SB" und einer 

Kombination aus vier Zahlen benannt. Zudem sind in der Datenbank Informationen zur 

geografischen Verbreitung der eingestellten Typen hinterlegt, sodass globale 

Vergleichsuntersuchungen möglich sind (SMITH & UPTON, 2012). 

5.4 Differenzierung durch MIRU-VNTR 

Bei der Methodik der MIRU-VNTR-Typisierung (MIRU = mycobacterial interspersed 

repetitive unit; VNTR = variable number of tandem repeats) werden je nach Durchführung bis 

zu 25 verschiedene Genorte (Loci), die über das gesamten Genom verteilt vorkommen können, 

analysiert. In jedem dieser Loci ist eine variable Anzahl von sich hintereinander 

wiederholenden Sequenzen (VNTR) enthalten. Dabei kann eine einzelne repetitive Sequenz 

eine Länge bis zu 100 bp aufweisen (FROTHINGHAM et al., 1998; MAZARS et al., 2001). 

Sequenzierungen der Loci zeigen, dass nur einzelne einfache Sequenzänderungen oder 

Deletionen von genau der exakten Größe der VNTR in den Loci vorliegen. Somit kann durch 

die Größe eines Locus auf die exakte Anzahl der VNTRs geschlossen werden (Abbildung 6) 

(FROTHINGHAM et al., 1998; SUPPLY et al., 2000). Die Typisierung anhand eines einzelnen 

VNTR-Locus ist für eine Speziesdifferenzierung meist nicht ausreichend diskriminierend. 

Deswegen werden mehrere VNTR-Loci gleichzeitig analysiert (NEUMEISTER et al., 1992). 

Für den MTC sind verschiedene VNTRs beschrieben. Darüber hinaus sind zwölf für 

Mykobakterien spezielle VNTRs, sogenannte MIRUs publiziert (MAGDALENA et al., 1998; 
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SUPPLY et al., 1997). Supply et al. empfehlen ein 24-Loci-Set mit einer hohen 

Differenzierungsfähigkeit (SUPPLY et al., 2006). In einzeln durchgeführten PCR-Ansätzen 

wird jeweils der gesamte Locus durch ein flankierendes Primer-Paar amplifiziert. Die Präsenz 

und Größe von jedem Locus wird anschließend durch Elektrophorese im Agarosegel bestimmt. 

Das Ergebnis wird in einem Zahlencode dargestellt. Dabei wird jedem untersuchten Locus die 

Kopienanzahl der MIRUs beziehungsweise VNTRs zugeordnet (MAZARS et al., 2001). Durch 

diesen Code können die Spezies und Subspezies des MTC voneinander unterschieden werden 

(SOLA et al., 2003; SUPPLY et al., 2001). Die MIRU-VNTR-Typisierung ermöglicht dabei 

eine genauere Differenzierung unterhalb der Speziesebene als das Spoligotyping und das 

IS6110-RFLP. Für M. caprae wurde die MIRU-VNTR-Typisierung anhand von 232 

M.-caprae-Isolaten erfolgreich durchgeführt (PRODINGER et al., 2005). 

 

 

Abgebildet ist der VNTR-Locus ETR-B (exact tandem repeat) für M. tuberculosis H37Rv und 

M. bovis TMC410. 

Der Locus wird durch flankierende Primer (schwarze Pfeile) amplifiziert. Dabei weisen die 

PCR-Fragmente der beiden Stämme zwei unterschiedliche Größen auf. Sequenzierungen 

zeigen, dass M. tuberculosis H37Rv bei einer Größe von 292 bp und M. bovis TMC410 bei 

einer Größe von 406 bp genau drei bzw. fünf komplette Kopien der sich hintereinander 

wiederholenden Sequenz (tandem repeat) enthalten. 

nach FROTHINGHAM et al., 1998 

 

 

Abbildung 6: Beispiel für einen VNTR-Locus 
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5.5 Next generation sequencing (NGS) 

Seit den letzten Jahren werden vermehrt neue Sequenzierungsmethoden entwickelt. Diese 

können einen deutlich höheren Datendurchsatz an Sequenzmengen verarbeiten als die bisher 

angewendete Technologie der klassischen Sanger-Methode, bei der nur 600 - 1000 bp durch 

Kettenabbruchverfahren und Gelseparation sequenziert werden können (LIN et al., 2008; 

SANGER et al., 1977). Diese neuen Hochleistungstechnologien werden unter dem Begriff 

NGS zusammengefasst und beinhalten verschiedene Verfahren wie etwa die Sequenzierung-

durch-Synthese (sequencing by synthesis, SBS). Prinzipiell werden bei der SBS während der 

Sequenzierreaktion Signale durch jedes einzelne Nukleotid gesendet. Die Abfolge der Signale 

wird schließlich in die genomische Sequenz übersetzt. Von besonderem Nutzen ist das NGS 

zur Entschlüsselung von Gesamtgenomen (LIN et al., 2008). Die Analyse von Gesamtgenomen 

wird immer häufiger in der Diagnostik eingesetzt, da schnelle und detaillierte Informationen 

zur Evolutionsbiologie und Epidemiologie von Krankheitserregern erhalten werden können 

(ROETZER et al., 2013). Durch die Gesamtgenomsequenzierung können außerdem SNPs 

identifiziert werden (STUCKI et al., 2012), um die Erreger innerhalb des MTC und auch 

unterhalb der Speziesebene in eine phylogenetische Abstammung einzuordnen (COMAS et al., 

2009; ROETZER et al., 2013; SCHÜRCH et al., 2012).  
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