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Der Vorteil der Klugheit besteht darin, dass man sich dumm stellen kann. 
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 Kurt Tucholsky (1890 – 1935)



Inhaltsverzeichnis     VII 

INHALTSVERZEICHNIS 

I EINLEITUNG ............................................................................................ 1 

II LITERATURÜBERSICHT ...................................................................... 4 

1 Mycobacteria spp. .......................................................................................4 

1.1 Taxonomie und Nomenklatur.......................................................................4 

1.2 Morphologie und mikrobiologische Eigenschaften .....................................6 

2 Der Mycobacterium-tuberculosis-Komplex (MTC) .................................9 

2.1 Mitglieder des MTC ...................................................................................10 

2.2 Virulenz ......................................................................................................12 

2.2.1 Aufnahme in die Zielzellen ........................................................................12 

2.2.2 Überleben in Makrophagen ........................................................................12 

2.2.3 Zellwandbestandteile als Pathogenitätsfaktoren ........................................13 

2.3 Tenazität .....................................................................................................14 

2.4 Besonderheiten des Genoms von MTC-Mitgliedern .................................15 

3 Die Erreger der Rindertuberkulose........................................................17 

3.1.1 Mycobacterium bovis .................................................................................17 

3.1.2 Mycobacterium caprae ...............................................................................18 

3.1.3 Unterschiede und Gemeinsamkeiten von M. bovis und M. caprae ............20 

4 Rindertuberkulose - Epidemiologie ........................................................21 

4.1 Vorkommen und Bedeutung als Zoonose ..................................................21 

4.2 Rindertuberkulose in Deutschland, Österreich und der Schweiz ...............22 

5 Infektion und Pathogenese ......................................................................25 

5.1 Übertragung und Infektion .........................................................................25 

5.2 Pathogenese ................................................................................................26 

6 Immunologie .............................................................................................31 

6.1 Zelluläre Immunantwort .............................................................................31 

6.2 Humorale Immunantwort ...........................................................................33 

6.3 CMI basierende Diagnostik für bovine Tuberkulose .................................33 

7 Klinik .........................................................................................................35 

8 Therapie ....................................................................................................36 

8.1 Therapie und Prophylaxe des Menschen ....................................................36 



Inhaltsverzeichnis     VIII 

8.2 Therapie der Haussäugetiere ......................................................................37 

9 Bekämpfung in Deutschland ...................................................................37 

10 Diagnostik .................................................................................................39 

10.1 Verdachtsdiagnose .....................................................................................39 

10.1.1 Klinische Untersuchung .............................................................................39 

10.1.2 Pathologisch-anatomische Untersuchung ..................................................40 

10.2 Indirekter Erregernachweis ........................................................................40 

10.2.1 Intrakutan-Test ...........................................................................................41 

10.2.2 Interferon-Gamma-(IFN-γ-) Test ...............................................................43 

10.2.3 Antikörper-Nachweis .................................................................................44 

10.3 Direkter Erregernachweis ...........................................................................45 

10.3.1 Mikroskopischer Nachweis ........................................................................45 

10.3.2 Kultureller Nachweis..................................................................................46 

10.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) .............................................................46 

10.3.3.1 DNA Extraktion .........................................................................................47 

10.3.3.2 Real-time PCR............................................................................................47 

11 Magnetische Separation als Nachweisverfahren ...................................48 

11.1 Prinzip der magnetischen Separation .........................................................48 

11.2 Anforderungen an die magnetischen Partikel ............................................49 

11.3 Immunomagnetische Separation ................................................................50 

11.3 Magnetische Separation von Nukleinsäuren ..............................................51 

III PUBLIKATION ....................................................................................... 54 

IV DISKUSSION ........................................................................................... 69 

1 Der Einsatz alternativer Extraktionsverfahren aus   größeren 

Probenvolumina zur Verbesserung der    Diagnostik der bovinen 

Tuberkulose ..............................................................................................71 

2 Schwächen und Voraussetzungen für die neuen   

Extraktionsverfahren ...............................................................................73 

3 Probleme bei der Quantifizierung von Mykobakterien........................76 

4 Direkter Vergleich der Extraktionsmethoden anstelle von  Angabe der 

Sensitivität und Spezifität der neuen   Protokolle .................................78 

5 Verbesserung der Differenzierung von M. bovis und  M. caprae mittels 



Inhaltsverzeichnis     IX 

real-time PCR ...........................................................................................80 

6 Ausblick .....................................................................................................82 

V ZUSAMMENFASSUNG ......................................................................... 84 

VI SUMMARY............................................................................................... 86 

VII LITERATURVERZEICHNIS ................................................................ 88 

VIII ANHANG ................................................................................................ 123 

IX DANKSAGUNG ..................................................................................... 132 

 



Abkürzungsverzeichnis     X 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
AcPim6 Acylphosphatidylinositolhexamannosid 

AG  Arabinogalactan 

APC  antigen presenting cell 

BCG  Bacille Calmette-Guérin 

bP  Basenpaar 

bTB  Bovine Tuberkulose 

CFU  Colony forming unit  

CMI  cell mediated immunresponse 

DIM   Phthioceroldimycocerosate 

DNA  desoxyribonucleic-acid/Desoxyribonukleinsäure 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay 

EMB  Ethambutol 

Fe2+  Eisen-Ion 

FLI  Friedrich-Löffler-Institut 

HELI  Helicase 

IFN-γ  Interferon Gamma 

Ig  Immunglobulin 

IL   Interleukin 

IMS  Immunomagnetische Separation 

INH  Isoniazid 

IS   Insertionselement 

kB  Kilobase (1000 bp) 

KbE  Koloniebildende Einheit 

LAM  Lipoarabinomannan 

LM  Lipomannan 

LNA  locked nucleic acids 

LOSS  Lipooligosaccharide 

MAC  Mycobacterium-avium-complex 

MC   magnetic capture 

MCH  magnetic capture hybridization 

MDR-TB multidrug-resistant tuberculosis 

MMP  Matrix Metalloproteinasen 

MOTT  Mycobacteria other than tubercle bacilli 

MTC  Mycobacterium-tuberculosis-complex 



Abkürzungsverzeichnis     XI 

NK-Zellen  Natürliche Killerzellen 

NTM  Nicht tuberkulöse Mykobakterien/ nontuberculous mycobacteria 

NVL  non visible lesions 

O2
-  Superoxidanion  

OD   Optische Dichte/optical density  

OIE  Office International des Epizooties  

OTF  officially tuberculosis-free 

PBS  phosphate buffered saline/ phosphatgepufferte Salzlösung 

PCR  polymerase chain reaction 

PI  Phosphatidylinositol 

PIM  Phosphatidylinositolmannosid 

PPD   purified protein derivate(s) 

PZA  Pyrazinamid 

RD  region of difference 

RMP  Rifampicin 

RNA   ribonucleic acid/Ribonukleinsäure 

RNS  reaktive Stickstoffverbindungen 

ROS  reaktive Sauerstoffverbindungen 

SCCIT  single comparative cervical intradermal tuberculin 

SL  Sulfolipide 

SM  Streptomycin 

SNP  single nucleotide polymorphism 

Sod  Superoxiddismutase 

TB  Tuberkulose 

TDM  Trehalose 6,6´-Dimycolat 

TH-Zelle T-Helferzelle  

TSN  Tierseuchennachrichten-System 

VL  visible lesions 

WHO  World Health Organization 

XDR-TB extensively drug-resistant tuberculosis



Abbildungsverzeichnis     XII 

ABBILDUNGSVERZEICHNIS 

Abbildung 1:   Schematische Darstellung des Zellwandaufbaus der Mykobakterien .... 7 

Abbildung 2:   Kulturelles Wachstum von M. bovis BCG auf dem Schrägagar ............. 8 

Abbildung 3:   Kulturelles, pilzähnliches Wachstum von M. bovis BCG....................... 9 

Abbildung 4:   Aktualisierter phylogenetischer Stammbaum des MTC ....................... 16 

Abbildung 5:   Geografische Verteilung der Rindertuberkulosefälle in Deutschland in 

den Jahren 2013 bis 2015 ...................................................................... 24 

Abbildung 6:   Schematische Darstellung des Aufbaus eines Granuloms in 

unterschiedlichen Stadien bei der Tuberkulose des Menschen ............. 28 

Abbildung 7:   Granulomatöse Veränderung in einem Lymphknoten eines mit 

M. caprae infizierten Rindes, Januar 2014 ............................................ 29 

Abbildung 8:   Mesenterial-Lymphknoten eines Rindes mit boviner Tuberkulose ...... 31 

Abbildung 9:   Schematische Darstellung der CMI basierenden diagnostischen 

Möglichkeiten für Tuberkulose ............................................................. 34 

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Spektrums der Immunantworten des 

Immunsystems des Rindes und die verschiedenen indirekten 

Tuberkulose-Testverfahren .................................................................... 41 

Abbildung 11: Illustration der verschiedenen Möglichkeiten um Antikörper an 

Magnetpartikel zu binden ...................................................................... 50 

Abbildung 12: Illustration der verschiedenen Möglichkeiten um Nukleinsäuren an 

Magnetpartikel zu binden ...................................................................... 51 

Abbildung 13: Darstellung des Prinzips des Magnetic Capture Verfahrens................. 74 

Abbildung 14: In der Studie verwendete Materialien für den 

mechanischen Aufschluss der Gewebeproben ...................................... 76 

Abbildung 15: Struktur von RNA und LNA im Vergleich ........................................... 81 

 

 

Abbildungsverzeichnis Anhang 

Abbildung A 1: Nach Ziehl-Neelsen gefärbter Ausstrich eines Sedimentes, welches 

zuvor mittels real-time PCR als MTC-DNA positiv                 

detektiert wurde ................................................................................. 123 

Abbildung A 2: Mit Auramin-Rhodamin gefärbter Ausstrich eines Sedimentes, 

welches zuvor mittels real-time PCR als MTC-DNA positiv detektiert 

wurde ................................................................................................. 124 



Abbildungsverzeichnis     XIII 

Abbildung A 3: Amplification plots der real-time PCR zur Differenzierung von 

M. bovis und M. caprae der Feldproben der MC 1 – 15 ................... 125 

Abbildung A 4: Amplification plots der real-time PCR zur Differenzierung von 

verschiedenen M.-bovis- und M.-caprae-Isolaten ............................. 126 

Abbildung A 5: Ziehl-Neelsen gefärbter Ausstrich von M. bovis BCG ..................... 127 

Abbildung A 6: Ziehl-Neelsen gefärbter Ausstrich von M. bovis BCG nach     

Filtration ............................................................................................ 128 

 

 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1:  SNPs zur Speziesdifferenzierung von M. caprae und M. bovis.................. 20 

Tabelle 2:  Amtlich dokumentierte Rindertuberkulose-Ausbrüche in Deutschland, 

Jahresstatistik 2005 - 2016 ......................................................................... 23 

 

 

Tabellenverzeichnis Anhang 

Tabelle A 1: Sequenzen für Primer und Sonde aus der Amtlichen Methodensammlung 

und der neuen, um zwei Basen verkürzten LNA Probe ......................... 129 

Tabelle A 2: Ct-Werte im Vergleich bei Anwendung der Sonde nach der Amtlichen 

Methodensammlung und der neu designten LNA Probe ....................... 130 

Tabelle A 3: Ergebnisse der Vorversuche zur Etablierung der Magnetic Capture 

Methode ................................................................................................. 131 

 

 



I Einleitung    1 

I EINLEITUNG 

Die Tuberkulose (Tb) ist eine in den Industrieländern schon fast vergessene 

Krankheit. Tatsächlich hat diese Krankheit jedoch noch heute eine große 

Bedeutung als Infektionskrankheit und als Zoonose. Die World Health 

Organization (WHO) gibt an, dass die humane Tuberkulose nach HIV/AIDS 

weltweit die Infektionskrankheit mit den meisten Todesfällen ist. Es wird 

geschätzt, dass ein Drittel der Weltbevölkerung mit den Erregern der Tuberkulose 

infiziert ist, jedoch häufig zeitlebens nicht erkrankt (WHO, 2015).  

Tuberkulose wird durch Mitglieder des Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes 

(MTC) ausgelöst. Zu diesem gehören auch die Erreger der Rindertuberkulose 

(bovine Tuberkulose, bTB), Mycobacterium bovis und M. caprae (SELBITZ et 

al., 2015). Die Rindertuberkulose verursacht weltweit erhebliche volkswirtschaft-

liche Schäden durch verminderte Tiergesundheit, Produktivitätseinbußen und 

erforderliche Bekämpfungsmaßnahmen zum Schutz von Tier und Mensch. Sie gilt 

in Deutschland als anzeigepflichtige Tierseuche und wird staatlich bekämpft 

(TIERSEUCHANZV, 1991; FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2014). Seit 

dem Jahr 2008 werden wieder vermehrt Rindertuberkulosefälle, die in 

Süddeutschland hauptsächlich durch M. caprae verursacht wurden, in der 

bayrischen und österreichischen Alpenregion festgestellt (DOMOGALLA et al., 

2013; FINK et al., 2015; RETTINGER et al., 2015).  

Die Diagnose der bovinen Tuberkulose ist anspruchsvoll. Der Tuberkulin-

Hauttest und der Interferon-γ-Test als indirekte intra vitam Nachweise 

ermöglichen eine Verdachtsdiagnose. Die direkten Nachweise mittels Kultur oder 

real-time PCR aus Gewebeproben gelten als beweisend (RINDTB-VO, 2014). Die 

Durchführung der diagnostischen Methoden ist in der „Amtlichen Methoden-

sammlung“ des Friedrich-Löffler-Institutes (FLI) festgelegt (FRIEDRICH-

LOEFFLER-INSTITUT, 2015). Beim molekularbiologischen Nachweis mittels 

real-time PCR werden derzeit elf zu testende Gewebeproben auf das Vorkommen 

von Mycobacterium-tuberculosis-Komplex-DNA untersucht. Dabei werden pro 

Gewebeprobe nur wenige Milligramm Gewebe aufbereitet und zur DNA 

Extraktion verwendet. Wie allgemein bekannt, stellen die nur sehr geringe 

Bakterienbelastung und die inhomogene Verteilung im Gewebe in Form von 
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sogenannten „non visible lesions“ (NVL) in frühen Infektionsstadien und „visible 

lesions“ (VL) in Form von sich langsam im Krankheitsverlauf entwickelnden 

Granulomen, Schlüsselprobleme beim PCR-basierten MTC-Genom-Nachweis dar 

(PARRA et al., 2008). Daher ist es eine besondere Herausforderung, 

Probenmaterial für die DNA Extraktion zu entnehmen, welches potentiell 

detektierbare mykobakterielle DNA enthält. So kann es bei „falscher“ 

Probenentnahme zu falsch-negativen Ergebnissen in der real-time PCR besonders 

bei Tieren in frühen Infektionsstadien kommen. Daher ist die Entwicklung neuer 

DNA Extraktionsmethoden essentiell, um die Wahrscheinlichkeit des MTC-DNA-

Nachweises aus Gewebeproben zu verbessern (PARRA et al., 2008; 

RETTINGER et al., 2015). 

Ziel dieser Arbeit war es, ein Verfahren zu entwickeln, mit dem DNA aus einem 

größeren Probenvolumen extrahiert werden kann und so MTC-DNA mit einer 

höheren Wahrscheinlichkeit in der Gewebeprobe nachgewiesen wird als mit dem 

amtlich vorgeschriebenen Protokoll. Zu diesem Zweck wurde ein Protokoll 

etabliert, das es ermöglicht, größere Probenvolumina mechanisch und 

enzymatisch für die DNA Extraktion aufzubereiten und die im Vergleich zur 

Menge der Wirts-DNA in deutlich geringerem Umfang in der Probe enthaltene 

mykobakterielle DNA aus der Probe selektiv anzureichern. Dazu wurde das 

Prinzip der sogenannten „magnetic capture hybridization“ (MCH) angewendet. 

Um die Anwendung in der Routinediagnostik zu ermöglichen, wurde zusätzlich 

ein zweites, vereinfachtes DNA Extraktionsprotokoll entwickelt, welches den 

Einsatz großer Probenvolumina ermöglicht, ohne das zeitaufwendige Magnetic 

Capture (MC) Verfahren anwenden zu müssen. Anschließend wurden 

Gewebeproben von bTB verdächtigen Rindern und Rotwild einerseits mittels des 

rechtlich vorgeschriebenen Protokolls der amtlichen Methodensammlung, sowie 

andererseits mit den beiden neu entwickelten Protokollen bearbeitet. Zur 

Auswertung wurden die Ct-Werte der MTC-spezifischen real-time PCR 

verwendet. Dafür wurden die Ct-Werte der neu entwickelten Extraktionsmethoden 

gegen die Ct-Werte der herkömmlichen Methode verglichen. 

Dabei konnte anhand einer Ct-Wert-Verbesserung gezeigt werden, dass die 

Verarbeitung von größeren Probenvolumina mit den beiden neu entwickelten 

DNA Extraktionsprotokollen zu einer gesteigerten Detektionsrate von MTC-DNA 

aus Gewebeproben führte. Darüber hinaus konnten mehr Proben positiv oder 
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fraglich getestet werden, die mit der herkömmlichen Methode negativ waren. Die 

Ergebnisse der Studie belegen, dass durch die Bearbeitung großer Probenvolumi-

na eine verbesserte MTC-DNA Detektionsrate erreicht werden kann. Damit 

könnten die in dieser Arbeit entwickelten Methoden dazu beitragen, falsch-

negative Ergebnisse in der Routinediagnostik zu reduzieren und zu einer 

Verbesserung der staatlichen Tierseuchenbekämpfung beitragen. 
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II LITERATURÜBERSICHT 

1 Mycobacteria spp. 

1.1 Taxonomie und Nomenklatur 

Am 24. März 1882 stellte der deutsche Mediziner und Mikrobiologe Robert Koch 

bei der Berliner Physiologischen Gesellschaft die Entdeckung des Erregers der 

Tuberkulose in seinem berühmt gewordenen Vortrag „Aetiologie der 

Tuberculose“ vor (KOCH, 1882). Dies legte die Grundlage für die weitere 

funktionale Einteilung der Mykobakterien in den folgenden Jahrzehnten. Die 

Klassifizierung der Mykobakterien begann 1896, als Lehmann und Neumann 

vorschlugen, die neu entdeckten Spezies Mycobacterium tuberculosis, 

ursprünglich als Bacterium tuberculosis bezeichnet, und Mycobacterium leprae, 

ursprünglich als Bacillus leprae bezeichnet, zum Genus Mycobacterium 

zusammenzufassen und sie der Familie Mycobacteriaceae unterzuordnen. Somit 

zählen Mykobakterien zu der Ordnung Actinomycetales und der Klasse 

Actinomycetes. 

Taxonomische Klassifikation: 

Stamm Actinobacteria  

 Klasse Actinobacteria 

  Unterklasse Actinobacteridae 

   Ordnung Actinomycetales 

    Unterordnung Corynebacterineae 

     Familie Mycobacteriaceae 

      Genus Mycobacterium  

(LEHMANN & NEUMANN, 1896) 

Diese Einteilung beruhte zunächst auf morphologischen Kriterien. Um sie besser 

von den nah verwandten Genera Nocardia, Rhodococcus und Corynebacterium 

abzutrennen, wurden noch weitere Kriterien zur Unterscheidung hinzugefügt. 

Dazu gehörten Gramfärbung, Wachstumsgeschwindigkeit, Resistenz gegenüber 

Penicillin, der Guanin/Cytosin-Gehalt, Mykolsäureprofile und Produktion von 

Arylsulfatase. (SHINNICK & GOOD, 1994). Aktuell müssen folgende Kriterien 

erfüllt sein, um eine Spezies dem Genus Mycobacterium zuzuordnen: 



II Literaturübersicht    5 

1) Alkohol- und Säurefestigkeit 
2) Das Vorhandensein einer aus 60 - 90 Kohlenstoffatomen bestehenden 

Mykolsäure, die durch Pyrolyse in Fettsäuremethylester mit 22 - 26 
Kohlenstoffatomen gespalten werden kann 

3) Ein 61 - 71 prozentiger Guanin/Cytosin-Gehalt in der DNA 

(LÉVY-FRÉBAULT & PORTAELS, 1992) 

Die Spezies des Genus Mycobacterium können als Saprophyten, opportunistische 

und auch obligat pathogene Vertreter auftreten. Sie werden in die Erreger der 

Tuberkulose beim Säugetier, Mitglieder des Mycobacterium-tuberculosis-

Komplexes, welche zu den obligat pathogenen und langsam wachsenden Erregern 

gehören, die obligat humanpathogene Spezies M. leprae, und in die davon 

abzugrenzenden nicht tuberkulösen Mykobakterien (NTM) eingeteilt. Als 

Synonym für NTM wird auch der Begriff „Mycobacteria other than Tubercle 

Bacilli“ (MOTT) verwendet (NEUMEISTER et al., 1992). Unter diese Gruppe 

fallen auch die Mitglieder des Mycobacterium-avium-Komplexes (MAC), 

M. intracellulare und schnell wachsende, atypische Mykobakterien, Saprophyten, 

die nur unter bestimmten Bedingungen als opportunistische Infektionserreger 

auftreten. Zur Speziesdiagnose werden biochemische Tests und verschiedene 

kulturelle Merkmale herangezogen. 

Mykobakterien lassen sich in zwei Hauptgruppen einteilen: 

• Schnell wachsende Mykobakterien mit sichtbarem Koloniewachstum in 
weniger als sieben Tagen 

• Langsam wachsende, obligat pathogene Mykobakterien mit sichtbarem 
Koloniewachstum in mehr als sieben Tagen  

 
(SELBITZ et al., 2015) 
 
Eine weitere Einteilung der MOTT erfolgt auf Basis ihrer Pigmentbildung und 
Wachstumsgeschwindigkeit in die Runyon Gruppen I bis IV (RUNYON, 1959): 
 

• Gruppe I: langsam wachsende photochrome Spezies 
• Gruppe II: langsam wachsende skotochrome Spezies 
• Gruppe III: langsam wachsende pigmentfreie Spezies 
• Gruppe IV: schnell wachsende Spezies 

(STAHL & URBANCE, 1990) 



II Literaturübersicht    6 

1.2 Morphologie und mikrobiologische Eigenschaften  

Mykobakterien sind gerade oder leicht gebogene, unbewegliche, sporenlose 

Stäbchen mit einer Größe von 0,2 - 0,7 x 1,0 - 10,0 µm (SELBITZ et al., 2015) 

und wachsen am besten unter aeroben oder mikroaerophilen Bedingungen 

(STAHL & URBANCE, 1990). Mykobakterien (abgeleitet vom griechischen 

Wort für Pilz, „múkēs“/“myces“) sind in der Lage, verzweigte Filamente zu 

bilden. Dies zeigt sich im kulturellen Wachstum, bei dem die Kolonien 

pilzähnliches Wachstum zeigen. Sie zeichnen sich durch einen besonderen 

Zellwandaufbau aus (siehe Abbildung 1). Mykobakterien gehören zu einer 

größeren Gruppe der gram-positiven Bakterien mit einer GC-reichen DNA, die 

auch als Actinomyceten-Linie bezeichnet wird. Diese Bakterien besitzen 

Zellwände mit einer einzigartigen Struktur, sogenannte Chemotyp-IV-Zellwände 

(BRENNAN & NIKAIDO, 1995). Der mykobakteriellen Plasmamembran ist eine 

mehrschichtige Peptidoglykanschicht ohne äußere Membran aufgelagert, was 

somit im Prinzip dem Zellwandaufbau eines gram-positiven Bakteriums 

entspricht. Auf die Peptidoglykanschicht folgt, kovalent gebunden, ein wichtiges 

Merkmal der Chemotyp-IV-Zellwand, nämlich ein einzigartigen Polysaccharid, 

das sogenannten Arabinogalaktan (AG), das durch charakteristische langkettige 

Fettsäuren, die sogenannten Mykolsäuren, ergänzt wird (BRENNAN & 

NIKAIDO, 1995). Sie sind aus ß-Hydroxy-Fettsäuren und langen α-Alkly-

Seitenketten aufgebaut (ASSELINEAU & LEDERER, 1950). Diese Mykolsäuren 

enthalten bei Mykobakterien klassischerweise 70 - 90 Kohlenstoffatome, während 

die Mykolsäuren bei Corynbacterium und Nocardia nur 40 - 60 Kohlenstoffatome 

enthalten (BRENNAN & NIKAIDO, 1995). Die äußerste Schicht bilden einige 

lang- und kurzkettige Fettsäuren. Dazwischen finden sich unter anderem Lipide 

wie Lipoarabinomannan (LAM) und Trehalose-basierende Lipooligosaccharide 

(LOSs), zu denen auch der Cord-Faktor (Trehalose 6,6´-Dimycolat; TDM) gehört, 

das Phosphatidylinositolmannosid (PIM), Phthiocerole und Lipomannan (LM). 

Diese sind nicht kovalent an den Arabinogalactan-Peptidoglykan-Komplex 

gebunden. Einige dieser Zellwandbestandteile sind wichtige Pathogenitätsfaktoren 

(siehe Abschnitt 2.2.3) (BRENNAN & NIKAIDO, 1995). Durch diesen 

besonderen Zellwandaufbau besitzen Mykobakterien die Eigenschaft der 

Säurefestigkeit. Sie zeichnet sich dadurch aus, dass Farbstoff zwar durch die 

Einwirkung von Hitze und Phenol in die Bakterien eindringen, aber nicht durch 

Behandlung mit Säure und Alkohol wieder ausgewaschen werden kann, was im 
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Wesentlichen von den Mykolsäuren abhängt (BERG, 1953). Deswegen können 

Mykobakterien mit der Ziehl-Neelsen-Färbung nachgewiesen werden (SELBITZ 

et al., 2015). Aufgrund der wachsartigen Struktur und der damit verbundenen 

schwachen Permeabilität der dicken Zellwand sind Mykobakterien besonders 

resistent gegen die meisten Antibiotika und chemotherapeutischen Substanzen, 

aber auch gegenüber Umwelteinflüssen, wie Austrocknung und verschiedene 

Desinfektionsmittel (LIU et al., 1996; GONZALEZ-Y-MERCHAND et al., 

1997).  

 

 

 

 

Ein weiterer wichtiger Pathogenitätsfaktor ist die intrazelluläre Persistenz der 

Mykobakterien in Makrophagen. Dabei spielen vor allem die Glykolipide der 

Zellwand und der Cord-Faktor eine wichtige Rolle, da sie die Ansäuerung und 

Reifung der Phagosomen zum Phagolysosom verhindern (STURGILL-

KOSZYCKI et al., 1994). Folglich werden die Bakterien nach der Phagozytose 

durch Makrophagen nicht eliminiert und können so in den Phagosomen der Zellen 

persistieren (CLEMENS & HORWITZ, 1995). Es wird damit nicht nur die 

Aktivierung der Makrophagen unterlaufen, sondern es kommt zusätzlich zu einer 

unzureichenden oder gar fehlenden T-Zell-Stimulierung, da die befallenen 

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Zellwandaufbaus der 
Mykobakterien 

Modifiziert nach Kleinnijenhuis et al. (KLEINNIJENHUIS et al., 2011) 
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Makrophagen dazu angeregt werden, immunsuppressive Zytokine zu produzieren. 

Dies kann dann zu einer Begünstigung der Erregerausbreitung im Wirt führen 

(FLYNN & CHAN, 2001). Eine genauere Beschreibung der Pathogenitätsfaktoren 

ist im Kapitel 2.2 zu finden. 

Mykobakterien können in flüssigen, sowie auf festen Nährböden kultiviert 

werden. Klassisch verwendete Nährmedien sind jene nach Löwenstein-Jensen, 

Middlebrook, Hohn oder Herrold´s-EggYolk. Die Kultivierung erfolgt bei 37 °C 

unter aeroben Bedingungen auf eigelbhaltigen Nährböden im Schrägagarröhrchen, 

auf der Platte oder in Flüssigkultur. Hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens 

lassen sich schnell wachsende (weniger als sieben Tage) von langsam wachsenden 

Mykobakterien (mehr als sieben Tage) unterscheiden, wobei die meisten 

pathogenen Mykobakterien ein extrem langsames Wachstum zeigen, bei dem es 

bis zu zwölf Wochen dauern kann bis ein sichtbares Koloniewachstum auf einem 

Festnährboden entsteht und sichtbar wird (SELBITZ et al., 2015). Eine Ausnahme 

hierfür bildet Mycobacterium leprae, da es bisher gar nicht kultivierbar ist 

(DAHW, 2016).  

 

Abbildung 2: Kulturelles Wachstum von M. bovis BCG auf dem Schrägagar 

Gelbliche M. bovis BCG Kolonien auf Löwenstein-Jensen Agar mit Glycerin und 

PACT 510r Schrägschichtmedium (Merck Chemicals GmbH) nach sechswöchiger 

Inkubation 
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Abbildung 3: Kulturelles, pilzähnliches Wachstum von M. bovis BCG 

M. bovis BCG Reinkultur auf Middlebrook 7H10 Agar mit OADC (Merck 

Chemicals GmbH) nach achtwöchiger Inkubation 

Das pilzartige, verzweigte Wachstum der Mykobakterien ist gut zu erkennen. 

 

2 Der Mycobacterium-tuberculosis-Komplex (MTC) 

Unter dem Begriff „Mycobacterium-tuberculosis-Komplex“ versteht man die für 

Mensch und Säugetier relevanten Erreger der Tuberkulose. Die Mykobakterien, 

die unter diesem Komplex zusammengefasst werden, stimmen zu 99,9 % ihres 

Genoms überein und besitzen eine nahezu identische 16S rRNA Sequenz 

(BÖDDINGHAUS et al., 1990; SREEVATSAN et al., 1997; GARNIER et al., 

2003; HUARD et al., 2006). Es gibt nur selten Hinweise für Rekombinationser-

eignisse und horizontalen Gentransfer innerhalb der Mitglieder des Komplexes 

(SMITH et al., 2006). Die MTC-Mitglieder unterscheiden sich hinsichtlich ihres 

Wirtstropismus, ihres Phänotypes und ihrer Pathogenität (BROSCH et al., 2002) 
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und können trotz ihrer engen genetischen Verwandtschaft aufgrund von 

molekularen Markern (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014) und ihren 

unterschiedlichen kulturellen und biochemischen Eigenschaften voneinander 

abgegrenzt werden (COLLINS & DE LISLE, 1985). Diese Unterschiede 

hinsichtlich Wirtstropismus, Phänotyp und Pathogenität beruhen vermutlich auf 

einzelnen Punktmutationen (KARLSON & LESSEL, 1970) und auf einer 

unterschiedliche Genexpression, die nur 6 % des Gesamtgenoms betrifft 

(REHREN et al., 2007). Gemäß des relativ niedrigen Genpolymorphismus 

(GARNIER et al., 2003) wären die Mitglieder des MTC aus taxonomischer Sicht 

eher als verschiedene Subspezies anstelle von eigenständigen Spezies einzustufen 

(ROGALL et al., 1990).  

2.1 Mitglieder des MTC 

Der Mycobacterium-tuberculosis-Komplex bestand ursprünglich aus fünf 

Mitgliedern: M. tuberculosis, welches vor allem bei Menschen und anderen 

Primaten isoliert wurde; M. bovis, der vorrangig Tuberkulose bei Rindern 

verursacht, aber auch Tuberkulose bei vielen anderen Tieren und dem Menschen 

hervorrufen kann; M. bovis Bacille Calmette-Guérin (BCG), ein attenuierter 

M.-bovis-Stamm, der für Impfungen verwendet wird; M. africanum, der aus einer 

heterogenen Gruppe von Isolaten besteht, vorrangig Tuberkulose bei Menschen in 

Afrika verursacht und genetisch zwischen M. tuberculosis und M. bovis 

einzuordnen ist und M. microti, ein selten isolierter Erreger, der Tuberkulose bei 

Wühlmäusen, aber auch bei immunsupprimierten Menschen hervorrufen kann 

(COUSINS et al., 2003). 

Zum jetzigen Zeitpunkt zählen folgende Spezies zum MTC: 

• M. tuberculosis (KOCH, 1882), 

• M. bovis (KARLSON & LESSEL, 1970), 

• M. bovis BCG (GUÉRIN & ROSENTHAL, 1957), 

• M. canettii (VAN SOOLINGEN et al., 1997),  

• M. africanum (CASTETS et al., 1968; CASTETS et al., 1969),  

• M. microti (WELLS, 1937; REED, 1957), 

• M. pinnipedii (COUSINS et al., 2003), 

• M. caprae (ARANAZ et al., 2003), 

• Dassie bacillus (WAGNER et al., 1958; PARSONS et al., 2008). 
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Van Ingen et al. schlugen 2012 nach molekularbiologischer Charakterisierung von 

22 Oryx-bacillus-Isolaten vor, den Oryx bacillus in Mycobacterium orygis 

umzubenennen und als Subspezies in den MTC aufzunehmen, da dieser vor allem 

in Afrika und im Süden Asiens ein Auslöser der Tuberkulose bei Menschen und 

Tieren ist (VAN INGEN et al., 2012). Alexander et al. isolierten zudem im Jahr 

2010 einen dem Dassie bacillus sehr ähnlichen Erreger, Mycobacterium mungi, 

der Tuberkulose bei Mangusten in Botswana auslösen kann. Dieser wurde dann 

ebenfalls als neue Spezies in den MTC aufgenommen (ALEXANDER et al., 

2010). 

M. tuberculosis, der Erreger der humanen Tuberkulose, ist laut der World Health 

Organization der bedeutendste Tuberkuloseerreger beim Menschen (WHO, 2015). 

Allerdings können selten auch Haussäugetiere nach längerem Kontakt mit 

infizierten Menschen infiziert werden (MICHEL et al., 2003). Zu den bekannten 

infizierten Tieren gehören unter anderem Rinder (Bos taurus) (ROMERO et al., 

2011), Ziegen (Capra aegagrus hircus) (HIKO & AGGA, 2011), Schweine (Sus 

scrofa und Sus scrofa domesticus) (JENKINS et al., 2011), Hunde (Canis lupus 

familiaris) (PARSONS et al., 2012) und auch Vögel, wie beispielsweise 

Graupapageien (Psittacus erithacus erithacus) (SCHMIDT et al., 2008). Aber 

auch aus Wild- und Zootieren konnte der Erreger bereits isoliert werden 

(MICHEL et al., 2003; UNE & MORI, 2007; ANGKAWANISH et al., 2010). 

M. bovis Bacille Calmette Guérin (BCG) ist Bestandteil des einzig zugelassenen 

Impfstoffes gegen Tuberkulose seit 1929. Somit gehört er zu einem der ältesten, 

aber auch umstrittensten Impfstoffe, die am häufigsten auf globaler Ebene zur 

Impfung gegen Tuberkulose verwendet werden. Es hat über 13 Jahre Forschung 

und etwa 230 Passagen gedauert, bevor er in Meerschweinchen (Cava porcellus), 

Rindern, Pferden (Equus caballus), Hamstern (Familie der Cricetinae), Mäusen 

(Mus musculus) und Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) eine schützende 

Immunität bei einer Infektion mit M. tuberculosis hervorbringen konnte 

(GUÉRIN & ROSENTHAL, 1957). Der attenuierte Stamm wurde über Jahrzehnte 

durch kontinuierliche Kulturpassagen aufrechterhalten. Dabei kam es durch 

kleine, meist stumme Mutationen zu einem genetischen Polymorphismus und 

somit zu einer Vielzahl von unterschiedlichen M.-bovis-BCG-Stämmen (BEHR & 

SMALL, 1999; GARCIA PELAYO et al., 2009).  
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2.2 Virulenz  

Da das Spektrum bekannter Pathogenitätsfaktoren sehr groß ist (FORRELLAD et 

al., 2013), werden im Folgenden nur einige Wichtige beschrieben.  

2.2.1 Aufnahme in die Zielzellen 

Makrophagen dienen als natürlicher Lebensraum für Mykobakterien und sind 

Zielzellen für den intrazellulären Parasitismus. Die Aufnahme in die Zielzellen 

kann entweder unspezifisch über Pinozytose oder spezifisch über Rezeptoren auf 

der Oberfläche der Makrophagen erfolgen (HMAMA et al., 2015). Zu diesen 

Rezeptoren gehören unter anderem Komplement-Rezeptoren (CR1, CR3 und 

CR4), der Fcγ-, der CD14-, der Fibronektin-, der Mannose- und die Sp-A-

Rezeptoren (ERNST, 1998; TOOSSI & ELLNER, 1998). 

Nach Opsonisierung der Bakterien durch Komplementfaktoren C3b und C3bi 

können diese über die oben genannten Komplement-Rezeptoren in die 

Makrophagen über Phagozytose aufgenommen werden (SCHLESINGER et al., 

1990). Ähnlich verhält es sich mit mit IgG-Antikörper-markierten Bakterien, die 

über den Fcγ-Rezeptor vermittelt aufgenommen werden können (ARMSTRONG 

& HART, 1975).  

Lipoarabninomannan gilt als essentieller Bestandteil der mykobakteriellen 

Zellwand und ist Ligand sowohl für den CD14-Rezeptor (PUGIN et al., 1994), als 

auch für den Mannose-Rezeptor (SCHLESINGER et al., 1994; SCHLESINGER 

et al., 1996). Beide Rezeptoren ermöglichen die Aufnahme von Mykobakterien in 

die Zielzelle. 

2.2.2 Überleben in Makrophagen 

Nach Aufnahme der Mykobakterien in die Makrophagen persistieren die 

Bakterien in den Phagosomen und sind in der Lage, die Zielzellfunktionen aktiv 

zu beeinflussen (SAKAMOTO, 2012). Unter normalen Umständen fusioniert 

innerhalb des Makrophagen das Phagosom mit dem Lysosom zum Phagolysosom 

und sein Inhalt, inklusive intrazellulärer Pathogene, wird durch lysosomale 

Hydrolasen und reaktive Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffverbindungen (RNS) 

zerstört (FORRELLAD et al., 2013). MTC-Mitglieder haben jedoch 

Mechanismen entwickelt, um der sauren Umgebung innerhalb des Phagolysoso-

mes zu entkommen (MCDONOUGH et al., 1993) und auch die Phagosomenrei-

fung und somit die Fusion des Phagosoms mit dem Lysosom zu hemmen (VIA et 

al., 1997). 
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Um sich vor ROS, wie beispielsweise Superoxidanionen (O2
-) schützen zu 

können, besitzen Mykobakterien zwei unterschiedliche Vertreter einer 

Superoxiddismutase (SodA und SodC), die die Superoxidanionen zu für sie 

ungefährlichem molekularen Sauerstoff und Wasserstoffperoxid abbauen können 

(PIDDINGTON et al., 2001). Zusätzlich ist auch LAM in der Lage, toxische 

Sauerstoffradikale zu binden. Es nimmt außerdem eine zentrale Rolle bei der 

Hemmung von Effektor-Funktionen der Makrophagen ein, indem es die 

Transkription der durch IFN-γ regulierten Gene einschränkt und die Proteinase-C 

hemmt, welche eine wichtige Rolle in der Signalübertragung zur Makrophagen-

Aktivierung spielt (CHAN et al., 1991). 

Neben der Erhöhung des Widerstandes gegenüber toxischen Verbindungen des 

Wirtes und Hemmung der Phagolysosomenreifung gibt es noch eine dritte 

Möglichkeit zum Überleben im Makrophagen, nämlich die Vermeidung des 

Einleitens der Apoptose zugunsten eines nekrotischen Zellunterganges 

(FORRELLAD et al., 2013). M. tuberculosis kann die Makrophagen-Oberfläche 

dahingehend modifizieren, dass die Zelle nicht durch Apoptose, sondern durch 

Nekrose zugrunde geht (GAN et al., 2008; DIVANGAHI et al., 2009). Die 

Einleitung der Nekrose wird bei einer hohen intrazellulären Dichte von virulenten 

Bakterien aktiv ausgelöst, damit die Bakterien freigesetzt werden und andere 

Zellen infizieren können (LEE et al., 2009).  

Es ist jedoch ebenso bekannt, dass M. tuberculosis die Apoptose bei Infektion der 

Wirtszelle induzieren kann (DERRICK & MORRIS, 2007). Das Ausmaß der 

Apoptose ist daher abhängig vom infizierenden MTC-Stamm. 

2.2.3 Zellwandbestandteile als Pathogenitätsfaktoren 

Die Mykolsäuren der Mykobakterien spielen im Hinblick auf die Tenazität des 

Erregers eine übergeordnete Rolle, da sie die Zelle vor Austrocknung (BARRY & 

MDLULI, 1996) und vor chemischen Einflüssen in Form von hydrophoben 

Antibiotika schützen (NIKAIDO, 1994). 

Das immunogene Glykolipid LAM, wurde bereits bei den oben genannten 

Punkten als Ligand für Oberflächenrezeptoren und in seiner Funktion bei der 

Beeinflussung der Makrophagen-Aktivität beschrieben. Ähnliche Stoffe zu LAM 

sind Phosphatidylinositolmannosid, Lipomannan, und Phosphatidylinositol (PI). 

Das Acylphosphatidylinositolhexamannosid (AcPIM6) nimmt eine besondere 
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Stellung in der Pathogenese ein, da es zu einer vermehrten Proliferation von 

insbesondere natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und zu erhöhten IFN-γ-

Konzentrationen in mononukleären Blutzellen führt (PIRSON et al., 2015). 

Phthioceroldimycocerosate (DIM), aus der Gruppe der Zellwandlipide, haben ihre 

Rolle im Virulenzgeschehen vor allem in frühen Infektionsstadien bei der 

Rezeptor-vermittelten Aufnahme in die Makrophagen. Durch eine Reorganisation 

der Plasmamembran der Wirtszelle werden einerseits ihre biophysikalischen 

Eigenschaften modifiziert und andererseits auch das innere Milieu der 

Makrophage beeinflusst und die phagosomale Ansäuerung gehemmt. DIMs 

werden von allen MTC-Mitgliedern gebildet (ASTARIE-DEQUEKER et al., 

2009).  

Andere Zellwandlipide, die Sulfolipide (SL), konnten in vitro bei Makrophagen 

die Fusion von Phagosom mit Lysosom verhindern (GOREN et al., 1976). 

Der Cord-Faktor oder Trehalose 6,6´-Dimykolat (TDM) ist ein gut erforschter 

Virulenzfaktor von Mykobakterien und scheint einer der potentesten 

Immunmodulatoren zu sein (YANO, 1998). Auch TDM ist in der Lage, die 

Bildung des Phagolysosoms zu blockieren und das Ansäuern desselben zu 

verhindern (INDRIGO et al., 2003). Außerdem ermöglicht es das sogenannte 

„cording“ von mehreren Mykobakterien, also ihre schnurartige Zusammenlage-

rung und die Aktivierung von Matrix Metalloproteinasen (MMP), die beim Abbau 

der granulomatösen Bindegewebskapsel beteiligt sind, um ein Entkommen der 

Bakterien aus dem Granulom zu ermöglichen (SAKAMOTO et al., 2013). Hunter 

et al. konnten jedoch zusätzlich nach experimentellen Studien zeigen, dass TDM 

die Entwicklung von Granulomen zunächst fördert, um so anfänglich das 

langfristige Überleben und die Persistenz der Mykobakterien innerhalb des Wirtes 

zu sichern (HUNTER et al., 2006). 

2.3 Tenazität 

Obwohl Mykobakterien normalerweise intrazellulär in Makrophagen persistieren, 

besitzen sie durch ihren besonderen Zellwandaufbau eine hohe Tenazität 

gegenüber Umweltfaktoren (GONZALEZ-Y-MERCHAND et al., 1997). Fine et 

al unternahmen eine Studie mit experimentell mit M. bovis beimpften Proben 

unterschiedlicher Art, die sie über einen Zeitraum von einem Jahr und unter 

natürlichen Wetterbedingungen aufbewahrten und in regelmäßigen Abständen auf 
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die Überlebensfähigkeit durch Kultivierung von M. bovis untersuchten. Dabei 

konnten vermehrungsfähige Erreger bis zu 43 Tage in Getreide, 58 Tage in Heu 

und Wasser und sogar 88 Tage in Erde isoliert werden. Des Weiteren fanden sie 

heraus, dass Umweltbedingungen wie hohe Temperaturen und intensive 

Sonneneinstrahlung, wie sie im Frühling und im Sommer auftreten, zu 

Feuchtigkeitsverlusten führen, was die Überlebensfähigkeit des Erregers deutlich 

verringert (FINE et al., 2011). Auch in Umweltproben, die durch Exkrete von mit 

M.-bovis-infizierten Dachsen und Rindern kontaminiert waren, konnte M. bovis 

noch vier und 21 Monate lang nach möglicher Kontamination nachgewiesen 

werden (YOUNG et al., 2005). Nicht nur für M. bovis, sondern auch für andere 

MTC-Mitglieder, wie M. tuberculosis und M. canettii, konnte ein Überleben über 

zwölf Monate in der Erde und der Erhalt der Fähigkeit zur Infektion von Mäusen 

nachgewiesen werden (GHODBANE et al., 2014). Von besonderer Bedeutung ist 

die Tenazität von Mykobakterien in Rohmilch und Rohmilch-Produkten aufgrund 

ihres zoonotischen Potenzials. So können die Erreger in Joghurt bis zu 14 Tage 

und in Weichkäse bis zu 100 Tage infektiös bleiben (TRAUTWEIN, 2006). 

Durch die Pasteurisierung können Mykobakterien jedoch innerhalb von Sekunden 

bis wenige Minuten abgetötet werden, sodass die Milch vom Menschen ohne 

Risiko verzehrt werden kann (HARRINGTON & KARLSON, 1965). 

Außerdem sind Mykobakterien trotz ihrer Säurefestigkeit wenig tolerant 

gegenüber niedrigen pH-Werten und verlieren nach Exposition nach kurzer Zeit 

ihre Überlebensfähigkeit (NEUMEISTER et al., 1992). 

2.4 Besonderheiten des Genoms von MTC-Mitgliedern 

Eine der Besonderheiten des mykobakteriellen Genoms stellen die sogenannten 

„Regions of difference“ (RDs) dar. Diese variablen Regionen sind Sequenzen mit 

einer Länge von 2 - 12,7 kb und konnten durch Sequenzanalysen und -vergleiche 

von M. bovis BCG und dem Referenzstamm M. tuberculosis H37Rv erstmals 

beschrieben werden (GORDON et al., 1999). Man kann sich diese RDs zur 

Differenzierung der verschiedenen MTC-Mitglieder zu Nutzen machen, da ihr 

Genom unterschiedlich deletiert ist. Insgesamt konnten 14 RDs identifiziert 

werden, durch die eine Spezies-Differenzierung möglich ist. Dies gelang durch 

verschiedene Hybridisierungstechniken und PCR-Ansätze von 100 klinischen 

MTC-Isolaten (BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2002). 
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Eine weitere Möglichkeit zur genaueren Differenzierung der einzelnen 

MTC-Spezies ist die Untersuchung der Polymorphismen auf Einzelnukleotidebe-

ne (single nucleotide polymorphism, SNP). Diese Untersuchung eignet sich gut 

zur Differenzierung der MTC-Mitglieder, da ein SNP, wenn er sich einmal in 

einer klonalen Linie etabliert hat, dort relativ stabil erhalten bleibt (HUARD et al., 

2006). Zusätzlich wurden häufig identifizierte SNPs in bestimmten Genen alleine 

oder in Kombination als spezifischer Marker für eine bestimmte MTC-Spezies 

eingesetzt, oder auch um Isolate in einen definierten phylogenetischen 

Stammbaum einzuordnen (COLE, 2002; MOSTOWY et al., 2002; HUARD et al., 

2003). Rodriguez-Campos et al. haben aufgrund von RD-Deletionen und SNPs 

einen aktualisierten phylogenetischen Stammbaum für die Mitglieder des MTC 

erstellt (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014): 

 

Abbildung 4: Aktualisierter phylogenetischer Stammbaum des MTC 

Modifiziert nach Rodrigues-Campos (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014) 

Die Differenzierung der einzelnen MTC-Spezies beruht auf An- und Abwesenheit 

von RDs und SNPs in deren Genom 

 

Noch vor nicht allzu langer Zeit gab es die Hypothese, dass M. tuberculosis von 

M. bovis abstammt. Dabei soll M. bovis vor ca. 10000 - 150000 Jahren im Zuge 

der Domestikation von Rindern auf den Menschen übertragen worden sein und 
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sich an ihn durch genetische Veränderungen adaptiert haben. Durch diesen 

Vorgang soll die Spezies M. tuberculosis entstanden sein (STEAD et al., 1995). 

Nach Beginn der phylogenetischen Untersuchungen konnte diese Hypothese 

allerdings widerlegt werden, da das Genom von M. bovis die meisten RD-

Deletionen aufweist (RD4, RD5, RD6, RD7, RD8, RD9, RD10, RD12, RD13). 

Dies legt nahe, dass M. bovis der jüngste pathogene Vertreter des MTC ist 

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

Im Gegensatz dazu beinhalten die Genome von M. canettii und M. tuberculosis 

alle RD-Sequenzen, was zu der Annahme führt, dass sich alle weiteren Mitglieder 

des MTC aus ihnen entwickelt haben (BROSCH et al., 2002). 

 

3 Die Erreger der Rindertuberkulose 

Gemäß der Verordnung zum Schutz gegen die Tuberkulose des Rindes (RINDTB-

VO, 2014) ist Rindertuberkulose definiert als eine nachgewiesene Infektion von 

Boviden mit M. bovis oder M. caprae.  

3.1.1 Mycobacterium bovis 

Die Hauptwirte für M. bovis stammen aus der Familie der Bovidae. Dabei stellen 

im Allgemeinen Hausrinder die am stärksten empfängliche Art dar, jedoch 

werden mögliche Unterschiede in der Anfälligkeit zwischen verschiedenen 

Unterarten (Bos taurus und Bos indicus) in der Literatur diskutiert (AMENI et al., 

2007; SMITH et al., 2011). Allerdings weist M. bovis im Allgemeinen ein großes 

Wirtsspektrum auf (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014). Unter anderem konnte 

der Erreger beim Menschen (COSIVI et al., 1998; JENKINS et al., 2011; THOEN 

et al., 2016), Rind (Bos taurus) (KARLSON & LESSEL, 1970; THAKUR et al., 

2012), Rehwild (Capreolus capreolus) (ZANELLA et al., 2008), Rotwild (Cervus 

elaphus) (DE LISLE & HAVILL, 1985), Dammwild (Dama dama) (GARCÍA-

JIMÉNEZ et al., 2012), Haus- (Sus scrofa domesticus) und Wildschein (Sus 

scrofa) (PARRA et al., 2003), Pferd (Equus caballus) (MONREAL et al., 2001; 

KECK et al., 2010), Hund (Canis lupus familiaris), Katze (Felis catus) und auch 

dem Fuchs (Vulpus vulpus) (RODRÍGUEZ et al., 2011) nachgewiesen werden. 

Der Dachs (Meles meles) in Großbritannien (DELAHAY et al., 2001), das 

Wildschwein in Spanien (NARANJO et al., 2008) und der Fuchskusu 
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(Trichosorus vulpecula) in Neuseeland (NUGENT et al., 2015) gelten offiziell als 

Wildtierreservoir für M. bovis und als Infektionsquelle für Rinder. 

Im Jahr 2003 wurde durch Garnier et al. das Gesamtgenom von 

M. bovis AF2122/97 vervollständigt und mit dem M.-tuberculosis-Stamm H37Rv 

verglichen (GARNIER et al., 2003). Dabei fiel auf, dass die Genomsequenz von 

M. bovis zwar zu über 99,95 % mit der vom M.-tuberculosis-H37Rv-Stamm 

übereinstimmt, sie aber deutlich kleiner ist (4.345.492 bp zu 4.411.529 bp) 

(COLE et al., 1998; GARNIER et al., 2003). Es wurden insgesamt weniger 

potentiell proteincodierende Gene und mehr als 2.420 SNPs gefunden und es 

wurden keine zusätzlichen speziellen Gene im Genom von M. bovis identifiziert 

(GARNIER et al., 2003).Dies deutet darauf hin, dass M. bovis sich aus einem 

M.-tuberculosis-ähnlichen Organismus entwickelt hat (SMITH et al., 2009). 

Rindertuberkulose ist weltweit bei Rindern zu finden und wurde vermutlich durch 

Handel mit domestizierten Rindern in andere Länder eingeführt und verbreitet 

(SMITH, 2012).  

3.1.2 Mycobacterium caprae 

Nachdem M. caprae im Jahr 1999 in Spanien erstmals bei Ziegen durch Aranaz et 

al. nachgewiesen werden konnte, wurde der Erreger aufgrund von biochemischen 

und gentechnischen Untersuchungen zunächst als M. tuberculosis subsp. caprae 

eingestuft (ARANAZ et al., 1999). Nach weiterführenden Untersuchungen im 

Jahr 2002 wurde er aufgrund der großen genetischen Ähnlichkeit als Subspezies 

von M. bovis diskutiert (NIEMANN et al., 2002). Da in vergleichenden 

Genomanalysen jedoch SNPs in einigen Genen und das Vorkommen und Fehlen 

von definierten Sequenzabschnitten (RDs) aufzufinden waren, wird vermutet, dass 

M. caprae phylogenetisch älter als M. bovis ist (BROSCH et al., 2002; 

MOSTOWY et al., 2002). Daher wurde M. bovis subsp. caprae schließlich als 

Mycobacterium caprae als neue Spezies der Gattung Mycobacterium zugefügt 

(ARANAZ et al., 2003). 

M.-caprae-Stämme werden vorwiegend in Spanien und zentral- und 

westeuropäischen Ländern isoliert (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014). Auch 

im Süden Deutschlands kommen Fälle von Rindertuberkulose bei Rotwild und 

Rindern im Zusammenhang mit M. caprae vor (DOMOGALLA et al., 2013; 

MOSER et al., 2014; FINK et al., 2015; RETTINGER et al., 2015; MENGE et al., 
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2016). Das Wirtsspektrum des Erregers ist, ebenso wie das von M. bovis, weit. Es 

sind bereits Fälle beim Menschen (RODRÍGUEZ et al., 2009; PRODINGER et 

al., 2014; NEBREDA et al., 2016), bei Ziegen, Rindern, Schafen und Rotwild 

(PRODINGER et al., 2002; RODRÍGUEZ et al., 2011; FINK et al., 2015), Haus- 

und Wildschweinen (RODRÍGUEZ et al., 2011) und auch bei Zootieren wie dem 

sibirischen Tiger (Panthera tigris altaica) (LANTOS et al., 2003), Kamelen 

(Camelus ferus) (ERLER et al., 2004), Dromedaren (Camelus dromedarius) und 

Bisons (Bison bison) (PATE et al., 2006) bekannt. Dabei wurden identische 

Genotypen in Rind und Wildschwein (ERLER et al., 2004), in Rind und 

Hausschwein (PAVLIK et al., 2002) und innerhalb des Zoos in Kamel und Bison 

(PATE et al., 2006) identifiziert, was auf eine Übertragung zwischen den 

verschiedenen Spezies schließen lässt. 

Domogalla et al. untersuchten im Jahr 2013 die RD4 Region von M. caprae 

genauer und stellten dabei fest, dass in den M.-caprae-Isolaten aus dem 

süddeutschen Alpenraum mindestens vier RD4-Varianten vorkommen. Daher 

stellt die RD4 eine eher heterogene Region im Genom von M. caprae dar. Dies 

macht die bisherige Abgrenzung zu M. bovis auf Basis von RD4-spezifischen 

PCRs schwer, da die RD4 bei M. bovis deletiert ist und bei M. caprae ein 

unterschiedliches Deletionsmuster aufweist. Allerdings kann diese Heterogenität 

zur Einteilung von M.-caprae-Isolaten in verschiedene Genotypen und ihre 

geographische Verteilung genutzt werden (DOMOGALLA et al., 2013) und diese 

Daten für epidemiologische Studien verwendet werden (RETTINGER et al., 

2015). Noch aktuellere Studien befassen sich mit der erstmaligen Beschreibung 

des Gesamtgenoms von M.-caprae-Isolaten aus Rindern aus dem bayrischen 

Alpenraum und der genaueren Untersuchung der RD4-Region aufbauend auf den 

Studien von Domogalla et al. (DOMOGALLA et al., 2013), und sind erst vor 

Kurzem veröffentlicht (BROECKL et al., 2017). Die erste Gesamtgenomsequenz 

von M. caprae aus einem spanischen Feldisolat wurde erst vor kurzem von De la 

Fuente et al. veröffentlicht (DE LA FUENTE et al., 2015). 
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3.1.3 Unterschiede und Gemeinsamkeiten von M. bovis und M. caprae 

Im Hinblick auf die RD-Sequenzen sind M. caprae und M. bovis die Deletionen 

RD5, RD6, RD7, RD8, RD9, RD10, RD12 und RD13 gemein (ARANAZ et al., 

2003). Die einzige unterschiedliche RD-Sequenz ist die RD4, eine 12,7-kb-lange 

Sequenz, die dem Genom von M. bovis fehlt und bei M. caprae konserviert, aber 

in unterschiedlichen Variationen vorhanden ist (ARANAZ et al., 2003; 

SOMOSKOVI et al., 2008; DOMOGALLA et al., 2013). Auch auf SNP-Ebene 

gibt es Merkmale, anhand derer eine Differenzierung von M. bovis und M. caprae  

und eine Differenzierung zu anderen Mitgliedern des MTC möglich ist 

(SCORPIO & ZHANG, 1996; BROSCH et al., 2002; NIEMANN et al., 2002; 

ARANAZ et al., 2003; REDDINGTON et al., 2011). Eine Übersicht über die 

SNPs zur Speziesdifferenzierung von M. bovis und M. caprae ist in Tabelle 1 

zusammengefasst. 

Tabelle 1: SNPs zur Speziesdifferenzierung von M. caprae und M. bovis 

Gen Position SNP M. bovis M. caprae 

andere 

MTC-

Spezies 

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 

Modifiziert nach Domogalla (DOMOGALLA, 2014a) 

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

+ SNP ist vorhanden 

- SNP ist nicht vorhanden 
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4 Rindertuberkulose - Epidemiologie 

4.1 Vorkommen und Bedeutung als Zoonose 

Die bovine Tuberkulose ist eine weltweit verbreitete Tierseuche mit zoonotischem 

Potential und stellt ein globales Problem für die öffentliche Gesundheit dar. 

Weltweit ist die Krankheit verantwortlich für große wirtschaftliche Verluste im 

Veterinärbereich, eine ernsthafte Bedrohung für das Ökosystem und 

verantwortlich für ca. 3,1 % der menschlichen Tuberkulose-Fälle (EL-SAYED et 

al., 2015). Zum jetzigen Zeitpunkt sind folgende 16 der 28 EU-Mitgliedsstaaten 

als frei von Rindertuberkulose anerkannt: Belgien, Tschechische Republik, 

Dänemark, Deutschland, Estland, Frankreich, Lettland, Luxemburg, Ungarn, 

Niederlande, Österreich, Polen, Slowenien, Slowakei, Finnland und Schweden 

(Entscheidung 2003/467/EG, in der Fassung vom 14.02.2014). 

In Großbritannien und Irland ist die Tuberkuloseprävalenz bei Rindern noch 

immer sehr hoch und trotz Bekämpfungsmaßnahmen stetig steigend 

(REYNOLDS, 2006). Da der Dachs dort endemisch mit boviner Tuberkulose 

infiziert ist und ein dauerhaftes, potentielles Infektionsrisiko für Rinder darstellt, 

gestaltet sich eine endgültige Eradikation der Rindertuberkulose als problematisch 

(DELAHAY et al., 2001). In jüngerer Zeit wurde die Tuberkulose als größte 

Gefahr für die Rinderbestände in Großbritannien und Irland bezeichnet (WILSON 

et al., 2011). 

In Spanien wurde die Rolle von Wildschwein und Rotwild als Wildtier-Reservoir 

und Infektionsquelle für Rinder und andere Wiederkäuer diskutiert (ARANAZ et 

al., 2004; VICENTE et al., 2006; NARANJO et al., 2008). Durch diese 

bestehenden Reservoire ist die Tilgung der Tuberkulose auch in Spanien trotz 

eines „test and slaughter“-Programmes noch nicht gelungen (ARANAZ et al., 

2004). 

In Italien wurde ein verpflichtendes „test and slaughter“-Programm schon 1977 

eingeführt. Allerdings sind bisher nur einige Regionen Italiens als amtlich frei von 

Rindertuberkulose anerkannt. Die Behörden in Regionen mit noch höheren 

Prevalenzen, welche vorrangig im Süden Italiens liegen, vollziehen spezielle 

Maßnahmen und Kontrollmaßnahmen um den OTF-Status (99,9 % der 

Rinderherden bTB-frei für mindestens sechs auseinanderfolgende Jahre) zu 

erreichen (BONIOTTI et al., 2009). 
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Auch außerhalb von Europa ist die Rindertuberkulose ein bestehendes Problem 

für die Tiergesundheit. In Neuseeland konnte festgestellt werden, dass die 

dortigen Rinderherden durch mit infizierte Fuchskusus/Possums und durch 

infiziertes Farmwild angesteckt werden (TWEDDLE & LIVINGSTONE, 1994). 

In den USA, vor allem in Michigan, gilt der Weißwedelhirsch (Odocoileus 

virginianus) als bedeutende Infektionsquelle für Rinderherden (O'BRIEN et al., 

2002). 

Die Tuberkulose ist zwischen Mensch und Tier übertragbar und gilt somit als 

Zoonose. Da die Mitglieder des MTC im Allgemeinen ein breites Wirtsspektrum 

aufweisen, kann sich der Mensch generell infizieren (O'REILLY & DABORN, 

1995; PRODINGER et al., 2002). Auch eine direkte Übertragung von M. bovis 

und M. tuberculosis vom Menschen auf das Rind ist beschrieben (FRITSCHE et 

al., 2004; THAKUR et al., 2012). Besonders gefährdet für eine Übertragung sind 

Menschen, die in direktem Kontakt mit erkrankten Tieren stehen. Dazu gehören 

Arbeiter in landwirtschaftlichen Betrieben und im Schlachthof, Veterinäre, Jäger 

und Tierpfleger in Zoos (TORRES-GONZALEZ et al., 2013). Auch für alle 

andere Menschen stellt der Konsum von Rohmilchprodukten ein Infektionsrisiko 

dar (PRICE, 1934), jedoch wurde dies durch die Pasteurisierung der Milch nahezu 

eliminiert (HARRINGTON & KARLSON, 1965). Auch M. caprae wird über 

Rohmilch und Rohmilchprodukte und über direkten Kontakt zum erkrankten Tier 

auf den Menschen übertragen. So kann eine Infektion mit M. caprae 

beispielsweise Lupus vulgaris, die häufigste Form der Hauttuberkulose, auslösen 

(TAR et al., 2009). Eine Infektion des Menschen mit M. caprae kann aber ebenso 

pulmonale und andere extrapulmonale Formen der Tuberkulose auslösen 

(PRODINGER et al., 2002; BLAAS et al., 2003; KUBICA et al., 2003; 

RODRÍGUEZ et al., 2009). 

4.2 Rindertuberkulose in Deutschland, Österreich und der Schweiz 

Die Rindertuberkulose ist eine anzeigepflichtige Tierseuche in Deutschland nach 

§1 der Verordnung über anzeigepflichtige Tierseuchen (TIERSEUCHANZV, 

1991). Seit 1997 ist die Bundesrepublik Deutschland als amtlich frei von 

Rindertuberkulose nach der Entscheidung 97/76/EG anerkannt (ENTSCHEI-

DUNG 1999/467/EG). Seitdem wurden immer noch vereinzelt Fälle von 

Tuberkulose festgestellt, die den Status der Tuberkulosefreiheit jedoch nicht 

ernsthaft gefährden (MENGE et al., 2016). Seit dem Jahr 2008 werden allerdings 
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wieder verstärkt Rindertuberkulose-Ausbrüche, insbesondere im Allgäu in Bayern 

festgestellt (GERSTMAIR, 2011b). Eine Übersicht über die dokumentierten 

Ausbrüche in Deutschland von den letzten Jahren ist in Tabelle 2 dargestellt. 

Seitdem M. caprae als eigenständige Spezies anerkannt wurde (ARANAZ et al., 

2003), werden die Erreger der Rindertuberkulose im Tierseuchennachrichten-

System (TSN) getrennt erfasst. So wurden beispielsweise im November 2014 

12.742.190 Rinder in 154.878 Betrieben gezählt und davon insgesamt 13 

Ausbrüche erfasst, von denen neun M.-caprae-Infektionen in Bayern und eine 

M.-caprae-Infektion in Niedersachsen, und zusätzlich zwei Fälle einer 

M.-bovis-Infektion im Saarland und eine M.-bovis-Infektion in Niedersachen 

festgestellt werden konnte. Im Norden wird also die Rindertuberkulose zumeist 

von M. bovis verursacht, wohingegen im Süden der Bundesrepublik eine Infektion 

überwiegend auf M. caprae zurückzuführen ist (FRIEDRICH-LOEFFLER-

INSTITUT, 2014). Außerdem kann M. caprae im Süden Deutschlands nicht nur 

aus Rindern, sondern auch aus Rotwild isoliert werden (DOMOGALLA et al., 

2013; FINK et al., 2015; RETTINGER et al., 2015). 

Tabelle 2: Amtlich dokumentierte Rindertuberkulose-Ausbrüche in 
Deutschland, Jahresstatistik 2005 - 2016 

 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 

Deutschland 6 5 12 23 23 11 5 23 46 13 12 2 

Datenquelle: TSN, Abfragedatum: 12.07.2016 

 

Beim Menschen wurden in Deutschland im Jahr 2014 insgesamt 4.488 

Tuberkulosefälle registriert. 67,0 % der Fälle wurden durch das MTC-Mitglied 

M. tuberculosis ausgelöst. Der zweithäufigste Erreger mit 1,6 % war M. bovis. 

M.-caprae-Infektionen beim Menschen wurde nicht eigenständig erfasst und 

fallen unter 9,4 % der nicht weiter differenzierten MTC-Infektionen (BRODHUN 

et al., 2015).  
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Abbildung 5: Geografische Verteilung der Rindertuberkulosefälle in 
Deutschland in den Jahren 2013 bis 2015 

Datenquelle: TSN, Abfragedatum: 12.07.2016 

 

Österreich wurde im Jahr 1999 nach erfolgreichem „test and slaughter“-

Programm durch die Europäische Union als frei von Rindertuberkulose anerkannt 

(OTF) und stellte danach auf Monitoring-Programme während der Fleischbeschau 

und der Schlachtkörperuntersuchung um (SCHOEPF et al., 2012). Vereinzelt 

wurden jedoch immer wieder bTB-Fälle im Rotwild festgestellt. Ähnlich zur 

damaligen Situation in Deutschland wurden auch in Österreich, Tirol, im Jahr 

2008 wieder steigende bTB-Fallzahlen registriert, mit der Konsequenz, dass 

Langzeitstudien zur aktuellen bTB-Lage im Rotwild mit gezielter Beprobung 

eingeleitet wurden und vor allem gealpte Rinder aus gefährdeten Regionen 

flächendeckend tuberkulinisiert wurden (SCHOEPF et al., 2012; FINK et al., 

2015). 

Die Schweiz ist gemäß OIE Definition bereits seit 1960 tuberkulosefrei 

(SCHÖNING et al., 2013). In allen angrenzenden Ländern an die Schweiz und 

Lichtenstein wurden jedoch wieder vermehrt bTB-Fälle festgestellt: In 

Süddeutschland wurde vorrangig der Erreger M. caprae aus Rotwild und Rindern 

isoliert(GERSTMAIR, 2011a), im Rotwild in Österreich wurden steigende 

Fallzahlen verbucht (PRODINGER et al., 2002) und in Norditalien wurde 

grenznah M. bovis in 3 % der Wildschweine nachgewiesen (DONDO et al., 2007). 
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Schöning et al. entdeckten erstmals das MTC-Mitglied M. microti in zwei 

Schweizer Wildscheinen, jedoch wurden weder M. bovis noch M. caprae bei 

diesen Studien detektiert und vier MTC-Isolate aus Wildschweinen konnten nicht 

näher spezifiziert werden. Sie fanden ebenfalls heraus, dass die immer größer 

werdenden wilden Huftierpopulationen und das Wiederauftauchen der bTB in 

direkten Nachbarländern Risiken für die Entstehung eines Wildtierreservoirs 

darstellen könnten, jedoch zum Zeitpunkt der Studie noch kein detektierbares 

Reservoir in der Schweiz bestand (SCHÖNING et al., 2013; FINK et al., 2015). 

 

5 Infektion und Pathogenese 

5.1 Übertragung und Infektion 

Die Mitglieder des MTC können auf unterschiedlichen Wegen zwischen 

verschiedenen Spezies übertragen werden. Die Erregerübertragung kann sowohl 

direkt von Tier zu Tier, als auch indirekt über unbelebte Vektoren erfolgen. Die 

direkte Übertragung bei Tieren erfolgt dabei meist über erregerhaltige Sekrete, 

z. B. aus dem Respirationstrakt infizierter Rinder oder auch über die Milch, aber 

es wurde auch von perkutanen, kongenitalen und genitalen Infektionen berichtet 

(NEILL et al., 1994). Abhängig vom mit Tuberkulose infiziertem Organ können 

die Erreger über Atemluft, Kot, Sekrete des Urogenitaltraktes oder Milch 

ausgeschieden werden (SMITH, 2003). Wird der Erreger aerogen verbreitet, 

reichen schon extrem geringe Keimzahlen für eine Infektion. Während für eine 

alimentäre Infektion 13 Millionen Mykobakterien aufgenommen werden müssen, 

reichen nur fünf bis zehn Mykobakterien für eine aerogen Übertragung und 

Infektion aus (MORRIS et al., 1994; DEAN et al., 2005). Indirekt erfolgt die 

Übertragung über kontaminiertes Futter, Tränken, Weiden, aber auch über 

Inhalation von erregerhaltigem Staub (eingetrocknetes Sputum ausscheidender 

Tiere) von infizierten Rindern und auch Wildtieren (MENZIES & NEILL, 2000; 

TRAUTWEIN, 2006). Auch der gemeine Regenwurm (Lumbricus terrestris) trägt 

zu der Verbreitung von M. bovis aus erregerhaltigem Rinderkot in der näheren 

Umgebung, vor allem in der Erde, bei (BARBIER et al., 2016). In der Studie von 

Barbier et al. wurde darüber hinaus gezeigt, dass kontaminierte Regenwürmer in 

frischer, M.-bovis-freier Erde, den Erreger über vier Tage lang verbreiten können. 

Diese aktuelle Studie unterstreicht erstmalig die Rolle von Regenwürmern bei der 
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möglichen Verbreitung und der Persistenz von M. bovis in Böden innerhalb von 

bTB Endemie-Gebieten. Zusätzlich ist zu bedenken, dass der Regenwurm das 

Hauptnahrungsmittel für Dachse darstellt, die ein Reservoirwirt in Großbritannien 

darstellen und maßgeblich an der Verbreitung der bTB beteiligt sind (BARBIER 

et al., 2016). Da bei pathologisch-anatomischen Untersuchungen häufiger 

tuberkulöse Veränderungen in Form von Granulomen im oberen und unteren 

Respirationstrakt und den zugehörigen Lymphknoten zu finden waren, wird davon 

ausgegangen, dass die Inhalation des Erregers und somit die aerogene 

Übertragung am häufigsten vorkommt (FRANCIS, 1958; CORNER, 1994; 

WHIPPLE et al., 1996; NEILL et al., 2005). Diverse Studien konnten außerdem 

zeigen, dass M. bovis vorwiegend über Nasensekret und Trachealschleim sowohl 

bei experimentell als auch bei natürlich infizierten Rindern, ausgeschieden wird 

und so auch andere Rinder infizieren kann (NEILL et al., 1988; NEILL et al., 

1989). Aber auch die Aufnahme von kontaminierte Milch durch Kälber und die 

Aufnahme kontaminierter Milch als Rohmilch durch Kinder kann eine alimentäre 

Infektion nach sich ziehen (PRICE, 1934; EVANGELISTA & DE ANDA, 1996). 

Des Weiteren konnte bei Rindern, die experimentell mit M. bovis infiziert worden 

sind, eine Ausscheidung von M. bovis über den Kot nachgewiesen werden, was zu 

einer Kontamination der Umgebung führte (MENZIES & NEILL, 2000). 

5.2 Pathogenese 

Die Pathogenese der bovinen Tuberkulose beim Rind ist bisher nicht so gut 

untersucht wie die der Tuberkulose des Menschen und ist sehr komplex (NEILL 

et al., 2001; NEILL et al., 2005). Die hier beschriebene Pathogenese leitet sich 

vorrangig aus Studien ab, die anhand experimentell infizierter Großtier-, 

besonders Rindermodellen erfolgten, um Studien zur Pathogenese durchzuführen 

(NEILL et al., 1994; BUDDLE et al., 1995; CASSIDY et al., 1999). 

Die bovine Tuberkulose ist in erster Linie eine chronisch-granulomatöse, käsig-

nekrotisierdene, entzündliche Erkrankung der Atemwege (DOMINGO et al., 

2014). Inhalation ist der häufigste Infektionsweg, was zu granulomatösen 

Veränderungen im Gewebe von Nasopharynx, Lunge und assoziierten 

Lymphknoten führt. Abhängig vom Eintrittsort der Bakterien, können aber 

genauso andere Organe, wie z. B. Mesenterial-Lymphknoten bei oraler 

Aufnahme, Knochen und andere Organe (extrapulmonale Form) betroffen sein 

(PETO et al., 2009). 
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Bei Eintritt des Erregers in den Wirt bildet sich abhängig vom Infektionsweg an 

der Eintrittsstelle der sogenannte „Primärherd“. Unter Beteiligung des regionalen 

Lymphknotens werden Eintrittsstelle und Reaktion im Lymphknoten unter dem 

Begriff „Primärkomplex“ zusammengefasst (WALLGREN, 1948). Eine 

Entwicklung von sichtbaren Läsionen ist eine Folge der Immunantwort auf die 

Gewebeinvasion des Erregers. Daher entwickeln sich diese erst später im Verlauf 

der Infektion als makroskopisch sichtbare Ansammlungen von Immunzellen 

(Granulome oder Tuberkel, siehe Abbildung 6) (VORDERMEIER et al., 2008). 

Die Läsionen treten in der Regel als sehr kleine, feste Knötchen auf, die weißlich 

oder gelblich gefärbt sind (siehe Abbildung 7). Im Inneren der infizierten Herde 

liegen die Makrophagen, die in der Regel ein unverwechselbares Erscheinungs-

bild als Epitheloidzellen haben (siehe Abbildung 8). Fusionieren Makrophagen im 

Zuge der granulomatösen Entzündung, bilden sie die Langerhans’schen 

Riesenzellen. Diese Epitheloid- und Riesenzellen bilden das Zentrum der jungen 

Tuberkel und sind durch einen Wall von Lymphozyten, Plasmazellen und 

Monozyten umgeben. Im weiteren Verlauf der Infektion entwickelt der Tuberkel 

eine periphere fibröse Kapsel mit einer zentralen, nekrotischen Verkäsung. Auch 

eine Mineralisierung im Bereich der zentralen Verkäsung wurde beobachtet 

(NEILL et al., 2001).  
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Granuloms in 
unterschiedlichen Stadien bei der Tuberkulose des Menschen 

Strukturierte, solide Granulome können die Tuberkuloseerreger erfolgreich 

eindämmen. Nekrotische Granulome enthalten in ihrem Zentrum einen 

nekrotischen Kern aus abgestorbenen Zellen. Hier können sich die Erreger 

vermehren. Verkäste Granulome sind nicht mehr strukturiert. Es entsteht eine 

käsige Masse, die aus zerfallenen Wirtszellen und lebenden und abgestorbenen 

Keimen zusammengesetzt ist. 

Modifiziert nach Kaufmann (KAUFMANN, 2011) 
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Abbildung 7: Granulomatöse Veränderung in einem Lymphknoten eines mit 
M. caprae infizierten Rindes, Januar 2014 

Das Foto zeigt einen vertikal durchgeschnittenen Lungenlymphknoten eines im 

Rahmen der staatlichen Tierseuchenbekämpfung getöteten Rindes mit bTB-

Verdacht. Der Pfeil markiert eine granulomatöse Veränderung im Parenchym des 

Lymphknotens. Das Tier wurde im weiteren Verlauf mittels real-time PCR als 

bTB-positiv bestätigt. Durch weitere Untersuchungen war eine Erregerdefinition 

als M. caprae möglich. 

 

Die Funktion des Granuloms liegt in der Abkapselung der Infektion um die 

weitere Ausbreitung in umliegendes Gewebe zu verhindern und die 

Immunantwort direkt am Punkt der Infektion zu konzentrieren (FLYNN & 

CHAN, 2001). 

Je nach Immunstatus des Tieres kann es zu verschiedenen Verlaufsformen 

kommen. Bei einem intakten Immunsystem kann der Erreger eliminiert werden 

und die Läsion vollständig abheilen (NEILL et al., 2001) oder es kommt zu einer 

persistierenden Infektion ohne klinische Manifestation, bei der der Erreger vom 

Wirtsimmunsystem in Granulomen/Tuberkeln eingeschlossen wird und sich so 

zunächst nicht weiter verbreiten kann (SMITH, 2003). Hat das Tier bei 

Erstinfektion jedoch einen schlechten Immunstatus, kann es direkt nach einer 

Infektion mit pathogenen Mykobakterien zu einer Generalisation durch vor allem 
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lympho-hämatogene Ausbreitung des Erregers kommen (NIEBERLE, 1938; 

SMITH, 2003). Der Erreger kann sich dann in die verschieden Organe ausbreiten 

und sich als Miliartuberkulose manifestieren (WALLGREN, 1948). Dieser 

Prozess kann auch erst nach Monaten bis Jahren infolge einer Immunsuppression 

in Gang gesetzt werden, wenn eine länger zurückliegende Infektion reaktiviert 

wird. In diesem Zuge kann sich auch eine isolierte chronische Organtuberkulose 

etablieren, die meistens die Lunge oder das Euter betrifft. Kennzeichen der 

chronischen Organtuberkulose sind, dass sie erst einige Zeit nach der 

Primärinfektionsphase auftritt, nur das infizierte Organ ohne die zugehörigen 

Lymphknoten betroffen ist und der tuberkulöse Prozess sich auf kanalikulärem 

Weg innerhalb des Organes ausbreitet und die lympho-hämatogene Streuung in 

den Hintergrund rückt. Vermindert sich die Resistenzlage im Laufe der Zeit durch 

andere Krankheiten oder Stressfaktoren, kommt es dann zur sogenannten 

Niederbruchphase, bei der es zur Erregergeneralisation kommt (NIEBERLE, 

1938; PALLASKE, 1961). Tritt eine Ausscheidung des Erregers nach außen auf, 

spricht man von einer infektiösen bzw. offenen Tuberkulose (PARRISH et al., 

1998). 

Es wurde berichtet, dass eine Bakteriämie während der post-primären Verbreitung 

im Menschen stattfindet. Dies wurde auch für Rinder nachgewiesen (LEPPER et 

al., 1977). Außerdem gab es eine Studie in Indien, in der das Blut von scheinbar 

gesunden Rindern mittels Kultur untersucht wurde und daraus M. bovis 

angezüchtet werden konnte. Diese Ergebnisse legen nahe, dass M. bovis im Blut 

von subklinisch infizierten Rindern in einem höheren Ausmaß zirkuliert, als 

ursprünglich erwartet (SRIVASTAVA et al., 2008). 

Neue Studien berichten, dass in Blutproben von Rindern, die im Single 

Comparative Cervical Intradermal Tuberculin (SCCIT-) Test positiv getestet 

wurden, lebensfähige MTC-Mitglieder mittels Phage-PCR nachgewiesen werden 

konnten. Dies galt sowohl für Tiere mit „visible lesions“ als auch für Tiere mit 

„non visible lesions“ (SWIFT et al., 2016). 
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6 Immunologie 

6.1 Zelluläre Immunantwort 

Immunhistologische Untersuchungen von granulomatösen Läsionen im 

Anfangsstadium von experimentell mit M. bovis infizierten Rindern haben 

gezeigt, dass T-Lymphozyten mit die ersten Zellen sind, die an einer 

Immunreaktion auf bovine Tuberkulose beteiligt sind (CASSIDY et al., 2001). 

Dies unterstreicht die Bedeutung der zellvermittelten Immunantwort (Cell-

mediated immune response, CMI) im Zusammenhang mit boviner Tuberkulose 

und wurde bereits durch einige experimentelle und Feldstudien bestätigt, die ein 

komplexes Spektrum von Immunreaktionen mit früher T-Zell-Beteiligung 

beschrieben haben (POLLOCK et al., 2001). Zudem ist allgemein bekannt, dass 

die CMI bei einer Infektion mit MTC-Mitgliedern, die wichtigste Immunreaktion 

darstellt (NEILL et al., 1994). Neben den T-Zellen sind vorrangig Makrophagen 

und ihre Abkömmlinge Epitheloidzellen und mehrkernige Riesenzellen und auch 

neutrophile Granulozyten an der Immunreaktion beteiligt (PALMER et al., 2007).  

 

Abbildung 8: Mesenterial-Lymphknoten eines Rindes mit boviner 
Tuberkulose 

Tuberkulose beim Rind, verursacht durch M. caprae; granulomatöse Entzündung 

in einem Mesenterial-Lymphknoten unter Beteiligung von mehrkernigen 

Riesenzellen vom Langhans-Typ, Epitheloidzellen, neutrophilen Granulozyten 

und Lymphozyten. Kunststoff-Einbettung, HE-Färbung, Sektions-Nr. S_598_14 

Zur Verfügung gestellt vom Institut für Tierpathologie der LMU München 
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Im Zuge der T-Zell-Antwort wurden alle wesentlichen T-Zell-Untergruppen 

(γδ-T-Zellen, CD4+- und CD8+-, αβ-T-Zellen, NKT-Zellen) in der anti-

mykobakteriellen Immunantwort bei Rindern nachgewiesen (SCHLUGER & 

ROM, 1998; POLLOCK et al., 2001; TORRADO et al., 2011). Bei Rindern, die 

experimentell mit M. bovis infiziert wurden, wurde die Dynamik der 

Lymphozytensubpopulation näher untersucht. Zunächst wurde eine sequentielle 

Beteiligung von γδ-, dann von CD4+- und im späteren Infektionsverlauf eine 

zunehmende Beteiligung von CD8+-T-Zellen nachgewiesen (POLLOCK et al., 

1996). Von besonderer Bedeutung bei der Verteidigung gegen intrazelluläre 

Pathogene ist die Etablierung einer T-Helferzellen Typ 1(Th1)-Immunreaktion, 

charakterisiert durch IFN-γ-Produktion, die für die Makrophagen-Aktivierung 

essentiell ist (POLLOCK & NEILL, 2002). Neben IFN-γ produzieren Th1-Zellen 

noch Interleukin 2 (IL-2), das wiederrum die Th1-Proliferation fördert, was 

wiederum unter anderem durch eine erhöhte IFN-γ-Produktion zu einer erhöhten 

Makrophagen-Aktivierung führt (SAKAMOTO, 2012). T-Helferzellen Typ 2 

(Th2-Zellen) produzieren die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 (SCHLUGER & 

ROM, 1998). 

CD4+-Zellen sind dafür zuständig, Effektorzellen wie Makrophagen, CD8+-Zellen 

und Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) zu aktivieren. Dazu muss ihnen zuerst 

ein bereits im Phagosom in Peptidfragmente zerlegtes Antigen auf einem major 

histocompatibility complex (MHC) II auf der Oberfläche einer Antigen Presenting 

Cell (APC, Makrophagen, dendritische Zellen, Monozyten) präsentiert werden 

(SCHLUGER & ROM, 1998). 

CD8+-Zellen hingegen erkennen Antigenstrukturen, die auf MHC I Rezeptoren 

präsentiert werden, die auf der Oberfläche von nahezu allen kernhaltigen Zellen 

zu finden sind. Als zytotoxische T-Zellen können sie die Apoptose und Lyse von 

infizierten Makrophagen einleiten und Zytokine, besonders IFN-γ und IL-4, 

produzieren (SCHLUGER & ROM, 1998). 

γδ-T-Zellen werden von Wiederkäuern in höherer Zahl exprimiert als von 

Menschen oder Mäusen (HEIN & MACKAY, 1991). Neben ihrer Funktion als 

zytotoxische Zellen (SCHLUGER & ROM, 1998) produzieren sie unter anderem 

IL-17, ein Zytokin, das für die frühe Granulombildung eine wichtige Rolle zu 

spielen scheint (TORRADO et al., 2011). 



II Literaturübersicht    33 

αβ-T-Zellen interagieren mit dem CD1-Rezeptor auf der Oberfläche von APCs. Er 

ist dem MHC-Rezeptor ähnlich, kann jedoch bestimmte Lipide binden. Dies sind 

bei Mykobakterien vor allem Mykolsäuren. In ihrer Funktion sind sie ebenfalls 

zytotoxisch und sezernieren IFN-γ (BOOM et al., 2003).  

6.2 Humorale Immunantwort 

Wie bereits weiter oben beschrieben dominiert in frühen Infektionsstadien die 

zelluläre Immunantwort mit Th1-Zellen und Produktion von IFN-γ. Die 

Makrophagen werden durch Stimulation mit IFN-γ angeregt und produzieren 

reaktive ROI- und RNI- Verbindungen, die die intrazellulären Erreger töten sollen 

(FORRELLAD et al., 2013). Im weiteren Verlauf der Infektion kann es zu einer 

Verschiebung hin zu einer überwiegenden Th2-Antwort kommen, bei der die 

zelluläre Immunantwort in den Hintergrund tritt und es zu einer vermehrten 

Antikörper-Produktion (IgG1) kommt (RITACCO et al., 1991; BOUSSIOTIS et 

al., 2000; DLUGOVITZKY et al., 2000). Zusätzlich kann es zu einer 

anergistischen Phase kommen, in der infizierte Tiere keine nachweisbare zelluläre 

Immunantwort durch den Tuberkulintest zeigen, jedoch vermehrt Antikörper 

nachgewiesen werden können (NEILL et al., 1994). Das Auftreten der Antikörper 

ist jedoch auch häufig mit einer weiteren Ausbreitung der Krankheit und mit dem 

Auftreten von ausgeprägten pathologischen Veränderungen verbunden (WELSH 

et al., 2005).  

Die Funktion der Antikörper liegt überwiegend in der Opsonisierung der 

Bakterien über Fcγ-Rezeptoren (ARMSTRONG & HART, 1975) und die 

Aktivierung des Komplementsystems (SCHLESINGER et al., 1990). Antikörper-

markierte Bakterien können so von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten 

besser erkannt, aufgenommen und potentiell abgetötet werden (DE VALLIÈRE et 

al., 2005). 

6.3 CMI basierende Diagnostik für bovine Tuberkulose  

Da die CMI als erste feststellbare Reaktion nach einer Infektion mit Erregern der 

bovinen Tuberkulose gilt, können auf Basis einer allergischen Reaktion vom Typ 

IV (Intrakutan-Test) und der Messung von durch sensibilisierte T-Lymphozyten 

ausgeschüttetem IFN-γ (IFN-γ-Test) diagnostische Tests zur Diagnose einer 

bovinen Tuberkulose beim Menschen und beim Tier eingesetzt werden. Eine 

Schwäche der Testverfahren ist jedoch, dass zwischen einer akuten und einer 
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chronisch persistenten Infektion nicht unterschieden werden kann 

(VORDERMEIER et al., 2008). Auch zeigen die Testverfahren Schwächen in 

frühen Infektionsstadien, in denen noch keine ausreichende Immunantwort 

nachweisbar ist (GORMLEY et al., 2006) und in der Spätphase der Infektion bei 

Zusammenbruch der zellulären Immunantwort. In diesen beiden Phasen sind 

falsch-negative Testergebnisse möglich (MEDEIROS et al., 2010). Abbildung 9 

zeigt die CMI basierenden diagnostischen Möglichkeiten. Die beiden 

Testverfahren werden in den folgenden Kapiteln (10.2) näher beschrieben. 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung der CMI basierenden diagnostischen 
Möglichkeiten für Tuberkulose 

Modifiziert nach Andersen et al. (ANDERSEN et al., 2000) 
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7 Klinik 

In der Regel ist die bovine Tuberkulose eine chronisch verlaufende Infektions-

krankheit mit einer Inkubationszeit von Monaten bis Jahren, die im hohen Alter 

oder in Stressphasen reaktiviert werden kann. Allerdings kann sie auch selten 

einen akut-progressiven Verlauf nehmen. Dies ist jedoch selten in Ländern, in 

denen aufgrund von staatlichen Bekämpfungsprogrammen regelmäßige 

Untersuchungen in den Rinderbeständen durchgeführt werden und Reagenten 

frühzeitig eliminiert werden. Daher kann bovine Tuberkulose an Rindern nur sehr 

schwer über klinische Anzeichen diagnostiziert werden (RAMOS et al., 2015). 

Je nach Phase und betroffenem Organ stellen sich die klinischen Anzeichen beim 

erkrankten Rind unterschiedlich dar. Zu diesen kommt es zumeist erst, wenn es zu 

einer chronischen Organtuberkulose oder einer generalisierten Erkrankung 

kommt. Dann zeigen erkrankte Tiere reduziertes Allgemeinbefinden, Fieber, 

Inappetenz, Anämie und Abmagerung. Je nach betroffenem Organ können auch 

weitere Veränderungen auftreten. Die Eutertuberkulose beispielsweise lässt sich 

in drei verschiedene Formen unterteilen. Bei einer miliartuberkulösen Mastitis 

kommt es zu vergrößerten Euterlymphknoten und miliaren Knötchen im 

Milchparenchym, die Milch zeigt dabei kaum makroskopisch sichtbare 

Abweichungen in Farbe, Geruch, Konsistenz oder Flocken. Bei einer chronischen 

lobulär-infiltrierenden Eutertuberkulose kommt es zu Veränderungen des 

Milchsekretes (flockig, wäßrig, graugelb). Die dritte Form der Eutertuberkulose 

wird als Mastitis caseosa bezeichnet. Sie tritt als akute Mastitis in Erscheinung 

mit Wärme, Druckempfindlichkeit, Schwellung und Ödematisierung unter 

Einbezug der regionalen Lymphknoten (TRAUTWEIN, 2006). 

Auch andere Studien beschreiben diverse klinische Veränderungen. In späteren 

Krankheitsstadien können Rinder Abmagerung, Schwäche, leichtes Fieber und 

Inappetenz zeigen. Tiere, bei denen vorwiegend die Lunge betroffen ist, zeigen 

meist feuchten, therapieresistenten Husten, der sich am Morgen und bei kaltem 

Wetter und Anstrengung verschlimmert. Dyspnoe oder Tachypnoe sind möglich. 

Bei Tieren, bei denen vorwiegend der Gastrointestinaltrakt betroffen ist, 

dominieren intermittierender Durchfall und Verstopfung als klinische Anzeichen. 

Bei manchen Tieren vergrößern sich die Retropharyngeal- und andere 

Lymphknoten, die später auch aufbrechen können. Ebenso können durch die 

vergrößerten Lymphknoten Blutgefäße, Atemwege und Teile des Verdauungstrak-

tes verschlossen werden (RAMOS et al., 2015). 
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8 Therapie  

8.1 Therapie und Prophylaxe des Menschen 

Um eine Resistenzbildung zu vermeiden und die Erreger in unterschiedlichen 

Entwicklungsstadien abzutöten oder in der Vermehrung zu stoppen, wird die 

humane Tuberkulose nur mit einer Kombination aus bestimmten Medikamenten 

behandelt. Dafür stehen fünf Standardmedikamente zur Verfügung: Isoniazid 

(INH), Rifampicin (RMP), Pyrazinamid (PZA), Ethambutol (EMB) und 

Streptomycin (SM), wobei SM als Zweitrangmedikament genutzt wird, da eine 

orale Verabreichung nicht möglich ist. Außerdem kommen bei Medikamentenun-

verträglichkeiten oder Komplikationen in Form von Resistenzen noch andere 

Reservemedikamente zum Einsatz. 

Die Therapie einer Lungentuberkulose eines Erwachsenen wird standardmäßig 

über sechs Monate durchgeführt (Standard-Kurzzeittherapie). Initial in den ersten 

beiden Monaten werden die Medikamente INH, RMP, PZA und EMB verabreicht 

(Initialphase) und danach wird die Therapie mit INH und RMP aufrechterhalten 

(Stabilisierungs-/Kontinuitätsphase). Immer häufiger wird in den letzten Jahren 

allerdings von einer multiresistenten Tuberkulose (MDR-TB) berichtet. Dabei 

liegt eine gleichzeitige Resistenz mindestens gegenüber den beiden Erstrangmedi-

kamenten INH und RMP vor. Bei der extensiv resistenten Tuberkulose (XDR-TB) 

sind die Erreger zusätzlich noch gegenüber einem der injizierbaren Tuberkulose-

medikamente (Amikacin, Capreomycin, Kanamycin) und einem der 

Fluorochinolone resistent, was eine effektive Behandlung massiv erschwert 

(ROBERT-KOCH-INSTITUT, 2013).  

Aktuelle Schätzungen ergeben, dass zum heutigen Zeitpunkt mehr als eine 

Milliarde Menschen mit dem BCG-Impfstoff geimpft wurden. Vor allem in 

Entwicklungsländern und in Ländern, in denen Tuberkulose endemisch 

vorkommt, werden noch heute die Neugeborenen geimpft, da die Impfung bei 

Kindern am wirkungsvollsten gegen die Form der extrapulmonalen Tuberkulose 

schützt (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014). Allerdings verhindert die Impfung 

nicht die Erstinfektion mit dem Erreger, und noch wichtiger, nicht die 

Reaktivierung einer latenten Lungeninfektion, die die Hauptquelle für die 

Ausbreitung des Erregers darstellt (WHO, 2004). 



II Literaturübersicht    37 

8.2 Therapie der Haussäugetiere 

Gemäß der Verordnung zum Schutz gegen die Tuberkulose des Rindes sind 

Heilversuche grundsätzlich verboten. Wird Tuberkulose bei einem Tier in einem 

Bestand festgestellt, wird es getötet und unschädlich beseitigt und alle im Bestand 

verbleibenden Tiere, die älter als 6 Monate sind, werden nachfolgend mittels 

Tuberkulinhauttest untersucht. Bei positivem Ausgang der Tuberkulinprobe, 

werden die Reagenten ebenso getötet und bei einem zweifelhaften Ergebnis kann 

der Test frühestens nach sechs Wochen wiederholt werden oder ein IFN-γ-Test 

durchgeführt werden (RINDTB-VO, 2014). 

Grundsätzlich wäre jedoch eine Therapie der Rindertuberkulose mittels des 

Antibiotikums Isoniazid/Isonicotinsäurehydrazid möglich (DORMER et al., 

1961). 

 

9 Bekämpfung in Deutschland 

Bis in die zweite Hälfte des 20. Jahrhunderts war die Tuberkulose des Rindes 

auch in Deutschland eine mit hoher Prävalenz einhergehende Tierkrankheit. In 

den Jahren 1935 und 1936 gab es eine Tuberkulinisierungskampagne, in der circa 

46.000 deutsche Bestände mit etwa 412.000 Rindern tuberkulinisiert wurden. Bei 

dieser wurde in rund 63 % der Bestände und bei 31 % der untersuchten Tiere 

Tuberkulose diagnostiziert. Die Bekämpfung der Tuberkulose bei Rindern 

basierte allerdings noch bis zum Jahr 1939 allein auf Ausmerzung klinisch 

erkrankter Tiere, was zu wenig Erfolg bei der Reduktion der Tuberkulosefälle 

führte.  

Im Jahr 1952 gab es nochmals eine flächendeckende Tuberkuliniersungskampag-

ne mit staatlicher Unterstützung. Dabei zeigten sich wieder 59 % der Bestände 

und circa 38,5 % der Tiere als mit Tuberkulose infiziert. Somit gab es eine 

freiwillige Tuberkulose-Bekämpfungskampagne, bei der nicht nur klinisch 

erkrankte Ausscheider, sondern bereits positive Tuberkulinreagenten ausgemerzt 

wurden. Daraufhin konnten im Dezember 1961 98,34 % der 1,2 Mio. 

Rinderhaltungsbetriebe und 99,75 % der Rinder in Westdeutschland den Status 

„tuberkulosefrei“ erreichen, in Ostdeutschland wurden ähnliche Ergebnisse im 

Jahr 1978 erzielt, nachdem im Jahr 1968 die „Weisung Nr. 7 zur Tierseuchenord-
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nung - Verhütung und Bekämpfung der Rindertuberkulose“ herausgegeben wurde 

(MOSER et al., 2014). 

Im Jahr 1964 wurde mit der Richtlinie 64/432/EWG von der Europäischen 

Wirtschaftsgemeinschaft ein Regelwerk verfasst, das den Mitgliedsländern den 

Standard in Bezug auf die Definition des Status der Tuberkulose-Freiheit vorgab. 

Nach dieser Definition bekam ein Mitgliedsland den „Officially Tuberculosis 

Free“-(OTF-) Status, wenn bei nicht mehr als 0,1 % der rinderhaltenden Betriebe 

in sechs aufeinanderfolgenden Jahren jeweils zum Stichtag 31. Dezember des 

jeweiligen Jahres Tuberkulose nachgewiesen wurde (heutiger Stand: zehn 

aufeinander folgende Jahre nach Richtlinie 99/467/EG). Das vereinigte 

Deutschland ist seit dem 17.12.1996 gemäß der Entscheidung der Kommission 

der Europäischen Union (97/76/EWG) offiziell frei von Rindertuberkulose 

(MOSER et al., 2014; MENGE et al., 2016). Die Europäische Union behält sich 

allerdings durch die Richtlinie 64/432/EWG, Anhang A; I.Nr.5 das Recht vor, den 

Status auszusetzen oder ihn zu entziehen, sollte sich die Seuchenlage im 

Mitgliedsstaat grundlegend ändern. 

Um das Ziel des OTF-Status zu erreichen, wurde schon am 03.08.1965, in der 

Bundesrepublik die erste Verordnung zum Schutz vor Rindertuberkulose erlassen, 

nachdem einige Tage zuvor, am 26.07.1965, die Rindertuberkulose nach 

Viehseuchengesetz zur anzeigepflichtigen Tierseuche erklärt wurde. Bis heute 

wurden diese nationale Verordnung, die zuletzt durch Art. 16 vom 17.04.2014 

geändert wurde und ebenso die europäische Richtlinie, die zuletzt durch die 

Verordnung (EG) Nr. 21/2004 des Rates vom 17.12.2003 geändert wurde, 

mehrfach überarbeitet und an den derzeitigen Kenntnisstand angepasst (MOSER 

et al., 2014). 

Nach Erreichen des OTF-Status in Deutschland wurden auf eine regelmäßige und 

flächendeckende Tuberkulinisierung der Rinderbestände aufgrund des großen 

finanziellen und logistischen Aufwands bei einer geringen Anzahl zu erwartender 

positiver Reagenten verzichtet. Kontrolliert wurden Schlachtrinder durch die 

amtliche Fleischuntersuchung am Schlachthof und nur bei Auffälligkeiten wurden 

im Herkunftsbetrieb des auffälligen Tieres Tuberkulinisierungen durchgeführt. 

Dies ist bis heute so. Allerdings war die Rindertuberkulose in Deutschland zu 

keiner Zeit völlig eliminiert (MOSER et al., 2014). Dies zeigte sich besonders im 

Anstieg der Fallzahlen der letzten Jahre, beginnend im Jahr 2008. Nach diesen 
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steigenden Fallzahlen schlug das Bundesministerium für Ernährung, 

Landwirtschaft und Verbraucherschutz vor, die flächendeckende Tuberkulinisie-

rung wieder einzuführen, was jedoch vom Bundesrat am 12.06.2009 abgelehnt 

wurde. Daraufhin wurde in den Jahren 2009, 2012, 2013 und zuletzt im Jahr 2014 

die Tuberkulose-Verordnung weiter überarbeitet mit dem Ziel, die Diagnose von 

Rindertuberkulose mittels neuer Diagnostik-Methoden zu sichern und zu 

beschleunigen. Dazu wurden eine serologische (IFN-γ-Freisetzungstest) und eine 

molekularbiologische Nachweismethode (Polymerase-Kettenreaktion) 

aufgenommen. Nach einem positiven immunologischen Ergebnis durch 

Tuberkulin-Hauttest oder Interferon-Gamma-Freisetzungstest muss das Ergebnis 

durch eine bakteriologische oder molekularbiologische Untersuchung erneut 

bestätigt werden. Außerdem wurde nach der Neufassung der Verordnung am 

12.07.2013 der Tuberkulin-Hauttest als Ergänzung zur Fleischuntersuchung in 

§2a wieder aufgenommen. Demnach sollten bundesweit alle über 24 Monate alten 

Rinder bis zum 30.04.2014 mittels Stichprobenuntersuchung im Simultantest auf 

Rindertuberkulose getestet werden (RINDTB-VO, 2014). 

Trotz steigender Fallzahlen in der Bundesrepublik ist der OTF-Status derzeit nicht 

ernsthaft gefährdet (MENGE et al., 2016). 

 

10 Diagnostik 

10.1 Verdachtsdiagnose 

10.1.1 Klinische Untersuchung 

Wie bereits im Kapitel 7 beschrieben, fehlen bei Rindern die klinischen 

Anzeichen einer Tuberkulose in der Regel bis sie umfangreiche Läsionen 

entwickelt haben (OIE, 2009). Der Krankheitsausbruch äußert sich allenfalls 

durch unspezifische klinische Veränderungen wie Leistungsabnahme, 

Abmagerung und Inappetenz oder chronisch therapieresistentem Husten 

(FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2014). Somit ist allenfalls das Stellen 

einer Verdachtsdiagnose anhand klinischer Anzeichen möglich (TRAUTWEIN, 

2006).  
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10.1.2 Pathologisch-anatomische Untersuchung 

Wie bereits im Kapitel 5.2 beschrieben, ist die Entwicklung von sichtbaren 

Läsionen eine Folge der lokalen Immunreaktion des Wirtes auf den Erreger. Sie 

stellt also eine spätere Phase im Krankheitsverlauf dar (GORMLEY et al., 2006). 

Sichtbare Läsionen können daher in frühen Infektionsstadien fehlen (MORRISON 

et al., 2000). Da eine Generalisierung der Erkrankung in Ländern, in denen 

aufgrund von staatlichen Bekämpfungsprogrammen regelmäßige Untersuchungen 

in den Rinderbeständen durchgeführt werden und Reagenten frühzeitig eliminiert 

werden, eher selten ist (COSTELLO et al., 1997; DOMINGO et al., 2014; 

RAMOS et al., 2015), stellt die zunächst nur lokalisierten Manifestation der 

bovinen Tuberkulose in Form von sehr wenigen und kleinen Granulomen für die 

Schlachtkörperbeschau bei einem Schlachtkörper mit einem Gewicht zwischen 

300 und 600 kg eine Herausforderung dar (CORNER et al., 1990; MORRISON et 

al., 2000). Die Granulome sind beim Rind je nach Eintrittspforte meist im 

Respirations- oder Gastrointestinaltrakt und ihren zugehörigen Lymphknoten 

lokalisiert (MCCORRY et al., 2005; GORMLEY et al., 2006) und befinden sich 

daher in Organen, die im Rahmen der Schlachttier- und Fleischuntersuchung nicht 

immer routinemäßig und aufmerksam genug auf das Vorhandensein von 

tuberkulösen Läsionen untersucht werden (VORDERMEIER et al., 2008). 

Außerdem gibt es auch Tiere, die im Tuberkulintest positive Ergebnisse 

aufweisen, aber keine makroskopisch sichtbaren Läsionen (non visible lesions) 

aufzeigen (CORNER, 1994; CASSIDY, 2006). Dazu gehören vor allem Tiere in 

frühen Infektionsstadien oder Tiere, bei denen eine chronisch rekurrente 

Tuberkulose vorliegt (GORMLEY et al., 2006). 

10.2 Indirekter Erregernachweis 

Generell kann über den Nachweis einer CMI eine Mykobakterien-Infektion 

festgestellt werden, allerdings lassen sich keine Rückschlüsse hinsichtlich einer 

Manifestation der Krankheit ziehen. Der Nachweis einer Antikörperreaktion 

hingegen steht anscheinend mit dem Fortschreiten der Erkrankung und einer 

Entwicklung von pathologischen Veränderungen im Zusammenhang. Daher 

werden Antikörper auch erst relativ spät im Verlauf der Erkrankung gebildet 

(WATERS et al., 2011). Rindertuberkulose ist eine Krankheit mit einem breiten 

Spektrum in der Immunantwort bei der zunächst die zelluläre Immunantwort 

überwiegt und sich die Balance im fortschreitenden Krankheitsverlauf zugunsten 
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einer Antikörper-basierten Immunantwort verschiebt (RITACCO et al., 1991; 

POLLOCK & NEILL, 2002; WELSH et al., 2005). Der Verlauf der 

Immunantwort eines Rindes nach einer bTB-Infektion und die indirekten 

Testverfahren sind schematisch in Abbildung 10 dargestellt.  

 

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Spektrums der Immunantwor-
ten des Immunsystems des Rindes und die verschiedenen indirekten 
Tuberkulose-Testverfahren 

Modifiziert nach de la Rua-Domenech et al. (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006) 

 

10.2.1 Intrakutan-Test 

Die intrakutane Injektion von Tuberkulin gilt als wirksamste und wichtigste 

Methode um bovine Tuberkulose am lebenden Tier zu diagnostizieren 

(TRYLICH, 1960) und wird in Europa vor allem als Monotest und als 

Simultantest am Hals eingesetzt (PUCKEN et al., 2015). Das Prinzip des Testes 

beruht darauf, dass es die Zunahme der Hautdicke aufgrund einer Zell-mediierten 

Immunantwort drei Tage nach intrakutaner Injektion eines hochgereinigten 

Tuberkulins, des sogenannten PPDs (purified protein derivate) in die kaudale 

Nackenfalte am Hals, misst (SCHILLER et al., 2010b). Bei einer vorausgegange-

nen Infektion mit Mykobakterien des Wirtes wird durch die intrakutane Injektion 

des Tuberkulins eine Hypersensitivitätsreaktion vom verzögerten Typ ausgelöst 

(WOOD et al., 1990). Diese lokale Immunreaktion ist in Form einer Schwellung 
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72 Stunden post injectionem sichtbar und messbar (MONAGHAN et al., 1994). 

Injiziert wird ein hochgereinigtes Tuberkulin, das sogenannte PPD. Zur 

Herstellung des bovinen PPD wird weltweit der M.-bovis-AN5-Stamm verwendet. 

Die Standardisierung von Tuberkulin ist ein kritischer Punkt für die 

Testgenauigkeit (SCHILLER et al., 2010b). Variationen in der PPD-Produktion 

können zu unterschiedlichen Antigenprofilen und so auch zu Qualitätsunterschie-

den führen (TAMENI et al., 1998). Die Wirksamkeit des hergestellten 

Tuberkulins wird über biologische Methoden bewertet. Dabei werden die 

Tuberkulin-Chargen in sensibilisierte Meerschweinchen oder Rinder injiziert und 

gegen einen internationalen Referenzstandard verglichen (SCHILLER et al., 

2010b). Diese in vivo Studien variieren jedoch von Natur aus und sind wenig 

präzise (GOOD et al., 2011). In einem Vergleich kommerziell erhältlicher 

Tuberkuline wurde außerdem gezeigt, dass, wenn es in einer Dosis von 1 mg/ml 

angewendet wird, die meisten der getesteten Tuberkuline nicht die minimale 

Dosis von 2.000 International Units enthielten. Die Potenzen variierten dabei 

deutlich stärker bei bovinem Tuberkulin im Vergleich zu aviärem Tuberkulin, 

aber auch im Hinblick auf die relativen Potenzen von den Tuberkulin-Paaren 

(PPD-B und PPD-A). Da diese Tuberkuline aktuell in staatlichen Kontrollmaß-

nahmen und Bekämpfungskampagnen Anwendung finden, könnten diese 

Variationen direkte Auswirkungen auf die Diagnose von bovinen Tuberkulosefäl-

len haben. Daher würden Verbesserungen und Standardisierung in der Produktion, 

Testung und Qualitätskontrolle die Sensitivität und Spezifität des Tuberkulin-

Testes verbessern (SCHILLER et al., 2010b). 

Der Intrakutan-Test kann auf unterschiedliche Art durchgeführt werden und wird 

in vielen Ländern unterschiedlich angewendet (SCHILLER et al., 2010a). 

In Deutschland werden die genauen Bedingungen, die Durchführung und die 

Auswertung des Testes durch die Richtlinie 64/432/EWG, Anhang B, zuletzt 

geändert durch die Verordnung (EG) Nr. 1226/2002, geregelt. 

Wird der zervikale Monotest eingesetzt, wird bovines Tuberkulin (PPD-B) am 

Hals intrakutan injiziert. Bei einem vorausgegangenen Kontakt des Rindes mit 

Mykobakterien kommt es 72 Stunden post injectionem zu einer allergischen 

Reaktion Typ IV (verzögerter Typ), die sich durch Schwellung, Schmerz, 

Verhärtung und vermehrter Wärme an der Applikationsstelle bemerkbar macht. 
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Der Monotest gilt dann als positiv, wenn die Hautfaltendicke bei Messung nach 

72 Stunden um mindesten 4 mm zugenommen hat oder klinisch sichtbare 

Veränderungen an der Injektionsstelle, wie diffuser oder extensiver Ödembildung, 

Ulzeration, Anzeichen von Nekrose, oder sichtbare Entzündungen der 

Lymphknoten oder Lymphgänge , auftreten (PUCKEN et al., 2015).  

Der Monotest hat eine Sensitivität von 80,0 - 91,0 % und eine Spezifität von 

75,5-96,8 % (SCHILLER et al., 2010b). 

Um falsch-positive Ergebnisse auszuschließen, die durch das gemeinsame 

Vorkommen einzelner Antigene bei verschiedenen Mykobakterien auftreten 

können (MEDEIROS et al., 2010; SCHILLER et al., 2010b), wird häufig der 

Simultantest verwendet. Dabei werden Geflügel- und Rindertuberkulin intrakutan 

injiziert und zwar an zwei Injektionsstellen parallel zur Schulterlinie eines Rindes. 

Ein Hinweis für bTB liegt vor, wenn bei der Messung der Zunahme der 

Hautfaltendicke an den Injektionsstellen die des Rindertuberkulins mindestens 4 

mm dicker ist als an der Injektionsstelle des aviären Tuberkulins oder klinisch 

sichtbare Veränderungen, wie oben beschrieben, feststellbar sind (PUCKEN et al., 

2015). Der Simultantest wird mit einer Sensitivität von 55,1 - 93,5 % und mit 

einer Spezifität von 88,8 - 100 % angegeben (SCHILLER et al., 2010b). 

Insgesamt ist eine exakte Durchführung für das Ergebnis des Intrakutan-Tests 

unerlässlich. Dazu gehört unter anderem, dass die Hautdicke vor und nach der 

Injektion von derselben Person gemessen wird und die korrekte intrakutane 

Injektion mittels Palpation überprüft wird (OIE, 2009). 

Allerdings kann das Ergebnis des Tuberkulintests durch andere Faktoren 

beeinflusst werden. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die Effektivität 

des Simultantestes negativ beeinflusst wird, wenn die untersuchten Rinder 

zusätzlich mit dem Leberegel Fasciola hepatica infiziert sind. Bei diesen fiel auf, 

dass sie im Simultantest eine schwächere Reaktion zeigten als Tiere, die nur mit 

M. bovis infiziert waren (CLARIDGE et al., 2012). 

10.2.2 Interferon-Gamma-(IFN-γ-) Test 

Dieser in vitro Test wurde in den späten 1980er Jahren entwickelt (WOOD & 

JONES, 2001) und wird von der OIE seit 1996 als zusätzlicher Test zum 

Tuberkulin-Hauttest empfohlen (OIE, 2009). Die meisten der Rinder-bTB-

Kontrollprogramme basieren auf der Verwendung vom BOVIGAM ® TB KIT der 
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Firma ThermoFisher (früher Prionics) als Paralleltest zum Tuberkulin-Hauttest 

um die Detektion infizierter Rinder zu maximieren (BEZOS et al., 2014). Der 

Test wurde von der Europäischen Union im Jahr 2002 als zusätzlicher Test zum 

Tuberkulin-Hauttest akzeptiert (Richtlinie 64/432/EWG, geändert durch (EG) 

1226/2002). 

Beim IFN-γ-Test wird das von T-Lymphozyten sezernierte IFN-γ gemessen, 

welches nur sezerniert wird, wenn die T-Lymphozyten durch einen zuvor 

stattgefundenen Kontakt mit Tuberkuloseerregern sensibilisiert wurden. Damit 

eine messbare IFN-γ-Ausschüttung erfolgt, wird in einem ersten Schritt 

heparinisiertes Vollblut mit spezifischen bakteriellen Antigenen (PPD-

Tuberkulin) in vitro für 16 - 24 Stunden stimuliert. Nach der Stimulation wird im 

zweiten Schritt die Menge des freigesetzten IFN-γ mittels sandwich-ELISA 

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) im Plasma gemessen (WOOD et al., 

1990; OIE, 2009). Basierend auf den resultierenden optischen Dichten (OD) wird 

ein positives Ergebnis des Testes nach Stimulation mit Rinder-PPD (PPDb), 

aviärem PPD (PPDa) und PBS (Nil) vom Hersteller wie folgt definiert: PPDbOD -

NilOD ≥ 0,1 und PPDbOD - PPDaOD ≥ 0,1 (BEZOS et al., 2014). Eine Übersicht 

über die verschiedenen Cut-Off-Kriterien für den IFN-γ-Test in der Europäischen 

Union wurde im Jahr 2012 von der EFSA veröffentlicht (HEALTH & 

WELFARE, 2012). Ein Ergebnis liegt innerhalb von 24 - 48 Stunden vor 

(ROTHEL et al., 1990). 

Zur Diagnose der Tuberkulose in der Humanmedizin ist ein vergleichbarer IFN-γ-

Test kommerziell erhältlich (QuantiFERON-TB® Gold In-Tube, Firma Cellestis) 

(DIEL et al., 2011). 

Die Sensitivität in Bezug auf die Erkennung der Früherkrankung einer bovinen 

Tuberkulose wird für den IFN-γ-Test als höher eingestuft, als für den Intrakutan-

Test (GORMLEY et al., 2006; BEZOS et al., 2010). Wird der IFN-γ-Test mit dem 

Intrakutan-Monotest kombiniert, wird eine Sensitivität von 95,2 % beschrieben 

(GORMLEY et al., 2006). 

10.2.3 Antikörper-Nachweis 

Obwohl serologische Tests generell nicht die erste Wahl zur Diagnose der 

bovinen Tuberkulose darstellen, beschreiben viele Forscher Strategien zu ihrer 

Verwendung (RAMOS et al., 2015). Die indirekte ELISA Technik misst die 



II Literaturübersicht    45 

Bindung spezifischer Antikörper an ein bestimmtes Antigen (DE LA RUA-

DOMENECH et al., 2006). Der erste ELISA dazu wurde erstmals im Jahr 1984 

von Thoen und Mitarbeitern beschrieben (THOEN et al., 1984). Der Vorteil eines 

solchen Testverfahrens liegt in seiner Einfachheit in der Durchführung, der 

Nachteil in seiner mangelnden Sensitivität, die durch die erst spät einsetzende, 

individuelle und unregelmäßige Antikörper-Entwicklung entsteht. Um die mit 

M.-bovis-infizierten Rinder mittels Antikörper-ELISA zu diagnostizieren, werden 

üblicherweise Antigene wie PPD und einzelne oder assoziierte gereinigte 

Antigene von M. bovis verwendet, darunter die Antigene Ag85, MPB70 und 

MPB83. Die meisten dieser Antigene erreichen eine Sensitivität und Spezifität 

von um die 90 % und sie werden bei Tieren in der anergistischen Phase und für 

Tiere in fortgeschrittenen Infektionsstadien empfohlen (siehe Abbildung 10) 

(MCNAIR et al., 2001; WELSH et al., 2005; FAYE et al., 2011). Vor kurzem 

wurde ein Lateral-Flow-Test entwickelt, der auf der Detektion mehrerer Antigene 

basiert und vielversprechende Ergebnisse in der Tuberkulosediagnostik für 

bestimmte Tierspezies (z. B. Elefanten) liefert. Bei anderen Spezies, wie z. B. bei 

Büffeln, wurden jedoch noch keine befriedigenden Ergebnisse erzielt 

(GREENWALD et al., 2009; MICHEL & SIMÕES, 2009). 

10.3 Direkter Erregernachweis 

10.3.1 Mikroskopischer Nachweis 

Mit der mikroskopischen Untersuchung können säurefeste Stäbchen schnell und 

einfach nachgewiesen werden (NEUMEISTER et al., 1992). Dafür werden die 

Mykobakterien meistens mit der Ziehl-Neelsen (COOK, 1997) oder bei der 

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

angefärbt. 

Die Ziehl-Neelsen-Färbung ist zwar einfach und schnell in der Durchführung, 

jedoch wird ihre Sensitivität als eher gering eingestuft (WATRELOT-VIRIEUX 

et al., 2006; VARELLO et al., 2008). Auch eine Differenzierung der 

Mykobakterien-Spezies ist mittels Mikroskopie nicht möglich (NEUMEISTER et 

al., 1992). 

Bei Verwendung der Auramin-Färbung und Beurteilung im Fluoreszenzmikro-

skop zeigen Mykobakterien in der Auramin-Rhodamin-Färbung eine gelblich-

rötliche Fluoreszenz (HOLANI et al., 2014). 



II Literaturübersicht    46 

10.3.2 Kultureller Nachweis  

Auch in jüngerer Zeit stellt der kulturelle Nachweis von Mykobakterien den 

Goldstandard in der Tuberkulosediagnostik dar. Bei Anwendung in Geweben mit 

„visible lesions“ können hohe Detektionsraten von 95 - 96 % festgestellt werden, 

bei Anwendung in Geweben mit „non visible lesions“ jedoch nur von 5 - 6 % 

(VORDERMEIER et al., 2008). Weitere Schwächen dieses diagnostischen 

Verfahrens sind mögliche falsch-negative Ergebnisse bei nicht mehr 

vermehrungsfähigen Erregern im Untersuchungsmaterial und der hohe 

Zeitaufwand aufgrund des nur sehr langsamen Wachstums von pathogenen 

Mykobakterien (WARDS et al., 1995; CARDOSO et al., 2009). Daher kann es 

beim kulturellen Nachweis zu falsch-negativen Ergebnissen kommen und sie gilt 

somit nur im positiven Fall als beweisend (LIÉBANA et al., 1995). Generell 

wachsen Mykobakterien schneller in Flüssig-, als auf Festmedien, die 

Kontaminationsrate in Flüssigmedien ist jedoch höher. Die Kombination von 

Fest- und Flüssigmedien stellt daher das Mittel der Wahl dar (NEUMEISTER et 

al., 1992). Um das Risiko einer Kontaminationen der Nährmedien bei langer 

Inkubationsdauer durch die im Probenmaterial enthaltene, schneller wachsende 

Begleitkeimflora zu reduzieren, wird das Untersuchungsmaterial zuvor mit N-

Acetyl-L-Cystein-NaOH dekontaminiert. Offiziell empfohlene Nährmedien durch 

das Nationale Referenzlabor für Tuberkulose sind zum einen die Festnährböden 

Stonebrink und Löwenstein-Jensen und zum anderen die Flüssignährböden 

Middlebrook und Kirchner (FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2015). 

10.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Ein weiteres diagnostisches Mittel zum Nachweis einer mykobakteriellen 

Infektion ist in der Verordnung zum Schutz gegen die Tuberkulose des Rindes 

verankert, und zwar der molekularbiologische Nachweis von MTC-DNA aus 

Gewebeproben des bTB-verdächtigen Rindes (RINDTB-VO, 2014). Die in 

Deutschland verwendete Methode ist in der Amtlichen Methodensammlung des 

FLI beschrieben und dient dem schnellen MTC-Erregernachweis direkt aus dem 

Untersuchungsmaterial. Da diese Methode die einzig zugelassene molekularbio-

logische Methode durch das Nationale Referenzlabor für Tuberkulose in 

Deutschland ist, wird im Folgenden speziell auf diese eingegangen. 
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10.3.3.1 DNA Extraktion 

Abhängig vom verwendeten DNA Extraktionskit werden Gewebemengen 

zwischen 20 und 40 mg für die Extraktion verwendet, wobei eine Überladung der 

Extraktionssäulen vermieden werden sollte. Zuvor sollte etwa ein Gramm Gewebe 

in 10 ml Puffer suspendiert werden, um aus einem größeren Gewebe-Pool die 

Wahrscheinlichkeit für die Verwendung erregerhaltigen Gewebes für die 

Extraktion zu erhöhen. Aus diesem Pool werden je nach Kit 200 - 400 µl von der 

Suspension entnommen und danach mittels Zentrifugation ein Pellet hergestellt. 

Das Pellet wird dann mit dem initialen Puffer des Extraktionskittes resuspendiert 

und die Extraktion nach Anweisung des Herstellers fortgeführt (FRIEDRICH-

LOEFFLER-INSTITUT, 2015).  

Kritische Punkte bei der DNA-Extraktion sind einerseits die inhomogene 

Verteilung der Mykobakterien im Gewebe und die damit verbundene niedrige 

MTC-Detektionswahrscheinlichkeit bei einer Zufallsauswahl des Gewebemateri-

als, vor allem beim Fehlen von sichtbaren Läsionen (STEWART et al., 2013) und 

die Effizienz der verwendeten Extraktionsmethode im Hinblick auf die bakterielle 

Zellwandlysis, da Mykobakterien durch ihren besonderen Zellwandaufbau und 

insbesondere ihre Peptidoglykanschicht relativ resistent gegenüber einigen Lysis-

Puffern sind und sich somit ein Freisetzen der DNA aus diesen Bakterien als 

schwierig erweist (BOSE et al., 1993; HOSEK et al., 2006). 

Die Effizienz der Bakterien-Lyse konnte schon durch alternative oder zusätzliche 

mechanische, enzymatische und thermische Verfahren verbessert werden 

(HURLEY et al., 1987; BOSE et al., 1993; ODUMERU et al., 2001), ist allerding 

noch nicht optimiert. Auch das Problem der niedrigen Detektionsrate in Geweben 

ohne sichtbare Läsionen konnte noch nicht ausreichend gelöst werden 

(STEWART et al., 2013). 

10.3.3.2 Real-time PCR 

In Deutschland wird zum MTC-DNA Nachweis eine Duplex real-time PCR 

verwendet (FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2015). Dabei werden zwei 

spezifische Genorte aus den MTC-Mitgliedern vervielfältigt: eine Fragmentse-

quenz einer hypothetischen Helicase (HELI) (RODRIGUEZ et al., 1995) und eine 

Fragmentsequenz aus dem definierten Insertionselement (IS) IS 1081. IS 1081 ist 

noch genauer definiert und stellt ein repetitives Element im mykobakteriellen 
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Genom dar, das in den meisten MTC-Isolaten in sechs Kopien vorliegt (TAYLOR 

et al., 2007b). Zusätzlich zu den beiden Genorten muss Beta-Aktin (ß-Aktin) aus 

dem Rindergewebe nachgewiesen werden, das als interne Kontrolle für eine 

erfolgreiche DNA-Extraktion in der PCR dient (TOUSSAINT et al., 2007). 

Ein Ergebnis gilt als positiv, wenn beide Genorte und ß-Aktin mittels Duplex real-

time PCR nachgewiesen werden können. Das Ergebnis ist als zweifelhaft 

einzustufen, wenn nur ein Genort und ß-Aktin nachgewiesen werden. Keine 

Signale in den beiden MTC-Genorten und positive Signale von ß-Aktin sind als 

bTB-negativ zu bewerten (FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2015). Für 

diese Art des diagnostischen Nachweises werden eine Sensitivität von 73 % und 

eine Spezifität von 100 % angegeben (KÖHLER et al., 2010). 

 

11 Magnetische Separation als Nachweisverfahren 

11.1 Prinzip der magnetischen Separation  

Magnetische Trenntechniken (engl.: magnetic capture, MC) werden immer 

häufiger für die Reinigung oder Quantifizierung biologischer Moleküle eingesetzt 

(HOWE et al., 1999). Sowohl in der biochemischen (LEE et al., 2006), 

biomedizinischen (PANKHURST et al., 2003) als auch in der molekularbiologi-

schen Forschung (OLSVIK et al., 1994) werden magnetische Partikel zur 

Trennung von spezifischen Molekülen in einer Flüssigkeit verwendet. 

Bei dieser Technik werden magnetische Teilchen in einer Flüssigkeit suspendiert, 

die die nachzuweisenden Moleküle in reiner oder verdünnter Form enthält. Die 

nachzuweisenden Moleküle können dann von den magnetischen Teilchen durch 

spezifische oder unspezifische Bindungen festgehalten oder „gefangen“ werden. 

Durch Anlegen eines magnetischen Feldes an das Gefäß, das die zu untersuchende 

Flüssigkeit enthält, wandern die magnetischen Teilchen inklusive gebundenen 

Molekülen in Richtung Magnetfeld und konzentrieren sich so am Inneren der 

Gefäßwand. Bei noch angelegtem Magnetfeld kann dann die restliche Flüssigkeit, 

der Überstand, abgegossen werden oder mit einer Pipette abgezogen werden, 

sodass das Magnetpellet intakt an der Gefäßwand verbleibt. Zur Resuspendierung 

wird das Magnetfeld entfernt und das Magnetpellet mit Flüssigkeit resuspendiert. 

Dieser Schritt kann, beispielsweise zum weiteren Waschen, mehrmals wiederholt 
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werden (HOWE et al., 1999). 

Magnetische Trenntechniken können manuell durchgeführt werden 

(MANGIAPAN et al., 1996; OPSTEEGH et al., 2010), bieten jedoch auch das 

Potenzial für eine Automatisierung des Verfahrens (ISAKSSON et al., 2014). 

Ziele der Anwendung von magnetischen Trennverfahren sind eine effektive 

Eliminierung von PCR-Inhibitoren und die verbesserte Nachweisbarkeit durch 

Vorkonzentrierung des gesuchten Moleküls (STEWART et al., 2013).  

11.2 Anforderungen an die magnetischen Partikel 

Damit magnetische Partikel in einem MC-Assay eingesetzt werden können, 

müssen diese einige Anforderungen erfüllen. Dazu gehört, dass auf ihrer 

Oberfläche spezifische Moleküle wie Antikörper, Enzyme oder Oligonukleotidse-

quenzen gebunden werden können. Außerdem sollten die Partikel super-

paramagnetische Eigenschaften besitzen, was bedeutet, dass sie innerhalb eines 

Magnetfeldes magnetisch reagieren, aber nach Entfernen des Magnetfeldes nicht 

mehr magnetisch miteinander agieren, sodass sie wieder vereinzelt in der 

Suspension vorliegen, um ihre spezifischen Bindungsstellen zu präsentieren. 

Zusätzlich ist es wünschenswert, dass sie von identischer Form und Größe sind, 

um in einer Suspension identisch hinsichtlich ihrer Sedimentation und ihrer 

Kinetik bezüglich der Bindung von den anzureichernden Molekülen zu reagieren 

(OLSVIK et al., 1994). Die am häufigsten verwendeten Magnetkügelchen werden 

durch das Mischen von gleich großen, porösen Polymerkugeln mit Eisenmolekü-

len (Fe2+) hergestellt. Nach dem Mischen wird eine zusätzliche Polymerschicht 

über die Kugeln gelegt, die die Poren verschließt und die Eisenmoleküle darunter 

festhält. Letztendlich ist auch die chemische Zusammensetzung der 

Partikeloberfläche von entscheidender Bedeutung für eine erfolgreiche 

Verwendung. Dazu wird eine inerte Oberfläche benötigt, die keine anderen 

biologischen Elemente bindet, als die für die MC spezifischen Bindungsmoleküle 

(UGELSTAD et al., 1992). 
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11.3 Immunomagnetische Separation  

Die immunomagnetische Separation (IMS) wird für die Isolation von bestimmten 

eukaryotischen Zellen aus Flüssigkeiten wie z. B. Blut verwendet, ist effizient und 

wird häufig im medizinischen Bereich verwendet. Dafür werden für die zu 

isolierenden Zellen spezifische Antikörper auf ein magnetisches Teilchen 

gebunden. Aber auch prokaryotische Organismen und Viren können mittels IMS 

und spezifischen Antikörpern, die auf magnetische Teilchen gebunden werden, 

detektiert und angereichert werden (OLSVIK et al., 1994). Abbildung 11 zeigt 

verschiedene Techniken der Antikörperbindung an die Magnetpartikel um 

Mikroorganismen spezifisch anzureichern.  

 

Abbildung 11: Illustration der verschiedenen Möglichkeiten um Antikörper 
an Magnetpartikel zu binden 

A) Der spezifische Antikörper kann direkt an die Magnetpartikel gebunden 

werden. 

B) Der spezifische Antikörper wird durch einen Sekundärantikörper an die 

Magnetpartikel gebunden. 

C) Der spezifische Antikörper bindet zuerst an das spezifische Target und 

wird dann durch den Sekundärantikörper an die Magnetpartikel gebunden. 

Modifiziert nach Olsvik et al. (OLSVIK et al., 1994) 
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Auch in der Tuberkulose-Diagnostik werden bereits erfolgreich IMS-basierende 

Methoden verwendet, um ganze Bakterien aus Probenmaterialien herauszufiltern 

und sie anschließend zu kultivieren. Stewart et al. untersuchten in Irland 280 

bovine Lymphknoten (206 mit „visible lesions“ und 74 mit „non visible lesions“) 

mittels IMS und anschließender PCR und Kultur auf das Vorkommen von 

M. bovis im Vergleich zum rein kulturellen Nachweis. Dabei konnten sie 

nachweisen, dass die IMS-basierenden Methoden (IMS-PCR und IMS-MGIT-

Kultur) ein größeres Detektionspotenzial aufwiesen, besonders in Bezug auf 

Lymphknoten mit „non visible lesions“ von bTB-verdächtigen Rindern, als der 

Nachweis ohne Voranreicherung mittels einfacher kultureller Isolation 

(STEWART et al., 2013). 

Auch in thailändischen Studien wurde erfolgreich ein spezifischer monoklonaler 

Antikörper gegen das mykobakterielle Antigen 85B (Ag85B) für IMS-basierende 

Diagnostik in humane Sputumproben verwendet (INTORASOOT et al., 2016). 

11.3 Magnetische Separation von Nukleinsäuren 

Es gibt verschiedene Möglichkeiten Nukleinsäuren mittels magnetischer 

Separation (engl.: magnetic capture hybridization, MCH) spezifisch anzureichern. 

Diese sind schematisch in Abbildung 12 dargestellt: 

 

Abbildung 12: Illustration der verschiedenen Möglichkeiten um 
Nukleinsäuren an Magnetpartikel zu binden 

Modifiziert nach Olsvik et al. (OLSVIK et al., 1994) 
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DNA- oder RNA-Segmente können über die Magnetic Capture isoliert und 

konzentriert werden, indem ein Ligand wie beispielsweise das Biotin-bindende 

Enzym Streptavidin an ein Magnetkügelchen gebunden und das passende Substrat 

(Biotin) an spezifische DNA-Sequenzen gekoppelt wird. 

Durch die Verwendung von Biotin-markierten Primern in einer PCR-Reaktion 

können die Amplicons gereinigt, konzentriert (A) und sogar in einem direkten 

Assay verwendet werden. Die DNA kann auch durch Denaturierung in ihre 

Einzelstränge zerlegt werden und die beiden Stränge können zum Sequenzieren 

abgetrennt werden (A). 

Eine weitere Möglichkeit bietet die Verwendung einer Biotin-markierten Sonde, 

die verwendet werden kann, um Fragmente mit spezifischen Sequenzen zu fangen 

(B) (A und B: Two-Step-Methoden). 

Als Dritte Möglichkeit zur magnetischen Separation von Nukleinsäuren kann 

DNA direkt auf der Magnetkugeloberfläche kovalent gebunden werden, um 

spezifische DNA-Fragmenten zu isolieren (One-Step-Methode) (C). Diese 

gebundene Sonde kann weiter mit einer anderen spezifischen Sonde in anderen 

Assays verwendet werden (OLSVIK et al., 1994; MANGIAPAN et al., 1996).  

Auch die magnetische Separation von Nukleinsäuren wurde schon erfolgreich in 

der Diagnostik von Bakterien (OLSVIK et al., 1994; OPSTEEGH et al., 2010), 

Parasiten (OLSVIK et al., 1994; ISAKSSON et al., 2014) und auch in der 

mykobakteriellen Diagnostik (MANGIAPAN et al., 1996) angewandt.  

Mangiapan et al. verwendeten die magnetische Separation von Nukleinsäuren um 

die Sensitivität der Detektion von mykobakterieller DNA aus klinischen Proben 

von Patienten mit einer pauci-bazillären Form der Tuberkulose zu steigern. So 

war es Ziel ihrer Studie durch die MC spezifisch die mykobakterielle DNA vor 

der Amplifikation via PCR anzureichern, dabei die Ziel-DNA zu konzentrieren 

und gleichzeitig Inhibitoren und irrelevante Wirts-DNA zu eliminieren. Damit 

konnte eine gesteigerte Sensitivität um das zehn- bis 100-fache festgestellt werden 

und die Autoren schlussfolgerten, dass das von ihnen entwickelte Verfahren der 

„sequence-capture-PCR“ tatsächlich die Sensitivität der Detektion von 

mykobakterieller DNA aus den von ihnen verwendeten Proben erhöht. Auch 

legten die Ergebnisse der Studie nahe, dass die „sequence-capture-PCR“ auf eine 

Vielzahl von unterschiedlichen Organismen in anderen pathologischen Prozessen 



II Literaturübersicht    53 

angewendet werden kann (MANGIAPAN et al., 1996). 

Diese Aussagen konnten auch durch neuere Studien bestätigt werden. Zu ihnen 

gehören beispielsweise Studien von Opsteegh et al., die das MC-Verfahren 

erfolgreich zur Detektion von Toxoplasma gondii in Fleischproben einsetzen 

konnten (OPSTEEGH et al., 2010). Und auch Studien von Isaksson et al. 

untersuchten mittels MC-PCR Kotproben von Füchsen auf das Vorkommen von 

Echinococcus multilocularis und konnten dabei ebenfalls eine hohe Sensitivität 

und eine sehr hohe Spezifität der Verfahrens feststellen (ISAKSSON et al., 2014). 

Zusammenfassend suggerierten die vorgestellten Studien mit dem Einsatz der 

magnetischen Separation von Nukleinsäuren vielversprechende Ergebnisse. 

Daher wurde diese Technik als Two-Step-Methode in unserer Studie dazu 

verwendet, die in einer weitaus geringeren Menge in der Probe enthaltene MTC-

DNA aus einem großen Probenvolumen mit einer großen Menge Wirts-DNA und 

Inhibitoren spezifisch anzureichen.  
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IV DISKUSSION 

Eine Infektion mit Mykobakterien aus dem MTC führt aufgrund ihrer zumeist 

langen Inkubationszeit zu einem langsam fortschreitenden chronischen 

Krankheitsverlauf, in dem infizierte Individuen keine klinischen Anzeichen für 

eine Erkrankung zeigen. Aufgrund dieser Problematik kann eine mögliche 

Erregerausscheidung nicht sicher erkannt werden und der Erreger kann sich 

unentdeckt innerhalb einer Population verbreiten. Daher ist eine ständige 

Überwachung der Rinderbestände essentiell, um die Verbreitung des Erregers zu 

kontrollieren und zu verhindern (MENIN et al., 2013; DOMINGO et al., 2014).  

Die Diagnose der bovinen Tuberkulose bei Rindern stellt aufgrund des Fehlens 

klinischer Anzeichen und der sich nur langsam im Krankheitsverlauf 

entwickelnden pathologischen Veränderungen in Organen, die nicht routinemäßig 

in der Schlachtkörperbeschau untersucht werden, eine besondere Herausforderung 

dar (VORDERMEIER et al., 2008) und ist zudem ein relativ teures Verfahren, das 

durch die Verordnung zum Schutz gegen die Tuberkulose des Rindes gesetzlich 

vorgeschrieben ist. Als diagnostische Möglichkeiten stehen indirekte intra vitam 

Methoden wie der Tuberkulin-Hauttest und ein IFN-γ-Freisetzungstest als 

Nachweis einer zellulären Immunantwort zur Verfügung, die allerdings zunächst 

nur eine Verdachtsdiagnose ermöglichen. Dieser Verdacht muss dann über einen 

direkten Erregernachweis in Form von kultureller Isolation oder eines 

spezifischen DNA-Nachweises des Erregers bestätigt werden (RINDTB-VO, 

2014). Die kulturelle Isolation des Erregers gilt auch heute noch als Goldstandard 

in der Diagnose für Tuberkulose (LIÉBANA et al., 1995; VORDERMEIER et al., 

2008). Allerdings birgt diese Form des Erregernachweises auch Nachteile, wie 

mögliche falsch-negative Ergebnisse bei nicht mehr vermehrungsfähigen Erregern 

in der zu untersuchenden Probe, der lange Zeitraum bis zur Diagnose durch das 

langsame Wachstum der pathogenen Mykobakterien und die damit verbundene 

Kontaminationsgefahr durch Begleitflora (WARDS et al., 1995; CARDOSO et 

al., 2009). Außerdem müssen die Erreger der bovinen Tuberkulose, M. bovis und 

M. caprae, nach Kultivierung noch durch weitere Differenzierungsmethoden 

bestätigt werden, was den Zeitaufwand und die Kosten weiter erhöht (WARDS et 

al., 1995). 
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Daher stellt die PCR grundsätzlich als schnelles und einfaches Verfahren eine 

gute diagnostische Möglichkeit dar, die zudem auch nicht mehr vermehrungsfähi-

ge Erreger nachweisen kann (LIÉBANA et al., 1995). Wie bereits beschrieben, 

werden dabei routinemäßig für die DNA-Extraktion nur sehr geringe 

Probenvolumina von 200 - 400 µl homogenisierten Gewebes verwendet 

(FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2015). Da jedoch bei Tieren in der frühen 

Infektionsphase Granulome als sichtbare Läsionen noch nicht entwickelt sind 

(„non visible lesions“) oder die Mykobakterien inhomogen in Form von kleinen 

Granulomen in nur wenigen Organen vorkommen und nicht disseminiert über den 

Gesamtorganismus verteilt sind (CORNER et al., 1990; MORRISON et al., 

2000), ist eine gezielte Probenentnahme um MTC-DNA zu detektieren kaum 

möglich und es kann leicht zu falsch-negativen PCR-Ergebnissen kommen. Daher 

ist es unbedingt notwendig, Methoden zu entwickeln, die die Wahrscheinlichkeit 

einer MTC-DNA-Detektion aus tierischem Gewebe steigert. 

Ziel dieser Arbeit war es daher, neue Extraktionsverfahren zu entwickeln, die in 

die Routinediagnostik im Rahmen der staatlichen Tierseuchenbekämpfung 

integriert werden können und dabei den Einsatz größerer Probenvolumina für die 

DNA-Extraktion zu ermöglichen, um so die Sensitivität des Erregernachweises zu 

erhöhen und die Ergebnisse aus diesen Protokollen mit den Ergebnissen aus dem 

bisher vorgeschriebenen Protokoll zu vergleichen.  
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1 Der Einsatz alternativer Extraktionsverfahren aus  

 größeren Probenvolumina zur Verbesserung der   

 Diagnostik der bovinen Tuberkulose 

Obwohl Deutschland die Rindertuberkulose erfolgreich bekämpft hat und seit 

1996 offiziell frei von Rindertuberkulose ist, treten auch heute noch immer wieder 

bTB-Fälle bei Rindern und Rotwild auf (MENGE et al., 2016). 

Das Fehlen klinischer Anzeichen einer Erkrankung beim Rind, der langsame, 

nicht generalisierte und chronische Verlauf und das Fehlen spezifischer 

Krankheitsanzeichen bei Ausbruch der Krankheit machen eine Diagnose und eine 

Identifizierung von Ausscheidern am lebenden Tier schwer bis unmöglich 

(RAMOS et al., 2015). Auch die vorgeschriebenen indirekten Nachweismethoden 

haben deutliche Schwächen beim Nachweis und ermöglichen daher lediglich eine 

Verdachtsdiagnose (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006; RINDTB-VO, 

2014). Zusätzlich können die Testsysteme durch falsche Durchführung (OIE, 

2009) und die fehlende Standardisierung der Tuberkuline (SCHILLER et al., 

2010a) zu falschen Ergebnissen führen. 

Die real-time PCR als schnelles, einfaches und spezifisches Verfahren stellt sich 

als sehr sensitiv dar, wenn es nach kultureller Isolation von Mykobakterien 

angewendet wird, jedoch hat es Schwächen hinsichtlich der Sensitivität bei der 

Anwendung in klinischen Proben, insbesondere Gewebeproben. Dies lässt sich 

durch die unterschiedliche Beschaffenheit der Gewebeproben (WARDS et al., 

1995), die unterschiedlich effizienten DNA-Extraktionsmethoden (NAKATANI 

et al., 2004) und durch die inhomogene und lokal begrenzte Verteilung der 

Bakterien in der Gewebeprobe nahe dem Infektionsort erklären (PARRA et al., 

2008). Außerdem besitzen Mykobakterien eine besonders stabile Zellwand, die 

eine effiziente Lyse des Erregers und die mykobakterielle DNA-Freisetzung 

erschweren (LIÉBANA et al., 1995; AMARO et al., 2008). Daher wäre es von 

Vorteil, die Sensitivität der real-time PCR durch einen effizienteren Aufschluss 

der mykobakteriellen Organismen und durch eine bessere Aufreinigung der zu 

untersuchenden Gewebeproben zu steigern, um ein schnelles und sicheres 

Ergebnis hinsichtlich des bTB-Status eines Tieres zu erhalten. 

Somit war es Ziel der Studie, diesen diagnostischen Zweig zu verbessern. Dabei 

konzentrierte sich unsere Studie auf die Optimierung der DNA-Extraktion, da die 
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mangelnde Sensitivität der real-time PCR höchstwahrscheinlich aus Schwächen 

hinsichtlich des für die Extraktion eingesetzten Probenvolumens und des DNA-

Extraktionsverfahrens an sich resultiert.  

Der Verdau eines ganzen Lymphknotens oder eines beliebigen Organstückes bis 

zu 15 g im Gegensatz zum bisher eingesetzten Probenvolumen von 200 - 400 µl 

für die DNA-Extraktion erhöht erheblich die Wahrscheinlichkeit eines MTC-

DNA-Nachweises, was unter anderem durch Vorversuche bestätigt werden konnte 

(Tabelle A 3, Anhang). Wie in der Publikation (Abschnitt „Results“, Seite 6 – 11) 

beschrieben, konnte dies in der Feldstudie ebenfalls bestätigt werden, bei der 28 

Gewebeproben mit der MC Methode und nur 23 Proben mit dem herkömmlichen 

Verfahren als MTC-positiv detektiert wurden. Ebenso wurde bereits in der 

Publikation (Abschnitt „Discussion“, Seite 11 – 13) angesprochen, dass es als 

wahrscheinlich anzusehen ist, dass noch mehr Proben mit der Magnetic Capture 

Methode hätten als MTC-positiv detektiert werden können, da die Proben im 

Rahmen der amtlichen Untersuchung zuerst mittels des amtlich vorgeschriebenen 

Protokolls untersucht wurden und für die neuen Protokolle nur noch die 

Probenreste verwendet werden konnten. Waren daher verdächtige Läsionen in der 

Probe vorhanden, wurden diese zumeist bereits größtenteils entfernt und 

enthielten keine oder signifikant weniger detektierbaren Mykobakterien. 

Außerdem standen nicht die vollständig zu untersuchenden Organsets von je elf 

Organen pro verdächtigem Tier zur Untersuchung zur Verfügung, sodass die 

vorrangig befallenen Organe wie Lungenlymphknoten, Darmlymphknoten oder 

Teile der Lunge bereits in der amtlichen Untersuchung aufbereitet wurden und 

nicht mehr für die neuen Extraktionsprotokolle zur Verfügung standen. Ein 

Nachweis von Mykobakterien beispielsweise aus der Niere eines Tieres im 

Gegensatz zu einem Lungen- oder Darmlymphknoten, ist als unwahrscheinlicher 

zu erachten, da die primäre Infektion meist aerogen oder alimentär erfolgt und 

sich auch dort zunächst lokal manifestiert (PETO et al., 2009). In frühen 

Infektionsstadien und noch nicht generalisierten Infektionsverläufen ist ein 

Nachweis von MTC-DNA aus der Niere daher als eher unwahrscheinlich 

anzusehen, was sich auch auf die Ergebnisse der Studie ausgewirkt haben könnte. 

Wären lediglich die für eine Infektion typischen Organe mittels beider neuen 

Extraktionsverfahren getestet worden und nicht nur die verbliebenen Organreste 

von Leber oder Niere, hätten vermutlich noch mehr Gewebeproben als bTB-
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positiv diagnostiziert werden können, was sich wahrscheinlich positiv auf den 

Ausgang der Studie ausgewirkt hätte und eine noch höhere Detektionsrate mittels 

der neuen Methoden hätte bestätigen können.  

Da das Magnetic Capture Verfahren im Vergleich zum herkömmlichen 

Extraktionsverfahren jedoch relativ kosten- und zeitintensiv ist, ist es kein 

geeignetes Verfahren für die Routinediagnostik. Um Zeit und Kosten bei dem 

Verfahren einzusparen und den Einsatz in der Routinediagnostik zu ermöglichen, 

wurde ein zusätzliches DNA-Extraktionsprotokoll entwickelt, bei dem die 

Homogenisierung und Lyse des großen Probenvolums identisch zum Magnetic 

Capture Protokoll durchgeführt wird, das Lysat dann im weiteren Verlauf 

zentrifugiert wird und statt des Überstandes das Sediment für die DNA-Extraktion 

weiter verwendet wird. Dazu kann ein herkömmliches DNA-Extraktionskit 

(Qiagen Blood and Tissue Kit) verwendet werden. Dieses alternative Verfahren 

ermöglicht zusätzlich zu einer gesteigerten MTC-DNA-

Detektionswahrscheinlichkeit eine Zeit- und Kosteneinsparung und das 

Bearbeiten von mehreren Proben gleichzeitig und ist damit in der Routinediagnos-

tik im Rahmen einer staatlichen Tierseuchenbekämpfung einsetzbar. 

 

2 Schwächen und Voraussetzungen für die neuen  

 Extraktionsverfahren 

Der Einsatz eines großen Probenvolumens in der DNA Extraktion beinhaltet auch 

Nachteile wie das vermehrte Vorkommen von PCR Inhibitoren aus Blut- und 

Gewebeteilen und auch ein im Verhältnis zur Bakterien-DNA in der Probe 

übermäßiges Vorkommen von Wirts-DNA, was sich auf den spezifischen DNA 

Nachweis mittels real-time PCR negativ auswirken könnte (LIÉBANA et al., 

1995). 

Dieses Problem lässt sich durch die Anwendung des Magnetic Capture Verfahrens 

lösen, da es in der Lage ist, spezifisch MTC-DNA aus einem großen Volumen 

eines homogensierten und lysierten Gewebestückes anzureichern. Dabei werden 

effektiv Inhibitoren und überflüssige Wirts-DNA eliminiert und gezielt die 

Zielsequenzen mittels enzymgekoppelter Magnetpartikel, für die anschließende 

real-time PCR angereichert (OLSVIK et al., 1994; MANGIAPAN et al., 1996). 



IV Diskussion    74 

       

Abbildung 13: Darstellung des Prinzips des Magnetic Capture Verfahrens 

 

Dafür wurde die Two-Step-Methode verwendet, bei der zuerst die zu 

konzentrierenden Sequenzen mittels Biotin-gekoppelter spezifischer 

Oligonukleotide gefangen und diese Hybride dann wiederrum über ein Biotin-

bindendes Enzym, Avidin, auf der Oberfläche der Magnetpartikel gefangen 

wurden. Dazu musste zwar in einem zusätzlichen Schritt das natürlich 

vorkommende Biotin aus der Gewebeprobe mittels Streptavidin-Sepharose 

entfernt werden, jedoch zeigten andere Studien, dass diese Methode bessere 

Ergebnisse lieferte als die One-Step-Methode, bei der die Biotin-gekoppelten 

Sequenzen zuerst durch das Avidin an die Magnetpartikel gebunden, und erst 

dann mit der denaturierten DNA aus der Probe inkubiert werden, um eine 

Hybridisierung zu ermöglichen (MANGIAPAN et al., 1996). 

Allerdings hat sich in der durchgeführten Studie gezeigt, dass zu kleine 

Probenvolumina nicht effektiv mit der MC Methode bearbeitet werden können. 

Bei Proben, die weniger als 3 g wogen, konnten weder Signale für ß-Aktin 

(interne Extraktionskontrolle) noch für MTC-spezifische Sequenzen in der real-

time PCR detektiert werden. Wahrscheinlich ist dies auf eine zu hohe Proteinase-

K-Konzentration im Verhältnis zum Probenvolumen zurückzuführen, oder darauf, 

dass durch die Kombination aus der effizienten mechanischen Lyse durch den 

FastPrep96 und dem enzymatischen Verdau die nachzuweisende DNA zu sehr 

beschädigt oder zerstört worden ist. Daher ist bei kleinen Probenvolumina die 

Extraktionsmethode noch weiter zu optimieren oder ein alternatives 

Extraktionsverfahren anzuwenden.  
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Da das MC Verfahren, wie bereits zuvor angesprochen, relativ zeit- und 

kostenintensiv ist, sollte es nur für Proben von Tieren verwendet werden, die 

entweder keine bTB-verdächtigen Läsionen aufweisen, jedoch im Tuberkulin-

Hauttest positiv reagiert haben oder bei stark autolytischen Proben, in denen 

übermäßige Inhibitoren-Lasten zu erwarten sind. 

Eine Voraussetzung für den Nachweis von MTC-DNA mit den neuen 

Extraktionsverfahren ist die effiziente Freisetzung von DNA aus den Zellen und 

insbesonders aus den Pathogenen. Da Mykobakterien aufgrund ihres besonderen 

Zellwandaufbaus besonders resistent gegenüber äußeren Einflüssen sind 

(GONZALEZ-Y-MERCHAND et al., 1997), stellt eine effiziente Lyse des 

Erregers hier eine besondere Herausforderung dar, die auch noch zusätzlich durch 

die Nest-Bildung von Mykobakterien (SILVA et al., 1985) und ihr Zusammenhef-

ten erschwert wird. Als besonders effizient für die DNA Extraktion aus 

Reinkulturen von Mykobakterien erwies sich aus einer Studien von Amaro et al. 

eine mechanische Homogenisierung mittels Zirkonium-Kügelchen im 

FastPrep120-Gerät in Kombination mit einem enzymatischen Aufschluss mittels 

Proteinase K (AMARO et al., 2008). Daher wurde als weiterführende 

Untersuchungen für die in der Publikation beschriebene Lyse (Abschnitt 

„Methods“, Seite 3 - 6) optimiert, indem das Protokoll dieser Studie als Vorlage 

diente und an größere Probenvolumina angepasst wurde. Die Proben wurden 

mechanische mittels Keramik-Kugeln und dem FastPrep96 Gerät in Kombination 

mit dem enzymatischen Aufschluss mit Proteinase K aufgeschlossen, wobei das 

Gerät, die Größe der Kügelchen und die Reagenzien an das größere 

Probenvolumen angepasst wurden. 
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FastPrep96 Gerät        Keramik-Kugeln   Aufgeschlossene Probe 

Abbildung 14: In der Studie verwendete Materialien für den mechanischen 
Aufschluss der Gewebeproben 

 

Jedoch konnten durch mikroskopische Untersuchung von gefärbten MTC-

positiven Sedimenten aus Gewebehomogenisaten noch einige scheinbar intakte 

säurefeste Stäbchen sowohl in der Ziehl-Neelsen-Färbung als auch in der 

Auramin-Rhodamin-Färbung nachgewiesen werden (Abbildungen A 1 und A 2). 

Da jedoch detektierbare DNA freigesetzt wurde, ist davon auszugehen, dass die 

Zellwände durch die Behandlung aufgebrochen wurden, sodass ihre DNA 

freigesetzt werden konnte, die Zellwand jedoch makroskopisch intakt schien. 

Jedoch sollten solche Proben aus arbeitsschutztechnischen Gründen als potentiell 

infektiös angesehen werden. Zur Kontrolle und gegebenenfalls nötigen 

Inaktivierung potentiell noch infektiöser Organismen sollten daher weiterführende 

Untersuchungen mit anschließender Kultivierung des Sediments unter BSL3 

Bedingungen angestrebt werden. 

 

3 Probleme bei der Quantifizierung von Mykobakterien 

Eine weitere Schwierigkeit, die sich aus dem Zusammenkleben der Mykobakte-

rien ergab, war eine Vereinzelung der Bakterien zum Bestimmen der 

koloniebildenden Einheit (KbE; engl.: colony forming units, CFUs). Die 

Bestimmung der KbE auf festen Nährböden ist allgemein als Goldstandard für die 

Bestimmung der Zahl lebender Organismen aus einer Probe oder unter 

experimentellen Bedingungen anerkannt, ist allerdings relativ arbeitsaufwändig 

und braucht einige Zeit, um ein Ergebnis vorweisen zu können (VAN ZYL-SMIT 
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et al., 2011). Alternativen sind der Einbau von Uracil in die mykobakterielle 

DNA, Biolumineszenz-Assays mit Reporterkonstrukt, real-time PCR Assays oder 

das MGIT-System (BACTEC Mycobacterial Growth Indicator Tube 960, BD, 

New Jersey, USA) (HESSELING et al., 2010). Allerdings wird für das Anlegen 

von Kulturen ein BSL3-Labor benötigt, weil Mykobakterien aufgrund ihres 

zoonotischen Potenzials in die Risikogruppe 3 eingeordnet sind (BIOSTOFFV, 

2013). 

Cheng et al. beschrieben ein Verfahren um das Problem der Aggregation bei 

Mykobakterien zu lösen. Sie nutzten einen auf eine Spritze aufsetzbaren Filter um 

eine Mycobacterium-smegmatis-Suspension zu filtrieren und somit die Bakterien 

zu vereinzeln um anschließend die Zahl der KbE zu bestimmen (CHENG et al., 

2014). Diese Studie diente uns für Vereinzelungsversuche als Vorlage. Dazu 

wurde eine Öse Koloniematerial von M. bovis BCG in einem Milliliter PBS 

suspendiert, mit einigen Kügelchen (Lysing Matrix D, mp Biomedicals, New 

Jersey, USA) für 30 Sekunden mittels Vortexmischer durchmischt und mittels 5-

µm Filter (Millipore SLSVO25LS, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) 

filtriert. Ein Tropfen der filtrierten Suspension wurde auf einem Objektträger 

ausgestrichen, mittels Ziehl-Neelsen-Färbung gefärbt und mikroskopisch 

untersucht. Die Auswertung zeigte, dass die Anzahl der säurefesten Stäbchen nach 

Filtration deutlich reduziert war und die sichtbaren Stäbchen teils vereinzelt, aber 

teils noch immer in Klumpen zusammengelagert vorlagen (Abbildungen A 5 und 

A 6). Ein Detektionslimit und ein artifizielles Beimpfen der Lymphknoten mit 

einer definierten Menge von Bakterien konnte über diesen Weg nicht genau 

festgelegt werden und daher wurde im Rahmen der Studie der direkte Vergleich 

der Ct-Werte der drei Extraktionsprotokolle vorgezogen.  

Aus wissenschaftlicher Sicht wäre es natürlich von Nutzen gewesen, eine 

definierte Nachweisgrenze und Quantifizierung für die neuen Extraktionsproto-

kolle festlegen zu können. Dies könnte auch über eine Berechnung der in der real-

time PCR nachgewiesenen Gene erfolgen, die in einer definierten Anzahl im 

mykobakteriellen Genom vorkommen. Dafür könnte sich beispielsweise IS 1081 

eignen, da in der Literatur angegeben wird, dass dieses Fragment bei den meisten 

MTC-Mitglieder in sechs Kopien im Genom vorliegt (COLLINS & STEPHENS, 

1991; WARDS et al., 1995). Die nah verwandten Mitglieder des MTC sind zwar 

auf genomischer Ebene zu 99,9 % homolog, unterscheiden sich jedoch durch ihre 
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RDs und SNPs (BROSCH et al., 2000; RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014) und 

selbst innerhalb einer Spezies, wie z. B. bei M. caprae, bei dem Genomvariatio-

nen mit mindestens vier RD4-Varianten festgestellt wurden. Aufgrund der 

bekannten genetischen Unterschiede ist also auch eine Quantifizierung der Erreger 

über die Genkopienzahl der IS 1081 ungenau und nur näherungsweise möglich. 

Auch dieser Sachverhalt sprach eher für einen direkten Vergleich der Ct-Werte 

der einzelnen Methoden als für eine Berechnung der Sensitivität und Spezifität 

mit ungenauen Werten. 

 

4 Direkter Vergleich der Extraktionsmethoden anstelle von 

 Angabe der Sensitivität und Spezifität der neuen  

 Protokolle 

Da im Rahmen der staatlichen Tierseuchenbekämpfung keine Quantifizierung der 

Erreger der Rindertuberkulose nötig ist und das Ergebnis pro Einzeltier die 

wichtigste epidemiologische Einheit darstellt, wird ein Rind als bTB-positiv 

angesehen, wenn auch nur in einer der elf untersuchten Organproben 

mykobakterielle DNA mittels real-time PCR nachgewiesen wurde und/oder durch 

kulturelle Isolation und Differenzierung, M. bovis oder M. caprae identifiziert 

wurde. Es reicht lediglich eine Ja/Nein-Aussage um eine bovine Tuberkulose als 

anzeigepflichtige Tierseuche zu bestätigen. 

Da die Kultur nur aus lebenden Organismen angelegt werden kann, der Nachweis 

der DNA allerdings aus lebenden und toten Organismen möglich ist und per 

Definition in der Rindertuberkulose-Verordnung einer dieser beiden 

Nachweisverfahren als beweisend für eine bovine Tuberkulose gilt und amtliche 

Kontrollen nach sich zieht, wurde im Rahmen dieser Studie der molekularbiologi-

sche Nachweis als der schnellste und wichtigste in der staatlichen Tierseuchenbe-

kämpfung angesehen. Zusätzlich können durch den molekularbiologischen 

Nachweis falsch-negative Ergebnisse in der Kultur durch nicht mehr 

vermehrungsfähige Erreger ausgeschlossen werden. Daher wurde im Rahmen der 

staatlichen Untersuchung von jeder der vorgeschriebenen elf Organproben eine 

DNA Extraktion mit anschließender real-time PCR durchgeführt, jedoch nur bei 

verdächtigen Organen oder sichtbaren Läsionen zusätzlich eine Kultur angelegt. 

Die Kultur als Goldstandard konnte somit nicht ergänzend zu jeder mittels real-
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time PCR untersuchten Probe durchgeführt werden. Daraus ergab sich, dass eine 

Berechnung der Sensitivität und Spezifität der neuen Extraktionsverfahren im 

Rahmen dieser Studie nicht erfolgen konnte. 

Somit wurden in der durchgeführten Studie die drei Extraktionsmethoden direkt 

anhand der resultierenden Ct-Werte miteinander verglichen. Diese Entscheidung 

gründete sich darauf, dass das Anlegen von Kulturen aufgrund der einschränkten 

Verfügbarkeit der Originalproben nicht immer möglich war und dass das Anlegen 

von Kulturen aus allen für die Studien verwendeten Feldproben zeit-, 

kostenintensiv und logistisch aufgrund des Fehlens eines BSL3 Labors 

arbeitstechnisch nicht durchführbar gewesen wäre. 

Der direkte Vergleich der Extraktionsmethoden geschah zunächst auf Ebene eines 

direkten Vergleiches der Ct-Werte der einzelnen mittels der drei Extraktionsver-

fahren untersuchten Proben und auf einer weiterführenden zweiten Ebene, über 

die Berechnung des Kappa-Wertes als statistisches Mittel auf Ebene des 

Ergebnisses pro Einzeltier. 

Insgesamt kann durch den direkten Vergleich der drei Extraktionsmethoden eine 

Aussage über eine Verbesserung oder Verschlechterung des MTC-DNA 

Nachweises aus Gewebeproben von Rind und Rotwild getroffen werden. Dafür 

eignen sich besonders die im Zuge der Studie gemessenen Ct-Werte. Ein 

niedrigerer Ct- Wert in einem der neuen Protokolle oder gar das Vorhandensein 

von Fluoreszenzsignalen für MTC-DNA im Gegensatz zum amtlichen Protokoll, 

in dem keine Signale für MTC-DNA generiert wurden, spricht zum einen für eine 

höhere Anzahl der nachzuweisenden Organismen in der Gewebeprobe, da ein 

größeres Probenvolumen verwendet wurde. Zum anderen spricht es auf jeden Fall 

für eine frühere Detektion und daher eine effizientere DNA Extraktion aus den 

Mykobakterien. Außerdem spricht eine Erhöhung der Ct-Werte für ß-Aktin, was 

insbesondere beim MC Verfahren erreicht wurde, für eine deutliche 

Verminderung irrelevanter DNA des Wirts in der Gewebeprobe.  
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5 Verbesserung der Differenzierung von M. bovis und 

 M. caprae mittels real-time PCR 

Aufgrund der in der Studie von Domogalla et al. nachgewiesenen Heterogenität in 

der RD4-Sequenz alpiner M.-caprae-Isolate ist eine sichere Differenzierung von 

M. bovis und M. caprae anhand einer fehlenden RD4-Sequenz bei M. bovis nicht 

sicher möglich(DOMOGALLA, 2014b). Die zur Differenzierung von M. bovis 

und M. caprae verwendeten real-time PCRs aus der amtlichen Methodensamm-

lung des FLI beruhen allerdings auf dem Nachweis der RD4-Deletion im Genom 

von M. bovis (TAYLOR et al., 2007a; FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 

2015). Die zur Differenzierung verwendeten Primer in der amtlichen 

Methodensammlung flankieren dabei die RD4-Deletion im Genom von M. bovis. 

Die Verwendung dieser Primer lieferten zum Zeitpunkt der Studie von Domogalla 

et al. keine falschen Ergebnisse in Bezug auf die bekannten RD4-Variationen bei 

M. caprae und der Differenzierung der beiden Rindertuberkulose-Erreger. Jedoch 

können zum jetzigen Zeitpunkt zusätzliche RD4-Variationen nicht ausgeschlossen 

werden und diese könnten somit zu einer falschen M. bovis Differenzierung 

führen(DOMOGALLA, 2014b). Allerdings wird in der aktuellen Fassung der 

Amtlichen Methodensammlung bereits darauf hingewiesen, dass es 

Einschränkung hinsichtlich eines M.-caprae-Genotypes gibt, der in Bayern 

nachgewiesen wurde und sich durch die RD4-PCR nicht von M. bovis 

unterschieden lässt (FRIEDRICH-LOEFFLER-INSTITUT, 2015). 

Für die Identifikation von M. caprae wird eine modifizierte Sonden aus einer 

Studie von Reddington et al. empfohlen, die einen M.-caprae-spezifischen SNP 

detektiert (REDDINGTON et al., 2011). Jedoch zeigte sich während der real-time 

PCR-Differenzierung der Feldproben, dass auch M. bovis BCG, der bei als 

Positivkontrolle für MTC-DNA eingesetzt wurde, ebenfalls unter Verwendung 

der eigentlich als M.-caprae-spezifischen Sonde als eindeutig M.-caprae-positiv 

erkannt wurde (Ct-Werte um 25, siehe Abbildungen A 3, A 4). Dabei fiel eine 

veränderte Amplitude auf. Der verwendete M. bovis BCG-Stamm wurde 

daraufhin im Hain-Test wiederholt untersucht um eine Kontamination mit 

M. caprae auszuschließen und konnte eindeutig als M. bovis BCG bestätigt 

werden. Danach wurden weitere Versuche im Hinblick auf die Verwendung 

verschiedener Mastermixe, Thermoprofile und real-time-PCR-Cycler gemacht, 

das Problem blieb jedoch bestehen.  
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Die Lösung des Problems stellte letztendlich eine LNA (locked nucleic acids)-

Sonde dar. LNA Moleküle gehören zu einer Klasse von hochaffinen RNA-

Analoga (Abbildung 15), in denen der Ribose-Ring ideal für die Konformation 

der Watson-Crick-Bindungen ausgelegt ist. 

                                      

Abbildung 15: Struktur von RNA und LNA im Vergleich 

Modifiziert nach Koshkin et al. (KOSHKIN et al., 1998) 

 

Diese besondere Struktur der LNA Oligonukleotide führt zu einer hohen 

thermischen Stabilität, wenn sie an einen komplementären DNA- oder RNA-

Strang hybridisiert. Außerdem können LNA-Oligonukleotid-Sequenzen kürzer als 

DNA-/RNA-Oligonukleotid-Sequenzen hergestellt werden und dabei gleichzeitig 

ihre Thermostabilität behalten. Dies ist ein wichtiger Punkt bei der Detektion von 

nur kleinen oder sehr ähnlichen Zielsequenzen (KOSHKIN et al., 1998; JEPSEN 

et al., 2004).  

Da die in unserer Studie zur Differenzierung von M. caprae verwendete Sonde 

nur einen einzigen SNP zweier sonst identischer Zielsequenzen identifizieren 

muss, um M. bovis und M. caprae zu unterscheiden, bietet der Einsatz einer LNA-

Sonde im Gegensatz zu einer herkömmlichen Sonde einen Vorteil durch die 

gesteigerte Spezifität im Hinblick auf die Detektion von sehr ähnlichen 

Zielsequenzen. Dies zeigte sich auch in den Ergebnissen unserer Studie, in denen 

DNA Extrakte aus Reinkulturen von M. bovis und M. bovis BCG unter 

Verwendung einer neu designten M.-caprae-spezifischen LNA Sonde nicht mehr 

fälschlicherweise als M. caprae detektiert wurden (siehe Tabelle A 2). 
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6 Ausblick 

Die Verwendung des etablierten Magnetic Capture Verfahrens könnte auch in 

Zukunft helfen, inhomogen verteilte Erreger mit einer höheren Wahrscheinlichkeit 

aus größeren Probenvolumina nachzuweisen. Dabei ist nicht nur ein Nachweis aus 

Gewebeproben möglich, sondern auch bei einem Nachweis von Erregern aus Kot 

könnte das Protokoll von Nutzen sein. Beispielsweise beim Nachweis für 

Mitglieder des Mycobacterium-avium-Komplexes mittels PCR wäre eine selektive 

Voranreicherung der Erreger-DNA von Vorteil, um die große Last von denen im 

Kot enthaltenen Inhibitoren zu reduzieren (SEVILLA et al., 2014). Bezüglich 

dieses Erregers wird auch bereits die IMS bei humanen Kotproben eingesetzt (LI 

et al., 1996) und auch aus tierischen Kotproben werden Nukleinsäuren mittels 

magnetischer Separation selektiv vorangereicht (PLAIN et al., 2015). Allerdings 

geschieht dies in den bekannten Studien noch immer aus sehr kleinen 

Probenvolumina (200 µl Reinkultur). Auch diese Art der Beprobung wird der 

besonderen Pathogenese einer mykobakteriellen Infektion noch nicht gerecht, da 

M. avium subsp. paratuberculosis von Rindern, die die Infektion unter Kontrolle 

haben, nur intermittierend über den Kot ausgeschieden wird und erst in späten 

Infektionsstadien der Erreger in großer Zahl im Kot nachgewiesen werden kann 

(MITCHELL et al., 2015). Daher könnte man sich das vergrößerte Probenvolu-

men unserer Methode dazu zu Nutzen machen, Pool-Proben von verdächtigen 

Tieren oder von Tieren aus verdächtigen Beständen zu untersuchen. 

Des Weiteren ergibt sich aus dem Einsatz eines größeren Probenvolumens die 

Möglichkeit einer Reduzierung der laut Verordnung zum Schutz gegen die 

Tuberkulose des Rindes vorgeschriebenen elf zu testenden Proben pro Tier. 

Beispielsweise könnten die für eine Rindertuberkulose-verdächtigen Organe wie 

Lungenlymphknoten, Darmlymphknoten oder Teile der Lunge als Einzelproben 

untersucht werden und die restlichen vorgeschrieben Organe (Leber, Niere, Milz, 

Darm und assozierte Lymphknoten), in denen ein MTC-DNA-Nachweis eher in 

der bereits generalisierten Form der Rindertuberkulose als in frühen 

Infektionsstadien wahrscheinlich ist, als Pool-Probe untersucht werden. 

Generell ist es möglich, durch das Design Spezies-spezifischer Capture-

Oligonukleotidsequenzen die Spezifität an jedes Mitglied des MTC anzupassen. 

So könnte eine Spezies-Differenzierung direkt aus der Probe ermöglicht werden 

und damit könnte die zweite real-time PCR, wie sie zur Zeit in der amtlichen 
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Methodensammlung für die Differenzierung von M. bovis und M. caprae 

vorgeschlagen wird, eingespart werden, was die Zeit bis zu einem Ergebnis noch 

weiter reduziert. Dies ist besonders wichtig, wenn es um den Nachweis einer 

anzeigepflichtigen Tierseuche geht, um möglichst schnell Maßnahmen zur 

Einschränkung der Tierseuche zu ergreifen. Allerdings wäre dazu eine 

Gesamtgenomsequenzierung weiterer M.-bovis- und M.-caprae-Isolate nötig, um 

über eine molekularbiologische Feincharakterisierung spezifische Capture-

Sequenzen zu entwickeln.  

Aktuelle Studien beschäftigten sich mit dem Nachweis von MTC-Mitgliedern aus 

dem Blut von im Hauttest positiv getesteten Rindern und konnten über die 

Etablierung eines Bakteriophagen-basierenden Anreicherungsprotokolls (engl.: 

bacteriophage-based method combined with PCR, phage-PCR) lebende 

Mykobakterien aus dem peripheren Blut sicher nachweisen (SWIFT et al., 2016). 

Da dieser Nachweis allerdings auf lebende Organismen beschränkt ist, würde sich 

in diesem Zusammenhang auch eine Untersuchung des peripheren Blutes von im 

Hauttest positiven Rindern mittels Nukleinsäuren-MCH-Verfahren anbieten, da 

mit diesem Verfahren zusätzlich zu den lebenden auch nicht mehr lebende 

Organismen nachgewiesen werden können, was potentiell zu einer weiteren 

Steigerung der Detektionswahrscheinlichkeit für bovine Tuberkulose bei Rindern 

führen könnte.
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V ZUSAMMENFASSUNG 

Die Rindertuberkulose stellt auch heutzutage noch ein weltweit vorkommendes 

Problem dar und führt nicht nur zu volkswirtschaftlichen Schäden, sondern auch 

zu einer verminderten Tiergesundheit, Produktionseinbußen und zu hohen Kosten 

durch erforderliche Bekämpfungsmaßnahmen zum Schutz von Mensch und Tier. 

Obwohl Deutschland seit 1996 offiziell frei von Rindertuberkulose ist, treten in 

Rinderbeständen und beim Rotwild immer wieder vereinzelt Fälle der bovinen 

Tuberkulose auf, insbesondere in der bayrischen Alpenregion, in der ein Großteil 

der dort gehaltenen Rinder auf Sommerweiden aufgetrieben wird und ebendort ein 

Erregeraustausch zwischen dem als Wildtierreservoir angesehenem Rotwild und 

dem Rind stattfinden kann. Die bTB-Fälle im süddeutschen Raum bei Rind und 

Rotwild sind fast ausschließlich auf den Erreger M. caprae zurückzuführen, 

M. bovis wird eher in norddeutschen Raum isoliert. Auch in den angrenzenden 

Alpenländern Österreich und Italien konnten M.-caprae-Infektionen im Rotwild 

in den letzten Jahren nachgewiesen werden, was eine Erregerübertragung 

zwischen Rind und Rotwild in der Alpenregion nahelegt.  

Die durch die Rindertuberkulose-Verordnung vorgeschriebenen diagnostischen 

Möglichkeiten sind durch die besondere Pathogenese der Infektion mit den 

Erregern der Rindertuberkulose begrenzt. Um dieser Problematik gerecht zu 

werden und die Erreger aus Gewebeproben besser nachweisen zu können, wurden 

zwei alternative DNA Extraktionsprotokolle zur DNA Extraktion aus großen 

Gewebeproben von Rind und Rotwild entwickelt. Diese ermöglichen eine 

effizientere DNA Extraktion aus einem um ein Vielfaches größeren 

Probenvolumens im Gegensatz zur derzeit verwendeten, amtlichen Methode. 

Dazu wurden zunächst die Protokolle durch Vorversuche mit artifiziell mit 

M. bovis BCG beimpften Lymphknoten etabliert. Dabei zeigte besonders das 

Magnetic-Capture-Extraktionsverfahren vielversprechende Ergebnisse, die durch 

eine effiziente Lyse der Gewebeprobe inklusive Bakterien und die spezifische 

Anreicherung von MTC-DNA mittels der magnetischen Separation von 

Nukleinsäuren erreicht wurden. Diese Ergebnisse konnten auch bei der 

Untersuchung von 100 Feldproben von bTB-verdächtigen Rindern und Rotwild 

bestätigt werden und konnten im Vergleich zum amtlichen Protokoll mehr 

Organproben (n = 5) als MTC-positiv identifizieren und somit die Wahrschein-
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lichkeit eines MTC-DNA Nachweises aus Gewebeproben steigern. Da das 

Verfahren jedoch relativ zeit- und kostenintensiv ist, ist es nicht uneingeschränkt 

für die Routinediagnostik zu empfehlen. Daher wurde ein zweites Extraktionspro-

tokoll entwickelt, das ebenfalls aus großen Gewebevolumina effizient DNA 

extrahiert, allerdings in der Anwendung einfacher und schneller ist und somit in 

die Routinediagnostik im Rahmen der staatlichen Tierseuchenbekämpfung 

integriert werden kann. Auch dieses Protokoll konnte aus einem Probenpool von 

49 Organproben mehr Proben (n = 5) im Vergleich zur amtlichen Methode als 

MTC-positiv identifizieren und trägt zu einer höheren Detektionswahrscheinlich-

keit der Erreger bei. In dieser Studie konnte durch den direkten Vergleich der real-

time PCR Ergebnisse der beiden neuen Extraktionsprotokolle mit denen der 

amtlich verwendeten Methode gezeigt werden, dass die beiden neu etablierten 

Extraktionsprotokolle zuverlässig und spezifisch MTC-DNA aus großen 

Probenvolumina nachweisen können, was die Detektionsrate von mykobakterieller 

DNA im Vergleich zu den sonst verwendeten sehr kleinen Probenvolumen erhöht. 

Das Magnetic-Capture-Verfahren stellt eine robuste und hochempfindliche 

Methode zum spezifischen MTC-DNA-Nachweis aus größeren Gewebemassen 

dar und kann insbesondere bei autolytischen Proben mit einer großen Anzahl von 

Inhibitoren verwendet werden, oder wenn nur eine minimale bakterielle Belastung 

im Gewebe (non visible lesions) zu erwarten ist. Für die tägliche Routinediagnos-

tik kann das vereinfachte Verfahren bei großer Probenanzahl und -masse 

empfohlen werden, da es in kürzerer Zeit und mit weniger Aufwand durchgeführt 

werden kann.  
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VI SUMMARY 

Bovine tuberculosis is still a global problem and leads to economic losses, 

decreased animal health and welfare, production losses and high costs because of 

control measures for the protection of humans and animals. Although Germany is 

declared officially tuberculosis-free since 1996, cases of bovine tuberculosis in 

cattle and red deer occur consistently, in particular in the Bavarian Alps. The 

Bavarian alpine region is an area with plenty of cattle summer pastures. Cattle on 

these summer pastures can get infected by infected red deer, which is considered 

to be a reservoir host for bTB. While bTB in the southern parts of Germany is 

almost exclusively caused by the pathogen M. caprae, bTb in the northern parts of 

Germany is usually caused by M.-bovis-infections. In addition, M.-caprae-

infections in red deer were detected in neighboring Alpine countries such as 

Austria and Italy in recent years, suggesting a pathogen transmission between red 

deer and cattle in the Alpine region.  

The prescribed diagnostic protocols in the framework of the government guided 

animal disease control lack refinement and are limited by the particular 

pathogenesis of bTB. To address these issues and to improve the diagnostics of 

bTB in tissue samples, two alternative DNA extraction methods have been 

developed for DNA extraction from larger tissue samples from cattle and red deer. 

These methods allow a more efficient DNA extraction from larger sample 

volumes compared to the currently prescribed DNA extraction method. The 

protocols have been established by preliminary tests with artificially spiked lymph 

nodes with M. bovis BCG. Particularly the MC method showed promising results 

that have been achieved by an efficient lysis of the tissue sample including the 

bacteria and specific enrichment of MTC DNA by means of magnetic separation 

of nucleic acids. These findings were also confirmed by testing 100 field samples 

collected from bTB suspicious cattle and red deer. With the magnetic capture 

protocol we were able to identify five additional tissue samples as MTC-positive 

compared to the currently prescribed protocol and could therefore increase the 

likelihood of MTC DNA detection in tissue samples by using the new extraction 

protocol. However, the process of magnetic capture is time consuming and hence 

expensive and is not fully recommended for the use in routine diagnostics. Thus, a 

second extraction protocol was developed to efficiently extract DNA from large 
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tissue volumes, which is easier and faster in its application and can therefore be 

implemented in daily routine diagnostics in the framework of government disease 

control. In comparison to the current used protocol we identified four additional 

samples as MTC-positive by using this protocol. Consequently, this protocol also 

increases efficiently the likelihood of MTC DNA detection in animal tissue. 

By direct comparison of the real-time PCR results of the current used protocol 

with the results generated with the two newly established DNA extraction 

methods, it was shown that the two newly established DNA extraction methods 

generate reliable results and increased the detection rate of MTC DNA from 

animal tissue samples. The magnetic capture method provides a robust and highly 

sensitive method for specific MTC DNA detection from larger tissue volumes and 

can be used in particular with autolytic samples with a large amount of inhibitors 

or in samples, in which only minimal bacterial load (non visible lesion samples) is 

expected. For daily routine diagnostics the simplified DNA extraction method can 

be used on larger tissue samples as it can be done faster and with less effort.
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VIII ANHANG  

Anhang Abbildungen 

 

Abbildung A 1: Nach Ziehl-Neelsen gefärbter Ausstrich eines Sedimentes, 
welches zuvor mittels real-time PCR als MTC-DNA positiv detektiert wurde 

Die Pfeile verweisen aus ein einzelnes säurefestes Stäbchen, bzw. ein Nest von 

säurefesten Stäbchen. 

Die zellulären Strukturen außerhalb des Nestes lassen vermuten, dass das 

Mykobkaterien-Nest vor dem Verdau intrazellulär gelegen war. Vermutlich 

handelt es sich bei der verdauten Zelle um eine Makrophage 

Aufnahme bei 100-facher Vergrößerung mit Öl 
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Abbildung A 2: Mit Auramin-Rhodamin gefärbter Ausstrich eines 
Sedimentes, welches zuvor mittels real-time PCR als MTC-DNA positiv 
detektiert wurde 

Die weißen Kreise beinhalten säurefeste Stäbchen, die nicht kontinuierlich 

angefärbt sind, da sie vermutlich durch die vorausgegangene mechanische und 

enzymatische Aufbereitung so sehr beschädigt wurden, dass eine DNA 

Freisetzung möglich war. 

Auch auf diesem Bild ist eine Zusammenlagerung der Mykobakterien erkennbar.
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Abbildung A 3: Amplification plots der real-time PCR zur Differenzierung 
von M. bovis und M. caprae der Feldproben der MC 1 – 15 

M. bovis BCG wurde als Kontrolle für die RD4- und MCAP-Differenzierung nach 

dem Protokoll der Amtlichen Methodensammlung verwendet. Die graue Kurve 

stellt die RD4-Amplitude für M. bovis BCG dar, die blaue, flacher verlaufende, 

veränderte Kurve stellt die MCAP-Amplitude für M. bovis BCG dar. Für die real-

time PCR wurde der Stratagene MX3005 Cycler verwendet.
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Abbildung A 4: Amplification plots der real-time PCR zur Differenzierung 
von verschiedenen M.-bovis- und M.-caprae-Isolaten 

Auch bei Nutzung des Programms des Roche Light Cycler fallen die veränderten 

Amplituden für M. bovis BCG unter Verwendung der eigentlich M.-caprae-

spezifischen MCAP-Sonde auf (durch roten Pfeil markiert) 
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Abbildung A 5: Ziehl-Neelsen gefärbter Ausstrich von M. bovis BCG 

Eine Öse Koloniematerial aus einer M. bovis BCG-Reinkultur wurde in einem 

Milliliter PBS gelöst und mit Lysis Matrix D für eine Minute gevortext und 

danach ein Tropfen der Suspension auf einem Objektträger ausgestrichen, gefärbt 

und mikroskopisch untersucht (100-fache Vergrößerung mit Öl).  

Es sind zahlreiche säurefeste Stäbchen sichtbar, die teilweise miteinander 

Klumpen bilden. 
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Abbildung A 6: Ziehl-Neelsen gefärbter Ausstrich von M. bovis BCG nach 
Filtration 

Eine Öse Koloniematerial aus einer M. bovis BCG-Reinkultur wurde in einem 

Milliliter PBS gelöst und mit Lysis Matrix D für eine Minute gevortext, mittels 5-

µm-Filter gefiltert und danach ein Tropfen der Suspension auf einem Objektträger 

ausgestrichen, gefärbt und mikroskopisch untersucht (100-fache Vergrößerung 

mit Öl).  

Es sind deutlich weniger säurefeste Stäbchen sichtbar, die teilweise vereinzelt 

vorliegen, teilweise jedoch noch immer miteinander verklebt sind. 
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ANHANG TABELLEN 

Tabelle A 1: Sequenzen für Primer und Sonde aus der Amtlichen 
Methodensammlung und der neuen, um zwei Basen verkürzten LNA Probe 

 

Das „+“ markiert die eingebauten LNAs 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Name Sequenz (5´-3´) 

MTC-MCAP f AGA CCG TGC GGA TCT TG 

MTC-MCAP r CAT GGA GAT CAC CCG TGA 

MTC-CAP-FAM FAM-TAT CGG GTA CAC AAA GAC GA-BHQ1 

LNA Probe MCAP 6FAM-TCGGGT+ACAC+AAAGACG-BHQ1 
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Tabelle A 2: Ct-Werte im Vergleich bei Anwendung der Sonde nach der 
Amtlichen Methodensammlung und der neu designten LNA Probe 

 

     Amtliche Methode  LNA Probe 

 RD4 MCAP MCAP 

M. bovis BCG 1:10 22.19 27.73 no Ct 

RK M. caprae Allgäu no Ct 20.11 20.57 

RK M. caprae Lechtal no Ct 20.16 20.35 

RK M. caprae Karwendel no Ct 19.54 20.41 

RK M. bovis 1 20.66 27.93 no Ct 

RK M. bovis 2 20.12 26.72 no Ct 

NTC no Ct no Ct no Ct 

 

Unter Verwendung der LNA Probe werden DNA Extrakte aus M. bovis 
Reinkulturen nicht mehr fälschlicherweise als positiv detektiert 

Real-time PCR am Cycler MX3005, mit dem Mastermix Quantinova von Qiagen 

RK - Reinkultur 

NTC – no template control 

Die richtigen Ergebnisse sind grün, die falschen rot markiert. 
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Tabelle A 3: Ergebnisse der Vorversuche zur Etablierung der Magnetic 
Capture Methode 

  
Amtliche Methode Magnetic Capture 

Gewebe und Gewicht Probe Ct ß-Aktin Ct Heli Ct IS 1081 Ct ß-Aktin Ct Heli Ct IS 1081 

Darmlymphknoten, 13.6 g 

1 20.42 32.95 33.50 

29.56 30.23 31.82 

2 21.87 35.77 36.02 

3 20.40 no ct no ct 

4 21.13 31.20 32.45 

5 22.61 no ct no ct 

Darmlymphknoten, 11.8 g 

1 19.96 no ct no ct 

28.45 33.48 34.92 

2 18.97 26.96 27.22 

3 20.97 31.11 32.12 

4 19.02 no ct no ct 

5 19.88 no ct no ct 

Darmlymphknoten, 15.2 g 

1 24.03 no ct no ct 

27.87 25.78 26.18 

2 22.85 no ct no ct 

3 20.36 28.21 26.79 

4 19.93 no ct no ct 

5 21.73 no ct no ct 

Lungenlymphknoten 7.6 g 

1 19.64 no ct no ct 

25.57 29.67 30.33 

2 23.10 38.77 38.97 

3 20.08 32.35 33.56 

4 18.64 no ct no ct 

5 19.00 no ct no ct 

Lungenlymphknoten 6.5 g 

1 24.04 28.08 29.34 

25.18 31.51 32.03 

2 23.36 no ct no ct 

3 17.77 no ct no ct 

4 21.75 no ct no ct 

5 20.57 24.78 25.96 

 

Fünf Lymphknoten verschiedenen Gewebeursprungs mit unterschiedlichem 
Gewicht wurden artifiziell mit M. bovis BCG beimpft (siehe Publikation, 
Abschnitt „Methods“). 
Die Ergebnisse der real-time PCR sind in der Tabelle zusammengefasst und die 
ermittelten Ct-Werte ergeben sich als Durchschnittswerte aus einem 
Dreifachansatz pro Probe. 
Von 25 Proben, die mittels des Protokolls aus der Amtlichen Methodensammlung 
untersucht werden, konnten nur zehn Proben (40 %) als MTC-DNA positiv 
erkannt werden, während mit der MC alle fünf Lymphknoten (100 %) als MTC-
DNA positiv detektiert werden.
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