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I EINLEITUNG

In den Industrielandern gilt die Tuberkulose als nahezu ausgerottet und findet kaum noch
Beachtung, doch ihre globale Bedeutung als Infektionskrankheit und Zoonose hat sie dennoch
nie verloren. Die Tuberkulose (TB) des Menschen ist laut World Health Organisation (WHO)
neben AIDS die Infektionskrankheit, die am meisten Todesfalle fordert. J&hrlich werden
weltweit um die 9 Millionen Neuerkrankungen gemeldet und im Jahr 2015 wurden
1,8 Millionen tuberkulosebedingte Todesfalle verzeichnet (WHO, 2016). Nach Schatzungen
ist ein Drittel der Weltbevélkerung mit Tuberkulose infiziert, erkrankt jedoch héufig
zeitlebens nicht. Als Verursacher der Tuberkuloseinfektion gelten hierbei Mykobakterien des
Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes (MTC) (HAUER et al., 2012). Zu den Mitgliedern
des Komplexes gehoren auch die Erreger der Rindertuberkulose (bovine Tuberkulose, bTB)
Mycobacterium bovis und Mycobacterium caprae, die durch ihr zoonotisches Potenzial auch
fir humane Tuberkulosefalle verantwortlich sein kénnen (DARAI et al., 2012). Obwohl
Deutschland seit 1996 offiziell frei von Rindertuberkulose ist, die als anzeigepflichtige
Tierseuche gilt, verursacht diese Tierseuche neben der Auswirkung auf die Tiergesundheit
und Produktivitdt auch erhebliche volkswirtschaftliche Schaden und erfordert
BekampfungsmalRnahmen zum Schutz von Mensch und Tier. Im Laufe der letzten Jahre
wurden vor allem im bayerischen und 0&sterreichischen Alpenraum wieder verstarkt
Ausbriiche von Rindertuberkulose durch M. caprae gemeldet (DOMOGALLA et al., 2013).
Auch beim Rotwild wurden M.-caprae-Infektionen in den Alpenregionen von Osterreich,
Italien und Bayern seit einigen Jahren vermehrt dokumentiert (FINK et al., 2015).
Wildtierreservoire stellen eine permanente Infektionsgefahr und ein potenzielles Risiko fir
einen Erregeraustausch zwischen Rind und Wildtieren auf der Weide dar (SCHOEPF et al.,
2012). Um Aussagen uber das Infektionsgeschehen in einer Reservoirwirtpopulation oder
uber spontane Infektionsereignisse bei anderen empfinglichen Spezies (,,spill over®), sowie
uber eine Erregerlibertragung zwischen Reservoirwirten, wie z. B. Rind und Rotwild treffen
zu konnen, ist der epidemiologische Hintergrund der Tuberkuloseinfektionen von besonderer
Bedeutung (VAN SOOLINGEN, 2001). Epidemiologische Uberwachungsprogramme konnen
zu einer effizienten Seuchenbek&mpfung beitragen, setzen allerdings eine sichere und
moglichst prézise Pathogen-Differenzierung voraus. Die genetische und phénotypische
Vielfalt von M. caprae ist bislang noch nicht hinreichend bekannt und erschwert eine schnelle
und sichere Charakterisierung des Erregers. Erst vergleichende Gesamtsequenzanalysen von

mykobakteriellen Genomen des MTC haben spezifische Unterscheidungs-Regionen (Region
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of Difference, RD) nachgewiesen und in M.-caprae-Isolaten aus Wild- und Nutztieren konnte
durch gezielte PCR-Anséatze eine diagnostisch nutzbare, robuste genomische Heterogenitét in
der RD4-Region gezeigt werden (DOMOGALLA et al., 2013, RETTINGER et al., 2015).

Der erste Teil dieser Arbeit zeigt die Mdéglichkeit, eine schnelle und einfache Subtypisierung
von M.-caprae-Isolaten anhand der genetischen, fir M.-caprae-spezifischen RD4-Region
vorzunehmen. Es wurde ein Multiplex-RD4-PCR-Ansatz entwickelt, der eine schnelle und
gleichzeitige Differenzierung der bisher bekannten RD4-Variationen erlaubt und die
Einordnung von M.-caprae-Isolaten in drei RD4-Subtypen (Allgéu, Karwendel und Lechtal)
ermoglicht. Hierfir wurden 241 M.-caprae-Isolate aus Wild- und Nutztieren differenziert.
Ferner konnte die geographische Verteilung der drei RD4-Subtypen in Rind und Rotwild

gezeigt werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Gesamtgenomsequenzierung von M.-
caprae-Isolaten, die erstmals Einblick in die genetische Diversitdt des Erregers gibt und
epidemiologische Aussagen zur Infektionskette beim Rind mit Hinweisen zur bakteriellen
Evolution von M. caprae ermdglicht hat. Es wird erstmalig eine Gesamtgenom-Sequenz von
M. caprae veroffentlicht, die aus Isolaten von Rindertuberkuloseféllen aus dem bayerischen
Alpenraum stammen. Diese M.-caprae-Genomsequenz ermoglicht weltweit, als nahezu
vollstandige Referenzsequenz, die molekularbiologische Feincharakterisierung von M.-
caprae-Genomen und hilft ferner, spezifische Bekdmpfungsstrategien gegen diese Art der
Rindertuberkulose zu etablieren. Im Rahmen der gesamten Studie wurden die Genome von
iiber 300 M.-caprae-Tierisolaten aus Bayern und Osterreich sequenziert. Die Feinanalyse der
Genomsequenz im Bereich der RD4-Region identifizierte weitere Variationen, die bisher
unbekannt waren und das geographische Vorkommen bei Isolaten der Wirtstiere konnte
ebenfalls gezeigt werden. Zudem konnten detaillierte und prazise Informationen Uber die
molekulare Epidemiologie der Rindertuberkulose in Rinderbetrieben, die mehrfach bTB-Falle
aufwiesen, gewonnen werden. Hierzu wurden spezifische genomweite einzelne Mutationen
(single nucleotide polymorphisms, SNPs) als Diversitdtsmarker in den M.-caprae-Genomen
identifiziert und fur die Charakterisierung von phylogenetischen Populationsstrukturen in acht
Rinderbetrieben verwendet. Die resultierenden Erkenntnisse lieBen auf Ubertragungswege
von M.-caprae-Erreger schlielen und zeigten einen Rind-zu-Rind Erregeraustausch als den
dominanten bTB-verursachenden Faktor in den untersuchten Rinderbetrieben auf. Ferner
konnte eine M.-caprae-Infektion durch die rdumliche und zeitliche S6mmerung von Rindern

auf alpinen Weiden nachgewiesen werden.
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I LITERATURUBERSICHT

1 Die Geschichte der Tuberkulose

Die Tuberkulose, auch umgangssprachlich als ,,Schwindsucht® (Phthisis) bezeichnet und
gepréagt von Hippokrates (ca. 460-375 v. Chr.), gilt als eine der &ltesten Infektionskrankheiten
der Menschheit (SUERBAUM et al., 2012). Im Jahre 1689 verwendet der englische Arzt
Thomas G. Morton in seiner ,,Phthisiologia“ den Ausdruck ,,Tuberkel” (Hocker, Knotchen),
um die charakteristischen Ldsionen der Lungenschwindsucht zu beschreiben (MORTON,
1689). 1832 leitete Johann Lucas Schonlein in seiner ,, Lehre von der Tuberkulose* daraus
den Begriff ,,Tuberkulose ab (GFG, 1988). Im 16./17. Jahrhundert ging ein Viertel aller
Todesféalle auf Tuberkulose zurlick, und im 19. Jahrhundert war die ,,weile Pest” die
haufigste Todesursache bei Erwachsenen in Europa (SUERBAUM et al., 2012). Die wohl
altesten Tuberkulosefunde von 17.870 +/- 230 Jahre BP (before present, Kalenderjahre vor
1950) stammen aus mumifizierten Knochen einer ausgestorbenen Bisonart aus dem ,,Natural
Trap Cave® in Wyoming und wurden spiter durch Rothschild et al. als Tuberkulose
identifiziert (ROTHSCHILD et al., 2001). Jedoch wurden fast alle der human-spezifischen
Tuberkuloselinien in Afrika gefunden, und nur einige wenige wurden anderenorts isoliert
(ACHTMAN, 2016). Im Jahre 1882 verkindete Robert Koch vor der Berliner
Physiologischen Gesellschaft erstmals, den Erreger der Tuberkulose (Tuberkelbacillus)
entdeckt zu haben (KOCH, 1932). Robert Koch konnte den Erreger der Volksseuche
(Koch’scher Bacillus) durch Fiarbung, Ziichtung in Reinkultur und Tierversuchen nachweisen,
und erst vierzehn Jahre spater wurde durch Lehmann und Neumann erstmalig die Gattung
Mycobacterium beschrieben (LEHMANN & NEUMANN, 1896).

Abbildung 1: Karikatur nach Heinrich
Zille: ,,Atsch! Wenn ick will, kann ick

Blut in Schnee spucken!“
(GRUNDMANN & FRIEDRICH, 2012)
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2 Das Genus ,,Mycobacterium¢

2.1  Taxonomie und Morphologie

Mykobakterien gehdren der Ordnung der Actinomycetales an und zdhlen zu der Familie der
Mycobacteriaceae. Die Gattung Mycobacterium umfasst derzeit mehr als 150 Arten. Sie
zeichnen sich durch unbewegliche, gerade oder leicht gekrimmte, stédbchenférmige,
séurefeste, sporenlose grampositive Bakterienzellen mit einer Breite von 0,2 bis 0,7 um und
einer Lange von 1 bis zu 10 um aus (ROLLE & MAYR, 1993). In &lteren Kulturen kénnen
auch mycelartige Verzweigungen gebildet werden oder filamentose Formen auftreten, die
dem Namen ,,Mykos: Pilz*“ zugrunde liegen, die aber leicht in stdbchen- oder kokkenférmige
Zellen (Kugelbakterien) zerfallen (AMANN-VESTI, 2006). Auf der Eigenschaft der Bildung
von verzweigten Zellen (Mycelien) beruht auch der Name der Aktinomyzeten
(,,Strahlenpilze* vom griechischen ,,aktis“ der Strahl und ,,mykes* der Pilz) (HARZ, 1877).

Die wichtigsten Gattungsmerkmale sind in Tabelle 1 aufgezeigt.

Tabelle 1: Die Gattungsmerkmale von Mykobakterien

Merkmal Auspragung

Gramfarbung positiv (aber schlechte GRAM Anfarbbarkeit)
O,-Toleranz aerob, mikroaerophiles Wachstum mdglich
Kohlenhydratverwertung oxidativ

Sporenbildung nein

Beweglichkeit unbeweglich

Besonderheiten lipidreiche Zellwand, Saurefestigkeit

Angaben nach Suerbaum et al. (SUERBAUM et al., 2012)

2.2 Zellwand

Der Aufbau der mykobakteriellen Zellwand entspricht einer grampositiven Zellwand mit der
ublichen mehrschichtigen Peptidoglykanschicht. Jedoch sind Mykobakterien relativ
widerstandsfahig gegenuber der Gram-Farbung, aufgrund eines an die Peptidoglykanschicht
aufgelagerten Polymers aus Arabinose und Galaktose (Arabino-galactan), an das wiederum
verschiedene kovalent gebundene, langkettige Lipide (u.a. Mykolséuren) gebunden sind
(DOVER et al., 2004). Entsprechend charakteristisch ist die Alkohol- sowie S&urefestigkeit

der mykobakteriellen Zellwand, die in einigen Entwicklungsstadien durch eine sdurefeste
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Ziehl-Neelsen-Farbung zu beobachten ist, d.h. die Zellen sind widerstandsféahig gegen eine
Saure-Alkohol-Entfarbung nach einer Fuchsin-Phenol-Farbung und einer anschlielenden
Anféarbung mit Methylenblau (BRENNAN & NIKAIDO, 1995). Die lipidreiche Zellwand der
Mykobakterien dient als wirkungsvolle Permeabilitatsbarriere fiir viele Molekdle und tragt so
zu einer hohen Resistenz gegenuber vielen Antibiotika bei (BRENNAN & NIKAIDO, 1995;
DANILCHANKA et al., 2008) oder auch als physikalischer Schutz gegen intrazellulére
Phagozytose (WANG et al., 2000). In pathogenen Spezies wird diese duRere Zellwand auch
zur Interaktion mit der Wirtszelle genutzt oder ist an der Immunantwort und Virulenz beteiligt
(COX et al., 1999; STROHMEIER & FENTON, 1999; KAN-SUTTON et al., 2009). Die
einzelnen Bestandteile der mykobakteriellen Zellwand sind in Abbildung 2 gezeigt.

Capsule

8-10 nm

Mycolic acid
|v1)‘(‘r or
mycomembrane

 — P |

% c_:,\{’;' & -’_"‘——‘;":r b

e::::—-:;( ;s;:_*,:—c:_': (

T— 2 S ) — Peptidoglycan
w"\ S — Y

Arabinogalactar

4 nm

Inner me H' rane

Abbildung 2: Schematische Darstellung der mykobakteriellen Zellwand nach
Abdallah et al. Die Zellwand besteht hauptséachlich aus einem grof3en Zellwandkern, der
drei kovalent gebundene Strukturen enthélt: Peptidoglykan (grau), Arabinogalactan
(blau) und Mykolsauren (grun). Die kovalente Verknupfung der Mykolsauren ergibt
eine hydrophobe Schicht mit einer extrem niedrigen Fluiditat. Diese Schicht wird auch
als Mykomembrane bezeichnet. Der &uBere Teil der Mykomembrane enthalt
verschiedene Lipide (u.a. Cord Faktor), in welche die Mykolsduren eingelagert sind und
welche meist spezifisch fur Mykobakterien sind. Die daufBere Schicht wird als Kapsel
bezeichnet und enthalt hauptsachlich Polysaccharide (Glucan und Arabinomannan)
(ABDALLAH et al., 2007)
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Fir die Zuordnung eines Organismus zum Genus Mycobacterium wurde neben der a) Saure-
Alkohol-Festigkeit und der b) Mykolséure-Einlagerung in der Zellwand, die durch Pyrolyse in
Fettsdauremethylester mit einer Kohlenstoffatom-Kettenlange von C,, zu Cys gespalten werden
kann, noch ein drittes Standardkriterium festgelegt; c) ein Guanin-/Cytosin- (G/C)-Gehalt der
DNA von 61 bis 71 mol Prozent (LEVY-FREBAULT & PORTAELS, 1992).

2.3  Vorkommen und Einteilung

Die meisten Mykobakterienspezies sind obligat aerob lebende Saprophyten mit einem
chemoorganotrophen Energiestoffwechsel, die ubiquitir in der Natur (Boden, Gewasser)
verbreitet sind und treten in der Regel nur unter bestimmten Bedingungen als pathogene
Infektionserreger bei Mensch und Tier auf (KONICKOVA & PODOIJIL, 1983; ROLLE &
MAYR, 1993). Man unterscheidet zwischen schnell wachsenden (,,rapid growers®) und
langsam wachsenden Spezies (,,slow growers®) (STAHL & URBANCE, 1990). Die
Unterscheidung hierbei beruht darauf, ob ein sichtbares Wachstum von isolierten Kolonien
auf einem festen Medium unter optimalen Inkubationstemperaturen nach mehr oder weniger
als sieben Tage gezeigt wird. AuBerdem sind langsam wachsende Mykobakterien, im
Gegensatz zu den schnell wachsenden Arten, nicht imstande, auf Standardmedien, wie
Nahragar oder Peptonagar, zu wachsen (LEVY-FREBAULT & PORTAELS, 1992). Die
meisten (obligat oder fakultativ) pathogenen Krankheitserreger sind unter den langsam
wachsenden Mykobakterien zu finden, hingegen sind viele der schnell wachsenden
Mykobakterien apathogen (DWORKIN et al., 2006). Interessanterweise besitzen ,,slow
growers nur einen Satz an RNA-codierenden Genen, wihrend ,,rapid growers* mindestens
zwei Kopien dieser RNA-codierenden Gene besitzen (BERCOVIER et al., 1986). Darlber
hinaus kénnen durch Vergleiche in der 16S-rRNA-Sequenz eindeutig die schnell wachsenden
Mykobakterien von den langsam  wachsenden  Spezies abgetrennt  werden
(STACKEBRANDT & SMIDA, 1988; STAHL & URBANCE, 1990). Die Unterteilung der
Mykobakterien erfolgt in die a) nicht tuberkulésen Mykobakterien (NTM), die auch als
Mycobacteria other than tuberculosis (MOTT) bezeichnet werden, die b) obligat pathogenen
Erreger der Tuberkulose, die unter dem Mycobacterium-tuberculosis-Komplex (MTC)
zusammengefasst werden und die c) obligat humanpathogene Spezies M. leprae
(NEUMEISTER et al., 2009). Der Erreger M. leprae ist die einzige Spezies des Genus
Mycobacterium, die nicht kultivierbar ist. Die Spezies beschrénkt sich hauptséchlich auf den

indischen Subkontinent, Teile Asiens und Lateinamerika. Nach einer Infektion treten meist
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schwere Verstimmelungen der GliedmaRen, chronische Geschwirbildungen und Anésthesien
auf (GILLEN, 2007).

3 Der Mycobacterium-tuberculosis-Komplex (MTC)

3.1 Mitglieder des MTC

Der Begriff ,,Mycobacterium-tuberculosis-Komplex“ (MTC) fasst genetisch nahverwandte,
obligat pathogene Erreger der Tuberkulose zusammen (BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et
al., 2002). Die Mitglieder des MTC haben einen hohen Grad an genetischer Homogenitét
(99,9 %), weisen einen niedrigen Genpolymorphismus auf und zeigen eine fast identische
16 rRNA Sequenz. Ein horizontaler Gentransfer und Rekombinationsereignisse sind im MTC
sehr selten, dennoch sind phéanotypische und Wirtsunterschiede zu beobachten
(SREEVATSAN et al., 1997; BROSCH et al., 2002; HUGHES et al., 2002; GUTACKER et
al., 2002; MCEVOY et al., 2012). Die Mitglieder des MTC représentieren eine Gruppe von
Arten oder Okotypen (AMANN-VESTI, 2006), die rein parasitar leben und sich in der
Umwelt nicht vermehren. Hierzu zahlen M. tuberculosis, M. africanum, M. canettii,
M. microti, M. pinnipedii, M. caprae, M. bovis, und der Impfstamm M. bovis Bacille-
Calmette-Guérin (BCG) (VAN SOOLINGEN et al., 1994; BROSCH et al., 2002;
MOSTOWY et al., 2002; HUARD et al., 2006). M. mungi und M. orygis wurden im Jahr
2010 und 2012 als neue Spezies mit in den MTC aufgenommen (ALEXANDER et al., 2010;
VAN INGEN et al., 2012). M. tuberculosis und M. africanum sind fir den GroBteil der
humanen Tuberkulosefélle verantwortlich, wobei M. tuberculosis auch bei Rindern
nachgewiesen werden konnte (TESINK, 1970; BERG et al., 2009; THAKUR et al., 2012).
Die klassischen Rindertuberkulose-verursachenden Arten M. bovis und M. caprae spielen die
wichtigste Rolle bei Nutztieren und Wildwiederkauern. Diese beiden Spezies mit ihrer grof3en
Anpassungsfahigkeit zeigen jedoch ein breites Wirtsspektrum und kommen als
Krankheitserreger bei einer Vielzahl von Tierarten sowie beim Menschen vor (O'REILLY &
DABORN, 1995; GRANGE, 2001). M. bovis konnte in Portugal beim Wildschwein (Sus
scrofa) (SANTOS et al., 2009), in Frankreich im Wildtierbestand beim Fuchs (Vulpus vulpus)
und Rehwild (Capreolus capreolus) (ZANELLA et al., 2008), im Dofiana National Park in
Spanien beim Rotwild (Cervus elaphus) (GORTAZAR et al., 2008), in England im Dachs
(Meles meles) (JENKINS et al., 2008) oder auch in Sudafrika beim Nashorn (Diceros bicornis
minor) (ESPIE et al., 2009) nachgewiesen werden. Zu beachten ist dabei aber immer, ob es

sich um Reservoirwirte oder zufallige Ubertragungsereignisse (,,spill over) handelt. Bevor
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die standardmalige Pasteurisierung von Milch im Jahr 1947 eingefiihrt wurde, war M. bovis
oft fir die humane Tuberkuloseerkrankung verantwortlich (COLE, 2002; AMANN-VESTI,
2006).

Auch M. caprae ist als Verursacher von Tuberkuloseinfektionen beim Mensch (KUBICA et
al., 2003; CVETNIC et al., 2007; RODRIGUEZ et al., 2009; NEBREDA et al., 2016), im
Nutztierbestand beim Rind (Bos taurus) (PRODINGER et al., 2005) und auch im
Wildtierbestand beim Rotwild (Cervus elaphus) (PRODINGER et al., 2002), in der Ziege
(Capra aegagrus hircus), im Schwein (Sus scrofa domestica), im Fuchs (Vulpus vulpus)
(RODRIGUEZ et al.,, 2011), im Wildschwein (Sus scrofa) und auch im Kamel
(Camelus ferus) (ERLER et al., 2004) und anderen Zootieren (PATE et al., 2006) beschrieben

worden.

Die weiteren, weniger bekannten Mitglieder des MTC sind M. microti (Wahlmaus) und der
mit ihm nahverwandte Erreger M. pinnipedii (Robbe), der oft falschlicherweise auch als M.-
bovis-Subspezies identifiziert wird (PALOMINO et al., 2007). Ein etwas ausgefallener
Vertreter des MTC ist M. canettii, der nur sporadisch fir Tuberkulosefalle verantwortlich ist
und lediglich bei Patienten aus der Gegend vom ,,Horn von Afrika“ isoliert worden ist. Dieser
Vertreter ist molekulargenetisch wesentlich vielféltiger als die anderen Mitglieder des MTC
und zeigt neben eines groReren Genoms auch einen deutlichen horizontalen Genaustausch
(SUPPLY et al., 2013). Die anderen Mitglieder des MTC wurden alle nur selten beschrieben,
wie M. mungi (Mungo) (ALEXANDER et al., 2010) oder M. orygis (Antilope) (GEY VAN
PITTIUS et al, 2012) und eine, als vorldufig ,,Schimpansenbazillus“ bezeichnete
Abstammungslinie des MTC (COSCOLLA et al., 2013). Der attenuierte M.-bovis-BCG-
Stamm wurde aus dem virulenten Wildtyp Tuberkelbazillus M. bovis abgeleitet und wird teils

noch als Impfstoff zur Pravention von Tuberkulose verwendet (GUERIN, 1953).

3.2  Ausgewahlte Vertreter des MTC

3.2.1  Mycobacterium caprae

M. caprae ist erst seit 2003 als eigenstandige Spezies im MTC anerkannt (ARANAZ et al.,
2003). Zuvor war M. caprae unter dem Namen M.-tuberculosis-Subspezies M. caprae
vertreten (ARANAZ et al., 1999), spater wurde die Spezies unter der Bezeichnung M.-bovis-
Subspezies M. caprae falschlicherweise zu M. bovis gezahlt (NIEMANN et al., 2002).
M. caprae konnte erstmals 1999 aus einer Ziege isoliert werden, die damals noch als
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Hauptwirt galt (GUTIERREZ et al., 1995; ARANAZ et al., 1996). M.-caprae-Funde wurden
in Spanien, Osterreich (PRODINGER et al., 2002), Frankreich (HADDAD et al., 2001),
Deutschland (ERLER et al., 2004), Ungarn (ERLER et al., 2004), Italien, Slowenien (ERLER
et al., 2004) und der Tschechischen Republik (PAVLIK et al., 1998) gemeldet.

In bestimmten Regionen Mitteleuropas, in denen M. caprae als Hauptverursacher flr die
Rindertuberkulose vertreten ist, sind auch vermehrt humane M.-caprae-Félle zu finden
(PRODINGER et al., 2002; KUBICA et al.,, 2003; MOSER et al., 2014). Ferner zeigt
M. caprae in Deutschland eine unterschiedliche regionale Verteilung mit einem deutlichen
Nord-Sud-Gefélle, von weniger als 10 % in Norddeutschland und mehr als 80 % in
Stiddeutschland bzw. in den Grenzregionen Osterreichs (Abschnitt 4.1) (PRODINGER et al.,
2002; PALOMINO et al., 2007).

Zur Differenzierung M. caprae von den anderen Mitgliedern des MTC kann zum einen die
frihere Standardtechnik des DNA-Fingerprintings - die Analyse des RFLP (restriction
fragment length polymorphism) (Abschnitt 5.3.3) - verwendet werden, in dem M. caprae ein
sehr spezifisches DNA-Fingerprinting-Muster zeigt. Zum anderen zeigt die Methode des
Spoligotypings (Abschnitt 5.3.4) fur M. caprae einen charakteristischen Code und die Spezies
bildet durch fehlende Spacer-Regionen ein homogenes Cluster (ARANAZ et al., 2003). Nach
Erhalt der ersten Gesamtgenomsequenzdaten von M. caprae seit 2013 ist eine Differenzierung
von M.-caprae-Isolaten aus dem Alpenraum in drei Subtypen (Allgdu, Lechtal und
Karwendel) anhand der Présenz oder Absenz von Sequenzbereichen der RD4-Region moglich
geworden. Damit konnte auch eine Zuordnung der Subtypen zum Vorkommen in bestimmten
geographischen  Regionen  vorgenommen  werden  (Abschnitte 3.4 und 5.3.10)
(DOMOGALLA etal., 2013).

Es wurde angenommen, dass jiingere M.-caprae-Isolate einen kirzlich entstandenen Genotyp
reprasentieren. Jedoch von den bisher bekannten zoonotischen M.-caprae-Infektionen, liegt
das Durchschnittsalter der Patienten bei 66,1 Jahren. Daher ist eine Reaktivierung einer lang
zurickliegenden Infektion, bevor Kontrollmafnahmen zur Rindertuberkulose in den 50er
Jahren angewendet wurden, viel wahrscheinlicher, als die Annahme einer kirzlich
aufgetretenen Neuinfektion mit speziellen M.-caprae-Genotypen (PALOMINO et al., 2007).
Folglich war M. caprae bereits friher prasent und wurde nach der alten Nomenklatur als M.-
bovis-Subspezies gefiihrt. Erst neuere molekularbiologische Analysen der MTC Spezies
zeigen ferner, dass M. caprae phylogenetisch &lter als M. bovis sein dirfte (Abschnitt 3.4)
(BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2002).
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3.2.2  Mycobacterium-bovis-BCG-Lebendimpfstoff beim Mensch

Als im 18.Jahrhundert eine neue Entdeckung verdffentlicht wurde, in der eine Infektion mit
Kuhpocken zur Immunitat gegen Pocken beim Menschen fiihrte, setzte man grofle Hoffnung
in die Verwendung von M. bovis als Impfstoffkandidat. Der Erreger der Rindertuberkulose
sollte zur Entwicklung eines Impfstoffs gegen die menschliche Tuberkulose verhelfen.
Allerdings waren M.-bovis-Infektionen mit &hnlicher Konsequenz einer fatalen
Tuberkulosauspragung auf den Menschen Ubertragbar. Die franzésischen Forscher Albert
Calmette und Camille Guérin entwickelten aus einem urspriinglich pathogenen Stamm von
M. bovis ber 13 Jahre durch 230 Kulturpassagen einen abgeschwachten, attenuierten Stamm
Bazillus-Calmette-Guérin (BCG), oder auch M. bovis BCG genannt (GUERIN, 1953).
M. bovis BCG wurde erstmals im Jahre 1921 an Menschen verabreicht. In vielen L&ndern, vor
allem in Entwicklungslandern, ist er heute noch als Lebendimpfstoff weit verbreitet und wird,
obwohl in diesen Landern eine starke Verbreitung von HIV-Infektionen vorherrscht, zur
Tuberkuloseprophylaxe eingesetzt. Durch diese Kombination von HIV-Pravalenz und
Tuberkuloserisiko ist es moglich, dass Kinder mit unentdeckter HIV-Infektion eine BCG-
Impfung erhalten und hierdurch Schaden nehmen kénnen (HESSELING et al. ,2007; 2009).
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat sich dafur ausgesprochen, die BCG-Impfung in
Landern mit hohem Tuberkuloserisiko dennoch unmittelbar nach der Geburt der Kinder
durchzufiihren (WHO, 2007). In Deutschland wird seit 1998, auf Anraten des Robert-Koch-
Institutes (RKI), die Impfung aufgrund von Nutzen- und Risikoabwégung nicht mehr
verabreicht. Ein weiterer Grund fir die Einstellung der Tuberkuloseimpfung in
Industrielandern war die erschwerte Tuberkulose-Diagnostik bei Geimpften. Nach einer
BCG-Impfung liefert ein Tuberkulin-Test tber viele Jahre oftmals falsch-positive Ergebnisse,
und somit fehlte ein wichtiges diagnostisches Mittel zum sicheren Nachweis tiber den Kontakt
mit virulenten Tuberkulosebakterien (COHN, 2001). Die jahrelange Subkultivierung von
M. bovis BCG fihrte zu genetischen Polymorphismen, Deletionen und daraus resultierenden
regulatorischen Mutationen (MAHAIRAS et al., 1996). Dennoch kann auch die Infektion mit
M. bovis BCG beim Menschen zu einer Lungentuberkulose fiihren (JIANG et al., 2015).
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3.3 Das mykobakterielle Genom

3.3.1 Das Genom von Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis und

Mycobacterium caprae

Die vollstandige Sequenzierung der Genome von M. tuberculosis H37Rv im Jahr 1998
(COLE et al., 1998) und M. bovis im Jahr 2003 (GARNIER et al., 2003) brachte erste
eindeutige Einblicke in die Evolution, Wirtsspezifitit und Pathobiologie dieser beiden
Mitglieder des MTC. Bei M. bovis handelte es sich um den klinischen Stamm M. bovis
AF2122/97, der 1997 aus einem Rind in Grol3britannien isoliert wurde. M. tuberculosis wurde
1905 aus einer humanen Probe isoliert, und 1934 erfolgte die Unterteilung in den virulenten
H37Rv- und den avirulenten H37Ra-Stamm (STEENKEN et al., 1934). M. tuberculosis
H37Rv ist der am h&ufigsten verwendete pathogene Stamm in der Tuberkuloseforschung
(MEDIGUE et al., 2002). Das Genom von M. tuberculosis H37Rv besteht aus 4.411.532 bp
(Tabelle 2) (COLE et al., 1998; SMITH, 2003; ZHENG et al., 2008). Es wurden 3.995 offene
Leseraster (open reading frame, ORF) identifiziert und mit Rv-Nummern durchnummeriert
(COLE et al., 1998). In einer fir das M.-tuberculosis-H37Rv-Genom erstellten Datenbank
(TubercuList) konnen Informationen tber den speziellen Gen-Namen, die Genposition im
Genom, die Funktion der Gene und die Nukleotidsequenz abgerufen werden (COLE et al.,
1998; MEDIGUE et al., 2002). Das M.-tuberculosis-H37Rv-Genom mit seinen ca. 4000
Genen (COLE et al., 1998; SMITH, 2003) enthalt alleine 200 Gene, die fir Enzyme des
Fettsdurestoffwechsels kodieren. Hundert dieser Enzyme sind fiir die [-Oxidation von
Fettsauren verantwortlich, und es wird diskutiert, dass die groRe Anzahl an Enzymen dem
Pathogen ermdglicht, im Gewebe des infizierten Wirts zu wachsen (SMITH, 2003). Kurz
nach der Genom-Verdffentlichung wurden 41 ,Variable Number of Tandem Repeats*
(VNTR)-Loci identifiziert (SUPPLY et al., 2000) und als MIRU (mycobacterial interspersed
repetitive units) 1 bis 41 bezeichnet, wovon 12 polymorph in M. tuberculosis H37Rv sind.
Insgesamt sind seither 59 polymorphe VNTR-Loci identifiziert worden (RORING et al.,
2002; SMITTIPAT et al., 2005). Im Genom von M. tuberculosis H37Rv liegen die meisten
der Insertions-Sequenzen zwischen Genen (intergenic) oder in nicht-kodierenden Regionen,
und viele dieser Sequenzen sind zu Clustern zusammengefasst. Diese Hot-Spots von
Insertionen verhindern eine Inaktivierung von nachfolgenden Genen (COLE et al., 1998). Im
Jahr 2002 wurde nach langer in-vitro-Kultivierung des Laborstamms H37Rv die
Gesamtgenomsequenz von einem weiteren M.-tuberculosis-Stamm  verdffentlicht -
M. tuberculosis CDC1551 (FLEISCHMANN et al., 2002). Die GenomgroRe des
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M. tuberculosis CDC1551 entspricht 4.403.836 bp und es wurden 4.249 ORFs identifiziert,
jedoch ist die ORF Anzahl Algorithmus-abhéngig (GARNIER et al., 2003).

Das 2002 veroffentlichte Gesamtgenom von M. bovis AF2122/97 weist mit einer
Genomgrolie von 4.345.492 bp das kleinste Genom im MTC auf und ist in einem einzigen
kreisformigen Chromosom mit einem durchschnittlichen G/C Gehalt von 65,63 %
angeordnet. Das Genom enthalt 3.952 kodierende Gene, die fur Proteine, einschlieRlich eines
Prophagen und 42 1S-Elementen codieren. Die Nukleotidsequenz zeigt eine 99,95%ige
Ubereinstimmung mit dem von M. tuberculosis H37Rv und M. tuberculosis CDC1551 mit
einem identischen G/C Gehalt von 65,63 %. Beweise fur zusétzliche Translokationen,
Duplikationen oder Inversionen wurden im M.-bovis-Genom nicht gefunden. Bei M. bovis
wurde nur ein Genlocus (TbD1) identifiziert, der in den meisten M.-tuberculosis-Stammen
hingegen fehlt. Hauptsachlich Deletionen haben die GenomgroRe von M. bovis verringert. Es
wurden elf Deletionen im Genom von M. bovis gefunden, die eine GrolRenspanne von ca.
1 bis 12.7-kb aufweisen. Im Vergleich zu den beiden M.-tuberculosis-Stammen wurden
weniger potentiell proteincodierende Gene gefunden und Uber 2.420 SNPs identifiziert. Im
Allgemeinen zeigen Zellwandkomponenten und sekretorische Proteine groRere Variationen
(GARNIER et al., 2003).

Auch avirulente BCG-Stamme, wie beispielsweise M. bovis BCG-Pasteur 1173P2 (BROSCH
et al., 2007) und BCG-Tokyo (SEKI et al., 2009) zeigen aufgrund zahlreicher Deletionen
kleinere ~ GenomgroRen  (Tabelle2) im  Vergleich zur  Genomsequenz  von
M. tuberculosis H37Rv (PHILIPP et al., 1996; PAN et al., 2011). Dennoch ist das M.-bovis-
BCG-Genom aufgrund zweier unabhangiger Tandem-Duplikationen, DU1 und DU2 nahezu
30 kb groRer, als das Genom von M. bovis AF2122/97 (BROSCH et al., 2000; 2007).
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Tabelle 2: Vergleich der Genome von verschiedenen M.-tuberculosis- und M.-bovis-

Stammen
GenomgroRe  Codierende  G/C Gehalt  SNPsim Vergleich zu
Stamm (bp) Gene D) M. bovis AF2122/97
M. tuberculosis H37Rv 4411532 399% 65,6 2437
M. tuberculosis CDC1551 4.403.836 4249 65,6 2423
M. bovis AF2122/97 4345492 3952 65,6 -
M. bovis BCG-Pasteur 1173P2 4374522 394 65,6 736
M. bovis BCG-Tokyo 4371711 3950 b[e\lljz;.lr::]t be'\'l:;':]‘;t

Angaben nach COLE et al., 1998; GARNIER et al., 2003; BROSCH et al., 2007 und SEKI et
al., 2009

M. caprae konnte im Jahr 1999 erstmals in Spanien in einer Ziege nachgewiesen werden und
wurde anfangs noch zu einer Subspezies von M. tuberculosis (ARANAZ et al., 1999) und
spater von M. bovis gezahlt (NIEMANN et al., 2002). Seit 2003 wird M. caprae aufgrund von
SNPs in bestimmten Genen sowie Deletionen und der Existenz spezieller, langerer
Sequenzabschnitten (Regions of Difference, RDs) als eigenstdndige Spezies im MTC
definiert (ARANAZ et al.,, 2003) - nicht zuletzt auch aufgrund phylogenetischer
Untersuchungen des MTC, mit dem Ergebnis, dass M. caprae phylogenetisch alter als
M. bovis sein kann (BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2002). Im Jahr 2013 konnte
von Domogalla et al. fur Isolate aus dem Alpenraum gezeigt werden, dass in der Spezies
M. caprae verschiedene Subtypen mit unterschiedlichen Deletionen in der RD4 vorkommen.
Demzufolge wurden drei Subtypen ,,Allgdu®, ,,Karwendel* und ,,Lechtal® benannt, die sich
durch verschiede PCR Ansdtze unterscheiden lassen (DOMOGALLA et al.,, 2013;
RETTINGER et al., 2015). Im Jahr 2015 wurden erstmals die Contigs eines M.-caprae-
Wildtyps, der aus einer Ziege isoliert wurde, verdffentlicht (LA FUENTE et al., 2015 b). In
einer weiteren Veroffentlichung wvon LaFuenteetal. zeigte der Genomvergleich
verschiedener Genomregionen von M. tuberculosis mit M. bovis bzw. M. caprae
Unterschiede in der Genomsequenz (SNPs), einschlieBlich ganzer Genfamilien, die fiir die
bakterielle Infektion und Ubertragung wichtig sind und unterstiitzt M. caprae als eine
bedeutende, separate Spezies im MTC (Abschnitt 3.8) (LA FUENTE et al., 2015 a).
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3.4 Region of Difference (RD)-Regionen

Im mykobakteriellen Genom wurden durch vergleichende Genomanalysen zwischen den
Referenzstdammen M. tuberculosis H37Rv und M. bovis BCG-Pasteur variable Regionen (RD-
Regionen, Region of Difference) identifiziert (GORDON et al., 1999), die ihren Ursprung in
synonymen LSPs (Large Sequenz-Polymorphisms) finden (Abschnitt 5.3.6) (BEHR, 2001;
HIRSH et al., 2004; ALLAND et al., 2007; BORITSCH et al., 2014). Insgesamt wurden
durch verschiedene molekularbiologische Techniken und Vergleiche von Genomsequenzen
14 RDs identifiziert, die in den Genomen der MTC-Mitglieder unterschiedlich vorhanden
sind. Diese RDs sind Genomsequenzen mit einer Lange von 2 - 12,7-kb, durch die eine
Speziesdifferenzierung erfolgen kann (BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2002). In
den Genomen von M. tuberculosis und M. canettii sind alle RD-Sequenzen vorhanden, und
daher wird eine Entwicklung der anderen MTC-Mitglieder aus diesen beiden Stdmmen
angenommen. Eine evolutiondre Einordnung mit einem moglichen Evolutions-Stammbaum
fir den MTC kann erstellt werden, indem man davon ausgeht, dass die jeweilige RD-Sequenz
im Vorgangerstamm vorhanden ist (Abbildung 3) (BROSCH et al., 2002).

lNumerous polymorphisms in housekeeping genes I }M_ canettii

M. tuberculosis, ancestral
TbD1 » M. tuberculosis, modem
M. africanum WA-1

M. africanum WA-2

N-RD25%s M. mungi

mmpl6%°' AAG Dassie bacillus
RD12°V || V2042%GOC |t M. orygis
RD1™e % M. microti
RO M. pinnipedii
—
RD13
M. caprae
S
RD4 )
M. bovis
1BCG )
BS M. bovis BCG Tokyo

M. bovis BCG Pasteur

Abbildung 3: Phylogenetischer Stammbaum des MTC aufgrund des Vorhandenseins
oder Fehlens von RD-Regionen und SNPs im Genom der MTC-Mitglieder. Die
Deletionen der RD-Regionen und SNPs in den jeweiligen Genen sind als Quadrate
dargestellt. Der Stammbaum basiert auf Brosch et al. (BROSCH et al., 2002) und wurde
durch van Ingen et al. (VAN INGEN et al., 2012) und Domogalla (DOMOGALLA, 2014)

modifiziert
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Das M. bovis Genom besitzt trotz seiner kleinen GenomgroRe im Vergleich zu anderen
Mitgliedern des MTC das breiteste Wirtsspektrum (BROSCH et al., 2001). Jedoch wird diese
Wirtsadaptation nicht etwa durch zusétzliche neue M.-bovis-spezifische Virulenzgene
erreicht, sondern vielmehr durch Genverluste und geénderte Genexpressionen, bedingt durch
die zahlreichen Deletions-Ereignisse und Sequenzvariationen (BROSCH et al., 2001; 2002;
GARNIER et al., 2003). Die vergleichenden Sequenzanalysen zwischen M. tuberculosis
H37Rv und M. bovis BCG-Pasteur zeigten, dass der Deletions-bedingte DNA-Verlust bei
M. bovis BCG-Pasteur insgesamt 14 variable DNA-Regionen (RD1-14) betrifft (BROSCH et
al., 2002). Interessanterweise sind im virulenten M.-bovis-Wildtyp ebenfalls die meisten RD-
Regionen (RD4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 und 13) deletiert, jedoch im Vergleich zum attenuierten
M.-bovis-BCG-Stamm, bei dem die RD-Regionen 1, 2 und 14 ebenfalls deletiert sind, sind
genau diese RD-Regionen vorhanden (BROSCH et al., 2002; LEWIS et al., 2003). Die
wichtigste Deletion im attenuierten M.-bovis-BCG-Stamm stellt der Verlust der RD1-Region
dar, denn diese Region codiert fir das ESAT-6 Gen, welches eine wichtige Rolle bei der T-
Zellantwort des Wirts spielt (Abschnitt 3.4) (RENSHAW et al., 2002; LEWIS et al., 2003;
STOOP et al.,, 2011). M. bovis weist abgesehen von den attenuierten M.-bovis-BCG-
Stdammen, die finf RDs innerhalb von nur 50 Jahren durch intensive in-vitro-Passagierung
verloren haben (BEHR et al., 1999; TAYLOR et al., 2007 a) die meisten RD-Deletionen auf
und wird als das jungste pathogene Mitglied des MTC diskutiert (BROSCH et al., 2002;
GARNIER et al., 2003; TAYLOR et al., 2007 a). Die Hypothese einer M.-tuberculosis-
Abstammung von M. bovis nach der Rinderdomestikation (STEAD et al., 1995) wurde
demnach widerlegt (BROSCH et al., 2002; GARNIER et al., 2003; TAYLOR et al., 2007 a).

Die RD4-Region besteht aus einer 12,7-kb umfassenden Sequenz und die Absenz dieser RD4-
Region wurde in M. bovis als Unterscheidungsmerkmal zu M. caprae beschrieben.
Verschiedene PCR-Ansétze nutzen die fehlende RD4-Sequenz, um M. bovis von den anderen
Erregern des MTC abzugrenzen (GORDON et al.,, 1999; PINSKY & BANAEI, 2008;
HALSE et al., 2011). Die Deletionen in der RD5, RD6, RD7, RD8, RD9, RD10, RD12 und
RD13 wurden fur M. bovis und M. caprae beschrieben. Die RD4 galt als einziges
Unterscheidungskriterium bezogen auf die RD-Regionen zwischen M. bovis und M. caprae,
da in M. caprae die RD4 konserviert vorliegen soll (ARANAZ et al., 2003). Erst nach
einzelnen Gesamtgenomsequenzierungen konnte dieses Unterscheidungskriterium als
irreflhrend widerlegt werden. Es konnte gezeigt werden, dass im Genom von M. caprae die
RD4-Region zwar auch komplett erhalten vorliegen kann, jedoch auch unterschiedliche, sogar
die gesamte RD4-Region betreffende, Deletionen vorhanden sein kénnen (DOMOGALLA et
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al., 2013; 2014). Mittlerweile wurde auch in Spanien von RD4-negativen M.-caprae-Isolaten
berichtet (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2014).

3.5  Single nucleotide polymorphisms (SNPs) im MTC-Genom

SNPs sind neben Insertionen und Deletionen die hdufigste und detailgenaueste Form der
genetischen Variationsdefinition im MTC. Durch den Fortschritt in der DNA-Sequenzierung
konnen inzwischen tausende dieser einzelnen Nukleotid-Polymorphismen (SNPs) in
Klinischen Isolaten des MTC identifiziert werden. Insgesamt wurden 9.037 spezifische SNPs
durch Sequenzierung von 21 klinischen Stammen entdeckt (COMAS et al., 2010; STUCKI &
GAGNEUX, 2013; MULLER et al., 2014). SNPs kénnen Resistenzen verursachen und fir die
Virulenz verantwortlich sein. AulRerdem reprasentieren SNPs robuste Marker zur Herleitung
von Phylogenien und zur Spezies-Klassifizierung (GAGNEUX & SMALL, 2007). SNPs
kénnen aber auch zur Ermittlung von evolutionédren Distanzen zwischen Stdammen verwendet
werden, z.B. kann aus ihrem genetischen Abstand die abgelaufene Entwicklungszeit
abgeschétzt werden, wenn eine Mutationsrate bekannt ist (FORD et al., 2011).

Der Begriff ,,SNP* wird oft auch als Synonym fiir ,,Mutation®, ,,Polymorphismus* oder
,Substitution* verwendet, streng genommen ist die Anderung in einem einzelnen Basenpaar
jedoch eine Punkt-Mutation und geschieht durch Fehler wahrend der DNA-Replikation oder
als Folge von DNA-Schéden. Solche Mutationen sind im Ergebnis meist schadlich und selten,
da sie in der Regel (iber Reparationsmechanismen schnell entfernt werden. Hingegen kénnen
auch niitzliche ,,positive® Mutationen durch ,,positive® Selektion auftreten. Dariiber hinaus
kann jede Mutation mit zunehmender Haufigkeit infolge eines zufélligen genetischen Drifts
auftreten. Wenn ein Allel eine bestimmte Haufigkeit in einer Spezies erreicht (mindestens
1 %), wird es als ,,Polymorphismus® (SNP) bezeichnet, andernfalls als einzelne Nukleotid-
»Mutation“ (HARTL & CLARK, 2007). Des Weiteren unterscheidet man zwischen
,nhatiirlichen Polymorphismen® (intrinsisch) und ,,adaptiven Mutationen®, wie beispielsweise
Medikamentenresistenzen. Natirliche Polymorphismen koénnen aus bereits bestehenden
Variationen hervorgehen (genomische Vielfalt), wiahrend adaptive Mutationen ,,de-novo*
erworbene Verdnderungen auf einen bestimmten selektiven Druck sind (z. B. die Exposition
gegenuber Antibiotika). Allerdings ist eine Unterscheidung zwischen diesen beiden Arten von
Mutationen nicht immer einfach (HARTL & CLARK, 2007). Beispielsweise ist die Resistenz
von M. bovis gegen Pyrazinamid aufgrund einer Aminosdurednderung im pncA-Gen

(Rv2043c) auf eine naturliche Mutation zurtickzufuhren, da sie bereits vor der Pyrazinamid-
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Einfihrung vorhanden war und in allen M.-bovis-Stdmmen gleichermal3en vorhanden ist
(HARTL & CLARK, 2007). Eine erworbene Mutation hingegen wird durch einzelne
chromosomale Nukleotidmutationen im Genom einiger weniger Vertreter verursacht oder

kann durch horizontalen Gentransfer auftreten.

Auf eine Unterscheidung zwischen ,,natiirlichen* und ,,adaptiven” SNPs wird im weiteren
Verlauf dieser Dissertation verzichtet, und der Einfachheit halber werden einzelne

Nukleotidvarianten unter dem Begriff ,,SNPs*“ zusammengefasst.

SNPs sind relativ seltene Ereignisse im MTC. Sie treten etwa alle 3 kb in einer DNA-Sequenz
auf (COMAS et al.,, 2010). Interessanterweise ist die Mehrheit der SNPs im MTC
»singletons® d.h. eine Variation, die nur in einem einzigen Stamm auftritt. Als mdgliche
Erklarung wird die positive Wirkung von Hintergrundselektionen genannt (HERSHBERG et
al., 2008; PEPPERELL et al., 2010). SNPs konnen, abhéngig von ihrer Position im Genom,
entweder kodiert oder nicht-kodiert sein. Mit einer Kodierungsdichte von 90 — 96 % sind die
meisten der SNPs im MTC in kodierenden Regionen des Genoms lokalisiert (NAMOUCHI et
al., 2012). Kodierende SNPs konnen in ,,synonyme* (sSNP) und ,,nicht-synonyme® (nSNP)
weiter unterteilt werden, je nachdem, ob sie zu einer Aminosauresequenz-Anderung filthren
oder nicht. Synonyme SNPs werden auch als stille (,,silent”) Mutationen bezeichnet und
haben keinen signifikanten Einfluss auf den Phéanotyp. Im MTC sind etwa zwei Drittel der
SNPs in kodierenden Regionen nicht-synonym (FLEISCHMANN et al., 2002; HERSHBERG
et al., 2008). Die Mehrheit der nNSNPs haben eine starkere Wirkung auf den Phanotyp und die
Fitness des Organismus (entweder vorteilhaft oder schadlich) und stehen daher unter einem
starkeren selektiven Druck als sSSNPs (COSCOLLA & GAGNEUX, 2014). Hershberg et al.
beobachteten, dass 58 % der nicht-synonymen SNPs im Genom auftreten, die in anderen
Mykobakterien hoch konserviert waren, was darauf hindeutet, dass die meisten dieser
Mutationen im MTC funktionelle Konsequenzen haben kénnten (HERSHBERG et al., 2008).
Nicht-synonyme SNPs kdnnen auch zu epigenetischen Veranderungen fiihren. Beispielsweise
ein nicht-synonymes SNP in der Methyltransferase mamA und ein anderes nicht-synonymes
SNP in der aktiven Stelle von hsdM fiihrte zu einer Variation der Adeninmethylierung in M.-
tuberculose-Stammen (SHELL et al., 2013). Die relativ geringe Anzahl an SNPs und der
begrenzte horizontale Gentransfer im MTC (KRZYWINSKA et al., 2004; GAGNEUX et al.,
2006; VEYRIER et al., 2009; SMITH, et al., 2013) fuhrt zu einem geringen Homoplasie-
Niveau, d.h. dem unabhéngigen Auftreten ein und derselben SNPs in phylogenetisch nicht
verwandten Stdmmen (HERSHBERG et al., 2008; COMAS et al., 2010).
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3.6  SNP assoziierte Resistenzen und Differenzierung im MTC

Chromosomale einzelne Nukleotidmutationen kénnen aufgrund der klonalen Natur des MTC
als Resistenz-Marker verwendet werden. Im MTC sind keine Resistenzplasmide (R-Plasmide)
oder Transposonelemente beschrieben worden, und ein horizontaler Gentransfer existiert
nicht (GAGNEUX et al., 2006; SMITH et al.,, 2013) oder nur sehr unregelméaRig
(KRZYWINSKA et al., 2004; VEYRIER et al., 2009; SUPPLY et al., 2013). In diversen
Datenbanken sind zahlreiche Mutationen in Genen von M. tuberculosis zusammengefasst, die
mit einer Antibiotika-Resistenz in Zusammenhang stehen (WANG et al., 2007).
Beispielsweise flihren die Mutationen im katG-Gen zur Resistenz gegen Isoniazid, rpoB
gegen Rifampicin, und eine Ethambutol-Resistenz ist auf eine Mutation im embB
zurlickzufuhren (SANDGREN et al., 2009). In Tabelle 3 sind die Gene von M. tuberculosis
nach Smith et al. zusammengefasst, in denen Mutationen mit einer Medikamentenresistenz in
Zusammenhang stehen (SMITH et al., 2013). Die Differenzierung des MTC mit Hilfe von
SNPs ist im Abschnitt 5.3.7 genauer beschrieben.

Tabelle 3: Fir Antibiotika-Resistenzen verantwortliche Gene in M. tuberculosis

Resistenz gegentber Genort Genfunktion
katG Katalase-Peroxidase
. inhA Enoyl-ACP-Reduktase
Isoniazid
ndh NADH-Dehydrogenase Il
ahpC Alkyl-Hydroxid-Peroxidase
Rifampicin rpoB B-Untereinheit der RNA-Polymerase
: : ncA Pyrazinamidase
Pyrazinamid P _y .
rspA ribosomales-Protein S1
embCAB Arabionsyl-Transferase
Ethambutol -
embR embCAB-Transkriptions-Regulator
rpsL ribosomales-Protein S12
Streptomycin rrs 16S rRNA
gidB 16S rRNA Methyl-Transferase
rrs 16S rRNA
Amikacin/Kanamycin .
eis Acetyl-Transferase
ethA Flavin-Monooxygenase
inhA Enoyl-ACP-Reduktase
Ethionamid ethR ethA-Transkriptions-Repressor
ndh NADH-Dehydrogenase Il
mshA Glykosyl-Transferase
A DNA- -A
Fluorchinolone ar Gyrase
gyrB DNA-Gyrase-B
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3.7 Charakteristische SNPs von Mycobacterium caprae und

Mycobacterium bovis

SNP-Analysen haben gezeigt, dass sie fur einige charakteristischne Merkmale der
Tuberkuloseerreger verantwortlich sind und zur Differenzierung des MTC verwendet werden
kdnnen (Abschnitt 5.3.7). Die Punktmutation im Pyrazinamidase- (pncA) Gen (Rv2043c) in
M. bovis unterscheidet die Spezies von allen anderen Mitgliedern des MTC und ist flr die
natlrliche Resistenz gegen Pyrazinamide verantwortlich (Tabelle 4) (ESPINOSA et al., 1998;
ARANAZ et al., 2003; HARTL & CLARK, 2007).

Tabelle 4: Charakteristische SNPs von M. caprae und M. bovis zur Spezies-

differenzierung

andere Spezies

Gen Position SNP M. caprae M. bovis spezifisch fur
des MTC

pncA 169 CzuG - + - M. bovis
oxyR 285 GzuA + + - M. caprae, M. bovis
gyrB 756 GzuA + + - M. caprae, M. bovis

1311 TzuG + - - M. caprae

1410 CuzuT - + - M. bovis

1450 GzuT + + - M. caprae, M. bovis
lepA 690 CzuT + - - M. caprae

T = Thymin, G = Guanin, C = Cytosin, A = Adenin, + SNP ist vorhanden, - SNP ist nicht
vorhanden, Abbildung und Angaben nach Domogalla (DOMOGALLA, 2014)

Fur M.-caprae-speziestypische SNPs sind fiir das oxyR-Gen (ESPINOSA et al., 1998;
BROSCH et al., 2002), das gyrB-Gen (KASAI et al., 2000; NIEMANN et al., 2000) und der
Elongationsfaktor lepA beschrieben worden (REDDINGTON et al., 2011). Die Punktmutation
im Gen der oxyR, die im Rahmen der oxidativen Stressantwort als putativer Regulator der
Alkaly-Hydroperoxid-Reduktase fungiert, dient neben M. caprae auch bei M. bovis als
Unterscheidungsmerkmal zum MTC (ESPINOSA et al., 1998; BROSCH et al., 2002). Jedoch
handelt es sich beim oxyR-Gen um ein Pseudogen und der SNP im oxyR-Gen gilt als stumme
Mutation (ESPINOSA et al., 1998). Das gyrB-Gen codiert die B-Untereinheit der DNA-
Gyrase (Topoisomerase-11), ein Enzym, das wesentlich fir die mykobakterielle Replikation
verantwortlich ist (KASAI et al., 2000; CHIMARA et al., 2004), und dieser
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Sequenzpolymorphismus im gyrB-Gen dient unter anderem im Geno-Type-MTBC-
Testsystem (Abschnitt 5.3.2) (RICHTER et al., 2003) zur Differenzierung zwischen MTC-
Erregern aus Kulturmaterial (KASAI et al., 2000; NIEMANN et al., 2000; ARNOLD et al.,
2005; DJELOUADII et al., 2008). Im Elongationsfaktor, der durch das lepA-Gen codiert wird
und eine Nukleotidsequenzldnge von 1962 bp aufweist, wurde ein M.-caprae-spezifischer
SNP detektiert (Tabelle 4) (REDDINGTON et al., 2011).

3.8  Virulenz Strategien der MTC-Spezies

Prinzipiell beruhen die Pathogenitdat von M. tuberculosis sowie die von M. bovis auf dem
Zusammenspiel zahlreicher Virulenzfaktoren. Tuberkuloseerreger nutzen mehrere Strategien,
um dem antimikrobiellen Abwehrsystem zu entkommen, in Makrophagen zu berleben und
sich vermehren zu koénnen (PIETERS 2008; ZAHRT 2003). Dabei spielen neben der
lipidreichen Zellwand und deren Komponenten (Abschnitt 2.2.) auch zahlreiche Enzyme und
sekretorische Proteine eine zentrale Rolle. Toll-&hnliche-Rezeptor-(TLR) Liganden kdnnen
eine Makrophagenaktivierung bewirken und somit einer Infektion entgegenwirken. Jedoch
wird die Phagosomreifung im Makrophagen durch Signale der TLR-Adapterproteine (MyD88
und p38) reguliert, und diese TLR-Signalisierung kann durch Mykobakterien negativ
beeinflusst werden und somit die Phagosomreifung unterbinden (FRATTI et al., 2003;
VERGNE et al, 2004; BLANDER & MEDZHITOV, 2006; KINCHEN &
RAVICHANDRAN, 2008). Neben der Unterbindung der Phagosom-Reifung koénnen
Mykobakterien die Fusion von Phagosom und Lysosom hemmen. Die Verschmelzung des
Phagosom-Lysosom-Komplexes wird durch Blockierung einer Wirtsmembrankomponente
PI3P (Phosphatidylinositol-3-phosphat), die essentiell fir die Phagolysosomenbiosynthese ist,
gestort. Sobald M. tuberculosis sich im Phagosom befindet, leitet das Bakterium die
Phosphatase- (SapM) und Serin/Threonin-Kinase- (PknG) Bildung ein, um die Phagosom-
Lysosom-Fusion und die Phagozytose so zu verhindern (WALBURGER et al., 2004;
VERGNE et al., 2005; PIETERS 2008).

Auch spezielle Gene, die fir Stress-Proteine kodieren, wie katG (Schutz der Katalase-
Peroxidase-Aktivitat vor einer H,0O, Wirkung) oder sodC (Schutz vor toxischen Wirkungen
des durch aktivierte Makrophagen gebildeten Superoxid) (PIDDINGTON et al., 2001),
konnen den Erreger vor intrazellularem oxidativen Stressmolekiilen schiitzen (CHAN et al.,
1991; PIDDINGTON et al., 2001; WU et al., 2009) und die Invasion in die Wirtszelle
erleichtern (COLE et al., 1998). Auch Gene, die flr die Expression und Regulation wichtiger
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Zellwand-Biosynthese-Gene zustadndig sind, wie phoP (Transkriptionsaktivierung der
Lipidbiosynthese), ilvD (Transkriptionsaktivierung der Aminoséure-Biosynthese), pksl12
(Synthese und Transport von Polyketiden) (SIRAKOVA et al., 2003; GARNIER et al., 2003)
und nrp (Transkriptionsaktivierung der Polyketid-Biosynthese) (HOTTER et al., 2005;
ZHENG et al., 2008) kdnnen zugunsten des Erregers beeinflusst werden.

Zahlreiche Experimente in M. tuberculosis zeigten auch, dass Gene mit Mutationen in der
Promotorsequenz die Transkription von weiteren Genen beeinflussen, die fur den
Energiemetabolismus (IpdA-glpD2) (ARGYROU et al., 2004), fir die Cofaktor-Biosynthese
(pabB) (CUCCUI et al., 2007), den Nukleotid-Metabolismus (nrdH/nrdE/nrdF2) (DAWES et
al., 2003), den Lipid-Stoffwechsel (phoH2) (KAZAKOQV et al., 2003), den Proteinabbau
(ftsH) (ITO & AKIYAMA, 2005) und die globalen Transkriptionsfaktoren, wie Sigma-
Faktoren (sigC) verantwortlich sind (SUN et al., 2004; KARLS et al., 2006) und damit zur
Virulenz der MTC-Mitglieder beitragen (GARNIER et al., 2003; ZHENG et al., 2008).

Die granulomattse Entziindungsreaktion ist eine wichtige Folge der zellularen Immunabwehr,
die auf die Aktivierung von Makrophagen durch T-Zellen zuriickgeht. Es kommt zu einem
Wechselspiel zwischen T-Lymphozyten, MHC (major histocompatibility complex) -
vermittelter Antigenprasentation und den Zytokinen Interferon-y und Tumor-Nekrosefaktor
(TNF-a). Wihrend einer Tuberkuloseinfektion spielen sogenannte CD1b-Molekiile, die fir
die Présentation der Lipid-Antigene und Erkennung durch T-Zellen verantwortlich sind, eine
wichtige Rolle. CD1 prasentiert aber auch die fir die Virulenz verantwortlichen
Zellwandkomponenten, wie z.B. Lipoarabinomannan und Phosphatidylinositol-Mannoside
(JULLIEN et al., 1997). Die Erkennung durch T-Helferzellen fihrt zur Produktion von
Interleukinen, z.B. Interferon-gamma (IFN-y), welche Makrophagen zur Reifung und
Abwehrsteigerung aktivieren. Zytotoxische T-Lymphozyten lysieren die infizierten
Makrophagen, wodurch der Tuberkuloseerreger aus den Makrophagen freigesetzt wird
(HEROLD, 2012; SILVA-MIRANDA et al., 2012). Hierbei sind die Hauptvirulenzfaktoren
Proteine bzw. Enzyme, die der Erregerausbreitung im Wirtsorganismus dienen. Die
kodierenden Gene dafirr sind bei M. tuberculosis in der RD1-Region lokalisiert und gehdren
zu einem umfassenden Sekretionssystem (ESX-1-Locus), welches fur die Sekretion der
Virulenzfaktoren ESAT-6 (6 kDa early secretory antigenic target) und CFP-10 (10-kDa
culture filtrate antigen) zustandig ist (STOOP et al., 2011). Die ESAT-6-Familie ist eine
Gruppe von 20 bekannten Antigenen in M. tuberculosis, die in M. bovis veréndert oder
deletiert sind. Das ESAT-6 Protein gehort neben CFP-10 und CFP-7 zur Gruppe der T-Zell-
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Antigene, die miteinander in Wechselwirkung stehen und eine wichtige Rolle fiur die
Pathogenese und Virulenz bei MTC-Spezies spielen (RENSHAW et al., 2002). ESAT-6 und
CFP-10 unterstltzen die Produktion des Tumornekrosefaktors (TNF-a), welcher wiederum
Apoptose und Nekrose von infizierten Makrophagen induzieren kann und die Translokation
der Mykobakterien vom Phagosom ins Zytosol und deren intrazellulare Ausbreitung
ermoglicht (GAO et al., 2004; STOOP et al, 2011). Des Weiteren moduliert die
regulatorische Funktion von ESAT-6 und CFP-10 zu unterschiedlichen Infektionszeitpunkten
den Zelltod von Makrophagen (GUO et al., 2012). In M. bovis sind jedoch sechs der ESAT-6-
Proteine, die in M. tuberculosis durch Rv2346c, Rv2347c, Rv3619c, Rv3620c, Rv3890c
(Mb3919c¢) und Rv3905¢c (Mb3935c¢) codiert werden, veradndert oder deletiert (GARNIER et
al.,, 2003). So flhrt dieser Genverlust im ESX-1-Operon zu einer geringeren
Transkriptionsrate und damit niedrigeren Expression des ESX-1-Sekretionssystems in
M. bovis (HUNT et al., 2012; CAO et al., 2015). In M. bovis BCG und allen attenuierten
Impfstammen ist die komplette RD1-Region mit dem Sekretionssystem deletiert
(MAHAIRAS et al., 1996; LEWIS et al., 2003).

Die Analyse des ESX-Sekretionssystems (mit den Genen Ecc, Esx und Esp als
Hauptkomponenten im ESX-1, ESX-2, ESX-3 und/oder ESX-5-Locus KUNNATH-
VELAYUDHAN & PORCELLI, 2013) durch La Fuente et al. zeigte eine ESX-3 Deletion
und die Aufrechterhaltung des ESX-1 Esp-Gens in M. caprae. Die ESX-3 Deletion wird mit
hohen Lasionswerten in Zusammenhang gebracht und kann die Lebensfahigkeit von
M. caprae beeinflussen, jedoch kdnnte sie auch wirtsspezifisch wirksam sein (LA FUENTE et
al., 2015 a). Die antigen-spezifischen CD4-T-Zellen, die fur die Immunantwort des Wirts
essentiell sind, werden in M. tuberculosis hauptséchlich durch Proteine des ESX-3-Locus
induziert (KUNNATH-VELAYUDHAN & PORCELLI, 2013). Aufgrund der M.-caprae-
spezifischen Deletion im ESX-3-Locus, ist die Menge an induzierten T-Zellen in M. caprae
geringer. Die verminderte Wirtsimmunreaktion fiihrt zu erhohten Lé&sionswerten und
erleichtert eine chronische Infektion. Ferner wurde gezeigt, dass in M. caprae die Gene,
welche die Stressantwort mit dem Lipidstoffwechsel verkniuipfen, hoch konserviert vorliegen
(LA FUENTE et al., 2015 a).

Neben der angeborenen Immunantwort (naturliche Abwehrlage), die genetisch bestimmt und
individuell verschieden ist (HEROLD, 2012), ist auch die erworbene (adaptive)
Immunantwort (zelluldre Immunitat) wichtig. Tuberkuloseerreger beeinflussen die Antigen-

prasentierenden Zellen, welche fur die Aktivierung der erworbenen Immunantwort wichtig
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sind, die nach einer mykobakteriellen Infektion vorwiegend durch T-Lymphozyten
reprasentiert werden (TAILLEUX et al., 2003; SILVA-MIRANDA et al., 2012).

Des Weiteren zeigen die fur PE-PGRS- und PPE-Proteinfamilien codierenden Gene grofRe
Sequenzvariationen (COLE et al., 1998). Deren Rolle als oberflachenexponierte Proteine
wurde im Zusammenhang mit der Adhdsion und Immunmodulation diskutiert (BRENNAN &
NIKAIDO, 1995; BANU et al., 2002). Zwischen M. bovis AF2122/97 und M. tuberculosis
H37Rv gibt es zahlreiche Sequenzvariationen, die aus In-Frame-Insertionen und Deletionen
entstanden sind und fiir 29 verschiedene PE-PGRS und 28 PPE-Proteine codieren. Diese
Genfamilien (Proteine) mit ihren umfassenden Sequenzpolymorphismen bieten eine Quelle an
Variationen auf selektiven Druck. Das PE-PGRS-Protein (Rv1759c) in M. tuberculosis bindet
Fibronectin und beeinflusst somit den Wirts- oder Gewebetropismus (ESPITIA et al., 1999).
Das M.-bovis-Ortholog von Rv1759c ist ein Pseudogen (GARNIER et al., 2003).

3.9 Manifestation von humanen Mycobacterium-caprae-Infektionen

Die Manifestation der durch M. caprae verursachten humanen Tuberkuloseinfektion ist
vielfaltig, und es wurden bereits verschiedene Formen beschrieben. Am hdaufigsten tritt die
Hauttuberkulose (Lupus vulgaris) auf. Diese Form der Tuberkulose wurde in Suddeutschland
und der Turkei nachgewiesen, und M. caprae konnte als Erreger isoliert werden. Als
Infektionsursache wurde der Kontakt zu Rindern und der Konsum von Rohmilchprodukten
genannt (MEYER et al., 2005; TAR et al., 2009). Vereinzelte pulmonale und extrapulmonale
M.-caprae-Tuberkulosefélle sind in Europa in Osterreich (PRODINGER et al., 2014),
Deutschland (KUBICA et al., 2003), Spanien (RODRIGUEZ et al., 2009) und Frankreich
(AIME et al., 2012) aufgetreten. Aber auch auerhalb Europas sind in Marokko (LAHLOU et
al., 2012), Algerien, Tunesien (PRODINGER et al., 2014) Israel, Nigeria, Kenia und Peru M.-
caprae-Falle gemeldet worden (BLAAS et al., 2003; SINTCHENKO et al., 2006). Erst
kirzlich wurde die Diagnose einer Peritoneal-Tuberkulose verdffentlicht, die auf M. caprae
zurtickzufuhren war. Ein zuvor gesunder 41-jahriger Marokkaner, der viele Jahre in Spanien
verbracht hatte, kam nach 6-monatiger Beschwerdezeit (Bauchschmerzen, Gewichtsverlust,
Mudigkeit und Durchfall) zur Untersuchung. Er lebte in einer Vorstadt, arbeitete als
Elektriker und hatte keinen Kontakt zu Tieren, auch der Konsum von nicht-pasteurisierten
Milchprodukten konnte verneint werden (NEBREDA et al., 2016). Als Erreger der
tuberkulésen Meningitis wurde M. caprae bei einem Fall in Siiddeutschland bei einem 80
jahrigen Mann veréffentlicht. Eine Verbindung zur Landwirtschaft konnte nicht hergestellt
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werden (HANSEN et al., 2012). Auch eine perinatale Tuberkuloseerkrankung mit M. caprae
wurde bei einem acht Wochen alten Saugling aus Nigeria veroffentlicht. Die Anamnese der
Mutter deutete auf eine vor elf Jahren stattgehabte Tuberkuloseinfektion hin, die sich durch
eine tuberkuldse Peritonitis und einen positiven Tuberkulin-Hauttest duBerte (BENAVIDES-
NIETO et al., 2016).

4 Die Rindertuberkulose

4.1 Die Tuberkulose beim Rind damals

Die ersten Beschreibungen der Rindertuberkulose (bTB), auch ,,Perlsucht® (wurde seit dem
16. Jahrhundert eine Zeit lang als eine Form der Syphilis angesehen), ,,Hirsesucht™ oder
,Franzosenkrankheit genannt, findet man bereits im 12. Jahrhundert (HUNERMUND &
KROPP, 2006). Nachdem Robert Koch 1882 den Tuberkelbacillus entdeckt hatte, konnte
bereits 1898 Theobald Smith zeigen, dass Tuberkelbazillen von Menschen und von Rindern
nicht gleichartig sind und eine sehr unterschiedliche Virulenz bei Rindern, Kaninchen und
Meerschweinchen  haben.  Smith  unterschied  zwischen zwei  Formen  von
Bacillus tuberculosus mammalium: den Typus humanus und den Typus bovinus (HEDVALL,
1957). Im Rahmen seiner jahrelangen Tuberkuloseforschungen konnte Robert Koch dann
1901 die tuberkuldse Atiologie der Rindertuberkulose aufdecken und berichtete, dass die
humane und bovine Tuberkulose keineswegs identisch sind. Des Weiteren behauptete Koch
falschlicherweise, dass eine Ansteckung der bovinen Tuberkulose auf den Menschen und
umgekehrt nicht méglich sei und dass die schadliche Wirkung der Perlsuchtmilch auf den
Menschen nicht erwiesen und eine SchutzmaBnahme nicht erforderlich sei (HEDVALL,
1957; HUNERMUND & KROPP, 2006). Die Aufhebung des Verbotes der Nutzung von an
der ,,Franzosenkrankheit” leidenden Rindern zum einen (HIRSCHWALD, 1875) und die
Unterschatzung der Infektionskrankheit und der sorglose Umgang aufgrund der
Fehlinterpretation Kochs zum anderen, beginstigte die Ausbreitung der Rindertuberkulose
Ende des 19. Jahrhunderts stark (DEN-DRIESCH & PETERS, 2003). So wurde das Fleisch
tuberkul6ser Rinder anstandslos verzehrt, Rohmilch und Rohmilchprodukte konsumiert und
teils verseuchte Milch als ,Kindermilch® verkauft (daraus entstand der Spruch
,,Rindertuberkulose = Kindertuberkulose®), und infolgedessen nahm die
Tuberkuloseverseuchung stetig zu. In einer Veroffentlichung von Savage im Jahre 1937
waren in Deutschland etwa 13,5 Prozent aller Tuberkulosetodesfalle beim Menschen durch

bovine Tuberkelbazillen verursacht worden. Die Lungentuberkulose war hierbei weniger
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h&ufig vertreten, hingegen betraf die Mehrzahl Driusen- und Hauttuberkulose, gefolgt von
Knochentuberkulose, Meningealtuberkulose und Urogenitaltuberkulose (HEDVALL, 1943).
Noch bis weit ins 20. Jahrhundert hinein war die Rindertuberkulose keine Seltenheit und in
Deutschland waren etwa 30 bis 35 % der Rinder und mehr als 50 % der Milchkuhbestande
Tuberkulose-infiziert (Beer, 1980). Besonders von der Krankheit betroffen waren die Staaten
West- und Mitteleuropas durch ihre intensive Milchwirtschaft, und Deutschland gehorte zu
den am schlimmsten befallenen Léndern (FISCHER, 1985). Auch wurde vor dem Zweiten
Weltkrieg der Bedarf an tierischem Eiweil? durch den Verzehr von Rindfleisch gedeckt, und
infolgedessen nahm mit der Entwicklung der Intensivlandwirtschaft der Rinderbestand in
Deutschland stetig zu. Die Verbreitung der Rindertuberkulose wurde durch die konventionelle
Haltung der Rinder (viele Rinder auf kleinem Raum, Stallftterung, schnelle Aufzucht und
zunehmender Tierhandel) beglnstigt. In Gebieten mit ausgedehntem Weideland wie in
Nordamerika, in Zentralafrika oder auf Inseln war die Rindertuberkulose nahezu unbekannt
(DAVIES et al., 2014). Bereits 1892 wurde in Danemark ein Kontrollprogramm nach Bang
eingefihrt zur erfolgreichen Bekampfung der Seuche bei Mensch und Tier, indem jedes Rind
mittels Tuberkulin Hauttest getestet wurde. Nachdem in Deutschland ein von Robert von
Ostertag 1912 zun&chst freiwilliges Beka&mpfungsverfahren (Aussonderung Klinisch
auffalliger Rinder) nicht den erwinschten Erfolg gebracht hatte, da nur Rinder mit einer
klinisch erkennbaren Tuberkulose erfasst worden waren (OSTERTAG, 1913), begann man im
Jahr 1952 ebenfalls mit der staatlich anerkannten ,Bang’schen Methode* die
Rindertuberkulose zu tilgen (DEN-DRIESCH & PETERS, 2003). Durch die systematische
Bekdmpfung der Rindertuberkulose erreichte man eine Zunahme der Tuberkulose-freien
Stalle von 9,9 % im Jahr 1952 auf 99,7 % im Jahr 1961 (DAVIES et al., 2014). Mit der
Pionierarbeit der Pasteurisierung (kurzzeitiges Erhitzen auf 72°-75° C) von Louis Pasteur und
Franz von Soxhlet im Jahr 1900 und deren standardméaBiger Anwendung seit 1947 bei Milch
und Milchprodukten (HUNERMUND & KROPP, 2006), zusammen mit der konsequenten
Bekdmpfung der Tuberkulose in Viehbestdnden durch die j&hrliche Tuberkulin-Testung,
erlangtet.  man auch eine drastische Reduktion der zoonotischen humanen
Tuberkuloseinfektionen in Deutschland. Die durch M. bovis oder M. caprae verursachte
humane Rindertuberkulose ist in den entwickelten L&ndern, aufgrund von Tuberkulose-
Tilgungsprogrammen und Verordnungen fiir domestizierte Tiere mit dem Ziel, eine
Tuberkuloserate von weniger als 1 % zu erhalten, sehr selten geworden (MICHEL et al.,
2010; TORGERSON & TORGERSON, 2010), hingegen sind vor allem die

Entwicklungslander Afrikas und Asiens, sowie einige Staaten der ehemaligen Sowjetunion
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noch immer von der Rindertuberkulose stark betroffen (COSIVI et al., 1998; AYELE et al.,
2004; MULLER et al., 2013). Eine ,,Tuberkulose-Verordnung zum Schutz gegen die
Tuberkulose des Rindes* regelt in der Fassung der Bekanntmachung vom 13. Mérz 1997
(BGBI. 1S. 462) in der jeweils geltenden Fassung seither die Tuberkulosebekampfung in
Rinderbestdanden. Die Rindertuberkulose unterliegt seit 1965 in Deutschland nach 81 der
»Verordnung der anzeigepflichtigen Tierkrankheiten* der Anzeigepflicht und gilt auf Grund

intensiver staatlicher Bek&mpfungsverfahren als praktisch getilgt.

4.2  Aktuelle Tuberkulosebekdmpfung beim Rind in Deutschland

Seit dem 1. Januar 1997 ist die Bunderepublik Deutschland aufgrund der EU Entscheidung
97/76/EG, ersetzt durch EU Entscheidung 99/467/EG, offiziell anerkannt als frei von
Rindertuberkulose (OTF: officially free of bovine tuberculosis). Dies bedeutet, dass
mindestens 99,9 % der Rinderbestande in jedem Jahr und in den jeweils zurtickliegenden zehn
Jahren, amtlich anerkannt frei von Tuberkulose sind (MOSER & SIRIMALAISUWAN,
2004). Seither wird die Tuberkuloseliberwachung geschlachteter Rinder Uber die amtliche
Fleischuntersuchung  sichergestellt, und  die  turnusmaBige,  flachendeckende
Tuberkulinisierung der Rinder wurde eingestellt (,,Verordnung zum Schutz vor
Rindertuberkulose”, 1997; abgedndert in der ,,Verordnung zur Anderung der Tuberkulose-
Verordnung und weiterer tierseuchenrechtlicher Vorschriften”, 2009). Am 12.07.2013 ist eine
Neufassung der Tuberkulose-Verordnung in Kraft getreten, nach der neben der
Fleischuntersuchung ein ergénzendes Monitoring mit Hilfe des Hauttests (Simultantest) bei
24 Monate alten weiblichen Rindern nach 82a erforderlich ist. Es kommt immer wieder vor,
dass sich Rinder durch den Kontakt zu infizierten Wildtieren mit Tuberkulose infizieren
(PALMER, 2013; FITZGERALD & KANEENE, 2013; FINK et al., 2015). In den letzten
Jahren wurden in Bayern, insbesondere im Allgau, wieder verstarkt Ausbriiche von
Rindertuberkulose festgestellt, und auch beim Rotwild in den bayerischen Alpenregionen
konnte M. caprae nachgewiesen werden (MOSER et al., 2014), dennoch liegt bundesweit der
Anteil der bTB-betroffenen Betriebe mit positivem Tuberkulose-Nachweis weit unterhalb des
gegenwartig festgelegten Grenzwertes von 0,1 %. Das Tierseuchen-Informations-System
(TSIS) ist ein Offentlich zugdngliches Datensystem, welches alle anzeigepflichtigen
Tierseuchen aufzeigt, die durch das Tierseuchennachrichten-System (TNS) der
Veterindramter erfasst werden. In der nachfolgenden Tabelle 5 sind die in Deutschland und
Bayern angezeigten Rindertuberkulosefélle (M. caprae und M. bovis) im Zeitraum vom
01.01.2000 bis 31.12.2016 aus dem TSIS aufgezeigt. (Abfragedatum 31.12.2016).
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Tabelle 5: Von 2000 bis 2016 angezeigte, durch M. bovis und M. caprae verursachte
Rindertuberkulose-Ausbriche in Rinderbestanden in Deutschland und Bayern

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Deut-
schland

Bayen 2 2 2 1 5 3 2 7 8 18 5 2 19 34 9 8 2

6 9 10 5 5 12 23 23 11 5 23 46 13 12 2

Datenerfassungszeitraum 2000 bis 31.12.2016; Datenquelle: TSIS, Abfragedatum 31.12.2016

Nach der Nomenklatur-Anderung von M. bovis spp. caprae zu M. caprae im Jahr 2003
(ARANAZ et al, 2003) gilt M.caprae als eigenstandige Spezies und wird im
Tierseuchennachrichten-System (TSN) seit 10.11.2004 als anzeigepflichtige Tierkrankheit
getrennt erfasst. Das Vorkommen von M. caprae und M. bovis als Erreger der
Rindertuberkulose zeigt in Deutschland eine weitgehend getrennte Situation auf. In der
nordlichen Halfte (inkl. Niedersachsen) wird tberwiegend M. bovis identifiziert, in der
stdlichen Hélfte, insbesondere in Bayern, wird die Rindertuberkulose meist ausschlielich
durch M. caprae hervorgerufen. Eine hohe Frequenz an M.-caprae-Ausbrichen bei Rind und
Rotwild war in den letzten Jahren, speziell im Allgdu (Landkreis Oberallgdu, gefolgt von
Ostallgau, Lindau und Unterallgau) und in den angrenzenden Regionen in Osterreich, zu
verzeichnen. Aus diesem Grund wurde im Oktober 2007 mit einer flachendeckenden
Tuberkuloseuntersuchung bei Rindern in den Landkreisen Lindau, Ostallgdu, Oberallgau,
Unterallgdu und den darin liegenden kreisfreien Stadten Kaufbeuren, Kempten und
Memmingen begonnen. Alle Rinder ab einem Alter von drei Jahren wurden mit Hilfe des
Intrakutan-Tests auf Rindertuberkulose untersucht (LGL, 2011). Beim Auftreten von M.-
caprae-positiven Rindern aulRerhalb Bayerns war meist ein Kontakt zu bayerischen Betrieben
nachweisbar (MOSER et al., 2014). Das Vorkommen von M. caprae in Bayern scheint eng im
Zusammenhang mit dem Vorkommen dieses Erregers bei Rindern und Rotwild in Osterreich
zu stehen (FINK et al., 2015). Die ungleiche Nord-Sid-Verteilung von M. caprae und
M. bovis in Deutschland ist auch bei den humanen Rindertuberkulosefallen erkennbar
(KUBICA et al., 2003). Dieses Nord-Std-Gefélle beziiglich des Vorkommens der
Tuberkuloseerreger zeigt sich auch auflerhalb Deutschlands. In den nordeuropdischen
Landern, insbesondere in GroRbritannien und Irland, ist M. caprae eher unbekannt, wahrend
in Osterreich, Italien, Spanien und im Siidosten von Europa meist ausnahmslos M. caprae
nachgewiesen wird (PRODINGER et al., 2005). Die zoonotische Tuberkulose des Menschen
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wird in Osterreich hauptsachlich durch M. caprae hervorgerufen, wahrend M. bovis in
Osterreich beim Rind, Rotwild und Menschen nahezu unbekannt ist (MOSER et al., 2014).

4.3 Die Rindertuberkulose als Zoonose

Die Rindertuberkulose (bTB) ist nicht nur eine ansteckende Infektionskrankheit der Rinder
und anderer Wiederké&uer, sondern kann auch den Menschen befallen. Als Verursacher der
Rindertuberkulose sind die klassischen Erreger M. bovis und M. caprae auch beim Menschen
zu nennen. M. tuberculosis ist der h&ufigste Verursacher der humanen Tuberkulose, jedoch
kdénnen auch andere Mitglieder des MTC schwerwiegende Erkrankungen beim Mensch
verursachen (PRODINGER et al., 2002). Die Tuberkulose ist eine Zoonose und aufgrund des
weiten Wirtsspektrums der humanen und tierpathogenen Tuberkuloseerreger zwischen
Mensch und Tier wechselseitig Ubertragbar (MCDANIEL et al., 2014). Obwohl eine M.-
tuberculosis-Ubertragung vom Mensch auf das Rind eher selten zu finden ist und als Folge
meist lediglich von einer Tuberkulin-Positivitat mit Ortlicher Verdnderung an der
Injektionsstelle beim Rind berichtet wurde, sind Falle einer Ansteckung des Rindes durch
Menschen bekannt (HEDVALL, 1943; FRITSCHE et al., 2004). Umgekehrt sind die bovinen
Tuberkelbakterien (M. bovis und M. caprae) vom Rind weitaus hdaufiger fir eine
Tuberkuloseerkrankung des Menschen verantwortlich (THOEN et al., 2006). Die
Ubertragung der Rindertuberkulose von Mensch zu Mensch ist ebenfalls moglich (EVANS et
al., 2007; MANDAL et al., 2011) und erst kirzlich bei Fallen aus Nebraska beschrieben
worden (BUSS et al., 2016). Die Ubertragung der Mykobakterien vom Rind auf den
Menschen geschieht meist entweder durch den Konsum infizierter Lebensmittel, insbesondere
von Rohmilch- und Rohmilchprodukten (MICHEL et al., 2010; MAJOOR et al., 2011) oder
via Aerosol (z.B. Tropfcheninfektion oder erregerhaltiger Staub) bei einem engen Mensch-
Tier-Kontakt, wie dies in der Landwirtschaft (TORRES-GONZALEZ et al., 2013) oder auch
bei Mitarbeitern der Fleischindustrie oft der Fall ist (THOMPSON et al., 1993). Eine
Ansteckung Uber Haut- bzw. Schleimhautlasionen beim Umgang mit tuberkulésen Rindern ist
ebenfalls moglich (AGES, 2016). Bevor die standardmaiige Pasteurisierung von Milch und
Milchprodukten im Jahr 1947 angewendet wurde, war M. bovis etwa fur 6 % der
Tuberkulosetodesfalle in Europa verantwortlich (COLE, 2002; AMANN-VESTI, 2006).
Einem Bericht der Européischen Lebensmittelsicherheitsborde (EFSA) ist zu entnehmen, dass
der Erreger in der Milch bereits ausgeschieden werden kann, bevor klinische Auffélligkeiten
festzustellen sind oder ein Tier durch den Tuberkulin-Test als infiziert hervorgeht (EFSA,

2006). Tiere, die keine sichtbaren L&sionen (NVL, non-visible lesions) haben, kdnnen sich
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dennoch in einer friihen Phase der Infektion befinden, in der die Lasionen zu Kklein sind, um
sie makroskopisch erkennen zu kdnnen (LA CORNER, 1994; GAVIER-WIDEN et al., 2009).
Ferner werden sichtbare L&sionen nicht immer an Stellen entwickelt, die routinemagig durch
amtliche Fleischkontrollen am Schlachthof untersucht werden kénnen (WHIPPLE et al.,
1996) (geringe Sensitivitat der Auffindung von ca. 30-50 % der infizierten Tiere mit
sichtbaren L&sionen MOSER et al., 2014, CORNER et al., 1990) oder von Jagern in der
Wildhegepraxis erkannt werden (GAVIER-WIDEN et al.,, 2009; O'BRIEN et al., 2004;
O'BRIEN et al., 2008). Ein mdgliches Tuberkuloserisiko fir den Konsumenten durch den
Verzehr von Produkten, die aus moglicherweise mit Tuberkelbakterien kontaminierter Milch
hergestellt wurden wie z.B. Ké&se, erscheint zwar gering, kann aber nicht restlos
ausgeschlossen werden (AGES, 2016). Analog dazu halt das Bundesinstitut flr
Risikobewertung (BfR) das Risiko einer Infektion des Menschen durch den Verzehr von Kase
aus mit Tuberkelbakterien kontaminierter Rohmilch in Abhangigkeit von der Kasesorte fur
sehr gering (BfR 2013). Auch durch den Verzehr von tuberkuldsem Rind- oder
Wildtierfleisch, speziell durch Roh-Fleischerzeugnisse, ist eine Ubertragung der
Rindertuberkulose auf den Menschen prinzipiell méglich (SAVOV, 1975; SHITAYE et al.,
2009). Dies wird jedoch von der Européischen Lebensmittelsicherheitsborde (EFSA)
aufgrund  routinemaliger  Schlachttieruntersuchungen und im  Anschluss  durch
Fleischuntersuchungen mit sehr geringem Risiko eingestuft. Insgesamt besteht derzeit fiir den
Menschen in Deutschland ein geringes Risiko, sich mit der bovinen Tuberkulose zu
infizieren. Jedoch bedarf es einer individuellen Betrachtung, da das Infektionsrisiko von der
Erregerkonzentration und -Virulenz, sowie der Expositionsdauer und -intensitat und letztlich
der Resistenz des Wirtes abhangig ist (DIEL et al., 2011).

4.4 Die Rinder-und Rotwildtuberkulose in Osterreich

Osterreich ist seit dem Jahr 1999 amtlich anerkannt frei von Rindertuberkulose, und die
flachendeckende Untersuchung der Rinder mit Hilfe des Intrakutan-Tests wurde im Jahr 2000
eingestellt. Derzeit basiert das nationale Uberwachungsprogramm auf den gesetzlich
vorgeschriebenen Schlachttier- und Fleischuntersuchungen (SFU) (SCHOEPF et al., 2012).
M. bovis konnte seit Erlangen der Tuberkulosefreiheit in Osterreich kaum mehr nachgewiesen
werden, jedoch werden seit 1999 in einigen Gebieten Tirols (oberes Lechtal im Bezirk Reutte)
und Vorarlbergs (Bezirk Bludenz) immer wieder M.-caprae-Infektionen im Rind und Rotwild
nachgewiesen (PRODINGER et al., 2002; SCHOEPF et al., 2012). Die Uberpopulation im

Schalenwild durch Nichteinhaltung des jagdrechtlich vorgeschriebenen Abschussplans wurde
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als Hauptursache fur das Tuberkuloseaufkommen im Rotwild festgestellt (AGES, 2015). Die
Winter- bzw. Zusatzfutterungen des Wilds, der Zugang der Rinder zu den
Wildfiitterungsstellen wéhrend der Weidesaison und ,,gemeinsam genutzte* Salzlecksteine
und Tréankeeinrichtungen wurden als mdgliche Kontaminationsstellen ermittelt und
verscharfen den Infektionszyklus zusatzlich noch (MILLER & SWEENEY, 2013; BROOK et
al., 2013; RIBEIRO-LIMA et al.,, 2016). Das inzwischen etablierte Reservoir der
Wildtiertuberkulose in der dortigen Rotwildpopulation fiuhrte zusammen mit den iberhdhten
Rotwildbestdanden zu einem hohen Infektionsdruck und war wesentlich an einer
Tuberkuloseubertragung vom Rotwild auf das Rind und umgekehrt verantwortlich. Ein
Erregeraustausch vom Rotwild auf das Rind durch die Nutzung der gleichen Weideflachen,
insbesondere wahrend der Weide- und Alpungsperiode, konnte seit 2008 beobachtet werden
(FINK et al., 2015). Im Jahr 2008 wurde von der Osterreichischen Agentur fir Gesundheit und
Ernahrungssicherheit (AGES) ein Anstieg der Tuberkulosefélle bei Rindern durch M. caprae
in Reutte, im Nordwesten Tirols und um die Ortschaft Steeg im Lechtal gemeldet. Eine
angeordnete Tuberkuloseuntersuchung des Rotwilds in der Jagdsaison 2008/2009 ergab eine
Prévalenz von bis zu 21,1 % entlang des Lechtals (SCHOEPF et al., 2010; 2012). In der
Jagdsaison 2009/2010 wurde eine M.-caprae-Prévalenz im Rotwild von 23,1 % berechnet
(FINK et al., 2015). Um die Tuberkulosesituation in den Rinderbestdnden festzustellen,
werden seit einigen Jahren in einzelnen Regionen Tirols (die Bezirke Reutte, Landeck, Imst
und Innsbruck-Land) und Vorarlbergs sogenannte ,,Sonderuntersuchungsgebiete (§1 Abs. 4)
und Sonderiberwachungsgebiete (81 Abs. 5)“ amtlich ausgewiesen, in denen die Rinder nach
der Alpungsperiode mittels Tuberkulosetest untersucht werden. In Tabelle 6 sind die
festgestellten Rindertuberkulosefélle (M. caprae) in Tirol und Vorarlberg von 2008 bis 2015
zusammengefasst. Die  flachendeckende  bTB-Untersuchungsperiode  dauert vom
01. November eines Jahres bis zum 30. April des Folgejahres. Es erfolgt eine Anpassung der
Untersuchung an die epidemiologische Situation und gegebenenfalls eine entsprechende
Gebietserweiterung (KVG, 2016).
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Tabelle 6: Angezeigte Rindertuberkuloseféalle (M.-caprae-Infektionen) in Tirol und
Vorarlberg in den Jahren 2008 bis 2015

Jahr Tirol Vorarlberg
(Bezirke Reutte, Landeck, Imst und Innsbruck-Land)
Anzahl der M.-caprae- positiven Rinder Anzahl der M.-caprae- positiven Rinder

2008 21 keine Untersuchungsaktion
2009 6 0

2010 6 3

2011 0

2012 25 0

2013 4 6

2014 8

2015 1 4

Datenqguelle: Verbraucherlnnen-Gesundheit des Bundesministeriums fir Gesundheit (KVG,
2016)

In vielen Fallen der Feststellung boviner Tuberkulose in Betrieben konnte kein
epidemiologischer Zusammenhang zu anderen Rinderbestanden hergestellt werden, und man
schlussfolgerte einen Tuberkuloseeintrag aus der Rotwildpopulation (KOESSLER 2011). Um
auch der Rindertuberkulose in den Rotwildbestdnden der betroffenen Regionen
entgegenwirken zu konnen, erlie man am 17. Juni 2011 in enger Zusammenarbeit mit der
Jagerschaft und den betroffenen Behorden auf Landesebene eine Rotwild-TBC-Verordnung
(Rotwild-TBC-Verordnung, BGBI. Il Nr. 181/2011). Diese Rechtsgrundlage soll den
Veterindrbehdrden in den ausgewiesenen Risikogebieten entsprechende Bekampfungs- und
UberwachungsmaRnahmen durch Kontrollen der Wildfiitterung oder Reduktion des
Wildbestandes ermdglichen. Bereits seit 2009 existiert im Bundesland Vorarlberg ein
landesweites Rotwild-TBC-Monitoring und seit 2013 wurde zusétzlich im Bezirk Bludenz ein
Bek&dmpfungsgebiet eingerichtet. Auch im Bundesland Tirol wurde im Jahr 2011 zum ersten
Mal ein Seuchengebiet (Bekampfungszone von 5.000 ha; Uberwachungszone von 30.000 ha)
definiert und ausgewiesen (Bezirk Reutte). Seit dem Jahr 2012 fuhrt Tirol auch ein Rotwild-
Screening neben dem Seuchengebiet Lechtal in den ,,Hotspot“-Bezirken (,,Tirol-Karwendel-
Screening® mit Revieren im Karwendel, in den Bezirken Innsbruck-Land, Schwaz, Landeck
und Kufstein) durch (KVG, 2016). In Tabelle 7 sind die durch das Rotwild-TBC-Monitoring
in Tirol und Vorarlberg detektierten M.-caprae-Infektionen beim Rotwild in den Jahren 2009

bis 2015 zusammengefasst.
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Tabelle 7: M.-caprae-positive Hirsche des landesweiten Rotwild—Tuberkulose—
Monitorings in Tirol und Vorarlberg in den Jagdjahren 2009 bis 2015

Jahr Tirol Seuchengebiet Tirol Karwendel-Screening Vorarlberg
Anzahl an M.-caprae- positiven | Anzahl an M.-caprae- positiven | Anzahl an M.-caprae- positiven
Rotwild Rotwild Rotwild
2009 keine Untersuchungsaktion keine Untersuchungsaktion 7
2010 keine Untersuchungsaktion keine Untersuchungsaktion 4
2011 82 keine Untersuchungsaktion 8
2012 51 0 7
2013 12 2 24
2014 15 5 72
2015 27 2 43

Datenqguelle: Verbraucherlnnen-Gesundheit des Bundesministeriums fur Gesundheit (KVG,
2016). Im Bundesland Vorarlberg besteht seit 2014 im Bezirk Bludenz ein Rotwild-TBC-
Bekampfungsgebiet und die M.-caprae-positiven Proben aus dem Jagdjahr 2014 und 2015
stammen fast ganzlich aus diesem Gebiet.

Die Untersuchung der M.-caprae-Genotypen aus dem 0Osterreichischen oberen Lechtal mittels
MIRU-VNTR (MIRU = mycobacterial interspersed repetitive unit; VNTR = variable number
of tandem repeats) und Spoligotyping ergab seit 1999 einen identischen Genotyp in der
Rinder- und Rotwildpopulation (PRODINGER et al., 2002; SCHOEPF et al., 2012), und man
sieht dieses Gebiet mit seinem Rotwildbestand daher als Erregerreservoir fir die Tuberkulose
bei Nutz- und Wildtieren an (SCHOEPF et al., 2010; 2012). Im MIRU-VNTR treten lediglich
geringfugige Variationen in drei Loci von neun lIsolaten auf (SCHOEPF et al., 2012;
DOMOGALLA, 2014). In den Jahren 2010 bis 2015 wurden laut der Zoonoseberichte in
Osterreich einige kulturell bestatigte M.-caprae-Tuberkulosefalle beim Menschen gemeldet
(Tabelle 7). Ein Zusammenhang der humanen M.-caprae-Infektionen mit dem derzeitigen
Auftreten des Erregers im Tierbestand in West6sterreich wurde von 2010 bis 2014 durchwegs
ausgeschlossen (AGES, 2014), jedoch stellte man im Jahr 2015 nach genauer Analyse zweier
humaner Erkrankungsfélle (Geschwisterpaar aus Bezirk Bludenz) im Vorarlberg fest, dass es
sich bei diesen M.-caprae-Fallen um denselben Erregertyp wie beim Rind und Rotwild
handelt. Ein Zusammenhang zu aktuellen Infektionen beim Rind oder Rotwild konnte aber
nicht nachgewiesen werden, so dass man bei beiden Fallen eine alte, Jahre zuriickliegende
Infektion annimmt (Landessanitatsdirektion Vorarlberg 2016; AGES, 2016).
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Tabelle 8: In Osterreich durch M. bovis und M. caprae verursachte humane
Tuberkulosefalle von 2010 bis 2015

Jahr Tuberkulosefille des Menschen
M.-bovis- kulturell best&tigt M.-caprae- kulturell bestatigt

2010 4 3
2011 0 2
2012 1 1
2013 1 2
2014 1 1
2015 0 2

Datenquelle: Zoonose-Jahresberichte (AGES, 2016)

4.5 Die Rindertuberkulose weltweit

Rindertuberkulose ist weltweit bekannt mit Ausnahme der Antarktis (MARTIN-HERNANDO
et al., 2010). Generell kann gesagt werden, wo es Rinder gibt, existiert die Rindertuberkulose.
In Australien, manchen karibischen Inseln und Teilen Stidamerikas wurde die Ausrottung
erreicht, und in Landern wie USA, Kanada, Europa — aufler den britischen Inseln - und

Sudafrika wurde die Rindertuberkulose auf ein vernachlassigbares Niveau reduziert.

Frankreich gilt seit 2000 offiziell frei von Rindertuberkulose. Jedoch sind seither erneute
Tuberkulosefélle (M. bovis) gemeldet worden, und eine Zunahme bei Rot- und Schwarzwild
(PAYNE et al., 2015), sowie bei Haustieren in der Normandie konnte ebenfalls festgestellt
werden (ZANELLA et al., 2008). Die Infektionsféalle konzentrieren sich seit 2000 vor allem
auf zwei Regionen, Cote d'Or (Mittlerer Osten) und Dordogne (Std-West) mit fast 40 % aller
gemeldeten Félle. Aber auch in den Regionen Camargue (Std), Normandie (Mitte-Nord) und
im Sld-Westen ist die Rindertuberkulose in Vieh- und Wildtierbestdnden endemisch (CHE et
al., 2006; HAUER et al., 2015; BARBIER et al., 2016).

In Italien sind nicht alle Regionen von der Europdischen Union als amtlich tuberkulosefrei
anerkannt. Die bovine Tuberkulose ist fiir die Viehhaltung vor allem im Suden von Italien
(Sizilien, Kalabrien, Kampanien, Apulien) von groRer Bedeutung (BONIOTTI et al., 2009;
MAMMINA et al., 2014). Italien startete in den 1960er mit Programmen zur Tilgung der
Rindertuberkulose, und 1977 wurde das verpflichtende ,test and slaughter® Programm
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eingefiihrt (DONDO et al., 2008). Einen potentiellen Anteil am Fortbestehen der bovinen
Tuberkulose in Italien haben die M.-bovis-infizierten Wildtierpopulationen, die am h&ufigsten
die Wildwiederkauer betreffen (PESCIAROLI et al., 2014; AMATO et al., 2016). Aber auch
von M.-caprae-infiziertem Rotwild wurde berichtet (CHIARI et al., 2014).

Die Schweiz ist laut der Definition der OIE bereits seit 1960 tuberkulosefrei und wurde 1999
als offiziell tuberkulosefrei anerkannt (OTF). Wie in anderen L&ndern ohne Wildtierreservoirs
hatten sich die Test- und Totungsstrategien zur Rindertuberkulose-Bekampfung auch in der
Schweiz bewahrt. Dennoch sieht man als grof3en Risikofaktor der Rindertuberkulose in der
Schweiz den zunehmenden Viehhandel und den direkten Kontakt von Schweizer Rindern mit
eventuell bTB-infizierten Rindern oder Wildtieren, beispielsweise wéhrend der Sémmerung
auf der Alpe und befiirwortet ein ,,pre-movement testing* (SCHILLER et al., 2011).

Die Tuberkulosereservoire in der Wildtierpopulation sind in vielen L&ndern fir das
Fortbestehen oder die Zunahme der Inzidenz der Rindertuberkulose verantwortlich, vor allem
Irland und das Vereinigte Konigreich (UK) haben derzeit die hdchsten bTB-Préavalenzen in
Europa, und diese stehen in starkem Zusammenhang mit der Wildtierpopulation
(TORGERSON & TORGERSON, 2010).

In Irland wurde erstmals 1974 von Tuberkulose in Dachsen berichtet. Inzwischen sind die
eurasischen Dachse (Eurasian badgers, Meles meles) in Nordirland als Wildreservoir fur bTB
beschrieben (DENNY & WILESMITH, 1999; ABERNETHY et al., 2006; MURPHY et al.,
2010; 2011). Um der hohen Inzidenz an bTB-infizierten Dachsen entgegenzuwirken und das
Risiko einer Ubertragung auf Rinder zu reduzieren (OLEA-POPELKA et al., 2009), wurden
seit 2003 lokal bis flachendeckende Keulungsprogramme entwickelt und die Dachspopulation
stark dezimiert (GRIFFIN et al., 2005; SHERIDAN 2011; 2014; THOEN et al., 2014). Es
konnte gezeigt werden, dass das proaktive Keulen zu einer langfristigen Abnahme der
Prévalenz von Tuberkulose in der wieder zunehmenden Dachs-Population fiihrte (MAIRTIN
et al., 1998; LA CORNER et al., 2008). Ferner arbeitet man derzeit an der Etablierung einer
erfolgreichen Wildtier-Impfstrategie gegen Tuberkulose. Um der hohen bTB-Prévalenz in
Rinderbestanden entgegenzuwirken, werden alle Rinder im Alter von sechs Wochen jahrlich
mittels Intrakutan-Test getestet und EDV-Tracing-Programme zur Ermittlung eventueller
Kontaktbestdnde und —rinder verwendet. Ferner dirfen Kontaktbestdnde keine Tiere aus
ihrem Bestand bewegen, ohne mehrere Tests im 42 bis 60-Tage Intervall durchgefiihrt zu
haben (ABERNETHY et al., 2006; O'HAGAN et al., 2015).
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Ahnlich wie in Irland, gestaltet sich auch in England die endgiiltige Ausrottung der
Rindertuberkulose schwierig, da der Dachs (Meles meles) auch in England endemisch mit
boviner Tuberkulose infiziert ist. Die Tuberkulose gilt im Vereinigten Konigreich trotz
fortlaufender Bekampfung der Krankheit, als die grofite Gefahr fiir die Rinderbestande
(WILSON et al., 2011; GOODCHILD et al., 2015). Seit Mitte der 1970er Jahre wurden
Dachse in das nationale Tilgungsprogramm als mogliche Infektionsquelle fir Rinder
miteinbezogen. Auch in England gilt die BCG-Impfung gegen bTB sowohl bei Dachsen, als
auch bei Rindern als attraktive Kontrollmdglichkeit fur die kurz- bis mittelfristige
Anwendung (LESELLIER et al., 2006; 2009; WILSON et al., 2011; WATERS et al., 2012;
CHAMBERS et al., 2014). Bei Dachsen wurde die Verabreichung von Impfstoffen in oralen
Kodern im Feld als die beste langfristige Perspektive genannt (DELAHAY et al., 2003;
ROBERTSON et al., 2016).

Neuseeland und Australien starteten 1940 mit dem Pflichtbekampfungsprogramm, um die
Tuberkulose bei Rindern und Hirschen zu tilgen (TWEDDLE & LIVINGSTONE, 1994). In
Australien reduzierten sich die Falle stark und bereits Anfang der 90iger Jahre war die
Rindertuberkulose getilgt. In Neuseeland hingegen behinderte das M.-bovis-infizierte
Wildtierreservoir  die  Rindertuberkulose-Tilgung stark und  fihrte zu  einer
Wiedereinschleppung der Tuberkulose in den Rinderbestand durch tuberkulosekranke
Fuchskusus (brushtail possum, Trichosurus vulpecula) und teilweise auch durch infiziertes
Farmwild (TWEDDLE & LIVINGSTONE, 1994; RYAN et al., 2006). Auch in Neuseeland
arbeitet man in gegenwartigen Forschungsprojekten an der oralen Verabreichung von
Impfstoffen gegen bTB, sowie an geeigneten Kdderformulierungen fir den wildlebenden
Fuchskusus (TOMPKINS et al., 2009).

In den Vereinigten Staaten von Amerika begann die Tuberkulosebekdmpfung bereits
Anfang des 19. Jahrhunderts (ESSEY & KOLLER, 1994). Nach erfolgreicher Abnahme der
Tuberkulosepravalenz in Rinderherden wurde 1960 der routinemaRige Intrakutan-Test
ausgesetzt, und der Schwerpunkt auf die post-mortem-Schlachtiiberwachung in Kombination
mit Rickverfolgungsuntersuchungen gesetzt (ESSEY & KOLLER, 1994; FRYE, 1995;
GILSDOREF et al., 2008; HUMPHREY et al., 2014). Der legale und illegale Import von
Rindern in die USA stellte jedoch ein groRes Risiko fir die amerikanische Fleisch- und
Milchindustrie dar (USDA, 2011). Obwohl etwa doppelt so viele Rinder aus Kanada
importiert wurden, galten besonders die jungen Mastrinder aus Mexiko als hohes Risiko fir
eine TB-Einschleppung in die USA. Ebenfalls eine bedeutende Infektionsquelle fir die
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Rinderherden stellen freilebende und auf Farmen gehaltene Hirschartige dar (ESSEY &
KOLLER, 1994). Speziell in Michigan ist die Hirsch-Population (speziell der
Weillwedelhirsch, Odocoileus virginianus) eine bedeutende Infektionsquelle fur bTB
(PAYEUR et al., 2002; SCHMITT et al., 2002; MILIAN-SUAZO et al., 2008; BERENTSEN
etal., 2011; O’BRIEN et al., 2011; BROOK et al., 2013; RAMSEY et al., 2016; MURRAY et
al., 2016; KANEENE et al., 2017).

In Kanada ist die TB-Pravalenz hingegen sehr niedrig (ESSEY & KOLLER, 1994; USDA,
2011). Hier konnte bTB im Bison (Bison bison athabascae) nachgewiesen werden (NISHI et
al., 2006).

4.6 Manifestation der Rindertuberkulose beim Rind

Die klinischen Symptome der Rindertuberkulose beim erwachsenen Rind sind teils
unspezifisch und unterscheiden sich je nach Lokalisation der Infektion (RADOSTITS et al.,
2006). Haufige Symptome sind Leistungsabfall, Abmagerung, Fieberschiibe und Husten
(SMITH et al., 2006). Die Infektion des Rinds mit M. bovis verlauft in zwei Stufen. Die erste
Phase beinhaltet die Granulom-Bildung an der Infektionsstelle und an den lokalen
Lymphknoten. Diese Phase ist in der Regel asymptomatisch, und das weitere Fortschreiten
der Erkrankung hinsichtlich des zeitlichen und 6rtlichen Verlaufs ist sehr unterschiedlich
(RADOSTITS et al., 2006). Die pathologischen Veranderungen beim Rind sind hauptséchlich
im Respirations- oder Gastrointestinaltrakt, sowie in den regionalen Lymphknoten lokalisiert
(GORMLEY et al., 2006; CORNER et al., 1990). Aufgrund der chronischen Eigenschaft der
Krankheit und der variablen Lokalisation der Infektion ist die Tuberkulose oft nur im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium im Rahmen der Schlachttier- und Fleischuntersuchung
zu diagnostizieren (WHIPPLE et al., 1996; RADOSTITS et al., 2006). Jedoch kann eine friihe
Phase der Infektion vorliegen, in der die Lasionen zu klein sind, um sie visuell erkennen zu
kdnnen (non visible lesions, NVL) (LA CORNER, 1994; GAVIER-WIDEN et al., 2009), und
makroskopische Lasionen (Granulombildung) bilden sich ferner nicht immer an Stellen, die
routinemanig durch amtliche Fleischkontrollen am Schlachthof untersucht werden kénnen
(WHIPPLE et al., 1996). Die Entwicklung von sichtbaren Ld&sionen ist eine Folge der
Immunantwort auf die Gewebeinvasion der Erreger (GORMLEY et al., 2006).
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5 Diagnostik von Tuberkulose und Tuberkuloseerregern

Fur die Diagnostik der Tuberkulose sind beim Menschen Befunde im Réntgen-Thorax
wegweisend, aber auch laborimmunologische Verfahren wie beispielsweise der y-Interferon-
Test und/oder der Tuberkulin-Hautest sind bei Mensch und Tier ubliche, indirekte
Erregerkontaktnachweise. Zur Bestatigung einer Diagnose wird ein direkter Erreger(genom)-
nachweis in der Mikroskopie, Kultur und/oder PCR vorgenommen. Da Mykobakterien nur
langsam wachsen, in Makrophagen (Granulomen) persistieren und ihre Zellwand von
Medikamenten kaum penetriert werden kann, ist eine Tuberkulosetherapie beim Menschen
langwierig und kompliziert (HEROLD, 2012). Eine Tuberkuloseerkrankung des Menschen
durch M. bovis zeigt dasselbe Krankheitsbild wie eine Erkrankung nach M.-tuberculosis-
Infektion, und eine Unterscheidung ist letztlich nur durch eine Speziesdifferenzierung
moglich. Da fur eine suffiziente Therapie nicht nur die Unterscheidung zwischen NTM und
MTC, sondern auch eine Differenzierung auf Subspeziesebene erforderlich ist, haben sich
verschiedene  molekulare  Differenzierungsmethoden  entwickelt. Als  molekulare
Zielsequenzen fir den Nachweis des MTC eignet sich das Gen der 16S rRNA
(SREEVATSAN et al., 1997; KELLER et al., 2010; ROTH et al., 1998; WOO et al., 2008),
entweder in der Probe (REISNER et al., 1994), oder zur Sequenzierung (KIRSCHNER et al.,
1993; HALL et al.,, 2003). Eine Differenzierung kann auch durch die Analyse der
Genabschnitte des gyrB-Gens (KASAI et al., 2000), des 32-kDa Protein-Gens (SOINI et al.,
1994), des Insertionselements-1S1081 (TAYLOR et al.,, 2007 b), des 65-kDa-
Hitzeschockproteins (RINGUET et al., 1999), der Hypothetischen Helicase (RODRIGUEZ et
al., 1995), sowie die 16S-23S ITS-Region (ITS = internal transcribed spacer) erfolgen (ROTH
et al., 1998; WILLIAMS et al., 2007). Eine Unterscheidung der MTC-Mitglieder auf
Subspeziesebene ist  hiermit  jedoch  nicht mdglich.  Hierfir  haben  sich
Differenzierungsmethoden wie Nukleinsaure-Amplifikations-Techniken, Spoligotyping,
Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus, MIRU-VNTR-Typisierung, Large Sequence
Polymorphisms (LSPs), Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) oder Whole Genome
Sequencing (WGS) bewahrt.
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5.1 Indirekter Erregernachweis

5.1.1 Intrakutane Tuberkulin-Untersuchung nach Mendel-Mantoux beim Rind

Der intrakutane Tuberkulin-Hauttest beim Rind erfolgt &hnlich wie beim Mensch, ebenfalls
nach Mendel-Mantoux. Der Intrakutan-Test, auch SICCT (single intradermal comparative
cervical tuberculin test) genannt, kann auf unterschiedliche Weisen angewendet werden
(SCHILLER et al., 2010), jedoch ist in Deutschland die Durchfiihrung und Auswertung des
Tuberkulin-Hauttests genau vorgeschrieben und im Anhang B der Richtlinie 64/432/EWG in
der aktuell gultigen Fassung nachzulesen. Dabei werden Rinder in regelméiigem Rhythmus
durch strikt intrakutane Tuberkulinapplikation zweier hochgereinigter Proteinderivate (PPD=
purified protein derivative) getestet (Simultantest). Das ,,Rindertuberkulin-PPD fiir Tiere”
besteht aus einem bovinen PPD aus den Uberstanden von M.-bovis-Kulturen, und zusatzlich
wird aviares PPD aus M.-avium-Kulturen als ,,Gefliigel-PPD fiir Tiere” als vergleichende
Tuberkulinprobe zur Abklarung moglicher Kreuzreaktionen mit NTM-Erregern verwendet.
Bei dem sogenannten Intrakutan-Monotest wird allein bovines PPD verabreicht. Vor und 72
Stunden nach Injektion am Hals (Monotest zwischen dem ersten und dem mittleren
Nackendrittel in craniocaudaler Richtung, bzw. beim Simultantest soll das avidre Tuberkulin
ca. 10 cm unter der Kammlinie des Halses liegen in dorsoventraler Richtung und das bovine
Tuberkulin mindestens 12,5 cm tiefer parallel zur VVorderkante des Schulterblattes) wird die
Hautdickenzunahme ermittelt. Auf eine unspezifische Entziindungsreaktion erfolgt im
positiven Fall eine Ansammlung von spezifischen, aus Hautgefallen ausgetretenen CD4+ T-
Zellen (TH1) in das Gewebe an der Injektionsstelle und vermitteln eine von den T-Zellen
abhangige lokale Uberempfindlichkeitsreaktion (DTH). Diese TH1-Zellen erkennen
Mykobakterienprotein-spezifische Peptide, die durch einen mdglichen Kontakt mit dem
Antigen zuvor generiert und als MHC-1I Komplexe prasentiert wurden. Infolge der
Aktivierung der TH1-Zellen werden inflammatorische Zytokine, wie Interferon-y und TNF-p,
freigesetzt (ANDERSEN & SMEDEGAARD, 2000; ANCELET, 2013; SAKAI et al., 2014).
Die korrekte intradermale Injektion der vorgeschriebenen Dosis betragt 0,1 ml je Injektion
und, um Applikationsfehler zu vermeiden, sollte die Hautdicke vor und 72 Stunden nach
Injektion von der gleichen Person gemessen werden (OIE, 2009). Als negatives Testergebnis
ist der bovine Intrakutan-Hauttest zu bewerten, wenn die Hautdickenzunahme unter 2 mm
liegt und keine klinischen Veranderungen, wie beispielsweise das Auftreten von Odemen,
Schorf oder Schmerzempfinden an der Injektionsstelle zu beobachten sind. Wenn die

Hautdickenzunahme zwischen 2 —4 mm liegt und keine klinischen Veranderungen vorliegen,
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spricht man von einem zweifelhaften Ergebnis. Eine Rindertuberkulose wird festgestellt beim
Auftreten von Kklinischen Verdnderungen oder einer Dickenzunahme der Haut Uber 4 mm
Differenz gegenuber der Reaktion auf M.-avium-Injektion (RICHTLINIE 64/432/EWG). Ein
mdogliches Problem des Simultantests ist die parallele Infektion mit NTM- und MTC-
Erregern, welche einen erschwerten und maskierten Nachweis von Rindertuberkulose zur
Folge haben kann. Auch sind, wie beim Menschen, Kreuzreaktionen nach einer BCG-
Impfung mit falsch-positivem Tuberkulin-Hauttestergebnis moéglich (THOM et al., 2008),
jedoch ist in Deutschland die BCG-Impfung beim Rind mit Ausnahmen zur Durchflihrung
wissenschaftlicher Versuche (VORDERMEIER et al., 2002; AMENI et al., 2010) verboten
(MOSER et al., 2014). Zardenetal. konnten ferner zeigen, dass Milchkuhe aus einem
Tuberkulose-befallenen Bestand trotz eines negativen SICCT Ergebnisses M. bovis Erreger in
ihrer Milch ausscheiden (ZARDEN et al., 2013). Daher ist neben dem Intrakutan-Test, der
IFN-y-Bluttest ein wesentlicher Bestandteil in der Diagnostik der Rindertuberkulose
geworden (COAD et al., 2008). Zudem wird vermutet, dass es genetische Variationen in einer
Resistenzentwicklung gegen bTB-Infektionen bei Rindern gibt (BERMINGHAM et al., 2009;
BROTHERSTONE et al., 2010). Dennoch ist der SICCT mit einer Sensitivitat von > 99%
und einer Spezifitat von 55 - 91% ein robuster Test zum Zwecke der bTB-Kontrolle bei allen
Rinderrassen (LA RUA-DOMENECH et al., 2006; CLEGG et al., 2011; TSAIRIDOU et al.,
2016).

5.1.2 Interferon-Gamma (IFN-y)-Bluttest (Quantiferon-Test)

Der IFN-y-Bluttest ist ein immunologischer Test, der die Menge an Interferon-y misst, das
durch sensibilisierte T-Lymphozyten bei einem vorausgehenden M.-tuberculosis-Kontakt
nach in-vitro-Restimulation ausgeschuttet wird. Diese T-Zellen werden in-vitro mit
spezifischen, von der RD1-Region des Genoms codierten, immunogenen Peptiden von
M. tuberculosis re-stimuliert (PAI et al., 2004). Diese Peptide fehlen bei M. bovis BCG und
den meisten NTM, auller M. kansasii, M. szulgai, M. marinum (NIENHAUS 2009) und
M. riyadhense (VAN INGEN et al., 2009). Dadurch wird eine hohe Spezifitat bei einem
geringeren Kreuzreaktionsrisiko aufgrund von BCG-Impfungen und nicht-tuberkulose-
verursachenden Mykobakterien (NTM) erreicht (PAI et al., 2004). Dieser spezifische Test mit
der quantifizierbaren IFN-y-Freisetzung von mononukledren Zellen aus dem Blut ist als
»enzyme linked immunosorbent Assay“ (ELISA) (Quantiferon-TB-Gold-Test) und als
»enzyme linked immunospot™ (ELISpot) (T-Spot-TB-Test) beim Menschen im Einsatz (OIE,
2009; COSTABEL & KROEGEL, 2013; ARLEHAMN et al., 2012). Zunachst werden die T-



LITERATURUBERSICHT 40

Lymphozyten aus dem Blut des Patienten in-vitro mit den synthetischen M.-tuberculosis-
spezifischen Peptiden, den sogenannten ESAT-6 (6 kDa early secretory antigenic target),
CFP-10 (10 kDa culture filtrate protein) und TB-7.7 (Rv2654c, moégliches phiRv2 Phagen
Protein) Antigenen tber Nacht stimuliert (VAN PINXTEREN et al., 2000; BROSCH et al.,
2002; SIDDERS et al., 2008; NIENHAUS 2009; MILLINGTON et al., 2011; ARLEHAMN
et al.,, 2012). Hat ein MTC-Kontakt stattgefunden oder ist eine TBC-Infektion vorhanden,
setzen T-Zellen mit spezifischer Aktivitat gegen diese Antigene nach Stimulation IFN-y frei,
und eine Sekretion von IFN-y kann in einem anschlieBenden ELISA Reader im Uberstand
quantitativ nachgewiesen werden. Beim ELISpot-Test hingegen werden direkt sensibilisierte
T-Zellen Uber ihre Cytokin-Freisetzung nachgewiesen. Hier werden, im Gegensatz zum
Quantiferon-Test, periphere monozytare Blutzellen (PBMC) aus dem Vollblut des Patienten
isoliert und in Mikrotiterplatten mit TB-spezifischen Antigenen (ESAT-6 und CFP-10)
inkubiert (VAN PINXTEREN et al., 2000; MATTHYS & SEEGER, 2009). Durch die
Antigen-Stimulation kommt es zur Freisetzung von Cytokinen, die sich an spezifische
Antikorper anlagern, und diese wiederum konnen in einer anschlieBenden Farbreaktion
detektiert werden (MATTHYS & SEEGER, 2009). Beide Tests haben den Vorteil, dass sie
unabhéngig vom Impfstatus des Patienten sind (BROCK et al., 2001; PAI et al., 2004), ein
Ergebnis binnen 24 Stunden zu erwarten ist und kein Booster-Effekt auftritt (beliebige
Wiederholung mdglich) (NIENHAUS, 2009). Jedoch kann im Falle eines positiven
Testergebnisses nicht zwischen einer chronischen Infektion oder einer aktiven Erkrankung
unterschieden werden und weiterfihrende Untersuchungen sind erforderlich. Die Abbildung 4
gibt einen Uberblick uber die beiden IFN-y-Testmethoden.
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Abbildung 4: Uberblick Uber die IFN-y-Nachweismoglichkeiten zur
Tuberkulosediagnostik (MATTHYS & SEEGER, 2009)

513 BOVIGAM-IFN-y-Test fur Rinder

Der BOVIGAM®-IFN-y-Test der Firma Prionics (jetzt Thermo Fisher) ist ein kommerzieller
in-vitro-Bluttest fir Rinder und wird in vielen Landern zur Rindertuberkulose-Diagnostik
verwendet (SCHILLER et al., 2009; SCHILLER et al., 2011; BASS et al., 2013). Das Prinzip
des Tests entspricht der Reaktion der T-Lymphozyten (CD4-T-Zellen) nach vorheriger
Sensibilisierung durch Tuberkuloseerreger mit anschlielender IFN-y-Freisetzung, wie dies
unter Abschnitt 5.1.2 beschrieben ist. Jedoch erfolgt im Bovigam-Test eine Stimulation der T-
Lymphozyten direkt in einer Vollblutprobe des Rindes mit bovinem PPD und zusatzlich mit
avidrem PPD, um Kreuzreaktionen zu uberprifen (ROTHEL et al., 1990). Allerdings sind
fragliche oder falsch positive Ergebnisse nach vorangegangenem Kontakt zu NTM mdglich
(BEZOS et al., 2010). Die Vollblutprobe muss fir eine erfolgreiche Durchfiihrung des Tests
lebende und teilungsféhige T-Lymphozyten enthalten, jedoch ist zu bedenken, dass nicht zu
jedem Zeitpunkt einer Blutentnahme gleich viele spezifische T-Lymphozyten im Blut
vorhanden sind (WESTERMANN & PABST, 1992) und auch diverse pra- und postkollektive
Parameter (Blutabnahme, Temperatur und Zeit der Blutlagerung, Kulturdauer und -

bedingungen, Probenqualitdt und Temperatur, Antigene) eine in-vitro-IFN-y-Produktion
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beeinflussen kénnen (WATERS et al., 2007; SCHILLER et al., 2009). Um die Diagnostik der
Rindertuberkulose durch eine héher-spezifische Restimulation der Blutproben zu verbessern,
werden gezielt spezifischere Antigene gesucht. Neuerdings kommen die in der
Humanmedizin verwendeten synthetischen Antigene ESAT-6, CFP-10 und Rv3615c
(SIDDERS et al.,, 2008; MILLINGTON et al.,, 2011) auch beim Rind zum Einsatz
(VORDERMEIER et al., 2001; MUSTAFA et al., 2002). Diese Peptide, fir die bei den
meisten NTM die kodierenden Genombereiche fehlen und die auch im Genom von
M. bovis BCG deletiert sind (MAHAIRAS et al., 1996; BEHR et al., 1999; GARNIER et al.,
2003; VAN INGEN et al., 2009), konnen einzeln oder als ,,Antigencocktail“ verwendet
werden und ermoglichen eine erheblich spezifischere Diagnostik (PAI et al., 2004; OIE,
2009; WHELAN et al., 2010; JONES et al., 2012).

Der BOVIGAM-Test bietet keine Unterscheidungsmdglichkeit zwischen einer chronisch
persistenten und einer akuten Tuberkulose, und die zellvermittelte Immunantwort kann
abhéngig vom Alter der infizierten Rinder das Testergebnis beeinflussen (LIM et al., 2012).
So reagiert die Immunabwehr bei Kéalbern unter 6 Monaten (innate immunity) unspezifisch
mit einer Interferon-y-Ausschiuttung, u.a. durch Natural Killerzellen (NK) und kann ein
falsch-positives Ergebnis erzeugen (OLSEN et al., 2005; GORMLEY et al., 2013). Ferner
sind falsch-negative Ergebnisse bei Tieren mdglich, die sich in einem sehr friihen Stadium der
Infektion befinden und noch keine ausreichende zellvermittelte Immunantwort besitzen
(GORMLEY et al., 2006), oder auch bei Tieren, die sich in einem spateren Krankheitsstadium
befinden und/oder aufgrund anderer Faktoren ein geschwéchtes Immunsystem aufweisen
(WOOD & JONES, 2001; LA RUA-DOMENECH et al., 2006; PALMER et al., 2006). Zur
amtlichen Feststellung eines Rindertuberkuloseausbruchs in Deutschland erfolgt nach einem
positiven oder zweifelhaften Tuberkulin-Test oder Bovigam-Test immer post-mortem ein
Erregernachweis mittels PCR oder Kultur (LGL, 2011). Lahuerta-Marin et al. konnten die
Wichtigkeit einer Eliminierung von infizierten Tieren aus einer Herde zeigen (LAHUERTA-
MARIN et al., 2015), was letztlich auch fur Tiere mit zweifelhaften Testergebnissen von

Vorteil fir die Rindertuberkulosebekampfung ist.

52 Direkter Erregernachweis

5.2.1  Mikroskopischer Nachweis

Fir den Bakteriennachweis kann Sputum, Bronchialsekret, Magensaft, Urin, Ejakulat,

Pleurafliissigkeit, Liquor oder ein Hautabstrich verwendet werden. Die Diagnostik erfolgt
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mikroskopisch durch eine Spezialfarbung nach Ziehl-Neelsen (COOK, 1997) oder durch
Fluoreszenzmikroskopie mit Hilfe einer Auramin-Farbung (NEUMEISTER et al., 2009), in
der Mykobakterien dauerhaft angefarbt werden konnen. Eine Gramfarbung gelingt nur
bedingt. Die Mikroskopie weist nur eine geringe Sensitivitdt und Spezifitdt auf. Rein
mikroskopisch kdnnen zwar sdurefeste Stdbchen identifiziert werden, es ist jedoch keine
Differenzierung zwischen tuberkuldsen (MTC)- und nichttuberkulosen Bakterien (NTM),
sowie anderen stabchenformigen saurefesten Erregern moglich (NEUMEISTER et al., 2009).
Es ist ein sehr schnelles Ergebnis zu erwarten, jedoch ist eine Bakterienzahl von mindestens
10* Keimen/ml (Colony Forming Units = CFU) notwendig (ALLEN & MITCHISON, 1992).
Daher spricht ein negativer mikroskopischer Befund nicht zwingend gegen eine
Tuberkuloseerkrankung (HEROLD, 2012).

5.2.2  Kulturisolierung

Der Goldstandard in der Tuberkulose-Diagnostik ist der kulturelle Nachweis (NEUMEISTER
et al, 2009; SCHILLER et al, 2011) nach einer Dekontamination des
Untersuchungsmaterials  durch ~ N-Acetyl-L-Cystein-NaOH  zur  Beseitigung  von
Begleitbakterien und einer anschlieenden Kombination von Flissig- und Festnahrmedium-
Beimpfung (NEUMEISTER et al., 2009). Dabei werden die Tuberkuloseerreger je nach
Spezies auf Spezialnahrbdden (z.B. lipidhaltiger Lowenstein-Jensen-Agar) unter aeroben
Bedingungen bei 24 bis 37 °C bis zu sechs Wochen (evtl. bis zu zwolf Wochen) kultiviert
(HEROLD, 2012). Aufgrund der langen Teilungszeiten der langsam wachsenden
Mykobakterien von 16-20 Stunden pro Teilungszyklus dauert die Anzucht der Mykobakterien
auf Festnahrbdden etwa 30 Tage, auf Flussignahrbdden (z.B. BACTEC-Verfahren) nur 10-14
Tage bis zur Diagnosestellung (SMITH, 2003). Das nationale veterindrmedizinische
Referenzlabor fir Tuberkulose, das Friedrich-Loeffler-Institut (FLI), empfiehlt in seiner
verOffentlichten amtlichen Methodensammlung die Festndhrbdden Loéwenstein-Jensen und
Stonebrink und die Flissigmedien Middlebrook und Kirchner zur Kultivierung von
Mykobakterien. Die Mykobakterien-Kultur (Abbildung 5) zeichnet sich auf Festndhrboden
durch ihre raue Form und ihre hell-weifl3 bis gelblichen, oft konfluierenden Kolonien aus.
Nach einem erfolgreichen kulturellen Mykobakterien-Nachweis ist eine Testung auf
Medikamentenresistenzen moglich (HAUER et al., 2011).
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Abbildung 5: M.-caprae-Kultur auf
einem Festnahrboden (Foto
Dr. S. Hormansdorfer, LGL, 2011)

5.2.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) hat sich als Standardverfahren in der modernen
Diagnostik etabliert und basiert auf der in-vitro-Vervielféaltigung der Erbsubstanz (DNA). Sie
zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aus und verkirzt die Zeit der
Tuberkulosediagnostik auf wenige Stunden. Auch bei niedrigen Bakterienzahlen und kleinem
Probevolumen ist ein Nachweis trotzdem moglich. Der Erfolg der PCR ist unabhéngig von
der Lebensféhigkeit und der Physiologie der Mykobakterien. Die PCR weist lediglich eine
DNA-Sequenz nach, eine Unterscheidung zwischen lebensfahigen und abgetoteten
Infektionserregern (z.B. nekrotisches Gewebe) ist demnach nicht mdglich. Obwohl die PCR
teurer ist und ein hoheres Mall an labortechnischer Ausstattung als andere Methoden
erfordert, ist sie mittlerweile in der TBC-Diagnostik ein Standardverfahren geworden.

5.2.4 PCR als Molekularbiologischer Nachweis der Rindertuberkulose

Die Polymerase-Kettenreaktion in Echtzeit (real time PCR) dient zum schnellen Nachweis
von mykobakterieller DNA direkt aus dem Untersuchungsmaterial in Blut- oder
Gewebeproben bei Rindern. Die in Deutschland in der amtlichen Methodensammlung
beschriebene Methode zum Nachweis von MTC-DNA ist eine duplex real-time PCR und wird
vom Nationalen Referenzlabor (NRL) des Friedrich-Loeffler-Instituts (FLI) vorgeschrieben.
Zwei Genorte werden als Zielsequenz fir diese PCR genutzt, zum einen die hypothetische
Helicase (HELI) (RODRIGUEZ et al., 1995), zum anderen das Insertionselement (1S) 1S1081,
das als repetitives Element im Genom von Mykobakterien vorkommt (TAYLOR et al., 2007
b). Fur die Amplifizierung der Zielnukleotidsequenzen aus beiden Genorten werden

entsprechend spezifische Primer und eine zusatzliche Sonde verwendet. Die vorgeschriebene
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PCR amplifiziert ein 91-bp-Fragment aus dem HELI-Gen und 85 bp des 1S1081-Gens. Als
interne Kontrolle ist beta-Aktin (B-Aktin) integriert und muss zusétzlich zu beiden MTC-
Fragmenten aus dem Gewebematerial amplifiziert werden. B-Aktin ist ein Multicopygen,
welches mehrfach verteilt im Genom vorkommt und als Nachweis von Séaugetier-DNA fir
eine erfolgreiche DNA-Extraktion erforderlich ist (LI et al.,, 2010). Ein positives PCR-
Ergebnis liegt vor, wenn beide Zielsequenzen aus beiden Genorten nachgewiesen werden
kdnnen. Ist nur eine Zielfrequenz nachweisbar, ist das Ergebnis als zweifelhaft zu werten. Fir
die Handhabung der PCR ist zu beachten, dass die vorangegangene DNA-Extraktionsmethode
aus Gewebsproben einen entscheidenden Einfluss auf die Nachweisbarkeit von
Mykobakterien hat (FELL et al., 2016). PCR-Ergebnisse zum Nachweis von MTC-
Nukleinsauren direkt aus Gewebsproben (vor allem aus Gewebsproben ohne charakteristische
Lasionen) zeigen oft nur eine Sensitivitat von bis zu 75 % im Vergleich zu mykobakterieller
DNA aus Kulturisolaten (LIEBANA et al., 1995; TAYLOR et al., 2001; 2007 b; THACKER
etal., 2011; COSTA et al., 2014). Das ist vor allem auf die Heterogenitat der Mykobakterien-
Verteilung im Gewebe und die Komplexitdt der mykobakteriellen Zellwand und daraus
resultierenden schlechten Lysis-Eigenschaft zuriickzufuhren (COSTA et al.,, 2013;
RADOMSKI et al., 2013). Eine DNA-Gewinnung aus groReren Gewebemengen ist auf jeden
Fall ein grolRer Vorteil fir die Erhohung der Trefferwahrscheinlichkeit in der PCR (FELL et
al., 2016). Auch Amplifikations-Inhibitoren in Gewebsproben zusammen mit groRen Mengen
an Co-extrahierter eukaryotischer Wirts-DNA stellen oft ein zusétzliches Problem dar
(RADOMSKI et al., 2013; COSTA et al., 2014).

5.3 Differenzierung von MTC-Mitgliedern

5.3.1 Nukleinsaure-Amplifikations-Techniken (NAT)

Die Nukleinsdure-Amplifikations-Technik (NAT) ermoglicht eine Schnelldiagnostik z.B.
mittels PCR in 2-3 Tagen mit genauer Klassifizierung des Erregers in der Human- und
Tiermedizin (COSTA et al., 2014). Jedoch ist bei einer zuriickliegenden, ausgeheilten
Tuberkuloseerkrankung mit einem positiven Testergebnis bis zu einem Jahr noch zu rechnen
(HEROLD, 2012). Nachdem im Vergleich zur kulturellen Erregerisolierung, bei der
Nukleinsaure-Amplifikations-Technik die Sensitivitdt von mikroskopisch-negativen Proben
nur bei 80-90 % mit einer Spezifitdt von 95-99 % liegt, schliel3t ein negatives Ergebnis eine
Tuberkuloseerkrankung nicht sicher aus (DARAI et al., 2012).
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53.2 ,DNA-STRIP-Technologie*

Das Prinzip der sogenannten ,,DNA-STRIP-Technologie®, wie sie von der Firma Hain
Lifescience GmbH mit dem Geno-Type-MTBC-Test angeboten wird, besitzt eine hohe
Sensitivitat und eine maximale Spezifitat. Es beruht auf der Amplifizierung, Hybridisierung
und einer alkalischen Phosphatase-Reaktion mit DNA-Proben und dem Nachweis auf
speziellen Membran-Streifen. Es ermdoglicht die Differenzierung von M. tuberculosis,
M. africanum, M. microti, M. bovis, M. caprae und M. bovis BCG (RICHTER et al., 2003;
NEONAKIS et al., 2007).

Im ersten Schritt wird aus dem Ausgangsmaterial (Fest- oder Flissigkultur) Nukleinséure in
Form von DNA oder RNA gewonnen (Abbildung 6). Im Anschluss an die DNA-Isolierung
wird die Nukleinsaure in einer Amplifikationsreaktion selektiv vermehrt, indem die
Sequenzen des 23S-rRNA-Gens, des gyrB-Gens und der RD1-Region gleichzeitig in einer
Multiplex-PCR mit biotinylierten Primern amplifiziert werden. Das Amplifikat des 23S-
rRNA-Gens dient zum einen als Amplifikationskontrolle fir G/C-reiche, Gram-positive
Bakterien, zum anderen als spezifische Sonde fir MTC-Mitglieder. Hingegen umfassen die
Fragmente des gyrB-Gens und der RD1-Region die speziesspezifischen Sequenzen
(RICHTER et al., 2003). Im n&chsten Schritt werden die Amplifikate chemisch denaturiert, da
die Detektion auf dem DNA-STRIP anhand einzelstrdngiger-DNA erfolgt (Hain Lifescience,
2015).
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Abbildung 6: Prinzip der Probenaufbereitung fur die ,,DNA-Strip-Technologie*.
Ausgangspunkt ist Probenmaterial, aus dem Nukleinsaure gewonnen wird. Im néchsten
Schritt folgt eine Amplifikationsreaktion mit anschlieBender Denaturierung (nach Hain
Lifescience, 2015)
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Der DNA-STRIP ist mit hochspezifischen Sonden (13 Oligonukleotide) beschichtet, die
komplementér zu den selektierten Amplifikaten sind. Um die MTC-Spezies zu differenzieren,
werden SNPs im gyrB-Gen und die Deletion in der RD1-Region verwendet (RICHTER et al.,
2003). Nach der Denaturierung bindet das einzelstrangige Amplifikat im Verlauf der
Hybridisierung (Abbildung 7) spezifisch an die Oligonukleotidsonden, welche die
charakteristischen SNPs und Sequenzen aufweisen, wéhrend unspezifisch-gebundene
Amplifikate in einem anschliefenden Waschschritt entfernt werden. Das spezifisch
gebundene Amplifikat wird wéhrend der Hybridisierungs-Reaktion mit dem Enzym
alkalische Phosphatase markiert und anschlielend in einer enzymatischen Farbreaktion
sichtbar gemacht. Auf dem DNA-STRIP entsteht ein spezifisches Bandenmuster, das sich
durch Anlegen einer testspezifischen Auswertungsschablone schnell und eindeutig ablesen
lasst. So ermoglicht der Geno-Type-MTBC-Test eine genaue Genotyp-Differenzierung
zwischen den Vertretern des Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes und gewahrleistet ein
sicheres Abgrenzen des BCG-Impfstammes (Hain Lifescience, 2015).
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Abbildung 7: Prinzip der ,,DNA-Strip-Technologie*“. Nach Denaturierung bindet das
einzelstrangige Amplifikat spezifisch an die Sonden (Hybridisierung) und wird in einer
anschlieBenden Farbreaktion sichtbar gemacht. Das entstandene Bandenmuster kann

abgelesen und ausgewertet werden (Hain Lifescience, 2015)

5.3.3  Restriktions-Fragment-Polymorphismus (RFLP)

Die erste Genotyping-Methode beruht auf der Analyse der Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismen (RFLP, restriction fragment length polymorphism), in der repetitive
DNA-Sequenzen als Sonden fur DNA-Fingerprintings verwendet werden (EISENACH et al.,
1988). RFLP wird in molekularen Studien zur Identifizierung von Ausbriichen und
Ansteckungswegen in der Tuberkulose-Epidemiologie genutzt (SMALL et al.,, 1994,
MURRAY & NARDELL, 2002), sowie auch zur Identifizierung von Kontaminationen oder
Bestatigung von Re-Infektionen (GENEWEIN et al., 1993; BARNES & CAVE, 2003). Durch

Mutationen kann es zur Insertion, Deletion oder Duplikation einer Restriktionsschnittstelle



LITERATURUBERSICHT 48

kommen, wodurch sich nach einem Restriktionsenzymverdau die Lange des resultierenden
DNA-Fragmentes vom Wildtyp unterscheidet. Die gesuchten Fragmente lassen sich nach
GroRenauftrennung mittels Elektrophorese und Hybridisierung z.B. durch Anfarbung mit
einem Fluoreszenzfarbstoff darstellen (GRESSNER & ARNDT, 2013; RAMOS et al., 2014).
Der Durchbruch der molekularbiologischen Methode 156110 RFLP (VAN EMBDEN et al.,
1993) gelang kurz nach der Charakterisierung der 1S6110-Insertionssequenz als Zielsequenz
innerhalb des Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes (THIERRY et al., 1990). Diese
Insertionssequenz ist im M.-tuberculosis-Genom in bis zu 20-facher Kopie vorhanden, jedoch
sind in M. bovis nur 1-5 Kopien von 1S6110 gefunden worden, was zu einer Limitierung in
der Unterscheidung auf Subspeziesebene fuhrt (ARANAZ et al., 1999; VAN SOOLINGEN et
al.,, 1993; 1994; 2001). Die Differenzierungsmethode 1S6110 RFLP ermdglicht eine
Unterscheidung der MTC-Spezies (DURR et al., 2000; O'BRIEN et al., 2000) ist jedoch
arbeitsintensiv, zeitraubend und bendtigt viel qualitativ hochwertige DNA (VAN EMBDEN
et al., 1993; KREMER et al., 1999; NEUMEISTER et al., 2009). AufRerdem ist ein
Ergebnisvergleich zwischen den Laboratorien schwer umsetzbar und wurde daher von neuen
PCR-basierenden Methoden ersetzt (PRODINGER et al., 2005; COMAS et al., 2009;
RAMOS et al., 2014).

5.3.4 Differenzierung durch Spoligotyping

Spoligotyping  (Spacer-Oligonucleotide-Typing) ist eine weitere  Methode zur
Speziesdifferenzierung im Mycobacterium-tuberculosis-Komplex und beruht auf der
Verwendung eines Polymorphismus in der chromosomalen DR-Region (HERMANS et al.,
1991; KAMERBEEK et al., 1997). Spoligotyping wird weniger in der Diagnostik als in
epidemiologischen Studien eingesetzt (KAMERBEEK et al., 1997). Die regelméaiigen kurzen
Palindrom-Wiederholungen (CRISPR), die auch als direkte Wiederholung (direct repeats,
DRs) im Mykobakterien-Genom bekannt sind, bestehen aus vielen konservierten 36-bp
umfassenden aufeinanderfolgenden Wiederholungen (VAN DER ZANDEN et al., 1998).
Zwischen diesen DRs liegen 34 bp bis 41 bp sich nicht-wiederholende (non repetitive)
Spacer-Regionen (HERMANS et al., 1991; XIA et al., 2016). Die DR-basierten PCR Primer
amplifizieren die einzelnen Spacer-Regionen, die zwischen jedem DR-Locus liegen. Die
Amplifikate der einzelnen Spacer werden durch dot-blot-Hybridisierung mit synthetischen
Oligonukleotiden (Spacer-Oligonucleotide-Typing) auf einer Membran sichtbar gemacht und
fungieren als eine Art Fingerabdruck (KAMERBEEK et al., 1997; VAN DER ZANDEN et
al., 2002). Ein Satz von insgesamt 43 einzigartigen Spacer-Sequenzen in der DR-Region
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wurde bestimmt, um MTC-Spezies rein nach dem Vorhandensein oder Fehlens dieser Spacer
zu klassifizieren (GROENEN et al., 1993; DRISCOLL 2009). Zum Beispiel fehlt bei
M. tuberculosis typischerweise die Spacer-Sequenz 33-36 in der DR-Region. Auch in
M. bovis und M. caprae fehlen die Spacer-Sequenzen 3, 9 und 16. Bei allen M.-bovis-, M.-
caprae- und M.-microti-Stdmmen fehlen dartiber hinaus die Spacer-Sequenzen 39 bis 43
(ZUMARRAGA et al., 1999). Aranaz et al. charakterisierten M. caprae durch die fehlenden
Spacer 1, 3-16, 30-33 und 39-43 (ARANAZ et al., 2003). Die verschiedenen Muster, die sich
durch das Vorhandensein oder Fehlen der 43 Spacer ergeben, kdénnen in einem 43-stelligen
bindren Code zusammengefasst werden. Dabei steht die Zahl 1 fiir das Vorhandensein und die
Zahl 0 fur das Fehlen eines Spacers, und daraus ergibt sich ein 15-stelliger Zahlencode, der
als Spoligotype bezeichnet wird (DALE et al., 2001; XIA et al., 2016). Eine internationale
Datenbank sammelt diese verschiedenen Spoligotype-Muster und ermdglicht eine Zuordnung
der verschiedenen eingetragenen Typen (LAZZARINI et al., 2012). Spoligotyping ermdglicht
eine leichte Differenzierung zwischen den Spezies (KAMERBEEK et al, 1997,
PRODINGER et al., 2002; DRISCOLL 2009) und benétigt als PCR-basierte Methode nur
eine geringe Keimzahl, und die DNA kann aus Flussigkulturen oder direkt aus Isolaten
verwendet werden (VAN DER ZANDEN et al., 1998; NEUMEISTER et al., 2009).

5.3.5 Differenzierung durch MIRU-VNTR

Kurz nach der Entwicklung des Spoligotypings entdeckte man mit Hilfe der ersten
Gesamtgenomsequenzierung im Jahr 1998 (COLE et al., 1998) die ,,Tandem Repeat Loci* im
Genom von MTC-Mitgliedern. Daraus entstand die sogenannte ,,Variable Number of Tandem
Repeats“-(VNTR-) Genotyping Methode auf Gesamtgenom-Ebene (FROTHINGHAM &
MEEKER-O'CONNELL, 1998). Mit der Erweiterung der Methodik durch MIRU-VNTR-
Typisierung (MIRU = Mycobacterial Interspersed Repetitive Units), die auch als ,,Multiple
Locus VNTR Analyse* (MLVA) bezeichnet wird, entstand ein neuer Goldstandard fur die
molekulare Tuberkulose-Epidemiologie (SUPPLY et al., 2001; 2006). Dieses Verfahren
basiert auf der PCR-Amplifikation von mehreren Loci (Genorten), die Uber das gesamte
Genom verteilt vorkommen konnen, unter der Verwendung von Primern, die spezifisch fur
die flankierenden Regionen eines jeden Locus sind. In jedem dieser Loci ist eine variable
Anzahl von sich hintereinander wiederholenden Sequenzen (VNTR) enthalten, und die Grolie
des Amplikons ist abhédngig von der Anzahl an ,,Tandem Repeats* an dem jeweiligen Locus.
Dabei kann eine einzelne repetitive Sequenz eine L&nge bis zu 100 bp aufweisen
(FROTHINGHAM & MEEKER-O'CONNELL, 1998; MAZARS et al., 2001). Die
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GroRenbestimmung erfolgt entweder durch ein Kapillar-System (SUPPLY et al., 2001;
ALLIX et al., 2004), durch Gelelektrophorese (MAZARS et al., 2001) oder durch eine
Flussigkeitschromatographie unter nicht-denaturierenden Bedingungen (EVANS et al., 2004).
Die Anzahl an VNTR per Locus ist zwischen den Mykobakterien-Vertretern sehr
unterschiedlich, jedoch fir eine Speziesdifferenzierung meist nicht ausreichend
diskriminierend, und daher werden mehrere VNTR-Loci gleichzeitig analysiert
(NEUMEISTER et al., 2009). Neben den MTC-speziesspezifischen VNTRs gibt es zwolf flr
mykobakterienspezifische VNTRs, sogenannte MIRUs - wiederholte DNA-Elemente, die
inter- und intra-genetisch im Genom verteilt vorkommen (SUPPLY et al., 2000; MAZARS et
al.,, 2001; SOLA et al., 2003). Die Anzahl an VNTR (Kopien pro Locus) kann in
nummerischen Zahlen wiedergegeben werden und l&sst so eine Unterscheidung der Spezies
und Subspezies zu (MAZARS et al., 2001; SUPPLY et al., 2001). Eine VNTR-Typisierung ist
wesentlich schneller als die 1S6110 RFLP-Methodik und ist auch bei niedrigen DNA-
Konzentrationen noch anwendbar. Auflerdem kann MIRU-VNTR automatisiert mit hohen
Durchsatz-Elektrophoresen angewendet werden; dies erfordert dennoch eine zeitaufwandige
Laborarbeit aufgrund der zahlreichen PCR-Anwendungen (SUPPLY et al., 2001; KWARA et
al., 2003; ALLIX et al., 2004). Fur einen weltweiten Probenabgleich wurde eine Datenbank,
genannt ,,MIRU-VNTR plus®, erstellt (WENIGER et al., 2010). Prodinger et al. fuhrten fir
M. caprae eine erfolgreiche MIRU-VNTR-Typisierung anhand von 232 M.-caprae-Isolaten
durch (PRODINGER et al., 2005).

5.3.6  Differenzierung durch Large Sequence Polymorphisms (LSPs)

Aufgrund der Einschrankungen, die das Spoligotyping und die MIRU-VNTR-Typisierung mit
sich bringen, wurde nach robusten Alternativen fiir phylogenetische Anwendungen gesucht.
Das Augenmerk lag auf sogenannten ,,Large Sequenz-Polymorphisms* (LSPs) (ALLAND et
al., 2007) und ,,Single Nukleotid-Polymorphisms* (SNPs) zur Genotypen-Differenzierung
(FILLIOL et al., 2006; GUTACKER et al., 2006; STUCKI & GAGNEUX, 2013). Die
Analyse der LSPs erfolgt entweder mit Hilfe von Mikroarray oder durch PCR (MOSTOWY
et al., 2002). LSPs sind Deletionen im Genom von Mykobakterien, die ein unidirektionales
Event reprasentieren und irreversibel sind, aufgrund eines sehr seltenen (wie bei
M. tuberculosis) (SUPPLY et al., 2003) oder komplett fehlenden horizontalen Gentransfers
im MTC (GAGNEUX et al., 2006). Eine der ersten Deletionsanalysen erfolgte mit Stdmmen
des M.-bovis-BCG-Impfstammes (BEHR, 2001). Die GroRe der LSPs variiert stark zwischen
105 bp und 11.985 bp, und sie treten oft in genomischen Regionen auf, die zu wiederholten
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Insertions- und Deletions-Ereignissen neigen und im hohen Mal} fir die genomischen
Variationen des MTC verantwortlich sind (ALLAND et al., 2007). Hirsh et al. beispielsweise
identifizierten 68 Genomregionen, die im M. tuberculosis H37Rv vorhanden sind, aber in
anderen Stammen fehlen (HIRSH et al., 2004). Spater wurden innerhalb des MTC sechs
Hauptstammlinien, die auch als ,,Region of Difference” (RD-Regionen) bekannt sind,
identifiziert (GAGNEUX et al., 2006). Diese Eingruppierungen waren deckungsgleich mit
Ergebnissen, die man durch SNP-Analysen erhalten hatte (GAGNEUX & SMALL, 2007).
AuRerdem ist eine Zuordnung dieser Hauptstammlinien zu einer geographischen Region
mdoglich (GAGNEUX et al., 2006; GAGNEUX & SMALL, 2007). Die Verteilung von 20
variablen Regionen, die aus Insertions- und Deletions-Ereignissen in den Genomen der MTC-
Mitglieder entstehen, wurden von Brosch et al. beschrieben (BROSCH et al., 2002). Diese
RDs, die ihren Ursprung in synonymen LSPs finden, liegen konserviert in Mitgliedern des
MTC vor (BORITSCH et al., 2014). Weiterhin wurden 14 variable RD-Regionen definiert,
die eine evolutionare Einordnung und Differenzierung der MTC-Mitglieder ermdoglichen
(Abschnitt 3.414) (BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2002). LSPs zeigten sich fur
eine phylogenetisch robuste Gruppierung und Darstellung evolutiondrer Beziehungen von
Mykobakterien sehr nitzlich (BROSCH et al., 2002; HIRSH et al., 2004; MOSTOWY et al.,
2002; 2004; 2005;). Insbesondere ist eine Klassifizierung durch die Verwendung von LSPs
flr Isolate mit ungewohnlichen Spoligotypen, einschliellich derjenigen, die ein hohes Grad
an Homoplasie aufweisen, mdglich und zeigt, dass Stdimme mit identischen Spoligotypen

phylogenetisch sehr unterschiedlichen Abstammungslinien angehéren (FLORES et al., 2007).

5.3.7  Differenzierung durch Single Nucleotide Polymorphismen (SNP)

Mit der Entdeckung und Entwicklung der Sequenzierungstechnologie gewinnt die
Genotypisierung durch ,,Single Nucleotide Polymorphisms*“ (SNPs) (Einzelnukleotid-
Polymorphismen) immer mehr an Bedeutung. SNPs haben sich zum genetischen Marker der
Wahl bei Human-Genom-Analysen aufgrund ihrer hohen Dichte und ihrer relativ
gleichmaRigen Verteilung im Genom entwickelt (CHEN & SULLIVAN, 2003). Auch fiir
Differenzierungen innerhalb des MTC erkannte man bald SNPs aufgrund der fehlenden
Rekombination und des lateralen Gentransfers (LGT) als wertvolle phylogenetisch-
informative Marker (FILLIOL et al., 2006; GUTACKER et al., 2006; ABADIA et al., 2010;
BOUAKAZE et al., 2010). SNPs reprasentieren einzigartige Ereignisse und zeigen fast keine
Homoplasie (COMAS et al., 2009). Die Anzahl an entdeckten SNPs innerhalb der MTC-
Spezies ist grof3, und daher hat sich ein minimaler Satz an SNPs zur Differenzierung bewéhrt
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(STUCKI et al.,, 2012). Bereits 1997 unterteilte Sreevatsanetal. aufgrund von zwei
spezifischen SNPs im gyrA* (ACC— AGC) und katG*® (CTG— CGG) Gen die Mitglieder
des MTC in drei primér genetische Gruppen, sogenannte PGGs (principal genotypic groups)
(SREEVATSAN et al., 1997). Ein spezifischer SNP im katG**-locus wird als sichere
Detektion des epidemiologisch-wichtigen PGG-1-Stammes verwendet, der als der
urspringliche Genotyp gegentiber dem PGG-2 und PGG-3 gilt (BOUAKAZE et al., 2010;
CHEREDNYK et al., 2013). Frothingham et al. unterteilten diesen PGG-1-Stamm innerhalb
des MTC nochmal aufgrund eines zweiten katG-Sequenzpolymorphismus, katG*® (ACC—
ACT) (FROTHINGHAM et al., 1999). Der MTC présentiert sich inzwischen in insgesamt
sieben phylogenetisch verschiedenen SNP-Clustergruppen (SCGs) mit 5 Untergruppen, die
durch einen Satz an SNPs in verschiedenen Genpositionen klassifiziert werden (FILLIOL et
al., 2006; ALLAND et al., 2007; BOUAKAZE et al., 2010; CABAL et al., 2014). Folgende
weitere wichtige Polymorphismen wurden als Marker fiir die MTC-Spezies M. tuberculosis
beschrieben: ein Latin American Mediterranean (LAM) Familie assoziierter SNP im
Ag85C** (GAG — GAA) (GIBSON et al., 2008) plus eine genomische Deletion, als RD Rio
bekannt (LAZZARINI et al., 2007), ebenso einige spezifische Polymorphismen im ogt*
(ACC — AGC), ung® (CTG — CTA) und mgtC*® (CGC — CAC), die als genetische
Marker der Haarlem Familie bekannt sind (OLANO et al., 2007; ALIX et al., 2006; CABAL
et al., 2014). Inzwischen gibt es zahlreiche Versuchsmethoden, beispielsweise mittels real-
time-PCR (HALSE et al., 2011) / Multiplex-PCR (BERGVAL et al., 2008; SENGSTAKE et
al., 2014) / Pyrosequencing (CABAL et al., 2014) / SNaPshot minisequencing (BOUAKAZE
et al., 2010) / iPLEX-Gold-Technology (BOUAKAZE et al., 2011a), die SNP-Marker nutzen,
um Medikamentenresistenzen zu identifizieren (rpoB, katG, inhA, embB), oder MTC-Isolate
zu klassifizieren (16S rRNA, 1S6110, TbD1). Auch kann eine genetische Gruppierung mit
Hilfe primérer Genotypisierung (katG, gyrA) oder der Isolate des Haarlem- oder Beijing-
Stamm (ogt, mutT2, mutT4) erfolgen (HERSHBERG et al., 2008; BOUAKAZE et al., 2011 b;
NASR ESFAHANI et al., 2016; PICHAT et al., 2016). Fir M.-caprae-Isolate sind die
typischen Einzelnukleotid-Polymorphismen im oxyR-Gen (ESPINOSA et al., 1998), im gyrB-
Gen (KASAI et al., 2000; NIEMANN et al.,, 2000) und dem Elongationsfaktor lepA
beschrieben, (REDDINGTON et al., 2011). Die Punktmutation im Gen der oxyR, die im
Rahmen der oxidativen Stressantwort als putativer Regulator der Alkaly-Hydroperoxid-
Reduktase fungiert, dient neben M. caprae auch bei M. bovis als Unterscheidungsmerkmal zu
anderen MTC-Spezies (ESPINOSA et al., 1998; BROSCH et al., 2002). Das gyrB-Gen

codiert die B-Untereinheit der DNA-Gyrase (Topoisomerase-I1), ein Enzym, das wesentlich
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fur die mykobakterielle Replikation verantwortlich ist (KASAI et al., 2000; CHIMARA et al.,
2004), und dieser Sequenzpolymorphismus im gyrB-Gen dient unter anderem im Geno-Typ-
MTBC-Testsystem (Abschnitt 5.3.2) (RICHTER et al., 2003) zur Differenzierung zwischen
MTC-Erregergenomen (ARNOLD et al., 2005; DJELOUADJI et al., 2008). Reddington et al.
detektierten bei M. caprae einen spezifischen SNP im Elongationsfaktor lepA-Gen
(REDDINGTON et al., 2011).

5.3.8  Whole Genome Sequencing (WGS) als Differenzierungsmethode

In den letzten Jahren hat die Gesamtgenomsequenzierung (Whole Genome Sequencing,
WGS) immer mehr an Bedeutung gewonnen, und neue Sequenzierungsmethoden sind
zunehmend verfugbar. Die Auswertung von SNPs und deren phylogenetische Verarbeitung ist
erst durch die Sequenzierung des kompletten Genoms von MTC-Isolaten mdglich geworden
(STUCKI et al., 2012; WALKER et al., 2013 b) und die Preise fiir die Sequenziertechnologie
sind ebenfalls giinstiger geworden. Barcodierte DNA-Sequenz-Bibliotheken ermdglichen eine
gleichzeitige Sequenzierung von vielen Isolaten und haben somit einen deutlich héheren
Datendurchsatz als die urspriingliche klassische Methode der Sanger-Sequenzierung
(SANGER et al., 1977). Die Gesamtgenomsequenzierung wird auch unter dem Begriff ,,Next
Generation Sequencing® (NGS) zusammengefasst, und das Prinzip beruht auf der
Ubermittlung von Signalen, die bei der Sequenzierung-durch-Synthese-Reaktion (sequencing
by synthesis, SBS) durch jedes einzelne Nukleotid gesendet werden. Die genomische Sequenz
ergibt sich schlieRlich durch Ubersetzung der Signalabfolge. Die Leseldnge der einzelnen
Reads sind bei NGS-Methoden meist kurz (kurze Reads -> 50 bis 250 bp; mittel-lange -> 500
bis 700 bp) (SHENDURE & JI, 2008; METZKER, 2010; BENJAK et al., 2015), wohingegen
die Reads der klassischen Sanger-Methode eine Readldnge von 600-1.000 bp (SANGER et
al., 1977) aufweisen. Prinzipiell unterscheidet man zwei Arten der Sequenzierung und der
Genomzusammensetzung (assembly), das ,,Re-sequencing™ und das ,,de-novo-sequencing®.
Die ,,de-novo“-Sequenzierung bezieht sich auf die Konstruktion eines neuen Genoms oder
Transkriptoms, dessen Sequenz noch nicht existiert. Die Erstellung einer komplett neuen
Genomsequenz (das ,,Mapping“ und ,,Assembly* der Reads) ist in diesem Fall kompliziert,
weil es keine Referenzsequenz hierfiir gibt, an der man die neue Sequenz ausrichten kénnte
(Alignment) (DIGUISTINI et al.,, 2009; BAKER, 2012; BENJAK et al., 2015). Fir
vergleichende Genomanalysen (z.B. SNP-Analysen) muss ein Referenzgenom verfiigbar sein
(Re-Sequenzierung der zu untersuchenden Genome und Alignment mit einem
Referenzgenom) (BENTLEY, 2006). Die NGS-Durchfuhrung beider Ansatze (Re- vs. de-
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novo-Sequenzierung) ist unterschiedlich. Wahrend fiir die vergleichende Genomanalyse nur
relativ kurze Sequenzen bendtigt werden (100-300 Basen), die dann zum Vergleich auf ein
bereits annotiertes Referenzgenom gelegt werden konnen, sind fir ein de-novo-
Genomassembly viel langere Sequenzen (Readlédnge Uber 5 kb) noétig, die dann zu einer
vollstandigen, lickenlosen Genom-Sequenz zusammengebaut werden konnen. Die groRere
Readlange wird bendtigt, um schwierige Bereiche wie Regionen mit vielen Wiederholungen
(Repeats) abzudecken (BENJAK et al., 2015). Die Abbildung 8 zeigt die allgemeinen
Arbeitsschritte der de-novo-Gesamtgenomsequenzierung und in Abbildung 9 ist die

Gesamtgenomsequenzierung und das Prinzip des de-novo-Genom-Assemblies am Beispiel
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Abbildung 8: Ablauf einer typischen de-novo-Gesamtgenomsequenzierung. In schwarz
gekennzeichnete Kéasten zeigen die genomischen Ressourcen, die im Laufe des Projekts
verfugbar werden. Die wichtigsten Schritte sind DNA-Aufbereitung, de-novo-Assembly,
Bioinformatische Ansatze, Postassembly Analysen der genomischen Informationen eines
Individuums. Abbildung nach EKBLOM & WOLF, 2014
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Abbildung 9: Prinzip der DNA-Sequenzierung und des de-novo-Genom-Assembly. Aus
der M.-caprae-DNA (Einzelstrang- (,,single-stranded*-ss) oder Doppelstrang- (,,double-
stranded“-ds) DNA) werden Bibliotheken ,Librarys“ entsprechend des
Praparationskits hergestellt und anschliefend mit Hilfe eines Illumina HiSeq oder
MiSeq sequenziert. Die sequenzierten Reads (,,Paired-end* Reads oder ,,Single-end*
Reads) mit einer Lange von 100 bp, werden durch die Uberlappenden Endsequenzen
zusammengelegt. ,,Paired-end“ Reads haben in der Regel etwa dieselbe Lénge, wie
»single-end*“ Reads, werden aber von beiden Enden des DNA-Fragments sequenziert.
SchlieRBlich kénnen die Reads zu einer vollstandigen Genomsequenz zusammengebaut

werden (Assembly)

Schiirch und seine Kollegen waren die ersten Forscher, die WGS verwendeten, um eine
Ubertragungskette des M.-tuberculosis-Haarlem-Clusters nachzuweisen, in dem drei Isolate
zugeordnet werden konnten, die in der klassischen DNA-Fingerprinting-Methode nicht zu
unterscheiden waren (SCHURCH et al., 2010). Im Jahr 2011 wurde WGS erstmals fiir eine
molekulare Epidemiologie-Studie verwendet, in der neue und historische Isolate eines MIRU-
VNTR-Clusters sequenziert wurden und die SNP-Daten anschlieBend in einer
Netzwerkanalyse verglichen wurden (GARDY et al., 2011). Man konnte das sogenannte

»Super-Spreader“-Verhalten und zwei verschiedene Abstammungslinien von M. tuberculosis
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nachweisen. Ein bahnbrechendes Ergebnis erzeugte Walker et al. in ihrer Studie, in der sie die
Mutationsrate von 0,5 SNPs/Genom/Jahr fur M. tuberculosis ermittelten und herausfanden,
dass meistens finf oder weniger SNPs zwischen epidemiologischverbundenen
Tuberkuloseausbriichen zu finden sind (WALKER et al., 2013a). Eine ahnliche Mutationsrate
von 0,3 SNPs/Genom/Jahr wurde von Bryant et al. publiziert, jedoch zeigte sich eine groRRe
SNP-Variabilitdt und kein klarer SNP-Unterscheidungsgrenzwert in ihrer Studie bei
Tuberkuloseausbriichen, die miteinander in Kontakt standen (BRYANT et al., 2013).
Roetzer et al. nutzten die Gesamtgenomsequenzierung fur einen Ausbruch in Deutschland und
ermittelte eine Mutationsrate von 0,4 SNPs/Genom/Jahr (ROETZER et al., 2013). Ford et al.
verglichen die Sequenzierungsdaten von MTC-Isolaten aus infizierten Berberaffen und
errechneten durch Vergleiche zwischen chronischen Infektionen und aktiven Erkrankungen
eine vergleichbare Mutationsrate (FORD et al., 2011). Von besonderer Bedeutung des WGS
ist die Entschliisselung der Gesamtgenome und Erstellung von weltweiten Datenbanken fir
Genomsequenzen, die fur die Diagnostik, Epidemiologie, Evolutionsbiologie und viele andere
Anwendungen wichtig sind (ROETZER et al., 2013; PHELAN et al., 2016; WITNEY et al.,
2016; FARHAT et al, 2016). Bis jetzt sind nur wenige komplett annotierte
Gesamtgenomsequenzen von Mykobakterien publiziert worden, wie beispielsweise
M. tuberculosis H37Rv (MEDIGUE et al., 2002), CDC1551 (FLEISCHMANN et al., 2002)
und Kurono (MIYOSHI-AKIYAMA et al., 2015), zwei M.-bovis-Genome (AF2122/97)
(GARNIER et al., 2003) und BCG-Pasteur (BROSCH et al., 2007), M. leprae (COLE et al.,
2001) und M.-avium-Subspezies paratuberculosis-Genome, die bisher fiur in-vitro- und in-
silico-Genomanalyen als Referenz-Sequenzen verwendet wurden. VVon M. caprae war bisher
noch keine komplett annotierte Genomsequenz verflgbar, jedoch sind von La Fuente et al.,
2015 Contigs einer M.-caprae-Genomsequenz publiziert worden (LA FUENTE et al.,
2015 b). WGS wird im weiteren zur Identifizierung von Mischinfektionen durch ,,multiple
M.-tuberculosis-MTB*“-Stamme (GAN et al., 2016), sowie von Mutationen, die bei der
Forschung von Arzneimittelresistenzen (z.B. XDR-TB) wichtig sind, verwendet (CASALI et
al.,, 2012; 2014; KOSER et al.,, 2013). Diese Studien zeigen das Potenzial der neuen
Hochleistungs-Sequenziertechnologie, die ihren Platz in der téglichen Forschung,
molekularen Epidemiologie und klinischen Routinearbeit finden wird und auf Dauer bisherige
Arzneimittel-Resistenztests und Genotypisierungsmethoden zurtickdrdngen wird (ALLARD
2016). Jedoch bleiben die arbeitsintensiven Auswertungen und derzeitigen Kosten noch eine

maogliche Hurde.
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5.3.9  Nanopore-Sequencing

Im Jahr 2012 wurde erstmals die Nanopore-DNA-Sequenzierung in einer ,,Proof-of-
Concept“-Veroffentlichung vorgestellt (MANRAO et al., 2012). Gleichzeitig kindigte die
Firma ,,Oxford Nanopore Technologies (ONT)* an, dass das Unternehmen erfolgreich DNA -
Stréange, die zehntausend Kilobasen messen, unter Verwendung der Nanopore-Technologie
sequenziert hat (BAYLEY, 2015). Im Jahr 2014 veroffentlichte die Firma ONT eine neue
Sequenzier-Plattform, die sogenannte ,,MinION*“ (LU et al., 2016). Durch ihre Portabilitét,
gunstige Anschaffung und Geschwindigkeit in der Datenproduktion eignet sie sich fir
Echtzeit-Anwendungen (LU et al., 2016). Da es sich bei der Nanopore-Sequenzierung um
eine Einzelmolekil-Technik handelt, gibt es keine Obergrenze fiir die Lange der zu
sequenzierenden DNA und auch bei langen DNA-Strangen wird eine gleichbleibende
Genauigkeit erhalten. Die Art und Weise, wie die Nanopore-Sequenzierung funktioniert, ist
einfach und kostenglinstig: Die Nanoporen-Sequenzierung beruht auf einer
Potentialdnderung, die durch den konstanten Durchfluss von Molekilen durch Protein- oder
synthetische Nanoporen mit hohem elektrischen Widerstand hervorgerufen wird. Bei der
Einzelstrangsequenzierung wird zunéchst ein doppelstrdéngiger DNA-Strang durch eine
Helikase getrennt, und in einem Elektrolytbad wird an beiden Seiten einer kinstlich erzeugten
Membran, die eine einzelne Nanopore enthélt, Spannung angelegt (Abbildung 10). Durch die
Spannungsdifferenz wird ein lonenstrom durch die Nanopore erzeugt und zieht durch
Elektrophorese Einzelstrang-DNA in einem linearen Kopf-zu-Schwanz-Modus durch die
Nanopore. Durch Anwesenheit der DNA innerhalb der Nanopore wird fir einen kurzen
Moment der lonenstrom blockiert, und der Reststrompegel wird gemessen. Dieser liefert
Informationen Gber die physikalischen und chemischen Eigenschaften der Zielmolekiile
(Nukleotide), die momentan die Nanopore blockieren (VENKATESAN et al., 2009).

Abbildung 10: Schematische

Darstellung eines Nanopore-
Electrolyte

Aufbaus, der den Durchfluss eines

DNA-Molekils durch die Nanopore

DNA Nanopore zeigt (FENG et al., 2015).
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Als Nanopore werden sowohl biologische (kleine Transmembranproteine z. B. a-Hamolysin
oder ClpX) (NIVALA et al., 2013) als auch synthetische Poren (aus Siliciumnitrid oder
Graphen) sowie halbsynthetische Poren verwendet (FENG et al., 2015). Im Falle einer MspA-
Pore befinden sich gleichzeitig vier DNA-Nukleotide innerhalb der Pore (LASZLO et al.,
2014; 2016). Durch die spezifischen Potentialanderungen flr jedes der vier Nukleotide l&sst
sich aus dem erhaltenen Datensatz die Sequenz ablesen. Die Geometrie einer Nanopore
bestimmt die Erkennungseigenschaft eines Molekuls, und im Fall von MspA ermdglicht es
DNA-Sequenzen zu lesen. Jedoch sind Fehler unvermeidlich und eine Studie schatzte die
Fehlerquote der MinlON-Nanopore-Sequenzierung auf 38 % (LAVER et al., 2015), doch die
enormen gunstigen und nicht durch die L&nge der DNA Strange limitierten
Anwendungsmaoglichkeiten verursachen laufend Verbesserungen der Technik und der
Computerprogramme zur Erfassung und Auswertung der erhaltenen Datenfille (STEIN 2015;
BATES et al., 2016; WALTER et al., 2016).

5.3.10 ,,Region of Different four” (RD4)-Subtyping

Die Charakteristika der ,,Region of Different four (RD4) der drei M.-caprae-RD4-Subtypen
(Abbildung 11), sowie weitere derzeit noch nicht veroffentlichte Deletionen mit
unterschiedlichen GréRen im Genom von M.-caprae-Spezies kdnnen bei M.-caprae-positiven
Proben zur Differenzierung von Subtypen innerhalb der Spezies M. caprae verwendet werden
(DOMOGALLA etal., 2013; RETTINGER et al., 2015; Blum et al., unveroffentlicht).
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Abbildung 11: Sequenzausschnitt aus der Gesamtgenom-Sequenzierung (WGS) von

M. caprae. In der Abbildung sind die drei RD4-Sequenz-Unterschiede der Subtypen
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(,Allgau“, ,Karwendel* wund ,Lechtal“) mit den unterschiedlichen RD4-
Deletionsgrofien (5 kb bis 38 kb) dargestellt. Der M.-caprae-RD4-Subtyp ,,Allgdu‘ weist
eine vollstandige RD4-Sequenz auf. Hingegen zeigt der M.-caprae-Subtyp ,,Karwendel*
eine 5-kb grofRe Deletion im flankierenden rechten Teil der RD4-Region mit einem
Verlust der Gene Rv1505c bis Rv1509. Eine weitere Deletion von 38 kb konnte im
Subtyp ,,Lechtal“ gezeigt werden, dem die komplette RD4-Region fehlt mit den Genen
Rv1504c¢ bis Rv1531. Die Genom-Position (1.696-1.707 kb) der RD4-Region ist mit einem
schwarzen Balken markiert (DOMOGALLA et al., 2013)

Die urspringlichen  Differenzierungsmethoden von MTC-positiven  Proben, wie
beispielsweise nach Halse etal. (HALSE et al.,, 2011), rein nach dem Kriterium des
Vorhandenseins oder Fehlens der RD4-Region, wirden zu Fehlinterpretationen zwischen
M. bovis und M. caprae aufgrund der Heterogenitat der RD4-Region in M. caprae flhren
(BROSCH et al., 2002; DOMOGALLA et al., 2013). Beide M.-caprae-Subtypen ,,Lechtal*
und ,,Karwendel* mit den unterschiedlich grof3en Deletionen in der RD4-Region wirden bei
der Verwendung von Primerpaaren, die innerhalb der RD4-Region ansetzen, ein negatives
PCR-Ergebnis erzeugen und somit falschlicherweise flir M.-bovis-Spezies gehalten werden.
Auch bei der Verwendung von RD4-flankierenden Primern nach Taylor et al. (TAYLOR et
al., 2007 a; 2007 b) wiirde ein negatives PCR-Ergebnis zu einer falschen Interpretation fiihren
(DOMOGALLA, 2014). Fiur die M.-caprae-Subtypendifferenzierung nach Domogalla et al.
und Rettinger et al. werden insgesamt vier Primerpaare verwendet. Zur Amplifizierung der
»internen“ RD4-Region und dem Nachweis des Subtyps ,,Allgdu* wird zum einen ein 88 bp
grolRes Fragment aus dem linken Teil der ,,internen* RD4-Region und ein 1.031-bp-Fragment
aus dem mittleren Teil der ,,internen* RD4-Region amplifiziert. Um die 5-kb-Deletion im
linken Teil der RD4-Region von M.-caprae-Subtyp ,,Karwendel* nachzuweisen, wird ein zur
,,Karwendel“-Deletion flankierendes Primerpaar und Amplifikation eines 700-bp-Fragments
verwendet. Der Nachweis der 38-kb groRen Deletion und dem daraus resultierten Verlust der
kompletten RD4-Region des Subtyps ,,Lechtal* erfolgt durch ein 250-bp-Amplifikat, das die
flankierenden Sequenzen zu dieser 38-kb Deletion nachweist (DOMOGALLA et al., 2013;
RETTINGER et al., 2015). Die RD4-Subtypenunterscheidung nach Domogalla et al. und
Rettinger et al. eignet sich gut flr differenzierende PCR-Protokolle und erlauben eine schnelle
Identifizierung und Differenzierung von M. caprae-Subtypen. Weitere, genomweit
identifizierbare Deletionen und stabile SNP-Unterschiede kénnten zu einer noch genaueren
Feindifferenzierung von M.-caprae-Isolaten fuhren, z.B. unter der Verwendung von schnellen
Multiplex-PCR-Ansétzen.
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Zusammenfassungq:

Alpine Mycobacterium-caprae-Isolate aus Rindern und Rotwild zeigen mindestens drei
genetische Variationen im Bereich der RD4-Region, die fur eine Differenzierung der M.-
caprae-Isolaten in die Subtypen ,,Allgdu, , Karwendel“ und ,,Lechtal® verwendet werden
konnen. Die genomischen Subtypen zeichnen sich dabei durch eine spezifische Nukleotid-
Deletion in der 12,7-kb RD4-Region aus. Obwohl M.-caprae-Infektionen in Rindern und
Rotwild haufig dokumentiert werden, ist nur wenig (ber maogliche Ubertragungswege
bekannt. Um Einblick in die molekulare Epidemiologie von M.-caprae-Erreger zu
bekommen, sind robuste Marker fiir eine Subtypisierung von M.-caprae-Isolaten notwendig.
Aus diesem Grund wurde eine schnelle und robuste Multiplex-RD4-PCR entwickelt, die eine
gleichzeitige Differenzierung der drei M.-caprae-RD4-Subtypen ermdglicht. Dieser
Multiplex-RD4-PCR-Ansatz wurde angewendet, um 241 M.-caprae-Isolate aus Wild- und
Nutztieren aus Bayern und Osterreich in die drei RD4-Subtypen zu differenzieren. Alle drei
RD4-Subtypen kommen geographisch verteilt vor und wurden in Rind und Rotwild
gleichermal’en gefunden. Dies l&sst einen Erregeraustausch zwischen diesen beiden Spezies
annehmen. Da die RD4-Subtypen in beiden Reservoirwirten genetisch stabil sind, kann
gefolgert werden, dass sich die beschriebenen genetischen Variationen innerhalb des Wirts
aufgrund einer ,,Rezeptor-Replikation* entwickelt haben. Die Ergebnisse dieser Arbeit
empfehlen die genomische RD4-Region als diagnostisch-verlasslichen Marker fir eine M.-

caprae-Subtypen Differenzierung.
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Summary

Alpine Mycobacterium caprae isolates found in cattle and red deer display at least
three genetic variations in the region of difference four (RD4) that can be used
for further differentiation of the isolates into the subtypes ‘Allgau’, ‘Karwendel’
and ‘Lechtal’. Each genomic subtype is thereby characterized by a specific nucleo-
tide deletion pattern in the 12.7-kb RD4 region. Even though M. caprae infections
are frequently documented in cattle and red deer, little is known about the trans-
mission routes. Hence, robust markers for M. caprae subtyping are needed to gain
insight into the molecular epidemiology. For this reason, a rapid and robust mul-
tiplex PCR was developed for the simultaneous detection of three M. caprae RD4
subtypes and was used to subtype a total number of 241 M. caprae isolates from
animals (145 cattle, 95 red deer and one fox) from Bavaria and Austria. All three
subtypes occur spatially distributed and are found in cattle and in red deer sug-
gesting transmission between the two species. As subtypes are genetically stable in
both species it is hypothesized that the described genetic variations developed
within the host due to ‘within-host replication’. The results of this study recom-
mend the genomic RD4 region as a reliable diagnostic marker for M. caprae
subtype differentiation.

M. caprae strains. Therefore, we considered the described
discrimination scheme (Brosch et al., 2002) for M. caprae

Mycobacterium caprae was first described by Aranaz et al.
(1999) and was classified as a new species within the
Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) in 2003
(Aranaz et al, 2003). A species differentiation model
among members of the MTC is characterized by specific
deletions of 14 regions of difference (RDs) within the MTC
genome (Brosch et al., 2002). Mycobacterium bovis (M. bo-
vis) and M. caprae are thereby distinguished by the loss of
the RD4 in M. bovis. However, we and others (Rodriguez
et al., 2011; Domogalla et al., 2013) found that substantial
variation in the genomic RD4 region is present in

© 2015 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.

as unreliable. Whole-genome sequence data recently
demonstrated that three M. caprae subtypes, ‘Allgiu’,
‘Lechtal’ and ‘Karwendel’, co-exist in the German and
Austrian Alps (Domogalla et al.,, 2013). The three subtypes
were characterized by genomic variations in the region of
difference four (RD4) (Domogalla et al., 2013). RDs, or
synonymous large sequence polymorphisms (LSP), are
known to be conserved among the members of the MTC
(Boritsch et al., 2014), but little is known about the puta-
tive gene functions. Recent reviews have addressed the role
of M. caprae in bovine tuberculosis (bTB) (Rodriguez-
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Campos et al,, 2014) and as a human pathogen (Prodinger
et al., 2014). Persistent tuberculosis exists in different wild-
life species and increases the risk of bTB transmission
between wildlife and cattle (Hardstaff et al., 2013). Reser-
voir hosts for bTB include the Eurasian badger (Meles
meles) in the UK and Ireland (Bielby et al., 2014; Byrne
et al., 2014), the European wild boar (Sus scrofa) in Spain
(Naranjo et al.,, 2008) and red deer (Cervus elaphus) in the
Alps (Fink et al., 2015). As described by Gormley et al.
(2014), stable markers for accurate discrimination of iso-
lates are the key to gain knowledge of the infection trans-
mission of a pathogen.

To further analyse the epidemiology of M. caprae in the
Alpine region, isolates from 145 cattle and 95 red deer were
subtyped to evaluate (i) whether the RD4 region is a stable
marker for M. caprae subtyping, (ii) whether the subtypes
occur spatially distributed (iii) and whether genetic varia-
tions evolved due to ‘within-host replication” or due to a
‘spillover’ event.

Examining a large number of M. caprae isolates, we were
able to show that the RD4 provides a solid basis for
M. caprae subtyping by the use of a multiplex PCR proto-
col. The three M. caprae subtypes are spatially distributed
and are found in three geographical regions: The Upper
Allgéu, the Karwendel Mountains and around the Tyrolean
Lech valley. As the subtypes are genetically stable in both
host species, we assume that RD4 variations arose due to
long-term ‘within-host replication’.

Materials and Methods

Mycobacterial cultivation

For bacteriological cultivation, two to three grams of
pathological suspicious tissue material (mainly lung, liver,
intestine, spleen, kidney and the corresponding lymph
nodes) was homogenized in five millilitre (ml) NaCl
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solution (0.9%) using the IKA Ultra Turaxx® Tube Drive
System (IKA®, Staufen, Germany). The suspension was
decontaminated with 1% N-Acetyl-L-Cystein-NaOH solu-
tion in a total volume of 20 ml and neutralized after incu-
bation for 25 min with 20 ml phosphate buffer (pH 6.8) as
recommended by the ‘World Organization for Animal
Health’ (OIE) (2012) Manual (Austria) and the ‘Method
Collection” (Germany) (OIE Terrestrial Manual, 2012, Fed-
eral Research Institute for Animal Health, January 2014).
The solution was centrifuged for 20 min at 3300 x g. The
supernatant was discarded. To obtain a uniform bacterial
distribution, the sediment was resuspended in 0.5 ml phos-
phate buffer (pH 6.8) and 200 ul of the suspension was pla-
ted on two different solid media: (i) Stonebrink medium
including polymyxin B, amphotericin B, carbenicillin and
trimethoprim (PACT) and (ii) Lowenstein—Jensen medium
with glycerine and PACT (Heipha Dr. Miller GmbH,
Eppelheim, Germany). Cultures were incubated for 8 weeks
(Germany) or 12 weeks (Austria) at 37°C. Media were fre-
quently screened for bacterial growth. Additionally,
mycobacteria were grown in liquid medium Middlebrook
7H9 broth base supplemented with MGIT Growth Supple-
ment (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) using the
BACTEC™ MGIT 960™ TB System (Becton Dickinson).
Bacterial growth is automatically measured by turbidity
increase of the liquid media. If possible, single colonies of
the culture material were used for species identification
(see section below) and extracted DNA from the culture
material was used for the multiplex PCR assay.

Multiplex PCR protocol for RD4 subtyping

DNA extraction methods for mycobacteria grown in liquid
and solid media and PCR primers (Table 1) were used as
previously described (Domogalla et al., 2013). M. caprae
subtype differentiation is based on subtype-specific

Table 1. Primers used for RD4 subtyping in multiplex PCR. 'F’ denotes the forward primer, while ‘R’ denotes the reverse primer

PCR fragment
PCR type Nucleotide sequence (5’ to 3') size RD4 subtype
Internal left part-F CCACGACTATGACTAGGACAGCAA 88 bp Allgéu
Internal left part-R AAGAACTATCAATCGGGCAAGATC
Internal central part-F GTGCGCTCCACCCAAATAGTTGC 1031 bp Allgau/Karwendel
Internal central part-R TGTCGACCTGGGGCACAAATCAGTC
38-kb deletion flanking-F GAAGGAAGCGGCTGCGATTIGGTGC 250 bp Lechtal
38-kb deletion flanking-R TGGTAACACGCTCGGCGCAGTCA
5-kb deletion flanking-F CTCGTCGAAGGCCACTAAAG 700 bp Karwendel
5-kb deletion flanking-R TTCGTTAGCCGCACATCCATGA

RD4 subtype-specific nucleotide deletion patterns: (i)’Allgau’ subtype: complete sequence of RD4 conserved; subtype-specific PCR fragment size:
1031 bp and 88 bp. (i)’ Lechtal’ subtype: 38-kb nucleotide deletion comprising the complete RD4; subtype-specific PCR fragment size: 250 bp.
(iii)' Karwendel’ subtype: 5-kb nucleotide deletion in the left part of the RD4; subtype-specific PCR fragment size: 1031 bp and 700 bp.

© 2015 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.
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nucleotide deletion pattern. While the ‘Allgdu’ subtype dis-
plays the complete RD4 sequence (internal left part PCR,
Table 1), a 5-kb deletion is present in the genome of the
‘Karwendel’ subtype (5-kb deletion-flanking PCR, Table 1)
and of 38-kb deletion in the ‘Lechtal’” subtype (38-kb dele-
tion PCR, Table 1). The internal central RD4-PCR was
used as an additional proof for the ‘Allgau’ and ‘Karwendel’
subtype (Table 1). The conventional PCR protocols devel-
oped by Domogalla et al. (2013) were improved to obtain a
multiplex PCR protocol. All reactions were run in one reac-
tion tube using a T3000 thermocycler (Biometra, Goettin-
gen, Germany). Reactions were carried out in a total
volume of 50 ul. PCRs contained 0.05 U of HotStarTaq”
DNA Polymerase (Qiagen, Hilden, Germany), reaction buf-
fer, Q solution, 1 mm MgCl,, 0.2 mm dNTP, 0.3 pm each
primer (Domogalla et al., 2013) and 0.1-5 ng/ul template
DNA and were adjusted to a final volume of 50 ul with
RNase-free water. Cycling parameters were as follows: one
pre-denaturation step for 15 min at 95°C; followed by 35
cycles of one minute at 94°C, 60°C for one minute and
72°C for one minute; and a final elongation step for 10 min
at 72°C. PCR products were separated in a 1.5% agarose gel
(1 x TAE) at 100 V for one hour and visualized under UV
light using ethidium bromide for DNA staining.

Specificity and sensitivity of the multiplex PCR assay

Mycobacterial DNA used for the evaluation of the assay’s
specificity and sensitivity originated from field isolates (cat-
tle, red deer). MTC’s species identification of all isolates
was performed with the commercial test kit GenoType®
MTBC or GenoType” CM/AS (Hain Lifescience GmbH,
Nehren, Germany). To confirm first the specificity of the
developed multiplex PCR, DNA from three M. bovis, two
M. avium spp. paratuberculosis and atypical Mycobacteria
(two M. kansasii and one M. chelonea) isolates was used.
M. caprae DNA solutions representing each RD4 subtype
(‘Allgdw’, ‘Lechtal’ and ‘Karwendel’) were used as positive
controls. After DNA amplification, PCR products were
resolved by electrophoresis in 1% agarose gels in Tris-acet-
ate EDTA (1 x TAE) buffer at 90 V for one hour. DNA
was stained with ethidium bromide and visualized with UV
light.

The sensitivity of the PCR assay was confirmed by ampli-
fying log10 serial dilutions of mycobacterial DNA extracted
from the RD4 subtype ‘Allgau’ with the multiplex PCR.
DNA fragments were visualized as described above.

Mycobacterium caprae species identification of the
investigated samples

Species identification of the 241 investigated M. caprae
isolates was performed using the commercial test kit

© 2015 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.
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GenoType® MTBC (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Ger-
many). For M. caprae species identification, culture mate-
rial was processed according to the manufacturer’s
instructions.

MIRU-VNTR genotyping and spoligotyping

As recently shown by Domogalla et al. (2013), genotyping
of twelve Bavarian M. caprae isolates (six red deer, one roe
deer, four cattle and one sheep) matched the consensus
mycobacterial interspersed repetitive unit — variable num-
ber of tandem repeats (MIRU-VNTR) type. To proof if this
method can also be applied for Austrian isolates, genotyp-
ing was performed with a subset of M. caprae isolates.
Twenty-four isolates from cattle and 16 isolates from red
deer were analysed. Spoligotyping was carried out accord-
ing to Kamerbeek et al. (1997), and resulting spoligotypes
were assigned according to the numbering on the Mbo-
vis.org website (Smith and Upton, 2012). MIRU-VNTR
genotyping was based on 24 loci (Supply et al., 2006) and
was performed with single PCRs followed by gel elec-
trophoresis analysis as described (Prodinger et al., 2005).
Data were compared using BIONUMERICS software (version
6.6; Applied Maths, St. Martens, Belgium). MIRU-VNTR
copy numbers were compared with consensus types
described earlier for the RD4 subtypes ‘Allgiu’, ‘Lechtal’
(spoligotype  SB0418) and ‘Karwendel’ (spoligotype
SB2174) (Domogalla et al., 2013).

Sampling in cattle herds and basic laboratory procedure
for Mycobacterium caprae isolation

Infection with M. caprae or M. bovis in cattle is a notifiable
animal disease in Germany and Austria (both countries are
declared officially free of bovine tuberculosis). Therefore,
sample collection was performed according to specific
National legislation in Germany (RindTbV 2013, current
status 2014) and Austria (RindTbV 2008, current status
2014). Sampling from animals in cattle herds and organ
inspection was initiated in accordance with the result of the
single intradermal comparative skin testing (SCITT). Cattle
that showed no negative (Austria) or positive results
(Germany) in the SCITT had to be culled or slaughtered.
Animals with questionable SCITT results were retested after
6 weeks (only Germany). Samples from organs showing
suspicious lesions after meat inspection or macroscopic
pathology had to be sent to the authorized governmental
laboratory for further investigations. Accredited laboratory
diagnostics are based on a protocol according to the
national specific law (OIE) manual (Austria) and the
‘Method Collection” (Germany) (OIE Terrestrial Manual,
2012, Federal Research Institute for Animal Health, January,
2014). The principal working procedure in both countries is
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as follows: subsets of organs (mainly lung, liver, intestine,
spleen, kidney and the corresponding lymph nodes) were
analysed with a real-time PCR (different PCRs in Austria
and Germany, regulated by law) to detect MTC-DNA in the
sample material. PCR-positive organs were further analysed
by bacteriological cultivation. Species identification of cul-
ture isolates was performed with the GenoType® MTBC test
kit. In Bavaria, a total number of 886 cattle were examined
for bTB between March 2013 and July 2014. In this study,
70 culture isolates from cattle were confirmed as ‘M. caprae
positive’ with the GenoType® MTBC test kit and were fur-
ther analysed by RD4 subtyping. Our 70 investigated
animals originated from 54 cattle farms. In 40 farms, one
animal was infected, two animals per herd were infected in
13 farms and in one case, four animals of the investigated
farm were infected. Additionally, 45 Austrian isolates and
DNA from two Spanish cattle were RD4 subtyped.

In addition, 28 bovine isolates that had been collected
from bTB cases between 1999 and 2008 in Bavaria were
recultivated and further investigated by RD4 subtyping.

Workflow for the sampling in red deer and other wildlife

Sampling of red deer and other wildlife species was orga-
nized and funded as part of different national monitoring
programmes (see Acknowledgements). Monitoring pro-
grammes were performed on a voluntary basis. Each county
that is displayed in Fig. 3 sent defined numbers of hunted
red deer to the responsible authority for pathological exam-
ination of the carcasses, followed by culture examination of
suspicious organs (mostly lung tissue, intestine and the cor-
responding lymph nodes). Samples were collected during
the hunting seasons 2011/2012 (Austria), 2012/2013 and
2013/2014. In Bavaria, the regular hunting season for red
deer takes place between June and January of the following
year. In Austria, the hunting season for red deer is between
July and December. In this study, we investigated total
numbers of 57 and 38 M. caprae culture isolates from
Bavaria and Austria by RD4 subtyping, respectively.

Other wildlife species were collected during the two
hunting seasons of 2012/2013 and 2013/2014 in Germany:
badgers (Meles meles, n = 40), chamois (Rupicapra
rupicapra, n = 161), roe deer (Cervus elaphus, n = 64),
foxes (Vulpes vulpes, n =59) and marmots (Marmota
marmota, n = 23) (Miiller et al., 2014). One M. caprae
isolate from a fox was analysed by RD4 subtyping.

Epidemiology of Mycobacterium caprae RD4 subtypes in
the Alps

Rough geographical locations of affected cattle were deter-
mined by the sites of the cattle farms (Germany) or by the
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farm registration number (Austria) and that of affected red
deer by the geographical location where the animal was
hunted. Hunters indicated quadrants (25 km®) in maps
(Germany) or by geographical coordinates (Austria) repre-
senting the hunting region where red deer samples had
been collected.

Results

Cultivation of Mycobacterium caprae-containing tissue
samples

A total number of 241 animals were examined by culture
for this study. Culture material was obtained from 145 cat-
tle, 95 red deer and one fox. Samples showed bacterial
growth after 4-8 weeks of incubation on solid and/or lig-
uid media. Single colonies from these cultures were used
for further investigation.

RD4 subtyping by multiplex PCR

RD4 subtyping was carried out with DNA from
241 M. caprae isolates (145 cattle, 95 red deer and one
fox). Using the new PCR multiplex protocol, all isolates
could clearly be assigned to one of the three RD4 subtypes
‘Allgau’, ‘Lechtal’ or ‘Karwendel’. All isolates displayed the
subtype-specific PCR fragment sizes as shown in Table 1
and the expected bands in gel electrophoreses as shown in
Fig. 1. Briefly, the ‘Allgau” and ‘Karwendel” subtypes pro-
duce a common band at 1031 bp but were identified by a
‘Allgdu’-specific fragment (88 bp) and a ‘Karwende!’-speci-
fic fragment (700 bp). For the subtype ‘Lechtal’, the PCR
protocol results in amplification of a single specific 250-bp
fragment.

Specificity and sensitivity of the multiplex PCR

To confirm specificity of the developed multiplex PCR,
DNA from three M. bovis, two M. avium spp. paratubercu-
losis and atypical Mycobacteria (two M. kansasii, one
M. chelonea) isolates was tested (Fig. 1). The assay pro-
duced amplicons of the expected size only for the three
M. caprae subtype-positive controls (‘Lechtal’, ‘Allgdu’ and
‘Karwendel’). No signals were observed for M. bovis and
the other mycobacterial isolates that do not belong to the
MTC (Fig. 1).

The sensitivity of the PCR assay was assessed with serial
dilutions, of M. caprae DNA. Starting with the highest con-
centration at 1 ng/yl, all further logl0 dilutions were detect
down the lowest concentration at 5-10 pg/ul (Fig. 2). This
results proofs that the multiplex assay is a sensitive and
specific method for detecting and subtyping M. caprae
culture isolates.

© 2015 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.
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Fig. 1. Reactivity of mycobacterial template DNA other than Mycobacterium caprae in the multiplex PCR. Quantity of template DNAs in brackets;
Lane 1: 100-bp DNA ladder (Thermo Scientific'”, Darmstadt, Germany); Lane 2: M. kansasii DNA (3.5 ng/ul); Lane 3: M. kansasii DNA (4 ng ul); Lane
4: M. bovis (2.1 ng/ul); Lane 5: M. bovis (10 ng/ul); Lane 6: M. bovis (17 ng/ul); Lane 7: M. avium spp. paratuberculosis (1.7 ng/ul); Lane 8 M. avium
spp. paratuberculosis (0.2 ng/ul); Lane 9: M. chelonae (4 ng/ul); Lane 10: PC 1; positive controls (M. caprae subtype 'Allgau’, 0.04 ng/ul); Lane 11:
PC 2 (M. caprae subtype ‘Lechtal’. 0.6 ng/ul); Lane 12: PC 3 (M. caprae subtype 'Karwendel’, 0.05 ng/ul); and Lane 13: NT = non-template control

(all PCR components except template DNA).

2072 bp
1500 bp
1031 bp

ECC bp

100 bp 88bp

Fig. 2. Sensitivity of the Mycobacterium caprae RD4 subtyping multi-
plex PCR protocol using subtype 'Allgau’ (complete RD4 sequence).
M. caprae DNA, used for serial dilution, originates from field isolates
(species confirmation was carried out with the GenoType® MTBC test
kit). Lane 1: 100-bp DNA ladder (Thermo Scientific™, Darmstadt, Ger-
many); Lane 2: undiluted M. caprae DNA (1 ng/ul); Lane 3: 1 : 10 dilu-
tion; Lane 4: 1: 100 dilution; Lane 5: 1: 10.00 dilution; Lane 6:
1:1 x 10" dilution; Lane 7: PC1 (M. caprae subtype ‘Allgau’,
0.04 ng/pl); and Lane 8: NTC, non-template control (all PCR compo-
nents except template DNA).

MIRU-VNTR genotyping and spoligotyping

To further validate the method, a subset of 40 Austrian
M. caprae isolates (24 from cattle, 16 from red deer, alto-
gether 48% of the Austrian isolates) were genotyped by
MIRU-VNTR and spoligotyping to investigate whether
RD4 subtyping matched with standard genotyping meth-
ods. For the 20 ‘Allgiu’- and 17 ‘Lechtal’-type isolates,
MIRU-VNTR genotypes were identical and perfectly con-
gruent with the RD4 subtypes identified by multiplex PCR,
respectively. Two of three ‘Karwendel’ isolates, both from
cattle, showed the same single locus variant by MIRU-
VNTR (in MIRU 26), the single red deer ‘Karwendel’-type
isolate matched the consensus MIRU-VNTR type
(Table S1). As expected, spoligotype SB0418 was found for
all ‘Allgau’- and ‘Lechtal’-type isolates and SB2174 for all
‘Karwendel’ isolates (Table S1).

® 2015 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.

Geographical occurrence of Mycobacterium caprae in
cattle

Between March 2013 and July 2014, a total number of 886
cattle were tested for bTB in Bavaria. One hundred and five
animals (11.9%) were confirmed as M. caprae infected. The
highest infection rate was detected in the area of Allgiu
comprising the counties Lower (UA), Upper (OA) and
Eastern Allgdu (OAL; see Fig. 3 and Table 2). All M. caprae
subtypes could clearly be associated to two defined
geographical areas in the Bavarian Alps. The predominant
subtypes ‘Allgau’ (1 = 32; 45.7%) and ‘Lechtal’ (n = 36;
51.4%) are both found in the area of Allgau. In contrast,
the ‘Karwendel’ subtype (1 = 2; 2.9%) was exclusively
found in two cattle from Bad Télz (TOL; Table 2 and
Fig. 3). The same geographical subtype distribution was
identified for the 28 bovine isolates from outbreaks
between 1999 and 2008 (Fig. 3). The ‘Allgau’ (n = 11) and
‘Lechtal” subtypes (n = 14) were found in the Allgdu area,
whereas three ‘Allgdu’ isolates originated from the area
nearby the city of Landshut (LA), a region relatively far
away from the affected areas (Table 2, and Fig. 3). These
three cases were discovered in the year 1999. Cattle trade
could not be traced back for that time. Therefore, it cannot
be determined with certainty if the affected cattle originated
from the Allgdu. In Austria, cattle has been tested for bTB
since 2008 in and around the upper Lech valley, where red
deer has been identified as a reservoir for bTB (Fink et al.,
2015). Nineteen isolates were subtyped as RD4 subtype
‘Lechtal’ comprising six animals of the Tyrolean Lech valley
and 13 animals of a neighbouring location in the province
of Vorarlberg (Kloster valley in the District of Bludenz
(BD), Fig. 3). Another 23 M. caprae isolates originating
from an outbreak in three farms in the Tyrolean Ziller Val-
ley in the District of Schwaz (SW) were subtyped as ‘Allgau’
(Fig. 3). This outbreak was traced back to cattle imported
from Bavaria. Mycobacteria isolated from three cows which
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Spatial distribution of RD4 subtypes in cattle and red deer. Background colour: Light grey, Austrian territory; White, Bavarian Territory. UA,

Lower Allgdu; OAL, Eastern Allgdu; OA, Upper Allgdu; WM, Weilheim-Schongau; GAP, Garmisch-Partenkirchen; TOL, Bad Tolz; MB, Miesbach; RO,
Rosenheim; TS, Traunstein; BGL, Berchtesgadener Land; BG, Bregenz; BD, Bludenz; RT, Reutte; LD, Landeck; IS, Imst; IB, Innsbruck Land; SW, Schwaz;

KS, Kufstein, S.-R. Valley, Stillach-Rappenalp Valley.

were summered on Alpine pastures in the Achen valley in
the Karwendel Mountains were subtyped as ‘Karwendel
(Table 2, Fig. 3). In addition, subtyping of two Spanish
cattle isolates (Table 2) revealed a complete RD4 sequence
characteristic for the ‘Allgdu’ subtype.

Geographical occurrence of Mycobacterium caprae in red
deer and other wildlife species

In Bavaria, 57 of 2933 red deer samples (1.9%) were con-
firmed as M. caprae positive. No M. caprae infection was
detected in 386 hunted red deer in the eastern part of the
Bavarian Alps, namely the counties of Rosenheim (RO),
Traunstein (TS) and Berchtesgadener Land (BGL). An
accumulation of cases was found in the area of Upper
Allgdu (OA), where both the ‘Lechtal’ and ‘Allgdu’ subtypes
were identified. The ‘Lechtal” subtype was the predominant
subtype (n = 39; 68.4%) followed by the ‘Karwendel” sub-
type (n = 10; 17.5%) and the ‘Allgiu’ subtype (n = 8;
1.4%) (Table 3). Only one M. caprae isolate was recovered

from wildlife species other than red deer, that is, from a
fox. The M. caprae isolate of the fox that was hunted in the
south-western area of Allgdu was identified as ‘Lechtal’ sub-
type (Table 3, Fig. 3). The ‘Karwendel’ subtype occurred
exclusively in the Karwendel Mountains, and no other
M. caprae subtype was detected in this area (Fig. 3).

Samples from wildlife species did not yield M. caprae
isolates.

All 34 M. caprae-infected red deer found in the deter-
mined hotspot area (Fink et al., 2015) were subtyped as
‘Lechtal’. Twenty-seven of these animals came from the
Tyrolean Lech valley and seven animals from adjacent loca-
tions in Tyrol and Vorarlberg including the Kloster valley.
Since 2013, bTB monitoring is performed at the Austrian
side of the Karwendel Mountains, an area which includes
the Achen valley. All four M. caprae isolates from red deer
found in the Achen valley and in the Karwendel Mountains
were typed as ‘Karwendel” subtype (Table 3 and Fig. 3),
which is in accordance to the epidemiological situation on
the Bavarian side of the Karwendel Mountains region.

© 2015 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.
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Table 2. RD4 subtyping results pertaining
Mycobacterium caprae isolates from Bavarian
and Austrian cattle

Animal Positive
Sampling period species  Geographical location  animals  Allgéu Lechtal Karwendel

RD4 subtype

1999-2008 Cattle” LA 3 3

OA 9 4 8

UA 10 4 6

OAL 6 3

Total 28 14 14
03/2013-07/2014  Cattle* OA 49 27 22

OAL 17 3 14

UA 1 1

MU 1 1

TOL 2 2

Total 70 32 36 2
2011-2014 Cattle®  Lech Valley-Tyrol 6 6

Vorarlberg 13 13

Achen valley in 3 3

Karwendel region

Ziller Valley 23 23

Total 45 23 19 3
2012 Cattle ES 2 2

LA, Landshut; OA, Upper Allgau; OAL, Eastern Allgéu; UA, Lower Allgiu; MU, Mihldorf; TOL, Bad

Tolz; Lechtal-Tyrol, District

of Reutte; Voralberg includes the Districts of Bregenz and of Bludenz;

Achen Valley and Ziller Valley, District of Schwaz; ES, Spain.
M. capraeisolates Bavarian cattle; ®M. capraeisolates Austrian cattle.

Table 3. RD4 subtyping results from red deer
and wildlife Mycobacterium caprae isolates
from Bavaria and Austria

Animal
Sampling period  species

RD4 subtype
Positive

Geographical location ~ animals  Allgdu  Lechtal ~Karwendel

2012-2014 Red deer’ OA 46 8 38
OAL 1 1
TOL 1 1
MB 1 1
GAP 8 8
Total 57 8 39 10
2011-2014 Red deer®  Lech Valley-Tyrol 27 27
Vorarlberg 74 7
Achenvalley in 4 4
Karwendel region
Total 38 0 34 4
2013 Fox® OA 1 1

OA, Upper Allgau; OAL, Eastern Allgau; TOL, Bad Tolz; MB, Miesbach; GAP, Garmisch-Parten-
kirchen; Lechtal-Tyrol, District of Reutte; Voralberg includes the Districts of Bregenz and of Blu-

denz; Achen Valley and Zill

er Valley, District of Schwaz.

M. capraeisolates Bavaria; "M. caprae isolates Austria.

Spatial distribution of the three RD4 subtypes ‘Allgau’,
‘Karwendel’ and ‘Lechtal’

By investigating a large number of M. caprae isolates, it
became evident that the ‘Lechtal’ and ‘Allgdu’ subtypes are

© 2015 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.

common in cattle and red deer in the three areas of Allgiu,
Lower Allgdu (UA), Upper Allgiu (OA) and Eastern Allgiu
(OAL). The ‘Lechtal’ subtype was also found in cattle and
red deer in the adjacent Austrian regions Bludenz (BD),
Bregenz (BG) and Reutte (RT) (Fig. 3). This is in
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accordance with previous findings where the ‘Lechtal’ sub-
type was described for the first time in red deer and cattle
from the upper Tyrolean Lech valley in 2002 (Prodinger
et al., 2002). In the described areas, an accumulation of
cases of the ‘Allgdu’ and ‘Lechtal” subtypes could be nar-
rowed down to the Bavarian valleys Stillachalp and Rappe-
nalp (S.-R. valley) and the Lech valley on the Austrian side
(Fig. 3). However, the ‘Karwendel’ subtype occurs only in
the geographical distinct counties Garmisch-Partenkirchen
(GP), Bad Télz (TOL), Miesbach (MB) and Schwaz (SW;
Fig. 3). Therefore, so far the Karwendel Mountains in the
affected counties are identified as the only region where the
‘Karwendel’ subtype occurs.

Discussion

Members of the MTC share 99.95% nucleotide identity
(Garnier et al., 2003) and are therefore assigned to the
group of monomorphic pathogens that contain little
sequence diversities between strains (Achtman, 2008).
Currently, all bTB cases in the German and Austrian
Alpine regions are caused by three genetic subtypes of
M. caprae, which can be characterized by specific deletions
in the RD4 region (Schoepf et al, 2012; Domogalla et al.,
2013; Miiller et al., 2014). As little is known about the
transmission routes of M. caprae in particular, a large
number of M. caprae field isolates (n = 241 including
cattle, red deer and one fox) were analysed to gain knowl-
edge about the epidemiology of M. caprae. For simultane-
ous and straightforward differentiation of the three RD4
subtypes ‘Allgdu’, ‘Lechtal’ and ‘Karwendel’, a quick and
consistent multiplex PCR protocol of high specificity and
sensitivity was developed based on a protocol published
previously (Domogalla et al., 2013). Compared to the pre-
viously described protocol, the multiplex PCR protocol
offers a less laborious and faster subtype identification
method as all reactions can be run in one tube. All
M. caprae isolates investigated so far could clearly be
assigned to one of the three RD4 subtypes. Attempts for
using the multiplex RD4 PCR protocol for direct detec-
tion and subtyping of M. caprae DNA from tissue mate-
rial were not successful (data not shown). As generally
known for PCR-based MTC genome detection, key prob-
lems with tissue samples are small bacterial loads, an
inhomogeneous distribution of the bacteria in the sample
material (Parra et al., 2008) and the lack of sensitivity of
conventional PCR protocols. To be independent of time-
consuming bacterial cultivation, further development of
rapid pre-PCR bacterial enrichment or selective bacterial
DNA targeting in the sample have to be designed. In addi-
tion, a multiplex real-time RD4 PCR protocol for direct
targeting of DNA in affected tissues might improve the
sensitivity.

A. Rettinger et al.

RD4 subtyping of isolates collected between 1999 and
2008 already pointed to a spatial co-existence of the two
subtypes ‘Lechtal’ and ‘Allgau’. As the ‘Allgdu’ subtype pre-
served its complete RD4 sequence after recultivation, we
hypothesize that the genetic variations developed within
the hosts rather than being a result of repeated bacterial
cultivation. The two DNA samples from isolates originating
from Spain (Table 2) also contain a complete RD4
sequence. It remains a subject for further investigation
whether deletions affecting the RD4 region also occur in
geographical regions other than the Alps.

Subtyping resulted in identical clusters for the subset of
M. caprae isolates that were tested with the three typing
methods MIRU-VNTR genotyping, spoligotyping and RD4
subtyping. Genotyping methods such as MIRU-VNTR
enable accurate discrimination of mycobacterial strains as
different loci throughout the genome are detected. They are
commonly used for molecular epidemiology studies
(Mazars et al., 2001; Hauer et al., 2015), but they are also
culture dependent, laborious and costly (Mazars et al,
2001; Prodinger et al., 2005). Compared to these genotyp-
ing methods, the developed multiplex PCR protocol can
easily be applied offering a robust, specific and sensitive
subtyping of M. caprae isolates. The former differentiation
model of M. bovis from M. caprae based on RD4 detection
is misleading when the complete deletion of the M. caprae
RD4 in the subtype ‘Lechtal’ is considered (Brosch et al.,
2002; Domogalla et al., 2013). The occurrence of few RD4-
negative M. caprae has also been reported from Spain
(Rodriguez-Campos et al., 2014). Therefore, RD4 subtyp-
ing is a quick first step for simultaneous identification of
M. caprae plus subtype determination when molecular epi-
demiology data are needed and M. caprae identity has to be
confirmed from culture isolates.

It was recently shown that wild cervids in the United
States are infected with various M. bovis strains which they
acquired from cattle and now amplify transmission of those
strains among themselves and cattle (Tsao et al., 2014). In
our study, we could show that M. caprae subtypes occur
spatially distributed in defined geographical regions in the
Alpine mountains and are shared by cattle and red deer in
these areas.

The distinct occurrence of the ‘Allgdu’ subtype in cattle
in the Tyrolean Ziller Valley (District of Schwaz (SW),
Fig. 3) could be traced back to cattle trade and therefore
needs not be seen as evidence of an endemic focus. In con-
trast, the Karwendel subtype is exclusively found in the
Karwendel Mountains (Garmisch-Partenkirchen (GAP),
Bad T6lz (TOL) and Achen valley, Fig. 3). However, it
remains to be determined how the Karwendel subtype
evolved in red deer in this region.

In Austria, a prevalence estimate of up to 23%
M. caprae-infected red deer was observed in the upper Lech

© 2015 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.
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valley region (Schoepf et al., 2012). As described for the
Tyrolean Lech valley (Fink et al., 2015), the accumulation
of M. caprae-infected red deer also exists in smaller geo-
graphical locations such as the Stillachalp and Rappenalp
valleys (S—R. valley) in Upper Allgdu (OA) and the Silber-
tal and Klostertal valleys in Vorarlberg and in the upper
river Isar valley in the Karwendel Mountains (Fig. 3). The
accumulation of M. caprae-infected red might be caused by
management strategies leading to an aggregation around
winter feeding sites and seasonal high population densities
(Schoning et al., 2013; Fink et al., 2015).

It is well known that wildlife can serve as reservoir hosts
for bTB (Walter et al., 2014; Fink et al, 2015). For
M. bovis, the genomic variability is regarded as a patho-
adaptive process allowing mycobacteria to adapt to new
host species (Mostowy et al., 2005). A limited number of
Bavarian Alpine wildlife including badgers (Meles meles),
chamois (Rupicapra rupicapra), foxes (Vulpes vulpes) and
alpine marmots (Marmota marmota) that were screened
for bTB in this study did not show evidence that another
wildlife reservoir exists so far. For a definite exclusion of
possible further wildlife habitats in the alpine region, a lar-
ger number of wildlife animals should be investigated for a
long time.

Spillover from one species to another as shown in one
fox (Table 3, Fig. 3) in this study did not show addi-
tional genetic variation concerning the RD4 sequence. As
this was the only M. caprae-infected fox we found, we
assume that this species is not a maintenance host and
the infection was acquired most likely due to carcass con-
sumption. We therefore assume that ‘within-host replica-
tion’ in cattle or red deer led to the described RD4
deletions.

As effective TB control strategies in wildlife are compli-
cated (Bielby et al., 2014), it is difficult to determine the
routes of pathogen transmission from one species to
another and even within a host population. M. caprae
transmission is thought to occur most likely on Alpine
summer pastures due to a rather indirect than direct con-
tact between red deer and cattle (Fink et al., 2015). The
only transmission of M. caprae with documented direction
from a cattle herd to red deer has been described by Chiari
et al. (2014) in Valcamonica (Italy). The large number of
field isolates examined in our study and the fact that we did
not observe RD4 subtype host specificity indicate that
transmission of the three subtypes can occur between cattle
and red deer in both directions, as the RD4 subtypes
remain genetically stable in both species. So far, it is hard
to speculate in which direction transmission might have
preferentially occurred in the past. Data from whole-gen-
ome sequencing and SNP analyses might resolve genetic
evolution of M. caprae subtypes and transmission pathways
in more detail.

© 2015 Blackwell Verlag GmbH e Transboundary and Emerging Diseases.
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a whole-genome sequence

veroffentlicht in Veterinary Research Communications (2017)

Zusammenfassung:

Die genomweite Analyse einzelner Nukleotidpolymorphismen (SNPs) als Diversitatsmarker
ist ideal geeignet, um evolutionare Beziehungen von Krankheitserregern und deren
Epidemiologie zu untersuchen. Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden immer wieder
Mycobacterium-caprae-Infektionen bei Rindern und Rotwild im bayerischen und
Osterreichischen Alpenraum gemeldet. Derzeit gibt es kaum Informationen (ber mdgliche
Ubertragungswege von M. caprae in Rinderbetrieben und die Diversitit der Genomanpassung
von M. caprae wahrend einer bTB-Infektion. Ziel dieser Publikation war es, detailliertere
Informationen Uber die molekulare Epidemiologie der Rindertuberkulose (bTB) in
ausgewahlten Rinderbetrieben zu gewinnen und anhand von spezifischen SNP-Unterschieden
in den Gesamtgenomsequenzen von M.-caprae-Isolaten ein phylogenetisches Netzwerk zu
erstellen. Insgesamt wurden 61 Genomsequenzen von M.-caprae-Isolaten aus acht bTB-
betroffenen Rinderbetrieben tber einen Zeitraum von zwdlf Jahren, zwischen 2004 und 2015,
ausgewertet. Die Auswertung der Sequenzdaten zeigte, dass die M.-caprae-Isolate aus einem
Betrieb genetische Abstédnde von wenigen SNPs aufwiesen, hingegen wiesen die M.-caprae-
Genome aus den Isolaten verschiedener Betriebe deutlich mehr SNP-Unterschiede zueinander
auf. Die innerbetriebliche Interaktion der Tiere kann als der dominante bTB-
infektionsverursachende Faktor in den Rinderbetrieben angesehen werden. Zudem konnte mit
Hilfe der WGS-Analyse eine M.-caprae-Infektion aufgrund der rdumlichen und zeitlichen
Sommerung auf alpinen Weiden nachgewiesen werden. Des Weiteren wird erstmalig die
Gesamtgenom-Sequenz  von M. caprae veroffentlicht, die aus Genomen von

Rindertuberkulosefallen aus dem bayerischen Alpenraum stammt.
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Abstract Single nucleotide polymorphisms (SNPs) calculat-
ed from whole genome sequencing (WGS) are ideally suited
to study evolutionary relationships of pathogens and their ep-
idemiology. Mycobacterium caprae infections have been doc-
umented frequently in cattle and red deer along the Bavarian
and Austrian Alps during the last decade. However, little is
still known about the transmission within cattle holdings and
possible alterations of the genomes of M. caprae during such
events. The aim of this study was to study the molecular ep-
idemiology of bovine tuberculosis (bTB) in selected herds
based on isolate-specific genome-wide SNPs and to perform
a phylogenetic network analysis. In total, 61 M. caprae iso-
lates were collected originating from eight cattle farms over a
period of twelve years between 2004 and 2015. Analysis of
their sequence data revealed that the M. caprae isolates of an
affected farm differ at all in a few SNPs. In contrast, many
more SNPs were found when comparing the M. caprae ge-
nomes originating from different herds. The results demon-
strated that the spread of bTB in the affected farms occurred
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by direct transmission between the members of each herd
rather than between herds and a M. caprae introduction in
farms after contact events e. g. on summer pastures can readily
be traced by WGS analysis. Furthermore, we assembled a
nearly complete whole genome sequence of M. caprae de-
rived from several cattle isolates originating from bTB cases
in the Bavarian Alpine region.

Keywords Mycobacterium caprae - Bovine tuberculosis
(bTB) - Whole genome sequencing (WGS) - Molecular
epidemiology - Single nucleotide polymorphism (SNP) -
Cattle

Introduction

Tuberculosis is still a major threat for humans and animals
worldwide, predominately in underdeveloped countries.
Although dominated by Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis), all members of the so called
Mycobacterium tuberculosis complex (MTC), namely
M. bovis, M. bovis BCG, M. caprae, M. africanum,
M. microti, M. canettii, M. pinnipedii and M. mungii, are ob-
ligate zoonotic pathogens. M. caprae has been classified as a
unique species within MTC not so long ago based on its ge-
nomic peculiarities (Aranaz et al. 2003). In addition, a number
of facultative pathogenic mycobacteria such as M. abscessus,
M. ulcerans or M. fortuitum can cause severe disease in im-
munocompromised individuals (Henkle and Winthrop 2015;
Jarzembowski and Young 2008; Tortoli 2009). Whereas
M. tuberculosis is the most important pathogen for humans,
M. bovis and M. caprae predominantly affect ruminants.
Zoonotic transmission of M. bovis from livestock to humans
has been effectively reduced in Europe since World War IT by
the pasteurization of milk and consistent eradication
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programs. Due to the detection of tuberculosis in less than
0.1% of cattle farms per year, Germany has been officially
declared free of bTB (OTF) since 1996 (Decision 97/76/EC)
(European Commission 1996). Nowadays, infections of
humans with M. bovis or M. caprae are rare events in indus-
trial countries, but still have substantial impact on developing
countries, e. g. in Africa (Prodinger et al. 2014). Although the
combat against livestock tuberculosis was very successful in
the northern hemisphere, the infection is far from being
completely eradicated. Possible re-emergence is a permanent
threat showing geographical disparity in Germany as bTB is
caused by M. bovis in the north and by M. caprae along the
Austrian and Bavarian Alps in the southwest (Eisenberg et al.
2015). The latter is closely linked to a recently defined wildlife
reservoir in alpine red deer (Fink et al. 2015). Other wildlife
reservoirs are well known for M. bovis in the northeastern
counties of Lower Michigan in free-ranging white-tailed deer,
in badgers in U. K. and in the bush possum in New Zealand
(Rhyan and Spraker 2010). Thus, due to limited success in
controlling the disease (for historical, social and economic
reasons) in wildlife reservoirs and maintenance hosts, tuber-
culosis can spillback to cattle herds and continues to be pres-
ent in livestock (O'brien et al. 2006). Transmission of
M. caprae between cattle and red deer revealed to be a com-
mon event at alpine summer pastures causing a slight increase
of bTB in Tyrolean and southwest Bavarian (region of Allgiu)
cattle herds since 2009 (Fink et al. 2015; Schoepfet al. 2012).
Interestingly, recurrent infections of bTB can be observed in
farms even after the culling of all animals and establishing
new herds (Conlan etal. 2012). In Europe diagnostic detection
of M. caprae infections is based on in vivo immune responses
such as the allergic delayed type hypersensitivity (DTH) skin
reaction and post mortem by the presence of granuloma
(tubercle) at meat inspection. However, since there is no gold
standard diagnostic test available, several animals can become
affected in a single herd without obvious clinical signs and
remain unrecognized due to doubtful or negative results in the
single intra-dermal comparative cervical tuberculin (SICCT)
test. In addition, all commercial diagnostic tests are based on
M. bovis reagents. Thus, non-reactivity in SICCT is likely to
be a time-from-infection dependent event also called the oc-
cult period (Fischer et al. 2005). In post mortem tuberculosis
diagnosis whole genome sequencing (WGS) became
established recently, providing useful insights into the biology
of pathogens at the highest level of discrimination (DePristo
et al. 2011). Whole genome sequencing paves the way to
compare M. caprae genomes with highest possible resolution.
In contrast to commonly used approaches like spoligotyping
(Groenen et al. 1993; Hermans et al. 1991; Kamerbeek et al.
1997) or MIRU based analysis (Magdalena et al. 1998;
Prodinger et al. 2005; Supply et al. 2001), SNPs allow
distinguishing isolates to trace infection routes or to character-
ize and distinguish closely related strains (Bryant et al.
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2013b). The complete genome sequence of the laboratory
strain, M. tuberculosis H37Rv (Cole etal. 1998) has long been
used as representative reference for many comparative ge-
nome analyses (Periwal et al. 2015), due to a lack of whole
genome data of various Mycobacterium spp. species
(Abecasis et al. 2010). The availability of a correctly assem-
bled genome sequence of M. caprae as a specific and high-
quality reference genome is essential for improved WGS anal-
ysis facing large collections of field isolates. Only recently, a
draft genome based on non-scaffolded contigs from a Spanish
field isolate of M. caprae has been published (de La Fuente
et al. 2015). However, repetitive regions (pe and pgrs genes)
containing a diversity of proline-glutamate (PE) and proline-
proline-glutamate (PPE) gene families are often problematic
for WGS due to technical limitations of reading length.
Members of these gene families with their high guanine and
cytosine content impair sequencing and genome assembly
(Bryant et al. 2013a; Copin et al. 2014; Stucki et al. 2015).
Anyhow, we established a fully assembled whole genome
sequence of M. caprae derived from several cattle isolates
originating from bTB cases in the Bavarian Alpine region.
Using this genome-wide approach for accurate isolate charac-
terization and comparison of individual isolate transmission
within herds were investigated.

Materials and methods

Collection of M. caprae isolates from cattle in affected
farms

Infections with M. caprae or M. bovis in cattle are considered
as notifiable animal disease in Germany. Therefore, sample
collection was performed according to specific national legis-
lation. The focus of this study was on eight cattle farms in
different geographical regions of the Bavarian Alps where
bTB had been reported to be once introduced and continued
to spread within the herds. The analyzed bTB cases occurred
over a time period of twelve years between 2004 and 2015. In
total, 61 M. caprae isolates from bTB affected cattle farms
were used for whole genome sequencing (WGS) and detec-
tion and analysis of single nucleotide polymorphism (SNP).
Anonymized records of farm location, cattle age, sex, cattle
movements and date of movement into the clustered herds
(last holding) were requested from the “HI-Tier” electronic
reporting system (www]1.hi-tier.de), a database containing
individual details of all cattle in Germany. The data base is
administered by the Bavarian State Ministry of Food,
Agriculture and Forestry (StMELF). Further, the results from
cattle which had undergone single intradermal comparative
cervical tuberculin (SICCT) testing (de La Rua-Domenech
et al. 2006) were reported from the district veterinary offices
of Upper and Lower Allgéu. The standard screening tests for
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bTB were performed by veterinary officers of the regional ad-
ministrative authorities (OIE - World Organisation for Animal
Health 2012). The difference in skin-fold thickness was mea-
sured in millimeters (mm) before and 72 h after the intradermal
injections of M. avium (control) and M. bovis purified protein
derivatives (PPDs) following the prescribed executive regula-
tions. Results of the post-mortem examination in pathology
were provided and entered into the laboratory information man-
agement system (LIMS) of the Bavarian Health & Food Safety
Authority (LGL). All data and details for tuberculous lesions,
clinical details from infected animals and results of subsequent
confirmatory tests are shown in the Supplementary Table S1.
All test procedures were performed in accordance with institu-
tional guidelines prescribed in the collection of methods of the
National Reference Laboratory (NRL) Friedrich- Loeffler
Institut (FLI) in accordance with German legislation. The life
history of all 61 cattle was compiled comprising birth and death
dates. In addition, genome deletion based RD4 subtyping as
described by Domogalla et al. (2013) was performed with
M. caprae isolates from all 61 animals.

External contact cattle
Selection of two possible external contact animals

Due to the paucity of information about cattle contact and
possible infection/transmission from outside the selected
herds the analysis of bTB scenario is limited to intra-herd
events. Only in one occasion (herd 5) two M. caprae infected
cattle from other herds were included additionally into the
sample collection and treated as two possible external contact
animals to herd 5 due to alpine pasture reports. These two
external contact cattle (C1/5.04 and C2/5.06) had spent the
summer season on alpine pastures and were known to be kept
together with two cattle (5.04 and 5.06) from study herd 5
during summering on an alpine pasture in 2006 and 2007.

Mycobacterial cultivation

Specimens for mycobacterial cultivation included organ tissue
with visible lesions, pathologically suspicious tissue material
and inconspicuous lymphoid tissue from animals showing
doubtful SICCT results. All cultivation attempts were per-
formed in a biosafety level three (BSL3) laboratory. For my-
cobacterial cultivation from tissue, appropriate pre-treatment
and processing like homogenization, decontamination and
concentration was performed as follows: two to three grams
of tissue (lymph nodes) were homogenized in 5 ml NaCl
solution (0.9%) using the IKA Ultra Turaxx® Tube Drive
System (IKA®, Staufen, Germany). The suspension was
decontaminated with 1-% N-acetyl-L-cystein solution in a to-
tal volume of 20 ml and neutralized after incubation for
25 min at room temperature with 20 ml phosphate buffer

(pH 6.8) as recommended in the NRL-FLI “method
collection” (Federal Research Institute for Animal Health
2016). After incubation for 25 min on a shaker, the solution
was centrifuged for 20 min at 3300 x g. The supernatant was
discarded. To obtain a uniform bacterial distribution, the sed-
iment was suspended in 0.5 ml phosphate buffer (pH 6.8) and
inoculation of mycobacterial growth media was done with
200 pl of the suspension. Mycobacterial culture was per-
formed on two solid media at 37 °C: (a) Stonebrink medium
including polymyxin B, amphotericin B, carbenicillin und tri-
methoprim (PACT) and (b) Lowenstein-Jensen medium with
glycerin and PACT (heipha Dr. Miiller GmbH, Eppelheim,
Germany). Additionally, mycobacteria were grown in liquid
media Middlebrook 7H9 broth base supplemented with
800 ul MGIT growth supplement (BBL MGIT PANTA,
Becton Dickson, Heidelberg, Germany) containing polymyx-
in B, amphotericin B, nalidixic acid, trimethoprim and
azlocillin using the BACTEC™ MGIT 960™ TB System
(Becton Dickson, Heidelberg, Germany). Media were
screened for bacterial growth at regular (weekly) intervals.

Species differentiation

Within the MTC group species identification was performed
using the commercial test kit GenoType® MTBC (Hain
Lifescience GmbH, Nehren, Germany).

Growth and sub-cultivation of Mycobacteria-positive
cultures

For whole genome sequencing a high quality and sufficient
quantity of bacterial genomic DNA are necessary requiring
the isolation of contamination-free mycobacterial colonies.
Therefore, two in-vitro passages (subculture) of each liquid
stock culture (obtained from infected tissue) were performed
in liquid media Middlebrook 7H9 broth base and MGIT growth
supplement using the BACTEC system at 37 °C for six to eight
weeks each. The second BACTEC subculture was performed
in duplicate and these were used for DNA extraction.

Isolation of bacterial genomic DNA

Genomic mycobacterial DNA was extracted using the Gentra
Puregene Yeast/Bact. Kit (Qiagen, Hilden, Germany). The
modified DNA extraction method was carried out as follows:
from each BACTEC subculture (second BACTEC subcul-
ture) suspended liquid media were carefully discarded with a
disposable pipette and from two culture tubes aliquots of
0.5 ml (in total 1.0 ml) of the cell sediment were transferred
to a 1.5-ml micro-centrifuge tube. After adding 500 ul of 1 x
TAE buffer (40 mM Tris, 20 mM acetic acid and 1 mM
EDTA, pH 8.0) centrifugation for 6 min at 15,000 x g was
performed to pellet the cells. The supernatant was carefully

@ Springer



PUBLIKATIONEN

78

Vet Res Commun

discarded by pipetting or pouring. Cells were solubilized by
repeated taking up and down dispensing with 600 pl of cell
suspension solution. Thereafter, 3 ul of lytic enzyme solution
were added and the suspension was mixed by inverting the
tube 25 times. An incubation step for a minimum of 30 min at
37 °C followed. Cells were sedimented for 6 minat 15,000 x g
and the supematant was carefully discarded by pipetting or
pouring. Cell were lysed after suspension in 450 pl of cell
lysis solution and 15 pl proteinase K overnight at 57 °C with
gentle shaking followed by an incubation step on ice for
1 min. Subsequently, 160 ul protein precipitation solution
were added and vortexed vigorously for 20 s at high speed
(2500 rpm) before incubation on ice for a minimum of 1 h.
The solution was centrifuged for 6 min at 15,000 x g. The
supernatant was transferred to a sterile 1.5-ml micro-
centrifuge tube containing 600 pl isopropanol and 1.2 pl gly-
cogen and mixing was done by gently inverting the tube 50
times. Precipitated DNA was sedimented as a small white
pellet by centrifugation at 15,000 x g for 15 min. The super-
natant was carefully discarded and the sediment was washed
with 700 pl of 70-% ethanol (v/v) by inverting the tube several
times for DNA precipitation. DNA was sedimented by
centrifuging the tube at 14,000 x g for 10 min and the super-
natant was carefully removed. Residual EtOH was removed
by air drying the pellet for 5-10 min at room temperature
while taking care not to over-dry the DNA pellet. The DNA
was dissolved in 50 pl DNA hydration solution under gentle
shaking at 65 °C for 1 h and incubated at 95 °C for 10 min to
prevent carry-over of residual mycobacteria according to the
laboratory safety standards of the Bavarian Health and Food
Safety Authority. After having left the biosafety area, samples
were transferred to new tubes and stored at 4 °C.

DNA quality and quantity assessment

To assess the quality of the extracted DNA a Nano Drop ND-
1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Germany) was used measuring single absorbance peaks at
260 nm and 260/280 absorbance ratios of 1.8-2.0.

Multiplex PCR protocol for RD4 subtyping

The multiplex PCR for RD4 subtyping of M. caprae isolates
was performed as previously described (Rettinger et al. 2015).
All reactions were run in a single reaction tubes using a T3000
thermocycler (Biometra, Goettingen, Germany). Reactions
were carried out in a total volumes of 50 ul. PCR contained
1.25 U of HotStarTag® DNA Polymerase (Qiagen, Hilden,
Germany), reaction buffer, Q solution, | mM MgCl,, 0.2 mM
dNTP, 0.3 uM each primer, 1 pul template DNA and RNase-
free water to 50 pl. Cycling parameters were as follows: one
pre-denaturation step for 15 min at 95 °C; followed by 35 cy-
cles of 1 min at 94 °C, 60 °C for 1 min, and 72 °C for 1 min;
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and a final elongation step for 10 min at 72 °C. PCR products
were separated in a 1.5-% agarose gels (1 x TAE) at 100 V for
1 h and visualized under UV light using ethidium bromide for
DNA staining.

Whole genome sequencing and assembly

In order to generate a reference genome for M. caprae stan-
dard paired-end and mate-pair libraries (Nextera mate-pair
sample preparation Kit, Illumina, San Diego, USA; gel-free
protocol) were generated according to the manufacturer’s
instructions. Mate-pair libraries for assembly were se-
quenced on a Miseq (Illimina, San Diego USA) in 250-bp
paired end mode. Paired-end libraries used for assembly
were sequenced on HiSeql500 in 125-bp paired mode.
Mate-pair reads containing no circularization adaptors were
filtered out and the remaining ones were preprocessed by
removing the adaptor sequences and by creating the reverse
complements of the reads. Individual libraries were first as-
sembled into contigs by using the assembly programs
Velvet, SGA and SPADES. Contigs were manually joined
and scaffolded guided by alignment to the M. tuberculosis
genome sequence of the strain H37Rv (GenBank accession
No. CP003248). The draft versions were visually inspected
by aligning the paired end and mate-pair libraries with
bowtie confirming the correct joining of contigs. The draft
was improved by running multiple iterations of the Post
Assembly Genome Improvement Toolkit (PAGIT) pipeline
(Swain et al. 2012). Finally, the assembly was broken at
potentially mis-assembled sites using the program REAPR.
Remaining gaps were closed with sequencing results derived
from gap-spanning PCR products. Unique PCR primers
flanking each gap were designed with Primer3 (Koressaar
and Remm 2007; Untergasser et al. 2012) and purchased
from Primer-Management (Eurofins MWG Operon,
Ebersberg, Germany). PCR was carried out with the
HotStarTaq DNA Polymerase kit (Qiagen, Hilden,
Germany) as described by the manufacturer with product-
dependent variations of the cycling parameter and the
amount of enzyme. PCR amplifications were performed in
a T3000 thermocycler (Biometra, Goettingen, Germany).
PCR-amplified DNA fragments were separated by electro-
phoresis in 0.8 to 2-% agarose gels and visualized under UV
after ethidium bromide staining. DNA fragments were pre-
pared for sequencing by the QIAquick gel extraction kit
(Qiagen) and sequenced with Sanger Sequencing to create
gap-spanning long reads. The Sanger sequence was then
aligned against the draft genome and the gap-spanning se-
quence was inserted. The final draft version of M. caprae
(GenBank accession number: CP016401) contains a single
gap, which could not be closed by any of the approaches
mentioned. Furthermore, the final assembled draft genome
sequence of M. caprae was compared with the contig-based
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complete genome sequence of the Spanish field isolate re-
cently published by de La Fuente et al. (2015). The contigs
of the Spanish genome were sorted using CISA (Contig
Integrator for Sequence Assembly) (Lin et al. 2013) and
concatenated using the final assembled draft version of
M. caprae from this study as a reference. The software
RATT (Rapid Annotation Transfer Tool) (Otto et al. 2011)
was used to transfer the genome annotation from the
M. tuberculosis H37Rv, as a high-quality reference genome
to the new unannotated draft genomes of M. caprae. Beyond
that, an alternative annotation of the M. caprae genomes
was carried out with Prokka (Seemann 2014). INDIGO
was used to construct complex queries and combine anno-
tations from multiple sources starting from genomic se-
quence to protein domain (Alam et al. 2013). For an auto-
mated and systematic comparison of mycobacterial annota-
tions of particular genomes the software tool BEACON was
used deriving extended annotation based on GenBank for-
mats as an input (Kalkatawi et al. 2015). The DNA sequence
genome browser and annotation tool called Artemis that
allows the results to be viewed in the context of the se-
quence and its six-frame translation (Carver et al. 2012;
Rutherford et al. 2000) was used for visualization of the
gen annotation.

Library generation and variant calling

Sequencing libraries from 61 M. caprae isolates were pre-
pared from 100 ng of DNA sonicated with a Bioruptor
(NextGen, Diagenode, Liege, Belgium) using the single-
stranded next generation sequencing (NGS) Library
Preparation Kit (Swift Bioscience, Ann Arbor, USA) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The sequencing was
done on a HiSeq1500 (Illumina, SanDiego, USA) in paired-
end mode with a read length of 100 bp in each direction. SNPs
were called from each strain by an automated pipeline con-
structed with open source tools. First fastq files were pre-
processed by removing the first 15 nucleotides from the be-
ginning of read2 (recommended by manufacturer of library
prep kit to remove potentially non-templated bases introduced
by the preparation protocol), trimming bases with a PHRED
score (Ewing et al. 1998; Ewing and Green 1998) lower than
20 from both ends of all reads and filtering for a minimal
length of 50 bp after all trimming steps. Remaining reads were
mapped by BWA mem against the M. caprae reference ge-
nome and results with a mapping quality below 30 were ex-
cluded. Duplicate reads were removed with the Picard tool
and indels were realigned by the GATK suite. Finally, variants
were called by VARSCAN and accepted if the locus was cov-
ered at least 50 times and the frequency of the variant allele
was at least 90%. Tables of SNPs differing between members
of'the same herd were extracted and confirmed or corrected by
visual inspection in the IGV. Resulting SNP tables are shown

in the supplementary information (Table S2 and S3). The final
data sets were used to generate Median-Joining Networks (MJ
networks) using the software Network5 (www.fluxus-
engineering.com) beginning with minimum spanning trees
and combining within a single reticulate network using the
MJ method (Bandelt et al. 1999). All sequence data generated
for this study have been deposited at the European Archive
and are available under the accession number: PRIEB14479
(http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRIEB14479)

Modeling of transmission chains and phylogenetic
analysis

Median-joining networks

The SNP data and the anonymized life history data containing
isolates of each herd were used to determine the bTB trans-
mission phylogeny at an intra-herd and inter-individual scale.
The phylogenetic analysis based on SNP data were undertak-
en by using Network 4.613. In principle phylogenetic trees
were constructed in four steps. First, a SNP character state
data set was generated and all nucleotide characters were treat-
ed as ordered. Next, the genetic distances between each data
set were applied and the weight to each character was consid-
ered as default weight of ten. Thereafter, the network was
calculated with the MJ algorithm (Bandelt et al. 1999) and
the parameter epsilon was set to ten as recommended.
Epsilon specifies a weighted genetic distance to the known
sequences in the data set, within which potential median vec-
tors may be constructed to connect the nodes. A median vector
is a hypothetical sequence which is required to connect
existing sequences within the network with maximum parsi-
mony. The final step is to draw the network with a frequency
value of one. This means that one SNP-sequence entry corre-
sponds uniquely to one taxon. Due to limitation of the soft-
ware in the number of SNPs as input, two separate networks
were constructed for the two RD4 types “Allgdu” and
“Lechtal™.

Maximum-likelihood phylogenetic tree

A maximum-likelihood phylogenetic tree was constructed in
order to check consistency with the unrooted MJ network
analysis. Genome-wide sequence variations (SNPs) with re-
spect to the M. caprae reference genome were extracted for all
M. caprae isolates including an outgroup and stored as multi-
ple sequence alignment in a FASTA file. An approximately
maximum-likelihood phylogenetic tree was generated using a
generalized-time-reversible model of nucleotide evolution im-
plemented in the FastTree tool (Price etal. 2010). The tree was
rooted with an outgroup isolate originating from a bTB infect-
ed cattle belonging to M. caprae representing the RD4 type
“Karwendel” (Domogalla et al. 2013).
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Results Table 1  Selected Mycobacterium caprae isolates and types attributed
to area localization of farms (OA and UA)1

Bacterial species identification
P Yearof | District | o, 0o
origin | (Algau)
All mycobacterial culture isolates were identified to belong 2004 oA Lechtal
§ ; . o3 2004 OA Lechtal
to the M. caprae species as indicated by the GenoType® Sooa s e
MTBC test. 2004 oA Lechtal
2004 OA Lechtal
RD4 subtyping by multiplex PCR 2004 UA Lechtal
typing by P 2004 UA Lechtal
: ; ; 2004 UA Lechtal
Purified genomic DNA from 61 selected M. caprae isolates 2004 UA Lechtal
was used to carry out the RD4 deletion-based typing. The 2004 UA Lachisl
M. caprae isolates were derived from eight herds and two ;:: UA ::9:“
= ; G : uA u
additional isolates originating from contact cattle. A multiplex 2008 UA A,,:“
PCR and a specific primer set was used for typing of 2008 UA Allgéu
M. caprae isolates and assigning them to one of three RD4 2009 oA Allgiiu
subtypes previously identified and designated “Allgiu”, :x: g: :::::
“Lechtal” and “Karwendel” (Domogalla et al. 2013; 2009 OA Allgiu
Rettinger et al. 2015). All isolates were found to belong to 2009 oA Aligéu
cither the “Allgdu” or the “Lechtal” type. The RD4 type oo o ::::::
“Allgéu” was identified in herd 3, herd 4, herd 5, herd 8 and 2009 OA Allgau
the two external contact cattle. M. caprae isolates from herd 1, 2009 OA Allgéu
! 2009 OA Allgédu
‘l:crd 2, llcrd 6 and herd 7 were as.51gncd to the RD4 type e i ok
'Lcchtal . T"hc .rcsults of RD4 typing of 'thc 61 M. caprae i S A
isolates originating from cattle encompassing the years 2004 2013 oA Allgéu
to 2014 are shown in Table 1. 2013 OA Allgéu
2013 OA Allgédu
2013 OA Allgédu
Geographical origin of the eight study herds 2013 OA Allgéu
2013 OA Allgédu
; 3 2013 oA Algé
All 61 analyzed M. caprae mycobacteria were isolated 2013 oA NI;:
within the counties Upper and Lower Allgéu. An approxi- 2013 oA Allgéu
mate geographical location of the eight herds and the two 2013 oA Lechtal
possible external contact cattle are marked by different 2013 oA echial
5 ; o % Herd 6 6.03 2013 oA Lechtal
colors in Fig. 1. The identified RD4 types “Allgéu” or 6.04 2013 oA Lechtal
“Lechtal” are indicated by two different shapes (circle, tri- 6.05 2014 oA Lechtal
angle) for each herd. 7.01 2014 OA Lechtal
7.02 2014 OA Lechtal
Cattle life hi 7.03 2014 OA Lechtal
attle life history 7.04 2014 oA Lechtal
Herd 7 7.05 2014 OA Lechtal
. ‘ . 5 . 7.06 2014 OA Lechtal
A life history for all M. caprae infected .cattlc from the eight o 601 on i
affected herds was constructed by evaluating the exact date of 7.08 2014 oA Lechtal
birth, the day of death and the day of joining the study herd (e. 8.01 2014 oA Allgiu
g. by trade), if the particular animal was not born in the holding. :-:; i:: g: ::9:“
. . . 3 u
It spans a time frame from 1992 to 2016 (Fig. 2). The overlap in e - ok A“:“
cattle life histories potentially allowed studying the course of 8.05 2014 oA Alligéu
cattle-to-cattle transmission based on the acquired SNPs of 808 2014 oA Allgh,
. . . . 8.07 2014 OA Allgédu
M. caprae isolates. The available data from in vivo and post 808 2014 OA Allgu
mortem bTB diagnostics were utilized to define critical time 8.09 2014 OA Allgéu
points in the cattle infection process: i) exposed (“E™), denoting 210 2014 or Allgiu
. . . . 5 8.1 2014 OA Allgédu
an animal as potentially infected, but without confirmation by
any diagnostic test and without indication of bTB transmission m Cc15.04 2008 OA Allgau b
to other individuals; ii) potentially tested positive (“T”), mean-
. . » x o C2/5.06 2013 OA Allgédu B
ing the in vivo test gave an ambiguous result but the animal was
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Fig. 1 Geographical allocation of M. caprae affected cattle farms in the
dataset. The herds 1 to 8 are marked by colors. The farm location of
possible external contact cattle due to alpine pasture summering are

likely not to shed mycobacteria, and finally iii) infectious (“I”)
with a high probability to shed mycobacteria (Barlow et al.
1997) (see Supplementary Table S1). The data and classifica-
tion plus the life history were used to determine genomic
M. caprae clusters found in each herd.

Assembly of a M. caprae reference genome

Whole genome sequencing was used to generate a nearly
complete M. caprae reference genome of the “Allgiu” type.
DNA fragments obtained by sequencing of standard libraries
or mate-pair libraries in paired-end mode (2 x 250 b) were
first assembled to a draft reference genome. It was stepwise
improved by applying various software packages and re-
maining gaps were closed by sequencing of gap-spanning
PCR products. The final draft version of this M. caprae
genome is 4.3 Mbp in size comprising one scaffold of two
contigs joined by a single gap of unknown size, localized at
genome position from 3,897,639 to 3,897,939 bp, which
could not be closed by any of the applied approaches. The
genome was annotated by transferring the annotation of the
M. tuberculosis H37Rv genome to the newly assembled
M. caprae draft genome.

Comparison of the de novo assembled M. caprae reference
genome and the contig-based Spanish genome

During the course of our study, a contig-based M. caprae ge-
nome from a Spanish goat isolate was published (de La Fuente
et al. 2015). This non-scaffolded draft was compared to our

Herd 1
Herd 2
Herd 3
Herd 4
Herd 5
Herd 6
Herd 7
Herd 8
Contact Cattle
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indicated in grey. The location signs the last holding site of each herd.
The two different shapes represent the RD4 type attribution of the
M. caprae isolates according to Table 1

final scaffolded draft. Therefore, the contigs from de La Fuente
et al. (2015) were aligned to the finally assembled M. caprae
genome draft version from this study, sorted and concatenated.
Mapping a WGS library to the ordered contigs from de La
Fuente et al. (2015) and our draft genome showed nearly iden-
tical total number of mapped reads, but a higher fraction of
properly mapped read pairs in our draft (99.4%) than in the
draft from de La Fuente et al. (2015) (98.5%). Together with
the fact that our draft has a slightly higher number of nucleo-
tides (4.32 Mbp vs 4.23 Mbp) the draft presented here can be
considered more complete and correctly scaffolded. The com-
parison further revealed that the Spanish field isolate contains
the complete RD4 region and therefore it would be assigned to
the RD4 type “Allgidu”. Furthermore, the sequence analysis of
our M. caprae draft genome revealed a deletion designated
“RD4 near” in close location to the type-specific presence of
the complete RD4 region in type “Allgdu”. This deletion spans
9.2 kb in size located downstream the RD4 region reaching
from genome position 1,779,278 to 1,788,506 bp in relation to
the M. tuberculosis H37Rv genome. Interestingly, this “RD4
near” deletion was found in all our sequenced M. caprae ge-
nomes independent from their RD4 type and the distance to the
RD4 region was identical. However, the Spanish goat isolate is
lacking this deletion nearby the RD4 region in contrast to our
M. caprae draft genome.

SNP detection

Highly fragmented DNA resulting from heat treatment ac-
cording to safety regulations was successfully used to
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Fig.2 Animal life history ofall cattle from which SNP genome analysis
of M. caprae isolates was performed. Life history of all individuals
residing within the eight study herds in the time frame between 1992
and 2016 (x axis) is depicted. The colored bars mark the individuals in

construct 61 whole genome covering libraries as a basis for
the identification of isolate specific SNPs. Whole genome
sequencing from all 61 M. caprae isolates was performed
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the holdings and correspond to the colors chosen in Table 1 and Table S1.
Each bar represents a single animal. The transparent part in the bars
represents the time before entering the study herd. The lifespan of the
two external contact animals on pasture is marked in grey

and the genome-wide SNP calling was done in relation to
the M. caprae reference genome. SNP tables showing the
differences between individual animals were created
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Fig. 3 Phylogenetic network based on SNP data of M. caprae genomes
with intact RD4 representing the type “Allgdu”. Herd 3 is colored in
orange, herd 4 in green, herd 5 in red, herd 8 in pink and the possible
external contact cattle to herd 5 due to alpine pasture summering are
marked in gray (see Table 1). The length of each branch and the
number of square symbols “m” represent the genetic distance
(mutational events) separating sequences. Every black square symbol

separately for the RD4 type “Allgdu” and “Lechtal” (Fig. 3
and Fig. 4), because both types differ in several hundred
SNPs. We found a number of 72 SNPs in all analyzed isolates
of the “Allgidu” type and a number of 62 SNPs within all
analyzed members of the “Lechtal” type. All examined SNP
calls used for further analysis are shown in the Supplementary
Information (Table S2 and Table S3).
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3.01/3.02/
2013 3.03/3.04

C2/5.06
2013

“m” corresponds to a single nucleotide polymorphism (SNP). The size
of the circle is proportional to the number of isolates sharing the same
SNP - profile and these are marked side by side. In this Median-Joining
Network potential median vectors (hypothetical genotype) are displayed
as white circles “o” to connect the genome sequences. The years for bTB
outbreak specifications also indicate the sampling time

Phylogenetic network
M. caprae type “Allgdiu”
SNP-based phylogenetic networks were created for the visu-

alization of the genetic relationship ofisolates and to estimate
the probabilities of transmission of M. caprae within and

©.03/6.04/6.05

6.01

202/204

Fig. 4 Phylogenetic network based on SNP data of M. caprae genomes
representing the RD4 type “Lechtal”. Herd 1 is colored in purple, herd 2
in dark blue; herd 6 in light blue and herd 7 in yellow (see Table 1). The
length of each branch and the number of square symbols “m” represent
the genetic distance (mutational events) separating sequences. Every

black square symbol “m” corresponds to a single nucleotide

polymorphism. The size of the circle is proportional to the number of
isolates sharing the same SNP - sequences and these are marked side by
side. In this Median-Joining Network potential median vectors
(hypothetical genotype) are displayed as white circles “0” to connect
the genome sequences. The year specifications indicate the sampling
dates
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between the herds or during summer pasture. The median
joining network based on SNP data of the M. caprae genomes
with RD4 type “Allgdu” (herd 3, herd 4, herd 5, herd 8 and
both external contact cattle) showed that the isolates derived
from a dedicated herd differ in up to five SNPs (Fig. 3). A
higher number of SNPs was found comparing M. caprae
strains of the same RD4 type isolated from different herds.
These cases strongly support the spread of M. caprae by direct
cattle-to-cattle transmission.

Allisolates derived from infected animals from herd 3 were
genetically identical without any SNPs. Within herd 4, the
isolates obtained from animals 4.04, 4.05, 4.08 and 4.10 are
genetically identical and are displayed as a central node. The
diagnostic status of the hosts was indicated as infectious “I”,
except for the host of isolate 4.04 that had to be marked as
exposed “E”. This animal was older than all other infected
animals. When compared to the members of this central node,
two isolates originating from cattle 4.09 and 4.11 differed only
in one single SNP and further three isolates from cattle 4.02,
4.06 and 4.07 by two SNPs. Two additional isolates have three
(cattle 4.03) and four (cattle 4.01) SNPs. The Supplementary
Table S1 contains the attributed infection status (exposed “E”
and infectious “I”") of each host and all available diagnostic
data. Seventy-five percent of the selected cattle from herd 3
and herd 4 were tested positive in the SICCT skin test (no
SICCT test data could be linked to isolates 4.05, 4.07 and
4.10 from herd 4).

Based on their SNPs the M. caprae isolated from herd 5
and herd 8 were arranged in a star-like structure (Fig. 3). In
total, five isolates (cattle 5.01, 5.02, 5.03, 5.04 and 5.05) were
assigned to the central node of herd 5. Their genomes were
found to be identical and their hosts have been diagnosed as
exposed “E”, positive “T” or infective “I”. The two M. caprae
isolates 5.07 and 5.10 differ in one SNP only. Three and five
SNPs were identified in the isolates 5.08 and 5.09. Their hosts
were given the diagnostic status infective “I”. This phyloge-
netic relationship of M. caprae isolates indicates that animals
in herd 5 are likely to be infected by a single event followed by
spread of the pathogen within the herd. In herd 5, the largest
observed genetic distance to the members of the central node
was sixteen SNPs and was found in isolate 5.06. The infection
status of its host was defined as exposed “E”. The host of
isolate 5.06 was kept on an alpine pasture in 2006 and 2007
(Supplementary Table S1) and might have been infected dur-
ing that time. Up to now, no close relative of isolate 5.06 was
found but indirect contact on pasture to infected red deer can-
not be excluded.

A similar situation as in herd 5 was found in herd 8. Five
isolates have identical genomes and were assigned to the cen-
tral node (Fig. 3: cattle isolates 8.04, 8.05, 8.06, 8.08 and
8.11). The diagnostic status of their hosts was positive “T”
and infective “I” (see Supplementary Table S1). The genetic
distance of four additional M. caprae isolates from the herd
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(animals 8.01, 8.02, 8.03, and 8.07) was one SNP only, where-
of the genomes of isolates 8.01 and 8.03 were identical.
However, the M. caprae isolates 8.10 and 8.09 differed in
two respectively five SNPs to the members of the central
node. Interestingly, the M. caprae genomes of the defined
central nodes in herd 5 and herd 8 differ in one SNP only.
Surprisingly, no animal was found that could explain a direct
transfer of the pathogen between herd 5 and herd 8 despite the
strikingly close genetic relationship of one SNP only in the
central node of both herds. The genetic distance of at least
sixteen SNPs between the isolates obtained from herd 3 in
2008 and herd 4 in 2009 does not support a single source of
infection for these herds.

M. caprae type “Lechtal”

The phylogenetic network analysis based on SNP data from
M. caprae isolates of the RD4 type “Lechtal” (herd 1, herd 2,
herd 6 and herd 7) resulted in a star shape structure with a central
node for herd 6 and herd 7. In contrast, isolates derived from
herd 1 and herd 2 were not assignable to a central node (Fig. 4).

In herd 1 solely the genomes of cattle isolates 1.01 and 1.02
were identical and the remaining three differ between five and
eleven SNPs, respectively. The majority of their hosts had a
relatively short lifetime of 71 days (1.03), 96 days (1.05) and
133 days (1.04), respectively. Only the host of isolate 1.01 was
eleven years old at the date of diagnosis. All hosts of herd
1 had been classified to be in an infective state of potentially
positive “T” and infective “I”. None of the analyzed
M. caprae isolates had an SNP pattern that can be positioned
as a source of infection of herd 1 or herd 2. Furthermore, the
M. caprae isolates from herd 1 and herd 2 have a heteroge-
neous SNP pattern except two genetically identical isolates in
each herd (1.01/1.02 and 2.02 / 2.04 see Fig. 4).

When the ages of bTB hosts of herd 2 and herd 1 are
compared, it is interesting that two of five infected hosts (cattle
2.01 and 2.04) have been younger than one year pointing to a
rapid course of infection in these animals. Unfortunately, the
diagnostic data for determination of the status of infection of
animals within herd 2 were not available. The genomes of
isolates 2.01 and 2.03 are genetically closely related and differ
in only one SNP. Morcover, the hosts of the genetically iden-
tical M. caprae isolates 2.02 and 2.04 were four years and six
month old, respectively. The host of isolate 2.05 was three
years old and this pathogen was genetically closely related
to the isolates obtained from herd 1. Unfortunately, no infor-
mation from the history reports of direct or indirect contact
between herd 1 and herd 2 were available and the geograph-
ical localization of these two herds was far apart (Fig. 1).
However, a temporal movement on alpine pasture in 2004
was reported for animals of herd 1 and a contact to herd 2
animals along with infection cannot be excluded (see
Supplementary Table S1).
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The constructed central nodes of the SNP-based phyloge-
netic networks of herd 6 and herd 7 contain four (6.03, 6.04
and 6.05) and three isolates (7.01, 7.02 and 7.03) and have an
inter-herd genetic distance of six SNPs. The affected hosts in
both herds had been at least two years old and were given the
infection status potentially positive “T” and infective “I” (see
Supplementary Table S1). In both herds isolates have been
found that differ in one (6.02, 7.05 and 7.08), two (6.01 and
7.06) or three (7.04) SNPs from the members forming the
central node within the herd. Their hosts also were classified
either as potentially positive “T” or infective “I”. The hold-
ings of herd 6 and herd 7 were localized geographically close
to each other and an alpine pasture summering was reported
for both herds. Though, no direct or indirect contact could be
derived from the history reports of these two herds.

Within the phylogenetic network of the M. caprae isolates
of'the RD4 type “Lechtal”, the isolates collected in herd 1 and
herd 2 during the early bTB outbreaks in 2004 differ in at least
sixteen SNPs from those found in 2013 in herd 6 and from
those found in 2014 in herd 7 (Fig. 4). The isolates obtained in
herd 1 and herd 2 differed maximally in four SNPs (1.05
versus 2.05) and therefore were genetically more closely re-
lated than those from herd 6 and herd 7.

Considering the M. caprae genomes of isolates of the later
bTB outbreak - 2013 (herd 6) and 2014 (herd 7) — the inter-
herd genetic distance of the M. caprae isolates assigned to the
central nodes of herd 6 and herd 7 is six SNPs. The intra-herd
isolate SNP variation is rather low (maximum three SNPs in
herd 7) indicating a close genetic relationship of the isolates
within each herd.

Maximum-likelihood phylogenetic tree

High resolution clustering was performed with a FASTA file
containing the multiple sequence alignment of the 4783 SNPs
which are identified by mapping the whole genome sequence
data of all isolates to the M. caprae reference genome. A SNP
was considered in the alignment if it was present at least in a
single sample. Identified SNPs were subjected to phylogenetic
analysis using the approximately-maximum-likelihood and
generalized time-reversible model of evolution. The obtained
phylogenetic tree was then rooted by selecting a M. caprae
isolate assigned to the RD4 type “Karwendel” as the outgroup
0.1 (see Supplementary Fig. S4). The same colour-marking as
shown for M. caprae isolates from herds 1 to 8 was obtained
in accordance with Table 1 and Fig. 1. The resultant
maximum-likelihood tree clustered the isolates into uniformly
colored lineages. Lineages of M. caprae isolates with RD4
type “Allgdu” from herd 3, herd 4, herd 5, herd 8, the two
possible contact animals C1/5.04 and C2/5.06 and the line-
ages of M. caprae isolates with RD4 type “Lechtal” from herd
1, herd 2 and herd 6 evolve from a separate branch in relation
to the outgroup O.1 (genotype “Karwendel”). Each sub-

lineage is represented by a uniform color reflecting the isolates
from the same herd. Colored clades were separated from each
other and they did not mix with the exception of some isolates
from herd 5 (5.02, 5.03, 5.07 and 5.10). This may either be
caused by a low genome coverage resulting in miscalled SNPs
or by low genome-wide sequence variations between isolates
of herd 5 and herd 8. Further, isolate 5.06 appeared like in the
MIJ network (compare Fig. 3) with a large genetic distance to
the other members of herd 5 and an infection of its host (iso-
late 5.06) with an external bacterial population has to be as-
sumed. Cattle isolate 6.02 belonging to herd 6 appeared to be
more distant with respect to its neighbours but it was most
likely due to miscalled SNPs caused by highly variable se-
quencing coverage of this particular strain. This did not affect
the network analysis to the same extent, because it uses only
the few SNPs that differ between the animals of the same sub-
lineage. The maximum-likelihood phylogenetic tree showed a
very similar outcome than the unrooted cluster MJ phyloge-
netic tree.

External contact cattle

Position of external contact cattle In search of possible
transmission routes, herd records for alpine pasturing were
analyzed from the collection of confirmed bTB cases (data
not shown) and two M. caprae infected cattle were selected
(C1/5.04 and C2/5.06) due to a possible direct contact of their
companion hosts during alpine pasture. As evidenced by eval-
uation of the data of alpine pasture summering, these two
cattle have been on the same summer pasture in 2006 and
2007 as reported for two cattle from herd 5 (animals 5.04
and 5.06). The animal C1/5.04 was found to be on the same
alpine pasture with animal 5.04 and animal C2/5.06 was iden-
tified as a possible external contact to animal 5.06 due to
alpine summering in 2006 and 2007 (data about alpine
pasture are shown in the Supplementary Table S1).

The M. caprae isolates from the extemnal contact cattle C1/
5.04 and animal 5.04 are closely related based on the SNP data
(Fig. 3). However, for the M. caprae genomes of contact cattle
C2/5.06 and 5.06 a close genetic relationship was not found
and an infection by a direct contact cannot be assumed. The
M. caprae genome isolated from host C1/5.04 differed in only
two SNPs from the isolates assigned to the central node of
herd 5. If the transfer of the pathogen occurred during summer
pasturing, it had to take place latest in summer 2007, seven
years before the infection of herd 5 has been detected. Thus,
the isolate genome C1/5.04 originating from the pasture-
contact animal is closely related to the herd 5 bTB scenario
or vice versa. In contrast, the genomes of the M. caprae iso-
lates from animals C2/5.06 and 5.06 differ in 28 SNPs and
therefore a direct transmission of the pathogen between these
two hosts reported to be kept together during summer pasture
is unlikely. On the other hand, the M. caprae genome isolated
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from the potential contact animal C2/5.06 differs in only four
SNPs from the isolates derived from herd 3 found in the 2008
outbreak. Thus, based on SNP similarity this points to a bTB
exchange with animals from herd 3 rather than with herd 5
although it is not distinctively reported.

Position of the two external contact cattle within the
maximum-likelihood phylogenetic tree The obtained
maximum-likelihood phylogenetic tree rooted with a
M. caprae type “Karwendel” isolate genome as the outgroup
0.1 (see Supplementary Fig. S4) showed a strict separation
between the lineages of type “Allgéu” and type “Lechtal”.
The M. caprae isolates from the supposed external contact
cattle C1/5.04 and animal 5.04 belonging to the lineages of
type “Allgdu” show a close genetic relationship similar as in
the unrooted Median-Joining Network with type “Allgéu”
(Fig. 3). Thus, an infection by a direct contact can be assumed.
As in the MJ network a large distance was found between the
genomes of M. caprae isolates from animals C2/5.06 and 5.06
excluding the possibility ofa direct infection. In contrast to the
initial assumption animal C2/5.06 is quite close to herd 3 and a
bTB exchange with animals from herd 3 may be considered.

Discussion

In the present work WGS was used to study M. caprae ge-
nomes isolated from selected cattle holdings in the Bavarian
Alps. A M. caprae genome is regarded to be superior for SNP
based comparative analysis of M. caprae genomes than any
other species genome belonging to the MTC complex.
Therefore, the first fully assembled quality draft genome se-
quence of M. caprae was established in this study. A minor
limitation of this approach is that it contains a single gap of
unknown size due to a repetitive region containing a diversity
of proline-glutamate (PE) and proline-proline-glutamate
(PPE) gene families which impair sequencing and genome
assembly (Bryant et al. 2013a; Copin et al. 2014; Stucki
et al. 2015). We used our assembled M. caprae genome as a
reference for analysis of WGS data and the identification of
SNPs. It has to be mentioned, that in order to create a valid
basis for SNP analyses, the same number of subcultures of
cach isolate was grown under identical conditions (James
et al. 2000) and used to prepare genomic DNA. The rareness
of backward mutations in mycobacteria and homoplasy
(Comas et al. 2013; Namouchi et al. 2012) allows for each
distinct isolate to follow the transmission chain according to
the pattern of acquired SNPs (Pérez-Lago et al. 2014).
However, there is increasing evidence that mycobacterial
populations in humans are heterogencous as a conse-
quence of ongoing microevolution (Pérez-Lago et al.
2014; Stucki et al. 2015). This might impair the detection
of direct host to host transmission events especially if the
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period between infection of the host and the isolation of
the pathogen is unknown.

Here, the study has focused on within-herd transmission
and SNPs in 59 M. caprae genomes isolated from eight study
herds and two additional isolates from external contact cattle
were analyzed under consideration of the limited available
results of veterinary examinations. In addition, little informa-
tion was available about cattle movements and any other inter-
farm contacts. Therefore, it has to be kept in mind that the
assumption of single transmissions as an explanation for the
persistence of bTB on farms may be insufficient. Multiple
bTB entries such as re-introduction of the same lineage from
neighboring herds, environmental mycobacteria persistence,
external population or other hosts have to be considered.
Several factors are accountable for bTB circulation within
herds, but the source of infection initially driving the dynam-
ics of bTB spread within herds must be separated into i)
sources that are external and contribute to first and re-intro-
duction, and ii) sources that are anchored within the herd
(Goodchild and Clifton-Hadley 2001). The use of WGS offers
the opportunity to study both the introduction and spread of
bTB (Bick et al. 2012). In general, the M. caprae genomes
obtained from dedicated herds differ at all in a few SNPs. That
finding hints to a central source of infection in a herd/holding
and to an ongoing but slow evolution as evidenced by the low
number of SNPs. Furthermore, in many cases it hints to a short
period between infection and manifestation and toward the
evolution of M caprae strains that might rapidly propagate.
This situation is found as well in the “Lechtal” strains isolated
from herd 6 and herd 7 as in the “Allgéu” strains obtained
from herd 4, herd 5 and herd 8. In all these herds the phylo-
genetic network analysis revealed a central node formed by
genetically identical strains and a number of additional iso-
lates with up to six individual SNPs (Fig. 3 and Fig. 4).

Results of the obtained maximum-likelihood phylogenetic
tree (Supplementary Fig. S4) are in good agreement with the
unrooted MJ network. The phylogenetic tree constructed from
the sequenced M. caprae genomes clustered the isolates into
two distinct phylogenies representing M. caprae type
“Allgéu” and type “Lechtal” genotype. Uniform coloration
of the sub-lineages in the phylogenetic tree signified the evi-
dence of M. caprae transmission with in the same herd.
Although, the MJ network analysis offered more details about
possible transmission histories the outcome of the maximum-
likelihood phylogenetic tree revealed almost the same results.
Both analytic approaches showed that within each herd a dis-
tinct genetic lineage is identifiable and the sub-lineages can
clearly be attributed to the same lineage (herd). A single dis-
crepancy (isolate 6.2) may result from miscalled or undetected
SNPs due to a low genome coverage. For the phylogenetic
tree a visual inspection and manual editing of the SNPs is not
practicable due to the presence of several thousands of SNPs
throughout the whole genome when compared to the
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M. caprae reference genome. In contrast, a manual SNP
editing was done for the unrooted MJ network analysis be-
cause only the few SNPs differing between two joined nodes
had to be considered. Nevertheless, the phylogenetic tree anal-
ysis is in accordance with the unrooted cluster MJ network
and supports the data with a very similar outcome. Even
though, the results of the network analysis generated confi-
dence in identification of cattle-to-cattle transmission rather
than an inter-herd transmission. Along with the observed phy-
logeny, the results have to be interpreted with caution, because
ofthe small size of the dataset and the possible introduction of
M. caprae from external hosts. Further, unknown time of in-
fection, non-coordinated timing and mode of sampling tissues
from infected hosts are sub-optimal conditions to capture the
genetic variability of the pathogen caused by microevolution
in older animals during longer incubation periods. However,
when the number of SNPs found in M. caprae genomes ob-
tained from different herds is compared a much higher differ-
ence is found. Furthermore, it must be taken in account that i)
a defined low level of polymorphism is known for
M. tuberculosis genomes (Hershberg et al. 2008), ii) laborato-
ry isolates may become orders of magnitude more mutable
than wild type strains (Hall 2006) and iii) the maximum
SNP difference for confirmation of a link between isolates is
not yet established (Guerra-Assuncao et al. 2015; Pérez-Lago
et al. 2014). The inter-herd SNP comparison can be useful
when data about a relationship linked to trade or other direct
or indirect contact between farms point to bTB spread. The
structure of the phylogenetic network revealed that the infec-
tion of each herd started with a single event followed by a
transmission to several members instead of a linear stepwise
case-to-case transmission. The presence of a possible “super-
spreader” (Gardy et al. 2011; Stein 2011) within most of the
analyzed herds (e. g. cattle isolates 4.04, 5.04, 6.04 and 8.08)
is likely (Fig. 3 and Fig. 4). The existence of so called “super-
spreaders™ is more realistic than previously assumed (Pérez-
Lago et al. 2014; Walker et al. 2013) and the fact that a “star-
like pattern” of transmission in one outbreak scenario will
rapidly cause more than one secondary case further implies
that stock clearance after the detection of bTB infected cattle is
not unfounded. The rapid spread of M. caprae infections with-
in holding points to effective transmission possibly via se- and
excretion and cannot be limited to aerosols and droplet infec-
tion by coughing and generalized tuberculosis. In very young
animals alimentary infection by contaminated milk feeding
has also to be considered (Humblet et al. 2009). Clinical signs
and generalized manifestation of M. caprae infection were
rarely seen among the cases in the Alpine region since 1999.
Brooks-Pollock et al. (2014) highlighted the multifactorial
nature of transmission routes and range of spatial scales in-
volved in the dynamics of bTB caused by M. bovis in Great
Britain. Along with the aim of eradication they concluded that
whole herd culling or vaccination will result in the best impact

on all routes of transmission and control of the spread of bTB
(Brooks-Pollock etal. 2014). Further, it has to be kept in mind
that where more than one skin-test-positive cattle (reactor) is
discovered in a herd, the source of infection of other animals
in close proximity is most likely located in the herd
(Goodchild and Clifton-Hadley 2001). The application of an-
alytical methods like the phylogenetic network analysis is a
good tool for inferring putative missing nodes to reveal the
connections between the cattle isolates (Pérez-Lago et al.
2014; Woolley et al. 2008). It can reflect putative undiagnosed
members of the M. caprae transmission chain. Those unde-
tected infections might form the missing central node in herd 1
and herd 2 (Fig. 4). The high number of SNPs indicates that
cach of both herds was infected by a single source and the
pathogens spread after a prolonged latency possibly linked to
infections acquired at different places, e. g. alpine pastures.
Beyond that, the pathogens affecting both herds (herd 1 and
herd 2) were genetically closely related and differ in a few
SNPs only (Fig. 4). The same close genetic relationship was
found in M. caprae isolated form herd 5 and herd 8. In both
cases it has to be assumed, that those herds were in contact
with each other, although the geographical allocation of the
last holding site of herd 1 and herd 2 is far apart. It is indis-
putable that cattle movements associated with animal trade are
amajor risk for herd-to-herd spread of M. bovis e. g. inbTB in
Britain (Gilbert et al. 2005; Johnston et al. 2005) or France
(Palisson et al. 2016). A spatial and temporal movement of
animals for alpine pasture summering can be tracked for cattle
isolates 5.04 and C1/5.04 and may be connected to the
M. caprae transmission within herd 5. Direct or indirect con-
tact (contaminated objects) requires infected and shedding an-
imals to be present in the same epidemiological group
(Goodchild and Clifton-Hadley 2001). However, experimen-
tal evidence is provided that a bTB transmission can occur
indirectly on pasture (Phillips et al. 2003; Schellner 1956).
Only recently, the role of contaminated environment was
highlighted in Great Britain (King et al. 2015). The presence
of bTB on alpine pastures as an external source of infections
may contribute to the persistence of M. caprae infections in
the bovine population especially in regions where summer
pasturing is common. The identification of red deer (Cervus
elaphus) as a wildlife reservoir for M. caprae has complicated
the situation since the transmission chain between red deer
and cattle or vice versa remains to be resolved. In this context
it has to be mentioned that cattle isolate 5.06 from herd 5
belonging to a 2013 M. caprae outbreak revealed sixteen
identified SNPs difference to the central node fixed in herd
5. The animal 5.06 faced a short exposure time on that farm
but its isolate genome had an atypical amount of SNPs and an
infection from an unknown external source is likely. Timing of
infection and transmission should be much more facilitated
when direct ex vivo (se—/excretes, e. g. feces, saliva) derived
mycobacteria genomes can be tested instead of isolates from
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post mortem organ material. The results illustrated that WGS
analysis enhanced the toolkits for phylogenetic and epidemi-
ological studies by adding more detailed information; higher
resolution and improved discrimination to reveal M. caprae
isolate peculiarities. Moreover, the fully assembled M. caprae
genome sequence will provide a useful reference for further
molecular and functional studies of MTC species members,
especially for discrimination and fine characterization of
M. caprae and M. bovis isolates.
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IV DISKUSSION

Diskussion zur Publikation 1

1 Bedeutung der Differenzierung von Erregern der Rindertuberkulose

Weltweit wurden viele Falle von zoonotischen Tuberkuloseféllen beschrieben, und M. bovis
gilt als der haufigste Verursacher der zoonotischen Tuberkulose beim Menschen (OLEA-
POPELKA et al.,, 2017). Jedoch speziell in Deutschland konnte mit unterschiedlicher
geografischer Verteilung oft auch M. caprae als Verursacher von humanen Tuberkuloseféllen
differenziert werden (KUBICA et al., 2003). Es ist wahrscheinlich, dass vor 2003 viele als
M.-bovis-diagnostizierte Isolate eigentlich M. caprae zugeschrieben hétten mussen, nachdem
bis dahin die Nomenklatur keine Unterscheidung erlaubte. Als Hauptreservoir der
zoonotischen Tuberkulose wurden vor allem Rinder identifiziert und M.-bovis / M.-caprae-
Infektionen konnten oft auf den Kontakt zu Rindern und den Konsum derer Produkte
zurlickgefuhrt werden (THOMPSON et al., 1993; COSIVI et al., 1998; THOEN et al., 2006;
MICHEL et al., 2010; AL-THWANI & AL-MASHHADANI, 2016). Die Infektionsquelle ist
ein entscheidender Punkt fir die Pravention von Rindertuberkulose beim Menschen, und
deren Kontrolle ist wichtig, um eine humane Infektion zu vermeiden und die Gesundheit von
Mensch und Tier zu erhalten (MULLER et al., 2013). Tropfchen- und Stallstaubinfektionen
mit primarer Manifestation in der Lunge sind moglich, jedoch stellt die orale Aufnahme von
Milch an Eutertuberkulose-erkrankter Kiihe ebenfalls eine wichtige Infektionsquelle dar
(RODWELL et al.,, 2008; Im Al-Saqur et al.,, 2016). Daher nimmt die chronisch-
persistierende Rindertuberkulose Einfluss, neben dem Faktor — Gesundheit-Mensch — auch
auf die landwirtschaftliche Produktion und den internationalen Handel mit Tieren und deren
Produkten (SUAZO et al., 2003; CONLAN et al., 2015). Fiir eine effektive Bek&mpfung der
Rindertuberkulose sind vor allem die Epidemiologie des Erregers und die Ubertragungswege
von grofl3er Bedeutung. Genetische Verénderungen, Adaptionen, Wirtswechsel, Transmission
und globale Verteilung liefern hierzu detaillierte Informationen (ber den Erreger und
erleichtern dessen Bek&mpfung, setzen aber eine hinreichende Identifizierung und
Charakterisierung des Erregers unterhalb der Speziesebene voraus (ZACZEK et al., 2014;
ASGHARZADEH et al., 2016; BROUGHAN et al., 2016). Ferner, obwohl die Symptomatik

einer humanen M.-bovis-Infektion cum grano salis einer Infektion mit M. tuberculosis
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entspricht, ist eine Differenzierung zwischen den Erregern aufgrund mdglichen
Resistenzverhaltens fur eine erfolgreiche Behandlung essentiell (ESTLER & SCHMIDT,
2007). Die Genome der MTC-Mitglieder sind jedoch zu 99,9 % identisch (GORDON et al.,
1999), demnach ist die Entwicklung neuer effizienter und sicherer Tests zur
Speziesdifferenzierung und Subtypisierung schwierig. Die hdufig verwendeten Methoden des
MIRU-VNTR und Spoligotyping zur  Subtypisierung von  Tuberkuloseerregern
(PRODINGER et al., 2005) sind zeitaufwendig, laborabhdngig und setzen oft eine

erfolgreiche Anzucht und Isolierung mykobakterieller DNA aus Kulturproben voraus.

Domogalla et al. befassten sich erstmals mit der Subtypisierung von M.-caprae-Spezies
anhand der genetischen Variabilitst der RD4-Region. In ihrer Publikation wurde
nachgewiesen, dass die RD4-Sequenz nicht genetisch gleich konserviert im M.-caprae-
Genom vorliegt, und es wurden drei M.-caprae-Subtypen (Allgéu, Karwendel und Lechtal)
aufgrund unterschiedlicher RD4-Variabilitdt benannt. Ferner entwickelte Domogalla et al.
vier PCR-Ansédtze, um die drei Subtypen von M. caprae differenzieren zu kdnnen
(DOMOGALLA etal., 2013).

Diese Studie befasste sich mit der Entwicklung einer robusten und schnellen Multiplex-PCR,
um den Arbeitsaufwand der vier PCR-Ansétze, die von Domogalla et al. vorgestellt wurden,
zu verringern und eine gleichzeitige Differenzierung der drei bis dahin definierten M.-caprae-
Subtypen zu ermdglichen. Dartiber hinaus wurden die Mdglichkeiten und Grenzen der RD4-
Subtypisierung anhand von 241 M.-caprae-lIsolaten aus Reservoirwirten (145 Rinder, 95
Rotwild) und einem ,,spill over-Fall (Fuchs) aus Bayern und Osterreich getestet. In dieser
Arbeit wurde nachgewiesen, dass alle drei Subtypen geographisch unterschiedlich verteilt
vorkommen. AuBerdem finden sich die Subtypen bei Rindern und bei Rotwild gleichermalen,
aber mit deutlich unterschiedlicher Verteilung (Figure 3, Publikation) und ein
Erregeraustausch zwischen den beiden Wirten kann angenommen werden. Da die RDA4-
Subtypen in beiden Reservoirwirten genetisch stabil sind, besteht die Annahme, dass sich die
beschriebenen genetischen Variationen innerhalb des Wirts aufgrund einer ,,Rezeptor-
Replikation* entwickelt haben. Die Ergebnisse dieser Arbeit empfehlen die genomische RD4-
Region als diagnostisch-verlasslichen Marker fiir eine M.-caprae-Subtypen Differenzierung.

Im Folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse der Multiplex-Subtypisierung von
M. caprae-Isolaten anhand ihrer RD4-Variation zusammengefasst und die Kkinftige
Anwendbarkeit der Multiplex-PCR diskutiert. Zudem sind robuste Marker zur Subtypisierung
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von M.-caprae-Spezies notwendig, um Erkenntnisse uber die molekulare Epidemiologie eines
Erregers zu erhalten und die RD4-Region soll im Folgenden als Marker erortert werden.

2 Vorteile der RD4-Subtypisierung durch Multiplex-PCR-Ansatz

Die Mitglieder des MTC teilen eine Nukleotidsequenz-Ahnlichkeit von 99,95 % (GARNIER
et al., 2003) und zahlen somit zu den monomorphen Pathogenen, die nur geringe
Sequenzunterschiede zwischen den Stdmmen aufweisen (ACHTMAN, 2008). Alle
Rindertuberkulosefélle aus den Bayerischen und Osterreichischen Alpenregionen werden von
drei genetischen M.-caprae-Subtypen verursacht, die durch spezifische Deletionen in der
RD4-Region charakterisiert sind (SCHOEPF et al., 2012; DOMOGALLA et al., 2013).

Um eine einfache, schnelle und gleichzeitige Differenzierung von M.-caprae-Isolaten in einen
der drei RD4-Subtypen ,,Allgéu®, ,,Lechtal” und ,,Karwendel” zu ermdglichen, wurde eine
schnelle und zuverlassige Multiplex-PCR entwickelt. Das Protokoll der Multiplex-PCR
wurde auf der Grundlage der bereits verdffentlichten vier Subtypen-PCRs entwickelt
(DOMOGALLA et al., 2013) und zeigt eine hohe Spezifitdt und Sensitivitat gegenuber
M. caprae.

Alle bisher untersuchten M.-caprae-Isolate (n = 241) konnten eindeutig einem der drei RD4-
Subtypen zugeordnet werden (Publikation 1). Auch ein Vergleich mit den Ergebnissen aus
den Standardmethoden MIRU-VNTR-Genotypisierung und Spoligotyping zeigt identische
Cluster und war mit den durch die Multiplex-RD4-PCR ermittelten Subtypen (n=40) voéllig
kongruent (Publikation 1). Die Genotypisierungverfahren mittels MIRU-VNTR und
Spoligotyping werden zurzeit am hé&ufigsten fir molekulare epidemiologische Studien
verwendet und ermdglichen durch den Nachweis verschiedener Loci eine Genotypisierung
von Mykobakterienstimmen (MAZARS et al., 2001; HAUER et al.,, 2015). Die
Subtypisierung anhand der RD4-Variationen ermdglicht im Gegensatz zum Spoligotyping
auch eine Unterscheidung zwischen dem Lechtal- und dem Allgau-Typ. Allerdings betrachtet
die RD4-Analyse nur eine Genomregion. Eine weitaus genauere, genomweite Differenzierung
von M.-caprae-Subtypen hingegen ist durch die Kombination aus verschiedenen Loci wie im
MIRU-VNTR méglich (DOMOGALLA et al., 2013).

Das ,.flankierend zur Lechtal Deletion*“ umfassende Amplifikat von ca. 250 bp bietet einen
ausreichenden Langenunterschied zum Amplifikat - ,,flankierend zur Karwendel Deletion*
mit 700 bp, und diese beiden PCR-Anséatze bieten eine gute Ausgangsposition, um in nur

einer gemeinsamen PCR kombiniert eingesetzt zu werden. Die Allgdu- und Karwendel-
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Subtypen zeigen in einem Amplifikat ein und dieselbe Basenpaarlange von 1.031 bp, die den
,»RD4-internen Sequenzabschnitten detektiert und eine Aussage tber das Vorhandensein des
mittleren Abschnitts der RDA4-Sequenz ermdglicht. Lediglich das Allgau-spezifische
Amplifikat mit einer Lange von 88 bp, das den ,,RD4-internen linken Teil* detektiert, sowie
das 700-bp umfassende Amplifikat der ,,Karwendel-Deletion flankierenden“-PCR
differenzieren diese beiden Subtypen. Auch hier zeigen beide Amplifikate einen deutlichen
Sequenzlangen-Unterschied und ermdglich eine eindeutige Abgrenzung. Eine Aussage uber
den vorliegenden RD4-Subtyp-Allgdu, Lechtal oder Karwendel ist demzufolge durch die
Anwendung in einer einzigen PCR moglich. Der Multiplex-PCR-Ansatz verringert somit den
Arbeitsaufwand erheblich im Vergleich zu den zuvor notwendigen vier einzelnen PCR-
Ansatzen. Ferner kann, neben der schnelleren Subtypendifferenzierung, auch an Kosten fur
Labormaterial gespart werden, da alle Reaktionen in einem Rohrchen durchgefihrt werden
konnen. Die entwickelte Multiplex-PCR ermdglicht schnell und einfach nach Erhalt eines
kulturellen Isolates die Abgrenzung von M. bovis und eine Differenzierung in einen der drei
Subtypen von M. caprae aufgrund der Variation in der RD4-Sequenz. Diese Multiplex-PCR
kann von jedem molekularbiologisch ausgeriisteten Labor einfach durchgefihrt werden.
Daruber hinaus ist die Methodik auch von klinisch-diagnostisch orientierten Routinelaboren
bei Umgang mit nicht-infektiosem Material in Form von DNA integrierbar.
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3 Grenzen der RD4-Subtypisierung durch Multiplex-PCR-Ansatz und

Optimierungsvorschlage

Die benétigte mykobakterielle DNA aus Kulturproben stellt aufgrund des langsamen
Wachstums der Mykobakterien und der Notwendigkeit eines Biosicherheitsstandard Stufe-3-
(BSL3)-Labors fir die schnelle Subtypisierung noch einen limitierenden Faktor dar. Eine
molekulare Differenzierung direkt aus dem Untersuchungsmaterial wére wesentlich schneller,
einfacher und wirde eine zusatzliche Absicherung bei einem negativen Kulturergebnis
erbringen. Auch die bisher am haufigsten verwendeten molekularen Verfahren zur
Genotypisierung (MIRU-VNTR und Spoligotyping) sind ebenfalls kulturabhangig und im
Vergleich zur Multiplex-RD4-PCR mihsam und kostspielig (MAZARS et al., 2001;
PRODINGER et al., 2005). Jedoch waren die Versuche, den Multiplex-RD4-PCR-Ansatz zur
direkten Detektion und Subtypisierung von M.-caprae-DNA aus Gewebematerial zu
verwenden, nicht erfolgreich (nicht veroffentlichtes Teilprojekt 1). Wie bereits von der
Detektion von MTC-Genomen durch PCR bekannt ist, ist das Hauptproblem von
Gewebematerial die geringe Menge an intakter bakterieller DNA in einer Gewebeprobe und
die inhomogene Verteilung von Bakterien im Versuchsmaterial (PARRA et al., 2008).
Zunehmend setzt sich die Erkenntnis durch, dass die mykobakterielle Population im Wirt
aufgrund auftretender Mikroevolution heterogen verteilt ist (PEREZ-LAGO et al., 2014;
STUCKI et al., 2015; SSENGOOBA et al., 2016). Darliber hinaus stellt der Mangel an
Sensitivitdt mancher PCR-Ansdtze oft ein weiteres Problem zur Detektion aus
Gewebematerial dar. Die Ergebnisse zeigten, dass der Multiplex-RD4-PCR-Ansatz eine
sensible und spezifische Methode zur Subtypisierung von M.-caprae-Kulturisolaten darstellt.
Jedoch um eine von der Bakterienkultur unabhangige Differenzierung aus Gewebematerial zu
ermoglichen und die Sensitivitdt des hier entwickelten Multiplex-PCR-Ansatzes zur
Detektion von mykobakterieller DNA direkt aus klinischem Gewebe zu erhéhen, wére eine
fir die Diagnostik erforderliche Optimierung noétig. Eine DNA-Gewinnung aus grofieren
Gewebemengen, um die Trefferwahrscheinlichkeit in der PCR zu erhdhen, wurde von
Fell et al. bereits publiziert (FELL et al., 2016). Dartber hinaus kénnte eine verbesserte DNA-
Extraktion und ein gezieltes Ansteuern (,,fishing*) bakterieller DNA aus dem Uberschuss der
zelluldren Gewebe-DNA sehr hilfreich sein, um eine Anreicherung bakterieller DNA zu
erreichen. Dies wiirde die Sensitivitat steigern, und die Entwicklung einer anschlieRenden
Multiplex-real-time-RD4-PCR waére ebenfalls mdglich, um den differenziellen Nachweis

mykobakterieller DNA direkt aus betroffenen Gewebeproben zu erlauben.
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4 Epidemiologie der Mycobacterium-caprae-RD4-Subtypen

Fur eine effektive Bekampfung der Tuberkulose beim Rind sind vor allem die Epidemiologie
des Erregers und die Ubertragungswege von groRer Bedeutung. Die Analyse von genetischen
Variationen kann genutzt werden, um epidemiologische Verteilungsmuster oder sogar den
Ursprung einer Infektionskette zu ermitteln. Die RD4-Region ist eine variable Region im
Genom von M. caprae, die nicht essentiell fir das Wachstum und die Infektiositat des
Bakteriums notwendig ist (DOMOGALLA, 2014). Derzeit ist noch wenig ber mogliche
Ubertragungswege von M. caprae bekannt. In dieser Arbeit wurde daher eine groRe Anzahl
(n = 241) von M.-caprae-Isolaten (Rinder, Rotwild und ein Fuchs) aus dem bayerischen und
Osterreichischen Alpenraum in einem Zeitraum von 1999 bis 2014 (Publikation 1) genutzt,

um neue Erkenntnisse tber die Epidemiologie von M. caprae zu erhalten.

Die Auspragung der RD4 erlaubt eine Einordnung in einen der drei M.-caprae-RD4-Subtypen
und dieser wurde mit der geographischen Herkunft der Isolate verglichen. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, dass die RD4-Subtypen von M. caprae geographisch verteilt in Rind und
Rotwild gleichermal3en im Alpenraum auftreten und eine Zuordnung der RD4-Subtypen zum
geographischen Ursprung der Isolate moglich ist. Die geographische Zuordnung der RD4-
Subtypen aus dem bayerischen Alpenraum ist mit der bereits beschriebenen Verteilung nach
Domogalla et al. vergleichbar (DOMOGALLA et al., 2013). Der Karwendel-RD4-Subtyp bei
Rind und Rotwild ist ausschlieflich im Karwendelgebirge (Garmisch-Partenkirchen), Bad
Télz und Achental zu finden (Figure 3, Publikation). Es ist fraglich, wie sich der Karwendel-
RD4-Subtyp im Rotwild in dieser Region entwickeln konnte und gibt Anlass flr weitere
Untersuchungen. Der Nachweis der gleichen RD4-Subtypen in Isolaten aus Rind und Rotwild
erlaubt die Annahme eines Erregeraustausches zwischen Nutz- und Wildtieren. Allerdings ist
die Identifikation eines Ursprungswirts in der Infekt-Kette derzeit noch nicht mdglich. In
diesem Zusammenhang wurde bereits gezeigt, dass wilde Hirsche in den USA mit
verschiedenen M.-bovis-Stdmmen infiziert sind, welche sie durch den Kontakt zu Rindern
erworben haben. In der Folge konnte ein verstarkter Erregeraustausch zwischen den Tieren
zusammen mit Wirtswechsel auf die Rinder beobachtet werden (TSAO et al., 2014). Erst
kiirzlich wurden in Minnesota ahnliche Ubertragungsfunde zwischen Rindern und
WeilRwedelhirschen gemeldet (GLASER et al., 2016).

Die Auspragung des Allgdu-RD4-Subtyps bei Rindern aus dem Tiroler Zillertal (Bezirk
Schwaz) (Figure 3 in Publikation 1) konnte auf den Viehhandel zurtckgefihrt werden und

muss nicht unter dem endemischen Fokus betrachtet werden. Es ist unbestreitbar, dass
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Viehhandel und der damit verbundene Tiertransport ein grofles Risiko fur einen
Erregeraustausch darstellt. Eine Tierhandel assoziierte-M.-bovis-Ubertragung wurde bereits
bei bTB-Fallen in GroRbritannien (GILBERT et al., 2005; JOHNSTON et al., 2005) oder
Frankreich (PALISSON et al., 2016) beschrieben.

Eine Uberschneidung beziiglich der Lokalisation der Rinderbestande bzw. der Erlegungsorte
vom Rotwild und dem Auftreten der RD4-Subtypen kann fir die RD4-Subtypen Allgédu und
Lechtal festgestellt werden. Der Lechtal-RD4-Subtyp zeigte eine deutliche, fast gleiche

Verteilung auf beide Reservoirwirte (Figure 3 in Publikation 1).

Nach einer Schatzung lag in Osterreich die Pravalenz von mit M.-caprae-infiziertem Rotwild
im oberen Lechtal bei 23 % (SCHOEPF et al., 2012). M.-caprae-infiziertes Rotwild konnte
neben dem Tiroler Lechtal, das als Hotspot-Area gilt (FINK et al., 2015), auch in Kkleineren
Gebieten, wie in der Stillachalp, den Rappenalp-Talern im Oberen Allgdu und dem Silbertal
und Klostertal im Vorarlberg, sowie im Isartal des Karwendelgebirges identifiziert werden.
Hierbei ist vor allem das ,,wandernde Rotwild* ein wichtiger Faktor. Projektergebnisse
zeigen, dass ein Teil der Rotwildpopulation von ihrem Winterstreifgebiet in ein separates
Sommerstreifgebiet zieht, wéahrend ein anderer Teil ganzjahrig etwa dasselbe Gebiet nutzt.
Ein erheblicher Anteil des Rotwildes zieht bei seinen saisonalen Wanderungen in
Nachbarregionen oder in angrenzende Nachbarlander. Aber auch bei dem standorttreuen
Rotwild gehen die Streifgebiete teilweise Uber Landkreise und Staatsgrenzen hinaus. Auch
haben Witterungs- und Beunruhigungsfaktoren Einfluss auf die Wanderbewegungen,
Wanderrouten und tages-/jahreszeitliche Aktivitdtsmuster (REIMOSER, 2015). Es konnten
bisher noch keine gesicherten Aussagen getroffen werden, ob sich die Wildtiertuberkulose in
den kleineren Gebieten regional auf sehr niedrigem Niveau etabliert hat und standig prasent
ist, oder ob es sich um regelméRige frische Eintrdge durch wanderndes Rotwild aus
betroffenen Hotspot-Regionen in ein grundsétzlich tuberkulosefreies Gebiet handelt
(NIGSCH, 2016). Vor allem bestimmte Management-Strategien, wie die
Winterfiitterungsstellen und eine damit einhergehende saisonale, hohe lokale Tierdichte sind
mafRgeblich fur die Wildtiertuberkulose-Weiterverbreitung verantwortlich und stehen
besonders in der Kritik (SCHOENING et al., 2013; FINK et al., 2015). An den
Winterfiitterungsplatzen herrschen ideale Bedingungen fiir einen Erregeraustausch - feucht,
kihl, schattig und ein hohes Tieraufkommen auf engstem Raum, das sich tber einen Zeitraum
von mehreren Monaten trifft. Daher ist die Anderung des Fitterungsmanagements ein

zentraler Punkt, wenn eine wirksame Unterbrechung des Infektionszyklus innerhalb des
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Rotwilds erreicht werden soll. Ferner ist zu bedenken, dass die Tuberkulose sich auch in
aktuell freien Gebieten mit grolRen Ftterungsplatzen etablieren kann, wenn nur wenige
erkrankte Tiere aus benachbarten Regionen eine Infektion in gesunde Bestdnde einschleppen
(NIGSCH, 2016).

Auch eine M.-caprae-Ansteckung und ein Erregeraustausch auf der Alm wéhrend der
Soémmerung sind sehr wahrscheinlich (SCHELLNER, 1956; PHILLIPS et al., 2003; KING et
al., 2015), wobei hier eher von einem indirekten Erregeraustausch als von einem direkten
Kontakt als Ubertragungsquelle zwischen Rotwild und Rind ausgegangen werden muss
(FINK et al., 2015). Die einzige derzeit beschriebene Ubertragung einer M.-caprae-Infektion
mit unidirektionalem Ubertragungsweg vom Rind zum Rotwild stammt aus Italien (CHIARI
et al., 2014). Die groRe Anzahl an untersuchten M.-caprae-Feldisolaten zusammen mit der
Tatsache, dass eine RD4-Host-Spezifitat nicht nachgewiesen werden konnte, lasst auf eine
bidirektionale Ubertragung der drei M.-caprae-RD4-Subtypen zwischen Rind und Rotwild
schliefen. Dennoch sind unabhdngige Infektketten in einer Wirtspopulation Klar zu

beobachten.

Bedingt konnen Riickschliisse tiber mogliche Ubertragungswege anhand des Alters gezogen
werden. Rotwild-Kalber beispielsweise haben ein sehr geringes Ansteckungsrisiko und dies
bestatigt sich auch in Studien in anderen Landern (LUGTON et al., 1998). In Tirol wurde
beispielsweise im Rahmen der TBC-Uberwachung (ERA NET) nur ein einziges positives
Rotwild-Kalb gefunden, dessen Muttertier eine fortgeschrittene TBC aufwies und als
plausible Erklarung fir eine Ansteckung gilt (NIGSCH, 2016). Weiterhin kann gefolgert
werden, dass Euter-TBC bei Muttertieren eher selten ist, ansonsten mussten haufiger positive
Kélber gefunden werden. Hingegen wurden einjahrige Jungtiere (Schmaltiere und
SchmalspielRer) mit TBC in Vorarlberg vermehrt nachgewiesen, und die Pathologiebefunde
deuteten auf einen friihestmdglichen Ansteckungszeitpunkt der Einjahrigen zwischen Januar
und Marz ihres ersten Winters hin. Zu diesem Zeitpunkt waren die Tiere etwa 7 bis
10 Monate alte Ké&lber und hatten das erste Mal bei einer Winterfiitterung Kontakt mit
Artgenossen aller Altersgruppen. Dies bestétigt, dass die Futterung bei der Ansteckung von
Jungtieren eine wichtige Rolle spielt (NIGSCH, 2016). Auch anhand der Ausprdgung und
Ausdehnung der tuberkuldsen Organlédsionen kann grob auf den Ansteckungszeitpunkt
geschlossen werden. Infektionsversuche bei Weilwedelhirschen zeigten erste erkennbare
Verénderungen 6 bis 8 Wochen nach einer M.-bovis-Ansteckung, wahrend die Bildung
dinnwandiger Abszesse erst 11 Monate nach der Ansteckung auftraten (PALMER et al.,
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2002). Auch die Lokalisation von Lé&sionen kann Aufschluss tber einen mdglichen
Ubertragungsweg geben. So kann bei einer Lasion in der Brusthéhle von einer Infektion
durch Inhalation von erregerhaltigen Aerosolen ausgegangen werden. Hingegen lassen
Lasionen in den Mesenteriallymphknoten eher auf eine orale Infektion schlieen (BIET et al.,
2005).

Der Effekt des ,,spill over*- von einer Reservoirspezies zu einer anderen, aber nicht als
Reservoirwirt definierte Spezies - konnte fir einen M.-caprae-infizierten Fuchs, der im
stidwestlichen Allgau erlegt wurde, gezeigt werden. Fir das M.-caprae-Isolat dieses Fuchses
konnte der Lechtal-RD4-Subtyp bestimmt werden (Tabelle 3, Fig. 3 in Publikation 1). Der
Lechtal-RD4-Subtyp konnte somit neben Rind und Rotwild (DOMOGALLA et al., 2013),
auch bei einem Fuchs nachgewiesen werden, was das breite Wirtsspektrum von M. caprae
verdeutlicht (Tabelle 3, Fig.3 in Publikation 1). Diese Mykobakterien-Infektion wurde
hochstwahrscheinlich durch die Aufnahme von einem infizierten Beutetier/Kadaver erworben.
Die Mdglichkeit der Aufnahme eines Erregers Uber Kadaver wurde fiir Ratten bereits
beschrieben (LITTLE et al., 1982). Es bleibt zun&chst spekulativ, ob die mykobakterielle
»Replikation innerhalb einer Reservoirwirtpopulation® (Rind oder Rotwild) durch Adaption
zum RDA4-Sequenzverlust mit Ausbildung des beschriebenen Lechtal-RD4-Subtyps gefiihrt
hat. Eine effektive Tuberkulosekontrolle setzt voraus, dass die genaue Rolle von Wild- und
Nutztieren in der Infekt-Kette bekannt ist, und nur so kann die richtige Infektionsquelle
bek&mpft werden (LA CORNER, 2006).
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5 Uberpriifung von Mycobacterium-caprae-lsolaten aus Patienten am
LGL

Wie bereits unter Abschnitt 1 der Diskussion erldutert wurde, ist die Analyse von genetischen
Variationen im Genom von M.-caprae-Spezies notwendig, um Erkenntnisse (ber die
molekulare Epidemiologie eines Erregers zu erhalten. Die RD4-Region als variable Region
im Genom von M. caprae kann bislang unbekannte Varianten aufweisen, und aus diesem
Grund wurden anhand des im Rahmen der Publikation 1 etablierten Multiplex-RD4-PCR-
Protokolls weitere M.-caprae-Isolate getestet (nicht veroffentlichtes Teilprojekt 2; Ergebnisse
der Multiplex-RD4-PCR-Ansétze sind in Tabelle A 1 hinterlegt).

Drei humane-M.-caprae-Isolate aus dem Jahr 2014 wurden durch ihre RD4-Auspragung dem
Allgéu-Subtyp zugeordnet. Die genaue Herkunft der Isolate, das Alter der jeweiligen
Patienten, sowie weitere Informationen konnten aufgrund datenschutzrechtlicher
Anonymisierung nicht ermittelt werden. Uber eine mdgliche Ansteckung lasst sich hier nur
spekulieren, und ein Nachweis fiir einen Erregeraustausch zwischen Mensch und Nutz-
/Wildtier kann nicht erbracht werden. Es lasst sich aber festhalten, dass die RD4-Sequenz bei
allen drei humanen M.-caprae-Isolaten komplett vorhanden vorliegt, soweit das mit Hilfe der
PCR-Differenzierung nachweisbar ist. Eine Sequenzierung des Amplifikats des RD4-internen
Sequenzbereichs mit 1.031 bp wurde fur zwei humane M.-caprae-Isolate (14-0040819 und
14-0040820) und vier zufallig ausgewdhlte Rinder (13-0036281, 13-0036287, 13-0098693
und 14-0024405), die als Allgdu-RD4-Subtypen differenziert wurden, durchgefiihrt. Die
DNA-Sequenz dieser 1.031-bp M.-caprae-Amplifikate wurde in deren Aminoséure (AS)-
Sequenz Ubersetzt und verglichen (Abbildung 12).

13-00362B1 SLMVTDAVIRLAVAARAVVIGHNGLAGY LWALT ACGAVAN LIMIMASPTARSAASLLTPGET
13-0036287 SLMVTDAVIRLAVAARAVVIGHNGLAGY LWALT ACGAVAN LIMIMASPTARSAASLLTPGET
13-0098683 SLMVTDAVIRLAVAARAVVI GHNGLAGY LWALT ACGAVAN LIMIMASPTARSAASLLTPGET
14-0024405 SLMVTDAVIRLAVAARAVVIGHNGLAGY LWALT ACGAVAN LIMIMASPTARSAASLLTPGET
14-004081%9 SLMVIDAVIRLAVARLLVVIGWGLAGY LWAATAGAVANLIMIMASPTARSALSLLTEPGEL
14-0040820 SLMVIDAVIRLAVARLLVVIGWGLAGY LWAATAGAVANLIMIMASPTARSALSLLTEPGEL

dd ok kb bbb bk kbbb bk bbb o bbb bk bbb bk bbb bk bbbk bbb bk bk bk b

Abbildung 12: Alignment der Aminosduresequenz aus der RD4-Zentralregion von
M.-caprae-lIsolaten des Allgau-Subtyps. Die Aminosauresequenzen der zwei humanen
M.-caprae-Isolate (14-0040819 und 14-0040820) zeigen eine 100 %ige Ubereinstimmung
mit den vier M.-caprae-lIsolatgenom-Sequenzen aus Rindern. (* reprasentieren eine AS-

Ubereinstimmung)
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Es konnte in dem 1.031-bp DNA-Fragment aus dem internal RD4-Bereich eine 100%ige

Aminosaure-Ubereinstimmung zwischen den Human- und Rinderisolaten gezeigt werden.

6 Die RD4-Region als stabiler Marker?

Eine Differenzierung von MTC-Erregern (ber den RDA4-Locus ist mit entsprechendem
Primer-Design im Hinblick auf die bisher bekannten RD4-Variationen méglich und kann mit
dem Multiplex-RD4-PCR-Ansatz schnell und einfach erfolgen. Die bis jetzt bestatigten
Deletionen in der RD4-Sequenz im Genom von alpinen M.-caprae-Isolaten lieferten kein
falsches Ergebnis. Auch zeigten sich die RD4-Subtypen genetisch stabil in Rind und Rotwild,
und die Primer-Sequenzen, die fiir den Nachweis der Deletionen der M.-caprae-Isolate
ausgewahlt wurden, fuhrten zu einer eindeutigen Spezies- und Subtypen-Differenzierung
(Publikation 1). Allerdings berichtete Domogalla bereits in ihrer Arbeit von einem M.-caprae-
Isolat aus einem ruménischen Rind, das keine Subtypisierung in einen der drei beschriebenen
RD4-Subtypen erlaubte (DOMOGALLA, 2014).

Dieses M.-caprae-Isolat aus dem rumanischen Rind gab Anlass fir weitere Untersuchungen
(Tabelle 9) (nicht verodffentlichtes Teilprojekt 2). Die beiden intern-liegenden RD4-PCR
Primer ergaben ein 1.031-bp umfassendes-Amplifikat und detektieren den Allgdu- bzw. den
Karwendel-RD4-Subtyp. Jedoch konnte mit dem Multiplex-RD4-PCR-Ansatz weder das
RD4-internal left part Amplifikat mit 88 bp, noch die flankierenden 243 bp zur 5-kb Deletion
des Karwendel Subtyps amplifiziert werden (Tabelle 9). Dies lasst auf eine neue, von den
bisher beschriebenen Karwendel-Deletionen abweichende weitere Deletion im vorderen Teil
der RD4-Sequenz schlielen. Fur drei weitere M.-caprae-Isolate aus Rotwild konnte mit dem
Multiplex-RD4-PCR-Ansatz berhaupt kein Amplifikat erzeugt werden. Dies legt die
Vermutung nahe, dass M. caprae in und um den Bereich der RD4-Region weitere Variationen
zu den bisher beschriebenen RD4-Deletionen aufweist. Beobachtungen in einer Studie von
Rodriguez et al. deuteten auf Ahnliches hin (RODRIGUEZ et al., 2011).
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Tabelle 9: RDA4-Subtypen Allgdu, Karwendel und Lechtal

im Vergleich zu den

Multiplex-RD4-PCR Ergebnissen von M.-caprae-lsolaten aus Rind und Rotwild, die

keine Subtypisierung in einen der drei RD4-Subtypen erlauben

RD4 RD4 RD4 RD4
Herkunft . intemal  internal 38kb 5kb
solat-
RD4-Subtyp Regierungs- - ahr left central Oeletion  deletion
i
bezirk part part flanking  flanking
(88op)  (103lbp)  (700bp)  (2430p)
Allgdu OA + + - -
Karwendel TOL - + o -
Lechtal OA - - - +
Isolat ID
13-0035877-001-01  Ruménien Rd 2013 - + - -
13-0104545-001-01 GAP RW 2013 - - - -
13-0108365-001-01 WM RW 2013 - - - -
13-0108370-001-01 WM RW 2013 - - - -

Rd = Rind, RW = Rotwild, OA = Oberallgdu, TOL = Bad Télz, GAP = Garmisch-

Partenkirchen, WM = Weilheim-Schongau

Zur Uberpriifung eventuell noch unbekannter genetischer Variationen in und um die RD4-

Region wurden im Zusammenhang mit dem Projekt ,,Gesamtgenomsequenzierung und

Erstellung einer kompletten M.-caprae-Genomsequenz (Publikation 2) weitere M.-caprae-

Genomvergleiche auf Gesamtgenomebene aus Rind und Rotwildisolaten vorgenommen
(Abschnitt 7 und folgende).
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7 RD4-Subtypen und neue Deletionen

nicht veroffentlichte Ergebnisse

Im Rahmen der Erstellung von sequenzierfdhigen Illumina Genbanken wund der
Genomsequenzierung von Uber 300 M.-caprae-Isolaten aus Mensch, Rind, Rotwild und Schaf
wurde der Aufbau der RD4-Region genauer untersucht (nicht vertffentlichtes Teilprojekt).
Die bioinformatische Auswertung von bisher 246 Isolatgenomen identifiziert in jedem Isolat
genetische  Abweichungen zu dem  verdffentlichten  M.-caprae-Referenzgenom
(Publikation 2). In den untersuchten M.-caprae-Isolaten konnten neben den bisher drei RD4-
Varianten, vier neue Varianten in und um die RD4-Region gefunden und damit insgesamt
sieben RD4-Varianten erfasst werden (Abbildung 13) (H&ufigkeit des Vorkommens der RD4-
Typen und Wirtstiere der M.-caprae-lsolate sind Abbildung A 1 hinterlegt). Alle bisher
untersuchten Isolate lassen sich einem von den sieben verschiedenen Typen zuordnen, in
denen unterschiedlich groRe Bereiche der genomischen Sequenz an verschiedenen Positionen
deletiert sind. Insgesamt finden wir nur 5 M.-caprae-Isolate, die keine Deletion im Bereich
der RD4-Region aufweisen (Typ 1). Drei von diesen Isolaten stammen aus Rindern und zwei
wurden aus Menschen isoliert. Demnach weist das M.-caprae-Genom des Typ 1 keine
Deletionen im variablen Bereich um die RD4-Region auf und l&sst vermuten, dass es sich hier
um einen Vorlaufer der M.-caprae-Subtypen handelt (BROSCH et al., 2002; GARNIER et
al., 2003; TAYLOR et al., 2007 a). Der Typ 2 ahnelt dem Typ 1 sehr, jedoch fehlt diesem
direkt hinter der vollstdndig vorhandenen RD4-Region eine 9,2-kb umfassende
Genomsequenz (Abbildung 13). Diese 9,2-kb umfassende Deletion ist in allen RD4-Typen
identisch, in denen sie gefunden wurde (Typ 2, 4, 5, 6, 7). Eine genauere Unterscheidung des
Typ 1 von Typ 2 ist mit dem Multiplex-RD4-PCR-Ansatz demnach nicht mdglich, da beide
Typen die komplette RD4-Sequenz aufweisen und eine Differenzierung mit den beiden in der
RD4-Region liegenden Primern folglich nicht moglich ist und sie beide einfach als Allgau-
RD4-Subtyp detektiert werden wiirden.
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Abbildung 13: RD4-Typen und Aufbau der RD4-Region bei alpinen M.-caprae-
Isolatgenomen. Ein Genomsequenzabgleich zwischen dem M.-caprae-Referenzgenom
und dem der 246 Isolate erlaubt die préazise Definition der RD4-Region und der Existenz
verschieden grof3er Deletionen in und um den RD4-Sequenzbereich. Insgesamt wurden
sieben verschiedene Typen im RD4-Bereich identifiziert, die hier schematisch dargestellt
sind. Die rechteckigen Bereiche zeigen eine Deletion im M.-caprae-Genom an. Die

Abbildung wurde vom Genzentrum (Lafuga) zur Verfiugung gestellt

Der Typ 4 zeigt eine 38-kb grof3e Deletion im Bereich der RD4-Region und entspricht dem
bekannten Lechtal-RD4-Subtyp. Die Deletion des Typ 3 zeigt im Vergleich zu Typ 4
(Lechtal-RD4-Subtyp) eine um ca. 350 bp groRere Deletion im linken und eine um ca. 300-bp
groRere Deletion im rechten Bereich (Abbildung A 2). Dieser Typ 3 wurde vorerst als
»extended“(XL)-Lechtal bezeichnet und konnte aus einem Rotwild (13-0108370-001-01)
isoliert werden (Tabelle 9, Diskussion, Abschnitt 6). Die Typen 5 und 7 zeigen im vorderen
Bereich der RD4-Region eine weit groRere Deletion, als die bisher bekannte Karwendel-RD4-
Deletion (Typ 6) und entsprechen dem Genom des Isolats aus dem rumanischen Rind. Der
Bereich um die RD4-Region von M. caprae zeigt eine starke Variabilitdt von wenigen
Basenpaaren bis zu mehreren Kilobasenpaaren in der ca. 20.000 Nukleotide umfassenden
Sequenz. Dennoch konnten alle ca. 300 M.-caprae-Isolate eindeutig einem von nur sieben
Typen zugeordnet werden. Dies spricht dafir, dass die Entwicklung eines vollig neuen RD4-

Typs eher ein sehr seltenes Ereignis ist, das in unserem gesamten Datenbestand nur siebenmal
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stattgefunden hat. Unter der Annahme, dass der Verlust genetischen Materials in
Mykobakterien sehr selten auftritt, ist die Evolution dieser Deletionen in M. caprae, im
zeitlichen Verlauf und unter Einfluss der Wirtsspezies, sowie etwaiger Wirtswechsel noch
vollig unklar. Zunéchst erlaubt aber die Verwendung der RD4-Regionsequenzen eine
Charakterisierung der Genome verschiedener M.-caprae-lsolate und -Stamme.
Bemerkenswert ist aber, dass eine Charakterisierung der bis jetzt gefundenen RD4-Typen

uber die klassischen Verfahren nicht moglich war.

7.1  Geographische Verteilung der neuen RD4-Typen

Generell wird jeder RD4-Typ nur in einer begrenzten geografischen Region gefunden
(Abbildung 14). Das Genom vom Typ 1 beispielsweise wurde ausschlie3lich bei Giinzburg
gefunden und Typ 6 (Karwendel-RD4-Subtyp) wird nur im Karwendel Gebirge isoliert. Der
Typ 2 (Allgdu-RD4-Subtyp) konnte neben dem Allgéu, auch in dsterreichischen Rindern aus
dem Tiroler Zillertal (Bezirk Schwaz) (Figure 3 in Publikation 1) detektiert werden. Das
Vorkommen dieses Allgdu-RD4-Subtyps im Zillertal konnte eindeutig auf den Viehhandel
zurlickgefuhrt werden (Publikation, Diskussion Abschnitt 4) (GILBERT et al., 2005;
JOHNSTON et al., 2005; PALISSON et al., 2016). Der Typ 4, der dem M.-caprae-Lechtal-
RD4-Subtyp entspricht, konnte bisher am haufigsten identifiziert werden und wurde sowohl
im Lechtal, als auch im Allgau gefunden (DOMOGALLA et al., 2013). Obwohl sich die
Fundorte beider M.-caprae-Typen weit Uberschneiden, gibt es jedoch einen auffélligen
Unterschied zwischen beiden, der bislang noch nicht geklart werden konnte. Der Typ 2
(Allgau-RD4-Subtyp) wird nur sehr selten im Rotwild gefunden, wahrend beim Typ 4 etwa
die Halfte der Proben aus Rotwild stammt. Es besteht die Wahrscheinlichkeit, dass sich Typ 4
mit dem Verlust eines kleinen Teiles seiner genetischen Information aus dem Typ 2
entwickelt hat (BROSCH et al., 2002; GARNIER et al., 2003; TAYLOR et al., 2007 a).
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Abbildung 14: Vorkommen der RD4-Typen und geographische Verteilung der 246
M.-caprae-Isolate im bayerischen und 0Osterreichischen Alpenraum. Jedes sequenzierte
M.-caprae-Isolatgenom konnte einem von sieben RD4-Typen zugewiesen werden. Der
Fundort und die Wirtspezies jedes Isolates sind in der Karte markiert. Die Abbildung

wurde vom Genzentrum (Lafuga) zur Verfigung gestellt

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die verschiedenen RD4-Typen bevorzugt in
bestimmten Regionen gefunden werden. Es kann angenommen werden, dass sich die
verschiedenen M.-caprae-Genome lokal entwickelt und im Alpenraum ausgebreitet haben.
Hierflr spricht die Ausbreitung des jeweiligen M. caprae Typs in einem geographisch
begrenzten Gebiet. Andere, genetisch aufgrund der Sequenzdaten der RD4-Region
nichtverwandte Isolate, kénnen Hinweise auf Ubertragungswege zwischen Rindern durch
Tierhandel (GILBERT et al., 2005; JOHNSTON et al., 2005; PALISSON et al., 2016) oder
zwischen Rind und Rotwild durch Beweidung von Almen geben (SCHELLNER, 1956;
PHILLIPS et al., 2003; KING et al., 2015).
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7.2 Einfluss der neuen RD4-Typen in Mycobacterium-caprae-Genomen
auf die Differenzierungsmdglichkeiten mittels des Multiplex-PCR-

Ansatzes

Die hohe genetische Variabilitdt im Bereich der RD4-Region und die Annahme, dass ein
Verlust von genetischen Material in Mykobakterien eher selten auftritt, bekréftigt die
Verwendung der RD4-Region als genomischen Marker flr eine M.-caprae-Subtypen-
Differenzierung und als wichtige genetische Region flir weitere epidemiologische
Untersuchungen. Soll jedoch eine genauere M.-caprae-Differenzierung unter Verwendung
des RD4-Locus durch einen PCR-Ansatz erfolgen, die der Multiplex-RD4-PCR-Ansatz und
die drei RD4-Subtypen nicht ermdglichen, ist ein entsprechendes Primer-Design im Hinblick
auf die jetzt bekannten RD4-Variationen (Typ 1l bis 7) ndtig. Ansonsten fihrt die
Verwendung von Primer-Sequenzen, die nicht an die Deletionen der M.-caprae-Isolate
angepasst sind, zu keinem Ergebnis (Tabelle 9, Abschnitt 6) (Der Bereich der Sequenz-
Detektion des in der Publikation etablierten Multiplex-RD4-PCR-Ansatzes ist in
Abbildung A 3 dargestellt). Auch in der aktuellen Fassung der amtlichen Methodensammlung
wird bereits darauf hingewiesen, dass es Einschrankungen hinsichtlich eines M.-caprae-
Genotypes gibt, der in Bayern nachgewiesen wurde und sich durch die RD4-PCR nicht von
M. bovis unterscheiden lasst.
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8 Ausblick

Aufgrund der hohen genetischen Variabilitat im Bereich der RD4-Region und der erhdhten
Deletionsrate in und um diesen Locus, besteht die Annahme auf der Entwicklung weiterer in
dieser Studie noch nicht nachgewiesener, neuer Varianten auf Basis der Gesamtgenom-
Sequenzen. Von besonderem Interesse ist, dass die in dieser Arbeit detektierte 9,2-kb
umfassende Deletion im Genom der Typen 2, 4, 5, 6, und 7 eine neue Deletion nahe der RD4-
Region (RD4 near) von M.-caprae-Isolaten darstellt. Zuvor waren lediglich die urspriinglich
angenommene 12,7-kb RD4-Deletion fur M. caprae (BROSCH et al., 2002; ARANAZ et al.,
2003) und die flr die drei RD4-Suptypen charakteristischen Deletionen von bis zu 38 kb
bekannt (DOMOGALLA et al., 2013). Die detektierte zusatzliche 9,2-kb Deletion in der
genomischen Sequenz nahe der RD4-Region und die neuen Varianten in der RD4-Region
lassen daher annehmen, dass diese nicht essentiell fiur das Bakterienwachstum sind und
Auswirkungen auf die Wirtsspezifitat fur Rind oder Rotwild haben (Abbildung 13,
Diskussion, Abbildung A 1). Zukinftige Analysen auf Proteinebene werden notwendig sein,
die hier geschilderten Deletionen und noch mdgliche andere Sequenz-/Genverluste im
Gesamtgenom genauer zu analysieren und unser Verstdndnis fir die Entwicklung und
Virulenz von M. caprae zu verbessern (DOERKS et al.,, 2012; LEW et al., 2011;
GENGENBACHER et al.,, 2014). Eine essentielle Basis hierbei stellt die komplette
Gesamtgenomsequenz von M. caprae dar (Publikation 2), die als optimale Referenz-
Genomsequenz fur zukinftige, weltweit M.-caprae-spezifische Analysen verwendet werden
kann (BENTLEY, 2006; SUPPLY etal., 2013; GALAGAN, 2014).
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Diskussion zur Publikation 2

1 Bedeutung der Gesamtgenomsequenzierung und SNP-Typisierung

Die im Jahr 1998 veroffentlichte komplette Genomsequenz von M. tuberculosis H37Rv
(COLE et al., 1998) revolutionierte die Tuberkuloseforschung. Es hat jedoch bis 2010
gedauert, unterdessen weitere 21 Gesamtgenomsequenzen veroffentlicht wurden bis ein erster
auf Gesamtgenomsequenzierung- (WGS, Whole Genome Sequenzing) basierender
phylogenetischer Stammbaum des MTC publiziert wurde (COMAS et al., 2010). Inzwischen
wurden fast 10.000 Einzelnukleotid-Unterschiede (SNPs) in den 21 Genomen entdeckt, und
mehr als 3.000 Draft-Genomsequenzen wurden seither erzeugt (STUCKI & GAGNEUX,
2013). Die Gesamtgenomsequenz reprasentativer MTC-Mitglieder als Ausgangspunkt,
ermoglichten es vollstandige Satze an phylogenetisch-informativen-abstammungsspezifischen
SNPs aus den umfassenden WGS-Daten zu erstellen (STUCKI et al., 2012). Diese SNPs
kdnnen jetzt als molekulare Marker bei der Differenzierung von MTC-Isolaten genutzt
werden und erlauben ein schnelles Screening, auch umfangreicher MTC-Sammlungen.
Generell kann durch den Vergleich von Gesamtgenomsequenzen und der Detektion der
zahlreichen, genetischen Diversitdten eine erhéhte Spezifitat fur die Speziesdifferenzierung
innerhalb des MTC erzielt werden. Dariiber hinaus konnen detaillierte Informationen zur
Subtypisierung innerhalb der Spezies gewonnen werden. Dies ermdglicht epidemiologische
Zusammenhange und Aussagen zur bakteriellen Evolution relativ sicher zu treffen. Eine
molekularbiologische Feincharakterisierung von M.-caprae-lIsolaten wirde unter anderem zu
einer genaueren Klarung des Erregeraustausches zwischen Rind und Rotwild und
molekularen Ereignissen bei Wirtswechsel fiihren (STUCKI et al., 2015). Von Bedeutung ist
hierbei nicht nur der Vergleich der RD4-Region, sondern die genomweite Analyse aller
genetischen Loci und der Vergleich von SNPs in den Gesamtgenomen von M. caprae
(STUCKI & GAGNEUX, 2013; ROETZER et al., 2013). Genomverwandtschaften zwischen
M.-caprae-Spezies und vergleichend auch zu M. bovis und anderen MTC-Mitgliedern kénnen
genutzt werden, um Rickschlisse auf die Richtung der Erregeriibertragung, auf
Virulenzfaktoren und generell Erkenntnisse tber die Plastizitat der Genome zu gewinnen, die

fiir eine erfolgreiche Bekdmpfung der Rindertuberkulose essentiell sind.

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der WGS-Technologie eine de-novo-Genomsequenzierung
(BAKER, 2012; EKBLOM & WOLF, 2014) von M.-caprae-Isolaten durchzuftihren und die

Erstellung einer vollstandigen und mdoglichst lickenlosen Gesamtgenomsequenz von
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M. caprae, die als Referenz-Genomsequenz fur zahlreiche zukinftige Tuberkulose-Analysen
aus den unterschiedlichsten Bereichen der Genomics- und Proteomics-Forschung genutzt
werden kann. Ferner sollte auf Grundlage des erstellten M.-caprae-Referenzgenoms die
genetische Verwandtschaft in Form von SNPs von zahlreichen M.-caprae-Isolaten aus
Rinderbetrieben, in denen mehrere Tiere M.-caprae-infiziert waren, untersucht werden. In
dieser Arbeit wurde erstmalig nachgewiesen, dass absolut identische Genome in mehreren
Rindern eines Betriebes vorkommen und dass sich die Genome der verschiedenen M.-caprae-
Isolate eines Betriebes meist nur in einigen wenigen Nukleotiden (SNPs) unterscheiden. Dies
spricht daflr, dass ein einziges M.-caprae-infiziertes Tier im jeweiligen Bestand fur die
Ansteckung aller anderen Tiere dieses Betriebs verantwortlich war. Ferner ist es gelungen,
mit Hilfe des Illumina HiSeq 1500 Sequenzierungssystems das Genom von M. caprae
vollstdndig zu sequenzieren und aus den ca. 250 bp langen Sequenzfragmenten der

Illuminadaten ein zu ca. 99,9 % vollstandiges Referenzgenom von M. caprae zu erstellen.

Im Folgenden werden die wichtigsten Erkenntnisse der M. caprae SNP-Genomanalysen
innerhalb von Rinderbetrieben zusammengefasst. Ferner sollen die Mdglichkeiten und
Grenzen der WGS-Anwendung und die SNP-Typisierung in der molekularen Epidemiologie
und TB-Forschung diskutiert werden. Zudem wird die Bedeutung des erstmalig erstellten
Referenzgenoms von M. caprae flr weitere Untersuchungen in der Tuberkuloseforschung

erortert.

2 Technische und analytische Schwierigkeiten des WGS

Die Bestimmung der genetischen Abstdande zwischen M.-caprae-Isolaten aus Rindern in
dieser Arbeit beruht auf einem Abgleich der M.-caprae-Genome mit einem geeigneten
Referenzgenom und der Ermittlung der genetischen Abweichungen (SNPs). Die Aussagekraft
uber die genetische Verwandtschaft der M.-caprae-Isolate hangt daher von der Verfligbarkeit
eines fir die SNP-ldentifizierung passenden Vergleichsgenoms ab. Zundchst wurden die
Berechnungen in Ermangelung einer M.-caprae-Gesamtgenomsequenz mit
M. tuberculosis H37Rv durchgefihrt. Jedoch aufgrund der abstammungsspezifisch hohen
Anzahl an genetischen Unterschieden zwischen M. caprae und M. tuberculosis H37Rv eignet
sich dieses als Referenzgenom nur bedingt (STUCKI et al., 2012; STUCKI & GAGNEUX,
2013). Ziel war es, ein optimales Referenzgenom fur M. caprae zu erstellen. Die
Sequenzierplattform des Illumina HiSeq 1500 liefert in kurzer Zeit groRe Mengen an 250 bp

langen Sequenzen, die eine Genomabdeckung von mehreren hundertmal ermdéglichen. Die
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kurzen Sequenzen wurden zu einer ca. 99 %-vollstandigen Genomsequenz zusammengesetzt.
Jedoch stellen bestimmte Bereiche des Genoms aufgrund von ,repetitiven® Regionen, die
mehrmals auf das Genom verteilt vorkommen, eine Schwierigkeit in der korrekten
Zusammensetzung des Genoms dar. Diese ,repetitiven Regionen sind durch einen hohen
Gehalt an Prolin-Glutamat (PE) wund Prolin-Prolin-Glutamat (PPE) Genfamilien
gekennzeichnet und erschweren die Sequenzierung und das Genom-Assembly (BRYANT et
al., 2013; COPIN et al., 2014; STUCKI et al., 2015). In M. tuberculosis werden diese beiden
Proteinfamilien in Zusammenhang mit dem Prozess der Antigen-Variationen gebracht,
welche durch Verénderung gewisser Proteinsequenzen einen Angriff des Wirtsimmunsystems
inhibieren koénnen und die wirtseigenen Antikorper nutzlos machen (BRENNAN &
NIKAIDO, 1995; BANU et al., 2002). Diese Proteinfamilien sind sehr wahrscheinlich
essentiell fiur das Uberleben des Erregers verantwortlich und nehmen erstaunliche 10 % der
Kodierungskapazitat des Erbguts in M. tuberculosis ein (COLE et al., 1998; MCEVOQY et al.,
2012). Ferner Dbieten diese Genfamilien (Proteine) mit ihren umfassenden
Sequenzpolymorphismen eine Quelle an Variationen auf selektiven Druck (COLE et al.,
1998). Etwa 10 % aller SNPs im Genom von M. tuberculosis entfallen auf diese repetitiven
Regionen oder Insertionssequenzen, die ein potenzielles UbermaR an Vielfalt aufweisen
(MCEVOY et al., 2012; COPIN et al., 2014). Daher kann die korrekte Abfolge dieser
repetitiven Regionen im Genom oft nicht korrekt errechnet werden, auch bedingt durch die
Sequenzier-Leseldnge von 250 bp, die im Allgemeinen zu kurz ist, um repetitive Regionen
oder Insertionssequenzen zu lesen (BRYANT et al., 2013; COPIN et al., 2014). Dadurch
enthielt das M.-caprae-Referenzgenom an mehreren Stellen Liicken von unbestimmter GroéRe.
Eine SchlieBung dieser sogenannten ,,Gaps®“ kann durch eine korrekte Zuordnung der
repetitiven Abschnitte erfolgen. Hierzu wurden an den Réndern zu den Genomliicken Primer-
Sequenzen ermittelt, und PCR-Ansatze entwickelt, deren Amplifikate diese Licken
uberspannen. Jedoch muss dies manuell durchgefuhrt werden und ist sehr zeitaufwandig mit
der Folge eines langsamen Fortschritts. Als Alternative zu einem manuellen SchlieRen der
Licken wurde der Versuch einer Nanopore-Genomsequenzierung mit Hilfe eines sog. Minion
von Oxford Nanopores unternommen (FENG et al., 2015; LAVER et al., 2015; WALTER et
al., 2016). Im Gegensatz zu dem Verfahren von Illumina bestimmt dieses Gerét nicht nur
einige hundert Basen, sondern kann bis in den Bereich von Uber 10-kBp lange Sequenzen im
Stlick erfassen (LOMAN et al., 2012 a; LU et al., 2016). Allerdings ist aktuell die Fehlerrate
der Sequenzen wesentlich hoher als beim Illumina-Verfahren. Auch gibt es fir dieses sehr

neue Verfahren kaum Programme, die eine spezifische Auswertung und Bearbeitung der
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Sequenzdaten ermdglichen. Dennoch eignet sich die Nanoporen-Sequenzierung insbesondere
dazu, die problematischen, sich wiederholenden Sequenzbereiche zu bestimmen (BATES et
al., 2016) und idealerweise eine verbesserte bzw. vervollstandige Berechnung der gesamten
M.-caprae-Referenzgenom-Sequenz zu ermdglichen. Leider sind die Pionierversuche mit
Hilfe der Nanoporen-Sequenzierung einige problematische Bereiche des Referenzgenoms
korrekt zu sequenzieren, fehlgeschlagen. Als Ursache ist die kurze DNA-Fragment-L&nge in
Losung, die aus den M.-caprae-Isolaten isoliert wurde, zu nennen. Dies kann auf die
geforderte, thermische Erhitzung der Proben auf 95°C flr 10 min nach der DNA-Isolierung
zurlckgefuhrt werden. Mykobakterien sind aufgrund ihres zoonotischen Potenzials in die
Risikogruppe 3 eingeordnet (BioStoffV, 2013), und um eine Verschleppung lebensfahiger
Mykobakterien zu vermeiden, ist eine thermische Behandlung aus Sicherheitsgriinden
erforderlich. Diese Erhitzung jedoch fuhrt zur weitgehenden Zerstérung und zur
Fragmentierung der DNA. Die Lange der verfugbaren DNA-Fragmente reicht nicht aus, die
fehlenden Bereiche des Genoms zu bestimmen. Das M.-caprae-Referenzgenom wurde durch
manuelles SchlieRen der Licken fertiggestellt. Als geringfiigige Limitierung ist anzumerken,
dass es eine einzige Licke unbekannter GroRe enthalt aufgrund der bereits beschriebenen
repetitiven Region und deren genetischer Vielfalt. Um die zukiinftige Sequenzierung dieser
problematischen Regionen zu erleichtern, konnten langere Leseldangen genutzt werden. Die
Sequenziertechnologie mit einer langeren Leseldnge ist bereits verfugbar, jedoch flr kleine
prokaryontische Genome im Moment noch nicht kosteneffektiv genug (LOMAN et al.,
2012a). Ferner wirden langere Leseldngen auch in-silico-MIRU-VNTR-Muster
identifizieren, die zum Abgleich mit bereits bekannten MIRU-VNTR-Mustern genutzt werden
kénnten (RAGHEB et al., 2013). Jedoch waére flr die Sequenzierung und Extraktion mittels
Software von MIRU-Mustern eine Leseldnge von mindestens 500 bp notwendig, da jedes
MIRU-Muster aus Wiederholungseinheiten mit Langen zwischen 51 bp und 111 bp besteht
(SUPPLY et al., 2006).
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3 SNP Analyse in Mycobacterium-caprae-Genomen aus

Rinderbetrieben

WGS ist ein ideales Werkzeug zur Bereitstellung genomischer Informationen in der taglichen
Grundlagen- und klinischen Forschung geworden. In dieser Arbeit werden zum ersten Mal,
unter Verwendung von WGS-Daten, die Genome von M.-caprae-Isolaten aus ausgewéhlten
Rinderbestdnden im bayerischen Alpenraum untersucht. Die Genomvergleiche dieser M.-
caprae-Isolate sollen genetische Veranderungen in Form von einzelnen Nukleotidanderungen,
die als SNPs (single nucleotide polymorphisms) bezeichnet werden, im Genom der
pathogenen Tuberkuloseerreger aufzeigen. Die Analyse der Genomdaten ermdglicht, sowohl
einen bTB-Eintrag in den Rinderbetrieb, als auch die bTB-Ausbreitung innerhalb des Betriebs
nachzuvollzienen (BIEK et al., 2012). Alle M.-caprae-Isolate, die aus Rindern isoliert
wurden, die mit bTB-infiziert waren, weisen die SNPs des urspriinglichen Stammes auf,
unabhéngig von einer Ansteckung zwischen Rind und Rind oder mit einem Wirtswechsel
zwischen Rind und Rotwild. Diese SNPs ermdglichen somit den Grad der genetischen
Verwandtschaft der isolierten M.-caprae-Stdamme zu ermitteln und auf eine mogliche
Infektionskette schlieBen zu lassen. Eine geeignete Referenzsequenz ermdglicht genauere,
speziesspezifische Berechnungen des genetischen Abstands von M.-caprae-lsolaten, und
daher ist flr die SNP-basierte Vergleichsanalyse die Wahl eines optimalen Referenzgenoms
essentiell. Das M.-caprae-Genom  (Publikation 2,  Diskussion,  Abschnitt2) als
Referenzgenom gilt allen bisher nutzbaren Speziesgenomen des MTC als iberlegen und stellt
die ideale VVoraussetzung flr einen Genomabgleich innerhalb der Spezies dar. Es wurden zwei
unterschiedliche analytische Verfahren angewandt, um die bTB-Ubertragung innerhalb der
Betriebe und zwischen den einzelnen Betrieben darzustellen (MJ network-Analyse vs.
Maximumlikelihood Phylogenetic Tree) (Publikation 2). Obwohl eine MJ network-Analyse
insgesamt mehr Information Uber eine mdgliche Transmission aufgrund der Darstellung
einzelner SNPs liefert, konnten sehr &hnliche Ergebnisse mit dem Maximumlikelihood Tree
erzielt werden. Beide Darstellungen zeigen, dass innerhalb jeden Betriebs eine eigene
genetische Linie nachweisbar ist, und die Unterlinien kénnen eindeutig auf die gleiche

Abstammung im Betrieb zurlickgefihrt werden.
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4 »Who gave bTB to whom?«

Um eine Aussage Uber die Ausbreitungswege von M. caprae treffen zu kdnnen, wurde der
genetische Abstand (SNPs) zwischen den Genomen der M.-caprae-Isolate aus Rindern und
dem M.-caprae-Referenzgenom (Publikation 2) ermittelt. Es konnte in dieser Studie gezeigt
werden, dass die meisten M.-caprae-Isolate genetische Abstdnde von weniger als flnf
Nukleotidunterschiede aufweisen, und es kann in diesen Fallen von einer direkten

Ubertragung zwischen den infizierten Tieren ausgegangen werden.

Der SNP-Vergleich von Genomen der M.-caprae-Isolate, die nicht aus ein und demselben
Betrieb stammten, zeigen generell wesentlich mehr SNP-Unterschiede. Daher kann aus den
Ergebnissen dieser Studie eine Rind-zu-Rind-Ansteckung innerhalb des jeweiligen Betriebs
als der dominierende bTB-verursachende Faktor angesehen werden. Die Ergebnisse der
Sequenzdaten und deren Darstellung im phylogenetischen Netzwerk weisen darauf hin, dass
je ein Tier die Ansteckung aller anderen infizierten Tiere in einem der acht

Untersuchungsbetriebe verursacht hat.

Die meisten der bisher durchgefiihrten Studien zu TB-Ausbriichen mit Hilfe von WGS haben
die Existenz einer Quelle mit hoher Ausscheidungsrate, sogenannte ,.Super Spreader®,
beschrieben, von der aus ein sternformiges Weiterverbreitungsmuster ausgeht (GARDY et al.,
2011; ROETZER et al., 2013; WALKER et al., 2013 a). Der Nachweis des ,,Super Spreader*-
Ph&nomens wurde erstmals durch eine Sozialkontakt-Rickverfolgung eines TB-Ausbruchs
beim Menschen erbracht (MCELROY et al., 2003). Ahnliches konnte mit den klassischen
molekularen Methoden in der epidemiologischen Nachforschung bisher nicht nachgewiesen
werden (WALKER et al., 2013a). Die sternférmige Ausbreitungsdarstellung, die das
Ausbruchsszenario innerhalb der meisten Betriebe dieser Studie darstellt, weist auf die
Existenz eines ,Super Spreader“ hin und zeigt seine Prdsenz realistischer als bisher
angenommen (PEREZ-LAGO et al., 2014; WALKER et al., 2013 a). Die Ansteckungsgefahr,
die von einem hoch-Risikotier (,,Super Spreader®) ausgeht, ist fir alle anderen Tiere eines
Betriebes sowie fiir eine zoonotische Ansteckung erheblich. Die Identifizierung eines ,,Super-
Spreader* ist daher wichtig, kann jedoch in einem Rinderbetrieb kaum umgesetzt werden und
veranschaulicht daher die Notwendigkeit einer kompletten Stallrdumung, wie sie bei bTB-
Ausbriichen praktiziert werden sollte. Neben dem Ziel, eine bTB-Ausbreitung durch Keulung
zu kontrollieren, werden Bestandsimpfungen empfohlen und wirden die besten
Auswirkungen auf die bTB-Ausbreitung haben (BROOKS-POLLOCK et al., 2014). Jedoch

schreitet die bTB-Impfstoffforschung und -Entwicklung aufgrund der eher geringen
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Investitionsrendite, im Vergleich zu den erheblichen Kosten, sehr langsam fort
(KAUFMANN et al., 2010; COSTA et al., 2017). Ferner zielen die Impfstoffe entweder
darauf ab, den bisherigen BCG-Impfstoff zu ersetzen oder die durch BCG-induzierte labile
Immunitat zu verstairken (CARPENTER et al., 2015). Allerdings ermdglichen diese
Impfungen nur den Schutz vor einer moglichen Infektion, kénnen aber weder den Erreger
beseitigen, noch verhindern, dass sich eine chronische Infektion manifestiert (ANDERSEN &
KAUFMANN, 2014). Man muss sich vor Augen halten, dass, wenn mehr als ein in
diagnostischen Verfahren (z.B. Simultantest) sicher-positives Rind (Reagent) in einem
Betrieb identifiziert werden kann, sich die Infektionsquelle hdchstwahrscheinlich innerhalb
des Betriebes befindet (GOODCHILD & CLIFTON-HADLEY, 2001).

5 Voraussetzungen und Grenzen der SNP-Analyse

Fur einen aussagekraftigen Genomvergleich mit einer SNP Analyse muss ein gleicher
Ausgangspunkt als Basis fur alle Isolate geschaffen werden. Aus diesem Grund wurde von
allen M.-caprae-Isolaten dieselbe Anzahl an Subkulturen angelegt, und die Anzucht erfolgte
unter identischen Bedingungen (JAMES et al., 2000).

In vielen Féllen scheint der Zeitraum zwischen der Infektion und der Manifestation sehr kurz
zu sein und l&sst eine rasche Evolution von M.-caprae-Stammen annehmen (Figure 2 und
Supplementary Table 1 in Publikation 2). Hingegen zeigen generell alle M.-caprae-Genome
aus einem Betrieb sehr wenige SNP-Unterschiede und lassen eine gemeinsame
Infektionsquelle annehmen. Ferner lassen die geringen SNP Unterschiede auf eine
fortlaufende, aber langsam fortschreitende Evolution schlieBen. Hierzu wurde in zwei Studien
die Mutationsrate von M. tuberculosis, bei der sich einzelne SNPs innerhalb eines Genoms
bilden und eine zeitabh&ngige Verwandtschaft abzuleiten erlauben, beschrieben (WALKER et
al., 2013 a; FORD et al., 2011). Beide Studien schatzten, dass das Genom von M. tuberculosis
mit einer durchschnittlichen Mutationsrate von einem SNP pro alle 2 Jahre mutiert. Zwar gibt
es Hinweise auf eine Rekombination zwischen M. tuberculosis und anderen Spezies
(NAMOUCHI et al., 2012), jedoch auf mikroevolutiondrem Niveau kann M. tuberculosis
immer noch als ein weitgehend klonaler Organismus angesehen werden (HIRSH et al., 2004;
LIU et al.,, 2006). Es gibt allerdings Hinweise, dass im Menschen die mykobakterielle
Population heterogen, aufgrund der fortlaufenden Mikroevolution im Wirt auftreten kann
(PEREZ-LAGO et al., 2014; STUCKI et al., 2015). Sollte dies auch auf das Rind zutreffen,

kdnnen die Ergebnisse bei der Identifizierung eines direkten Erregeraustausches von Rind-zu-
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Rind beeinflusst werden, vor allem, wenn der Zeitraum zwischen Wirtsinfektion und
Erregerisolierung unbekannt ist. Ferner erfolgte die Anzucht und Kultivierung aller
untersuchten M.-caprae-Isolate auf Nahrmedium und letztendlich wurde eine einzige Kolonie
pro lIsolat fur die Bestimmung der genetischen Vielfalt von M. caprae verwendet. Es ist
derzeit noch unbekannt, ob in infiziertem Gewebe mdglicherweise genetisch verschiedene
M. caprae vorgefunden werden. In diesem Falle wdare die Anzahl an SNPs bei einer
Erregergenom-Sequenzierung direkt aus dem Probenmaterial grofRer, als wie sie beim
Menschen beschrieben wurde (WALKER et al., 2013 a; FORD et al., 2011). Hierzu wére eine
Anreicherung genomischer DNA von M. caprae aus infiziertem Gewebe (z.B. Lymphknoten)
erforderlich, um ein Sequenzieren ohne Kultivierung zu ermdéglichen (CARPENTER et al.,
2013). Ein SNP-Abgleich kénnte die Aussage erlauben, ob die Bakterien im infizierten

Gewebe genetisch einheitlich vorkommen oder nicht.

Mit Ausnahme der konvergenten Evolution (oder ,,Homoplasie*), die in Mykobakterien selten
auftritt und weitgehend auf genomische Regionen unter signifikantem Selektionsdruck in
Form von antimikrobiellen Wirkstoffen beschrénkt ist (CASALI et al., 2012; COMAS et al.,
2013), kann die SNP-Analyse als hervorragendes Werkzeug fir die Epidemiologie verwendet
werden. Vorteilhaft sind dabei, dass im mykobakteriellen Genom Mutationen zielgerichtet
und selten rickgéangig sind (NAMOUCHI et al., 2012; COMAS et al., 2013), daher kann eine
Ubertragungskette anhand des SNP-Musters fiir jedes einzelne M.-caprae-lIsolat abgeleitet
werden (PEREZ-LAGO et al., 2014).

Die WGS-Daten bieten daher ein Potenzial fur mogliche Kontaktuntersuchungen und als
Indikator die Richtung der Ubertragung in einem Ausbruchgeschehen aufzuzeigen
(WALKER et al., 2013 b). Der erste Beweis fiir dieses Prinzip wurde von Schirch et al.
vorgestellt, der eine schrittweise Akkumulation von SNPs zwischen Patienten in einer gut
charakterisierten Ubertragungskette von M. tuberculosis zeigte (SCHURCH et al., 2010).
Daruber hinaus zeigte Walker et al., wie in einem phylogenetischen Baum mit der Existenz
einer gemeinsamen Quelle ein ,,Super-Spreader* identifiziert werden kann (WALKER et al.,
2013a). Zur genauen Rekonstruktion eines Ubertragungsnetzes ist nicht nur ein Minimum an
eng verwandten Genomen, sondern auch nicht-identische Genomsequenzen erforderlich
(WALKER et al., 2013 b). Nachdem nur wenig Information zu Rinder-Bewegungen in Form
von Handel oder von Almbesuchen verfugbar war, kdnnen die Ergebnisse unzureichend sein.
Es mussen auch, unter Umsténden wiederholte, externe bTB-Eintrdge bei der Interpretation
der Ergebnisse aus den Betrieben und der Annahme, dass Einzel-Ubertragungen fiir die
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Aufrechterhaltung einer bTB-Infektion in den Betrieben verantwortlich sind, berucksichtigt
werden. Es gibt zahlreiche Mdglichkeiten einer bTB-Einschleppung in einen Betrieb. Dazu
gehéren z.B. die Wiedereinfiihrung der gleichen Abstammungs-Linie aus benachbarten
Herden durch Handel oder die Einschleppung externer Bakterienpopulationen Uber
Almbeweidung oder Futter, was durch die Persistenz von Mykobakterien in der Umwelt
beglnstigt wird. Der bereits erwéhnte Erregeraustausch durch Infektionen zwischen
artfremden Wirtspopulationen (Rotwild), muss ebenso beriicksichtigt werden (FINK et al.,
2015). Fir eine bTB-Zirkulation innerhalb eines Betriebes sind zahlreiche Faktoren zu
nennen. Jedoch kann die Infektionsquelle, die die anfangliche Dynamik und Ausbreitung
antreibt, prinzipiell unterschieden werden in a) Externe Quelle, die zu einer bTB-
Einschleppung bzw. Wiedereinschleppung gefuhrt hat und b) Quellen, die im Betrieb selbst
verankert sind (GOODCHILD & CLIFTON-HADLEY, 2001).

6 Mycobacterium-caprae-Epidemiologie

Wie schon in Diskussion 1 erwahnt, ist es unumstritten, dass Rinderbewegungen im
Zusammenhang mit Tierhandel ein groRes Risiko fir eine Rind-zu-Rind Ubertragung
darstellen. Eine Tierhandel-assoziierte-M.-bovis-Ubertragung wurde bereits bei bTB-Fallen in
Grolbritannien (GILBERT et al., 2005; JOHNSTON et al., 2005) oder Frankreich
(PALISSON et al., 2016) beschrieben. Auch das Auftreten des Allgdu-RD4-Subtypen im
Tiroler Zillertal (Diskussion, Publikation 1) konnte auf Rinderhandel zurlickgefiihrt werden.
Die Eingliederung eines Tieres in einen Bestand oder in eine Herde ist immer mit einem
potenziellen Risiko eines bTB-Erregeraustausches verbunden. Langst noch nicht abschlieRend
geklart sind die Ausscheidungswege und damit verbundene Ansteckung weiterer Tiere im
Betrieb. Zum Kontakt zwischen Rindern aus unterschiedlichen Betrieben, aber auch zu
anderen Wirten kommt es hauptséchlich auch wahrend der S6mmerung auf der Alp/Alm.
Eine bTB-Ubertragung aufgrund raumlicher und zeitlicher Bewegung konnte in dieser Arbeit
bei einem Kontakttier zu Betrieb 5 nachgewiesen werden (Figure 3 in Publikation 2).
Experimentelle Studien zeigen, dass eine bTB-Ubertragung indirekt auf Weiden moglich ist
(SCHELLNER, 1956; PHILLIPS et al., 2003), und in diesem Zusammenhang konnte erst vor
kurzem in GroRBbritannien die Rolle einer kontaminierten Umwelt auf die bTB-Ubertragung
gezeigt werden. Eine Reihe von Faktoren beeinflussen eine bTB-Ubertragung tber die
Umwelt, wie beispielsweise die infektiose Belastung von M. bovis in/im Fékalien/Urin; eine
temporare Verdnderung des Reservoirs, die N&he zu Rinderweiden, die Art und Haufigkeit

des Kontakts von Rindern mit Dachs-Exkrementen, sowie der Zustand der Fakalproben
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konnte genannt werden (KING et al., 2015). Fir die bTB-Ubertragung auf alpinen Weiden
muss die Chronizitdt von M.-caprae-Infektionen in Rinderbetrieben und die hohe
Mykobakterien-Stabilitat gegeniiber Umwelteinfliissen mitberlcksichtigt werden. Vor allem
die Identifizierung des Rotwilds (Cervus elaphus) als Wildtierreservoir fir M. caprae im
Alpenraum (FINK et al., 2015) erschwert die bTB-Situation im Alpenraum zusétzlich. In
dieser Arbeit konnte aufgrund der SNPs in den M.-caprae-Genomen eine bTB-Infektion von
einem externen derzeit noch unbekannten Wirt gezeigt und eine mdgliche Ubertragung im
Zusammenhang mit der Smmerung von Rindern auf der Alp gebracht werden (Figure 3 und
Supplementary Table S1 in Publikation 2). Die genaue Ubertragungskette und der
Erregeraustausch zwischen Rind und Rotwild sind derzeit noch ungel6st, wobei nach einer
erfolgreichen Auswertung der an die 300 M.-caprae-Genomsequenzen sicher mehr
Informationen verfiigbar sind. Sobald ein infiziertes und TB-ausscheidendes Tier in ein und
derselben epidemiologischen Gruppe prasent ist, ist ein direkter oder indirekter Kontakt fir
eine  mykobakterielle Infektion nur noch zweitrangig (GOODCHILD & CLIFTON-
HADLEY, 2001).
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7 Ausblick

Die Gesamtgenomsequenzierung ist die exakteste Methode bei der Suche nach Mutationen
oder Sequenzpolymorphismen durch direkte Bestimmung der Basenfolge. Deletionen sind
leicht erkennbare und sehr stabile Genomcharakteristika, die Uber das gesamte Genom verteilt
vorkommen und erst nach WGS-Analysen erkennbar werden. Durch die Verfligbarkeit immer
leistungsfahigerer Sequenziersysteme und einer zunehmenden Automatisierung ist die
Sequenzierung zudem einfacher und schneller geworden, jedoch ist eine routineméaRige
Sequenzierung und molekulare SNP-Typisierung aller Isolate bislang sowohl technisch als
auch finanziell nicht machbar. Daher sind weitere Innovationen nétig, um kleinere und
robustere Sequenziersysteme zu entwickeln, die auch in Landern mit einem enormen TB-
Aufkommen Verwendung finden kdénnen und nicht Speziallabore und Personal voraussetzen.
Ferner ist auch eine weitere Abnahme der Sequenzierkosten notig. Der Ausbau der Nanopore-
Sequenzierung ist hierbei ein wichtiger Schritt (STEIN, 2015; FENG et al., 2015; LU et al.,
2016). Vor kurzem wurden auch kleine mobile Geréte vorgestellt, die ein flexibleres und
kostenguinstigeres Sequenzieren von kleinen Genomen erlauben (LOMAN et al., 2012 b).
Auch die Herstellung von Sequenzier-Bibliotheken muss vereinfacht werden. Hierzu wurden
von Sackmann et al. sogenannte ,,lab-on-a-chip“-Gerate vorgestellt (SACKMANN et al.,
2014). Naturlich ware aber fur zukinftige Studien besonders wiinschenswert, wenn ein WGS
direkt aus Erregergenomen ex-vivo in Se- und Exkreten durchgefihrt werden kénnte, um die
genetische Vielfalt innerhalb des Wirtes zu untersuchen (SSENGOOBA et al., 2016), im
Idealfall durch eine Sequenzierung von Einzelgenomen (LASKEN, 2012; BLAINEY, 2013;
GOLE et al., 2013). Letztlich sind Verbesserungen und Neuentwicklungen im Bereich der
Sequenzauswerteprogramme  wiinschenswert, damit die Bioinformatik einer gréReren

Anwendergruppe zugéanglich gemacht werden kann.

Aufgrund der WGS-Daten konnen epidemiologische Zusammenhédnge besser verstanden
werden, die mit den klassischen Methoden der Genotypisierung nicht méglich sind, und
dartber hinaus erlauben sie uns einen Einblick in die genomische Vielfalt und
Anpassungsfahigkeit des pathogenen Erregers. Um eine endgultig Aussage uber die Richtung
der Infektionslbertragung von M. caprae zwischen Rind und Rotwild in der Alpenregion
treffen zu konnen und die urspringliche Infektionsquelle zu identifizieren, muss die
bioinformatische Auswertung der bisher sequenzierten ca. 300 M.-caprae-Stamme abgewartet
werden. Anhand der SNPs wird eine Analyse der genetischen Verwandtschaft der Isolate

moglich sein und Ubertragungswege von M. caprae aufgezeigt werden konnen.
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V ZUSAMMENFASSUNG

Die Rindertuberkulose stellt auch heute noch ein weltweit vorkommendes Problem dar, und
zunehmende Félle von Mykobakterium-caprae-Infektionen bei Rindern und Rotwild im
bayerischen und 6sterreichischen Alpenraum gaben Anlass zu umfangreichen diagnostischen
und molekular-epidemiologischen Untersuchungen. Uber das Genom von M. caprae gibt es
nur wenig Informationen, nachdem dieser Erreger erst im Jahr 2003 als eigenstandige Spezies
im Mycobacterium-tuberculosis-Komplex (MTC) definiert wurde.

An Hand erster Gesamtgenom-Sequenzdaten alpiner M.-caprae-Isolate konnte in einer
diagnostisch-epidemiologisch  fokussierten Publikation der Genomabschnitt mit der
Unterscheidungs-Region 4 (Region of Difference 4, RDA4) als robustes
Differenzierungskriterium fur M.-caprae-Subtypen gezeigt werden. Dazu wurde ein
Multiplex-PCR-Ansatz entwickelt, mit dem schnell und einfach M.-caprae-Isolate
(vorwiegend aus Rind und Rotwild) in drei Subtypen unterschieden werden kénnen und der

ihre Herkunft geographisch abgrenzbar macht.

In einer zweiten Veroffentlichung wurde erstmalig eine weltweit nutzbare Referenzgenom-
Sequenz von M. caprae aus Genomen von Rindertuberkuloseféllen im bayerischen
Alpenraum fur die Datenbank verfligbar gemacht. Mit Hilfe dieser optimalen Referenz-
Genomsequenz wurden die Gesamtgenomsequenzen von Uber 300 M.-caprae-Isolaten aus
Mensch, Rind und Rotwild erstellt, korrekt angeordnet und fur Vergleichsanalysen
aufbereitet. Uber die ldentifizierung von Deletionen, vorrangig in und um die RD4-Region
konnten bislang sieben verschiedene genetische Variationen in den M.-caprae-lsolaten
identifiziert werden. Erstaunlicherweise zeigen alle sieben RD4-Variationen eine genetische
Stabilitdt und deuten auf die geographische Herkunft der M.-caprae-Isolate hin. Die
genomweite  Analyse einzelner  Nukleotidpolymorphismen  (SNPs)  wurde als
Diversitatsmarker fur ein phylogenetisches Netzwerk mit acht bTB-betroffenen
Rinderbetrieben aus insgesamt 61-Genomsequenzen von M.-caprae-Isolaten Uber einen
Zeitraum von zwolf Jahren, zwischen 2004 und 2015, genutzt. Die meisten M.-caprae-Isolate
aus einem Betrieb zeigten genetische Abstdnde von weniger als fiinf Nukleotidunterschiede
und in den meisten Betrieben gab es Isolate von drei oder mehr Tieren mit absolut identischen
Genomen. Die M.-caprae-Genome aus den Isolaten verschiedener Betriebe hatten deutlich

mehr SNP-Unterschiede zueinander, womit ein externer Eintrag durch betriebsfremde Tiere
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eindeutig nachweisbar ist. Die inner-betriebliche Interaktion der Tiere kann als dominanter
bTB-Infektionsverursachender Faktor angesehen werden, wobei ein oder mehrere stark
Bakterien-ausscheidende Tiere (,,Super Spreader) eine grofle Rolle spielen diirften. Eine M.-
caprae-Infektion durch rdumliche und zeitliche Sémmerung auf alpinen Weiden konnte

zudem nachgewiesen werden.
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VI SUMMARY

Bovine tuberculosis (bTB) is still a global problem and an increase of Mycobacterium caprae
infections in cattle and red deer in Bavarian and Austrian Alpine regions lead to intensified
diagnostics and molecular epidemiology. There is only sparse information about the genome
of M. caprae since this pathogen of the Mycobacterium-tuberculosis-Complex (MTC) has
definetly been defined as a unique species not earlier than 2003. Based on first data from
whole genome sequencing the genomic region of difference four (RD4) was used to
demonstrate robust molecular identification of M. caprae subtypes useful in diagnostics and
molecular epidemiology. In this context a multiplex PCR was developed for rapid and easy
differentiation of the subtypes and the geographical allocation of new isolates, predominantly
from cattle and red deer. In a following project a complete reference genome of M. caprae
derived from genomes of cattle isolates in the Bavarian Alps was constructed and provided
for gene bank for worldwide usage. Based on this optimized reference genome as a template
nearly 300 genomes of M. caprae isolates from man, cattle and red deer were sequenced,
correctly assembled and used for comparative analysis. So far the discoverage of genome-
wide deletions preferably in and around the RD4 region allowed the definition of seven
genetic variants showing stability and again can be allocated to geographically defined
regions. In addition genome-wide analysis of single nucleotide polymorphisms (SNPs) was
used as diversity marker to establish a phylogenetic network for eight bTB affected cattle
holdings (with 61 complete genome sequences from M. caprae isolates) in a time frame from
2004 to 2015. Most of the genomes of M. caprae isolates within a holding showed a
maximum of five SNPs difference and in the majority of the holdings the isolates from three
or even more animals had identical genomes. In contrast isolates from different holdings
showed a much higher SNP diversity to each other that clearly allowed to identify an external
introduction of M. caprae in a holding. The interaction of cattle within a holding can be
defined as the most likely source for spread of infection and the existence of one or more so
called “super spreader” animals shedding lots of bacteria can be assumed. Furthermore, a
cattle infection and transmission was shown due to spatial and temporal movement of alpine

pasture summering.
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Tabelle A 1l: PCR-Ergebnisse der RDA4-Subtypisierung von drei M.-caprae-Isolaten aus Patienten anhand des in der Publikation

veroffentlichten Multiplex-RD4-PCR-Ansatzes
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| Deletion

Abbildung A 1: Deletionen in der RD4-Region und RD4-nahen-Regionen, sowie die Haufigkeit des Vorkommens bei Mycobacterium-
caprae-Isolaten aus den Wirtstieren. Ein Genomsequenzabgleich zwischen dem M.-caprae-Referenzgenom und dem der 246 Isolate
bestimmte, welcher Teil der RD4-Region vorhanden oder deletiert ist. Der Aufbau der RD4-Region identifizierte insgesamt sieben
verschiedene RD4-Typen, die schematisch dargestellt sind. Die rechteckigen Bereiche zeigen eine Deletion im Genom an. Die sequenzierten

Genome wurden diesen Typen zugeordnet und die Haufigkeit des Vorkommens jedes Typs in der Wirtspezies ist rechts angegeben
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Abbildung A 2: Darstellung der Genomsequenz von Mycobacterium caprae im Bereich der RD4-Region. Abgebildet sind die gemappten
MiSeqg-Sequenz-Daten der Isolate 09/RW044 (Allgau-Subtyp), 10/RW079 (Karwendel-Subtyp), 11/D102 (Lechtal-Subtyp) und 13-0108370-
001-01 (Neuer XL Lechtal) auf das Referenzgenom von M. tuberculosis H37Rv (GenBank database, accession number CP003248) im IGV
(Sequenz in 5" - 3" Richtung)
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Lechtal

Karwendel

Abbildung A 3: Mdgliche Sequenz-Detektion, die der Multiplex-RD4-PCR-Ansatz bei den Typen 1 bis 7 erlaubt. Die rechteckigen Bereiche
zeigen Deletionen im Genom von M. caprae an. Ein positives PCR Ergebnis wird bei Typ 1 (Allgau-Subtyp), Typ 2, Typ 4 (Lechtal-Subtyp)
und Typ 6 (Karwendel-Subtyp) erwartet, jedoch eine genaue Differenzierung zwischen Typ 1 (Allgdu-Subtyp) und Typ 2 kann anhand der
RD4-Region mit dem in der Publikation etablierten Multiplex-RD4-PCR-Ansatz nicht erfolgen. Die jeweilig definierte Amplifikatgrofie
und Primersequenzen sind nach Domogalla et al. (DOMOGALLA et al., 2013) beschrieben. Ein negatives PCR-Ergebnis ist fur Typ 3,
Typ 5 und Typ 7 zu erwarten und eine Differenzierung dieser Typen ist nicht moglich
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