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I Einleitung 1

I EINLEITUNG

Interferone (IFN) sind eine Gruppe von Proteinen, denen aufgrund ihrer
Schutzfunktion von Zellen gegen verschiedene Antigene besondere Bedeutung
zugesprochen wird und welche erstmals von Isaacs und Lindenmann im Jahre 1957
beschrieben wurden (ISAACS & LINDENMANN, 1957). Den Natiirlichen
Killerzellen (NK) iibergeordnet, gelten T-Helfer (Th) Zellen 1 als die Hauptquelle
der IFN-y-Produktion und die Haupteffektoren der zellvermittelten Immunantwort
(cell-mediated immune response, CMI) gegen intrazelluldre Erreger (FARRAR &
SCHREIBER, 1993; ROMAGNANI, 1995). Nach einmaliger Sensibilisierung mit
einem Antigen reagieren entsprechende Lymphozyten bei einem erneuten Kontakt
mit der Ausschiittung von IFN-y (MURPHY et al., 2009). Immunodiagnostische
Tests, wie der Interferon-gamma release assay (IGRA) nutzen diesen Mechanismus
fiir den Nachweis von Infektionen, z. B. mit Mykobakterien in der Tuberkulose
(TB)-Diagnostik sowohl in der Human- als auch in der Tiermedizin. Diese Tests
basieren auf der post infectionem Detektion von IFN-y, das infolge einer
Stimulation von Vollblutproben mit spezifischen Antigenen von T-Zellen
freigesetzt wird (ANDERSEN et al., 2000; WOOD & JONES, 2001; PAI et al.,
2004). Demzufolge ist die Vitalitdit von Leukozyten als IFN-y-produzierende
Zellen, essentielle Voraussetzung fiir die Funktionsfahigkeit solcher Tests und

deren nachfolgender Interpretation.

Die Tuberkulose (TB) betreffend, spielen in Deutschland frei- und in
Gefangenschaft lebende Wildtiere, speziell das Rotwild (Cervus elaphus), eine
zunehmende Rolle als Ubertriiger der Infektion auf das Rind, bei dem die bovine
Tuberkulose eine anzeigepflichtige Tierseuche darstellt (BMJV, 2016). Seit 2008
konnten vermehrt Fille von, mit Mycobacterium (M.) caprae infizierten Rindern
sowie Rotwild identifiziert und eine Ubertragung des Pathogens zwischen den
beiden Spezies bewiesen werden (FINK et al., 2015; RETTINGER et al., 2015).
Daher liegt die Forderung nach ante mortem Diagnostikmdoglichkeiten, wie einem
IFN-vy release assay fiir die TB-Diagnostik beim Rotwild nahe. Momentan stellt die
post mortem Untersuchung der Schlachtkorper die einzige Moglichkeit dar,
TB-verdichtige Lésionen beim Rotwild zu identifizieren. Verschiedenste
Kontrollprogramme zur Uberwachung der Tuberkulose in Wildtierpopulationen

stiitzen sich auf eine Kombination von Schlachttieruntersuchung und



I Einleitung 2

Intrakutantest, wobei der Intrakutantest aufgrund der Notwendigkeit einer,
zumindest zweimaligen Manipulation der Tiere als wenig praktikabel anzusehen ist
(HARRINGTON et al., 2008). Im Gegensatz dazu erfordert die Durchfithrung eines
IFN-v release assays beim Wildtier nur die einmalige Gewinnung einer Blutprobe
und in diesem Zusammenhang eine einmalige Immobilisation der Tiere zur

Blutabnahme (WATERS et al., 2006).

Im Hinblick auf die zukiinftige Entwicklung eines IFN-y release assays fiir die
TB-Diagnostik innerhalb von Rotwildpopulationen ist es wichtig zu wissen, ob die
eingesetzten Narkotika im Zuge der Manipulation der Tiere Leukozyten als die
Hauptproduzenten von IFN-y in ihrer Funktion beeintrdchtigen und aufgrund
dessen die Ergebnisse eines solchen Tests beeinflussen. Dass eine Andisthesie
Zellen des Immunsystems in ihrer Funktionalitit und somit die Immunantwort
verdndern kann, wurde in mehreren Studien dargelegt (WALTON, 1979;
FELSBURG et al., 1986).

Ziel dieser Arbeit war es daher zu testen, ob die, zur Immobilisation des Rotwilds
eingesetzten Andsthetika einen Einfluss auf die Vitalitit von Leukozyten nehmen.
Da eine Blutentnahme unter Anédsthesie beim Rotwild problematisch ist, weil es
sich um ein Wildtier handelt, wurde dies zunichst anhand von Vollblutproben von
andsthesierten Rindern als eng verwandte Spezies iiberpriift. Die Proben wurden
unmittelbar vor und zehn Minuten nach Beginn der Narkose genommen, wobei die
eingesetzten Anésthetika jenen zur Immobilisation von Rotwild entsprachen.
Gemail den Angaben eines Wirkungseintritts der verwendeten Anédsthetika infolge
einer intramuskuldren Injektion, wie sie beim Rotwild durchgefiihrt wird, wurde
dieses Zeitfenster fiir die Blutabnahme gewihlt (CLINIPHARM; CLINIPHARM).
Nach einer Stimulation der Blutproben mit einem unspezifischen
Lymphozyten-Stimulanz, Pokeweed Mitogen (PWM), welches vitale Leukozyten
zur IFN-y-Ausschiittung anregt, wurde ein boviner IFN-y-ELISA durchgefiihrt und
anhand der dabei erhaltenen Werte fiir die optische Dichte und den gegebenen
Konzentrationendes IFN-y-Standards des Kits die genauen IFN-y-Konzentrationen
der Plasmaproben berechnet. In allen stimulierten Proben der Rinder vor und
wiéhrend der Anésthesie konnte eine IFN-y-Freisetzung gemessen werden. Dabei
waren die erhaltenen Werte entweder nahezu identisch zu beiden Zeitpunkten der
Blutentnahme oder geringfiigig hoher wiahrend der Narkose, was die

Schlussfolgerung zulieB, dass die verwendeten Narkotika Leukozyten in ihrer
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Vitalitdt und Aktivitdt in keiner Weise negativ beeinflussen.

Da Rotwild und Rind beide der Unterordnung der Wiederkduer (Ruminantia)
angehoren, wurde nachfolgend die Vermutung aufgestellt, dass eine strukturelle
Ahnlichkeit zwischen cervidlem und bovinem IFN-y besteht. In diesem
Zusammenhang wurde untersucht, ob der verwendete bovine IFN-y release assay
ebenfalls fiir die Untersuchung von Rotwildblut auf freigesetztes IFN-y verwendet
werden kann. Dazu wurden Blutproben von zwei andsthesierten und eines erlegten
Rotwilds nach Stimulation mit PWM auf freigesetztes IFN-y mittels bovinen
ELISA untersucht. Dies resultierte in einer adidquaten Kreuzreaktivitit von
cervidem IFN-y und den Antikdrpern des Kits gegen bovines I[FN-y. Die Ergebnisse
dieser Studie konnten zeigen, dass der kommerzielle, bovine IFN-y-ELISA Kit fiir
die zukiinftige Untersuchung von Rotwildblut auf das Vorkommen von IFN-y
verwendet werden kann. Um ein diagnostisches Tool fiir die TB-Diagnostik beim

Rotwild zu erhalten, ist allerdings eine Weiterentwicklung des Tests erforderlich.
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Da T-Lymphozyten und Interferon-gamma (IFN-y) im Zusammenhang mit dieser
Studie eine libergeordnete Rolle einnehmen, wird im Folgenden der Fokus auf diese
Faktoren der zellvermittelten Immunantwort (CMI) gelegt. Zudem wurde in dieser
Dissertation der Einfluss einer Narkose auf die Vitalitdt von Leukozyten bearbeitet,
weshalb auf Zusammenhéinge zwischen immunologischen Funktionen und einer
Andsthesie ndher eingegangen wird. Im Hinblick auf die zukiinftige Entwicklung
eines diagnostischen Tools fiir die Tuberkulose (TB) beim Rotwild wurden
auflerdem immunologische Besonderheiten, die mit einer derartigen Infektion

einhergehen aufgefiihrt.
1.1 T-Lymphozyten

1.11 Unterteilung der T-Lymphozyten
Bei den T-Lymphozyten unterscheidet man zwischen CD4*- und CD8*-Zellen als
Helfer- bzw. zytotoxischen T-Zellen sowie zwischen T-Zellen mit einem af- bzw.

vo-Rezeptor auf ihrer Oberflache.

Die Aktivierung von naiven T-Zellen erfolgt durch den priméren Kontakt mit einem
Antigen, welches von antigenprésentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen,
Makrophagen oder B-Zellen aufgenommen, prozessiert und den T-Zellen
prasentiert wird. Co-stimulierende Molekiile, die zusétzlich zum Antigen fiir die
Aktivierung der naiven T-Zellen notwendig sind, werden ausschlieSlich von diesen
Zelltypen und nur in Zusammenhang mit einer Infektion exprimiert. AnschlieBend
erfolgen eine Proliferation der T-Zellen und deren Differenzierung zu
T-Effektorzellen. Dieser Vorgang wird als primére zellvermittelte Immunantwort
bezeichnet (MURPHY et al., 2009). Im Zuge der Infektion entwickeln sich aus
einer Teilmenge der Effektorzellen langlebige T-Gedichtniszellen, die im Falle
eines erneuten Kontakts mit dem Antigen beschleunigt reagieren kdnnen. Dabei
konnen sowohl CD4"- als auch CD8*-Gedéchtniszellen gebildet werden. So besteht
bei einem spiteren Kontakt mit selbigen Antigen bereits ein Schutz (COWLEY et
al., 2005).
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Im Zuge der T-Zell-Reifung findet eine weitere Differenzierung in T-Helfer und
zytotoxische T-Zellen statt. Erstere tragen auf ihrer Oberfldche einen CD4-Marker
(CD4"-Zellen) und sind in der Erkennung von Antigenen involviert, die im
Phagosom verarbeitet und anschlieBend in Form von Peptidfragmenten auf einem
major histocompatibility complex (MHC)-II-Molekiil von antigenprasentierenden
Zellen, wie Monozyten, Makropagen und dendritischen Zellen préasentiert werden.
Zytotoxische T-Zellen hingegen sind durch den CD8-Marker auf ihrer Oberflache
gekennzeichnet (CDS8%-Zellen). Sie erkennen Antigene, welche im Zytosol
verarbeitet wurden und im Kontext von MHC-I-Molekiilen, die auf der Oberfldche
von nahezu allen kernhaltigen Zellen zu finden sind, prisentiert werden
(SCHLUGER & ROM, 1998; RAMACHANDRA et al., 2009). Im Allgemeinen
sind CD4"-Zellen dafiir zustindig, die Wirtsabwehr dahingehend zu starken, indem
sie Effektorzellen, wie CD8"-Zellen, Makrophagen und Natiirliche Killerzellen
(NK-Zellen) aktivieren und an den Infektionsherd rekrutieren. CD8*-Zellen agieren

dagegen direkt zytotoxisch gegen entsprechende Zielzellen und konnen deren

Apoptose und Lyse einleiten (SCHLUGER & ROM, 1998).

T-Helferzellen (CD4"-Zellen) konnen aufgrund ihres Zytokinprofils weiter
unterteilt werden in Thl- und Th2-Zellen (MOSMANN et al., 1986;
ROMAGNANI, 1995). Eine nicht determinierte ThO-Zelle reprisentiert eine
transiente und multipotente CD4"-Zelle, die sich fortlaufend zu einer der beiden
Zellarten inklusive deren Zytokinprofil entwickeln kann (BENDELAC &
SCHWARTZ, 1991; ROMAGNANI, 1997). In welche Richtung sich die naive
ThO-Zelle entwickelt ist abhdngig vom vorherrschenden Zytokinmilieu. Infolge
einer Interleukin 2 (IL-2) Einwirkung kann sie sowohl zu einer Thl- als auch zu
einer Th2-Zelle proliferieren. Wéhrend eine frithe Prasenz von Interleukin 4 (IL-4)
den potentesten Stimulus fiir die Differenzierung zu einer Th2-Zelle darstellt,
begiinstigen Interferone und IL-12 die Bildung einer Th1-Zelle (ROMAGNANI,
1997). Th1-Zellen triggern eine, von Phagozyten vermittelte Wirtsabwehr und eine
Th1-Antwort wird infolge von Infektionen bedingt durch intrazelluldre Mikroben
induziert. Th2-Zellen sind vorrangig fiir die phagozyten-unabhiangige Wirtsabwehr,
vermittelt durch das Immunglobulin IgE und eosinophile Granulozyten,
verantwortlich (Abbildung 1) (ROMAGNANI, 1995; RAMACHANDRA et al.,
2009).
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Abbildung 1: Die zwei Hauptwege der spezifischen Immunitiit basierend
auf der Abhiingigkeit/Unabhiingigkeit von der Phagozyten-Rekrutierung

in der Effektor-Antwort

Th = CD4"-Helfer T-Lymphozyt, CD8 = CD8" T-Lymphozyt, NK = Natiirliche
Killerzelle, B = B-Lymphozyt, DTH = Hypersensitivitdtsreaktion vom verzdgerten
Typ (delayed-type hypersensitivity), E, = eosinophiler Granulozyt, APC =
antigenprisentierende Zelle (antigen presenting cell), McB = Zelle der
Mastzell- bzw. Basophilen-Linie

Modifiziert nach Romagnani et al. (ROMAGNANI, 1995)

v6-T-Zellen (T-Lymphozyten, welche auf ihrer Oberfliche einen yd-Rezeptor
tragen) fungieren als zytotoxische T-Zellen und werden von Wiederkduern in einer
weitaus hoheren Zahl exprimiert als von Menschen oder Méusen. In neonatalen
Tieren stellen diese Zellen den dominierenden Anteil an T-Zellen im Blut dar
(HEIN & MACKAY, 1991). In jungen Kélbern umfassen sie etwa 70 % der
Gesamtzahl an zirkulierenden Lymphozyten wohingegen dieser Prozentsatz bei

Adulten auf etwa 10 % zuriickgehen kann (POLLOCK et al., 2001).
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ap-T-Zellen (T-Lymphozyten, welche auf ihrer Oberfliche einen af-Rezeptor
tragen) sind in ihrer Funktion ebenfalls zytotoxisch. Sie interagieren mit dem CD1
Rezeptor (ein dem MHC-Rezeptor dhnliches Molekiil) auf der Oberfliche von
antigenprisentierenden Zellen, wie zum Beispiel dendritischen Zellen. Dabei kann

dieser Rezeptor Lipide binden (BOOM et al., 2003).

1.1.2 Zytokinproduktion
ThO-Zellen koénnen Thl- und Th2-Zytokine produzieren (BENDELAC &
SCHWARTZ, 1991).

Th1-Zellen produzieren neben anderen Zytokinen IFN-y, welches aufgrund seiner
herausragenden Bedeutung fiir diese Dissertation nachfolgend genauer erldutert
wird (siehe Abschnitt II, 1.2.2) (ROMAGNANI, 1997). Zudem sezernieren sie
IL-2, das maBBgeblich an der vermehrten Freisetzung von IFN-y beteiligt ist, indem
es unter anderem Th1-Zellen aktiviert (SAKAMOTO, 2012). Kasahara et al. fand
1983 heraus, dass IL-2 dazu in der Lage ist, aktivierte CD4" Thl-Zellen,
zytotoxische CD8" T-Zellen und Natiirliche Killerzellen zur INF-y Produktion
anzuregen (KASAHARA et al., 1983). IFN-y wiederum aktiviert Makrophagen,
wodurch es zu einer Verstarkung der Immunantwort kommt (SAKAMOTO, 2012).
Des Weiteren produzieren Thl-Zellen den sogenannten Tumor necrosis factor
(TNF). Dieser kann z. B. zur Nekrose und Apoptose von Tumorzellen fiihren und
wird unter anderem in der Therapie von Melanomen und Sarkomen eingesetzt und
spielt als Risikofaktor der Tumor-Genese, -Invasion und -Metastase eine Rolle.
Zusitzlich ist er ein Schliissel-Mediator von sowohl akuten als auch chronischen
Entziindungsreaktionen. So kann er zum einen seine eigene Sekretion und zum

anderen die Produktion anderer Zytokine und Chemokine induzieren (CHU, 2013).

Th2-Zellen produzieren die Zytokine IL-3, IL-4, IL-5 und IL-10 (SCHLUGER &
ROM, 1998). IL-4 nimmt Einfluss auf ruhende B-Zellen, indem es die Expression
an MHC-II-Molekiilen steigert und wirkt auflerdem als Stimulator fiir das
Wachstum von T-Zellen und Mastzellen. AuBBerdem kann es die Produktion der
Immunglobuline (Ig)G und IgE durch B-Zellen anregen und eine humorale
Immunantwort induzieren (PAUL, 1987; MURPHY et al., 2009). IL-10, zunédchst
in Zusammenhang gebracht mit der Féhigkeit, die Aktivierung und
Regulationsfunktionen von T-Zellen, Monozyten und Makrophagen hemmen zu

konnen, ist ein multifunktionales Zytokin mit diversen Effekten auf nahezu alle
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hidmatopoetischen Zellen. Als Hauptfunktion wird die Einschrinkung und
letztendlich die Beendigung einer entziindlichen Reaktion gesehen. Auflerdem
reguliert es das Wachstum beziehungsweise die Differenzierung von unter anderem
B-Zellen, Natiirlichen Killerzellen, zytotoxischen- und T-Helfer-Zellen (MOORE
etal., 2001).

Beide Th-Zellgruppen kénnen durch die eigens produzierten Zytokine die jeweils
andere Th-Zellgruppe in ihrer Aktivitdit hemmen. Das, von Th1-Zellen sezernierte
IFN-y wirkt beispielsweise inhibierend auf Th2-Zellen, wihrend IL-10 durch
Hemmung der Thl-Zellen und damit auch der IFN-y Produktion die
Makrophagen-Aktivierung unterdriickt und dadurch immunsuppressiv wirkt (siche
auch Abschnitt II, 1.2.2). Auf der anderen Seite haben die Zytokine jeweils
positiven FEinfluss auf die jeweilige T-Zell-Subpopulation, z. B. IL-2 auf
Th1-Zellen und IL-4 auf Th2-Zellen (RING & THEWES, 1999).

Tho
IFN-y
Thl Th2
l TL.-4, IL.-10
IL-2, TNF, IFN-y IL-3, IL-4, IL-5, IL-10

Abbildung 2: T-Zell-Wechselwirkung abhingig von deren
Zytokinproduktion
Modifiziert nach Ring et al. (RING & THEWES, 1999)



II Literaturiibersicht 9

1.1.3 Bedeutung in der zellvermittelten Immunantwort (CMI) infolge von
Tuberkulose (TB)
T-Lymphozyten sind Bestandteil der zellvermittelten Immunantwort (CMI), die
infolge einer TB-Infektion primér auftritt (NEILL et al., 1994). Die Immunantwort
nach einer TB-Infektion ist von groer Komplexitit und mafigeblich von einer
frithen T-Zell-Beteiligung geprégt, was wiederum durch zahlreiche Studien belegt
wurde (NEILL et al., 1994; WOOD & ROTHEL, 1994; POLLOCK et al., 2001).
Hinsichtlich dessen spielen die erlduterten T-Zell-Untergruppen, wie die
ap-T-Zellen, die y3-T-Zellen, CD4"-T-Zellen sowie CD8"-T-Zellen und Natiirliche
Killerzellen eine iibergeordnete Rolle (SCHLUGER & ROM, 1998; POLLOCK et
al., 2001; TORRADO et al., 2011). Dabei sind die CD4"-Zellen mit ihren oben
beschriebenen Eigenschaften der Antigenerkennung und Produktion von IFN-y
sowie der damit zusammenhingenden Aktivierung von Makrophagen als weitere
Effektormolekiile von besonderer Wichtigkeit. yd-T-Zellen produzieren den
Botenstoff IL-17, der als bedeutungsvoll hinsichtlich der Granulombildung im
friihen Infektions-Stadium erachtet wird (TORRADO et al., 2011). Eine
beschriebene Interaktion der af-T-Zellen mit einem CDI-Rezeptor bzw. dessen
Bindung an Lipide erfolgt im Falle der TB mit den charakteristischen Mykolsduren
(BOOM et al., 2003). Das, von Th1-Zellen produzierte IL-2 bewirkt auch im Zuge
einer TB- Infektion eine Verstarkung der T-Zell-Antwort und provoziert, wie oben
dargestellt eine gesteigerte IFN-y-Freisetzung. IL-4, von Th2-Zellen produziert,
scheint einen modulierenden Einfluss auf die Immunreaktion im Falle einer TB zu
haben. Es wird vermutet, dass IL-4 die proinflammatorische Wirkung von IFN-y
einddmmt und dadurch die Ausbildung von Lésionen begrenzt (RHODES et al.,
2000). IL-10, ebenfalls von Th2-Zellen produziert ist ein Marker fiir den
fortschreitenden Krankheitsprozess. Witchell und Kollegen vermuten, dass das
zundchst unzureichende Level an IL-10 im Laufe der Infektion die
proinflammatorische Antwort und dementsprechend auch die pathologischen

Veranderungen zu regulieren vermag (WITCHELL et al., 2010).

Die Dynamik der Lymphozyten-Subpopulationen wéhrend einer bTB-Infektion
konnte in einer Studie mit experimentell infizierten Rindern detaillierter
beschrieben werden. Anfangs konnten vor allem CD4'-Zellen und y5-T-Zellen
festgestellt werden und in einem spéteren Infektionsstadium eine zunehmende
Beteiligung an CD8*-Zellen (POLLOCK et al., 1996). Wie bereits in Abschnitt II,

1.1.1 erldutert, spielen Thl-Zellen im Zuge einer Infektion mit intrazelluldren
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Erregern eine herausragende Rolle und prigen dementsprechend auch die
Immunantwort im Falle einer TB-Infektion. Die Th1-Zellen setzten IFN-y frei, was
wiederum zu einer verstirkten Aktivierung von Makrophagen fiihrt und in dem
Sinne auch die fortschreitende Bildung von Granulomen fordert (siche auch

Abschnitt II, 1.2.2).

Infolge einer histologischen Untersuchung granulomatdser Ldsionen von, mit
M. bovis infizierten Rindern, konnte bewiesen werden, dass T-Zellen bereits in
frithen Stadien identifiziert werden kdnnen und mitunter als erste Zellen der CMI
im Falle einer TB-Infektion auftreten (CASSIDY et al., 2001). Neben
T-Lymphozyten sind unter anderem auch Makrophagen, Epitheloidzellen und
mehrkerninge Riesenzellen vom Langhans-Typ sowie neutrophile Granulozyten an

der CMI infolge einer Infektion beteiligt (PALMER et al., 2007).
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Abbildung 3: Darmlymphknoten eines Rindes mit bTB

Bovine Tuberkulose, verursacht durch M. caprae; granulomatose Entziindung in
einem Darmlymphknoten eines Rindes unter Beteiligung mehrkerniger
Riesenzellen vom Langhans-Typ; HE-Féarbung; Interne Nr.: B5-95-2017

Zur Verfiigung gestellt von Dr. Matthias Miiller, LGL Erlangen, Sachbereich
Pathologie Nord

1.2 Interferone

Interferone sind eine Gruppe von Polypeptiden, die eine Schliisselrolle in der
Immunabwehr von Infektionen spielen. Interferon (IFN) wurde erstmals 1957 von
Isaacs und Lindenmann beschrieben. In Hithnerembryonen konnten sie IFN als eine
16sliche Komponente detektieren, welche eine Resistenz gegen virale Infektionen
zu induzieren vermag. Der Name ,,Interferon‘ beruht auf ihrer Eigenschaft, dass die
Proteine in der Lage sind, in den Zellstoffwechsel befallener Zellen bzw. in die
Transkription viraler Nukleinsduren sowie die Translation viraler messenger RNA
storend einzugreifen und dadurch die virale Multiplikation inhibieren (englisch ,,to
interfere*) (ISAACS & LINDENMANN, 1957; NEBERT & FRIEDMAN, 1973;
GRESSER, 1977; CAME & CARTER, 1984). Erst 1976 gelang es Knight et al. ein

Interferon zu reinigen und erste chemische und physikalische Eigenschaften zu
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definieren (KNIGHT, 1976). Das erste Interferon, welches kloniert werden konnte
war das humane [FN-o (WECK et al., 1981). In den folgenden Jahren konnten dann
auch das humane IFN-B (DWORKIN-RASTL et al., 1982) sowie das murine IFN-y
(GRAY & GOEDDEL, 1983) kloniert werden. Zunéchst teilte man die einzelnen
Interferone anhand ihrer zelluldren Herkunft in Leukozyten-, Fibroblasten- oder
Immun-Interferon ein. 1980 erfolgte mit der Erkenntnis, dass Leukozyten- und
Fibroblasten-Interferone nicht ausschlie8lich von entsprechenden Zellen stammen,
eine Einteilung gemél der gemeinsamen Eigenschaften und Kriterien in zwei
Klassen: die Typ-I-Interferone IFN-o und IFN-B (IFN-o und IFN-t kamen spéter
hinzu) und das Typ-II-Interferon IFN-y (STEWART et al., 1980; FARRAR &
SCHREIBER, 1993). Diese zwei Klassen scheinen in allen Sdugerspezies
vorhanden zu sein (PESTKA et al., 1987). Interferone verfiigen iiber eine grof3e
Vielfalt an biologischen Funktionen, wobei folgende drei Hauptfelder von
herausragender Bedeutung sind: Antimikrobielle und antivirale Aktivitit
(BARBER, 2001; SMITH et al., 2005), immunmodulatorische Fahigkeiten
(BRIERLEY & FISH, 2002) und antitumordse Wirkung (MILLER et al., 2009;
PASQUALI & MOCELLIN, 2010).

1.2.1 Typ-I-Interferone

IFN-a, IFN-B, IFN-® und IFN-t werden als Typ-I-Interferone zusammengefasst,
wobei die beiden Erstgenannten die bedeutendsten Vertreter hinsichtlich ihrer
immunologischen Funktion sind (PESTKA, 2000). IFN-a ist durch mehrere Gene
kodiert, wohingegen fiir IFN-f in mehreren Spezies bislang nur ein einziges Gen
detektiert werden konnte (SICK et al., 1996). Basierend auf der Anordnung der
einzelnen Gene und Proteine wird die Abstammung beider Interferontypen von
einem gleichen Vorldufer vermutet (FARRAR & SCHREIBER, 1993).
Typ-I-Interferone dhneln sich in ihren Eigenschaften bzw. ihren Funktionen und
binden unter anderem an die gleichen Rezeptoren der Zielzelle (LUTFALLA et al.,
1992). Beiden gemeinsam ist, dass sie infolge einer viralen Infektion von Zellen
aktiviert werden. (FARRAR & SCHREIBER, 1993). Die Interferonantwort im
Falle einer akuten, viralen Infektion ist wahrscheinlich eine der dltesten, defensiven
Reaktionen des Wirts und seine Existenz und Bedeutung ist heutzutage bewiesen
(STEWART & LIN, 1979; BOCCI, 1988b). Diese antivirale Wirkung der
Typ-I-Interferone ist zehn bis hundertmal stirker als jene des IFN-y und damit als

bedeutende Funktion von IFN-a und IFN-B hervorzuheben (FARRAR &
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SCHREIBER, 1993). In fast jedem Schritt der Virusreplikation kénnen die
Interferone dabei mit ihrer antiviralen Aktivitit eingreifen (VILCEK, 1996;
ROBEK et al., 2002). Zudem konnen sie die Expression von MHC-I-Molekiilen auf
der Zelloberflache triggern und unterstiitzen auf diese Weise eine effektivere T-Zell
Antwort gegeniiber virusinfizierten Zellen (CHANG et al., 1992). Weitere wichtige
Eigenschaften der Typ-I-Interferone sind unter anderem ihre Féhigkeit, die
Proliferation von T-Gedéchtniszellen zu begiinstigen (ZHANG et al., 1998), die
Antikorperproduktion durch B-Lymphozyten zu fordern (LE BON et al., 2001) und
Natiirliche Killerzellen zu aktivieren (ORTALDO et al., 1981).

Typ-I-Interferonen wird, hinsichtlich ihrer eben genannten Eigenschaften, grof3e
Bedeutung vor allem im humanmedizinischen Bereich zugeschrieben. IFN-a wird
zum Beispiel als Therapeutikum im Falle einer Hepatitis C Infektion eingesetzt (DI
BISCEGLIE et al., 1989; MCHUTCHISON et al., 1998). In den 1980er Jahren
wurde es intensiv in der Behandlung von chronischer myeloischer Leukdmie
verwendet, wobei positive Resultate mit hédmatologischer Remission der
Erkrankung verzeichnet werden konnten (TALPAZ et al., 1983; TALPAZ et al.,
1986). Zudem konnten Studien zeigen, dass Typ-I-Interferone lokal eine
Vermehrung von Herpesviren unterbinden kénnen (TANAKA et al.,, 1998;
GOODBOURN et al., 2000).

1.2.2 Typ-II-Interferon

IFN-y, ehemals Immuninterferon genannt, ist das einzige Typ-II-Interferon und
wurde erstmals von Wheelock im Jahre 1965 beschrieben (WHEELOCK, 1965;
PESTKA, 2000). IFN-y ist sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene nicht mit den
Typ-I-Interferonen verwandt und weist im Gegensatz zu diesen nur eine geringe
antivirale Aktivitéit auf. Auf der anderen Seite ist IFN-y als Immunmodulator 100 —
10 000 mal aktiver als die anderen Interferone. Diese Beobachtungen fiihrten zu der
Erkenntnis, dass wihrend IFN-o und -p vorwiegend antivirale Agenten mit einer
geringen immunmodulatorischen Aktivitdit sind, IFN-y hingegen primér
Immunomodulator mit eingeschrankter antiviraler Aktivitidt ist (FARRAR &
SCHREIBER, 1993). IFN-y wird infolge einer Stimulation durch Antigene,
Alloantigene oder T-Zell Mitogene hauptsidchlich von T-Zellen produziert, kann
aber auch von Natiirlichen Killerzellen und cytotoxischen CD8*-Zellen sezerniert
werden (MARCUCCI et al., 1981; BOCCI, 1988a; FARRAR & SCHREIBER,
1993; BOEHM et al., 1997). Durch in vitro Versuche konnte zudem gezeigt
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werden, dass eine Stimulation von T-Zellen und damit eine Induktion der
IFN-y-Freisetzung mit Mitogenen, wie z. B. den Lektinen Pokeweed Mitogen
(PWM), Concanavalin A (ConA) oder Phytohaemagglutinin (PH) erreicht werden
kann (KIRCHNER et al., 1982). Mitogene sind Stoffe, die durch Erhohung von
freiem, zytoplasmatischem Kalzium als Trigger von intrazelluldren Prozessen im
Zuge der Mitose wirken (TSIEN et al., 1982). Wie bereits in Abschnitt II, 1.1.2
beschrieben, handelt es sich bei den IFN-y produzierenden T-Zellen um
Thl-Zellen, welche durch Einwirkung von IL-12 aus einer noch nicht
differenzierten ThO-Zelle hervorgehen. IL-12 wird von Makrophagen,
dendritischen Zellen, neutrophilen Granulozyten, Monozyten oder Natiirlichen
Killerzellen im Zuge von Infektionen mit intrazelluliren Erregern freigesetzt.
Differenzierte Thl-Zellen produzieren nachfolgend IFN-y, das wiederum die
Proliferation von Thl-Zellen anregt (MOSMANN et al., 1986; TRINCHIERI,
1995; ROMAGNANI, 1997; SAKAMOTO, 2012). Des Weiteren bewirkt IFN-y
eine gesteigerte Expression an IL-12-spezifischen Rezeptoren auf Th1-Zellen und
kann zudem eine weitere Produktion von IL-12 seitens Makrophagen veranlassen
(TRINCHIERI, 1995; GOLLOB et al, 1997). Dieser positive
Feedback-Mechanismus inklusive der Aktivierung von Thl-Zellen und
Makrophagen fiihrt somit zu einer Verstirkung der Immunantwort. Als potenter
Aktivator von Makrophagen und deren oxidativen Metabolismus besitzt [FN-y
antimikrobielle Aktivitdit (NATHAN et al., 1983). Makrophagen werden durch das
Zytokin angeregt, reaktive Sauerstoff (ROI)- und Stickstoffverbindungen (RNI)
sowie weitere Zytokine zu bilden mit denen sie Pathogene abtéten konnen
(NATHAN, 1987; DING et al., 1988). Es konnte gezeigt werden, dass IFN-y
seinerseits in der Lage ist, eine hohe Syntheserate an NO zu induzieren, allerdings
ist diese durch eine Co-Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS), welche unter
anderem eine bedeutende Eigenschaft der mykobakteriellen Zellwand darstellen,
deutlich erhoht (XIE & CALAYCAY, 1992). Im Falle einer Tuberkulose-Infektion
erfolgt eine beschriebene, von IFN-y-induzierte Aktivierung von Makrophagen.
Diese konnen allerdings den Erreger nicht erfolgreich eliminieren, wodurch es zu
einer Aggregation der Makrophagen und zu den, fir die Tuberkulose
charakteristischen, Granulomen kommt (BROWN et al., 1969; PIRES et al., 2016).
Inwiefern Mykobakterien in der Lage sind, einem Abbau durch Makrophagen zu
entgehen, wird in Abschnitt II, 2.2 detaillierter beschrieben. Ein steigendes Niveau

an IFN-y korreliert mit fortschreitenden pathologischen Verdnderungen wahrend
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einer Tuberkulose-Infektion (WITCHELL et al., 2010).

Insgesamt verfiigt [FN-y auf immunologischer Ebene iiber ein weitreichendes
Wirkspektrum. Die FEigenschaften dieses Zytokins umfassen die Regulation
mehrerer Aspekte der Immunantwort, Stimulation der bakteriziden Aktivitit von
Phagozyten (vor allem im Zusammenhang mit intrazelluliren Bakterien),
Stimulation der Antigenpriasentation iiber MHC-I- und MHC-II-Molekiile,
Unterstiitzung der Leukozyten-Endothel-Interaktion, Induktion von Komponenten
der Komplement-Kaskade, Effekte auf Zell-Proliferation und -Apoptose sowie die
Stimulation und Unterdriickung zahlreicher Gene. Des Weiteren bewirkt IFN-y eine
Aktivierung der T-Lymphozyten und B-Zellen und kann antiviral sowie
antiproliferativ wirken (BARKER et al., 1990; BOEHM et al., 1997). Seine
Aktivitdt entfaltet IFN-y iiber einen spezifischen Rezeptor, der z. B. bei Mensch
und Maus auf fast allen Zellen exprimiert wird (ANDERSON et al., 1982;
CELADA et al., 1985; LITTMAN et al., 1985; AGUET & MERLIN, 1987).

IFN-y wird klinisch als Therapeutikum in der Humanmedizin genutzt, wobei dessen
Einsatz aufgrund fehlender Informationen beziiglich der genauen biologischen
Wirkung sowie der lokalen Effekte des Zytokins noch limitiert ist.
IFN-y-assoziierte Nebenwirkungen duBern sich grippedhnlich wie z. B. durch
Fieber oder Kopfschmerzen (MILLER et al., 2009). Hinsichtlich der Priavention
eines Krebs-Rezidivs konnten mit Instillation von IFN-y positive Erfolge erzielt
werden, indem es die Vermehrung von T-Zellen sowie Natiirlichen Killerzellen
bewirkt. Dies fiihrte wiederum zu einer verbesserten Prognose, unter anderem in
der Therapie von Eierstock-Krebs (GIANNOPOULOS et al., 2003; MARTH et al.,
2004). Auch im Bereich der Tuberkulose-Therapie wurde ein erfolgreicher Einsatz
von IFN-y beschrieben. Condos et al. zeigte in einer Studie die Gewichtszunahme
bei, mit M. tuberculosis infizierten Probanden infolge einer IFN-y-Therapie.
Zusitzlich konnte eine Abnahme des ,,mycobacterial burden in der Atemluft bei
Patienten mit einer offenen Tuberkulose und ferner noch eine Reduktion der Grof3e
einzelner Léasionen festgestellt werden (CONDOS et al., 1997). IFN-y wurde zudem
als niitzliche und gut vertragliche Unterstiitzung in der Therapie von Infektionen mit
Mykobakterien des  Mycobacterium-avium-Komplexes (MAC) definiert
(MILANES-VIRELLES et al., 2008). Bei Patienten mit einer fortgeschrittenen
HIV-1-Infektion wurde versucht, opportunistische Infektionen durch

Verabreichung von IFN-y zu reduzieren, wobei positive Resultate in
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Zusammenhang mit Candida-, Herpes- oder Cytomegalovirus-Infektionen
festgestellt werden konnten (RIDDELL et al., 2001). Dariiber hinaus wurde eine
positive Wirkung von IFN-y in Zusammenhang mit Mukoviszidose (MOSS et al.,
2005), Osteopetrosis (KEY JR et al., 1995), oder Pilzinfektionen, bei denen IFN-y
zu einer gesteigerten anti-fungalen Aktivitdt von Makrophagen und neutrophilen

Granulozyten fiihrte, beschrieben (MILLER et al., 2009).

1.3 Hypersensitivitatsreaktion vom verzogerten Typ (Typ IV)

Der Hypersensitivititsreaktion vom verzogerten Typ (oder delayed-type
hypersensitivity, DTH) liegt im Gegensatz zu den Hypersensitivititsreaktionen
vom Soforttyp, welche durch Antikorper verursacht werden, eine Aktivierung
antigenspezifischer T-Effektorzellen zu Grunde. Die DTH wird definiert als die
Rekrutierung von T-Zellen in Gewebe, um dort infolge einer Antigenstimulation
Zytokine zu produzieren, die eine lokale Entziindungsreaktion vermitteln
(MURPHY et al., 2009). Generell kann man zwei Formen der Typ-IV-Reaktion
unterscheiden: Die erste wird durch Iésliche Antigene (oder Hapten-Carrier-Komplexe)
ausgelost und geht mit einer bevorzugten Th1l-Erkennung von Antigenen einher,
die von dendritischen Zellen oder Monozyten présentiert werden, wodurch es zur
Freisetzung von Thl-Zytokinen, wie IFN-y kommt. Der zweite Mechanismus
beruht auf der zytotoxischen Zerstorung der Zielzelle durch Thl- oder
CD8*-T-Zellen nach Erkennung der Antigene iiber zellassoziierte MHC-Molekiile.
und es erfolgt eine zytotoxische Zerstorung der Zielzelle (DAY, 2005). Die DTH
lauft in drei aufeinander folgenden Stufen ab: Zunéchst wird das eingedrungene
Antigen von antigenprisentierenden Zellen aufgenommen, verarbeitet und auf der
Zelloberfliche durch MHC-Molekiile prisentiert. AnschlieBend wandern
sensibilisierte T-Zellen, die durch das Antigen von einem vorangegangenen
Kontakt gepragt wurden zur Injektionsstelle und werden aktiviert. In der dritten
Phase setzten entsprechende Zellen Mediatoren, die Zytokine frei, was zur
Expression von Adhésionsmolekiilen durch das lokale Gefdllendothel fiihrt und
eine weitere Chemotaxis von Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und
T-Lymphozyten zum Ort der Antigenexpression induziert. Die Effektorfunktion
der rekrutierten T-Zellen ist gekennzeichnet durch die Aktivierung von
Makrophagen oder der Zerstérung der Zielzellen durch Zytokine. Es kommt zu
einer lokalen Entziindungsreaktion und zu einer Ansammlung von Fliissigkeit und

Proteinen an der Antigen-Eintrittsstelle. Da die Entwicklung einer solchen lokalen
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Entziindungsreaktion bis zu 72 Stunden in Anspruch nehmen kann, spricht man von
einer Hypersensitivitdt vom verzogerten Typ (DAY, 2005; MURPHY et al., 2009).
Die frithere Annahme, dass nur CD4"-Zellen eine DTH vermitteln kénnen, konnte
durch mehrere Studien widerlegt und eine mdgliche Beteiligung von sowohl
CD4"- als auch von CDS8*-T-Zellen an der Typ-IV-Hypersensitivitdtsreaktion
bewiesen werden. Beide Unterklassen konnen im Falle eines Antigenkontakts
Th1- und Th2-typische Zytokine produzieren. Der Hauptunterschied liegt in der
Kommunikation mit MHC-Molekiilen (siche auch Abschnitt II, 1.1.1). Wahrend
CD8"-Zellen Antigene erkennen, welche von MHC-I-Molekiilen présentiert
werden, interagieren CD4"-Zellen mit MHC-II-Molekiilen und reagieren somit auf
Antigene, die auf diese Weise dargestellt werden. Intrazelluldre Pathogene, wie
z. B.  Mykobakterien oder Listerien konnen zur Aktivierung des
CD4"-determinierten Weges inklusive Interaktion mit MHC-II-Molekiilen fiihren
und parallel die CD8"-vermittelte Richtung einleiten und somit die Inmunabwehr
in zweierlei Hinsicht ankurbeln (MUNK & EMOTO, 1995; KALISH &
ASKENASE, 1999). Beziiglich des Zytokinprofils der CD4"-Zellen unterscheidet
man, wie bereits beschrieben, die Zytokine, welche von Th1-Zellen und jene, die
von Th2-Zellen produziert werden. Dabei sind die Th1-Zellen hauptsichlich fiir die
Vermittlung von DTH-Antworten verantwortlich, wahrend die Th2-Zellen eine
unterstiitzende Rolle bei der Produktion von Antikorpern einnehmen (COFFMAN
et al., 1986; KALISH & ASKENASE, 1999). Das, von Thl-Zellen produzierte
IFN-y spielt bei der DTH eine iibergeordnete Rolle. IFN-y bewirkt die
Transformation von Monozyten in Makrophagen und die Induktion von
endothelialen und interzelluldren Adhdsionsmolekiilen sowie von Keratinozyten
der beteiligten Hautregionen. Neben der Expression von Adhésionsmolekiilen auf
dem Endothel wird lokal die Durchldssigkeit der Blutgefde erhoht. Dadurch
konnen Plasma und akzessorische Zellen im betreffenden Bereich eindringen und
es kommt zu einer sichtbaren Schwellung an den entsprechenden Hautstellen. Des
Weiteren fiihrt IFN-y zu emer gesteigerten Freisetzung von Entziindungsmediatoren
und fordert die Produktion vom, IFN-y-induzierbaren Signalprotein ,,Protein 10*
durch Keratinozyten, das fiir die Anlockung weiterer Leukozyten und die Bildung
eines Leukozyteninfiltrats verantwortlich ist (GRIFFITHS et al., 1989; KALISH &
ASKENASE, 1999; MURPHY et al., 2009). IFN-y selbst agiert ebenfalls als
potenter Stimulator der Lymphozyten-Migration. Nach einer IFN-y-Injektion

konnte eine Stimulation der Lymphozyten-Bewegung in Richtung des
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Injektionsbereichs festgestellt werden (ISSEKUTZ et al., 1988). Mc Cluskey et al.
konnten ferner aufzeigen, dass der GroBteil an Zellen, die das Infiltrat im
Injektionsbereich bilden, nicht sensibilisiert ist und auch erst kiirzlich proliferiert
ist. Dies lief darauf schlieBen, dass die delayed-type hypersensitivity Reaktion von
einer kleinen Anzahl sensibilisierter Zellen auf Seiten des Antigens ausgeldst wird
und nachfolgend eine fortschreitende Immunantwort induziert wird
(MCCLUSKEY et al., 1963). Wie bereits beschrieben sind die Lymphozyten
Haupteffektoren und von primérer Bedeutung im Falle einer DTH, wéhrend
Makrophagen hauptséchlich als migrierende Immunzellen am Reaktionsort eine
Rolle spielen (BLOOM & BENNETT, 1966). Das Prinzip der DTH wird in der
Tuberkulose-Diagnostik eingesetzt. Als Prototyp gilt dabei der Intrakutantest oder
Tuberkulin-Test, bei dem nach Injektion eines Antigens (meist als Peptidcocktails
zusammengesetzt) eine DTH ausgeldst wird. Hatte der Proband zuvor Kontakt zu
entsprechenden Mykobakterien, kommt es zu einer T-Zell-abhéngigen, lokalen
Entziindungsreaktion (MONAGHAN et al., 1994; MURPHY et al., 2009). Ahnlich
wie bei der DTH macht man sich beim IFN-y release assay den Mechanismus der
zellvermittelten Immunantwort (CMI) zu Nutze, wobei sensibilisierte T-Zellen im
Falle eines erneuten Kontakts mit dem Antigen Zytokine, v. a. IFN-y freisetzen
(Abbildung 4); (WOOD et al., 1990). In beiden Féllen wird durch Zugabe eines
Antigens intrakutan (im Falle des Intrakutantests) oder zu Vollblutproben (IFN-y
release assay) gepriift, ob im Vorfeld ein Kontakt zu dem Pathogen bestand und
dies anhand einer messbaren Reaktion (v. a. durch IFN-y hervorgerufen), detektiert.
Auf beide Untersuchungsmethoden wird im Zuge der TB-Diagnostik nachfolgend

genauer eingegangen.



II Literaturiibersicht 19

Messung der Hautdicke und der
entziindlichen Reakton

%

Prasentation TNF-o. | L-8, efe

mykobakterieller \ /

Al‘ltigene @
Hauttest

In-vitro

Bluttest

Sensibilisierte
T-Gedéchtniszelle I FN:Y

Antigenprisentierende TNF-c IL-8, etc
Zelle ‘ H ’

Messung von freigesetztem
IFN-y

Abbildung 4: Schematische Darstellung der diagnostischen Moglichkeiten
der Tuberkulose, basierend auf der CMI
Modifiziert nach Andersen et al. (ANDERSEN et al., 2000)

14 Einfluss einer Anisthesie auf die Zellen des Immunsystems
14.1 Immunologische Auswirkungen operativer Eingriffe unter
Anisthesie

Die Suppression des Immunsystems infolge chirurgischer Eingriffe wurde im
humanmedizinischen Bereich bereits umfangreich behandelt und brachte
weitreichende Erkenntnisse (BROCKER & MACHER, 1981; MARKEWITZ et al.,
1992; FAIST et al., 1996). Zunichst ging man davon aus, dass eine derartige
postoperative Suppression aufgrund verursachter Traumata oder z. B. durch
Stresshormone entsteht und erachtete eine Anésthesie als eher unwahrscheinliche
Ursache bzw. schrieb ihr lediglich eine unterstiitzende Wirkung zu (PARK et al.,
1971; JUBERT et al., 1973; WALTON, 1979; WANG et al., 1980). In diesen
friithen Studien wurde unter anderem der Einfluss von Corticosteroiden, die als
Folge entstandener Traumata vermehrt freigesetzt werden, mitverantwortlich fiir

eine Immunsuppression gemacht und diskutiert. Dabei stieg bei groBeren
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Operationen der Plasmacortisolspiegel, wohingegen dies bei kleineren Eingriffen
ausblieb (CARTER & JAMES, 1970; CULLEN & VAN BELLE, 1975; SLADE et
al., 1975). Dass Corticosteroide Einfluss auf immunmodulatorische Funktionen,
wie z. B. die Anzahl der zirkulierenden Leukozyten, haben kénnen, konnte bestétigt
werden (MISHLER & EMERSON, 1977; SAUER et al., 1995). Im Zusammenhang
mit einer Operation kann durch geeignete Analgesie und damit der Verringerung
des peri- und postoperativen Schmerzes sowie des stressbedingten Cortisolspiegels
das AusmaB einer Immunsuppression gesenkt werden (BEILIN et al., 2003; PAGE,
2005). In Folgestudien wurde bewiesen, dass eine Andésthesie durchaus
mitverantwortlich an einer Beeintrachtigung der Inmunabwehr sein kann (BRAND
et al., 1998; KUROSAWA & KATO, 2008). Ferner konnte die Anésthesie sogar
als alleinige Ursache einer derartigen Immunsuppression definiert werden
(MELAMED et al., 2003). Es wird sogar beschrieben, dass bis zu zwo6lf Stunden
post operationem die Anésthesie den priméiren Einfluss auf immunmodulatorische
Vorgéinge nimmt, wihrend die Effekte der Operation in diesem Zusammenhang erst
einige Zeit danach dominieren. Zudem scheint die Anisthesie bei Eingriffen, in
welchen nur kleine Inzisuren vollzogen werden, hauptverantwortlich fiir
immunologische Verdnderungen zu sein (NELSON & LYSLE, 1998). Generell
kann sich eine Immunsuppression infolge eines operativen Eingriffs sowohl auf der
Ebene des unspezifischen bzw. spezifischen Immunsystems auswirken als auch von
zelluldrer oder humoraler Natur sein (WALTON, 1979; MARKEWITZ et al., 1992;
FAIST et al, 1996). In Zusammenhang mit einer einhergehenden
Immunsuppression aufgrund bestehender Krankheiten wirkt eine, der Anésthesie
zurechenbaren Dysfunktion von Immunzellen, wie NKs oder Lymphozyten,
beschleunigend auf das Wachstum und die Metastase bosartiger Zellen
(KUROSAWA & KATO, 2008). Im Vergleich zu den genannten
Forschungsergebnissen aus dem humanmedizinischen Bereich, existieren wenig
dquivalente Studien in der Tiermedizin. Felsburg et al. konnte in einer Studie mit
Hunden auf die alleinige Auswirkung einer Anidsthesie auf canine periphere
Blutlymphozyten riickschlieBen, indem eine Beteiligung anderer Einfliisse und
Faktoren wie z. B. Traumata, Blutverlust oder Erkrankungen ausgeschlossen
wurden. Zu mehreren Zeitpunkten nach einer Narkose wurden periphere
Leukozyten infolge einer Stimulation gezdhlt, was in einer deutlichen Verringerung
der Anzahl bis zu vier Stunden danach und anschlieBender Regeneration, welche

nach 24 Stunden abgeschlossen war, resultierte (FELSBURG et al., 1986). Eine
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weitere Studie beschéftigte sich z. B. mit dem Einfluss angewandter Narkotika auf
immunologische  Zellen des Schweines, wobei bei verschiedenen
Leukozytenpopulationen zwar ein geringfiigiges Absinken beziiglich der Anzahl
vermerkt werden konnte, das allerdings nicht signifikant war (GEIST, 2006). Ferner
wurde die Auswirkung zweier unterschiedlicher Andsthesieformen in Kombination
mit oder ohne chirurgischen Eingriff auf Immunzellen untersucht. Diese Studie
fiihrte unter anderem zu der Erkenntnis, dass die Leukozytenzahl infolge
chirurgischer Eingriffe hoher ist als ohne operativen Eingriff. Zudem konnten
z. B. deutlich hohere T-Zell-Konzentrationen nach Operationen unter Verwendung
einer Kombinationsandsthesie im Vergleich zum alleinigen Einsatz eines reinen
Inhalationsanisthetikums detektiert werden (SCHAFER, 2012). Letztendlich
korrelieren Faktoren, wie z. B. die Dauer einer Narkose, die Art und das Ausmal
eines Operationstraumas sowie der bestehende Immunstatus des Probanden mit
einer verdnderten Immunantwort und einer postoperativen Immunsuppression

(SALO, 1992; NELSON & LYSLE, 1998; HEIMLICH et al., 1999).

1.4.2 Direkter Einfluss von Aniisthetika auf Immunzellen

Narkotika und Lokalanésthetika konnen immunmodulatorische Funktionen auf der
Zellebene beeinflussen. Eine Verdnderung der Membranfunktionen, Motilitdt und
Mitose der Zellen bewirken demnach einen Funktionsverlust von z. B. T- und
B-Lymphozyten, an deren Membran die Antigenerkennung stattfindet. Zellen des
spezifischen und unspezifischen Effektorsystems werden in ihrer Motilitét
eingeschrinkt und die, fiir die Entstehung spezifischer Klone und unspezifischer
Effektorzellen notwendige Mitose wird unterbunden (BROCKER & MACHER,
1981). Prdgnante immunmodulatorische Wirkungen -einzelner Zellen des
Immunsystems, wie cytotoxische Effekte, Phagozytose, Chemotaxis, Zelladhdrenz
und Migration sowie oxidative und lysosomale Funktionen kénnen beeintrachtigt
werden (BROCKER & MACHER, 1981; MARKOVIC & MURASKO, 1993;
CHANG et al., 2005).

Der Einsatz einer Kombinationsandsthesie bestehend aus Ketamin und Xylazin hat
sich fir die Immobilisation verschiedenster Wildtiere, wie unter anderem dem
Rotwild (Cervus elaphus) (MARCO & LAVIN, 1999), Rotfuchs (Vulpes vulpes)
und Weillwedelhirsch (Odocoileus virginianus) (KREEGER et al., 1986;
KREEGER et al., 1990), dem Polarbir (Ursus maritimus) (RAMSAY et al., 1985)
oder dem Rotluchs (Lynx rufus) und Ozelot (Leopardus pardalis) (BELTRAN &
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TEWES, 1995) bewidhrt. Auch in Deutschland wurde diese Anésthesie
standardméafBig, bekannt als die ,,Hellabrunner Mischung®, bei Wildtieren eingesetzt
(WIESNER, 1982; ABDERHALDEN et al., 1998), wobei die dabei eingesetzte
Form von Xylazin als Trockensubstanz (Rompun®) kommerziell nicht mehr zur
Verfligung steht. Als Alternative kann Xylased ebenfalls als Trockensubstanz und
analoger Xylazin-Konzentration bezogen und zur Immobilisation von Wildtieren
eingesetzt werden (BIOVETA). Aufgrund des sehr geringen Mortalititsrisikos bei
unterschiedlichsten Tierarten und der Mdglichkeit zur Antagonisierung stellt diese
Mischung eine gute Mdoglichkeit fiir die Immobilisation von Spezies, wie dem
Rotwild, dar und wird als Narkose fiir diese Tierart hauptsidchlich eingesetzt.
Zudem ist es fiir lebensmittelliefernde Tiere zugelassen (WIESNER, 1998). Fiir die
Immobilisation von sowohl Rotwild als auch Rind wihrend dieser Studie wurde
eine Kombinationsanésthesie aus Ketamin und Xylazin verwendet. Im Folgenden
werden bereits untersuchte Einfliisse dieser und weiterer Narkotika auf Zellen des

Immunsystems beschrieben.

Fiir Ketamin als Injektionsanésthetikum wurden negative Einfliisse auf neutrophile
Granulozyten, inklusive deren Hemmung in ihrer chemotaktischen Aktivitit sowie
in ihrer Produktion von Oxidantien festgestellt (ZAHLER et al., 1999; WEIGAND
et al., 2000). Zudem schwécht es nachweislich die Adhédrenz von Zellen bzw. deren
Migration und hemmt die Phagozytose und inflammatorische Zytokinproduktion
von Makrophagen (CHANG et al., 2005). Melamed et al. beschrieb suppressive
Effekte von Ketamin auf NKs und gleichzeitig eine induzierende Wirkung auf eine
gesteigerte Metastase von Tumorzellen (MELAMED et al., 2003). In einer Studie
mit Bozova Greyhounds wurde der Einfluss einer Kombinationsandsthesie aus
Ketamin und Xylazin auf unterschiedliche Zellen untersucht, wobei keine
signifikanten Einfliisse auf hidmatologischer sowie biochemischer Ebene
identifiziert werden konnten (CAMKERTEN et al., 2013). Die intramuskulédre
Injektion von Xylazin kann bei Ziegen zu einer Reduktion der totalen
Erythrozyten- und Leukozytenzahl fiihren, eine Senkung von Hé@matokrit und
Héamoglobin bewirken und einen Anstieg von Neutrophilen bei relativer Senkung
der Lymphozytenzahl induzieren (KUMAR & THURMON, 1979). In einer Studie
mit WeiBBwedelhirschen wurde hingegen eine unverénderte Leukozytengesamtzahl
unter Einfluss von Xylazin beobachtet (PRESIDENTE et al., 1973). Bei der
epiduralen Applikation von Ketamin in Kombination mit Xylazin konnte bei

Ziegen eine unverdnderte Leukozytenzahl beobachtet werden, wéhrend diese im



II Literaturiibersicht 23

Falle einer subarachnoidalen Verabreichung abnahm (KINJAVDEKAR et al.,
2000; SINGH et al., 2007). Ebenfalls eine Reduktion der Gesamtleukozyten ist fiir
Rinder, Biiffel und Hunde im Falle einer epiduralen Applikation von Xylazin

bekannt (SINGH et al., 2005; MOULVI et al., 2011; MWANGI et al., 2014).

Neben Ketamin und Xylazin sind fiir weitere Anisthetika nachfolgende

immunologische Einfliisse und Wirkungen bekannt.

Barbiturate als Injektion konnen die Anzahl zirkulierender Leukozyten verringern
(USENIK & CRONKITE, 1965) und durch den Einsatz von Muskelrelaxantien
kann es zu einer Lymphopenie von humanen CD4"- und CD8"-Zellen kommen

(PALACIOS et al., 2004).

Kitamura und Kollegen konnten eine erhdhte Immunsuppressivitit von
Inhalationsnarkosen gegeniiber Injektionsnarkosen bestdtigen. Wihrend es unter
Einsatz von Inhalativa, wie Sevofluran zu einer vermehrten Lymphopenie kam,
konnte dies bei der Verwendung von Propofol ausgeschlossen werden. Bei
Letzterem war sogar eine Lymphozytose zu verzeichnen (KITAMURA et al.,
2008). Inhalationsanisthetika scheinen die Effektorfunktionen von, sowohl dem
spezifischen als auch unspezifischen Immunsystem zu unterdriicken
(HOMBURGER & MEILER, 2006). Bereits 1973 konnte Bruce et al. sowohl akute
als auch chronische Auswirkungen von Halothan auf Leukozyten in Form einer
Verringerung von deren Aktivitdt sowie Mitosesuppression definieren (BRUCE,
1973). Ferner konnte ein Zusammenhang einer Leukopenie mit der
tiberdurchschnittlich langen Exposition von Agenzien, u. a. Hydrocarbonate oder
Halothan festgestellt werden und wurde dabei als Folge der nachteiligen Wirkung
der Anésthetika auf verschiedenen Stufen des Zellzyklus gewertet (WALTON,
1979). Neben den genannten Nebenwirkungen von Halothan auf Leukozyten,
beeintrichtigt es zudem, wie auch Isofluran, Natiirliche Killerzellen in ihrer
Funktion. Diese werden in ihrer IFN-y-induzierten zytotoxischen Aktivitdt durch
entsprechende Anésthetika inhibiert MARKOVIC & MURASKO, 1993). Weitere
Studien zeigten, dass Halothan eine Verminderung der Antikorperproduktion in
Organen bewirken kann und in Kombination mit einer Infektion zur Erhéhung der
Letalitit flihrt, indem die Beweglichkeit und Phagozytosefdhigkeit von
Granulozyten und Makrophagen gestort wird (BRUCE, 1966; HUMPHREY et al.,
1969; DUNCAN et al., 1976). Des Weiteren wurde eine transiente Leukopenie bzw.

Leukozytose infolge von Narkosen mit Diethylether oder Chloroform beschrieben,
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indem diese entweder direkt toxisch wirken oder fiir eine Umverteilung der

Leukozyten sorgen (SMITH et al., 1947; WALTON, 1979).

Im Falle von Epiduralanisthesien geht man von einer geringeren
Immunsuppression als vergleichsweise bei Inhalations- oder Injektionsanisthesien
aus. Bei Einsatz einer epiduralen Schmerztherapie scheint die T-Zell-Kompetenz
post operationem besser erhalten zu bleiben (VOIGT, 2007). Hashimoto et al.
konnte in einer Studie zeigen, dass durch eine epidurale Betdubung der
stressbedingte Effekt einer Operation auf zirkulierende Lymphozyten verringert ist
(HASHIMOTO et al., 1995). Jedoch kann auch hier eine transiente und signifikante
Beeintrachtigung der Lymphozytensubpopulationen und der Aktivitdt Natiirlicher
Killerzellen auftreten (YOKOYAMA et al., 2001). Fiir Lokalanésthetika ist eine
Beeintrachtigung lysosomaler Enzyme sowie der H»Ox-Freisetzung durch
neutrophile Granulozyten beschrieben. Ferner kann die Verdauung von
Immunkomplexen durch Makrophagen gestort werden (GOLDSTEIN et al., 1977;
BROCKER & MACHER, 1981). Eine Lokal- wie auch eine Epiduralanisthesie
konnen allerdings auch postoperativ zu einer verringerten Suppression der
Lymphozytenproliferation als auch zu einer abgeschwichten proinflammatorischen

Zytokin-Antwort fithren (BEILIN et al., 2003).

Beeintrachtigte Funktionen der Zellen normalisieren sich mit Entzug des
Narkotikums und sind reversibel. Langfristige Schdden der Zellfunktionen
scheinen nicht durch verabreichte Narkotika begriindet zu werden (BROCKER &
MACHER, 1981).

2 Tuberkulose beim Rotwild

2.1 Mycobacterium caprae und Mycobacterium bovis als Erreger

In der Verordnung zum Schutz gegen die Tuberkulose des Rindes (Tuberkulose-
Verordnung, RindTbVo) wird die Rindertuberkulose als nachgewiesene Infektion
von Boviden mit M. bovis, M. caprae, M. tuberculosis, M. africanum oder
M. microti definiert (RINDTB-VO, 2017). Bei den Rindern handelt es sich dabei
um eine anzeigepflichtige Tierseuche (BMJV, 2016). M. caprae wurde 2004 als
eigenstindiger Erreger der Rindertuberkulose in die Verordnung iiber
anzeigepflichtige Tierseuchen aufgenommen (BMIJV, 2004). M. bovis und
M. caprae werden als Erreger der Rindertuberkulose als gleichermafen bedeutend

in Deutschland angesehen (FLI, 2015).
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Mpycobacterium caprae

Wihrend die bovine Tuberkulose (bTB) in den nordlichen Teilen Deutschlands
hauptsédchlich von M. bovis hervorgerufen wird, dominieren im Siiden Infektionen
durch M. caprae. Seit 2008 werden zunehmend M.-caprae-Infektionen sowohl
beim Rotwild als auch bei Rindern festgestellt (FINK et al., 2015). Aranaz et al.
beschrieb 1999 erstmalig eine erfolgreiche Isolierung von M. caprae aus
Gewebeproben von Ziegen in Spanien (ARANAZ et al., 1999). Zunédchst nahm man
eine groBe phylogenetische Ahnlichkeit mit M. tuberculosis an und ordnete M.
caprae dieser Spezies als M. tuberculosis subsp. caprae subsp. nov. unter. Niemann
et al. deklarierte 2002 diese Behauptung als fehlerhaft. Er stellte die Annahme auf,
dass die Subspezies M. caprae von M. bovis abstammt. Als Begriindung fiihrte er
an, dass sich beide nur in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Pyrazinamid
unterscheiden und ansonsten in Wachstum sowie biochemischen- und genetischen
Eigenschaften iibereinstimmen. Von diesem Zeitpunkt an sprach man von M. bovis
subsp. caprae (NIEMANN et al., 2002). Im gleichen Jahr konnte Brosch et. al. den
Unterschied zwischen beiden Spezies dahingehend definieren, indem er herausfand,
dass M. bovis die ,,region of difference 4 (RD4) fehlt (BROSCH et al., 2002). Eine
Evaluations-Studie des Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes (MTC) basierend auf
der An- bzw. Abwesenheit sogenannter ,regions of difference® lies darauf
schlieBen, dass M. caprae élter als M. bovis ist. Somit konnte der einstige Entdecker
von M. caprae diese auch offiziell als eigensténdige Spezies definieren (ARANAZ
et al.,, 2003). Mittlerweile konnen einzelne M.-caprae-Isolate weiter unterteilt
werden. Domogalla et al. fiihrte eine genauere Untersuchung der RD4-Region von
M. caprae durch und stellte fest, dass man diese Spezies in mindestens vier
heterogene Vertreter unterteilen kann (DOMOGALLA et al., 2013). Bis dato
konnten noch mehr Subtypen identifiziert werden, wodurch mittlerweile sieben
genetische Variationen der RD4-Sequenz von M. caprae bekannt sind. Die
Erkenntnisse bedeuten gleichzeitig einen Fortschritt in der Erhebung

epidemiologischer Daten (RETTINGER et al., 2015; BROCKL, 2017).

Das Wirtsspektrum von M. caprae ist, wie jenes von M. bovis, weitreichend. Fiir
diese Arbeit spielen vor allem Infektionen von M. caprae beim Rotwild
(Cervus elaphus) eine libergeordnete Rolle (PRODINGER et al., 2002). Doch auch
Félle beim Menschen (PRODINGER et al., 2014), Rind (Bos taurus) (PRODINGER
et al., 2002), Schaf (Ovis aries) und Ziege (Capra aegagrus hircus) (RODRIGUEZ
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et al., 2011), Wild- und Hausschwein (Sus scrofa und Sus scrofa domesticus)
(NARANJO et al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2011) wurden beschrieben. Zudem
konnten Infektionen von verschiedenen Zootieren wie Dromedaren
(Camelus dromedarius) und Bisons (Bison bison) identifiziert werden (PATE et al.,

2006).

Mycobacterium bovis

M. bovis wurde 1970 von Alfred Karlson und Erwin Lessel benannt (KARLSON
& LESSEL, 1970). Vor allem wurde M. bovis bei Rindern (Bos taurus) (THAKUR
et al., 2012) isoliert, wobei diese Spezies als am empfianglichsten fiir den Erreger
gilt. Aber auch bei zahlreichen anderen Tieren sowie beim Menschen kann es zu
einer Infektion mit M. bovis kommen (COUSINS et al., 2003). So wurde das
Bakterium unter anderem auch beim Rotwild (Cervus elaphus) (DE LISLE &
HAVILL, 1985; ALDWELL et al., 2000; LOPEZ-OLVERA et al., 2013), Rehwild
(Capreolus capreolus) und Rotfuchs (Vulpes vulpes) (ZANELLA et al., 2008a)
sowie Dammwild (Dama dama) (GARCIA-JIMENEZ et al., 2012), europiischen
Wildschwein (Sus scrofa) in Spanien (NARANJO et al., 2008; GALINDO et al.,
2009), Fuchskusu/Possums (Trichosurus vulpecula) in Neuseeland (NUGENT,
2011), WeiBwedelhirsch (Odocoileus virginianus) in den USA (NUGENT, 2011)
sowie beim europdischen Dachs (Meles meles) in Grof3britannien und Irland

(BIELBY et al., 2014; ABDOU et al., 2016) isoliert.

Eine Differenzierung von M. caprae und M. bovis als Erreger der Tuberkulose u. a.
beim Rotwild ist zum einen durch die eben angefiihrte, unterschiedliche
Empfindlichkeit gegeniiber Pyrazinamiden moglich (NIEMANN et al., 2002). Zum
anderen stellt die Betrachtung der ,,regions of difference (RD)-Sequenzen eine
weitere Unterscheidungsmoglichkeit beider MTC-Mitglieder dar. Beide weisen sie
gemeinsame Deletionen von RD13, RD12, RD10, RD9, RDS8, RD7, RD6, RD5 in
ithrem Genom auf (ARANAZ et al., 2003). Allerdings besitzt M. caprae eine RD4-
Sequenz in verschiedenen Variationen, welche dem Genom von M. bovis
vollstidndig fehlt. Auf diese Art und Weise ist eine sichere Differenzierung beider
Spezies moglich (ARANAZ et al., 2003; DOMOGALLA etal., 2013). Letztendlich
kann eine Unterscheidung von M. bovis und M. caprae sowie von anderen

Mitgliedern des MTC durch die Betrachtung der ,,single nucleotide polymorphism*
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(SNP)s erfolgen. Hierbei werden Polymorphismen auf der Ebene einzelner
Nukleotide untersucht (SCORPIO & ZHANG, 1996; BROSCH et al., 2002;
NIEMANN et al., 2002). Diese Methode eignet sich gut, da ein SNP relativ stabil
bleibt, wenn er sich einmal klonal etabliert hat (HUARD et al., 2006).

2.2 Infektion und Pathogenese

Der pathologische Verlauf der Tuberkulose bei Rind und Wildwiederkduern ist
bislang noch nicht vollends geklirt und stiitzt sich weitreichend auf Erkenntnisse
des Verlaufs der Tuberkulose beim Menschen. Basierend auf Studien, welche sich
mit der experimentellen Untersuchung der Pathogenese der bovinen Tuberkulose
in Rindermodellen beschiftigt haben und der Tatsache, dass ein Austausch der
gleichen Mykobakterien-Subtypen zwischen Rind und Wildwiederkduern
stattfindet, wird nachfolgend die Pathogenese geschildert (NEILL et al., 2001;
NEILL et al., 2005; FINK et al., 2015).

Eine Ubertragung von Mykobakterien innerhalb und zwischen einzelnen Spezies
kann sowohl durch direkten Kontakt als auch indirekt erfolgen. Als héufigste
Infektionsquelle wird eine Ubertragung via Aerosol beziehungsweise alimentirer
Art diskutiert (NEILL et al., 1994; POLLOCK et al., 2006). Wenn auch seltener
beschrieben, besteht zudem die Mdéglichkeit einer Infektion iiber Wunden (wobei
eine Kontamination der Primdrwunde mit tuberkuldsen Bacilli vorausgesetzt wird)
sowie auf kongenitalem, genitalem und iatrogenem Weg (NEILL et al., 1994). Eine
Erregerausscheidung durch infektidse Tiere kann, je nach infiziertem Organ iiber
die Atmung (SMITH, 2003), mit der Milch (FRANCO et al., 2013) und, wenn auch
seltener liber Se- und Exkrete des Urogenital- und Gastrointestinaltrakts stattfinden

(CORNER et al., 2012).

Nach einer Infektion dienen Makrophagen als natiirlicher Lebensraum fiir
Mykobakterien. Eine Aufnahme erfolgt dabei entweder {iber Pinozytose oder iiber
spezifische Rezeptoren (HMAMA et al.,, 2015). Unter normalen Umstinden
besitzen Makrophagen die Fahigkeit, Bakterien in friihen Stadien durch
Phagozytose und oxidativen Stress zu beseitigen. Die Bildung eines Phagolysosoms
nach Fusionierung von Phagosom und Lysosom innerhalb des Makrophagen sowie
das Einwirken proteolytischer und lipolytischer Enzyme schaffen eine toxische
Umgebung fiir Bakterien und fiihren zu deren Abbau (RUSSELL et al., 2009;
PIRES et al., 2016). Pathogene Mykobakterien hingegen vermdgen die Reifung der
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Makrophagen und die Fusion mit Endo- und Lysosom zu unterbinden, wodurch sie
abbauenden Enzymen entkommen und in den Makrophagen persistieren konnen
(BROWN et al.,, 1969; PIRES et al., 2016). Eine zweite Moglichkeit der
Mykobakterien sich zu schiitzen sind Enzyme, die sogenannten
Superoxiddismutasen. Diese konnen reaktive Sauerstoffverbindungen, wie
Superoxidanionen, abfangen und in ungefdhrlichen Sauerstoff sowie
Wasserstoffperoxid iiberfiihren (CUMMING et al., 2014). Eine Freisetzung und
damit die Infektion neuer Zellen erreichen pathogene Mykobakterien durch
Herbeiflihren einer gezielten Nekrose von Zellen anstelle derer Apoptose. Dabei
filhren bereits 25 reaktive Bakterien intrazelluldr zur Nekrose des Makrophagen
(REPASY et al., 2013; WONG & JACOBS, 2016). Diese drei entscheidenden
Féhigkeiten der Mykobakterien, ihren Abbau durch Unterbindung der
Phagolysosombildung von Makrophagen zu verhindern, freie Sauerstoffradikale
abfangen zu konnen und neue Zellen aufgrund einer herbeigefiihrten Zellnekrose
zu infizieren, sind entscheidende Pathogenitétsfaktoren, die die Schwierigkeit einer

Eliminierung des Erregers unterstreichen.

Je nach den oben bereits erwihnten mdglichen Ubertragungswegen entsteht an der
entsprechenden  Eintrittsstelle des Erregers zunédchst ein sogenannter
,»Primarkomplex‘ unter Beteiligung der regionalen Lymphknoten (WALLGREN,
1948). Fiir den weiteren Verlauf der Infektion spielt der Status des individuellen
Immunsystems eine groe Rolle. Dabei kommen drei verschiedene Moglichkeiten
in Frage. Bei einer intakten Immunabwehr kann der Erreger in seltenen Féllen
eliminiert werden und entstandene Lasionen kdnnen vollstindig abheilen (NEILL
et al., 2001). In den meisten Féllen wird allerdings eine Immunantwort entwickelt,
die den Erreger zwar kontrollieren, aber nicht eliminieren kann (WATERS et al.,
2011). Es kommt zu einer persistierenden Infektion mit Abkapselung des Erregers,
wobei zundchst keine Symptome entwickelt werden. Bei einer andauernden,
intakten Immunabwehr kann dieser asymptomatische Zustand sogar iiber die
vollstindige Lebensdauer anhalten (SMITH, 2003). Kommt es allerdings zu einer
Immunsuppression, so kann es wiederum zu einer Generalisation der Infektion mit
Ausbreitung in die verschiedenen Organsysteme bis hin zur offenen Tuberkulose
kommen. Von einer infektiosen (offenen) Tuberkulose spricht man, sobald eine
Erregerausscheidung stattfindet (PARRISH et al, 1998). Eine derartige
Reaktivierung kann durch Untererndhrung, zunehmendes Alter und Stress

malgeblich unterstiitzt werden (RUSSELL, 2007). Liegt bereits zum Zeitpunkt der
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Infektion ein schlechter Immunstatus vor, kann es direkt zu einer Generalisation
kommen. Durch lympho-hdmatogene Dissemination kann der Erreger in die
verschiedenen Organsysteme ausstreuen und sich dort manifestieren

(Miliartuberkulose) (WALLGREN, 1948).

Namensgebend fiir die Tuberkulose sind die, im Laufe einer Infektion
entstehenden, sichtbaren Tuberkel oder Granulome. Ausschlaggebend fiir deren
Bildung ist die Immunreaktion des Wirtes, wodurch es zur Invasion von
Immunzellen in das betroffene Gewebe kommt (RUSSELL, 2007). Lasionen stellen
sich in der Regel als kleine feste Knoten dar. Im Zentrum kommt es zur Aggregation
von vergroBBerten Makrophagen (Epitheloidzellen). Durch deren Fusionierung im
Zuge der granulomatdsen Entziindung entstehen mehrkernige Riesenzellen vom
Langhans-Typ (PUISSEGUR et al., 2004). In der Peripherie dieses Tuberkel-Kerns
lagern sich Lymphozyten, Plasmazellen und Monozyten an. Im Laufe der Infektion
bildet sich eine fibrose Kapsel um den Tuberkel. Dieser weist zentral eine
entstehende, verkdsende Nekrose auf, in deren Bereich zudem eine Mineralisierung

beobachtet wurde (NEILL et al., 2001; SAKAMOTO, 2012).
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Abbildung 5: Darstellung eines charakteristischen Tuberkels infolge einer
TB-Infektion

Zu sehen sind zentral eine verkidsende Nekrose (langer Pfeil) sowie umliegende
Riesenzellen vom Langhans Typ (kurzer Pfeilt)

Modifiziert nach Chien et al. (CHIEN et al., 2016)

2.3 Vorkommen

Die Bundesrepublik Deutschland gilt seit 1997 als amtlich anerkannt frei von
Rindertuberkulose (EU-KOMMISSION, 2016); trotzdem treten bis heute immer
wieder TB-Fille bei Rindern und beim Rotwild auf (MENGE et al., 2016). In Teilen
Osterreichs (Voralberg, Tirol) vermerkte man seit 1999 immer wieder
M.-caprae-Infektionen bei Rind und Rotwild (PRODINGER et al., 2002;
SCHOEPF et al., 2012). Entlang der bayrischen Alpenkette und der angrenzenden
Osterreichischen Regionen wird seit 2008 ebenfalls ein Anstieg von
M.-caprae-Infektionen in beiden Spezies festgestellt (FLI, 2013; FINK et al., 2015;
RETTINGER et al., 2015). Das Rotwild gelangte zunehmend als bedeutender
Erregeriibertrager in den Fokus, da ein direkter bzw. indirekter Kontakt zwischen
Rindern und dem Rotwild auf Alpenweiden nicht zu vermeiden ist (SCHOEPF et

al., 2012). In einzelnen Gebieten in Osterreich wurden sogar Privalenzen von bis
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zu 40 % bei mit M. caprae infiziertem Rotwild festgestellt (KOSSLER, 2011).
Spezielle ~ Wildtier-Monitoring-Programme wurden zur Ermittlung der
Tuberkulose-Priavalenz beim Rotwild herangezogen und zeigten diesbeziiglich
Werte von 1,1 % im Oberallgdu und 2,1 % im Karwendel-Gebiet (GERSTMAIR,
2011). Fir die Jagdsaison 2009/2010 ermittelte man fiir das Rotwild eine
M.-caprae-Pravalenz von bis zu 23,1 % in Tirol (FINK et al., 2015). Aus
Rotwild- und Rinderproben der betroffenen deutsch-Osterreichischen Regionen
(Karwendel, Lechtal) wurde eine Speziesdifferenzierung durchgefiihrt, welche in
einem positiven Nachweis von M. caprae resultierte. Dabei wiesen die jeweils
regionalen Isolate deutliche Gemeinsamkeiten auf, unterschieden sich allerdings
zwischen den einzelnen Gebieten. Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass die
Infektion in den einzelnen Regionen seit langem endemisch ist und es lokal zu
Verianderungen im Genom von M. caprae kam. Dabei scheint es sich um separate
Geschehen zu handeln (PRODINGER et al., 2002). Zudem wurde zwischen den
Alpenlindern Deutschland, Osterreich, Schweiz und Italien ein gemeinsames
Monitoring, ,,TB-Alpine-Wildlife* durchgefiihrt, das die Dokumentation von
Tuberkulose-Infektionen bei Wildtieren mit Schwerpunkt Rotwild als Ziel hatte.
Dieses EMIDA (Emerging and Major Infectious Diseases of Livestock) ERA-Net
Projekt ermdglichte eine Beurteilung der Infektionsgefahr, ausgehend von der
alpinen Wildtierpopulation. In den ausgewihlten Untersuchungsgebieten Tirol und
Voralberg konnte die geographische Verteilung von, mit M. caprae infiziertem
Rotwild auf bestimmte Risikogebiete eingegrenzt werden (BMG, 2013). In der
Folge wurde dieses Projekt im Rahmen eines bayrischen Tuberkulose-Rotwild-
Monitorings entlang der bayerischen Alpenkette fortgesetzt (LGL, 2013). Tabelle 1
zeigt eine Auflistung der M.-caprae-positiven Fille beim Rotwild, welche im Zuge
des TB-Monitorings in den ,,Hotspot“-Gebieten Tirol und Vorarlberg innerhalb der
Jagdperiode von 2009 bis 2015 ermittelt wurden.
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Tabelle 1: M.-caprae-positive Hirsche des Rotwild-TB-Monitorings in
Osterreich in den Jagdjahren 2009 - 2015

Anzahl an M.-caprae—positivem Rotwild
Gebiete des

Rotwild-TB-Monitorings

In den Jagdjahren 2009 — 2015

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Tirol Seuchengebiet - - 82 51 12 15 27
Tirol Karwendel- Screening | - - - 0 2 5 2
Vorarlberg 7 4 8 7 24 72 43

Modifiziert nach Brockl (BROCKL, 2017)

Durch die Arbeit von Fink et al. konnte das Rotwild fiir die Osterreichische Region
offiziell als Reservoirwirt fiir M. caprae definiert werden, was die {ibergeordnete
Bedeutung dieses Erregers beim Rotwild hinsichtlich der TB unterstreicht (FINK
et al., 2015). Unter Reservoirwirten versteht man Tiere, die chronisch infiziert sind
und den Erreger innerhalb der eigenen Tierspezies oder auf andere Tierspezies
ibertragen und so zur Ausbreitung und Aufrechterhaltung der Infektion beitragen,
wohingegen Ubertréiger, sogenannte ,,spillover hosts“, den Erreger nur fiir eine
bestimmte Zeit in einer Population halten koénnen und fiir ein Fortbestehen der
Infektion ein erneuter Eintrag von auflen nétig ist (CORNER, 2006; NUGENT,
2011). Diese Einteilung ist insofern von Bedeutung, als dass dadurch die
Notwendigkeit einer Kontrolle der Wirtsspezies festgelegt werden kann
(CORNER, 2006). Zudem wurde eine Ubertragung von M. caprae zwischen Rind
und Rotwild bestitigt. Der Nachweis von, mittlerweile sieben genetisch
unterscheidbaren M.-caprae-Subtypen in Rindern und Rotwild in definierten
deutsch-Osterreichischen-Regionen belegt eindeutig einen Austausch dieses
Erregers zwischen den beiden Wiederkduerarten in den entsprechenden Gebieten.
Abbildung 6 veranschaulicht die rdumliche Verteilung der, zundchst bekannt
gewesenen vier RD4-Subtypen von M. caprae (RETTINGER et al., 2015;
BROCKL, 2017).
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RD4-Subtypen und Epidemiologie von M. caprae in deutsch-

osterreichischen Regionen
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M. capree-Subtypen: Inhalt: Grﬁﬁe: X
< R4 Subtyp Allggu schwarz: Rotwild klein: 1 -5 Tiere
© R4 Subtyp Lechtal leer: Rind 2013 — 2014 medium: 6 — 10 Tiere
[ RD4 Subtyp Karwendel schraffiert: Rind 1999 — 2008 grofi: 11 —20 Tiere
kariert: Fuchs sehr grofi: 21 — 35 Tiere

Abbildung 6: Riumliche Verteilung von M. caprae RD4-Subtypen im

Rotwild und Rind.
Hintergrundfarbe: hellgrau, Osterreich; weiB, Bayern; UA, Unterallgéu; OAL, Ost-

Allgdu; OA: Oberallgiu; WM, Weilheim-Schongau; GAP, Garmisch-
Partenkirchen; TOL, Bad Télz; 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.-Tal ,
Stillach-Rappenalp Tal

Modifiziert nach Rettinger et al. (RETTINGER et al., 2015)

Im Tierseuchennachrichtensystem (TSN) werden die einzelnen Erreger der
Rindertuberkulose erfasst. Seit der Festlegung von M. caprae als eigenstindige
Spezies (ARANAZ et al, 2003), wird dieser Erreger gesondert gelistet.
Abbildung 7 zeigt die rdumliche Verteilung der vom TSN registrierten Félle
boviner Rindertuberkulose, verursacht durch M. bovis bzw. M. caprae, in
Deutschland in den Jahren 2013-2017. Die dabei konzipierten Daten zeigen einen

eindeutigen Schwerpunkt von M.-caprae-Infektionen im Siiden Deutschlands,
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wohingegen im Norden M. bovis vorrangig als Verursacher der Rindertuberkulose
gilt (FLL, 2016a). Die Dominanz an M.-caprae-Infektionen im Siiden unterstreicht
die, in diesen Gebieten zunehmend dokumentierten TB-Fille im Rotwild,
verursacht durch selbigen Erreger. Diese essentiellen Punkte, dass das Rotwild als
offizielles Reservoir von M.-caprae-Infektionen definiert wurde und eine
Ubertragung auf Rinder stattfindet, zeigt die Notwendigkeit einer Kontrolle von

M.-caprae-Infektionen in Rotwild-Populationen.

Abbildung 7: Amtlich dokumentierte Rindertuberkulose-Ausbriiche in
Deutschland in den Jahren 2013-2017

Es ist ein deutliches Nord-Siid-Gefille von M. bovis (griin dargestellt) und
M. caprae (rot dargestellt) zu erkennen.

Datenquelle: TSN, Abfragedatum 01.04.2017

Auch in der Schweiz gibt es Rotwildpopulationen, welche endemisch mit
M. caprae infiziert sind. Aufgrund der geographischen Lage wird eine Verbindung
mit den genannten Fillen in Tirol bzw. Voralberg diskutiert. Ein vermehrtes
Auftreten von TB im Rotwild wird in Zusammenhang mit einer vielfach

praktizierten, supplementdren Fiitterung dieser Wildtierpopulation und damit deren
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Wachstum gebracht (SCHILLER et al., 2011).

Vermehrt auftretende Tuberkulosefille unter anderem bei Rot- und Schwarzwild

wurden ferner fiir die Normandie beschrieben (ZANELLA et al., 2008a).

In Spanien, einem EU-Mitgliedsstaat ohne anerkannten, tuberkulosefreien Status
gilt das Rotwild ebenfalls als bestehendes Wildtierreservoir und potentielle
Infektionsquelle von Rinderbestinden mit bTB (ARANAZ et al., 2004). Durch
gezielte Uberwachungs- und BekiimpfungsmaBnahmen konnte Spanien eine
deutliche Senkung der TB-Prdvalenzen in Rinder- und Wildtierpopulationen

erreichen (SCHILLER et al., 2011).

Studien ergaben, dass die groBte Gefahr einer Ubertragung von TB in der EU von
dem Rind-Rotwild-Wildschwein-System ausgeht, was die Rolle des Rotwilds als
Reservoir und damit Ubertriiger hervorhebt (HARDSTAFF et al., 2014).

24 Epidemiologie

M. bovis, M. caprae, M. tuberculosis, M. africanum und M. microti konnen als
Erreger beim Rotwild zur Tuberkulose fithren (PRODINGER et al., 2002;
WATERS et al., 2008; RINDTB-VO, 2017), wobei das Rotwild als offizielles
Reservoir von M. caprae gilt. (FINK et al., 2015). Wie in Abschnitt II, 2.3 bereits
beschrieben, wurden in den letzten Jahren vermehrt M.-caprae-Félle sowohl beim
Rotwild als auch beim Rind in definierten deutsch-Osterreichischen Gebieten
beschrieben. Damit in Zusammenhang vermutete man aufgrund der regionalen
Lage auch M.-caprae-Fille beim Rotwild in der Schweiz (SCHILLER et al., 2010).
Uber die genaue Ubertragungsroute ist dabei wenig bekannt (FINK et al., 2015;
RETTINGER et al., 2015). Die erhohte Tuberkulosedichte im Rotwild fiihrte man
hauptsichlich auf eine Uberpopulation des Schalenwilds in den von Tuberkulose
betroffenen Jagdrevieren zurlick. Durch verstirkten Tierkontakt aufgrund
Winter- bzw. Zusatzfiitterung wurde der Ausbreitung des Erregers zusétzlich
Vorschub geleistet. Als ursdchlich fiir den Eintrag von M. caprae in die
Nutztierpopulation betrachtete man den Kontakt zwischen den Wildtieren und
Rindern wihrend der Alpungsperiode (BMGF, 2013; FINK et al., 2015). Ahnliche
Beobachtungen wurden bereits fiir die Ubertragung von M. bovis zwischen Rind
und anderen Wildtieren, durch deren direkten bzw. indirekten Kontakt auf
Weideflichen gemacht (BROOK et al.,, 2013). Eine verstirkte Zusatz- und

Winterfiitterung, die unter anderem zu einer gesteigerten Tierdichte fiihrt, wurde
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als Ursache fiir eine erhohte M.-bovis-Pravalenz in Wildtierpopulationen definiert
(MILLER & SWEENEY, 2013; PALMER, 2013). Als mogliche Infektionsquellen
werden kontaminierte  Fiitterungsstellen, inklusive  Wassertrdnken und
Salzlecksteine, sowie infektiose Exkrete auf den zugédnglichen Flédchen in Betracht
gezogen (CORNER, 2006). Das Rotwild konnte bereits als offizielles Reservoir
von M. caprae und wesentlicher Tuberkuloseiibertriger auf das Rind identifiziert
werden. Aufgrund eines fehlenden epidemiologischen Zusammenhangs zwischen
vielen bTB-Fillen bei Rindern in Osterreich, schlussfolgerte man daher einen
Erregereintrag durch diese Spezies (KOSSLER, 2012). Tabelle 2 veranschaulicht
die in den ,Hotspot“-Gebieten Tirol und Vorarlberg angezeigten positiven

M.-caprae-Fille bei Rindern.

Tabelle 2: Angezeigte M.-caprae-Infektionen bei Rindern in Tirol und
Vorarlberg in den Jahren 2008 - 2015

Anzahl der M.-caprae-positiven Rinder

Untersuchungsgebiet im Zeitraum von 2008 - 2015

¢ 200 200 201 201 201 201 201 201

8 9 0 1 2 3 4 5

Tirol (Bezirke Reutte,
Landeck, Imst und 21 6 6 3 25 4 3 1

Innsbruck-Land

Vorarlberg - 0 3 0 0 6 8 4

Modifiziert nach Brockl (BROCKL, 2017)

Um dem Infektionsdruck durch das Rotwild entgegenzuwirken wurde landesweit
eine Rotwild-TBC-Verordnung in Osterreich erlassen, welche durch Kontrolle der
Wildtierfiitterung sowie Reduktion der Wildbestinde in ausgewiesenen
Risikogebieten eine Bekimpfung und Uberwachung ermdglichen sollte (BMGF,
2017). Studien beschreiben die Mdglichkeit einer umgekehrten Ubertragung von
Rinderpopulationen auf Wildtiere (BENGIS et al., 2002; MILLER et al., 2013). In

den beschriebenen Fillen konnte ein Zusammenhang von humanen
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M.-caprae-Infektionen und dem Auftreten des Erregers in den Tierbestdnden
ausgeschlossen werden (BMG, 2014). Dass eine M.-caprae-Infektion beim
Menschen eine TB-Erkrankung auslosen kann und daher als Zoonose von
Bedeutung ist, ist bestétigt (PRODINGER et al., 2002; HANSEN et al., 2012). In
Spanien konnte infolge der Identifizierung des gleichen caprinen Genotyps in
Ziegen und beim Menschen eine direkte Ubertragung von M. caprae zwischen
diesen Spezies bewiesen werden (GUTIERREZ et al., 1997; PRODINGER et al.,
2002).

2.5 Bedeutung als Zoonose

Etwa ein Drittel der Weltbevolkerung ist latent mit Tuberkulose infiziert (WHO,
2016). Das heifit, diese Menschen hatten Kontakt zu Mykobakterien, zeigen aber
bisher keine aktive Erkrankung und fungieren nicht als Ubertriiger. Man spricht von
einem Risiko von etwa 10 % der infizierten Menschen, wéhrend ihres Lebens an
TB zu erkranken, wobei eine Immunsuppression durch HIV, Untererndhrung sowie
Diabetes dieses Risiko entscheidend erhoht. Weltweit ist die Tuberkulose beim
Menschen eine von den zehn héufigsten Todesursachen. Im Jahr 2015 erkrankten
10,4 Millionen Menschen an TB und 1,8 Millionen starben in derer Folge (WHO,
2016). Nach einer Stagnation mit langsam ansteigender Tendenz, verzeichnete man
vor allem im Jahr 2015 einen enormen Anstieg der Fallzahlen von, an TB
erkrankten Menschen (RKI, 2015b). Vorrangig wird als Ursache eine zunehmende
Migrationsrate angefiihrt (RKI, 2017). Grundsétzlich ist eine Infektion des
Menschen durch die Mitglieder des MTC aufgrund des breiten Wirtsspektrums
moglich (WIRTH et al., 2008). Der Grofteil, der an Tuberkulose erkrankten
Menschen wird auf eine Infektion mit M. tuberculosis zuriickgefiihrt (MACK et al.,
2009), wobei hauptsichlich eine direkte Ubertragung von Mensch zu Mensch
erfolgt (MORRISON et al.,, 2008) und dies im Kontext der Zoonose eine
untergeordnete Rolle spielt. M. bovis und M. caprae besitzen das hochste
zoonotische Potential unter den MTC-Mitgliedern (MULLER et al., 2013). Hierbei
sind sowohl eine direkte Ubertragung vom Tier auf den Menschen und umgekehrt
(FRITSCHE et al., 2004), als auch indirekt durch den Konsum tierischer Produkte
und Lebensmittel, wie z. B. Rohmilch (DE LA RUA-DOMENECH, 2006)
beschrieben. Vor allem Angestellte in Zoos sowie auf landwirtschaftlichen
Betrieben und Veterindre sind durch den unmittelbaren Kontakt mit eventuell

infizierten Tieren einem erhdhten Risiko ausgesetzt. Nach wie vor gilt der Verzehr
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von kontaminierten Rohmilchprodukten als bedeutende Infektionsquelle des
Menschen mit zoonotisch bedeutsamen Mykobakterien (TORRES-GONZALEZ et
al., 2013). In den heutigen Industrielindern wurde durch die Einfiihrung der
Pasteurisierung der Milch (HARRINGTON & KARLSON, 1965) diese Gefahr
nahezu vollstindig getilgt (THOEN et al., 2006). Die Beurteilung inwiefern M.
bovis und M. caprae als Verursacher an der humanen Tuberkulose mal3geblich
beteiligt sind, ist insofern erschwert, als dass bei der Diagnose haufig keine
definitive Speziesermittlung erfolgt (THOEN et al., 2006) und diese Fille
statistisch als Infektion mit M. tuberculosis einflieBen (ACMSF, 2002). Der Anteil
an durch M. bovis verursachten humanen Tuberkuloseféllen in Deutschland lag mit
einem definitiven Nachweis in 54 Fillen 2015 bei 1,5 %. Humane Infektionen
durch M. caprae wurden nicht separat erfasst und fallen statistisch unter die 11,4 %
der nicht weiter differenzierten MTC-Infektionen (RKI, 2015a). Im Zeitraum
zwischen 1999 und 2001 ergab eine Auswertung von M.-bovis-Humanisolaten
einen 31 prozentigen Anteil daraus an M. caprae. Das bereits in Abschnitt 11, 2.3
beschriebene Nord-Siid-Gefille, wobei M. bovis vermehrt im Norden und
M. caprae im Siiden vertreten sind, war auch hier ersichtlich (KUBICA et al.,
2003). M. caprae kann ebenfalls {iber erkrankte Tiere, Rohmilch und
Rohmilchprodukte iibertragen werden und beim Menschen unter anderem Lupus
vulgaris (TAR et al., 2009), die hdufigste Form der Hauttuberkulose sowie
pulmonale und extrapulmonale Formen der Tuberkulose auslosen (PRODINGER
et al., 2002; BLAAS et al., 2003). Zudem wurde 2012 ein Fall der tuberkuldsen
Meningitis, hervorgerufen durch M. caprae, bei einer Person aus Stiddeutschland

verdffentlicht (HANSEN et al., 2012).

2.6 Tuberkulose bei weiteren Wildtieren

M. bovis und M. caprae gelten, wie auch M. tuberculosis, M. africanum und
M. microti als Erreger der Tuberkulose (RINDTB-VO, 2017) und sind
Hauptverursacher der TB in domestizierten Tierpopulationen (PESCIAROLI et al.,
2014). Die einzelnen Mitglieder des MTC unterscheiden sich zwar in ihrer
Wirtspezifitidt, wobei die Erreger der Tuberkulose, v. a. M. bovis ein breites
Wirtsspektrum aufweisen (BASS et al., 2013; FINK et al., 2015). So kann es
nachweislich zu einer Infektion von z.B. Rind (THAKUR et al., 2012),
Afrikanischen Biiffeln (Syncerus caffer) (PALMER, 2013), Wildwiederkduer
(NUGENT, 2011), Dachs (BIELBY et al., 2014; BYRNE et al., 2014), Haus- und
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Wildschwein (NARANJO et al., 2008; PALMER, 2013), Fuchskusu (PALMER,
2013), Mensch (FRITSCHE et al.,, 2004) etc. kommen. Durch die geringe
Wirtsadaption des Erregers an das Rind kommen Infektionen weltweit in
verschiedenen Wildtierpopulationen vor, welche zur Ausbreitung der Erkrankung
beitragen und eine Kontrolle der Krankheit schwierig machen (CHAMBERS, 2013;
PALMER, 2013).

GroBbritannien gilt nicht als tuberkulosefreies Land und muss nach wie vor hohe
Pravalenzen der bovinen Tuberkulose verzeichnen. Bis zum Austritt aus der EU,
wiesen Irland mit 4,37 % und das Vereinigte Konigreich mit 3,27 % die hochsten
Herdenprivalenzen aller Mitgliedstaaten auf (SCHILLER et al., 2011). Nach wie
vor wird eine ansteigende Tendenz beschrieben, was die Forderung nach stetig
steigenden BekdmpfungsmafBnahmen begriindet (REYNOLDS, 2006). Dabei stellt
der Dachs als Wildtierreservoir eine herausragende Gefahrdung beziiglich des
Eintrags der bovinen Tuberkulose in die Rinderbestinde dar (GORMLEY &
CORNER, 2013). Zunidchst versuchte man in Gebieten mit einer sehr hohen
TB-Infektionsrate bei Dachsen durch Reduktion der Populationen den
Infektionsdruck und damit die Gefahr der Ubertragung auf Rinderherden
einzuddmmen (WILSON et al., 2011; GORMLEY & CORNER, 2013). Es konnten
zwar in den entsprechend bejagten Gebieten geringe Erfolge aufgrund einer
abnehmenden Inzidenz der Infektion in Rinderbestinden verzeichnet werden,
allerdings blieb weitfldchig dieser Erfolg aus. Vielmehr wurde insgesamt trotzdem
eine tendenziell steigende bTB-Inzidenz in den Rinderpopulationen beobachtet und
dadurch das Programm offiziell gestoppt (WILSON et al., 2011). Des Weiteren
steht der Dachs in Irland und dem United Kingdom unter Naturschutz, was diese
Form der bTB-Bekédmpfung deutlich einschrinkt (GORMLEY & CORNER, 2013).
Gegenwirtig verfolgt man die Strategie, die Infektionsquelle Dachs zu minimieren,
indem man die Moglichkeit einer flichendeckenden und kosteneffektiven
Vaccination fokussiert, wobei sich kommerziell verfiigbares BCG in ersten Studien
bereits als sicher erwies (LESELLIER et al.,, 2006) und zu einer schiitzenden
Immunitat fiihrte (CORNER et al., 2008). Da eine Manipulation der Tiere im Zuge
der Verabreichung der Vakzine notwendig ist, sollen weitere Entwicklungen auf
einen, oral verfligbaren Impfstoff abzielen (WILSON et al., 2011). Auch hier
verzeichneten erste Studien bereits positive Resultate (CORNER et al., 2010).
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In Spanien stellt nicht nur das Rotwild, sondern auch das Wildschwein ein
Reservoir der bovinen Tuberkulose und damit eine potentielle Gefahr der
Eintragung von M. bovis in Rinderpopulationen dar (sieche Abschnitt II, 2.3)
(NARANIJO et al., 2008). Neben der Bejagung von Wild und deren Abgrenzung
von Weidefldchen der Rinder, wird auch hier die Entwicklung wirksamer und
einfach anwendbarer Vakzine in den Fokus gestellt, um bestehende Infektionsherde
zu minimieren (BALLESTEROS et al., 2009). Wie in Abschnitt I1, 2.3 beschrieben,
stellt das Rind-Rotwild-Wildschwein-System europaweit das meist vertretene
System beziiglich der bTB-Ubertragung dar (HARDSTAFF et al., 2014; SANTOS
et al., 2015).

Auch auBlerhalb Europas ist die Rindertuberkulose eine Gefdhrdung der
Tiergesundheit. So sind der Fuchskusu und das Frettchen in Neuseeland ein
Reservoir an M. bovis (CORNER, 2006; NUGENT, 2011) und damit potentielle
Infektionsquelle fiir dortige Rinderherden (TWEDDLE & LIVINGSTONE, 1994;
GRIFFIN et al., 2004).

In den USA gilt der Weilwedelhirsch als chronisch mit M. bovis infiziert und wird
offiziell als Wildtierreservoir der bovinen Tuberkulose betrachtet (NUGENT,
2011; WATERS & PALMER, 2015).

In Australien gelten sowohl das Wildschwein als auch der Wasserbiiffel als

potentielle Infektionsquelle von M. bovis (CORNER, 2006).

3 Diagnose der Tuberkulose beim Rotwild

Die Diagnostik der bovinen Tuberkulose, u. a. der Nachweis von M. caprae beim
Rotwild, stiitzt sich im Allgemeinen auf die fiir das Rind beschriebenen
Moglichkeiten zur Feststellung von TB (FLI, 2016b; RINDTB-VO, 2017).
Grundsitzlich kann eine Einteilung der diagnostischen Methoden in post mortem

und ante mortem Methoden erfolgen.

3.1 Post mortem Diagnose

Die post mortem Untersuchung von Schlachtkdrpern stellt gegenwartig die einzige
Moglichkeit dar, um beim Rotwild TB-verddchtige Lisionen nachweisen zu
konnen. TB-Kontrollprogramme bei Wildtieren werden in verschiedenen Léndern
in Form einer Kombination aus Schlachttieruntersuchung und Intrakutantest

durchgefiihrt (WATERS et al., 2008).
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Bei der pathologisch-anatomischen Untersuchung wird das Augenmerk auf die fiir
die Tuberkulose klassischen Granulome gerichtet. Derartige Verdnderungen sind
allerdings erst in fortgeschrittenen Stadien visuell eindeutig zuzuordnen und
konnen in einem frithen Infektionsstadium nicht sicher detektiert werden. Bei
Routineuntersuchungen von Rinder-Schlachtkérpern erfolgt die Examinierung oft
unzureichend, wodurch positive Tiere nicht erkannt werden. Zudem ist lediglich
die Erhebung einer Verdachtsdiagnose mdoglich, die nachfolgend bestétigt werden
muss. Somit erweist sich die Untersuchung der Schlachtkérper zur Detektion von
TB als wenig effizient (GORMLEY et al., 2006; RINDTB-VO, 2017). Tiere,
welche im Hauttest positiv sind, werden oft bei der Schlachttieruntersuchung nicht
als solche erkannt, da sie noch keine makroskopisch sichtbaren Lasionen (non
visible lesions, NVL) entwickelt haben. Corner und Mitarbeiter berichteten in einer
Studie, dass bis zu 53 % der im Hauttest positiven Tiere in der
pathologisch-anatomischen Untersuchung als falsch negativ hervorgehen
(CORNER, 1994). Eine weitere Studie ergab eine Sensitivitidt der post mortem
Untersuchung von Schlachttieren von nur 28 % (SCHILLER et al., 2011). Da als
primire Eintrittspforten der Respirations- bzw. Gastrointestinaltrakt gelten, ist eine
erste Entwicklung von Lésionen in den dazugehdrigen Organen und regionalen
Lymphknoten am wahrscheinlichsten (MCCORRY et al., 2005). Grundsétzlich
kann in Gebieten mit einer sehr hohen TB-Prdvalenz gro3eres Vertrauen in eine
erfolgreiche Detektion von TB-verdédchtigen Tieren durch die Untersuchung von
Schlachtkorpern gelegt werden, wihrend im Falle einer niedrigen Pridvalenz eine
sichere Diagnose des Bakteriums mittels sensitiveren Methoden an Wichtigkeit
zunimmt. In einer Studie, in der die bTB-Privalenz bei Rindern bei 19,8 % lag,
konnte eine Sensitivitit von 78,4 % und eine Spezifitit von 99 % erreicht werden.
Letztendlich kann eine Infektion mit Erregern der bovinen Tuberkulose erst durch
eine nachfolgende Bestitigung mittels bakteriologischer Untersuchung definitiv
sichergestellt werden (CORNER, 1994; PUCKEN et al., 2017). Besteht beim Rind
der Verdacht auf bovine Tuberkulose infolge der Schlachttieruntersuchung, ist laut
RindTbVO (Stand 17.05.2017) ein molekularbiologischer Nachweis mittels
Nukleinsdureamplifikationstechnik obligat (RINDTB-VO, 2017). Studien, welche
sich mit den pathologisch-anatomischen Verdnderungen verschiedener Hirscharten
infolge TB beschiftigt haben, konnten eine unterschiedliche Auspriagung der
Lésionen verglichen mit jenen beim Rind aufzeigen. Experimentell infizierte Tiere

hatten entweder keine makroskopisch sichtbaren Verdnderungen oder wiesen
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diinnwandige, abszessidhnliche Lédsionen mit fliissigem Inhalt auf. Verkalkungen,
wie sie beim Rind oftmals beobachtet werden, waren kaum vertreten (PALMER et
al., 2002). Infiziertes Rotwild tendiert zu einer Generalisation der Infektion und
spielt aufgrund der Neigung zu einer offenen Tuberkulose eine bedeutende Rolle
als Ubertriger (ZANELLA et al., 2008b). Generell sind beim Rotwild neben
pathologisch-anatomischen Verdnderungen der retropharyngealen, thorakalen und
abdominalen Lymphknoten auch visuelle Lésionen in den Tonsillen typisch

(MARTIN-HERNANDO et al., 2010).

Besteht infolge der Schlachtkorperexaminierung von Rindern bzw. von Rotwild der
Verdacht auf TB, konnen nachfolgend weitere post mortem Untersuchungen, wie
die mikroskopische Untersuchung, der kulturelle Nachweis von Mykobakterien
sowie die Polymerase-Kettenreaktion angeschlossen werden. Aufgrund der oben
beschriebenen Schwierigkeit, vorhandene Ladsionen sicher identifizieren zu kdnnen,
ist die Wahrscheinlichkeit eines positiven Nachweises von Mykobakterien als

gering zu werten.

Durch den mikroskopischen Nachweis konnen die Mykobakterien als séurefeste
Stabchen einfach und schnell dargestellt werden. Eine Speziesdifferenzierung ist
dabei allerdings nicht moglich (NEUMEISTER et al., 2009). Die geldufigste
Methode stellt dabei die Farbung nach Ziehl-Neelsen dar (COOK, 1997). Die
Mykobakterien erscheinen als rot gefarbte Stdbchen auf blauem Untergrund (FLI,
2016b). Zudem kann eine Visualisierung mittels Fluoreszenzmikroskop und
vorangegangener Farbung der Proben mit Auramin erfolgen. (NEUMEISTER et
al., 2009). Mykobakterien lassen sich dabei gelb-rétlich darstellen (HOLANI et al.,
2014). Die mikroskopische Darstellung gestaltet sich einfach und schnell.
Allerdings schreibt man ihr nur eine geringe Sensitivitit zu (STEINGART et al.,
2006). Eine weitere Voraussetzung fiir ein Gelingen der mikroskopischen
Untersuchung ist eine ausreichend hohe Bakterienkonzentration in der zu
untersuchenden Probe. So ist erst ab einer Bakteriendichte von mehr als
10* Organismen/ml ein zuverldssiger Nachweis moglich (RUSCH-GERDES &
HILLEMANN, 2008).

Eine definitive Diagnose kann nur mit einer Isolierung des Erregers oder des
Nachweises seiner DNA erreicht werden. Als Goldstandard gilt dabei nach wie vor

die kulturelle Isolierung des Erregers (NEUMEISTER et al., 2009). In einem

positiven Fall gilt die Diagnose als beweisend und wird als Bestétigungstest infolge



II Literaturiibersicht 43

anderer diagnostischer Methoden, wie z. B. der Schlachtkérperuntersuchung oder
des Intrakutantests herangezogen (RINDTB-VO, 2017). Gebriuchliche
Nahrmedien zur kulturellen Isolation von Mykobakterien sind die Festndhrboden
Lowenstein-Jensen und Stonebrink sowie die Fliissigmedien Middlebrook und
Kirchner, empfohlen durch das veterindrmedizinische Referenzlabor fiir Tuberkulose des
Friedrich-Loeffler-Instituts (FLI) und verdffentlicht in Form der Amtlichen
Methodensammlung (FLI, 2016b). Mykobakterien weisen in Fliissigndhrmedien
das bessere Wachstum auf; allerdings ist hierbei die Gefahr einer Kontamination
grofler. Eine Kombination aus fliissigen und festen Ndhmedien erwies sich als
Mittel der Wahl (NEUMEISTER et al., 2009; GORMLEY et al., 2014). Die
Entwicklung sichtbarer Lésionen erfolgt, wie bereits zuvor beschrieben, erst
wihrend des Fortschreitens der Infektion (GORMLEY et al., 2006). Das heif3t, auch
im Falle der Kultur kann sich das Auffinden von visuellen Verédnderungen als
limitierender Faktor auswirken, da frithe Infektionsstadien oft mangels positiven
Materials unentdeckt bleiben und so eine gezielte Probennahme erschwert ist.
Malgeblich fiir eine erfolgreiche Anzucht ist zudem die richtige Durchfiihrung
(GORMLEY et al., 2014). Enthélt das Untersuchungsmaterial zwar Erreger, sind
diese aber nicht mehr vermehrungsféhig, kann dies zu falsch-negativen Resultaten
fiihren (WARDS et al., 1995). Das langsame Wachstum der Mykobakterien und der
damit verbundene enorme Zeitaufwand stellen zudem weitere Nachteile dieses

Verfahrens dar (CARDOSO et al., 2009).

Als molekularbiologische Nachweismethode sieht die Verordnung zum Schutz
gegen die Rindertuberkulose die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vor. Der
Verdacht eines bTB-positiven Rindes kann unter anderem durch den Nachweis von
MTC-DNA bestitigt werden (RINDTB-VO, 2017). Die Durchfithrung dieser
Methode wird ebenfalls in der Amtlichen Methodensammlung des FLI beschrieben.
Es konnen hierbei auch Erreger, die nicht mehr lebensfdhig sind, nachgewiesen
werden (FLI, 2016b). Das Funktionsprinzip stiitzt sich auf den Nachweis zweier
Genfragmente. So dienen als Zielsequenzen das Gen fiir eine hypothetische
Helicase (HELI), (RODRIGUEZ et al., 1995) sowie das Insertionsfragment (IS)
1081. Taylor und Mitarbeiter gelang es durch den Einsatz des IS 1081 in der PCR
eine M.- bovis-Detektionsrate von 91 % der in Kultur positiven Proben zu erreichen
(TAYLOR et al., 2007). Der Nachweis von MTC-Mitgliedern gilt als positiv, wenn
die Nukleotidsequenzen beider Genorte amplifiziert werden, wohingegen der

Beweis von nur einem der beiden Genorte als fragwiirdiges Resultat gewertet wird.
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Als interne Kontrolle einer erfolgreichen DNA-Extraktion dient die Amplifizierung
der genomischen DNA des 3-Aktin Gens aus dem tierischen Gewebe. Dieses muss
mit einem addquaten Treshold-Cycle (Ct) nachgewiesen werden, um eine
Interpretation beziiglich bTB positiv oder negativ zu ermdglichen. Werden fiir
beide Genorte negative Signale sowie ein positives im Falle von B-Aktin erzielt,
gilt die Probe als bTB negativ (FLI, 2016b). Im Falle eines positiven Ergebnisses
in der PCR kann eine weitere Differenzierung von M. bovis sowie M. caprae
vorgenommen werden. Zur Identifizierung von M. bovis dient die RD4-Region
(TAYLOR et al, 2007). Diese ,region of difference* ermoglicht eine
Differenzierung zwischen M. bovis und anderen Mitgliedern des MTC, mit
Ausnahme eines bestimmten Genotyps von M. caprae (DOMOGALLA et al.,
2013). Dieser kann mit der RD4-PCR nach Taylor et al. nicht differenziert werden.
In Regionen mit einer erhdhten M.-caprae-Privalenz beim Rotwild kann durch den
FEinsatz einer, nach Reddington et al. modifizierten real-time PCR eine
weiterfilhrende Differenzierung durchgefiihrt werden und somit eindeutig eine
Identifizierung von M. caprae erfolgen (REDDINGTON et al., 2011; FINK et al.,
2015; RETTINGER etal., 2015; FLI, 2016b). Wie bei den anderen Methoden, stellt
auch bei der PCR die geringe Wahrscheinlichkeit eines Nachweises im Falle nicht
sichtbarer Lisionen einen kritischen Punkt dar. Die inhomogene Verteilung der
Mykobakterien im Gewebe und die zufidllige Gewebeauswahl, wenn keine
makroskopischen Verdnderungen sichtbar sind, (STEWART et al., 2013)
verringern die Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins von Mykobakterien bei der

DNA-Extraktion, welche der PCR vorgeschaltet ist.

3.2 Ante mortem Diagnose

Wie oben erldutert, kann M.-caprae-infiziertes Rotwild bislang nur infolge einer
Schlachttieruntersuchung als potentiell MTC-infiziert identifiziert werden.
Aufgrund der niedrigen Sensitivitdt ist dabei die Detektionsrate infizierter Tiere

gering und stellt keine addquate Methode dar, positive Tiere als solche zu erkennen.

Eine klinische Untersuchung von Tieren scheidet als TB Diagnostikmethode
infolge der oft langen subklinischen Phase mit fehlenden Krankheitsanzeichen und
der erschwerten Durchfiihrung beim Rotwild, das dafiir immobilisiert werden
misste aus. Aufgrund der geringen Spezifitit und Sensitivitdt ist auch eine
Anwendung beim Rotwild zur Diagnose von TB nicht hilfreich (GORMLEY et al.,
2006).
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Eine Antikorperbildung erfolgt im Falle einer TB-Infektion erst im
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf. Die Immunantwort der bovinen Tuberkulose
zeichnet sich durch eine Verlagerung von einer, zunichst dominierenden,
zellvermittelten Immunantwort hin zu einer Antikorperantwort im spiteren
Krankheitsverlauf aus (RITACCO et al., 1991; POLLOCK et al., 2001; POLLOCK
et al., 2005; DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006). Waters und Mitarbeiter
beschrieben, dass eine Korrelation zwischen Antikorperantwort und Fortschreiten
der Erkrankung sowie pathologischen Verdnderungen besteht, was wiederum die
spiate Antikorperbildung erklirt (WATERS et al., 2011). Generell kann
diesbeziiglich ein Nachweis infolge einer TB-Infektion schnell und einfach mittels
ELISA ermittelt werden, allerdings wurden starke, individuelle Variationen
beziiglich der Antikorperbildung festgestellt (ACHKAR & ZIEGENBALG, 2012).
Die nach wie vor geringe Sensitivitét spricht gegen einen primdren Einsatz dieses
Testverfahrens in der TB-Diagnostik (SCHILLER et al., 2010; BEZOS et al.,
2014). Bis dato konnten verschiedene Studien fiir etwaige Wildtierspezies, unter
anderem fiir das Rotwild zeigen, dass die Bildung von Antikérpern einen
schnelleren und besseren Hinweis auf eine TB-Infektion liefert als dies beim Rind
der Fall ist (GRIFFIN et al., 2006; HARRINGTON et al., 2008). So konnten beim
Rotwild bereits nach vier Wochen post infectionem Antikorper festgestellt werden
(HARRINGTON et al., 2008). Wiahrend beim Rind anfanglich eine eindeutige
Dominanz der zelluldren Immunantwort vorliegt (SCHILLER et al., 2010) und die
Bildung von Antikdrpern vernachldssigbar ist, scheint diese beim Rotwild besser
ausgepragt zu sein. Selbiges wurde flir andere Wildtiere, wie das Warzenschwein,
festgestellt (ROOS et al., 2016). Trotz der Tatsache, dass die Antikdrperantwort bei
den verschiedenen Spezies unterschiedlich friith ausgeprégt ist, treten auch hier die
genannten Nachteile, wie starke individuelle Variationen und eine vergleichsweise
geringe Sensitivitdt auf. Dies spricht dafiir, auch beim Rotwild andere
Diagnostikmethoden, wie den IFN-y release assay oder den Intrakutantest, als
Mittel der Wahl vorzuziechen (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006;
HARRINGTON et al., 2008).

Um einer weiteren Ausbreitung von M.-caprae-Infektionen innerhalb von
Rotwildpopulationen entgegen wirken zukonnen, sind neue ante- mortem-Test-Methoden
gefordert, welche eine Detektion infizierter Tiere in vivo ermoglichen. Bestehende
Methoden sind dahingehend der Intrakutantest sowie der Interferon-gamma (IFN-y)

release assay.
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3.2.1 Intrakutantest

Intrakutantests (Tuberkulinhauttests, englisch: Tuberculin-Skin-Test (TST)) gelten
nicht nur fiir die Anwendung beim Rind, sondern auch in Wildtierpopulationen, als
internationaler Standard fiir die ante mortem Diagnose der TB (TRYLICH, 1960;
DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006). Die Uberwachung und Kontrolle der
Tuberkulose unter anderem bei Wildtieren stiitzte sich vielerorts auf eine
Kombination aus Schlachttieruntersuchung und Intrakutantest (WATERS et al.,
2008). Der Hauttest basiert auf einer verzogerten Hypersensitivitidtsreaktion (siche
Abschnitt II, 1.3) nach intradermaler Injektion von aufbereitetem Tuberkulin, den
sogenannten PPDs (purified protein derivative); (WOOD et al., 1990;
MONAGHAN et al., 1994). Zunéchst eingesetzt als therapeutische Vakzine im
Bereich der Humanmedizin wurden diese Proteine nach und nach weiterentwickelt
und werden seitdem als diagnostisches Mittel in der Human- und Tiermedizin
verwendet (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006). Neben PPDs erwiesen sich
bislang weitere TB-spezifische ,,peptide cocktails® als geeignete Stimulanzien
(siehe Abschnitt V, 4.1). Aufgrund der zellvermittelten Immunreaktion im Falle
einer Infektion, kommt es lokal zu einer Schwellung der Haut. Drei Tage nach der
Injektion wird die Hautdicke gemessen, um einen Riickschluss auf eine vorhandene
Infektion zu ziehen (SCHILLER et al., 2010). Die einfachste Form des TST ist der
single intradermal test (SIT), bei welchem Tuberkulin im Bereich des Halses
(cervical intradermal test; CIT) oder der Schwanzregion (caudal fold test; CFT)
appliziert wird (MONAGHAN et al.,, 1994; SCHILLER et al., 2011). Einige
Antigene des bovinen PPDs (bPPD), welches in dieser Form des Tests Anwendung
findet, kommen sowohl in tuberkulosen als auch in nicht tuberkulGsen
Mykobakterien (NTM) vor. Im Falle eines Kontakts mit NTM kann es demnach zu
Kreuzreaktionen im Test und falsch-positiven Ergebnissen kommen (POLLOCK et
al., 2005; SCHILLER et al., 2010). Um dies zu verhindern, wurde die Methode
modifiziert. Der comparative cervical test (CCT) sieht die Injektion von bovinem
PPD und gleichzeitig avidarem PPD (aPPD) vor. Im Falle einer M.-bovis-Infektion
zeigen die Tiere eine gesteigerte Reaktion im Bereich der Injektionsstelle von
bPPD. Somit kann eine bessere Differenzierung dahingehend gemacht werden, ob
es sich um eine Infektion mit M. bovis handelt oder ob die Tiere lediglich nicht
tuberkulosen Mykobakterien ausgesetzt waren (DE LA RUA-DOMENECH et al.,
2006; SCHILLER et al., 2011). Eine Studie von Queiros und Kollegen zeigte, dass

Tiere einer Rotwildpopulation im SIT als positiv hervorgingen, nicht aber im CCT.
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Eine Infektion mit MTC-Mitgliedern konnte nachfolgend ausgeschlossen werden,
wohingegen die Priasenz von NTM bestitigt wurde (QUEIROS et al., 2012). Die
ordnungsgemaifle Durchfiihrung und Auswertung des Tests ist in der Verordnung
(EG) Nr. 1226/2002 der Kommission vom 8. Juli 2002 zur Anderung von Anhang
B der Richtlinie 64/432/EWG des Rates in der jeweils giiltigen Fassung
dokumentiert. Ein Ergebnis wird demnach als positiv gewertet, wenn nach 72
Stunden eine Anschwellung der Hautfalte an der entsprechenden Injektionsstelle
von mehr als 4 mm festzustellen ist. Beim Simultantest muss die Hautfalte an der
Injektionsstelle des bPPD diejenige des aPPD um 4 mm {iiberragen (Stand 2015)
(EU-KOMMISSION, 2002; EU, 2015).

Beziiglich der Anwendung beim Rind wird fiir den Monotest eine Sensitivitdt von
80,0 — 91,0 % und eine Spezifitit von 75,5 — 96,8 % angegeben. Im Vergleich dazu
wird beim Simultantest eine Sensitivitdt von 55,1 — 93,5 % und eine Spezifitit von

88,8 — 100 % erreicht (SCHILLER et al., 2010; PUCKEN et al., 2017).

Beim Rotwild gibt es diesbeziiglich enorme Variationen, was seinen Nutzen fiir
diese Spezies in der TB-Diagnostik stark limitiert (CHAMBERS, 2013). Eine
Studie dazu ergab, dass die Sensitivitit und damit der Erfolg dieses diagnostischen
Tests beim Rotwild stark von dem gegenwirtigen Infektionsstatus abhdngt.
Wihrend der ersten sechs Monate post infectionem erreichte man eine Sensitivitit
von bis zu 80 %, wihrend diese in chronisch erkrankten Tieren deutlich abnahm
(GRIFFIN et al., 2004). Ein weiterer bedeutender Nachteil der Anwendung bei
Wildtieren ist die notwendige und mehrfache Manipulation zur Injektion und zur
Auswertung des Tests, was in der Praxis nur schwierig durchzufiihren ist
(HARRINGTON et al., 2008; FERNANDEZ et al., 2009). AuBerdem konnte ineiner
Studie gezeigt werden, dass zu unterschiedlichen Jahreszeiten die Test-Ergebnisse des
TST bei Rotwild variieren (FERNANDEZ-DE-MERA etal., 2011).

Um einer fehlerhaften Testinterpretation vorzubeugen, ist eine exakte
Durchfiihrung des Testes unerlésslich. Injektionen miissen sorgfaltig und unter
Berticksichtigung der ordnungsgemaéfen Stelle sowie Tuberkulindosis durchgefiihrt
werden. Eine nachfolgende Palpationen der Haut bzw. Messung der Hautdicke soll
durch die gleiche Person durchgefiihrt werden, welche auch das Tuberkulin
appliziert hat (OIE, 2009). Als weiterer Nachteil des Intrakutantests ist die oftmals
fehlerhafte Interpretation der Testresultate durch Veterindre zu nennen, was zu

falschen Ergebnissen fithren kann (PUCKEN et al., 2015).
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3.2.2 Interferon-Gamma (IFN-y) release assay

3.2.2.1 Geschichtlicher Hintergrund

Der IFN-y release assay wird als in-vitro-Bluttest zum Nachweis boviner
Tuberkulose eingesetzt (WOOD & JONES, 2001). Erstmals wurde er in Australien
fiir den Nachweis boviner Tuberkulose bei Rindern in Kombination mit dem
Intrakutantest verwendet (WOOD et al., 1991). Wood und Kollegen beschrieben
1990 einen ,,in vitro cellular bio assay*, basierend auf der IFN-y-Freisetzung von
sensibilisierten Lymphozyten nach vorangegangener Inkubation mit spezifischen
Antigenen (WOOD et al., 1990). Mit der Mdglichkeit, speziell bovines IFN-y
detektieren zu konnen, wurde dieses Testsystem von Rothel et al. 1990 verbessert
und diente in der Folge als Basis fiir die heute verfiigbaren Tests zur Detektion von
[FN-y im Zuge der bTB-Diagnose beim Rind (ROTHEL et al., 1990). Kommerziell
erhdltliche Testkits (BOVIGAM® TB Kit, BOVIGAM® 2G TB Kit, life
technologies) dienen als staatlich anerkannte Nachweisverfahren fir die
Untersuchung von Rindem auf bTB und werden in der Amtlichen Methodensammlung
des FLI als indirekte Nachweismethoden aufgefiihrt (FLI, 2016b), die eine
Verdachtsdiagnose erlauben. EU-Mitgliedstaaten konnen gemiB der Richtlinie
64/432/EWG zusitzlich zum Tuberculin-Skin-Test den IFN-y-Test genehmigen,
um moglichst flichendeckend infizierte Tiere zu identifizieren (Stand 2015) (EU,
2015). Ein Pendant zum Bovigam® wurde bereits erfolgreich fiir den Nachweis
einer M.-bovis-Infektion beim Rotwild entwickelt, der sogenannte Cervigam
(Pfitzer Animal Health) (WATERS et al., 2006; WATERS et al., 2008). Dieser Test
ist gegenwértig nicht mehr verfligbar. In der Humanmedizin wird der
QuantiFERON-TB Gold in Tube (QFT) Test als Diagnostikmethode nach
entsprechendem Testprinzip angewendet (BOCCHINO etal.,2008; PAletal.,2014).

3.2.2.2 Prinzip des IFN-y release assays

Der IFN-y release assay basiert auf dem Nachweis einer zellvermittelten
Immunantwort infolge einer mykobakteriellen Infektion, unter anderem mit
M. bovis und M. tuberculosis (WOOD & JONES, 2001; SCHILLER et al., 2010;
PAI et al., 2014). Generell lduft der Test in zwei Phasen ab (SCHILLER et al.,
2010). Zunéchst werden Blutproben gewonnen und schnellstmdglich ins Labor
transportiert. Dort erfolgt die Stimulation der aliquotierten Blutproben mit
entsprechenden Antigenen und eine anschlieBende Inkubation bei 37 °C fiir 16 - 24

Stunden (WOOD & JONES, 2001; DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006;
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SCHILLER et al., 2010). Als Antigene dienten zunéchst die in Abschnitt II, 3.2.1
bereits beschriebenen PPDs (WOOD et al., 1990). Im Falle des Bovigam wird dabei
bovines PPD (bPPD) sowie avidres PPD (aPPD) eingesetzt (WOOD & JONES,
2001). In mehreren Studien erwiesen sich TB-spezifische ,,peptide cocktails®, wie
z. B. ESAT-6 (early secretory antigen target 6) und CFP10 (culture filtrate protein
10) als weitere mogliche Stimulanzien in der CMI-basierenden TB-Diagnostik
(VORDERMEIER et al., 2002; AAGAARD et al., 2006; BASS et al., 2013). Diese
neuen Proteine finden bereits in der Humanmedizin Verwendung, da sie weder im
Genom vom BCG-Impfstamm noch in jener der meisten NTM codiert und dadurch
spezifischer als die PPDs fiir den Nachweis von M. tuberculosis sind (PAI et al.,
2014). Beziiglich des Nachweises von bTB koénnen mit diesem Cocktail M. bovis
BCG-geimpfte Tiere von infizierten unterschieden werden, allerdings wurde eine
geringere Sensitivitdt bei erhohter Spezifitit gegeniiber den PPDs festgestellt
(VORDERMEIER et al., 2001; AAGAARD et al., 2006; BASS et al., 2013). Eine
Kombination der Proteine ESAT-6, CFP10 und Rv3615c¢ fiihrt zu einer besseren
Sensitivitdt (SIDDERS et al., 2008). Nach Ablauf der Inkubationszeit mit diesen
spezifischen Antigenen werden die Plasmaiiberstinde abgenommen und konnen,
wenn sie nicht unmittelbar weiter verarbeitet werden bei -20 °C gelagert werden
(DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006; WATERS et al., 2008). Durch die eben
beschriebene Stimulation, wird im Falle einer TB-Infektion eine CMI-basierende
Immunantwort provoziert. Liegt eine Infektion mit M. bovis vor, reagieren
sensibilisierte T-Zellen infolge einer Stimulation mit einem M.-bovis-spezifischen
Antigen mit der Freisetzung des Zytokins IFN-y. Dies entspricht der in vivo
Reaktion, welche im infiziertem Wirt infolge einer Infektion ablauft (DE LA RUA-
DOMENECH et al., 2006). Am Beispiel des Bovigam® wird diese Immunreaktion
durch die Stimulation mit bPPD ausgelost. Liegt eine Infektion mit M. bovis vor,
setzen sensibilisierte T-Zellen messbares IFN-y in den Proben frei. Liegt hingegen
eine Infektion mit M. avium oder NTM vor, wird die IFN-y Produktion am hochsten
in den Teilproben ausfallen, welche mit aPPD versetzt wurden (WOOD & JONES,
2001; DE LA RUA-DOMENECH et al.,, 2006). Eine M.-bovis-Infektion ist
angezeigt, wenn durch die Stimulation mit bovinem Tuberkulin quantitativ deutlich
mehr INF-y freigesetzt und gemessen wird als bei entsprechend, mit avidrem
Tuberkulin stimulierten Proben sowie der Negativkontrolle (WOOD & JONES,
2001; DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006; SCHILLER et al., 2010). Selbiges

Prinzip liegt den IFN-y release assays in der Humandiagnostik zugrunde. Fiir die
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Stimulation werden entsprechend geeignete Antigene verwendet (WATERS et al.,
2008; PAI et al., 2014). Im zweiten Teil des Testverfahrens erfolgt der eigentliche
Nachweis des freigesetzten IFN-y mittels Sandwich-ELISA und anschlieBender
Messung der optischen Dichte (OD) anhand eines Spektralphotometers. Die Proben
werden bei einer Wellenldnge von A = 450 nm ausgewertet. Das freigesetzte [FN-y
kann aufgrund der erhaltenen OD-Werte quantifiziert werden und eine Infektion
anhand testspezifischen Kriterien festgestellt werden (DE LA RUA-DOMENECH
et al., 2006; SCHILLER et al., 2010; BASS et al., 2013).

3.2.2.3 Vor- und Nachteile des IFN-y release assays gegeniiber dem
Intrakutantest
Hinsichtlich der ante mortem Diagnostik der Tuberkulose in Wildtierpopulationen
weist der IFN-y release assay Vorteile gegeniiber den traditionell verwendeten
Methoden auf. Beim IFN-y-Test als in vitro Methode werden einmalig Blutproben
bendtigt, wodurch eine wiederholte Manipulation der Tiere vermieden werden
kann. Dadurch ist die Untersuchung von lebendem Rotwild und anderen Wildtieren
im Zuge von Uberwachungsprogrammen deutlich einfacher zu bewerkstelligen
(DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006; FERNANDEZ et al., 2009; BASS et al.,
2013; BEZOS et al., 2014). Im Gegensatz dazu ist beim TST eine wiederholte
Immobilisation der Tiere unumgénglich, um nach 72 Stunden die Hautdicke zu
messen (sieche Abschnitt II, 3.2.1). Zudem ermoglicht der IFN-y-Test die
Untersuchung von mehreren Proben gleichzeitig innerhalb kurzer Zeit, ist
kostengiinstig und gewéhrleistet eine Standardisierung der Technik in den
einzelnen Laboren (BEZOS et al., 2014). Der Test kann einfach wiederholt werden
und bietet eine groBere Objektivitit beziiglich der Prozedur sowie Interpretation im
Vergleich zum TST (SCHILLER et al., 2010). Des Weiteren kann im IFN-y-Test
eine Immunantwort merklich frither (nach 1 — 5 Wochen) als dies im TST der Fall
ist (nach 3 — 6 Wochen) detektiert werden. Auch der Einsatz definierter Antigene
ermoglicht eine Differenzierung zwischen einer IFN-y-Antwort infolge einer
Infektion und jener aufgrund einer M.-bovis-Vakzination oder durch NTM (DE LA
RUA-DOMENECH et al., 2006; PAI et al., 2014). Dies ist beim TST nur bedingt
durch den Einsatz des CCT mdglich; beim SIT ist eine Unterscheidbarkeit
dahingehend nicht gegeben (POLLOCK et al., 2005; SCHILLER et al., 2010).
Beziiglich Sensitivitdt und Spezifitit des IFN-y release assays existieren stark

variierende Angaben. Verschiedene Studien beschreiben dabei eine Sensitivitdt von
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66,9 % bis 100 % und eine Spezifitit von 70 % bis 99,6 % (DE LA RUA-
DOMENECH et al., 2006; CLEGG et al., 2011; BEZOS et al., 2014). Viele Daten
zeigen eine erhohte Sensitivitdt des IFN-y-Tests im Vergleich zum TST, allerdings
parallel eine abnehmende Spezifitit (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006;
SCHILLER et al., 2010; BASS et al., 2013). In eciner weiteren Studie, die
verschiedene Diagnostikmethoden der bTB auf Sensitivitdt/Spezifitdt tiberpriifte,
wurde fiir den Bovigam® als IFN-y Test eine nur sehr geringe Spezifitit von 6,9 %
bei einer hohen Sensitivitdt von 95,7 % erreicht. Ein zu niedrig gesetzter Cut-Off
fiir die Auswertung der Ergebnisse wurde als mogliche Ursache dieser Diskrepanz
zwischen Sensitivitidt und Spezifitdt aufgefiihrt. Durch dessen Erhdhung konnte
eine Erhohung der Spezifitit auf 23,5 % bei Erniedrigung der Sensitivitdt auf
83,3 % verzeichnet werden. Als weitere Ursachen filir eine geringe Spezifitit
wurden ein moglicher Einfluss eines vorangegangenen Intrakutantest sowie
Kreuzreaktionen im Falle einer Infektionen mit M. avium subspecies
paratuberculosis (MAP) aufgefiihrt (BARRY et al., 2011; PUCKEN et al., 2017).
Mit Ersatz der PPDs durch die neu entwickelten Antigene als Stimulanzien ist eine
Erhohung der Spezifitit gegeben (POLLOCK et al., 2000; SCHILLER et al., 2010;
PUCKEN et al., 2017). Als Ursache fiir diese unterschiedlichen Angaben beziiglich
der Sensitivitdt/Spezifitit kann auflerdem eine grofle Variation einzelner
Testprotokolle gewertet werden. Viele Faktoren, die das Testergebnis signifikant
beeinflussen, z. B. die Erfahrung der durchfiihrenden Personen, der Transport und
die Stimulation, wurden bereits definiert und sind als wichtige Elemente in
Versuchsprotokolle zu integrieren (SCHILLER et al., 2010; GORMLEY et al.,
2013; PUCKEN et al., 2017). Die Einhaltung solch genauer Vorgaben und die
daraus entstehenden logistischen Schwierigkeiten (z. B. Einhaltung einer
konstanten Temperatur beim Transport) werden oft als Nachteile des IFN-y-Tests
gegeniiber dem TST beschriecben (ROTHEL et al., 1992; DE LA RUA-
DOMENECH et al., 2006). Ebenso werden die genannten Schwankungen der
ermittelten Sensitivitidten und Spezifititen als Schwiche des Tests erwdhnt (DE LA
RUA-DOMENECH et al., 2006). Eine Studie ergab, dass manche, im Skin-Test
positiven Tiere, zu keinem entsprechenden Ergebnis im IFN-y-Test fiihrten
(POLLOCK et al., 2005). Generell sollte der Test ausschlieBlich bei Tieren iiber
sechs Monate angewendet werden, da vorher unspezifische Reaktionen auf
mykobakterielle Antigene, getriggert durch Natiirliche Killerzellen (NK) auftreten
konnen (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006; SCHILLER et al., 2010).
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3.2.2.4 Verwendung in der TB-Uberwachung von Wildtierpopulationen

Fiir die Kontrolle und Uberwachung der Tuberkulose sowohl in Rinder- als auch in
Wildtierpopulationen standen zundchst die Schlachttieruntersuchung sowie der
Intrakutantest zur Verfiigung (WATERS et al., 2006; MCNAIR et al., 2007; BASS
et al., 2013). Im Laufe der Zeit wurde die Entwicklung von alternativen ante
mortem Methoden, wie dem IFN-y release assay, immer mehr fokussiert. Vor allem
beim Wildtier spielten begiinstigende Faktoren, wie die nur noch einmalig
notwendige Manipulation, eine gro3e Rolle (sieche Abschnitt II, 3.2.2.3). Da die
dominierende Immunantwort infolge einer TB-Infektion in Wiederkduern die
zellvermittelte ist, betrachtete man die Detektion von IFN-y zunehmend als
Alternative bzw. aufgrund der besseren Praktikabilitidt sogar als Verbesserung
gegeniiber dem TST (FERNANDEZ et al., 2009). Zahlreiche Studien belegen eine
erfolgreiche TB-Detektion mit Hilfe des IFN-y release assays in verschiedenen
Spezies, wie zum Beispiel bei Rentieren (Rangifer tarandus) (WATERS et al.,
2006), dem afrikanischen Biiffel (Syncerus caffer) (GROBLER et al., 2002), dem
Weillwedelhirsch (Odocoileus virginianus) (PALMER et al., 2004), Rhinozerossen
(Ceratotherium simum) (MORAR et al., 2007), Afrikanischen Elefanten
(Loxodonta africana) (MORAR, 2003) oder in Rotwildpopulationen (Cervus
elaphus) (WATERS et al., 2008). Ein dem Bovigam® dhnlicher Test, der Cervigam
(Pfitzer Animal Health), wurde bereits eigens fiir das Rotwild entwickelt und
etabliert (WATERS et al., 2006). Nachfolgend erwies sich dieser auf dem Nachweis
von M. bovis basierender Test, zudem als valide fiir die TB-Uberwachung bei
anderen Spezies, wie dem Rentier oder dem WeiBBweldelhirsch (PALMER et al.,
2004; WATERS et al., 2006; WATERS et al., 2008). Des Weiteren konnten
Resultate bei Dammbhirschen sowie Elchen erzielt werden, wobei sich
diesbeziiglich eine weitere Entwicklung des Tests als notwendig herausstellte
(WATERS et al., 2008). Fiir Cervide wurden durch Anwendung eines IFN-y-Tests
bei experimentell infizierten Tieren in unterschiedlichen Infektionsstadien oder
vakzinierten Tieren gute Resultate erzielt (PALMER et al., 2004; WATERS et al.,
2004). Beim TST kann es hingegen auch bei geimpften Tieren zu einer
falsch-positiven Reaktion kommen (WATERS et al., 2004). Unterstiitzt durch
weitere positive Resultate aus Studien u. a. fiir das Rotwild und Biiffel, welche den
IFN-y-Test mit der traditionellen Methode, dem TST verglichen, bekriftigten eine
zukiinftige Anwendung eines derartigen in vitro assays fiir das TB-Screening in

Wildtierpopulationen (FERNANDEZ et al., 2009; GOOSEN et al., 2014). In einer
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afrikanischen Biiffelherde wurde sogar eine exzellente Ubereinstimmung der
Ergebnisse des IFN-y-Tests mit post mortem Untersuchungen festgestellt
(GROBLER et al., 2002).



IIT Material und Methoden 54

IIl MATERIAL UND METHODEN

1 Tiere

1.1 Bovine Blutproben

Die Blutabnahme bei Rindern wurde angezeigt und von der Regierung von
Oberbayern genehmigt (Registrationsnummer: Az. 55.2.1.54-2532.0-92-15). Fiir
die Probengewinnung bei den Rindern bestand eine Kooperation mit der ,,Klinik
fiir Wiederkduer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung™ der LMU Miinchen in
Oberschleiheim.

Zunichst wurde Blut von Rindern aus dem Lehr- und Versuchsgut (LVG) in
OberschleiBheim gewonnen, was nach weiterer Bearbeitung als Positivkontrolle fiir
eine erfolgreiche IFN-y-Freisetzung in den Folgeversuchen dienen sollte. Von zwei
Rindern in genannter Einrichtung wurden insgesamt drei Blutproben gewonnen,
wobei von einem der Tiere wiederholt Blut bezogen wurde. Néhere Informationen
beziiglich der Tiere, sind in Tabelle 3 gelistet. Aus den zwei Blutproben des ersten
Tieres entstanden die spéter bezeichneten Positivkontrollen I und II und aus der
Blutprobe des zweiten Tieres die im Folgenden deklarierte Positivkontrolle III. Um
auf eine maximale Vitalitit der Leukozyten und damit eine maximale
IFN-y-Ausschiittung im Zuge der Herstellung der Positivkontrolle schlieen zu
konnen, wurde ausschlieflich Blut von gesunden und klinisch unauffélligen
Rindern entnommen. Dabei erfolgte keine Anédsthesie dieser Tiere. Die
Blutabnahme wurde mit sterilen Kaniilen (Terumo 20 G, Henry Schein Medical
Austria GmbH, Wien, Osterreich) durchgefiihrt und das Blut in heparinisierten 9-ml
Rohrchen aufgefangen (Sarstedt Ag & Co., Niimbrecht, Deutschland). Der
Transport erfolgte in einer Styroporbox mit Wirmeakkus (37 °C) unter
standardisierten Bedingungen (37 °C, Styroporbox, Temperaturlogger (MicroLite
USB logger, Fourtec, USA)). Die genannten standardisierten Bedingungen wurden
nach Vorgaben eines kommerziell erhdltlichen IFN-y release asssays zur

Untersuchung von Rinderblut (Bovigam®) festgelegt.

Im Anschluss wurde die Blutgewinnung von Rindern durchgefiihrt, um den
Einfluss einer Anésthesie auf die Vitalitit peripherer Leukozyten zu untersuchen.
Die Entnahme der Vollblutproben der Tiere erfolgte unmittelbar vor und zehn

Minuten nach Einsetzen einer Anésthesie. Dieses Zeitfenster wurde in Hinblick auf
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die zukiinftige Entwicklung eines IFN-y release assays fiir das Rotwild gewdhlt,
wobei nach der dabei durchgefiihrten intramuskuléren Verabreichung der
Aniésthetika mit einem Wirkungseintritt dieser nach ungefdhr zehn Minuten zu
rechnen ist (CLINIPHARM; CLINIPHARM; TOLKSDORF, 1988). Insgesamt
wurde Blut von vierzehn Kélbern (Fleckvieh; FV) wihrend, regulér durchgefiihrter
Operationen in der ,,Klinik fiir Wiederk&uer mit Ambulanz und Bestandsbetreuung*
gewonnen und untersucht. Tabelle 3 zeigt eine Auflistung aller Tiere, deren Blut
vor und wihrend der Narkose untersucht wurde. Da Infektionen und eine
immunsuppressive Therapie die Anzahl zirkulierender Leukozyten verringern
(MISHLER & EMERSON, 1977) und damit die Produktion und Freisetzung an
IFN-y inhibieren kann (SAUER et al., 1995), wurden Fieber und -eine
Vorbehandlung der Tiere mit Cortison als Ausschlusskriterien fiir die Studie
festgelegt. Von den untersuchten Tieren hatte ein Kalb eine geringgradig erh6hte
Temperatur (Narkose von Tier Nr. 10; Tabelle 3) und ein weiteres wurde laut
Vorbericht mit Cortison behandelt (Narkose von Tier Nr. 6; Tabelle 3). Diese zwei
Tiere dienten lediglich als Bestitigung des FEinflusses der festgelegten
Ausschlusskriterien. In der Interpretation der Studie, ob eine Narkose Einfluss auf
die Vitalitdt peripherer Leukozyten hat, wurden sie nicht beriicksichtigt. Somit
wurden die Ergebnisse von zwolf Tieren, bei welchen genannte Kriterien
ausgeschlossen werden konnten, gewertet. Indikationen fiir einzelne Operationen
waren hauptsidchlich umbilicale Hernien oder Omphalitiden (in acht von insgesamt
zwoOlf Fillen, Tabelle 3). Xylazin (2 % Xylavet, CP Pharma, Burgdorf,
Deutschland) und Ketamin (10 % Ketamidor, VDT; Garbsen, Deutschland) wurden
als Standardnarkotika fiir die Einleitung der Anésthesie, und Isofluran (1,2-1,8 %,
Zoetis, Berlin, Deutschland) fiir die nachfolgende Aufrechterhaltung eingesetzt.
Blut wurde von Jugularkathetern (Cavafix®, Braun, Melsungen, Deutschland),
welche im Zuge der Operation fiir Routineuntersuchungen gelegt wurden,
gewonnen. Die Blutproben wurden in heparinisierten 9-ml Rohrchen (Sarstedt Ag
& Co., Niimbrecht, Deutschland) aufgefangen, unmittelbar in eine Styroporbox mit
Wirmeakkus (37 °C) verbracht und unter standardisierten Bedingungen (37 °C,
Styroporbox, Temperaturlogger (MicroLite USB logger, Fourtec, USA))
transportiert. Wie oben beschrieben, erfolgte die Festlegung der standardisierten
Bedingungen anhand der Vorgaben des Bovigam®-Tests zur Untersuchung der
[FN-y-Freisetzung in Rinderblut. Der zeitliche Umfang (Zeitspanne, Z) von der

Blutabnahme  bis zur  weiteren  Bearbeitung im  Institut  betrug
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35min<Z <1 Stunde. Abbildung 8 veranschaulicht in welchem Bereich die
Zeitspanne (Z) fiir den Transport lag. Die Temperatur wurde zwischen den beiden
Zeitpunkten der Blutabnahme sowie wéhrend des Transports ins Institut mittels
Temperaturlogger aufgezeichnet. In Abbildung 9 ist die Temperaturaufzeichnung
des Temperaturloggers fiir alle durchgefiihrten Narkosen der Rinder vergleichend

dargestellt.

Zeitspanne (Z) in Minuten
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Maximalwert:

&0 >
Transportdaner~ 60 min in n = 2 Fiillen

55
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— / Transportdauer = 37 min in n = 2 Fiillen
35

oberes Quantil und Median:
Transportdaner = 40 min in n = 6 Fiillen

Minimalwert:
Transportdauer ~ 35 min in n = 2 Fillen

Abbildung 8: Darstellung der Zeitspanne (Z) fiir den Transport des Blutes

von den Rindern der einzelnen Narkose

In den meisten Fallen (n = 11) betrug die Transportdauer 35 < Z < 40 Minuten.
Dabei war in einem Fall eine Dauer von 36 Minuten zu verzeichnen (nicht explizit
im Diagramm dargestellt)

Eine maximale Transportdauer von Z = 60 Minuten war in n = 2 Féllen zu
verzeichnen.

In einem Fall dauerte der Transport Z = 50 Minuten (als griiner Punkt dargestellt).
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Abbildung 9: Vergleichende Darstellung der Temperaturmessung zu den
drei verschiedenen Zeitpunkten: vor, wihrend der Narkose und bei
Ankunft im Institut

Es wurde die Temperaturaufzeichnung fiir die Blutproben zu den drei
verschiedenen Zeitpunkten (vor und wihrend Narkose, Ankunft im Institut)
dargestellt. Dabei wurden die Daten fiir alle durchgefiihrten Narkosen, inklusive
der Narkosen von Tier Nr. 6 und Tier Nr. 10, die aufgrund der festgelegten
Ausschlusskriterien nicht in die Interpretation der Studie miteingingen,
beriicksichtigt. Die Temperatur konnte fiir alle drei Zeitpunkte bei den einzelnen
Blutproben auf einem konstanten Niveau gehalten werden. Insgesamt wurden
Temperaturen in einem Bereich 28,5 °C <T <34 °C gemessen. Die maximale
Zeitspanne von Blutabnahme bis zur Ankunft im Institut betrug 1,0 Stunden, wobei
ein Absinken der Temperatur in diesem Zeitraum um jeweils maximal 1,0 °C zu

verzeichnen war.
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Tabelle 3: Auflistung der Rinder, von denen Blut genommen wurde

(inklusive Positivkontrollen)

Tier Rasse | Geschlecht Vorstellungs- Vor- Sonstiges
grund behandlung
Positiv- Klinisch
Kontrolle V1T FV Weiblich unauffallig, Rind keine obB
ontrotie des LVG
Positiv- Klinisch
Kontrolle TIT FV Weiblich unauffillig, Rind keine obB
des LVG
Verdickter Nabel, KV
Narkose 1 FV Weiblich V. a. periarterielles obB
o SM
Hématom
I . KV
Narkose 2 FV Weiblich Omphalitis SM obB
g .. KV Stress-
Narkose 3 FV Weiblich Omphalitis SM ellrstip
KV ger.
Narkose 4 FV Weiblich Nabelgranulom Stress-
SM a
belastung
o V. a. KV Stress-
DEHLORE 3 Fv eIl Omphalophlebitis SM belastung®
KV Cortison-
Narkose 6 FV Weiblich Hernia umbilicalis SM Behand-
lung
o . S KV
Narkose 7 FV Weiblich Hernia umbilicalis SM obB
I . S KV
Narkose 8 FV Weiblich Hernia umbilicalis SM obB
Narkose 9 FV Mannlich V.a.p c LS kv obB
Héamatom SM
. . KV .
Narkose 10 FV Minnlich Omphalophlebitis SM Fieber
Narkose 11 FV Miénnlich Hernia umbilicalis Kv Stress-
SM belastung®
_— . e KV
Narkose 12 FV Minnlich Hernia umbilicalis SM obB
o Periarterielles KV Stress-
Narkose 13 FV Weiblich Hématom SM s
Narkose 14 FV Minnlich Omphalitis IS<1\\/1 obB

KV: keine Vorbehandlung mit Corticosteroiden
SM: Schmerzmedikation vor der Narkose (Metacam, Metamizol)
a: vor Manipulation / Immobilisation der Tiere

V. a.: Verdacht auf; ggr.: geringgradig; obB: ohne besonderen Befund
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1.2 Cervide Blutproben

Vollblutproben konnten von anidsthesiertem Rotwild (n=2; ein minnliches,
ein weibliches Tier) wihrend reguldren Screening-Untersuchungen gewonnen
werden. Da sich die Beschaffung von Rotwild-Blutproben in Deutschland aufgrund
der notwendigen Immobilisation als sehr schwierig gestaltet (nur wihrend regulirer
Untersuchungen), war die Anzahl der beprobten Tiere auf zwei limitiert. Die
Rotwildblutproben wurden daher auch nur zu einem Zeitpunkt, ndmlich kurz nach
Einsetzen der Anisthesie entnommen. Als Narkose diente eine Standardmischung
fiir die Immobilisation von Wildtieren, bestehend aus Xylazin in Form einer
Trockensubstanz (Xylased 500 mg, Bioveta a.s., Tschechische Republik) und
fliissigem Ketamin (Anesketin, 100 mg/ml, Albrecht GmbH, Deutschland). Diese
Mischung entspricht in ihrer Zusammensetzung jener der ,Hellabrunner
Mischung®. Einziger Unterschied ist, dass anstelle von Rompun®, welches
kommerziell nicht mehr verfligbar ist, Xylased verwendet wurde. In beiden
Praparaten liegt Xylazin (500 mg) als Trockensubstanz vor. Eine Einzeldosis der
Mixtur von 2,5ml/100kg mit einer finalen Konzentration von
125 mg Xylazin/1 ml Ketamin wurde den Tieren mittels Blasrohr im Bereich der
Beckenmuskulatur (i. m.) verabreicht, wonach diese binnen zehn Minuten in
Aniésthesie lagen (Abbildung 11). Die Blutproben wurden mit sterilen Nadeln
(Terumo 20 G, Henry Schein Medical GmbH, Wien, Osterreich) und durch Punktur
der V. jugularis entnommen und in heparinisierten 9-ml Réhrchen (Sarstedt Ag &
Co., Niimbrecht, Deutschland) aufgefangen (Abbildung 13). Die einzelnen Proben
wurden unmittelbar in eine Styroporbox mit Warmeakkus (37 °C) verbracht und
unter standardisierten Bedingungen (37 °C, Styroporbox, Temperaturlogger
(MicroLite USB logger, Fourtec, USA)) ins Labor transportiert. Als Antidot wurde
den Tieren Atipamezol (5 mg/ml Atipam, Albrecht GmbH, Deutschland) via
Injektion in die Zungenwurzel verabreicht (Abbildung 12). Innerhalb weniger
Minuten waren die Tiere wieder bei Bewusstsein und mobil. Es erfolgte eine
Beobachtung der Tiere nach der Aufwachphase, um deren Vitalitit sicherstellen zu

konnen.
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Abbildung 10: Beispiel einer Indikation fiir eine Aniisthesie beim Rotwild
Dieses Tier sollte anésthesiert werden, da Weidezaun aus dem Geweih entfernt

werden musste.

Abbildung 11: Rotwild unmittelbar nach Beschuss mit dem Blasrohr und

kurz vor Eintreten der Anisthesie
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Abbildung 12: Verabreichung von Atipamezol als Antidot in den

Zungengrund

Weitere Blutproben wurden von einem toten Rotwild bezogen. Das Tier wurde
durch Schuss erlegt und unmittelbar (innerhalb von <2 min) nach Eintreten des
Todes wurden Blutproben gewonnen. Um eine schnelle Blutentnahme zu
gewihrleisten, wurde die V. jugularis freigelegt und per Langsschnitt erdffnet und
die Blutproben in heparinisierten 9-ml Réhrchen (Sarstedt Ag & Co., Niimbrecht,
Deutschland) aufgefangen (Abbildung 13). Sogar wéhrend dieser kurzen
Zeitspanne war eine erste Koagulation des Blutes sichtbar. Zudem waren unsterile

Konditionen fiir die Gewinnung der Blutproben unvermeidbar.
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Abbildung 13: Blutentnahme bei einem anisthesierten (A) und einem

geschlachteten (B) Rotwild

Die Aufbewahrung sowie der Transport der Blutproben wurden unter den oben
beschriebenen standardisierten Bedingungen durchgefiihrt. Der zeitliche Umfang
(Zeitspanne Z) zwischen Blutentnahme bis hin zur weiteren Bearbeitung im Institut
betrug 2 <Z < 4,5 Stunden. Wie bei den Rindern erfolgte auch beim Transport der
Rotwildproben eine Aufzeichnung der Temperatur mittels Temperaturlogger.
Abbildung 14 veranschaulicht die dabei gemessenen Temperaturen vom Zeitpunkt

der Blutabnahme, bis hin zur weiteren Bearbeitung im Institut.



IIT Material und Methoden 63

i | = Blutentnahme Anéasthesie von Rotwild Nr. 1
—e— Blutentnahme Anéasthesie von Rotwild Nr. 2
55 —a— Blutentnahme Rotwild tot
53 30 -
£
35 28- s
@© B
E’_ A— .
26 -
CIE) - =
|_
24 - -
22 -
20 T T T T T
Anasthesie Beginn Rucktransport Institut
Zeitpunkt

Abbildung 14: Vergleichende Darstellung der Temperaturmessung zu den
drei verschiedenen Zeitpunkten: wihrend der Anisthesie, Beginn des
Riicktransports und Ankunft im Institut

Es erfolgte eine Aufzeichnung der Temperatur von Blutproben von zwei
andsthesierten Rotwildtieren und einem geschlachteten Rotwild. Die Temperatur
konnte fiir alle drei Zeitpunkte bei den einzelnen Blutproben auf einem konstanten
Niveau gehalten werden. Insgesamt wurden Temperaturen in einem Bereich von
24 °C <T <28 °C gemessen. Die maximale Zeitspanne zwischen Blutabnahme
und Ankunft im Institut betrug 4,5 Stunden, in welcher ein Absinken der

Temperatur um maximal 1,2 °C (Anésthesie Rotwild Nr. 1) verzeichnet wurde.
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2 Geriite, Materialien und Reagenzien
Gerite:

Brutschrank (New Brunswick Galaxy 170S)

Magnetriihrer (VMS-A S40), Magnet

Mikroplatten reader (Spectra Max Plus)

Mikroplatten washer (Aqua max®2000)

Mikrotiterplattenschiittler

Pipetten (0,5-10 pl, 2-20 pl, 2-200 pl,
100-1000 pl)

Softmax Pro Software

Sotfware ,,R*

Temperaturlogger (MicroLite USB logger)
Vortex Mixer

Waage HL-100 (max. 100 g; d = 0,01)
Waage Picco 1000

Zentrifuge (Centrifuge 5430 R)

Verbrauchsmaterialien

Bovine IFN-y-ELISA Development Kit
Heparinisierte Blutrohrchen
Jugular-Katheter (Cavafix®)

Kulturplatte (24-Well)

Eppendorf AG, Hamburg

VWR International GmbH,

Ismaning

Molecular Devices, Sunnyvale,

USA

Molecular Devices, Sunnyvale,

USA
IKA Labortechnik, Staufen

Eppendorf AG, Hamburg

Molecular Devices, Sunnyvale,

USA

R Foundation, Wien, Osterreich
Fourtec, USA

neolLab, Heidelberg

A & D Weighing, Ahrensburg
Werner Dorsch GmbH, Dieburg

Eppendorf AG, Hamburg

Mabtech AB, Hamburg
Sarstedt Ag & Co., Niimbrecht
Braun, Melsungen

Greiner bio-one GmbH,

Frickenhausen
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Mikroreaktionsgefile

Pipettenspitzen (10 ul, 2-20 ul, 2-100 pl,
2-200 pl, 100-1000 pl)

sterile Kantilen (Terumo 20 G)

96-Well Platte (hoch-Protein-bindend)

Reagenzien

Biotinylierter Antikérper
(mAB MT307-biotin)

Inkubationspuffer (Bovine Serum Albumin)

Monoklonaler Antikdrper (mAB MT17.1)
PBS (phosphate buffered saline)

Phosphorsdure

Pokeweed Mitogen (PWM)

Rekombinantes, bovines IFN-y

RPMI 1640 Medium, fliissig

Streptavidin-Horseradish-Peroxidase

Streptavidin (TMP 4 g/1,
0,02 % H>0»)
Tween® 20 BioChemica

Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt, Niimbrecht

Henry Schein Medical Austria
GmbH, Wien, Osterreich

Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, USA

Mabtech AB, Hamburg

PAA Laboratories GmbH,
Pasching

Mabtech AB, Hamburg
hergestellt nach Moore, 2001

Carl Roth, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA; frither

Prionics AG, Schweiz
Mabtech AB, Hamburg
Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA
Mabtech AB, Hamburg

KPL, Gaithersburg

AppliChem GmbH, Darmstadt
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Medikamente:

Atipamezol (Atipam 5 mg/ml) Albrecht GmbH, Aulendorf

Ketamin (Anesketin, 100 mg/ml) Albrecht GmbH, Aulendorf

Xylazin (2 % Xylavet) CP Pharma, Burgdorf

Xylazin (Xylased 500 mg) Bioveta a.s., Tschechische
Republik

3 Stimulation der Vollblutproben

3.1 Erstellung einer Positivkontrolle

Vor Untersuchung der Plasmaproben von Rindern vor und wihrend der Narkose
war zundchst die Erstellung einer Positivkontrolle als Referenzwert fiir die
IFN-y-Freisetzung im Blut klinisch unauffilliger Rinder notwendig (siche
Abschnitt III, 1.1). Die drei Blutproben, die von den insgesamt zwei Rindern
entnommen wurden, wurden analog jener der andsthesierten Tiere, wie in Abschnitt
II1, 3.3 beschrieben, stimuliert. Zunichst erfolgte bei einer der Blutproben eine
parallele Stimulation mit drei verschiedenen Mitogenen (Pokeweed Mitogen
(PWM), Concanavalin A (ConA), Phytohaemagglutinin (PH)), um ein geeignetes
Stimulans fiir die Untersuchung der Blutproben von anidsthesierten Rindern
auszuwéhlen. PWM wurde dabei nach Rekonstitution mit RPMI Medium 1640 in
einer Konzentration von 80 pg/ml eingesetzt. ConA und PH wurden durch Zusatz
von Aqua destillata ebenfalls in einer Konzentration von 80 pg/ml verwendet.
PWM erwies sich dabei als potentestes Stimulans (Abschnitt III, 3.2 und Abschnitt
IV, 1.2), wodurch die beiden weiteren Blutproben fiir die Erstellung der
Positivkontrolle nur noch mit PWM stimuliert wurden. Die im Folgenden
bezeichneten Positivkontrollen (I, IT und III) resultierten aus der Stimulation der
drei Blutproben mit PWM. Die IFN-y-Freisetzung wurde nachfolgend gemil3 dem,
in Abschnitt III, 4.1 beschriebenen Protokoll gemessen, wobei dieser Schritt
mehrmals durchgefiihrt wurde, um stabile und valide Werte der Positivkontrollen
fiir nachfolgende Versuche zu erreichen (beispielhafte Plattenbelegung im Anhang
Tabelle Al). Zudem erfolgte ein Vergleich der IFN-y-Freisetzung der insgesamt

drei hergestellten Positivkontrollen in verschiedenen Verdiinnungsstufen, um zu
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iberpriifen, ob sie gleichermallen als Referenz in der Studie verwendet werden

konnen (Abbildung 15, AbschnittIV, 1.1).

3.2 Auswahl geeigneter Stimulanzien

Parallel zur Erstellung der Positivkontrolle wurden drei verschiedene Stimulanzien
auf ihr Potential, eine quantitativ aussagekrdftige IFN-y-Freisetzung zu
gewihrleisten, gepriift. PWM, ConA und PH werden als drei mdgliche Mitogene,
welche T-Zellen zur Freisetzung von IFN-y stimulieren kdnnen beschrieben. In
Studien konnten diese drei Stimulanzien als gleichermaBlen fahig definiert werden,
eine Interferonfreisetzung bei vitalen Leukozyten zu provozieren (KIRCHNER et
al., 1982). Um optimale Konditionen fiir die Stimulation von Rinderplasmaproben
vor und wihrend der Narkose zu erreichen, wurden diese drei Mitogene in jeweils
gleicher Konzentration (80 pg/ml) im Zuge der Herstellung der Positivkontrolle
(Abschnitt III, 3.1) parallel eingesetzt und die Resultate miteinander verglichen.
Eine Verdiinnung der Stimulanzien erfolgte dabei wie in Abschnitt III, 3.1
beschrieben. Blutproben eines der, in Abschnitt III, 1.1 beschriebenen, klinisch
unauffilligen Rinder (Positivkontrollen) wurde mit allen drei Mitogenen stimuliert.
Die Stimulation sowie die anschlieBende Messung von freigesetztem IFN-y
erfolgten analog, wie in Abschnitt III, 3.3 und 4.1 fiir die Bearbeitung der
Blutproben von anidsthesierten Tieren beschrieben. Eine schematische Darstellung
der Plattenbelegung im Zuge der IFN-y-Messung ist in Tabelle A2 (Anhang)
dargestellt. Die Ergebnisse des ELISA sind graphisch in Abbildung 16 (Abschnitt
IV, 1.1); die genauen OD-Werte in Abbildung A2 des Anhangs dargestellt. Im
Vergleich zu PWM und ConA war die IFN-y-Freisetzung durch Zugabe von PH
deutlich geringer, wodurch es als Stimulans von den weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen wurde. ConA wurde als Vergleich weiterhin parallel zu PWM fiir
Stimulation der Rinderplasmaproben fiir alle untersuchten Tiere vor und wéhrend
der Narkose (n = 14) verwendet. PWM erwies sich als potentestes Stimulans und
wurde in allen anschlieBenden Versuchsabschnitten fiir die Untersuchung von Blut
andsthesierter Rinder eingesetzt. Zudem wurde zur Erstellung der Positivkontrollen
ausschlieBlich PWM verwendet. Die Blutproben von Rotwild wurden mit PWM
stimuliert. Fiir die Interpretation der IFN-y-Freisetzung in Plasma anisthesierter
Rinder sowie in Hirschplasma wurden ausschlieBlich Proben beriicksichtigt, denen

eine Stimulation mit PWM vorausging.
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33 Stimulation

Der nun folgende Abschnitt beschreibt die Stimulation, wie sie bei allen Blutproben
erfolgte. Die Stimulanzien wurden, wie oben beschrieben entsprechend eingesetzt.
So erfolgte hinsichtlich der Gewinnung der Positivkontrolle und der Auswahl
geeigneter Stimulanzien eine Stimulation mit PWM und teilweise mit ConA und
PH (Abschnitt III, 3.1 und 3,2; Tabelle A2 im Anhang), fiir die Untersuchung
andsthesierter Rinder mit PWM und vergleichend mit ConA und fiir das Rotwild
ausschlieBlich mit PWM. Der nachfolgend beschriebene Verlauf der Stimulation
wurde in allen Féllen analog durchgefiihrt, wobei die einzige Variation in der

Verwendung des Stimulans bestand.

Im Labor erfolgte eine Stimulation der Vollblutproben in einer
24-Loch-Zellkulturplatte (Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, Deutschland).
Unverdiinntes, heparinisiertes Blut wurde in 1,5-ml Aliquots auf die einzelnen
Kammern der Platte verteilt und mit 100 ul Pokeweed Mitogen in einer
Konzentration von 80 pul/ml (PWM, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA
(friiher Prionics AG, Schweiz)) versetzt. Da ein boviner IFN-y release assay
durchgefiihrt wurde, wurde PWM in einer Konzentration verwendet, wie es im
Herstellerprotokoll des Bovigam®, einem kommerziell erhéltlichen Test fiir die
Detektion von bovinem IFN-y, vorgesehen ist. Zudem sollte unter Verwendung
dieser hohen Konzentration eine maximale Stimulation der Leukozyten, IFN-y
freizusetzen provoziert werden, um besser auf das Vorhandensein vitaler
Leukozyten in den Plasmaproben riickschlieBen zu konnen. Alle anderen
Stimulanzien (sieche Abschnitt III, 3.2) wurden entsprechend in selbiger
Konzentration eingesetzt. Ein Aliquot, in das 100 pl PBS (PBS, geméll Moore,
2001) anstelle von PWM bzw. der anderen Stimulanzien gegeben wurde, diente als
interne Negativkontrolle fiir die Stimulation. Die Proben wurden auf einem
Mikrotiterplattenschiittler (IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland) fiir eine
Minute gemischt und tiber Nacht bei 37 °C mit 5 % CO; fiir 20 Stunden inkubiert
(New Brunswick Galaxy 170S, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). Am
ndchsten Tag wurden die 24-Lochplatten zehn Minuten bei einem g-Wert von 500
zentrifugiert  (500rcf; 1 ref = 1,12 x R (= Radius) x (RPM/1000)?);  Zentrifuge
5430 R, Eppendorf Ag, Hamburg, Deutschland), die Uberstéinde abgenommen und
in MikroreaktionsgefaBen (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei -20 °C bis
zur weiteren Analyse aufbewahrt. Im Anschluss erfolgte die Detektion von IFN-y

und die Interpretation der Resultate mittels Enzyme-linked immunosorbent assay
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(EIA) fiir die Messung von bovinem IFN-y laut Herstellerprotokoll (Mabtech AB,
Hamburg, Deutschland).

4 Detektion von freigesetztem IFN-y mit einem bovinen

IFN-y-ELISA Development Kit

Nachfolgendes Protokoll fiir die Durchfiihrung des bovinen IFN-y-ELISA
Development Kits wurde sowohl fiir Untersuchungen der Plasmaproben von
Rindern vor und wéhrend einer Narkose und Rotwild als auch im Zusammenhang
mit der Herstellung einer Positivkontrolle inklusive der Untersuchung

verschiedener Stimulanzien verwendet.

4.1 Untersuchung der Plasmaproben von Rind und Rotwild

In bovinen Plasmaproben, die unmittelbar vor und zehn Minuten wéhrend einer
Anisthesie entnommen wurden, wurde freigesetztes IFN-y von stimulierten
Leukozyten mit dem kommerziellen IFN-y-ELISA gemessen. Das Protokoll
beinhaltete einen IFN-y-Standard, welcher im Kit enthalten war. Plasma einer
vorher stimulierten Blutprobe, die von einem klinisch unauffilligen Rind
entnommen wurde, diente als Positivkontrolle fiir eine IFN-y-Freisetzung. PBS

wurde als Negativkontrolle eingesetzt.

Um zu tiberpriifen, ob eine Kreuzreaktivitit zwischen den Antikdrpern des Kits
gegen bovines IFN-y und cervidem IFN-y besteht, wurden die stimulierten
Vollblutproben von Rotwild gemadfl dem Protokoll des bovinen IFN-y release

assays einschlieflich seines Standards untersucht.

Die Detektion und Messung von freigesetztem IFN-y wurde anschliefend geméaf
dem Herstellerprotokoll des bovinen IFN-y-ELISA Development Kits
durchgefiihrt. Am Vortag des ELISA wurde eine hoch-Protein-bindende
96-Lochplatte  (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) mit
100 pl/Kammer eines spezifischen Fangantikdrpers gegen bovines IFN-y
(mAB MT17.1), bestehend aus 2 pg/ml mAB MT17.1 in PBS (pH 7,4) beschichtet.
Nach einer Inkubation iiber Nacht bei 4 - 8 °C, wurde die Platte anschlieBend
zweimal mit je 200 pl PBS pro Kammer gewaschen. Die Waschschritte wurden mit
einem Mikroplatten-Washer (Aqua Max®, Molecular Devices, Sunnyvale, USA)
fiir 96-Lochplatten durchgefiihrt. Alle folgenden Waschschritte wurden fiinfmalig
wiederholt, wobei jeweils 200 pl/Kammer PBS mit 0,05 % Tween hinzugefiigt
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wurden. Die Platte wurde durch Zugabe von je 200 pl/Kammer PBS, bestehend aus
0,05 % Tween und 0,1 % Inkubations-Puffer (Bovine Serum Albumin, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Deutschland), der davor unter Verwendung eines
Magnetriihrers hergestellt wurde, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt.
Wihrend dieses Inkubationsschritts wurden die Verdiinnungen der Proben, die
Positiv-/Negativ- Kontrolle und der IFN-y-Standard vorbereitet. Die hergestellte
Blockinglosung wurde als Verdiinnungsmittel fiir die Proben sowie fiir alle noch
folgenden Reagenzien verwendet. Jede Plasmaprobe und der IFN-y-Standard
wurden in einem Dreifachansatz, die Positivkontrolle in doppeltem Ansatz
untersucht. Rekombinantes, bovines IFN-y (Mabtech) wurde als Standard in einer
Konzentrationsspanne von 500 pg/ml bis 3,9 pg/ml in 1:2-Verdiinnungsschritten
gemél den Angaben des Kits verwendet. Rinder- und Rotwildproben wurden in
verschiedenen Verdiinnungsstufen untersucht: unverdiinnt, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625,
1:3125. Eine solche Verdiinnungsreihe wurde angefertigt, um besser quantitativ auf
enthaltenes IFN-y riickschlieBen zu konnen. Im Falle einer Ubersittigung im
unverdiinnten Zustand, kann auf diese Weise anhand der Verdiinnungen auf die
tatsdchliche IFN-y-Freisetzung geschlossen werden. Beziiglich der Rindernarkosen
erfolgte in einem Durchlauf jeweils der parallele Ansatz von IFN-y-Standard, der
Positivkontrolle sowie der Plasmaproben vor und wéhrend einer Narkose (siche
Beispiel einer Plattenbelegung Tabelle 4). Zuséatzlich wurden die Negativkontrollen
der Stimulation (siehe Abschnitt III, 3.3) und reines PBS als Negativkontrolle fiir
den ELISA aufgetragen (Schema Tabelle 4).
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Tabelle 4: Schematische Darstellung einer Plattenbelegung fiir die
Untersuchung der Plasmaproben von Rindern auf freigesetztes IFN-y vor

und wihrend einer Narkose

IFN-y-Standard vor Narkose wihrend Narkose Neg.
Po. Ko.
in pg/ml Verdiinnung Verdiinnung Kon.
500 500 500 1:4 1:4 unverdiinnt unverdiinnt v
250 250 250 1:8 1:8 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 v

125 125 125 1:16 1:16 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25 v
62,5 | 62,5 | 62,5 1:32 1:32 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125 R
31,25 | 31,25 | 31,25 | 1:64 1:64 | 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625 R
15,6 15,6 15,6 | 1:128 | 1:128 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125 W
7.8 7,8 7.8 1:256 | 1:256 W

3.9 3,9 3,9 | 1:512 | 1:512 W

Neg. Kon.: Negativkontrollen; Po. Ko.: Positivkontrolle

Der IFN-y-Standard und die Plasmaproben wurden jeweils in einem
Dreifachansatz, die Positivkontrolle in doppeltem Ansatz untersucht.

Ein Teil der Blutproben vor (v) und wihrend (w) der Narkosen wurde mit PBS
»stimuliert als interne Negativkontrolle der Stimulation (siehe Abschnitt 111, 3.3).

Reines PBS (r) lief als Negativkontrolle bezogen auf den ELISA mit.

Die nachfolgend untersuchten Plasmaproben von Rotwild wurden in Verbindung
mit dem IFN-y-Standard des Kits auf die IFN-y-Freisetzung untersucht (siche
Beispiel einer Plattenbelegung Tabelle 5).
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Tabelle S: Schematische Darstellung einer Plattenbelegung fiir die

Untersuchung der Plasmaproben von Rotwild.

IFN-y-Standard Rotwild Rotwild Rotwild
in pg/ml Aniisthesie Nr. 1 Anisthesie Nr. 2 tot
500 500 500 unverdiinnt unverdiinnt unverdiinnt
250 250 250 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5

125 125 125 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25

62,5 62,5 62,5 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125

31,25 | 31,25 | 31,25 | 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625

15,6 15,6 15,6 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125 | 1:3125

7,8 7,8 7,8

39 39 39

Sowohl der IFN-y-Standard als auch die Plasmaproben wurden jeweils in einem
Dreifachansatz angesetzt. Es wurde Plasma von zwei anésthesierten Tieren und von

einem geschlachteten Rotwild untersucht.

Hundert Mikroliter pro Kammer von sowohl IFN-y-Standard, Kontrollen und
Plasmaproben wurden in die einzelnen Kammern der 96-Lochplatte pipettiert und
fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, worauf ein weiterer Waschschritt,
wie oben beschrieben, angeschlossen wurde. Nachfolgend wurden 100 pl des
Detektionsantikorpers gegen bovines IFN-y (mAB MT307-biotin) in einer
Verdiinnung von 0,25 pg/ml in jede Kammer pipettiert und fiir eine weitere Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde der Detektionsantikdrper mit dem
hergestellten Inkubationspuffer verdiinnt, um die genannte Konzentration zu
erhalten. Die Platte wurde erneut fiinf Mal gewaschen, worauthin 100 pl/Kammer
Streptavidin-Horseradish-Peroxidase (HRP) in einer 1:1.000 Verdiinnung
hinzugefiigt wurden und eine einstiindige Inkubation sowie ein weiterer
Waschschritt folgten. Tetramethylbenzidin-(TMP)-Peroxidase in Kombination mit
Peroxidase Substrat Solution B (TMP 4 g/I, 0,02 % H»0,, KPL, Gaithersburg,
USA) wurden als Substrat verwendet, in die Kammern pipettiert und die Reaktion
wurde nach zehn Minuten mit Phosphorsdure (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

gestoppt. Absorbtionswerte flir Standard, Kontrollen und Plasmaproben wurden bei
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450 nm mit einem Mikroplatten-Reader (Spectra Max Plus, Molecular Devices,
Sunnyvale, USA) gemessen und anschlieBend mit der SOFTmax Pro Software
(Molecular Devices) analysiert. Die Daten wurden als optische Dichte (OD), die fiir
die einzelnen Proben gemessen wurde, dargestellt. Werte flir die optische Dichte
wurden als aussagekriftig und verwertbar definiert, solange sie > 0,1 waren. Die
definitiven IFN-y-Konzentrationen (in pg/ml) der Plasmaproben wurden
nachfolgend berechnet. Anhand der eingesetzten Konzentrationen des
IFN-y-Standards in einer Spanne von 500 pg/ml bis 3,9 pg/ml gemall den Angaben
des Kits (siche Abschnitt III, 4.1) und der im ELISA gemessenen OD-Werte fiir
den Standard sowie der einzelnen Proben, konnte die genaue IFN-y-Konzentration
in den Plasmaproben berechnet werden. Es erfolgte eine Kontrolle der Werte, die
in den einzelnen Durchldufen fiir den IFN-y-Standard und fiir die Positivkontrolle
erhalten wurden, um auf den Erfolg und die Vergleichbarkeit der einzelnen

Versuchsdurchldufe schlielen zu konnen.

4.2 Titration der Antikorper gegen bovines IFN-y fiir die Untersuchung
von Rotwildplasma
Um eine optimale Detektion des IFN-y aus Rotwildblut mit dem bovinen
IFN-y-ELISA Development Kit gewéhrleisten zu konnen, wurde eine Titration der
im Kit bereitgestellten Antikorper gegen bovines IFN-y durchgefiihrt. Dahingehend
wurde zundchst der Fangantikorper (mAB MT.17.1) in unterschiedlichen
Konzentrationen bei gleichbleibender Konzentration des Detektionsantikdrpers
(mAB MT307-biotin) eingesetzt. Laut Herstellerprotokoll soll fiir die
Untersuchung von Rinderplasma eine 96-Lochplatte am Vorabend des
Versuchsdurchlaufs mit mAB MT17.1 in einer Konzentration von 2 pg/ml
beschichtet und tiber Nacht inkubiert werden (siehe Abschnitt 111, 4.1). Es wurden
in der Folge verschiedene Platten angesetzt, wobei eine Beschichtung mit dem
Fangantikorper in einer Konzentration von 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/mlund 10 pg/ml
vollzogen wurde (siche Beispiel der Plattenbelegung Tabelle 6). Eine Verdiinnung
des Antikorpers erfolgte dabei mit PBS, um die gewlinschten Konzentrationen zu

erhalten.
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Tabelle 6: Beispielhafte Darstellung der Plattenbelegung im Zuge der
Titration des Fangantikorpers: mAB MT17.1

Beschichtung mit mAB MT17.1 =1 pg/ml Beschichtung mit mAB MT17.1 =2 pg/ml
IFN-y-Standard Rotwild IFN-y-Standard Rotwild
in pg/ml anisthesiert in pg/ml anisthesiert
500 500 500 unverdiinnt unverdiinnt Unverdiinnt
250 250 250 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5 1:5

125 125 125 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25 1:25

62,5 62,5 62,5 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125 1:125

31,2 31,2 31,2
1:625 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625 1:625

1:312 1:312 1:312 1:312 1:312 1:312 1:312 1:312 1:312
15,6 15,6 15,6

7.8 7.8 7.8

39 39 39

Die Platte wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen von mAB MT17.1
beschichtet (hier dargestellt fiir | pg/mlund 2 pg/ml; analog erfolgte es fiir 5 pg/ml
und 10 pg/ml). Sowohl die einzelnen Plasmaproben als auch der IFN-y-Standard

wurden unter genannten, verdnderten Bedingungen untersucht.

Nach Inkubation iiber Nacht bei 4 - 8 °C wurde die Platte analog, wie in Abschnitt
III, 4.1 beschrieben, gewaschen und anschlieBend geblockt. Da eine maximale
IFN-y-Detektion in Plasmaproben der anisthesierten Rotwildtiere erreicht werden
sollte, dienten diese entsprechend als Untersuchungsmaterial. Parallel wurde der
IFN-y-Standard  beprobt, um zu iberprifen, ob und ab welcher
Antikorperkonzentration Werte gemdll der angegebenen Spanne fiir den Standard
des Kits erzielt werden. Wie bereits beschrieben, erfolgte analog die Zugabe der
folgenden Reagenzien (Detektionsantikdrper, Streptavidin-HRP, Substrat,
Phosphorsdure) unter Beriicksichtigung einzelner Waschschritte und es konnte die
IFN-y-Freisetzung anhand der erhaltenen optischen Dichte (OD) detektiert werden.
Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte zusétzlich eine Titration des

Detektionsantikorpers, wobei der Fangantikorper in einer konstant bleibenden
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Konzentration von 2 ng/ml eingesetzt wurde. Der Untersuchungslauf gestaltete
sich, wie eben beschrieben, nur unter Verwendung des mAB MT307-biotin in
variierenden Konzentrationen von 0,05 pg/ml, 0,25 pg/ml, 1,25 pg/ml und
6,25 ug/ml. Die genannten Konzentrationen wurden dabei durch Einsatz des
Inkubationspuffers erreicht, der laut Herstellerprotokoll fiir die Verdiinnung des
Detektionsantikorpers eingesetzt wird (Abschnitt III, 4.1). Fiir die Untersuchung
von Rinderplasma wurden diesbeziiglich 0,25 pg/ml eingesetzt. Alle anderen
Reaktionsschritte verliefen, wie oben und in Abschnitt III, 4.1 beschrieben, wobei
Plasmaproben von andsthesiertem Rotwild und der IFN-y-Standard, wie bei der

Titration des Fangantikdrpers als Untersuchungsmaterial dienten.

5 Statistische Analyse

Fiir die statistische Analyse wurde die Software ,,R* verwendet. In diesem
Zusammenhang wurden die Medianwerte unsere Daten, resultierend aus den
OD-Werten vor und wihrend der Narkose fiir alle zwolf Kélber mit dem Wilcoxon
Signed Rank Test verglichen. Es handelt sich dabei um ein nichtparametrisches
Testverfahren fiir die Analyse von gepaarten Daten basierend auf Differenzen oder
von einer einzelnen Probe. Die Nullhypothese ist, dass die Unterschiede eine
Verteilung haben, die um Null zentriert ist (WOOLSON, 2008). In diesem Fall
wurde TUberpriift ob ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Medianwerten zu den beiden Zeitpunkten vor und wihrend der Narkose in der
jeweils gleichen Verdiinnungsstufe von Plasma (aus allen zwolf Narkosen) besteht.
Dabei beinhaltete die statistische Analyse die Medianen der OD-Werte von den
Proben im unverdiinnten Zustand bis hin zu einer Verdiinnung von 1:125. Fiir die
weiteren Verdiinnungsstufen von 1:625 und 1:3125 waren die resultierenden
OD-Werte unterhalb 0,1 und wurden demzufolge als nicht signifikant fiir diese

Studie gewertet und von der Analyse ausgeschlossen.
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IV ERGEBNISSE

1 Vorarbeiten zur Untersuchung der IFN-y Freisetzung aus

Plasmaproben narkotisierter Rinder

1.1 Erstellung einer Positivkontrolle

Vor der Untersuchung von Plasmaproben anésthesierter Rinder auf die Freisetzung
von [FN-y vor bzw. wihrend der Narkose wurden Positivkontrollen erstellt. Wie in
Abschnitt III, 1.1 beschrieben, wurde dafiir Blut von drei klinisch unauffélligen
Rindern aus dem LVG in OberschleiBheim gewonnen. Stabile Werte dieser
Kontrolle dienten in anschlieBenden Untersuchungen als Referenz, um zu
vergleichen, ob eine addquate Menge an IFN-y auch im Blut der anésthesierten
Tiere von vitalen Leukozyten gebildet worden ist. Zudem konnte durch Betrachtung
der erhaltenen Werte fiir die Positivkontrolle in folgenden Untersuchungen auf die
Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Versuchsdurchldufen geschlossen
werden, sofern sie sich in der gleichen Spanne befanden. Die in Abbildung 15
dargestellten Positivkontrollen resultierten aus einer Stimulation des Rinderblutes
mit Pokeweed Mitogen (PWM). In den folgenden Untersuchungen der
Plasmaproben anisthesierter Rinder wurden ausschlieBlich diese Positivkontrollen
verwendet. Die Positivkontrollen (I, II und III) wurden auf die IFN-y-Freisetzung
in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen untersucht und miteinander verglichen,
wobei sie wie in spéteren Versuchen in 1:2 Schritten verdiinnt wurden. Die
gemessenen OD-Werte, welche bezeichnend fiir die Freisetzung an IFN-y sind,
lagen im unverdiinnten Zustand bis hin zu einer 1:4 Verdiinnung durchgehend im
Bereich 3,0 < OD < 3,7 wobei im unverdiinnten Zustand von einer Ubersittigung
auszugehen ist. Bei einer Verdiinnungsstufe von 1:8 wurden Werte zwischen
2,0 <OD < 3,0 erreicht und ab einer Verdiinnung von 1:32 wurden noch Werte fiir
OD > 1,1 gemessen. Werte unterhalb 0,1 wurden fiir die optische Dichte bis hin zur
letzten Verdiinnungsstufe (1:512) nicht erreicht. Im Falle der Untersuchungen von
Plasmaproben anésthesierter Rinder sowie der Rotwildproben wurden Werte
unterhalb 0,1 als nicht mehr signifikant betrachtet und gingen nicht in die Wertung
der Studie mit ein. Abbildung A1 im Anhang zeigt am Beispiel der Positivkontrolle
I die erhaltene OD-Werte im ELISA. Aufgrund der oben genannten Sittigung in

unverdiinntem Zustand sowie darauffolgenden Verdiinnungen, wurde die
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Positivkontrolle in allen weiteren Versuchsdurchlaufen erst ab einer 1:4
Verdiinnung eingesetzt. Abbildung 15 veranschaulicht, dass alle drei Proben sehr
dahnliche OD-Werte in den jeweiligen Verdiinnungsstufen aufweisen, wodurch eine
sehr gute Vergleichbarkeit gegeben ist. Die Werte blieben infolge wiederholter
Durchldufe stabil und konnten demnach als Positivkontrolle in den
Untersuchungen, ob Narkotika einen FEinfluss auf die Vitalitit von

Rinderleukozyten, und damit deren Féhigkeit IFN-y freizusetzen haben, verwendet

werden.
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Abbildung 15: Vergleichende Darstellung der erhaltenen OD-Werte fiir
die drei erstellten Positivkontrollen in unterschiedlichen

Verdiinnungsstufen

1.2 Beurteilung verschiedener Mitogene auf deren
Stimulations-Fahigkeit von Leukozyten

Neben der Erstellung der in Abschnitt III, 3.1 beschriebenen Positivkontrolle

wurden vor Beginn der Studie in Zusammenhang mit den Rindernarkosen

verschiedene Mitogene auf ihr Potential, Leukozyten zur Freisetzung von IFN-y zu

stimulieren liberpriift. Das Blut des Rindes, welches im Zuge der Herstellung von
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Positivkontrolle II bezogen wurde (siehe auch nihere Informationen zu den Tieren,
Abschnitt III, 1.1, Tabelle 3), wurde mit PWM und teilweise mit ConA und PH
stimuliert, wie in Abschnitt III, 3.3 beschrieben und die IFN-y-Freisetzung
nachfolgend im ELISA gemessen (Abschnitt I1I, 4.1). Das Plasma, welchem eine
Stimulation mit PWM vorangegangen ist, wurde aufgrund der genannten
Ubersiittigung, wie sie in Abschnitt IV, 1.1 festgestellt wurde, erst ab einer
Konzentration von 1:4 im ELISA eingesetzt. Plasma resultierend aus der
Stimulation mit ConA und PH wurde beginnend ab dem unverdiinnten Zustand
verwendet (schematische Darstellung der Plattenbelegung in Tabelle A2 des
Anhangs). Die IFN-y-Freisetzung wurde nachfolgend miteinander verglichen. Die
hochsten OD-Werte resultierten fiir das Plasma infolge der Stimulation mit PWM.
Das heifl3t, dass nach einer Stimulation mit PWM im Vergleich zur Stimulation mit
ConA und PH mehr messbares IFN-y freigesetzt wurde. In einer 1:4 Verdiinnung
lag dabei die optische Dichte (OD) im Bereich 3,2 < OD < 3,3 wohingegen sowohl
fiir ConA und PH bereits im unverdiinnten Zustand des Plasmas deutlich niedrigere
Werte erzielt wurden. Fiir ConA erreichte die OD im unverdiinnten Zustand einen
Maximalwert von OD = 0,89 und fiir PH einen Wert von OD = 0,4. Somit lag die
potentielle Stimulationsfdhigkeit des PWM eindeutig iiber jener der anderen
Mitogene. Im Vergleich zu den sehr hohen Werten fir PWM in einer 1:4
Verdiinnung, wurde fiir ConA OD=0,3 und fir PH OD=0,15 bei gleicher
Verdiinnungsstufe gemessen. Eine genaue Darstellung der erhaltenen OD-Werte
zeigt Abbildung A2 des Anhangs. Somit erwies sich eine Stimulation mit PWM am
geeignetsten, um eine maximale Stimulation der Leukozyten im Blut der Rinder
vor und wiahrend der Narkose zu induzieren und wurde demzufolge in den
Folgeversuchen als primdres Stimulans eingesetzt. Vergleichsweise wurde bei
entsprechenden Versuchsdurchldufen noch parallel eine Stimulation mit ConA
vollzogen und die Daten ausgewertet, welche aber nicht mit in die Interpretation
der Studie aufgenommen wurden. PH wurde aufgrund der duflerst geringen Werte
in weiteren Versuchsdurchldufen ausgeschlossen. In Abbildung 16 sind die
OD-Werte des Plasmas von Positivkontrolle II infolge einer Stimulation mit PWM,

ConA und PH graphisch dargestellt.
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Abbildung 16: Resultierende OD-Werte infolge der Stimulation von Blut

im Zuge der Gewinnung der Positivkontrolle I1

Es erfolgte eine Stimulation des Blutes mit PWM, ConA und PH. Die erhaltenen
OD-Werte waren deutlich sichtbar infolge der Stimulation mit PWM am hdochsten.
Positivkontrolle II: Positivkontrolle Nr.2, die aus der Stimulation des Blutes mit
PWM eines klinisch gesunden Rindes aus dem LVG gewonnen wurde (siche
Tabelle 3; Abschnitt III, 1.1).

Plasma infolge der Stimulation mit PWM wurde ab einer Verdiinnung von 1:4
eingesetzt; Plasma infolge der Stimulation mit ConA und PH wurde beginnend ab

dem unverdiinnten Zustand verwendet.

2 Untersuchung der IFN-y-Freisetzung in Blutplasma von
Rindern vor und wéihrend einer Anisthesie mit Hilfe eines
bovinen IFN-y release assays

Nach den genannten Vorarbeiten (Abschnitt IV, 1) erfolgte die Uberpriifung, ob

eine Anisthesie und die dabei eingesetzten Narkotika einen Einfluss auf die

Vitalitdt peripherer Leukozyten in Rinderblut haben. Blut wurde, wie in

Abschnitt III, 1.1 beschrieben, von insgesamt 14 Tieren unmittelbar vor und zehn
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Minuten in Anésthesie entnommen. Zwei der insgesamt 14 Tiere wurden aufgrund
von Fieber bzw. einer Vorbehandlung mit Cortison als festgelegte
Ausschlusskriterien nicht in die Auswertung integriert. Fiir die Interpretation
wurden demnach die Resultate von zwolf Rindern bertlicksichtigt. Nach
Blutentnahme erfolgte eine Stimulation mit PWM. ConA wurde parallel als zweites
Stimulans eingesetzt, wobei die daraus entstandenen Ergebnisse lediglich als
Vergleich dienten und primér die Plasmaproben infolge Stimulation mit PWM
beurteilt wurden (siehe auch Abschnitt III, 3.2 und 3.3). Nach Durchfiihrung des
bovinen IFN-y release assays (Abschnitt III, 4.1) konnte freigesetztes IFN-y
quantitativ nachgewiesen werden. Dabei erfolgte die Verdiinnung des Plasmas in
1:5-Schritten. In allen untersuchten Plasmaproben resultierte die IFN-y-Freisetzung
in, entweder nahezu identischen Werten zu beiden Zeitpunkten, oder einer erhohten

IFN-y-Konzentration zum Zeitpunkt wéhrend der Narkose.

2.1 Nahezu identische IFN-y-Konzentrationen vor und wihrend der
Aniisthesie

In insgesamt fiinf (Narkosen der Tiere Nrn.: 3, 4, 5, 11, 13) von zwolf Fillen
konnten mehr oder weniger identische Werte der optischen Dichte (OD)
entsprechend des freigesetzten IFN-y zu beiden Zeitpunkten der Blutentnahme
detektiert werden. Die dabei erreichten OD-Werte bewegten sich in allen fiinf
Féllen vom unverdiinnten Zustand bis hin zu einer Verdiinnung von 1:5 im Bereich
von 1,5<0OD<3,7. Bis hin zu einer Verdinnung von 1:125 konnten
OD-Werte > 0,1 detektiert werden. In den beiden letzten Verdiinnungsstufen
(1:625, 1:3125) lagen die gemessenen Werte in den meisten Fillen unterhalb 0,1
und wurden demzufolge durch die zu hohe Verdiinnung als nicht mehr
aussagekriftig gewertet und von der schlussendlichen Interpretation
ausgeschlossen. Abbildung 17 veranschaulicht am Beispiel der Narkose von Tier
Nr. 11 die gemessenen OD-Werte im ELISA. Die vorausgegangene
Plattenbelegung inklusive verwendeter Verdiinnungen wurde beispielhaft in
Abschnitt III, 4.1 (Tabelle 4) dargestellt. Als interne Negativkontrolle wurde ein
Teil der Blutproben mit PBS anstelle von PWM , stimuliert” (Abschnitt III, 3.3)
und im ELISA in Spalte Nr. 12 untersucht.
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Abbildung 17: Resultierende OD-Werte im ELISA aus der Untersuchung
von Rinderpllasmaproben vor und wéihrend einer Narkose (Narkose von
Tier Nr. 11)

Es erfolgte der parallele Ansatz von IFN-y-Standard, Positivkontrolle und den
Plasmaproben vor und wihrend der Narkose. Zudem wurden in Spalte Nr. 12 die
Negativkontrollen untersucht. Dies waren zum einen die Negativkontrollen der
Stimulation von Blut vor der Narkose (hier in Griin dargestellt) und wiahrend der
Narkose (hier in Gelb dargestellt) sowie die Negativkontrolle des ELISAs (reines
PBS, in weil} dargestellt).

Aus den OD-Werten des IFN-y release assays erfolgte im Anschluss die
Berechnung der tatsdchlichen Konzentration (in pg/ml) des, im Plasma enthaltenen
IFN-y. Anhand der eingesetzten Konzentrationen des IFN-y-Standards in einer
Spanne von 500 pg/ml bis 3,9 pg/ml gemall den Angaben des Kits (siche Abschnitt
III, 4.1) und der, im ELISA gemessenen OD-Werte fiir den Standard sowie der
einzelnen Proben, konnte die genaue IFN-y-Konzentration in den Plasmaproben
berechnet werden. Aus den daraus erhaltenen Werten wurde fiir jedes Tier und die
jeweiligen Verdiinnungsstufen separat ein Mittelwert aus dem gemessenen

Dreifachansatz fiir die IFN-y-Konzentration jeweils vor und wéhrend der Narkose



IV Ergebnisse 82

berechnet. In Tabelle 7 sind die kalkulierten IFN-y-Konzentrationen der einzelnen
Verdiinnungen des Plasmas zu beiden Zeitpunkten fiir alle zwo6lf Tiere aufgetragen.
Aufgrund der oben beschriebenen, niedrigen Werte in den beiden letzten
Verdiinnungsstufen (1:625, 1:3125) und demzufolge deren niedrigen Aussagekratft,
wurden diese in der Kalkulation einzelner IFN-y-Konzentrationen und weiteren
Darstellung nicht beriicksichtigt. Es wurden Graphen erstellt, in denen die errechneten
IFN-y-Konzentrationen fiir verschiedene Verdiinnungsstufen der Plasmaproben
aufgetragen sind. Unterschiede in der Freisetzung von IFN-y zu beiden Zeitpunkten
konnten auf diese Weise besser visualisiert werden. Abbildung 18 veranschaulicht
die Gegeniiberstellung des Freigesetzten IFN-y vor und wihrend der Narkose am
Beispiel der Narkose von Tier Nr. 13, wobei deutlich sichtbar ist, dass die
Konzentrationen zu beiden Zeitpunkten nahezu identisch sind. Die einzelnen
Graphen fiir die verbleibenden vier Narkosen Nrn.: 3, 4, 5 und 11 sind im Anhang
dargestellt (Anhang, Abbildung A3).
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Abbildung 18: Darstellung der berechneten IFN-y-Konzentrationen
(pg/ml) fiir unterschiedliche Verdiinnungsstufen (1:5) am Beispiel der
Narkose von Tier Nr. 13

Die IFN-y-Konzentrationen wurden anhand des IFN-y-Standards des Kits und der,
im ELISA erhaltenen OD-Werte berechnet. Man erkennt, dass die

IFN-y-Freisetzung vor und wéhrend der Narkose nahezu identisch ist.
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Eine nahezu identische IFN-y-Konzentration vor und wihrend der Narkose konnte,
wie oben beschrieben, in fiinf von zwolf Féllen detektiert werden. Abbildung 19

veranschaulicht die nahezu identischen IFN-y-Konzentrationen in den genannten
fiinf Féllen.
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Abbildung 19: Darstellung der fiinf Narkosen von Tier Nr. 3,4, 5, 11 und

13 mit nahezu identischen IFN-y-Konzentrationen vor und wihrend der
Aniisthesie

Die Geraden fiir beide Zeitpunkte liegen in den jeweiligen Narkosen sehr nahe
aneinander bzw. fast iibereinander, wodurch gezeigt wird, dass sich die

IFN-y-Konzentrationen zu beiden Zeitpunkten kaum bis gar nicht unterscheiden.

2.2 Erhohte IFN-y-Konzentration wihrend der Anésthesie

Neben den  beschriebenen fiinf Féllen mit nahezu identischen
IFN-y-Konzentrationen vor und wiahrend einer Narkose, konnte in den verbliebenen
sieben Fillen (Narkosen der Tiere Nrm.: 1, 2, 7, 8, 9, 12, 14) eine erhohte
IFN-y-Konzentration wihrend der Anésthesie detektiert werden. Zunédchst wurden

auch hier (wie in Abschnitt IV, 2.1) im ELISA die OD-Werte, die mal3geblich fiir
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die Freisetzung an IFN-y sind, gemessen. Die vorausgegangene Plattenbelegung
inklusive verwendeter Verdiinnungen wurde beispielhaft in Abschnitt III, 4.1
(Tabelle 4) dargestellt. Als interne Negativkontrolle wurde ein Teil der Blutproben
mit PBS anstelle von PWM , stimuliert* (siche Abschnitt II1, 3.3) und im ELISA in
Spalte Nr. 12 mitgetestet. Die erreichten OD-Werte filir Plasma im unverdiinnten
Zustand bis hin zu einer 1:5 Verdiinnung lagen, unter Betrachtung aller sieben
Narkosen im Bereich von 1,2 <0OD < 3,7 und erreichten bis zu einer 1:125
Verdiinnungen Werte fiir OD > 0,1. Wie bei den flinf beschriebenen Fillen aus
Abschnitt IV, 2.1, lagen die OD-Werte fiir die beiden letzten Verdiinnungsstufen
(1:625, 1:3125) teilweise unterhalb des gesetzten Grenzwertes von OD < 0,1 und
wurden demzufolge aufgrund der geringen Aussagekraft von weiteren
Kalkulationen bzw. Darstellungen ausgeschlossen. In Abbildung 20 sind am
Beispiel der Narkose von Tier Nr.8 die erhaltenen OD-Werte im ELISA
abgebildet. Dabei wird die erhdhte IFN-y-Freisetzung zum Zeitpunkt wéhrend der

Narkose bereits deutlich.
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Abbildung 20: Resultierende OD-Werte im ELISA aus der Untersuchung

von Rinderplasmaproben vor und wihrend einer Narkose (Narkose von

Tier Nr. 8)

Es erfolgte der parallele Ansatz von IFN-y-Standard, Positivkontrolle und den

Plasmaproben vor und wihrend der Narkose. Zudem wurden in Spalte Nr. 12 die

Negativkontrollen untersucht. Dies waren zum einen die Negativkontrollen der

Stimulation von Blut vor der Narkose (hier in Griin dargestellt) und wiahrend der

Narkose (hier in Gelb dargestellt) sowie die Negativkontrolle des ELISAs (reines
PBS, in weil} dargestellt).

Nachfolgend wurde, wie bereits fiir die fiinf Félle aus Abschnitt IV, 2.1 dargelegt,

eine genaue Kalkulation der IFN-y-Konzentrationen in den Rinderplasmaproben zu

beiden Zeitpunkten anhand der gegebenen Konzentrationen und OD-Werte des

IFN-y-Standards sowie der gemessenen OD-Werte der Proben durchgefiihrt. In

Tabelle 7 sind die einzelnen Konzentrationen fiir alle zwdlf Narkosen aufgetragen.
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Tabelle 7: IFN-y-Konzentrationen (pg/ml) in Plasmaproben von Rindern

Narkose Verdiinnungsstufen Plasma
von Rind
Nr. unverdiinnt 1:5 1:25 1:125
1 21182 /2 184b 4732/ 731 1172/ 224 242/ 48
2 2156/2269 683 /944 165/612 34/ 143
3 1679/ 1 664 822 /818 737 /735 560 /598
4 1228 /1 241 694 /704 518 /582 191/312
5 1958 /1954 730/ 730 520/568 189 /247
7 1402/1 550 373 /611 73 /198 18 /44
8 1469/1 524 728 /766 354 /554 87/169
9 2159/2254 954 /1073 371 /796 92 /296
11 2268 /2285 1012/1024 665 /739 190 /227
12 1 806/2 147 333 /624 78 /170 17/35
13 2806/2751 371 /336 86 /78 18/16
14 2769 /2944 526 /700 109/ 191 21/37

Mittlere IFN-y-Konzentrationen (pg/ml) in verschiedenen Verdiinnungsstufen von
Rinderplasmaproben unmittelbar vor und zehn Minuten in Anésthesie
AFN-y-Konzentraion (pg/ml) unmittelbar vor der Anésthesie

*IFN-y-Konzentraion (pg/ml) zehn Minuten in Anisthesie
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Die graphische Darstellung der IFN-y-Konzentrationen fiir unterschiedliche
Verdiinnungsstufen am Beispiel der Narkose von Tier Nr. 12 veranschaulicht
deutlich die erhohte Freisetzung an IFN-y wihrend der Anédsthesie (Abbildung 21).
Die einzelnen Graphen fiir die {ibrigen sechs Narkosen Nrm.: 1, 2, 7, 8, 9 und 14

sind im Anhang dargestellt (Anhang, Abbildung A4).
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Abbildung 21: Darstellung der berechneten IFN-y-Konzentrationen
(pg/ml) fiir unterschiedliche Verdiinnungsstufen (1:5) am Beispiel der
Narkose von Tier Nr. 12

Die IFN-y-Konzentrationen wurden anhand des IFN-y-Standards des Kits und der,
im ELISA erhaltenen OD-Werte berechnet. Man erkennt, dass die

IFN-y-Freisetzung wihrend der Narkose hoher war als davor.

Eine erhohte IFN-y-Konzentration wéhrend der Narkose konnte, wie oben
beschrieben, in sieben der zwdlf Félle festgestellt werden. Abbildung 22
veranschaulicht vergleichend die erhdhten IFN-y-Konzentrationen wihrend der

Andsthesie fiir die entsprechenden, sieben Narkosen.
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Abbildung 22: Darstellung der sieben Narkosen (Tier Nr. 1,2, 7, 8, 9, 12,
und 14) mit erhohten IFN-y-Konzentrationen wihrend der Anésthesie

Die Graphen fiir den Zeitpunkt wéhrend der Narkose liegen in allen sieben Féllen
iiber jenen fiir vor der Aniésthesie. Der Mittelteil wurde vergroBert dargestellt, um
eine bessere Differenzierung der einzelnen Graphen zu ermdglichen.

vor Nr. = vor der Narkose von Tier Nr.

wahrend Nr. = wihrend der Narkose von Tier Nr.

Die Resultate aus Abschnitt IV, 2.1 und 2.2 zeigen, dass die IFN-y-Freisetzung in
Plasma von Rindern vor und wihrend der Narkose entweder nahezu identisch oder
sogar erhoht wihrend einer Narkose ist. Fiir die beiden Narkosen von Tier Nr. 6
und Tier Nr. 10, die aufgrund von Fieber bzw. aufgrund einer Vorbehandlung mit
Cortison der Tiere von der Studie ausgeschlossen wurden, wurden ebenfalls die
IFN-y-Konzentrationen berechnet. Eine graphische Darstellung dieser beiden

Narkosen befindet sich im Anhang (Anhang Abbildung A5 und A6).

Nach der Untersuchung der Plasmaproben von alle vierzehn Narkosen wurden die
erzielten OD-Werte flir den IFN-y-Standard der einzelnen Lé&ufe verglichen, um
den erfolgreichen Durchlauf der Untersuchung des Plasmas jeder einzelnen

Narkose zu bestitigen. Die OD-Werte des IFN-y-Standards im Zuge der Erstellung
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einer Positivkontrolle (Abschnitt IV 1.1) wurden ebenfalls miteinbezogen. Es
wurde fiir jeden einzelnen Lauf und fiir die Konzentrationen des Standards von
500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml und 15,6 pg/ml der
Mittelwert der OD-Werte aus dem Dreifachansatz berechnet. Im Anschluss wurde
aus diesen Werten ein Mittelwert der OD-Werte des Standards fiir jede
Konzentration und fiir alle durchgefiihrten Untersuchungen (Narkosen, Erstellung
Positivkontrolle) berechnet. Diese Werte wurden in Abbildung 23 dargestellt. Die
OD-Werte fiir den IFN-y-Standard bewegten sich in jedem Fall im Beriech von:
OD = 1 bei 500 pg/ml und OD = 0,08 bei einer Konzentration des Standards von
15,6 pg/ml. Dies entspricht der angegebenen Spanne des Kits fiir den
IFN-y-Standard (in der die OD des Standards bei OD = 1,3 fiir 500 pg/ml und
OD = 0,1 fiir 15,6 pg/ml liegt). Parallel wurden in jedem Durchlauf die Werte fiir
die Positivkontrolle kontrolliert. Diese bewegten sich in allen vierzehn Féllen in der
gleichen Spanne (wie in Abschnitt IV, 1.1 beschrieben), wodurch zusétzlich auf

einen erfolgreichen Durchlauf in den einzelnen Féllen geschlossen werden konnte.
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Abbildung 23: Darstellung der mittleren OD-Werte fiir den
IFN-y-Standard in unterschiedlichen Konzentrationen aus allen vierzehn
Narkosen inklusive der Positivkontrollen I, IT und III (Abschnitt IV, 1.1)
Fir die Konzentrationen des IFN-y-Standards von 500 pg/ml, 250 pg/ml,
125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml und 15,6 pg/ml wurde ein Mittelwert der
OD-Werte aus allen durchgefiihrten Untersuchungen (Narkosen, Erstellung der
Positivkontrolle) berechnet. Die dargestellten Werte stimmen sehr gut mit der vom
Kit zur Verfiigung gestellten Spanne fiir den IFN-y-Standard iiberein.
Konzentrationen zwischen 250-500 pg/ml filhrten zu OD-Werten > 1, wobei

aufgrund der folgenden Ubersittigung keine deutliche Steigung des Graphen mehr

erfolgte.

3 Untersuchung von Rotwildplasmaproben mit Hilfe eines
bovinen IFN-y release assays

3.1 Messung von freigesetztem IFN-y aus Rotwildplasma

Basierend auf den Ergebnissen aus Abschnitt IV, 1 und 2 erfolgte im Anschluss die
Untersuchung von Rotwildplasma zweier anédsthesierter und eines toten Tieres. Der,

in Abschnitt III, 1.2 erlduterten Probengewinnung von Rotwildblut folgte eine
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Stimulation mit PWM des Blutes (Abschnitt III, 3.3) und eine nachfolgende
Untersuchung der Plasmaproben mittels bovinen IFN-y release assay (Abschnitt 11,
4.1). Wie bei der Untersuchung von Rinderplasma, wurden auch hier 1:5
Verdiinnungen der Proben vorgenommen. In diesem Abschnitt der Studie wurde
untersucht, ob eine Kreuzreaktivitit zwischen den Antikdrpern gegen bovines
IFN-y des bovinen IFN-y-ELISA Development Kits und IFN-y im Plasma von

Rotwild vorhanden ist.

Es wurde Blut von insgesamt zwei anisthesierten Tieren gewonnen, welche im
Rahmen von Routineuntersuchungen narkotisiert wurden. Verwendete Narkotika
waren dabei, wie bei den Rindern, eine Zusammensetzung aus Ketamin und
Xylazin. Zudem wurde Plasma eines unmittelbar vor Blutentnahme geschossenen
Tieres untersucht (sieche Abschnitt III, 1.2). Nach Durchfiihrung des bovinen IFN-y
release assays war in allen drei Fillen eine Detektion von freigesetztem IFN-y
moglich. Im ELISA wurde das IFN-y in Form der optischen Dichte analog der
enthaltenen IFN-y-Konzentration im Plasma gemessen. Zundchst wurden die
Plasmaproben des ersten narkotisierten Rotwilds und die des zweiten narkotisierten
sowie des toten Tieres separat untersucht (siche Anhang, Abbildung A7 und AS).
Um eine bessere Vergleichbarkeit der drei Proben untereinander zu erhalten,
erfolge anschlieend eine parallele Untersuchung der Plasmaproben aller drei Tiere
(Abbildung 24). Die vorangegangene Plattenbelegung wurde in Tabelle 5
(Abschnitt III, 4.1) dargestellt. Im Plasma der anéisthesierten Tiere wurden im
unverdiinnten Zustand bis hin zu einer 1:5 Verdiinnung OD-Werte von
1,8 <OD < 3,4 gemessen und erreichten bis zu einer 1:125 Verdiinnungen Werte
von OD > 0,1. Wie im Falle von untersuchtem Rinderplasma waren die OD-Werte
fiir die beiden letzten Verdiinnungsstufen (1:625, 1:3125) unterhalb des gesetzten
Grenzwertes von OD <0,1 und wurden demzufolge aufgrund der geringen

Aussagekraft von weiteren Kalkulationen und Darstellungen ausgeschlossen.

Auch im Falle des geschossenen Tieres, konnte IFN-y detektiert werden (Abbildung
24). Die dabei gemessen Werte fiir die optische Dichte lagen deutlich unterhalb
jenen, welche fiir die andsthesierten Tiere gemessen wurden. Hinzu kommt, dass
eine Koagulation des Blutes bereits kurz nach dem Tod des Tieres (< 2 min) eintrat
und unsterile Bedingungen bei der Blutentnahme unvermeidbar waren, was zu einer
bakteriellen Kontamination des Blutes flihrte. Diese Aspekte sprechen fiir eine

deutlich schlechtere Qualitdt von Schlachtblut im Vergleich zu Blutproben von
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andsthesierten Tieren.

Wie bei den Rindern (siehe Abschnitt IV, 2.2), wurden auch im Falle der
Untersuchung des Rotwildplasmas die OD-Werte des IFN-y-Standards mit der
vorgegebenen Spanne des Kits abgeglichen und stimmten in jedem Fall iiberein.

Somit konnte auf den Erfolg der einzelnen Versuchsdurchldufe geschlossen werden.

IFN-y
Standard
1 2

2

Rotwild
Narkose 1
g

nd o

~

=)

Rotwild
Narkose 2

7 8 S

-

10

Rotwild
tot

1

12

G

0,839
0,002
0.837

0,828
0,003
0.825

0,820
0,008
0.812

2,438
0,022
3,415

3,410
0,021
3,388

3,400
0,021
3,378

3,629
0,028
3.580

3618
0,025

3.593

3,611
0,026
3,586

0,801
0,005
0.897

0,886
0,005
0,880

0,917
0,005
0912

1,829
0,01
1.816

1,797
0,011
1,786

1,862
0,011
1,850

3,200
0,020
3,180

3.235
0,020
3,216

3,191
0,018
3172

1,242
0,006

235

. 11!:,3-'1,': -

0,337
0,001
0,335

1,253
0,006
1,247
0,224
0,001
0,233

1,244
0,013
1,232
0,333
0,001

0,33

0,472
0,002
0,471

0,458
0,001
0,457

0,470
0,001
0.469

0,457
0,004
0,453

0,452
0,004
0,449

0,451
0,000
0,450

1,263
0,02¢
1.237

1,270
0,012
1,258

1,216
0,008
1.210

0,067
-0,001
0,068

0,078
-0,002
0,080

0,068

Endpoint

Lm1 450

Lm2 650
Automix: Off
Calibrate: On
Column Priority
C. Speed: Normal

-0,002
0,068

0,237
-0.001
0.238

0,239
-0,000
0,240

0,269
0,042
0,226

0,108
0,008
0.098

0,118
0,010
0,109

0,082
-0.001
0,083

0,283
0,001
0.282

0,272
0,001
0,271

0,281
0,000
0.280

0,011
-0,001
0,012

0,012
-0.001
0,013

0,012
-0,002
0,016

0,127
-0.003
0.130

0,121
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0,123

0,106
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0.108

0,014
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0.018

0,010
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0.012

0,016
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0.048

0,060
-0,002
0.061
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0,044
0,034
0,010

-0.002
-0,002
-0.001

-0.004
-0,002
-0.002
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-0,002
0.068
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-0,001
0,058

0,081
-0,002
0.063

-0,002
-0,003
-0.001

-0,003
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-0.000
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0,010
0.000

0,021
0,012
0,008

0,018
-0,001
0,016

0,009
-0,002
0.011

-0,004
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-0.002
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-0,002
-0,003

-0,004
-0,002
-0,002|

0,021
-0.002
0,022

0,027
-0,003
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-0,00S
-0,002
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-0,007
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0,011
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0,009
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-0,003

0,014
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0.012
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-0,004
0.01<
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0.003
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-0,002
-0.003

0,016
0,005
0.011

-0,002
-0,002
-0.000

-0,006
-0,002
-0.003

-0,003
0,000
-0.003

-0,007
-0,003
-0.004

-0,00S
-0.001
-0.004

0,020
0,022
-0.003

Start Read:
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Abbildung 24: Resultierende OD-Werte im ELISA aus der Untersuchung

von Rotwildplasmaproben zweier anisthesierter und eines toten Tieres

Nachfolgend wurden, wie im Falle der Rinderproben die

IFN-y-Konzentrationen anhand des IFN-y-Standards des Kits und der, im ELISA

genauen

erhaltenen OD-Werte berechnet. In Tabelle 8 sind die genauen Konzentrationen an
IFN-y, die im Plasma von Rotwildblut gemessen wurden, gelistet. Um die
gemessenen Werte der drei Tiere besser miteinander vergleichen zu konnen,
erfolgte eine Gegeniiberstellung der Ergebnisse in einem Graphen, indem die
kalkulierten Konzentrationen fiir IFN-y in Abhingigkeit der einzelnen

Verdiinnungsstufen aufgetragen wurden (Abbildung 25).
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Tabelle 8: IFN-y Konzentrationen (pg/ml) in Plasmaproben von Rotwild

Verdiinnungsstufen Plasma

Rotwild
unverdiinnt 1:5 1:25 1:125
Rotwild aus
Anésthesie 2 096 505 120 26
Nr. 1
Rotwild aus
Anésthesie 2 189 883 328 76
Nr. 2
totes Rotwild 755 93 19 4

Im unverdiinnten Zustand bzw. in den ersten Verdiinnungsstufen konnte eine

adidquate IFN-y-Detektion im Plasma von lebendem Rotwild im bovinen ELISA

festgestellt werden. Damit wurde eine Kreuzreaktivitit der AntikOrper gegen

bovines IFN-y und IFN-y aus Rotwildblut gezeigt. Die Untersuchung von

Schlachttierblut liefert quantitativ deutlich geringere Werte.
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Abbildung 25: Darstellung der berechneten IFN-y-Konzentrationen
(pg/ml) in Plasma zweier anisthesierter und eines toten Rotwilds fiir

unterschiedliche Verdiinnungsstufen (1:5)

3.2 Vergleich der gemessenen IFN-y-Freisetzung aus Rinder- bzw.
Rotwildplasma mit dem bovinen IFN-y release assay
Vergleicht man die gemessenen OD-Werte beziiglich der IFN-y-Freisetzung in
Rotwildplasma mit jenen, welche im Zuge der Untersuchung von Rinderplasma
gemessen wurden, so wurden vor allem im unverdiinnten Zustand bis hin zu einer
1:5-Verdiinnung sehr dhnliche Werte fiir beide Spezies erreicht. Im Falle der Rinder
wurden OD-Werte von 1,5 <OD < 3,7 und 1,2 < OD < 3,7 (siche Abschnitt IV, 2.1
und 2.2) und nach der Untersuchung von Rotwildplasma oben genannte Werte von
1,8 <OD <3,4 fiir entsprechende Verdiinnungen erzielt. Dabei erbrachte eine
Rotwildplasmaprobe relativ hohe Werte selbst in der 1:5 Verdiinnung, was die

verhéltnisméaBig hohe Spanne erklart.

Analog der oben beschriebenen und sehr dhnlichen OD-Werte in Rinder- und

Rotwildplasma, lagen auch die anhand des IFN-y-Standards errechneten
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IFN-y-Konzentrationen in Rotwild- und Rinderplasma sehr nahe aneinander
(vergleiche Tabelle 7 und Tabelle 8). Dabei bewegten sich die genauen
IFN-y-Konzentrationen im unverdiinnten Zustand bis hin zu einer 1:5 Verdiinnung
des Rinderplasmas im Bereich von 333 pg/ml < IFN-y <2944 pg/ml und im Plasma
von anidsthesiertem Rotwild im Bereich von 505 pg/ml < IFN-y <2189 pg/ml,
wobei auch hier beriicksichtigt werden muss, dass fiir eines der Rotwild-Tiere sehr
hohe Werte erreicht wurden, was die Spanne anhob. IFN-y-Konzentrationen im
Plasma des toten Tieres waren zwischen 755 pg/ml und 93 pg/ml in den genannten
Verdiinnungen. Abbildung 26 zeigt eine vergleichende Darstellung der
IFN-y-Konzentrationen, welche im Mittel fiir die Rinder-Narkosen bzw. in Plasma

von Rotwildblut gemessen wurden.
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Abbildung 26: Vergleichende Darstellung der gemessenen
IFN-y-Konzentrationen in Plasma von Rindern sowie im Plasma von
Rotwild

MW: Mittelwert der IFN-y-Konzentration fiir verschiedene Verdiinnungsstufen in
Plasma vor bzw. wihrend der Narkose von den zwolf Rindern der Studie.

Es ist deutlich zu sehen, dass die IFN-y-Konzentrationen, die im Plasma von
Rotwildblut detektiert wurden, nahe dem Bereich des gemessenen IFN-y aus dem
Plasma der Rinder liegen. Es besteht eine sehr gute Kreuzreaktivitit zwischen den

Antikorpern des Kits gegen bovines IFN-y und cervidem IFN-y.

33 Titration der Antikorper gegen bovines IFN-y

Gemadll Abschnitt III, 4.2 erfolgte eine Titration der Antikérper gegen bovines
IFN-y bzw. nun auch cervides IFN-y, um optimale Konditionen fiir die
Untersuchung von Rotwildplasma auf freigesetztes I[FN-y zu erhalten. Es erfolgte
zundchst die Titration des Fangantikorpers mAB MT17.1, der in unterschiedlichen
Konzentrationen im Zuge der erneuten Untersuchung bereits getesteter
Rotwild-Proben eingesetzt wurde. Die dabei durchgefiihrte Plattenbelegung
inklusive der verwendeten Konzentrationen wurde in Abschnitt I1I 4.2 beispielhaft

dargestellt (Tabelle 6). Es wurde der Einsatz von mAB MTI17.1 in einer
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Konzentration von 1 pg/ml, 2 pg/ml, 5 pg/ml und 10 pg/ml untersucht. Die dabei
erreichten OD-Werte sind in den Abbildungen 27 und 28 dargestellt. Die
Konzentration des Detektionsantikorpers wurde dabei konstant in der bisherigen

Konzentration von 0,25 pg/ml eingesetzt.

e Rotwild A 1; B Rotwild A 1,
Standard, S = Standard; -
mAR MT17.1 = 1 l._ maAB MT17.1 = 5 1'_
1pg/ml Hgfm Zpgfml ngfm

§ 2 3 4 5 & 7T 8 "0 10 1 12
0,807 | 0,821 | 0,827 [ 2,504 2,214 | 2,202 | 1,025 | 1,074 | 1,057 | 3,140 | 3,206 | 3,207 || Endpoint

0,011 | 0,004 | 0,005 | 0,013 0,012 | 0,013 | 0,006 | 0,005 | 0,006 | 0,028 | 0,018 0,019l Lm1 450
Alo.795 08170822 2491)2,202]2.201|1,01911,089 1,051 311213188 | 3,188 ]| Lm2 650

0736 | 0,778 | 0,868 | 1,312 1,224 | 1,209 | 0,954 | 0,952 | 0,998 | 1,749 | 1,689 | 1,721 || Atomoc Off
0,013 | 0,005 | 0,009 | 0,012 | 0,006 | 0,013 | 0,006 | 0,009 | 0,006 | 0,014 | 0,009 | 0,009 | Calibrate: On
Blo722/0774 /0859 1,202|1,218 1,196 0,948 0,942 | 0,992 | 1,735 | 1,680 | 1,722 | Column Priority
0,405 | 0,430 | 0,426 | 0,320 | 0,354 | 0,319 | 0,503 | 0,509 | 0,519 | 0,442 | 0,435 | 0,443 || C. Speed: Normal
0,001 [ 0,001 0,003 [ 0,001 | 0,001 | 0,001 0,003 {0,002 | 0,005 0,002 | 0,003 { 0,005 [ —7—
Clos04/0428/0423/0219|0352)0.218 0,500 0,506 | 0,514 10,440 {0,434 10437 1212 18.11.2016
0,215 | 0,222 | 0,222 | 0,065 | 0,072 | 0.080 | 0,283 | 0,265 | 0,268 | 0,090 | 0,090 | 0,110
-0,002| 0,001 |-0,000|-0,001|-0,001{ 0,005 | 0,006 | 0,001 | 0,002 |-0,000{-0,001/-0,001
0| 0216 | 0.221 | 0,222 | 0,067 | 0,072 | 0.076 | 0,277 | 0.265 | 0,266 | 0,090 | 0,091 | 0,111
0117|0123 [ 0,118 [ 0,019 | 0,015 0,011 | 0,207 | 0,125 | 0,125 | 0,029 | 0,020 | 0,017
-0,001| 0,006 | 0,000 | 0,005 |-0,000{-0,001 0,065 |-0,000(-0,000/ 0,011 | 0,004 |-0,000
E[0.118]0,117]0,118] 0,014 | 0,015/ 0,012/ 0,142 | 0,135 | 0,126 | 0,018 | 0,047 | 0,017
0,053 | 0,058 | 0,064 | 0,004 | 0,002 | 0,021 0,065 | 0,079 | 0,065 | 0,002 | 0,006 | 0,010
-0,001/ 0,000 |-0,001| 0,000 | 0,002 | 0,020 {-0,000/ 0,015 | 0,000 {-0,001} 0,003 | 0,006
Fl 0,055 | 0,058 | 0,085 | 0,004 | 0,001 | 0,001 | 0,067 | 0,064 | 0,065 | 0,003 | 0,003 | 0,004
0,033 | 0,029 | 0,035 | 0,001 | 0,002 |-0,002| 0,031 | 0,031 | 0,041 |-0,001(-0,001 | 0,003
0,001 |-0,001 0,002 (-0,001(-0,002/-0,001/-0,001/-0,001| 0,006 |-0,000|-0,000 0,003
0,032 0,031/0,023 [ 0,002 | 0,003 |-0,001/ 0,032 | 0,032 | 0,035 |-0,000/-0,001 0,000
0,015 | 0,014 | 0,015 -0,003(-0,004| 0,001 | 0,018 | 0,017 | 0,044 |-0,002 0,002 | 0,003
-0,002(-0,001| 0,001 |-0,002(-0,001| 0,002 |-0,000{-0,001| 0,025 {-0,001| 0,002 |-0,001
H| 0,017 | 0.016|0.014 |-0.001|-0.002/-0.002 0.019 | 0.018 | 0,019 |-0.001/-0.001 0,004

G

Abbildung 27: Titration des Fangantikorpers
mAB MT17.1 wurde in einer Konzentration von 1 pg/ml und 2 pg/ml eingesetzt.
Fiir jede Titrationsstufe wurde der [FN-y-Standard separat untersucht.

A 1: Anésthesie von Rotwild Nr. 1
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LY Rotwild & 1 = Rotwild & 1
Standard; : Standard; ]
i T maR MT17.1 = T = mAR MT17.1 =
S il Spgiml 10ssf. 10pg/ml
1 2 3 4 5 6 rd 8 ] 10 11 12
0,72310,716 | 0,714 | 3,360 3.3}‘?'3.306 0,698 |0,737 | 0,718 | 3,348 | 3,215 | 3,183 || Endpoint
) -0,003| 0,000 |-0,001| 0,020 | 0,024 C.Dl?iO_ODO -0,001{-0,001{0,015 0,015 0,013 || Lm1 450
21072610716/ 0,715] 3,340 /3,353 13,284 | 0,698 0,738 0,719 13,3331 3.200 | 3,169 || Lm2 650
0,930 {0,933 (0,973 | 1,757 | 1,777 1,782:0_ 47 10,997 | 0,943 | 1,748 | 1,740 | 1,731 || Automix: OFf
0,008 | 0,002 | 0,003 | 0,005 | 0,010 | 0,008 | 0,003 | 0,035 | 0,001 | 0,007 | 0,011 | 0,006 || Calibrate: On
Bl 0,924 | 0,930 | 0,970 | 1.751 1,767 [ 1,774 | 0.944 | 0,961 [ 0,942 | 1,740 | 1,728 | 1,724 || Column Priority
0,505 | 0,517 | 0,500 | 0,421 | 0,454 | 0,425 | 0,485 | 0,502 | 0,520 | 0,434 | 0,444 | 0,463 || C. Speed: Normal
0,002 |-0,001/-0,003/-0,003|-0,003(-0,002(-0,003|-0,002|-0,002/-0,003! 0,002 | 0,018

c 3 i P o I Start Read:
0.504 10,518 0,503 ] 0,424 | 0,457 | 0,439 0,48910,505 10,523 10,4361 044210444 115 15112016
0,257 | 0,257 | 0.258 | 0,085 | 0,091 0,110 | 0,258 | 0,262 | 0,273 | 0,083 | 0,092 | 0,083
0,000 |-0,004|-0,004|-0,006(-0,005| 0,011 |-0,004| 0,005 | 0,008 |-0,005/-0,005/-0,004
D| 0,257 | 0,281 0.262| 0,092 | 0,096 | 0,099 | 0,262 | 0,256 | 0,265 | 0,093 | 0,097 | 0,092
0,128 10,131]0,130 0,012 | 0,016 0.012;0.130 0,130)0,129/0,013 0,014 | 0,024
-0,006 -0,004(-0,004|-0,005|-0,005|-0,005|-0,004|-0,004|-0,004 |-0,005-0,004| 0.004
€l 01340135/ 0,133 0,017 0,020 | 0,017 | 0,135 | 0,134 | 0,133 | 0,047 | 0,018 | 0,020
0,081 0.662'0‘05-'- 0,029 |-0,002| 0,006 | 0,085 | 0,060 | 0,064 | 0,001 | 0,002 |-0,002
-0,007-0,005-0,005/|-0,006|-0,008| 0,001 |-0,005|-0,006|-0,005-0,004-0,002-0,005
F|0.068 | 0,067 0,069 | 0,035 | 0.004 | 0,005 | 0,070 | 0,065 | 0.068 | 0.005 { 0,004 { 0,003
0.030 | 0,029 | 0,028 |-0,006|-0,005| 0,029 | 0,034 | 0,029 | 0,030 |-0,006|-0,002|-0,000
-0,007-0,004|-0,006|-0,006(-0,006( 0,028 :-0.002 -0,005}-0,005|-0,005/-0,004| 0,000
370,034 /0,034 | 0,000 | 0,0010,001 {0,036 | 0,034 | 0,035 |-0,000/ 0,001 |-0,000
0,013 0,014 | 0,018 |-0,006 -C.CC-‘-! 0,020 | 0,013 | 0,015 | 0,012 |-0,007|-0,007|-0,006
-0,007|-0,006] 0,000 |-0,006(-0,004( 0,020 ;-0.006 -0,003}-0,006{-0,006|-0,006|-0,006
H| 0,020 | 0,019 ! 0,018 [-0,000! 0.000 | 0.000 [ 0,019 ! 0,018 | 0,018 |-0,001(-0.001! 0.000

%]
le
(=]
€
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Abbildung 28: Titration des Fangantikorpers
mAB MT17.1 wurde in einer Konzentration von 5 pg/ml und 10 pg/ml eingesetzt.
Fiir jede Titrationsstufe wurde der [FN-y-Standard separat untersucht.

A 1: Anésthesie von Rotwild Nr. 1

Aus den Ergebnissen wird deutlich, dass es unter Einsatz des mAB MT17.1 in einer
Konzentration von 1 pg/ml im Vergleich zu dessen Verwendung bei 2 pg/ml zu
einer Steigerung der OD-Werte der einzelnen Plasmaproben kommt. Wird die
Konzentration hingegen weiter erhoht (5 ug/ml und 10 pg/ml) erfolgt kein
signifikanter Anstieg der optischen Dichte. Lediglich im unverdiinnten Zustand des
Plasmas konnte unter Verwendung des Antikorpers in 5 pg/ml eine erhohte
IFN-y-Freisetzung gemessen werden, welche in den weiteren Verdiinnungsstufen
allerdings nicht mehr festzustellen war. Im Anschluss wurden die genauen
IFN-y-Konzentrationen in den einzelnen Verdiinnungsstufen anhand des
eingesetzten IFN-y-Standards und den fiir diesen erzielten OD-Werte im ELISA
berechnet (Tabelle 9). Daraus wird ersichtlich, dass es ab einer Konzentration des
Fangantikorpers von 2 pg/ml zu keiner signifikanten Erhéhung beziiglich der
I[FN-y-Messung kommt. Somit wurden die maximalen OD-Werte bzw.

IFN-y-Konzentrationen bei Untersuchung der Plasmaproben unter Einsatz des
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Antikorpers bei einer minimalen Konzentration von 2 pg/ml erzielt, was seiner
Verwendung fiir die Messung von freigesetztem IFN-y in Rinderplasma entspricht
und vom Herstellerprotokoll des Kits empfohlen wird. Das heif3t, beziiglich der
Untersuchung von Rotwildplasma kann der Fangantikoérper (mAB MT17.1)

weiterhin in einer Konzentration von 2 pg/ml verwendet werden.

Tabelle 9: Titration des Fangantikorpers mAB MT17.1 gegen bovines
IFN-y

Fangantikérper Verdiinnungsstufen Plasma

gegen bovines IFN-y

mAB MT17.1 unverdiinnt 1:5 1:25 1:125

Konzentration in pg/ml:

1 1457 397 98 20
2 1 506 446 107 22
5 2309 469 108 23
10 2246 456 108 23

Mittlere IFN-y-Konzentrationen (pg/ml), gemessen fiir unterschiedliche
Konzentrationen des Fangantikorpers gegen bovines IFN-y und fiir
unterschiedliche Verdiinnungsstufen der Plasmaproben von andsthesiertem

Rotwild.

Im  Anschluss wurde eine  Titration des  Detektionsantikdrpers
(mAB MT307-biotin) nach selbigem Prinzip durchgefiihrt (siche Abschnitt III,
4.2). Der Einsatz erfolgte dabei in den Konzentrationen: 0,05 pg/ml, 0,25 pg/ml,
1,25 pg/ml und 6,25 pg/ml bei gleichbleibender Konzentration von mAB MT17.1
(2 ug/ml). Die Plattenbelegung wurde nach dem Prinzip der Titration des

Fangantikorpers  (siche  Tabelle 6), nur unter Verwendung des
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Detektionsantikorpers in genannten Konzentrationen, durchgefiihrt. Die dabei

gemessenen Werte filir die optische Dichte, welche als Malstab fiir die

IFN-y-Freisetzung in Plasmaproben von Rotwild gelten, konnen den Abbildungen

29 und 30 entnommen werden.

Sgnlj;d_ Rotwild A 1, Si:n};;d' Rotwild A1;
mAB MT307-biokin | A5 MI307-biokin | up werang iotin | TAB MI307-bictin
b0t =0,05pg/ml — ol =0,25ug/ml
1 2 3 4 s S S S S | [N, .
1,047 {1,008 | 1,025 | 2,986 { 3,140 | 3,114 {1,261 { 1,349 | 1,335 | 3,306 | 3,271 | 3,354 || Endpoint
0,001 | 0,002 | 0,003 | 0,019 | 0,017 | 0,017 | 6,005 | 0,006 | 0,035 | 0,022 | 0,017 [ 0,020 || Lm1 450
A 1,047 {1,006 | 1,021 12967 3,123 |3.097 | 1,257 1343 1,300 13284 |23,254 /32334 [ Lm2 650
0,894 0,904 0,933 | 1,265 | 1,467 | 1,447 [1,1141 1,107 {1,115 1,824 | 1,815 | 1,851 || automix: Off
0,011 0,013/ 0,011 0,018 0,007 | 0,005 | 0,006 0,004 0,004 | 0,008 | 0,008 | 0.015 | Caiibrate: On
B| 0,882 10,891 0,922 1,247 | 1,450 {1,442 11,108 1,103 1,816 | 1,806 | 1,834 || Column Priority
0,493 | 0,459 | 0,464 | 0,265 | 0,320 | 0,331 | 0,61 0,489 | 0,464 | 0,472 | C- Speed: Normal
-0,002| 0,002 |-0,001/-0,002/-0,002{-0,002| 0,02 0.002 | 0,001 |-0,000/ =
C| o495 0,457 | 0,485 | 0,267 | 0,322 10,333 010,487 10,462 10.473 1222 23.11.2016
0,246 | 0,241 | 0,244 | 0,051 | 0,069 | 0,057 | 0,3! 340,103 | 0,104 | 0,101
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0,137 [ 0,141 | 0,141 | 0,000 {-0,000{-0,001; 0,17 0 0,043 0,021 | 0,041
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0,040 | 0,030 | 0,030 | -0,013(-0,016|-0,007 | 0,061 | 0.0i 810,004 | 0,005 | 0,005
0,015 |-0,001{-0,004|-0,005|-0,005| 0,004 41-0,004|-0,004|-0,004
G| 0,025 | 0,031 | 0,035 |-0,009|-0,011|-0,011 62 | 0,009 | 0,008 | 0,008
0,008 | 0,008 { 0,006 |-0,015(-0,017|-0,016 039 0,045 0,012 | 0,012
-0,006-0,005-0,005|-0,005|-0,005 |-0,005 01 0,034 | 0,003 |-0,004
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Abbildung 29: Titration des Detektionsantikorpers (mAB MT307-biotin)

mAB MT307-biotin wurde in einer Konzentration von 0,05 pg/ml und 0,25 pg/ml

eingesetzt. Fiir jede Titrationsstufe wurde der IFN-y-Standard separat untersucht.

A 1: Anésthesie von Rotwild Nr. 1
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IFN-v
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Abbildung 30: Titration des Detektionsantikorpers (mAB MT307-biotin)
mAB MT307-biotin wurde in einer Konzentration von 1,25 pg/ml und 6,25 pg/ml
eingesetzt. Fiir jede Titrationsstufe wurde der IFN-y-Standard separat untersucht.

A 1: Anésthesie von Rotwild Nr. 1

Die Ergebnisse zeigen, dass es wie im Falle des Fangantikorpers zunéchst zu einer
OD-Werte hinsichtlich der
So

IFN-y-Freisetzung aus den

bei der

Steigerung  der

Plasmaproben gekommen ist. ist dies Verwendung von

mAB MT307-biotin in einer Konzentration von 0,25 pg/ml im Vergleich zu einer
Konzentration von 0,05 ug/ml ersichtlich. Hohere Konzentrationen fiihrten in
Folge zu keiner weiteren Erhohung der optischen Dichte. Wie fiir den
Fangantikorper beschrieben, kam es unter Verwendung noch hoherer
Konzentrationen des Detektionsantikorpers lediglich im unverdiinnten Zustand des
Plasmas zu einer Erhohung der IFN-y-Messung, welche in weiteren
Verdiinnungsstufen ausblieb. Selbiges wird unter Betrachtung der errechneten
IFN-y-Konzentrationen fiir die einzelnen Verdiinnungsstufen des Plasmas deutlich
(Tabelle 10). Demzufolge werden maximale OD-Werte bzw. IFN-y-Konzentrationen,
welche maBgeblich fiir die IFN-y-Freisetzung sind, bei einer Konzentration von

mAB MT307-biotin von 0,25 pg/ml erreicht. Somit kann auch in diesem Fall die
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bisher eingesetzte Konzentration des Detektionsantikorpers verwendet werden und
eine Anderung des bestehenden Protokolls (sieche Abschnitt III, 4.1) ist fiir die

Untersuchung von Rotwildplasma nicht notwendig.

Tabelle 10: Titration des Detektionsantikorpers mAB MT307-biotin
gegen bovines IFN-y

Detektionsantikorper Verdiinnungsstufen Plasma

gegen bovines IFN-y

mAB MT307-biotin unverdiinnt 1:5 1:25 1:125

Konzentration in pg/ml:

0.05 1501 384 82 17
0.25 1266 410 97 20
1.25 1 954 434 94 0
6.25 1 650 434 115 29

Mittlere IFN-y-Konzentrationen (pg/ml), gemessen fiir unterschiedliche
Konzentrationen des Detektionsantikdrpers gegen bovines IFN-y und fiir
unterschiedliche Verdiinnungsstufen der Plasmaproben von andsthesiertem

Rotwild.

Eine graphische Darstellung der unterschiedlichen Konzentrationen an
freigesetztem IFN-y unter Verwendung des Fangantikorpers sowie des
Detektionsantikdrpers in unterschiedlichen Konzentrationen befindet sich im

Abschnitt V, Abbildung 31 und 32.
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4 Statistische Analyse

Die Medianwerte der optischen Dichte, die fiir beide Zeitpunkte der Blutabnahme
bei den Rindern verglichen wurden, waren wéhrend der Narkose leicht erhoht
gegeniiber den Werten fiir vor der Narkose. Mit dem Wilcoxon Signed Rank Test
wurde iiberpriift, ob ein signifikanter Unterschied zwischen der Freisetzung an
IFN-y vor und wihrend der Narkose besteht. Demzufolge resultierte der Test in
diesem Fall aufgrund der erhhten Werte wéihrend der Narkose in einem statistisch,

signifikanten Unterschied (Tabelle 11; 0,002 < p < 0,02).

Tabelle 11: Wilcoxon Signed Rank Test

. Median (12 Median (12
Verdiinnungsstufen Proben)
Proben) . . P
10 Minuten in
vor der Narkose . .
Anasthesie
unverdiinnt Mi2= 3,50 Mi>= 3,64 p=0,016
1:5 2,90 3,59 p=10,009
1:25 1,09 2,57 p=10,002
1:125 0,25 0,74 p=10,007
1:625 0,05 0,16 p=0,012
1:3125 0,01 0,03 p=0,176

Die Median-Werte wurden fiir die unterschiedlichen Verdiinnungsstufen zu beiden
Zeitpunkten der Blutabnahme berechnet und beinhalten die mittleren OD-Werte

von den zwolf Tieren der Studie. p = statistischer Unterschied
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\% DISKUSSION

Infolge von Infektionen mit intrazelluldren Erregern erfolgt eine Aktivierung der
Immunantwort, die primir von T-Zellen geprégt ist (KAUFMANN, 1993). Durch
Aufnahme des Erregers von phagozytierenden Zellen produzieren diese IL-12,
welches unter anderem zur Differenzierung naiver T-Zellen in Th1-Zellen fiihrt
(TRINCHIERI, 1995; ROMAGNANI, 1997; SAKAMOTO, 2012). Die Zelltypen,
auf die IL-12 biologische Aktivitidt ausiibt, sind T-Zellen sowie Natiirliche
Killerzellen, deren Hauptfunktion in der Produktion von Zytokinen, vor allem von
IFN-y, besteht (MARCUCCI et al.,, 1981; FARRAR & SCHREIBER, 1993;
TRINCHIERI, 1995). Nach Stimulation lymphoider Zellen mit spezifischen
Antigenen und T-Zell Mitogenen, wie Pokeweed Mitogen, Concanavalin A oder
Phytohaemagglutinin produzieren bereits sensibilisierte oder unspezifisch
stimulierte T-Zellen IFN-y (MARCUCCI et al., 1981; KIRCHNER et al., 1982). Im
Falle einer Infektion mit intrazelluliren Erregern, wie z. B. pathogenen
Mykobakterien, spielt die beschriebene Aktivierung von Thl-Zellen und eine
nachfolgende Sezernierung von IFN-y eine priagnante Rolle in der Immunantwort.
Im Zuge der Infektion entwickeln sich zusidtzlich sogenannte sensibilisierte
T-Gedichtniszellen, die im Falle einer Reinfektion bzw. Stimulation mit
spezifischen Antigenen unmittelbar zur IFN-y-Produktion aktiviert werden. Eine
Tatsache, worauf diagnostische Methoden, wie der IFN-y release assay im Falle der
Tuberkulose (TB) basieren (WOOD & JONES, 2001; MURPHY et al., 2009; PAI
et al., 2014). Beziiglich der TB besteht eine respektable Gefahr einer Ubertragung
der Infektion auf Rinder seitens verschiedener Wildtiere und die
Rind-Rotwild-Achse spielt eine herausragende Rolle in der Ubertragung und
Verbreitung der Infektion (HARDSTAFF et al., 2014). Aktuelle Entwicklungen
zeigen, dass das Rotwild in Deutschland zunehmend an Bedeutung in der Rolle als
Ubertriiger der TB gewinnt. Speziell in den alpinen Regionen wurden Infektionen,
verursacht durch M. caprae sowohl beim Rind als auch beim Rotwild detektiert und
eine Ubertragung des Pathogens zwischen beiden Spezies konnte bewiesen werden.
Dartiber hinaus wurde das Rotwild in entsprechenden Gebieten offiziell als

Reservoir von M. caprae definiert (FINK et al., 2015; RETTINGER et al., 2015).
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Um einer weiteren Ubertragung und damit Ausbreitung der Tuberkulose entgegen
wirken zu konnen, ist eine frithzeitige und addquate Diagnose infizierter
Rotwild-Tiere ante mortem gefordert. Generell stellt die Diagnose der Tuberkulose
aufgrund der langen Inkubationszeit, der meist fehlenden klinischen Anzeichen und
der sich nur langsam im Krankheitsverlauf entwickelnden pathologischen
Verdnderungen eine Herausforderung dar. Bis dato ist die post mortem
Untersuchung der Schlachtkdrper beim Rotwild die einzige Maoglichkeit
TB-verdichtige Lésionen auszumachen, wobei eine sichere Identifizierung aller
TB-positiven Tiere dadurch nicht gewéhrleistet ist (GERSTMAIR, 2011).
TB-Kontrollprogramme bei Wildtieren stiitzten sich in unterschiedlichen Landern
auf eine Kombination von Schlachttieruntersuchung und Intrakutantest (WATERS
et al., 2008). Allerdings erfordert der Intrakutantest beziiglich der Anwendung in
Wildtierpopulationen eine zumindest zweifache Manipulation der Tiere. Des
Weiteren konnten Kreuzreaktivititen mit anderen, nicht tuberkuldsen
Mykobakterien (NTM) identifiziert werden (HARRINGTON et al., 2008). Dies
unterstreicht die Notwendigkeit der Entwicklung alternativer, ante mortem
Diagnostikmethoden fiir Wildtiere, im Speziellen fiir das Rotwild. Der
Interferon-gamma (IFN-y) release assay hat sich hinsichtlich der Detektion der
Tuberkulose bei verschiedenen Spezies bewdhrt (WOOD et al., 1992; PALMER et
al., 2004; WATERS et al., 2006; WATERS et al., 2008).

Die Anwendung eines solchen Tests erfordert die einmalige Gewinnung von
Blutproben und in Anbetracht der Durchfithrung bei Wildtieren, deren einmalige
Immobilisation (WATERS et al.,, 2006). Im Hinblick auf die zukiinftige
Entwicklung eines IFN-y release assays fiir die ante mortem TB Diagnostik
innerhalb von Rotwild-Populationen, war es zunédchst Ziel dieser Arbeit zu
untersuchen, ob angewandte Narkotika einen Einfluss auf die Vitalitit von
Leukozyten als primédre Produzenten von IFN-y haben und ob entsprechend eine
Aniésthesie Einfluss auf die Ergebnisse und Interpretation eines IFN-y release
assays hat. Im Anschluss wurde die Anwendbarkeit eines etablierten, bovinen
IFN-y release assays fiir die Untersuchung von Rotwildblut auf cervides IFN-y,
gepriift.
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1 Einfluss einer Narkose auf die Vitalitit von

Rinderleukozyten

Als ante mortem Diagnostikmethoden der bovinen Tuberkulose stehen der
Intrakutantest sowie der IFN-y release assay zur Verfiigung (FLI, 2016b).
Hinsichtlich der Anwendung dieser Tests in Wildtierpopulationen ist eine
Immobilisation der Tiere unumginglich. Aufgrund der lediglich einmaligen
Manipulation des Tieres zur notwendigen Blutentnahme fiir den IFN-y release
assay ist diese Methode dem Intrakutantest in der Anwendung bei Wildtieren
vorzuziehen. Fiir die Durchfilhrung des IFN-y release assays ist die Vitalitdt
peripherer  Blutleukozyten essentielle  Voraussetzung, da diese die
IFN-y-produzierenden Zellen darstellen (WOOD et al., 1990; WOOD & JONES,
2001; WATERS et al., 2006). Mchrere Studien weisen darauf hin, dass eine
Beeinflussung immunologischer Funktionen durch eine Anésthesie stattfinden
kann (BRAND et al., 1998; KUROSAWA & KATO, 2008). Daher war es zunédchst
das primére Ziel, zu iiberpriifen, ob in der Anédsthesie angewandte Narkotika einen
Einfluss auf Leukozyten und die damit verbundene IFN-y-Produktion und
demzufolge die Ergebnisse des IFN-y-ELISA haben. Demzufolge wurde die
IFN-y-Freisetzung in Blut von insgesamt zwolf Rindern jeweils vor und zehn
Minuten in Andsthesie mit einem bovinen IFN-y release assay untersucht. Da eine
Immobilisation von Wildtieren intramuskulér erfolgt und fiir Ketamin und Xylazin
infolge dieser Applikationsform ein Wirkungseintritt nach bis zu zehn Minuten
beschrieben ist, wurde dieses Zeitfenster fiir die Blutentnahme gewahlt
(CLINIPHARM; CLINIPHARM; TOLKSDORF, 1988). Dabei wurden in dem
Zeitraum zwischen Blutabnahme bis hin zur weiteren Bearbeitung stets
standardisierte Bedingungen, gestiitzt auf Vorgaben eines, bereits etablierten [FN-y
release assays (Bovigam®) zur Untersuchung von Rinderblut eingehalten
(Styroporbox mit, auf 37 °C temperierten Wirmeakkus; Themperaturlogger).
Aufgrund eines moglichen Einflusses einer Infektion beziehungsweise einer
Immunsuppression auf die Anzahl zirkulierender Leukozyten (MISHLER &
EMERSON, 1977) und dadurch auf eine eventuell verminderte IFN-y-Freisetzung
sowie Produktion (SAUER et al., 1995), waren Fieber und eine Vorbehandlung mit
Corticosterioden Ausschlusskriterien flir untersuchte Tiere in dieser Studie. Die
einzelnen IFN-y-Konzentrationen wurden anhand der im ELISA erhaltenen

OD-Werte und der Spanne des IFN-y-Standards vom Kit berechnet.
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Wie in Abschnitt IV, 2.dargestellt, resultierten IFN-y-Konzentrationen in nahezu
gleichen Ergebnissen fiir beide Zeitpunkte oder waren wihrend der Narkose
geringfligig hoher. Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass durch Einsatz
der genannten Narkotika eine Anésthesie keinen negativen Einfluss auf die
Leukozytenvitalitit und deren Aktivitit nimmt und keine verminderte
IFN-y-Produktion zu verzeichnen ist. Somit kann ausgeschlossen werden, dass
eingesetzte Narkotika im Zuge der Immobilisation von Wildtieren, insbesondere
von Rotwild zur Gewinnung von Blutproben die Ergebnisse des IFN-y release

assays negativ beeintrachtigen.

Um unsere Hypothese zu bestétigen, dass eine Andsthesie und die dafiir
eingesetzten Narkotika keinen negativen Einfluss auf die Vitalitdt von Leukozyten
nehmen, wurde eine statistische Analyse durchgefiihrt. Mit dem Wilcoxon Signed
Rank Test kann untersucht werden, ob sich zwei Variablen statistisch voneinander
unterscheiden. Entsprechend unserer Studie waren diese beiden Variablen die
Medianen aus den OD-Werten fiir alle Kélbernarkosen vor beziehungsweise
wiéhrend der Anidsthesie. Wie in Abschnitt IV, 4. ersichtlich, ergab der Test fiir alle
in die Statistik miteinbezogenen Verdiinnungsstufen (unverdiinnt bis zu einer
Verdiinnung von 1:125) einen signifikanten Unterschied, welcher jedoch minimal
war (0,002 < p < 0,02). Ursédchlich fiir eine solch geringfiigige Diskrepanz waren
die, wahrend der Narkose verzeichneten, erhohten IFN-y-Konzentrationen. Obwohl
ein signifikanter Unterschied zu verzeichnen war, ist dieser nicht als negativer
Aspekt zu werten, zumal erhohte Werte wihrend der Narkose gleichzeitig fiir eine
gesteigerte Leukozytenvitalitdt bzw. -aktivitit sprechen und sich dadurch ein
positiver Einfluss der angewandten Narkotika auf die Freisetzung von IFN-y durch

Leukozyten ergibt.

2 Mogliche Auswirkungen verschiedener Anisthesien auf

die Zellen des Immunsystems

Eine Inhibierung von Leukozyten und deren Féhigkeit IFN-y freizusetzen konnte
im Zusammenhang mit einer Immobilisation von Wiederkduern unter Einsatz der
genannten Kombinationsanésthesie ausgeschlossen werden. Zahlreiche Studien
beschreiben  unterschiedliche  Ergebnisse  beziiglich der  Auswirkung
verschiedenster Andsthesiearten und Medikamente fiir unterschiedliche Spezies.

Dies unterstreicht die Notwendigkeit der durchgefiihrten Untersuchung, einen
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moglichen Einfluss eingesetzter Narkotika im Zuge der Immobilisation von
Rotwild als Wildwiederkduer im Vorfeld der Entwicklung eines IFN-y release
assays flir diese Spezies zu iberpriifen. Eine quantitativ aussagekriftige
Freisetzung von IFN-y kann nur im Falle des Erhalts der Vitalitdt entsprechender
IFN-y-produzierender Immunzellen sichergestellt werden. Eine Studie mit Hunden
konnte eine Suppression der Leukozytenanzahl infolge einer Anésthesie bestétigen
(FELSBURG et al., 1986). Demgegeniiber wird in anderen Arbeiten ein derartiger
Einfluss von, z. B. Ketamin oder Propofol, auf Leukozyten beim Schwein als nicht
signifikant dargelegt (GEIST, 2006). In der vorliegenden Arbeit erfolgte die
Untersuchung emnes moglichen Einflusses einer Kombinationsanésthesie, bestehend
aus Ketamin und Xylazin, auf Lymphozyten im Blut von Wiederkduern. Infolge
von Blutuntersuchungen bei Greyhounds konnten fiir die genannten,
pharmakologisch wirksamen Stoffe ein Einfluss auf hidmatologische Zellen
ausgeschlossen werden (CAMKERTEN et al., 2013). Fiir Xylazin, welches in
diesem Projekt Bestandteil zur Immobilisierung von Rindern und Rotwild war,
beschreibt eine Arbeit von Presidente und Kollegen eine unverdnderte
Leukozytenzahl nach Anwendung bei Weillwedelhirschen, wodurch ein negativer
Einfluss von Xylazin auf entsprechende Blutzellen dieser Wildtierart
ausgeschlossen wurde (PRESIDENTE et al., 1973). Dies bekriftigt unter anderem
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, in welcher ebenfalls Xylazin, allerdings in
Kombination mit Ketamin, als Anisthesie eingesetzt wurde. Zahlreiche Daten aus
verschiedenen Studien bestétigen eine geringere Immunsuppression infolge einer
Kombinationsandsthesie per injectionem anstelle einer Inhalationsandsthesie und
untermauern das Ergebnis unserer Studie, dass die hier verwendete Narkose keinen

negativen Einfluss auf die Vitalitit von Leukozyten in Blut von Wiederkduern hat.

3 Anwendbarkeit des bovinen IFN-y-ELISA Development
Kit mit Rotwildblut

Basierend auf den Erkenntnissen des ersten Teils unserer Studie, wurde die
Funktionalitdt des verwendeten bovinen IFN-y-ELISA mit Rotwildblutproben
untersucht. Es sollte dahingehend die Moglichkeit liberpriift werden, ob mit
selbigem ELISA cervides IFN-y in den Proben gemessen werden kann. Demzufolge
wurde eine mogliche Kreuzreaktivitit zwischen den Antikorpern des Kits gegen
bovines IFN-y und cervidem IFN-y iiberpriift. Rotwildblutproben wurden von zwei

andsthesierten Tieren wihrend einer reguldren Screeninguntersuchung gewonnen
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und unter genannten standardisierten Bedingungen transportiert und

weiterbehandelt (siche Abschnitt II1, 1).

Wie in Abschnitt I11, 1.2 dargestellt, bestand die Anédsthesie zur Immobilisation der
Tiere aus einer Mischung von Xylazin und Ketamin. Diese Kombinationsanésthesie
hat sich beziiglich der Immobilisation von Wildtieren und im Speziellen auch von
Rotwild bewéhrt (WIESNER, 1982; ABDERHALDEN et al., 1998). Aufgrund der
Verwendung der gleichen Narkotika wie bei den Rindernarkosen, war eine
Vergleichbarkeit der Anisthesien bei beiden Spezies gegeben und eine Ubertragung
der Ergebnisse aus Abschnitt [V, 2 von den Rindern auf das Rotwild moglich. Somit
konnte davon ausgegangen werden, dass die angewandten Narkotika keinen
negativen Einfluss auf die Ergebnisse des IFN-y release assays beim Wildtier, im

Speziellen beim Rotwild, haben.

Die Untersuchung der Blutproben der beiden immobilisierten Tiere mit dem
reguldren bovinen ELISA resultierte in einer unproblematischen IFN-y-Detektion
(siehe Abschnitt IV, 3.1). Es konnte somit eine Kreuzreaktivitit zwischen den
Antikorpern des Kits zur Detektion von bovinem IFN-y mit cervidem IFN-y
nachgewiesen werden. Ferner konnten im unverdiinnten Zustand sowie in einer
Verdiinnung von 1:5 der Plasmaproben sogar vergleichbare Werte zu denen bei der
Untersuchung von Rinderblut gemessen werden (vergleiche Abschnitt 1V, 2
(Tabelle 7) und Abschnitt IV, 3.1 (Tabelle 8)). Eine zunehmende Verdiinnung
resultierte in einem abnehmenden Signal im ELISA. Mit dem bovinen IFN-y
release assay ist eine Detektion von IFN-y in Blutplasma von Rotwild im
unverdiinnten Zustand bzw. in geringer Verdiinnung sehr gut moglich. Aufgrund
der groflen Plasmamenge, welche aus einer einzelnen Blutprobe gewonnen werden
kann, ist eine mehrfache Wiederholung des Tests mdglich. Die Werte fiir die
IFN-y-Konzentrationen bei der Untersuchung von Rotwildplasma konnten nicht
exakt in dem hohen Ausmal, wie bei der Untersuchung von Rinderplasma erreicht
werden. Diese Tatsache und die festgestellte gute Kreuzreaktivitdt zwischen den
Antikorpern gegen bovines IFN-y mit cervidem IFN-y lassen darauf schlie8en, dass
bovines und cervides IFN-y sich in ihrer Struktur &hneln, jedoch nicht exakt
identisch sind. Letztendlich erwies sich der kommerziell erhiltliche Kit zur
Detektion von bovinem IFN-y als geeignet fiir die Untersuchung von Rotwildblut
und somit dem Nachweis von cervidem IFN-y. Kommerziell erhéltliche Tests zur

Detektion von bovinem IFN-y in Rinderblut wurden bereits frither auf eine
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entsprechende Kreuzreaktivitidt und die Moglichkeit IFN-y aus Rotwildblut messen
zu konnen tlberpriift, was allerdings ohne Erfolg blieb (ROTHEL et al., 1990).

Um eine optimale Messung des cerviden IFN-y mittels bovinen Kit gewéhrleisten
zu konnen, wurde eine Titration der Antikdrper gegen bovines IFN-y durchgefiihrt.
Dadurch konnte eine maximale Kapazitdt der Detektion an freigesetztem IFN-y aus
Rotwildplasma unter Einsatz einer minimalen Antikdrperkonzentration ermittelt
werden. Fiir die Untersuchung von Plasma aus Rinderblut wird der Fangantikorper
des bovinen ELISA (mAB MT17.1) laut Protokoll des Herstellers in einer
Konzentration von 2 pg/ml, der Detektionsantikdrper (mAB MT307-biotin) in
einer Konzentration von 0,25 pg/ml eingesetzt. Nach Titration beider Antikorper
wiéhrend der Untersuchung von Rotwildplasma, wurden auch dabei die besten
Werte fiir oben genannte Konzentrationen von mAB MT17.1 und mAB MT307-
biotin erzielt (vergleiche Abschnitt IV, 3.3). Somit ist fiir die Verwendung des
bovinen  IFN-y-ELISA  Development Kits zur  Untersuchung von
Rotwildblutproben keine weiterfiihrende Optimierung des bestehenden Protokolls
vorzunehmen. Die Graphen der Abbildungen 31 und 32 zeigen deutlich, dass
darunter liegende Konzentrationen zu einer verringerten IFN-y-Detektion fiihrten,
wohingegen ab dem Einsatz der Antikdrper nach Herstellerprotokoll keine
gravierende Steigerung mehr zu verzeichnen war. Lediglich im unverdiinnten
Zustand der Plasmaproben konnte vor allem bet mABMT17.1 mit einer Erhhung
der Antikérperkonzentration auch eine gesteigerte IFN-y-Konzentration gemessen
werden. Allerdings war die Konzentration von mAB MT17.1 in diesem Fall um ein
Fiinffaches erh6ht und ein gesteigerter IFN-y-Wert nur im unverdiinnten Zustand
der Proben zu verzeichnen. Der Mehrkostenfaktor, welcher bei Verwendung eines
so hoch konzentrierten mAB MT17.1 entstehen wiirde und die durchwegs stabilen
Werte fiir alle anderen Verdiinnungsstufen, sprechen fiir den Einsatz beider

Antikorper in bereits protokollierten Konzentrationen.
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Abbildung 31: Titration des Fangantikorpers mAB MT17.1 gegen bovines
IFN-y unter Verwendung von Plasma eines narkotisierten Rotwilds im
IFN-y release assay

Infolge der Beschichtung einer ELISA-Platte mit unterschiedlichen
Konzentrationen des mAB MT17.1 wurden gemessene IFN-y Konzentrationen fiir
unterschiedliche Verdiinnungsstufen aufgetragen. Stabile Werte werden ab einer
minimalen Konzentration von 2 pg/ml erreicht. Hohere Konzentrationen lieferten

keine priagnante Steigerung in der IFN-y-Detektion.
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Abbildung 32: Titration des Detektionsantikorpers mAB MT307-biotin gegen
bovines IFN-y unter Verwendung von Plasma eines narkotisierten Rotwilds im
IFN-y release assay

mAB MT307-biotin wurde in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt und
gemessene IFN-y-Konzentrationen fiir unterschiedliche Verdiinnungsstufen
aufgetragen. Ab einer Konzentration von 0,25 pg/ml wurden addquate Werte erzielt.
Eine bis zu 25-fache Erhohung der Konzentration lieferte keine pragnante

Steigerung in der [FN-y-Detektion.

Zusitzlich wurde die Moglichkeit der Durchfiihrung des Tests mit Schlachttierblut
vom Rotwild tlberpriift, um den ELISA ggf. auch als Screening-Methode fiir
geschossene Tiere verwenden zu konnen. Die Blutentnahme eines durch Schuss
erlegten Tieres konnte unter optimalen Bedingungen und in weniger als zwei
Minuten gewihrleistet werden. Nach Eintreten des Todes wurde die V. Jugularis
umgehend freigelegt und Blut in heparinisierten Rohrchen aufgefangen (siche
Abschnitt III, 1.2). Trotz dieser geringen Zeitspanne war eine eintretende
Koagulation des Blutes bereits visuell sichtbar. Aufgrund der unsterilen

Bedingungen wéhrend der Probengewinnung war zudem eine Kontamination der
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Proben durch beispielsweise die bakterielle Haut-Begleitflora wahrscheinlich und
stellte sich nach der Stimulation und Inkubation der Blutproben als bestétigt heraus.
Die IFN-y-Detektion lieferte, wie in Abschnitt IV, 3.1 dargestellt, zwar positive
Werte, allerdings waren diese deutlich geringer als bei den anidsthesierten Tieren
(Vergleiche Tabelle 8, Abschnitt IV, 3.1). Letztendlich ist das Plasma von getiteten
Tieren wahrscheinlich nicht von ausreichender Qualitit, um zukiinftig mit dem
IFN-y release assay eine quantitativ addquate Messung von vorhandenem IFN-y zu
ermoglichen und wiirde bei einer Weiterentwicklung des Tests fiir dessen
Anwendung in der TB-Diagnose von Rotwild vermutlich zu nicht aussagekréftigen
Ergebnissen fiithren. Abbildung 25 im Abschnitt IV, 3.1 veranschaulicht die
quantitativ deutlich hohere IFN-y Messung bei den andsthesierten Tieren im

Vergleich zu dem Geschossenen.

4 Ausblick

4.1 Validierung des Tests mit Plasma eines TB-positiven Rotwilds unter
Einsatz verschiedener Peptidcocktails als Antigen-Stimulanzien
Aufgrund der beschriebenen Vorteile eines IFN-y release assays ist dieser dem
Intrakutantest als alternative ante mortem Methode der TB-Diagnostik
vorzuziechen. Wir konnten durch diese Studie zeigen, dass eine notwendige
Manipulation und die dafiir eingesetzten Narkotika keinen negativen Einfluss auf
die Vitalitit von Leukozyten als primére Quelle der IFN-y-Produktion haben und
somit die Testergebnisse des IFN-y release assays nicht nachteilig beeinflussen. Die
nachfolgend demonstrierte Kreuzreaktivitit der Antikorper eines bereits etablierten
und kommerziell beziehbaren bovinen IFN-y release assays mit cervidem IFN-y
bestdtigte die mogliche Anwendung des ELISAs zur Untersuchung von
Rotwildblut. Daher konnte durch diese Arbeit der Grundstein fiir die zukiinftige
Entwicklung eines IFN-y release assays zur TB-Diagnostik beim Rotwild gelegt
werden. Bis zu dessen Einsatz in Monitoring- und Kontrollprogrammen bedarf es
allerdings noch weiteren Entwicklungen. Bisher wurde in dieser Studie noch kein
Blut von einem TB-positivem Rotwild untersucht und es bleibt die Frage offen, ob
der Test fiir eine Anwendung im Feld geeignet ist und welche Auswertungskriterien
fiir eine Diagnose der Tuberkulose festgelegt werden miissen. In Zusammenhang
mit der Untersuchung von Blut eines TB-positiven Rotwilds sollten zusitzlich

verschiedene Peptidcocktails auf ihre Spezifitit, eine M.-caprae-Infektion
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detektieren zu konnen, gepriift werden, um eine weitere Verbesserung zu erreichen.
In Kooperation mit dem Bayerischen Jagdverband e.V. sollen Blutproben von
TB-verddchtigen Tieren aus verschiedenen Wintergattern der Hotspot-Region
»Allgdu“ gewonnen werden, um eine Anwendbarkeit des Testes im Feld zu
bewerten und um die Nachweisgrenzen des Tests bei Mykobakterien-positiven
Rotwild zu definieren. Dabei sollen verschiedene Peptidcocktails zur Stimulation
des Rotwildblutes eingesetzt werden. Der kommerziell erhéltliche und
standardmiBige Test flir Rinder, welcher auf dem Nachweis von IFN-y infolge
einer bTB-Infektion basiert (Bovigam®), verwendet bPPD (M. bovis purified
protein derivative) und aPPD (M. avium purified protein derivative) fiir die
Stimulation sensibilisierter Leukozyten infolge einer vorangegangenen Infektion
(WOOD & JONES, 2001). Hinsichtlich der PPDs konnten kiirzlich weiterfiihrende
Errungenschaften gemacht werden. Peptidcocktails der neuen Generation, wie
ESAT-6/CFP oder HP (PC-HP) erwiesen sich als geeignete Alternativen fiir den
Nachweis einer TB-Infektion. Beziiglich der Detektion von M. tuberculosis konnte
bei ihrem Einsatz sogar eine erhohte Spezifitét getestet werden, da sie nicht in BCG
Substimmen sowie den meisten ,,nicht tuberkulésen Mykobakterien (NTM)
vorkommen (PAI et al.,, 2014). In der Humanmedizin findet dieser neue
Peptidcocktail, bestehend aus ESAT6/CFP bereits in der zweiten Generation der
IFN-y release assays zum Nachweis einer Tuberkuloseinfektion beim Menschen
Anwendung (QuantiFERON® TB Gold Plus). Des Weiteren konnte die
Einsetzbarkeit dieses Cocktails zum Nachweis von M. bovis beim Rind positiv
bestdtigt werden (MENG et al., 2015). Wie bereits beschrieben, dominieren im
Siiden Deutschlands TB-Félle basierend auf einer M.-caprae-Infektion. Die
Mitglieder des MTC verfiigen iiber eine sehr hohe genetische Ahnlichkeit
(BODDINGHAUS et al., 1990; SREEVATSAN et al., 1997), wodurch basierend
auf den positiven Testergebnissen in Zusammenhang mit M. tuberculosis und
M. bovis selbiges fiir die Detektion einer M.-caprae-Infektion vermutet werden
kann. Trotz allem muss diese Vermutung zunichst bestitigt werden. Gewonnene
Rotwildblutproben eines TB-positiven Tieres sollten daher parallel mit den
verschiedenen Peptidcocktails stimuliert und die Ergebnisse miteinander

verglichen werden.
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4.2 Festlegung adiquater Auswertkriterien

Bovine IFN-y release assays werden in vielen europdischen Léndern in bTB
Eradikations-Programmen eingesetzt (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006;
SCHILLER et al., 2010; BASS et al., 2013). Dabei konnte, wie bereits beschrieben
eine Kreuzreaktivitdt monoklonaler Antikorper gegen bovines IFN-y mit IFN-y von
Schaf, Ziege und Biiffel im Bovigam®-Test bestitigt werden, wohingegen eine
Kreuzreaktivitit mit IFN-y von Rotwild, Schwein und Mensch ausgeschlossen
wurde (ROTHEL et al., 1990). In unserer Studie wurde eine solche Kreuzreaktivitét
von IFN-y aus Rotwildblut und den Antikérpern eines alternativen Kits zur
IFN-y-Detektion in Rinderblut nachgewiesen. Das ermdglicht den Einsatz dieses
ELISAs im Gegensatz zu kommerziell erhéltlichen Tests, wie dem Bovigam® fiir
die Messung von IFN-y im Blut von Rotwild. Die Detektion von IFN-y erfolgte
dabei nach selbigem Prinzip wie im Bovigam®, mit Ausnahme einer Stimulation
der T-Zellen durch ein synthetisches Stimulans (PWM) anstelle spezifischer
Antigene. Es sollte in dieser Studie iiberpriift werden, ob generell eine Detektion
von cervidem IFN-y mit dem verwendeten Kit moglich ist. Im Zuge der weiteren
Entwicklung als diagnostisches Tool miissen die Schwichen bereits etablierter
Tests, wie dem Bovigam®, hinsichtlich der Testinterpretation beriicksichtigt
werden. Wihrend der kompletten Prozedur der Testdurchfiihrung inklusive
Blutgewinnung konnen zahlreiche Fehlerquellen, z.B. unvermeidbare
Pipettierfehler auftreten, die in die Interpretation der Ergebnisse integriert werden
miissen. In einer Studie, die Ergebnisse des Bovigam® aus insgesamt fiinf
verschiedenen Laboren verglich, kam es zu grolen Abweichungen der Resultate
infolge der Untersuchung einer Rinder-Kohorte bestehend aus 21 Tieren. Laut
Herstellerprotokoll des Bovigam®, wird eine Probe als positiv gewertet, sobald die
Differenz zwischen den OD-Werten von, mit avidrem (aPPD) und bovinem (bPPD)
PPD stimuliertem Plasma groBer als 0,1 ist (= Cut-Off). In Abbildung 33 wird
deutlich, dass selbst bei einer realistischen Fehlerrate von 3% — 8%, die schon aus
leichten Pipettierfehlern resultieren kann, keine eindeutige Diskriminierung
zwischen den Reaktionen auf aPPD bzw. bPPD mehr moglich ist. Ein Cut-Off von
0,2 lasst hingegen eine deutlich bessere Unterscheidung zu (Abbildung 34);
(PUCKEN et al., 2017). Fiir die nachfolgende Entwicklung des IFN-y release
assays unserer Studie als diagnostisches Mittel fiir das Rotwild ist die Beachtung
derartiger Fehlerquellen essentiell und eine Einbeziechung dieser in die

Testauswertung notwendig. Unter Beriicksichtigung solcher Faktoren, die ein
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Ergebnis beeinflussen konnen, wie unter anderem auch die Entnahme und der
Transport von  Blutproben, die anschlieBende  Stimulierung  und
Plasma-Asservierung sowie die Auswertung mittels ELISA inklusive aller

Pipettierschritte, muss eine angemessene Spanne fiir den Cut-Off festgelegt werden.
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Abbildung 33: Darstellung der Diskriminierbarkeit der, im Bovigam®
gemessenen Reaktionen auf aPPD bzw. bPPD bei einer Fehlerrate von
3% - 8%

Bei einem Cut-Off (Differenz zwischen den OD-Werten infolge einer Stimulation
mit aPPD bzw. bPPD) von 0,1 wird im Bovigam eine Probe als TB-positiv
gewertet. Selbst bei einer geringen Fehlerrate, die infolge von Pipettierfehlern etc.
schnell auftreten kann, ist keine eindeutige Diskriminierung zwischen den
Reaktionen auf avidres bzw. bovines PPD méglich.

Modifiziert nach Straubinger (2014)



V Diskussion 118

aPPD bPPD
3,5 - 3,7 3%
3,0 - - 3,2
a
5 2,5 2,7
o
[}
S
©w 204 2,2
o
(@]
1,5 4 - 1,7
1,0 1 - 1,2
0,5 0.7 8 %
== <<7)
0,200
Cut-Off

Abbildung 34: Darstellung der Diskriminierbarkeit der, im Bovigam®
gemessenen Reaktionen auf aPPD bzw. bPPD bei einer Fehlerrate von
3% - 8%

Bei einem Cut-Off von 0,2 ist eine deutlich bessere Diskriminierung der Reaktionen
infolge einer Stimulation mit aPPD bzw. bPPD gegeben. Durch Erhéhung des Cut-
Offs konnte eine Zunahme in der Spezifitit des Bovigam® erreicht werden
(PUCKEN et al., 2017).

Modifiziert nach Straubinger (2014)

4.3 Einsatz von IFN-y release assays bei Wildtieren

Der IFN-y release assay wird deutschlandweit in der der Verordnung zum Schutz
gegen die Tuberkulose des Rindes (RINDTB-VO, 2014), von der Europdischen
Union (EU, 2015) sowie von dem ,,Office International des Epizooties* (OIE) (OIE,
2009) als diagnostischer Test zur TB-Detektion beim Rind gelistet. Die
Verwendung von IFN-y release assays bei verschiedenen Wildtieren brachte, wie
oben beschrieben, vielversprechende Resultate. Im Falle von solchen Spezies ist es
generell wichtig Diagnostikmethoden, die auf einer einmaligen Probengewinnung
basieren, zur Verfiigung zu haben (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006;
BEZOS et al., 2014). Demzufolge wurde die Entwicklung eines IFN-y release
assays flir die TB-Diagnose bei Wildtieren mehr und mehr fokussiert. Beim

Europdischen Dachs, welcher als Pendant zum Rotwild in Deutschland, in England
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als Reservoirwirt von M. bovis eine groBBe Gefahr der Infektionsiibertragung
darstellt, konnte der IFN-y release assay bereits erfolgreich eingesetzt werden und
brachte weitreichende Erkenntnisse beziiglich der TB-Verbreitung durch diese
Spezies (TOMLINSON et al., 2015). Ebenso wurde diese Testmethode erfolgreich
fiir das TB-Screening in anderen Populationen, wie z. B. dem afrikanischen Biiffel
(GROBLER et al., 2002), Rhinozerossen (MORAR et al., 2007) oder Elefanten
(MORAR, 2003) etabliert. Nach der Entwicklung von monoklonalen Antikorpern
fiir cervides IFN-y, wurde ein Immunoassay, speziell zum Nachweis von cervidem
IFN-y entwickelt (SLOBBE et al., 2000; PALMER et al., 2004). Dieser
Cervigam-Test konnte als Diagnostikmethode fiir den Nachweis einer
M.-bovis-Infektion bei Rotwild (FERNANDEZ et al., 2009) und anderen Spezies,
wie dem Weillwedelhirsch (PALMER et al., 2004) oder Rentier (WATERS et al.,
2006; WATERS et al.,, 2008), bestitigt werden. Allerdings ist dieser Test
kommerziell nicht mehr verfiigbar und damit einhergehend auch kein valider
diagnostischer Test zum Nachweis von TB tiber Freigesetztes IFN-y beim Rotwild.
Die aktuell vermehrt auftretenden TB-Infektionen bei Rind und Rotwild im
bayerischen Alpenraum und den angrenzenden oOsterreichischen Regionen, die
bestitigte Ubertragung des Erregers innerhalb beider Spezies sowie die dadurch
entstehende, erhohte Infektionsgefahr des Menschen unterstreicht die Forderung
nach  neuen  diagnostischen = Mdglichkeiten der  TB-Diagnose in
Rotwildpopulationen. Der IFN-y release assay fiir die TB-Detektion beim Rotwild
ist unter den derzeit verfiigbaren ante mortem Methoden aufgrund seiner
vergleichsweise einfachen Handhabung bei Wildtieren als Mittel der Wahl

anzusehen.

Durch weitere Entwicklung des Tests unserer Studie inklusive der
Beriicksichtigung genannter Aspekte, konnte eine neue ante mortem
Diagnostikmethode der TB beim Rotwild zur Verfiigung stehen. In
Zusammenarbeit mit der Jagerschaft konnte so eine Verbesserung hinsichtlich
TB-Monitoring und -Eradikation erreicht werden, indem in gezielten
Untersuchungen positiv diagnostizierte Tiere verstarkt bejagt werden und somit der
Infektionsdruck in entsprechenden Gebieten getilgt wird. Negativ identifizierte
Tiere konnen durch Ohrmarken oder durch entsprechendes Besendern kenntlich
gemacht werden. Derartige Untersuchungen und eine nachfolgende Kennzeichnung

der Tiere kann in Deutschland vor allem im Winter, wihrend die Tiere in
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Wintergattern untergebracht sind, erfolgen. Im Zuge einer entsprechenden
Markierung der getesteten Tiere, konnen gleichzeitig Distanzen, welche diese
zuriicklegen, nachvollzogen werden. Indem regionale und {iberregionale
Ausbreitungsstrecken einzelner Rotwildpopulationen registriert werden, konnen in
betroffenen Gebieten epidemiologische Daten erhoben und damit weitreichendere
Erkenntnisse beziiglich Verbreitungsmuster der Infektion und der damit
verbundenen Rolle des Rotwilds als Ubertriiger gewonnen werden. Ferner kann die
Anwendung des Tests auch bei Rotwild in Zoos erfolgen. In jedem Fall stellt die
Identifikation infizierter Tiere und die damit verbundene Mdoglichkeit, eine weitere
Verbreitung des Pathogens einzuddmmen, einen grofen Fortschritt hinsichtlich
einer aktiven Tierseuchenbekdmpfung dar. Aufgrund der erhohten TB-Privalenz
nicht nur in Deutschland, sondern auch europaweit und die bewiesenermalien
vorhandene Ubertragung der Infektion von wildlebenden Tieren auf das Rind sowie
die damit einhergehende Gefahrdung des Menschen, sind neue diagnostische
Methoden intra vitam fiir Wildtierpopulationen gefordert. Die Resultate dieser
Studie liefern wertvolle Erkenntnisse und Voraussetzungen fiir die Entwicklung

eines IFN-y release assays zur Diagnose von TB beim Rotwild.
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VI ZUSAMMENFASSUNG

Infektionen mit intrazelluldren Erregern triggern eine Wirtsabwehr, welche von
T-Lymphozyten als primédre Effektoren der zellvermittelten Immunantwort
dominiert wird (FLYNN et al., 1993; ROMAGNANI, 1995; ABBAS et al., 1996).
Dies fithrt zu der Produktion von IFN-y, einem Protein mit
immunomodulatorischem Potential, welches hauptsdchlich von T-Zellen infolge
einer Stimulation mit spezifischen Antigenen produziert wird (MARCUCCI et al.,
1981; FLYNN et al., 1993). Nach einer Infektion entwickeln sich v. a. CD4"- aber
auch CD8"-Zellen zu Effektorzellen, von denen ein kleiner Teil im Laufe dieser
Immunantwort zu langlebigen T-Gedachtniszellen differenzieren kann (COWLEY
et al., 2005). Dieser Mechanismus wird in Diagnostikmethoden, wie z. B.
Interferon-gamma release assays zur Detektion der Tuberkulose (TB) beim Rind
aber auch in anderen Spezies, wie z. B. Rentieren oder dem Weilwedelhirsch
genutzt (PALMER et al., 2004; WATERS et al., 2006). Deutschland gilt nach wie
vor als ,,offiziell frei von Tuberkulose*, obwohl eine Zunahme der Privalenz von
TB bei Rind und Rotwild zu verzeichnen ist (EU-KOMMISSION, 2003; FINK et
al., 2015). Dariiber hinaus konnte das Rotwild als Reservoir von M. caprae definiert
und als mogliche Infektionsquelle fiir das Rind wéhrend der Alpung der Tiere auf
Sommerweiden dargelegt werden (FINK et al., 2015; RETTINGER et al., 2015).
Aufgrund der zunehmenden Bedeutung des Rotwilds in der Ubertragung und
Aufrechterhaltung der TB sind Fortschritte hinsichtlich der ante mortem

Diagnostik, wie der Entwicklung eines IFN-y release assays, notwendig.

Da Wildtiere flir Untersuchungen dieser Art im Zuge der Blutgewinnung
immobilisiert werden miissen, wurde hinsichtlich der zukiinftigen Entwicklung
eines IFN-y release assays als diagnostische Methode zum Nachweis der
Tuberkulose beim Rotwild ein moglicher Einfluss der verwendeten Narkotika auf
die Vitalitdt von Leukozyten iiberpriift. Da diese Zellen als Hauptquelle von IFN-y
dienen, ist dies essentielle Voraussetzung fiir die Anwendung und Interpretation
eines solchen Tests beim Rotwild. Ein moglicher Einfluss verschiedener Arten von
Aniésthesien auf Leukozyten wurde durch Studien belegt (USENIK & CRONKITE,
1965; WALTON, 1979). Nach Untersuchung von insgesamt 24 Blutproben von
Rindern (Entnahme von jeweils einer Blutprobe vor und wihrend der Narkose) mit

einem bovinen IFN-y release assay konnte die IFN-y-Freisetzung gemessen
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werden. Dabei wurde eine definierte Narkose, die tiblicherweise zur Immobilisation
von Wildtieren verwendet wird, eingesetzt. Die Blutabnahme wahrend der Narkose
wurde entsprechend des Wirkungseintritts nach etwa zehn Minuten der
verwendeten Anisthetika infolge einer intramuskuldren Injektion, wie sie beim
Rotwild durchgefiihrt wird, gewéhlt. Die gemessenen IFN-y-Konzentrationen
resultierten in entweder nahezu identischen Werten zu beiden Zeitpunkten oder
waren wihrend der Narkose geringfiigig erhoht. Somit konnte gezeigt werden, dass
kein Verlust der Aktivitit von Leukozyten und demzufolge keine verringerte
IFN-y-Produktion unter Einfluss einer Narkose stattfindet. Es konnte bewiesen
werden, dass die verwendeten Narkotika keinen negativen Einfluss auf die Vitalitét
der Leukozyten nehmen und damit zu keinen verdnderten Ergebnissen im IFN-y

release assay fiithren.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde zudem eine Kreuzreaktividt zwischen den
Antikorpern des Kits gegen bovines IFN-y und cervidem IFN-y in Rotwildblut
untersucht. Vollblutproben von zwei andsthesierten und einem toten Tier wurden
getestet und fiihrten zu einer positiven IFN-y-Detektion im bovinen ELISA. Die
erhaltenen Werte flir die andsthesierten Tiere waren in den ersten
Verdiinnungsstufen vergleichbar mit den Ergebnissen aus der Untersuchung von
Rinderblut und somit konnte auf eine sehr gute Kreuzreativitit der Antikérper mit
cervidem IFN-y geschlossen werden. Zudem konnte eine Messung von IFN-y aus
Blut eines geschossenen Rotwilds erfolgen. Allerdings war die IFN-y-Detektion im
Vergleich zu den anidsthesierten Tieren niedrig, woraus geschlossen werden konnte,
dass die Qualitdt des Blutes von toten Tieren zu gering ist, um aussagekréftige

Ergebnisse im Assay sicherzustellen.

Zusammenfassend ist die Anwendung eines IFN-y release assays beim Rotwild
moglich und eine notwendige, medikamentdse Immobilisation der Tiere nimmt
keinen negativen Einfluss auf die Ergebnisse. Zudem kann ein kommerziell,
erhiltlicher boviner IFN-y-ELISA auch fiir die Untersuchung von Rotwildblut auf
IFN-y verwendet werden. Fiir die Anwendung der Methode als diagnostisches Tool
im Rahmen der TB-Diagnostik beim Rotwild sind weitere Entwicklungen

notwendig.
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VII SUMMARY

Infections with intracellular microbes trigger a host defense, dominated by the
activation of T-Lymphocytes as the principal effectors of cell-mediated immunity.
This leads to the production of interferon-gamma (IFN-y), a protein with
immunomodulatory potential which is mainly produced after a stimulation of
lymphoid cells by specific antigens. After infection, CD4"- and CD8" T-cells
expand into effector cells and after a peak of the T-cell response a small subset of
these cells differentiate into a long-lived memory population. Immunodiagnostic
tests, e. g. the interferon-gamma release assay for the detection of tuberculosis in
cattle as well as in other species like reindeer or white-tailed deer, rely on the use
of this mechanism. Germany is still declared “officially free of tuberculosis”
although the prevalence of TB in red deer and cattle has been increasing. Moreover,
red deer has already been defined as a reservoir of M. caprae and is considered as
a source of infection for cattle during summer pastures. Considering the role of red
deer in the transmission and maintaining of TB, ante mortem diagnostic approaches,
such as the development of an IFN-y release assay for this species are of crucial

need.

With the regard of a future development of an IFN-y release assay for the diagnosis
of tuberculosis in red deer, it was important to know whether an anesthesia, which
is necessary for blood withdrawal within wild living animals, might have an
influence on the vitality of leucocytes. This is an important prerequisite for the
performance and interpretation of an IFN-y release assay as these cells are the prime
source of IFN-y. So far several studies have shown that different anesthetics can
influence leucocytes. After examining twenty-four blood samples of twelve cattle
(one blood sample of each animal collected before, and one during anesthesia) with
a bovine IFN-y release assay, IFN-y was measured. In this regard a defined narcosis
for the immobilization of wild animals was used. As the pharmological effect of the
used narcotics occurs after approximately ten minutes following intramuscular
injection in red deer, this time period was chosen for blood-withdrawal.
IFN-y-concentrations prior to and ten minutes during deep anesthesia resulted in
either equal values or were slightly higher during anesthesia. Thus, we were able to
confirm that there is no loss of leucocyte activity and consequently no decreased

IFN-y production under narcotics. Finally we could prove that narcotics don’t have



VII Summary 124

a negative influence on the vitality of leucocytes and therefore on the results of an

[FN-y release assay.

Based on the results a cross-reaction between the antibodies specific for bovine
IFN-y used in the kit and cervid IFN-y was investigated in proof-of-principle
experiment. Whole blood samples of two anaesthetized red deer and one sample of
a shot animal were tested, providing positive for IFN-y in the bovine ELISA. In the
first dilutions steps values for IFN-y in plasma of the anaesthetized animals were
similar to those received in the examination of cattle-blood. Therefore an adequate
cross-reaction between the antibodies and cervid IFN-y could be proved.
Furthermore, examining whole blood of a shot animal also resulted in a positive
IFN-y detection. The values were much lower compared to those of anaesthetized
animals, leading to the conclusion that the quality of blood samples from shot

animals is too poor to give reliable results in a future IFN-y release assay.

Taken together, the immobilization of animals with the use of narcotics, which is
necessary for the performance of an IFN-y release assay does not negatively impair
the results of the test and therefore such tests can be used within red deer
populations. Furthermore the applied bovine IFN-y release assay can be used for
future examination of red deer blood samples to measure released IFN-y.
Nevertheless further research and development of the assay would be required to

use it as a diagnostic method for TB within red deer populations.
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Abbildung A1l: Resultierende OD-Werte im ELISA im Zuge der
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Es wurden die OD-Werte, die maBBgeblich fiir die IFN-y-Freisetzung sind, fiir

unterschiedliche Verdiinnungsstufen der Positivkontrolle I gemessen. Dabei wurde

die Positivkontrolle im unverdiinnten Zustand bis hin zu einer Verdiinnung von

1:128 untersucht. Die entsprechende Plattenbelegung ist in Tabelle A1 des Anhangs

dargestellt.
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IFN-v
Standard

1 Z

k]

I~

Plasma nach
Stimulation mit
PWM
4 3 8

Plasma nach
Stimulation it
i ConA
7 8 9

Plasma nach
Stimulation mit PH

10 1 12

0947 | 1,426
0,156 | 0,049
Alp79111.377

1,438
0,083
1385

3,292 13,303 | 3,382
0,084 0,076 | 0,077
3487 3.305

0,954 | 0,871 0,893
0,056 | 0,055 | 0,049
0,898 /0,816 0,844

0,426 | 0,436
0,055 | 0,047
0,371 0,390

0,423
0,043
0.381

1,303 [ 1,317
0,053 | 0,085
B| 1,250 1,263

1,262
0,067
1,184

3227
2,819 2,957 | 2,842
0,159 | 0,068 | 0,070
2680 2773

0,636 0,575 0,626
0,048 | 0,047 | 0,046
0,589 0,528 0,580

0,269 | 0,298
0,056 | 0,049
0.212:0.248

0,288
0,043
0,245

Endpoint
Lm1 450
Lm2 650
Automix: Off

Calibrate: On
Column Priority

0,775 | 0,747
0,045 | 0,048
Cl o730 069

0,726
0,042
0679

2,888
2,057 12,029 1 2114
0,062 10,079 0,057
1,995 2,057

0,374{0,340 | 0,258
0,052 | 0,051 0,044
0322102890314

01810219 0,193

C. Speed: Normal

0,0410,056
0.140: 0,162

0,042
0,148

0,417 | 0,422
0,042 | 0,043
D| 0,375 0,379

0,412
0,042
0,370

1.950
1,33511,238 {1,274
0,064 0,058 0,052
1271 1222

0,22210,201 0,217
0,041]0,042 0,042
0,18110,1581 0,174

0,125} 0,128
0,041 0,040
0,085} 0,088

0,127
0,039
0,087

0,250 | 0,244
0,039 | 0,044
El 02110200

0,231
0,042
0,188

1,180
0,70110,739 0,656
0,050 { 0,047 | 0,047
0,681 0808

0,1501 0,136 0,140
0,05110,041 0,041
0,100 0,095 | 0,098

0,094 | 0,086
0,040 | 0,040
0,054 | 0,057

0,086
0,040
0,086

0,151 {0,155
0,038 | 0,042
Floa1alo.113

0,148
0,040
0,108

0,692
0,4020,411{ 0425
0,046 0,043 0044
0,358 0,381

0,103 0,102 0,101
0,040 {0,041} 0041
0,064 0,061 0,060

0,080 0,078
0,049 | 0,039
0,040 0,039

0,078
0,039
0,039

0,108 0,105
0,028 0,040
0.070 | 0,065

(2]

0,101
0,040
0,081

0,369
0,246 02480238
0,050 0,041 | 0,041
0,197 0,187

0,081{0,081 0081
0,039 10,040 | 0,047
0.041/0.041 0,044

0,086 0,073
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0,024 0,029
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0,020
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0,038} 0,040
Hloo3sloo039

0,093
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0.035

0,207
0,18510,152 1 0,159
0.041 0,041

0,039
0114101121 0117

0,077 | 0,074 | 0,070
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0.03110.03010.031

0,066 | 0,068
0,041 0,042

0,080
0,053

0.02610.026 1 0.027

Start Read:
14:51 15.03.20186

Abbildung A2: Resultierende OD-Werte im ELISA aus der Untersuchung

von Plasma, welchem eine Stimulation mit einem der drei Lektine (PWM,

ConA und PH) vorausging

Die vorangegangene Plattenbelegung ist der Tabelle A2 des Anhangs zu

entnechmen. Es ist deutlich zu sehen, dass mit PWM die hochsten Werte erreicht

werden. Selbst in einer Verdiinnung von 1:4 liegen die Werte noch deutlich

oberhalb jener von ConA und PH im unverdiinnten Zustand. Als zweitbestes

Stimulans erwies sich ConA; die schlechtesten Werte wurden bei Einsatz von PH

gemessen.
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Abbildung A3:

Darstellung der berechneten IFN-y-Konzentrationen

(pg/ml) fiir unterschiedliche Verdiinnungsstufen (1:5)

Neben der in IV, 2.1 dargestellten Narkose von Tier Nr. 13 wurden auch im Falle

der Narkosen von den Tieren Nrn.:

3, 4, 5 und 11 nahezu identische

IFN-y-Konzentrationen vor und wiahrend der Andsthesie gemessen.
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Abbildung A4: Darstellung der berechneten IFN-y-Konzentrationen
(pg/ml) fiir unterschiedliche Verdiinnungsstufen
Neben der in IV, 2.2 dargestellten Narkose von Tier Nr. 12 wurden auch im Falle

der Narkosen von den Tieren Nm.: 1, 2, 7, 8 9 und 14 hohere

IFN-y-Konzentrationen wéhrend der Andsthesie als davor gemessen.
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Abbildung AS: Darstellung der berechneten IFN-y-Konzentrationen
(pg/ml) fiir unterschiedliche Verdiinnungsstufen der Plasmaproben des
Tieres aus Narkose Nr. 6

Das Rind aus Narkose Nr. 6 wurde vorberichtlich mit Cortison behandelt. Es
erfolgte eine deutlich geringere Freisetzung an IFN-y im Vergleich zu den
Resultaten der unbehandelten Tiere (Abschnitt IV, 2.1 und 2.2). Die Ergebnisse
dieses Versuchsdurchlaufs wurden nicht in der Interpretation der Studie, ob eine

Narkose Leukozyten in ihrer Vitalitdt negativ beeinflusst, beriicksichtigt.
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Abbildung A6: Darstellung der berechneten IFN-y-Konzentrationen
(pg/ml) fiir unterschiedliche Verdiinnungsstufen der Plasmaproben des
Tieres aus Narkose Nr. 10

Das Rind aus Narkose Nr. 10 hatte vorberichtlich ggr. Fieber. Es erfolgte eine
deutlich geringere Freisetzung an IFN-y im Vergleich zu den Resultaten der Tiere
ohne Fieber (Abschnitt IV, 2.1 und 2.2). Die Ergebnisse dieses Versuchsdurchlaufs
wurden nicht in der Interpretation der Studie, ob eine Narkose Leukozyten in ihrer

Vitalitdt negativ beeinflusst, beriicksichtigt.



IX Anhang 165

IFN-y Standard  Narkose Rotwild Narkose Rotwild PBS
1 1
PWMI PWMI
Ll e .09 2 ¥ & 5 & . T . 8. 9 . 40 44 42
Lm2 ——> | 0,895|0,889 0,870 | 3,278 | 3,270 | 3,301 | 3,270 | 3,359 | 3,230 | 0.005 |-0,003 0,014 || Endpoint

Lml —-Lm2 ——> 0,017 |0,012| 0,009 | 0,018 | 0,020 | 0,040 | 0,017 | 0,018 | 0,020 | 0,007 |-0,003| 0,000 || Lm1 450

Al 0878 0.278] 0,850 | 3,280 | 3,261 2,262 | 2,282 | 3,341 | 3,210 |-0,002/-0,000] 0,013  Lm2 &S0

0,855 | 0,576 | 0,887 1,718 [ 1,741 | 1,884 | 1,652 | 1,699 | 1,637 |-0,005|-0,008| 0.002 || Agtomec: 011
0,008 0,004 | 0,004 | 0,0080,0100,010 | 0,007 | 0,016 | 0,009 |-0,002/|-0,003(-0,002|| Calibrate: On
0,847 |0.872| 0,882 | 1,708 | 1.721 | 1,675 | 1,645 | 1,683 | 1,628 |-0,002]-0,002| 0,002 | Column Priority
0.440 | 0,467 | 0,452 | 0,426 | 0,457 | 0,459 | 0,442 0,473 | 0,488 -0,004| 0,001 |-0,005 C- Speed: Normal
0,000 |-0,001(-0,000-0,000{-0,001| 0,000 |-0,001| 0,016 | 0,001 |-0,002| 0,002 |-0,002 Start Read:

0,440 0,468 0,453 10,427 | 0,467 | 0,458 | 0,444 | 0,457 | 0,487 |-0,002/-0,001|-0,003( 1226 16.11.2016
0.227 [ 0,229 0,229 0,091 | 0,111 | 0,099 | 0,095 | 0,095 | 0,094 |-0,008|-0,008|-0,005
-0,003|-0,002{-0,001-0,003| 0,017 | 0,001 |-0,003| 0,002 |-0,002 -0,003|-0,003(-0,002
D| 0,230 |0.241|0.240 | 0,094 | 0,094 | 0,098 | 0,098 | 0,092 | 0,096 |-0,003(-0,003|-0,002
0,112 0,118 0,115 0,012 | 0,032 | 0,017 | 0,016 | 0,015 | 0,014 | 0,014 |-0,008| 0,027
-0,004| 0,004 |-0,002|-0,002{-0,002{-0,001-0,002|-0,002{-0,003 0,016 |-0,003(-0,002
E0,118]0,115]0,117 0,019 [0.034| 0,018 | 0,018 0,018 | 0,017 |-0,002|-0,003/ 0.029
0,053 | 0,052 | 0,056 |-0,001| 0,000 | 0,000 | 0,014 |-0,001| 0,006 |-0,002| 0,004 |-0,006
-0,004|-0,004 -0,003/-0,003/-0,003-0,002| 0,001 [-0,003{-0,003 -0,003(-0,003|-0,002
0,057 [0.055 | 0,058 | 0,002 | 0,003 | 0.003 ! 0,013 0,002 | 0,008 | 0.001 | 0,007 |-0,003
0,029 0,028 | 0,024 |-0,002(-0,006|-0,003|-0,001|-0,005|-0,006|-0,001| 0,000 |-0,001
-0,002|-0,002|-0,003|-0,002|-0,002| 0,002 0,002 |-0,003(.0,003-0,003|-6,000|-0,003
6| 0,0210,020 0,027 |-0,000/-0,002-0,000/-0,002|-0,002]-0,002| 0,002 | 0,000 | 0.002
0,012 0,010 0,013 |-0,005(-0,006|-0,005| 0,001 |-0,005|-0,006| 0,026 | 0,020 |-0,005
-0,003(-0,003-0,003|-0,004|-0,003|-0,002| 0,002 |-0,003(-0,003| 0,025 | 0,022 |-0,003
K] 0.015(0.01310.016 |-0.002|-0.0031-0.0031-0,0011-0.0021-0.004/ 0.001 |-0.002|-0.002

m

[z}

-n

Abbildung A7: Resultierende OD-Werte im ELISA aus der Untersuchung
von Rotwildplasmaproben eines anisthesierten Tieres (Narkose von
Rotwild Nr. 1)

In diesem Durchlauf wurden zwei verschiedene Plasmaproben (nach Stimulation
mit PWM aus unterschiedlichen Chargen) von einem anésthesierten Rotwild

untersucht.
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Lml =
Lm2 T
Lml —Lm?2 —

—

m
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(=]

m

(7]
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2

2
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[

7
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d

)
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bk |
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Abbildung A8: Resultierende OD-Werte im ELISA aus der Untersuchung

von Rotwildplasmaproben eines anisthesierten Tieres (Narkose von

Rotwild Nr. 2) sowie eines geschlachteten Tieres (Rotwild Nr. 3)
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Tabelle A1: Schematische Darstellung einer Plattenbelegung fiir die

Erstellung einer Positivkontrolle

IFN-y-Standard Verdiinnungsstufen
Plasma PBS
in pg/ml (Positivkontrolle I)
500 500 500 unverdiinnt

250 250 250 1:2 1:2 1:2
125 125 125 1:4 1:4 1:4
62,5 | 62,5 | 62,5 1:8 1:8 1:8
31,25 | 31,25 | 31,25 | 1:16 1:16 1:16
15,6 | 15,6 | 15,6 1:32 1:32 1:32
7.8 7,8 7.8 1:64 1:64 1:64

3.9 3,9 3.9 1:128 | 1:128 | 1:128

Die IFN-y-Freisetzung wurde fiir die Positivkontrollen in unterschiedlichen

Verdiinnungsstufen gemessen. Die Versuchsdurchldufe wurden mehrmals

wiederholt, um stabile Werte der Kontrollen zu erhalten.
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Tabelle A2: Schematische Darstellung der Plattenbelegung fiir die

Auswahl geeigneter Stimulanzien im Zuge der Herstellung einer

Positivkontrolle

Verdiinnungsstufen Verd . Verd .

S erdiinnungsstufen erdiinnungsstufen
IFN-y-Standard Plasma (nach
Plasma (nach Plasma (nach
in pe/ml Stimulation mit . . . . . .
pg Stimulation mit ConA) Stimulation mit PH)
PWM)
500 500 500 1:4 1:4 1:4 unverdiinnt unverdiinnt

250 250 250 1:8 1:8 1:8 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2

125 125 125 1:16 | 1:16 | 1:16 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4

62,5 | 62,5 | 62,5 1:32 1:32 1:32 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8 1:8

31,25 | 31,25 | 31,25 | 1:64 | 1:64 | 1:64 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16

15,6 | 15,6 | 15,6 | 1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32 1:32

7,8 7.8 7,8 | 1:256 | 1:256 | 1:256 | 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64 1:64

3,9 3.9 3,9 | 1:512 | 1:512 | 1:512 | 1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:128 | 1:128

Parallel zur Erstellung einer Positivkontrolle wurden die drei Lektine: Pokeweed
Mitogen (PWM), Concanavalin A (ConA) und Phytohaemagglutinin (PH) auf ihr

Potential, Leukozyten zur Freisetzung von IFN-y zu stimulieren getestet (siche

Abschnitt III, 3.2).



X Danksagung 169

X DANKSAGUNG

Meinen herzlichen Dank mdchte ich Herrn Professor Straubinger aussprechen,
welcher mir nicht nur ermdglicht hat, unter seiner Leitung diese Dissertation
anzufertigen, sondern mir bereits im Vorfeld tatkréftige Unterstiitzung im Zuge der
Bewerbung um ein Stipendium entgegengebracht hat. Seine fachliche Kompetenz
und die stets unterstiitzenden und aufmunternden Worte in Zeiten, in denen nicht
alles nach Plan lief, wusste ich sehr zu schitzen. Vielen Dank fiir die gute
Betreuung, ihren Optimismus und die herzliche Art und Weise im Umgang mit

ihren Doktoranden.

Bei der Hanns-Seidel Stiftung mdchte ich mich ebenfalls ganz herzlich fiir die
finanzielle Unterstiitzung wahrend meiner Arbeit als Doktorandin bedanken. Durch
dieses Stipendium wurde mir ermdglicht eine Promotion anzutreten. Vielen Dank

dafur!

Auch meinen Betreuerinnen, Dr. Shari Fell und Dr. Anna Lena Rettinger, mochte
ich danke sagen. Thr wart sowohl in fachlicher als auch in personlicher Hinsicht
jederzeit eine grofle Stiitze und tragt mitunter einen Hauptteil an den schdénen
Erinnerungen, welche ich an meine Zeit als Doktorandin im Institut haben werde.
Vielen Dank fiir die vielen lustigen Momente, die Schnitzel- und Knddelausfliige

und natirlich auch fur die helfenden Worte in etwas dunkleren Zeiten.

Auch dem ganzen Team und allen Doktoranden des Lehrstuhls fiir Bakteriologie

und Mykologie mdchte ich danke sagen fiir diese unvergessliche Zeit.

Mama und Papa, euch kann ich nicht genug danken, fiir alles was ihr fiir mich
wihrend meiner Zeit als Doktorandin und wihrend meines ganzen Studiums getan
habt! Ohne euch hitte ich meine Ziele und Trdume nicht in dieser Form
verwirklichen konnen. Fiir eure unerschopfliche moralische und nicht zu vergessen
finanzielle Stiitze, eurer Vertrauen und euren Riickhalt mdchte ich euch vielmals

danke sagen!!!

Oma und Opa, es macht mich ganz besonders stolz, dass ich mit euch diesen grof3en
Tag feiern darf. Ich danke euch fiir die stets ermutigenden Worte und die tatkriftige
Unterstiitzung in jeglicher Hinsicht. Liebe Tante Marianne und lieber Onkel Sepp,
auch euch gebiihrt mein groBter Dank. Als Team ,,Wir werden Doktor* habt ihr mit



X Danksagung 170

vollem Einsatz diese Arbeit begleitet. Vielen Dank fiir die Unterstiitzung wahrend
der Dissertation aber auch wéhrend des gesamten Studiums. Lieber Florian, als
mein Bruder hast auch du mich zusammen mit Melanie, Felix und Leo durch diese
Zeit begleitet. Ich danke euch fiir die aufmunternden Worte und die frohlichen

Momente wihrend der heimatlichen Ausfliige.

Berno, dir mochte ich fiir deine Geduld, deine immerzu positiven und herzlichen
Worte danken, durch welche mir nie meine Zuversicht und mein Ehrgeiz verloren
ging. Vielen Dank fiir all die schonen Momente, die ich auch wihrend dieser Zeit
mit dir verbringen durfte. Ohne dich wire das Alles nicht annidhernd so schon.

Danke!!

Zu guter Letzt mochte ich mich bei meinen Freunden bedanken, mit denen ich
unbeschreiblich schone Zeiten wihrend der Doktorarbeit und wihrend des ganzen
Studiums in Miinchen verbringen durfte. Danke Caro, Krissi, Shari, Laura, Hannah

und Petra. Diese Zeit wird mir immer als gro3es Fest in Erinnerung bleiben.



