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1 EINLEITUNG 
 

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) ist der Erreger der 

Paratuberkulose bei Wiederkäuern. Bereits seit Anfang des letzten 

Jahrhunderts wird vor allem aufgrund der ähnlichen Pathomorphologie ein 

Zusammenhang mit Morbus Crohn (MC), einer chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankung des Menschen, vermutet und seitdem kontrovers diskutiert. 

Der Großteil der bisherigen Studien bediente sich allein eines 

molekularbiologischen Nachweisverfahrens zur Detektion von MAP-

Desoxyribonukleinsäure im Darmgewebe der Patienten. Zudem wurden 

überwiegend Marker eingesetzt (auf Basis des IS900-Elementes), bei denen 

Kreuzreaktionen zu anderen Mykobakterienspezies beobachtet werden 

konnten. Den bisher eingesetzten Polymerase-chain-reaction (PCR)-Verfahren 

fehlt vielfach eine Qualitätssicherung der Diagnostik, insbesondere die 

Berücksichtigung einer internen Amplifikationskontrolle (IAK) zum Ausschluss 

falsch-negativer Ergebnisse, die Folge von PCR-Inhibitoren sein können. 

Zusätzlich unterblieb häufig die kulturelle Überprüfung der Vermehrungs-

fähigkeit von MAP.  

In der eigenen Arbeit sollte die kulturelle Anzüchtung von MAP aus humanen 

Darmbioptaten unter Einsatz eines zuvor eigens validierten Dekontaminations-

verfahrens mit N-Acetyl-L-Cystein-NaOH mit der PCR-Analytik kombiniert 

werden. Um die Treffsicherheit des molekularbiologischen Nachweisverfahrens 

zu steigern, wurde eine nested-PCR (BULL et al., 2003) und eine Triplex Real 

Time-PCR (SCHÖNENBRÜCHER et al., 2008) inklusive einer IAK verwendet. 

So konnten insgesamt drei MAP-spezifische Marker in die Untersuchungen 

einbezogen werden. Für die Subkultivierung von Mykobakterienstämmen 

sollten in einer vergleichenden Untersuchung preiswerte, einfach zu 

handhabende und produktive Selektivfestmedien geprüft werden.  
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2 LITERATURÜBERSICHT 

2.1 Mykobakterien 

Das Genus Mycobacterium (M.) bildet die einzige Gattung der Familie 

Mycobacteriaceae in der Ordnung Actinomycetales. Chronologisch gesehen 

wurde als erste Spezies der Mykobakterien der Erreger der Lepra, M. leprae 

beschrieben. Dann folgte 1882 die Entdeckung des Tuberkuloseerregers M. 

tuberculosis, an die sich wenige Jahre später die Abgrenzung des Erregers der 

Rindertuberkulose, Mycobacterium bovis, des Erregers der Vogel- und 

Geflügeltuberkulose, Mycobacterium avium sowie des Erregers der Johne’  

schen Krankheit, Mycobacterium paratuberculosis anschloss. Neben den 

obligaten Pathogenen für Mammalia und Vögel enthält die Gattung 

saprophytäre und in der Umwelt (Boden, Wasser) verbreitete Mykobakterien 

(BLOBEL und SCHLIESSER, 1985).  

Die leicht gebogenen Stäbchen bis kurzen Filamente ohne Verzweigungen sind 

schwach grampositiv (HOLT et al., 1994). Charakteristisch für Mykobakterien ist 

die sog. Säure-Alkohol-Festigkeit, die als Widerstandfähigkeit gegen eine 

Entfärbung mit Salzsäure-Alkohol nach Anfärbung mit Anilinfarbstoffen definiert 

wird. Der Lipidgehalt der Zellwände ist besonders hoch und enthält die für 

Mykobakterien typischen hochmolekularen Fettsäuren (Mykolsäuren) mit ca. 

60-90 C-Atomen. Das Wachstum ist aerob. Man unterscheidet langsam und 

schnell wachsende Spezies, wobei große und typische Unterschiede innerhalb 

der Gattung auftreten können. Manche Spezies zeigen Pigmentbildung (β-

Karotine) (BLOBEL und SCHLIESSER, 1985; HOLT et al., 1994; STAHL und 

URBANCE, 1990). Als besondere Substanzen in der Zytoplasmamembran der 
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Mykobakterien sind Exocheline und Mykobaktine enthalten, die dem 

Eisentransport dienen. Nach MACHAM et al. (1975) bringen die 

wasserlöslichen Exocheline Eisen an die Bakterienoberfläche heran, von wo 

aus die lipophilen Mykobaktine den weiteren Transport bis zur Plasmamembran 

übernehmen. Mykobaktin gilt als besonderer Wachstumsfaktor für 

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP).  

 

2.2 Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis 

2.2.1 Taxonomie 

MAP wurde zum ersten Mal 1894 beschrieben und als Auslöser der 

Johne’schen Krankheit 1910 bestätigt (SONGER und POST, 2005). Isoliert 

wurde das Bakterium 1912 von TWORT und INGRAM. Es gehört zum M. 

avium-Komplex und stimmt genotypisch zu 95 % mit M. avium ssp. avium 

überein (THOREL et al., 1990). Phänotypisch unterscheidet sich MAP durch 

langsameres Wachstum, seine Mykobaktinabhängigkeit und die größere 

Virulenz bei Säugetieren (COLLINS, 1997). MAP weist eine Länge von 1-2 µm 

und eine Breite von 0,5 µm auf. Es gehört zu den langsam wachsenden 

Mykobakterien mit einer Generationszeit von mindestens 1,2 Tagen 

(LAMBRECHT et al., 1988) und einer Inkubationsdauer von 3 Wochen, die 

allerdings häufig auf bis zu 5 Monate ausgedehnt werden muss, bis Kolonien 

makroskopisch auf festen Nährmedien sichtbar werden (SONGER und POST, 

2005). MAP-Stämme können durch molekularbiologische Charakterisierung 

mittels Pulsfeld-Gel-Elektrophorese (PFGE) sowie IS900-Restriktions-

Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP) und ihrer Kultureigenschaften in 
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drei Gruppen unterteilt werden (COLLINS et al., 1990; DE JUAN et al., 2005; 

PAVLIK et al., 1999; STEVENSON et al., 2002): Typ I und Typ III wurden 

ursprünglich bei Schafen nachgewiesen (COLLINS et al., 1990). Sie wachsen 

extrem langsam und sind schwer zu kultivieren und zu subkultivieren. Später 

gelang die Isolation auch bei Rindern und Ziegen (DE JUAN et al., 2006; DE 

JUAN et al., 2005; WHITTINGTON et al., 2001). Da sie kaum voneinander 

unterschieden werden können, werden sie als Typ I/III bezeichnet (DE JUAN et 

al., 2006). Stämme vom Typ II wachsen langsam und wurden zunächst bei 

Rindern beschrieben; mittlerweile gelang der Nachweis jedoch bei einer 

Vielzahl von Wirten, Menschen und Wildtiere eingeschlossen, in zahlreichen 

Ländern (PAVLIK et al., 1999; STEVENSON et al., 2002). Isolate von Morbus 

Crohn-Patienten wurden bislang dem Stammtyp II zugeordnet (PAVLIK et al., 

1999). 

In der Literatur werden zellwanddefekte Formen, sog. Sphäroblasten, 

beschrieben (HULTEN et al., 2000b; WALL et al., 1993; CHIODINI et al, 1986; 

BURNHAM und LENNARD-JONES, 1978). Sie sind extrem schwer zu isolieren 

und lassen sich in der Ziehl-Neelsen-Färbung nicht darstellen. Gewöhnlich 

wandeln sich Sphäroblasten während der Kultivierung zu zellwandintakten 

Formen um (HINES und STYER, 2003). Mittels PCR-Verfahren ist eine 

Unterscheidung beider Formen nicht möglich, allerdings wurden in situ-

Hybridisierungsmethoden entwickelt, die eine Differenzierung in Gewebe-

abschnitten ermöglichen (HULTEN et al., 2000a).  
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2.2.2 Vorkommen und Tenazität 

Neben dem Vorkommen bei Wiederkäuern gelang der Nachweis des Erregers 

bei einer Vielzahl recht unterschiedlicher Säugetier- und Vogelarten: braunes 

Hermelin (Mustela erminea), Fuchs (Vulpes vulpes), Krähe (Corvus corone), 

Saatkrähe (Corvus frugilegus), Dohle (Corvus monedula), Ratte (Rattus 

norvegicus), Maus (Apodemus sylvaticus), Feldhase (Lepus europaeus), Dachs 

(Meles meles) (BEARD et al., 2001a), Kaninchen (Oryctolagus cuniculus) 

(BEARD et al., 2001b), Feldmaus (Microtus arvalis), Spitzmaus (Crocidura 

suaveolens), Wildschwein, Bär (KOPECNA et al., 2005), Gürteltier, Opossum 

(MANNING et al., 2005) und verwilderten Katzen (PALMER et al., 2005). Auch 

Affen (Macaca arctoides) können sich mit dem Erreger infizieren und ihn im Kot 

ausscheiden (McCLURE et al., 1987). Dipteren, wie Calliphora vicinia und 

Lucilla sericata (FISCHER et al., 2004), genauso wie die Nymphen der 

Kakerlake Blatta orientalis (FISCHER et al., 2003) und die Larven von Eristalis 

tenax (KOPECNA et al., 2005) können als Vektoren eine wichtige Rolle bei der 

Erregerübertragung spielen. Durch das dritte Larvenstadium von Nematoden, 

die sich im Kot infizierter Schafen entwickeln, kann ebenfalls eine vektorielle 

Übertragung von MAP stattfinden (WHITTINGTON et al., 2001). Im Inneren 

einer, durch Trinkwasser übertragbaren Amöbe (Acanthamoeba castellanii), 

erfährt M. avium neben der Replikation sogar eine Virulenzsteigerung (CIRILLO 

et al., 1997). Und auch in der unbelebten Umwelt ist der Erreger weit verbreitet 

(COLLINS et al., 2001) und besitzt eine hohe Tenazität (Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Tenazität von M. avium ssp. paratuberculosis in der Umwelt in 
unterschiedlichen Matrizes und unter verschiedenen Bedingungen 
 

Matrix Bedingungen  

Überlebensdauer/ 

Prozentsatz 

überlebender MAP 

Autor 

Rinderkot 

gewöhnliche 

Wetter-

bedingungen 

246 Tage LOVELL et al., 1944 

Leitungswasser - 17 Monate LARSEN et al., 1956 

Schweine- und 

Rindergülle 
5 ° C 252 Tage 

Rindergülle 15 ° C 98 Tage 

 

JORGENSEN, 1977 

Wasser pH 5,3 8-9 Monate 

trocken 8 Wochen/30 % 
Boden 

feucht 8 Wochen/100 % 

COLLINS et al., 2001 

Weide 
trocken und 

schattig 
55 Wochen 

WHITTINGTON et al., 

2004 

Schlamm pH 12,5 72 Stunden FLYNN et al., 2005 

Stauwasser - 36 Wochen 
WHITTINGTON et al., 

2005 

Rindergülle - 56 Tage GREWAL et al., 2006 
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2.3 Paratuberkulose 

Per definitionem ist die Paratuberkulose (Johne’sche Krankheit) eine durch M. 

avium ssp. paratuberculosis hervorgerufene Infektionskrankheit mit langer 

Inkubationszeit, vorwiegender Manifestation im Dünndarm in Form einer 

spezifischen Enteritis, chronischem klinischen Verlauf, der durch Abmagerung 

und Durchfall gekennzeichnet ist, und stets tödlichem Ausgang. Andere 

Bezeichnungen sind „Johne’s disease“ und „Entérite paratuberculeuse“ (KLEE, 

2006). 

 

2.3.1 Klinik, Pathologie und Epidemiologie der Paratuberkulose 

Die Paratuberkulose ist eine chronisch-entzündliche Darmerkrankung der 

Wiederkäuer. Sie wurde zuerst 1895 von JOHNE und FROTHINGHAM im 

Zusammenhang mit einer tuberkuloseähnlichen Erkrankung eines Rindes als 

„ein eigenthümlicher Fall von Tuberkulose beim Rind“ beschrieben. Sie kommt 

bis heute insbesondere bei der Tierart Rind und seltener bei den kleinen 

Wiederkäuerarten vor, ist aber auch bei einer Reihe von Wildwiederkäuern 

beschrieben worden (GODFROID et al., 2005, MACHACKOVA et al., 2004). 

MAP-Infektionen treten weltweit auf, insbesondere in Gegenden mit intensiver 

Rinderhaltung (KLEE, 2006). Die Empfänglichkeit der Rinder für MAP ist in den 

ersten Lebensmonaten am höchsten, sie nimmt mit zunehmendem Alter immer 

weiter ab. Die Tiere infizieren sich durch Aufnahme von Kot, z. B. durch Saugen 

an mit Kot verschmutzten Zitzen, sowie von erregerhaltigem Kolostrum, Milch, 

Futter und Wasser (MERKAL, 1984). Nach der oralen Aufnahme siedelt sich 

MAP in der Schleimhaut des Dünndarmes sowie in den Mesenterial-
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lymphknoten an. Die Mykobakterien werden von Makrophagen phagozytiert, in 

denen sie sehr lange überleben können. Es kommt zum verstärkten Einstrom 

mononukleärer Phagozyten in die Darmschleimhaut. Dadurch verdickt sich die 

Darmschleimhaut zunehmend, woraus Malabsorption und chronischer Durchfall 

resultieren (KÖHLER et al., 2003). Die chronische granulomatöse Entzündung 

ist meist im Ileum lokalisiert. Es ist am stärksten entzündet und beherbergt die 

meisten MAP. Sekundär sind die zugehörigen Lymphknoten betroffen und 

tertiär Leber, Milz und darmferne Lymphknoten (ANONYMOUS, 2007). Im 

Endstadium verstärkt sich der Durchfall, und als Folge der enteralen 

Eiweißverluste können hypoproteinämische Ödeme auftreten (DOLL, 2006). 

Nach anhaltender Inkubationszeit von meist 2-3 Jahren, kommt es zum 

Krankheitsausbruch. Typische Symptome der Johne’schen Krankheit sind 

rascher Gewichtsverlust bei therapieresistenter andauernder Diarrhöe. Die 

Tiere zeigen ungestörtes Allgemeinbefinden, physiologische Körpertemperatur 

und Appetit (COLLINS, 1997). Allerdings treten nicht in jedem infizierten 

Bestand klinische Erkrankungsfälle auf. Stattdessen kann sich die 

Bestandsinfektion lediglich in unbefriedigender Leistung, v. a. bei den 3- bis 

6jährigen Kühen äußern. Die klinisch manifeste Phase der Erkrankung beginnt 

meist im Anschluss an eine Kalbung, also in einer Situation mit erhöhter 

Belastung, selten schon bei Rindern, welche noch nicht gekalbt haben. Im 

Gegensatz zu den Verhältnissen beim Rind manifestiert sich die 

Paratuberkulose bei kleinen Wiederkäuern und bei Wildwiederkäuern 

überwiegend in chronischer Abmagerung. Durchfall tritt nur in etwa 15 % der 

Fälle auf (DOLL, 2006). Die Paratuberkulose gilt als unheilbar (KLEE, 2006). 
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KOETS et al. (2000) beschreiben genetische Einflüsse der Empfänglichkeit der 

Rinder für Paratuberkulose. 

MAP wird mit dem Kot, der Milch und dem Sperma (LARSEN et al., 1981) 

ausgeschieden. An Paratuberkulose erkrankte Tiere können mit dem Kot bis zu 

1012 MAP/g ausscheiden, persistent infizierte Tiere immer noch mehr als 108 

MAP/g (CHIODINI et al., 1984). Wenn die MAP-Konzentration im Kot hoch ist, 

ist auch die Prävalenz in der Milch höher (SWEENEY et al., 1992). Sogar 

inapparent infizierte Tiere scheiden den Erreger in der Milch aus. Die 

Wahrscheinlichkeit der Ausscheidung steigt mit dem Fortschreiten der Infektion.  

Das Internationale Tierseuchenamt (Office Internationale des Epizooties, OIE) 

führt die Paratuberkulose der Wiederkäuer in der Liste der Erkrankungen mit 

sozioökonomischer Bedeutung und/oder Bedeutung als Zoonose. Dies 

ermöglicht es Drittländern, für den Import von Zuchtrinden, Sperma und 

Embryonen einen Nachweis der Paratuberkulose-Unverdächtigkeit zu 

verlangen. EU-rechtlich zählt die Paratuberkulose der Wiederkäuer zu den 

„Endemischen Krankheiten mit vorgeschriebenen oder fakultativen 

Bekämpfungs- bzw. Tilgungsmaßnahmen auf Bestands- oder Herdenebene“ 

(Gruppe 1 der Liste der Tierkrankheiten; Entscheidung 90/424/EWG des Rates 

vom 26. Juni 1990). In Deutschland sind Paratuberkulose-Fälle bei 

Wiederkäuern meldepflichtig. So wurden für das Jahr 2005 290, für 2006 244 

und für 2007 insgesamt 305 Fälle gemeldet. Die relativ geringe Zahl der über 

das Tierseuchen-Nachrichtensystem gemeldeten Fälle ist allerdings vorsichtig 

zu interpretieren, denn nur ein geringer Teil der Infektionen dürfte tatsächlich 

erkannt und dann auch gemeldet werden. Zur Abschätzung der 
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Paratuberkulose-Prävalenz wurden im letzten Jahrzehnt zahlreiche 

Untersuchungen durchgeführt (Tabelle 2). Nord- und Westaustralien wird als 

paratuberkulosefrei angesehen (KENNEDY et al., 2002).  
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Tabelle 2: Angaben zur Seroprävalenz der Paratuberkulose bei Rindern 
(Anteil Paratuberkulose-positiver Herden) in einigen Ländern und 
Regionen 

 
Land (Region) Prävalenz Autoren 

USA (Wisconsin) 50,0 % COLLINS et al., 1994 

Österreich 7,0 % GASTEINER et al., 1999 

Belgien 17,4 % BOELAERT et al., 2000 

Dänemark 55,0 % NIELSEN und AGGER, 2000 

Vereinigt. Königreich 

(Wales) 

17,0 % ÇETINKAYA et al., 1998 

Italien (Latium) 42,0 % LILLINI et al.,2005 

Schweiz 8,0 % STÄRK et al., 1997 

Niederlande 53,0 % VAN SCHAIK et al., 2003 

Deutschland (Arnsberg) 10-30 % BÖTTCHER, 1997 

Deutschland 

(Thüringen) 

> 80 % ELSCHNER und HORNER, 2003 

Deutschland (Meckl.-

Vorp.) 

84,7 % HACKER et al., 2004 

Deutschland (Sachsen) 90,5 % DONAT, 2005 

Deutschland (Bayern) 19,0 % BÖTTCHER und GANGL, 2004 
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Aufgrund methodischer Unzulänglichkeiten – wie Nichtbeachtung der 

diagnostischen Validität der angewandten Testverfahren oder inadäquates 

Beprobungsschema – dürften diese Daten die tatsächliche Situation allerdings 

nur unzulänglich wiedergeben. Nach Angaben des Sachverständigengremiums 

im Bundesinstitut für Risikobewertung (ANONYMUS, 2001) muss von bis zu  

30 % MAP-positiven Rinder- sowie bis ca. 60 % MAP-positiven Ziegen-

beständen ausgegangen werden. Wenn man allerdings aktuelle Nachweis-

quoten blut- bzw. milchserologischer oder bakteriologischer Reagenten zu 

Grunde legt, ist von einer durchgehend höheren Prävalenz auszugehen. So 

sind aus einigen Bundesländern, basierend auf blutserologischen 

Untersuchungen, Herdenprävalenzen von über 80 % bei Einzeltierprävalenzen 

zwischen ca. 1 % bis 17 %, selten höher, ermittelt worden (HACKER et al., 

2004; BÖTTCHER et al., 2005, DONAT, 2005; ELSCHNER, 2005). Nach 

Untersuchungen von DOLL (2006) wurden in 11 von 12 zufällig ausgewählten 

hessischen Milchviehbetrieben mittels Svanovir-ELISA seropositive Reagenten 

festgestellt. Die Untersuchungen aus Ziegenbeständen in vier Bundesländern 

ergaben in 17-62 % der Bestände serologisch positive Reaktionen 

(ANONYMUS, 2001). In Westfalen-Lippe ergaben serologische 

Untersuchungen Herdenprävalenzen von 36 % bei Schafen und 27,8 % bei 

Ziegen, bei Durchschnittsprävalenzen innerhalb der Herden von 3,1 % bzw.  

3,8 % (ADAMS, 2001). In Nordrhein-Westfalen konnten in 18 von 28 

untersuchten Wanderschafherden Tiere mit Antikörpern nachgewiesen werden; 

in 40 % der positiven Herden lagen die Einzeltierprävalenzen über 5 % (VOGEL 

et al., 2005). Diese Daten bedürfen jedoch einer zurückhaltenden Auslegung, 
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da sie teilweise mit unterschiedlichen Testkits und an differierenden Alters-

klassen ermittelt wurden. Ein verlässliches flächendeckendes Überwachungs-

system existiert für die BRD bisher nicht (KÖHLER et al, 2003).  

 

2.3.2 Ökonomische Aspekte der Paratuberkulose 

Neben den Tierverlusten selber kommt es zu finanziellen Einbußen aufgrund 

verringerter Milchleistung, vermehrter Krankheitsanfälligkeit, verminderter 

Fruchtbarkeit und verringerten Gewichtszunahmen und damit geringerem 

Schlachterlös (WILSON et al., 1997; KÖHLER et al., 2003). Laut BENEDICTUS 

et al. (1987) haben Kühe im klinischen Stadium der Erkrankung eine 

verminderte Milchleistung um durchschnittlich 19,5 %, verglichen mit der 

vorletzten Laktation sowie um ca. 5 %, verglichen mit der vorangegangenen 

Laktationsperiode. Bei subklinischen Tieren beläuft sich der Rückgang auf 

durchschnittlich 16 % bzw. 6 %. Die wirtschaftlichen Folgen durch Leistungs-

rückgang (v. a. Milchproduktion), Tierverluste, verminderte Fertilität, eine 

erhöhte Anfälligkeit für weitere Infektionen, sowie die Therapiekosten werden 

auf ca. 250 € pro Rind und Jahr sowie auf ca. 100 € pro Schaf und Jahr in 

infizierten Beständen geschätzt (BENEDICTUS et al., 1987; OTT et al., 1999). 

Berechnungen aus den Niederlanden kamen zu dem Ergebnis, dass der 

Schaden für einen Betrieb mit 100 Milchkühen über einen Zeitraum von 20 

Jahren 6 800 € pro Jahr betragen kann. In Betrieben mit klinisch kranken Tieren 

wird der Schaden auf 900 € pro klinisch krankem Tier geschätzt (KÖHLER et 

al., 2003). STABEL (1998) schätzt die finanziellen Einbußen in den USA auf 1,5 

Milliarden $ pro Jahr. Bei der Betrachtung solcher Berechnungen ist allerdings 



 14                        Literaturübersicht 
 

zu bedenken, dass die Verluste in direktem Zusammenhang mit den 

Produktionssystemen der berücksichtigten Herden stehen. Herdengröße und -

management müssen neben weiteren Parametern Beachtung finden (DUFOUR 

et al., 2004).  

 

2.4 Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis in Lebensmitteln 

Der Erreger kann direkt über das Tier, vor allem durch fäkale Kontamination, in  

Lebensmittel tierischer und pflanzlicher Herkunft eingetragen werden und über 

diese oder direkt zum Menschen bzw. in die Umwelt und das Wasser gelangen. 

Die hohe Tenazität von MAP, die jahrelanges Überleben in Erde und Wasser 

erlaubt, ermöglicht dann das Kreislaufgeschehen in der Umwelt (siehe 

Abbildung 1; COLLINS et al., 2001; LARSEN et al., 1956).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Abbildung 1: Theoretische Verbreitungs- und Übertragungsmöglichkeiten von 
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (HAMMER, 2003) 
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2.4.1 Milch und Milcherzeugnisse 

Die Ausscheidung von MAP über die Milch erwies sich bei SWEENEY et al. 

(1992) mit 2-8 KbE/50 ml als recht gering. Die fäkale Sekundärkontamination ist 

wohl der entscheidende Eintragsweg, da einmal infizierte Tiere den Erreger 

streuen können, wobei eine intermittierende Ausscheidung charakteristisch zu 

sein scheint (WHITLOCK et al., 1986). Bei fäkaler Kontamination ist die 

Keimzahl abhängig von der die Milch verunreinigenden Kotmenge und der darin 

vorhandenen MAP-Zellen. Die handelsübliche Pasteurisierung von Milch ist 

nach Definition des Internationalen Milchwirtschaftsverbandes eine Hitze-

behandlung mit dem Ziel, die Anzahl beliebiger pathogener Mikroorganismen in 

Milch und Milcherzeugnissen – falls vorhanden – so zu vermindern, dass sie 

kein bedeutendes Gesundheitsrisiko darstellen. SUNG und COLLINS (1998) 

haben D-Werte (dezimale Reduktionszeit) für MAP in Milch bestimmt. Für 

Sammelproben aus Rinder- und Humanisolaten wurden Werte ermittelt, die 

beträchtlich höher liegen als die für Listeria, Salmonella und Coxiella spp. 

publizierten und die für M. bovis geschätzten Werte. Dies belegt die erheblich 

höhere Thermotoleranz für MAP. Die Studie unterstützt die Prämisse, dass 

MAP-Keime die Kurzzeitpasteurisierung (72-75 ° C, 15-30 Sekunden) überleben 

können, wenn die initiale Bakteriendichte 101 Zellen/ml übersteigt. Die 

Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen sind hier zwar widersprüchlich, das 

Überleben der Kurzzeiterhitzung wurde jedoch von HAMMER et al. (2002) mit 

einer Pilotpasteuranlage bestätigt. Es ist also nicht verwunderlich, dass MAP in 

pasteurisierter Milch nachgewiesen werden kann (Übersicht: HAMMER und 

KNAPPSTEIN, 1998; ILSI, 2004; PAOLICCHI et al., 2005; AYELE et al., 2005). 
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Allerdings ist in einer Vielzahl der Studien die untersuchte Milch artifiziell 

kontaminiert worden (MEYLAN et al., 1996; GRANT et al., 1998; SUNG und 

COLLINS, 1998; GAO et al., 2002; GRANT et al., 2005). Ob Laborstämme eine 

andere Hitzeresistenz besitzen als Feldstämme, ist jedoch ungewiss 

(ANONYMOUS, 2005). Durch den Nachweis kultivierbarer MAP-Bakterien in 

pasteurisierter Milch aus dem englischen (MILLAR et al., 1996; GRANT et al., 

2002a) und US-amerikanischen Handel (ELLINGSON et al., 2005) sowie bei 

einem Großversuch mit einer kommerziellen Pasteurisierungsanlage und 

natürlich kontaminierter Milch (GRANT et al., 2002b) konnte allerdings auch 

diese Fragestellung erhellt werden. Die Temperatur-Zeitbedingungen für die 

Dauer- und die Kurzzeiterhitzung sind ab 1935 auf Basis der Inaktivierung von 

M. bovis und M. tuberculosis festgelegt worden. Im Vordergrund stand dabei die 

Inaktivierung der Infektiösität dieser Testkeime und nicht so sehr der kulturelle 

Nachweis überlebender Bakterien. In diesem Zusammenhang wäre dringend zu 

prüfen, ob die kulturell nachgewiesenen MAP-Zellen überhaupt noch infektiös 

sind (HAMMER, 2003).  

Für im Laborversuch hergestellten Käse (Hartkäse, halbfester Schnittkäse) 

wurde in zwei Arbeiten eine relativ lange Überlebensdauer von MAP von 28-45 

Tagen beschrieben (SUNG und COLLINS, 2000; SPAHR und SCHAFFROTH, 

2001). Daher muss davon ausgegangen werden, dass insbesondere in mit 

MAP-kontaminiertem Rohmilchkäse eine entsprechende Überlebensdauer des 

Erregers möglich ist. In Käse aus dem Handel konnte MAP molekularbiologisch 

und kulturell nachgewiesen werden (IKONOMOPOULOS et al., 2005; 

STEPHAN et al., 2006). HRUSKA et al. (2005) untersuchten 51 Milchpulver-
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produkte für Säuglinge aus sieben Ländern. Molekularbiologisch konnten 

mittels IS900 25 (49,0 %) und mittels F57 18 (35,3 %) Proben als MAP-positiv 

erkannt werden. Eine Probe war kulturell positiv. Da das Ergebnis nicht 

reproduzierbar war, sind die Daten kritisch zu betrachten. Von AKINEDEN et al. 

(2006) wurden 59 deutsche Milchtrockenerzeugnisse als Säuglingsfertig-

nahrungsmittel kulturell auf das Vorkommen von MAP untersucht. Vier positive 

Kulturen konnten molekularbiologisch bestätigt werden. Weitere Erhebungen 

zum Vorkommen von MAP in Milchprodukten sind derzeit nicht bekannt.  

Für das Vorkommen und das Verhalten von MAP in Milch und Milchprodukten 

sind im Vergleich zu den anderen Lebensmitteln die meisten Daten erhoben 

worden. Dies bedeutet aber nicht zwangsläufig, dass Milch der wichtigste 

mögliche Überträger ist.  

 

2.4.2 Fleisch und Fleischerzeugnisse 

Eine primäre Kontamination von Fleisch infizierter Rinder auf hämatogenem 

Wege oder eine sekundäre bei der Schlachtung ist nicht auszuschließen. Aus 

Deutschland liegen hierzu bisher keine Daten vor. Eine gezielte Untersuchung 

auffällig magerer Milchkühe und weiblicher Mastrinder nach der Schlachtung in 

den USA zeigte bei 11,1 % von 189 Kühen und 0,7 % von 350 Mastrindern 

kulturell positive Befunde in fleischassoziierten Lymphknoten (Ln. cervicalis 

supf. und Ln. popliteus) und der Leber (ROSSITER und HENNING, 2001). Die 

nachgewiesenen Keimzahlen schwankten stark und lagen im Bereich 10-3 000 

KbE/1 g. Auch bei den Untersuchungen von SWEENEY et al. (1992) und 

WHITLOCK et al. (1996) konnte in fleischhygienisch relevanten Lymphknoten 
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von Wiederkäuern MAP nachgewiesen werden. Insbesondere die Befunde in 

den Lymphknoten zeigen, dass auch Fleisch den Erreger enthalten kann. Auch 

in zahlreichen Organen und Geweben von Wiederkäuern konnte MAP 

nachgewiesen werden (LARSEN et al., 1981; HINES et al., 1987; SEITZ et al., 

1989; GWOZDZ et al., 1997; GWOZDZ et al., 2000; PAVLIK et al., 2000; 

AYELE et al., 2004; LAMBETH et al., 2004; BOSSHARD et al., 2006; TASARA 

et al., 2006). Nach den Ergebnissen von SEITERT et al. (2003) ist bei zwei 

Drittel der Fälle die Muskulatur MAP-positiv, wenn die Lymphknoten ein 

positives Ergebnis liefern. Nach persönlicher Aussage von John Egan 

(Department of Agriculture Food and Forestry, Ireland [siehe auch RYAN und 

CAMPBELL, 2006]) wurde zwischen Juni und November 2004 eine 

Untersuchung von 114 Proben Rinderhackfleisch in Irland durchgeführt. Die 

Ergebnisse der ausschließlich kulturellen Diagnostik mit BACTEC® 12 B-

Flüssigmedium ließen die Forscher schlussfolgern, dass irisches Rindfleisch 

keine oder nur sehr wenige MAP enthält.  

 

2.4.3 Wasser 

Auf die Bedeutung des Trinkwassers als Vehikel für MAP-Infektionen ist in der 

wissenschaftlichen Literatur mehrfach hingewiesen worden (MAYBERRY und 

HITCHENS, 1978; CHIODINI et al., 1984). Als primäre Eintragsquelle ist das 

mit Fäzes infizierter Tiere kontaminierte Oberflächenwasser anzusehen. MAP 

wurde bereits im Wasser von Einzugsgebieten zur Trinkwasseraufbereitung 

nachgewiesen (PICKUP et al., 2005a und 2005b; ROWE et al., 2005; WHAN et 

al., 2005; PICKUP et al., 2006). MAP kann bis zu 36 Wochen in Stauwasser 
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überleben und sogar 12 Wochen länger im Sediment (WHITTINGTON et al., 

2005). Aufgrund der Resistenz des Erregers gegenüber Chlor ist die 

Überlebensfähigkeit selbst bei derartiger Trinkwasseraufbereitung gegeben 

(WHAN et al., 2001).  

 

2.4.4 Lebensmittel pflanzlichen Ursprungs 

MAP konnte kulturell in Stängeln, Blättern und Früchten von Tomaten, 

Radieschen und Salat nachgewiesen werden, die mit artifiziell kontaminiertem 

Rinderdung gedüngt worden waren (PAVLIK et al., 2002). Dies bedeutet, dass 

eine entsprechende Düngung solcher Kulturflächen zu einer MAP-

Kontamination der Lebensmittel führen kann. Weitere Daten zum Vorkommen 

von MAP in pflanzlichen Lebensmitteln existieren bislang nicht.  

 

Neben dem direkten Tierkontakt kann eine Exposition des Menschen 

gegenüber MAP auch über Lebensmittel tierischer und pflanzlicher Herkunft 

sowie Wasser erfolgen. Da MAP sich nur im Wirt vermehren kann (COLLINS, 

2003; EL-ZAATARI et al., 2001; HAMMER et al., 2000), nach dem Eintritt in die 

Nahrungskette bzw. die Umwelt praktisch unmittelbar Verdünnungseffekte 

wirksam werden und weitere Reduzierungen bei der Be- und Verarbeitung von 

Lebensmitteln zu erwarten sind, ist bei der Exposition aber eher von sehr 

geringen Zellzahlen auszugehen (HAMMER, 2003).  
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2.5 Nachweismethoden für Mycobacterium avium ssp. 

paratuberculosis 

Die Diagnose von Infektionen mit M. avium ssp. paratuberculosis  ist eine 

komplizierte Fragestellung in der veterinärmedizinischen Bakteriologie. Für den 

Nachweis des Erregers stehen kulturelle, mikroskopische, immunchemische 

und molekulargenetische Methoden zur Verfügung. Je nach vorliegender 

Probenmatrix sind die einzelnen Verfahren unterschiedlich geeignet. Die Ziehl-

Neelsen-Färbung (ZN) zur Überprüfung der Alkohol-Säurefestigkeit ist ein 

schnelles, einfach anzuwendendes und kostengünstiges Verfahren. Die 

Sensitivität und Spezifität sind jedoch nur gering (THORNTON et al., 1998). 

Weiterentwicklungen in Form einer mit der in situ-Hybridisierung gekoppelten 

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie sind für die Aufarbeitung klinischen 

Sektionsmaterials von NASER et al. (2002) vorgestellt worden. Die Autoren 

selbst werten ihr Verfahren als methodische Ergänzung zur weiteren 

Erforschung der Morbus Crohn-Pathogenese. 

 

2.5.1 Kulturelle Nachweisverfahren 

Nach wie vor ist die kulturelle Anreicherung von MAP im Rahmen der 

Paratuberkulose-Diagnostik als „golden standard“ zu betrachten (MERKAL et 

al., 1964; STABEL, 1997; DIMARELLI-MALLI und SARRIS, 2001; BARTOS et 

al, 2003; KÖHLER et al., 2003). Die kulturelle Diagnostik ist sehr spezifisch, 

jedoch kontaminationsanfällig und Wachstumsergebnisse können durch das 

vorherige und erforderliche Dekontaminationsverfahren beeinflusst werden 

(THORNTON et al., 1998). Da der Erreger zunächst nur in geringen Mengen 
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und intermittierend ausgeschieden wird, ist die Sensitivität des Nachweises, 

besonders in der frühen Phase der Erkrankung, nur gering. Bei einer Spezifität 

von 100 % wird sie auf ca. 35 % geschätzt (KÖHLER et al., 2003). Der 

kulturelle Nachweis benötigt wenigstens drei Wochen Inkubationsdauer 

(SONGER und POST, 2005). Manche Schaf- oder Humanstämme können 

sogar Monate oder Jahre benötigen bis sie auf dem Selektivmedium sichtbar 

werden; einige MAP-Stämme lassen sich überhaupt nicht kultivieren 

(HERMON-TAYLOR und EL-ZAATARI, 2004).  

MAP benötigt zur Vermehrung in vitro die Hämosiderinkomponente Mykobaktin 

(FRANCIS, 1953; MERKAL et al., 1964; BARCLAY und RATLEDGE, 1983). 

Allerdings können MAP-Stämme, die im Labor mehrfach subkultiviert werden, 

die typische Mykobaktinabhängigkeit verlieren und auf weniger komplexen 

Nährmedien schneller wachsen. Bei einer ausreichenden Konzentration von 

Eisenammoniumcitrat im Nährmedium kann ebenfalls auf eine Mykobaktin-

zugabe verzichtet werden (MERKAL und CURRAN, 1974). Um die Begleitflora 

der Matrizes zu unterdrücken, werden Kot- und Gewebeproben von 

Wiederkäuern mit Hexadodecylpyridiniumchlorid (HPC) und humane Gewebe-

proben und Milchprodukte mit N-Acetyl-L-Cystein (NALC) dekontaminiert 

(STACHELSCHEID, 1989; JUSTE et al., 1991; BULL et al., 2003a; DONAGHY 

et al., 2003). Die Medien werden außerdem mit einem Antibiotikagemisch 

versetzt. Bei Eigelbnährböden wie Herrold’s Egg Yolk-Medium (HEYM) kann 

Vancomycin, Amphotericin B und Nalidixinsäure, bei Flüssigmedien Polymyxin, 

Amphotericin B, Nalidixinsäure und Azlozillin (PANTA) ohne nachteilige Effekte 

auf das MAP-Wachstum zugegeben werden, um das Wachstum von 
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Kontaminanten zu verhindern (WHITTINGTON et al., 1999; BULL et al., 2003a; 

DONAGHY et al., 2003; GRANT et al., 2003).  

Klassische Festmedien zur Kultivierung von MAP sind Eigelbnährböden. Ein 

hoher Eigelbgehalt neutralisiert die bakteriostatische Wirkung der 

Dekontaminationsmittel (STACHELSCHEID, 1989). Die Koloniemorphologie ist 

unabhängig von der Herkunft des Stammes, jedoch nicht vom Medium: auf 

mykobaktinhaltigen Eigelbmedien wächst MAP klein, glatt, feucht, konvex und 

nicht-pigmentiert. Auf eigelbfreien Festmedien, wie Middlebrook-7H11, 

erscheinen MAP-Kolonien rau und durchscheinend. Wenn die Kolonien älter 

werden und das Medium trockener wird, können die Kolonien ein krümeliges 

Erscheinungsbild annehmen oder es bildet sich ein Hohlraum zwischen 

Koloniezentrum und Agaroberfläche. In Flüssigmedien wächst MAP in 

charakteristischer Klumpenform (MERKAL und CURRAN, 1974; HERMON-

TAYLOR und EL-ZAATARI, 2004). Flüssigmedien, supplementiert mit 

Mykobaktin, erlauben einen vergleichsweise schnellen Nachweis von MAP 

(DAMATO et al., 1987; DAMATO und COLLINS; 1990). Ohne 

Dekontaminationsschritt ermöglichen sie den Nachweis von 101-102 Zellen pro 

Milliliter Milch in 30-40 Tagen (GRANT et al., 2003). Der kombinierte Einsatz 

von Anreicherungsmedium und charakterisierender PCR wurde erfolgreich zum 

Nachweis von bovinen, ovinen und humanen MAP-Stämmen aus Kot-, Milch- 

und Gewebeproben eingesetzt. Die Nachweisdauer kann auf bis zu drei Tage 

verkürzt werden (COUSINS et al., 1995; DE LISLE et al., 1999; SCHWARTZ et 

al., 2000; BULL et al., 2003a).  
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Radiometrisch gestützte Analyseverfahren (BACTEC; Becton Dickinson®) 

basieren auf einem 14C-Nachweis als Bestandteil von Kohlenstoffdioxid. CO2 

entsteht infolge Bakterienmetabolismus, Kohlenstoffquelle ist die im 

Flüssigmedium enthaltene Palmitinsäure. Sie bieten den Vorteil eines 

schnelleren Nachweises und sind sensitiver als konventionelle Nährmedien 

(COUSINS et al., 1995). Allerdings setzen sie im Vorfeld hohe Anschaffungs-

kosten für das Analysegerät und teilweise weitere Modifikationen der 

Flüssigmedien in Bezug auf die zugesetzten Antibiotika voraus (KÜHN, 2003). 

Dieses System ist überdies nicht für alle Probenmatrizes standardisiert und 

wenig spezifisch. Für geringe Probenaufkommen können ohne Sensitivitäts-

verlust alternativ manuelle, nicht-radiometrisch gestützte Verfahren eingesetzt 

werden (GRANT et al., 2003). Grundsätzlich ist immer auch die Eignung für die 

Detektion subletal geschädigter MAP bzw. Sphäroblasten zu berücksichtigen. 

Dabei muss sowohl bei Antibiotikazusatz als auch bei inadäquater 

Dekontamination mit falsch-negativen Ergebnissen gerechnet werden (GRANT 

et al., 2000).  

 

2.5.2 Polymerase-Kettenreaktion 

2.5.2.1 Grundlagen 

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde im Jahr 1985 von 

Kary Mullis in Kalifornien entwickelt. Die PCR ist eine in vitro-Technik, mit der 

man gezielt Desoxyribonukleinsäure (DNA) -Abschnitte, die von zwei bekannten 

DNA-Sequenzen flankiert werden, vervielfältigen kann (MULLIS und 

FALOONA, 1987). Zur Amplifizierung von DNA benötigt man als Starthilfe 
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Oligonukleotidprimer. Das sind kurze, einzelsträngige DNA-Moleküle, die 

komplementär zu den Enden einer definierten Sequenz der DNA-Matrize 

(template) sind. Die Synthese neuer, zur DNA-Matrize komplementärer DNA-

Stränge, erfolgt mit Hilfe eines Enzyms, der DNA-Polymerase. Unter den 

richtigen Reaktionsbedingungen und in Gegenwart von Desoxynucleosid-

triphosphaten (dNTP’s) verlängert diese DNA-Polymerase die Primer entlang 

der einzelsträngigen denaturierten DNA-Matrize zu neuer doppelsträngiger 

DNA. Zur Wiederholung dieses Vorgangs muss die doppelsträngige DNA 

jedoch wieder durch Hitze aufgeschmolzen werden, um nach Abkühlung eine 

weitere Primerbindung (Annealing) zu ermöglichen. Nun beginnt ein neuer 

Vermehrungszyklus. Dabei dienen auch die neusynthetisierten DNA-Stränge 

als Matrize, so dass die Ziel-Sequenzen exponentiell vermehrt werden.  

Die Polymerase-Kettenreaktion läuft also in drei sich zyklisch wiederholenden 

Reaktionsschritten ab:  

• Denaturierung: DNA-Doppelstränge werden durch Erhitzen voneinander 

getrennt  

• Annealing: Anlagerung der Primer bei Temperaturen zwischen ca. 40 und 

60 ° C.  

• Extension: Neusynthese eines Komplementärstranges mit Hilfe der DNA-

Polymerase (bei ca. 72 ° C). 

 

Die Primer einer verschachtelten (nested) PCR hybridisieren innerhalb eines 

DNA-Abschnitts, der von einem ersten Primerpaar abgesteckt wird. Das im 
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ersten PCR-Zyklus entstandene DNA-Molekül dient in einer zweiten PCR als 

Matrize.  

Mit einer nested PCR kann die Empfindlichkeit und Spezifität der DNA-

Vervielfältigung gesteigert werden. Die Spezifität ist deshalb so groß, weil mit 

dieser Methode nahezu alle falschen, unspezifischen Kopien unberücksichtigt 

bleiben. Denn nach dem ersten Zyklus bieten die unspezifischen Produkte nicht 

mehr genügend komplementäre Sequenzen für die inneren Primer und stehen 

somit in den weiteren Runden nicht mehr als Matrize zur Verfügung. Daher wird 

vorzugsweise die Zielsequenz amplifiziert. Durch die außerordentliche 

Empfindlichkeit der Methode wächst allerdings auch die Anfälligkeit für 

Verunreinigungen.  

Die Amplifikation von Nukleinsäuren ist die sensitivste Nachweismethode, da 

sie theoretisch nur ein einziges Zielmolekül erfordert. Allerdings ist sie relativ 

teuer, technisch komplex und anfällig für Hemmstoffe (THORNTON et al., 

1998). 

 

2.5.2.2 Das Prinzip der Real Time-PCR 

Die quantitative Real Time-PCR ist eine relativ neue Technik, die zu Beginn der 

1990er Jahre entwickelt wurde und seit ca. zehn Jahren kommerziell verfügbar 

ist. Die Technologie kombiniert die DNA-Amplifikation (PCR) mit der Detektion 

des Produktes in einem einzigen Reaktionsgefäß vom Ansatz bis zur 

Auswertung. Durch das Wegfallen der zeitaufwendigen Auswertung mittels 

Agarose-Gelelektrophorese reduziert sich mit dieser Methode ferner das 

Kontaminationsrisiko. Die Visualisierung des Amplikons ist grundsätzlich mit 
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zwei verschiedenen Detektionssystemen möglich: die Verwendung von 

fluoreszierenden Farbstoffen, die sich unspezifisch an jede doppelsträngige 

DNA während der Amplifikation anlagern, oder der Einsatz von 

sequenzspezifischen fluorophormarkierten DNA-Sonden. Bei letzteren handelt 

es sich um Oligonukleotide, welche spezifisch an eine Region innerhalb des 

Zielgenes binden. Unabhängig vom verwendeten System emittiert die Probe 

innerhalb des Zyklus ein Fluoreszenzsignal nur bei Anwesenheit des 

Amplifikats. Die Intensität ist proportional zur Menge des amplifizierten 

Produktes. Der „Schwellenwertzyklus“ (Threshold Cycle; Ct-Wert) gibt den 

Zyklus an, in dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant über die Hintergrund-

fluoreszens ansteigt und wird zur Quantifizierung der Ausgangs-DNA 

herangezogen (FENOLLAR und RAOULT, 2004, MACKAY, 2004). 

Unspezifische DNA-bindende Fluoreszenzfarbstoffe, z. B. Sybr Green und 

Ethidiumbromid, lagern sich in die doppelsträngige DNA ein (interkalieren), 

wodurch die Fluoreszenz dieser Farbstoffe ansteigt. Der gebundene Farbstoff 

fluoresziert etwa 1 000mal stärker als der ungebundene. Bei dieser Methode 

entfällt einerseits die kostenintensive Synthese von sequenzspezifischen 

Sonden und sie ist universell einsetzbar, andererseits lagern sich die Farbstoffe 

grundsätzlich an doppelsträngige DNA an, also auch an Primerdimere oder 

nicht-spezifische PCR-Produkte und weisen deshalb nur eine geringe Spezifität 

auf (BANGSOW et al., 2002; JOTHIKUMARD und GRIFFITHS, 2002; 

FENOLLAR und RAOULT, 2004; McKILLIP und DRAKE, 2004). Da jedoch 

jedes PCR-Produkt aufgrund der Länge und des CG-Gehaltes bei einer 

charakteristischen Temperatur schmilzt, kann anhand einer Schmelzkurve 
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zwischen verschiedenen Amplifikaten differenziert werden (WITTWER et al., 

2001).  

Bei den sequenzspezifischen Hybridisierungssonden handelt es sich um 

fluorophormarkierte Oligonukleotide, die mit der Zielsequenz hybridisieren. Da 

sie nur an eine bestimmte Sequenz innerhalb des gewünschten PCR-Produktes 

binden, sind sie hochspezifisch und sehr sensitiv. Entsprechend der 

Amplifikation des spezifischen PCR-Fragments steigt das Fluoreszenzsignal an. 

Dabei ist die Fluoreszenzzunahme dem Zuwachs an PCR-Amplifikat direkt 

proportional (McKILLIP und DRAKE, 2004). Die meisten der gewöhnlich 

verwendeten fluorogenen Oligonukleotide basieren auf dem Prinzip des 

Fluoreszenz Resonanz Energie Transfers (FRET): ein Donor-Fluorochrom 

(Reporter), der durch eine Lichtquelle angeregt wird, gibt einen Teil seiner 

Energie an ein in ausreichender Nähe befindliches Akzeptor-Fluorochrom (bzw. 

einen "dunklen" Quencher) ab. Nimmt der Abstand zwischen Akzeptor und 

Donor zu, so nimmt FRET und somit das Fluoreszenzsignal des Akzeptors ab, 

während das des Donors zunimmt. Diese Methode ist sehr aufwendig und 

teuer, bietet aber den Vorteil der hohen Spezifität des Assays (FÖRSTER, 

1948; CLEGG, 1992; SELVIN, 1995). Ein Beispiel für Hydrolysesonden sind 

TaqMan®-Sonden. Real Time PCR-Verfahren mit Einsatz von TaqMan®-

Technologien sind ein mittlerweile weit verbreitetes Werkzeug, welches einen 

schnellen, sensitiven und spezifischen Nachweis von PCR-Produkten erlaubt. 

Die Gefahr von Kreuzkontaminationen und falsch-positiven Ergebnissen ist im 

Vergleich mit einer nested PCR herabgesetzt (COCKERILL und UHL, 2001). 

Bei einem Vergleich von Real Time-PCR mit Fluoreszenzsonden und nested 
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PCR sowie einer kulturellen Methode zum Nachweis von MAP, schnitt die Real 

Time-PCR als sensitivstes Verfahren ab (FANG et al., 2002).  

 

2.5.2.3 Nachweis von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis mit PCR-

Verfahren 

Der Standardnachweis von MAP mittels Polymerase-Kettenreaktion erfolgt seit 

Jahren über die IS900-Sequenz, die zum einen relativ spezifisch für MAP ist 

und zum anderen in hoher Kopienzahl im MAP-Genom vorkommt. Die Sequenz 

wurde von STEVENSON und SHARP (1997) entdeckt und wird 15-20 Mal im 

MAP-Genom wiederholt (GREEN et al., 1989). IS900 wurde lange Zeit als 

hochspezifisch für MAP angesehen (VARY et al., 1990; MOSS et al., 1991; 

MOSS et al., 1992). Der Einsatz in der Diagnostik verschiedener Matrices ist 

weit gefächert: Formalin-fixiertes, Paraffin-eingebettetes Gewebe 

(WHITTIGNTON et al., 1999), BACTEC 12B-Kulturen (WHITTINGTON et al., 

1998), Tankmilchproben (GRANT et al., 2000) und humane Darmbioptaten 

(COLLINS et al., 2000; BULL et al., 2003; AUTSCHBACH et al., 2005). MAP ist 

eng verwandt mit den ubiquitären Stämmen des Mycobacterium-avium-

Komplexes. Von einer 97 %igen DNA-Homologie zwischen MAP und 

Mycobacterium avium ssp. avium (MAA) wurde berichtet (BANNANTINE et al., 

2002). Mit IS900 verwandte Sequenzen wurden in MAA (IS901) und anderen 

Mykobakterien (IS902) gefunden. Die Insertionssequenz IS1626 ist eine weitere 

eng verwandte Sequenz zu IS900 (PUYANG et al., 1999). So genannte „IS900 

like-Sequenzen“ können bei eng verwandten mykobakteriellen Spezies 

vorkommen und die Spezifität des PCR-Verfahrens beeinflussen (COUSINS et 

al., 1999; NASER et al., 1999b; ENGLUND et al., 2002; BULL et al., 2003a und 
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2003b; MOTIWALA et al., 2004). Daher sollten PCR-Ergebnisse von Verfahren, 

die die Zielsequenz IS900 nutzen, vorsichtig interpretiert werden (TASARA et 

al., 2005). ENGLUND et al. (2002) empfehlen die nachfolgende Überprüfung 

IS900-positiver Ergebnisse mittels Sequenzierung oder einem anderen MAP-

Zielgen. Als alternative Marker kommen F57, ISMav2 und HSP X in Betracht. 

F57- und HSP X-Sequenzen kommen als Einfachkopie im MAP-Genom vor, 

wohingegen ISMav2 mit wenigstens drei Kopien auftritt (POUPART et al., 1993; 

ELLINGSON et al., 1998; STROMMENGER et al., 2001). Obwohl diese Marker 

nicht so sensitiv sind wie die mehrfach enthaltene IS900-Sequenz, sind sie 

hochspezifisch für MAP und daher weniger anfällig für falsch-positive 

Ergebnisse (POUPART et al., 1993; ELLINGSON et al., 1998; COETSIER et 

al., 2000; ELLINGSON et al., 2000; STRATMANN et al., 2002; VANSNICK et 

al., 2004; TASARA et al., 2005). Die F57-Sequenz konnte als spezifisch für 

MAP erkannt werden, da sie bisher in keiner anderen Mykobakterienspezies 

nachgewiesen werden konnte. Es handelt sich um ein 620 bp-Segment mit 

einem G/C-Gehalt von 58,9 % (POUPART et al., 1993; COETSIER et al., 2000; 

HARRIS und BALRLETTA, 2001). SCHÖNENBRÜCHER et al. (2008) sicherten 

die hohe Spezifität der Marker F57 und ISMav2 anhand von 205 Referenz-

stämmen, darunter 105  MAP-Stämmen bovinen, ovinen und humanen 

Ursprungs, ab. BANNANTINE et al. (2002) entdeckte in einem Genomvergleich 

von MAP und MAA 21 potentielle diagnostische Sequenzen, die in einem 

Multiplex PCR-Verfahren zum Einsatz kommen können.  

Der MAP-Erregernachweis mittels PCR gestaltet sich aufgrund der heterogen-

komplexen Matrizes (Fäzes, Lebensmittel, Bioptate) mit einer Vielzahl von 
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PCR-Inhibitoren sehr schwierig (BICKLEY et al., 1996; STEVENSON und 

SHARP, 1997; AL-SOUD und RADSTROEM, 2000; RIFFON und SAYASITH, 

2001). Der Einsatz sog. Interner Amplifikationskontrollen (IAK) wurde bislang 

nur in wenigen Arbeiten für den PCR-basierten MAP-Nachweis umgesetzt 

(ENGLUND et al., 2001). Eine Interne Amplifikationskontrolle dient dem 

Ausschluss falsch-negativer Ergebnisse, die die Folge von PCR-Inhibitoren sein 

können. Die Anwesenheit eines PCR-Kontrollproduktes in Abwesenheit des 

Zielprodukts ermöglicht die Unterscheidung zwischen auswertbaren und falsch-

negativen „Resultaten“. Diese wichtigen Aspekte müssen bei der Anwendung 

eines PCR-Verfahrens auf eine komplexe biologische Matrix kontrolliert werden 

können (TASARA et al., 2005). Die Sensitivität des PCR-Verfahrens kann 

überdies durch die zur Dekontamination verwendeten Reagenzien Hexadecyl-

pyridinium-chlorid (HPC) (WHIPPLE et al., 1991; REDDACLIFF et al., 2003) 

und N-Acetyl-L-Cystein (NALC) herabgesetzt werden.  

Das Real Time-PCR-Verfahren nach SCHÖNENBRÜCHER et al. (2005, 2006 

und 2008) kann mit 100 %iger Wahrscheinlichkeit die Amplifikation von 1 pg 

DNS pro PCR-Ansatz gewährleisten und arbeitet außerdem mit einer internen 

Amplifikationskontrolle.  

Für die Anwendung magnetischer Separationstechniken werden magnetische 

Partikel mit spezifischen Antikörpern oder Proteinen, die auf der Oberfläche von 

Bakteriophagen präsentiert werden, gekoppelt. Zielbakterien binden an diese 

Strukturen und können so mit Hilfe eines Magneten absedimentiert, 

aufkonzentriert und schließlich nachgewiesen werden. Die Nachweisgrenze 

dieser Methode liegt bei bis zu 103 KbE/g Fäzes. Dabei ist zu berücksichtigen, 
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dass die Mehrzahl der Verfahren eine deutlich schlechtere Sensitivität aufwies; 

auch fiel die Reproduzierbarkeit geringer aus. Exemplarisch verdeutlichten 

GRANT et al. (1998 und 2000) den Anteil an arbeitsintensiven und schwer 

standardisierbaren Vorgehensweisen bei der Untersuchung von Milchproben. 

Mit dem von STRATMANN et al. (2002) vorgestellten phagengestützten 

„Biopanning“ ist die Nachweisgrenze auf bis zu 102 Phage Forming Unit 

(PFU)/ml Milch zu reduzieren. Eine interne Kontrolle bleibt jedoch auch hier 

unberücksichtigt.  

 

2.5.2.4 Molekulare Identifizierung von Mykobakterienspezies 

Gegenüber der phänotypischen hat die molekulare Identifizierung 

verschiedener Mykobakterienspezies zwei große Vorteile: kurze Dauer und 

hohe Genauigkeit. Die drei genetischen Ziele, die sich bei der Identifikation 

bewährt haben, sind die 16S ribosomalen RNA-Gene (16S rDNA) 

(KIRSCHNER et al., 1993; HARMSEN et al., 2003), die „internal transcribed 

spacer“ (ITS)-Region (ROTH et al., 2000) und das hsp65-Gen (DEVALLOIS et 

al., 1997). Der Hauptvorteil der 16S rRNA-Genanalyse ist die mögliche 

Anwendung auf alle Bakterienzellen, auch tote und nicht kultivierbare. Die ITS-

Region hat eine größere Unterscheidungskraft als die 16S rDNA. Sie ermöglicht 

jedoch nicht die Erkennung und verlässliche taxonomische Platzierung von 

zuvor nicht beschriebenen Spezies. Eine Differenzierung von MAA, MAP und 

M. avium ssp. silvaticum ist auf Ebene der 16S rDNA nicht möglich. Die 

häufigste Methode der Ziel-charakterisierung ist die Amplifikation, gefolgt von 

Hybridisierung, „Restriktionsfragment-Längen-Polymorphismus-Analyse“ oder 

Sequenzierung. Und obwohl die Sequenzanalyse stark spezialisierte 
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Ausstattung benötigt, bietet sie das höchste Maß an Auflösung und Portabilität 

und ist als zweckmäßigste Methode bei der Identifikation von Mykobakterien in 

klinischen Laboratorien zu betrachten (SPRINGER et al., 1996; PATEL et al., 

2000). Der Informationsgehalt des 5’-Endes ist für die Identifizierung der 

meisten Bakterienspezies ausreichend.  

 

 

2.6 Chronisch-entzündliche Darmerkrankungen des Menschen 

Zu den chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED) des Menschen 

gehören der „Morbus Crohn“ (MC), die „Colitis ulcerosa“ (CU) und die nicht 

klassifizierbare chronische Colitis (KELLER und NÜTZENADEL, 2002). MC und 

CU teilen eine Reihe von Gemeinsamkeiten, unterscheiden sich jedoch in 

charakteristischen Eigenschaften. Zur Unterscheidung werden vor allem 

Befallsmuster, makroskopischer Befund und Histologie herangezogen. In 

einigen Fällen ist eine exakte Zuordnung nicht möglich, hier spricht man von der 

„Colitis indeterminata“ (HERRLINGER und STANGE, 2003).  

 

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa 

Das Krankheitsbild einer regionalen Ileitis wurde 1932 von CROHN, 

GINSBURG und OPPENHEIMER beschrieben, wobei heute die Bezeichnung 

„Morbus Crohn“ (MC) für Manifestationen in allen Abschnitten des Magen-

Darm-Trakts benutzt wird (VON TIRPITZ et al., 2004). Die Symptomentrias 

Bauchschmerzen (84 %), Gewichtsverlust (80 %) und chronische Durchfälle  

(79 %) ist typisch für einen MC. Weitere Leitsymptome können Anorexie, 
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Aktivitätsverlust, Aphthen im Mund, Cheilitis oder Augenentzündungen sein. 

Ferner können rezidivierende Fieberschübe (44 %), unspezifische Arthralgien 

oder Arthritiden und Hautveränderungen wie Erythema nodosum oder isolierte 

perianale Beschwerden vorkommen (KELLER und NÜTZENADEL, 2002). Der 

MC kann prinzipiell Bereiche des gesamten Verdauungstraktes befallen, d. h. 

vom Mund bis zum After. Die Erkrankung tritt bevorzugt im distalen Dünndarm 

und im proximalen Dickdarm, segmental im Wechsel mit gesunden Darm-

abschnitten auf und betrifft nicht nur die Mukosa sondern die gesamte 

Darmwand. Fisteln und zahlreiche extraintestinale Komplikationen kenn-

zeichnen diese chronische Entzündung (FIOCCHI, 1998).  

Aufgrund unterschiedlicher therapeutischer Prinzipien ist es sinnvoll, den MC 

nach dem anatomischen Befallsmuster zu klassifizieren. Zur Objektivierung des 

Schweregrades haben sich für die Studienvergleiche so genannte Aktivitäts-

indizes bewährt. Für die Routine haben sie sich jedoch nicht allgemein 

durchgesetzt (KELLER und NÜTZENADEL, 2002). Histopathologisch ist MC als 

diskontinuierlich entlang der Darmoberfläche ausgedehnte chronisch-ulzeröse 

Entzündung zu charakterisieren. Im Verlauf dehnt sich die Erkrankung 

vornehmlich nach oralwärts weiter aus. Eine metachrone lang gestreckte oder 

multisegmentale Manifestation ist wesentlich häufiger als eine synchrone lang 

gestreckte Ausdehnung eines MC. Die häufigsten Lokalisationen sind das 

prävalvuläre Ileum, oder das Ileum mit dem rechtsseitigem Kolon kombiniert 

(VON HERBAY, 1999), seltener ist der isolierte Dünndarm-Crohn oder die 

ausschließliche Colitis-Crohn. Sehr selten ist eine exklusive perianale 

Manifestation des MC (KELLER und NÜTZENADEL, 2002). 
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Der Begriff „ulcerative Colitis“ wurde 1859 erstmals von WILKS benutzt und hat 

sich dann im Sprachgebrauch durchgesetzt, obwohl die Schleimhautulzeration 

keine Grundbedingung ist. Die Colitis ulcerosa ist eine entzündliche Erkrankung 

der Kolonmukosa, die sich überwiegend im distalen Kolon manifestiert. (VON 

TIRPITZ et al., 2004). Bei der Colitis ulcerosa und der nicht-klassifizierbaren 

Colitis stehen meist blutige, nur tags und/oder auch nachts auftretende 

Durchfälle ganz im Vordergrund und führen zu einem meist viel kürzeren 

Intervall bis zur definitiven Diagnose als bei MC (KELLER und NÜTZENADEL, 

2002). Die CU beginnt typischerweise distal im Rektum und breitet sich 

kontinuierlich nach proximal aus. Die Schleimhaut ist kontinuierlich befallen. 

Histologisch sind Kryptenabszesse charakteristisch. Vom Befallsmuster werden 

die Proktitis, die Linksseitenkolitis mit Befall bis zur linken Flexur und die 

ausgedehnte Kolitis unterschieden. Diese kann im Maximalfall als „Pancolitis 

ulcerosa“ bis zum Ceacum reichen, selten mit sog. „Back-wash-Ileitis“ 

(HERRLINGER und STANGE, 2003). Colitis ulcerosa ist histopathologisch als 

eine kontinuierlich entlang der Oberfläche ausgedehnte CED zu 

charakterisieren, welche vornehmlich in der Mukosa manifestiert ist. Die 

mikroskopischen Befunde reflektieren einerseits die aktuelle Aktivität, 

andererseits aber auch die Folgen des vorangegangenen Krankheitsverlaufs. 

Histologisch lassen sich drei Phasen unterscheiden: aktive CU, Rückbildungs-

phase und ruhende bzw. inaktive CU. Diese Phasen können beim gleichen 

Patienten metachron oder synchron vorliegen (diskontinuierliche Aktivität). Die 

Korrelation der histologischen Aktivität zur Klinik ist nicht immer unmittelbar, oft 

ist die Symptomatik zeitversetzt präsent (VON HERBEY, 1999). Zur 
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Bestimmung des Schweregrades der Erkrankung werden klinische, 

laborchemische und endoskopische Parameter herangezogen, ohne dass sich 

einheitliche Indizes herauskristallisiert hätten (KELLER und NÜTZENADEL, 

2002). Extraintestinale Manifestationen beider Erkrankungen können fast jedes 

Organsystem betreffen. Am häufigsten sind jedoch Haut, Augen, Gelenke, die 

Galle und die Lunge betroffen. Manche Symptome, wie Läsionen im Mundraum, 

Gallensteine, Pankreatitis, Nephrolithiasis und Amyloidose sind häufiger bei MC 

anzutreffen (GIONCHETTI, 2006).  

Oftmals lassen sich die erhobenen Befunde jedoch nicht eindeutig einem 

Morbus Crohn oder einer Colitis ulcerosa zuordnen, was zur Einführung der 

Begriffe „ indeterminate Colitis“  und „probable Crohn`s disease“ geführt hat. In 

einer schwedischen Studie, die mehr als die Hälfte der Kinder in Schweden 

erfasst, werden die Zahlen für indeterminate Colitis mit 9,2 %, und die für 

probable Crohn`s disease sogar mit 22,1 % angegeben. Dies zeigt, dass  

31,3 % der chronisch entzündlichen Darmerkrankungen nicht genau zugeordnet 

werden können (LINDBERG et al., 2000). Es wird sogar bezweifelt, ob es sich 

bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa wirklich um zwei verschiedene 

Erkrankungen mit ähnlichen Krankheitserscheinungen oder um zwei 

verschiedene Manifestationen ein und derselben Erkrankung handelt (HYAMS, 

1996). 
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2.6.1 Ätiologie chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen 

Obwohl chronisch entzündliche Darmerkrankungen als klinisches Krankheitsbild 

seit über 100 Jahren bekannt sind, wurden Ätiologie und Pathogenese noch 

nicht völlig geklärt. Es gibt jedoch zahlreiche Erklärungsansätze. Mit großer 

Sicherheit spielen mehrere Faktoren eine Rolle. So sollen genetische, 

immunologische, diätetische, psychologische und infektiöse Ursachen Einfluss 

auf die Erkrankung haben. Der Verdacht einer genetischen Komponente bei der 

Entstehung von CED scheint durch die Ergebnisse von Familienstudien 

bewiesen. Das gehäuft familiäre Auftreten (ORHOLM et al., 1991), die höhere 

Inzidenz bei bestimmten Gruppierungen wie Juden (ROTH et al., 1989) und das 

übereinstimmende Vorkommen bei 58 % monozygoten Zwillingen gegenüber  

0 % bei dizygoten Zwillingen (ORHOLM et al., 2000) deutet auf eine genetische 

Empfänglichkeit für CED hin. Für MC und CU ist die Prävalenz bei Verwandten 

ersten Grades deutlich höher als bei nicht verwandten Personen (MONSEN et 

al., 1987; MEUCCI et al, 1992; BERNSTEIN et al., 2006). Veränderungen auf 

bestimmten Chromosomen sind mit dem Entstehen von MC oder Colitis 

ulcerosa verbunden (OGURA et al., 2001). Die intensivierte Untersuchung von 

Chromosom 16 bei CED-Familien führte zur Abgrenzung eines Genlokus, 

genannt „IBD1“, der mit dem Auftreten von MC verknüpft war. Eine detaillierte 

Analyse von Chromosom 16 hatte die Identifizierung eines an der Krankheit 

mitbeteiligten Gens zur Folge (HUGOT et al., 1996; OHMEN et al., 1996; 

HUGOT et al., 2001). Dieses Gen ist verantwortlich für die Kodierung eines 

zytoplasmatischen Proteins, das ursprünglich als NOD2 und inzwischen als 

CARD15 (caspase activation and recruitment domain) bekannt ist. Die 
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Entdeckung dieses Gens eröffnet neue Möglichkeiten, die Wechselwirkung der 

bakteriellen Darmflora mit dem Immunsystem zu untersuchen. Defensine sind 

endogene antimikrobielle Peptide mit breitem Wirkungsspektrum. Bereits 

mikromolare Konzentrationen reichen aus, um gramnegative und grampositive 

Bakterien, aber auch Mykobakterien sowie Pilze, Viren und Protozoen effektiv 

abzutöten. Als wichtiger Teil des angeborenen Immunsystems werden sie im 

Darmepithel exprimiert und tragen damit zur Aufrechterhaltung der intestinalen 

Mukosabarriere bei. Diese scheint bei chronischen Darmentzündungen defekt 

zu sein. Eine mögliche Erklärung beruht auf einer defekten Defensinexpression. 

Tatsächlich findet sich bei Morbus Crohn mit Befall des terminalen Ileums, 

insbesondere bei einer Mutation im NOD2-/CARD15-Gen, eine verminderte  

α-Defensinexpression und im entzündeten Colon eine im Vergleich zur Colitis 

ulcerosa verminderte β-Defensinantwort. Dies könnte durch Beeinträchtigung 

der chemischen Mukosabarriere zu einer vermehrten bakteriellen Invasion in 

die Darmschleimhaut führen und als eigentliche Ursache für die adäquate 

Entzündungsantwort betrachtet werden (SCHMID et al., 2004). Drei Varianten 

im CARD15-Gen sind in hohem Maße mit dem Auftreten des MC assoziiert. 

Das Erkrankungsrisiko für Träger dieses Defektgens liegt ca. 30 bis 100-fach 

über dem der Normalbevölkerung. Interessanterweise ist das Vorliegen von 

Varianten im NOD2-/CARD15-Gen mit einer hohen Wahrscheinlichkeit des 

Ileumbefalls gekoppelt (HAMPE et al., 2002). Man nimmt an, dass ca. 25 % der 

Patienten mit MC ein genetisches Risiko haben, an dem das mutierte CARD15-

Gen beteiligt ist. 
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Die Theorie einer übersteigerten Immunantwort des Patienten auf diverse 

Antigene basiert auf der Feststellung, dass die extraintestinalen 

Manifestationen der chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen häufig 

autoimmune Phänomene charakterisieren (CHACON et al., 2004). Für eine 

Immunpathologische Genese mag außerdem das gute therapeutische 

Ansprechen auf Corticoide und Azathioprin sowie die häufig eindrucksvolle 

Remission unter Nahrungskarenz (Allergenkarenz ?) sprechen (CASPARY und 

WEHRMANN, 2005).  

Es wurde eine negative Korrelation des Stillens und der späteren Entwicklung 

von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa beschrieben (RIGAS et al., 1993). 

BERGSTRAND und HELLERS (1983) bemerkten mehr Morbus Crohn-

Patienten unter den nicht oder nur kurzzeitig gestillten Personen. Wohingegen 

in einer internationalen Veröffentlichung von GILAT et al. (1987) kein 

signifikanter Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen hinsichtlich der 

Stillfrequenz beobachtet werden konnte.  

Seit der Erstbeschreibung von Morbus Crohn wird ein Zusammenhang von 

psychologischen Faktoren und der Ursache bzw. dem Verlauf der Krankheit 

diskutiert. MC-Patienten werden immer wieder als depressiv belastet und 

vermehrt ängstlich beschrieben (SHEFFIELD und CARNEY, 1976; HELZER et 

al., 1984; ANDREWS et al., 1987). In einer Studie von PROBST et al. (1990) 

beschrieben sich die Patienten mit MC und CU selbst als signifikant nervöser, 

aggressionsgehemmter, ungeselliger, weniger gelassen, gehemmter, 

verschlossener und introvertierter als die Kontrollpersonen. Die Theorien 

primärer psychosomatischer Ätiologie rühren aus frühen, retrospektiven Studien 
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fraglicher Aussagekraft. So konstatierte WITTKOWER (1938), dass ein 

bestimmter Personentyp bzw. ein bestimmtes psychologisches Profil die 

Entstehung von Colitis ulcerosa vorbestimmt. Die betroffenen Menschen 

wurden als nicht konfliktfähig beschrieben. Anstatt Schwierigkeiten zu 

bewältigen, würden die Patienten Durchfall bekommen. Er charakterisierte sie 

als kindische, abhängige Persönlichkeiten, die sich derart deutlich von anderen 

Typen abgrenzen ließen, dass eine Kontrollgruppe unnötig sei. Eine markante 

zeitliche Beziehung zwischen dem Auftreten von Symptomen und emotionalen 

Unruhen konnte MURRAY (1930) erkennen. ANDREWS et al. (1987) 

untersuchten 91 MC- und 71 CU-Patienten mittels Fragebogen, der Hospital 

Anxiety and Depression Scale (HAD) und in einem strukturierten 

psychiatrischen Interview zur Einschätzung der Patienten nach den Kriterien 

des DSM-III (Dysthymia/major depressive disorder). Die Punktprävalenz für 

depressive Symptome gemäß dem DSM-III geben die Autoren für MC-

Patienten mit 27 %, für die Colitis-Patienten mit 26 % an, die totale Prävalenz 

psychischer Störungen mit 33 % respektive 34 %. Bei einer Untersuchung von 

50 MC- und 50 Kontrollpatienten mit chronischen Erkrankungen auf die 

Verbindung von Morbus Crohn und psychiatrischen Krankheiten konnte kein 

Beweis einer Wechselbeziehung erbracht werden. Allerdings zeigte eine 

signifikant größere Anzahl der MC-Probanden zu einem beliebigen Zeitpunkt in 

ihrem Leben psychiatrische Störungen und bei einer signifikant größeren Zahl 

wurden Depressionen diagnostiziert (HELZER et al., 1984). In einer 

multizentrischen, randomisierten Studie mit 108 MC-Patienten wurde der 

Einfluss von psychodynamischer Therapie und Entspannungsmethoden als 
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Begleitung zur standardisierten Glukocorticoidtherapie untersucht. Der 

somatische Verlauf sowie der psychosoziale Status der Patienten wurden 

beobachtet. Nach zwei Jahren konnte eine Tendenz zu einer geringeren Rate 

chirurgischer Eingriffe und eine Reduktion von Depressionen bei den 

Probanden bemerkt werden (KELLER et al., 2004). In Zahl, Dauer und Schwere 

der Rezidive unterschieden sich jedoch Probanden und Kontrollgruppe nicht 

wesentlich (JANTSCHEK et al., 1998). Kurzzeitige Stressexposition hat nach 

LEVENSTEIN et al. (2000) keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf von 

Morbus Crohn, allerdings kann Langzeitstress das Risiko einer 

Verschlechterung der Symptome erhöhen.  

HUGOT et al. postulierten 2003 einen neuen Mechanismus für die Entstehung 

von Morbus Crohn. Die Hypothese basiert im Wesentlichen auf der 

Identifikation von Risikofaktoren, die auf den westlichen Lebensstil 

zurückzuführen sind und auf der sozioökonomischen Entwicklung in Ländern 

mit unterschiedlicher Morbus Crohn-Prävalenz. Alle Ergebnisse gehen konform 

mit der Kühlung von Speisen als einem Risikofaktor für die Entstehung von 

Morbus Crohn und werden mit psychotrophen Bakterien, wie Listeria 

monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum und Bacillus 

cereus in Verbindung gebracht. FORBES und KALANTZIS (2006) führten 

demgemäß eine Fall-Kontrollstudie mit MC- und CU-Patienten, sowie Kontroll-

probanden durch und ermittelten das durchschnittliche Alter in dem ein 

Kühlschrank im Haushalt angeschafft wurde. Bei den jeweils 88 Probanden lag 

das Durchschnittsalter bei 5,6 Jahren bei den MC-Patienten und bei 5,5 Jahren 

bei den CU-Patienten. Die Kontrollprobanden nahmen im Mittel mit 7,6 Jahren 
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zum ersten Mal gekühlte Speisen zu sich. Diese Ergebnisse unterstützen die 

Hypothese mit einer statistischen Signifikanz (p = 0,045) für Morbus Crohn-

Patienten, verglichen mit den Kontrollen.  

Masernviren können im Darmgewebe persistieren. Nach THOMPSON et al. 

(1995) kann insbesondere eine frühe Exposition in Form eines 

Lebendimpfstoffes als Risikofaktor für die Entstehung von Morbus Crohn 

betrachtet werden. In einer Fall-Kontroll-Studie mit 140 CED-Patienten, davon 

83 mit MC, alle in oder nach 1968 geboren und 280 Kontrollpersonen, nach 

Alter und Geschlecht ausgewählt, wurde der Einfluss der Masernimpfung und 

der späteren Entwicklung von CED von FEENEY et al. (1997) dokumentiert. Es 

konnte kein signifikanter Beweis gefunden werden, der die Hypothese der 

Impfung in der Kindheit und der Entstehung von CED, insbesondere MC, 

bekräftigt hätte. Auch PATJA et al. (2000) konnten in einer 12-jährigen Studie 

keine Assoziation zwischen CED und vorangegangenen Immunisierungen 

gegen Masern feststellen. Es wurden 1,2 Mio. Personen mit annähernd 3 Mio. 

Impfdosen immunisiert und kein Fall von CU, MC oder anderen chronischen 

Darmerkrankungen konnte beobachtet werden. WAKEFIELD et al. (1995) 

konnten allerdings Nucleocapsid-Proteine von Masernviren im Gewebe von 

MC-Patienten nachweisen und sie vermuteten, MC könnte durch eine 

chronische, granulomatöse Vasculitis als Folge einer persistierenden Masern-

infektion innerhalb des Endothels entstehen. Andere Studien kamen wiederum 

zu anderen Resultaten: MATSON et al. (1995) konnten nachweisen, dass die 

Granulome im Gewebe von Morbus Crohn-Patienten gewöhnlich nicht mit 
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Blutgefäßen in Verbindung stehen und in Granulomen konnten Masernviren 

nicht nachgewiesen werde (AFZAL et al., 2000).  

Der Schwund von Helminthen ist ein unlängst aufgetretenes Phänomen der 

Industriegesellschaften. WEINSTOCK et al. (2002) legten dar, dass im Eifer der 

Parasitenbeseitigung ein wichtiger T-Zell regulierender Faktor eliminiert wurde, 

von dem das menschliche Immunsystem Mitarbeit erwartet. Bei Patienten mit 

Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa gerät die normalerweise streng kontrollierte 

Schleimhaut-assozierte Immunreaktion außer Kontrolle und es kommt zu einer 

überschießenden TH1-Antwort. Die Lymphozyten TH1 und TH2 regulieren über 

die Ausschüttung von Zytokinen Entzündungsvorgänge und inhibieren sich 

gegenseitig. Zur Limitierung der Parasitenansiedlung ist bei einer Helminthen-

infektion die Ausschüttung von TH2 erhöht. Diese Reaktion kann zu einer 

modulierenden Immunantwort gegenüber anderen parasitären, bakteriellen und 

viralen Infektionen führen (ELLIOTT et al., 2000 und 2004). Die Abwesenheit 

von Helminthen könnte ein wesentlicher Faktor zur Ausprägung chronisch-

entzündlicher Darmerkrankungen sein.  

 

2.6.1.1 Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis und Morbus Crohn 

Ein Zusammenhang von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis und 

Morbus Crohn wird seit Anfang des 20. Jahrhunderts vermutet und seitdem 

kontrovers diskutiert. Von Thomas Dalziel wurde erstmals 1913 im British 

Medical Journal eine Ähnlichkeit der Johne’schen Erkrankung des Rindes und 

einer chronisch entzündlichen Darmerkrankung des Menschen beschrieben 

(DALZIEL, 1913). Erst danach erschien die erste Publikation von Dr. Burril B. 
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Crohn und seinen Mitarbeitern im Mount Sinai Hospital über eine „regionale 

Ileitis“ unbekannter Ätiologie, die heute als Morbus Crohn bekannt ist (CROHN 

et al., 1932). Sie ähnelt der Johne’schen Erkrankung in klinischer Symptomatik, 

Pathologie und Epidemiologie. 1984 berichteten CHIODINI et al. zum ersten 

Mal von der Isolation zellwanddefekter MAP bei Morbus Crohn-Patienten: 

einem 15-jährigen Mädchen (Stamm Linda), einem 12-jährigen Jungen (Stamm 

Dominic) und einem 78-jährigen Mann (Stamm Ben). Es stellte sich heraus, 

dass diese Stämme genetisch identisch mit Rinderstämmen sind und 

Paratuberkulose bei jungen Ziegen auslösen können (VAN KRUININGEN et al., 

1986). Seitdem wurde in zahlreichen Arbeiten MAP aus Darmgewebe von MC- 

und CU-Patienten sowie Kontrollen isoliert (CHIODINI et al., 1984; GITNICK et 

al., 1989; MOSS et al., 1992; SINGH et al., 2005), molekularbasiert 

nachgewiesen (SANDERSON et al., 1992; RIGGIO et al., 1997; RYAN et al., 

2002; BERNSTEIN et al., 2003; AUTSCHBACH et al., 2005; ROMERO et al., 

2005) oder eine Kombination beider Verfahren zum MAP-Nachweis eingesetzt 

(siehe Tabelle 3).  
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Wenn ein bestimmter Mikroorganismus Auslöser einer Erkrankung ist, ist davon 

auszugehen, dass das Immunsystem des Wirtskörpers zumindest in einigen 

Phasen der Krankheit auf dieses Agens reagiert. Antigene, die hier in Frage 

kommen, sind z. B. bestimmte Proteine, Glycolipide oder Ganzzellextrakte. Als 

besonders spezifisch gilt das Protein p43, das von der Insertionssequenz 900 

codiert wird. Der Nachweis eines Antikörpertiters hat jedoch nur geringe 

Aussagekraft, da ein Titeranstieg auch bei anderen pathogenen Keimen 

beobachtet werden kann, ohne dass die Person jemals klinisch erkrankt 

gewesen wäre (z. B. bei L. monocytogenes) (HAMMER und KNAPPSTEIN, 

1998). Bei der Paratuberkulose des Rindes tritt eine Serokonversion erst relativ 

spät im Verlauf der Erkrankung (im Alter von 2-3 Jahren) und nicht bei allen 

Tieren auf (KÖHLER et al., 2003), so dass auch falsch-negative Ergebnisse 

denkbar sind. Tabelle 4 zeigt Ergebnisse einiger serologischer Untersuchungen 

von MC-Patienten und Kontrollprobanden. Die Studiendesigns sind in Bezug 

auf die Zielantikörper und die Kontrollgruppen, die aus gesunden Blutspendern 

und Patienten mit Colitis ulcerosa und anderen Darmerkrankungen zusammen-

gesetzt sind, sehr unterschiedlich. Kontrollprobanden sind auffällig seltener 

positiv für MAP-spezifische Antikörper, die Ergebnisse sind jedoch nicht immer 

statistisch signifikant verschieden.  
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Tabelle 4: Nachweishäufigkeit von Antikörpern gegen Mycobacterium avium 
ssp. paratuberculosis bei Morbus Crohn-Patienten und Kontrollen 

 
 Ergebnisse 

Anzahl 

MC-

Patienten 

Anzahl 

Kontrollen 
Antigen 

Test- 

Verfahren 

MC-Patienten 

pos.        neg. 

Kontrollen 

pos.        neg. 

Autoren 

5 - lösl. Ganzzellextrakt ELISA 

2 

(40,0 %) 

3 

(60,0 %) 

- - 
PRANTERA et 

al., 1989 

108 149 
protoplasmatisches 

Antigen 
ELISA 

4 

(3,7 %) 

104 

(96,3 %) 

3 

(2,0 %) 

146 

(98,0 %) 

BRUNELLO et 

al., 1991 

29 18 

38 kD u. 24 kD Bande M. 

para Extrakt, 18 kD 

Bakterioferritin 

ELISA 

5 

(17,2 %) 

24 

(82,8 %) 

k. A. k. A. 
ELSAGHIER et 

al., 1992 

38 45 lösl. Ganzzellextrakt ELISA 

6 

(15,8 %) 

32 

(84,2 %) 

4 

(8,9 %) 

41 

(91,1 %) 

STAINSBY et 

al., 1993 

13 12 hsp-65K 
Immuno-

blotting 

7 

(53,8 %) 

6 

(46,2 %) 

5 

(41,7 %) 

7 

(58,3 %) 

EL-ZAATARI et 

al., 1995 

40 21 18 kD Bakterioferritin ELISA 0 

40 

(100 %) 

0 

21 

(100 %) 

WALMSLEY et 

al., 1996 

61 47 p35 und p36 
Immuno-

blotting 

47 

(77,0 %) 

14 

(23,0 %) 

0 

(0 %) 

47 

(100 %) 

NASER et al., 

1999a 

13 20 
protoplasmatisches 

Antigen 
ELISA 

5 

(38,5 %) 

8 

(61,5 %) 

1 

(5,0 %) 

19 

(95,0 %) 

SUENAGA et 

al., 1999 

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Essay IgA: Immunglobulin A IgG: Immunglobulin G k. A.: keine 
Angaben kD: kilo Dalton  MC: Morbus Crohn-Patienten neg.: Anteil negativer Probanden pos.: 
Anteil positiver Probanden   -: keine Kontrollgruppe vorhanden 
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Fortsetzung Tabelle 4: Nachweishäufigkeit von Antikörpern gegen 
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis bei 
Morbus Crohn-Patienten und Kontrollen 

 

Ergebnisse 
Anzahl 

MC-

Patienten 

Anzahl 

Kontrollen 
Antigen 

Test- 

Verfahren 

MC-Patienten 

pos.        neg. 

Kontrollen 

pos.        neg. 

Autoren 

53 35 p35-Antigen 

40 

(75,0 %) 

13 

(15,0 %) 

5 

(14,0 %) 

30 

(86,0 %) 

89 50 p36-Antigen 

SDS-Immuno-

blotting 79 

(89,0 %) 

10 

(11,0 %) 

7 

(14,0 %) 

43 

(86,0 %) 

NASER et al., 

2000b  

AhpC 

AhpD 10 - 

14kD Antigen 

ELISA 

10 

(100 %) 

0 - - 
OLSEN et al., 

2001 

283 402 k. A. ELISA 

106 

(37,8 %) 

177 

(62,2 %) 

135 

(33,6 %) 

267 

(66,4 %) 

BERNSTEIN 

et al., 2004 

50 44 

IS900-GST 

(anti-IS900) 

ELISA 

IgA: 22 

(44,0 %) 

IgG: 24 

(48,0 %) 

IgA: 28 

(56,0 %) 

IgG: 26 

(52,0 %) 

0 

44 

(100 %) 

NAKASE et 

al., 2006 

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Essay IgA: Immunglobulin A IgG: Immunglobulin G k. A.: keine 
Angaben kD: kilo Dalton  MC: Morbus Crohn-Patienten neg.: Anteil negativer Probanden pos.: 
Anteil positiver Probanden   -: keine Kontrollgruppe vorhanden 
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DEL PRETE et al. (1998) konnten nachweisen, dass Patienten mit chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen den Erreger im Stuhl ausscheiden und 

NASER et al. (2000a) gelang die MAP-Isolierung aus der Muttermilch von 2 

MC-Patientinnen. Ein weiterer Meilenstein war der kulturelle Nachweis aus dem 

Blut von MC- und CU-Patienten sowie von Kontrollprobanden (NASER et al., 

2004). Auch frappierende Einzelberichte werden in die Diskussion um MAP und 

MC eingebracht. So entwickelte ein zuvor gesunder siebenjähriger Junge 1988 

eine zervikale Lymphadenitis. Die gängige antituberkulöse Behandlung zeigte 

keinen Erfolg und die vergrößerten Lymphknoten wurden reseziert. Fünf Jahre 

später zeigte der Patient starke Veränderungen im terminalen Ileum und im 

Colon und die Diagnose MC wurde gestellt. Nach einem Jahr Behandlung mit 

den speziell gegen MAP gerichteten Antibiotika Rifabutin und Clarithromycin 

heilte die Entzündung aus. In der zurückbleibenden Narbe konnte 

molekularbasiert MAP nachgewiesen werden (HERMON-TAYLOR et al., 1998). 

Zudem wurde von RICHTER et al. (2002) behauptet, dass MAP Todesfälle bei 

immunsupprimierten Patienten auslösen kann. Bemerkenswert ist auch die 

Krankheitsgeschichte eines deutschen Tierarztes, der nach der Diagnose 

„Morbus Crohn“ sein Blut mit einem Paratuberkulosetest für Rinder untersuchen 

ließ. Aufgrund des deutlich positiven Ergebnisses ließ er sich von Prof. Dr. 

Hermon-Taylor auf MAP untersuchen und anschließend antibiotisch behandeln. 

Nach zwei Jahren Therapie war der Patient klinisch gesund und die 

mikrobiologischen Untersuchungen fielen nunmehr negativ aus (ANONYMOUS, 

2005b).  
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Zahlreiche Untersuchungen haben sich mit der Wirksamkeit von Antibiotika bei 

MC-Patienten beschäftigt. Es wurden sowohl deutliche Erfolge (PRANTERA et 

al., 1996; GREENBLOOM et al., 1998; PRANTERA et al., 2006) als auch 

Misserfolge (THOMAS et al., 1998) verzeichnet. Die Beteiligung von 

Mykobakterien voraussetzend, wurden in verschiedenen Studien entsprechend 

wirksame Antibiotika wie etwa Makrolide in verschiedenen Kombinationen und 

über längere Zeiträume hinweg verabreicht. Bei vielen Patienten verbesserte 

sich das Krankheitsbild dadurch deutlich (THAYER, 1992; GUI et al., 1997; 

SHAFRAN et al., 2002). In einer aktuellen Studie konnte gezeigt werden, dass 

Methotrexat und 6-Mercaptopurin, zwei häufig in der MC-Behandlung 

angewandte Immunmodulatoren, das MAP-Wachstum in vitro hemmen. Die 

Autoren sehen die Ergebnisse als Bestätigung des Zusammenhangs von MC 

und MAP (GREENSTEIN et al., 2007).  

Morbus Crohn kommt bei allen Bevölkerungsgruppen vor. Studien, die eine 

besondere Häufung, z. B. bei Landwirten oder Tierärzten erkennen ließen, 

liegen bisher nicht vor. Im Gegenteil, trotz erhöhter Exposition von Landwirten 

(CHERNEY und COLLINS, 1996), lassen sich keine Assoziationen von MC- 

bzw. CU-Fällen und dem Vorkommen von Paratuberkulose auf Farmen 

beobachten (JONES et al., 2000 und 2006). Obwohl die Paratuberkulose in 

Schweden praktisch nicht vorkommt (STERNBERG et al., 2002; STERNBERG 

und VISKE, 2003; STERNBERG et al., 2005) ist die Prävalenz und Inzidenz 

von Morbus Crohn dort vergleichbar mit Ländern hoher Prävalenzdaten für 

Paratuberkulose (HRUSKA et al, 2005). Laut HERMON-TAYLOR und EL-

ZAATARI (2004) ist es unwahrscheinlich, dass Menschen, die dieselben 
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geographischen Gebiete mit Tierpopulationen teilen, die weitgehend 

durchseucht sind, diesem robusten und wandlungsfähigen Bakterium nicht 

ausgesetzt sind. Trotzdem scheinen Bewohner urbaner Populationen häufiger 

betroffen zu sein (MAHMUD und WEIR, 2001). Dafür kann eine genetische 

Prädisposition mancher Individuen verantwortlich sein. Mutationen auf dem 

Chromosom 16, bekannt als NOD2/CARD15 werden mit MC assoziiert 

(HAMPE et al., 2001; HUGOT et al., 2001; OGURA et al., 2001). Additiv muss 

eine Umweltkomponente von Bedeutung sein, denn Migranten, die aus einer 

Region geringer in eine Umgebung mit hoher MC-Prävalenz umsiedeln, 

erkranken mit gleicher Häufigkeit, wie die alteingesessene Bevölkerung 

(PROBERT et al., 1993; VAN GOSSUM et al., 1996).  

Bei der Ursachenforschung von Morbus Crohn unterscheidet sich MAP von 

allen anderen verdächtigen Mikroorganismen durch seine Eigenschaft bei 

einem weiten Speziesspektrum – Primaten eingeschlossen – chronische 

Entzündungen im Magen-Darm-Trakt hervorzurufen. Seine Gegenwart bei der 

Mehrheit von MC-Patienten legt Kausalität nahe. Allerdings kann gegenwärtig 

nicht ausgeschlossen werden, dass MAP nicht als Ursache, sondern als 

Konsequenz einer chronischen Entzündung mit erhöhter Darmpermeabilität 

nachzuweisen ist. Bezüglich der Annahme einer kausalen Verbindung zwischen 

MAP und MC existieren widersprüchliche Untersuchungen mit jeweils niedrigem 

Evidenzniveau. Dies ist auch die Schlussfolgerung einer ausführlichen 

Literaturstudie des RKI in Zusammenarbeit mit dem BFR (SCHRAUDER et al., 

2003). Hierbei zeigte sich, dass die Mehrzahl der bisher durchgeführten Studien 

starke methodische Schwächen aufwies. So fanden sich keine Arbeiten, die 
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den Kriterien einer Fall-Kontroll-Studie entsprachen. Lediglich die Studie von 

THOMAS et al. (1998) entspricht den Kriterien einer Kohortenstudie. Zudem 

waren keine Reviews zu finden, die den formalen Vorgaben eines 

systematischen Reviews genügen. Die meisten Übersichtsarbeiten verfolgten 

das Ziel, die bestehenden Kenntnisse zusammenzufassen bzw. die Problematik 

eines möglichen Zusammenhangs zu diskutieren. Keine der Arbeiten kommt 

zusammenfassend zu einer eindeutigen Bewertung. Alle gemeinsam 

beschreiben jedoch die widersprüchlichen Ergebnisse, die unzureichende 

Evidenz und die Notwendigkeit für weitere Studien. 

 

2.6.2 Epidemiologie und ökonomische Aspekte chronisch-entzündlicher 

Darmerkrankungen 

Der Morbus Crohn ist neben der Colitis ulcerosa die bekannteste chronisch 

entzündliche Darmerkrankung. In der Häufigkeit des Morbus Crohn liegt 

Deutschland mit 5,2 pro 100 000 Einwohner im Durchschnitt Europas, das bei 

einer jährlichen Inzidenz von 5,6 pro 100 000 liegt. Die jährlichen Neu-

erkrankungen für Colitis ulcerosa werden mit 10,4 pro 100 000 Einwohner 

angegeben (SHIVANANDA et al., 1996, TIMMER et al., 1999). Die Deutsche 

Crohn und Colitis Vereinigung e. V. rechnet mit ca. 320 000 Patienten 

entzündlicher Darmerkrankungen in Deutschland (ANONYMOUS, 2007). Nach 

neuesten Schlussfolgerungen ist es wahrscheinlich, dass 400 000 Personen in 

den USA an Morbus Crohn leiden. Das bedeutet bei 270 Mio. Einwohnern eine 

Prävalenz von 148 Fällen pro 100 000 Einwohner. Andere Länder mit einer 

hohen Prävalenz sind Kanada, Schweden, Norwegen, England, die 

Niederlande, Belgien, Frankreich, die Schweiz, Österreich, Spanien, Portugal, 
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Griechenland, Italien, Irland, Australien, Neuseeland und viele andere Länder in 

Ost- und Zentraleuropa (HRUSKA et al., 2005). In Schottland hat die Inzidenz 

im Vergleich zu 1993 bei Kindern um 30 % zugenommen (ARMITAGE et al., 

2001). Eine steigende Inzidenz für Morbus Crohn konnte außerdem in 

Dänemark (FONAGER et al., 1997), Minnesota, USA (LOFTUS et al., 1998) 

und im nördlichen Stockholm (HILDEBRAND et al., 2003) beobachtet werden. 

Die weltweit höchste Inzidenz und Prävalenz für Morbus Crohn und Colitis 

ulcerosa wurde für Manitoba, Kanada beschrieben (BERNSTEIN et al., 1999). 

Für die verschiedenen Länder sind Prävalenz- und Inzidenzdaten für Morbus 

Crohn in Tabelle 5 dargestellt.  
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Tabelle 5: Inzidenz- und Prävalenzdaten pro 100 000 Einwohner für die 
chronisch-entzündliche Darmerkrankung Morbus Crohn in Europa, Nordamerika 
und Asien 
 
Land Prävalenz Inzidenz Quelle 

Europa - 5,6 SHIVANANDA et al., 1996 

Deutschland 122 – 201 5,2 ANONYMOUS, 2007; TIMMER et 

al., 1999 

England 

(Norden) 

144,8 8,3 RUBIN et al., 2000 

Frankreich 

(Nordwesten) 

- 9,2 SHIVANANDA et al., 1996 

Griechenland 

(Nordwesten) 

- 0,9 SHIVANANDA et al., 1996 

Italien (Florenz) 40 3,4 TRALLORI et al., 1996 

Spanien 19,8 1,6 MATE-JIMINEZ et al., 1994 

Niederlande - 9,2 SHIVANANDA et al., 1996 

Island - 5,5 BJORNSSON und JOHANSSON, 

2000 

USA 148 3,6 KURATA et al., 1992 

Kanada 

(Manitoba) 

198,5 15,6 BERNSTEIN et al., 1999; 

BLANCHARD et al., 2001 

Japan 5,8 0,5 MORITA et al., 1995 
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Der Beginn der Erkrankungssymptome liegt im Mittel bei 30 Jahren (TIMMER et 

al., 1999), d.h. die Patienten sind häufig während ihrer gesamten beruflichen 

Laufbahn von der Erkrankung betroffen. Dementsprechend belasten sowohl die 

direkten medizinischen Kosten als auch die Arbeitsausfälle durch rezidivierende 

Schübe oder chronische Aktivität das Sozialwesen mit erheblichen Kosten. 

SILVERSTEIN et al. (1999) haben die lebenslangen Kosten für einen 

repräsentativen Morbus Crohn-Patienten in den USA ermittelt. Sie kommen auf 

einen arithmetischen Mittelwert von $ 125 404 und auf einen Median von $ 39 

906. Die höchsten Kosten werden durch chirurgische Eingriffe verursacht. In 

einer deutschen Studie schätzten ROSCH et al. (2002) mit einem spezifischen 

Kostentagebuch für CED-Patienten die Ausgaben für vier Wochen auf 1 500 € 

und für ein Jahr auf 20 000 €. 69 % der Kosten fallen als indirekte Kosten an 

(Produktivitätsverluste), 27 % als direkte medizinische Kosten und 4 % als 

direkte nicht-medizinische Kosten. Ebenfalls mit Hilfe eines Kostentagebuchs 

ermittelten STARK et al. (2006) die in Deutschland mit der Krankheit 

assoziierten Kosten für vier Wochen. Im Mittel wurden 1 425 € von Morbus 

Crohn-Patienten und 1 015 € von Colitis ulcerosa-Patienten für Gesundheits-

vorsorge, Arzneimittel, Krankheitsausfall und eigene medizinische Auslagen 

aufgewendet. 64 % der Gesamtkosten fallen dabei als indirekte Kosten (frühere 

Pensionierung, Krankheitsausfall) und 32 % als direkte medizinische Kosten bei 

MC-Patienten gegenüber 41 % direkten medizinischen Kosten und 54 % 

indirekten Kosten bei CU-Patienten an.  
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2.6.3 Diagnostik chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen   
 
Die Diagnose einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung ergibt sich immer 

aus der Berücksichtigung von Klinik, Laborbefunden und bildgebenden 

Verfahren. In der Regel reicht hierzu ein einzelner diagnostischer Aspekt nicht 

aus. Besonders initial kann die Differentialdiagnose zur infektiösen, selbst-

limitierenden Darmerkrankung manchmal schwierig und oft nur über den 

Krankheitsverlauf zu stellen sein (HERRLINGER und STANGE, 2003). 

 

2.6.3.1 Morbus Crohn 

In der Akut- und Verlaufsdiagnostik des Morbus Crohn sind die Bestimmung 

von C-reaktivem Protein, Thrombozyten, Hämoglobin/Hämatokrit sowie 

Leukozyten sinnvoll. Weitere Parameter wie das Differentialblutbild und Albumin 

können ergänzende Funktion ausüben. Der transabdominelle Ultraschall eignet 

sich zum Nachweis entzündlicher Darmwandveränderungen und dient der 

Detektion von Fisteln, Abszessen und Stenosen (ANONYMOUS, 2003). Mit 

Hilfe der rektalen Endosonographie lassen sich perianale Fisteln und Abszesse 

sowie deren Beziehung zu umgebenden Strukturen gut darstellen (VON 

TIRPITZ et al., 2004). Eine Ileoskopie mit Segmentbiopsien ist unbedingter 

Bestandteil der Initialdiagnostik und auch vor elektiven Darmoperationen 

indiziert. Sie ist im Verlauf nicht regelmäßig erforderlich, jedoch bei jeder akuten 

Symptomatik bzw. vor einer neuen antientzündlichen Therapie anzuraten. Eine 

obere endoskopische Diagnostik sollte in der Primärdiagnostik bei jedem 

Patienten erfolgen. Der Nutzen eines Überwachungsprogramms mit Ileoskopie 
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zur Früherkennung eines Karzinoms ist bei Colitis Crohn ungeklärt 

(ANONYMOUS, 2003).  

Im Rahmen der Diagnostik bilden histologische Untersuchungen von 

Mukosabioptaten einen wichtigen Baustein. Dafür sind Bioptate aus 

makroskopisch auffälligen und unauffälligen Arealen zu entnehmen. Um die 

Möglichkeiten der histopathologischen Differentialdiagnostik effizient nutzen zu 

können, sind erforderlich: Bioptate aus mindestens fünf verschiedenen 

anatomischen Segmenten des gesamten Kolons einschließlich des Rektums, 

Bioptate aus dem terminalen Ileum und aus dem oberen Magen-Darm-Trakt 

(ANONYMOUS, 2003). Die mukosabioptische Diagnostik unterliegt dabei 

bestimmten Voraussetzungen, ihren Möglichkeiten stehen auch gewisse 

Grenzen gegenüber. Zu den Voraussetzungen gehören: Kenntnisse über die 

Personalien (Geschlecht, Alter), die Anamnese, die Therapieanamnese, den 

makroskopischen (endoskopischen) Befund, sowie eine ausreichende Anzahl 

von Bioptaten aus möglichst verschiedenen Abschnitten. Nur vor dem 

Hintergrund ausreichender Informationen und Bioptaten ist der mikroskopische 

Befund individuell zu interpretieren. Die Diagnose eines MC orientiert sich am 

Phänotyp der Erkrankung. Klinischer und histopathologischer Phänotyp sind 

dabei keineswegs kongruent (VON HERBAY, 1999). Ein morphologischer 

Einzelbefund ist weder makroskopisch noch mikroskopisch ausreichend um die 

Diagnose zu etablieren. Erst anhand einer charakteristischen Konstellation von 

Befunden ist dies möglich. Manche der charakteristischen Veränderungen beim 

MC sind tiefer in der Darmwand ausgebildet, als mittels Mukosabiopsie 

erfassbar (HAMILTON, 1991; VON HERBAY, 1996). Es ist aber möglich 
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anhand von Mukosabioptaten die Diagnose eines MC zu stellen (TANAKA et 

al., 1999; VON HERBAY, 1999). Wenn stufenweise entnommene Bioptate aus 

allen anatomischen Segmenten des Dickdarms (Caecum, Ascendens, 

Transversum, Descendens, Sigma, Rektum) untersucht werden, ist die 

histopathologische Diagnosestellung eines MC mit einer Sensitivität und 

Spezifität bis zu 86 % möglich. Obwohl ein kleiner Anteil Morbus Crohn-

Patienten eine makroskopisch diffuse und kontinuierliche Verteilung der 

pathologischen Veränderungen zeigt, ist histologisch nur eine multifokale oder 

segmentale Verbreitung zu beobachten. Leitbefunde im Rahmen von Biopsien 

sind eine diskontinuierliche Störung der Kryptenarchitektur, in Kombination mit 

diskontinuierlicher Infiltration der Mukosa durch Lymphozyten und Plasmazellen 

(TANAKA et al., 1999). Charakteristische endoskopisch erfassbare 

Veränderungen sind zudem die diskontinuierliche und segmentale Ausbreitung 

im Darm, wobei ein Nebeneinander gesunder und erkrankter Darmabschnitte 

zu beobachten ist, und aphtoide Läsionen, die zu länglichen fissuralen 

Ulzerationen („Schneckenspurulzerationen“) konfluieren können. Obwohl das 

terminale Ileum am häufigsten betroffen ist, kann der gesamte Magen-Darm-

Trakt befallen sein (VON TIRPITZ et al., 2004).  

Mit Hilfe der Röntgenuntersuchung nach Sellink lassen sich auch proximal 

lokalisierte entzündliche Veränderungen des Dünndarms nachweisen. Im 

Rahmen der Erstdiagnose kann eine Röntgenuntersuchung zur Evaluierung 

des Befallsmusters indiziert sein. Sie besitzt außerdem eine hohe Sensitivität 

beim Nachweis von Stenosen und enteroenteralen Fisteln (VON TIRPITZ et al., 

2004).  
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Die Remission des MC wird klinisch definiert. Kriterien für diese Definition sind 

fehlende klinische Zeichen und Symptome eines MC (Bauchschmerzen, 

Diarrhöe, Fistelsekretion, andere intestinale und extraintestinale Symptome).  

Ein Rezidiv liegt vor, wenn wieder klinische Zeichen und Symptome des MC 

aufgetreten sind (ANONYMOUS, 2003).  

 

2.6.3.2 Colitis ulcerosa 

Das Leitsymptom der Colitis ulcerosa sind blutige Durchfälle (VON TIRPITZ et 

al., 2004). Häufig werden blutige Diarrhöen, erhöhte Stuhlfrequenz, vermehrter 

Stuhldrang, nächtliche Defäkation, Tenesmen, das Gefühl der inkompletten 

Stuhlentleerung und Fieber beschrieben. Sowohl in der initialen Diagnostik als 

auch im Verlauf ist die Bestimmung der Entzündungsaktivität, repräsentiert 

durch C-reaktives Protein, und ein Blutbild aussagekräftig. Die Bestimmung des 

Blutbildes dient der Aktivitätseinschätzung (insbesondere Hämatokrit) und kann 

darüber hinaus Hinweise auf infektiöse Komplikationen (Leukozytose) und 

Mangelerscheinungen geben. Die Bestimmung von γ-GT und Alkalischer 

Phosphatase (AP) dient der Erkennung einer primär sklerosierenden 

Cholangitis. Bakteriologische Stuhluntersuchungen auf pathogene Keime und 

Clostridium difficile-Toxin A sind initial und beim fulminanten Schub im Rahmen 

einer Ausschlussdiagnostik obligat. Im Einzelfall sind sie auch beim Rezidiv 

notwendig. Gegebenenfalls sind bei klinischem Verdacht ergänzende 

mikrobiologische Untersuchungen in Serum, Stuhl und Bioptaten erforderlich  

(z. B. Amöben, Parasiten etc.). Zur Initialdiagnostik gehört auch eine komplette 

Ileokoloskopie mit Biopsie aus dem terminalen Ileum und jedem Kolonsegment, 
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unabhängig vom Befallsmuster. Bei der akuten schweren initialen Erkrankung 

kann eine Sigmoidoskopie zunächst ausreichend sein. Im Rahmen der 

Diagnosesicherung bilden histologische Untersuchungen von Bioptaten einen 

wichtigen Baustein. Um die Möglichkeiten der histopathologischen Differential-

diagnostik effizient nutzen zu können, sind erforderlich: Biopsien aus dem 

terminalen Ileum, dem Rektum und jedem Kolonsegment aus makroskopisch 

betroffenen und makroskopisch freien Abschnitten des Kolons, Berück-

sichtigung von Informationen über die vorausgegangene Therapie und 

Diagnostik, Berücksichtigung von Informationen über die Krankheitsdauer, 

Berücksichtigung des Endoskopiebefundes (ANONYMOUS, 2004). Unter 

Verwendung von hochfrequenten Ultraschallscannern und bei entsprechender 

Erfahrung des Untersuchers ist es bei einer Darmwandsonographie möglich, 

Darmwandverdickungen als Zeichen der Entzündung darzustellen. Der 

Ultraschall hat als Screeningmethode eine Sensitivität von 90 %, sie kann aber 

die Ileoskopie mit Biopsie im Rahmen der Primärdiagnose und im Verlauf zum 

Nachweis von Dysplasien nicht ersetzen. Im Verlauf der Erkrankung kann die 

Darmwandsonographie Hinweise auf die Ausbreitung der Colitis ulcerosa 

liefern, sie korreliert jedoch nicht mit der Krankheitsaktivität (VON TIRPITZ et 

al., 2004).  

 

2.6.4 Therapie chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen 

2.6.4.1 Morbus Crohn 

Da weder chirurgische noch medikamentöse Maßnahmen eine vollständige 

Heilung herbeiführen können, ist das primäre Ziel einer Therapie wenigstens 
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eine Remission einzuleiten und zu erhalten. Die  Milderung der Symptome und 

die Verbesserung der Lebensqualität des Patienten ist die höchste Intention 

(SIEGMUND und ZEITZ, 2005). Das zur Verfügung stehende medikamentöse 

Handwerkszeug umfasst antiinflammatorische Arzneimittel (Aminosalizylate und 

Steroide), Antibiotika und Immunmodulatoren (Azathioprin, 6-Mercaptopurin, 

Cyclosporin und Methotrexat). Diese Medikamente supprimieren Entzündungs-

prozesse unspezifisch. Ihre Effizienz ist limitiert und sie besitzen deutliche 

Nebenwirkungen (MARTίNEZ-MONTIEL und MUNOZ-YAGÜE, 2006). Ein 

therapeutischer Ansatz zielt auf Zytokine, ihre Rezeptoren und Adhäsions-

moleküle ab. Infliximab ist ein chimärer monoklonaler Antikörper gegen den 

Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF-α), welcher die Therapie von MC dramatisch 

verändert hat. Er leitet eine Remission effektiv ein und kann sie 

aufrechterhalten (NAKAMURA et al., 2006). Seine Effektivität konnte ebenfalls 

für enterokutane Fisteln und extraintestinale Symptome gezeigt werden 

(HOMMES et al., 2006).  

Die Wahl des Therapieverfahrens hängt von der Krankheitsphase ab, in dem 

sich der Patient befindet. Im akuten Schub ist die initiale Therapie abhängig 

vom Schweregrad des Schubes (Klinik und Labor) sowie der Lokalisation der 

Erkrankung und dem Vorliegen von Komplikationen. Bei Verdacht auf Abszess 

oder Perforation und bei Vorliegen eines Subileus, ausgeprägter Fisteln oder 

eines Megakolons ist das therapeutische Vorgehen kooperativ zwischen 

Internisten/Gastroenterologen und Chirurgen festzulegen (ANONYMOUS, 

2003). Bei einem leichten bis mäßig schweren Schub ist ein Therapieversuch 

mit 5-Aminosalicylsäure gerechtfertigt (PODOLSKY, 2002). Bei Nicht-
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Ansprechen können topische Steroide, wie Budesonid verabreicht werden. Sind 

Patienten damit leicht in Remission zu bringen und v. a. lange Zeit zu halten, 

kann Remissionserhaltung mit 5-ASA-Präparaten versucht werden 

(OCHSENKÜHN et al., 2003).  

Die Indikation zur Ernährungstherapie, insbesondere der Anwendung von 

Elementardiäten oder einer kompletten parenteralen Ernährung, ergibt sich bei 

ausgeprägter Malabsorption, enteralen Eiweißverlusten und Kachexie. Vor 

allem bei Morbus Crohn besitzt bereits die alleinige Ernährungstherapie einen 

antiinflammatorischen Effekt. Zudem wurde bei 80 % kindlicher Morbus Crohn-

Patienten durch alleinige Ernährungstherapie ein Übergang in die Remissions-

phase erzielt (HYAMS, 1996; HYAMS, 2000; WALKER-SMITH, 2000; 

KIRSCHNER, 1996). 

Der chronisch aktive MC sollte in erster Linie mit der langfristigen Anwendung 

von Azathioprin oder 6-Mercaptopurin behandelt werden. Medikament der 

zweiten Wahl ist Methotrexat. Antibiotika sind beim chronisch-aktiven Verlauf 

nicht indiziert. Eine enterale oder parenterale Ernährung hat in besonderen 

Ausnahmefällen einen Stellenwert in der Behandlung des chronisch-aktiven 

Verlaufs. Eine Indikation zum operativen chirurgischen Eingriff mit der 

Resektion von Darmabschnitten ist nur bei postprandialen Schmerzen, bei auf 

konservative Therapie refraktärem Subileus sowie bei Colonstenosen unklarer 

Dignität gegeben (ANONYMOUS, 2003). 

 

Ein weiterer Erfolg versprechender Ansatz besteht in der Therapie mit Trichuris 

suis-Eiern. 29 Morbus Crohn-Patienten im aktiven Krankheitsschub nahmen im 
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Abstand von drei Wochen jeweils 2 500 lebendige Trichuris suis-Eier für die 

Dauer von 24 Wochen auf. Bei 23 (79,3 %) konnte eine Linderung der 

Symptomatik und bei 21 (72,4 %) Probanden sogar eine vollständige Remission 

der Krankheit beobachtet werden (SUMMERS et al., 2005b). In einer anderen, 

randomisierten, doppelt blinden und Placebo-kontrollierten Untersuchung 

wurden 54 Personen mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen Trichuris 

suis-Eier oder ein Placebo im Abstand von zwei Wochen über einen Zeitraum 

von 12 Wochen eingegeben. Eine Besserung konnte bei vier von 24 (16,7 %) 

Patienten nach Placebotherapie und bei 13 von 30 (43,3 %) Personen nach 

Einnahme von Parasiteneiern beobachtet werden (SUMMERS et al., 2005a).  

 

2.6.4.2 Colitis ulcerosa 

Die Wahl des richtigen Medikamentes und die Applikationsform richten sich 

nach der Entzündungsaktivität und dem Befallsmuster der Erkrankung (VON 

TIRPITZ et al., 2004; CASPARY und WEHRMANN, 2005). Ein Schub leichter 

bis mittlerer Aktivität bei distaler Colitis ulcerosa (CU) soll bevorzugt topisch mit 

Aminosalizylaten therapiert werden: bei Proktitis mit Zäpfchen, bei Prokto-

sigmoiditis mit Klysmen oder Schäumen. Bei Ausdehnung bis zur linken Flexur 

erscheint eine Kombination mit einem oralen Aminosalizylat sinnvoll. Die 

Primärbehandlung des schweren Schubes einer distalen Colitis sollte mit 

systemisch wirksamen oralen Steroiden in Kombination mit lokaler Anwendung 

von Mesalazin erfolgen. Bei einem leichten bis mittleren Schub einer 

ausgedehnten CU werden orale Aminosalizylate, bei einem schweren Schub 

systemisch Steroide eingesetzt. Orale systemische Steroide sind aufgrund ihrer 
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Nebenwirkungen nicht als Dauertherapie indiziert. Der Therapieerfolg wird 

anhand der Besserung der Symptome beurteilt (ANONYMOUS, 2004). Eine CU 

ist im Gegensatz zum MC grundsätzlich durch eine Operation heilbar. Die 

Indikation zur Proktokolektomie mit ileoanaler Pouchanlage wird bei Patienten 

gestellt, bei denen histologisch Dysplasien im Kolon nachgewiesen wurden und 

bei therapierefraktären Krankheitsverläufen (VON TIRPITZ et al., 2004). 

Parenterale oder enterale künstliche Ernährung und besondere Diätformen sind 

nicht wirksam, gelegentlich aber zur Verbesserung des Ernährungszustandes 

sinnvoll. Bei schweren Schüben ist die Hypalbuminämie durch Gabe von 

Humanalbumin, die Anämie durch Transfusionen zu behandeln (CASPARY und 

WEHRMANN, 2005).  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Referenz- und Kontrollstämme 

Zur Bewertung von Nährmedien und Dekontaminationsverfahren sowie als 

Positiv- bzw. Negativkontrollen wurden folgende Mykobakterienstämme 

eingesetzt:  

Tabelle 6: Verwendete Referenz- und Kontrollstämme 

 

Spezies 
Stamm-

Bezeichnung 
Herkunft Quelle/Bezug 

M. avium ssp.  

paratuberculosis 

Feldisolat  

(423) 
Rinderkot Landesuntersuchungsamt Koblenz, Dr. Dräger 

M. avium ssp. 

paratuberculosis 
Hum1 Humanisolat 

Department of Cardiovascular Medicine [Crohn's 

Disease Group] London, Dr. T. Bull 

M. avium ssp.  

paratuberculosis 

DSMZ-Nr. 

44133 
Rinderkot 

Friedrich-Loeffler-Institut, 

Bundesforschungsinstitut für Tiergesundheit, 

Jena, Dr. Heike Köhler 

M. avium ssp.  

paratuberculosis 

DSMZ-Nr. 

44135 
Rinderkot 

Friedrich-Loeffler-Institut, 

Bundesforschungsinstitut für Tiergesundheit, 

Jena, Dr. Heike Köhler 

M. fortuitum ssp.  

fortuitum 

DSMZ-Nr. 

46621 

Mensch 

(Abszess) 

Friedrich-Loeffler-Institut, 

Bundesforschungsinstitut für Tiergesundheit, 

Jena, PD Dr. Irmgard Moser 

M. scrofulaceum 
DSMZ-Nr. 

43992 

Mensch 

(zervikaler 

Lymphknoten) 

Friedrich-Loeffler-Institut, 

Bundesforschungsinstitut für Tiergesundheit, 

Jena, PD Dr. Irmgard Moser 

DSMZ: Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
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Die Stämme wurden freundlicherweise von oben genannten Personen zur 

Verfügung gestellt.  

 

3.2 Vergleichende Untersuchungen zum kulturellen Nachweis von 

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis  

Um das bestmögliche Nährmedium zur Anzucht von MAP zu finden, wurden 

sowohl klassische als auch bisher unbeachtete Nährmedien neuerer Rezeptur 

hinsichtlich ihrer Eignung verglichen. Dabei wurden neben den Kosten und der 

Handhabung der Medien, besonders der Zeit bis zum frühesten Nachweis von 

Kolonien und der Produktionsleistung (Koloniezahl) Aufmerksamkeit geschenkt. 

Die Nährmedien sollten für den Direktnachweis von MAP aus verschiedenen 

Matrizes (Rinderkot, Rindergewebe, humanem Gewebe und Lebensmitteln), für 

die Subkultivierung und die Stammhaltung eingesetzt werden. Alle eingesetzten 

Medien wurden vor ihrem Einsatz einer Qualitätskontrolle unterzogen, d.h. 

mindestens 1 % jeder neuen Charge wurde nach den Angaben des Herstellers 

überprüft.  

Unter den fünf vergleichend untersuchten Medien befanden sich vier 

Schrägnährmedien und ein in Petrischalen gegossener Nährboden. Davon 

wurden zwei Festmedien in der institutseigenen Nährbodenküche hergestellt 

und drei jeweils gebrauchsfertig vom Hersteller bezogen. Das Middlebrook 

7H10-Agarmedium wurde mit dem Basispulver der Firma Becton Dickinson® 

(262710) in Petrischalen ohne Nocken gegossen. Mycobactin J (112407, 

Synbiotics Europe SAS) und BBL OADC (Ölsäure, Dextrose und Katalase 

[Becton Dickinson, 212240]) sowie das antibiotische Gemisch BBL MGIT 
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PANTA (Becton Dickinson, 245114) wurden zugefügt. Das eigelbhaltige 

Herrold’s Egg Yolk-Schrägmedium (HEYM) mit Mycobactin J und ANV 

(Amphotericin B, Nalidixinsäure, Vancomycin; Becton Dickinson®, 222233) 

wurde gebrauchsfertig bezogen. Das Löwenstein Jensen-Medium (LJ) wurde 

mit der Basis der Firma Becton Dickinson® und mit dem Zusatz von Mycobactin 

J hergestellt. Dieses Volleimedium wurde in der institutseigenen Nährboden-

küche in Schraubröhrchen aus Glas (02.352.1000, Nerbe Plus GmbH) 

gegossen. Der Stonebrink-Nährboden (Bioservice Waldenburg®, A32) ist ein 

Volleimedium ohne Glyzerin und mit Piperacillin, Amphotericin, Colistinsulfat 

und Trimethoprim (PACT). Er wird kommerziell als mycobactinhaltiges Schräg-

medium mit Belüftungsverschluss angeboten. Die Firma Artelt-ENCLIT® (0124) 

bietet einen verwendungsbereiten Paratuberkulose-Nährboden mit Glyzerin und 

Mycobactin J, aber ohne Pyruvat an. Eine Übersicht der im Vergleich 

eingesetzten Medien ist in Tabelle 7 dargestellt. Die Zusammensetzung dieser 

Nährböden ist in Tabelle 8 aufgelistet.  
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Bei den fünf vergleichend untersuchten Nährmedien wurden folgende 

Parameter erhoben: 

• Zeit bis erste Bakterienkolonien makroskopisch sichtbar wurden (Time to 

Detection, TTD) 

• semiquantitative Produktionsleistung (Koloniezahl) 

• Koloniemorphologie 

• Verteilung der Kolonien auf der Nährbodenoberfläche 

• Handhabung  

• Kosten 

Dabei wurden die M. paratuberculosis-Stämme mit den DSMZ-Nummern 44133 

und 44135, sowie der als Referenzstamm für andere Mykobakterienstämme 

angegebene M. fortuitum (DSMZ-Nr. 46621) eingesetzt. In ein 15 ml-

Zentrifugenröhrchen wurden 2 ml sterile physiologische Kochsalzlösung 

gegeben. Wenig Koloniematerial, gewachsen auf HEYM, wurde mit einer 

Impföse zuerst an der Röhrchenwand verrieben und dann mit der Koch-

salzlösung vermischt. Durch Zugabe von ungefähr zehn Ribolyserkügelchen 

(Lysis Matrix D-Tubes, Q-Biogen, Darmstadt) pro Röhrchen und gründlichem 

Mischen, wurden Zellklumpen weitestgehend aufgelöst. Von einer dekadischen 

Verdünnungsreihe mit steriler physiologischer Kochsalzlösung wurde ein 

Tropfen der jeweiligen Bakteriensuspension in der Zählkammer nach TÜRCK 

ausgezählt (siehe Kapitel 3.3). Von der durchschnittlichen Bakterienzahl pro µl 

wurde das Suspensionsvolumen errechnet, in dem ca. 103 Mykobakterien 

enthalten waren und durch dekadische Verdünnung weitere Ansätze mit 

ungefähr 102 bzw. 101 Mykobakterien hergestellt. Diese Ansätze wurden 
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anschließend im Parallelansatz auf alle fünf Nährmedien ausgebracht. Das 

Inokulum wurde mit einer 1 ml-Glaspipette auf der Nährbodenoberfläche der 

Schrägmedien verteilt. Die Verteilung auf dem vorgetrockneten Middlebrook 

7H10-Agar wurde im Spatelverfahren durchgeführt. Diese Versuchsansätze 

wurden zeitlich versetzt zweimal wiederholt.  

Die Schraubdeckel der Schrägmedien wurden nur locker aufgesetzt und die 

Medien anfangs in so genannten Schräggestellen (E101.1, 20 mm, Carl Roth 

GmbH) in Schräglage bebrütet. Nach einer Woche wurden sie fest 

verschlossen und in aufrechte Position verbracht. Die Platten des Middlebrook 

7H10-Agars wurden doppelt mit Parafilm®  M (291F1213, Merck) umwickelt, um 

einer Austrocknung entgegenzuwirken.  

Alle Medien wurden im gleichen Brutschrank bei 37 ° C inkubiert. Täglich fand 

eine Wachstumskontrolle unter einer Lupenlampe statt. Die abschließende 

Koloniezählung wurde nach 12 Wochen Inkubation durchgeführt und nach 

folgendem Bewertungsschlüssel eingestuft: 0: kein Wachstum, +: weniger als 

50 Kolonien, (+): 50 bis 100 Kolonien, ++: mehr als 100 Kolonien, +++: dichtes 

aber nicht-konfluierendes Wachstum, ++++: Bakterienrasen. 

 

3.3 Dekontaminationswirkung von N-Acetyl-L-Cystein-NaOH auf 

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis 

Um die Wirkung von N-Acetyl-L-Cystein (NALC)-NaOH (1.12422.0025, Merck) 

auf MAP zu überprüfen, wurden drei verschiedene MAP-Stämme (DSMZ-Nr.: 

44133, DSMZ-Nr.: 44135, Feldisolat) und M. fortuitum ssp. fortuitum (DSMZ-Nr. 

46621) eingesetzt. Zur Anzucht wurde das modifizierte Middlebrook 7H10-
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Festmedium (Basis von Becton Dickinson®, 262710), in Petrischalen gegossen, 

verwendet (Rezeptur siehe Kapitel 10.2.2).  

Mit den vier Stämmen wurde jeweils eine Bakteriensuspension mit einem 

Bakterienfeuchtgewicht von 1 mg/ml (entspricht gemäß DIN 58943-3 einer 

gehäuften Öse, innerer Durchmesser 3 mm) hergestellt. Als Suspensions-

medium diente 0,9 %ige NaCl-Lösung. Die Bakterienmasse wurde in ein 15 ml-

Zentrifugenröhrchen übertragen und hierfür zunächst trocken an der Wand 

verrieben. Durch tropfenweise Zugabe von Suspensionsmedium wurde eine 

möglichst homogene Suspension hergestellt. Diese wurde im Anschluss mit 

etwa 10 Ribolyzerkügelchen/Zentrifugenröhrchen gründlich gemischt um 

möglichst viele Zellklumpen zu zerkleinern. Nach etwa 10 min. Sedimentations-

zeit, in der grobe Bakterienkonglomerate absinken konnten, wurde der 

Überstand in ein anderes Zentrifugenröhrchen übertragen. Die Dichte der 

Suspension wurde nun durch visuellen Vergleich mit einer Referenzsuspension 

(Bariumsulfat, McFarland-Standard 1,0; siehe Anhang 10.1.3) eingestellt. Die 

Suspension mit ausreichender Bakteriendichte diente im Folgenden als 

Ausgang für eine dezimale Verdünnungsreihe im Suspensionsmedium bis zur 

Verdünnungsstufe 10-4. In der Zählkammer nach TÜRCK wurde die Bakterien-

konzentration der Verdünnungen ausgezählt und nach folgenden Formeln 

berechnet 

 

Durchschnittliche Bakterienzahl / Kleinstquadrat: 

Z = Gesamtzahl Bakterien / 80 
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Durchschnittliche Bakterienzahl pro µl: 

N = Z x 4 000 x V (V = Verdünnungsfaktor) 

 

Im Anschluss wurden von den Verdünnungsstufen 100, 10-3 und 10-4 jeweils 

100 µl im Doppelansatz auf Middlebrook 7H10-Agarplatten ausgespatelt und 

gleichzeitig 500 µl in vorbereitete BBL Mycobacteria Growth Indicator Tubes 

(MGIT) Flüssigmedien gegeben (siehe Kapitel 3.4.2). MGIT (245113, Becton 

Dickinson) basiert auf einer Middlebrook 7H9-Bouillon, die mit einem 

Supplement aus Ölsäure, Dextrose und Katalase (BBL MGIT OADC, Becton 

Dickinson®, 212240), einem antibiotischen Gemisch aus Polymyxin B, 

Amphotericin, Nalidixinsäure, Trimethoprim und Azlozillin (BBL MGIT PANTA, 

Becton Dickinson, 245114) sowie Mycobactin J (112407, Synbiotics Europe 

SAS) versetzt wurde. Zur restlichen Suspensionsmenge wurde anschließend 

die gleiche Menge N-Acetyl-L-Cystein-NaOH (NALC; siehe Anhang 10.1.1; 

Endkonzentration 2,5 g/l) gegeben. Nach Durchmischung wurden die Röhrchen 

20 min. bei Raumtemperatur geschüttelt. Im Verhältnis ein Teil Suspension 

ohne NALC zu 1,5 Teilen Phosphatpuffer wurde Phosphatpuffer (Siehe Anhang 

10.1.1) hinzugemischt. Nun schloss sich bei 10 000 x g ein 10 minütiger 

Zentrifugationsschritt (Multifuge 1S-R Heraeus) an. Der Überstand wurde 

schließlich mit einer Pasteurpipette (Volac, D 8112, Länge 230 mm) abgesaugt 

und das Pellet in steriler physiologischer Kochsalzlösung resuspendiert. Von 

dieser Suspension wurden wieder 100 µl auf Middlebrook 7H10-Agar im 

Spatelverfahren aufgebracht, 500 µl in supplementiertes MGIT-Flüssigmedium 

pipettiert und 200 µl für die PCR abgenommen (siehe Kapitel 3.4.5).  
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Alle beimpften Medien wurden bei 37 ° C bebrütet. I n regelmäßigen Abständen 

wurden die Medien auf Wachstum bzw. Fluoreszenz überprüft. Die Festmedien 

wurden nach 12 Wochen Inkubation durch semiquantitative Abstufung des 

Bakterienwachstums nach folgendem Schema der DIN 58943-3 „Kulturelle 

Methoden zum Nachweis von Mykobakterien“ beurteilt: +++: dichter Rasen 

(konfluierendes Wachstum), ++: aufgelockerter Rasen, +: mehr als 100 

Einzelkolonien, (+): mehr als 50, weniger als 100 Einzelkolonien. 

Gemäß DIN 58943-3 sollten die vor der Dekontamination mit der  

10-3-Suspension beimpften Medien ein Wachstum von „+++“ und die mit der  

10-4-Suspension beimpften ein Wachstum von „++“ zeigen; nach der 

Vorbehandlung sollten entweder die gleichen Ergebnisse oder um eine Stufe 

geringeres Wachstum erzielt werden.  

In einem zweiten Versuchsansatz wurden zusätzlich zum Middlebrook 7H10-

Festmedium noch MGIT-Flüssigmedien (245113, Becton Dickinson) sowohl mit 

500 µl der Ausgangssuspensionen als auch mit 500 µl der dekontaminierten 

Bakteriensuspensionen beimpft. Aus allen Ansätzen wurde vor sowie nach 

jeweiliger Dekontamination DNA extrahiert und sowohl mit einem nested PCR- 

als auch mit einem Real Time PCR-Verfahren untersucht (siehe Kapitel 3.4.5). 

Auch aus den beimpften, aber unbebrüteten Flüssigmedien wurden 200 µl 

abgenommen und molekularbiologisch untersucht. Auf diese Weise wurde 

zusätzlich eine Wachstumskontrolle ermöglicht. Ein entsprechendes Fließ-

diagramm ist in der Abbildung 2 wiedergegeben.  
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Suspensionsmedium aus 0,9 %iger NaCl1)- Lösung und 
Referenzsuspension gemäß DIN 58943-3 herstellen 

 
 

MAP-Stämme & M. fortuitum 
 
 

Zugabe von Suspensionsmedium 
 
 

Bakteriensuspension 10 min. stehen lassen 
 
 

Überstand in ein anderes Röhrchen übertragen 
 
 

Trübung der Bakteriensuspension auf die der Referenzsuspension einstellen  
 
 

Bestimmung der Bakterienkonzentration mit Hilfe der Zählkammer nach TÜRK 
Dekadische Verdünnungsreihe (bis 10-4) im Suspensionsmedium 

 
 

0,1 ml der Verdünnungen 100, 10-3 & 10-4 jeweils auf MBA2) 

 
 

N-Acetyl-L-Cystein-NaOH zu Suspension geben 
 
 

20 min. bei Raumtemperatur schütteln lassen 
 
 

Zugabe von Phosphatpufferlösung  
 
 

Zentrifugieren (10 000 x g, 10 min.)  
 
 

Überstand verwerfen, Sediment in 1 ml steriler NaCl3) resuspendieren 
 
 

Jeweils 0,1 ml auf MBA, MGIT4) & 0,2 ml für DNS5)-Extraktion 
 

  
Bei 37 ° C aerob bebrüten 

 

1) sterile Kochsalzlösung 2) Middlebrook 7H10-Agar 3) physiologische Kochsalz-
lösung    4) BBL Mycobacteria Growth Indicator Tube 5) Desoxyribonukleinsäure 

Abbildung 2: Fließschema Prüfung der Dekontaminationswirkung von N-Acetyl-
L-Cystein-NaOH auf M. avium ssp. paratuberculosis und M. 
fortuitum 
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3.4 Darmbioptate von Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten 

sowie Kontrollprobanden 

3.4.1 Probanden 

Die Patienten des Zentrums für Innere Medizin des Universitätsklinikums 

Gießen und Marburg (UKGM) kommen sowohl aus der Stadt Gießen als auch 

dem Landkreis, aber auch aus Gegenden außerhalb Hessens. 

Da es sich bei den geplanten Untersuchungen gemäß § 2 der Satzung der 

Ethik-Kommission des Fachbereichs Medizin an der Justus-Liebig-Universität 

Gießen um „klinische Untersuchungen am Menschen“ handelt, wurde die 

Prüfung auf ethische, medizinisch-wissenschaftliche und rechtliche 

Unbedenklichkeit durch die Ethik-Kommission beantragt (AZ.: 8404, vom 

03.06.2004) und positiv beschieden.  

Die Zuordnung der Probanden in eine der drei Gruppen „Morbus Crohn“, 

„Colitis ulcerosa“ und „Kontrollproband“ wurde von auf chronisch-entzündliche 

Darmerkrankungen spezialisierten Gastroenterologen durchgeführt. Die 

Diagnostik und Probandeneinteilung erfolgte in der Zusammenschau klinischer, 

labormedizinischer, endoskopischer, histologischer sowie radiologischer 

Untersuchungsergebnisse auf Basis der Leitlinien der Deutschen Gesellschaft 

für Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten für die Diagnostik und Therapie 

des Morbus Crohn bzw. der Colitis ulcerosa (ANONYMOUS, 2003; 

ANONYMOUS, 2004). Die Bioptate wurden im Institut für Pathologie des UKGM 

histologisch untersucht.  

Die Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten wurden aus der 

Sprechstunde für Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen 
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des Zentrums für Innere Medizin rekrutiert. 104 Patienten wurden von den 

Mitarbeitern der Medizinischen Klinik und Poliklinik III vorab per Post über das 

Forschungsvorhaben informiert und gebeten, dieses durch zur Verfügung 

stellen von Bioptaten bei der nächsten Routineuntersuchung zu unterstützen. 

Kein Patient hatte sich nach eigenen Angaben zuvor einer antimykobakteriellen 

Antibiose unterzogen. Personen, die sich einer Untersuchung im Rahmen einer 

Darmkrebsvorsorge unterzogen haben oder Patienten, die nicht an einer 

chronisch-entzündlichen Darmerkrankung litten, wurden als Kontrollpersonen 

herangezogen (siehe auch Anhangstabelle 1). 

Alle Probanden gaben ihr Einverständnis zur Teilnahme an der 

wissenschaftlichen Untersuchung ihrer Darmbioptate und deren Entnahme.  

Die Darmbiopsien der Probanden wurden zwischen dem 3. Januar 2005 und 

dem 6. April 2006 durchgeführt. 

Die klinischen Daten zur Charakterisierung des Patientenkollektivs wurden 

durch Mitarbeiter der Medizinischen Klinik und Poliklinik III des UKGM zur 

Verfügung gestellt. Folgende Parameter wurden dabei erhoben: Name des 

Probanden, Geburtsdatum, Geschlecht, Kollektivzuordnung, klinisches 

Stadium, Komorbiditäten, sonstige Bemerkungen.  

 

3.4.2 Darmbioptate 

Es wurden Darmbioptate von Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa- Patienten, 

sowie von Kontrollpersonen untersucht. Die Bioptate wurden bei den 

Probanden aus vier verschiedenen Darmabschnitten entnommen:  

I: Terminales Ileum (Endabschnitt des Krummdarms) 

II: Appendix (Blinddarm) 
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III: Colon transversum (Quergrimmdarm) 

IV: Colon sigmoideum (Sigma) 

Die Koloskopie der Probanden wurde von den ärztlichen Mitarbeitern der 

Medizinischen Klinik und Poliklinik III, des UKGM, dort im Hause durchgeführt. 

Pro Darmabschnitt wurden i. d. R. zwei Schläge mit der Biopsiezange getätigt. 

Bei vorliegender Entzündung stammten die Biopate aus der das 

Entzündungszentrum umgebenden Schleimhaut. Die Proben wurden, nach 

Darmabschnitten sortiert, in 0,5 ml sterile physiologische Kochsalzlösung, 

befindlich in sterilen 2 ml-Eppendorfgefäßen, verbracht. Um eine mögliche Bias 

zu verhindern, wurde die Studie einfach blind durchgeführt. Die Proben wurden 

codiert und für die Auswertung anhand des Codierungsschlüssels wieder 

entschlüsselt.  

Im Anschluss an die Koloskopie wurden die Bioptate unverzüglich in das Labor 

verbracht. Kam es dennoch zu kurzfristigen Verzögerungen, wurden die Proben 

im Kühlschrank bei + 4-8 ° C gelagert. Proben von z wei CU-Patienten, wurden 

bei ca. -20 ° C eingefroren. Der Transport erfolgte  nach DIN 58943-3 in einem 

Gefäß mit übergreifendem Schraubverschluss. Die Temperatur wurde durch 

eine Styroporbox konstant gehalten, und die Probengefäße wurden während 

des Transportes durch Gestelle in aufrecht stehender Position fixiert.  

Nach dem Probeneingang erfolgte unverzüglich die Dekontamination (siehe 

Abbildung 3). Sie richtete sich nach DIN 58943-3 und der Publikation von BULL 

et al. (2003), wobei nach DIN ein Zentrifugationsschritt von mindestens  

3 300 x g für 20 min und nach BULL et al. (2003) eine Kombination von  

10 000 x g und 10 min beschrieben wird.  
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Pro Darmabschnitt wurden in einem sterilen 15 ml-Zentrifugenröhrchen jeweils 

0,5 ml N-Acetyl-L-Cystein-NaOH (NALC; 1.124.22.0025, Merck) vorgelegt. Der 

gesamte Inhalt jeweils eines Eppendorfgefäßes wurde in ein Zentrifugen-

röhrchen überführt, gemischt und 20 min. bei Raumtemperatur geschüttelt. 

Nach Zugabe von jeweils 1 ml Phosphatpuffer (siehe Anhang 10.1.1) und 

gründlichem Mischen, wurden die Gewebeteile mit Hilfe einer Einmal-

Pasteurpipette (Volac, Länge 230 mm, D 8112) in einen sterilen Mörser (410-

9111, VWR) gegeben und mit wenig sterilem Seesand und einem sterilen Pistill 

(410-9131, VWR) homogenisiert.  

 



 82                                                Material und Methoden 

Bioptat mit 0,5 ml NaCl 

    + 0,5 ml NALC-NaOH1)  
 

20 min. schütteln bei Raumtemperatur 
 

+ 1 ml Phosphatpufferlösung 
 

Gewebehomogenisation  
 
 

Zentrifugation: 10 000 x g, 10 min.  
 
 

Sediment in 1ml NaCl resuspendieren 
500 µl der Probensuspension 

          MGIT2)   (Doppelansatz) 

12 Wochen Inkubation (37 ° C) 
 
 

 
ZN3)-Färbung                          PCR 

 

Nach Fluoreszenz 

 
 

ZN-Färbung        HEYM4)            PCR5) 

 
 

     Koloniematerial 

 

ZN-Färbung                           PCR           Sequenzierung 
 

1) N-Acetyl-L-Cystein 2) BBL Mycobacteria Indicator Tube 3)Ziehl-Neelsen-Färbung 
4) Herrold’s Egg Yolk-Medium     5) Polymerasekettenreaktion 

Abbildung 3: Fließschema des Untersuchungsganges von humanen 
Darmbioptaten auf Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis 
(MAP) 
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Der gesamte Mörserinhalt wurde anschließend wieder in das Zentrifugen-

röhrchen gegeben und bei 10 000 x g 10 min. zentrifugiert. Nach dem 

Verwerfen des Überstandes wurde das Sediment mit einem Milliliter steriler 

physiologischer Kochsalzlösung resuspendiert und auf zwei BBL Mycobacteria 

Growth Indicator Tubes (MGIT; 245113, Becton Dickinson) aufgeteilt. Die 

Flüssigmedien wurden zuvor mit 500 µl OADC, 9,42 µl Mycobactin J und 100 µl 

des antibiotischen Gemischs PANTA vorbereitet (siehe auch Kapitel 3.3). Jede 

neue Charge MGIT wurde vor ihrer Verwendung einer Qualitätskontrolle nach 

Angaben des Herstellers unterzogen. Die Inkubation erfolgte bei 37 ° C. In 

wöchentlichen Abständen wurden die Flüssigmedien unter UV-Licht (MinUVIS 

Analysenlampe, DESAGA GmbH, 13 12 00) bei 365 nm auf Fluoreszenz 

geprüft. Eingebettet in Silikon am Boden befand sich eine Verbindung, welche 

auf das Vorliegen von in der Bouillon aufgelöstem Sauerstoff ansprach und 

keine Fluoreszenz zeigte. Später nahmen aktiv respirierende Mikroorganismen 

den Sauerstoff auf und Fluoreszenz war zu beobachten. Zur Kontrolle wurden 

jeweils eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgeführt. 

 

3.4.3 Charakterisierung des Probandenkollektivs 

Insgesamt wurden Bioptate von 32 Probanden untersucht. Davon wurden 12 

(37,5 %) Personen nach konventionellen klinischen, radiologischen, 

endoskopischen sowie histologischen Kriterien als Morbus Crohn-Patienten 

(MC) und 8 (25,0 %) als Colitis ulcerosa-Patienten (CU) eingestuft. 12 (37,5 %) 

Personen konnten als Kontrollprobanden, die nicht an einer chronisch-
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entzündlichen Darmerkrankung litten (nCED), herangezogen werden (siehe 

Tabelle 9).  

In allen drei Gruppen überwiegt der Männeranteil und dadurch ergibt sich 

insgesamt ein Anteil der männlichen Probanden von 62,5 %. Im arithmetischen 

Mittel sind die Probanden 44,3 Jahre alt, der jüngste war 17 und der älteste 76 

Jahre alt.  

 

 

Tabelle 9: Anzahl, Alter und Geschlecht des Probandenkollektivs 
 

Gruppe MC 1) CU2) nCED3) Gesamt 

Anzahl 
 

12 (37,5 %) 
 

8 (25,0 %) 
 

12 (37,5 %) 
 

32 
 

weiblich  
 

5 (41,7 %) 
 

3 (37,5 %) 
 

4 (33,3 %) 
 

12 (37,5 %) 
 

männlich  
 

7 (58,3 %) 
 

 
5 (62,5 %) 
 

 
8 (66,7 %) 

 
20 (62,5 %) 

 
Alter 4)  44,3 

1) Morbus Crohn-Patienten, 2) Colitis ulcerosa-Patienten, 3) Kontrollprobanden  
4) arithmetischer Mittelwert in Jahren 
 

 

3.4.4 Charakterisierung der Darmbioptate 

Aufgrund zurückliegender Darmresektionen oder Schwierigkeiten in das 

terminale Ileum vorzudringen war es nicht bei allen Patienten möglich alle 

Darmabschnitte zu beproben, so dass nicht von allen Probanden Bioptate 

(siehe Abbildung 4) aus allen Darmabschnitten zur Untersuchung vorlagen. 

Insgesamt wurden 120 Proben im Doppelansatz und 239 Biopsieschläge 

entnommen (Siehe Tabelle 10). Das Colon sigmoideum konnte mit 33 Proben 
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und 76 Biopsieschlägen am häufigsten bioptiert werden, wohingegen aus dem 

Caecum die geringste Anzahl von 28 Proben und 55 Biopsieschlägen bezogen 

wurde. Im Mittel wurden pro Patient 7,3 Biopsieschläge getätigt. In Abbildung 4 

sind Darmbioptate nach dem Probeneingang zu sehen.  

 

Tabelle 10: Probenübersicht: Anzahl der Proben und Biopsieschläge 
 

Anzahl Darmabschnitt 
Proben Biopsieschläge  

Terminales Ileum 29 54 
Caecum 28 55 

Colon transversum 30 54 
Colon sigmoideum (Sigma) 33 76 

     
Gesamt 120 239 

 

 

 

 

Abbildung 4: Probeneingang. Zwei Biopsieschläge aus dem Colon 
sigmoideum (Sigma) 

 

 

Es konnte eine mittlere Gesamtmenge pro Proband von 144,3 mg untersucht 

werden. Im Mittel aller Probanden konnte die größte Probenmasse pro 



 86                                                Material und Methoden 

Darmabschnitt mit 46,9 mg aus dem Colon sigmoideum und die geringste mit 

31,1 mg aus dem Caecum gewonnen werden. 

 

3.4.5 Weiteres Vorgehen nach Fluoreszenz oder 12-wöchiger Inkubation 

Sobald unter der UV-Lampe Fluoreszenz im MGIT beobachtet werden konnte 

bzw. alternativ nach einer Inkubationszeit von 12 Wochen, wurde eine Färbung 

auf Säurefestigkeit („Ziehl-Neelsen“ [ZN]-Färbung) durchgeführt. Dazu wurden 

aus den gründlich gemischten Flüssigmedien 250 µl abgenommen, in ein 

Eppendorfgefäß überführt und bei 3 000 x g 10 min zentrifugiert. Nach dem 

Verwerfen des Überstandes wurde das Sediment mit einer Drahtöse auf einem 

Objektträger ausgestrichen und an der Luft getrocknet. Die Hitzefixierung wurde 

durch dreimaliges Durchziehen des Objektträgers über eine Bunsenbrenner-

flamme erreicht. Anschließend wurde der Ausstrich mit Karbolfuchsin (Becton 

Dickinson, 212511) bedeckt und die Färbelösung mittels Bunsenbrennerflamme 

5 min bis zum Dampfen erhitzt. Das Karbolfuchsin wurde mit Leitungswasser 

abgespült und der Ausstrich durch Auftropfen von Entfärbelösung (Becton 

Dickinson, 212517) von überschüssiger Farbe befreit. Nach dem Spülen mit 

Leitungswasser wirkte Methylenblau (Becton Dickinson, 212516) 30 sek. ein, 

bevor auch diese Lösung mit Leitungswasser entfernt wurde. Der Ausstrich 

trocknete an der Luft und wurde unter dem Lichtmikroskop betrachtet. 

Verdächtige Strukturen erschienen bei 1000facher Vergrößerung mit 

Immersionsöl als rote Stäbchen, die in Nestern angeordnet lagen. Eine Positiv-

kontrolle mit dem MAP-Humanisolat (Hum2) und eine mit M. fortuitum ssp. 

fortuitum (DSMZ-Nr. 46621) sowie eine Negativkontrolle mit Lactobacillus 
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plantarum und eine bakterienfreie Färbung ermöglichten einen direkten 

Vergleich. Alle Ziehl-Neelsen-positiven Proben wurden fotografisch mit einer 

200- und 400fachen Vergrößerung dokumentiert.  

Das verbleibende Flüssigmedium wurde weiter bei 37 ° C inkubiert.  

Die DNS-Isolierung nach Fluoreszenz bzw. 12 Wochen Inkubation erfolgte aus 

Flüssigmedien mittels DNeasy® Tissue Kit (Katalog-Nr. 69504, Fa. Qiagen) 

nach dem Protokoll für grampositive Bakterien. Es wurden jeweils alle Ansätze 

pro Proband und Darmabschnitt aufbereitet. Ein Milliliter Anreicherungsmedium 

wurde in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß für 10 min. bei 7 500 Umdrehungen pro 

Minute (UpM) bzw. 5 000 x g zentrifugiert (Kühlzentrifuge Centrifuge 5403, 

Eppendorf, Hamburg). Anschließend wurde der Überstand abpipettiert und 

verworfen. Das restliche Flüssigmedium wurde sofort weiterhin bei 37 ° C 

inkubiert.  

Zur Bestätigung von Mykobakteriensubkulturen wurde eine Impföse mit 

Koloniematerial von festen Nährböden abgenommen und in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß mit 180 µl enzymatischem Lysispuffer für grampositive 

Bakterien eingerieben. Im Anschluss wurde für 1,5 Stunden bei 37 ° C im 

Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) unter leichtem Schütteln inkubiert. Nach 

der Zugabe von 25 µl Proteinase K (Fa. Roche, 3115828) und 200 µl Puffer AL 

wurde für 1,5 Stunden bei 70 ° C im Thermomixer unt er leichtem Schütteln 

inkubiert. Hinterher wurden die Proben 15 min. im Wasserbad gekocht. In 

einem neuen Reaktionsgefäß wurde das Volumen näherungsweise mit einer 

100-1 000 µl Varipipette (Reference, Eppendorf, Hamburg) überprüft. Das halbe 

Volumen abs. Ethanol (96-100 %, P076.1, Carl Roth) wurde anschließend 
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hinzugefügt. Die gesamte Flüssigkeit wurde nun in eine QiAmp spin Säule 

überführt und 1 min. bei 8 000 UpM (> 6 000 x g) zentrifugiert. Der Durchfluss 

wurde verworfen und die Säule in ein neues Sammelgefäß eingesetzt. Nach der 

Zugabe von 500 µl Puffer AW1 wurde der Zentrifugationsschritt wiederholt. 

Erneut wurde die Säule in ein frisches Sammelgefäß eingesetzt und 500 µl 

Puffer AW2 auf die Säule gegeben. Bei 14 000 UpM (20 000 x g) wurde 

zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Zur vollständigen Entfernung von 

Restpuffer und Alkohol und zur Trocknung des Filters folgte der Einsatz des 

Eppendorfgefäßes in ein unbenutztes Sammelgefäß und Zentrifugation bei 

voller Leistung (14 000 UpM) für eine Minute.  

Zur Elution wurde die Säule in ein 1,5 ml-Probengefäß gesetzt, 100-200 µl AE-

Puffer zugesetzt und 1-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurde 1 min. bei 8 000 UpM (> 6 000 x g) zentrifugiert. Das aufgefangene Eluat 

war DNS und konnte direkt in eine PCR eingesetzt werden. Die Aufbewahrung 

erfolgte bei -25 ° C oder bei +4-8 ° C.  

 

Es wurde ein an der Professur für Tierärztliche Nahrungsmittelkunde von 

SCHÖNENBRÜCHER et al. (2008) entwickeltes Triplex Real Time-PCR-

Verfahren, das als Methodenplattform für die Analyse von Rinderkotproben, 

bovinen und humanen Bioptaten sowie Lebensmitteln angewendet wird, 

verwandt. Anhand von Referenzsequenzen für das Insertionselement ISMav2 

(STROMMENGER et al., 2001) und F57 (POUPART et al., 1993) wurden 

Oligonukleotidprimer und TaqMan®-Fluoreszenzsonden abgeleitet. Die 

Referenzsequenzen sind unter den Zugriffsnummern X70277, AE016958 und 
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AF286339 in der GenBank® des National Center of Biotechnology (NCBI) 

veröffentlicht. Für die Real Time-PCR-Analytik wurden die ausgewählten Primer 

und Fluoreszenzsondensysteme mit der für F57 entwickelten internen 

Amplifikationskontrolle (IAK), zum Ausschluss falsch-negativer Ergebnisse, als 

Triplex PCR-Verfahren kombiniert (SCHÖNENBRÜCHER et al., 2008). Als 

konventionelles PCR-Vergleichssystem diente die auf dem Marker IS900 

basierende nested PCR nach BULL et al. (2003) mit beiden Außenprimern 

TJ1/2 und den Innenprimerm TJ3/4. Eine Übersicht der verwendeten Oligo-

nukleotidprimer- und Sondensequenzen, der Mastermixzusammenstellung und 

des Thermocyclerprofils ist Tabelle 11, Tabelle 12 und Tabelle 13 zu 

entnehmen. 

 

Als Positivkontrolle wurde ein aus Rinderkot isolierter MAP-Feldstamm (423) 

eingesetzt. Es wurde eine Mastermixkontrolle (Leerwert Mastermix) und 

mindestens eine Negativkontrolle (M. scrofulaceum) mitgeführt. Aufbereitungs-

kontrollen wurden in regelmäßigen Abständen (pro DNS-Isolierungscharge) 

mitgeführt. Als Positivaufbereitungskontrolle diente ein Aliquot eines mit dem 

MAP-Stamm 423 beimpftes MGIT-Flüssigmedium und als Negativ-

aufbereitungskontrolle ein unbeimpftes Flüssigmedium. Die Aufbereitungs-

kontrollen sicherten die Kontaminationsfreiheit und die Qualität der DNA-

Aufbereitung. Alle Kontrollen dienten der Überprüfung des PCR-Laufes. Zeigten 

die Kontrollen nicht die gewünschten Ergebnisse, war der PCR-Lauf inklusive 

DNA-Extraktion zu wiederholen.  
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Tabelle 11: Basensequenzen und Amplifikatgröße der nested PCR-Primer  
TJ 1/TJ 2 und TJ 3/TJ 4 nach BULL et al. (2003) 

 

Primer- 

Nomenklatur 
Primersequenzen 

Amplifikatgröße 

(Bp) 

TJ 1 

(Vorwärtsprimer 

außen) 

5’ - GCT GAT CGC CTT GCT CAT – 3’  

(18-mer) 

TJ 2 

(Rückwärtsprimer 

außen) 

5’ – CGG GAG TTT GGT AGC CAG TA – 3’ (20-mer) 

355 

TJ 3 

(Vorwärtsprimer 

innen) 

5’ – CAG CGG CTG CTT TAT ATT CC – 3’ 

(20-mer) 

TJ 4  

(Rückwärtsprimer 

innen) 

5’ – GGC ACG GCT CTT GTT GTA GT – 3’  

(20-mer) 

294 

 

 

Der PCR-Ansatz wurde in einem PCR-Kabinett (UV-Chamber Typ 825-UCV/22, 

PlasLabs) vorgenommen. Nach dem vollständigen Auftauen der bei mindestens 

-18 ° C gelagerten Reagenzien wurde der so genannte  „Mastermix“ hergestellt, 

für den pro Einzelansatz die in Tabelle 12 aufgeführten Mengen an Reagenzien 

unter Auslassung der Template-DNA in der angegebenen Reihenfolge in ein 
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Reaktionsgefäß (Multi Safe Seal Tubes, 1,7 ml Tubes, peqlab Biotechnologie 

GmbH, 81-11510) pipettiert wurden.  

Tabelle 12: PCR-Ansatz für die IS900-nested-PCR 
 

Reagenz 
Menge/Einzelansatz 

(µl) 

Aqua dest. für PCR-Zwecke 36,5 

Puffer (10 x Polymerase-Puffer mit 15 mM MgCl2, Fa. 

Applied Biosystems, N 808-0129) 
5,0 

dNTP-Mix (10 mM each) 1,0 

Primer TJ 1/2 bzw. TJ 3/4 (10 µM) je 1,0 

Polymerase AmpliTaq GoldTM (5 U/µl),  

(Applied Biosystems, N808-0242) 
0,5 

DNS bzw. 1:10 verdünntes Amplifikat* 5,0 

Volumen/Reaktionsgefäß 50,0 

* Das mit den beiden Außenprimern TJ 1/2 generierte Produkt wird nach einer 1:10 
Verdünnung mit Aqua dest. für PCR-Zwecke mit den Innenprimern TJ 3/4 nach oben 
genanntem Protokoll amplifiziert (nested PCR).  
 

 

Dem so hergestellten Mastermix wurde anschließend die präparative DNS-

Probe bzw. das mit den beiden Außenprimern TJ 1/2 generierte verdünnte 

Produkt zugegeben. Die Ansätze wurden anschließend in den Thermocycler 

(GeneAMP PCR-System 9600, Perkins Elmer, N801-0002) verbracht. Er wurde 

wie in Tabelle 13 beschrieben, programmiert.  
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Tabelle 13: Thermocycler-Programm für die IS900-nested-PCR 
 

PCR-Schritt Temperatur  Dauer 

Initiale Denaturierung 95 ° C 10 min 

Denaturierung 94 ° C 30 s                 

Annealing 60 ° C 30 s                  35 Zyklen 

Extension 72 ° C 30 s 

Finale Extension 72 ° C 5 min 

Abkühlung auf 4 ° C   

 

 

Die erhaltenen Amplifikate wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese und 

Ethidiumbromidfärbung dargestellt. Zur Herstellung des Gels wurden 1,5 % 

Agarose LE (Roche, 1685678) in 1 x TBE-Puffer (siehe Anhang 10.1.2) 

aufgekocht (Mikrowelle Dimension 4, Panasonic) im Wasserbad (Typ 3041, 

Köttermann KG) auf 50 ° C abgekühlt und auf einem G elträger (Blue Marine 

200 BM 200/2, Serva Feinbiochemica GmbH & Co. KG) bei Raumtemperatur 

zum Erstarren stehen lassen. Die Amplifikate wurden mit 6,25 µl Gel-Loading-

Buffer (siehe Anhang 10.1.2) vermischt; 8 µl davon wurden in die Geltaschen 

pipettiert. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 5 V/cm für 1,5 h in einer 

Horizontalgelkammer (Blue Marine 200 BM 200/2, Serva Feinbiochemica 

GmbH & Co. KG; Power Supply: PS 250, Hoefer Scientific Instruments), die mit 

1 x TBE-Puffer als Laufpuffer gefüllt war. Als Längenstandard wurde der Marker 

XIV (Fa. Roche Diagnostic GmbH, 1721933) mitgeführt.  
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Die Färbung des Gels erfolgte 20 min in Ethidiumbromid-Lösung (siehe Anhang 

10.1.2) auf einem Horizontalschüttler (HS 500, IKA-Werk, Janke & Kunkel 

GmbH & Co. KG). Nicht gebundenes Ethidiumbromid wurde anschließend 10 

min lang in destilliertem Wasser auf dem Horizontalschüttler ausgewaschen. 

Die Darstellung der Amplifikate erfolgte unter UV-Licht bei 302 nm auf einem 

Transilluminator (Mighty Bright UVTM 25 230 V, Hoefer Scientific Instruments) 

und wurde fotografisch dokumentiert (Gerät Polaroid Instant Camera System, 

Polaroid MP4+, Modell 44-16; Film Schwarzweiß-Sofort-Packfilm, Typ 667; 

beides Polaroid).  

Wurde in der untersuchten Probe der für Mycobacterium avium ssp. 

paratuberculosis spezifische Abschnitt des Markers IS900 nachgewiesen, stellt 

sich bei der Verwendung des äußeren Primerpaares eine Bande bei 355 Bp 

und bei Verwendung des inneren Primerpaares eine solche von 294 Bp dar. Die 

Probe galt als „IS900-positiv“, wenn jeweils beide Banden oder nur die Bande 

des inneren Primerpaares nachgewiesen wurde.  

 

Für das Triplex Real Time-PCR-Verfahren zum qualitativen Nachweis von 

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis mit den Markern F57 und ISMav2 

(SCHÖNENBRÜCHER et al., 2008) wurden die Primer F57po-244F, F57po-

306R (Fa. MWG Biotech), ISMav2-735F und ISMav2-896R (MWG Biotech) 

eingesetzt (SCHÖNENBRÜCHER et al., 2008). Die entsprechenden 

Sequenzen sind in Tabelle 14 aufgeführt.  
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Tabelle 14: Basensequenzen und Amplifikatgröße der Primer F57po-244F, 
F57po-306R, ISMav2-735F und ISMav2-896R einschließlich der 
TaqMan®

mgb-Sonden für das Triplex Real Time PCR-Verfahren 
 

Nomenklatur Basensequenzen 

Amplifikat-

größe 

(Bp) 

F57po-244F 

(Vorwärtsprimer) 

5’–TAC GAG CAC GCA GGC ATT C–3’ 

(19-mer) 
62 

F57po-306R 

(Rückwärtsprimer) 

5’–CGG TCC AGT TCG CTG TCA T–3’ 

(19-mer) 
 

F57-TaqMan®
mgb-Sonde VIC-CCT GAC CAC CCT TC-MGB  

F57-TaqMan®
mgb-IAK-Sonde NED-CGA GTT ACA TGA TCC C-MGB  

ISMav2-735F 

(Vorwärtsprimer) 

5’–CGG CAA AAT CGA GCA GTT TC–3’  

(20-mer) 
161 

ISMav2-896R 

(Rückwärtsprimer) 

5’–TGA GCC GGT GTG ATC ATC TTT–3’ 

(21-mer) 
 

ISMav2-TaqMan®
mgb-Sonde FAM-CGC TGA GTT CCT TAG-MGB  
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Primer 

Nach Vorschrift des Herstellers wurde aus dem jeweiligen Lyophilisat (F57po-

244F/F57po-306R bzw. ISMav2-735F/ISMav2-896R) mit Aqua dest. für PCR-

Zwecke zuerst eine Stammlösung von 100 pmol/µl hergestellt. Die 

Gebrauchslösung wurde aus der Stammlösung durch eine Verdünnung im 

Verhältnis 1:10 mit Aqua dest. hergestellt. Sie wurde als 50 µl-Aliquots in 1,5 ml 

Reaktionsgefäßen (Eppendorf-Tubes, Hamburg) aufbewahrt. Die Lagerung 

dieser Lösungen erfolgte bei mindestens -18 ° C.  

 

Interne Amplifikationskontrolle   

Die interne Amplifikationskontrolle (IAK) wurde wie bereits von 

ABDULMAWJOOD et al. (2002) beschrieben, konstruiert (siehe auch 

SCHÖNENBRÜCHER et al. [2008]). Sie wurde unter Verwendung des 

kommerziell erhältlichen Plasmids pUC19 (Promega, M11662) als Matrize in 

einer vorangegangenen PCR gewonnen. Die Primer waren an den 5’-Enden 

identisch mit den F57-Primern (in Tabelle 15 unterstrichen dargestellt) und an 

den 3’-Enden komplementär zur Sequenz des pUC19 Plasmids (in Tabelle 15 

kursiv dargestellt). Die Primersequenzen wurden mit Hilfe der OLIGO Primer 

Analysis Software (USA) ausgewählt. Die spezifische TaqMan®-Sonde wurde 

der pUC19-Vektorsequenz ensprechend gestaltet und am 5’-Ende mit NED 

(Applied Biosystems) markiert. Die Sequenz der Oligonukleotidprimer ist in 

Tabelle 15 aufgeführt. Sie wurden von MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) 

hergestellt.  
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Tabelle 15: Basensequenzen der IAK-Primer F57po-244-pUC19-IAK-F und 
F57po-306-pUC19-lAK-R sowie der F57-TaqMan®

mgb-IAK-Sonde 

 
Nomenklatur Sequenzen 

F57po-244-pUC19-lAK-F 

(Vorwärtsprimer) 

5’–TAC GAG CAC GCA GGC ATT C CCG GTT CCC 

AAC GAT CAA G –3’ 

F57po-306-pUC19-lAK-R 

(Rückwärtsprimer) 

5’–CGG TCC AGT TCG CTG TCA T ACT GCG GCC 

AAC TTA CTT CTG –3’ 

F57-TaqMan®
mgb-IAK-Sonde 

NED- CGA GTT ACA TGA TCC C -MGB 

 

 

Die Amplifikation der IAK wurde wie von ABDULMAWJOOD et al. (2001) 

beschrieben durchgeführt. Das so erhaltene Amplifikat mit einer Größe von  

105 bp wurde mit dem PCR Purification Kit (Fa. Qiagen, 28104) nach dem 

entsprechenden Protokoll aufgereinigt.  

 

PCR-Ansatz 

Der PCR-Ansatz wurde in einem PCR-Kabinett (UV-Chamber Typ 825-UCV/22, 

PlasLabs) vorgenommen. Nach dem vollständigen Auftauen der bei mindestens 

-18 ° C gelagerten Reagenzien wurde der „Mastermix“  hergestellt, für den pro 

Einzelansatz der in Tabelle 16 aufgeführten Mengen an Reagenzien unter 

Auslassung der Template-DNA in der angegebenen Reihenfolge in ein 

Reaktionsgefäß (Multi Safe Seal Tubes, 1,7 ml Tubes, peqlab Biotechnologie 

GmbH, 81-11510) gegeben wurden.  
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Tabelle 16: PCR-Ansatz für Triplex Real Time PCR-Verfahren  

 

Reagenz Menge/Einzelansatz (µl) 

TaqMan® Universal PCR Mastermix (2 x) 

(Applied Biosystems, 4304437) 
25,0 

Primer F57po-244F/-306R (10 µM) je 1,0 

Primer ISMav2-735F/-896R (10 µM) je 1,0 

ISMav2- und F57-TaqMan®
mgb-Sonde je 2,0 

F57-TaqMan®
mgb-IAK-Sonde 2,0 

F57-Interne Amplifikationskontrolle (IAK) 5,0 

Aqua dest. 5,0 

Ziel-DNS 5,0 

Volumen/Reaktionsgefäß 50,0 

 

 

Die PCR wurde im Thermocycler ABI Prism 7 000 (Applied Biosystems) 

eingesetzt. Er wurde, wie in Tabelle 17 aufgeführt, programmiert.  
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Tabelle 17: Thermocyclerprogramm des Triplex-Real Time PCR-Verfahrens 
(F57/ISMav2) 

 
PCR-Schritt Temperatur Dauer 

Aktivierung AmpErase UNG 50 ° C 2 min 

Initiale Denaturierung 95 ° C 10 min 

Denaturierung 95 ° C 15 s             50 Zyklen  

Annealing/Extension (optional) 60 ° C 1 min 

 

 

Die Auswertung der PCR-Läufe erfolgte durch Verwendung der Software des 

ABI PRISM® 7 000 Sequence Detection Systems (Applied Biosystems). Die 

Probe galt als „Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis-positiv“, wenn der 

Schwellenwertzyklus (Ct-Wert) des jeweiligen Zielgens der untersuchten Probe 

zwischen 17,0 und 39,0 (+/- 1) lag.  

 

 

Konnten in der Ziehl-Neelsen-Färbung säurefeste Stäbchen bestätigt oder 

molekularbiologisch MAP-DNA in einem MGIT nachgewiesen werden, so 

wurden 100 µl MGIT-Flüssigmedium auf die Oberfläche des Schrägagars 

Herrold’s Egg Yolk mit Mycobactin J (Becton Dickinson, 222233) getropft und 

mit einer Glaspipette verteilt. In der ersten Woche der Inkubation bei 37 ° C 

wurde das Röhrchen nur locker verschlossen und befand sich in Schräglage. 

Danach wurde es dicht zugedreht und in senkrechte Position gebracht. Die 

inokulierten Medien wurden wöchentlich auf Wachstum überprüft.  
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Koloniematerial von Subkulturen wurde in der Ziehl-Neelsen-Färbung auf 

säurefeste Stäbchen untersucht. Hierfür wurde ein Tropfen sterile, 

physiologische Kochsalzlösung auf einen Objektträger aufgebracht. 

Anschließend wurde mit einer abgeflammten Impföse Koloniematerial 

eingerieben und auf dem Objektträger verteilt. Nach dem Lufttrocknen des 

Ausstrichs erfolgte die Hitzefixierung über einer Bunsenbrennerflamme und 

eine Ziehl-Neelsen-Färbung (siehe Kapitel 3.4.5).  

 

3.4.6 Sequenzanalyse säurefester Stäbchen 

Konnten in der Ziehl-Neelsen-Färbung säurefeste Stäbchen nachgewiesen 

werden, wurde von den betreffenden Kolonien DNA extrahiert und eine PCR 

durchgeführt (siehe Kapitel 3.4.5). Dabei kamen die Primer der Marker ISMav2 

und F57 (siehe Tabelle 14) und die Primer 16S-27F und 16S-907R für die 16S 

ribosomale DNA-PCR und die Primer 16S-1511F und 23S-23R für die 

Amplifikation der ITS-Region zum Einsatz (siehe Tabelle 18).  
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Tabelle 18: Basensequenzen der Sequenzierungsprimer 16S-27f, 16S-907r, 
16S-1511f und 23S-23r nach HARMSEN et al. (2003) 

 

Primer- 

Nomenklatur 
Primersequenzen 

16S-27F 

(Vorwärtsprimer) 
5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -5’ 

16S-907R 

(Rückwärtsprimer) 
5’-CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT -3’ 

16S-1511F 

(Vorwärtsprimer) 
5’- AAG TCG TAA CAA GGT ARC CG -3’ 

23S-23R 

(Rückwärtsprimer) 
5’- TCG CCA AGG CAT CCA CC -3’ 

 

 

Kulturmaterial wurde durch Sequenzierung der 16S-ribosomalen RNS 

(Ribonukleinsäure) und der 16S-23S „intragenic spacer region“ (ITS) 

molekularbiologisch bestätigt. Die ermittelten DNA-Basensequenzen wurden 

über eine Internetschnittstelle mit den Informationen der Datenbanken „Basic 

Local Alignment Search Tool“ (BLAST [NCBI]) und „Ribosomal Differentiation of 

Medical Microorganisms“ (RIDOM [Ridom GmbH]) verglichen. Die Subspezies 

mit der größten Übereinstimmung wurden als Ergebnisse zurückgegeben.  
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3.4.7 Archivierung der Isolate aus humanen Bioptaten und der 

Referenzstämme 

Für die Archivierung der Mykobakterienstämme und -isolate wurde sowohl die 

Lyophilisierung (Gefriertrocknung) als auch die Aufbewahrung in Form von 

Gefrierkulturen, sog. Glyzerinstocks, überprüft. Dafür wurden Originalkulturen 

bzw. Stämme verwandt, die maximal einmal subkultiviert worden waren. Für die 

Lyophilisate wurde eine Magermilch-Glukose-Lösung hergestellt. 125 g 

Magermilchpulver (LP0031, Oxoid) und 7,5 g Glukose (1.08337.1000, Merck, 

Darmstadt) wurden in sterilem Aqua dest. gelöst. Der pH-Wert wurde auf 6,2–

6,4 eingestellt. Anschließend wurde die Lösung 20 min. bei 100 ° C im Dampf-

topf gekocht. Pro sterile Injektionsflasche (151116, MAGV) wurden 1,5 ml der 

Magermilch- Glukose- Lösung pipettiert, in welche eine Impföse Koloniematerial 

eingerieben wurde. Jede Flasche wurde locker mit einem Gefriertrocknungs-

stopfen (151246, MAGV) verschlossen. Bei –20 ° C wu rde die Lösung 24 

Stunden vorgefroren. Die gefrorenen Flaschen wurden anschließend in die 

Gefriertrocknungsanlage eingesetzt und innerhalb von 18-24 Stunden wurde 

dem Inhalt die Flüssigkeit unter Vakuum entzogen. Noch unter Vakuum erfolgte 

der vollständige Verschluss der Injektionsflaschen. War die Kontrolle frei von 

Mängeln, konnten die Flaschen mit Bördelkappen (151 230, MAGV) versehen 

werden. Die Lagerung der Lyophilisate erfolgte lichtgeschützt bei +4-8 ° C. 

 

Das Flüssigmedium BBL Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT; 245113, 

Becton Dickinson) wurde mit 0,5 ml OADC (212240, Becton Dickinson), 0,1 ml 

PANTA (245114, Becton Dickinson) und 9,42 µl Mycobactin J (112407, 
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Synbiotics Europe SAS) angereichert. Nach Beimpfung des Mediums mit einer 

Öse Koloniematerial erfolgte die aerobe Bebrütung bei 37 ° C. Fluoreszenz 

unter einer UV- Lampe (365 nm) zeigte nach Angaben des Medienherstellers 

Wachstum von 104-107 KBE/ml an. Der Inhalt eines Fluoreszenz-positiven 

MGIT wurde gleichmäßig auf drei 2 ml- Eppendorfhütchen (Eppendorf, 

Hamburg) aufgeteilt. Die Eppendorfgefäße wurden bei 3 000 x g und 8 ° C 10 

min. zentrifugiert (Centrifuge 5403, Eppendorf Hamburg) und der Überstand mit 

einer Pasteurpipette (Volac, D 8112, Länge 230 mm) abgesaugt. Nun wurde 

das Pellet mit 500 µl MGIT resuspendiert.  

Die 2 ml-Kryoröhrchen (T309-2A, Simport) wurden mit 500 µl Glyzerin (1.10493, 

Merck) befüllt und die Bakteriensuspension wurde hinzugegeben. Nach dem 

Mischen folgte der Einsatz in einen Kryokasten. Der befüllte Kasten wurde bei  

-80 ° C schockgefroren und gelagert. 

Zur Qualitätssicherung wurden pro Arbeitsgang Lyophilisierung bzw. 

Herstellung von Gefrierkulturen ein Lyophilisat/Glyzerinstock im Anschluss auf 

HEYM angezüchtet und somit die Charge auf erhaltene Vermehrungsfähigkeit 

und Kontaminationsfreiheit geprüft.  

Nach Abschluss der praktischen Arbeiten für die Dissertation wurden alle 

gesammelten und archivierten Stämme revitalisiert und auf Vermehrungs-

fähigkeit und Kontamination geprüft. Dafür wurden die Lyophilisate in 1,5 ml 

sterilem Aqua dest. gelöst und 100 µl der Suspension mit einer 1 ml-Glaspipette 

auf der Nährbodenoberfläche eines HEY-Schrägmediums verteilt und zuerst mit 

aufgesetztem Deckel in Schräglage bebrütet. Nach Ablauf einer Woche wurde 

der Deckel fest zugedreht und die Röhrchen senkrecht positioniert. Von den 
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Gefrierkulturen wurde eine Öse in vorbereitete MGIT-Flüssigmedien (siehe 

Kapitel 3.4.2) gegeben und bebrütet. Nach erfolgtem Wachstum wurden  

100 µl Flüssigmedium auf HEYM verteilt und bebrütet. Alle Nährmedien wurden 

bei einer Temperatur von 37 ° C inkubiert. 

 

3.5 Statistische Auswertung 

Die Datenhaltung und -auswertung sowie die Erstellung der grafischen 

Abbildungen im Rahmen der Ergebnispräsentation erfolgte auf den Rechnern 

im lokalen Rechnernetzwerk (LAN) der Arbeitsgruppe Biomathematik und 

Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterinärmedizin der Justus-Liebig-

Universität Gießen. Die statistischen Auswertungen wurden unter Verwendung 

des Statistikprogrammpakets BMDP/Dynamic, Release 7.0, (DIXON, 1993) 

durchgeführt. Die grafischen Abbildungen wurden auf einem Personalcomputer 

mit dem Programm PlotIT, Version 2.0, (EISENSMITH, 1993) bzw. PlotIT für 

Windows, Version 3.20h, (EISENSMITH, 1994) erzeugt.  

Zur Beschreibung der Daten wurden arithmetische Mittelwerte ( x ) und 

Standardabweichungen (s) berechnet und tabellarisch wiedergegeben. 

Die qualitativen Merkmale wurden nach Gruppen getrennt ausgezählt und in 

Form von Häufigkeitstabellen (Kontingenztafeln) dargestellt. 

Zur statistischen Prüfung des Gruppeneinflusses auf Signifikanz wurde bei den 

angenähert normalverteilten Merkmalen eine einfaktorielle (bzw. zweifaktorielle) 

Varianzanalyse mit dem Programm BMDP7D durchgeführt.  
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Die Untersuchung der Zusammenhänge erfolgte bei den quantitativen 

Merkmalen mit Hilfe von Korrelations- bzw. Regressionsanalysen mit dem 

Programm BMDP6D unter Angabe des Korrelationskoeffizienten (r) und der 

Regressionsgeraden (y = m.x+b) bzw. mit dem Rangkorrelationskoeffizienten 

nach Spearman (rs). 

Für die Gegenüberstellung qualitativer Merkmale wurden Häufigkeitstabellen 

mit dem Programm BMDP4F erzeugt und mit dem (verallgemeinerten) Fisher-

Test/Chi-Quadrat-Test auf signifikante Zusammenhänge geprüft. Hier kam ein 

Eigenprogramm der AG Biomathematik und DV zum Einsatz. 

Bei der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau 

α = 0,05 zugrunde gelegt, d.h. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch 

signifikant angesehen. Zusätzlich wird - wenn möglich - der exakte p-Wert 

angegeben. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Vergleichende Untersuchungen zum kulturellen Nachweis von 

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis  

Alle einbezogenen fünf Nährmedien waren für die Anzucht von MAP-

Reinkulturen geeignet. Die Zeit bis zum Wachstumsnachweis der eingesetzten 

Stämme und die Produktionsleistung der Festmedien bei allen Stämmen in den 

unterschiedlichen Verdünnungsstufen sind Tabelle 19 und Tabelle 20 zu 

entnehmen.  
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Tabelle 20: Semiquantitative Produktionsleistung (Koloniezahl) der 
Nährmedien Middlebrook 7H10-Agar, Herrold’s Egg Yolk Agar, Löwenstein 
Jensen-Nährmedium, ENCLIT-Medium und Stonebrink-Medium nach 12 
Wochen Inkubation bei Beimpfung mit drei verschiedenen Zellzahlen.  

 

  Middlebrook 
7H10-Agar 

Herrold’s 
Egg Yolk 
Medium 

Löwenstein 
Jensen-
Medium 

ENCLIT 
Medium  

Stonebrink 
Medium  

Zellzahl M. fortuitum (DSMZ-Nr.: 46621) 
10 ++ ++ ++(+) ++ ++ 

100 +++ +++ +++(+) +++ +++ 
1000 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

  
 

  M. avium ssp. paratuberculosis (DSMZ-Nr.: 44133) 
10 + +/- + +/- ++ 

100 ++ +(+) ++(+) +(+) ++ 
1000 ++++ ++ +++(+) ++ +++ 

  
 
  M. avium ssp. paratuberculosis (DSMZ-Nr.: 44135) 

10 + + + (+) + 
100 ++ ++ ++ ++(+) ++ 

1000 +++ +++(+) +++ +++ +++ 
0: kein Wachstum,  +: weniger als 50 Kolonien,  (+): 50 bis 100 Kolonien,  
++: mehr als 100 Kolonien, +++: dichtes, nicht konfluierendes Bakterienwachstum,  
++++: konfluierendes Bakterienwachstum 
 

 

Auf dem HEY-Medium  wurde die kürzeste Zeit bis zum Nachweis erster 

Kolonien (Time To Detection: TTD) beobachtet. Koloniewachstum konnte hier 

schon nach durchschnittlich 21,8 Tagen bei dem DSMZ-Stamm 44133 und 

nach 20,5 Tagen bei dem DSMZ-Stamm 44135 ausgemacht werden. Die 

Kolonien waren rund, glatt, glänzend, von weiß-beiger Farbe und kuppelförmig 

über die Medienoberfläche erhaben. Der Durchmesser betrug ca. 1 mm. Auf 

dem gleichen Medium war bei M. fortuitum nach durchschnittlich 3 Tagen 
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Wachstum zu beobachten. Die Standardabweichung (s) betrug 2,8 bzw. 0,5 

Tage bei MAP und 0 Tage bei M. fortuitum. Der Preis dieses Eigelbschrägagar 

beträgt zurzeit 5,80 € inkl. MwSt. pro Röhrchen.  

Auf dem 7H10-Middlebrook-Agar  wuchsen die MAP-Stämme als erhabene, 

weiß-beige Kolonien mit unregelmäßigem Rand und rauer, trockener 

Oberfläche mit einem Durchmesser von ca. 5 mm. Gelegentlich waren 

spiegeleiförmige Kolonien zu beobachten. M. fortuitum wuchs im Mittel nach 3,7 

und MAP nach 21,5 Tagen. Die Standardabweichung (s) lag bei 0,8 Tagen bei 

M. fortuitum, bei 0,9 Tagen bei MAP mit der DSMZ-Nr. 44135 und bei 2,5 mit 

der DSMZ-Nr. 44133. Der Preis ist mit ungefähr 3,32 € inkl. MwSt. pro Platte 

anzugeben. 

Auch auf dem Löwenstein Jensen-Medium  konnte sehr schnell Kolonie-

wachstum beobachtet werden. MAP-Stämme zeigten hier im Mittel nach 21,8 

bzw. 25,3 Tagen Koloniewachstum. Die Kolonien waren 0,5 mm groß, von 

grau-weißer Farbe, rund, glatt, glänzend und über die Nährbodenoberfläche 

erhaben. M. fortuitum zeigte auf diesem Nährboden nach 3,7 Tagen Wachstum. 

Die Produktionsleistung dieses Mediums ist bei dem Preis von zurzeit 1,54 € 

inkl. MwSt. bei allen drei Stämmen sehr gut.  

Das Schrägmedium ENCLIT zeigte bei den MAP-Stämmen erst nach 21,7 bzw. 

28,1 Tagen Koloniewachstum. Bei M. fortuitum waren nach 3,5 Tagen Kolonien 

auszumachen. Die Standardabweichung (s) ist mit 10,9 und 1,6 Tagen für M. 

paratuberculosis sehr unterschiedlich. Da die Koloniefarbe der Farbe des 

Nährbodens glich, hoben sich die Kolonien optisch kaum vom Agar ab und 

waren schwerlich zu erkennen. Darin könnte die große Standardabweichung (s) 
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begründet sein. Die Kolonien stellten sich rund, glatt, glänzend und erhaben 

dar. Sie maßen 0,5 mm im Durchmesser und waren von weiß-gelber Farbe. 

Dieser Nährboden ist von allen untersuchten Medien mit derzeit 0,79 € inkl. 

MwSt. der preisgünstigste.  

Auf dem Stonebrink-Nährboden  wuchs M. fortuitum am langsamsten und 

auch die M. paratuberculosis-Kolonien waren hier erst nach 28,7 bzw. 32,2 

Tagen auszumachen. Für M. fortuitum wies das Volleimedium die höchste 

Standardabweichung (s) von 3,1 Tagen auf. Die Koloniemorphologie glich 

derjenigen auf dem ENCLIT-Nährboden. Die Produktionsleistung ist für alle 

Stämme als sehr gut zu bewerten. Mit einem Preis von z. Z. ungefähr 3,30 

€/Röhrchen ist es im mittleren Bereich anzusiedeln.  

 

4.2 Validierung der Wirkung von N-Acetyl-L-Cystein-NaOH auf 

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis 

In beiden Versuchsansätzen konnte bei allen ausgebrachten Verdünnungs-

stufen aller drei MAP-Stämme und M. fortuitum mit und ohne Dekontamination 

Bakterienwachstum auf Middlebrook 7H10-Medium festgestellt werden. Es 

entsprach bei semiquantitativer Abstufung ausnahmslos den Anforderungen der 

DIN-Vorschrift 58943-3. In allen beimpften Flüssigmedien konnte Wachstum 

beobachtet werden. Die Flüssigmedien, die mit der dekontaminierten MAP-

Suspension beimpft wurden, zeigten ebenso wie die mit der nicht 

vorbehandelten MAP-Suspension beimpften Medien Fluoreszenz unter der UV-

Lampe (365 nm).  
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In Tabelle 21 bis Tabelle 24 sind die Wachstumsergebnisse des ersten 

Ansatzes mit M. fortuitum und verschiedenen MAP-Stämmen dargestellt. Alle 

Flüssigmedien, die mit vorbehandelter MAP-Suspension beimpft wurden, 

zeigten Fluoreszenz unter der UV-Lampe, welches als Erhalt der 

Vermehrungsfähigkeit der Mykobakterien gewertet werden kann. Auf den mit 

vorbehandelter Suspension beimpften Nährböden waren die gleichen 

Wachstumsergebnisse oder maximal um eine Stufe geringeres Wachstum 

feststellbar als auf den Medien, welche mit unbehandelter Bakteriensuspension 

beimpft worden waren. Dieses Resultat entspricht ausnahmslos den 

Anforderungen der DIN-Vorschrift 58943-3. 

 

Tabelle 21: Wachstumsergebnisse der ersten Versuchsreihe der Validierung 
der Dekontaminationswirkung von N-Acetyl-L-Cystein (NALC)-NaOH nach 12 
Wochen Inkubation auf M. fortuitum auf Middlebrook 7H10-Agar (MBA) und in 
BBL Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT) 

 
M. 

fortuitum 
Verdünnungs-

stufe 
ohne 

Dekontamination  
nach 

Dekontamination  

Ansatz  MBA MBA MGIT 

100 +++ +++ + 

10-3 +++ ++ + 

 

A 

10-4 ++ + + 

     

100 +++ +++ + 

10-3 +++ ++ + 

B 

10-4 ++ + + 

     
MBA: +++: dichter Rasen (konfluierendes Wachstum); ++: aufgelockerter Rasen; +: 

mehr als 100 Einzelkolonien; (+): mehr als 50, weniger als 100 Einzelkolonien 
MGIT: +: Nachweis von Fluoreszenz unter der UV-Lampe 
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Tabelle 22: Detaillierte Wachstumsergebnisse der ersten Versuchsreihe der 
Validierung der Dekontaminationswirkung von N-Acetyl-L-Cystein (NALC)-
NaOH nach 12 Wochen Inkubation auf M. avium ssp. paratuberculosis (MAP) 
auf Middlebrook 7H10-Agar (MBA) und in BBL Mycobacteria Growth Indicator 
Tube (MGIT) 

 
MAP 

(DSMZ-Nr. 
44133) 

Verdünnungs-
stufe 

ohne 
Dekontamination  nach Dekontamination 

Ansatz  MBA MBA MGIT 

 100 +++ +++ + 

10-1 +++ +++ + 

10-2 +++ +++ + 

10-3 +++ ++ + 
A 

10-4 ++ + + 

     

 100 +++ +++ + 

10-1 +++ +++ + 

10-2 +++ +++ + 

10-3 +++ +++ + 
B 

10-4 ++ + + 

     
MBA:  +++: dichter Rasen (konfluierendes Wachstum); ++: aufgelockerter Rasen; +: mehr als 

100 Einzelkolonien; (+): mehr als 50, weniger als 100 Einzelkolonien 
MGIT: +: Nachweis von Fluoreszenz unter der UV-Lampe 
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Tabelle 23: Detaillierte Wachstumsergebnisse der ersten Versuchsreihe der 
Validierung der Dekontaminationswirkung von N-Acetyl-L-Cystein (NALC)-
NaOH nach 12 Wochen Inkubation auf M. avium ssp. paratuberculosis (MAP) 
auf Middlebrook 7H10-Agar (MBA) und in BBL Mycobacteria Growth Indicator 
Tube (MGIT) 

 
MAP 

(DSMZ-Nr. 
44135) 

Verdünnungs-
stufe 

ohne 
Dekontamination  

nach 
Dekontamination 

Ansatz  MBA MBA MGIT 

100 +++ +++ + 

10-1 +++ +++ + 

10-2 +++ +++ + 

10-3 +++ +++ + 

 

A 

 

10-4 ++ + + 

     

100 +++ +++ + 

10-1 +++ +++ + 

10-2 +++ +++ + 

10-3 +++ +++ + 

B 

10-4 ++ ++ + 
MBA: +++: dichter Rasen (konfluierendes Wachstum); ++: aufgelockerter Rasen;  

+: mehr als 100 Einzelkolonien; (+): mehr als 50, weniger als 100 
Einzelkolonien 

MGIT: +: Nachweis von Fluoreszenz unter der UV-Lampe 
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Tabelle 24: Detaillierte Wachstumsergebnisse der ersten Versuchsreihe der 
Validierung der Dekontaminationswirkung von N-Acetyl-L-Cystein (NALC)-
NaOH nach 12 Wochen Inkubation auf M. avium ssp. paratuberculosis (MAP) 
auf Middlebrook 7H10-Agar (MBA) und BBL Mycobacteria Growth Indicator 
Tube (MGIT) 

 
MAP 

(Feldstamm 423)  
Verdünnungs-

stufe 
ohne 

Dekontamination 
nach 

Dekontamination  

Ansatz  MBA MBA MGIT 

100 +++ +++ + 

10-1 +++ +++ + 

10-2 +++ +++ + 

10-3 +++ ++ + 

 

A 

10-4 ++ + + 

     

100 +++ +++ + 

10-1 +++ +++ + 

10-2 +++ +++ + 

10-3 +++ ++ + 

B 

10-4 ++ + + 
MBA: +++: dichter Rasen (konfluierendes Wachstum); ++: aufgelockerter Rasen; +: mehr als 

100 Einzelkolonien; (+): mehr als 50, weniger als 100 Einzelkolonien 
MGIT: +: Nachweis von Fluoreszenz unter der UV-Lampe 
 

 

In Tabelle 25 bis Tabelle 28 sind die Wachstumsergebnisse der zweiten 

Versuchsreihe für M. fortuitum und drei verschiedene MAP-Stämme dargestellt. 

In dieser Versuchsreihe wurde zum Vergleich auch die unbehandelte Bakterien-

suspension in MGIT inokuliert. Auch hier waren auf den mit vorbehandelter 

Suspension beimpften Nährböden die gleichen Wachstumsergebnisse oder 

maximal um eine Stufe geringeres Wachstum feststellbar als auf den Medien, 

welche mit unbehandelter Bakteriensuspension beimpft worden waren. Die 
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Flüssigmedien, die mit der dekontaminierten MAP-Suspension beimpft wurden, 

zeigten ebenso wie die mit nicht vorbehandelter MAP-Suspension beimpften 

Medien Fluoreszenz unter der UV-Lampe (365 nm), und zwar entweder am 

gleichen Tag oder wenige Tage später.  
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1600 bp 
 
 
 
500 bp 
 
 
100 bp 

Molekularbasiert konnte mit den Markern F57, ISMav2 und IS900 in allen 

Verdünnungsstufen der MAP-Suspensionen, sowohl ohne als auch nach 

Dekontamination, MAP nachgewiesen werden. In allen Flüssigmedien konnte 

direkt nach der Inokulation MAP-DNA detektiert werden. In Abbildung 5 und 

Abbildung 6 ist exemplarisch der molekularbiologische Erregernachweis in der 

MAP-Suspension ohne und nach Dekontamination bzw. in den mit der 

Suspension inokulierten Flüssigmedien dargestellt.  

In der MAP-spezifischen quantitativen Triplex Real Time-PCR konnte nach 

Fluoreszenz der Flüssigmedien zusätzlich DNA-Vermehrung beobachtet 

werden. 

 

                      M      1        2       3     4      5     6     7      8     9    M 

 

Abbildung 5: Exemplarische Darstellung des Nachweises von IS900 mit den 
Primern TJ 1/2 aus MAP-Suspensionen (DSMZ-Nr.: 44135) unterschiedlicher 
Konzentration ohne und nach Dekontamination mit N-Acetyl-L-Cystein-NaOH. 
(M): Marker; (1-3): ohne Dekontamination, Verdünnungsstufen „100“, „10-3“ und 
„10-4“; (4-6): nach Dekontamination, Verdünnungsstufen „100“, „10-3“ und „10-4“; 
(7): Positivkontrolle MAP 423; (8): Negativkontrolle M. scrofulaceum; (9): 
Leerwert 
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1600 bp 
 
 
500 bp 
 
 
 
100 bp 

                       M      1       2       3     4      5     6     7      8      9     M 

 

Abbildung 6: Exemplarische Darstellung des Nachweises von IS900 mit den 
Primern TJ 1/2 aus BBL Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT), beimpft 
mit MAP-Suspensionen (DSMZ-Nr.: 44135) unterschiedlicher Konzentration 
ohne und nach Dekontamination mit N-Acetyl-L-Cystein-NaOH. 
(M): Marker; (1-3): ohne Dekontamination, Verdünnungsstufen „100“, „10-3“ und 
„10-4“; (4-6): nach Dekontamination, Verdünnungsstufen „100“, „10-3“ und „10-4“; 
(7): Positivkontrolle MAP 423; (8): Negativkontrolle M. scrofulaceum; (9): 
Leerwert 
 

 

4.3 Mikrobiologische Ergebnisse bei humanen Darmbioptaten 

Bei 4 (12,5 %) von 32 Probanden fluoreszierte mindestens ein MGIT-Röhrchen 

unter der UV-Lampe (365 nm) und zeigte damit Sauerstoffverbrauch durch 

Wachstum an. Unter den positiven MGIT-Medien befanden sich Ansätze von 

einem MC- und zwei CU-Patienten sowie einem Kontrollprobanden. Mit der 

Ziehl-Neelsen-Färbung konnten bei drei (75 %) von vier kulturell positiven 

Probandenansätzen säurefeste Stäbchen identifiziert (Tabelle 40 und 

Anhangstabelle 1) und auf dem festen Herrold’s Egg Yolk-Medium subkultiviert 

werden. Bei den verbleibenden fluoreszierenden Ansätzen des vierten 

Probanden konnte in allen vier Darmabschnitten in der Ziehl-Neelsen-Färbung 
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blaue fädige Strukturen beobachtet werden. Nach Anzucht auf Rose-Bengal-

Agar konnten diese Mikroorganismen als Schimmelpilze identifiziert werden.  

Bei einem Kontrollprobanden konnte keine Fluoreszenz der MGIT beobachtet 

werden. Allerdings zeigte sich auf dem Festmedium Herrold’s Egg Yolk nach 

einer Bebrütungsdauer von neun Wochen Koloniewachstum. In der Ziehl-

Neelsen-Färbung wurde dieses Koloniematerial als säurefeste Stäbchen 

identifiziert (siehe Tabelle 40).  

 

4.4 Molekularbiologische Ergebnisse der mit humanen 

Darmbioptaten inokulierten BBL Mycobacteria Indicator Tubes 

(MGIT) 

Von insgesamt 240 MGIT-Ansätzen der 32 Probanden erwiesen sich 35 Proben 

(14,6 %) molekularbiologisch positiv. Wie in Tabelle 29 ersichtlich konnte mit 

dem Marker IS900 bei insgesamt 27 Ansätzen (11,3 %) und mit den Markern 

der Real Time-PCR (F57 und ISMav2) ebenfalls bei insgesamt 27 Ansätzen 

(11,3 %) MAP-DNA detektiert werden. Bei 17 (7,1 %) Proben waren die nested 

IS900-PCR und mindestens ein Marker der Real Time-PCR übereinstimmend 

positiv. Bei 10 (4,1 %) Proben kam die nested IS900-PCR zu einem positiven 

und die Real Time-PCR zu einem negativen Ergebnis. Und bei der gleichen 

Probenzahl kam die Real Time-PCR zu einem positiven, die nested IS900-PCR 

jedoch zu einem negativen Ergebnis. Die Nachweisraten sind somit 

gleichmäßig verteilt. Bei Anwendung des Symmetrietests nach McNemar für 

abhängige Stichproben ergibt sich eine Überschreitungswahrscheinlichkeit von 

p = 1,00. Es wurde ein statistisches Signifikanzniveau von α = 0,05 verwendet.  
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Tabelle 29: Darstellung molekularbiologischer Ergebnisse der BBL 
Mycobacteria Growth Indicator-Tubes (MGIT; n=240) mit der 
IS900-nested-PCR und der Triplex Real Time-PCR in einer 
zweidimensionalen Häufigkeitstabelle (Vierfeldertafel) 

 
    Real Time (F57 und ISMav2) 

  + -  

+ 17 (7,1 %) 

 

10 (4,2 %) 27 (11,3 %) 

IS900 

- 10 (4,2 %) 203 (84,6 %) 213 (88,8 %) 

  27 (11,3 %) 213 (88,8 %) 240 (100 %) 
 

 

In Tabelle 30 ist ersichtlich, dass bei 14 (5,8 %) Proben die nested IS900-PCR 

und der Marker F57 der Real Time-PCR übereinstimmend MAP-DNA 

detektierten. Bei jeweils 13 (5,4 %) Proben kamen die nested IS900-PCR und 

die Real Time-PCR mit dem Marker F57 zu unterschiedlichen Ergebnissen. Bei 

Anwendung des Symmetrietests nach McNemar für abhängige Stichproben 

ergibt sich auch hier aufgrund der gleichmäßigen Verteilung der Nachweisraten 

beider Marker eine Überschreitungswahrscheinlichkeit von p = 1,00.  
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Tabelle 30: Darstellung molekularbiologischer Ergebnisse der BBL 
Mycobacteria Growth Indicator-Tubes (MGIT; n=240) mit der 
IS900-nested-PCR und dem Marker F57 der Triplex Real Time-
PCR in einer zweidimensionalen Kontingenztabelle 

 
      F57 

  + -  

+ 14 (5,8 %) 
 

13 (5,4 %) 
 

27 (11,3 %) 
 IS900 

- 13 (5,4 %) 200 (83,3 %) 213 (88,8 %) 

  27 (11,3 %) 213 (88,8 %) 240 (100 %) 
 

 

Bei 12 (5,0 %) Proben detektierten die nested IS900-PCR und der Marker 

ISMav2 der Real Time-PCR übereinstimmend MAP-DNA. Bei 15 (5,4 %) 

Proben kam die nested IS900-PCR zu einem positiven und die Real Time-PCR 

mit dem Marker ISMav2 zu einem negativen Ergebnis. Bei 4 (1,7 %) Proben 

verhielt es umgekehrt (siehe Tabelle 31). Bei Anwendung des Symmetrietests 

nach McNemar für abhängige Stichproben ergibt sich eine Überschreitungs-

wahrscheinlichkeit von p = 0,02. Die Nachweisraten sind somit signifikant 

verschieden. Die Nachweisrate der nested PCR mit dem Marker IS900 ist 

höher.  
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Tabelle 31: Darstellung molekularbiologischer Ergebnisse der BBL 
Mycobacteria Growth Indicator-Tubes (MGIT; n=240) mit der 
IS900-nested-PCR und dem Marker ISMav2 der Triplex Real 
Time-PCR in einer zweidimensionalen Kontingenztafel 

 
      ISMav2 

  + -  

+ 12 (5,0 %) 

 

15 (6,3 %) 27 (11,3 %) 

IS900 

- 4 (1,7 %) 209 (87,1 %) 213 (88,8 %) 

  16 (6,7 %) 224 (93,3 %) 240 (100 %) 
 

 

Bei 11 (4,6 %) Proben detektierten beide Real Time-PCR-Marker überein-

stimmend MAP-DNA. Bei 16 (6,7 %) Proben wies der Marker F57 MAP-DNA 

nach, der Marker ISMav2 jedoch nicht. Und bei 5 (2,1 %) Proben detektierte der 

Marker ISMav2 MAP-DNA, wo der Marker F57 zu einem negativen Ergebnis 

kam (siehe Tabelle 32). Bei Anwendung des Symmetrietests nach McNemar für 

abhängige Stichproben ergibt sich hierbei eine Überschreitungs-

wahrscheinlichkeit von p = 0,03. Die Nachweisraten sind somit sigifikant 

verschieden. Die Nachweisrate des Markers F57 ist höher.  
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Tabelle 32: Darstellung molekularbiologischer Ergebnisse der BBL 
Mycobacteria Growth Indicator-Tubes (MGIT; n=240) mit den 
Markern ISMav2 und F57 der Triplex Real Time-PCR in einer 
zweidimensionalen Kontingenztabelle 

 
      ISMav2 

  + -  

+ 11 (4,6 %) 

 

16 (6,7 %) 27 (11,3 %) 

F57 

- 5 (2,1 %) 208 (86,7 %) 213 (88,8 %) 

  16 (6,7 %) 224 (93,3 %) 240 (100 %) 
 

 

Bei den vier MGIT-Flüssigmedien, die bereits mit dem Außenprimer TJ 1/2 der 

nested PCR positiv waren, waren auch der Innenprimer TJ 3/4 und die Marker 

F57 und ISMav2 positiv (siehe auch Anhangstabelle 2). 

 

Wie aus Tabelle 33 hervorgeht erwiesen sich von 12 Morbus Crohn-Patienten 

vier (33,3 %) molekularbiologisch als MAP-positiv. Zwei von acht (25,0 %) 

untersuchten CU-Patienten sowie neun von 12 (75,0 %) Kontrollprobanden 

erwiesen sich ebenfalls als positiv. Bei Anwendung des verallgemeinerten 

exakten Tests von Fisher ergibt sich hier eine Signifikanz von p=0,0586. Somit 

ist die Häufigkeitsverteilung positiver molekularbiologischer Ergebnisse der 

Probanden ohne Berücksichtigung von Störvariablen knapp nicht signifikant. 

Allerdings ist die höhere MAP-Nachweisrate für nCED auffällig. Aufgrund des 

nicht signifikanten Ergebnisses wurde auf einen Paarvergleich verzichtet.  
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Tabelle 33: Molekularbiologisch positive Proben unterschiedlicher Probanden 
nach Inkubation im Flüssigmedium BBL Mycobacteria Growth 
Indicator Tube 

 

 positive 
Probanden  

negative 
Probanden  Summe  

MC1) 4 (33,3 %) 8 (66,6 %) 12 (100 %) 

CU1) 2 (25,0 %) 6 (75,0 %) 8 (100 %) 

nCED3) 9 (75,0 %) 3 (25,0 %) 12 (100 %) 

Summe 15 (46,9 %) 17 (53,1 %) 32 (100 %) 
1) Morbus Crohn-Patienten, 2) Colitis ulcerosa-Patienten, 3) Kontrollprobanden 

 

 

Tabelle 34 enthält die Anzahl molekularbiologisch positiver Proben der drei 

Probandengruppen, aufgeschlüsselt für alle drei Marker. Dabei wird ersichtlich, 

dass die nested PCR mit dem Marker IS900 bei vier von 12 (33,3 %) MC-

Patienten, bei acht von 12 (66,6 %) Kontrollprobanden und bei einem von acht 

(12,5 %) CU-Patienten positiv ist. F57 erwies sich bei vier von 12 (33,3 %) MC- 

und 2 von acht (25,0 %) CU-Patienten sowie acht von 12 (66,6 %) 

Kontrollprobanden am häufigsten positiv. Der Marker ISMav2 detektierte drei 

von 12 (25,0 %) MC- und einen von acht (12,5 %) CU-Patienten sowie fünf von 

12 (41,7 %) Kontrollprobanden MAP-positiv.  
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Tabelle 34: Anzahl und relative Häufigkeit molekularbiologisch positiver Proben 
von Morbus Crohn (MC)- und Colitis ulcerosa (CU)-Patienten sowie 
Kontrollprobanden (nCED) bei der Untersuchung auf die Marker 
IS900, F57 und ISMav2  

 
 MC CU nCED 

IS900 4 (33,3 %) 1 (12,5 %) 8 (66,6 %) 

F57 4 (33,3 %) 2 (25,0 %) 8 (66,6 %) 

ISMav2 3 (25,0 %) 1 (12,5 %) 5 (41,7 %) 

Gesamtzahl der 

Probanden 
12 (100 %) 8 (100 %) 12 (100 %) 

 

 

Bei 10 von 32 (31,9 %) Probanden erwiesen sich der Marker IS900 und der 

Marker F57 positiv. Bei 4 (12,5 %) Probanden detektierte der Marker F57 MAP-

DNA, der Marker IS900 jedoch nicht. Und bei 3 (9,4 %) Probanden wurde 

mittels IS900-nested-PCR MAP nachgewiesen, mit dem Marker F57 der Real 

Time-PCR erwiesen sich diese Probanden jedoch MAP-negativ (siehe Tabelle 

35). Bei Anwendung des Symmetrietests nach McNemar für abhängige 

Stichproben ergibt sich auch hier aufgrund der gleichmäßigen Verteilung der 

Nachweisraten beider Marker eine Überschreitungswahrscheinlichkeit von p = 

1,00.  
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Tabelle 35: Darstellung molekularbiologischer Ergebnisse der Probanden mit 
der IS900-nested-PCR und dem Marker F57 der Triplex Real Time-
PCR in einer zweidimensionalen Kontingenztabelle 

 
         F57 

  + -  

IS900 

+ 10 (31,3 %) 

 

3 (9,4 %) 13 (40,6 %) 

 - 4 (12,5 %) 15 (46,9 %) 19 (59,4 %) 

  14 (43,8 %) 18 (56,3 %) 32 (100 %) 
 

 

Wie in Tabelle 36 ersichtlich, detektierten die Marker ISMav2 und IS900 bei 9 

(28,1 %) Probanden MAP-DNA. Bei 4 Probanden (12,5 %) kam der Marker 

IS900 zu einem positiven und der Marker ISMav2 zu einem negativen MAP-

Ergebnis. Und bei keiner Probe kam der Marker ISMav2 zu einem positiven 

Ergebnis, wo der Marker IS900 MAP-DNA nicht nachwies. Bei Anwendung des 

Symmetrietests nach McNemar für abhängige Stichproben ergibt sich hierbei 

eine Überschreitungswahrscheinlichkeit von p = 0,12. Der Unterschied der 

Nachweisraten ist somit nicht signifikant verschieden. 
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Tabelle 36: Darstellung molekularbiologischer Ergebnisse der Probanden mit 
den Markern IS900 und ISMav2 in einer zweidimensionalen 
Häufigkeitstabelle 

 
      ISMav2 

  + -  

+ 9 (28,1 %) 

 

4 (12,5 %) 13 (40,6 %) 

IS900 

- 0 (0,0 %) 19 (59,4 %) 19 (59,4 %) 

  9 (28,1 %) 23 (71,9 %) 32 (100 %) 
 

 

Mit den Markern F57 und ISMav2 der Real Time-PCR erwiesen sich 8 (25,0 %) 

Probanden übereinstimmend positiv. Bei 6 (18,8 %) Probanden war jedoch nur 

der Marker F57 und bei 1 (3,1 %) Proband nur der Marker ISMav2 positiv (siehe 

Tabelle 37). Bei Anwendung des Symmetrietests nach McNemar für abhängige 

Stichproben ergibt sich hierbei eine Überschreitungswahrscheinlichkeit von  

p = 0,12. Der Unterschied der Nachweisraten ist somit nicht signifikant unter-

schiedlich. 

 

Tabelle 37: Darstellung molekularbiologischer Ergebnisse der Probanden mit 
den Markern der RealTime-PCR F57 und ISMav2 in einer 
zweidimensionalen Häufigkeitstabelle 

 
ISMav2 

  + -  

+ 8 (25,0 %) 

 

6 (18,8 %) 14 (43,8 %) 

F57 

- 1 (3,1 %) 17 (53,1 %) 18 (56,3 %) 

  9 (28,1 %) 23 (71,9 %) 32 (100 %) 
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Unter den 12 Morbus Crohn-Patienten konnten molekularbiologisch das 

terminale Ileum und das Caecum bei jeweils drei und das Colon transversum 

und das Colon sigmoideum bei zwei Probanden positiv befundet werden. Unter 

den Colitis ulcerosa-Patienten konnten das terminale Ileum zweimal und das 

Caecum nur bei einem Patienten als MAP-positiv erachtet werden. Das 

terminale Ileum erwies sich bei 6, das Caecum bei zwei, das Colon transversum 

bei sechs und das Colon sigmoideum bei vier Kontrollprobanden molekular-

biologisch als positiv (siehe Tabelle 38 a bis d).  

 

Tabelle 38: Molekularbiologische MAP-Ergebnisse der einzelnen Darm-
abschnitte von Morbus Crohn (MC)- und Colitis ulcerosa (CU)-
Patienten sowie Kontrollprobanden (nCED) nach Inkubation im 
MGIT-Flüssigmedium 

 
a) Molekularbiologische Ergebnisse der Bioptate von MC- und CU-

Patienten sowie Kontrollprobanden aus dem Terminalen Ileum 
 
            PCR-Ergebnis 

 + -  

MC 3 (10,3 %) 7 (24,1 %) 10 (34,5 %) 

CU 2 (6,9 %) 5 (17,2 %) 7 (24,1 %) 

nCED 6 (20,7 %) 6 (20,7 %) 12 (41,4 %) 

 11 (36,7 %) 18 (62,1 %) 29 (100 %) 
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b) Molekularbiologische Ergebnisse der Bioptate von MC- und CU-Patienten 
sowie Kontrollprobanden aus dem Caecum 
 
            PCR-Ergebnis  

 + -  

MC 3 (10,7 %) 6 (21,4 %) 9 (32,1 %) 

CU 1 (3,6 %) 6 (21,4 %) 7 (25,0 %) 

nCED 2 (7,1 %) 10 (35,7 %) 12 (42,9 %) 

 6 (21,4 %) 22 (78,6 %) 28 (100 %) 
 

 

c) Molekularbiologische Ergebnisse der Bioptate von MC- und CU-Patienten 
sowie Kontrollprobanden aus dem Colon transversum 
 
            PCR-Ergebnis  

 + -  

MC 2 (6,7 %) 8 (26,7 %) 10 (33,3 %) 

CU 0 (0,0 %) 8 (26,7 %) 8 (26,7 %) 

nCED 6 (20,0 %) 6 (20,0 %) 12 (40,0 %) 

 8 (26,7 %) 22 (73,3 %) 30 (100 %) 
 

 

d) Molekularbiologische Ergebnisse der Bioptate von MC- und CU-Patienten 
sowie Kontrollprobanden aus dem Colon sigmoideum 
 

        PCR-Ergebnis  
 + -  

MC 2 (6,1 %) 11 (33,3 %) 13 (39,4 %) 

CU 0 (0,0 %) 8 (24,2 %) 8 (24,2 %) 

nCED 4 (12,2 %) 8 (24,2 %) 12 (36,4 %) 

 6 (18,2 %) 27 (81,8 %) 33 (100 %) 
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Die molekularbiologischen Ergebnisse der Probandengruppen wurden auf 

Ebene jeweils eines Darmabschnitts verglichen. Bei Anwendung des 

Symmetrietests nach McNemar für abhängige Stichproben ergibt sich für das 

Terminale Ileum eine Überschreitungswahrscheinlichkeit von p = 0,622, für das 

Caecum von p = 0,610 und für das Colon sigmoideum von p = 0,152. Die 

Häufigkeitsunterschiede molekularbiologischer Ergebnisse bei den 

untersuchten Gruppen sind somit im Bereich des Terminalen Ileums, des 

Caecums und des Colon sigmoideums nicht statistisch signifikant 

unterschiedlich. Auf der Ebene des Colon transversums ergab sich jedoch eine 

Überschreitungswahrscheinlichkeit von p = 0,048. Dieser Darmabschnitt ist bei 

den nCED-Probanden statistisch gesichert häufiger positiv.  

 

Vergleicht man die molekularbiologischen Ergebnisse der Erst- und Zweitprobe 

(Ansätze A und B) eines jeden Darmabschnitts, inkubiert in MGIT-

Flüssigmedium, so wird ersichtlich, dass die Ansätze A und B nur bei insgesamt 

4 Proben übereinstimmend MAP-positiv sind. Bei 16 Proben erwiesen sich nur 

die Ansätze A, bei 10 Proben nur die Ansätze B MAP-positiv (siehe Tabelle 39). 

Bei Anwendung des Symmetrietests nach McNemar für abhängige Stichproben 

ergibt sich eine Überschreitungswahrscheinlichkeit von p = 0,33. Die Verteilung 

positiver Ergebnisse unter den beiden Proben ist somit nicht signifikant 

unterschiedlich und kann auch zufällig derart verteilt sein.  
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Tabelle 39: Darstellung molekularbiologischer Ergebnisse der Erst- (A) und 
Zweitprobe (B) aller Darmabschnittsproben in einer zwei-
dimensionalen Kontingenztabelle 

 
   A 

  + -  

+ 4 

 

10 

 

14 

 B 

- 16 210 226 

  20 220 240 
 

 

Die detaillierten molekularbiologischen Einzelergebnisse positiver Probanden 

sind in Anhangstabelle 2 aufgelistet.  

 

Abbildung 7 zeigt exemplarisch die Amplifikationskurve der MAP-spezifischen 

Marker F57 und ISMav2 von einem humanen MAP-Isolat, inklusive Positiv- und 

Negativkontrolle.  
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Abbildung 7: Nachweis von F57 und ISMav2 bei einem humanen MAP-Isolat 
(Patient 7 III A, Koloniematerial) mit einer Real Time-PCR, inkl. Positiv- und 
Negativkontrolle sowie Leerwert. 
 

 

Die Abbildung 8 veranschaulicht beispielhaft die den Nachweis von IS900 mit 

dem Außenprimer TJ 1/2 mit der konventionellen nested PCR bei diversen 

Patienten. Es wird ersichtlich, dass bei Patient 7 bereits nach der Amplifikation 

des Außenprimers deutliche Banden auf gleicher Höhe wie die Positivkontrolle 

aufgetreten sind. 

 

treshold  

Positivkontrolle 

Patient 7 

Negativkontrolle 
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1600 bp 
 
 
 
500 bp 
 
100 bp 

M   2    3    4    5    6    7   8   9   10  11  12 13 14 15  16  17 18 19  M 

 

Abbildung 8: Exemplarische Darstellung des Nachweises von IS900 mit den 
Primern TJ 1/2 in einer konventionellen nested PCR bei verschiedenen 
Patienten. 
(M): Marker, (2-9): Patient 28, (10-11): Patient 7, (12-13): Patient 24, (14): M. 
smegmatis, (15): Negativkontrolle M. scrofulaceum, (16): Negativkontrolle M. 
celatum, (17): Positiv-/Positivaufbereitungskontrolle MAP 423, (18): Leerwert 
aus Mastermix, (19): Leerwert aus Mastermix, (M): Marker 
 

 

In Abbildung 9 wird der Nachweis von IS900 mit dem Innenprimer TJ 3/4 der 

konventionellen nested PCR bei diversen Patienten beispielhaft dargestellt. 

Auch hier sind bei Patient 7 Banden auf Höhe der Positivkontrolle zu 

beobachten.  
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M   2    3    4    5    6    7   8   9   10  11  12 13 14 15  16  17 18 19  M 

 

Abbildung 9: Exemplarische Darstellung des Nachweises von IS900 mit den 
Primern TJ 3/4 in einer konventionellen nested PCR bei verschiedenen 
Patienten.  
(M): Marker, (2-9): Patient 28, (10-11): Patient 7, (12-13): Patient 24, (14): 
Negativkontrolle M. smegmatis und M. scrofulaceum, (15): M. celatum, (16): 
Positiv-/Positivaufbereitungskontrolle MAP 423, (17): Leerwert aus TJ 1/2 I, 
(18): Leerwert aus TJ 1/2 II, (19): Leerwert aus Mastermix, (M): Marker 
 

 

 

Zum Test von Gruppen-, Alters- und Geschlechtseinfluss auf die molekular-

biologischen Ergebnisse wurde eine logistische Regressionsanalyse 

durchgeführt. Dabei konnte kein statistisch signifikanter Gruppen- und 

Geschlechtseinfluss (p = 0,166 bzw. p = 0,101) beobachtet werden. Der Alters-

einfluss war jedoch mit einem p-Wert von 0,033 statistisch signifikant. Bei 

einem positiven Regressionskoeffizient von 0,0068 und einem Odds Ratio 

(Chancenverhältnis) von 1,07 bedeutet das, dass die Häufigkeit des MAP-

Nachweises mit zunehmendem Alter zunimmt und die Chance pro Lebensjahr 

um den Faktor 1,07 steigt.  

 

1600 bp 
 
 
 
500 bp 
 
 
100 bp 
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4.5 Ergebnisse der Sequenzanalyse 

Das Kulturmaterial der isolierten Mykobakterien wurde durch Sequenzierung 

der Gene für die 16S-ribosomale RNS (Ribonukleinsäure) und der 16S-23S 

„intragenic spacer region“ (ITS) bestätigt. Die ermittelten DNA-Basensequenzen 

wurden mit den Informationen der Datenbanken „Basic Local Alignment Search 

Tool“ (BLAST [NCBI]) und „Ribosomal Differentiation of Medical 

Microorganisms“ (RIDOM [Ridom GmbH]) verglichen. Da die öffentliche 

Datenbank BLAST teilweise erheblich differierende Doppeleintragungen für 

Basensequenzen aufweisen kann, wurde außerdem die qualitätsorientierte 

Referenzdatenbank RIDOM, in die ausschließlich gut charakterisierte 

Stammsammlungsstämme aufgenommen werden, für die Alignierung genutzt. 

Die Datenbanken ermitteln die Subspezies, welche im Sequenzvergleich die 

größte Übereinstimmung mit dem zu bestimmenden Erreger aufweist.  

Aus dem Colon transversum eines Kontrollprobanden konnte M. avium ssp. 

paratuberculosis isoliert werden. Die Sequenzanalyse mit Hilfe beider 

Datenbanken ergab eine 100 %ige Übereinstimmung bei den 16S- und ITS-

Sequenzen zu MAP. Es wurden keine Mismatches beobachtet. In der 

Datenbank RIDOM wurde die Alignierung als „top-score-Ergebnis“ bewertet. 

Zusätzlich wurden die Markersequenzen IS900, F57 und ISMav2 mit den 

Referenzsequenzen der GenBank® des National Center of Biotechnology 

(Zugriffsnummern X70277, AE016958 und AF286339) verglichen.  

Bei einem Colitis ulcerosa-Patienten konnten mit Ausnahme des Caecums aus 

den Darmabschnitten säurefeste Stäbchen isoliert werden, die in der PCR-

Diagnostik nicht als M. avium ssp. paratuberculosis bestimmt werden konnten. 
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Im Sequenzvergleich erwiesen sich diese Isolate mit Hilfe der Datenbanken als 

M. avium ssp. avium. Bei einem weiteren Colitis ulcerosa-Patienten konnten im 

Colon transversum und im Colon sigmoideum säurefeste Stäbchen gefunden 

werden, die sich bei der Alignierung der Sequenzen ebenfalls als M. avium ssp. 

avium erwiesen. Auch bei einem Kontrollprobanden konnten vermehrungs-

fähige säurefeste Stäbchen aus den Bioptaten des Colon transversums isoliert 

werden, die sich nach der Sequenzierung im Sequenzvergleich nicht als M. 

avium ssp. paratuberculosis, sondern als M. avium ssp. avium erwiesen (siehe 

Tabelle 40). Bei allen 16S- und ITS-Sequenzen der mutmaßlichen M. avium 

ssp. avium-Isolate zeigten sich in jeweils beiden Datenbanken 100 %ige 

Übereinstimmungen mit M. avium ssp. avium. Der Vergleich der 16S-

Sequenzen ergab keine Mismatches. Im Vergleich der ITS-Sequenzen war bei 

jeder Sequenz ein Mismatch zu bemerken.  

.
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Tabelle 40: Aus humanen Darmbioptaten isolierte säurefeste Stäbchen 
inklusive Probandenzuordnung, Fluoreszenzzeitpunkt, Kolonie-
wachstum und Sequenzierungsergebnis 

 

Proband  Gruppe  Darm-
abschnitt 

Fluoreszenz-
zeitpunkt 

Kolonie-
wachstum 

nach  

Ergebnis 
Sequenz- 
analyse 

           
7 nCED Colon 

transversum 
- 9 Wochen M. avium ssp. 

paratuberculosis 
 

    
 

  

24 nCED Colon 
transversum 

7. Woche 10 Tagen M. avium ssp. 
avium 

 
    

 
  

30 CU Colon 
transversum1) 

10. Woche 7 Tagen M. avium ssp. 
avium 

 
  Colon 

transversum1) 
6. Woche 6 Tagen M. avium ssp. 

avium 
 

  Colon 
sigmoideum1) 

6. Woche 6 Tagen M. avium ssp. 
avium 

  Colon 
sigmoideum1) 

6. Woche 6 Tagen M. avium ssp. 
avium 

 
      

31 CU Terminales 
Ileum1) 

4. Woche 6 Tagen M. avium ssp. 
avium 

 
  Terminales 

Ileum1) 
3. Woche 6 Tagen M. avium ssp. 

avium 
 

  Colon 
transversum1) 

4. Woche 6 Tagen M. avium ssp. 
avium 

 
  Colon 

transversum1) 
6. Woche 6 Tagen M. avium ssp. 

avium 
 

  Colon 
simoideum1) 

2. Woche 6 Tagen M. avium ssp. 
avium 

 
  Colon 

simoideum1) 
 

6. Woche 
 

6 Tagen 
 

M. avium ssp. 
avium 

 
1) Doppelansatz  A & B  
MC: Morbus Crohn-Patient, CU: Colitis ulcerosa-Patient, nCED: Kontrollproband, 
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Von insgesamt 15 in der PCR positiven Probanden gelang die kulturelle 

Anreicherung von MAP in lediglich einem Fall. Dabei handelte es sich um eine 

Probe aus dem Colon transversum eines Kontrollprobanden. Bei zwei Colitis 

ulcerosa-Patienten und einem Kontrollprobanden konnte Mycobacterium avium 

ssp. avium kultiviert werden. Sämtliche dieser Proben erwiesen sich mit allen 

eingesetzten PCR-Systemen als negativ; dieses unterstreicht die Spezifität der 

molekularbasierten Nachweissysteme. Dass aus den Proben der 14 PCR-

positiven Probanden ein kultureller Nachweis nicht gelang, könnte auf nicht 

(mehr) vermehrungsfähige Erreger zurückzuführen sein. Dieses Problem ist 

bekannt, da MAP-Zellen dazu neigen, in die sog. Sphäroblastenform 

überzugehen, in der sie nicht bzw. erst nach erheblich verlängerter 

Resuszitationszeit in spezifischen Nährmedien möglicherweise anzuzüchten 

sind.  

In Tabelle 41 ist eine zusammengefasste Übersicht geno- und phänotypischer 

Ergebnisse alle Probanden abgebildet. Bei Anwendung des Symmetrietests 

nach McNemar für abhängige Stichproben ergibt sich eine Überschreitungs-

wahrscheinlichkeit von p = 0,013. Das bedeutet, dass die verwandten PCR-

Verfahren (IS900-nested-PCR und Triplex Real Time-PCR) statistisch 

signifikant empfindlicher sind als der kulturelle Nachweis von Mykobakterien im 

Flüssigmedium MGIT.  
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Tabelle 41: Zusammengefasste geno- und phänotypische Ergebnisse aller 
Probanden  

 
 PCR-positiv PCR-negativ Summe 

kulturell positiv 11) 32) 4 

kulturell negativ 14 14 28 

Summe 15 17 32 

1) Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis 2) Mycobacterium avium ssp. avium  

 

 

Detaillierte geno- und phänotypische Ergebnisse sind für alle Probanden in 

Anhangstabelle 1 aufgeführt.  

 

Alle Sequenzen wurden der GenBank® des National Center of Biotechnology 

Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) vorgelegt, in die Sammlung 

aufgenommen und haben Zugriffsnummern erhalten (siehe Tabelle 42).  
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Tabelle 42: Zugriffsnummern der Sequenzdaten von Patientenisolaten der 
GenBank®  des National Center of Biotechnology Information 

 

Patientenisolat Zugriffsnummer 

Patient 7, IS900 EF059898 

Patient 7, 16S EF059899 

Patient 7, 23S EF059900 

Patient 24, 23S  EF059901 

Patient 24, 16S EF059902 

Patient 30, 16S EF059903 

Patient 30, 23S EF059904 

Patient 31, 16S EF059905 

Patient 31, 23S EF059906 

 

 

4.6 Archivierung humaner Isolate und boviner Referenzstämme 

Die drei humanen M. avium ssp. avium-Isolate sowie das humane MAP-Isolat 

und die bovinen Referenzstämme (DSMZ-Nr. 44133, 44135, 46621 und ein 

Feldisolat) wurden mehrfach in Form von Gefrierkulturen, sog. Glyzerinstocks 

und als Lyophilisat archiviert. 

Zur Kontrolle wurden die Lyophilisate und die Gefrierkulturen einer jeden 

Charge ausgestrichen und ausnahmslos erfolgreich angezüchtet. Nach 

Abschluss der praktischen Dissertationsarbeit wurden alle Stämme erneut 

revitalisiert und zeigten sich hierbei ausnahmslos vermehrungsfähig und 

kontaminationsfrei. 
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5 DISKUSSION 

5.1 Medienvergleich 

Ein Ziel dieser Arbeit war es, ein Nährmedium für die Anreicherung von MAP zu 

finden, welches bei zuverlässiger Kultivierung preiswert und gleichzeitig einfach 

und möglichst zeitextensiv zu handhaben ist.  

In den eigenen Untersuchungen konnte auf dem HEY- Medium frühzeitigeres 

Wachstum detektiert werden als es von DAMATO und COLLINS (1990) 

angegeben wurde. Dort betrug die durchschnittliche Anwachsdauer 49 Tage bei 

einer Inkubation im Röhrchen sowie 43 Tage bei einer Anreicherung auf HEYM- 

Platten. WISZNIEWSKA et al. (2005) gelang der Nachweis bei Reinkulturen im 

Mittel nach 35 Tagen Inkubation – es wurden somit rund 14 Tage länger 

benötigt als in der eigenen Arbeit. Auf Middlebrook 7H10-Agar beobachteten 

DAMATO und COLLINS (1990) nach durchschnittlich 27 Tagen Wachstum auf 

dem Festmedium (Platte) sowie nach 28 Tagen auf Schrägröhrchen. Dieses 

Medium zeigte die größere Anwachsrate und eine geringere Kontaminations-

rate als HEYM. Da die Mykobakterien im Spatelverfahren ausgebracht werden 

können, ist eine Beurteilung und Auszählung von Einzelkolonien gut möglich. 

Bei der Handhabung von Middlebrook 7H10-Agarplatten in den eigenen 

Arbeiten fiel jedoch die regelmäßig notwendige Abdichtung mit Parafilm zur 

Vermeidung der Nährbodenaustrocknung als äußerst zeitaufwendig auf. Bei 

Nährmedien in Petrischalen ist mühelos eine mikroskopische Musterung 

durchführbar. Dies kann die Zeit bis zum Kolonienachweis erheblich verkürzen 

(DAMATO und COLLINS, 1990). So konnten SMITH et al. (2003) mit einer 

40fachen Vergrößerung nach 8 Tagen Kolonien nachweisen. Nahezu die 
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gleiche Anzahl Kolonien war nach 28 Tagen auch makroskopisch sichtbar. 

KONEMAN et al. (1992) beobachteten auf Middlebrook-Agar nach 27,9 Tagen 

und auf Löwenstein-Jensen-Schrägagar (LJ) nach 32,9 Tagen Kolonie-

wachstum aus klinischem Material. Gegenüber LJ konnten NIELSEN et al. 

(2004) auf HEYM deutlich schneller und zuverlässiger MAP-Wachstum 

feststellen. Auch WISZNIEWSKA et al. (2005) beobachteten MAP-Kolonien auf 

LJ später als auf HEYM, nämlich nach 6-9 Wochen Inkubation. Beim Vergleich 

der Produktivität der verschiedenen Nährmedien erwies sich LJ geringfügig 

besser als HEYM. Bei WISZNIEWSKA et al. (2005) ist die Wachstumsintensität 

nach 16 Wochen Inkubation auf dem HEY-Medium unwesentlich höher als auf 

LJ.  

Die beiden weiteren Medien des Vergleichs - der Stonebrink- und ENCLIT-

Nährboden - sind bislang in wissenschaftlichen Publikationen nicht 

berücksichtigt worden.   

Die Koloniemorphologie von MAP ist abhängig von der Herkunft des Stammes 

bzw. vom Stammtyp und vom Nährmedium. Neben den nicht-pigmentierten gibt 

es gelb und orange pigmentierte MAP. Pigmentierte Stämme wurden vorrangig 

bei Schafen isoliert. Sie sind schwer zu kultivieren. Die Färbung ist während 

des gesamten Koloniewachstums sichtbar. Sie wird nicht durch eine 

Tierpassage verändert und ist genetisch bedingt (STEVENSON et al., 2002). 

Kolonien humaner Isolate sind häufig sehr klein und mit bloßem Auge kaum 

sichtbar (BULL, T., 2008; persönliche Mitteilung). Auf mykobaktinhaltigen 

Eigelbmedien wächst MAP klein, glatt, feucht und konvex. Auf eigelbfreien 

Festmedien wie Middlebrook-7H11 erscheinen MAP-Kolonien rau und 
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durchscheinend. Die Koloniemorphologie von Mykobakterien ist auch vom 

Koloniealter abhängig und kann im Laufe des Wachstums variieren (SMITH et 

al., 2003). Wenn die Kolonien älter werden und das Medium trockener wird, 

können die Kolonien ein „krümeliges“ Erscheinungsbild annehmen oder es 

bildet sich ein Hohlraum zwischen Koloniezentrum und Agaroberfläche 

(MERKAL und CURRAN, 1974; HERMON-TAYLOR und EL-ZAATARI, 2004).  

Die Standardabweichung des Paratuberkulose-Nährbodens (ENCLIT) ist mit 

10,9 und 1,6 Tagen für MAP sehr unterschiedlich, was durch die schlechte 

Sichtbarkeit der Kolonien auf der Nährbodenoberfläche begründet sein kann. 

Aufgrund der weichen Konsistenz des ENCLIT- und Stonebrink-Nährbodens 

konnten Kolonien nur schlecht von der Oberfläche isoliert werden.  

Vergleicht man die Nachweiszeiten für die beiden eingesetzten MAP-Stämme 

miteinander, so zeigen sich Unterschiede, die sich beim gleichen Medium sogar 

auf bis zu annähernd sieben Tage belaufen können. Auch die Ergebnisse eines 

früheren Versuchsansatzes mit 33 verschiedenen bovinen MAP-Stämmen 

zeigen diese Differenz (FÜLLGRABE et al., 2005). Unterschiedliche 

Nachweiszeiten boviner Stämme auf dem gleichen Medium wurden auch bei 

DE JUAN et al. (2006a) beobachtet. Ob ein MAP-Stamm anzuzüchten ist, wird 

entscheidend durch die Wahl des Nährmediums beeinflusst (CERNICCHIARO 

et al., 2008). Innerhalb der MAP-Gruppe können je nach Wachstums-

geschwindigkeit verschiedene Phänotypen auftreten, die langsam wachsenden 

(12 Wochen) ovinen und die schneller wachsenden bovinen Isolate (6-12 

Wochen) (BAUERFEIND et al., 1996). Nach DE JUAN et al. (2005a und 2006a) 

ist diese Einteilung jedoch nicht grundsätzlich von den Tierarten abhängig, von 



 146                                                                     Diskussion 

denen das Isolat gewonnen wurde. Extrem langsam wachsende Stämme 

können demnach auch von Rindern und Ziegen isoliert werden. Häufig 

subkultivierte Laborstämme wachsen i. d. R. schneller als frisch gewonnene 

Feldisolate (PARRISH et al., 2004) und das im HEYM enthaltene 

Natriumpyruvat kann das Wachstum oviner Stämme hemmen und das der 

bovinen fördern (JUSTE et al., 1991). Stammspezifisch können daraus 

Unterschiede in der Zeit bis zur makroskopischen Erkennung von MAP-

Kolonien resultieren.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass alle fünf eingesetzten Nährmedien 

für die Kultivierung von MAP geeignet sind. Wegen der kürzesten Nachweis-

dauer eignet sich das Herrold’s Egg Yolk Medium für einen kulturellen 

Direktnachweis am besten. Für Subkulturen ist der preisgünstige 

Paratuberkulose-Nährboden (ENCLIT) geeignet. Zur Beurteilung von Einzel-

kolonien, beispielsweise zur Kontrolle einer Kontamination, ist der Einsatz des 

Middlebrook 7H10-Agars zu empfehlen.  

 

5.2 Validierung der Dekontaminationswirkung von N-Acetyl-L-

Cystein-NaOH auf Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis 

Zwei Faktoren beeinflussen den Erfolg eines Dekontaminationsverfahrens: die 

Fähigkeit des Agens, Begleitkeime zu reduzieren oder zu hemmen sowie der 

Effekt auf die Vermehrungsfähigkeit des Zielorganismus selber. 

Dekontaminationsverfahren können das Wachstum von MAP negativ beein-

flussen (REDDACLIFF et al., 2003; GRANT und ROWE, 2004). Und eine 

falsche Kombination von Dekontaminationsverfahren und Medium kann 
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Wachstum entgegenwirken (SMITHWICK et al., 1975). Bisher existieren keine 

wissenschaftlichen Publikationen über die Wirkung von N-Acetyl-L-Cystein 

(NALC)-NaOH explizit auf MAP; daher wurde das Dekontaminationsverfahren 

im Vorfeld der eigenen Untersuchungen validiert. NALC wurde bereits zur 

Dekontamination humaner Darmbioptate eingesetzt (BULL et al., 2003; 

SCHWARTZ et al., 2000) und ist nach DIN 58943-3 zur Dekontamination 

humaner Gewebeproben für die Isolation von Tuberkuloseerregern 

vorgeschrieben. Neben NALC wurde Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC) 

(GRAHAM et al., 1987; COLLINS et al., 2000), Benzalkoniumchlorid (CHIODINI 

et al., 1986; CHIODINI et al., 1984) und Natriumhydroxid (SECHI et al., 2005) 

zur Dekontamination humaner Darmbioptate für den MAP-Nachweis eingesetzt. 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine wachstumshemmende Wirkung 

der NALC-NaOH-Methode auf Mykobakterien spezies- und stammabhängig ist 

und für Mycobacterium avium ssp. avium weniger stark ausgeprägt ist als für 

Mycobacterium tuberculosis (THORNTON et al, 1998). YAJKO et al. (1993) 

empfehlen für den Nachweis von Erregern des Mycobacterium avium-

Komplexes aus Stuhlproben die NALC-NaOH-Dekontaminationsmethode.  

In der eigenen Arbeit konnte teilweise sowohl eine leichte Verzögerung des 

Bakterienwachstums von einem bis max. 14 Tagen im Flüssigmedium, als auch 

eine nach DIN 58943-3 tolerierbare Wachstumsreduzierung (maximal eine 

semiquantitative Kathegorisierungsstufe weniger) nach Dekontamination 

beobachtet werden. Eine Verringerung der nachweisbaren Koloniebildende 

Einheiten und ein langsameres Wachstum von Mykobakterien infolge des 

Dekontaminierungsverfahrens wurde auch in anderen Publikationen 



 148                                                                     Diskussion 

beschrieben (GRANT et al., 2003; REDDACLIFF et al., 2003; YEBOAH-MANU 

et al., 2004). Insgesamt beeinflusst das NALC-Verfahren eine MAP-Isolierung 

nur sehr geringfügig und in unvermeidbarem Maße und kann als zur 

Dekontamination humaner Bioptate geeignet angesehen werden.  

 
 

5.3 Kultureller und molekularbiologischer Nachweis von MAP aus 

Darmschleimhaut von Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-

Patienten sowie Kontrollprobanden 

5.3.1 Methodische Aspekte 

Die Einstufung der Probanden in die drei Gruppen „Morbus Crohn“, „Colitis 

ulcerosa“ und „nicht chronisch-entzündliche Darmerkrankung“ wurde von auf 

chronisch-entzündliche Darmerkrankungen spezialisierten Gastroenterologen 

durchgeführt. Neben bereits vorliegenden Untersuchungsergebnissen und 

Diagnosen wurde die Gesamtheit der Resultate aus vergangenen und aktuellen 

Untersuchungen des Universitätsklinikums herangezogen. Allerdings weisen 

CU und MC zahlreiche Ähnlichkeiten mit anderen Erkrankungen auf. Bei Fehlen 

pathognomonischer Befunde muss für die Diagnose die Kombination von 

klinischen, histopathologischen, röntgenologischen und Laborbefunden sowie 

das Ansprechen auf Therapieversuche herangezogen werden (FRIEDMANN 

und BLUMBERG, 2005). Außerdem können MC und CU zeitgleich bei einem 

Patienten auftreten und nacheinander diagnostiziert werden (CHEN et al., 

2002). Divertikulitiden anderer Genese können leicht mit einer chronisch-
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entzündlichen Darmerkrankung verwechselt werden (GLEDHILL und DIXON, 

1998; PEPPERCORN, 2004).  

MAP konnte bereits aus dem Blut (NASER et al., 2004; ELGUEZABAL et al., 

2005), der Muttermilch (NASER et al., 2000), dem Stuhl (DEL PRETE, 1998; 

SINGH et al., 2005) und zahlreichen Proben eines HIV-Patienten (RICHTER et 

al., 2002) detektiert werden. Die meisten Studien beschäftigen sich jedoch mit 

dem Nachweis aus humanem Darmgewebe. Obwohl laut SCHWARTZ et al. 

(2000) die Wahrscheinlichkeit, MAP aus dem Darm nachzuweisen bei 

reseziertem Gewebe größer ist als bei Schleimhautbioptaten, wurden in einer 

Reihe von neueren Veröffentlichungen Bioptate aus der Darmschleimhaut von 

MC- und CU-Patienten sowie Kontrollprobanden mit dem Ergebnis eines 

positiven MAP-Nachweises untersucht (BULL et al., 2003; ELLINGSON et al., 

2003; SECHI et al., 2005; TADDEI et al., 2005a). Die vergleichende 

Untersuchung von Bioptaten aus verschiedenen Darmabschnitten ein und 

desselben Patienten wurde bisher nur selten durchgeführt (BERNSTEIN et al., 

2003; BULL et al., 2003; AUTSCHBACH et al., 2005). Die eigenen 

Untersuchungen sind bislang die einzigen, in der vier verschiedenen 

Darmabschnitte getrennt voneinander untersucht wurden.  

In dieser Arbeit wurden erstmalig die drei molekularbiologischen Marker IS900, 

ISMav2 und F57 in Verbindung mit der kulturellen Anzucht für den MAP-

Nachweis in humanen Darmbioptaten eingesetzt. Zusätzlich ist dies die bisher 

einzige deutsche Fall-Kontroll-Studie, die drei verschiedene diagnostische 

Verfahren - Ziehl-Neelsen-Färbung, Kultur und molekularbiologischer Nachweis 

- kombiniert. Eine gleichzeitige kulturelle und molekularbiologische 
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Untersuchung von Bioptaten aus einem Darmbereich (BULL et al., 2003; 

SECHI et al., 2005) lässt aufgrund des genotypischen Verfahrens zwar 

sofortige Ergebnisse bezüglich der Zielfrequenz erwarten, erlaubt jedoch keine 

Aussage über die Vermehrungsfähigkeit des molekularbiologisch detektierten 

Erregers. Eine Anreicherung des Zielkeims vor der eigentlichen molekular-

biologischen Untersuchung bietet den Vorteil, dass Bakterien, deren 

Ausgangskonzentration unter der Nachweisgrenze des gewählten PCR-

Verfahrens liegt, nach Vermehrung detektiert werden können. Aus diesem 

Grunde wurden in der vorliegenden Arbeit die molekularbasierten 

Untersuchungen aus den mit dem gesamten gewonnenen Darmgewebe eines 

Darmabschnitts inokulierten Flüssigmedien nach Anreicherung durchgeführt.  

Bei MAP handelt es sich um einen schwer zu isolierenden und zu 

passagierenden Erreger. Er kommt offensichtlich in nur geringen 

Konzentrationen in humanem Gewebe vor (CHIODINI et al., 1986). Aufgrund 

der langen Wachstumsdauer kann er leicht von schneller wachsenden 

Mikroorganismen verdrängt werden. Für den Eisenstoffwechsel ist er auf die 

externe Zufuhr von Mycobactin angewiesen und kann sich auf einem Medium 

ohne dieses Supplement nicht vermehren (FRANCIS, 1953; MERKAL et al., 

1964). Die Zugabe von Eigelb zum Flüssigmedium wurde zwar in manchen 

Publikationen beschrieben, ein förderlicher Effekt auf das MAP-Wachstum wird 

jedoch kontrovers diskutiert (COLLINS et al., 2000; FYOCK et al., 2005) und 

wirkt sich verzögernd auf den quantitativen Real Time-PCR-Nachweis aus 

(SWEENEY et al., 2006). STITT et al. (1996) beobachteten Ausflockungen 

aufgrund des Eigelbzusatzes und Interferenzen mit dem Sauerstoffsensor am 
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Boden des MGIT-Röhrchens. In Flüssigmedien wächst MAP in 

charakteristischer Klumpenform (HERMON-TAYLOR und EL-ZAATARI, 2004). 

Daher ist als weiterer Hinweis auf das Wachstum von MAP eine inhomogene 

Trübung oder die Ausbildung kleiner „Körner“ oder Flocken im Kulturmedium zu 

werten. MAP ist bekannt für seine Eigenschaft, während des Wachstums Zell-

klumpen zu bilden. Die Zeit bis zum Nachweis hängt von der Zelldichte im 

Inokulum ab, erhöhte Konzentrationen erniedrigen die Nachweiszeit 

proportional (FYOCK et al., 2005). Laut GRANT et al. (2003) weist MGIT eine 

Nachweisgrenze von 101 MAP/ml Inokulum auf. Wöchentliches Schütteln 

fördert das Wachstum in Flüssigmedien (VAN MAANEN, 2005). 

Eine Beeinträchtigung von MAP sollte durch Validierung des Dekontaminations-

verfahrens weitestgehend ausgeschlossen werden. Subletal geschädigte 

Organismen benötigen eine verlängerte Inkubation, um im Nährmedium zu 

wachsen. Eine Inkubationszeit von einem Jahr erwies sich bei 

hitzegeschädigten Keimen aus Milch (HAMMER et al., 2000) sowie bei 

humanen Isolaten aus Darmbioptaten (BULL, T., 2005; persönliche Mitteilung) 

als erforderlich. Manche MAP-Stämme lassen sich jedoch überhaupt nicht 

kultivieren (HERMON-TAYLOR und EL-ZAATARI, 2004). Zellwanddefekte 

Formen, sog. Sphäroblasten, sind ebenfalls extrem zeitaufwendig zu kultivieren 

und lassen sich zudem mit der traditionellen ZN-Färbung nicht anfärben 

(MARKESICH et al., 1988). Diese Zellformen wurden bereits mehrfach im 

menschlichen Darm nachgewiesen und wurden ursächlich mit MC in 

Verbindung gebracht (BURNHAM und LENNARD-JONES, 1978; CHIODINI et 

al., 1986; GRAHAM et al., 1987; GITNICK et al., 1989; MOSS et al., 1992; 
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WALL et al., 1993; SECHI et al., 2001). In einigen aktuellen Arbeiten hat sich 

das Flüssigmedium MGIT zum MAP-Nachweis aus humanen Darmproben als 

geeignet erwiesen (SCHWARTZ et al., 2000; BULL et al., 2003; SECHI et al., 

2005). Es wurden unterschiedliche Inkubationszeiten gewählt: im Mittel 10 

Wochen (SECHI et al., 2005), 1 Jahr (SCHWARTZ et al., 2000) oder sogar 88 

Wochen (BULL et al., 2003). COLLINS et al. (2000) weiteten die Inkubationszeit 

sogar auf drei Jahre aus. In der vorliegenden Arbeit wurden die humanen 

Darmbioptate, im Anschluss an die planmäßige Untersuchung nach 12 

Wochen, mindestens neun und längstens 24 Monate im Flüssigmedium MGIT 

weiter inkubiert, bevor sie einer abschließenden molekularbiologischen 

Untersuchung unterzogen wurden. Über diese Arbeit hinaus werden die Proben 

jedoch weiter inkubiert und sollen nach einer Bebrütungsdauer von 

voraussichtlich zwei bzw. drei Jahren erneut untersucht werden.  

Das Insertionselement IS900 galt lange Zeit als „golden standard“ für die 

molekularbasierte Detektion von MAP. Die meisten wissenschaftlichen Arbeiten 

gehen auf die Verwendung von sechs verschiedenen Primerpaaren zurück. Es 

handelt sich im Einzelnen um AV1/AV2 (BERNSTEIN et al., 2003; NASER et 

al., 2004; AUTSCHBACH et al., 2005; ROMERO et al., 2005), p90/p91 (MOSS 

et al., 1992; SANDERSON et al., 1992; DUMONCEAU et al., 1996; RIGGIO et 

al., 1997; CHIBA et al., 1998; HERMON-TAYLOR et al., 1998; KANAZAWA et 

al., 1999; BERNSTEIN et al., 2003; NASER et al., 2004; ROMERO et al., 2005; 

GIBSON et al., 2006), IS900-1/IS900-2 (WALL et al., 1993; RICHTER et al., 

2002), IS900/150C/IS900/921 (DUMONCEAU et al., 1996; CHIBA et al., 1998; 

DEL PRETE et al., 1998; KANAZAWA et al., 1999), p89/p92 (SECHI et al., 
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2005), L1/L2 (AUTSCHBACH et al., 2005). Einige Autoren (COUSINS et al., 

1999; BÖLSKE et al., 2002; ENGLUND et al., 2002; TADDEI et al., 2005b) 

beschreiben allerdings Kreuzreaktionen mit IS900like-Elementen. Daher 

erscheint dieser Marker für den spezifischen MAP-Nachweis weniger geeignet. 

BULL et al. (2003) haben jedoch ein konventionelles nested PCR-Verfahren mit 

den Primern TJ 1-4 vorgestellt, welches kein anderes Element der IS900-

Familie detektiert und somit vollkommen spezifisch für MAP sein sollte.  

Konventionelle PCR-Verfahren sind in der Lage, weniger als 100 Kopien DNA-

Matrix pro Reaktion zu detektieren; darüber hinaus sind nested PCR-Verfahren 

zum DNA-Nachweis in Proben mit geschädigtem genetischen Material oder in 

Anwesenheit von Inhibitoren geeignet, wie beispielsweise bei archäologischem 

Material (FLETCHER et al., 2003; HUGGETT et al., 2004). Sie können eine 

einzige Kopie der Zielsequenz detektieren und somit fälschlicherweise auch 

Umweltkontaminationen darstellen. Die Real Time-PCR-Technologie liefert als 

methodische Weiterentwicklung der konventionellen PCR neben der Detektion 

im geschlossenen System auch den Vorteil einer gesteigerten Sensitivität (mit 

Ausnahme der nested PCR, BUSTIN et al., 2005). Sie ist 100- bis 1000fach 

sensitiver als ein konventionelles Verfahren. Die Nachweisgrenze eines 

Amplifikates im Agarosegel liegt bei zwei bis vier ng, während der Real Time-

PCR Nachweisgrenzen von zwei bis 20 pg attestiert werden (BUSTIN, 2000; 

MACKAY, 2004). In einigen Arbeiten wird die Entwicklung von IS900-gestützten 

Real Time-PCR-Verfahren beschrieben. Die dargestellten Methoden sind 

schlicht und kombinieren bereits in der konventionellen PCR verwendete Oligo-

nukleotide (KIM et al., 2002) mit dem Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen® 
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(O’MAHONY et al., 2002). Somit verfügen auch sie nicht über die erforderliche 

Spezifität, noch genügen sie den europäischen Anforderungen an eine 

qualitätsgesicherte Diagnostik, wie sie etwa im CEN-Diskussionspapier 

CEN/TC 275/WG6TAG 3 N 0103 dargestellt wird. Mit den Zielstrukturen 

ISMav2 (STROMMENGER et al., 2001) und F57 (POUPART et al., 1993) 

stehen zwei spezifische Zielstrukturen zur Verfügung. Anhand dieser Referenz-

sequenzen wurden für das Real Time PCR-Verfahren nach 

SCHÖNENBRÜCHER et al. (2008) Oligonukleotidprimer und TaqMan®-

Fluoreszenzsonden abgeleitet. Zur diagnostischen Qualitätssicherung wurde 

eine interne Amplifikationskontrolle etabliert und mit dem Nachweis von F57 

und ISMav2 zu einem Triplexverfahren kombiniert. Eine hohe Spezifität konnte 

mit 205 Referenzstämmen, darunter 105 MAP-Stämme bovinen, ovinen und 

humanen Ursprungs und 100 nicht-MAP-Stämmen, gesichert werden. Die 

Sensitivität des Verfahrens entspricht mit 1 pg DNS pro Ansatz der Nachweis-

grenze des im Vergleich eingesetzten konventionellen nested PCR-Verfahrens 

nach BULL et al. (2003). Durch die Amplifikation im geschlossenen System ist 

jedoch das Kontaminationsrisiko geringer als bei einer konventionellen 

Methode. Bislang existieren jedoch nur sehr wenige Arbeiten über Real Time 

PCR-Verfahren zum MAP-Nachweis in humanem Gewebe (FUJITA et al., 2002; 

SECHI et al., 2005). Dies ist die erste deutsche Veröffentlichung über ein Real 

Time PCR-Verfahren zur Untersuchung von humanen Darmbioptaten auf MAP 

und die erste Veröffentlichung überhaupt, die eine interne 

Amplifikationskontrolle zur Untersuchung humaner Darmbioptate auf MAP 

einsetzt.  
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5.3.2 Vorkommen von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis im 

Darmgewebe von Morbus Crohn- und Colitis ulcerosa-Patienten 

sowie Kontrollprobanden 

In den eigenen Untersuchungen erwiesen sich vier von 12 (33,3 %) MC- und 

zwei von acht (25,0 %) CU-Patienten sowie neun von 12 (75,0 %) 

Kontrollprobanden molekularbiologisch MAP-positiv. Das Vorkommen von MAP 

bei Kontrollprobanden mit Erkrankungen des Magen-Darm-Trakts konnte auch 

in anderen Studien beobachtet werden (MOSS et al., 1992; SANDERSON et 

al., 1992; DELL’ISOLA et al., 1994; LISBY et al., 1994; DEL PRETE et al., 

1998; SCHWARTZ et al., 2000; BULL et al., 2003; AUTSCHBACH et al., 2005; 

SECHI et al., 2005). Es gibt Untersuchungen, in die nur MC-Patienten 

einbezogen wurden, und MAP nicht detektiert werden konnte (AL-SHAMALI et 

al., 1997; CHIBA et al., 1998; CELLIER et al., 1998; BAKSH, et al., 2004; TZEN 

et al., 2006). In einigen Studien konnte MAP weder bei MC- und CU-Patienten 

noch bei Kontrollprobanden nachgewiesen werden (DUMONCEAU et al., 1996; 

FRANK et al., 1996; RIGGIO et al., 1997; KANAZAWA et al., 1999; FUJITA et 

al., 2002; ELLINGSON et al., 2003; TADDEI et al., 2005a; LOZANO-LEON et 

al., 2006) und in manchen Arbeiten wurde der Erreger häufiger bei 

Kontrollprobanden als bei MC-Patienten festgestellt (ROWBOTHAM et al., 

1995; BERNSTEIN et al., 2003; ELGUEZABAL et al., 2005). Diese 

uneinheitlichen Ergebnisse können durch methodische Differenzen im 

Studiendesign und der Nachweisverfahren provoziert worden sein: Für eine 

sensitive Nachweisführung ist die Probenaufbereitung von wesentlicher 

Bedeutung (MALORNY und HOORFAR, 2005). Um maximale DNA-Ausbeute 
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zu sichern, ist der Aufschluss der robusten MAP-Zellwand wesentlich. Daher ist 

ein optimaler mechanischer Disruptionsschritt bei einem Direktnachweis 

unbedingter Bestandteil des Extraktionsverfahrens (ODUMERU et al., 2001; 

BULL et al., 2003). Außerdem ist zu bedenken, dass MAP zwar intrazellulär, 

jedoch außerhalb des Zellkerns anzutreffen ist. Mit manchen kommerziellen 

DNA-Extraktionskits werden jedoch alle nicht-nuklearen Organellen entfernt. 

Dies kann zu falsch-negativen Ergebnissen führen (GREENSTEIN, 2003). Ein 

zusätzlicher Nachteil eines PCR-Direktnachweises sind die aus der 

Paratuberkulose-Diagnostik bekannten Inhibitoren, die ebenfalls zu falsch-

negativen Ergebnissen führen können. Die Gewebeaufbereitung sollte aus 

frischen Proben erfolgen (BULL et al., 2003). Unabhängig von technischen 

Gegebenheiten kann die möglicherweise heterogene Verteilung des Bakteriums 

im Darmgewebe von Bedeutung für den Nachweis sein. Durch das schubweise 

Auftreten des Morbus Crohn wäre die Krankheitsaktivität zum Zeitpunkt der 

Probenahme vermutlich mitentscheidend wenn Mikroorganismen im 

Pathogenesegeschehen eine Rolle spielen. Überdies kann die Lokalisation der 

Probenahme das Ergebnis erheblich beeinflussen. Höhere MAP-

Konzentrationen können sich in und um den Entzündungsherd als primäre 

Ursache der Entzündung oder durch passiven Transport mittels infiltrierender 

Entzündungszellen befinden. BULL et al. (2003) propagieren die Probenahme 

aus dem das Entzündungszentrum umgebenden Gewebe. Diese Empfehlung 

wurde in der eigenen Arbeit beachtet und umgesetzt. In granulomatösem 

Gewebe ist die Nachweiswahrscheinlichkeit von MAP nach FIDLER et al. 

(1994) deutlich höher. Andererseits ist bei starkem Entzündungsgeschehen, 
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welches zur Ulzeration führt, auch eine Ausscheidung von Zellen einschließlich 

Mykobakterien in das Darmlumen denkbar. Dies würde die Nachweisbarkeit 

reduzieren. Auch das Alter der Patienten kann die Resultate beeinflussen. 

Positive kulturelle Ergebnisse können eher bei jungen MC-Patienten erlangt 

werden (CHIODINI et al., 1984b und 1984c). Das Altersspektrum in den 

eigenen Untersuchungen lag zwischen 17 und 76 Jahren und die Häufigkeit des 

molekularbiologischen MAP-Nachweises stieg mit zunehmendem Alter 

signifikant an. 

Zudem sind unterschiedliche Konzentrationen des Erregers – nach zeitlichem 

Abstand der Exposition, Quelle und Übertragungsweg – denkbar. Je nach 

Sensitivität des angewandten Verfahrens kann es so ebenfalls zu 

abweichenden Ergebnissen kommen. Die divergierende Exposition bei 

gleichzeitig unterschiedlicher genetisch bedingter Empfänglichkeit (SCHMID et 

al., 2004) der Probanden gegenüber MAP kann ebenso zur Beeinflussung der 

Ergebnisse führen, wie eine vorangegangene antimikrobielle oder immun-

suppressive Medikation, insbesondere der chronisch-entzündlich erkrankten 

Darmpatienten.  

Das Vorkommen von MAP bei allen untersuchten Probandengruppen der 

eigenen Untersuchungen spiegelt sicherlich auch die bekanntermaßen weite 

Verbreitung von Mykobakterien in der Umwelt wider (GAY und SHERMAN, 

1992) und deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeiten (MOSS et al., 1992; 

SANDERSON et al., 1992; DELL’ISOLA et al., 1994; DEL PRETE et al., 1998; 

SCHWARTZ et al., 2000; BULL et al., 2003; AUTSCHBACH et al., 2005; 

SECHI et al., 2005). Wie häufig Menschen mit MAP infiziert sind, verdeutlicht 
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auch eine spanische Studie: MAP konnte molekularbiologisch bei 41 % der 

Patienten mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED) und sogar bei 

42,5 % der gesunden Personen im Blut nachgewiesen werden (ELGUEZABAL 

et al., 2005).  

Eine Assoziation zwischen dem MAP-DNA-Nachweis und der klinischen 

Erkrankung Morbus Crohn scheint nicht durch einen simplen Vergleich der 

Nachweishäufigkeit darstellbar zu sein. Wendet man das Pathogenesemodell 

der Paratuberkulose auf die Humanerkrankung an, so repräsentieren klinische 

Fälle nur einen geringen Teil der tatsächlich infizierten Population 

(ELGUEZABAL et al., 2005). Und diese sind höchstwahrscheinlich zumeist 

bereits mit Antibiotika vorbehandelt, so dass die Nachweiswahrscheinlichkeit 

bei dieser Personengruppe eventuell sogar geringer sein dürfte.  

Ein gegenüber CED-Patienten gehäuftes MAP-Vorkommen bei Kontroll-

probanden wurde nicht nur in der eigenen Arbeit festgestellt. Bei BERNSTEIN 

et al. (2003) waren sechs von 19 (31,6 %) Kontrollprobanden molekular-

biologisch MAP-positiv, wohingegen bei nur einem von 28 (3,6 %) CU-Patienten 

MAP nachgewiesen werden konnte. Alle 24 MC-Patienten waren MAP-negativ. 

Bei 49 CU- und 68 MC-Patienten konnten ROWBOTHAM et al. (1995) keine 

MAP nachweisen. Allerdings gelang der MAP-Nachweis bei einem von 26  

(3,9 %) Kontrollprobanden. 

 

In den eigenen Untersuchungen konnte bei 14 von 15 (93,3 %) 

molekularbiologisch positiven Proben bisher kein MAP-Wachstum auf 

Kulturmedien festgestellt werden. Die eigenen Ergebnisse gehen konform mit 
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denjenigen anderer Arbeitsgruppen (DEL PRETE et al., 1998; COLLINS et al., 

2000; ALAM et al., 2002; HRUSKA et al., 2005; PICKUP et al., 2005a; SECHI 

et al., 2005; STEPHAN et al., 2006). Nicht zwangsläufig sind hier nicht mehr 

lebensfähige Bakterien nachgewiesen worden, möglich ist auch der Nachweis 

einer extrem schwer kultivierbaren, zellwanddefekten Form von MAP, sog. 

Sphäroblasten. Sie replizieren in Kultur extrem langsam und lassen sich in der 

Ziehl-Neelsen-Färbung nicht darstellen. Generell unterscheidet sich die 

Färbung intrazellulärer Komponenten bei zellwanddefekten und –intakten 

Formen nicht, wohl aber die Anfärbung der äußeren Zellwandschichten. Unter 

dem Elektronenmikroskop erscheinen zellwanddefekte Formen größer und 

runder als intakte. Sie haben den Großteil ihrer Zellwand eingebüßt und werden 

nur von einer Plasmamembran begrenzt (HINES und STYER, 2003). Mittels 

PCR-Verfahren ist eine Unterscheidung beider Formen z. Zt. nicht möglich; 

allerdings wurden in situ-Hybridisierungsmethoden entwickelt, die eine 

Differenzierung erlauben (HULTEN et al., 2000). In einigen Arbeiten konnten 

bereits Sphäroblasten im Gewebe von Morbus Crohn-Patienten nachgewiesen 

werden (BURNHAM und LENNARD-JONES, 1978; GRAHAM et al., 1987; 

GITNICK et al., 1989; MOSS et al., 1992; WALL et al., 1993; SECHI et al., 

2001). CHIODINI et al. (1986) isolierten MAP-Sphäroblasten aus Darmgewebe 

von Morbus Crohn-Patienten. Erst nach der dritten Passage auf HEYM und 

einer weiteren Passage in 7H9-Middlebrook-Flüssigmedium waren deutlich 

säurefeste Mykobakterien anzuzüchten. Wachstum und Transformation zu 

zellwandintakten Formen konnten nur auf HEYM und 7H9-Middlebrook-

Flüssigmedium beobachtet werden. Ein geeignetes Flüssigmedium zur 
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schnellen Vermehrung von Sphäroblasten ohne Umwandlung zu zellintakten 

Formen steht nicht zur Verfügung. MARKESICH et al. (1988) verglichen diverse 

Nährmedien in unterschiedlichen Zusammensetzungen und entwickelten ein 

Flüssigmedium, welches für die Transformation von Sphäroblasten zu 

säurefesten Stäbchen am geeignetesten erschien. Es handelt sich um eine 

Rezeptur aus Kalbfleischbrühe, 1 % Hefeextrakt, 10 % Pferdeserum, 0,3 M 

Saccharose, 0,2 % MgSO4, 0,1 % Eisenammoniumsulfat, 0,1 % Natriumzitrat 

und 2 mg Mycobactin J pro Liter. Pferdeserum absorbiert Toxine und ist 

aufgrund seiner Vielzahl an Nährstoffen wie freie Aminosäuren, freie 

Fettsäuren, Triglyceride, Cholesterin, Albumin, zahlreiche Vitamine und 

Spurenelemente sehr wertvoll. Bislang unidentifizierte Faktoren könnten das 

Wachstum zusätzlich unterstützen. HINES und STYER (2003) stellten fest, 

dass sich zellwanddefekte Formen in frischem 7H9-Middlebrook-Flüssigmedium 

mit Glyzerin und Mycobactin J, welches auch in dieser Arbeit Verwendung fand, 

stufenweise zu intakten Formen umwandeln. Auch NASER et al. (2004) 

isolierten Sphäroblasten aus dem Blut von Patienten mit chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen, welche sich nach durchschnittlich 12 

Wochen Inkubation im 7H9-Middlebrook-Flüssigmedium zu intakten MAP 

umwandelten.  

Sphäroblasten können im Körper länger persistieren, haben geringere 

chemotaktische Aktivität und sind fähig, Phagozytose in einem größeren Maß 

zu widerstehen als die intakten Formen (RATNAM und CHANDRASEKHAR, 

1976; RYAN und CAMPBELL, 2006). Dauerhaft zellwanddefekte Formen 

replizieren über einen längeren Zeitraum und vermögen daher eine Infektion in 
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einem subklinischen bzw. die Erkrankung in einem chronischen Stadium zu 

halten (CHIODINI et al., 1986). HINES und STYER (2003) vermuten eine 

Reduktion von Lipoarabinomanan (LAM) bei zellwanddefekten Formen von 

MAP. LAM gehört zu den dominierenden Immunogenen der Mykobakterien-

zellwand (HUNTER, 1986). Veränderte Konzentrationen können die Immun-

antwort des Wirtes verändern. Die bei Sphäroblasten auftretenden 

morphologischen und chemischen Abweichungen gegenüber intakten Zellen 

können Diagnose, Virulenz, Pathogenität, Immunantwort und das Ausmaß der 

Erkrankung bei Mensch und Tier signifikant beeinflussen (HINES und STYER, 

2003). Die Anwesenheit von Sphäroblasten bei Morbus Crohn-Patienten 

und/oder bei an Paratuberkulose erkrankten Wiederkäuern mag erklären, 

warum der Erreger oft nur in geringer Konzentration nachweisbar ist oder in 

deutlich veränderten Organen mit der Ziehl-Neelsen-Färbung keine positiven 

Ergebnisse zu erzielen sind. Außerdem ist eine Anstoßfunktion von 

Sphäroblasten bei einer überschießenden oder persistierenden Immun- oder 

Autoimmunreaktion denkbar, die zur Entwicklung der Erkrankung, zumindest 

bei einem Teil der Patienten führen kann (HULTEN et al., 2000).  

CU-Patienten erwiesen sich auch in anderen Arbeiten seltener MAP-positiv als 

MC-Patienten (SANDERSON et al., 1992; DELL’ISOLA et al., 1994; LISBY et 

al., 1994; CLARKSTON et al., 1998; DEL PRETE et al., 1998; NASER et al., 

2004; AUTSCHBACH et al., 2005).  

Colonproben von Kontrollprobanden erwiesen sich mit 10 von 18 (55,6 %) 

positiven Proben auffallend häufig MAP-positiv. Proben aus dem Colon 

transversum von Kontrollprobanden waren statistisch signifikant (p=0,048) 
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häufiger positiv. Physiologischerweise ist die Stuhlsäule im distalen Colon 

bereits fast komplett ausgebildet und ihr Kontakt zur Darmschleimhaut  länger 

und enger. Daher ist ein Übergang vorhandener Bakterien in die Mukosa 

wahrscheinlicher. Bei den MC-Patienten konnte MAP in allen Darmabschnitten 

ungefähr gleich häufig detektiert werden. Durch eine krankheitsbedingt 

geschädigte Darmwand können Bakterien in allen Darmbereichen die Mukosa 

penetrieren.  

Aus dem Colon transversum eines Kontrollprobanden konnte MAP kultiviert 

werden. Der Patient litt an einer chronischen Pankreatitis. Vermehrungsfähige 

M. avium ssp. avium konnten aus dem Colon transversum eines weiteren 

Kontrollprobanden isoliert werden. Laut Vorbericht hatte er „blutigen Stuhlgang“. 

GRAHAM et al. zeigten bereits 1987, dass diverse Mykobakterienspezies aus 

dem Darmgewebe von Patienten ohne chronisch-entzündliche Darm-

erkrankungen nachweisbar sind. Auch in anderen Arbeiten konnten neben MAP 

weitere Mykobakterienspezies aus humanen Darmproben isoliert werden 

(MOSS et al., 1992; BULL et al., 2003). Spezies des Mycobacterium-avium-

Komplexes (MAK) sind häufige Erreger opportunistischer Infektionen 

(SARITSIRI et al., 2006), insbesondere bei HIV-Patienten (EL-ATROUNI et al., 

2006).  

Die Ergebnisse dieser Fall-Kontroll-Studie deuten vorerst nicht auf eine 

Verbindung zwischen Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis und Morbus 

Crohn hin. Ein kausaler Zusammenhang von MAP und der Krankheits-

entstehung einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung konnte bislang nicht 

eindeutig belegt werden. Falls eine MAP-Exposition zur Ausbildung von Morbus 
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Crohn nötig sein sollte, ist dies jedoch höchstwahrscheinlich als alleiniger 

Faktor nicht ausreichend. Molekularbiologische, mikrobiologische ebenso wie  

u. a. klinische, genetische, psychosoziale und epidemiologische Daten müssen 

akribisch zusammengeführt werden.  
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Schlussfolgerungen 

6 SCHLUSSFOLGERUNGEN  

• Von den fünf vergleichend untersuchten Festmedien eignet sich das 

Herrold’s Egg Yolk-Schrägmedium (Becton Dickinson®) aufgrund der 

kürzesten Nachweisdauer für einen kulturellen Direktnachweis von 

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) am besten.  

• Die Dekontamination mit N-Acetyl-L-Cystein-NaOH ist zur Isolierung von 

Mykobakterien aus humanen Darmbioptaten geeignet. 

• Die Gewinnung überlebensfähiger MAP gestaltet sich schwierig, 

möglicherweise aufgrund eines Sphäroblasten-Stadiums. 

• Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann nicht auf ein ausschließliches 

Vorkommen von MAP bei Morbus Crohn-Patienten geschlossen werden.  

• Die PCR-Verfahren weisen zusätzlich auf ein gehäuftes Vorkommen von 

MAP bei Kontrollprobanden hin.  

• Die eigenen Ergebnisse vermögen die Hypothese einer ursächlichen 

Beteiligung von MAP an dem Krankheitsgeschehen des Morbus Crohn 

weder zu verifizieren noch zu falsifizieren. 
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7 ZUSAMMENFASSUNG  

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) ist der Erreger der 

Paratuberkulose der Wiederkäuer. Bereits seit Anfang des letzten Jahrhunderts 

wird aufgrund der pathomorphologischen Ähnlichkeiten ein ursächlicher 

Zusammenhang mit Morbus Crohn (MC), einer chronisch-entzündlichen 

Darmerkrankung des Menschen, vermutet und seitdem kontrovers diskutiert. 

Für Milchrinderbestände werden in einzelnen Bundesländern Seroprävalenz-

daten für Paratuberkulose von bis zu ca. 80 % angegeben. Abgesehen von 

einer Erregerübertragung durch direkten Tierkontakt und der weiten Verbreitung 

des Erregers in der Umwelt, werden Lebensmittel als mögliche Vehikel 

diskutiert.  

In zahlreichen Studien wurde MAP-Desoxyribonukleinsäure im Darmgewebe 

von MC-Patienten und Kontrollen nachgewiesen. Nur in wenigen 

Untersuchungen wurde parallel die kulturelle Überprüfung der Vermehrungs-

fähigkeit durchgeführt. Zudem mangelt es den Polymerase-chain-reaction 

(PCR)-Verfahren an einer diagnostischen Qualitätssicherung mit interner 

Amplifikationskontrolle (IAK) und die gewählten Marker weisen Kreuzreaktionen 

mit anderen Mykobakterienspezies auf.  

In den eigenen Arbeiten wurde daher die kulturelle Anzüchtung unter Einsatz 

eines zuvor eigens validierten Dekontaminationsverfahrens unter Verwendung 

von N-Acetyl-L-Cystein-NaOH mit der PCR-Analytik kombiniert. Um die 

Zuverlässigkeit der Nachweisverfahren zu steigern, wurde eine nested PCR 

und eine kürzlich entwickelte Triplex Real Time-PCR (SCHÖNENBRÜCHER et 
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al., 2008) inklusive einer internen Amplifikationskontrolle verwendet. So wurden 

erstmals die drei MAP-spezifischen Marker IS900, ISMav2 und  F57 bei 

humanen Darmbioptaten diagnostisch kombiniert. Für die spätere 

Subkultivierung und Archivierung der MAP-Stämme wurden in einer 

vergleichenden Untersuchung preiswerte, einfach zu handhabende und 

produktive Selektivmedien ermittelt.  

Es konnten insgesamt 120 Proben von 32 Probanden berücksichtigt werden. 

Darunter befanden sich Bioptate von 12 MC- und acht Colitis ulcerosa (CU)-

Patienten sowie 12 Kontrollprobanden, die nicht an einer chronisch-

entzündlichen Darmerkrankung leiden. Darunter erwiesen sich Anreicherungs-

kulturen von vier (33,3 %) MC- und zwei (25,0 %) CU-Patienten sowie von neun 

(75,0 %) Kontrollprobanden (p = 0,059) als molekularbiologisch MAP-positiv. 

Die Subkultivierung und Isolierung von MAP gelang aus dem Colon 

transversum einer Kontrollperson. Bei zwei Colitis ulcerosa-Patienten und einer 

Kontrollperson konnten vermehrungsfähige Mycobacterium avium ssp. avium-

Stämme isoliert werden. Alle Isolate wurden mittels Sequenzanalyse der 16S-

ribosomalen RNA (ribonucleic acid) und der 16S-23S „intragenic spacer region” 

(ITS) bestätigt und für die institutseigene Mykobakterienstammsammlung in 

Form von Gefrierkulturen und Lyophilisaten archiviert.  

Nach den Ergebnissen dieser Fall-Kontroll-Studie kann nicht auf ein 

ausschließliches Vorkommen von MAP bei MC-Patienten geschlossen werden, 

und die Gewinnung überlebensfähiger MAP gestaltet sich schwierig, 

möglicherweise aufgrund eines Sphäroblasten-Stadiums. Die PCR-Verfahren 

weisen zusätzlich auf eine weite Verbreitung von MAP bei Kontrollprobanden 
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hin. Das angewandte Triplex PCR-Verfahren in Kombination mit einer nested 

PCR und der kulturellen Diagnostik liefert Ergebnisse hoher Aussagekraft über 

das Vorkommen von MAP in humanen Darmbioptaten. Von den für die MAP-

Kultivierung untersuchten Festmedien eignete sich aufgrund der kürzesten 

Nachweisdauer das Herrold’s Egg Yolk-Schrägmedium (Becton Dickinson®) für 

einen Direktnachweis am besten. Zur Beurteilung von Einzelkolonien, beispiels-

weise als Kontaminationskontrolle, ist der Einsatz des Middlebrook 7H10-Agars 

empfehlenswert (Becton Dickinson®).  

Um den möglichen kausalen Zusammenhang von MAP und MC zu erhellen, 

sind weitere Untersuchungen mit einer größeren Probandenzahl und unter 

Einbeziehung einer genauen Erhebung von anamnestischen, klinischen, 

genetischen und psychosozialen Daten sowie der MAP-Exposition nötig.  
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8 SUMMARY 

The zoonotic potential of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP), 

the causative agent of Johne’s disease in human chronic inflammatory bowel 

disease remains uncertain. The involvement in the pathogenesis of Crohn’s 

disease (CD) is discussed since the beginning of the last century. The 

Paratuberculosis data for milk cattle stock show over 80 % prevalence in many 

countries of the Federal Republic of Germany. Aside from the conceivable 

transmission of the bacteria to humans by the direct animal contact and the 

widespread in the environment, food has been considered as possible vector. 

Previous studies on the occurrence of MAP in gut tissues were based only on 

one single molecular detection system (e. g. Polymerase-chain-reaction [PCR]). 

In addition, these PCR-methods lacked of an internal amplification control (IAC) 

for diagnostic quality assurance and the used markers show cross reactions 

with other mycobacteria species. Furthermore the examination of the agent’s 

viability was not considered. For this reasons, the present investigation included 

the cultivation of MAP, using a previously validated decontamination protocol, 

and PCR-analysis. A nested PCR system as well as a recently developed real 

time-PCR method were used to increase the reliability of the PCR results. In 

total three MAP-specific genes were used.  

Comparative studies of culture media were done to find appropriate media for 

subcultures of the mycobacteria isolates  

In this study the three PCR markers IS900, ISMav2 and F57 were first 

combined with cultural detection of MAP in human biopsies. Four (33.3 %) of 

Summary 
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the CD-, two (25.0 %) of the ulcerative colitis (UC) - and nine (75.0 %) of the 

control patients were positive for MAP with the PCR marker (p = 0.059). MAP 

could be cultivated out of the colon transversum of one control person. M. 

avium ssp. avium has been isolated out of the biopsies of two UC-patients as 

well as of a control person. The cultured strains were verified by amplicon 

sequencing of the 16S-ribosomal RNA (ribonucleic acid) and the 16S-23S 

„intragenic spacer region” (ITS). The three markers were sequenced as well. All 

isolates were preserved by deep freezing with glycerol and by freeze drying 

(lyophilization).  

On the basis of the preliminary results it can not be concluded that MAP 

appeared exclusively in Crohn’s disease patients. In addition, the PCR-systems 

indicate a frequent occurrence of MAP in control specimens and the recovery of 

viable MAP has been proven to be difficult. The used triplex real-time PCR 

system combined with nested PCR and cultural detection of MAP presents 

reliable results.  

Because of the shortest time to detection Herrold‘s Egg Yolk Medium (Becton 

Dickinson®) can be recommended for isolation of MAP out of different samples 

(e. g. biopsy, feces). The low-priced “Paratuberkulosemedium” (Artelt-ENCLIT®) 

should be used for sub-cultures. Middlebrook 7H10-agar, prepared on plate, 

offers potential for the examination of single colonies (e. g. control of pure 

cultures).  

169 
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10 ANHANG 

10.1 Puffer und Lösungen 

10.1.1 Puffer und Lösungen für die Dekontamination 
 

N-acetyl-L-Cystein/NaOH-Lösung 

sterile, wässrige 2,9 %ige Lösung 

von Na3-Citrat x 2H2O       50 ml 

sterile NaOH 4 %ige Lösung       50 ml 

N-acetyl-L-Cystein        500 mg 

Natriumcitratlösung und NaOH mischen und N-Acetyl-L-Cystein dazugeben. 

Diese Gebrauchslösung ist instabil; sie ist täglich frisch anzusetzen.  

 

Phosphatpufferlösung 

Phosphatpuffer pH=6,8 (nach Sörensen) 1/15 molar  

(4,84 g KH2PO4 + 5,53 g Na2HPO4 x 2H2O, mit sterilem destilliertem Wasser 

auf 1000 ml auffüllen) 

 

10.1.2 Puffer und Lösungen für die PCR 
 

dNTP-Mix (each 10 mM) 

10 µl  Desoxy-ATP, Natriumsalzlösung PCR Grade 

 (100 mM, Fa. Merck, 1 934 511) 

10 µl Desoxy-CTP, Natriumsalzlösung PCR Grade 

(100 mM, Fa. Merck, 1 934 520) 
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10 µl Desoxy-GTP, Natriumsalzlösung PCR Grade 

 (100 mM, Fa. Merck, 1 934 538) 

10 µl Desoxy-TTP, Natriumsalzlösung PCR Grade 

 (100 mM, Fa. Merck, 1 934 549) 

60 µl  Aqua dest. 

 

TBE-Puffer 

10 x TBE-Puffer (Stammlösung): 

0,5 M  Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Fa. Roth, 5429.3) 

0,5 M  Borat (Fa. Merck, 1.00165.1000) 

0,01 M  EDTA (TitriplexII) (Fa. Merck, 1.08417) 

Die Einwaage wird zunächst in Aqua dest. gelöst, auf 1 l aufgefüllt und 

anschließend autoklaviert. 

 

1 x TBE-Puffer: 

10 x TBE-Stammlösung wird im Verhältnis 1:10 mit Aqua dest. aufgefüllt. 

 

Gel-Loading Buffer  

15 %ige Ficoll-Lösung: 

1,5 g   Ficoll (Fa. Sigma, Type 70, F-2878) 

10 ml  Aqua dest. 
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5 %ige Bromphenolblau-Lösung: 

50 mg  Bromphenolblau (Fa. Merck, 8122) 

1 ml   Aqua dest.  

 

Stamm-Lösung (Gel-Loading-Buffer): 

10 ml  15 %ige Ficoll-Lösung 

0,25 ml 5 %ige Bromphenolblau-Lösung 

 

Gebrauchslösung: 

Mischung von 6,25 µl Stamm-Lösung und 25,0 µl Amplifikat (Verhältnis 1:5) 

 

Tris-HCL-Stammlösung: 

100 mM  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Ultra Qualität (Fa. Roth, 

5429.3) 

Das Reagenz wird in Aqua dest. gelöst und der pH-Wert auf 8,0 eingestellt. 

 

EDTA Titriplex III Stammlösung: 

50 mM  EDTA Titriplex III (Fa. Merck, 1.12029.1000) 

Das Reagenz in Aqua dest. lösen, steril filtrieren und autoklavieren. 

 

Ethidiumbromid-Färbebad 

Ethidiumbromid-Stammlösung: 

0,1 g   Ethidiumbromid (Fa. Merck, 1.11608.0030) 

10 ml  Aqua dest. 
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Ethidiumbromid-Färbebad: 

50 µl  Ethidiumbromid-Stammlösung 

1,5 l  Aqua dest. 

 

Lysispuffer: 

10 ml  Tris-HCL Stammlösung (100 mM, pH 8,0) 

2 ml   EDTA Titriplex III Stammlösung (50 mM) 

0,6 g   Triton X-100 (Fa. Roth, 30512) 

mit Aqua dest. auf 50 ml auffüllen, steril filtrieren und autoklavieren.  

Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur. 

Das Lysozym (Fa. Merck, 1.05281.0001, 100 000 U/mg) wird erst unmittelbar 

vor Gebrauch des Puffers zugegeben (20mg/ml). Dabei wird zu der benötigten 

Menge an Lysispuffer die entsprechende Menge des Enzyms eingewogen.  

 

10.1.3 Lösungen für die Dekontaminationsvalidierung 

10.1.3.1 Referenzsuspension 

Bariumsulfat, McFarland-Standard 1,0: 

9,9 ml Schwefelsäure mit Volumenanteil von 1 % mit 0,1 ml Bariumchlorid-

lösung mit einem Massenanteil von 1 % mischen.  

Diese Suspension muss vor jedem Vergleich mit der Bakteriensuspension 

aufgeschüttelt werden.  
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10.2 Nährmedien 

10.2.1 Löwenstein-Jensen-Festmedium 

0,6 l  Aqua dest. 

37,3 g  Medienbasis 

12 ml  Glyzerin 

20  Eier 

4 mg  Mycobactin J 

180,6 mg Penicillin  

300 µg Chloramphenicol E    50 ml Aqua dest. 

1 g  Cycloheximide 

6 g   Brenztraubensäure 

 

Ergibt einen Liter Nährmedium. 

10.2.2 Middlebrook 7H10-Agar 

19 g Middlebrook 7H10-Basis 

895 ml Aqua dest. 

5 ml Glyzerin 

21 ml  BBL MGIT PANTA 

100 ml BBL OADC 

2 mg  Mycobactin J 

 

Ergibt je nach Dicke des gegossenen Agars ca. 45 Platten. 
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