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Zusammenfassung

888 Schwarzwildproben (855 Hoden, 33 Tierkorper)
gelangten im Rahmen eines Monitoringprogramms von
August 2008 bis Mdirz 2009 zur Untersuchung auf Brucel-
len ins Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittel-
sicherheit und Fischerei (LALLF). Einer pathologisch-
anatomischen Beurteilung folgten histologische, bakterio-
logische und molekularbiologische Untersuchungen. In
14 Fdllen konnten pathologische Verdnderungen fest-
gestellt werden, 17 Mal gelang die bakteriologische
Erregerisolierung, aus 20 Proben konnte Brucellen-DNA
mittels PCR nachgewiesen werden. Der Erregernachweis
gelang immer aus typisch makroskopisch verdnderten,

aber auch aus unverdnderten Hoden, so dass aus diesen
in zusdtzlich 12 Fdllen Brucellen isoliert und/oder deren
Genom nachgewiesen werden konnte, obwohl sie keine
pathologisch-anatomischen Verdnderungen zeigten. Ins-
gesamt konnten bei 26 Probeneinsendungen Brucellen
und/oder Brucellen-DNA nachgewiesen werden. Die Er-
regertypisierungen der Isolate am Nationalen Referenz-
labor fiir Brucellose in Jena ergaben jeweils Brucella suis
Biotyp 2. Brucella suis ist in der Wildschweinpopulation
Mecklenburg-Vorpommerns vorhanden, nach unseren
Untersuchungen zum direkten Erregernachweis mit einer
Prdvalenz von 2,9 %.

Abstract

Incidence of Brucella suis in wild
boars in Mecklenburg-Western Po-
merania — pathological, bacteriologi-
cal and molecular biological results
within a monitoring program
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888 samples of wild boars (855 testic-
les, 33 animal bodies) were sent to the
State Office for Agriculture, Food
Safety and Fishery (LALLF) during the
period from August 2008 to March
2009 for the examination for Brucello-
sis  within a monitoring program.
Necropsy was followed by histological,
bacteriological and molecular biologi-
cal examinations. In 14 cases patho-
logical changes were present, and in
17 cases Brucella spp. was isolated.
Brucella specific DNA was detected in
20 samples of testicles. All samples
with typical macroscopical changes
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were positive for Brucella spp. either
by bacteriological culture or by PCR or
by both methods. In 12 cases Brucella
spp. was isolated from testicles without
any pathological changes. All isolates
were identified as Brucella suis biovar
2 by the National Reference Laboratory
inJena.According to our findings, Bru-
cella suis has a prevalence of 2.9 % in
the population of wild boars in Meck-
lenburg-Western Pomerania.

1 Einleitung

Brucella (B.) suis gehort neben B.
abortus und B. melitensis, den Erregern
der Rinder- bzw. Schafbrucellose, zu
den wirtschaftlich bedeutendsten Ver-
tretern der Gattung Brucella. Eine In-
fektion mit B. suis kann beim Men-
schen zu fieberhaften Erkrankungen
fiihren, wobei der Schweregrad vom je-
weiligen Biotyp abhingig ist. So wird
fiir die Biotypen 1, 3 und 4 eine hohere

Pathogenitit beschrieben als fiir B. suis
Biotyp 2 (Godfroid et al., 2005).

Schon lange gelten sowohl die Hasen-
als auch die Wildschweinpopulation
Deutschlands als ein Naturreservoir fiir
B. suis (Fenske u. Pulst, 1973; Dedek,
1983; Pannwitz, 1984; Melzer et al.,
2006). In Osterreich wurden von Hofer
et al. (2010) durch den Nachweis
von B. suis aus Mandibularlymphkno-
ten von Rotfiichsen Naturherde der
Schweinebrucellose aufgezeigt. Solche
Naturherde wurden bislang fiir Neuaus-
briiche von Brucellose besonders in der
Freilandschweinehaltung verantwort-
lich gemacht bzw. damit in Zusammen-
hang gebracht.

Bereits im Jahr 2004 ereignete sich ein
Fall von Brucellose bei Hausschweinen
in Mecklenburg-Vorpommern. Hier
wurde B. suis in einer Freilandschwei-
nehaltung im Landkreis Ludwigslust
nachgewiesen. Damals gelangte ein
Eber des Betriebes zur Sektion, bei dem
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eine schwere Hodenbrucellose mit ne-
krotisierender Orchitis festgestellt wur-
de. Zusitzlich konnten aus Abortsub-
straten Brucellen isoliert werden.

Im Juni 2008 wurden bei Routineunter-
suchungen eines Freilandhaltungsbe-
triebes im Landkreis Ostvorpommern
Antikorper gegen Brucellen bei mehre-
ren Hauschweinen nachgewiesen und
aus Sektionstieren und Hoden getoteter
Eber desselben Betriebes B. suis iso-
liert. Intensivere Beprobung von Frei-
landhaltungen brachte Brucellennach-
weise in drei weiteren Landkreisen
(Roost et al., 2010).

Darauthin wurde ein Untersuchungs-
programm ins Leben gerufen, das vor-
sah, Hoden und Nebenhoden von erleg-
ten Keilern und Uteri erlegter Bachen
pathomorphologisch, bakteriologisch
und molekularbiologisch zu untersu-
chen. Parallel dazu wurden Untersu-
chungen an Blutproben durchgefiihrt,
deren Ergebnisse von Roost et al.
(2010) dargestellt wurden.

Ziel war es, einen Uberblick zur aktuel-
len Privalenz von B. suis in der
Schwarzwildpopulation Mecklenburg-
Vorpommerns zu erhalten, der even-
tuelle Riickschliisse zulidsst, welche
Gefahr von den Wildschweinen fiir die
Freilandhaltung ausgeht.

2 Material und Methoden

2.1 Probenmaterial, Sektion

Im Zeitraum von August 2008 bis Mirz
2009 gelangten 33 Einsendungen von
Tierkorpern (24 weibliche und 9 ménn-
liche) und 855 Hodeneinsendungen zur
Untersuchung ins Landesamt fiir Land-
wirtschaft, Lebensmittelsicherheit und
Fischerei Mecklenburg-Vorpommern
(LALLF M-V).

Bei den Tierkdrpern handelte es sich
sowohl um verendete als auch um als
krank angesprochen erlegte oder durch
Verkehrsunfille getotete Wildschwei-
ne. Hoden und Nebenhoden, die allein
zur Brucellendiagnostik eingeschickt
wurden, stammten von gestreckten, als
gesund angesprochenen Tieren, deren
Wildbret zum menschlichen Verzehr
vorgesehen war.

An den Tierkorpern wurde eine Sektion
zur Feststellung der Todes- bzw.
Krankheitsursache durchgefiihrt und
Hoden und Nebenhoden bzw. Uteri fiir
die Brucellendiagnostik verwendet.
Hoden, Nebenhoden und Uteri wurden
nach makroskopischer Beurteilung ei-
ner histologischen, bakteriologischen
und molekularbiologischen Untersu-
chung unterzogen.

2.2 Bakteriologie

Es wurden Hoden und Nebenhoden,
beim Vorliegen von Uteri Gewebe aus
einem Uterushorn und dem Uteruskor-
per, einer bakteriologischen Untersu-
chung zugefiihrt.

Fiir die Direktkultur wurden neben
Traubenzuckerblutagar (Columbia
Agar, Trockennidhrboden Fa. Oxoid
oder Merck, Kilberblut, 40 %ige Glu-
koselosung), der 3 Tage bei 37 °C aerob
inkubiert wurde, Schafblutagar (Co-
lumbia Agar, Trockenndhrboden Fa.
Oxoid oder Merck, Schafblut) und Bru-
cella-Selektivagar (Columbia Agar,
Trockenndhrboden Fa. Oxoid oder
Merck, Schafblut, Brucella-Selektiv-
supplement SR 083 Fa. Oxoid) fiir eine
flinftagige, mikroaerobe (10 bis 12
Vol. % CO,) Bebriitung bei 37 °C ver-
wendet. Anreicherungskulturen (Bacto
Brucella-Bouillon, Fa. DIFCO, Bru-
cella-Selektivsupplement SR 083,

Abb. 1: Herdférmig-nekrotisierende Orchitis, rechts unverdnderter Hoden

Fa. Oxoid) wurden nach 5- und 10-tigi-
ger microaerober Inkubation bei 37 °C
auf Schafblut- und Brucella-Selektiv-
agar ausgestrichen und diese 5 Tage
microaerob bei 37 °C inkubiert.

Zur Ermittlung verdidchtiger Kolonien
(klein, grauweil, rund, glinzend) wur-
den die Kulturen mit einem Plattenmi-
kroskop gepriift. Handelte es sich bei
anschlieBenden Tests um Gram-nega-
tive, Stamp-positive, Katalase- und
Oxidase-positive sowie Harnstoff spal-
tende Bakterien, wurden diese zur end-
giiltigen Bestétigung mittels PCR un-
tersucht.

Alle isolierten Brucellen-Stimme wur-
den zur Erregertypisierung an das Na-
tionale Referenzlabor fiir Brucellose in
Jena geschickt.

2.3 PCR

Die Nukleinsidure-Extraktion erfolgte
aus Organmaterial bzw. aus Kulturen
mit dem High Pure PCR Template Pre-
paration Kit (Fa. Roche). Die Polyme-
rase Kettenreaktion (polymerase chain-
reaction, PCR) wurde nach Kulakov et
al. (1992) als Screening-Methode zum
Nachweis von Brucella spp.-DNA
durchgefiihrt.

Die Detektion des 700 bp grofien Pro-
duktes erfolgte nach Elektrophorese im
Agarosegel anhand der Basenpaar-
lange.

Alternativ wurde die PCR nach Baily et
al. (1992) eingesetzt, die mit einem
224 bp-Produkt sensitiver war, jedoch
unter unseren Laborbedingungen aus
Organmaterial teilweise auch unspezi-
fische, etwas groflere Amplifikate ge-
nerierte.

Zur Bestitigung wurde in diesen Fillen
eine Restriktion mit Haelll verwendet,
welche aus der Brucella suis-Referenz
Restriktionsfragmente von 128, 80 und
16 bp erzeugt.

Beide PCR sind urspriinglich lediglich
zur Identifizierung von Kulturen, nicht
zum Brucella spp.-Nachweis aus Or-
ganmaterial vorgesehen.

3 Ergebnisse

In 26 Fillen von insgesamt 888 Ein-
sendungen konnte aufgrund von Erre-
ger- und/oder Genomnachweisen die
Diagnose Brucellose bzw. Brucellenin-
fektion gestellt werden. Das entsprach
einer Haufigkeit von 2,9 %.
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Abb. 3: Eitrige Epididymitis

Abb. 4: Nebenhodenabszesse
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3.1 Pathologisch-anatomisch und hi-
stologisch

Pathologisch-anatomische Verdanderun-
gen lagen bei insgesamt 14 Probenein-
sendungen vor. Hierbei handelte es sich
ausschlieBlich um eingesandte Hoden
und Nebenhoden erlegter Keiler, wih-
rend die sezierten Tierkorper keine An-
zeichen einer Brucelleninfektion zeig-
ten, und auch die weiterfithrenden Un-
tersuchungen in diesen Fillen negativ
fiir Brucellen verliefen.

Typische Organverdnderungen waren
herdférmig-nekrotisierende  Orchiti-
den, eitrig-nekrotisierende Orchitiden
mit Umwandlung des Hodenparen-
chyms in eine mortelartige Masse, Epi-
didymitiden, Nebenhodenabszesse und
Hodenatrophie (Abbildungen 1 bis 5).
Bei einigen Hoden fanden sich Neben-
hodenzysten, denen aber keine weitere
pathologische Bedeutung beigemessen
wurde.

Histologische Veridnderungen lagen in
Form von geringgradigen herdformi-
gen Tubulusepitheldegenerationen bis
hin zu hochgradigen multifokalen pyo-
granulomatdsen Entziindungsprozes-
sen vor (Abbildung 6).

3.2 Bakteriologisch und molekular-
biologisch

Ein bakteriologischer Erregernachweis
gelang in 17 Fillen. 14 Mal konnten
Brucellen aus dem Direktausstrich, 3
Mal erst aus der Anreicherungskultur
isoliert werden.

Die Erregertypisierungen am Nationa-
len Referenzlabor fiir Brucellose erga-
ben in allen Fillen Brucella suis Bio-
typ 2. Molekulare Feintypisierungen
zeigten allerdings Unterschiede zu den
Isolaten aus den betroffenen Freiland-
haltungsbetrieben (Roost et al., 2010).
Die PCR erbrachte insgesamt 20 Mal
ein positives Ergebnis. Bei 11 Einsen-
dungen gelang sowohl der Genom-
nachweis mittels PCR als auch die bak-
teriologische Erregerisolierung.

Der Erreger- und/oder Genomnachweis
gelang sowohl aus pathologisch ver-
dnderten Hoden und Nebenhoden als
auch aus unveridnderten. So konnte bei
den 14 pathologisch-anatomisch verin-
derten Hoden die Verdachtsdiagnose
Brucellose in allen Fillen mit bakterio-
logischen und/oder molekularbiologi-
schen Methoden bestitigt werden,
wihrend bei 12 Hoden Brucellen und/
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oder deren Genom nachgewiesen wur-
den, die makroskopisch keine Verin-
derungen zeigten. Hier konnte in 5 Fal-
len allein der Erreger isoliert werden,
5 Mal war nur die PCR positiv, und bei
2 Hodeneinsendungen gelangen so-
wohl der bakteriologische Erreger- als
auch der molekularbiologische Ge-
nomnachweis.

In Tabelle 1 sind die 26 Fille, in denen
ein Erreger- und/oder Genomnachweis
erfolgte, dargestellt.

4 Diskussion

Es wurden insgesamt 855 Hodenein-
sendungen und 33 Tierkorper patholo-
gisch, bakteriologisch und molekular-
biologisch untersucht. Es konnte so-
wohl bei pathologisch veridnderten Ho-
den als auch bei solchen, die in der Sek-
tion ohne besonderen Befund blieben,
eine Brucelleninfektion nachgewiesen
werden.

Die Nachweisrate von 2,9 % iiberstieg
die Erwartungen besonders aus dem
Grund, dass 46 % der Hoden, bei denen
Brucellen und/oder deren Genom nach-
gewiesen werden konnten, makrosko-
pisch vollig unverdndert erschienen.
Griinde hierfiir konnten eine frische In-
fektion sein, bei der es noch zu keinen
Organveridnderungen gekommen war,
oder der urspriingliche »Herd« ist in an-
deren Organen zu suchen. So zeigte sich
beispielsweise bei Untersuchungen aus
den USA von Stoffregen et al. (2007),
bei denen 80 Wildschweine mit Fallen
gefangen, euthanasiert, seziert und mit
bakteriologischen, serologischen und
molekularbiologischen  weiterfiihren-
den Methoden untersucht wurden, dass
ein Erregernachweis am erfolgreichsten
aus akzessorischen Geschlechtsdriisen
und Lymphknoten gelang.

Daraus ergibt sich auch die Moglich-
keit, dass eventuell bei weiteren Wild-
schweinen dieses Programms ein Erre-
ger- und/oder Genomnachweis gelun-
gen wire, wenn zusitzlich Organe wie
Lymphknoten, Samenblasendriise,
Harnrohrenzwiebeldriise und Prostata
untersucht worden wiren. Da dieses
Programm aber nur unter Mithilfe der
Jagerschaft moglich war, blieb die Pro-
bennahme auf Hoden und Nebenhoden
beschrinkt.

Bei 54 % der Brucella-positiven Hoden
lagen bei der Sektion typische patholo-

Abb. 5: Hodenatrophie, links unverdnderter Hoden

gisch-anatomische Verinderungen vor.
Eine wichtige Erkenntnis ist die, dass
bei allen Hoden mit typischen makro-
skopischen Verdnderungen auch ein
Erreger- und/oder Genomnachweis ge-
lang. Das heif3t fiir die Auswahl von
Untersuchungsmaterial, dass unbe-
dingt solche Tiere zur Untersuchung
gelangen sollten, bei denen schon
duferlich Hodenverinderungen wie
Asymmetrien festzustellen sind. Somit
konnte durch gezielte Probennahme ei-
ne Vorselektion erfolgen, Resourcen
gespart und effektiv ein Uberblick iiber
das Krankheitsgeschehen im Schwarz-
wildbestand geschaffen werden.

Die im Untersuchungsprogramm ange-
wandten PCR-Methoden sind ur-
spriinglich nicht fiir den DNA-Nach-
weis aus Organmaterial vorgesehen,
sondern fiir die Abkldarung Brucella-
verdidchtiger Bakterienkulturen. Die
Tatsache, dass aus Organmaterial mit-
tels PCR mehr Brucellen-Infektionen
nachgewiesen werden konnten als mit
der bakteriologischen Direktkultur,
zeigt aber, dass sowohl die PCR nach
Baily et al. (1992) als auch die nach
Kulakov et al. (1992) an Organmaterial
sehr gut funktioniert. Weiterhin bietet
sie den Vorteil der sehr schnellen Er-

gebnisfindung.

Von 17 bakteriologischen Brucellen-
nachweisen gelang die Erregerisolie-
rung in 3 Fillen erst nach der Anreiche-
rungskultur. Es sollte daher zum bakte-
riologischen Nachweis von B. suis ne-
ben der Direktkultur (aerob und micro-
aerob) auf Hammelblutagar und Bru-
cella-Selektivagar eine Anreicherungs-
kultur iiber mindestens zehn Tage
durchgefiihrt werden.

5 Fazit

Zusammenfassend ist zu sagen, dass
Brucella suis in der Wildschwein-
population Mecklenburg-Vorpommerns
nach unseren Untersuchungen mit einer
Erreger-Privalenz von 2,9 % vorhanden
ist. Das Schwarzwild stellt als Erreger-
reservoir durchaus eine potentielle Ge-
fahr fiir Hausschweinebestidnde dar. Da
molekulare Feintypisierungen der aus
Wildschweinproben gewonnenen Isola-
te aber Unterschiede zu denen aus be-
troffenen  Freilandschweinehaltungen
zeigten (Roost et al., 2010), konnte an-
hand dieser Untersuchungen eine direk-
te Ubertragung aus der Schwarzwild-
population auf im Freiland gehaltene
Hausschweine nicht bewiesen werden.
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Was die Methodik betrifft, so sollte die
Brucellen-Diagnostik mit verschiede-
nen Methoden als Komplexuntersu-
chung durchgefiihrt werden, wobei die
Wahl der entsprechenden Methoden
vom Untersuchungsziel abhédngt.
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ADbb. 6: Pyogranulomatése Orchitis (links im Bild)
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