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Einleitung

Das Muffelwild (Ovis gmelini musimon) ist
eine in vielen europdischen Landern verbrei-
tete Wildschafunterart, wobei Deutschland
wohl nach Tschechien den weltweit zweitgrof3-
ten frei lebenden Bestand mit ca. 20.600 Tieren
besitzt. In Deutschland existieren rund 200 ein-
zelne Muffelwildbestdnde, die iiberwiegend im
20. Jahrhundert aus Korsika und Sardinien so-
wie aus Zoos und Tiergérten eingebiirgert wur-
den (PiEGERT und ULoTH, 2005).

Der Kontakt zu Hausschafen ist durch eine ge-
meinsame Nutzung des Habitats gegeben und
stellt keinen Einzelfall dar (BoRRMANN 1996).
Seit dem natiirlichen Vorkommen von Prion-
krankheiten bei Mufflons in England (Woobp
et al., 1992) und der Entdeckung der gleichen
empfinglichen Gene beim Mufflon wie beim
Hausschaf (Sko et al., 2001), muss davon aus-
gegangen werden, dass Muffelwild grundsitz-
lich fiir Prionkrankheiten empfanglich und
eine Ubertragung von infizierten Hausschafen
moglich ist. Ziel dieser Studie war daher zu
kldren, (1) ob Prionkrankheiten bei Mufflons
in Deutschland vorkommen und (2) welche
genetische Empfanglichkeit die Population auf-
weist.

Prionkrankheiten

Ausloser dieser fatalen neurodegenerativen Er-
krankungen sind der Hypothese nach Prionen
(proteinaceous infectious particles), die allein
als nukleinsdurefreies infektioses Agens fun-
gieren (PRUSINER 1982). Vereinfacht dargestellt
wandelt sich dabei normales zelluldres Prion-
protein (PrP¢) in die krankheitsassoziierte Form
(PrP%¢) um und lagert sich unldslich im Gehirn
ab. Diese Umwandlung und die folgende Ket-
tenreaktion wird durch PrP*¢ initiiert, wobei die
Entstehung von PrP%¢ als Ausléser auf verschie-
denen Wegen moglich ist: zum einen spontan
oder durch einen genetischen Fehler, zum an-
deren durch Ansteckung, d. h. Zufithrung von
PrPS¢ von auflen.

Prionkrankheiten werden aufgrund ihrer Uber-
tragbarkeit und der schwammartigen Verdnde-
rungen des Gehirns bei betroffenen Individuen
auch als Transmissible Spongiforme Enzepha-
lopathien (TSEs) bezeichnet. Sie kommen so-
wohl beim Menschen als auch bei Sdugetieren
vor, z.B. als Bovine Spongiforme Enzephalo-
pathie (BSE) bei Rindern, Chronic Wasting Di-
sease (CWD) bei nordamerikanischen Hirschen,
Transmissible Mink Enzephalopathie (TME)
bei Nerzen und Feline Spongiforme Enzephalo-
pathie (FSE) bei Haus- und GroB3katzen.
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Bei kleinen Wiederkduern kann TSE in Form
von Scrapie und BSE auftreten, wobei BSE,
abgesehen von einem Fall bei einer Ziege, bis-
lang nur experimentell induziert wurde. Scrapie
ist eine altbekannte Schatkrankheit. Schon aus
dem 18. Jahrhundert finden sich erste Beschrei-
bungen der Symptome und der Ubertragbarkeit
(LeopoLpT 1759).

Die Namen fiir diese Erkrankung, Scrapie (engl.
to scrape — kratzen) und Trab bzw. Traberkrank-
heit, leiten sich von den Hauptsymptomen wie
Juckreiz und einem verdndertem Gangbild ab.
Dariiber hinaus treten Verhaltensstérungen
(Nervositdt, Apathie, Absonderung von der
Herde), Sensibilitatsstorungen (Larmempfind-
lichkeit), sowie Haltungs- und Bewegungssto-
rungen (Ataxie, Tremor, Kreisbewegungen,
Festliegen) auf. Bei den erkrankten Mufflons in
England wurden Sensibilitdtsstorungen, Ataxie,
Tremor des Hauptes, Blindheit und Abmage-
rung, aber kein Juckreiz beobachtet (Woop et
al., 1992). Haufig wurde Kreuzldhme bei Muft-
lons mit TSEs in Verbindung gebracht, aller-
dings konnte dies nicht bestitigt werden (HARDT
et al., 2003). Differentialdiagnostisch gesehen
kommen fiir alle Symptome der Scrapie auch
andere Schafkrankheiten wie Visna, Louping
I, Listeriose, Aujeszkysche Krankheit oder
Ektoparasiten in Betracht. Eine routinemifige
Diagnostik ist bislang nur post mortem an Ge-
hirn- und Lymphknotengewebe mittels Schnell-
tests nach ELISA- oder Western Blot-Prinzip
oder histologischer Untersuchung moglich.
1998 wurden in Norwegen Fille von Scrapie
entdeckt, die eine abweichende Klinik, Patho-
logie und Epidemiologie aufwiesen (BENESTAD
et al., 2003). Seitdem wird Scrapie in die klas-
sische bzw. typische sowie die atypische Form
unterteilt. Bei atypischer Scrapie sind die Scha-
fe meist klinisch unauffallig. Zu den Symp-
tomen zdhlen Angstlichkeit, Ataxie und Abma-
gerung. Es erkranken i. d. R. Tiere, die ilter als
5 Jahre sind, und oft ist in der Herde nur ein
Tier betroffen (BENESTAD et al., 2008). Vor die-
sem Hintergrund entstand die Hypothese, dass
atypische Scrapie sporadischen Ursprungs ist
und nur eingeschriankt oder gar nicht auf natiir-
lichem Weg iibertragen werden kann.
Klassische Scrapie dagegen ist sicher itibertrag-
bar, wobei vor allem die maternale Ubertragung
im Vordergrund steht. Durch direkten Kontakt

mit Nachgeburt, Milch und Ausscheidungen ist
eine Infektion moglich. Da Prionen eine hohe
Tenazitdt aufweisen und im Boden bis zu drei
Jahre infektios bleiben (BrowN und GAJDUSEK
1991), ist eine Infektion auch auf indirektem
Weg moglich. In Island z.B. wurde durch ein
altes kontaminiertes Stallgebdude noch nach
16 Jahren ein Scrapie-Neuausbruch verursacht
(GEoRGssoN et al., 20006).

Die Empfanglichkeit fiir Scrapie bei Schafen
ist genetisch durch Polymorphismen des Prion-
protein-Gens (PRNP) determiniert. Dabei sind
vor allem die Codons 136, 154 und 171 mit
folgenden Aminosduren von Interesse: Alanin
(A) oder Valin (V) an Stelle 136, Arginin (R)
oder Histidin (H) an Stelle 154 und Glutamin
(Q), Histidin oder Arginin an Stelle 171. Daraus
lassen sich die fiinf weltweit haufigsten Haplo-
typen (ARQ, ARR, AHQ, VRQ, ARH) ableiten
(BELT et al., 1995), wenngleich dariiber hinaus
noch weitere Polymorphismen bekannt sind.
ARQ wird als der Wildtyp angesehen und ist
bei archaischen Schafrassen haufig zu finden.
Das Allel VRQ ist mit hoher, das Allel ARR da-
gegen mit niedriger Empfanglichkeit fiir klas-
sische Scrapie verbunden (BELT et al., 1995).
Bei Schafrassen, in denen das Allel VRQ nicht
vorkommt, haben jedoch Tiere des Genotyps
ARQ/ARQ das hochste Scrapie-Risiko. Mit
atypischer Scrapie sind dagegen die Allele
AHQ, ARR und ARQ assoziiert (BENESTAD et
al., 2008). Ferner wiesen ARQ/ARQ-Schafe bei
experimentellen BSE-Infektionen die kiirzeste
Inkubationszeit auf (Houston et al., 2003).

Bei einem Vergleich der Sequenzen des PRNP
von Schafen mit zwei Mufflons aus Japan
wurden groBe Homologien deutlich (Seo et
al., 2001). Unbekannt war bislang, ob und in
welcher Haufigkeit Muffelwild in Deutschland
einen Genotyp aufweist, der es fiir TSE beson-
ders empfanglich macht.

Eigene Untersuchungen

Um zu kléren, ob TSE bei Mufflons in Deutsch-
land vorkommt, wurde ein Screening durchge-
fithrt. Allerdings war es nicht flichendeckend
angelegt, sondern konzentrierte sich auf Ge-
biete, in denen die Wahrscheinlichkeit TSE bei
Mufflons zu entdecken als hoher eingeschitzt
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wurde. Die Einteilung der Untersuchungsge-
biete erfolgte auf Kreisebene unter Beriicksich-
tigung folgender Kriterien: (1) das Vorkommen
von Scrapie-Neuausbriichen bei Hausschafen,
(2) die Muffelwildstrecke pro km? als Indika-
tor fiir die Grofle des Muffelwildbestandes und
(3) die Hausschafbestinde pro km? zur Ab-
schitzung der Schafdichte. Untersucht wurden
frei lebende Mufflons, sowohl erlegtes Wild
als auch Fallwild, in den Jagdjahren 2006 / 07
und 2007 / 08. Der Hauptteil der Proben fiel je-
weils in der Jagdsaison (August bis Januar) an.
Schafshiupter wurden meist per Kurierdienst
an das Institut gesandt, bei Widdern und auf
groflen Jagden erfolgte eine Beprobung vor Ort.
Um sowohl klassische als auch atypische Scra-
pie diagnostizieren zu koénnen wurden i. d. R.
von jedem Tier der Hirnstamm, das Klein-
hirn und die retropharyngealen Lymphknoten
entnommen. Diese Proben wurden mit dem
IDEXX HerdChek BSE — Scrapie Antigen Test
Kit EIA® im Rahmen einer Kooperation von
dem akkreditierten Labor des Berliner Institutes
fir Lebensmittel, Arzneimittel und Tierseuchen
(ILAT) untersucht. Bei diesem enzymgekoppel-
ten Immunadsorptionstest bindet ein Polymer
selektiv an PrP%, welches dann durch mono-
klonale Antikorper, gerichtet auf konservierte
Bereiche des Prionproteins, detektiert wird. Die
Durchfiihrung erfolgte nach dem Standardpro-
tokoll des Herstellers. Alle drei Gewebeproben
eines Tieres wurden separat getestet.

Zur Bestimmung der genetischen Empfing-
lichkeit wurde eine Genotypisierung des PRNP
bei einer repridsentativen Anzahl von Muff-
lons durchgefiihrt. Dazu wurden alle Tiere aus
dem Screening ihrem Erlegungsort nach geo-
graphisch geordnet. AnschlieBend wurde aus
jedem Gebiet je nach GroBe und rdumlicher
Ausdehnung eine bestimmte Anzahl von Muff-
lons zufallig ausgewdhlt. Als Ausgangsmaterial
diente fiir die TSE-Untersuchung entnommenes
Gehirngewebe. Die Extraktion der genomischen
DNA erfolgte aus 20-25 mg Gewebe mit einem
handelsiiblichen Kit nach Herstellerangaben.
Mittels PCR wurde ein 862 Basenbaar (bp)
langes DNA-Fragment, das den Leserahmen
des Prionproteins enthielt, amplifiziert und
anschliefend aufgereinigt. Die Sequenzierung
dieses PCR-Produktes erfolgte nach der Ketten-
abbruchmethode. Dazu wurden fluoreszierende

Didesoxyribonukleosidtriphoshate  (ddNTP’s)
eingesetzt. Wenn diese von der Polymerase
eingebaut werden, findet ein Kettenabbruch
statt. Das Ergebnis sind unterschiedlich lan-
ge DNA-Fragmente deren letzte Base jeweils
fluoreszenzmarkiert ist. Durch anschlieBende
Elektrophorese wurden die DNA-Fragmente
ihrer GroBe nach aufgetrennt. Die unterschied-
lichen Fluoreszenzen wurden detektiert und
so konnte sukzessiv die Basenreihenfolge be-
stimmt werden.

Schlussfolgerungen

Diese Studie stellt die bislang grofite Untersu-
chung zu Prionkrankheiten beim Muffelwild
dar. Uber 2.400 Gewebeproben aus 38 Land-
kreisen und einem Stadtstaat konnten im
Screening untersucht werden. Alle relevanten
Alterklassen (> 18 Monate) waren vertreten.
Erste vorldufige Tendenzen lassen den Schluss
zu, dass ein gehduftes Auftreten von TSE beim
Muffelwild gegenwiértig ausgeschlossen wer-
den kann.

Insgesamt wurde von iiber 200 Mufflons die
genomische DNA isoliert und die proteinco-
dierende Sequenz amplifiziert. Von allen Tie-
ren konnten die Prionprotein-Genotypen zwei-
felsfrei bestimmt werden und deuten auf eine
geringe genetische Resistenz gegeniiber klas-
sischer Scrapie hin.

Um dauerhaft einen gesunden Wildbestand zu
gewihrleisten sollte bei Stiicken mit Auffallig-
keiten wie Stérung der Koordination, gesteiger-
ter Schreckhaftigkeit, Blindheit oder Abmage-
rung unbedingt eine Untersuchung auf Scrapie
erfolgen. Dazu wird das Haupt bendtigt, wobei
eine Entnahme des Hirnstamms durch das Hin-
terhauptsloch ohne Beschddigung der Trophde
erfolgen kann. Um eine hohe Sensitivitdt der
Untersuchung zu gewéhrleisten, sollten — wie in
dieser Studie geschehen — alle drei Gewebepro-
ben entnommen und ein geeigneter Schnelltest
verwandt werden.

Zusammenfassung

Prionen werden als Ausldser der Transmissiblen
Spongiformen Enzephalopathien (TSEs) ange-
sehen. Fille von Scrapie bei Mufflons in Eng-
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land und gleiche Prionprotein-Gensequenzen
bei Schaf und Mufflons deuten daraufhin, dass
Muffelwild grundsétzlich fiir TSEs empfing-
lich ist. Um das Vorkommen von Prionkrank-
heiten beim Muffelwild in Deutschland zu
untersuchen, wurden ein Populationsscreening
sowie eine Genotypisierung des Prionprotein-
Gens (PRNP) durchgefiihrt. Ersten Tendenzen
nach kann ein gehéduftes Auftreten von TSE
beim Muffelwild gegenwirtig ausgeschlossen
werden.

Summary

Prion diseases of European Mouflon
in Germany

Proteinaceous infectious particles (prions) are
supposed to be the causative agents of prion di-
seases also known as transmissible spongiform
encephalopathies (TSEs).

A report of scrapie in European mouflon from
England and references of identical prion prote-
in gene (PNRP) sequences in mouflon and sheep
indicate that mouflon are susceptible to TSE.
The aim of this study was to examine the risk of
the occurrence of prion diseases in mouflon in
Germany, including a population screening for
prion diseases and genotyping of PRNP. First
results indicate that frequent occurrence of TSE
in the German mouflon population can be ex-
cluded.
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