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Einleitung

1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Die Paratuberkulose ist eine chronische, therapieresistente Darminfektion der Rinder und
anderer Wiederkauer. Klinisch erkrankte Rinder magern zunehmend ab, weisen stark
wassrige Durchfélle sowie Leistungsminderungen auf. Nach der Infektion der Tiere im
Kélberalter kann die Inkubationszeit der Erkrankung bis zum Auftreten erster klinischer
Krankheitssymptome bis zu 10 Jahre dauern. Der Krankheitserreger Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis (Map) wird von subklinisch infizierten Tieren intermittierend und
von Klinisch erkrankten Tieren zumeist permanent mit dem Kot ausgeschieden. Besonders
wahrend der langen subklinischen Erkrankungsphase, in der infizierte Tiere den Erreger mit
dem Kot unbemerkt ausscheiden, findet eine Weiterverbreitung von Map in infizierten
Rinderbestanden statt. In Deutschland ist die Paratuberkulose seit 1970 eine meldepflichtige
Erkrankung der Wiederkauer. Seit 1995 wurden im TSN bundesweit 4.138 Paratuberkulose-
meldungen registriert (Stand:12/2008), wobei besonders in den vergangenen 5 Jahren eine
steigende Anzahl gemeldeter Paratuberkulosefélle festzustellen war. In Thiringen wurde ein
vermehrtes Auftreten der Erkrankung ab Ende der 1990er Jahre registriert. Dabei waren
auch Hochleistungsbetriebe betroffen, die nach der Wiedervereinigung Deutschlands aus
zlichterischen Griinden eine Vielzahl an Tieren vor allem aus dem nordwestdeutschen Raum
hinzugekauft hatten. Thlringen ist eines der wenigen Bundeslander, welches die ,nicht
offensichtliche® Erkrankung Paratuberkulose gegenwartig als ernst zu nehmendes Problem
in Rinderherden ansieht, betroffene Betriebe bei der Diagnostik und Sanierung der
Erkrankung unterstitzt und darGber hinaus bestrebt ist, nicht-infizierte Bestande zu
schitzen. Besonders die Identifizierung subklinisch infizierter Tiere erwies sich in den
vergangenen Jahren aufgrund der begrenzten Sensitivitditen der momentan verfligbaren
direkten und indirekten Nachweisverfahren als problematisch. Subklinisch infizierte Tiere
wurden beim ausschlieBlichen Einsatz serologischer Nachweismethoden nur unzureichend
identifiziert. Aus diesem Grund férderte die Thiringer Tierseuchenkasse (TSK) ein Forsch-
ungsprojekt zur Diagnostik der Paratuberkulose in subklinisch infizierten Rinderherden.
Dabei wurden 3 Tharinger Milchviehherden Uber 22 Jahre blut- und milchserologisch sowie
koprologisch in jeweils 5 Bestandsuntersuchungen untersucht. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden die diagnostischen Befunde des Projektes sowie tierspezifische Daten ausge-
wertet. Die Ergebnisse der zeit- und kostenintensiven kotkulturellen Map-Anzichtung und die
Ergebnisse schnell durchfihrbarer, kostenglnstiger serologischer Nachweismethoden
wurden gegenibergestellt. Das Ziel der Arbeit war die Bewertung der Sensitivitdt der
kotkulturellen Untersuchung sowie die Berechnung der Sensitivitdten und Spezifitaten zweier
Paratuberkulose-ELISA-Testverfahren bei der Anwendung in subklinisch infizierten Rinder-
herden und die Untersuchung von Einflissen auf die angewendeten Testverfahren. Es
wurde betrachtet, welche tier- und methodenspezifischen Faktoren die einzelnen Testver-
fahren beeinflussen. Die Untersuchung der tierspezifischen Einflussfaktoren wie Lebensalter
oder Laktationsphase erfolgte mit dem Ziel, optimale Probenentnahmezeitpunkte fir die
jeweiligen diagnostischen Verfahren zu ermitteln. Ein wichtiges Ziel der Arbeit war die
Auswertung der milchserologischen Untersuchungen, da Milch als leicht zu gewinnendes
Untersuchungsmedium unter anderem bei der monatlichen Milchleistungsprifung regel-
maBig zur Verflgung steht. Es sollte bewertet werden, ob blutserologische durch milchsero-
logische Untersuchungen ersetzt werden kénnen. Die Erkenntnisse des Forschungspro-
jektes dienen der Optimierung der Diagnostik im Rahmen des freiwilligen Paratuberkulose-
Bek@mpfungsprogrammes in Thuringen.

-12-
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2. LITERATUR
2.1 Geschichte der Paratuberkulose

Im Jahre 1895 beschrieben Johne und Frothingham mit den Worten eine ,besondere Form
der Darmtuberculose” erstmals die Paratuberkulose des Rindes. Sie wiesen saurefeste
Mikroorganismen in Darmgewebeproben eines Rindes mit chronischer Enteritis nach. Die
Paratuberkulose wird heute nach dem Erstentdecker auch als ,Johne’sche Krankheit*
bezeichnet. Bang erkannte 1906 trotz der Ahnlichkeit der Erkrankung zur Tuberkulose die
Eigenstandigkeit der Paratuberkulose und definierte sie als ,pseudotuberkulose Enteritis®.
Die Isolierung und Anzucht des Krankheitserregers gelang Twort und Ingram 1912, sie
bezeichneten den Erreger als ,Mycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosae
bovis johne®. Das Bakterium wurde lange Zeit als eigene Spezies, Mycobacterium paratuber-
culosis, angesehen. Erst 1990 wurde der Erreger, aufgrund des hohen Verwandtschafts-
grades, der Spezies Mycobacterium avium zugeordnet und in Mycobacterium avium
subspecies (subsp.) paratuberculosis umbenannt (Thorel et al. 1990).

2.2 Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
2.2.1 Taxonomie und Genetik

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map) gehért zur Ordnung Actinomyce-
tales, zur Familie der Mycobacteriaceae, dem Genus Mycobacterium (M.) sowie zur Spezies
M. avium. Die enge Verwandtschaft der Spezies M. avium und M. intracellulare fUhrte zur
Zusammenfassung in einer Gruppe, dem Mycobacterium-avium-Komplex (MAC). Innerhalb
der MAC-Gruppe mit 28 Serotypen spielen Serotypisierungen heute zur Differenzierung eine
untergeordnete Rolle, es erfolgt vielmehr die Bestimmung von spezies- und subspezies-
spezifischen Gensequenzen zur Identifikation zugehdriger Erreger. Die Insertionssequenz
1S900, ein kleiner mobiler Genabschnitt, wurde als spezifisch fur Map identifiziert (Green et
al. 1989). Zum molekularbiologischen Nachweis von Map wird derzeit vorwiegend die 1IS900-
Polymerasekettenreaktion (PCR) unter der Verwendung hochspezifischer Primer genutzt, da
IS900-ahnliche Sequenzen auch bei anderen atypischen Mykobakterien detektiert wurden
(Englund et al. 2002). Das Genom des Map-Stammes K10 wurde entschlisselt und 6ffentlich
zur Verfigung gestellt (Li et al. 2005). Es besteht aus 4.829.781 Basenpaaren; neben dem
IS900-Element wurden drei weitere Map-spezifische Insertionssequenzen des Stammes K10
identifiziert: ISMav2 (3 Kopien), ISMap02 (6 Kopien) und ISMap04 (4 Kopien). Als Map-
spezifische Gensequenzen wurden auch das f57-Element (Poupart et al. 1993) und das hsp
X-Gen (Ellingson et al. 1998, Bannantine und Stabel 2000) nachgewiesen.

Die Map-Isolate werden in 3 Biotypen unterteilt (Stevenson et al. 2002, Dohmann et al. 2003,
de Juan et al. 2005). Der Biotyp | wird auch als ,oviner Typ“ bezeichnet, da er bislang
Uberwiegend aus Schafen isoliert wurde. Er ist durch ein sehr langsames Wachstum und
eine haufige Pigmentierung der flachen und gleichférmigen Kolonien gekennzeichnet. Dem
gegeniber wachsen Stdmme des Biotyps Il, der bisher Uberwiegend aus Proben von
Rindern angezlchtet wurde, ebenfalls langsam in nicht-pigmentierten Kolonien verschie-
dener Formen. Bei der Primarkultivierung sind die Kolonien des ,bovinen Typs“ zumeist
cremefarben bis transparent, klein, glatt und glanzend (Merkal und Curran 1974). Der Biotyp

-13-
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[l wird auch als ,intermediarer® Typ bezeichnet und wurde bisher nur aus Proben von
Schafen und Ziegen isoliert. Der Biotyp Ill wachst wie der Biotyp | langsam, aber nicht
pigmentiert (de Juan et al. 2005). FiUr die Map-Biotypen wurden zudem genotypische
Unterschiede ermittelt unter anderem (u. a.) mittels 1S900-Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus (Moreira et al. 1999, Pavlik et al. 2000, Cousins et al. 2000).

2.2.2 Erregereigenschaften und Kultivierung

Map ist ein schwach grampositives, aerobes, nicht bewegliches und nicht sporenbildendes,
saure- und alkoholfestes Stédbchenbakterium mit einer durchschnittlichen Breite von 0,5 um
und einer Lange zwischen 1-1,5 um (Manning und Collins 2001). Die komplexe, hydrophobe
Zellwand des Erregers ist reich an Lipiden (Clarke 1997), sie besteht aus einer
Peptidoglykanschicht mit angelagerten Arabino-Galactanen, an die wiederum spezifische,
langkettige Lipide, die Mykolsauren, gebunden sind (Jalier und Nikaido 1994, Brennan und
Nikaido 1995). Lipoarabinomannan (LAM) wird als besondere, immunmodulatorische Zell-
wandkomponente von Map, aber auch anderer Mykobakterien, wie z. B. M. tuberculosis
angesehen. Aufgrund der besonderen Zellwandeigenschaften ist Map mit der Gramféarbung
kaum anfarbbar. Zum Nachweis von Mykobakterien wird im Allgemeinen die Ziehl-Neelsen-
Farbung (Ziehl 1882, Neelsen 1885) angewendet. Bei der mikroskopischen Beurteilung von
Kotausstrichen, Organ- oder Kulturmaterial liegt der Erreger typischerweise nestartig in
Aggregaten vor. Der genaue Mechanismus der mykobakteriellen Aggregation ist nicht
bekannt. Im Rahmen elektronenmikroskopischer Untersuchungen wurden interzellulére
Filamente zwischen den Bakterienzellen identifiziert (Merkal 1973). Das Fibronectin
attachment protein (FAP) scheint maBgeblich an der Aggregatbildung, die einen Schutz-
mechanismus des Erregers gegenlber der Phagolyse darstellt, beteiligt zu sein (Miyamoto et
al. 2004).

Aufgrund der hohen Substratanspriiche des Erregers erfolgt die Primaranzucht auf eidotter-
haltigen Nahrbdéden. Das Wachstum von Map ist vom Vorhandensein des Mykobaktin J
(Merkal und Curran 1974), einem zellwandstandigen Eisenchelatbildner, abhangig.
Mykobaktine dienen der Bereitstellung von Eisen und werden von anderen Mykobakterien
eigenstandig synthetisiert. Wahrend frisch isolierte Map-Stamme bei der in vitro Kultivierung
auf den Zusatz von Mykobaktin J angewiesen sind, wurde von einem spontanen Verlust der
Mykobaktinabh&ngigkeit (Merkal und Curran 1974) bei Laborstdmmen berichtet. Das
Wachstum des Bakteriums erfolgt mit Generationszeiten zwischen 1,3 und 4,4 Tagen sehr
langsam (Lambrecht et al. 1988). Die Kultivierungszeit betragt hdufig 16 Wochen, wobei
erste Kolonien zumeist ab der 4. Kultivierungswoche sichtbar werden (Hermann 1998).

2.2.3 Tenazitat

Map weist aufgrund seiner speziellen Zellwandeigenschaften eine sehr hohe Widerstands-
fahigkeit gegeniber thermischen und chemischen Umwelteinflissen auf.

In den ersten Untersuchungen zum Uberleben des Erregers im Rinderkot auBerhalb des
Wirtes wurden Kotproben infizierter Tiere in offenen GefdBen natlrlichen Temperatur-
schwankungen zwischen -3°C und 23°C sowie Luft und Sonneneinstrahlung ausgesetzt
(Lovell et al. 1944). Das Bakterium Uberlebte, bei unbekannter Erregerdichte, mindestens
246 Tage. In Kotproben naturlich infizierter Rinder mit einer geschatzten Erregerdichte von
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< 10® Map/g Kot, die bei -70°C gelagert wurden lag die Map-Uberlebenszeit unterhalb von 15
Wochen (Richards und Thoen 1977, Richards 1981).

Der Erreger blieb auch in Flussigmist bei 5°C 9 Monate und bei 15°C maximal 3,5 Monate
infektids (Jorgensen 1977). Die Uberlebensfahigkeit von Map wurde fir 2 verschiedene
Kompostierungsverfahren mit Temperaturen von 55°C und 25°C und bei einer Flissigmist-
lagerung in Gilletanks verglichen (Grewal et al. 2006). Im FlUssigmist war der Erreger
mindestens 56 Tage und bei einer Kompostierung bei 25°C mindestens 28 Tage lebens-
fahig. Zur schnellen und sicheren Abtdtung des Erregers wurde eine Kompostierung des
Dungs bei 55°C Uber 3 Tage empfohlen. Hohe Ammoniakkonzentrationen verkirzten die
Map-Uberlebenszeit, in einem Gemisch aus 10 % Kot und 90 % Rinderurin war nach 30
Tagen der Nachweis vitaler Erreger nicht mehr mdglich (Larsen et al. 1956). In einem
Modellversuch wurde gezeigt, dass der Erreger auch wahrend des Silierprozesses unter
Luftabschluss und bei raschem pH-Wert-Abfall fir maximal 14 Tage lebensféhig bleibt (Kata-
yama et al. 2000, 2001).

Auch das Uberleben von Map in Béden kontaminierter Weiden wurde untersucht, dabei
waren noch nach 11 Monaten infektidése Erreger nachweisbar (Gay und Sherman 1992).
Zudem war die Uberlebenszeit des ,ovinen Biotyps* bei sauren Boden-pH-Werten verldngert
und variierte in Abhangigkeit von den jeweiligen Umweltbedingungen (Whittington et al.
2004). Eine durchschnittliche Uberlebenszeit des Biotyps | im Kot in einer schattigen,
trockenen Umgebung von maximal 13,8 Monaten und von 2,3 Monaten auf Gras in einer
Umgebung mit 70 % Schatten wurde ermittelt. Der Erreger erwies sich daher als empfindlich
gegeniber UV- und Sonneneinstrahlung, eine Inaktivierung des Bakteriums innerhalb von
100 Stunden direkter Sonneneinstrahlung wurde nachgewiesen (Gay und Sherman 1992).

In Leitungswasserproben, die kinstlich kontaminiert wurden, Uberlebte Map bis zu 19
Monate (Lovell et al. 1944, Larsen et al. 1956). Daneben war das Bakterium kulturell und
molekularbiologisch in 15 von 192 unbehandelten Wasserproben aus nordirischen Wasser-
aufbereitungsanlagen nachweisbar (Whan et al. 2005).

Map zeichnet sich durch eine hohe Hitze- und Kaltestabilitdit aus. Bei der Lagerung
ausgetrockneter Kulturen mit einer geschéatzten Erregerkonzentration von 10'° Erregern/g bei
-14°C, waren noch nach 12 Monaten lebensféhige Keime zu finden (Larsen et al. 1956).

In Studien zur Hitzestabilitdt, wurde der Erreger bei der Pasteurisierung, mit Temperaturen
zwischen 60 und 75°C, nicht vollstandig inaktiviert (Chiodini und Hermon-Taylor 1993,
Meylan et al. 1996, Grant et al. 1998, Hammer et al. 2003). Allerdings wurden bei allen
veroffentlichten Versuchen hohe Erregerdosen bei nicht kommerziellen Pasteurisierungs-
bedingungen eingesetzt (Coussens 2001). In einem Versuch wurden eine industrielle
Pasteurisierungsanlage und zuvor tiefgefrorene, ultraschallbehandelte Bakterien verwendet
(Stabel et al. 1997b). In der pasteurisierten Milch waren anschlieBend keine lebenden
Bakterien mehr nachweisbar. Kulturell und molekularbiologisch wurde Map auch in 4 von
244 industriell pasteurisierten, tschechischen Konsummilchproben detektiert, die Proben
stammten aus zwei subklinisch infizierten Herden (Ayele et al. 2005). Es kann derzeit nicht
ausgeschlossen werden, dass Map kurzzeitige Erhitzungsprozesse Ubersteht und eine
Ubertragung des Erregers auf Mensch und Tier (iber die Aufnahme von erregerhaltiger Milch
erfolgt.

Map zeichnet sich durch seine Unempfindlichkeit gegentber einer Vielzahl an Desinfektions-
mitteln aus. Gegen den Erreger wirksam sind formaldehydhaltige oder phenolhaltige Desin-
fektionsmittel (Chiodini et al. 1984).
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Das Uberleben von Map in der Umwelt wird von verschiedenen Faktoren maBgeblich
beeinflusst. Temperatur, Feuchtigkeit, UV-Strahlung, pH-Wert und Ammoniakgehalt der
jeweiligen Umgebung entscheiden darlber, wie lange das Bakterium infektiés bleibt. Die
hohe Tenazitdt des Erregers wird heute auch genutzt, um infizierte Herden durch die
Untersuchung von Umweltproben zu identifizieren (Berghaus et al. 2006b, Lombard et al.
2006b). Nach Berghaus et al. (2006b) sind mittels der kulturellen oder molekularbiologischen
Nachweise aus Umweltproben Rickschlisse auf die Herdenpravalenzen méglich.

2.3 Krankheitsbild der Paratuberkulose
2.3.1 Pathogenese und Immunologie

Nach der oralen Aufnahme des Paratuberkuloseerregers, der einen ausgepragten Darmtro-
pismus aufweist, wird dieser Uberwiegend transzytotisch durch hochspezialisierte M-Zellen
aus dem Darmlumen durch das Oberflachenepithel in die Darmmukosa transportiert
(Momotani et al. 1988, Lugton 1999, Sigurethardéttir et al. 2001, Coussens 2001). M-Zellen
befinden sich in den Epithelien, die das Mucosa Associated Lymphoid Tissue (MALT), so
auch die Peyer'schen Platten des Darmes, bedecken. Sie weisen eine unregelmaBige
Morphologie auf, besitzen Microplicae und dienen benachbarten Makrophagen sowie
Lymphozyten zur Antigenprasentation (Landsverk 1981, Liebler et al. 1991).

Die Anheftung und die Aufnahme des Erregers in die M-Zellen wird durch Fibronectin
attachment Proteine (FAP) vermittelt (Secott et al. 2002, 2004). FAP werden von Map
exprimiert und binden Fibronectin, ein extrazelluldres Glykoprotein. M-Zellen weisen auf ihrer
luminalen Zellseite in groBer Anzahl B1-Integrine auf (Clark et al. 1998). Die Aufnahme von
Map in die M-Zellen wird durch die Bindung des Fibronectins an die B1-Integrine auf der
Zelloberflache der M-Zellen ermdglicht (Secott et al. 2002, 2004, Sigurethardéttir et al. 2004).
Daneben wurde gezeigt, dass ein 35 kDa Membranprotein an der Bindung und Aufnahme
von Map in Epithelzellen beteiligt ist (Bannantine et al. 2003). Es wurde vermutet, dass bei
adulten, Uber 2 Jahre alten Rindern die Anzahl der M-Zellen im Darmepithel vermindert ist
und damit auch die Aufnahme von Map stark eingeschrankt wird, wodurch sich die
Altersresistenz gegenlber dieser Erkrankung erklaren lieBe (Chiodini 1996). Andererseits
wurde angenommen, dass die Resistenz gegeniber einer Map-Infektion mit steigendem
Alter durch die Involution der Peyer’schen Platten des Darms bedingt ist (Larsen et al. 1978,
Lepper und Wilks 1988).

Nach der Ausschleusung des Erregers aus den M-Zellen in die Darmmukosa wird dieser
mittels Phagozytose von intra- und subepithelialen Makrophagen aufgenommen. Eine
Vielzahl an Rezeptoren, wie zum Beispiel (z. B.) der Mannose-Rezeptor oder die Komple-
mentrezeptoren (CR) CR1, CR3 und CR4 wurden fir die Aufnahme von Mykobakterien in
Makrophagen ermittelt (Schlesinger und Horwitz 1991, Schlesinger 1993). In den unaktivier-
ten Makrophagen verhindert Map die Ausreifung von Phagosomen und deren Fusion mit
Lysosomen (Russell 1998, Hostetter et al. 2003), der Mechanismus dafur ist noch weit-
gehend unbekannt. Bisher wurde gezeigt, dass die Ansduerung der Phagosomen in den
Makrophagen und in Folge dessen die Ausbildung von Phagolysosomen unterbunden wird
(Cheville et al. 2001). In anderen Untersuchungen war nachweisbar, dass lediglich eine
milde und verzbégerte Ansauerung in Phagosomen, die lebende Paratuberkuloseerreger
enthalten, erfolgt (Kihnel et al. 2001).
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Es gilt als gesichert, dass bei einer vorherigen Aktivierung der Makrophagen durch das pro-
inflammatorische Cytokin Interferon-gamma (IFN-y) oder den Tumornekrosefaktor a (TNF-a)
die Ausbildung eines Phagolysosoms mit anschlieBender Inaktivierung von Mykobakterien
und auch die Suppression des mykobakteriellen Wachstums mdglich ist (Flynn et al. 1993).
Nach Meinung anderer Autoren wird durch die Wirkung des IFN-y die Phagozytose Uber
Komplementrezeptoren verhindert (Schlesinger und Horwitz 1991).

Darlber hinaus wird vermutet, dass die IFN-y-Produktion in der frihen Infektionsphase vor
allem (v.a.) durch yd-T-Zellen erfolgt, die sich vermehrt in unmittelbarer Nahe des
Darmepithels anreichern (Coussens 2001). In einer Studie mit humanen yd-T-Zellen konnte
gezeigt werden, dass diese unmittelbar von mykobakteriellen Antigenen stimuliert werden
und keine Interaktion mit den Haupthistokompatibilitdtskomplexen (Major Histocompatibility
Complex; MHC) far ihre Aktivierung notwendig ist (Kabelitz et al. 2000). Etwa 80 % der
zirkulierenden CD3+-T-Lymphozyten bei Kélbern unter 6 Monaten sind yd-T-Zellen (Mackay
und Hein 1989, 1991), wahrenddessen Uber 6 Monate alte Tiere nur zu 10-25 % yd-T-Zellen
aufweisen. Der Abfall der IFN-y-Produktion mit zunehmendem Alter wird als eine Ursache
fur eine verstarkte Vermehrung des Erregers in persistent infizierten Makrophagen diskutiert,
wodurch ein Fortschreiten des Infektionsgeschehens erméglicht wird. Die frihzeitige
Aktivierung der yd-T-Zellen im Rahmen einer Map-Infektion von Jungtieren scheint daher
eine Schlusselrolle fir den weiteren Verlauf der Erkrankung einzunehmen. Umso mehr
unaktivierte Makrophagen infiziert werden, desto wahrscheinlicher wird die Ausbildung einer
chronischen Map-Infektion, die jeweilige Infektionsdosis hat dabei offenbar eine entschei-
dende Bedeutung (Coussens 2001).

Aktivierte Makrophagen, die Bakterienzellen und Zelldetritus enthalten, wandern zur
Antigenprésentation in die lymphoiden Gewebe der Darmwand, die Peyer schen Platten und
in die Mesenteriallymphknoten. Sie prasentieren Map-Antigene Uber MHC-II und geben
Interleukin (IL)-1, ein T-zellstimulierendes Cytokin ab (Adams and Czyprynski 1994, Cheville
et al. 2001). CD4+-T-Zellen werden aktiviert, proliferieren und produzieren Uberwiegend IFN-
Yy, TNF-a sowie IL-2 und bewirken damit die Aktivierung weiterer Makrophagen und das
Fortschreiten der granulomatésen Entzindung betroffener Darmabschnitte (Bassey und
Collins 1997, Simutis et al. 2007). Bei der experimentellen Stimulation von CD4+-T-Zellen
mit Map-infizierten, murinen Makrophagen war die |IFN-y-Produktion der T-Zellen unzu-
reichend (zur Lage et al. 2003). In einer anderen Studie bewirkte die in vitro IFN-y-
Produktion durch aktivierte CD4+-T-Zellen keine effektive Aktivierung der Makrophagen zur
Elimination des Erregers (Simutis et al. 2007).

Es wurde bewiesen, dass im Rahmen einer Map-Infektion auch cytotoxische CD8+-T-Zellen
aktiviert werden, die in der Lage sind infizierte Makrophagen zu eliminieren (Adams et al.
1993, Bassey und Collins 1997). Der Mechanismus dafur ist nicht genau bekannt, da diese
Zellfraktion normalerweise Uber eine MHC-I-Antigenprasentation aktiviert wird, dieser Weg
ist jedoch untypisch fir intrazelluldre bakterielle Infektionen. Mdglicherweise findet ein
sogenanntes ,cross-priming®, welches fir die Tuberkulose nachgewiesen wurde (Winau et
al. 2004), auch im Rahmen einer Paratuberkuloseinfektion statt. Dabei werden CD8+-T-
Zellen durch dendritische Zellen, die Debris infizierter Makrophagen aufnehmen aktiviert.

Der gréBte Anteil der Mykobakterien in Makrophagen-Phagosomen Uberlebt aufgrund
diverser passiver und aktiver Schutzmechanismen (Tessema et al. 2001). Uberlebende
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Erreger vermehren sich intrazelluldr und werden bei der Apoptose von Makrophagen erneut
freigesetzt und von weiteren Makrophagen aufgenommen. Durch das Freisetzen von Map in
das Darmlumen ist die Infektion weiterer Darmabschnitte méglich (Coussens 2001). Zudem
wandern Makrophagen zunehmend in infizierte Darmabschnitte ein. Mit dem Fortschreiten
der Erkrankung kommt es somit zur Ausbildung zahlreicher granulomatéser Entziindungs-
herde des Darmes, die eine zunehmende Verdickung der Darmwande in betroffenen Arealen
verursachen (Buergelt et al. 1978).

Es qilt als gesichert, dass in den frihen Infektionsstadien der Paratuberkulose die zellulare
Abwehr Uberwiegt und die humorale Abwehr erst spéter verstarkt und individuell verschieden
einsetzt (Chiodini 1996). Uber den Zeitpunkt und den Ausldser einer B-Zell-Aktivierung im
Rahmen einer Map-Infektion gibt es keine gesicherten Angaben. Eine extrem variable,
individuell verschiedene IgG1-Immunantwort kann sich in Abhangigkeit von der Infektions-
dosis und der Eintrittspforte des Erregers jederzeit ausbilden (Coussens 2001, 2004).
B-Zellen kénnen dabei entweder direkt von mykobakteriellen Antigenen durch rezeptor-
vermittelte Endozytose oder von T-Helfer-Zellen aktiviert werden (Coussens 2001). Bei
experimentellen Infektionen fihrte die Infektion der Tonsillen bei Kalbern zur raschen
Antikérperbildung (Waters et al. 2003). Es wird angenommen, dass die Bildung von
Antikdrpern im Rahmen von mykobakteriellen Infektionen keine protektive Immunantwort
darstellt (Hartmann und Plum 1999). Von besonderem Interesse fir die Diagnostik der
Paratuberkulose ist die Bildung von Antikérpern wahrend der subklinischen Erkrankungs-
phase. Nach einer Theorie flhrt der intermittierende Zerfall infizierter Makrophagen innerhalb
der granulomatésen Entzindungsherde und das zeitweise Freiwerden des Bakteriums in das
Darmlumen in der subklinischen Erkrankungsphase zu einer intermittierenden ,low-level*
Stimulation der humoralen Immunabwehr (Coussens 2001). Bei klinisch erkrankten Tieren
werden haufig hohe 1gG1-Antikérper-Serumspiegel ermittelt (Collins et al. 1991, Whitlock
und Buergelt 1996). Die erhdhte Antikérperbildung kénnte sogar die Aufnahme von Map in
Makrophagen durch die Opsonisierung von Bakteriellenzellen verstérken (Coussens 2001).
Bei Tieren in weit fortgeschrittenen klinischen Erkrankungsstadien wurde ein Abfall der 1gG-
Serumtiter nachgewiesen (Coussens 2001).

2.3.2 Erkrankungsstadien

Die Paratuberkulose ist durch eine sehr lange Inkubationszeit, mit einer Dauer von bis zu 10
Jahren, gekennzeichnet (Whitlock und Buergelt 1996). Es werden 3 Erkrankungsstadien
unterschieden: das latente, das subklinische und das klinische Erkrankungsstadium

(Coussens 2001).

Latentes Erkrankungsstadium

Nach der oralen Infektion im Kélberalter, mit anschlieBender Ansiedlung des Erregers im
Magen-Darm-Trakt, folgt das latente Erkrankungsstadium. In diesem Zeitraum erscheinen
die infizierten Tiere klinisch gesund und Map wird nicht oder nur in sehr geringem Umfang
und meist unterhalb der Nachweisgrenze mit dem Kot ausgeschieden. Erste pathohisto-
logische Veranderungen koénnen 1,5 bis 3 Monate post infectionem sichtbar werden
(Valentin-Weigand 2002). Epitheloidzellen und Riesenzellen vom Langerhans-Typ infiltrieren
die Darmwand (Whitlock und Buergelt 1996). Granulomatése Lasionen treten in den inter-
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follikularen Regionen der Peyer'schen Platten und der Mesenteriallymphknoten auf (Valen-
tin-Weigand 2002). Der histologische Erregernachweis in Gewebeproben als auch die kultu-
relle Anzucht von Map aus Darmlymphknotengewebe sind mdéglich (Valentin-Weigand 2002).

Subklinisches Erkrankungsstadium

Im subklinischen Erkrankungsstadium findet eine verstarkte, intrazellulare Vermehrung von
Map statt. Makrophagen apoptieren und setzen den Erreger frei, der in das Darmlumen oder
ins umliegende Gewebe gelangt, um erneut von rekrutierten Makrophagen aufgenommen zu
werden. Die granulomatdse Entzindung der Darmwand schreitet fort, es kommt zu einer
makroskopisch meist noch nicht sichtbaren Schleimhauthypertrophie und -6dematisierung
sowie zur Hypertrophie der Darmlymphknoten (Buergelt et al. 1978). Offensichtliche Krank-
heitssymptome sind im subklinischen Erkrankungsstadium nicht zu beobachten, jedoch ist
bereits die intermittierende Ausscheidung von Map mit dem Kot méglich (Coussens 2001).

Klinisches Erkrankungsstadium

Im klinischen Erkrankungsstadium ist eine zunehmende Abmagerung erkrankter Tiere bei
erhaltener Fresslust sichtbar (Clarke 1997). In unterschiedlicher Starke treten permanent
oder intermittierend stark wassrige Durchfélle auf. Der Krankheitserreger wird dabei in
groBen Mengen ausgeschieden (Coussens 2001). Die héaufig starke Verdickung der
Darmwande, infolge der granulomatésen Entziindung der Darmschleimhdute, bedingt eine
Malabsorption der Nahrstoffe in deren Folge die Kachexien sowie Diarrhoen eintreten. Die
Mesenteriallymphknoten klinisch erkrankter Tiere erscheinen stark vergréBert und auch die
LymphgefaBe der Darmwand sind haufig aufféllig verdickt. Infizierte Tiere mit klinischen
Krankheitssymptomen weisen gegenudber symptomfreien Tieren eine reduzierte Milch-
leistung auf (Benedictus et al. 1987). Haufige Krankheitssymptome sind auBerdem Odem-
bildungen im Kehlgangs- und Trielbereich sowie ein stumpfes Haarkleid und blasse
Schleimhdute. Proteinverluste bei klinisch erkrankten Tieren zeigen sich auch durch geringe
Totalprotein- und Albuminwerte im Serum (Scott et al. 1995). Im Endstadium der Erkrankung
verstarken sich die unstillbaren, chronischen Durchfélle. Infolge des hohen, durchfall-
bedingten FlUssigkeitsdefizits kommt es zu einer fortschreitenden Dehydratation der Tiere.
Die hohen FlUssigkeitsverluste sowie der absolute Nahrstoffmangel fihren schlieBlich zum
Niederbruch und zum Verenden der Tiere.

2.3.4 Pathologisch-anatomische und histologische Veranderungen

Typische pathologisch-anatomische Veranderungen des Darmes Paratuberkulose erkrankter
Tiere sind hirnwindungsartige Verdickungen und Faltungen der Darmschleimhaut in
fortgeschrittenen Erkrankungsstadien (Selbitz 2002). Die Darmschleimhaut der betroffenen
Darmabschnitte ist h&ufig graugelblich gefarbt und &dematés (Selbitz 2002). Die
Peyer’schen Platten als auch die Mesenteriallymphknoten erscheinen geschwollen und
vergréBert, sie kdénnen beim Anschnitt granulomatése Entzindungsherde aufweisen
(Buergelt et al. 1978). Die mesenterialen LymphgeféaBe sind in fortgeschrittenen klinischen
Erkrankungsstadien infolge einer chronischen Lymphangitis verdickt (Clarke 1997).
Veranderungen der Darmschleimhaut sind vor allem im Bereich des distalen lleums mit
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abrupter Unterbrechung in Héhe der lleocacalklappe zu finden (Buergelt et al. 1978). Andere
Autoren gaben an, dass pathologische und histologische Verédnderungen des Darmes
sowohl im lleum als auch im Zakum, den lleocakalklappen, sowie dem Colon zu finden sind
(Chacon et al. 2004) oder auch zunéchst ausschlieBlich in Jejunum und lleum (Gonzales et
al. 2005) auftreten. Bei experimentellen Infektionen sind h&ufig ausgedehnte Veranderungen
im gesamten Darmbereich sichtbar (Taylor 1953). Eine lymphogene oder hamatogene
Streuung des Erregers wurde von verschiedenen Autoren beschrieben, granulomatse
Herde wurden dabei in Leber, Milz, Nieren oder Lungen detektiert (Chiodini et al. 1984,
Hines et al. 1987).

Der histologische Nachweis des Erregers erfolgt Uberwiegend in Proben aus verandertem
Darmgewebe oder Darmlymphknoten. Wé&hrend in kleinen, unscheinbaren Lasionen
Uberwiegend nur wenige saurefeste Stabchen zu finden sind, ist der Nachweis groBer
Erregermengen in deutlich makroskopisch sichtbaren Veranderungen méglich (Clarke 1997).
In Lymphknotenpraparaten sowie Praparaten der Darmschleimhaut sind granulomatése
Entzindungsherde mit Infiltraten bestehend aus epitheloiden Zellen, Riesenzellen vom
Langhanstyp und Makrophagen sichtbar. Das Cytoplasma der Zellen enthalt saurefeste
Stabchen (Buergelt et al. 1978, Brady et al. 2008). Die granulomatdésen Veranderungen
dehnen sich in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien auf die Submukosa der Darmwand aus,
daneben atrophieren die Dinndarmzotten zunehmend und die Dinndarmkrypten verstrei-
chen (Gonzales et al. 2005). Nach Brady et al. (2008) ist das Auftreten klinischer Krankheits-
symptome nicht mit dem Umfang der histologischen Veranderungen des Darmes korreliert.

2.4 Epidemiologie der Paratuberkulose
2.4.1 Erregerausscheidung

Map-Ausscheidung mit dem Kot

Die Ausscheidung des Paratuberkuloseerregers durch subklinisch infizierte und klinisch
erkrankte Tiere erfolgt Uber den Kot (Rosenberger 1978, Chiodini et al. 1984). Mit dem Kot
werden abgeschilferte, erregerhaltige Darmzellen sowie Erreger aus zu Grunde gegangenen
Makrophagen ausgeschieden. Die Map-Ausscheidung beginnt im Verlauf des Lebens
infizierter Tiere individuell verschieden (Lepper et al. 1989). Wahrend klinische Krankheits-
symptome in der Regel erst im Alter zwischen 5 bis 7 Jahren auftraten (Clarke 1997), war die
Ausscheidung von Map mit dem Kot bereits bei unter 2 Jahre alten Tieren nachweisbar
(Antognoli et al. 2007, Kalis et al. 1999). In einer Studie war der Erreger regelméaBig aus dem
Kot von 13-14 Monate alten Farsen kultivierbar (Kalis et al. 1999). Die Ausscheidung des
Erregers mit dem Kot wurde in einer weiteren Untersuchung bei 3 % der unter 8 Monate
alten, natdrlich infizierten Jungtiere nachgewiesen (Antognoli et al. 2007). Damit wurde
bewiesen, dass eine Ausscheidung des Erregers bereits durch latent infizierte Jungtiere
mdglich ist und nicht erst in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien auftritt. Bei subklinisch
infizierten Tieren verlauft die fakale Ausscheidung intermittierend (Chiodini et al. 1984). Die
Erregermengen, die mit dem Kot freigesetzt werden sind ebenso schwer messbar wie die
Verbreitung des Bakteriums in der Umwelt. Es wurde geschatzt, dass von klinisch erkrankten
Tieren mit dem Kot taglich bis 5 x 10'> KBE ausgeschieden werden (Chiodini et al. 1984).
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Map-Ausscheidung mit der Milch

Die Ausscheidung des Erregers Uber Kolostrum und Milch durch infizierte Tiere wurde
untersucht, ein Nachweis von Map in den Milchdriisensekreten war dabei sowohl bei klinisch
erkrankten als auch bei subklinisch infizierten Tiere méglich (Tab. 1).

Tab. 1: Ausgewahlte Studien zum Nachweis von Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis in Milch und Kolostrum

Autoren Anzahl (n) Map-Nachweisrate in % von n
untersuchter Tiere

Sweeney et al. 1992b 77 11,6 % in der Milch

Streeter et al. 1995 36 8,3 % in der Milch; 22,2 % im Kolostrum

Giese und Ahrens 2000 11 45,5 % in der Milch

Der Nachweis des Bakteriums in den Euterlymphknoten bei 27 % von 81 untersuchten
Tieren belegt das Vorhandensein des Erregers im Euter (Sweeney et al. 1992b). Es ist
jedoch fraglich, ob mit der Milchsekretion infektiése Erregermengen frei werden, oder ob die
externe Kotkontamination wahrend des Melkprozesses den groBeren Eintrag des Erregers in
die Milch verursacht. Dennoch missen Kolostrum und Milch infizierter Tiere, trotz
hygienischer Gewinnung, als potenzielle Infektionsquellen fir Jungtiere angesehen werden.

Map-Ausscheidung Uber die Sekrete der ménnlichen Geschlechtsorgane und Sperma

Map war in Studien mit geringem Stichprobenumfang in den Geschlechtsorganen und im
Sperma von kot- und organpositiven Bullen nachweisbar (Tab. 2). Nach den bisherigen
Ergebnissen kann nicht ausgeschlossen werden, dass bereits subklinisch infizierte Bullen
das Bakterium mit dem Sperma ausscheiden kdnnen. Eine Infektion durch die Ubertragung
des Erregers mit dem Sperma infizierter Bullen wurde bisher jedoch nicht dokumentiert.

Tab. 2: Ausgewahlte Studien zum Nachweis von Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis in mannlichen Geschlechtsorganen und im Sperma

Autoren Anzahl Map-Nachweis

Larsen et al. 1981 1 natdrlich 8 von 31 Spermaproben sowie Hoden-,
infizierter Bulle | Prostata- und Samenblasengewebe Map-positiv

Glawischnig et al. 1 natrlich Map-Nachweis im Hodengewebe

2004 infizierter Bulle

Ayele et al. 2004 4 natdrlich Hoden-, Nebenhodengewebe von 2 Bullen
infizierte Bullen | Map-positiv, bei 2 Bullen Map-Nachweis in der

Samenblase und bei einem Bullen im Sperma
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2.4.2 Ubertragungswege

Fakal-orale Infektion

Die Infektion von Jungtieren mit Map in einer kontaminierten Umwelt erfolgt auf oralem Weg.
Neugeborene Kalber nehmen den Erreger von kotkontaminierten Zitzen, aus kontaminierter
Einstreu und von samtlichen Gegenstanden der Umwelt, die mit Erregern behaftet sind, auf
(Sweeney 1996). Einen wichtigen Risikofaktor stellt dabei eine mangelnde Geburtshygiene
dar. Die Gefahr einer Infektion steigt, wenn Kélber in stark kontaminierten Abkalbeboxen,
unter mangelhaften hygienischen Bedingungen geboren werden und in diesen langere Zeit
nach der Geburt verbleiben (Benedictus et al. 2008). Altere Kalber kénnen sich Uber die
Aufnahme von kontaminiertem Futter und Trankewasser infizieren. Es wurde dartber hinaus
gezeigt, dass bereits Jungtiere das Bakterium mit dem Kot ausscheiden (van Roermund et
al. 2007, Antognoli et al. 2007) und andere Tiere ihrer Altersgruppe infizieren kénnen (van
Roermund et al. 2007). Diese Studie belegte erstmals, dass eine horizontale Infektion von
Kalb zu Kalb mdglich ist. Als Infektionsquellen fir Jungtiere missen dartber hinaus auch
von infizierten Haus- und Wildwiederkduern kontaminierte Weiden und Gewasser angesehen
werden.

Bislang unbekannt sind die Erregermengen, die flr eine natlrliche Infektion notwendig sind.
Es wurde vermutet, dass schon eine geringe Erregerdosis bei neugeborenen Kélbern zur
chronischen Infektion fuhrt, wahrend mit zunehmendem Alter ausschlieBlich hdhere
Infektionsdosen ein Uberleben des Erregers in der Darmschleimhaut verursachen (Sweeney
1996). Auch beim experimentellen Einsatz gleicher Infektionsdosen bei Kalbern wurden stets
zahlreiche Variationen der Krankheitsauspragung und der Ausscheidungszeitpunkte ermittelt
(Sweeney et al. 1992a).

Intrauterine Ubertragung

Die stark angezweifelte intrauterine Ubertragung von Map wurde durch den Nachweis des
Erregers in den Organen der Feten (Pearson und Mc Clelland 1955, Mc Queen und Russell
1979) sowie in Uterusspulproben (Rohde und Shulaw 1990) belegt. Die Detektion von Map
in Oozysten und Embryonen war nicht méglich (Kruip et al. 2003, Perry et al. 2006), daher
wird angenommen, dass ausschlieBlich eine transplazentale Infektion der Feten erfolgt
(Sweeney 1996). In einer Untersuchung von tragenden Rindern mit positivem Kotbefund
wurde Map in Organproben der Feten (9 von 34; 26,4 %) nachgewiesen (Seitz et al. 1989).
In einer weiteren Studie mit 58 tragenden und kotpositiven Rindern wurde der Erreger
ausschlieBlich in Feten starker Ausscheider (5 von 28; 17,8 %) detektiert (Sweeney et al.
1992c). Die Gefahr einer intrauterinen Map-Ubertragung besteht daher vor allem bei Tieren
in fortgeschrittenen Krankheitsstadien mit starker Erregerausscheidung. In einer Meta-
Analyse wurde eine Abhéangigkeit zwischen der Herdenpravalenz und der Haufigkeit
intrauteriner Erregertbertragungen nachgewiesen (Whittington und Windsor 2007). Das
Risiko fur eine intrauterine Infektion lag bei subklinisch infizierten Tieren zwischen 9-14 %
und bei klinisch erkrankten Tieren zwischen 20—60 % (Whittington und Windsor 2007). Nach
diesen Ergebnissen wurde resUmiert, dass der Erfolg von Paratuberkulose Kontroll- und
Sanierungsprogrammen stark vom Umfang intrauteriner Erregertbertragungen beeinflusst
wird.
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2.4.3 Wirtsspektrum und Empfanglichkeit der Wirtstiere

Alle Haus- und Wildwiederkduer sind empfanglich fir eine Map-Infektion und kdnnen
subklinisch infiziert sein oder klinisch erkranken (Clarke 1997). Die héchste Empféanglichkeit
fir eine Infektion besteht im Jungtieralter. Rinder, Schafe und Ziegen werden bis zu einem
Alter von 2 Jahren als empfanglich und dartber hinaus als weitgehend resistent gegeniber
einer Map-Infektion angesehen (Rankin 1961a, Bendixen 1978, Chiodini et al. 1984). Bei der
experimentellen Infektion von Kélbern im Alter von 1 Monat und von Jungrindern im Alter von
9 Monaten, wies die jingere Altersgruppe 150 Tage post infectionem die pragnantesten
Gewebeveranderungen auf (Larsen et al. 1975). Es wurde geschlussfolgert, dass die Krank-
heitserscheinungen und die pathologischen Veranderungen des Darmes und seiner lympha-
tischen Gewebe bei Tieren, die geburtsnah infiziert wurden gravierender sind als bei Tieren,
die sich zu einem spateren Zeitpunkt infizierten (Sweeney 1996).

Rinder scheinen weniger empfindlich gegeniber einer Infektion mit dem ,ovinen Biotyp*“ zu
sein (Moloney und Whittington 2008). In ovinen Proben waren alle Map-Biotypen nach-
weisbar, aus caprinen Proben wurden bisher ausschlieBlich die Biotypen Il und Il isoliert
(Bauerfeind et al. 1996, de Juan et al. 2005). Experimentell wurde gezeigt, dass die Infektion
von Schaflammern mit dem ,bovinen Biotyp“ mdglich ist (Juste et al. 1994) und Kélber auch
mit einem caprinen Map-Stamm infiziert werden kénnen (Saxegaard 1990). In der
Vergangenheit wurde eine héhere Empfindlichkeit einzelner Rinderrassen, z. B. Jersey und
Guernsey gegenuber einer Infektion mit Map vermutet (Rosenberger 1978). Andere Autoren
begriindeten das haufigere Auftreten der Erkrankung bei bestimmten Rassen mit ihrer
Haltung in Regionen mit pradisponierenden Umweltbedingungen, so dass nach ihrer
Meinung eine Rassedisposition vorgetauscht wird (Chiodini et al. 1984). Auch eine genetisch
bedingte, erhdhte Empfénglichkeit einzelner Tiere, unabh&ngig von ihrer Rasse, gegenlber
einer Map-Infektion wurde vermutet (Koets et al. 2000).

Map wird regelméaBig aus Wildwiederk&uern isoliert. Der Nachweis des Erregers gelang in 33
verschiedenen Wildtierspezies, u. a. in Rotwild, Reh, Damhirsch, Mufflon, Elch und Bison
(Machackova et al. 2004, Motiwala et al. 2004). Die Haltung von Wildwiederkauern in
Gattern fUhrte zur starken Zunahme der Infektionen und klinischen Erkrankungen bei
Wildtieren (Mackintosh et al. 2003). Die Mehrzahl der aus Gatterwild isolierten Map-Stamme
gehdrten in die Gruppe des ,bovinen Biotyps® (de Lisle 2006, O Brien et al. 2006).

Der Nachweis von Map wurde auch bei wildlebenden Nicht-Wiederkduern durchgefiihrt. In
zahlreichen Untersuchungen gelang der Erregernachweis in Wildkaninchen, welche
anschlieBend als Wildtierreservoir eingestuft wurden (Beard et al. 2001, Raizman et al. 2005,
Judge et al. 2005 and 2006). Map wurde auch aus den Mesenteriallymphknoten und der
Dinndarmschleimhaut von Katzen angezichtet, die aus einem Paratuberkulosebetrieb
stammten (Palmer et al. 2005). Makroskopische und mikroskopische Veranderungen waren
dabei nicht sichtbar, so dass davon auszugehen ist, dass die Tiere lediglich Trager des
Erregers waren. Auch bei anderen monogastrischen Tieren, z. B. bei Schweinen, Eseln,
Hunden oder Hihnern wurde Map aus Organproben isoliert (Runnels 1955, van Ulsen 1970,
Larsen und Moon 1972, Vogel 1977). Experimentell war die Anreicherung von Map in
Geweben von Ratten oder Mausen nachweisbar (Chandler 1961). Die genetisch bedingte
Resistenz eines Mausstammes gegenuber der Vermehrung von Map wurde publiziert
(Roupie et al. 2008b).

-23-



Literatur

Der Mensch wurde in den letzten Jahren wiederholt als Map-Wirt in Betracht gezogen. Map
wird als ein ursachliches Agens der Faktorenkrankheit Morbus Crohn, eine chronisch-granu-
lomatdse lleocolitis des Menschen, angesehen und kontrovers diskutiert (Chiodini und
Rossiter 1996). Der Erreger wurde aus menschlichen Darmbioptaten, die von Morbus Crohn-
Patienten stammten isoliert (Chiodini und Rossiter 1996, Bull et al. 2003). Andererseits
gelang die experimentelle Infektion neugeborener LAmmer mit humanen Map-Isolaten (van
Kruiningen et al. 1986), dabei wiesen die Tiere klinische Krankheitssymptome sowie patho-
logische Veranderungen des Darmes auf. Das Vorkommen des Bakteriums bei Morbus
Crohn-Patienten sowie die Ahnlichkeit zwischen dieser humanen Erkrankung und der Para-
tuberkulose der Wiederkduer wurden vielfach belegt. Jedoch wurde bisher nicht geklart, ob
der Erreger ursachlich, z. B. als Kofaktor an der Ausbildung der Erkrankung Morbus Crohn
beteiligt ist. Humane Map-Infektionen sind zudem nur sehr schwer zu detektieren, da der
Erreger in den nachgewiesenen Fallen nur in geringen Mengen und im sogenannten Ziehl-
Neelsen-negativen Phanotyp vorlag. Diese Form des Erregers, mit einer veranderten Zell-
wandstruktur, ist nur schwer anzichtbar und gleichtzeitig jedoch relativ resistent gegentber
einer chemischen oder enzymatischen Lyse (Hermon-Taylor 2009).

2.4.4 Geographische Verbreitung

Das Vorkommen der Paratuberkulose wurde weltweit mit Ausnahme weniger L&ander
dokumentiert (Abb. 1), wobei aufgrund des Tierhandels mit einer weiteren Verbreitung der
Erkrankung zu rechnen ist. In einzelnen L&ndern und Gebieten erfolgten Pravalenz-
schéatzungen, die jedoch aufgrund der Verwendung unterschiedlicher diagnostischer Testver-
fahren nicht miteinander zu vergleichen sind (Nielsen und Toft 2008). Die Paratuberkulose
wurde von der World Organisation for Animal Health (OIE) als Erkrankung mit soziodko-
nomischer Bedeutung und Bedeutung flr die menschliche Gesundheit eingestuft. In Europa,
z. B. in den Niederlanden (Muskens et al. 2000), in Belgien (Boelaert et al. 2000), Danemark
(Nielsen 2003) oder in Osterreich (Gasteiner et al. 2000, Khol et al. 2007) wird zunehmend
vom Vorkommen der Paratuberkulose berichtet. Schweden galt zeitweise als frei von
Paratuberkulose (Viske et al. 1996), jedoch wurden zwischen 1993 und 2005 insgesamt 53
infizierte Herden identifiziert (Sternberg und Larsson 2005).

In den USA wurden in einzelnen Bundesstaaten Pravalenzschatzungen durchgefiihrt. Bisher
wurde jedoch nur eine landesweite Studie verdffentlicht, bei der ein direktes Map-Nach-
weisverfahren angewendet wurde (Merkal et al. 1987). Dabei wurden die lleocacallymph-
knoten von 7.540 Schlachtrindern aus 32 amerikanischen Bundesstaaten untersucht, Map
war bei 1,6 % der Tiere kulturell nachweisbar. Bei einer stichprobenartigen Untersuchung
von 1.004 amerikanischen Herden erwiesen sich 3,4 % der Tiere als serologisch positiv,
wahrend bei der alleinigen Betrachtung der Milchrinderpopulation 21,6 % der Tiere seroposi-
tiv reagierten (Wells und Wagner 2000).

Die Paratuberkulose wurde in Kanada sowohl in Milchviehherden als auch bei Fleischrindern
beobachtet (Scott et al. 2007a, b). In Pravalenzstudien fir einzelne kanadische Bundes-
staaten wurden stets Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Verfahren eingesetzt.
Dabei wurden in einer Studie mit 304 teilnehmenden Herden 15,2 % seropositive Tiere
detektiert.

In einzelnen Landern Sidamerikas wird die Verbreitung der Paratuberkulose in Rinder- und
Ziegenherden zunehmend untersucht (Ristow et al. 2007, Salgado et al. 2007). In Argen-
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tinien wird die Paratuberkulosepravalenz in Fleischrind- und Milchviehherden als hoch
eingeschatzt (Paolicchii et al. 2003), wahrend die Paratuberkulose in Brasilien derzeit als
importierte und seltene Erkrankung betrachtet wird (Ristow et al. 2007).

In Australien und Neuseeland ist die Infektionskrankheit in Rinder-, Schaf- und Ziegenherden
(Dhand et al. 2007) weit verbreitet und wird zunehmend als Problem bei der Gatterwild-
haltung wahrgenommen (O Brien et al. 2006, de Lisle et al. 2006).

In Japan wurde das Vorkommen der Paratuberkulose erstmals 1971 und seit Mitte der
1990er Jahre gehauft registriert (Kobayashi et al. 2007).
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Abb. 1: Weltweites Vorkommen der Paratuberkulose (OIE 2008)

In Deutschland gibt es bisher keine flachendeckenden, bundesweiten Untersuchungen zum
Vorkommen der Paratuberkulose, damit sind auch Pravalenzschatzungen ftr Deutschland
derzeit nicht mdéglich. Traditionell wurde das Vorkommen der Erkrankung vor allem im
norddeutschen Raum dokumentiert, so dass insbesondere Landkreise in Niedersachsen als
Endemiegebiete angesehen werden (Abb. 2). In Niedersachsen wurde bereits 1990 ein
freiwilliges Programm zur Sanierung der Paratuberkulose eingeflihrt. Auch in einzelnen
anderen Bundeslédndern wie z. B. Nordrhein-Westfalen und Thiringen wurden Paratuber-
kulose-Sanierungs- und Bekampfungsprogramme etabliert. In den neuen Bundeslandern trat
die Paratuberkulose bis Ende der 1980er Jahre klinisch und 6konomisch kaum in
Erscheinung und wurde nach umfangreichen Tierzukdufen ab Mitte der 1990er Jahre
zunehmend als Problem wahrgenommen (Geue et al. 2007). Die gezielte Untersuchung der
Paratuberkulose in Thuringen begann im Jahr 2000 (Elschner 2003). In repréasentativen
Milchviehbestanden Thiringens wurden mittels milchserologischer Tests epidemiologische
Untersuchungen vorgenommen. Bei 75 % der in die Untersuchungen einbezogenen
Bestande wurden Map-Antikérper detektiert und 13 % der untersuchten Tiere erwiesen sich
als milchserologisch positiv (Elschner 2003).
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Legende zu Abb. 2:
@ Paratuberkulose-Feststellung
B Paratuberkulose-Verdacht

Abb. 2: Paratuberkulose-Meldungen in Deutschland
aus dem TSN — Zeitraum: 1.1.1995 — 1.12.2008 (n=4.138)

2.4.5 Wirtschaftliche Bedeutung

Die Paratuberkulose zahlt vor allem in den USA zu den verlustreichsten Erkrankungen der
Milchviehwirtschaft (Collins 1994). Die jahrlichen finanziellen Einbussen infolge der
Erkrankung wurden in den USA bereits in den 80er Jahren auf 1,5 Billionen US$ geschatzt
(Jones 1989). Der Vergleich der finanziellen Aufwendungen fir verschiedene Infektions-
krankheiten in kanadischen Rinderherden ergab, dass die Paratuberkulose mit 2.472 US$ in
einer Herde mit durchschnittlich 50 Tieren gegenlber den Infektionskrankheiten Bovine
Virusdiarrhoe, Leukose und Neosporose die hdchsten jahrlichen Kosten verursacht (Chi et
al. 2002). Auch in einer franzésischen Studie wurden beim Vorkommen der Paratuberkulose
in einer Milchviehherde mit 40 Tieren zusétzliche Kosten in Héhe von 1.940 € pro Jahr
berechnet (Dufour et al. 2004). Die wirtschaftlichen EinbuBen werden dabei durch unmittel-
bare Tierverluste, friihzeitige Schlachtungen, verminderte Schlachtgewichte, reduzierte
Milchleistungen, durch erhdhte Fruchtbarkeitsstérungen sowie eine héhere Empfanglichkeit
gegenidber anderen Erkrankungen, durch zusatzliche Tierarztkosten und Kosten far die
Diagnostik verursacht (Collins 1994, Hutchinson 1996, McKenna 2006b).

Das durchschnittliche Alter bei der Schlachtung war bei klinisch erkrankten (4,3 Jahre) und
subklinisch infizierten Tieren (4,9 Jahre) signifikant reduziert gegentuber dem durchschnitt-
lichen Alter (7,7 Jahre) nicht-infizierter Tiere (Buergelt und Duncan 1978). Zudem wiesen
kotkulturpositive Tiere gegenlber nicht infizierten Tieren im Durchschnitt ein um 59 kg
reduziertes Schlachtgewicht auf, damit war zum Untersuchungszeitpunkt ein finanzieller
Verlust von 58 US$ pro Schlachttier verbunden (Whitlock et al. 1985). Eine Reduktion der
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Schlachtgewichte bei klinisch erkrankten Rindern um 20-30 % gegenlber nicht infizierten
Tieren wurde in einer weiteren Studie ermittelt (Benedictus et al. 1987).

Ein Abfall der Milchleistung, der hohe wirtschaftliche Verluste verursacht, war bei klinisch
und subklinisch erkrankten Rindern nachweisbar (Tab. 3). In einer nationalen amerika-
nischen Studie im Jahr 1996 betrugen die jahrlichen finanziellen EinbuBen infolge reduzierter
Milchleistungen in Paratuberkuloseherden pro Tier 100 US$ (Ott et al. 1999). Durch-
schnittlich war die Milchleistung der amerikanischen Herden mit hoher Paratuberkulose-
pravalenz um 700 kg pro Tier und Laktation reduziert.

Tab. 3: Ausgewahlte Studien zur Untersuchung des Einflusses der Erkrankung auf die
Milchleistung infizierter Tiere

Autor Map- Ermittelter Einfluss der Paratuberkulose auf die
Nachweis | Milchleistung infizierter Tiere

Benedictus Durchschnittliche Reduktion der Milchleistung bei klinisch

etal 1987 | Kulturell | oy rankten Tieren um 19,5 % und bei subklinisch erkrankten

Tieren um 16 % gegenlber der Leistung in vorheriger Laktation

Raizman Reduktion der Milchleistung bei leichten, moderaten und
etal. 2007 | Kulturell | giaren Ausscheidern um 537, 1403 und 1534 kg/Laktation
gegenuber dem Herdendurchschnitt

Nordlund . Milchleistung bei serologisch positiven Tieren um 4 % vermindert
et al. 1996 (S€rologisch | qoqeniiber serologisch negativen Tieren der gleichen Herde

Der Einfluss der Paratuberkulose auf die Fruchtbarkeit der Rinder ist umstritten und gilt als
noch nicht vollstandig wissenschaftlich belegt (McKenna et al. 2006b). Die Unfruchtbarkeits-
raten bei Kihen mit subklinischer Paratuberkulose und positivem Gewebebefund (68,8 %)
waren héher als bei Tieren mit negativem Organkulturbefund (60,2 %, Merkal et al. 1975).
Zudem wurde eine Verldngerung der Zwischentragezeiten bei serologisch positiven Tieren
um durchschnittlich 28 Tage gegenilber serologisch negativen Tieren der gleichen Herde
beobachtet (Johnson-Ifearulundu et al. 2000). Die Autoren vermuteten, dass die Paratuber-
kuloseinfektionen negative Energiebilanzen verursachen, die eine Unterdriickung des Ostrus
bedingen. In einer weiteren Studie waren die Zwischentragezeiten ausschlieBlich bei sero-
logisch positiven Tieren in der ersten Laktation um durchschnittlich 49 Tage verlangert
(Tiwari et al. 2003).

Es wird diskutiert, ob Paratuberkuloseinfektionen mit einer héheren Empfindlichkeit gegen-
dber anderen Erkrankungen einhergehen und somit zusatzlich Behandlungskosten und
verringerte Leistungen infolge der Erkrankung verursacht werden. In einer Untersuchung
wurde bei infizierten Tieren signifikant gehauft das Auftreten von Pneumonien ermittelt
(Raizman et al. 2007). Der Einfluss der Erkrankung auf die Eutergesundheit wurde
besonders untersucht. Tiere, die chronisch mastitiserkrankt waren, wurden signifikant
haufiger gemerzt, wenn sie gleichzeitig einen positiven Kotbefund aufwiesen (Merkal et al.
1975). Bei blutserologischen Untersuchungen in 304 kanadischen Milchviehherden waren
signifikant héhere Zellzahlen der Milch bei Tieren mit blutserologisch positivem Befund
nachweisbar (Mc Nab et al. 1991). Seropositive Tiere wiesen zudem ein 2,9fach hdheres
Risiko auf, infolge einer Mastitis, einer verminderten Milchleistung oder einer verminderten
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Reproduktionsleistung frihzeitig geschlachtet zu werden (Tiwari et al. 2002). Aufgrund der
Verwendung unterschiedlicher diagnostischer Testverfahren in verschiedenen Landern mit
sehr unterschiedlichen Bedingungen sind die bisherigen Studien zu den Einflissen der
Paratuberkulose auf die Tiergesundheit und den damit verbundenen wirtschaftlichen
Schaden nicht miteinander vergleichbar, und es kdnnen hierzu bislang keine eindeutigen
Aussagen getroffen werden.

2.5 Diagnostik der Paratuberkulose
2.5.1 Direkter Erregernachweis
2511 Mikroskopische Untersuchung von Kotausstrichen und Organabklatschpraparaten

Eine einfache und schnell durchfliihrbare Methode, um Map in Kotausstrichen und Abklatsch-
praparaten, z. B. von postmortal entnommenen Mesenteriallymphknoten zu detektieren, ist
die lichtmikroskopische Untersuchung Ziehl-Neelsen gefarbter Préaparate. Bei der tradi-
tionellen Ziehl-Neelsen-Farbung (Ziehl 1882, Neelsen 1885) wird die S&ure- und Alkohol-
festigkeit des Bakteriums nachgewiesen. Dabei kann der eingedrungene, rote Farbstoff
Carbolfuchsin durch die Behandlung mit salzsaurem Alkohol aufgrund der besonderen
Zellwandeigenschaften des Erregers nicht entfernt werden. Map wird deutlich rot angefarbt
und ist typischerweise in Nestern zusammengeballt lichtmikroskopisch sichtbar. Eine neuere
Farbemethode, die ebenso die Saurefestigkeit der Mykobakterien ausnutzt, ist die Acridin-
orange-Fluoreszenzfarbung (Smithwick et al. 1995).

Die mikroskopische Untersuchung von Kotausstrichen wird haufiger bei klinischen Ver-
dachtsfallen durchgefuhrt und ist nicht fir die Identifizierung subklinisch erkrankter Tiere
geeignet (Merkal et al. 1968). Bei Kotproben mit positivem Kulturergebnis wurde eine Sensi-
tivitat von 46 % und eine Spezifitdt von 94 % fir die mikroskopische Untersuchung von
Kotausstrichen errechnet (Jargensen 1983). In einer weiteren Studie gelang der direkte
mikroskopische Erregernachweis nur zu 25-35 % bei kulturell positiven Kotproben und bei
60 % der kulturell positiven Lymphknoten (Hietala 1992).

251.2 Kultureller Erregernachweis und Speziesidentifizierung mittels PCR aus
Kulturmaterial

Die kulturelle Anzucht von Map aus Kot- und Organproben wird bis heute als sensitivste
Methode zum Nachweis des Erregers angesehen und als ,Goldstandardmethode“ zur
Evaluierung anderer diagnostischer Methoden verwendet (Whittington und Sergeant 2001,
Kdhler et al. 2003). Map wurde auch aus Milchproben kulturell angeziichtet (Taylor et al.
1981).

Die Sensitivitat der Kultivierung von Map aus Kot liegt bei einer einmaligen Herdenunter-
suchungen zwischen 10 und maximal 50 % (Whitlock und Rosenberger 1990, Mc Nab et al.
1991, Whitlock et al. 2000) und wird vom Erregergehalt des Kotes, von der Zwischen-
lagerung der Kotproben bis zur Aufarbeitung sowie von den verwendeten Kultivierungs-
methoden beeinflusst (Eamens et al. 2000). Ein Mindestkeimgehalt von 50-100 Map/g Kot
wurde fir die erfolgreiche Erregeranzucht angegeben (Merkal 1973). Fir die Spezifitat der
kulturellen Erregeranzucht mit angeschlossenem molekularbiologischem Erregernachweis
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aus Koloniematerial wird ein Wert von 100 % angenommen (Chiodini et al. 1984, Sockett et
al. 1992a und b). Die Methoden des kulturellen Nachweises wurden haufig variiert. Dabei
unterschieden sich die Art der Kotdekontamination, die Anwendung von Sedimentations-
oder Zentrifugationsverfahren sowie die verwendeten Nahrmedien und Zusatze.

Dekontamination von Rinderkot fir die kulturelle Anzucht von Map

Eine Voraussetzung fir die Map-Anzucht aus Kotproben ist die Abtétung der unerwiinschten
Begleitflora des Kotes, ohne dabei Map zu schadigen. Insbesondere Pilzkontaminationen
stéren den Erregernachweis in Kotproben (Merkal und Richards 1972, Turcotte et al. 1986,
Stabel 1997a). Fur die chemische Dekontamination der Kotproben wurde die Verwendung
von Benzalkoniumchlorid 0,3 % und Oxalsaure 2,5-5 % (Merkal et al. 1964) sowie, um die
Ausbeute an Map zu erhdhen, die Verwendung von Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC)
empfohlen (Merkal et al. 1982). HPC in 0,75 %iger Konzentration wird heute am haufigsten
zur Reduktion der unerwlnschten Begleitflora in Kotproben eingesetzt. Forscher der Cornell
Universitat entwickelten zur Dekontamination von Kotproben eine Doppelinkubations-
methode (Shin 1989). Bei der so genannten Cornell Methode soll das Auskeimen der
Pilzsporen in einem ersten Inkubationsschritt bei 37°C Uber 24 h in einer Mischung aus HPC
und einer Hirn-Herz-Bouillon erfolgen. Die vegetativen Formen der Pilze und sporenbilden-
der Bakterien werden anschlieBend mit einer antibiotisch-antimykotisch wirksamen Lésung
behandelt und bei Empfindlichkeit der Erreger abgetétet. Eine vollstdndige Elimination der
Kontaminanten wurde jedoch mit dieser Methode nicht erzielt (Whitlock und Rosenberger
1990).

Nach der chemischen Dekontamination des Kotes folgt eine Sedimentationsphase, eine
Zentrifugation oder eine Filtration der Kotsuspensionen (Collins et al. 1990). Der Vergleich
von Sedimentations- und Zentrifugationsmethoden zeigte, dass die Map-Koloniezahlen bei
zentrifugierten Proben erhéht sind (Kim et al. 1988 und 1989, Kalis et al. 1999, Whitlock und
Rosenberger 1990), jedoch waren gleichzeitig signifikante Zunahmen der Kontaminationen
nach Zentrifugation feststellbar (Kim et al. 1988 und 1989, Stabel 1997a).

Um die Kontaminationen der Kotkulturen zu reduzieren wurde der Einsatz antibakteriell und
antimykotisch wirksamer Zuséatze zur Abtétung der Begleitflora im Kot getestet, dabei wurde
v. a. betrachtet, ob die eingesetzten Hemmestoffe auch einen Einfluss auf das Map-Wachs-
tum austben (Merkal und Richards 1972). Amphotericin B erwies sich als potentester Wirk-
stoff zur Unterdriickung des Pilzwachstums in Kotkulturen, der Zusatz des Wirkstoffes zum
jeweiligen Nahrmedium wurde empfohlen (Merkal und Richards 1972). Als Antimykotika, die
das Wachstum von Map nicht beeinflussen, wurden neben Amphotericin B die Stoffe Keto-
konazol, Cycloheximid, Miconazol und Natamycin zur Kotdekontamination eingesetzt (Calli-
han 1986, Turcotte et al. 1986, Kim et al. 1989, Johansen et al. 2006). Der heute am haufig-
sten in Kotkulturen verwendete antimikrobielle Zusatz besteht aus den Hemmstoffen Ampho-
tericin B, Nalidixinsdure und Vancomycin (Eamens et al. 2000, Johan-sen et al. 2006).

Kultivierungsmethoden und Ndhrmedien

Map wird bei der Primaranzucht auf eigelbhaltigen Nahrbéden mit Mykobaktinzusatz
kultiviert (Merkal und Curran 1974). Aufgrund des langsamen Wachstums des Erregers
werden die Kulturen in der Regel Gber 16 Wochen bebriitet. Dabei erscheinen 97 % aller
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Kolonien bereits in den ersten 12 Kultivierungswochen (Whitlock et al. 1989). Die Anzucht
des Erregers erfolgt am haufigsten auf einem Eidotter-Medium (Merkal und Curran 1974),
dem Herrold’s Egg Yolk Medium (HEYM; Herrold 1931). In der AVID-Methodensammlung
(2007) wird die Verwendung eines HEYM-N&hrbodens mit Mykobaktinzusatz und antibio-
tisch-antimykotischen Zusatzen zur Anzucht von Map empfohlen. Fir die Anzucht des
Erregers ist auch die Verwendung modifizierter Volleindhrbdden nach Léwenstein-densen
moglich (Jargensen 1982, Kalis et al. 1999). Die N&hrbdden enthalten den fungiziden
Farbstoff Malachitgriin zur Verbesserung des Sichtbarwerdens der Kolonien und zur
Dekontamination.

Zur Prifung der Mykobaktinabhdngigkeit des Errergers wird zu untersuchendes Material
zusétzlich auf einem mykobaktinfreien Nahrboden, z. B. HEYM ohne Mykobaktin J aufge-
racht, dabei erfolgt kein Erregerwachstum (Whipple et al. 1991). Die Anzucht von Map ist
auch in flissigen Nahrmedien, z. B. Middlebrook-7H10-Tween-Bouillon (Stephan 2007)
sowie in radiometrischen Flissigkultursystemen (Bactec System, Fa. Becton Dickinson)
moglich. Das Bactec System wurde urspringlich fur die humanmedizinische Tuberkulose-
diagnostik entwickelt und far die Anzucht von Map, z. B. durch den Zusatz von Eidotter und
Mykobaktin J modifiziert. (Sockett et al. 1992a, Cousins et al. 1995, Collins et al. 1990,
Whittington et al. 1998). Ein neueres, vollautomatisches Flissigkultursystem zur Anzucht von
Mykobakterien ist das Bactec-MGIT-960-System (Fa. Becton Dickinson). Der indirekte
Nachweis von Map in automatisierten Flissigkultursystemen erfolgt bereits nach 2 bis 4
Wochen (Cousins et al. 1995). Die Map-Anzucht in Flissigkultursystemen wurde zudem als
sensitiver gegenlber der herkémmlichen Kultivierung bewertet (Sockett et al. 1992a,
Whittington et al. 1998), zu den Spezifitdten der Map-Kultivierung in automatisierten Flissig-
kultursystemen wurden bisher jedoch kaum Ergebnisse publiziert. Die vollautomatisierte
Kultivierung mit dem MGIT-System erbrachte letztlich eine unwesentliche Zeitersparnis, da
stets eine Subkultivierung aus dem Flissigkulturmaterial, welches PCR inhibierende Eidot-
terzusatze enthielt, notwendig war (Kéhler und Gierke 2006).

DNA-Isolation und PCR aus Kulturmaterial

Die Bestatigung der Map-Anzucht erfolgt heute molekularbiologisch mittels PCR. Zuvor ist
jedoch die Isolation mykobakterieller DNA aus Kulturmaterial notwendig. Die Isolierung der
DNA aus Bakterienzellen erfolgt in 3 Schritten. Zunachst werden die Zellwande der
Bakterienzellen lysiert. Die Lyse der Zellwande erfolgt thermisch, z. B. im Wasserbad (Moss
et al. 1991), chemisch mit oberflachenaktiven Substanzen, enzymatisch (Visuvanathan et al.
1989) oder mechanisch, z. B. mit Glasbeads (Collins et al. 1993). Darauf findet eine Entfern-
ung des Zelldetritus, freier Proteine und anderer Verunreinigungen durch Bindung der DNA
an Matrices oder durch Prazipitations- bzw. Sedimentationsverfahren statt. In einem letzten
Schritt wird die gewonnene template-DNA in Puffern resuspendiert. Kommerziell erhaltliche
DNA-Extraktionskits werden ebenfalls verwendet, sie basieren haufig auf Chloroform-
Phenol-Extraktionen (Sambrook et al. 1989) oder enthalten DNA-bindende Matrices, z. B.
auf Siliziumbasis.

Mit spezifischen Primerpaaren wird aus dem gewonnenen DNA-Material am h&ufigsten der
Map-spezifische Genabschnitt 1IS900 (Green et al. 1989) zur ldentifikation des Erregers
nachgewiesen, sowohl fir die ,single-round” als auch fur die ,nested” IS900-PCR wurden
diverse Primerpaare entwickelt (Vary et al. 1990, Bauerfeind et al. 1996, Englund
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et al. 1999). Beim Vergleich von 8 ,single-round® und 5 ,nested* PCR-Verfahren sowie 12
verschiedenen Primerpaaren wurden zwei nicht Map-spezifische Primerpaare (1S900/150
und 1S900/921; p90 und p91) identifiziert (Mébius et al. 2008). Fur den sicheren Map-
Nachweis mittels IS900-PCR ist jedoch der Einsatz hochspezifischer Primer notwendig, mit
den Primern MP3 und MP4 (Bauerfeind et al. 1996) wurden bislang die spezifischsten IS900-
PCR-Reaktionen erzielt (Mdbius et al. 2008). Auch andere Gensequenzen, wie die Inser-
tionssequenz ISMav2 (Strommenger et al. 2001), das hspX-Gen (Ellingson et al. 1998), die
Sequenz 57 (Poupart etal. 1993) und die Insertionssequenz ISMap02 (Stabel und
Bannantine 2005) werden zum Nachweis von Map mittels PCR genutzt.

2.5.1.3 Molekularbiologischer Erregernachweis in Organmaterial, Kot und Milch

Post mortem ist der molekularbiologische Erregernachweis in Organmaterial wie Darm-
schleimhaut, Lymphknoten- oder Lebergewebe mdglich (Challans et al. 1994, Erume et al.
2001). Sehr haufig wird Gewebe der Mesenteriallymphknoten zum Map-Nachweis aufgear-
beitet. Zur Freisetzung der Map-DNA ist die Lyse der Gewebeproben notwendig, diese kann,
z. B. enzymatisch oder mechanisch erfolgen. Heute werden zur Gewebeaufarbeitung
zumeist DNA-Extraktionskits genutzt (Erume et al. 2001).

Zur schnellen in vivo Diagnostik der Paratuberkulose wurde in den vergangenen Jahren
intensiv an der Entwicklung von Direkt-PCR-Verfahren zum Nachweis von Map im Rinderkot
gearbeitet. Fir die Direktaufarbeitung von Kot, der eine Vielzahl an PCR-Inhibitoren enthalt,
sind kommerzielle Map-DNA-Extraktionskits erhaltlich.

In den ersten molekularbiologischen Map-Direktnachweisen in Rinderkot wurden fir den
Erregernachweis sehr hohe Keimzahlen von mindestens 10* KBE/g Kot benétigt (Whipple et
al. 1992, van der Giessen et al. 1992). Eine starke Abh&ngigkeit der Sensitivitat der Direkt-
PCR vom Erregergehalt der Kotproben konnte nachgewiesen werden, die Sensitivitat einer
IS900-PCR betrug 81 % bei > 70 KBE/g Kot und nur 45 % bei weniger als 1 KBE/g Kot.
(Stabel et al. 2004). Es wurde gezeigt, dass die Sensitivitaten und Spezifititen der Direkt-
PCR-Verfahren gegeniber der Kotkultivierung, aufgrund der schwierigen Gewinnung der
mykobakteriellen DNA aus Kot, vermindert sind (Sockett et al. 1992a, Whipple et al. 1992,
van der Giessen et al. 1992, Collins et al. 1993, Taddei et al. 2004, Eamens et al. 2007). In
neueren Untersuchungen wurden vermehrt Real-Time-PCR-Verfahren fir die Gense-
quenzen 1S900, f57 und ISMap02 zum Nachweis von Map in Kot verwendet und als
sensitiver gegentber den herkdmmlichen PCR-Verfahren beurteilt (Bogli-Stuber et al. 2005,
Stabel und Bannantine 2005, Scott et al. 2007a, Schénenbricher et al. 2008). Auch far
gepoolte Kotproben erwies sich die Kultivierung als sensitivere Methode zum Map-Nachweis
gegeniber den Direkt-PCR-Verfahren (Eamens et al. 2007, Scott et al. 2007a).

Zur Detektion von Map in Milchproben wurden tberwiegend 1S900-PCR-Verfahren angewen-
det. Evaluierungen von Milch-PCR-Verfahren erfolgten haufig unter Verwendung kinstlich
kontaminierter Milchproben (Pillai und Jayarao 2002, Khare et al. 2004, Donaghy et al.
2008). Milch inhibiert die PCR sehr stark, zudem gilt es als gesichert, dass natirlich infizierte
Rohmilch mit maximal 8 KBE/50 ml gegeniber Kot geringere Erregerzahlen enthalt
(Sweeney et al. 1992b). Zur Isolierung von Map aus Milchproben wurden immunomagne-
tische Separationsmethoden angewendet (Grant et al. 1998, 2000, Khare et al. 2004,
Stratmann et al. 2002). Bei der Kombination immunomagnetischer Separationen mit
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enzymatisch-mechanischen Zell-Lysen waren weniger als 10 KBE/50 ml Milch in der PCR
nachweisbar (Grant et al. 2000). Durch die Verwendung von Real-Time-PCR-Verfahren
konnte die Sensitivitadt der Milch-Direkt-PCR erhéht werden (Khare et al. 2004, Bosshard et
al. 2006, Donaghy et al. 2008), so wurden bei Verwendung eines DNA-Extraktionskits und
einer 1S900-Real-Time-PCR Sensitivitaten zwischen 100 %, beim Vorhandensein von 300
IS900 Kopien/ml Milch und 25 % bei einer Konzentration von 0,3 1IS900 Kopien/ml Milch
berechnet (Donaghy et al. 2008).

2.5.2 Indirekter Erregernachweis

Der indirekte Nachweis einer Map-Infektion erfolgt mit dem Johnin Hauttest, dem Interferon-
y-Test oder mittels serologischer Nachweismethoden. Zu den serologischen Nachweisver-
fahren z&hlen die Komplementbindungsreaktion, der Agargelimmunodiffusionstest, der
Enzyme-linked Immunsorbent Assay sowie Protein Arrays.

2.5.2.1 Johnin Hauttest

Analog zur Tuberkulinisierung wird beim Johnin Hauttest intradermal 0,1 ml eines protein-
haltigen Map-Antigen-Gemisches (purified protein derivative, PPD) injiziert. Das PPD wird
auch als Johnin oder Paratuberkulin bezeichnet. An der Injektionsstelle, die sich seitlich am
Hals befindet, wird anschlieBend eine Zunahme der Hautdicke gemessen, die durch eine
zellvermittelte Typ IV-Uberempfindlichkeitsreaktion bedingt ist. Eine Hautdickenzunahme von
mehr als 3 mm innerhalb von 24 bis 72 h wird als positive Reaktion gewertet (de Lisle et al.
1980).

In zwei Studien reagierten nur 48,5 % und 58,1 % der kotpositiven Tieren positiv bei der
Anwendung des Intrakutantests (Kérmendy 1990, Klawonn et al. 2002). Eine Spezifitat der
Methode von 93,5% bei ausschlieBlicher Wertung positiver Reaktionen mit einer
Hautdickenzunahme von mindestens 4 mm wurde errechnet, daneben wurde eine Herden-
abhangigkeit der Spezifitat, die zwischen 58 und 100 % lag, festgestellt (Kalis et al. 2003).
Die diagnostische Sensitivitat und Spezifitat dieser Methode sind daher gering (de Lisle et al.
1980, Kérmendy 1988, Collins 1996) und der Test wird heute in Deutschland zum Nachweis
der Paratuberkulose nicht mehr angewendet.

2.5.2.2 |Interferon-y-Test

Der Interferon-y-Test weist als in vitro Testverfahren zur Diagnostik der Paratuberkulose die
zellvermittelte Immunantwort infizierter Tiere nach (Collins 1996). Dabei wird Vollblut mit
mykobakteriellem Antigen stimuliert und die Produktion des Cytokins Interferon-y durch
sensibilisierte T-Zellen mittels IFN-y-ELISA (Stabel 1996, Bassey und Collins 1997)
gemessen. Bei infizierten Tieren bis zu einem Alter von 2 Jahren wurde haufiger eine
positive IFN-y-Reaktion als ein positiver Antikérpernachweis ermittelt (Huda et al. 2004), der
IFN-y-Test ist daher v. a. fir den Nachweis friher Erkrankungsstadien von Bedeutung
(Stabel et al. 2007). Die Sensitivitat des Testverfahrens ist mit Werten zwischen 66,7 % und
93,3 % begrenzt (Billmann-Jacobe et al. 1992, Robbe-Austermann et al. 2006). Auch die
diagnostische Spezifitdt des IFN-y-Tests wurde als limitiert bewertet (Huda et al. 2003, Mc
Donald etal. 1999), so wurde in einer Studie lediglich eine Testspezifitit von 93,5 %
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errechnet (Robbe-Austermann et al. 2006) und eine Abhangigkeit der Spezifitdt vom stimu-
lierenden Antigen nachgewiesen. In einer Studie waren bei unter 15 Monate alten Tieren
falsch positive Testergebnisse nachweisbar und es wurde empfohlen den Test lediglich
unterstitzend bei der Untersuchung von Jungtieren einzusetzen (Jungersen et al. 2002).
Nach der vorangehenden intradermaler Applikation von Johnin war bei subklinisch infizierten
Tieren eine signifikante Steigerung der IFN-y-Produktion detektierbar (Stabel et al. 2007).

2.5.2.3 Komplementbindungsreaktion (KBR)

Die Komplementbindungsreaktion, der erste serologische Test zum Nachweis von Map-
Antikérpern im Blutserum infizierter Tiere (Twort und Ingram 1912, Bang und Andersen
1913), ist heute fur die Diagnostik der Paratuberkulose nicht mehr von Bedeutung, da die
Sensitivitdt der Methode besonders bei subklinisch infizierten Tieren mangelhaft ist (Rankin
1961b, Wilks et al. 1981, Jgrgensen 1983, Abbas et al. 1983, Sherman et al. 1990), so
wurde in einer Untersuchung subklinisch infizierter Tiere eine Sensitivitdt der KBR von
10,8 % berechnet (Sherman et al. 1990). Zudem wurde nachgewiesen, dass bei der Anwen-
dung der KBR zur Diagnostik der Paratuberkulose haufig Kreuzreaktionen auftreten, die die
Spezifitat des Nachweisverfahrens limitieren (Wilks et al. 1981). Ein Grund dafir ist der
Einsatz von Vollantigenen bei diesem Testverfahren, zumeist werden Map als auch Maa
verwendet. Die Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen fuhrt anschlieBend zum Ver-
brauch von Komplementfaktoren und die Messung des Verbrauchs der Komplementfaktoren
erfolgt Gber ein hamolytisches System.

2.5.2.4 Agargelimmunodiffusionstest (AGIDT)

Der AGIDT wird in verschiedenen Landern, z. B. Australien, traditionell als schneller und
kostengunstiger Test fir die Diagnostik der Paratuberkulose in Schaf- und Ziegenherden
eingesetzt (Gumber et al. 2006). Dabei befinden sich Map-Antigene in einem Gelmedium,
Serum wird hinzu gegeben und vorhandene Antikérper diffundieren bis sich im Grenzbereich
eine Prazipitationslinie aus Antigen-Antikérper-Komplexen ausbildet. Die Sensitivitat des
Testverfahrens erwies sich mit Werten zwischen 8,3 % und 29,1 % als begrenzt (Robbe-
Austermann et al. 2006, Ferreira et al. 2002, Gumber et al. 2006), allerdings wurde eine
Zunahme der Testsensitivitdt von 26,6 % auf 40,7 % bei aktueller Kotausscheidung des
Krankheitserregers nachgewiesen (Sockett 1992b). Fir den AGIDT wurden Testspezifitaten
zwischen 92,5 % und 99,5 % berechnet (Robbe-Austermann et al. 2006, Ferreira et al.
2002). Die Spezifitat der Methode wurde durch die Vorabsorption mit einem M. phlei-Extrakt
erhéht (Merkal 1984). Der AGIDT sollte ausschlieBlich zur schnellen Diagnosestellung bei
klinisch erkrankten Tieren angewendet werden (Merkal 1984). Die Methode ist nicht zum
Screening subklinisch infizierter Herden geeignet (Ferreira et al. 2002).

2.5.2.5 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Der Antikérper-ELISA ist die am h&ufigsten eingesetzte Methode zum indirekten Nachweis
von Map. Antikdrper aus dem Blut- und Milchserum binden dabei an Antigene, die wiederum

an eine Festphase, in der Regel (i. d. R.) Mikrotiterplatten, gebunden sind. Zum Antigen-
Antikdrper-Komplex wird Enzym-markiertes Antiglobulin gegeben und nach dem Zusatz des
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Enzymsubstrats wird aus einer Extinktionsanderung die Antikdrperreaktion bestimmt. Der
erste Paratuberkulose-ELISA wurde von Berg Jérgenson und Jensen (1978) entwickelt. Bei
den heute kommerziell erhéltlichen ELISA-Testkits werden verschiedene Map-Antigenpra-
parationen, z. B. protoplasmatische Antigene oder Zellwandbestandteile, zur Beschichtung
der Mikrotiterplatten eingesetzt. Es wird angenommen, dass infizierte Tiere gegentber den
moglichen Map-Antigenen eine Vielzahl an Antikdrperpopulationen ausbilden, und dass
einzelne Tiere vorrangig bestimmte Antikérpergruppen aufweisen (Sugden et al. 1997). In
kommerziellen Paratuberkulose-ELISA-Systemen werden haufig protoplasmatische Extrakte
als Antigene verwendet, die nicht ndher charakterisiert werden (Abbas et al. 1983, Yokomizo
et al. 1983 und 1991, Milner et al. 1990). Zur Vermeidung von Kreuzreaktionen und der
daraus resultierenden Steigerung der Testspezifitdt wurde die Vorabsorption der zu
untersuchenden Seren mit einem M. phlei-Extrakt entwickelt (Yokomizo et al. 1985).

Ein Map-Zellwandantigen, das in Paratuberkulose-ELISA-Systemen eingesetzt wird, ist das
LAM (Sugden et al. 1989, Mc Nab et al. 1991, Sweeney et al. 1994, Jark et al. 1997). LAM
wird als hochimmunogen angesehen (Sibley et al. 1988) und ist dabei jedoch kein
spezifisches Map-Zellwandantigen, da es ebenso bei anderen Mykobakterien nachgewiesen
wurde, so z. B. in der Zellwand von M. tuberculosis (Hunter et al. 1986, Hunter und Brennan
1990), M. leprae (Hunter et al. 1986) oder M. smegmatis (Khoo et al. 1995).

Bei der Kombination eines LAM-ELISA mit einer M. phlei-Prédabsorption wurde keine
Reduktion der Positivrate gegeniber einem ELISA mit protoplasmatischem Antigen
verzeichnet (Sugden et al. 1997), zur Erklarung wurde angenommen, dass Map-infizierte
Tiere einen hdheren LAM-Antikdrpergehalt im Serum aufweisen und somit trotz Praabsorp-
tion und Bindung eines Teils der LAM-Antikérper als positiv erkannt werden.

Es wurden weiterhin ELISA-Testsysteme entwickelt, die als Antigene ganze Paratuber-
kuloseerreger enthalten, die zur Inaktivierung mit Formaldehyd und Ultraschall behandelt
wurden (Speer etal. 2006), es ist jedoch anzunehmen, dass dabei das AusmafB der
unspezifischen Bindungen hoch ist. In neueren Untersuchungen wurden sekretierte Antigene
aus Flussigkulturen eines Feldisolates gewonnen und als ELISA-Antigene eingesetzt (Shin
et al. 2008). In Tab. 4 wurden beispielhaft die Ergebnisse ausgewahlter Studien aufgeflihrt,
in denen Paratuberkulose-ELISA-Testverfahren mit unterschiedlichen Antigenen getestet
wurden.
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Tab. 4: ELISA-Antigene, ermittelte Sensitivitdten und Spezifitdten in beispielhaft
ausgewahlten Paratuberkulose-Blut-ELISA-Untersuchungen

Autor und Jahr Blut-ELISA-Antigen Sensitivitat | Spezifitat
(in %) (in %)
Yokomizo et al. (1991) | Protoplasmatisches Antigen 67,9 99,9
Klausen et al. (2003) und Mycobacterium phlei- 49 - 64 80 - 96
Kohler et al. (2008) Préabsorption 33,9-77,4| 99,0-99,5
Mc Nab et al. (1991) Lipoarabinomannan (LAM) 49 87
Jark et al. (1997) 74 99
Koéhler et al. (2008) 54,8-90,3 | 67,7-81,3
Vannuffel et al. (1994) | 34 kDA Protein 70 95
Speer et al. (2006) Mpycobacterium avium subspecies > 95 > 95
paratuberculosis-Kulturen mit
Ultraschall und Formaldehyd
behandelt
Shin et al. (2008) Sekretierte Antigene aus einer 20 -91,1 99
Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis-FlUssigkultur
Leroy et al. (2008) Antigen 6; MAP1637c 72 ;82 98

In Studien zur Evaluation kommerziell erhaltlicher Paratuberkulose-ELISA-Testkits wurden
bei der Untersuchung identischer Proben groBe Unterschiede der Sensitivitidten und Spezifi-
taten der einzelnen Testverfahren berechnet (van Maanen et al. 1999, Collins et al. 2005, Mc
Kenna et al. 2006a, Kdhler et al. 2008), so wurden z. B. bei der vergleichenden Untersuch-
ung von 5 verschiedenen ELISA-Tests Variationen der Spezifitdten zwischen 73,2 % und
99,8 % ermittelt (van Maanen et al. 1999). Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die
Spezifitdt der ELISA-Verfahren ohne M. phlei-Vorbehandlung vermindert ist (Kéhler et al.
2008).

Auch ein Einfluss der jeweils untersuchten Tierpopulation auf die ELISA-Testergebnisse war
nachweisbar. Bei der Anwendung der ELISA-Verfahren bei subklinisch erkrankten Tieren
wurden Uberwiegend geringe Sensitivitaten ermittelt (Collins et al. 1991, Bech-Nielsen et
al. 1992), wahrend positive Testergebnisse bei der Untersuchung von Tieren in fortge-
schrittenen Erkrankungsstadien mit héherer Wahrscheinlichkeit auftraten und somit auch
signifikant héhere Sensitivitaten fiir die ELISA-Tests berechnet werden konnten (Milner et al.
1990, Sockett et al. 1992b, Sweeney et al. 1995, van Maanen et al. 1999, Whitlock et al.
2000, Dargatz et al. 2001, Sweeney et al. 2006, Kdhler et al. 2008). In Tab. 5 wurden die
Untersuchungsergebnisse ausgewahlter Studien zusammengefasst, in denen die Sensitivi-
taten eines Tests bei starken Map-Ausscheidern, die sich zumeist in fortgeschrittenen
Erkrankungsstadien befanden und die Sensitivitdten bei schwachen Map-Ausscheidern
miteinander verglichen wurden.
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Tab. 5: Vergleich der Sensitivitdten von Paratuberkulose Blut-ELISA-Testverfahren fir
jeweils 2 Tiergruppen in 3 ausgewahlten Studien

Autor und Jahr Sensitivitat (in %) des Sensitivitat (in %) des
verwendeten ELISA verwendeten ELISA
bei schwachen Ausscheidern bei starken Ausscheidern
Whitlock et al. (2000) 15,0 75,0
Dargatz et al. (2001) 15,4 88,1
Sweeney et al. (2006) 26,0 76,2

Die Eignung von Paratuberkulose-ELISA-Testsystemen fir die Untersuchung von Milch-
serum wurde geprift, dazu erfolgte der Vergleich milch- und blutserologischer Untersuch-
ungsbefunde bei identischen Tieren und zeitgleich enthommenen Proben. Es wurden sowohl
gute (Sweeney et al. 1994, Geisbauer et al. 2007, van Weering et al. 2007) als auch maBige
bis schlechte (Hardin und Thorne 1996, Klausen et al. 2003, Hendrick et al. 2005, Lombard
et al. 2006a) Ubereinstimmungen der Ergebnisse eines ELISA-Tests bei der Untersuchung
paariger Blut- und Milchserumproben erhoben. In einer amerikanischen Studie wurde eine
bessere Ubereinstimmung der milchserologischen Befunde mit den Ergebnissen der
Kotkultur ermittelt (Hendrick et al. 2005).

Far Sammelmilchproben, die mit dem Pourquier-ELISA untersucht wurden, konnte beim
Herabsetzen des Cut-off-Wertes in Herden mit einer Seroprévalenz von mindestens 3 %
eine ausreichend hohe Sensitivitat (85 %) und eine Spezifitdt (96 %) des Pourquier-ELISA
erzielt werden (van Weering et al. 2007). Die Untersuchung von Tankmilchproben mit ELISA-
Testverfahren ergab kontroverse Ergebnisse. In einer Studie wurde die Untersuchung von
Tankmilchproben mittels ELISA in Kombination mit einer Peptid-vermittelten ,Capture-PCR*
fiir Milch zur Kontrolle und Uberwachung der Paratuberkulose in Milchviehherden empfohlen
(Stratmann 2006). Im Gegensatz dazu wurden in einer anderen Studie mit zwei ELISA-Test-
systemen maximal 8 von 44 Betrieben, die zuvor als ,Paratuberkulose positiv‘ eingeschatzt
wurden, wieder erkannt und die ELISA-Tankmilchuntersuchungen als ungeeignet fur die
Durchfihrung flachendeckender Pravalenzschatzungen beurteilt (Geue et al. 2007). Tank-
milchproben wurden zudem als schlecht zu definierende Medien eingeschéatzt, die wegen
unbestimmter Verdinnungseffekte nicht mit im Labor hergestellten Sammelmilchproben zu
vergleichen sind (Geue et al. 2007, Nielsen et al. 2000).

Nach den bisherigen Erkenntnissen eignen sich Untersuchungen von Einzeltier- oder
Sammelproben mittels ELISA, aufgrund der spaten Auspragung einer Antikdrperantwort im
Rahmen von Paratuberkuloseinfektionen, ausschlieBlich zur Identifikation von Herden mit
fortgeschrittenem Infektionsgeschehen und nicht fir die Einzeltierdiagnostik (Klausen et al.
2003, Mc Kenna et al. 2006a)

2.5.2.6 Protein Arrays
Eine neue Technologie zur Detektion von Map-Antikérpern im Serum infizierter Tiere sind
Protein arrays, in denen ausgewahlte, multiple Antigene eingesetzt werden (Bannantine et

al. 2008a, b). Zur Herstellung der Protein Arrays wurden zunachst Map-Proteine aus Map-
Ganzzelllysaten gewonnen, identifiziert, mit Hilfe von E.coli-Stdmmen rekombinant syntheti-
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siert und auf Nitrocellulosefilter in Form von dot arrays aufgebracht (Bannantine und Pausti-
an 2006). Mit dieser Methode wurde die Mdglichkeit geschaffen, die Immunogenitat von
Map-Antigenen zu vergleichen und auch quantitativ auszuwerten. Die Auswertung der
erstellten Immunprofile bei experimentell infizierten Mausen und Kaninchen ergab, dass die
Tiere am deutlichsten auf ein Heat Shock Protein (MAP3840) und ein Membranprotein (Map
2121c) reagierten. Bei der Untersuchung von Serum klinisch erkrankter Rinder wurden die
starksten Immunreaktionen auf das Protein MAP3155¢ beobachtet. Bei einer vergleichenden
Untersuchung von gesunden Kontrolltieren, natdrlich und experimentell Map-infizierten
Rindern sowie von Rindern, die eine M. avium subsp. avium- oder M. bovis-Infektion
aufwiesen, wurden drei Membranproteine identifiziert, die die stérksten Immunreaktionen
aller Serumproben der Map-infizierten Tiere verursachten. Fir M. avium subsp. avium
wurden zahlreiche kreuzreaktive Proteine ermittelt.

Protein Arrays wurden v. a. entwickelt, um neue Map-Antigene, sowie Antigene, die unspezi-
fische Kreuzreaktionen verursachen zu identifizieren. Denkbar ist jedoch auch der zukiinftige
Einsatz des Protein Array als antigenbasierter, diagnostischer Test. Dazu bedarf es jedoch
zundchst weiteren Untersuchungen der 3 bisher als spezifisch identifizierten Membran-
proteine mit einer Vielzahl an Seren infizierter Rinder (Bannantine et al. 2008a). Ein Nachteil
der Protein Arrays ist die derzeit teure und aufwandige Herstellung.

2.6 Bekampfung der Paratuberkulose

Die Bekampfung der nicht therapierbaren Erkrankung Paratuberkulose erfolgt durch die
Erkennung und Ausmerzung klinisch erkrankter oder nachweislich subklinisch infizierter
Tiere und deren Nachkommen. Ein wichtiger Bestandteil der Bekampfung der Erkrankung
sind Management- und HygienemaBnahmen in infizierten Bestanden. Auch mit Impfungen
wird versucht, in verschiedenen Landern das Paratuberkulosegeschehen einzudammen.

2.6.1 Bekampfung der Paratuberkulose in Deutschland und Thiringen

Die meldepflichtige Erkrankung Paratuberkulose wird in Deutschland nicht staatlich
bekampft. In einzelnen Bundeslandern gibt es jedoch Paratuberkulose Uberwachungs- und
Sanierungsprogramme auf freiwilliger Basis. Das Bundesministerium fiir Verbraucherschutz
Erndhrung und Landwirtschaft (BMVEL) erlieB 2005 die ,Leitlinien fir den Umgang mit der
Paratuberkulose in Wiederk&uerbestanden“ mit dem Ziel, die Bekampfungs- und Uberwach-
ungsmaBnahmen bundesweit zu vereinheitlichen. Die Paratuberkuloseleitlinien setzen sich
aus 3 Saulen zusammen: 1. HygienemaBnahmen zur Vermeidung der Weiterverbreitung der
Erkrankung, 2. Bestandsuberwachungen mittels klinischer, serologischer und kultureller
Untersuchungen, 3. Vorbereitung flachendeckender, bundesweiter UberwachungsmaB-
nahmen.

In Thiringen wurde mit der Uberwachung und Bekdmpfung der Paratuberkulose im Jahr
2000 begonnen. Tierhalter kdnnen an einem freiwilligen ,Programm zur Bek@&mpfung der
Paratuberkulose in den Rinderbestadnden Thiringens® teilnehmen, das durch Beihilfen der
TSK unterstitzt wird (Elschner 2003). Bis zum Jahr 2006 wurden alle Gber 18 Monate alten
Rinder teilnehmender Betriebe blutserologisch auf das Vorkommen von Map-Antikérpern
getestet. AusschlieBlich seropositive Tiere wurden koprologisch untersucht. Serologisch
verdachtige und negative Tiere wurden halbjahrlich mittels ELISA nachuntersucht.
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Identifizierte Map-Ausscheidertiere waren abzusondern und sobald als méglich aus dem
Bestand zu entfernen. Heute wird, aufgrund der Erkenntnis, dass die Sensitivitaten und
Spezifitdten der ELISA-Testverfahren limitiert sind, eine jahrliche Kotuntersuchung jedes
Tieres eines Bestandes angestrebt. Wichtige Schwerpunkte des Thiringer Paratuberkulose-
Bekéampfungsprogrammes sind die Erstellung von betrieblichen Bekampfungsplanen,
HygienemaBnahmen und v. a. die ,Paratuberkulosefreie Jungtieraufzucht®. Fir die Zukunft
ist die Zertifizierung ,Paratuberkulose unverdachtiger Thiringer Bestédnde geplant.

2.6.2 Bekampfung der Paratuberkulose auf internationaler Ebene

Die Paratuberkulosebekdmpfung wird in einigen L&ndern bereits durch Ubergeordnete,
nationale Kontrollprogramme koordiniert. In den USA existieren in einzelnen Bundesstaaten
freiwillige Paratuberkulose-Bekdmpfungsprogramme. Zur Vereinheitlichung der Programme
wurden 2002 grundlegende, nationale Standardanforderungen erlassen (McKenna et al.
2006b). Die Kernpunkte dabei sind die Aufklarung der Landwirte Uber die Erkrankung, die
Verbesserung des Herdenmanagements und die regelméaBige Untersuchung der Herden. Als
diagnostische Testverfahren sind Direktnachweise des Errergers wie die Kot- oder Organ-
kultivierung vorgesehen. In Australien gibt es seit 1996 ein Ubergeordnetes, nationales
Paratuberkulose-Kontrollprogramm fir Rinder, das die Basis flr eine Vielzahl untergeord-
neter Bekdmpfungsprogramme darstellt (Baumgartner und Khol 2008). Die Herden werden
dabei in Klassen eingeteilt, jedoch werden keine spezifischen Testmethoden vorgeschrieben.
Daneben ist eine jahrliche Beratung der Betriebe und eine Bewertung des Herdenmanage-
ments im australischen Programm vorgesehen. Seit 1998 gibt es in den Niederlanden ein
nationales, freiwilliges Paratuberkulose-Bekampfungsprogramm (McKenna et al. 2006b,
Baumgartner und Khol 2008). Im aktualisierten, niederlandischen Bekampfungsprogramm
werden die Herden in 3 verschiedene Klassen eingeteilt. Auch in Danemark wurde ein
nationales Paratuberkulose-Kontrollprogramm etabliert, 24 % aller danischen Milchviehbe-
triebe nehmen freiwillig an diesem Programm teil. Alle laktierenden Tiere werden dabei 4mal
jahrlich mit einem Paratuberkulose-Milch-ELISA untersucht (Nielsen 2007). In Schweden ist
die Bekampfung der Paratuberkulose gesetzlich geregelt. Die Merzung positiv getesteter
Tiere und Herden ist vorgeschrieben. Es bestehen eindeutige Reglementierungen flr den
Tierimport nach Schweden (Holmstrém und Stenlund 2005). In Japan wurde 1997 ein
Gesetz zur Kontrolle von Infektionskrankheiten domestizierter Tiere erlassen, seitdem wird
jedes Rind mindestens einmal in 5 Jahren auf Paratuberkulose mittels indirekter oder
direkter Nachweisverfahren getestet (Kobayashi et al. 2007). Infizierte Besténde werden in
Japan standig Gberwacht.

2.6.3 Impfungen

Zur Einddmmung der Paratuberkulose wird seit den 1960er Jahren intensiv an der
Entwicklung von Paratuberkulose-Impfstoffen fir Wiederkduer gearbeitet. Die Wirkungen
von hitzeinaktivierten Totimpfstoffen (Larsen et al. 1978, Kérmendy 1994, Kalis et al. 2001)
und attenuierten Lebendimpfstoffen (Molina et al. 1996, Gwozdz et al. 2000) wurden in
experimentellen Studien und in Feldstudien untersucht. In neuen Paratuberkuloseimpf-
stoffen, die bisher nur experimentell eingesetzt wurden, werden rekombinante Map-Antigene
in Form von DNA-Vektorvakzinen getestet (Bull et al. 2007, Roupie et al. 2008a).
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In geimpften Bestdnden war ein Rickgang der Inzidenz klinischer Félle zu beobachten
(Larsen et al. 1978, Argent et al. 1991, Kalis et al. 1992, Wentink et al. 1994, Kérmendy
1994, Klawonn et al. 2002). In 2 Studien, in denen Lebendvakzinen angewendet wurden, war
auch eine Reduktion der Map-Ausscheidung zu verzeichnen (Argente et al. 1991, Gay und
Sherman 1992). Die bisherigen Erkenntnisse belegen somit, dass Impfungen die Ausbildung
klinischer Krankheitserscheinungen einddmmen kdnnen, jedoch die Infektion mit Map und
auch die spatere Kotausscheidung des Erregers nicht verhindern.

Eine sehr haufig berichtete Nebenwirkung der Paratuberkulose-Impfung, v. a. bei der An-
wendung von attenuierten Lebendvakzinen, ist die Bildung bis zu kindskopfgroBer Granu-
lome an der Injektionsstelle (Windsor und Eppleston 2006, Lei et al. 2008). Bei geimpften
Tieren wurden auBerdem positive Reaktionen nach Tuberkulininjektionen (Halgaard 1983,
Breukink et al. 1990, Kdéhler et al. 2001, Nedrow et al. 2007) und bei serologischen Unter-
suchungen mittels Paratuberkulose-ELISA-Testverfahren (Spangler et al. 1991, Muskens et
al. 2002, Mackintosh et al. 2008) ermittelt. Paratuberkulose-Impfprogramme sind daher
derzeit unvereinbar mit der Tuberkulosediagnostik mittels Tuberkulinisierung (Halgaard
1983, Breuking et al. 1990). Die Nachteile der Paratuberkulose-Vakzinierung: Kreuzreak-
tionen bei der Tuberkulinisierung, falsch positive Reaktionen bei serologischen Untersuch-
ungen und Granulombildungen flihrten dazu, dass in einigen Landern die Impfung gegen
Paratuberkulose vorlaufig per Gesetz verboten wurde, so z. B. in Osterreich. In Deutschland
ist zur Zeit kein Paratuberkulose-Impfstoff zugelassen.
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3. MATERIAL UND METHODEN
3.1 Aligemeine Projektbeschreibung

In drei Thiringer Milchviehbetrieben wurden Uber zweieinhalb Jahre (November 2003 — Mai
2006) Proben zur Diagnostik der Paratuberkulose enthommen. Alle teilnehmenden
Milchviehbetriebe wurden finfmal untersucht, dabei betrug der Abstand zwischen den
Einzeluntersuchungen jeweils 5-7 Monate. Zum Zeitpunkt der monatlichen Milchleistungs-
prufung der Betriebe wurden Blut- und Kotproben von jedem Tier eines Bestandes durch die
Bestandstierarzte entnommen. Die Untersuchungen wurden am Friedrich-Loeffler-Institut
Jena (FLI Jena) durchgefiihrt. Nach der kulturellen Untersuchung des Kotes erfolgte zur
Bestatigung des Erregerwachstums der molekularbiologische Nachweis von Map aus
Koloniematerial. Die Milchproben aller laktierenden Tiere aus der Milchleistungsprifung
wurden nach Abschluss der monatlichen Milchkontrolle vom Zentrallabor des Thiringer
Verbandes flr Leistungs- und Qualitatsprtfungen in der Tierzucht e.V. (TVL) dem FLI Jena
fir weitere Untersuchungen zur Verfigung gestellt. Zwei kommerziell erhéltliche Paratuber-
kulose-ELISA-Testkits wurden fur die serologischen Untersuchungen der Blut- und Milch-
proben verwendet. Neben der Dokumentation diagnostischer Befunde erfolgte die Erfassung
tierspezifischer Daten in einer Datenbank.

3.2 Tierbestinde
Bestand A

Der Bestand A war ein im Weimarer Land (Thuringen) ansassiger Milchviehbetrieb. Im
Untersuchungszeitraum befanden sich durchschnittlich 400 Rinder im Bestand. Die Anzahl
der Milchkihe und Farsen, die an den Untersuchungen teilnahmen variierte (Abb. 3).

Der Betrieb kaufte in den Jahren 1990 bis 1993 Zuchtrinder aus dem westdeutschen Raum
und 30 Farsen aus 3 Thuringer Milchviehbestédnden hinzu. Im Jahr 1998 traten erstmals
klinische Erkrankungen sowie Verendungen in Folge der Paratuberkulose auf. Der Betrieb
nahm ab dem Jahr 2000 freiwilig am Uberwachungs- und Bek&mpfungsprogramm zur
Paratuberkulosesanierung der Thiringer Tierseuchekasse (TSK) teil. Auf der Grundlage
serologischer und kotkultureller Untersuchungen der TSK wurde die Paratuberkulose-
préavalenz des Bestandes als hoch eingeschatzt. Kotpositive Tiere wurden nach ihrer
Erkennung nicht oder verzdgert gemerzt.

Die Milchkiihe des Bestandes waren in einem Liegeboxenlaufstall mit Stroheinstreu
aufgestallt. Der Laufstall mit Liegeboxen wurde einmal taglich manuell mittels mobiler
Technik entmistet. Die Futterung erfolgte auf Futtertischen Uber Futtermittelwagen. Alle
Milchkihe wurden zweimal taglich gemolken. Die durchschnittliche Milchleistung der Tiere
betrug im Jahr 2003 6.786 kg Milch/Tier und wurde im Untersuchungszeitraum auf 7.212 kg
Milch/Tier im Jahr 2006 gesteigert. Die Abkalbungen fanden in einem separaten Stalltrakt in
Anbindehaltung mit Stroheinstreu statt. Die neugeborenen Kélber wurden tagstber post
natum sofort von der Mutter getrennt. Die Kélber erhielten tUber zwei Tage Kolostrum der
eigenen Mutter, wenn diese kot- und seronegativ war. Kélber von Ausscheidertieren oder
Tieren mit einem serologisch positiven oder fraglichen Befund erhielten Kolostrum eines
serologisch negativen Tieres aus einer Kolostrumbank. Die Kalber wurden in den ersten 14
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Lebenstagen einzeln in Kaélberiglus aufgezogen. Es wurde zuvor auf 60°C erhitzte
Mischmilch vertrankt. Ab der 3. Lebenswoche wurden die Kalber in Gruppen von bis zu 25
Tieren in einem Einraumtiefstreulaufstall untergebracht. Die Féarsen waren in einem
Zweiraumtiefstreulaufstall aufgestallt und wurden in den Sommermonaten auch auf Weiden
gehalten.
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Abb. 3: Anzahl der untersuchten Tiere je Untersuchungszeitpunkt im Bestand A

Bestand B

Der Bestand B war ein Hochleistungsbetrieb, welcher sich im Weimarer Land (Thdringen)
befand. An den Einzeluntersuchungen nahmen durchschnittlich 390 laktierende Milchkihe
des Betriebes teil (Abb. 4). In den Jahren 1990 bis 2000 kaufte der Betrieb Tiere aus den
USA und Frankreich, sowie aus Hessen, Niedersachsen und dem Saarland hinzu. In den
folgenden Jahren wurde ausschlieBlich Eigenreproduktion durchgefihrt. Ab dem Jahr 2001
erfolgten Untersuchungen auf Paratuberkulose durch die TSK. Auf der Basis der
serologischen Untersuchungsergebnisse wurde die Paratuberkulosepravalenz des
Bestandes als mittel eingestuft. Kotpositive Tiere wurden Uberwiegend sofort nach ihrer
Erkennung aus dem Bestand entfernt.

Die Milchkihe waren in einem Liegeboxenlaufstall mit Stroheinstreu untergebracht. Die
Entmistung erfolgte Uber Faltschieber und mobile Technik. Totalmischrationen wurden mit
Futterwagen auf die Futtertische ausgebracht. Das Melken der Kihe erfolgte zwei- oder
dreimal taglich. Die durchschnittliche Herdenleistung betrug im Jahr 2003 11.199 kg
Milch/Tier. Im Jahr 2006 lag die Durchschnittsleistung der Tiere des Bestandes B bei 11.404
kg Milch/Tier. Die Abkalbungen fanden in separaten Abkalbebuchten mit 1-3 Kihen pro
Bucht statt. Nach der Geburt wurden die Kalber sofort von den Muttertieren getrennt und mit
Kolostrum der eigenen Mutter, wenn diese kein Ausscheidertier und serologisch negativ war,
versorgt. Tiere Paratuberkulose positiver Mitter erhielten Kolostralmilch von serologisch und
koprologisch negativen Tieren aus einer Kolostrumbank. Bis zum 14. Lebenstag wurden die

-41 -



Material und Methoden

Kélber einzeln in Iglus gehalten und danach in Gruppen von etwa 20 Tieren in Einraum-
tiefstreulaufstéllen aufgestallt. Die Farsen verblieben in den ersten Lebensmonaten im
Bestand. Die weitere Aufzucht mit Weidegang erfolgte in einem Partnerbetrieb an einem
anderen Standort. Im Alter von 20 bis 24 Monaten wurden die tragenden Farsen wieder in
den Bestand B zuriick verbracht.
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Abb. 4: Anzahl der untersuchten Tiere je Untersuchungszeitpunkt im Bestand B

Bestand C

Der Bestand C war ein in der Thiringer Rhén ansassiger Grinlandbetrieb, in dem
durchschnittlich 740 Tiere gehalten wurden. Zum Betrieb gehdrte eine Mutterkuhherde, die
nur in die erste Untersuchung einbezogen wurde. Im Mittel befanden sich wéhrend des
Untersuchungszeitraums 338 laktierende Milchkiihe und 147 Farsen, die fur die Proben-
entnahmen zur Verfligung standen, im Bestand (Abb. 5). Der Betrieb kaufte nach der
Wiedervereinigung einmalig 7 in Thlringen geborene Farsen, sowie ein aus Frankreich
stammendes Tier hinzu. Seit 1990 flhrte der Betrieb ausschlieBlich Eigenreproduktion durch.
Der Bestand C nahm seit dem Jahr 2001 freiwillig am Programm zur Paratuberkulose-
sanierung der TSK teil. Alle Befunde der Kotuntersuchungen der TSK und des FLI Jena
waren in den Jahren 2001 bis 2008 negativ, jedoch wurden bei serologischen Unter-
suchungen fragliche und positive Befunde ermittelt. Klinische Verdachtsfélle traten zu
keinem Zeitpunkt auf, so dass der Bestand C als Paratuberkulose unverdachtig eingestuft
wurde und in den vorliegenden Untersuchungen als negativer Vergleichsbestand diente.

Die Milchkiihe waren in einem Liegeboxenlaufstall mit Schieberentmistung aufgestallt. Der
Liegebereich war mit Gummimatten gepolstert. Die Fitterung erfolgte tber Futtermittelwagen
auf Futtertischen. Durchschnittlich wurden 85 Tiere dreimal taglich und alle tbrigen Tiere
zweimal taglich gemolken. Die durchschnittliche Milchleistung der Herde wurde von 8.336 kg
Milch/Tier im Jahr 2003 auf 9.399 kg Milch/Tier im Jahr 2006 gesteigert. Die Abkalbungen
fanden in einer separaten Abkalbebucht mit Tiefstreu und 1-3 Tieren pro Bucht statt. Die

- 492 -



Material und Methoden

Kélber verblieben einen Tag post natum bei der Mutter, weibliche Kalber serologisch
positiver Tiere wurden sofort von der Mutter getrennt und erhielten das Kolostrum eines
serologisch negativen Muttertieres aus einer Kolostrumbank. Uber 7 Tage waren jeweils
zwei Kalber zusammen in Kaélberboxen aufgestallt und erhielten Mischkolostrum von
serologisch negativen Kiuhen. Darauf wurden die Kélber in Gruppen von etwa 20 Tieren in
einem Tiefstreulaufstall aufgestallt. Die Farsen wurden ebenfalls in einem Laufstall mit
Stroheinstreu und in den Sommermonaten auf Weiden mit Zufltterung gehalten.

Farsen

EKuihe

Anzahl untersuchter Tiere

1 2 3 4 5
Untersuchungszeitpunkt

Abb. 5: Anzahl der untersuchten Tiere je Untersuchungszeitpunkt im Bestand C

Tab. 6 enthalt Angaben zur Tierzahl, der Milchleistung, der Anzahl untersuchter Einzeltiere
und zu den Untersuchungsergebnissen in den Bestanden A, B und C.
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Tab. 6: Tierzahlen, Milchleistungen und Untersuchungsbefunde der 3 untersuchten
Milchviehbestéanden

Bestand A Bestand B Bestand C
Tierzahl @ 245 Milchkliihe | 390 Milchkiihe | @ 338 Milchkiihe
@ 60 Farsen @ 147 Farsen

Durchschnittliche
Herdenleistung 6.786 kg 11.199 kg 8.336 kg
2003 (kg Milch/Tier)

Durchschnittliche
Herdenleistung 7.212 kg 11.404 kg 9.339 kg
2006 (kg Milch/Tier)

Zuvor geschatzte

Paratuberkulose- Hoch Mittel Unverdachtig
pravalenz

Anzahl

durchgefihrter Kot- und 1533 1949 2425

Blutuntersuchungen auf
Paratuberkulose

Anzahl

untersuchter Einzeltiere 521 792 807
(2003-2006)

Anzahl

kotpositiver Einzeltiere 158 161 -

(2003-2006)

Prozentualer Anteil

kotpositiver Tiere an der 30,3 % 20,3 % =
Gesamtheit untersuchter
Einzeltiere
Anzahl
positiver Ergebnisse der 253 198
Kotuntersuchungen -
Anzahl positiver
Ergebnisse der nicht 30 nicht
Organuntersuchungen durchgefihrt durchgefuhrt

19 Tiere:

kot- u. organpositiv
11 Tiere:

kotnegativ u.

organpositiv
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3.3 Proben
Kotproben

In den Bestanden A und C wurde zu jedem Untersuchungszeitpunkt von den Milchkihen und
den Farsen rektal mit einem Einmalhandschuh (Vet Basic 90 cm, Polyethylen, Fa. Euro
Farm) eine Kotprobe entnommen. Im Bestand B wurde ausschlieBlich von den im Bestand
aufgestallten Milchkiihen jeweils eine Kotprobe pro Untersuchungszeitpunkt gewonnen. Die
Kotproben wurden in Kotbecher (Stuhlgefa, 52 ml, Polystyrol, 41 x 57 mm, PE-Loffelstopfen
mit PE-Léffel, Fa. Greiner Bio One) aufgenommen und am Entnahmetag oder am Folgetag
zum FLI Jena transportiert. Die Kotproben wurden sofort ohne Zwischenlagerung aufgear-
beitet.

Blutproben

Zum Zeitpunkt der Entnahme einer Kotprobe erfolgte ebenfalls die Gewinnung einer
Blutprobe aus der Vena coccygea media. In den Bestdnden A und C wurden zur Gewinnung
der Blutproben 10 ml Serum-Kabevetten® (Fa. Kabe Labortechnik) verwendet. Im Bestand
B wurden 7,0 ml Venoject® Réhrchen (Fa. Terumo) bei der Blutprobenentnahme benutzt.
Die Blutproben wurden am Entnahmetag oder am Folgetag zum FLI Jena transportiert.

Milchproben

Die Entnahme von Kot- und Blutproben erfolgte zwischen 2 Tagen vor und 2 Tagen nach der
monatlichen Milchleistungsprufung der Betriebe. Die im Rahmen der Milchleistungsprifung
gewonnenen Milchproben wurden nach der Bearbeitung im Zentrallabor des TVL in das
Labor des FLI Jena Uberfihrt. Die Milchproben befanden sich in Milchprobenflaschen aus
Polypropylen (TVL), die zur Konservierung Natriumacid enthielten und mit Gummistopfen
verschlossen waren.

34 Serologische Untersuchungen

3.4.1 Aufbereitung der Blut- und Milchproben fiir die serologischen Untersuchungen

Aufbereitung der Blutproben

Die Blutproben in Kabevetten® oder Venoject® Réhrchen wurden nach dem Eintreffen im
Labor fir 4 Stunden (h) bei Raumtemperatur (21°C +/- 3°C) senkrecht aufgestellt. Nach
vollstdndigem Absetzen des Blutkuchens wurde das Serum in Deep-well-Platten (2000 pl
steril, Fa. Treff Lab) pipettiert. Jeweils zweimal 1000 ul einer Probe wurden in die Deep-well-
Platten aufgenommen, die bis zur weiteren Bearbeitung bei -18° +/- 3°C fir 1 bis 2 Monate
gelagert wurden.
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Aufbereitung der Milchproben

Etwa 10 ml einer Milchprobe wurden aus den Probenflaschen in je ein 12 ml Zentrifugen-
réhrchen aus Polypropylen, mit Verschluss (Fa. Corning) Uberflihrt. Die Réhrchen wurden
zur Entrahmung der Milch bei 2000 x g und 15°C fir 20 min zentrifugiert (Biofuge 22 R, Fa.
Heraeus). AnschlieBend wurde das Milchserum nach Durchstechen der Milchfettschicht mit
der Pipettenspitze (Fa. Eppendorf) aufgenommen und jeweils zwei Portionen einer Milch-
probe wurden in 1000 ul Deep-well-Platten (Fa. Treff Lab) abgefillt. Die Deep-well-Platten
wurden bis zur weiteren Bearbeitung fir 1 bis 3 Monate bei —18°C +/- 3°C gelagert.

3.4.2 Durchfiihrung des Svanovir-ELISA
Testkit: Mycobacterium paratuberculosis Svanovir™ ELISA Testkit (Fa. Svanova)

Im Testkit enthaltenes Material:

Mikrotiterplatten, beschichtet mit nicht infektiésem Paratuberkulose-Antigen (LAM)
Anti-Rind-lgG-HRP-Konjugat

PBS-Tween-Ldsung, 20-fach konzentriert

Substratlésung, Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid in Substratpuffer gelést
Stopplésung, 2 M Schwefelsdure

Positives Kontrollserum vom Rind, konserviert mit 0,05 % Merthiolat

Negatives Kontrollserum vom Rind, konserviert mit 0,05 % Merthiolat

Klebefolie zum Abdecken der Mikrotiterplatten

Auf einer Mikrotiterplatte wurden jeweils 46 Serumproben, sowie das positive und das
negative Kontrollserum im Doppelansatz untersucht. Fir die Bearbeitung einer
Mikrotiterplatte wurden 500 ml Wasch- und Verdinnungsldsung bendtigt, die aus 25 ml der
20-fach konzentrierten PBS-Tween-Lésung und aus 475 ml Aqua destillata (Aqua dest.;
steril, eigene Herstellung FLI Jena) hergestellt wurden. In 96-well-Platten wurden die
Blutserumproben mit der Pufferlésung im Verhéltnis 1:100 und die Milchserumproben im
Verhaltnis 1:10 verdinnt. Die Kontrollseren wurden in gleicher Art verdinnt. In jede
Reaktionsvertiefung der Mikrotiterplatten wurden jeweils 100 ul der verdinnten Serum- bzw.
Milchprobe pipettiert. Die Platten wurden mit Klebefolien abgedeckt und fur 30 min auf einem
Plattenschuttler (IKA®-Schittler MTS 4, Fa. IKA) bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3-
end erfolgte ein maschinelles Waschen der Platten (Skan-Washer, Fa. Skatron). Der Skan-
Washer arbeitete mit einem Druck von 0,1 bar. Zunachst wurde der Uberstand aus den
Reaktionsvertiefungen aspiriert. Darauf folgten 3 Waschschritte, es wurden jeweils 300 pl
Waschlésung in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten gegeben und wieder aspiriert. Die
Aspirationszeit betrug jeweils 2 sec, die vierte, abschlieBende Aspiration erfolgte fir 6 sec.
AnschlieBend wurden 100 pl des HRP-Konjugates in jede Reaktionsvertiefung pipettiert. Die
Mikrotiterplatten wurden fir 30 min mit einer Schutzfolie abgedeckt, bei Raumtemperatur auf
dem Plattenschuttler inkubiert und anschlieBend zur Entfernung des nicht gebundenen HRP-
Konjugates mit dem Skan-Washer wiederholt gewaschen. In jedes well wurden darauf 100 pl
der Substratlésung pipettiert. Die Inkubationszeit bei Raumtemperatur betrug 15 min. Um die
Substratreaktion zu unterbrechen wurden 50 ul Stopplésung nach Ablauf der Inkubationszeit
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in jedes well gegeben. Innerhalb von 15 min nach Zugabe der Stopplésung wurden mit
einem ELISA-Reader (Spectra Fluor, Fa. Tecan) die Extinktionswerte (OD) der Kontroll- und
Patientenseren bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Aus den gemessenen OD-
Werten eines Doppelansatzes wurde jeweils der Mittelwert berechnet. Der Hersteller gab fir
die Kontrollseren Validitatsgrenzen an. Das positive Kontrollserum musste eine OD > 1,00
aufweisen, die bei der Doppelbestimmung gemessenen Einzelwerte des Kontrollserums
durften zu héchstens 25 % voneinander abweichen. Wenn diese Bedingungen nicht erflllt
waren, so wurde der Test als ungultig erklart. Die beiden Einzelwerte des negativen
Kontrollserums mussten <10 % der gemittelten optischen Dichte des positiven Kontroll-
serums sein, lagen einer oder beide Werte auBerhalb dieser Grenze, war der Test nicht
auswertbar. Die Berechnung der prozentualen Probenwerte erfolgte wie vom Hersteller
angegeben mit den Mittelwerten der gemessenen OD-Werte nach Formel 1. Die Auswertung
der Testergebnisse wurde nach den Referenzbereichen des Herstellers vorgenommen (Tab.
7 und 8).

Probenwert (%) OD (Probe) x 100 (1)

OD (Positivkontrolle)

Tab. 7: Svanovir-ELISA-Auswertung von Blutserumproben

Befund negativ fraglich positiv
Probenwert (%) <31 % >31% <52% 252 %

Tab. 8: Svanovir-ELISA-Auswertung von Milchserumproben

Befund negativ fraglich positiv
Probenwert (%) < 26 % >26% <56 % 256 %

3.4.3 Durchfihrung des Pourquier-ELISA

Testkit: Pourquier® ELISA Paratuberculosis Antibody Screening Testkit
(Fa. Institut Pourquier)

Im Testkit enthaltenes Material:

96-well-Mikrotiterplatten, mit inaktiviertem, protoplasmatischem Map-Extrakt beschichtet
Waschlésung (20fach konzentriert)

Verdunnungspuffer Nr.12 (griin)

VerdUnnungspuffer Nr.1 (blau)

Anti-Wiederkauer-lgG-Peroxidase-Konjugat

TMB-Substrat Nr. 2, gebrauchsfertig

Stopplésung (H2S04 0,5M)

positive und negative Kontrolle

Dem Pourquier-ELISA war stets eine Vorinkubation der Proben mit einem Verdinnungs-
puffer, welcher M. phlei enthielt vorangeschaltet. Die Vorinkubation der Proben diente der

=47 -



Material und Methoden

Bindung unspezifischer Antikérper. Dazu wurden die Serumproben sowie die Kontrollseren
in 96-well-Platten (Fa. Treff Lab) im Verhaltnis 1:20 mit dem ,Verdinnungspuffer Nr.12“
verdunnt. Die Milchproben wurden im Verhéltnis 1:2 mit dem Puffer verdinnt. Es erfolgte
jeweils ein Doppelansatz der Proben, sowie der Kontrollseren. Die 96-well-Platten wurden
wahrend der 15mindtigen Vorinkubationszeit leicht auf einem Plattenschittler (IKA®-
Schittler MTS 4) bewegt. Jeweils 100 ul der verdiinnten Proben und Kontrollseren wurden
anschlieBend in 96-well-Mikrotiterplatten aus Polystyrol pipettiert. Die Mikrotiterplatten
wurden mit einer Klebefolie abgedeckt und bei 5°C +/- 3°C Uber Nacht, fir etwa 16 h, im
Kuhlschrank inkubiert. Map-Antikérper wurden wéahrend der Inkubation am Boden der
Plattenvertiefungen, die mit protoplasmatischen Antigenen des Bakteriums beschichtet
waren, gebunden. Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden die Platten zur Entfernung
des Uberstandes maschinell (Skan Washer, Fa. Skatron) gewaschen. Zuvor wurde die
gebrauchsfertige Waschlésung je nach Bedarf aus einer 20-fach konzentrierten Wasch-
I6sung und Aqua dest. hergestellt. Es erfolgten 3 Waschzyklen, dabei wurden jeweils 400 pl
der gebrauchsfertigen Waschlésung in die Reaktionsvertiefungen mit einem Druck von 0,25
bar dispensiert und anschlieBend fur 2 sec wieder aspiriert. Bei Milchanalysen wurde nach
den Empfehlungen des Herstellers bei jedem der 3 Waschzyklen eine zweiminitige
Einwirkzeit der Waschlésung zwischengeschaltet, bevor die Fllssigkeit erneut aspiriert
wurde. Die abschlieBende Aspiration der Waschlésung dauert 6 sec an. AnschlieBend wurde
das Anti-Wiederkauer-lIgG-Peroxidase-Konjugat im Verhaltnis 1:200 mit dem Verdinnungs-
puffer Nr.1 verdiinnt und jeweils 100 pl der Lésung in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten
pipettiert. Die mit Folie abgedeckten Mikrotiterplatten inkubierten 30 min lang bei Raum-
temperatur. Die Platten wurden nach Abschluss der Inkubationszeit erneut wie oben
beschrieben maschinell gewaschen. Nach dem Waschen wurden jeweils 100 ul des
gebrauchsfertigen Enzymsubstrates (TMB) in jede Reaktionsvertiefung gegeben und die
Mikrotiterplatten wurden mit Folie abgedeckt fir weitere 10 min bei Raumtemperatur und
Dunkelheit inkubiert. AbschlieBend wurden 100 ul der Stopplésung in jedes well pipettiert.
Darauf erfolgte die Messung der optischen Dichte der Kontroll- und Patientenseren bei einer
Wellenlange von 450 nm mit dem ELISA-Reader (Spectra Fluor, Fa. Tecan). Aus den
gemessenen OD-Werten eines Doppelansatzes wurde jeweils der Mittelwert berechnet.

Nach den vom Hersteller angegebenen Validitatskriterien musste der Mittelwert der
optischen Dichte des positiven Kontrollserums mindestens 0,350 betragen. Es musste
weiterhin ein Mindestverhaltnis zwischen den OD-Nettowerten der Positiv- und der Negativ-
kontrolle von 3,5:1 eingehalten werden. Die Berechnung der prozentualen Probenwerte
erfolgte, wie vom Hersteller angegeben, nach Formel 1. Den Probenwerten wurden nach
Referenzbereichen des Herstellers Befunde zugeordnet (Tab. 9 und 10).

Tab. 9: Pourquier-ELISA-Auswertung von Blutserumproben

Befund negativ fraglich positiv
Probenwert (%) <60 % >60% <70% 270 %
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Tab. 10: Pourquier-ELISA-Auswertung von Milchserumproben

Befund negativ fraglich positiv
Probenwert (%) <30 % >30% <40% =240 %

3.5 Erregernachweis in Kotproben

Der Nachweis von Map in Kotproben wurde als Goldstandardverfahren zur Charakterisierung
der untersuchten Tiere ausgewahlt. Die Aufarbeitung der Kotproben, die Kultivierung des
Erregers aus Kotproben sowie der molekularbiologische Erregernachweis aus Kolonie-
material erfolgte wie unter den Punkten 3.5.1 bis 3.5.7 beschrieben.

3.5.1 Dekontamination der Kotproben im Projektzeitraum

In sterile 50 ml Zentrifugenréhrchen mit Spitzboden (Fa. Greiner Bio One) wurden jeweils
30 ml einer 0,75 %igen Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC)-Lésung (Fa. Sigma) pipettiert. Die
Kotproben wurden mit dem zum Deckel des Kotbechers gehdrenden Loffel zunachst
durchmischt, ~3 g pro Kotprobe wurden anschlieBend in das Zentrifugenréhrchen mit vorge-
legtem 0,75 %igem HPC gegeben. Nach Verschluss und kurzem manuellen Schitteln der
Zentrifugenréhrchen, folgte eine finfminitige Sedimentation der groben Kotbestandteile bei
Raumtemperatur. Darauf wurde der Uberstand von etwa 15-20 ml in ein steriles 20 ml
Zentrifugenréhrchen mit Spitzboden (Fa. Greiner Bio One) Uberflihrt. Die gut verschlossenen
20 ml Zentrifugenréhrchen wurden fir 30 min bei 200 MOT/min und Raumtemperatur
geschiittelt (Laborschittler IKA US 250 basic, Fa. IKA). Flr Kotproben aus den Bestanden A
und B folgte darauf eine HPC-Einwirkzeit von 48 h bei Dunkelheit und Raumtemperatur.
Aufgrund der haufig auftretenden Pilzkontaminationen variierte die weitere Behandlung der
Kotproben im Bestand C. Bei der 2. Bestandsuntersuchung im April 2004 wurde nach einer
HPC-Einwirkzeit von 24 h der Uberstand bis auf etwa 1 ml aus dem Zentrifugenrdhrchen
abgegossen und 100 pl ANV-L6ésung: Amphotericin (Fa. Sigma): 50 pug/ml; Nalidixinsaure
(Fa. Sigma): 100 pg/ml; Vancomycin (Fa. Fluka): 100 pg/ml in sterilem Aqua dest. wurden
hinzu pipettiert. Nach kurzem manuellem Schitteln folgte eine Inkubationszeit von 24 h. Bei
einer Wiederholungsuntersuchung von 98 Tieren im Juli 2004 wurde die HPC-Einwirkzeit auf
48 h verlangert und mit dem Sediment anschlieBend wie zuvor beschrieben verfahren. Bei
der 3. Untersuchung des Bestandes C wurde die HPC-Dekontaminationszeit auf 72 h, sowie
bei der 4. und 5. Untersuchung auf 96 h verlangert. Die zusatzliche Behandlung des Sedi-
ments mit der antibiotisch-antimykotisch wirksamen ANV-L6sung wurde bei der 3., 4. und 5.
Untersuchung der Kotproben aus dem Bestand C nicht durchgeftihrt.

3.5.2 Beimpfen und Bebriiten der Kotkulturréhrchen

Nach Vollendung der Dekontaminationszeit wurde der Uberstand aus den Zentrifugen-
réhrchen bis auf etwa 2 ml abgegossen. Von jeder Probe wurden je 2 HEYM-Kulturréhrchen
mit Mycobactin J und ANV (Fa. Becton Dickinson) mit je 200 ul des Sediments beimpft. Das
Ubertragen des dickfliissigen Sediments erfolgte mit einer Eppendorf-Pipette unter
Verwendung von Pipettenspitzen mit stumpfer Offnung und Aerosolfilter (Fa. Molecular
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BioProducts). Die Rdéhrchen wurden verschlossen und durch leichtes Schwenken der
Kulturréhrchen verteilte sich das Inokulum auf der Nahrbodenoberflache. Um einen optima-
len Kontakt der Mykobakterien mit dem N&hrboden sowie eine Anheftung der Bakterien an
der Nahrbodenoberflache zu erzielen, wurden die Réhrchen in einem Brutraum flr 7 Tage
bei 37°C in Schraglage inkubiert. Ab der 2. bis zur 16. Kultivierungswoche erfolgte die
Inkubation der Kulturréhrchen in senkrechter Position bei 37 °C.

3.5.3 Beurteilung der Kotkulturrohrchen

Nach einer Inkubationszeit von 14 Tagen wurden die Kulturréhrchen erstmals auf Kolonie-
wachstum kontrolliert. Zur Beurteilung der Réhrchen wurde die Bebritung bei 37 °C fir etwa
1 bis 3 h unterbrochen. Jeweils 2 Untersucher betrachteten die Nahrbéden und erfassten
semiquantitativ. das Wachstum von Map-Kolonien, aber auch das Vorkommen von
Kontaminanten z. B. Hefen oder Pilze. Bei einem geringen Map-Koloniewachstum (bis zu 20
Kolonien pro Kulturréhrchen) wurde die gezéhlte Koloniezahl angegeben. Bei gréBerem
Koloniewachstum wurde die Koloniezahl geschatzt und in eine von vier Gruppen
eingeordnet: |. Zwischen 20 und 50 Kolonien, Il. Zwischen 50 und 100 Kolonien, IIl. = 100
Kolonien, IV. = 200 Kolonien. Die Beurteilung wurde in 14-tdgigen Abstédnden bis zur
Vollendung der 16. Kultivierungswoche wiederholt und dokumentiert.

3.5.4 Mikroskopische Untersuchung von Koloniematerial

Mit einer Einmalpipette (steril, 1 ml, Fa. VWR) wurde jeweils 1 Tropfen steriles Aqua dest.
auf einen Objekttrager (Fa. Roth) gegeben und Koloniematerial mit einer Einmalimpfose
(steril, SAL 10e-3, Fa. Greiner Bio One) darin verrieben und ausgestrichen. Nach Abschluss
der Lufttrocknung erfolgte eine Inaktivierung und Hitzefixierung der Ausstriche bei 80°C fur
20 min in einem HeiBluftsterilisator (WST 310, Fa. WST). Die Objekttrager wurden nach der
Ziehl-Neelsen-Methode zur Darstellung saurefester Stabchen gefarbt. Auf die Praparate
wurde dazu eine Carbol-Fuchsin-Lésung (Fa. Dr. Hollborn & Sohn) gegeben und es erfolgte
eine kurze Erwarmung der Objekttrager Gber dem Bunsenbrenner bis eine Dampfbildung
(bei ~80°C) sichtbar wurde. Nach einer Einwirkzeit der Carbol-Fuchsin-Lésung von 5 min
wurden die Praparate mit Aqua dest. gespllt und zweimal zum Entfernen der Carbol-
Fuchsin-Lésung aus nicht saurefesten Strukturen in Farbeklvetten mit einem 3 %igem
Salzsaure-Alkohol-Gemisch (Fa. Merck) geschwenkt. Nach der Entfarbung der Praparate
folgte eine Spulung mit Aqua. dest. und eine zweiminltige Gegenféarbung mit Methylenblau
(Fa. Dr. Hollborn & Sohn), die wiederum mit einer Aqua dest. Spulung abgeschlossen wurde.
Die Praparate wurden luftgetrocknet und anschlieBend mit Immersionsdl (Fa. Roth) bei
100facher VergréBerung unter dem Lichtmikroskop (Axiolab, Fa. Zeiss) betrachtet. Die
saurefesten, stabchenférmigen Mykobakterien lagen dabei typischerweise in Nestern
zusammengeballt und waren rot angefarbt. Bei Vorkommen saurefester Stabchen wurde
eine DNA-Isolierung aus dem Koloniematerial angeschlossen.
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3.5.5 DNA-Isolierung aus Koloniematerial

In sterile, DNAse und RNAase freie Eppendorf-Tubes (Fa. Eppendorf) wurden je 100 pl
steriles Aqua dest. vorgelegt. Mit einer Einmalimpfése (steril, SAL 10°, Fa. Greiner Bio One)
wurde jeweils eine Einzelkolonie von einem Kulturréhrchen abgenommen und in das
vorgelegte Aqua dest. eingerieben. Zur Inaktivierung der Mykobakterien folgte eine Inkuba-
tion der Tubes fir 20 min bei 80°C im Wasserbad (Unitek HB-130, Fa. Unitek). Die Tubes
wurden anschlieBend in Schwimmstander umgesetzt und fir 10 min im Ultraschallbad (Gen-
Probe Typ 460, HF-Frequenz: 35, Fa. EIma) mit 35 kHz behandelt. Die im Ultraschallbad
erzeugte Kavitation flhrte zum Aufschluss der Mykobakterienzellen. Dabei freigesetzte
Enzyme wurden durch eine weitere Inkubation im Wasserbad fir 10 min bei 100°C inakti-
viert. Zur Entfernung der Zelltrammer folgte darauf eine zweimalige Zentrifugation der Tubes
bei 12.000 U/min fir jeweils 5 min (Biofuge 13, Fa. Heraeus Instruments). Nach jeder Zentri-
fugation wurde der Uberstand in ein neues Eppendorf-Tube (iberfiihrt. Bis zur weiteren Bear-
beitung wurden die DNA-Proben in den Eppendorf-Tubes bei -20°C aufbewahrt.

3.5.6 1S900-PCR und Duplex-PCR der DNA-Proben

Zum molekularbiologischen Nachweis von Map in den zuvor gewonnenen DNA-Proben
wurde eine 1S900-PCR nach Englund et al. (1999) durchgefihrt. Dabei erfolgte die
Amplifikation des fur Map spezifischen Gensegments IS900 (Tab. 12). Eine Duplex-PCR
wurde parallel angewendet (Kunze et al. 1992, Guerrero et al. 1995). Sie ermdglichte die
Identifikation von Mycobacterium avium subsp. avium (Maa) und Mycobacterium avium
subsp. hominissuis (Mah) (Tab. 13 und 14). Vor Arbeitsbeginn wurden 2 PCR-Arbeitssta-
tionen (Clene Cab, Fa. Herolab), die sich in einem gesonderten Raum befanden fir 30 min
mit UV-Licht bestrahlt und anschlieBend mit DNA Away® Spriihdekontamination (Fa. Roth)
ausgespruht. In der 1. PCR-Arbeitsstation erfolgte der Ansatz des Mastermix (Tab. 11) und
die Vorbereitung der ReaktionsgefaBe. Die Eppendorf-Tubes mit einem Volumen von 0,2 ml
wurden entsprechend der Probenanzahl vorbereitet und beschriftet. Der Mastermix wurde flr
alle Proben zunéachst in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube angesetzt. Die bei -20°C gelagerten
Reagenzien fir den Mastermix wurden auf einem Cooler (Fa. Eppendorf) bereitgestellt. Die
Tag-DNA-Polymerase (Fa. QIAgen) wurde nur kurzzeitig fir die Zugabe aus der -20°C
Tiefkhlung entnommen. Nach der Zugabe aller Reagenzien in das 1,5 ml Eppendorf-Tube,
wurden die Tubes kurz gevortext und fir 3-5 sec zentrifugiert. AnschlieBend wurden je 19 pl
des Mastermix in je ein Reaktionstube pipettiert. In einer 2. PCR-Arbeitsstation erfolgte die
Zugabe der Proben und der Kontrollen in die ReaktionsgefédBe mit vorgelegtem Mastermix.
Je 1 ul einer Probe oder einer Kontrolle wurde hinzu pipettiert. Bei Bedarf erfolgte eine
Vorverdinnung der Proben oder der Kontrollen aus jeweils 45 ul DEPC-Wasser (Fa.
Invitrogen) und 5 pl Probe. Bei jeder PCR wurden jeweils eine Positivkontrolle und eine
Negativkontrolle mitgefuhrt (Tab. 15). Die ReaktionsgeféaBe wurden anschlieBend verschlos-
sen, kurz gevortext, fir 3-5 sec zentrifugiert und im Thermozykler (Biometra T3, Fa.
Biometra biomedizinische Analytik GmbH) plaziert. Das jeweilige PCR-Programm wurde
ausgewahlt (Tab. 16 und 17). Nach Abschluss der PCR wurden die ReaktionsgefédBe aus
dem Thermozykler entnommen und bis zur Durchfiihrung der Elektrophorese bei -20°C
gelagert.
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Tab. 11: Mastermix fir die 1IS900-PCR zum Nachweis von
Mpycobacterium avium subspecies paratuberculosis

1S900- PCR - Mastermix

Reagenzien

Volumen /1 Probe

DEPC - Wasser (Fa. Invitrogen) 15,5 pl
PCR - Puffer, portioniert 10fach (Fa. QlAgen) 2,0l
Primer: 1IS900, S 749, 20 uM (Fa. Jena Bioscience) 0,5 ul
Primer: 1IS900, S 204, 20 uM (Fa. Jena Bioscience) 0,5 ul
Deoxy-Nucleotid-triphosphate:

alle 4 Basen: A; T; C; G, 10 mM (Fa. QlAgen) 0,4 ul
Tag-DNA-Polymerase 5 Units/ul (Fa.QlAgen) 0,1 pl

Tab. 12: Sequenzen der Primer der IS900-PCR nach Englund et al. (1999)

Primersequenzen 1S900-PCR

1IS900, S 749 5-CGC GGC ACGGCT CTTGTT -3

1IS900, S 204 5-TGATCT GGA CAATGA CGGTTA CGG -3

Tab. 13: Mastermix fur die Duplex-PCR zum Nachweis von Mycobacterium avium
subspecies avium und Mycobacterium avium subspecies hominissuis

Duplex-PCR

Reagenzien Volumen / 1 Probe
DEPC - Wasser (Fa. Invitrogen) 15,5 pl
PCR - Puffer 10fach (Fa. QlAgen) 2,0l
Primer: IS901, P 1, 50 uM (Fa. Jena Bioscience) 0,4 ul
Primer: 1IS901, P 2, 50 uM (Fa. Jena Bioscience) 0,4 ul
Primer: 1IS1245, P 1, 25 uM (Fa. Jena Bioscience) 0,1 ul
Primer: 1IS1245, P 2, 25 uM (Fa. Jena Bioscience) 0,1 pl
Deoxy-Nucleotid-triphosphate

(alle 4 Basen: A; T; C; G) 10 mM (Fa. QlAgen) 0,4 pl
Tag-DNA-Polymerase 5 Units/ul (Fa. QlAgen) 0,1 ul

Tab. 14: Sequenzen der Primer der Duplex-PCR

Primersequenzen Duplex-PCR

1IS901, P 1 5-GCAACGGTT GTT GCT TGAAA-3
1IS901, P2 5-TGA TAC GGC CGG AAT CGC GT -3
1IS1245, P 1 5 - GCC GCC GAAACG ATCTAC -3
1IS1245, P 2 5-AGG TGG CGT CGA GGAAGA -3
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Tab. 15: Positiv- und Negativkontrollen fir die PCR

Kontrollen Mykobakterium FLI DSM- ATCC-
Bezeichnung | Nummer | Nummer

Positivkontrolle | Mycobacterium avium 03A2388 44133 19698

1IS900-PCR subspecies paratuberculosis |02A0267 44135 -

Positivkontrolle | Mycobacterium avium M 128 44156 -

Duplex-PCR subspecies avium

Negativkontrolle | DEPC-Wasser in Mastermix

Tab. 16: Programmablauf der IS900-PCR im Thermozykler

IS900-PCR - Programm
Reaktionsname Reaktionsschritt | Temperatur | Reaktionszeit
(Step)
Denaturierung 1 96°C 1 min
2 96°C 15 sec
Annealing 3 60°C 1 min
Elongation 4 72°C 1 min
5 72°C 5 min
6 4°C
Zyklen Step 2 bis 4 wurden 30mal wiederholt

Tab. 17: Programmablauf der Duplex-PCR im Thermozykler

Duplex-PCR - Programm
Reaktionsname Reaktionsschritt | Temperatur | Reaktionszeit
(Step)
Denaturierung 1 94°C 3 min
2 94°C 1 min
Annealing 3 60°C 45 sec
Elongation 4 72°C 4 min
5 7°C 3 min
6 4°C
Zyklen Step 2 bis 4 wurden 33mal wiederholt
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3.5.7 Agarosegel-Elektrophorese

In einem Erlenmeyerkolben wurde aus 1,5 g Agarose (Fa. PEQLAB) und 100 ml TBE-Puffer
(0,45 M Tris Borate, 0,01 M EDTA, pH 8,3, Fa. Eppendorf) unter Aufkochen in der Mikrowelle
bei 600 W ein 1,5 %iges Agarosegel hergestellt. Nach AbklUhlen des noch fllissigen Gels auf
60—70°C wurden 2 Tropfen Ethidiumbromidlésung (Fa. Sigma) hinzu getropft und der Kolben
zur gleichmaBigen Verteilung des Ethidiumbromids leicht geschwenkt. Das Gel wurde
anschlieBend in das vorbereitete Geltablett (Fa. Biozym) gegossen, es polymerisierte flr
eine Stunde bei Raumtemperatur bevor es aus der GieBvorrichtung in die Elektropho-
resekammer (Biozym Midi, Fa. Biozym) umgesetzt wurde. Die Kammer wurde mit TBE-
Puffer aufgefullt bis das darin liegende Gel mit Puffer bedeckt war. In die erste Tasche des
Gels wurden stets 10 pl des Molekulargewichtsmarkers (peqGOLD Low Range DNA-Leiter,
Fa. PEQLAB) pipettiert. Auf einem Parafiimstreifen wurden im Abstand von etwa 1,5 cm
nach Bedarf je 2 ul des Farbstoffes Bromphenolblau (Fa. Sigma) aufgetragen. Je 10 pul einer
PCR Probe und der Kontrollen wurden anschlieBend auf 2 pl Bromphenolblau aufpipettiert,
mit der Pipettenspitze gemischt und nach einem Protokoll in die entsprechende Geltasche
des Agarosegels wurden 10 pl der Mischung aus Probe und Bromphenolblau gegeben.
Nachdem alle Proben aufgetragen waren, wurde die Elektrophoresekammer an das
Stromversorgungsgerat angeschlossen (1 h, 130 Volt). AnschlieBend wurde das Agarose-
gel aus der Elektrophoresekammer entnommen und mit der Software GenSnap Version 4.00
(Fa. Syngene) unter einem UV-Transilluminator (Gene Genius, Fa. Syngene) ausgewertet.
Es erfolgte eine fotographische Dokumentation der Ergebnisse (Sony Digital Graphik Printer
UP-D890). Bei der Auswertung des Ausdrucks wurden die Banden der Proben mit denen der
Positivkontrollen und der DNA-Leiter verglichen (Tab. 18 und Abb. 8). Bei Proben mit
eindeutig positiver Ziehl-Neelsen-Farbung und negativem PCR-Ergebnis erfolgte eine
Wiederholung der DNA-Isolation und eine PCR der Originalprobe sowie der 1:10 Verdinn-
ung des Originals mit DEPC-Wasser. Die PCR wurde wiederholt, wenn die Positivkontrollen
negativ ausfielen oder die Banden nicht eindeutig auswertbar waren. Die PCR wurde eben-
falls als ungultig erklart, wenn die Negativkontrolle bei der Auswertung ein positives Ergebnis
aufgrund einer Kontamination aufwies.

Tab. 18: Auswertung der Ergebnisse der PCR und der Gelelektrophorese

Mykobakterium Banden |Amplifizierte Molekulargewicht
Insertionssequenzen

Mycobacterium avium 1 1S900 563 bp

subspecies paratuberculosis

Mycobacterium avium 2 1S901 1108 bp

subspecies avium 1IS1245 427 bp

Mycobacterium avium 1 1IS1245 427 bp

subspecies hominisuis
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Abb. 8: Fotographische Dokumentation des amplifizierten Genabschnittes 1S900

3.6  Versuch zur Dekontamination von Kotproben

Im Rahmen des Paratuberkulose Projektes wurden 32 Rinderkotproben, die aus den
Bestédnden A, B und C stammten untersucht und anschlieBend 4 bis 8 Monate bei -20°C
tiefgekihlt gelagert. Die Proben wurden in einen zusatzlichen Versuch zum Vergleich
verschiedener Kotdekontaminationsmethoden zur Anzlchtung von Map einbezogen.
Wahrend der ersten Kultivierung mit angeschlossener molekularbiologischer Untersuchung
erwiesen sich 20 Kotproben (Proben Nr. 1-20) aus den Bestédnden A und B als Map positiv.
Bei der Erstkultivierung zeigten 12 der untersuchten Kotproben (Proben Nr. 21-32), die alle
aus dem Bestand C stammten, kein Koloniewachstum. Als Negativkontrollen wurden 10 der
12 Proben aus dem Bestand C eingesetzt. Den Kotproben Nr. 21 und Nr. 22 wurde Map
zugesetzt. Im Rahmen der Untersuchungen wurden die Einflisse der in Tab. 17 genannten
Dekontaminationsmethoden auf das Map-Koloniewachstum und auf das Wachstum von
Myzeten und anderen Kontaminanten bewertet.

In sterile 500 ml Erlenmeyerglaskolben wurden jeweils 18 g einer Kotprobe (Nr. 1 bis Nr. 32)
aufgenommen und in 180 ml 0,75 %igem HPC suspendiert. Zwei der negativen Kotproben
(Nr. 21 und Nr. 22) des Bestandes C wurde Map aus einer Flissigkultur zugesetzt. Dazu
wurde der Map-Stamm ATCC 19698 zuvor in Middlebrook—7H9—-Bouillon (Fa. Difco — Becton
Dickinson) kultiviert. 3 ml der Kultur wurden in sterile 10 ml Falconréhrchen aufgenommen.
Die optische Dichte der Kultur wurde bei einer Wellenlange von 670 nm photometrisch
(CADAS 30, Dr. Lange Fotometer, Fa. Dr. Lange) gemessen und betrug 0,713.
AnschlieBend erfolgte die Herstellung zweier Verdinnungsstufen mit Middlebrook—7H9—
Bouillon und die Messung der optischen Dichte der verdiinnten Map-Suspensionen (Tab.
19). Zu den zuvor in die Erlenmeyerkolben eingewogenen Kotproben (Nr. 21 und Nr. 22)
wurden jeweils 500 pl der jeweiligen Verdinnungsstufe gegeben und mit der Pipettenspitze
gut gemischt.
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Tab. 19: Verdinnung und optische Dichte der Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis Suspension zum Spiken der Kotproben Nr. 21 und 22

Probe Nr. 21 Probe Nr. 22
Verdlnnung der FlUssigkultur | 1:10 1:100
Optische Dichte (670nm) 0,468 0,083
Zugesetztes Volumen 500 ul 500 pl

Alle Erlenmeyerkolben (Nr. 1 bis Nr. 32) wurden im Anschluss fur 15 min bei 150 MOT/min
und Raumtemperatur geschiittelt (Laborschuttler IKA US 250 basic, Fa. IKA), dabei war die
Offnung der Kolben mit Aluminiumfolie abgedeckt. Nach dem griindlichen Suspendieren des
Kotes folgte eine Sedimentationsphase von 5 min. Ein Uberstand von etwa 150 ml wurde
aus jedem Kolben in ein steriles Becherglas Gberfiihrt. Der Uberstand jeder Probe wurde
anschlieBend in jeweils 6 Portionen a 20 ml in sterile 30 ml Zentrifugenréhrchen aufgeteilt.
Nach Abschluss der Portionierung folgte ein weiteres Schutteln der Réhrchen auf einem
Laborschuttler fir 30 min bei 200 MOT/min und Raumtemperatur. Damit sollte eine homo-
gene Map-Verteilung in den Proben erzielt werden. Im Anschluss folgte eine Sedimenta-
tionsphase, die je nach Dekontaminationsmethode mindestens 24 h und bis zu 96 h (bei
Dunkelheit und Raumtemperatur) andauerte. Jede der 32 Kotproben wurde mit 6 verschie-
denen Dekontaminationsmethoden behandelt. Die einzelnen Methoden sind schematisch in
Abb. 9 dargestellt. Bei den Methoden a, b, ¢ und d handelte es sich um Sedimentations-
methoden, dabei wurden unterschiedliche Einwirkzeiten des HPC verglichen (Tab. 20 und
Abb. 9). Nach Abschluss der jeweiligen Sedimentationszeit wurde der Uberstand aus den
Falconréhrchen abgegossen. Ein Volumen von etwa 3 ml Sediment verblieb in den Réhr-
chen, davon wurden von jeder Kotprobe 3 Herrold’s Egg Yolk Medium Réhrchen mit
Mycobactin J und ANV (Fa. Becton Dickinson®) beimpft. Jedes Kulturréhrchen wurde
anschlieBend mit 200 ul des Sediments inokuliert.

Tab. 20: Dekontaminationsmethoden a — f

Methode a. | Dekontamination mit 0,75 % HPC fiir 24 h

Methode b. | Dekontamination mit 0,75 % HPC fiir 48 h

Methode ¢. | Dekontamination mit 0,75 % HPC fir 72 h

Methode d. | Dekontamination mit 0,75 % HPC fir 96 h

Methode e. | Dekontamination mit 0,75 % HPC fir 24 h, ANV-L&ésung fir 24 h
Methode f. Dekontamination mit 0,75 % HPC flr 24 h, Amphotericin-Lésung fir 24 h

Die Methoden e und f waren Zentrifugationsmethoden, bei denen zuséatzlich Antibiotika und
Antimykotika fir die Dekontamination der Kotproben eingesetzt wurden. Die Falconréhrchen
wurden dabei nach einer 24stindigen HPC-Einwirkzeit bei 900 x g fiir 30 min und Raum-
temperatur zentrifugiert (Megafuge 2.0R, Fa. Hareus). Der Uberstand wurde anschlieBend
verworfen. Nach Methode e wurde das verbliebene Pellet in 1 ml ANV-L6sung (Amphotericin
B: 50 pg/ml; Nalidixinsaure: 100 pg/ml; Vancomycin: 100 pg/ml in sterilem Aqua dest.)
resuspendiert. Bei Methode f erfolgte eine LOsung des Pellets in jeweils 1 ml einer
hochkonzentrierten Amphotericin B-Lésung (500 ug Amphotericin B/1 ml sterilem Aqua
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dest.). Bei beiden Methoden (e, f) wurden die Zentrifugenréhrchen im Anschluss fir 5 min
bei 200 MOT/min und Raumtemperatur geschttelt und fiir weitere 24 h bei Dunkelheit und
Raumtemperatur inkubiert. Wie bei den Methoden a bis d wurden darauf jeweils 3 HEYM-
Roéhrchen mit Mycobactin J und ANV (Fa. Becton Dickinson®) beimpft. Die Kultivierung, der
Nachweis von Map aus Koloniematerial, sowie die Auswertung der Ergebnisse erfolgte wie
in den Punkten 3.5.2 bis 3.5.7 beschrieben. Zuséatzlich wurde das Koloniewachstum fir die
einzelnen Methoden bewertet. In der 16. Kultivierungswoche erfolgte dazu die Erfassung der
Koloniezahlen. Dabei wurden die Kolonien aller 3 Kulturréhrchen einer Kotprobe zusammen
gezahlt und in eine von 3 Kategorien (Tab. 21) eingeordnet. Fir den Vergleich der
Dekontaminationsmethoden wurde anschlieBend ein Durchschnittswert aus den erhobenen
Koloniekategorien gebildet.

Tab. 21: Kategorien zur Beurteilung von Koloniezahlen im Dekontaminationsversuch

Kategorie Koloniezahl Beurteilungskriterien
1 bis 50 Kolonien Kolonien z&hlbar
2 Uber 50 bis 200 Kolonien Lockerer Rasen
3 Uber 200 Kolonien Dichter Rasen
Ausgangssuspenswn J

* Methode c Methode d] [Methode eJ [Methode f}
[ [ [
24h pc (" [ 24h HPC ] [ 24h HPC ]
48h HPC
72h HPC

96h HPC

Zentrifugation
900xg,30min,RT

Uberstand abgegossen }
Pellet in r

[ Sedimentation e: 1ml ANV-Lésung

f: 1iml Amph-Lésung
‘ HEYM-Réhrchen 1 : 200pl Sediment [ schttein: smin, 20001 /min |
24h Inkubation bei RT JJ

HEYM-R&hrchen 2 : 200ul Sediment

HEYM-RoOhrchen 3 : 200pl Sediment

Abb. 9: Ubersicht zum Versuchsablauf der 6 verglichenen Methoden zur Dekontamination
von Kotproben fir die Anzucht von Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis
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3.7  Erfassung tierspezifischer Daten

In allen Bestanden, die an den Untersuchungen teilnahmen wurden aus dem Bestandsver-
waltungsprogramm HERDE® (Fa. dsp-agrosoft) fir Milchviehherden Daten der untersuchten
Tiere mit Hilfe des Softwareprogramms dBase Plus® ausgelesen. Die Identifizierung der
Tiere erfolgte Gber Ohrmarkennummern.

Folgende Tierdaten wurden erfasst:
- Geburtsdatum
- Alter der Tiere in Tagen am jeweiligen Untersuchungstag
- Ohrmarkennummer der Mutter
- Vorangegangenes Abkalbedatum
- Laktationsnummer
- Laktationstag zum Untersuchungszeitpunkt

Folgende Daten der Milchleistungsprifungen am jeweiligen
Untersuchungstag wurden ausgelesen:

- Milchmenge in kg am Untersuchungstag

- MilcheiweiBgehalt in %

- Milchfettgehalt in %

- Milchlaktosegehalt in %

- Milchharnstoffgehalt in mg/ml

- Zellzahl der Milch in 10° Zellen/ml

Die erfassten Datensatze wurden aus dem Programm dBase Plus® in das Microsoft® Office
Excel 2003 Ubernommen. Die Untersuchungsbefunde aus den einzelnen Bestdnden zu
verschiedenen Untersuchungszeitpunkien wurden zuvor tabellarisch im Programm
Microsoft® Office Excel 2003 erfasst. Die Zuordnung und VerknlUpfung der tierspezifischen
Daten und der Untersuchungsbefunde erfolgte Uber die Ohrmarkennummern der Tiere. Im
Microsoft® Office Excel 2003 wurde eine umfangreiche Datenbank erstellt.

3.8  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit den Softwareprogrammen Microsoft®
Office Excel 2003, Microsoft® Office Access 2003, SPSS 12.0 fir Windows und dem
Programm R (Version 2.4.0; http://www.r-project.org). Fur alle genutzten statistischen
Verfahren wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % festgelegt (entspricht einer Signifi-
kanzgrenze von p < 0,05). Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte ebenfalls mit
dem Softwareprogramm Microsoft® Office Excel 2003.

Kotpositive Tiere der Bestdande A und B wurden bei allen statistischen Auswertungen als
sicher infiziert bewertet. Die Tiere des unverdachtigen Bestandes C wurden als sicher nicht-
infiziert betrachtet.
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3.8.1 Berechnung von Sensitivitaten

FiOr die serologischen Testverfahren wurden diagnostische Sensitivitdten berechnet. Die
Sensitivitat gibt die Wahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses bei infizierten Tieren
an (Greiner 2003). Als infiziert wurden ausschlieBlich Tiere aus den Bestanden A und B
bewertet, die innerhalb des Untersuchungszeitraumes mindestens einen positiven Kotbefund
aufwiesen. Die Erhebungen enthielten Messwiederholungen an identischen Tieren zu ver-
schiedenen Untersuchungszeitpunkten. In die Berechungen der Sensitivitidten nach Formel 2
wurden ausschlieBlich die positiven Ergebnisse der serologischen Tests einbezogen.

SENSITIVITAT (in %) = _Anzahl positiver Proben infizierter Tiere (m) x 100 (2)
Gesamtzahl Proben infizierter Tiere (n)

Die Zusammenhange zwischen tierabhangigen Faktoren und der Sensitivitdt der sero-
logischen Testverfahren wurden untersucht, dabei wurde zwischen positiven und nicht-
positiven (negativen+fraglichen) Befunden unterschieden.

Es erfolgte eine Prifung der Abhangigkeit der Sensitivitat der Kotkultur von den tiereigenen
Faktoren Alter, Laktationsphase und Tagesmilchleistung. Um den Einfluss von Wieder-
holungsuntersuchungen auf die Testsensitivitdt zu bewerten, wurden die positiven Unter-
suchungsbefunde aus Einzeluntersuchungen zusammengefasst und die kumulative Sensi-
tivitat berechnet. Alle einmal positiv erkannten, sicher infizierten Tiere wurden bei Folgeun-
tersuchungen weiterhin als positiv gewertet.

3.8.2 Berechnung von Spezifitaten

Die Spezifitdt gibt die Wahrscheinlichkeit eines negativen Testergebnisses bei nicht-
infizierten Tieren an (Greiner 2003). In die Spezifitidtsberechnungen fir die serologischen
Verfahren wurden Untersuchungsbefunde von Tieren aus dem Paratuberkulose unverdachti-
gen Bestand C einbezogen. Die Tiere aus Bestand C wurden als nicht-infiziert bewertet. Im
Bestand C war eine groBe Anzahl der Kotproben aufgrund von Pilzkontaminationen nicht
auswertbar. Aus diesem Grund wurden je 2 verschiedene Varianten flr die Spezifitats-
berechnung gewahlt. Einerseits wurden alle serologischen Befunde des Bestandes C fir die
Berechnungen verwendet (Gruppe a). Zum anderen wurde eine Subpopulation von Tieren
ausgewahlt, die mindestens 3mal in Folge ein negatives Ergebnis der Kotkultur aufwies
(Gruppe b). Es wurden ausschlieBlich negative ELISA-Ergebnisse flr die Berechnungen der
Spezifitat nach Formel (3) verwendet.

Der Zusammenhang zwischen tierabhangigen Faktoren und der Spezifitidt serologischer
Tests wurde untersucht, dabei wurde zwischen den Befundgruppen negativ und nicht-
negativ (fraglich oder positiv) unterschieden.

Um den Einfluss von Wiederholungsuntersuchungen auf die ELISA-Spezifitdt zu bewerten,
wurde die Anzahl der nicht-infizierten Tiere mit durchgehend negativem serologischem
Testergebnis an der Gesamtzahl der 3-fach untersuchten, nicht-infizierten Tiere gemessen.
Die berechnete kumulative Spezifitat eines Tests bei 3facher Untersuchung identischer
Tiere gibt die Wahrscheinlichkeit flir ein konstant negatives Testergebnis bei nicht-infizierten
Tieren an.
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SPEZIFITAT (in %) = _Anzahl negativer Proben nicht-infizierter Tiere (m) x 100 (3)
Gesamtzahl Proben nicht-infizierter Tiere (n)

3.8.3 Kriterien fir die Bildung von Tiergruppen zur Untersuchung der
tierspezifischen Einflussfaktoren auf die Diagnostik der Paratuberkulose

FiOr die Untersuchung tierspezifischer Einflussfaktoren auf die Diagnostik der Paratuber-
kulose wurden fir die jeweiligen Fragestellungen Tiergruppen gebildet und miteinander
verglichen. Die Sensitivitdten und Spezifitdten der serologischen Testverfahren wurden fir 2
Bestande, 3 Kotbefundgruppen, 6 Altersgruppen, 4 Laktationsphasen, 7 Milchleistungs-
gruppen und 5 Milchparameter vergleichend untersucht.

3.8.3.1 Besténde und Kotbefundgruppen

Die Untersuchungsbefunde in den Bestanden A und B sowie in 3 Kotbefundgruppen
(Befunde von Einzeltieren der Bestdnde A und B) wurden gegenubergestellt. Die
Kotbefundgruppen wurden nach den Ergebnissen der Kotuntersuchungen mit jeweils 2
Kulturréhrchen pro Kotprobe gebildet (Tab. 22). Nur eindeutig auswertbare Befunde wurden
in die Untersuchungen eingeschlossen. Die erste Kotbefundgruppe wies 2 mit Map
bewachsene Kotkulturréhrchen auf, dies wurde als starke Map-Ausscheidung angesehen. In
der zweiten Gruppe war lediglich ein Kulturréhrchen mit Map bewachsen, das weitere
Kulturréhrchen war eindeutig unbewachsen und wies keine Kontaminationen auf, so dass
eine mittlere bis schwache Ausscheidung des Bakteriums zum Untersuchungszeitpunkt
angenommen wurde. Bei der dritten Gruppe wurden die Befunde infizierter Einzeltiere der
Herden A und B betrachtet, bei welchen aktuell der Nachweis von Map im Kot nicht méglich
war. Dabei waren beide Kulturrbhrchen zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt eindeutig
nicht mit Map bewachsen und frei von Kontaminationen, die ein Map-Wachstum
mdglicherweise verhindert hatten. Bei einer vorangehenden oder nachfolgenden Unter-
suchung erfolgte jedoch bei diesen Tieren der Nachweis der Map-Ausscheidung. Flr die
Gruppe mit doppelt negativem Kotbefund wurde eine sehr schwache bzw. keine Map-
Ausscheidung zum aktuellen Untersuchungszeitpunkt angenommen. Den Kotbefundgruppen
wurden Symbole zugeordnet.

Tab. 22: Kotbefundgruppen fir die statistische Auswertung

Kotbefund Kulturrohrchen Symbol Starke der
Map Ausscheidung
Doppelt positiv. | 2 HEYM Rbhrchen mit Map bewachsen ++ stark
Einfach positiv | 1 HEYM Rohrchen mit Map bewachsen, | 4 = schwach bis
1 HEYM Roéhrchen unbewachsen mittel
Doppelt negativ 2 HEYM Rohrchen unbewachsen -- schwache bis keine
Ausscheidung

-860 -



Material und Methoden

3.8.3.2  Altersgruppen

Far die Untersuchung des Alters als Einflussfaktor auf die Diagnostik der Paratuberkulose
wurden 6 verschiedene Altersgruppen unterschieden (Tab. 23).

Tab. 23: Einteilung der Altersgruppen fir die statistische Auswertung

Altersgruppe Alter in Tagen
1,4 -2 Jahre 521 - 730
2 -3 Jahre 731 -1095
3 -4 Jahre 1096 — 1460
4 -5 Jahre 1461 — 1825
5—-6 Jahre 1826 — 2190
> 6 Jahre > 2190

3.8.3.3 Laktationsphasen

Die Dauer der idealen Laktation des Rindes betragt 305 Tage, gefolgt von einer 60tagigen
Trockenstehzeit vor der nachsten Abkalbung (Huth 1995). Die Laktation dauert in der Praxis
oft langer als 305 Tage an. Fir die statistischen Auswertungen wurden nach dem
physiologischen Verlauf der Laktation 4 Leistungsphasen unterschieden (Tab. 24). In der
Phase 1 steigt die Milchleistung nach der Abkalbung rasch an und die Hochstleistung wird
erreicht. In der 2. Phase findet ein allmdhlicher Leistungsabschwung statt. Darauf folgt die
Phase 3, die durch einen verstarkien Leistungsabfall gekennzeichnet ist. Bei Tieren, die zum
316. Laktationstag oder darlber hinaus untersucht wurden, erfolgt eine Einordnung in die 4.
Laktationsphase. Diese Tiere wiesen verlangerte Zwischenkalbezeiten auf, der verstarkte
Leistungsabfall setzte sich in dieser Phase fort.

Tab. 24: Einteilung der Laktationsphasen

Laktationsphase Laktationstage

1 0-105d
2 106 — 210d
3 211 - 315d
4 = 316 d

3.8.3.4 Milchleistungsgruppen
Fur die Untersuchung der Milchleistung als Einflussfaktor auf die Diagnostik der

Paratuberkulose wurden die untersuchten Tiere nach der Tagesmilchleistung am Unter-
suchungstag in 7 Milchleistungsgruppen eingeteilt (Tab. 25).

-B1 -



Material und Methoden

Tab. 25: Einteilung der Milchleistungsgruppen

Milchleistungsgruppe | Untere Gruppengrenze |Obere Gruppengrenze

in kg Milch in kg Milch
1 < 5kg
2 > 5Kkg <15kg
3 > 15 kg <25Kkg
4 > 25 kg < 35kg
5 > 35 kg <45Kkg
6 > 45 kg < 55kg
7 > 55 kg

3.8.3.5 Milchparameter

Die Einflisse der Milchparameter: EiweiB3- und Laktosegehalt, sowie der Zell- und Harnstoff-
gehalt der Milch auf die Ergebnisse der Milch-ELISA-Testverfahren wurden gepruft.

Auf die Untersuchung eines Einflusses des Milchfettes wurde verzichtet, da das Milchfett
durch die vorangegangene Zentrifugation vom Milchserum abgetrennt wurde. Die milch-
serologischen Untersuchungsbefunde wurden den willkirlich gewahlten MilcheiweiBklassen
< 3,7 % und > 3,7 %, den Milchlaktoseklassen < 4,9 % und > 4,9 % sowie 4 verschiedenen
Milchharnstoffklassen (Tab. 26) und 5 verschiedenen Milchzellzahlklassen (Tab. 27) zuge-
ordnet. Dabei wurde angenommen, dass ein MilcheiweiBgehalt > 3,7 % sowie ein Milchlakto-
segehalt > 4,9 % Uber dem physiologischen Wert lag (Gurtler u. Schweigert, 2000). Es wurde
zu Grunde gelegt, dass Milch eutergesunder Tiere < 100.000 Zellen/ml enthalt und maximal
einen Harnstoffgehalt von < 150 mg/ml aufweist (DVG 2002).

Tab. 26: Milchharnstoffklassen Tab. 27: Milchzellklassen
Klasse |Milchharnstoffgehalt Klasse |Milchzellgehalt
in mg/ml (x 10° Zellen / ml)

1. < 150 1. < 50
2. 151 - 250 2. > 50 =< 100
3. 251 — 350 3. >100 =< 500
4. > 350 4. > 500 <1000
5. > 1000

3.8.4 Berechnung von Konfidenzintervallen

Fir alle ermittelten Sensitivitditen und Spezifititen wurden Konfidenzintervalle berechnet.
Das Konfidenzintervall gibt einen Wertebereich an, in dem bei einer Wiederholungs-
untersuchung ein Parameter der Grundgesamtheit zu erwarten ist (WeiB 2008). Fir das
Intervall wird zuvor eine Fehlerwahrscheinlichkeit festgelegt. Bei allen durchgefihrten
Untersuchungen wurde eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 5 % angenommen und das 95 %-
Konfidenzintervall berechnet.
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3.8.5 Pearson’'s Chi-Quadrat Test

Der Pearson’'s Chi-Quadrat Test (WeiB 2008) wurde als Signifikanztest zur Analyse
unbekannter Haufigkeitsverteilungen eingesetzt (Formel 4). Die unbekannten Haufigkeiten
waren dabei die serologischen Untersuchungsbefunde die nach den tierspezifischen
Parametern des Punktes 3.8.3 gruppiert und in Vierfeldertafeln erfasst wurden (Tab. 28). Die
Nullhypothese dieses globalen Tests lautete: es bestehen keine Unterschiede zwischen den
Anteilswerten einer Zeile und einer Spalte. Die Alternativhypothese besagte, dass Unter-
schiede zwischen den Anteilswerten vorhanden waren.

Tab. 28: Vierfeldertafel

B Nicht B Summe
A a b a+b
Nicht A c d c+d
Summe | a+cC b+d n=a+b+c+d
n (ad - bc)?
X2= (4)

(a+b)(@+c)(c+d)(b+d)

3.8.6 Fisher's exakt Test

Der exakte Test nach Fisher (Formel 5), eine Sonderform des Chi>-Test, wurde als
Signifikanztest angewendet (Weil3 2008). Mit dem Fisher's exakt Test wurden Vierfelder-
verteilungen (Tab. 28) gepruft. Dieser Test wurde gewahlt, da die untersuchte Stichproben-
anzahl vereinzelt sehr gering war.

p= ®)

3.8.7 Kontingenztafeln fiir die Priifung der Ubereinstimmungen serologischer Tests
und Berechnung des Kappawertes nach Cohen

Um die Ubereinstimmungen der serologischen Ergebnisse zwischen 2 unabh&ngigen
Testverfahren und innerhalb eines Tests bei Untersuchung von Blut und Milch zu bewerten
wurden Kontingenztafeln gebildet (Tab. 29). Die prozentuale Haufigkeit der Uberein-
stimmungen wurde aus den Werten a, e und j ermittelt. Die Ubereinstimmungen der Befunde
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wurden jeweils fur Paratuberkulose positive und Paratuberkulose unverdachtige Tiere

gepruft.

Tab. 29: Kontingenztafel zur Darstellung der Ubereinstimmungen der serologischen

Befunde zweier ELISA-Testverfahren

Befund Test B

negativ | fraglich | positiv | Gesamt
Befund negativ a b c a+b+c
Test A fraglich d e f d+e+f
positiv g h j g+h+j
Gesamt | a+d+g | b+e+h | c+f4 z

Der Kappawert nach Cohen (Cohen 1960) wurde als statistisches Zusammenhangsmaf fur
die Bewertung der Ubereinstimmungen zwischen zwei unabhangigen ELISA-Testverfahren
gewahlt (Formel 6). Nach Altmann (1998) wurden 5 Kategorien zur Bewertung des Kappa-
wertes unterschieden (Tab. 30).

K =

Po—Pc

1 -pc

Po - Gemessener Ubereinstimmungswert der beiden Schatzer

Pc - Zufillig erwartete Ubereinstimmung

Tab. 30: Bewertung des Kappawertes nach Cohen (Altmann 1998)

Kappawert Ubereinstimmungen
1,0 -0,81 sehr gut
0,8 —0,61 gut
0,6 — 0,41 manig
0,4-0,21 schlecht
<0,2 sehr schlecht
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3.8.8 Multinomiale logistische Regression

Die logistische Regression ist ein multiples, statistisches Verfahren, mit dem es méglich ist,
die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines bestimmten Endereignisses basierend auf
mehreren EinflussgréBen zu modellieren (Wei3 2008). Mittels einer multinomialen logistisch-
en Regression wurde im Rahmen der Auswertungen zeitgleich die Starke des Einflusses
mehrerer Variablen auf eine Zielvariable untersucht.

Der Einfluss der Faktoren:

e Alter
e |aktationsphase
e Betrieb

e Tagesmilchmenge

auf die Ausscheidung von Map mit dem Kot, sowie auf die Auspragung einer serologischen
Reaktion wurde mit dieser Methode vergleichend geprift. FOr die serologischen
Testverfahren wurde zuséatzlich der Einfluss des Kotbefundes berechnet. Multinomiale
logistische Regressionsmodelle beziehen sich stets auf eine zuvor bestimmte Referenz-
gruppe. Auf der Grundlage der Voruntersuchungen der Einzelparameter wurden die in Tab.
31 dargestellten Referenzgruppen gewahlt.

Tab. 31: Merkmale der Referenzgruppen

Einflussfaktor Referenzwerte
Alter 1096 — 1460 d
Laktationsphase 2: 106 bis 210 d
Betrieb A
Tagesmilchmenge >25 <=35 kg

Der Regressionskoeffizient, der Standardfehler und die relative Risikoreduktion (RRR)
wurden berechnet. Ein Regressionskoeffizient von 1 gibt an, dass keine Veranderungen zu
verzeichnen sind. Fir jeden Einflussfaktor erfolgte die RRR-Berechnung flr das Auftreten
eines positiven Kotbefundes gegenlber einer Referenzgruppe. Die relative Risikoreduktion
beschrieb beim Vergleich von 2 Studienpopulationen, um wie viel das relative Risiko (RR)
durch eine Intervention im Vergleich zur Referenzgruppe (= 100 %) reduziert wurde.
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4. ERGEBNISSE

Untersuchungsbefunde

4.1 Befunde der Untersuchungen auf Paratuberkulose in drei Thiiringer Milchvieh-
betrieben

4.1.1 Zusammenfassung der Kotbefunde in den Betrieben A, B und C

In die Auswertungen der Kotkultivierungen wurden die Befunde von 4.707 Kotproben aus 4
Bestandsuntersuchungen (Gesamtbestandsuntersuchungen 2 bis 5) in 3 Milchviehbetrieben
einbezogen (Tab. 32). Die kotkulturellen Befunde der ersten Untersuchung wurden aus den
Auswertungen ausgeschlossen, da die Kultivierung des Erregers nicht nach den Verfahren,
die unter den Punkten 3.5.1 und 3.5.2 beschrieben wurden erfolgte. Die serologischen
Ergebnisse aus der 1. Gesamtbestandsuntersuchung wurden jedoch gewertet, wenn die
Tiere an weiteren kulturellen Untersuchungen teilnahmen.

Tab. 32: Ubersicht zu den Befunden der kulturellen Kotuntersuchungen
in 3 Milchviehbestanden

Kotbefund Bestand
Kulturréhrchen 1 Kulturréhrchen 2 A B (0
Map Map 122 81 -
Map negativ 73 63 =
Map Kontamination 26 16 -
negativ negativ 637 1.082 | 457
negativ Kontamination 211 199 SiS
Kontamination Kontamination 163 123 879
Z (n=4.707) 1.232 | 1.564 | 1.911
Legende:
Map — Wachstum von Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis

Kontamination — Wachstum unerwiinschter Pilze, Hefen oder Bakterien
negativ — Kulturréhrchen unbewachsen

Die prozentualen Anteile der Kotkulturergebnisse wurden fur die 3 Bestande zusammen-
gefasst (Abb. 10). Doppelt negative, doppelt Map-positive und einfach Map-positive Befunde
waren sicher auswertbar, da keine Kontamination vorlag. Aufgrund einer Kontamination
beider Kulturréhrchen waren 25 % der untersuchten Kotproben nicht auswertbar. Im Bestand
C wiesen 46 % der Kotproben eine Kontamination auf beiden Kulturréhrchen auf (Tab. 32).
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46%

25%

193 %4 %

Kotbefund:

B Map-Map
@ Map-negativ
O Map-Kontamination
E negativ - negativ
| Kontamination - Kontamination
negativ - Kontamination

Abb. 10: Ubersicht tiber die prozentualen Anteile der Kotkulturergebnisse in den
Bestianden A, Bund C

Legende siehe Tab. 32

4.1.2 Kot- und ELISA-Befunde fiir die Bestande A, B und C zu 4 verschiedenen

Untersuchungszeitpunkten

Bestand A

Im Bestand A verringerte sich die untersuchte Tierzahl im Verlauf der Untersuchungen
(Tab. 33), wahrenddessen nahm der prozentuale Anteil kotpositiver Tiere zu (Abb. 11).

Tab. 33: Ergebnisse der kulturellen Untersuchungen im Bestand A (n=1.232)

Untersuchung

Untersuchungszeitraum

(Monat/Jahr)

Kulturréhrchen 1

Map

Map

Map

negativ
negativ
Kontamination

Legende siehe Tab. 32

Kulturréhrchen 2

Map

negativ
Kontamination
negativ
Kontamination
Kontamination

2

9 /2004
11/ 2004

n=336
24
15
3
168
81
45

-B7 -

3

3/2005
5/2005

n=325
22
15
5
145
68
70

4

10/2005
12/2005

n=286
31
18
12
155
52
18

5

3/2006
5/2006

n=285
45
25
6
169
10
30



Ergebnisse
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Abb. 11: Anzahl untersuchter Tiere und prozentualer Anteil Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis kulturpositiver Tiere zu 4 Untersuchungszeitpunkten
im Bestand A

Bestand B
Die Kotbefunde des Bestandes B sind fir 4 Einzeluntersuchungen tabellarisch
zusammengefasst (Tab. 34). Die untersuchte Tierzahl variierte zwischen den Einzelunter-

suchungen ebenso wie der prozentuale Anteil erkannter Map-Ausscheidertiere (Abb. 12).

Tab. 34: Ergebnisse der kulturellen Untersuchungen im Bestand B (n=1.564)

Untersuchung 2 3 4 5
Untersuchungszeitraum 8/2004 | 2/2005 | 7/2005 | 2/2006
(Monat/Jahr) 10/2004 | 4/2005 | 9/2005 | 5/2006
Kulturréhrchen 1 | Kulturréhrchen 2 n=396 n=401 n=362 n=405
Map Map 27 10 30 14
Map negativ 13 13 19 18
Map Kontamination 2 11 2 1
negativ negativ 259 196 279 348
negativ Kontamination 58 90 30 21
Kontamination Kontamination 37 81 2 3

Legende siehe Tab. 32
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Abb. 12: Anzahl untersuchter Tiere und prozentualer Anteil Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis kulturpositiver Tiere zu 4 Untersuchungszeitpunkten
im Bestand B

Bestand C

Die Kotbefunde der Einzeluntersuchungen des Bestandes C sind in Tab. 35 zusammen-
gefasst, Map wurde in keiner der Kotproben aus 4 Bestandsuntersuchungen nachgewiesen.
Aus 6 Kotproben wurden jedoch atypische Mykobakterien isoliert und mittels PCR identi-
fiziert. Die Proben des Bestandes C wiesen haufig Kontaminationen mit Hefen oder Pilzen
auf, daher waren 45,9 % der Kotproben aus dem Bestand C nicht auswertbar.

Tab. 35: Ergebnisse der kulturellen Untersuchungen im Bestand C (n=1.911)

Untersuchung

Untersuchungszeitraum

(Monat/Jahr)

Kulturréhrchen 1

negativ
negativ
Kontamination

M. avium ssp.
avium

M. nonchromo-
genicum

M. smegmatis
M. terrae

Kulturréhrchen 2

negativ
Kontamination
Kontamination

negativ

negativ

negativ
Kontamination

Legende siehe Tab. 32

2

4/2004
6/2004

n=599
139
180
275
1

-89 -

3

11/2004
1/2005

n=475

178
193
104

4

4/2005
6/2005

n=403
49
105
248

5

11/2005

2/2006
n=434
91
92
251
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4.1.3 Entwicklung der Kotbefunde in den Bestdanden A und B

Die eindeutig auswertbaren Kotbefunde aus den infizierten Bestdnden A und B mit den
Befundgruppen Map—Map, Map—negativ und negativ—negativ wurden zur Bewertung der
Entwicklung der Kotbefunde Uber 4 Bestandsuntersuchungen verwendet (Tab. 36).

Tab. 36: Anzahl der eindeutig auswertbaren Kotbefunde aus 4 Untersuchungen in den
Bestanden A und B (n=2.059)

Untersuchung
Bestand 2 3 4 5
A n=207 n=183 n=204 n=239
B n=299 n=219 n=328 n=380

FOr den Bestand A wurde eine stetige Zunahme der Tiere mit doppelt positivem Kotbefund
ermittelt (Abb. 13). Es bestand ein signifikanter Unterschied der prozentualen Anteile doppelt
positiver Kotbefunde zwischen 3. und 5. Bestandsuntersuchung (Fisher’s exakt Test:
p=0,038). Im Bestand B, in dem eine gezielte Eliminierung von Ausscheidertieren durch-
gefihrt wurde, schwankte der Anteil der doppelt positiven Kotbefunde zwischen den Einzel-
untersuchungen. Zwischen 2. und 3. Untersuchung erfolgte eine signifikante Abnahme der
Map-Map-Befunde (Fisher’s exakt Test: p=0,036), hingegen dazu wurde zwischen der 3. und
4. Untersuchung eine signifikante Zunahme (Fisher’s exakt Test: p=0,030) sowie zwischen
4. und 5. Untersuchung wiederum eine signifikante Reduktion (Fisher’s exakt Test: p=0,001)
der starken Ausscheider (Map-Map-Befund) ermittelt.

Die Betrachtung der einfach positiven Kotbefunde (Map-negativ-Befund) im Bestand A ergab
eine Zunahme des prozentualen Anteils dieser Befundgruppe zwischen der 2. und 5.
Bestandsuntersuchung (Abb. 14), jedoch bestanden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Einzeluntersuchungen und beim Vergleich der Anteile bei der 2. und 5.
Untersuchung. Im Bestand B unterschieden sich die Ergebnisse der Einzeluntersuchungen
nicht signifikant.

Der Anteil der doppelt negativen Kotbefunde reduzierte sich im Verlauf der Untersuchungen
im Bestand A (Abb. 15), zwischen einer Untersuchung und der jeweiligen Folgeuntersuchung
waren jedoch keine signifikanten Unterschiede feststellbar. Eine signifikante Abnahme des
prozentualen Anteils doppelt negativer Kotbefunde wurde im Bestand A beim Vergleich der
Ergebnisse der 2. und 5. Untersuchung ermittelt (Fisher’s exakt Test: p=0,006). Im Bestand
B unterschieden sich die prozentualen Anteile der doppelt negativen Kotbefunde zwischen
den Einzeluntersuchungen nicht signifikant.
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Bestand A Bestand B

25% 25%

20% - 20% -
2 *
e 15% P T
Q.
2 g
é' 10% - g— 10% -

=
5% - 5%
0% - 0% -
2. 3. 4. 5. 2. 3. 4. 5.
Untersuchung Untersuchung

Abb. 13: Vergleich der prozentualen Anteile doppelt positiver Kotbefunde in den
Bestanden A und B nach Untersuchungszeitpunkt
Legende:
Map- Map - Doppelt positiver Kotbefund; 2 Map-bewachsene HEYM-R6hrchen
* . Signifikantes Ergebnis bei der Testung mit dem Fisher’s exakt Test, p < 0,05

Bestand A Bestand B
14% -
12% -
3 3 10% |
£ £
= 2
® ® 8%
(o)) o
g g
a & 6%
© ©
= =
4% -
2% -
0% -
2. 3. 4, 5. 2. 3. 4. 5.
Untersuchung Untersuchung

Abb. 14: Vergleich der prozentualen Anteile_einfach positiver Kotbefunde in den
Bestanden A und B nach Untersuchungszeitpunkt

Legende: Map-negativ - Einfach positiver Kotbefund; 1 Map-bewachsenes HEYM-R6hrchen
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Bestand A Bestand B
100% * 100%
1 O,
86,6%5%:5%g5, 095 £

80% - 80% -
S S
£ £

2 60% - 2 60%
5 5
2 Z

£ 40% | £ a0%
g o
2 2

20% - 20%

0% - 0% -

2 3 4 5. 2 3 4 5
Untersuchung Untersuchung

Abb. 15: Vergleich der prozentualen Anteile doppelt negativer Kotbefunde Gruppe in
Bestanden A und B nach Untersuchungszeitpunkt

Legende: Negativ-negativ - doppelt negativer Kotbefund; 2 unbewachsene HEYM-R6hrchen
* . Signifikantes Ergebnis bei der Testung mit dem Fisher’s exakt Test, p < 0,05

-72-



Ergebnisse

4.1.4 Analyse des zeitlichen Auftretens von Map-Koloniewachstum bei der
Untersuchung von Kotproben aus zwei Thiringer Milchviehherden

Das erste Map-Koloniewachstum war bei Kotproben der Bestadnde A und B in der Mehrzahl
im Zeitraum zwischen 4. und 8. Kultivierungswoche sichtbar (Tab. 37). Das Ablesen der
Kulturréhrchen in der 2. Kultivierungswoche erbrachte in beiden Bestdnden nur wenige
Erstnachweise. Im Bestand A erfolgte ab der 14. Kultivierungswoche kein zusatzlicher
Wachstumsnachweis. Im Bestand B wiesen 98,1 % der positiven Kotproben in den ersten 12

Kultivierungswochen ein Koloniewachstum auf.

Tab. 37: Erstnachweis von Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
Koloniewachstum nach Kultivierungswochen in den Bestanden A und B

A Untersuchungsnummer B

2 3 4 5
Woche (n=42) (n=42) (n=61) (n=76) | Woche
Erste Erfassung von

Map-Wachstum in % von n

2 2,4 - - - 2

4 16,6 2,4 54,1 32,9 4

6 42,9 61,9 34,4 42,1 6

8 23,8 21,4 6,6 17,1 8

10 11,9 14,3 3,3 6,6 10

12 2,4 - 1,6 1,3 12

14 - - - - 14

16 - - - - 16

Untersuchungsnummer
2 3 4 5
(n=42) (n=34) (n=51) (n=33)

Erste Erfassung von
Map-Wachstum in % von n

47,6
28,6
14,3

7,1

2,4

5,8
32,4
35,3
11,8

8,8

5,9

11,9
56,8
7,8
19,6
3,9

45,4
30,3
12,1

6,1

6,1
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4.1.5 Ergebnisse der serologischen Untersuchungen mit zwei Paratuberkulose-
ELISA-Testverfahren in 3 Thiringer Milchviehbestanden

Im Rahmen des Projektes wurden 5.898 Blutproben und 4.410 Milchproben aus den Bestan-
den A, B und C mit zwei Paratuberkulose-ELISA-Testverfahren untersucht. Die prozentualen
Anteile negativer, fraglicher und positiver Befunde der Blut- und Milchproben wurden fir
die einzelnen Bestande und 5 Bestandsuntersuchungen zusammengefasst (Tab. 38a und
38b).

Tab. 38a: Zusammenfassung der Untersuchungsbefunde des Svanovir-ELISA fir Blut- und
Milchproben aus 3 Thuringer Milchviehherden

Bestand A Bestand B Bestand C
n(Blut) n(Milch) n(Blut) n(Milch) n(Blut) n(Milch)
=1534 =1211 =1948 =1538 =2416 =1661

Svanovir-ELISA-Befund (in % von n)
negativ | 70,3 74,6 79,4 82,7 79,0 85,3
fraglich | 14,1 15,3 10,7 10,8 11,4 8,7
positiv | 15,6 10,1 9,9 6,5 9,6 6,0

Tab. 38b: Zusammenfassung der Untersuchungsbefunde des Pourquier-ELISA fir Blut-
und Milchproben aus 3 Tharinger Milchviehherden

Bestand A Bestand B Bestand C
n(Blut) n(Milch) n(Blut) n(Milch) n(Blut) n(Milch)
=1534 =1211 =1948 =1538 =2416 =1660

Pourquier-ELISA-Befund (in % von n)
negativ | 93,7 88,3 97,1 97,0 99,3 99,1
fraglich 1,0 2,4 0,3 0,5 0,3 0,3
positiv 5,3 9,3 2,6 2,5 0,4 0,6

Die Anzahl Map ausscheidender Tiere wurde fur die Bestdnde A und B und die
Untersuchungen 2 bis 4 getrennt erfasst. Es wurde der prozentuale Anteil der kotpositiven
Tiere mit zeitgleich ermitteltem seropositivem Befund berechnet (Tab. 39a und Tab. 39b).
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Tab. 39a: Positive Blut-ELISA-Untersuchungsbefunde bei aktuell kotpositiven Tieren aus 4
Bestandsuntersuchungen

Unter- Bestand | Anzahl aktuell Svanovir Blut Pourquier Blut
suchung ausscheidender
Tiere (n) Prozentualer Prozentualer
Anteil der Tiere Anteil der Tiere
von n mit von n mit
positivem Befund positivem Befund
2 A 42 30,9 % 26,2 %
B 42 19,0 % 11,9 %
3 A 42 23,8 % 21,4 %
B 34 26,5 % 17,6 %
4 A 61 29,5 % 26,2 %
B 51 21,6 % 19,6 %
5 A 76 27,6 % 171 %
B 33 30,3 % 15,2 %

Tab. 39b: Positive Milch-ELISA-Untersuchungsbefunde bei aktuell kotpositiven Tieren
aus 4 Bestandsuntersuchungen

Unter- Bestand | Anzahl aktuell Svanovir Milch Pourquier Milch
suchung ausscheidender
Tiere (n) Prozentualer Prozentualer
Anteil der Tiere Anteil der Tiere
von n mit von n mit
positivem Befund positivem Befund
2 A 34 17,6 % 38,2 %
B o o o
3 A 41 14,6 % 29,3 %
B 34 11,8 % 23,5 %
4 A 57 211 % 26,3 %
B 51 23,5 % 17,6 %
5 A 69 13,0 % 27,5 %
B 32 18,8 % 12,5 %
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Ergebnisse der Sensitivitats-, Spezifitdtsberechungen und der Ermittlung von Befund-
Ubereinstimmungen

4.2 Ermittlung der diagnostischen Sensitivitaten und Spezifitaten zweier ELISA-Test-
verfahren anhand der Untersuchungsergebnisse aus drei Thiringer Milchvieh-
betrieben

4.2.1 Berechnung der Sensitivitaten des Svanovir- und des Pourquier-ELISA fiir Blut-

und Milchserum

Die Testsensitivitdten fir zwei Paratuberkulose-Blut-/Milch-ELISA-Testverfahren wurden
anhand der Befunde fir 924 Blutproben und 744 Milchproben, die von 319 kotpositiven
Einzeltieren stammten berechnet (Tab. 40). Die Sensitivitat des Svanovir-Blut-ELISA erwies
sich als signifikant héher gegentber den Sensitivitdten der Ubrigen Testverfahren (Tab. 41).
Far den Pourquier-Milch-ELISA wurde eine signifikant gréBere Sensitivitat gegenliber dem
Pourquier-Blut-ELISA berechnet. Die Sensitivitdten des Svanovir- und des Pourquier-ELISA
unterschieden sich bei der Untersuchung von Milch nicht signifikant.

Tab. 40: Sensitivitaten der ELISA-Testverfahren

ELISA Probenart |n m Sensitivitat in % | 95% CI der Sensitivitat in %
Svanovir |Blut 924 (177 19,2 * 16,6 - 21,7
Milch 744 |97 13,0 10,6 - 15,5
Pourquier |Blut 924 199 10,7 8,7-12,7
Milch 744 1108 14,5 12,0-17,0
Legende:

n - Anzahl untersuchter Proben infizierter (kotpositiver) Tiere

m - Anzahl positiver Proben von n

Sensitivitat - Wahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses bei infizierten Tieren [(m x 100 / n)]

95% CI - 95% Konfidenzintervall
* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test

Tab. 41: Vergleich der Sensitivitaten fir 4 ELISA-Testverfahren:
p-Werte des zweiseitigen Fisher’s exakt Test

Sensitivitat

Svanovir-Milch

Pourquier-Blut

Pourquier-Milch

Svanovir-Blut | 0,001* 4,352e-7 * 0,013 *
Svanovir-Milch |- 0,147 0,452
Pourquier-Blut |- - 0,021 *

Legende:

* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test
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Abhanqigkeit der berechneten Sensitivitdten von der Herkunft der Proben

Bei der getrennten Berechnung der Testsensitivitdten fur die Bestédnde A und B ergaben sich
stets hdhere Sensitivitaten flir den Bestand A (Tab. 42), jedoch war lediglich die Sensitivitat
des Pourquier-Milch-ELISA signifikant hdher im Bestand A gegeniber der Sensitivitat im
Bestand B (Fisher's exakt Test: p=0,003).

Tab. 42: Nach Bestanden getrennt berechnete Sensitivitdten der ELISA-Testverfahren

ELISA Probenart | Bestand |n m Sensitivitat in % 95% CI der
Sensitivitat in %

A 528 {113 21,4 17,9 - 24,9

Svanovir | Blut B 396 |64 16,2 12,5-19,8
A 446 |64 14,3 11,1-17,6

Milch B 298 | 35 11,7 8,1-154

A 528 | 66 12,5 9,7-153

Pourquier |Blut B 396 |38 8,3 6,7-12,5
A 446 |82 18,4 * 14,8 - 22,0

Milch B 298 | 26 8,7 55-11,9

Legende:

n - Anzahl untersuchter Proben infizierter (kotpositiver) Tiere

m - Anzahl positiver Proben von n

Sensitivitat - Wahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses bei infizierten Tieren [(m x 100)/n)]

95% CI - 95% Konfidenzintervall

* _ signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test
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Abhangigkeit der ELISA-Sensitivititen von der Intensitit der Erregerausscheidung

Bei der Prifung des Zusammenhangs zwischen der aktuellen Starke der Map-Ausscheidung
und den Befunden der serologischen Untersuchungen (Abb. 16) zeigte sich, dass die
Sensitivitat aller ELISA-Verfahren bei aktuell starker Erregerausscheidung, mit doppelt
positivem Kotbefund, signifikant héher war gegeniber der Testsensitivitat bei den Gruppen
mit nur einem positiven oder zwei negativen Kulturréhrchen. Fir den Pourquier-Milch-ELISA
wurde zusatzlich eine signifikant hdhere Sensitivitat berechnet, wenn bei infizierten Tieren
zeitgleich ein einfach positiver anstatt eines doppelt negativen Kotbefundes ermittelt wurde.

50%
° 36.5% Kotbefund:
36,5% 7o
o H positiv-positiv
Q0% - - ?1’9,/0, ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
- n (Blut) =203
g n (Milch) = 167
N
2
o 30% -
£
= O positiv-negativ
:E 20% -
2 b n (Blut) =136
@ n (Milch) = 115
[
2]
10% 1l L | | -1t = -2 -
Onegativ-negativ
n (Blut) =218
0% - n (Milch) = 168
Svanovir Blut Svanovir Milch  Pourquier Blut Pourquier Milch
ELISA

Abb. 16: Sensitivitaten 4 verschiedener ELISA-Verfahren in Abhéngigkeit von der Intensitat
der Map-Ausscheidung zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt

Legende: Darstellung der mit dem Fisher’s exakt Test ermittelten
p-Werte mit den Symbolen a bis j

a Svanovir Blut: Sensitivitat fir ++ vs. Sensitivitat fir + - : p =0,00001 *

b Svanovir Blut: Sensitivitat fir ++ vs. Sensitivitat fir -- :p=1,233e-9 *
¢ Svanovir Milch:  Sensitivitat fir ++ vs. Sensitivitat far + - : p = 0,0002 *

d Svanovir Milch: Sensitivitat fir ++ vs. Sensitivitat fir - - :p =4,220e-5*
e Pourquier Blut: Sensitivitat fir ++ vs. Sensitivitat fir + - :p =1,902e-10 *
f Pourquier Blut: Sensitivitat fir ++ vs. Sensitivitat fir - - :p=2,982e-16 *
g Pourquier Milch: Sensitivitat fir ++ vs. Sensitivitat fir + - :p =4,543e-7 *
h Pourquier Milch: Sensitivitat fir ++ vs. Sensitivitat fir -- :p = 1,502e-14 *
j Pourquier Milch: Sensitivitat far + - vs. Sensitivitat fur -- :p=0,05"

*

- signifikantes Testergebnis

VS. - versus
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Abhanqgigkeit der ELISA-Sensitivititen von der Probenherkunft und der Intensitat der
Erregerausscheidung

Fir die Bestande A und B wurden die Sensitivititen der einzelnen ELISA-Verfahren nach
aktueller Ausscheidungsstarke fur 3 Kotbefundgruppen getrennt berechnet (Tabellen 43 bis
46), dabei unterschieden sich die Sensitivitdten des Svanovir-Blut/Milch-ELISA und des
Pourquier-Blut-ELISA fir die Bestédnde A und B nicht signifikant (Fisher's exakt Test). Fir
den Pourquier-Milch-ELISA ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied der Sensi-
tivitaten in den Bestanden A und B fiir die Gruppe der mittelstarken Ausscheider mit aktuell
einfach positivem Kotbefund (Fisher's exakt Test: p= 0,013).

Tab. 43: Sensitivitaten in Abhangigkeit von der Starke der Ausscheidung und vom Bestand —
Svanovir-Blut

ELISA Kotbefund | Bestand | n m Sensitivitat 95% ClI der
in % Sensitivitat in %
A 122 {49 40,2 31,4-494
B 81 |25 30,9 21,1 -42,1
Svanovir |4 - A 73 |11 15,1 7,8-254
Blut B 63 |9 14,3 6,7-254
-- A 122 |14 11,5 6,4-18,5
B 9% |11 11,5 5,9-19,6

Tab. 44: Sensitivitaten in Abhangigkeit von der Starke der Ausscheidung und vom Bestand —
Svanovir-Milch

ELISA Kotbefund | Bestand | n m Sensitivitat 95% ClI der
in % Sensitivitat in %

A 113 |24 21,2 14,1 - 29,9

B 54 |17 31,5 19,5 - 45,6

Svanovir A 66 |5 7,6 2,5-16,8
Milch B 49 |4 8,2 2,3-19,6
-- A 109 |8 7,3 3,2-14,0

B 59 |3 5,1 1,1-141

Legende zu Tab. 41 - 44
+ + - doppelt positiv
+ - - einfach positiv
- - doppelt negativ
n - Anzahl untersuchter Proben infizierter Tiere
m - Anzahl positiver Proben von n
Sensitivitat - Wahrscheinlichkeit eines positiven Testergebnisses bei infizierten Tieren [(m x 100)/n)]
95% CI - 95% Konfidenzintervall
* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test
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Tab. 45: Sensitivitadten in Abhangigkeit von der Starke der Ausscheidung und vom Bestand —
Pourquier-Blut

ELISA Kotbefund | Bestand | n m Sensitivitat 95% CI der
in % Sensitivitat in %

A 122 140 32,8 246 -41,9

B 81 |23 28,4 18,9 - 39,5

Pourquier |4 - A 73 |5 6,8 2,3-153
Blut B 63 |1 1,6 0-85
-- A 122 |1 0,8 0-45

B 96 |5 5,2 1,7-117

Tab. 46: Sensitivitdten in Abhangigkeit von der Starke der Ausscheidung und vom Bestand —
Pourquier-Milch

ELISA Kotbefund | Bestand | n m Sensitivitat 95% ClI der
in % Sensitivitat in %

A 113 |44 38,9 29,9 - 48,6

B 54 |17 31,5 19,5 - 45,6

Pourquier |4 - A 66 |11 16,7 * 8,6 - 27,9
Milch B 49 |1 2,0 0,1-10,9
-- A 109 |5 4.6 1,5-104

B 59 |2 3,4 04-117
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Vergleich der ELISA-Testsensitivitidten bei starken Map-Ausscheidern

Beim Vergleich der Sensitivitdten der 4 untersuchten ELISA-Tests bei starken Ausscheidern
waren im Bestand B keine signifikanten Unterschiede feststellbar (Abb. 17). Im Bestand A
wies der Svanovir-Blut-ELISA bei starken Ausscheidern die héchste Sensitivitat auf, die sich
signifikant von der Testsensitivitat fur Milchserum bei starken Ausscheidern unterschied
(Tab. 47). Die Sensitivitat des Pourquier-Milch-ELISA war im Bestand A signifikant héher als
die Sensitivitat des Svanovir-Milch-ELISA.

Bestand A Bestand B

50%

50%

40% - 40% |

30% - 30% A

20% 7 20%

Sensitivitat in Prozent

Sensitivitat in Prozent

10% - 10% A

0% -

Svanovir Svanovir Pourquier Pourquier Svanovir Svanovir Pourquier Pourquier

Blut Milch

ELISA

Blut Milch Blut Milch

ELISA

Blut Milch

Abb. 17: Sensitivitidten der ELISA-Testverfahren bei starken Ausscheidern im Bestand A
[n(Blut)= 122; n(Milch)=113] und im Bestand B [n(Blut)= 81; n(Milch)=54]

Legende:
fir Abb. 17 und Tab.47

* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test

Tab. 47: Untersuchung der Sensitivitaten der ELISA-Testverfahren bei starken
Ausscheidern in den Bestanden A und B mit dem Fisher’s exakt Test

p-Werte des Fisher’s exakt Test

Sensitivitat Sensitivitat | beim Vergleich der Sensitivitaten
ELISA 1 ELISA 2 fir ELISA 1 und ELISA 2

Bestand A Bestand B

Svanovir Blut Svanovir Milch {0,002 * 1,000
Svanovir Blut Pourquier Blut 0,278 0,863
Svanovir Blut Pourquier Milch {0,894 1,000
Pourquier Blut | Pourquier Milch | 0,343 0,705
Svanovir Milch Pourquier Milch 0,05 * 1,000
Svanovir Milch Pourquier Blut 0,06 0,705
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4.2.2 Berechnung der Spezifititen des Svanovir- und des Pourquier-ELISA fiir Blut-

und Milchserum im Bestand C

In die Berechnungen der ELISA-Spezifitdten wurden ausschlieBlich Proben aus dem Para-
tuberkulose unverdachtigen Bestand C einbezogen, dabei wurden jeweils 2 Tiergruppen
unterschieden (Tab. 48). Fir den Pourquier-ELISA wurden ausreichend gute Spezifitaten
ermittelt (98,6—100 %), diese unterschieden sich signifikant von den unzureichenden Spezi-
fitadten (78,9-87,1 %) des Svanovir-ELISA (Tab. 49). Die Spezifitdten der Blut- und Milch-

ELISA-Tests waren bei beiden Nachweisverfahren nicht signifikant verschieden.

Tab. 48: Spezifitaten der ELISA-Testverfahren

ELISA Probenart | Tier- n m Spezifitat 95% CI der
gruppe in % Spezifitat in %

Svanovir Blut a 2.416 1.907 78,9 77,3 - 80,5
b 80 68 85,0 75,3-92,0

Svanovir Milch a 1.661 1.417 85,3 83,5-87,0
b 70 61 87,1 77,0 - 93,9

Pourquier Blut a 2.416 2.339 99,3 98,9 -99,6
b 80 80 100 95,5-100

Pourquier Milch a 1.660 1.645 99,1 98,5 - 99,5
b 70 69 98,6 92,3 -100

Legende:

a - Gesamtbestand C

b - Tiere des Bestandes C mit 3 negativen Kotbefunden

n - Anzahl untersuchter Proben nicht-infizierter Tiere

m - Anzahl negativer Proben von n

Spezifitat - Wahrscheinlichkeit eines negativen Testergebnisses bei nicht-infizierten Tieren [(m x 100)/n)]

95% CI - 95% Konfidenzintervall

Tab. 49: Untersuchung der Spezifitaten der ELISA-Testverfahren zweier Tiergruppen des

Bestandes C mit dem Fisher’s exakt Test

Spezifitat
ELISA 1

Spezifitat

ELISA 2

p-Werte des Fisher’s exakt Test
beim Vergleich der Spezifitaten
for ELISA 1 und ELISA 2

Gruppe a Gruppe b
Svanovir-Blut Pourquier-Blut 1,319e-88 * 0,0003 *
Svanovir-Milch Pourquier-Milch |3,621e-58 * 0,017 *

Legende:

-82-

* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test




Ergebnisse

4.3 Untersuchung der Ubereinstimmungen der Befunde zweier Paratuberkulose-
ELISA-Testverfahren zu einem identischen Probennahmezeitpunkt

4.3.1 Vergleich der blutserologischen Befunde

Bei der Gegentiberstellung der Untersuchungsbefunde fir 496 Blutproben infizierter (kotposi-
tiver) Tiere wurden in 373 Fallen (75,2 %) fur eine Probe identische Befunde mit dem Svano-
vir- und dem Pourquier-Blut-ELISA ermittelt (Tab. 50). Der berechnete Kappawert nach Co-
hen von 0,087 entsprach einer schlechten Ubereinstimmung der Befunde fiir die verglich-
enen Testverfahren. Die Ergebnisse zeigten weiterhin, dass 73,6 % der Blutproben infizierter
Tiere von zwei verschiedenen ELISA-Testverfahren zeitgleich als negativ eingestuft wurden.
Nur 15,1 % der Blutproben wurden von mindestens einem Testverfahren positiv bewertet.

Tab. 50: Vergleich der Ergebnisse des Svanovir-Blut- und des Pourquier-Blut-ELISA fir
kotpositive Tiere bei der Untersuchung der gleichen Blutprobe

Befund Pourquier Blut
negativ fraglich positiv z
Befund |negativ 365 (73,6 %) |2 6 373
Svanovir |fraglich 54 0 (0 %) 2 56
Blut positiv 58 1 8 (1,6 %) 67
z 477 3 16 496 (100 %)

Bei kotnegativen Tieren aus dem Bestand C wiesen 77,1 % der untersuchten Blutproben
einen identischen Befund fir Svanovir- und Pourquier-ELISA auf (Tab. 51). Der Kappawert
nach Cohen von 0,096 zeigte eine sehr schlechte Ubereinstimmung der Befunde an.

Tab. 51: Vergleich der Ergebnisse des Svanovir-Blut- und des Pourquier-Blut-ELISA fir
kotnegative Tiere bei der Untersuchung der gleichen Blutprobe

Befund Pourquier Blut
negativ fraglich positiv 2
Befund |negativ 506 (75,6 %) |2 2 510
Svanovir |fraglich 72 1 (0,15 %) 2 75
Blut positiv 75 0 9 (1,00 %) 84
z 653 3 13 669 (100 %)

4.3.2 Vergleich der milchserologischen Befunde

Beim Vergleich der milchserologischen Untersuchungsbefunde fir 2 ELISA-Verfahren bei
kotpositiven Tieren wurde eine Ubereinstimmungshéaufigkeit von 82,6 % und ein Kappawert
nach Cohen von 0,212 errechnet (Tab. 52). Das entsprach einer schlechten Uberein-
stimmung der Untersuchungsbefunde des Svanovir- und des Pourquier-Milch-ELISA. Von
beiden Testverfahren wurden zeitgleich 80,1 % der untersuchten Milchproben infizierter
Tiere als negativ beurteilt. Ein positives Ergebnis bei mindestens einem Test wurde lediglich
bei 11,1 % der Milchproben erkrankter Tiere angezeigt.
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Tab. 52: Vergleich der Ergebnisse des Svanovir-Milch- und des Pourquier-Milch-ELISA fir
kotpositive Tiere bei der Untersuchung der gleichen Milchprobe

Befund Pourquier Milch
negativ fraglich positiv z
Befund | negativ 267 (89,2%) |0 4 271
Svanovir |fraglich 29 0 (0 %) 3 32
Milch | positiv 21 1 8 (2,4 %) 30
z 317 1 15 333 (100 %)

In 562 Féllen wurden Milchproben kotnegativer Tiere untersucht (Tab. 53), dabei stimmten
zu 80,1 % die Befunde beider Testverfahren bei unverdachtigen Tieren Gberein. Der
ermittelte Kappawert nach Cohen von 0,123 sprach fiir eine sehr schlechte Ubereinstimm-
ung der Untersuchungsbefunde.

Tab. 53: Vergleich der Ergebnisse des Svanovir-Milch- und des Pourquier-Milch-ELISA fir
kotnegative Tiere bei der Untersuchung der gleichen Milchprobe

Befund Pourquier Milch
negativ fraglich positiv 2
Befund |negativ 443 (78,8 %) |3 7 453
Svanovir |fraglich 54 3 (0,6 %) 8 65
Milch positiv 39 1 4 (0,7 %) 44
z 536 7 19 562 (100 %)

4.3.3 Vergleich von blut- und milchserologischen Befunden

In 333 Fallen wurden zeitgleich Blut- und Milchproben kotpositiver Tiere mit dem Svanovir-
ELISA untersucht (Tab. 54), zusammengehdérige Blut- und Milchproben wiesen dabei nur zu
76,0 % einen Ubereinstimmenden Befund auf. In 218 Fallen (65,5 %) wurde fir den
Svanovir-Blut- und den Svanovir-Milch-ELISA jeweils ein negativer Untersuchungsbefund
erhoben. Der berechnete Kappawert nach Cohen von 0,419 zeigte eine maBige Uberein-
stimmung der Untersuchungsbefunde an.

Tab. 54: Vergleich der Ergebnisse des Svanovir-Blut- und des Svanovir-Milch-ELISA bei

kotpositiven Tieren und einem identischen Probennahmezeitpunkt

Befund Svanovir Blut
negativ fraglich positiv z
Befund | negativ 218 (65,5 %) |32 21 271
Svanovir |fraglich 7 11 (3,3 %) 14 32
Milch | positiv 3 3 24 (7,2 %) 30
z 228 46 59 333 (100 %)
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Bei der Untersuchung von 553 paarigen Blut- und Milchproben kotnegativer Tiere mit dem
Svanovir-ELISA wurde flr 78,7 % der zusammengehdrigen Proben ein identischer Befund
ermittelt (Tab. 55). Der berechnete Kappawert nach Cohen von 0,448 entsprach einer
maBigen Ubereinstimmung der Befunde des Svanovir-ELISA fiir Blut und Milch bei kotnega-
tiven, Paratuberkulose unverdachtigen Tieren.

Tab. 55: Vergleich der Ergebnisse des Svanovir-Blut- und des Svanovir-Milch-ELISA bei
kotnegativen Tieren und einem identischen Probennahmezeitpunkt

Befund Svanovir Blut
negativ fraglich positiv z
Befund |negativ 382 (69,1 %) |40 23 445
Svanovir |fraglich 17 22 (4,0 %) 26 65
Milch | positiv 5 7 31 (5,6 %) 43
z 404 69 80 553 (100 %)

Die Ubereinstimmungshaufigkeit der Pourquier-ELISA-Befunde fiir 333 paarige Blut- und
Milchproben kotpositiver Tiere betrug 96,7 % (Tab. 56). Der ermittelte Kappawert nach
Cohen von 0,640 zeigte eine gute Ubereinstimmung der Testergebnisse an.

Tab. 56: Vergleich der Ergebnisse des Pourquier-Blut- und des Pourquier-Milch-ELISA

bei kotpositiven Tieren und einem identischen Probennahmezeitpunkt

Befund Pourquier Blut
negativ fraglich positiv z
Befund |negativ 312 (93,7 %) |2 3 317
Pourquier | fraglich 1 0 (0 %) 0 1
Milch positiv 4 1 10 (3,0 %) 15
z 228 46 59 333 (100 %)

Bei der Untersuchung paariger Proben kotnegativer Tiere mit dem Pourquier-ELISA
stimmten 96,2 % der Befunde flr Blut und Milch Uberein (Tab. 57). Der ermittelte Kappawert
nach Cohen betrug 0,626 und entsprach einer guten Ubereinstimmung der Untersuchungs-
befunde.

Tab. 57: Vergleich der Ergebnisse des Pourquier-Blut- und des Pourquier-Milch-ELISA

bei kotnegativen Tieren und einem identischen Probennahmezeitpunkt

Befund Pourquier Blut
negativ fraglich positiv z
Befund |negativ 522 (94,4 %) |2 3 527
Pourquier | fraglich 7 0 (0 %) 0 7
Milch positiv 9 0 10 (1,8 %) 19
)3 538 2 13 553 (100 %)
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Ergebnisse der Untersuchungen von Einflussfaktoren

4.4 Einflussfaktoren auf die Kotkultivierung
441 Methodenspezifische Einflussfaktoren
4.41.1 Einfluss der Dekontaminationsmethode auf das Ergebnis der Kotkultivierung

Die Untersuchungsbefunde der 32 Kotproben des Dekontaminationsversuches wurden zu-
sammengefasst (Tab. 104 im Anhang 9.3). In 18 der 20 natdrlich infizierten Kotproben wurde
erneut ein Map nachgewiesen. Zwei der zuvor positiv getesteten Proben zeigten bei allen
Methoden kein Koloniewachstum (Nr. 9 und Nr. 17). Die gespikten Kotproben Nr. 21 und 22
wiesen bei allen Methoden ein Map-Wachstum. In den negativen Kotproben (Nr. 23 — 32:
Bestand C) wurde Map wiederum nicht nachgewiesen.

Die Anzahl bewachsener Kulturréhrchen wurde fir jede Methode und 4 verschiedene
Zeitpunkte dargestellt (Abb. 18). In der 4. Kultivierungswoche war die Anzahl positiver Kultur-
réhrchen bei der Anwendung der Methoden a, b, ¢, e und f gegenlber der Methode d signi-
fikant héher. Ab der 6. Kultivierungswoche unterschied sich die Anzahl bewachsener Kultur-
réhrchen zwischen den Methoden nicht mehr signifikant. Eine Dekontamination der Kotpro-
ben mit HPC (0,75 %) Uber 96 h (Methode d) verursachte in der 4. Kultivierungswoche eine
Verzdégerung des Map-Wachstums.

Legende: Symbole 1 bis 5: p-Werte
des Fisher’s exakt Test

1 - 4. Woche: Methode a vs. Methode d
p=0,019 *

2 - 4. Woche: Methode b vs. Methode d
p= 0,00001 *

3 - 4. Woche: Methode ¢ vs. Methode d
p= 0,001 *

4 - 4. Woche: Methode e vs. Methode d
p= 0,032 *

5 - 4. Woche: Methode f vs. Methode d
p=0,019 *

Anzahl positiver Kulturréhrchen

signifikantes Testergebnis bei der

Anwendung des Fisher’s exakt Test

4. Woche 6. Woche 8. Woche  10. Woche VS. - versus

Methode: [Da EWb Oc Hd He MRf

Abb. 18: Anzahl Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis bewachsener Kultur-
réhrchen zu 4 Zeitpunkten — Vergleich 6 verschiedener Dekontaminationsmethoden
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In die Bewertungen des Koloniewachstums wurden die Ergebnisse 12 naturlich infizierter
und 2 gespiketer Kotproben einbezogen, die im Rahmen des Dekontaminationsversuches
ein Koloniewachstum aufwiesen (Tab. 58).

Nach der Einordnung der jeweils ermittelten Koloniezahlen in die Kategorien 1, 2 und 3 und
der Berechnung von Durchschnittswerten fir jede Methode zeigte sich, dass die hdchste
geschéatzte, durchschnittliche Koloniekategorie bei Proben, die nach Methode ¢ behandelt
wurden, nachweisbar war. Da es sich jedoch bei der Einordnung der Koloniezahlen in
Kategorien um ein subjektives Auswerteverfahren handelte und bei der Beurteilung aller
Methoden &ahnliche Ergebnisse zu beobachten waren, wurden keine weiteren statistischen
Auswertungen vorgenommen.

Tab. 58: Koloniekategorien fir 14 Kotproben — Vergleich von 6 Dekontaminationsmethoden
in der 16. Kultivierungswoche

Kotprobennummer
Dekontamina- [1 [4 |5 [7 [8 |10 [12 [14 [15 [16 [19 [20 |21 [22 | &
tionsmethode Kategorien der Koloniezahlen
a 3] 3| 1 3] 2| 2| 3| 1 2 2 2 2 3 2| 2,1
b 3] 3| 3] 3] 3] 1 3 1 2 2 2 2 3 2] 2,3
c 3] 3| 8] 3| 3] 3] 3| 1 2 2 2 2 3 2] 2,5
d 2| 2| 3| 3| 3 1 3 1 2 2 2 2 3 2] 2,2
e 2| 3| 3| 3| 2| 2| 3] 1 2 2 2 2 2 2] 2,2
f 3| 3| 3| 2| 3| 3| 38| 2| 2 1 2 2 3 2] 2,4

4412 Einfluss der Anzahl der Kulturréhrchen auf das Ergebnis der Kotkultivierung

In der 16. Kultivierungswoche des Dekontaminationsversuches waren im Mittel bei 14,6 von
20 Map enthaltenden Kotproben 2 von 3 Kulturréhrchen mit dem Erreger bewachsen (Abb.
19).

Bei durchschnittlich 3 der 20 bewerteten Kotproben war lediglich 1 _von 3 eingesetzten
Kulturréhrchen mit Map bewachsen. Beim Einsatz von nur 2 Kulturrhrchen pro Kotprobe
ware moglicherweise ein Nachweis von Map bei diesen Proben nicht gelungen.

Mit der Verwendung von 3 Kulturrbhrchen wurde die sichere Map-Nachweisrate auf
durchschnittlich 17,6 positive Proben aus 20 erregerhaltigen Proben gesteigert. Diese
Steigerung der Sensitivitdt des Nachweisverfahrens war jedoch nicht signifikant (Fisher’s
exakt Test).
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Abb. 19: Anzahl mit Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis bewachsener
HEYM-Roéhrchen fiir 6 Dekontaminationsmethoden

4413 Einfluss von Kontaminationen auf die Auswertung der Kotkultivierung

Far 32 Kotproben, die mit 6 verschiedenen Methoden behandelt wurden, wurde das Vor-
kommen von Kontaminationen sowie die jeweilige Anzahl kontaminierter Réhrchen pro
Einzelprobe erfasst (Abb. 20). Die héchste Anzahl kontaminierter Kotproben (23 von 32)
wurde fur Methode a ermittelt. Nur 14 von 32 der nach Methode d behandelten Proben
wiesen Kontaminationen auf. Die Anzahl kontaminierter Kotproben unterschied sich
zwischen den Methoden a und d signifikant (Fisher’s exakt Test: p=0,042). Die Anzahl der
Proben, die eine Kontamination auf nur einem Kulturréhrchen aufwiesen, war bei der
Methode d gegentiber der Methode a signifikant reduziert (Fisher’s exakt Test: p=0,022).

Anzahl
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3

o @0 wn 3
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Abb. 20: Anzahl kontaminierter HEYM-R&hrchen fir 32 Kotproben und
6 Dekontaminationsmethoden
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Der Anteil kontaminierter Kulturréhrchen wurde fir 6 Methoden und 3 Untersuchungs-
zeitpunkte zusammengefasst (Tab. 59). Der prozentuale Anteil kontaminierter Kulturréhrchen
bei Proben, die nach Methode d (31 %, 30 Rdéhrchen) behandelt wurden, war in der 16.
Kultivierungswoche um 12 % geringer gegenlber den Proben, die nach Methode b (43 %, 41
Réhrchen) dekontaminiert wurden, dieser Unterschied war nicht signifikant (Fisher’s exakt
Test: p=0,099).

Tab. 59: Prozentualer Anteil der Kulturréhrchen mit Pilzkontaminationen
zu 3 verschiedenen Untersuchungszeitpunkten

Dekontaminationsmethode und Anzahl der Kulturréhrchen (n)

a(n=96) | b (n=96) | ¢ n=96) | d (n=96) | e (n=96) | t (n=96)

Prozentualer Anteil kontaminierter Kulturrbhrchen

4.Woche 6 % 1% 1% 3% 6 % 7 %
8.Woche 14 % 14 % 14 % 13 % 14 % 11 %
16.Woche 39 % 43 % 35 % 31 % 34 % 39 %

Fir jede Methode wurde die Anzahl kontaminierter Réhrchen, die bereits bis zur 8.
Kultivierungswoche kontaminiert waren mit der Anzahl der Réhrchen, die zusétzlich nach der
8. Kultivierungswoche das erste Pilzwachstum aufwiesen verglichen (Tab. 60). Bei allen
Methoden verpilzten nach der 8. Kultivierungswoche mehr Réhrchen als in der ersten Kulti-
vierungsperiode, jedoch wurde lediglich fir die Methoden b und f eine signifikant héhere
Kontaminationsrate in der 2. Kultivierungsperiode ermittelt.

Tab. 60: Vergleich der Anzahl kontaminierter Kulturréhrchen bis zur 8. Woche und
zusatzlich kontaminierter Kulturréhrchen ab der 8. Woche mittels
Fisher’s exakt Test

Dekontaminationsmethode

a b c d e f
x: Anzahl kontaminierter
Kulturréhren bis zur 8. Woche 13 13 13 12 13 11
y: Anzahl zusatzlich kontaminierter
Kulturréhrchen ab der 8. Woche 24 28 20 17 19 27

p-Werte des Fisher’s exakt Test
beim Vergleich von 0,066 | 0,013* | 0,250 | 0,420 | 0,333 | 0,006"
x und y fir jede Methode

Legende:
* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test

Das Thuaringer Landesamt fUr Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz (TLLV)
identifizierte bei der Subkultivierung eingesandter Pilzkulturen, die aus Proben des Bestan-
des C isoliert wurden, 4 verschiedene Schimmelpilzspezies: Penicillium ssp., Cephalospori-
um ssp., Scopulariopsis ssp. und Monosporium apiospermum.
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4.4.2 Tierspezifische Einflussfaktoren
4421 Alter

Bei der Zusammenfassung der Kotbefunde in 2 Paratuberkulosebestédnden fir 6 Alters-
klassen nahm der prozentuale Anteil der Ausscheider stetig bis zu einem Alter von 6 Jahren
zu (Abb. 21).

Besonders in der jingsten Altersgruppe der 1,4 bis 2 Jahre alten Tiere traten haufig
Kontaminationen der Kotkulturen auf, der Anteil der kontaminierten Proben war gegeniber
der nachst alteren Gruppe signifikant groBer (Fisher's exakt Test: p=1,469e-17). Eine
Auswertung der kontaminierten Kulturen war nicht méglich und in die statistischen
Auswertungen wurden ausschlieBlich eindeutig negative und positive Kotbefunde einbe-
zogen.

| 37% | | || || || || ||
i 65% 66% 61% 60% 62%
° Ergebnis
oy der Kotkultur:
= -
? O negativ
o
2 |[57%
2 229, 299, O kontaminiert
c 25%
£ 23% | | 21%
3
5 H positiv

14-2 2-3 3-4 4-5 5-6 >6
(n=172) (n=843) (n=704) (n=436) (n=303) (n=321)

Alter in Jahren

Abb. 21: Zusammenfassung der Ergebnisse der Kotkultivierungen flr die Bestéande
A und B in Abh&angigkeit vom Alter der Tiere (= 17,3 Monaten alt; n=2.779)

Legende:

negativ - kein Wachstum von Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
oder Kontaminanten (Pilzen, Hefen, unerwiinschten Bakterien)

kontaminiert - Wachstum von Kontaminanten

positiv - Wachstum von Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis

Der Vergleich der Untersuchungsbefunde in 6 Altersgruppen im Bestand A ergab, dass der
Anteil der Map-Nachweise in der Altersgruppe der 4-5jahrigen Tiere gegenlber jlingeren
Altersgruppen signifikant héher war (Abb. 22). Der Anteil doppelt positiver Kotbefunde nahm
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im Bestand A mit steigendem Lebensalter zu und war in den Altersgruppen: 4 bis 5jahrige
und 5 bis 6jahrige Tiere signifikant gréBer als der Anteil der Map-negativ-Befunde (Abb. 24).
Starke Ausscheider wurden somit im Bestand A vor allem in den Altersgruppen der 4-5 und
5-6jahrigen Tiere detektiert.

Die Kotbefunde verschiedener Altersklassen unterschieden sich im Bestand B nicht
signifikant (Abb. 23). Bei den 2-3jahrigen Tiere war der Anteil doppelt positiver Kotbefunde
(starke Ausscheidung) gegenlber des Anteils einfach positiver Kotbefunde (schwache Aus-
scheidung) signifikant gréBer (Abb. 25).

4422 Laktationsphase

In der 3. Laktationsphase zwischen dem 211. und 315. Laktationstag erfolgte im Bestand A
signifikant haufiger die Ausscheidung von Map als in den anderen Laktationsphasen (Abb.
26). Der Anteil der doppelt positiven Kotbefunde war wahrend der 1., 2. und 4.
Laktationsphase gegenliber dem Anteil der einfach negativen Kotbefunde signifikant erhéht
(Abb. 28). Fur den prozentualen Anteil der doppelt positiven Kotbefunde waren fir die 4
Laktationsphasen im Bestand A keine signifikanten Unterschiede feststellbar. Der Anteil der
einfach positiven Kotbefunde in der 1., 2. und 4. Laktationsphase unterschied sich signifikant
vom Anteil dieser Gruppe in der 3. Laktationsphase. In der 3. Laktationsphase wurde der
Anteil positiver Kotbefunde vor allem durch eine Zunahme der einfach positiven Kotbefunde
signifikant gegentber den anderen Laktationsphasen gesteigert.

Im Bestand B unterschieden sich die prozentualen Anteile positiver Kotbefunde in den
einzelnen Laktationsphasen nicht (Abb. 27). Bei der Unterscheidung von doppelt und einfach
positiven Befunden wurde jedoch eine starke Ausscheidung signifikant haufiger in der
3. Laktationsphase beobachtet (Abb. 29). Es bestand zudem ein signifikanter Unterschied
des Anteils doppelt positiver Befunde in der 3. Laktationsphase gegeniber der 2. und 4.
Laktationsphase.

4.4.2.3 Tagesmilchleistung

Tiere der 1. Milchleistungsgruppe wiesen keine eindeutig auswertbaren Kotbefunde auf und
wurden bei den Untersuchungen zum Einfluss der Tagesmilchleistung auf den aktuellen
Kotbefund ausgeschlossen (Abb. 30 und 31). Im Bestand A war der Anteil der Map-
Ausscheider in der 2. Leistungsgruppe (5—-15 kg) signifikant groBer als in den Ubrigen
Leistungsgruppen. Auch der Anteil der doppelt positiven Kotbefunde war gegenliber dem
Anteil der einfach positiven Kotbefunde in der Milchleistungsgruppe 2 des Bestandes A
signifikant groBer (Abb. 32). Ebenso waren in der 4. Milchleistungsgruppe doppelt positive
Befunde gegenlber Map-negativ-Befunden signifikant haufiger nachweisbar. Eine starke
Ausscheidung wurde haufiger bei Leistungen zwischen 5 und 15 kg Milch (Gruppe 2) gegen-
Uber Leistungen zwischen 15 und 25 kg (Gruppe 3) sowie 35 und 45 kg (Gruppe 5) ermittelt.
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Fir den Bestand B wurden keine signifikanten Unterschiede der Starke der Map-
Ausscheidung in den einzelnen Milchleistungsgruppen ermittelt. In der Leistungsgruppe 4
des Bestandes B mit Tagesmilchleistungen zwischen 25 und 35 kg wurde der héchste
Prozentsatz an Map-Ausscheidern detektiert (Abb. 31), daneben wurde ein signifikant
gréBerer Anteil doppelt positiver Kotbefunde in dieser Leistungsgruppe ermittelt (Abb. 33).
Auch beim Vergleich mit der 5. und 6. Leistungsgruppe war der Anteil starker Ausscheider in
der 4. Leistungsgruppe signifikant hdher. Der prozentuale Anteil der Map-negativ-Befunde
war in der 6. Leistungsgruppe mit Tagesmilchmengen zwischen 45 und 55 kg signifikant
erhéht gegenlber der 5. Leistungsgruppe. Fir die Gruppe 7 mit sehr hohen Tagesmilch-
leistungen > 55 kg wurde in 3 von 42 untersuchten Fallen eine schwache bis mittlere Map-
Ausscheidung nachgewiesen.
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4.5 Einflussfaktoren auf die serologische Diagnostik der Paratuberkulose

4.5.1 Tierspezifische Einflussfaktoren

Die Haufigkeiten blut- und milchserologischer Befunde wurden nach den Klassen der tierspe-
zifischen Parameter tabellarisch erfasst (Tabellen 78 bis 95, Anhang 9.1). Die Befund-
haufigkeiten in den Klassen eines Einflussfaktors wurden bei infizierten Tieren und negativen
Tieren mit dem Pearson’s Chi Quadrat Test global verglichen. Dabei zeigte ein signifikantes
Testergebnis Unterschiede der Befundhaufigkeiten in den verschiedenen Klassen an. Fir den
Svanovir-ELISA wurden gegeniber dem Pourquier-ELISA haufiger signifikante Unter-
schiede der Befundhaufigkeiten sowohl bei infizierten als auch bei Paratuberkulose unver-
dachtigen Tieren ermittelt (Tab. 61). Eine Beeinflussung der Sensitivitdt und der Spezifitat
wurde nach der Bildung der Befundgruppen positiv/nicht-positiv bzw. negativ/nicht-negativ mit
dem Fisher’s exakt Test nachgewiesen.

Tab. 61: Ergebnisse des Pearson’s Chi-Quadrat Test fir Svanovir- und Pourquier-ELISA
und 7 tierspezifische Parameter

Legende: * - signifikantes Testergebnis bei der Anwendung p-Werte des
des Pearson’s Chi-Quadrat Test Pearson’s Chi-Quadrat Test
Einfluss- Anzahl ver- | Infektions-| Probenart | Svanovir Pourquier
faktor glichener status ELISA ELISA
Klassen
Alter 6 Infiziert Blut 4,069e-11 * | 0,0002 *
5 Infiziert Milch 1,219e-06 * | 0,001 *
6 Negativ Blut <2,2e-16 * ] 0,356
5 Negativ Milch 1,201e-05 * | 0,069
Laktations- | 4 Infiziert Blut 0,231 0,598
phase Infiziert Milch 0,018* 0,139
Negativ Blut 0,825 0,466
Negativ Milch 0,002 * 0,0005 *
Milchleistung | 7 Infiziert Blut 1,258e-07 * ] 0,0003 *
Infiziert Milch 0,002 * 0,015 *
Negativ Blut 1,198e-07 * | 0,650
Negativ Milch 1,858-e05 * ] 0,038 *
MilcheiweiB3- | 2 Infiziert Milch 0,00047 * 0,058
gehalt Negativ Milch 0,0002* 0,654
Milchlaktose-| 2 Infiziert Milch 0,075 0,0008 *
gehalt Negativ Milch 0,446 0,351
Milchharn- 4 Infiziert Milch 0,179 0,029 *
stoffgehalt Negativ Milch 0,414 0,982
Milchzell- 5 Infiziert Milch 0,0005 * 0,005 *
gehalt Negativ Milch 0,0001* 0,060
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4511 Alter

Einfluss des Alters auf die Sensitivitat der ELISA-Testverfahren

Beim Vergleich der Blut-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere in 6 Altersgruppen, war eine
Zunahme positiver Befunde mit steigendem Alter bei beiden Testverfahren nachweisbar
(Tab. 78). Ein globaler Vergleich (Pearson’s Chi-Quadrat Test) belegte, dass die Haufig-
keiten der Blut-ELISA-Befunde in den Altersklassen signifikant verschieden waren (Tab. 61).
Bei der weiterfiihrenden Untersuchung der Befundgruppen positiv und nicht-positiv (Abb. 34
und 35) wurde fir den Svanovir-Blut-ELISA zwischen den Altersklassen der 1,4—2 und der
2-3 Jahre alten Tiere eine signifikante Zunahme der positiven Befunde ermittelt.

Der Vergleich der Positivraten bei 2-3 Jahre und 3—4 Jahre alten Tiere ergab zudem fir
beide Blut-ELISA-Tests einen signifikanten Anstieg positiver Befunde bei der alteren Tier-
gruppe.

Bis zu einem Alter von 6 Jahren war ein Anstieg positiver und flr den Svanovir auch
fraglicher Milch-ELISA-Befunde bei infizierten Tieren feststellbar (Tab. 78). Die globale
Analyse der milchserologischen Befunde zeigte, dass bei beiden ELISA-Tests die
Befundhaufigkeiten in den Altersgruppen signifikant verschieden waren (Tab. 61).

In den weiterfiihrenden Untersuchungen (Fisher’s exakt Test) wurde belegt, dass bei beiden
Tests der Anteil der positiven milchserologischen Befunde bei infizierten Tieren zwischen
den Altersklassen der 2—-3 Jahre und der 3—4 Jahre alten Tiere signifikant erhdht war (Abb.
36 und Abb. 37).

Die Sensitivititen des Svanovir-Blut und Milch-ELISA sowie des Pourquier-Milch-
ELISA nahmen stetig bis zu einem Alter von 6 Jahren zu.

Einfluss des Alters auf die Spezifitdt der ELISA-Testverfahren

Die Befundhaufigkeiten bei negativen Tieren in unterschiedlichen Altersklassen unterschie-
den sich fir den Pourquier-Blut- und Milch-ELISA nicht, somit konnte ein Einfluss des
Alters auf die Spezifitdten des Pourquier-ELISA ausgeschlossen werden (Tab. 61).

Die Untersuchung Paratuberkulose negativer Tiere mit dem Svanovir-Blut- und Milch-
ELISA zeigte, dass der Anteil negativer Befunde mit zunehmendem Alter der Tiere stetig ab-
nahm und die Anteile fraglicher und positiver Befunde anstiegen (Tab. 80 und 81). Beim glo-
balen Vergleich unterschieden sich die Svanovir-Befundhaufigkeiten in verschiedenen Alters-
gruppen signifikant (Tab. 61).

Die héchste Spezifitdt des Svanovir-Blut-ELISA wurde in der Altersgruppe der 1,4—
2jahrigen Tiere ermittelt, demgegeniber war ein signifikanter Spezifitatsabfall in der Gruppe
der 2-3jahrigen Tiere feststellbar (Abb. 38). Auch die Spezifitidten des Svanovir-Blut-ELISA
fir 2-3 und 3—4jahrige Tiere sowie fir die die 3—4 und der 5-6 Jahre alten Tiere waren
signifikant verschieden. Fir den Svanovir-Milch-ELISA war ein Abfall der Spezifitaten
zwischen den Altersgruppen der 2—-3 und der 3—4jahrigen sowie zwischen den Altersgruppen
der 4-5 und der 5-6jahrigen Tiere nachweisbar (Abb. 39).

Wahrend ein Einfluss des Alters auf die Spezifitit des Pourquier-ELISA ausge-
schlossen werden konnte, wurde eine signifikante Abnahme der Spezifitat des
Svanovir-ELISA fir Blut und Milch ermittelt.
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45.1.2 Laktationsphase

Einfluss der Laktationsphase auf die Sensitivitat der ELISA-Testverfahren

Bei beiden Testverfahren unterschieden sich die Haufigkeiten blutserologischer Befunde bei
infizierten Tieren in verschiedenen Laktationsphasen nicht (Tab. 61). Ein Einfluss der Lak-
tationsphase auf die Sensitivitat der Blut-ELISA-Tests wurde somit ausgeschlossen.
Auch die Sensitivitdt des Pourquier-Milch-ELISA wurde nicht vom Laktationsstadium der
Tiere beeinflusst.

Far den Svanovir-Milch-ELISA wurden signifikante Unterschiede zwischen den einzel-
nen Laktationsphasen berechnet (Tab. 61 und Abb. 40). Eine signifikante Zunahme der
Sensitivitdt des Svanovir-Milch-ELISA erfolgte zwischen 2. und 3. Laktationsphase. Die
héchste Sensitivitat des Svanovir-Milch-ELISA wurde fUr die 3. Laktationsphase ermittelt,
es bestand jedoch kein signifikanter Unterschied gegentiber der 4. Laktationsphase.

100

90
80 -
70

60

50 -
40

30
20 d

0 - :

1 (n=269) 2 (n=201) 3 (n=145) 4 (n=103)

Anteil in jeweiliger Gruppe in %

Laktationsphase O nicht-positiver Befund

W positiver Befund

Abb. 40: Sensitivitaten des Svanovir-Milch-ELISA fir 4 Laktationsphasen

Legende:
Symbol a: Vergleich mit dem Fisher's exakt Test
* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test

VS.- versus

a — Sensitivitat 2. Phase vs. 3. Phase p=0,019*
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Einfluss der Laktationsphase auf die Spezifitit der ELISA-Testverfahren

Der Anteil der negativen Blut-ELISA-Befunde bei nicht-infizierten Tieren, die in verschie-
denen Laktationsphasen untersucht wurden unterschied sich nicht signifikant (Tab. 61). Die
Laktationsphase hatte keinen Einfluss auf die Spezifitét der blutserologischen Tests.

Fir beide Milch-ELISA-Tests wurden signifikante Unterschiede der Befunde in den
einzelnen Laktationsphasen errechnet (Tab. 61). Die hdchste Spezifitdt des Pourquier-
Milch-ELISA wurde in der 1. Laktationsphase (99,6 %) ermittelt. Ein signifikanter Spezifi-
tatsabfall des Pourquier-Milch-ELISA wurde lediglich zwischen der 1. (99,6 %) und der 4.
Laktationsphase (97,7 %) nachgewiesen (Fisher’s exakt Test: p=0,05).

Die Spezifititen des Svanovir-Milch-ELISA waren in den ersten beiden Laktationsphasen
erhéht gegeniber der 3. und der 4. Laktationsphase (Abb. 41). Eine signifikante Abnahme
der Spezifitat war zwischen 1. und 4. sowie 2. und 4. Laktationsphase nachweisbar.

Die Spezifititen beider Milch-ELISA-Tests waren somit in den héheren Laktations-
phasen vermindert.

100
90

80

70
60 -

50
40 -

30

Anteil in jeweiliger Gruppe in %

20
10

0 .
1 (n=724) 2 (n=452) 3 (n=352) 4 (n=129)

O nicht-negativer Befund
Laktationsphase

Enegativer Befund

Abb. 41: Spezifititen des Svanovir-Milch-ELISA fiir 4 Laktationsphasen

Legende:

Symbole a — b: p-Werte des Fisher's exakt Test

*. signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test
VS.- versus

a — Spezifitat 1. Phase vs. 4.Phase p=0,006"*

b — Spezifitat 2.Phase vs. 4.Phase p=0,003*
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4.5.1.3 Tagesmilchleistung

Einfluss der Tagesmilchleistung auf die Sensitivitdt ELISA-Testverfahren

Es wurde belegt, dass die Verteilung der Untersuchungsbefunde beider ELISA-Tests fur Blut
und Milch in den 7 Milchleistungsgruppen signifikant verschieden war (Tab. 61).

Die Sensitivitat des Svanovir- und des Pourquier-Blut-ELISA war flr die 2. Milchleistungs-
gruppe gegentber der 1. Milchleistungsgruppe signifikant erhdht (Abb. 42 und 43). In den
Milchleistungsgruppen 5, 6 und 7 mit einer Tagesmilchleistung > 35 kg war der Anteil der
positiven blutserologischen Befunde geringer gegenlber den Milchleistungsgruppen 2, 3 und
4. Ein signifikanter Abfall der Sensitivitdt wurde fir den Svanovir-Blut-ELISA zwischen der
4. und 5. Gruppe ermittelt.

Bei beiden Testverfahren war die Sensitivitat der blutserologischen Tests bei verring-
erten Milchleistungen erhéht.

Far den Svanovir-Milch-ELISA wurden am haufigsten positive milchserologische Befunde in
den Milchleistungsgruppen 1 und 2 erfasst (Abb. 44). Ein signifikanter Unterschied der
Sensitivitdt des Svanovir-Milch-ELISA wurde zwischen den Gruppen 2 und 3 festgestellt.
Eine signifikante Reduktion der Sensitivitdt des Svanovir- und des Pourquier-Milch-ELISA
war zudem zwischen 4. und 5. Milchleistungsgruppe nachweisbar (Abb. 44 und 45).

Die Sensitivitat der milchserologischen Testverfahren war bei héheren Milchleistungs-
gruppen reduziert gegentiber den Milchleistungsgruppen mit einer Tagesmilchleist-
ung < 35 kg.

Einfluss der Tagesmilchleistung auf die Spezifitdt der ELISA-Testverfahren

Die aktuelle Tagesmilchleistung beeinflusste die Spezifitdt des Pourquier-Blut-ELISA nicht.
FOr den Svanovir-Blut-ELISA wurden Unterschiede der Befundhdufigkeiten in den einzel-
nen Milchleistungsgruppen nachgewiesen (Tab. 61).

Beim Vergleich positiver und nicht-positiver Befunde waren jedoch keine signifikanten
Unterschiede der Spezifititen des Svanovir-Blut-ELISA zwischen den Milchleistungs-
gruppen feststellbar (Abb. 46). Die Spezifitat der blutserologischen Tests wurde somit
nicht signifikant von der Tagesmilchleistung am Untersuchungstag beeinflusst.

Fir beide Milch-ELISA-Tests wurden signifikante Unterschiede der Befundhaufigkeiten in
den einzelnen Milchleistungsgruppen der negativen Tiere ermittelt (Tab. 61).

Die Spezifitat des Pourquier-Milch-ELISA war jedoch beim Vergleich der Anteile negativer
und nicht-negativer Befunde zwischen den einzelnen Milchleistungsgruppen nicht signifikant
verschieden (Fisher's exakt Test).

Die Spezifitdt des Svanovir-Milch-ELISA stieg mit zunehmender Tagesmilchleistung der
Tiere (Abb. 47). Ein signifikanter Unterschied wurde zwischen 2. und 3. Milchleistungsgruppe
ermittelt. Die Spezifitat des Svanovir-Milch-ELISA war bei einer Tagesmilchmenge uber
25 kg erhoht.
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Abb. 46: Spezifititen des Svanovir-Blut-ELISA fir 7 Milchleistungsgruppen

100

90 - a
80 -

1(n=14) 2(n=175) 3(n=554) 4 (n=456) 5(n=337) 6(n=114) 7 (n=11)

Anteil in jeweiliger Gruppe in %

Leistungsgruppe Onicht-negativer Befund

Enegativer Befund

Abb. 47: Spezifitdten des Svanovir-Milch-ELISA fiir 7 Milchleistungsgruppen

Legende:

Symbol a: p-Wert des Fisher's exakt Test

* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test VS.- versus
a — Spezifitdt 2. Gruppe vs. 3. Gruppe p =0,0002 **
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4.5.1.4 Milchparameter

Einfluss des MilcheiweiB3- und Milchlaktosegehaltes auf die Sensitivitdt der Milch-ELISA-
Testverfahren

Bei einem hohen EiweiB3gehalt der Rohmilch (> 3,7 %) bei infizierten Tieren wurden fur beide
ELISA-Verfahren haufiger fragliche und positive Untersuchungsbefunde ermittelt (Tab. 90),
jedoch nur die Befundhaufigkeiten des Svanovir-Milch-ELISA unterschieden sich in den
beiden MilcheiweiBklassen signifikant (Tab. 61). Die Anteile positiver und nicht-positiver
Svanovir-Milch-ELISA-Befunde in beiden MilcheiweiBklassen wurden verglichen (Abb. 48).
Bei einem EiweiBgehalt (> 3,7 %) war die Sensitivitat des Svanovir-Milch-ELISA signifi-
kant hoher.

Ein Einfluss des Milchlaktosegehaltes auf die Sensitivitat des Svanovir-Milch-ELISA wurde
ausgeschlossen (Tab. 61). Fir den Pourquier-Milch-ELISA wurden signifikante Unter-
schiede zwischen den Befundhaufigkeiten in den Milchlaktoseklassen nachgewiesen.

Ein signifikant hoherer Anteil positiver Pourquier-Milch-ELISA-Befunde wurde bei
Milchlaktosegehalten < 4,9 % erfasst (Abb. 49).

100 100
90 90
* 80 X 80
£ £
a2 70 2 70
S S
o 60 & 60 -
2 50 S 50
= =
.“;_’. 40 _3 40
£ 30 £ 30
= =
g @ E 20
< 20 < * 7.1
10 - 10 1
0- 0-
<=3,7(n=598)  >3,7 (n=147) <=49(n=548)  >4,9(n=197)
Mllchelwelﬁgehalt in % M"Chlaktosegehalt in %
| positiver Befund [J nicht-positiver Befund W positiver Befund [ nicht-positiver Befund

Abb. 48: Sensitivitat des Svanovir-Milch-  Abb. 49: Sensitivitat des Pourquier-Milch-

ELISA nach MilcheiweiBgehalt ELISA nach Milchlaktosegehalt
Legende: Legende:
* signifikant hdherer Anteil positiver Befunde * signifikant hdherer Anteil positiver Befunde
Fisher's exakt Test: p=0,001* Fisher's exakt Test: p=0,006*
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Einfluss des MilcheiweiB- und Milchlakiosegehaltes auf die Spezifitdt der Milch-ELISA-Test-
verfahren

Bei der Untersuchung mit dem Svanovir-Milch-ELISA unterschieden sich die Anteile der 3
Befundgruppen in den beiden MilcheiweiBgehaltsklassen signifikant (Tab. 61).

Bei MilcheiweiBgehalten < 3,7 % wies der Svanovir-Milch-ELISA eine signifikant
héhere Spezifitat auf (Abb. 50). Ein Einfluss des MilcheiweiBgehaltes auf die Spezifitat des
Pourquier-Milch-ELISA wurde ausgeschlossen (Tab. 61).

Bei beiden ELISA-Testverfahren unterschieden sich die Befundhaufigkeiten in den
Milchlaktosegehaltsklassen (Tab. 91) bei nicht-infizierten Tieren nicht signifikant (Tab. 61).
Ein Einfluss des Milchlaktosegehaltes auf die Spezifititen der milchserologischen
Testverfahren war nicht nachweisbar.
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E negativer Befund O nicht-negativer Befund

Abb. 50: Spezifitdt des Svanovir-Milch-ELISA
nach MilcheiweiBgehalt

Legende:
* signifikant héherer Anteil negativer Befunde

Fisher's exakt Test: p=0,002*
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Einfluss des Harnstoffgehaltes der Milch auf die Sensitivitat und Spezifitat der Milch-ELISA-
Testverfahren

Die Untersuchung blutserologischer Befunde kotpositiver Tiere in 4 Milchharnstoffgehalts-
klassen ergab folgende Ergebnisse: Die Befunde des Svanovir-Milch-ELISA unterschieden
sich in den Milchharnstoffklassen nicht signifikant (Tab. 61). Fir den Pourquier-Milch-
ELISA waren signifikante Unterschiede bei der Verteilung der Befunde in den einzelnen
Milchharnstoffklassen zu verzeichnen (Tab. 61). Die Haufigkeiten positiver Pourquier-Milch-
ELISA-Befunde unterschieden sich zwischen den Milchharnstoffklassen 1 und 2 (Fisher’s
exakt Test: p=0,006) sowie 1 und 3 (Fisher's exakt Test: p=0,042) signifikant. Die Sensitivitat
des Pourquier-Milch-ELISA war bei einem Milchharnstoffgehalt < 150 mg/l erhéht (Tab. 92).
Aufgrund der geringen Stichprobenanzahl (7 Falle) wurde die 4. Milchharnstoffklasse nicht in
die statistischen Auswertungen einbezogen.

Ein Einfluss des Milchharnstoffgehaltes (Tab. 93) auf die Spezifitat der Milchtest-
verfahren wurde sicher ausgeschlossen (Tab. 61).

Einfluss des Zellgehaltes der Milch auf die Sensitivitit und Spezifitdt der Milch-ELISA-
Testverfahren

Die Anteile fraglicher und positiver ELISA-Befunde nahmen bei infizierten Tieren mit
steigendem Milchzellgehalt bei beiden Testverfahren stetig zu (Tab. 94). Es wurden
signifikante Unterschiede der Untersuchungsbefunde in den einzelnen Milchzellgehalts-
klassen ermittelt (Tab. 61). Fir den Svanovir-Milch-ELISA wurde eine signifikante Zunahme
der seropositiven Befunde zwischen den Milchzellgehaltsklassen 1 und 3 (Fisher's exakt
Test: p=0,002), 1 und 4 (Fisher's exakt Test: p=0,004) und 1 und 5 (Fisher's exakt Test:
p=0,02) ermittelt. Bei der Untersuchung des Pourquier-Milch-ELISA waren signifikante
Unterschiede zwischen den Milchzellgehaltsklassen 1 und 3 (Fisher's exakt Test: p=0,03), 1
und 4 (Fisher's exakt Test: p=0,003) und 2 und 4 (Fisher's exakt Test: p=0,009) nachweis-
bar.

Der Anteil negativer milchserologischer Befunde blieb bei der Untersuchung kotnegativer
Tiere mit dem Pourquier-Milch-ELISA unverandert (Tab. 61 und 95). Fir den Svanovir-
Milch-ELISA wurde eine stetige Abnahme der Testspezifitat mit steigendem Milchzell-
gehalt ermittelt, signifikante Unterschiede der Haufigkeiten negativer und nicht-negativer
Befunde wurden zwischen den Milchzellgehaltsklassen 1 und 4 (Fisher's exakt Test:
p=0,005) und 2 und 4 (Fisher’s exakt Test: p=0,01) berechnet.
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4.6 Multinomiale logistische Regressionen

Die berechneten GréBen (Regressionskoeffizient, Standardfehler, RRR) der multinomialen
logistischen Regressionen wurden in den Tabellen 105 bis 114 im Anhang 9.4 zusammen-
gefasst.

4.6.1 Multinomiale logistische Regression der Kotbefunde

Die multinomiale logistische Regression zur Beeinflussung der Ergebnisse der Kotkulti-
vierung durch tiereigene Faktoren ergab, dass die Ausbildung eines doppelt positiven
Kotbefundes nicht signifikant durch die untersuchten Faktoren beeinflusst wurde (Tab. 105).
Das relative Risiko eines einfach positiven Kotbefundes bei infizierten Tieren war jedoch in
der 3. Laktationsphase gegentber der 2. Laktationsphase signifikant um den Faktor 2,52
(Tab. 106) erhoht.

4.6.2 Multinomiale logistische Regression der ELISA-Untersuchungen

Multinomiale logistische Regression der Untersuchungen mit dem Svanovir-Blut-ELISA

Das relative Risiko eines fraglichen serologischen Befundes bei der Untersuchung mit dem
Svanovir-Blut-ELISA war in der Altersgruppe der 5 bis 6 Jahre alten Tiere signifikant um den
Faktor 3 gegenlber der Referenzgruppe erhéht (Tab. 107). Das Alter hatte den grdBten
Einfluss auf die Ausbildung eines fraglichen ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem
Svanovir-Blut-ELISA.

In der Altersgruppe der 2-3jahrigen Tiere war die Wahrscheinlichkeit eines positiven sero-
logischen Befundes um den Faktor 0,38 verringert (Tab. 108). Hingegen dazu stieg das
Risiko eines seropositiven Befundes signifikant um den Faktor 5,37, wenn zeitgleich bei
infizierten Tieren ein doppelt positiver Kotbefund nachgewiesen wurde.

Multinomiale logistische Regression der Untersuchungen mit dem Svanovir-Milch-ELISA

Das Risiko eines fraglichen oder positiven Svanovir-Milch-ELISA-Befundes war bei 2—
3jahrigen Tieren signifikant reduziert gegentber dem Risiko bei 3—4jéhrigen Tieren (Tab. 109
und 110). Dagegen war das Risiko, einen fraglichen oder positiven serologischen
Milchbefund aufzuweisen bei 5 bis 6jahrigen Tieren signifikant héher.

Bei Tieren mit doppelt positivem Kotbefund stieg die Wahrscheinlichkeit eines fraglichen
oder positiven Svanovir-Milch-ELISA-Befundes signifikant um die Faktoren 3,45 und 5,89 an.
Tiere des Betriebes B wiesen ein um den Faktor 3,34 signifikant hdheres Risiko eines
positiven milchserologischen Befundes auf. Dagegen wurde ein verringertes Risiko eines
positiven Svanovir-Milch-ELISA-Befundes bei hohen Tagesmilchleistungen von > 45 < 55 kg
ermittelt.

Multinomiale logistische Regression der Untersuchungen mit dem Pourquier-Blut-ELISA

Bei der multinomialen logistischen Regression der Pourquier-Blut-ELISA Befunde wurden fir
die Ausbildung eines fraglichen Befundes bei infizierten Tieren keine signifikanten,
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tiereigenen Einflisse ermittelt (Tab. 111). Dagegen war das Risiko eines positiven Pour-
quier-Blut-ELISA-Befundes bei Tieren mit doppelt positivem Kotbefund signifikant um den
Faktor 18,04 erhéht (Tab. 112).

Multinomiale logistische Regression der Untersuchungen mit dem Pourquier-Milch-ELISA

Die Ausbildung eines fraglichen Pourquier-Milch-ELISA-Befundes wurde durch keinen der
untersuchten Faktoren signifikant beeinflusst (Tab. 113). Das Risiko eines positiven
Pourquier-Milch-ELISA-Befundes war bei hohen Tagesmilchleistungen zwischen > 35 und 55
kg verringert (Tab. 114). Die Wahrscheinlichkeit eines positiven Pourquier-Milch-ELISA-
Befundes stieg bei einfacher Ausscheidung signifikant um den Faktor 2,83 und bei doppelter
Map-Ausscheidung signifikant um den Faktor 14,59 (Tab. 114).

Ergebnisse der Wiederholungsuntersuchungen bei identischen Tieren

4.7 Verlauf der koprologischen Befunde in zwei Paratuberkulose Bestanden

Die Zusammensetzung der untersuchten Bestande war im Verlauf der Untersuchungen nicht
konstant, ein Teil der Rinder verblieb jedoch in den Bestanden und wurde mehrfach in Folge
koprologisch untersucht (bei 2. bis 5. Bestandsuntersuchung identische Methode fir die
Kotkultur).

4.7.1 Verlauf der Kotbefunde bei mehrfach untersuchten Tieren aus dem Bestand A
und Einfluss der Wiederholung auf die Testsensitivitat

Im Bestand A wurden im Untersuchungszeitraum insgesamt 521 Einzeltiere beprobt, davon
wurden 227 Tiere 3mal in Folge untersucht (Tab. 62).

An insgesamt 4 Untersuchungen, im Abstand von etwa einem halben Jahr, nahmen 162
Tiere teil. Innerhalb von 3 Bestandsuntersuchungen wurden 89 von 227 Tieren als Map-
Ausscheider identifiziert. Mit einer dreifachen kulturellen Untersuchung des Kotes wurden
77,5 % der 89 kotpositiven Tiere sicher als Map-Ausscheider erkannt (Tab. 63).

Bei 22,5 % der mehrfach untersuchten Tiere des Bestandes A war eine 4. Kotuntersuchung
zur Ermittlung der Map-Ausscheidung notwendig.
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Tab. 62: Kotbefunde bei mehrfacher Untersuchung von Einzeltieren — Bestand A

1. Probe 2. Probe 3. Probe 4. Probe Anzahl der Tiere

1 1 1 8
1 1 1 n.d 7
1 1 0 1 2
1 0 1 1 3
0 1 1 1 5
0 1 1 n. d. 4
0 1 1 0 1
0 1 0 1 3
0 0 1 1 11
1 0 0 1 2
1 0 0 n. d. 2
0 1 0 0 1
0 0 1 n.d 12
0 0 1 0 8
0 0 0 1 20
0 0 0 n.d 40
0 0 0 0 98
Legende:

0 — Kotprobe negativ oder kontaminiert 227

1 — Kotprobe Map positiv
n. d. — nicht durchgefiihrt

Tab. 63: Sensitivitdten der Kotkultur fir 89 Tiere des Bestandes A (ber 3 Untersuchungen

Untersuchung
n = 89 kotpositive Tiere (mit 4. Untersuchung) 1 2 3
Anzahl kotpositiver Tiere von n pro Einzeluntersuchung 24 31 59
Sensitivitat der Einzeluntersuchung 26,9% | 34,8% | 66,3 %
Sensitivitat kumulativ 26,9 % | 42,6 % | 77,5 %

4.7.2 Verlauf der Kotbefunde bei mehrfach untersuchten Tieren aus dem Bestand B
und Einfluss der Wiederholung auf die Testsensitivitat

Im Bestand B wurden 284 Tiere 3mal in Folge, im Abstand von jeweils 5-7 Monaten,

koprologisch untersucht (Tab. 64). Bei 135 Tieren erfolgte die kulturelle Untersuchung einer
vierten Kotprobe.

- 115 -



Ergebnisse

Tab. 64: Kotbefunde bei mehrfacher Untersuchung von Einzeltieren — Bestand B

1. Probe 2. Probe 3. Probe 4. Probe Anzahl der Tiere

1 1 1 n. d. 4

0 1 1 n. d. 8

1 0 0 0 1

0 1 0 n.d 6

0 1 0 1 1

0 1 0 0 2

0 0 1 n.d 17

0 0 1 1 2

0 0 1 0 2

0 0 0 1 8
0 0 0 n.d 114
0 0 0 0 119
Legende:

0 — Kotprobe negativ oder kontaminiert 284

1 — Kotprobe Map positiv
n. d. — nicht durchgefiihrt

Tab. 65: Sensitivitdten der Kotkultur fir 51 Tiere des Bestandes B Uber 3 Untersuchungen

Untersuchung
n = 51 kotpositive Tiere (mit 4. Untersuchung) 1 2 3
Anzahl kotpositiver Tiere von n pro Einzeluntersuchung 5 21 33
Sensitivitat der Einzeluntersuchung 98% |412% |64,7%
Sensitivitat kumulativ 98% |43,1% |84,3%

Im Verlauf der Untersuchungen erwiesen sich 51 Tiere als kotpositiv, wobei 43 infizierte
Tiere mit der Untersuchung von 3 Kotproben in Folge sicher als Map-Ausscheider erkannt
wurden. Der Erregernachweis erfolgte bei 8 Tieren erst mit einer 4. Kotuntersuchung. Die
Sensitivitdten der Einzeluntersuchungen nahmen stetig zu, die kumulative Sensitivitat aus 3
Einzeluntersuchungen fir 51 infizierte Tiere des Bestandes B betrug 84,3 % (Tab. 65).
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4.8 Mehrfache Wiederholung serologischer Untersuchungen von Einzeltieren —
Einflisse auf Sensitivitaten und Spezifitaten der ELISA-Verfahren

Kotpositive Tiere wurden mehrfach in Folge serologisch untersucht (serologische Befunde
aus 1.-5. Bestandsuntersuchung, Kotbefunde aus 2.-5. Bestandsuntersuchung). Auf die
Auswertung der individuell sehr verschiedenen Verlaufe der serologischen Befunde bei
infizierten Einzeltieren und die simultane Analyse der Kotausscheidung musste aufgrund der
groB3en Vielfalt in dieser Arbeit verzichtet werden. Fir 93 kotpositive Tiere des Bestandes A
wurden, z. B. 18 verschiedene Verlaufe der Svanovir-Blut-Befunde Uber 3 Untersuchungen
ermittelt (u. a. folgende Verlaufe: 3fach negativ, 3fach fraglich, negativ-positiv-negativ,
fraglich-positiv-negativ). Dabei wurde auch die Kotausscheidung zu verschiedenen
Zeitpunkten ermittelt und war nur bei wenigen Tieren bei 3 von 3 Untersuchungen nachweis-
bar. Der individuelle Verlauf der serologischen Befunde und die Detektion der Kotaus-
scheidung zu verschiedenen Untersuchungszeitpunkten wurde fir 2 Tiere des Bestandes A
stellvertretend dargestellt (Abb. 51).

180
160 ﬂ
140 -
120 -
100 +— Tier 1
80 \X/ —&— Tier 2
60 -

40 |
20 |

{

Probenwert in %

Untersuchung

Abb. 51 Verlaufe der Pourquier-Blut-ELISA-Befunde und der Kotausscheidung
bei 2 Tieren aus dem Bestand A

Legende:
ﬂ - Ermittluing eines positiven Kotbefundes
- Grenze zwischen fraglichem und positivem Bereich; Probenwert: = 70 % = positiver Pourquier-
ELISA-Befund

Um den Einfluss der Wiederholungen serologischer Untersuchungen auf die Sensitivitaten
und Spezifititen der angewandten ELISA-Testverfahren zu prifen wurden die Testergeb-
nisse von Tieren ausgewertet, die mindestens an drei Untersuchungen in Folge teilnahmen.
Die Sensitivitdten und Spezifitdten der Einzeluntersuchungen wurden berechnet, sowie die
kumulativen Sensitivitdten und Spezifitditen der Testverfahren aus der Zusammenfassung
der Befunde der 3 Untersuchungen. Die Ergebnisse der Einzeltiere wurden flir die Bestande
getrennt dargestellt (Tabellen 96 bis 103, Anhang 9.2).
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4.8.1 Einfluss der Wiederholung blutserologischer Untersuchungen auf die
Sensitivitat der ELISA-Testverfahren

Das Blutserum 93 kotpositiver Tiere (1.-5. Bestandsuntersuchung) des Bestandes A wurde
3mal in Folge mit dem Svanovir-ELISA untersucht. Bei 30,1 % der teilnehmenden Tiere
wurde im Rahmen der Untersuchungen mindestens ein positiver serologischer Befund
erhoben (Tab. 66). Die kumulative Sensitivitdt war gegeniber den Testsensitivitaten der 1.
und 2. Untersuchung signifikant héher.

Tab. 66: Sensitivitdten des Svanovir-Blut-ELISA bei wiederholten Untersuchungen im

Bestand A
Untersuchun

Svanovir Blut A 1 2 3 Sensitvitat
(n=93) kumulativ
Anzahl positiver Befunde 14 10 21 28
Sensitivitat 15,1 % 10,8 % 22,6 % 30,1 %
95%-Konfidenzintervall 7,8- 4,5- 14,1- 20,8-
der Sensitivitat 22,3 % 17,1 % 31,1 % 39,4 %
Fisher’s exakt Test: p= 0,023 * | p= 0,002 * | p= 0,318
Sensitivitat der Einzeluntersuchung
vs. kumulative Sensitivitat

Legende:
*. signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test

Im Bestand B wurde das Blutserum von 52 infizierten Tieren 3malig untersucht und 21,2 %
der 3fach untersuchten Tiere wiesen mindestens einen seropositiven Befund innerhalb von 3
Untersuchungen auf (Tab. 67). Die Sensitivitat der 2. Untersuchung war signifikant geringer
als die kumulative Sensitivitat. Die Sensitivititen des Svanovir-Blut-ELISA unterschieden
sich bei 3maliger Untersuchung identischer Tiere flr die Bestande A und B (30,1 % und
21,2 %) nicht signifikant (Fisher's exakt Test: p=0,329).

Tab. 67: Sensitivitdten des Svanovir-Blut-ELISA bei wiederholten Untersuchungen im

Bestand B
Untersuchun

Svanovir Blut B 1 2 3 Sensitivitat
(n=52) kumulativ
Anzahl positiver Befunde 5 3 7 11
Sensitivitat 9,6 % 5,8 % 13,5 % 21,2 %
95%-Konfidenzintervall 1,6- 0- 4,2- 10,1-
der Sensitivitat 17,4 % 12,1 % 22,7 % 32,3 %
Fisher’s exakt Test: p=0,173 | p=0,041"* | p= 0,437
Sensitivitat der Einzeluntersuchung
vs. kumulative Sensitivitat

Legende:
* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test
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Das Blutserum infizierter Tiere des Bestandes A wurde 3mal in Folge mit dem Pourquier-
ELISA getestet (Tab. 68). Die Testsensitivitaten der Einzeluntersuchungen unterschieden
sich nicht von der kumulativen Sensitivitat.

Tab. 68: Sensitivitdten des Pourquier-Blut-ELISA bei wiederholten Untersuchungen im

Bestand A
Untersuchung

Pourquier Blut A 1 2 3 Sensitivitat
(n=93) kumulativ
Anzahl positiver Befunde 5 5 10 11
Sensitivitét 5,4 % 5,4 % 10,8 % 11,8 %
95%-Konfidenzintervall 0,8- 0,8- 4,5- 5,3-18,4 %
der Sensitivitat 10,0 % 10,0 % 17,1 %
Fisher’s exakt Test: p= 0,189 p= 0,189 p= 0,999
Sensitivitat der Einzeluntersuchung
vs. kumulative Sensitivitat

Im Bestand B wurden 52 kotpositive Tiere ebenfalls 3mal in Folge mit dem Pourquier-Blut-
ELISA untersucht (Tab. 69). Wahrend der ersten Untersuchung wurde kein infiziertes,
kotpositives Tier durch den ELISA-Test identifiziert. Durch die 3fache Wiederholung des
Tests wurde keine signifikante Steigerung der Sensitivitat erzielt (Fisher's exakt Test:
p=0,056).

Die kumulativen Sensitivitaten des Pourquier-Blut-ELISA waren fir die Bestande A und
B (11,8 % und 9,6 %) nicht signifikant verschieden (Fisher's exakt Test: p=0,787).

Tab. 69: Sensitivitdten des Pourquier-Blut-ELISA bei wiederholten Untersuchungen im

Bestand B
Untersuchung

Pourquier Blut B 1 2 3 Sensitivitat
(n=52) kumulativ
Anzahl positiver Befunde 0 2 4 5
Sensitivitat 0 % 3,9 % 7,7 % 9,6 %
95%-Konfidenzintervall - 0- 0,5- 1,6-
der Sensitivitat 9,1 % 14,4 % 17,6 %
Fisher’s exakt Test: p= 0,06 p= 0,437 |p=1
Sensitivitat der Einzeluntersuchung
vs. kumulative Sensitivitat
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4.8.2 Einfluss der Wiederholung milchserologischer Untersuchungen auf die
Sensitivitat der ELISA-Testverfahren

Fur die 3malige Testung des Milchserums 76 kotpositiver Tiere des Bestandes A wurde eine
kumulative Sensitivitdt des Svanovir-ELISA von 25 % errechnet (Tab. 70). Die kumulative
Sensitivitat unterschied sich signifikant von der Sensitivitat der 1. Untersuchung.

Tab. 70: Sensitivitdten des Svanovir-Milch-ELISA bei wiederholten Untersuchungen
im Bestand A

Untersuchung
Svanovir Milch A 1 2 3 Sensitivitat
(n=76) kumulativ
Anzahl positiver Befunde 8 9 14 19
Sensitivitat 10,5 % 11,8 % 18,4 % 25,0 %
95%-Konfidenzintervall 3,6- 4,6- 9,7- 15,3-
der Sensitivitat 17,4 % 19,1 % 271 % 34,7 %
Fisher’s exakt Test: p= 0,032 * | p= 0,058 | p=0,432
Sensitivitat der Einzeluntersuchung
vs. kumulative Sensitivitat

Legende:
*. signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test

Im Bestand B wurde eine kumulative Sensitivitat des Svanovir-Milch-ELISA bei mehrfacher
Untersuchung kotpositiver Tiere von 15,2 % berechnet (Tab. 71). Die kumulative Sensitivitat
unterschied sich nicht signifikant von den Sensitivitdten, die bei 3 Einzeluntersuchungen
ermittelt wurden.

Tab. 71: Sensitivitdten des Svanovir-Milch-ELISA bei wiederholten Untersuchungen

im Bestand B
Untersuchung

Svanovir Milch B 1 2 3 Sensitivitat
(n=46) kumulativ
Anzahl positiver Befunde 1 3 5 7
Sensitivitat 2,2 % 6,5 % 10,9 % 15,2 %
95%-Konfidenzintervall 0,2-6,4% | 0-13,7% | 1,9- 4,8-
der Sensitivitat 19,9 % 25,6 %
Fisher’s exakt Test: p= 0,058 |p=0,315 |p=0,758
Sensitivitat der Einzeluntersuchung
vs. kumulative Sensitivitat

Die kumulativen Sensitivitaten in den Bestidnden A und B unterschieden sich fiir den
Svanovir-Milch-ELISA (25,0 % und 15,2 %, Fisher's exakt Test: p=0,256) sowie fur den
Pourquier-Milch-ELISA (23,7 % und 13,0 %, Fisher's exakt Test: p=0,168) nicht signifikant
(Tabellen 72 und 73). Die Pourquier-Milch-ELISA-Sensitivitaten der ersten Untersuchungen
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waren in beiden Bestédnden signifikant geringer als die kumulativen Sensitivitdten aus 3

Untersuchungen.

Tab. 72: Sensitivitdten des Pourquier-Milch-ELISA bei wiederholten Untersuchungen

im Bestand A

Legende:

* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test

Untersuchung
Pourquier Milch A 1 2 3 Sensitivitat
(n=76) kumulativ
Anzahl positiver Befunde 7 9 15 18
Sensitivitat 9,2 % 11,8 % 19,7 % 23,7 %
95%-Konfidenzintervall 2,7- 4,6- 10,8- 14,1-
der Sensitivitat 15,7 % 19,1 % 28,7 % 33,2 %
Fisher’s exakt Test: p= 0,027 * | p= 0,088 | p= 0,694
Sensitivitat der Einzeluntersuchung
vs. kumulative Sensitivitat

Tab. 73: Sensitivitdten des Pourquier-Milch-ELISA bei wiederholten Untersuchungen

im Bestand B
Untersuchung

Pourquier Milch B 1 2 3 Sensitivitat
(n=46) kumulativ
Anzahl positiver Befunde 0 3 4 6
Sensitivitat 0 % 6,5 % 8,7 % 13,0 %
95%-Konfidenzintervall - 0- 0,6- 3,3-
der Sensitivitat 13,7 % 16,8 % 22,8 %
Fisher’s exakt Test: p= 0,026 * | p= 0,485 | p=0,739
Sensitivitat der Einzeluntersuchung
vs. kumulative Sensitivitat

Legende:
* - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test

4.8.3 Einfluss der Wiederholung blutserologischer Untersuchungen auf die Spezifitat
der ELISA-Testverfahren

Kotnegative, Paratuberkulose unverdachtige Tiere (n=404) aus dem Bestand C wurden 3mal
in Folge blutserologisch untersucht. Die Spezifitaten des Svanovir-Blut-ELISA der Einzel-
untersuchungen unterschieden sich signifikant von der kumulativen Spezifitdt. Ein
durchgehend negatives serologisches Testergebnis wiesen 242 von 404 Tieren auf (Tab.
74). Bei 162 Tieren wurde im Rahmen der 3 Untersuchungen mindestens ein nicht-negativer
Befund erhoben. Die Spezifitdt des Svanovir-Blut-ELISA wurde durch mehrmaliges Unter-
suchen signifikant reduziert.
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Tab. 74: Spezifitaten des Svanovir-Blut-ELISA bei wiederholten Untersuchungen

im Bestand C
Untersuchung

Svanovir Blut C 1 2 3 Spezifitat
(n=404) kumulativ
Anzahl negativer Befunde 333 296 320 242
Spezifitat 82,4 % 73,3 % 79,2 % 59,9 %
95%-Konfidenzintervall 78,7- 69,0- 75,3- 55,1-
der Spezifitat 86,1 % 77,6 % 83,2 % 64,7 %
Fisher’s exakt Test: p= p= p=
Spezifitdt der Einzeluntersuchung vs. | 1,694e-12* | 0,0001* 3,161e-9*
kumulative Spezifitat

Legende:

*. signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test

Die Spezifitdten des Pourquier-Blut-ELISA, die Uber 3 Einzeluntersuchungen ermittelt
wurden, unterschieden sich nicht signifikant von der insgesamt ermittelten Spezifitdt des
Pourquier-ELISA (Tab. 75). Die Spezifitat des Pourquier-ELISA wurde durch die Wieder-
holung blutserologischer Tests nicht signifikant reduziert.

Tab. 75: Spezifitaten des Pourquier-Blut-ELISA bei wiederholten Untersuchungen

im Bestand C

Untersuchung
Pourquier Blut C 1 2 3 Spezifitat
(n=404) kumulativ
Anzahl negativer Befunde 401 399 403 397
Spezifitat 99,3 % 98,8 % 99,8 % 98,3 %
95%-Konfidenzintervall 98,4- 97,7- 99,3- 97,0-
der Spezifitat 100 % 99,8 % 100 % 99,5 %
Fisher’s exakt Test: p= 0,340 | p= 0,773 | p= 0,069
Spezifitdt der Einzeluntersuchung vs.
kumulative Spezifitat

Die kumulativen Spezifititen des Svanovir- und Pourquier-Blut-ELISA (59,9 %

98,3 %) unterschieden sich signifikant (Fisher's exakt Test p=0,124e-47 *).

4.8.4 Einfluss der Wiederholung milchserologischer
Spezifitat der ELISA-Testverfahren

Untersuchungen auf

und

die

Das Milchserum Paratuberkulose unverdachtiger Tiere des Bestandes C wurde 3mal in

Folge serologisch untersucht.

Bei 94 Tieren wurde innerhalb der 3 Untersuchungen min-

destens ein nicht-negativer Befund erhoben (Tab. 76). Die Spezifitaten des Svanovir-ELISA
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der 3 Einzeluntersuchungen waren signifikant erhdht gegenlber der kumulativen Spezifitat
aus 3 Untersuchungen.

Tab. 76: Spezifitaiten des Svanovir-Milch-ELISA bei wiederholten Untersuchungen

im Bestand C
Untersuchung

Svanovir Milch C 1 2 3 Spezifitat
(n=285) kumulativ
Anzahl negativer Befunde 231 250 252 191
Spezifitat 81,1 % 87,7 % 88,4 % 67,0 %
95%-Konfidenzintervall 76,5- 83,9- 84,7- 61,6-
der Spezifitat 85,6 % 91,5% 92,1 % 72,5 %
Fisher’s exakt Test: p= p= p=
Spezifitdt der Einzeluntersuchung vs. | 0,0002* 3,932e-9* | 8,565e-10"
kumulative Spezifitat

Legende: * - signifikantes Testergebnis bei Anwendung des Fisher’s exakt Test
Innerhalb von 3 Pourquier-Milch-ELISA-Untersuchungen wiesen 4 von 285 Tieren nicht-

negative Befunde auf (Tab. 77). Die ermittelte Gesamtspezifitat von 98,6 % unterschied sich
nicht signifikant von den Spezifitdten der Einzeluntersuchungen.

Tab. 77: Spezifitadten des Pourquier-Milch-ELISA bei wiederholten Untersuchungen

im Bestand C
Untersuchung

Pourquier Milch C 1 2 3 Spezifitat
(n=285) kumulativ
Anzahl negativer Befunde 283 283 283 281
Spezifitat 99,2 % 99,2 % 99,2 % 98,6 %
95%-Konfidenzintervall 98,3- 98,3- 98,3- 97,2-
der Spezifitat 100 % 100 % 100 % 99,9 %
Fisher’s exakt Test:
Spezifitéat der Einzeluntersuchung vs. p= 0,686
kumulative Spezifitat

Die kumulative Spezifitat des Pourquier-Milch-ELISA (98,6 %) war gegenuber der Spezi-
fitat des Svanovir-Milch-ELISA (67 %) bei mehrfacher Untersuchung einer ausgewahlten
Tiergruppe signifikant héher (Fisher’s exakt Test: p=4,676e-47).
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5. DISKUSSION
5.1 Paratuberkulosepravalenzen in den Bestidnden A und B

Im Rahmen eines ,Paratuberkulose Projektes” erfolgte der kulturelle Nachweis von
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in 2 von 3 untersuchten Tharinger
Milchviehherden (Bestand A und B), ein dritter Bestand (C) erwies sich als ,Paratuberkulose
unverdachtig*.

Die Paratuberkulosepravalenz des Bestandes A wurde zuvor auf der Basis serologischer
und kultureller Untersuchungen als hoch eingeschatzt worden. In den eigenen Unter-
suchungen schieden 30,3 % der Einzeltiere des Bestandes A Map mit dem Kot aus, so dass
die Ergebnisse der Voruntersuchungen bestétigt wurden. Im Rahmen der blutserologischen
Untersuchungen wurden 16 % von 1.534 untersuchten Blutproben des Bestandes A als
positiv bei der Anwendung des Svanovir-Blut-ELISA bewertet, dieser war als sensitivster
serologischer Test eingestuft worden. Die ermittelte Seropréavalenz bei der Zusammen-
fassung von 5 Gesamtbestandsuntersuchungen lag damit unterhalb der mittels kotkultureller
Untersuchungen ermittelten Pravalenz.

Eine mittlere Paratuberkulosepravalenz wurde bei serologischen Voruntersuchungen im
Bestand B festgestellt. In diesem Bestand erfolgte wéhrend der eigenen Untersuchungen
haufiger als zuvor erwartet der Nachweis kotpositiver Tiere. Als Map-Ausscheider wurden
20,3 % der 792 untersuchten Einzeltiere erkannt, somit war die Paratuberkulosepravalenz
des Bestandes B nach den Ergebnissen des Projektes ebenso als hoch anzusehen.

Im Bestand B wurden bei der Untersuchung von 1.948 Blutproben mit dem Svanovir-ELISA
9,9 % der Proben positiv bewertet, so dass auch im Bestand B die ermittelte Paratuber-
kulosepravalenz bei der Anwendung der kulturellen Diagnostik deutlich héher als die
ermittelte Seropravalenz war.

Da sowohl die Sensitivitditen der kulturellen Anzichtung als auch der serologischen
Testverfahren begrenzt sind, handelt es sich bei den ermittelten Nachweisraten lediglich um
»Scheinbare Pravalenzen®. Die vorliegenden Ergebnisse belegen jedoch, dass bei der
alleinigen Anwendung von ELISA-Testverfahren die ,scheinbaren Paratuberkuloseprava-
lenzen® in beiden Herden geringer waren als die Pravalenzen, die mittels Kotkultivierung
ermittelt wurden. In anderen Studien wurde zuvor ebenfalls gezeigt, dass Fehleinschatz-
ungen der Herdenprévalenzen bei der ausschlieBlichen Anwendung serologischer Testver-
fahren mdglich sind. Als Ursache wurde dabei die geringe Sensitivitdt der ELISA-Tests in
subklinisch infizierten Herden angesehen (Collins et al. 1991, Bech-Nielsen et al. 1992,
Whitlock et al. 2000, Dargatz et al. 2001, Sweeney et al. 2006). Schatzungen der ,wahren
Herdenpravalenzen“ und der Pravalenzen in einzelnen Landern sind derzeit aufgrund des
Mangels an geeigneten Testsystemen nicht mdglich (Nielsen und Toft 2008), daneben sind
einzelne Untersuchungen aufgrund unterschiedlicher Studienabldufe und der Anwendung
diverser Testverfahren nicht miteinander vergleichbar.

5.2 Entwicklung der Kotbefunde in den Bestanden A und B
In den Bestidnden A und B waren im Verlauf von 4 Gesamtbestandsuntersuchungen,

unterschiedliche Entwicklungen der Kotbefunde zu beobachten. Im Bestand A wurde eine
Zunahme des Anteils doppelt positiver als auch einfach positiver Kotbefunde ermittelt. Der
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prozentuale Anteil kotpositiver Tiere stieg von 12,5 % bei der 2. Bestandsuntersuchung auf
26,7 % bei der 5. Bestandsuntersuchung an. Die Zunahme des prozentualen Anteils
erkannter Ausscheider, sowie der Anstieg des Anteils starker Ausscheider ist auf
unzureichende Merzungen infizierter Tiere, sowie auf mangelhafte ManagementmaB-
nahmen zurickzufiihren. Aus wirtschaftlichen Grinden verblieben erkannte Ausscheider
weiterhin im Bestand. So befanden sich Einzeltiere noch bis zu 3 Jahre nach ihrer
Erkennung in der Herde. Auch das Abkalbemanagement im Bestand A war unzureichend.
Erkannte Ausscheider kalbten nicht rdumlich getrennt, sondern gemeinsam mit anderen
Tieren in Anbindehaltung ab. Die Kélber wurden nur tagsuber sofort nach der Geburt von der
Mutter getrennt. Die Zunahme des Anteils kotpositiver Tiere im Bestand A spricht somit
dafir, dass sich die Infektionskrankheit im Untersuchungszeitraum weiter ausbreiten konnte.

Im Bestand B schwankte der prozentuale Anteil der ermittelten Ausscheider zwischen den
einzelnen Untersuchungen zwischen 8,1 % und 14,1 %. Auch die Anzahl der stark aus-
scheidenden Einzeltiere variierte zwischen den Gesamtbestandsuntersuchungen signifikant.
Dies war mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Folge der regelmaBigen Merzungen von Aus-
scheidertieren. Mit guten ManagementmafBnahmen, wie z. B. separaten Abkalbebuchten und
der sofortigen Trennung von Muttertier und Kalb post partum versuchte der Bestand B, die
von der Thuiringer Tierseuchenkasse geforderte ,Paratuberkulosefreie Jungtieraufzucht*
umzusetzen. Dennoch schieden im Untersuchungszeitraum nachriickende Jungtiere bereits
im Alter zwischen 2 und 3 Jahren Map mit dem Kot aus und erh6éhten somit wiederum den
prozentualen Anteil der ermittelten Ausscheider. Die vorliegenden Erkenntnisse belegen
somit, dass in den vorangegangen Jahren vermehrt die Infektion von Jungtieren stattfand. In
den Jahren 2000 bis 2003 wurden im Bestand B Gberwiegend serologische Untersuchungen
durchgefiihrt. Nach den Ergebnissen des Projektes, wurde dabei ein unzureichender Anteil
infizierter Tiere erkannt und gemerzt, so dass sich die Infektionskrankheit Paratuberkulose
weiter im Bestand ausbreiten konnte.

5.3 Wiederholung kotkultureller Untersuchungen

Die mehrfache Wiederholung kotkultureller Untersuchungen zum Nachweis von Map wird
haufig, aufgrund der langen Kultivierungszeiten und der hohen Kosten, als zu aufwandig
angesehen. Far Teilnehmer am ,Programm zur Bekdmpfung der Paratuberkulose in den
Rinderbestanden Thiringens* Gbernimmt die TSK momentan einen betrachtlichen Teil der
Untersuchungskosten (10 von 16 € fir die Untersuchung einer Kotprobe). Trotz der héheren
finanziellen Aufwendungen flr die kotkulturelle Diagnostik, gegeniber den Kosten flir die
serologische Diagnostik (2 bis 4 €/Probe), zeigten die Ergebnisse des Projektes, dass die
Aussagekraft kotkultureller Untersuchungen besonders bei der Durchfiihrung von Wiederhol-
ungsuntersuchungen sehr hoch ist. Ein wichtiger Vorteil ist dabei die hohe Spezifitat der
kulturell-molekularbiologischen Paratuberkulosediagnostik von 100 % (Chiodini et al. 1984,
Sockett et al. 1992a, b). Die Sensitivitat der Methode wurde auf maximal 50 % geschéatzt (Mc
Nab et al. 1991), sie wird zusatzlich durch tiereigene und methodische Faktoren einge-
schrankt. Zu den tiereigenen Einflussfaktoren zahlen die unregelmaBige Ausscheidung des
Erregers bei subklinisch infizierten Tieren und die Ausscheidung geringer Erregermengen in
frihen Erkrankungsphasen (Whitlock et al. 2000).
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Befunde von ausgewahlten Tieren aus den Bestédnden
A und B, die mindestens 3mal in Folge koprologisch untersucht wurden ausgewertet. Durch
die kumulative Auswertung der Untersuchungsbefunde erhéhte sich der Anteil erkannter
Ausscheider signifikant. Auch in einer anderen Studie wurde nachgewiesen, dass die Anzahl
identifizierter Ausscheider und somit die Sensitivitat der Methode mit jeder Wiederholungs-
untersuchung zunimmt (Whitlock et al. 2000), in dieser Untersuchung wurde die kumulative
Anzahl kotpositiver Tiere aus einer urspringlichen Kohorte von 954 Tieren erfasst, wobei
sich 210 Tiere der Kohorte innerhalb von 8 Untersuchungen als kotpositiv erwiesen. Die
Sensitivitat der kulturellen Map-Anziichtung aus Kot konnte somit in dieser Studie von 38 %
bei der ersten Untersuchung auf 82 % bei der 4. Untersuchung und 100 % bei der 8. Unter-
suchung gesteigert werden. Auch in einer weiteren Studie mit 16 infizierten Tieren, die 3mal
in Folge untersucht wurden, erfolgte eine Sensitivitatssteigerung des kotkulturellen Erreger-
nachweises von 43,8 % bei der ersten auf 68,8 % und 100 % bei der 2. und 3. Untersuchung
(Huda und Jensen 2003). Die eigenen Ergebnisse belegen in Ubereinstimmung mit der
Literatur, dass bei ausgewahlten Tiergruppen bereits die einfache und zweifache Wieder-
holung der Kotuntersuchungen die Sensitivitdt der Kotkultivierung in beiden Bestéanden
signifikant steigerte.

5.4 Methodische Einflisse auf die kotkulturelle Paratuberkulosediagnostik

Die Untersuchungen zu den methodischen Einflussfaktoren auf die kotkulturelle Diagnostik
zeigten, dass Einflisse von der Lagerung, von der Dekontaminationsmethode und der
Anzahl der eingesetzten Kulturréhrchen ausgingen. Auch die Art des Nahrbodens beeinflusst
den Erfolg der kulturellen Anziichtung (Merkal und Curran 1974, Kalis et al. 1999, Nielsen et
al. 2004), dies wurde jedoch im vorliegenden Projekt nicht untersucht.

5.4.1 Einfluss der Lagerung der Kotproben auf die Vitalitat von Map

Zwei urspringlich positive Kotproben (Nr. 9 und Nr. 17), die im Rahmen des Dekontamina-
tionsversuches wiederholt untersucht wurden, zeigten beim Vergleich von 6 Dekontamina-
tionsmethoden kein Koloniewachstum. Es ist davon auszugehen, dass eine Inaktivierung von
Map durch die Lagerung der Kotproben bei -20°C lber 8 Monate statt fand. Trotz der hohen
Tenazitdt des Erregers wurde belegt, dass die Anzahl lebensfahiger Keime bei einer
langeren Tiefkihlung von Kotproben signifikant reduziert wird (Richards und Thoen 1977,
Richards 1981). Bei einer 3wdchigen Lagerung von Kotproben bei -20°C wurde die Erreger-
zahl zudem starker als bei einer Lagerung bei -70°C reduziert (Khare et al. 2008). Es wurde
geschlussfolgert, dass eine kurzzeitige Lagerung von Kotproben bei -20°C vermieden
werden sollte, da die Vitalitdt des Erregers dabei signifikant reduziert wird. In die
Untersuchungen wurde allerdings nur eine geringe Stichprobenanzahl (11 Kotproben) ein-
bezogen. Aus diesem Grund sollten die Untersuchungen von Khare et al. (2008) zur
Bestatigung der Ergebnisse mit einer gréBeren Stichprobenanzahl wiederholt werden.
Aufgrund der mehrfach beschriebenen und in 2 Fallen auch in dem vorliegenden Projekt
belegten negativen Effekte der Tiefkihlung auf die Lebensféhigkeit von Map, sollten
Kotproben vor allem vor der Primarkultivierung nicht fir I&angere Zeit tiefgekihlt gelagert
werden. Besonders bei schwach erregerhaltigen Proben kénnte die Reduktion der Erreger-
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zahlen die erfolgreiche Map-Anzucht verhindern und so ein falsch negatives Ergebnis daraus
resultieren.

5.4.2 Einfluss der Dekontamination auf das Wachstum von Myzeten

Kontaminationen der Kotkulturen mit Myzeten traten haufig bei Proben des Bestandes C auf.
Die Problematik der Verpilzung von Kotkulturréhrchen wurde zuvor untersucht, durch-
schnittlich sind in Abhangigkeit von der lokalen Flora 10-21,6 % der Kotkulturen kontaminiert
(Johansen et al. 2006, Turcotte et al. 1986). Hefen und Schimmelpilze sind als Kontaminan-
ten in Silagen mit Konzentrationen von bis zu 9 x 10® KBE/g Silage zu finden und werden
von Rindern mit dem Futter aufgenommen (Reyes-Velaquez et al. 2008). Hefen und My-
zelien der Schimmelpilze werden verdaut, Sporen passieren ohne Verlust ihrer Lebensfahig-
keit den Verdauungstrakt der Tiere (Gedek 2002). Pilzsporen kénnen sich daher in groBer
Anzahl in rektal entnommen Kotproben befinden und werden bei der Tiefkihllagerung der
Kotproben nicht inaktiviert. Bei optimalen Wachstumsbedingungen erfolgt das Auskeimen
der Sporen und die Bildung von Myzelien wahrend der Kotkultivierung. In den eigenen Unter-
suchungen konnte eine nachtragliche Kontamination der Kotproben sicher ausgeschlossen
werden, da die Proben sofort nach der Gewinnung in sterile, verschlieBbare Kotbecher auf-
genommen wurden.

Einfluss der HPC-Dekonamination, der Temperatur- und Lichtverhéltnisse wahrend der Kulti-
vierung auf das Myzetenwachstum

Nach der Offnung der Kotbecher im Labor erfolgte sofort die Dekontamination der Kot-
proben. Die Dekontamination mit 0,75 %igem HPC Uber 96 h reduzierte die Anzahl kontami-
nierter Proben gegeniber einer 24stindigen HPC-Dekontamination signifikant. Dennoch
wiesen 10 von 32 Kotproben und 31 % der Kulturréhrchen bei einer 4tédgigen HPC-Einwirk-
zeit Kontaminationen, z. B. mit Penicillium oder Cephalosporium ssp. auf. HPC wirkt als
quartare Ammoniumverbindung in Abhangigkeit von der jeweiligen Konzentration und der
Schimmelpilzspezies fungizid oder fungistatisch (Bodenschatz 1997). Eine Ursache der be-
grenzten Wirksamkeit des HPC gegenlber Pilzkontaminationen ist mit hoher Wahrschein-
lichkeit die Unempfindlichkeit von Pilzsporen gegeniiber der Chemikalie.

Die optimale, wachstumsférdernde Temperatur liegt bei der Mehrzahl der Mikromyzeten
zwischen 20 und 25°C (Gedek 2002). Dies entsprach den Raumtemperaturen wahrend der
Dekontaminationsphase im Labor. Es ist denkbar, dass wahrend der HPC-Dekontamination
bei Raumtemperatur vermehrt Sporen auskeimten und eine Inaktivierung der Myzeten
stattfand. Aufgrund des héaufigeren Auskeimens der Sporen, bei einer Verlangerung der
Dekontaminationszeit, konnten somit bei der 96stindigen HPC-Einwirkzeit signifikant mehr
Myzeten abgetdtet und die Sporenkonzentration gesenkt werden. Dies wirde die reduzierte
Kontaminationsrate bei einer 96stlindigen Einwirkzeit erklaren. Da jedoch ein Teil der Sporen
in den Proben Uberlebte und mit dem Inokulum auf den N&hrboden verimpft wurde, fand
auch bei langer dekontaminierten Proben ein Pilzwachstum in der Kultur statt.

Die HPC-Konzentration ist, nach dem Verimpfen des Inokulums, in den Kotkulturréhrchen
nur noch sehr gering und mit zunehmender Kultivierungszeit zerféllt verbliebenes HPC
vollstédndig, dies ermdglicht, vermutlich v. a. in den spateren Kultivierungswochen, das
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Wachstum von Pilzen. So war zwischen der 8. und 16. Kultivierungswoche gegenulber der 1.
bis 8. Kultivierungswoche bei allen Dekontaminationsmethoden ein starkeres Pilzwachstum
zu beobachten. Das Pilzwachstum setzte auch in einer anderen Studie mitunter erst im 4.
Inkubationsmonat ein. Diese Ergebnisse sprechen ebenso flr das verzdgerte Auskeimen
von Pilzsporen in der Kotkultur, als Folge des zunehmenden Abbaus des Dekontaminations-
mittels (Turcotte et al. 1986).

Weiterhin ist bekannt, dass der Einfluss von Licht die Bildung von Sporen und Fruchtkérpern
bei hdheren Pilzen férdert. Insbesondere der Wechsel zwischen UV-A-Strahlung und abso-
luter Dunkelheit soll die Ausbildung von Konidien bei einigen Mikromyzeten stimulieren
(Gedek 2002). Es ist denkbar, dass durch das regelméaBige Ablesen der Kulturréhrchen bei
Tageslicht in 2wdchigen Abstédnden eine zusatzliche Stimulation des Pilzwachstums statt
fand.

Einfluss von antimikrobiellen Zusitzen auf das Myzetenwachstum

Dem kommerziellen Nahrboden waren zwei Antibiotika und ein Antimykotikum zugesetzt. Die
antibiotischen Wirkstoffe verhinderten erfolgreich das Wachstum von Bakterien z. B. durch
auskeimende bakterielle Endosporen in der Kotkultur. Zur Bekdmpfung der Kontaminationen
mit Pilzen wurde der Einsatz des schwer léslichen Wirkstoffes Amphotericin B empfohlen
(Merkal und Richards 1972). Amphotericin B reduzierte als Antimykotikum das Wachstum
von Pilzen in den durchgeflihrten Untersuchungen nicht signifikant. Aufgrund der langen
Kultivierungszeiten bei der Anzucht von Map ist der Einsatz antimykotisch wirksamer
Substanzen in der Kotkultur offenbar wenig effizient (Johansen et al. 2006). Ein schneller
Abbau der zugesetzten Wirkstoffe ist wahrscheinlich, wahrenddessen Uberleben die Pilz-
sporen und keimen zu einem spateren Zeitpunkt aus. In den eigenen Untersuchungen
erbrachte der Zusatz einer hochkonzentrierten Amphotericin B-Lésung zum Inokulum (De-
kontaminationsmethode f) keine gesteigerte Inaktivierung der Myzeten, da insgesamt 39 %
der eingesetzten Rdhrchen in der 16. Kultivierungswoche Pilzkontaminationen aufwiesen.
Mégliche Griinde daflr sind die begrenzte Stabilitat, die Unwirksamkeit des Amphotericin B
gegenuber den Pilzsporen sowie Resistenzen der Myzeten. In Bioassays mit 0,8 ug
Amphotericin B/ml Kulturmedium und 37°C wurde eine Halbwertszeit des Wirkstoffes von
24 h detektiert (Cheung et al. 1975). Die begrenzte Stabilitdt des Amphotericin B, vor allem
bei héheren Temperaturen, scheint die Hauptursache flr seine eingeschrankte Wirksamkeit
bei der kotkulturellen Anzlichtung von Map zu sein. Die Resistenzlage des Breitspekirum-
antimykotikums Amphotericin B wird allgemein als glnstig eingeschéatzt. Primare als auch
sekundare Resistenzen gegentber dem Wirkstoff, der an das Ergosterol in den Zellmem-
branen der Pilze bindet, sind jedoch bekannt (Morschh&user 2003).

Auch andere Antimykotika wurden bei der Kultivierung von Map zur Reduktion von Pilzkonta-
minationen erfolgreich eingesetzt, z. B. Natamycin (Johansen et al. 2006). Amphotericin B
und Natamycin zahlen zu einer Stoffgruppe mit identischem Wirkungsmechanismus, deshalb
kdénnten, wie beim Einsatz von Amphotericin B, Resistenzen bei Pilzen vorliegen. Ein direkter
Vergleich der Wirksamkeit von Natamycin und Amphotericin B wurde in den Untersuchungen
von Johansen et al. (2006) nicht vorgenommen. Ein deutlicher Vorteil des Natamycins
gegeniber der Verwendung von Amphotericin B, ist jedoch die hohe Stabilitat des Wirk-
stoffes (Pedersen 1992).
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Die h&ufigen Kontaminationen bei der Anwendung der Doppelinkubationsmethode (Shin
1989), bei der zunachst das Auskeimen und anschlieBend die Inaktivierung der Kontami-
nanten mit einer antibiotisch-antimykotisch wirksamen L&sung erfolgen soll, sind mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf das Verbleiben von Sporen in der Suspension und die unzureichende
Stabilitat der Wirkstoffe zurtick zu fihren. Bei dieser Methode wird eine Zentrifugation der
Proben eingesetzt. Durch die Zentrifugation wird die Sporenkonzentration des Inokulums
vermutlich zusétzlich erhéht. Die Erhéhung der Kontaminationsraten, nach einer Zentrifu-
gation im Rahmen des Dekontaminationsverfahrens, wurde zuvor auch in anderen Studien
nachgewiesen (Whitlock und Rosenberger 1990, Kim et al. 1989, Stabel 1997a).

Um zukunftig die Qualitat der Kotkultivierung zu optimieren, sollte die Verwendung weiterer
Antimykotika und auch die Anwendung von Mischungen verschiedener Antimykotika unter-
sucht werden. Dabei sollte getestet werden, in welcher Anwendungsform, im Agar oder als
Lésung, die Wirkstoffe am langsten stabil vorliegen, um Uber einen mdglichst langen
Zeitraum Pilzkontaminationen wéhrend der 16wdchigen Kotkultivierung zu inhibieren. Um die
Kosten der Kotkultivierung, durch den Einsatz zusatzlicher Hemmstoffe, nicht generell zu
erhéhen kdnnten spezielle Antimykotikamischungen auch gezielt ausschlieBlich bei ,Pro-
blembestanden® eingesetzt werden.

5.4.3 Einfluss der Dekontamination auf das Wachstum von Map

Die optimale Dekontaminationsmethode, bei der Untersuchung von Kotproben auf das
Vorkommen von Map, sollte effektiv gegen die unerwiinschte Begleitflora wirken und dabei
den geringsten inhibitorischen Effekt auf das Wachstum des Erregers ausiiben (Gwozdz et
al. 2000). Vermutlich wird durch jede Aufarbeitungsmethode die Anzahl lebender Paratuber-
kuloseerreger reduziert (Reddacliff et al. 2003). Bei einer zu geringen Dekontamination
besteht das Risiko, dass insbesondere Hefen und Pilze den Nahrboden bewachsen. Eine zu
starke Dekontamination birgt die Gefahr, Map zu inaktivieren und falsch negative Ergebnisse
zu erzeugen (Stabel 1997a).

In der 4. Kultivierungswoche des Dekontaminationsversuches war die Anzahl der Kotkultur-
réhrchen, die ein Map-Wachstum aufwiesen bei den verglichenen Dekontaminationsmetho-
den a, b, ¢, e und f gegenlber der Methode d signifikant erhéht. Jedoch unterschied sich die
Anzahl bewachsener Kulturréhrchen zwischen den verschiedenen Dekontaminations-
methoden bereits ab der 6. Kultivierungswoche nicht mehr signifikant. Das anfénglich verzé-
gerte Wachstum weist auf eine Schadigung des Bakteriums durch die verlangerte HPC-
Einwirkzeit hin. In anderen Untersuchungen wurde bereits gezeigt, dass HPC Map
schadigen kann und das Wachstum des Erregers somit hemmt (Mokresh et al. 1989,
Reddacliff et al. 2003, Stich et al. 2004), so wurde eine Reduktion der Map-Keimzahl in
Kotproben um 2 log-Stufen (Stich et al. 2004) und 2,7 log-Stufen (Reddacliff et al. 2003)
ermittelt. Als Ursachen dafir benannten die Autoren die Bindung des Erregers an
Kotbestandteile und die schadigende Wirkung des HPC. Daneben wurde nachgewiesen,
dass die Hbhe der HPC-Konzentration das AusmaB der Map-Schadigung beeinflusst
(Johansen et al. 2006). Beim Vergleich verschiedener HPC-Konzentrationen bei einer
Einwirkzeit von 24 h, verzégerte eine HPC-Konzentration von 32,22 mg/ml das Map-Wachs-
tum, bei héheren Konzentrationen erfolgte eine Schadigung des Erregers. In den eigenen
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Untersuchungen wurde zur Dekontamination eine 0,75 %ige HPC-Ldsung eingesetzt, das
entsprach einer Konzentration von 7,5 mg/ml, es handelte sich also nach den Angaben
vorheriger Untersuchungen um eine nicht Map-schadigende HPC-Konzentration.

Waéhrend in der Studie von Johansen et al. (2006) gezeigt wurde, dass die HPC-Konzen-
tration das Map-Wachstum maBgeblich beeinflusst, wurde in den eigenen Untersuchungen
nachgewiesen, dass auch eine verlangerte HPC-Einwirkzeit das Wachstum des Erregers
verzogerte.

Im Dekontaminationsversuch wurde bei 2 Methoden (e und f) eine Zentrifugation der Proben
angewendet. Die Map-Nachweisrate war dabei gegeniber den Sedimentationsmethoden
nicht erhéht, dies wurde jedoch hingegen der eigenen Ergebnisse zuvor beschrieben (Kim et
al. 1989, Stabel 1997a, Reddacliff et al. 2003).

Wahrend der Dekontamination wirken viele Faktoren gleichzeitig, so z. B. die Art der
eingesetzten Desinfektionsmittel, Antimykotika, Antibiotika, die Héhe der jeweiligen Konzen-
trationen der Chemikalien, die jeweiligen Einwirkzeiten und die Anwendung von Sedimen-
tations- oder Zentrifugationsverfahren. In vielen Studien wurden diese Faktoren ausschlieB-
lich in unterschiedlichen Kombinationen untersucht, um mdglichst schnell die effektivste De-
kontaminationsmethode zu ermitteln. Um den tatsachlichen Einfluss jedes Faktors zu
beurteilen, sollten zuklnftig weitere Studien durchgefiihrt werden, in denen EinflussgréBen
unabhangig voneinander untersucht werden.

5.4.4 Einfluss der Anzahl eingesetzter Kulturrohrchen auf die Ergebnisse der
Kotkultivierung und Auswertung der Map-Wachstumszeiten

Die Abhéngigkeit der Sensitivitdt der Kotkultivierung von der Anzahl verwendeter Kultur-
réhrchen pro Kotprobe wurde bisher nur in wenigen Studien betrachtet. In den eigenen
Untersuchungen wurden im Projekizeitraum je 2 HEYM-Kulturréhrchen fir die Bebritung
einer aufgearbeiteten Kotprobe eingesetzt. Hingegen dazu erfolgte in einem zusatzlichen
Dekontaminationsversuch die Verwendung von jeweils 3 Kulturréhrchen. Durch den Einsatz
des 3. Réhrchens erhdhte sich die sichere Map-Nachweisrate von durchschnittlich 73 % auf
88 %. Die eigenen Berechnungen ahneln den Ergebnissen einer anderen Untersuchung in
der 4 Kulturréhrchen pro Kotprobe eingesetzt wurden (Crossley et al. 2005). Die Sensitivi-
tatsverluste betrugen in der verglichenen Studie 6 % beim Einsatz von nur 3 Kulturréhrchen
und 12 % beim Einsatz von nur 2 Kulturréhrchen. Die Tatsache, dass bei einer Gberwiegend
geringen Erregerausscheidung mit < 10 KBE/Kulturréhrchen in subklinisch infizierten Herden
eine Vielzahl der Réhrchen kein Wachstum aufweist, unterstitzt die Ansicht, dass der
Einsatz von 4 HEYM-R&hrchen mit Mykobactin J pro Kotprobe notwendig ist, um die Map-
Nachweisrate nicht zu reduzieren (Whitlock und Rosenberger 1990, Whipple et al. 1991,
Crossley et al. 2005). Es ist davon auszugehen, dass im Rahmen der Untersuchungen mit
nur 2 HEYM-R&hrchen ein Teil der subklinisch infizierten Tiere, die den Erreger nur schwach
ausschieden, nicht identifiziert wurde. Erst die Wiederholung der Kotuntersuchungen
ermdglichte zum Teil die Erkennung dieser Tiere. Andererseits ist es aus wirtschaftlichen
Griinden, vor allem bei Gesamtbestandsuntersuchungen groBer Herden, notwendig lediglich
1 bis 2 Kulturréhrchen pro Kotprobe zu verwenden. Dabei muss jedoch beachtet werden,
dass auf diese Weise vor allem starke Ausscheider detektiert werden und ein GroBteil der
schwachen Ausscheider zunachst unentdeckt bleibt und mdéglicherweise erst Monate bis
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Jahre spater als Ausscheider identifiziert wird. Das bedeutet, dass die Bekdmpfung und
Sanierung der Erkrankung insgesamt langer andauert.

Bei der Auswertung der Map-Wachstumszeiten wurde in der 2. Kultivierungswoche nur bei
wenigen Kulturen ein Koloniewachstum beobachtet. Folglich kénnte das Ablesen der
Kulturréhrchen in der 2. Kultivierungswoche eingespart werden. In einer anderen Studie
erschienen 97 % aller Kolonien in den ersten 12 Kultivierungswochen (Whitlock et al. 1989),
dieses Ergebnis wurde in den durchgefihrten Untersuchungen bestétigt. Die 16wédchige
Kultivierungszeit sollte dennoch vor allem bei langer untersuchten Herden, die regelmaBig
infizierte Tiere merzen, nicht verkirzt werden (Kalis et al. 1999). Dies wirde die Sensitivitat
der Kotkultivierung unter Umstanden reduzieren, da die Erkennung schwach ausscheidender
Tiere, bei denen Kolonien haufig erst spat erscheinen, verringert ware.

5.5 Tierspezifische Einfllisse auf die kotkulturelle Paratuberkulosediagnostik
5.5.1 Alter

In den Untersuchungen zum Alterseinfluss auf die Kotausscheidung sollten folgende Fragen
beantwortet werden: 1) In welchem Lebensalter ist die Wahrscheinlichkeit Map im Kot
subklinisch infizierter Tiere zu detektieren am héchsten? und 2) Nimmt die Ausscheidungs-
intensitat mit steigendem Lebensalter zu?

Im Bestand A war die Wahrscheinlichkeit Map in Kotproben kulturell zu detektieren bei
infizierten Tieren, die mindestens ein Alter von 4 Jahren aufwiesen signifikant hdher,
zusatzlich nahm der Anteil starker Ausscheider im Bestand A mit steigendem Lebensalter
zu. Dies entspricht den Ergebnissen einer anderen Untersuchung, in der der Anteil identi-
fizierter Ausscheider ab einem Alter von 4 Jahren ebenfalls wie in den eigenen Untersuch-
ungen um etwa 10 % anstieg (Kalis et al. 1999).

Im Bestand B unterschieden sich die Anteile ausscheidender Tiere zwischen den
Altersgruppen nicht signifikant. Die unterschiedlichen Anteile ausscheidender Tiere in den
verschiedenen Altersklassen in den Bestanden A und B, sind mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf betriebsspezifische ManagementmaBnahmen zuriick zu fuhren. Im Bestand B wurden
identifizierte Ausscheider regelmaBig gemerzt. Eine Erh6hung des Anteils ausscheidender
Tiere mit zunehmendem Lebensalter wurde somit durch die friihzeitige Erkennung und
Merzung der Tiere verhindert.

Hingegen dazu verblieben im Bestand A kotpositive Tiere haufig noch lange Zeit im Bestand
und der Anteil der Ausscheider, besonders der stark ausscheidenden Tiere, stieg mit
zunehmendem Lebensalter. Die Beobachtung, dass eine fast lineare Zunahme der
Haufigkeiten kotpositiver Tiere zwischen dem 2. und 5. Lebensjahr erfolgt, konnte in den
eigenen Untersuchungen nicht bestéatigt werden (Nielsen und Toft 2006), jedoch waren
bestandsspezifische Unterschiede der Haufigkeiten der Map-Ausscheider in verschiedenen
Altersgruppen nachweisbar.

In der Altersgruppe der 2-3jahrigen Tiere des Bestandes B wurde ein signifikant héherer
Anteil starker Ausscheider ermittelt. Mdglicherweise erfolgte die starkere Ausscheidung in
diesem Lebensalter in Folge von Stress, welcher durch die Umstallung der Tiere, die erste
Abkalbung und die neuen Belastungen wahrend der 1. Laktation erzeugt wurde. Die
Annahme, dass Stress sowie suboptimale Umweltbedingungen zu einer Verstarkung
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(Whittington und Sergeant 2001) und optimale Haltungs- und Umweltbedingungen zu einer
Abschwachung der Map-Ausscheidung beitragen, ist bisher noch nicht wissenschaftlich
belegt worden und sollte untersucht werden.

Im Bestand A schieden bereits 15 % der 1,4 bis 2 Jahre alten Tiere und 20 % der 2 bis 3
Jahre alten Tiere den Erreger mit dem Kot aus. Im Bestand B wurden 13 % der 2 bis
3jahrigen Tiere als Map-Ausscheider erkannt. Folglich erwies sich in beiden Bestédnden die
koprologische Untersuchung junger Tiere als effektiv. Ahnliche Untersuchungsbefunde, die
belegen, dass bereits Jungtiere Map in nachweisbaren Mengen mit dem Kot ausscheiden
wurden zuvor publiziert, dabei waren 5,9 % der 13 bis 14 Monate alten Farsen kotpositiv
(Kalis et al. 1999).

In der jingsten Altersgruppe der 1,4 bis 2 Jahre alten Tiere war in den eigenen Unter-
suchungen der Anteil kontaminierter Kotproben signifikant erhéht. Ein méglicher Grund dafir
ist, dass haufig qualitativ minderwertige Silagen an Jungtiere verfuttert werden. Bei der
Entnahme von Kotproben bei Féarsen, sollte daher die aktuelle Silagequalitat beachtet
werden. Wenn sichtbare Verderbnisprozesse vorliegen, ist vorlaufig von einer Kotproben-
entnahme abzuraten.

Die Wahrscheinlichkeit eines vermehrten Map-Nachweises bei héherem Lebensalter wurde
nur in einem Bestand nachgewiesen. Nach den vorliegenden Untersuchungsergebnissen ist
eine gezielte Untersuchung von &lteren Tieren nicht empfehlenswert, da so méglicherweise
das wahre Infektionsgeschehen in einem Bestand nicht widergespiegelt wird. Daneben sollte
angestrebt werden, infizierte Tiere méglichst frihzeitig zu identifizieren.

5.5.2 Laktationsphase

Zur Ermittlung eines optimalen Kotprobenentnahmezeitpunktes mit einer hohen Wahrschein-
lichkeit eines positiven Map-Nachweises bei infizierten Tieren wurde die Haufigkeit der Map-
Ausscheidung in 4 Laktationsphasen verglichen. Der Einfluss der Laktationsphase auf die
Map-Ausscheidung wurde zuvor kaum untersucht, wobei bislang vor allem die Ausscheidung
um den geburtnahen Zeitraum betrachtet wurde. Die Angaben von Stabel und Goff (2004),
dass um die Abkalbung keine verstarkie Map-Ausscheidung stattfindet, konnten in den
eigenen Untersuchungen bestatigt werden.

Im Bestand A erfolgte der Erregernachweis signifikant hdufiger im letzten Laktationsdrittel,
dabei war vor allem der Anteil schwacher bis mittelstarker Ausscheider erhdht. Auch im
Bestand B wurde in der 3. Laktationsphase die hdchste Map-Ausscheidungshaufigkeit
ermittelt, es waren jedoch keine signifikanten Unterschiede gegeniber den anderen
Laktationsphasen nachweisbar. Zusammenfassend wurde ermittelt, dass in der 3.
Laktationsphase das Risiko eines einfach positiven Kotbefundes gegeniber der 2.
Laktationsphase signifikant héher war. In der 4. Laktationsphase wurde fir den Bestand A
zusatzlich ein signifikant héherer Anteil starker Ausscheider (17,7 %) gegentber dem Anteil
schwacher Ausscheider (2,3 %) ermittelt. Ahnliche Ergebnisse wie in der vorliegenden Arbeit
ermittelten Tavornpanich et al. (2006), die eine Zunahme positiver Befunde ab dem
200. Laktationstag bei Tieren, die sich mindestens in der 3. Laktation befanden nachwiesen.

Zu den Ursachen fir die signifikant héhere Map-Nachweisrate in der 3. Laktationsphase,
kénnen derzeit keine gesicherten Angaben gemacht werden. Die Zunahme positiver
Kotbefunde kénnte infolge des hdheren Alters der Tiere, mit fortschreitender Laktation,
auftreten. Mdoglicherweise sind auch hormonelle und immunologische Veranderungen im
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Rahmen einer neuen Graviditdt die Ursache der vermehrten Map-Ausscheidung ab dem
211. Laktationstag. Es war jedoch nicht bekannt, ob die untersuchten Tiere tatsachlich zum
jeweiligen Untersuchungszeitpunkt trachtig waren. In der 3. und 4. Laktationsphase ware die
Tréachtigkeit bei frihestmdglicher Besamung, etwa 70 Tage post partum, bereits in einem
fortgeschrittenen Stadium. Zu den immunologischen Veranderungen wahrend der Graviditat
der Rinder wurde bisher wenig publiziert. Die Akkumulation von Makrophagen im uterinen
Endometrium wahrend der Graviditdt wurde bei Schafen beschrieben (Tekin und Hansen
2004). Es ist auch bekannt, dass sich wahrend der Trachtigkeit yd-T-Zellen im uterinen
Epithel anreichern (Majewski et al. 2001) und dass zunehmend eine Inhibition der
Lymphozytenproliferation durch den Einfluss des Hormons Progesteron staffindet (Majewski
und Hansen 2002). Méglicherweise erfolgt durch den erhéhten Bedarf und die Akkumulation
von Makrophagen sowie yd-T-Zellen im Uterusgewebe eine Verminderung der zellularen
Abwehr im Darmbereich bei graviden Tieren. Somit wére eine vermehrte Freisetzung von
Map in das Darmlumen und auch ein haufigerer Nachweis des Bakteriums im Kot, im Verlauf
der Laktation bei gleichzeitiger Trachtigkeit, zu erklaren. Aufgrund der vorliegenden Ergeb-
nisse kann die Entnahme von Kotproben im letzten Laktationsdrittel empfohlen werden,
jedoch bestehen bestandsspezifische Unterschiede. Fir den sicheren Nachweis der ver-
mehrten Map-Ausscheidung gegen Ende der Laktation sollten weitere Bestande und héhere
Stichprobenzahlen untersucht werden.

5.5.3 Tagesmilchleistung

In der Mehrzahl der veréffentlichten Studien, zum Zusammenhang zwischen der Milch-
leistung und einer Paratuberkuloseinfektion, wurde der Einfluss der Erkrankung auf die
Gesamtlaktationsleistung untersucht. In den eigenen Untersuchungen wurde jedoch betrach-
tet, ob die aktuelle Tagesmilchleistung eines Tieres am Untersuchungstag auf eine Paratu-
berkuloseinfektion und die aktuelle Map-Ausscheidungsintensitat hinweist.

Im Bestand A war der prozentuale Anteil der Map-Ausscheider bei verminderten Tages-
milchleistungen (5—15 kg) signifikant erhéht, wahrend im Bestand B keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Anteilen kotpositiver Tiere in den einzelnen Milchleistungs-
gruppen zu ermitteln waren. Bei einer verminderten Milchleistung im Bestand A war zudem
der Anteil der starken Ausscheider signifikant gréBer. Auffallig war der geringe Anteil
positiver Kotbefunde bei sehr hohen Milchleistungen > 55 kg. Die vorliegenden Ergebnisse
sprechen dafir, dass die Map-Ausscheidung mit einer reduzierten Milchleistung einhergehen
kann und bestatigen damit die Ergebnisse vorheriger Studien (Raizman et al. 2007,
Beaudeau et al. 2007). In einer Untersuchung wurde ebenso ein Zusammenhang der
aktuellen Tagesmilchleistung von der Map-Ausscheidungsintensitdt nachgewiesen, bei
schwachen, mittleren und starken Ausscheidern wurde dabei eine um 1,4 kg, 5,2 kg und
7,5 kg reduzierte Tagesmilchleistung gegenlber kotnegativen, aber méglicherweise infizier-
ten Tieren der identischen Herde ermittelt (Raizman et al. 2007). Mit hoher Wahr-
scheinlichkeit befanden sich aktuell stark ausscheidende Tiere in fortgeschrittenen Erkrank-
ungsstadien und die Leistungsfahigkeit der Tiere war in Folge der Erkrankung vermindert. Da
sich im Bestand A stets eine hdhere Anzahl starker Ausscheider befand, waren nur in dieser
Herde signifikante Zusammenhange erkennbar.

Die geringere Map-Ausscheidung bei hohen Tagesmilchleistungen wurde bisher nicht
beschrieben, sie spricht jedoch fir den aktuell besseren Gesundheitszustand infizierter
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Tiere. Erniedrigte Milchleistungen bei Einzeltieren in infizierten Bestdénden kdnnten daher
Indiz fOr eine aktuell verstarkte Ausscheidung von Map sein. Aufféllige Tiere mit abfallender
Milchleistung, die keine weiteren Erkrankungen aufweisen, sollten koprologisch untersucht
werden.

5.6 Kotkultur als ,,Goldstandardverfahren*

In der vorliegenden Studie wurde der kulturelle Erregernachweis aus Kot als ,Goldstan-
dardverfahren® zur Validierung der ELISA-Testverfahren angewendet. Dies geschah unter
der Kenntnis der Tatsache, dass die Eignung der kotkulturellen Anzichtung als Referenz-
methode zuvor kritisiert wurde. Nach Nielsen und Toft (2006) flhrt die begrenzte Sensitivitat
der Methode zur Unterschatzung der Sensitivitdten anderer Testverfahren, da infizierte Tiere
die mdglicherweise bereits serologisch positiv reagieren und kotnegativ getestet wurden
nicht in die Untersuchungen einbezogen werden. In den eigenen Untersuchungen wurde
jedoch gezeigt, dass die Sensitivitat der Kotkultivierung durch eine geeignete Methodik und
Testwiederholungen signifikant erhéht werden kann.

Far die Spezifitdt der kotkulturellen Untersuchung mit anschlieBender Speziesbestatigung
mittels IS900-PCR wird ein Wert von 100 % angenommen (Chiodini et al. 1984, Sockett et
al. 1992a, Whitlock et al. 2000, Berghaus et al. 2006b), dies wurde jedoch in den
vergangenen Jahren verstarkt in Frage gestellt, da angenommen wurde, dass eine passive
Erregerausscheidung durch nicht-infizierte Tiere mdglich ist (Sweeney et al. 1992a,
Whittington und Sergeant 2001, Begg et al. 2005). Damit wirden falsch positive Kotbefunde
bei nicht-infizierten Tieren ermittelt werden. Es wurde vermutet, dass der Erreger oral aus
der Umwelt aufgenommen und wieder passiv ausgeschieden wird, ohne sich dabei in der
Darmwand anzusiedeln. In Infektionsversuchen wurde das sogenannte ,Passagieren” des
Erregers ausschlieBlich experimentell bei Jungtieren erzeugt (Sweeney et al. 1992a,
McDonald et al. 1999, Begg et al. 2005). In experimentellen Studien, in denen eine passive
Erregerausscheidung ermittelt wurde, war die eingesetzte Erregerdosis stets sehr hoch, so
wurden haufig Infektionsdosen zwischen 5x 10°KBE und 3 x 10’ KBE in Challengever-
suchen zur Infektion von Jungtieren verwendet (Hines Il. et al. 2007). Bisher wurde jedoch in
keiner Studie untersucht, welche Erregermengen aus der Umwelt aufgenommen werden
mussen, um bei adulten Tieren eine passive Erregerausscheidung hervor zu rufen. Aus
diesem Grund wurden nachfolgend theoretische Uberlegungen zu méglichen Wegen der
Erregeraufnahme und zur passiven Ausscheidung bei nicht-infizierten Tieren diskutiert.

Nach den Angaben von Crossley et al. (2005) sind in 2 g Kot eines starken Map-Ausschei-
ders mindestens 50 KBE enthalten. Bei der 10fachen Ausscheidungsintensitat (500 KBE/2 g
Kot) wirden bei einer hypothetischen Tageskotmenge von 30 kg von einem stark ausschei-
denden Tier insgesamt 7,5 x 10° KBE freigesetzt werden. Dies entspricht etwa den Erreger-
dosen, die in Infektionsversuchen von Jungtieren, mit dem Nachweis passiver Ausscheid-
ung, eingesetzt werden. Mdglicherweise erfolgt tatsachlich haufiger die Aufnahme geringer
Erregermengen von nicht-infizierten Tieren aus der Umwelt, z. B. Uber kontaminiertes
Trankewasser, jedoch erscheint die Aufnahme von sehr hohen Erregerdosen, die normaler-
weise mit der gesamten Tageskotmenge eines infizierten Tieres ausgeschieden werden,
nicht méglich. Gegen die Aufnahme hoher Erregermengen spricht weiterhin, dass nach der
Kotausscheidung in der Umwelt sofort eine Erregerverdinnung erfolgt. Darlber hinaus
wilrde nach der oralen Aufnahme sofort eine Verteilung der Bakterien im gut durchmischten
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Vormageninhalt stattfinden und eine Verdiinnung der Keimkonzentrationen im Gastrointesti-
naltrakt der Tiere eintreten. Rinder fressen zudem selektiver als lange Zeit vermutet und
wurden somit keine groBen Mengen kotverunreinigten Futters oder Wassers aufnehmen
(Sulzer 1989). Bei intensiven Haltungsbedingungen, wie in den untersuchten Besténden,
erfolgt kein Weidegang der adulten Tiere, so dass auch eine Aufnahme von kontaminiertem
Weidegras nicht erfolgen konnte. Die Tiere der Bestdnde A und B nahmen siliertes Futter
Uber saubere und erhéhte Futtertische auf, die frei von Kotverschmutzungen waren. Auch
die Tranken wurden t&glich gereinigt und die tagliche Entmistung senkte ebenfalls die
Erregerdichte in den Liegeboxen und Laufgédngen. Eine Anreicherung des Erregers in der
Umwelt, so vor allem in den Bereichen, in denen die Tiere haufig koten, z. B. in den
Laufgangen oder Vorwartehéfen, findet méglicherweise dennoch statt, der orale Kontakt mit
diesen Flachen ist jedoch gering.

Es ist denkbar, dass lebende Erreger mit der Gullediingung auf Felder aufgebracht werden
und aufgrund ihrer hohen Tenazitat lange Zeit, moglicherweise sogar auf Pflanzen, Uber-
leben. Es konnte jedoch bewiesen werden, dass Map wéahrend des Silierprozesses maximal
14 Tage lebensfahig bleibt. In der Regel dauert der Silierprozess von Maissilage, die
Uberwiegend in der Milchrinderfltterung eingesetzt wird, mindestens 6 Wochen an. Es ist
daher héchstunwahrscheinlich, dass lebende Paratuberkuloseerreger mit vollstéandig silier-
tem Futter und in nachweisbaren Mengen aufgenommen werden.

Das ,Passagieren” des Bakteriums muUsste auch sehr regelmaBig erfolgen, damit Gberhaupt
bei einer 1-2x jahrlich durchgefihrten Kotuntersuchung eine realistische Chance eines Map-
Nachweises besteht. Damit erscheint das Vorhandensein nachweisbarer Keimzahlen in
Kotproben zwischen 1 und 3 g, die von nicht-infizierten Tieren entnommen wurden, hdchst-
unwahrscheinlich. Die Kotkultivierung ist daher trotz ihrer limitierten Sensitivitat, aufgrund der
sehr guten Spezifitdt, als in vivo Referenzmethode fir die Bewertung der serologischen
Testmethoden geeignet.
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5.7 Serologische Untersuchungen in den Bestdanden A, B und C

Die Vorteile der serologischen Nachweisverfahren, wie die geringeren Kosten gegentber der
Kotkultur, die leichte Anwendung und die kurze Dauer bis zum Erhalt von Untersuchungs-
ergebnissen, waren Motivation fir die Entwicklung diverser kommerziell erhéltlicher Para-
tuberkulose-ELISA-Testsysteme zum Nachweis von Map-Antikérpern in Blut- und Milchse-
rum. Zu den pathogenetischen Vorgangen, die zur Map-Antikdrperbildung flhren gibt es
derzeit noch keine gesicherten Angaben. Auch ein eindeutiger Zusammenhang bzw. eine
Korrelation zwischen der Kotausscheidung und dem Eintreten der Antikérperbildung konnte
bislang nicht nachgewiesen werden.

Im Rahmen von Wiederholungsuntersuchungen an identischen, sicher infizierten Tieren
wurde beobachtet, dass der Verlauf der Antikérperreaktionen sehr verschieden sein kann
und nicht zwingend Map-Antikdrper gegen die in den Testverfahren eingesetzten Antigene
gebildet wurden. Nach den vorliegenden Ergebnissen scheint die Antikdrperbildung im
Verlauf der Erkrankung individuell verschieden und vermehrt in fortgeschrittenen Erkrank-
ungsstadien zu erfolgen, dies stellt die Aussagekraft serologischer Untersuchungsmethoden
vor allem zur frihzeitigen |dentifikation infizierter Tiere in Frage.

5.7.1 Sensitivitdten der untersuchten ELISA-Testverfahren

Die Berechnung der Sensitivitdten zweier ELISA-Tests erfolgte anhand der Untersuchungs-
befunde von 319 kotpositiven Tieren, die als sicher infiziert angesehen wurden. Die
berechneten Sensitivitaten waren, mit Werten unterhalb von 20 %, sehr gering. Die in
anderen Studien zuvor berechneten Sensitivitdten unterschiedlicher Paratuberkulose-ELISA-
Testverfahren variieren sehr stark. Ein direkter Vergleich der eigenen Untersuchungs-
ergebnisse mit den Ergebnissen weiterer Studien ist nicht mdglich, da sich die Stichproben-
zahlen, die Goldstandardverfahren, die Umweltbedingungen, die Paratuberkulosepravalenz-
en sowie die Antigenpraparationen der ELISA-Testsysteme stark unterschieden. Es ist dabei
vor allem ungeklart, wie immunogen die jeweils verwendeten Antigene intra vitam tatsachlich
wirken.

LAM, das Antigen des Svanovir-ELISA, wird als hochimmunogen eingestuft (Sibley et al.
1988). Mdglicherweise ist LAM als Zellwandbestandteil der Mykobakterien fiir die Stimulation
der Antikdrperbildung auch leichter verfligbar als die protoplasmatischen Antigene, die
intrazellular im Bakterium liegen. Daflr sprechen die geringen Sensitivitdten des Pourquier-
ELISA, bei welchem ein protoplasmatisches Map-Antigen eingesetzt wird.

Weiterhin wurde ein direkter Zusammenhang zwischen dem Erkrankungsstadium und der
Auspragung der Antikérperbildung belegt und bei klinisch erkrankten Tieren war haufig eine
deutliche Antikérperbildung nachweisbar (Milner et al. 1990, Sockett et al. 1992b, Sweeney
et al. 1995, van Maanen et al. 1999, Dargatz et al. 2001). In Validierungsstudien der Test-
hersteller werden zumeist Proben klinisch erkrankter Tiere aus hochpravalenten Herden
einbezogen, daraus ergeben sich haufig sehr gute Sensitivitdten der serologischen Testver-
fahren. Hingegen dazu wurden in den eigenen Untersuchungen 2 Paratuberkulose-ELISA-
Verfahren in subklinisch infizierten Herden angewendet. Bei subklinisch infizierten Tieren, die
Map bereits mit dem Kot ausscheiden, ist hdufig keine Antikérperantwort im Blut- und
Milchserum detektierbar (Collins et al. 1991, Bech-Nielsen et al. 1992). Zusatzlich waren in
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den eigenen Untersuchungen tierspezifische Einflisse auf die Sensitivitaten der ELISA-Tests
nachweisbar.

Einfluss der untersuchten Population

Bei einer nach Bestéanden getrennten Berechnung der Nachweisraten, war die Sensitivitat
aller ELISA-Tests im Bestand A stets hdher als im Bestand B, fir den Pourquier-Milch-
ELISA wurde eine signifikant héhere Sensitivitdt fir den Bestand A berechnet. Die
Ergebnisse lassen sich wie folgt erklaren: das Erkrankungsgeschehen im Bestand A war
weiter fortgeschritten. Gegenliber dem Bestand B befand sich stets eine gréBere Anzahl an
Ausscheidern in der Herde A, darunter vor allem starke Ausscheider in fortgeschrittenen
Erkrankungsstadien mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit eines seropositiven Befundes.
Daneben wurden im Bestand A weniger ManagementmaBnahmen umgesetzt. In voran-
gegangenen Studien wurde ebenso gezeigt, dass die Sensitivitidten eines Testverfahrens
von den untersuchten Populationen beeinflusst werden und den Vergleich serologischer
Untersuchungsergebnisse zwischen einzelnen Bestanden limitieren (Sweeney et al. 2006).
In den eigenen Untersuchungen konnte somit auch bestatigt werden, dass die schnelle
Entfernung starker Ausscheider aus infizierten Herden einen groBen Einfluss auf die Test-
sensitivitdten hat und so die Nachweisraten bei Folgeuntersuchungen gesenkt werden
kénnen (Whitlock et al. 2000, Sweeney et al. 2006).

Einfluss der aktuellen Intensitdt der Map-Kotausscheidung

Eine signifikant héhere Sensitivitat aller ELISA-Testverfahren war bei aktuell starker Map-
Ausscheidung infizierter Tiere nachweisbar. Nach den Angaben von Nielsen et al. (2002) ist
die Antikdrperproduktion bei kotpositiven Tieren generell gegeniber kotnegativen Tieren
deutlich erhéht. In den eigenen Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dass eine
signifikante Abstufung der H&aufigkeiten positiver Nachweise zwischen schwach und stark
ausscheidenden Tieren besteht. Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten anderer
Studien, mit signifikanten Unterschieden der Testsensitivitidten bei schwachen und starken
Ausscheidern, tberein (Whitlock et al. 2000, Dargatz et al. 2001, van Schaik et al. 20083,
Sweeney et al. 2006, van Weering et al. 2007).

Uber die Ursachen der verstérkten Antikérperbildung bei erhéhter Map-Ausscheidung gibt es
keine gesicherten Angaben und es kann nur dartber spekuliert werden. Die Theorie von
Coussens (2001), dass bei starkem Zerfall von Makrophagen in fortgeschrittenen Erkrank-
ungsstadien auch mehr mykobakterielle Antigene freigesetzt werden und ein vermehrter
Kontakt mit T- und B-Zellen stattfindet, worauf eine verstarkte Antikérperbildung erfolgt, ist
eine mogliche Erklarung. Fir diese Hypothese sprechen vor allem die Ergebnisse der
serologischen Untersuchungen mit dem Pourquier-Milch-ELISA, denn die Befunde fir
stark, schwach und aktuell nicht ausscheidende Tiere unterschieden sich jeweils signifikant.
Der Nachweis von Antikérpern mittels eines protoplasmatischen Antigens schien mit dem
Ausscheidungsstatus der Tiere zu korrelieren.
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Einfluss des Alters

Eine signifikante Zunahme positiver Befunde wurde bei beiden ELISA-Testverfahren mit
steigendem Lebensalter nachgewiesen, die hdchsten Testsensitivitidten wurden bei 4 bis 6
Jahre alten Tieren ermittelt. Das Alter erwies sich als starkster Einflussfaktor auf die
Ausbildung eines fraglichen oder positiven serologischen Svanovir-Befundes bei infizierten
Tieren. Die Ursache daflr ist mit hoher Wahrscheinlichkeit das fortgeschrittene Stadium der
Erkrankung in einem hdéheren Lebensalter. Eine Altersabhangigkeit der serologischen
Befunde war auch in anderen Studien nachweisbar, in denen in Ubereinstimmung mit den
eigenen Untersuchungsergebnissen haufiger positive ELISA-Befunde bei alteren, infizierten
Tieren detektiert wurden (van Schaik et al. 2003, Nielsen und Toft 2006).

Hingegen der eigenen Ergebnisse war in einer Untersuchung die Wahrscheinlichkeit eines
milchserologisch positiven Befundes im Alter zwischen 2,5 und 4,5 Jahren am héchsten und
es wurde empfohlen, Tiere < 4 Jahre monatlich milchserologisch zu untersuchen, die Nach-
weisrate wurde somit um 19 % erhdht (Nielsen und Ersbgll 2006). Gleichzeitig wurde in
dieser Studie ermittelt, dass auch die héchste Wahrscheinlichkeit der Map-Ausscheidung
dber den Kot im Alter zwischen 2,5 und 5,5 Jahren bestand. Damit ist die Wiederholung
serologischer Untersuchungen bei jungen Tieren in Frage gestellt, denn die Kosten fir die
Ermittlung von Reagenten steigen und entsprechen letztlich den Kosten fir die spezifischere
koprologische Untersuchung. Zudem wurden ebenfalls ab einem Alter von 2,5 Jahren mit
hoher Wahrscheinlichkeit infizierte Tiere bei der Untersuchung des Kotes identifiziert.

Bei infizierten Tieren, die das 6. Lebensjahr lberschritten, waren die ELISA-Testsensitivi-
taten gegendber den 5 bis 6 Jahre alten Tiere vermindert. Dies ist vermutlich, auf das
Ausmerzen alterer, starker ausscheidender Tiere, mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit
eines serologisch positiven Befundes, zurlick zu flihren. Dass es sich bei den > 6 Jahre alten
Rindern um Tiere in weit fortgeschritten, klinischen Erkrankungsstadien handelte und wie
zuvor beschrieben infolgedessen ein Abfall der IgG-Serumtiter auftrat, konnte mit Sicherheit
ausgeschlossen werden (Coussens 2001).

Einfluss der Laktationsphase

Ein Einfluss der Laktationsphase auf die blutserologischen Befunde wurde ausgeschlossen,
jedoch war in der 3. Laktationsphase (211. bis 315. Laktationstag) bei der Untersuchung mit
dem Svanovir-Milch-ELISA eine signifikante Zunahme positiver Befunde zu verzeichnen.
Die milchserologischen Befunde des Pourquier-ELISA unterschieden sich zwischen den
Laktationsphasen nicht signifikant, allerdings wurde ebenso in der 3. Laktationsphase die
héchste Nachweisrate ermittelt. In den eigenen Untersuchungen wurde die Spanne der
Laktationsphasen (~100 Tage/Phase) weit gefasst, um jeweils eine ausreichend groBe
Stichprobenzahl fir die Berechnungen zu erhalten. Eine mégliche Erklarung flr das gehaufte
Auftreten positiver Befunde bei infizierten Tieren im letzten Laktationsdrittel ist die
physiologische Abnahme der Milchleistung in diesem Laktationsstadium, wodurch eine
Konzentrierung der Map-Antikérper in der Milch verursacht wird (Caffin et al. 1983).
Andererseits wurde fir beide Bestdnde in der 3. Laktationsphase die starkste Map-
Ausscheidung Uber den Kot ermittelt. Zuvor wurde bereits gezeigt, dass bei einer verstarkten
Map-Ausscheidung mit doppelt positiven Kotbefunden die Antikérpernachweisraten bei allen
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Testverfahren signifikant héher waren, daher kénnte der vermehrte Antikérpernachweis in
der 3. Laktationsphase auch in Folge einer verstarkten Kotausscheidung auftreten.

In zwei milchserologischen Untersuchungen nahm in Ubereinstimmung mit den eigenen
Ergebnissen die Haufigkeit positiver ELISA-Befunde bei kotpositiven Tieren zu, wenn diese
in fortgeschrittenen Laktationsstadien untersucht wurden (Berghaus et al. 2006a, van Schaik
et al. 2003). Hingegen der eigenen Ergebnisse wurden in anderen Studien erhéhte Map-
Antikérperkonzentrationen nicht nur gegen Ende, sondern auch zu Beginn der Laktation
nachgewiesen (Nielsen et al. 2002, Lombard et al. 2006a). Die bisherigen Untersuchungen
sprechen daflr, eine milchserologische Untersuchung vorzugsweise gegen Ende der
Laktation, z. B. beim Trockenstellen der Tiere durchzuflhren (Berghaus et al. 2006a).

Einfluss der Tagesmilchleistung

In wenigen Studien zum Zusammenhang der Milchleistung und der Paratuberkulosediag-
nostik wurden bisher Tagesmilchleistungen betrachtet. In der Mehrzahl der Studien wurden
die Zusammenhange zwischen serologischen Befunden und der Gesamtlaktationsleistung
analysiert (Mc Nab et al. 1991, Nordlund et al. 1996).

Es konnte gezeigt werden, dass die Haufigkeiten seropositiver Befunde bei infizierten Tieren
mit Tagesmilchleistungen zwischen 5 und 35 kg erhéht waren, und dass eine signifikante
Reduktion positiver Milch-ELISA-Befunde bei héheren Tagesmilchleistungen erfolgte. Dieses
Ergebnis entspricht der Beobachtung, dass die Wahrscheinlichkeit eines positiven Milch-
ELISA-Befundes bei Tieren mit einer Uberdurchschnittlichen Milchleistung abnimmt (Lom-
bard et al. 2006a). Mdglicherweise befinden sich Tiere mit héheren Tagesmilchleistungen im
Anfangsstadium der Erkrankung, sie sind leistungsfahiger und die humoralen Abwehrmecha-
nismen wurden noch nicht so stark aktiviert wie bei Tieren in fortgeschrittenen Infektions-
stadien. Diese Annahme wird von der Tatsache unterstitzt, dass die Map-Ausscheidung bei
infizierten Tieren mit hohen Milchleistungen vermindert war. Andererseits ist es auch
denkbar, dass infolge der héheren Milchleistung eine ,Verdinnung® erfolgte und Antikdrper
aufgrund der geringen Konzentration nicht mehr nachweisbar waren.

Eine mdgliche Erklarung fir die héhere Nachweisrate bei geringen Tagesmilchleistungen ist
die Konzentration von Antikérpern bei einer reduzierten Milchbildung. Eine verminderte
Milchleistung wurde bei Tieren in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien ermittelt (Benedictus
et al. 1987, Wilson et al. 1993, Nordlund et al. 1996, Losinger 2005, Beaudeau et al. 2007),
so dass es sich bei den serologischen Reagenten mit verminderten Milchleistungen
vermutlich um Tiere in fortgeschrittenen Infektionsstadien handelt. In Verdachtsfallen, z. B.
bei einer reduzierten Milchleistung eines abmagernden Tieres, das keine weiteren
Erkrankungen aufweist, kdnnte die milchserologische Untersuchung somit schnell, erste
Hinweise auf das Vorliegen einer Paratuberkuloseinfektion geben.

5.7.2 Spezifitaten der untersuchten ELISA-Testverfahren

ELISA-Spezifitdtsberechnungen werden haufig anhand der Ergebnisse mehrfach kotnegativ
getesteter Tiere aus infizierten Bestéanden durchgefihrt (Whitlock et al. 2000), bei diesem
Vorgehen werden jedoch mdglicherweise unentdeckte, infizierte Tiere in die Berechnungen
einbezogen. Die Testergebnisse, die fir Spezifititskalkulationen verwendet werden, sollten

-139 -



Diskussion

von Tieren aus mehrfach untersuchten, ,Paratuberkulose unverdachtigen“ Herden stammen
(Collins und Sockett 1993, Sockett et al. 1992a). Weiterhin sollten in validen Studien mehr
als 400 Tiere aus verschiedenen Herden untersucht werden (Collins 2006), da aus anderen
Studien bekannt ist, dass herden- und gebietsspezifische Variationen der ELISA-Spezifitaten
auftreten (Osterstock et al. 2007).

Die Spezifitaten der ELISA-Verfahren wurden in der vorliegenden Arbeit anhand der Befunde
aus einem unverdachtigen Bestand (C) berechnet, daher wurden herdenspezifische Varia-
tionen der Testspezifitidten nicht beachtet, jedoch wurde eine hohe Stichprobenzahl, 2.416
Blut- und 1.661 Milchproben von 807 Einzeltieren, in die Berechnungen einbezogen. Fir den
Pourquier-ELISA wurden hohe Spezifitdten ermittelt, diese waren signifikant héher als die
begrenzten Spezifititen des Svanovir-ELISA.

Die Vorabsorption mit einem M. phlei-Extrakt bei der Anwendung des Pourquier-ELISA
erwies sich, wie auch zuvor berichtet wurde, als effektiv zur Eliminierung unspezifischer
Antikdrper (Kohler et al. 2008). Fiur 0,7 % der Blutproben und 0,6 % der Milchproben des
Bestandes C wurden dennoch falsch positive Untersuchungsbefunde mit dem Pourquier-
ELISA ermittelt. Da der Hersteller keine weiteren Angaben zur Struktur der protoplasma-
tischen Antigene des Tests macht, kann auch nicht geklart werden, ob es sich mdéglicher-
weise um Kreuzreaktionen handelte, die eventuell durch atypische Mykobakterien verursacht
wurden, oder ob andere unspezifische Bindungen die falsch positiven Reaktionen bedingten.

Die groBe Anzahl der falsch positiven Reaktionen bei der Anwendung des Svanovir-ELISA,
mit dem Antigen LAM, wurde mit hoher Wahrscheinlichkeit durch kreuzreagierende Anti-
kérper verursacht. Die kreuzreagierenden Antikdrper wurden dabei vermutlich aufgrund
eines Kontaktes mit atypischen Mykobakterien gebildet, welche ebenfalls das Antigen LAM
in ihrer Zellwand aufweisen. Das Vorhandensein atypischer Mykobakterien im Bestand C
konnte durch die mehrfache Isolation, z. B. von M. avium subsp. avium und M. terrae nach-
gewiesen werden. Das entspricht den Ergebnissen anderer Studien, in denen ebenso das
regelmaBige Vorkommen atypischer Mykobakterien in Rinderbestanden beschrieben und
eine 9,4fach héhere Wahrscheinlichkeit fir den Nachweis in serologisch positiven Herden
ermittelt wurde (Norby et al. 2007, Roussel et al. 2007). Auch die Ergebnisse einer Vakzinier-
ungsstudie unterstlitzen die eigenen Annahmen, dabei wurden Paratuberkulose freie Kalber
mit Suspensionen atypischer Mykobakterien geimpft und mit zwei Paratuberkulose-ELISA-
Testverfahren untersucht (Osterstock et al. 2007). In dieser Studie unterschied sich wie in
den eigenen Untersuchungen die Anzahl der falsch positiven Reaktionen zwischen den zwei
betrachteten ELISA-Verfahren. Bei einem Test wurden lediglich bei 2 von 15 Kalbern falsch
positive ELISA-Befunde ermittelt, wahrend bei der Anwendung eines anderen ELISA-
Testsystems 9 von 15 Kélbern nach der intradermalen Injektion von M. avium-, M. intra-
cellulare-, M. scrofulaceum- oder M. terrae-Suspensionen seropositiv reagierten. Ahnliche
Ergebnisse waren bei der oralen Verabreichung atypischer Mykobakterien an Kélber zu
ermitteln, dabei waren nicht nur falsch positive serologische Reaktionen, sondern auch
falsch positive Reaktionen bei der Applikation von bovinem PPD feststellbar (Jargensen
1981).

Die eigenen Spezifitdtserhebungen stellen besonders die Verwendung des nicht Map-
spezifischen Zellwandantigens LAM in Paratuberkulose-ELISA-Testsystemen in Frage. In
der Zusammenfassung der serologischen Untersuchungsbefunde fiel auf, dass sich die
prozentualen Anteile der positiven Svanovir- Blut- und Milch-ELISA-Befunde (~10 % und
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~6 %) zwischen dem Paratuberkulosebestand B und dem unverdéchtigen Bestand C nicht
unterschieden. Eine alleinige Anwendung des Svanovir-ELISA hatte aufgrund des hohen
Anteils falsch positiver ELISA-Reaktionen zu einer Fehleinschatzung des Bestandes C ge-
fOhrt.

In den vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Spezifitdtsunterschiede der ELISA-
Tests methodische Ursachen haben, so war nachweisbar, dass die ELISA-Spezifitat bei der
Durchflihrung einer Vorabsorption und der Verwendung eines protoplasmatischen Antigens
signifikant hdher war. Zusatzlich wurden tierspezifische Einflisse auf die Spezifitdten der
ELISA-Tests untersucht. Dabei wurde das Alter, die Laktationsphase und die Tages-
milchleistung als Einflussfaktor identifiziert.

Einfluss des Alters

Ein Spezifitatsabfall des Svanovir-Blut- und Svanovir-Milch-ELISA mit jedem Lebensjahr
der Tiere bis auf 63,8 % bei Gber 6 Jahre alten Tieren konnte festgestellt werden. In anderen
Studien wurden stets die Veréanderungen der Sensitivitdten mit dem Lebensalter nachge-
wiesen und so weit bekannt wurde nie zuvor der Einfluss des Alters auf die ELISA-Testspezi-
fitdten untersucht (Berghaus et al. 2006a, Nielsen und Toft 2006).

Nach den eigenen Ergebnissen, scheint der Anteil der unspezifischen LAM-Antikdrper im
Blut- und Milchserum mit zunehmendem Alter der Tiere zu steigen. Wahrenddessen
Antikérper gegen das spezifischere, protoplasmatische Antigen des Pourquier-ELISA nicht
vermehrt zu finden waren und somit auch keine Auswirkungen auf die Testspezifitaten
bestehen. Eine mogliche Erklarung ist, dass die Wahrscheinlichkeit eines Kontaktes mit
atypischen Mykobakterien mit zunehmendem Lebensalter steigt.

Einfluss der Laktationsphase und der Tagesmilchleistung

Weiterhin waren die Spezifititen des Svanovir-Milch-ELISA in der 3. und 4. Laktations-
phase vermindert. Die Spezifititen des Pourquier-Milch-ELISA unterschieden sich
zwischen 1. und 4. Laktationsphase signifikant. Ein Einfluss der Laktationsphase auf die
Spezifitat der Blut-ELISA-Tests war hingegen dazu nicht feststellbar. Der Abfall der Test-
spezifitdten kénnte durch die sinkende Milchleistung der Tiere mit zunehmender Lakta-
tionslange und einer Konzentrierung unspezifischer Antikdrper in der Milch bedingt sein.
Daflr spricht auch der Anstieg der Spezifitdt des Svanovir-Milch-ELISA mit steigender
Tagesmilchleistung. Mit zunehmender Tagesmilchmenge ist das Auftreten eines ,Verdinn-
ungseffektes denkbar, vorhandene Antikdrper liegen bei einer héheren Milchmenge geringer
konzentriert in den Milchproben vor. Die Spezifitdt des Pourquier-Milch-ELISA wurde nicht
von der aktuellen Tagesmilchleistung beeinflusst.

In der Literatur wurden bisher keine ahnlichen Ergebnisse, die flir einen Spezifitdtsabfall der
milchserologischen Testverfahren in Abhangigkeit von der Laktationsphase und der Milch-
leistung der Tiere sprechen, verdffentlicht.
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5.7.3 Einfluss der Milchparameter auf die milchserologischen Untersuchungsbe-
funde

Der Zusammenhang der Milchparameter und der milchserologischen Befunde wurde
betrachtet, um methodische Einflisse auf die ELISA-Testverfahren, die vom Milchserum
ausgehen kénnten zu ermitteln. Die Milchparameter sollten stets im Zusammenhang mit der
aktuellen Laktationsnummer, dem Laktationsstadium sowie der Tagesmilchleistung betrach-
tet werden. Die Milchparameter unterliegen vielfachen Einflissen und beeinflussen sich
gegenseitig, so dass die Entstehung zufalliger Signifikanzen méglich war. In der Literatur
waren keine vergleichbaren Untersuchungen zu finden, so dass zu den Ursachen der
signifikanten Unterschiede lediglich Hypothesen aufgestellt werden konnten.

Einfluss des MilcheiweiBgehaltes

Bei beiden milchserologischen Testverfahren wurden haufiger positive und fragliche Befunde
bei hohen MilcheiweiBgehalten ermittelt. Ein signifikant hdhere Positivrate wurde bei
MilcheiweiBgehalten > 3,7 % fir den Svanovir-Milch-ELISA festgestellt.

Ob tatsachlich ein héherer Gehalt an spezifischen Antikérpern in der eiweiBreicheren Milch
vorhanden war, konnte nicht geklart werden. Gleichzeitig war eine reduzierte Spezifitat des
Svanovir-Milch-ELISA bei hohen MilcheiweiBgehalten nachweisbar. Die Reduktion der
Spezifitdt weist darauf hin, dass bei steigendem MilcheiweiBgehalt haufiger unspezifische
Bindungen stattfanden.

Der MilcheiweiBgehalt wird vom Energie- sowie vom Rohproteingehalt des Futters beein-
flusst und ist mit der Milchleistung korreliert, mit abnehmender Milchleistung nimmt der
MilcheiweiBgehalt zu (Lupping 1989). Mdglicherweise ist daher bei einem hohen Milch-
eiweiBgehalt, infolge einer reduzierten Milchmenge, auch die Konzentration spezifischer und
unspezifischer Antikdrper erhéht. Daneben kénnen unspezifische Bindungen der héher kon-
zentrierten Milchproteine nicht ausgeschlossen werden.

Einfluss des Milchlaktosegehalies

Der Laktosegehalt der Rohmilch wird fast ausschlieBlich durch pathogene Einflisse
verandert, so ist die Laktosesynthese bei Erkrankungen der Milchdriise gestért und der
Milchlaktosegehalt reduziert (Haasmann und Schulz 1994). Fir den Pourquier-Milch-ELISA
wurde bei Milchlaktosegehalten < 4,9 % eine signifikante Erhéhung der seropositiven Befun-
de ermittelt. Ein Einfluss auf die Testspezifitdten wurde nicht erfasst, so dass methodische
Einflisse der Milchlaktose auf die Milch-ELISA-Testergebnisse weitgehend ausgeschlossen
werden konnten.

Uber den Zusammenhang des Milchlaktosegehaltes und die Erhdhung positiver Milchbe-
funde kann somit derzeit nur spekuliert werden. Es ist méglich, dass infizierte Tiere in fortge-
schrittenen Infektionsstadien und mit messbaren Antikdrpertitern haufiger subklinische Euter-
erkrankungen aufweisen, welche mit erniedrigten Laktosegehalten einhergehen. Denkbar ist
auch, dass bei Tieren in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien mit humoraler Immunantwort,
aufgrund einer Malabsorption ein Energiedefizit entsteht und auch die Laktosesynthese im
Euter beeintrachtigt wird.
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Einfluss des Milchharnstoffgehaltes

Der Milchharnstoffgehalt ist ein Indikator fir das Nahrstoffverhaltnis des aufgenommenen
Futters (KirchgeBner 1997). Der Zusammenhang des Milchharnstoffgehaltes und der milch-
serologischen Befunde wurde fir 4 Harnstoffklassen analysiert. Methodische Einflisse des
Harnstoffs auf die serologischen Testverfahren konnten ausgeschlossen werden, da die
Testspezifitaten nicht beeinflusst wurden. Fir den Pourquier-Milch-ELISA wurden signifi-
kant erhdhte Positivraten bei infizierten Tieren mit erniedrigten Milchharnstoffgehalten
< 150 mg/I ermittelt. Eine mdgliche Erklarung dafir ist, dass infizierte, serologisch positive
Tiere in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien infolge einer Malabsorption einen Rohprotein-
mangel aufweisen, der auch reduzierte Milchharnstoffgehalte bedingt.

Einfluss des Milchzellgehaltes

Durch die vorherige Zentrifugation der Milch setzten sich die Milchzellen am Boden der
Zentrifugenréhrchen als Zellpellet ab und nur das gewonnene Milchserum wurde fur die
Untersuchung mit den Milch-ELISA-Tests verwendet. Ein unmittelbarer, methodischer
Einfluss der Milchzellen auf die ELISA-Testsysteme kann daher ausgeschlossen werden.
Dennoch wurde bei infizierten Tieren eine signifikante Zunahme der seropositiven Befunde
bei beiden ELISA-Testverfahren mit steigendem Milchzellgehalt ermittelt. Mc Nab et al.
(1991) konnten zuvor eine signifikante Zunahme des Milchzellzahlgehaltes bei blutsero-
logisch positiven Tieren belegen. Fir den Svanovir-ELISA wurde in den vorliegenden
Untersuchungen zudem eine Reduktion der Testspezifitdt ab Milchzellgehalten > 100.000
Zellen/ml festgestellt.

Die Anzahl somatischer Zellen pro ml Milch gibt Hinweise auf entziindliche Veranderungen
der Milchdrise, bereits ab 100.000 Zellen/ml Milch beginnt die normale zellulare Abwehr in
eine entziindliche Reaktion Uberzugehen (DVG 2002). Es konnte belegt werden, dass auch
die IgG1-Konzentration in infizierten Eutervierteln erhéht ist (Caffin et al. 1983). Somit ist bei
der Erhdhung der Zellzahl, infolge von Euterinfektionen, eine gleichzeitig erhéhte Konzen-
tration von Antikérpern in der Milch sehr wahrscheinlich, wodurch méglicherweise in den
eigenen Untersuchungen die die Testsensitivitaten und -spezifititen der serologischen
Verfahren beeinflusst wurden.

Ob eine Paratuberkuloseinfektion unmittelbar die Eutergesundheit beeinflusst bzw. eine
erhéhte Anfalligkeit gegenlber Euterinfektionen verursachen kann, wurde haufig diskutiert,
jedoch bislang nicht ausreichend und systematisch untersucht, auch zu den pathogene-
tischen Vorgangen gibt es bisher keine Hypothesen und Belege.

In den eigenen Untersuchungen konnte in Ubereinstimmung mit vorangegangen Unter-
suchungen lediglich gezeigt werden, dass bei Tieren mit einer erhéhten Milchzellzahl die
Wahrscheinlichkeit eines positiven serologischen Befundes steigt (Mc Nab et al. 1991, Tiwari
et al. 2002).
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5.7.4 Wiederholung serologischer Untersuchungen

Beeinflussung der Sensitivitdten der serologischen Testverfahren durch Testwiederholungen

Mit der Wiederholung serologischer Tests an identischen Tieren sollte die Frage beantwortet
werden, ob die Aussagekraft und die Sensitivitat der ELISA-Verfahren durch die Testwieder-
holungen im Abstand von jeweils etwa einem halben Jahr gesteigert wird. Fir alle ELISA-
Verfahren wurde eine Zunahme der Sensitivitat bei Testwiederholung ermittelt, die nur far
den Pourquier-Blut-ELISA nicht signifikant war. Die hdchste Sensitivitat bei Testwieder-
holungen wurde mit dem Svanovir-Blut-ELISA im Bestand A mit 30,1 % erreicht. Die im
Zeitraum von 1,5 Jahren ermittelte Sensitivitdt war dennoch gering, da von 93 Tieren, die in
diesem Zeitraum mittels Kotkultur als Ausscheider ermittelt wurden, nur 28 Tiere innerhalb
von 3 Untersuchungen mindestens einen seropositiven Befund aufwiesen. Bei der alleinigen
Anwendung des serologischen Tests wéare somit die Erkennung von 65 Map-Ausscheidern
nicht erfolgt. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in einer Studie mit 282 kotpositiven Tieren
ermittelt, dabei wiesen 13,5 % der Tiere einen positiven Befund bei einer einmaligen ELISA-
Untersuchung auf, wahrend bei einer 5maligen Untersuchung insgesamt lediglich 38,3 % der
kotpositiven Tiere serologisch positiv reagierten (Sweeney et al. 2006). Die eigenen Ergeb-
nisse stimmten mit den Beobachtungen in anderen Studien Uberein, in denen ebenfalls
gezeigt werden konnte, dass der Uberwiegende Teil infizierter und leicht ausscheidender
Tiere Uber einen langen Zeitraum seronegativ bleibt oder die Serumwerte variieren (Dargatz
et al. 2001, Barrington et al. 2003, Sweeney et al. 2006). Bei der taglichen, blutserologischen
Untersuchung von 3 subklinisch infizierten Tieren Uber einen langen Zeitraum, waren starke
Variationen der Serum-ELISA-Werte zu beobachten (Barrington et al. 2003). Auch in den
eigenen Untersuchungen wurden Schwankungen der Antikérperreaktionen bei Einzeltieren
festgestellt, bereits positiv getestete Tiere reagierten bei Folgeuntersuchungen haufig
negativ. Eine mégliche Erklarung dafir ist eine intermittierende Antikérperbildung (Coussens
2001) und die begrenzte Halbwertszeit der Immunglobuline im Blutserum. Es ist bekannt,
dass die IgG1-Halbwertszeit im Serum lediglich etwa 21 Tage betragt (Turner 1991). Somit
scheint es mdglich, dass auch nach einer Serokonversion zeitweise keine Antikérper gegen
Map-Antigene im Serum subklinisch infizierter Tiere vorhanden sind und deshalb Variationen
der Ergebnisse bei wiederholten ELISA-Untersuchungen identischer Tiere entstehen (van
Schaik et al. 2003, Nielsen et al. 2002). Es stellt sich damit auch die Frage, wie haufig
serologische Untersuchungen wiederholt werden missen, um die Aussagekraft der ELISA-
Verfahren zu erh6hen und um infizierte Tiere sicher zu identifizieren. Dies konnte in den
durchgefiihrten Untersuchungen nicht beantwortet werden, es war jedoch sicher feststellbar,
dass die 3fache serologische Untersuchung in halbjahrlichen Abstédnden die Map-Nachweis-
raten nur unzureichend erhdhte.

Beeinflussung der Spezifititen der serologischen Testverfahren durch Testwiederholungen

Die Spezifitdt des Svanovir-Blut- und Svanovir-Milch-ELISA wurde bei der mehrmaligen
Untersuchung identischer Tiere des unverdachtigen Bestandes C signifikant reduziert, fast
40 % der Tiere des negativen Bestandes wiesen innerhalb von 3 Svanovir-Blut-ELISA-
Untersuchungen falsch positive Reaktionen auf. Fir diese unspezifischen Reaktionen ist mit
hoher Wahrscheinlichkeit der Kontakt mit atypischen Mykobakterien verantwortlich, die die
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Bildung von Anti-LAM-Antikérpern verursachen kénnen (Jorgensen 1981, Osterstock et al.
2007). Im Verlauf der Zeit wird ein Kontakt mit atypischen Mykobakterien, die vermutlich
ubiquitédr im Bestand C vorkommen immer wahrscheinlicher. Auffallig war dabei, dass
weniger haufig Kreuzreaktionen im Milchserum gegeniber dem Blutserum auftraten. Dies
lasst einen selektiven Ubergang von Antikérpern aus dem Blut- in das Milchserum vermuten.
Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen entsprechen den Erhebungen in einer anderen
Studie, dabei wurde auch ein Abfall der Testspezifitat von 98,1 % auf 92,2 % nach Wieder-
holungsuntersuchungen bei der Anwendung eines kommerziell erhéltlichen Paratuberkulose-
ELISA-Tests ermittelt (Sweeney et al. 2006).

Die Spezifitit des Pourquier-Blut- und Pourquier-Milch-ELISA wurde durch Testwieder-
holungen lediglich geringfigig und nicht signifikant reduziert. Dies bestétigt die Annahme,
dass die protoplasmatischen Antigene des Pourquier-ELISA gegeniber dem LAM des
Svanovir-ELISA spezifischere Antigene darstellen. Daneben zeigt die unveranderte Spezi-
fitdt des Pourquier-ELISA bei Testwiederholungen, dass bei der M. phlei-Préaabsorption eine
effektive Bindung unspezifischer Antikérper erfolgt, die méglicherweise vermehrt im Verlauf
des Lebens der Tiere gebildet werden.

5.7.5 Ubereinstimmungen der Ergebnisse zweier ELISA-Testverfahren

Die Untersuchungsbefunde fir Pourquier- und Svanovir-ELISA stimmten fur Blut- und
Milchserum bei kotpositiven und kotnegativen, Paratuberkulose unverdachtigen Tieren
zwischen beiden Testverfahren nur unzureichend {berein. Auch in einer anderen Unter-
suchung, in der ebenfalls eine Kappastatistik genutzt wurde, um die Ubereinstimmungen der
Untersuchungsbefunde fiir drei Paratuberkulose-ELISA-Testverfahren zu charakterisieren,
waren nur geringe Ubereinstimmungen der Testergebnisse feststellbar (Mc Kenna et al.
2006a). Die geringen Ubereinstimmungen der Testergebnisse, sind vor allem auf die
Abweichungen der positiven Befunde der einzelnen Testsysteme zuriick zu fihren. Eine
Vielzahl verschiedener Antikdrper kann infolge einer Map-Infektion gebildet werden (Sugden
et al. 1997). Die Testsysteme mit diversen Antigenpraparationen detektieren unterschied-
liche Antikérperpopulationen und dennoch wurde durch ihren gleichzeitigen Einsatz die Map-
Nachweisrate in der vorliegenden Studie nicht ausreichend erhéht. Die Kombination ver-
schiedener ELISA-Testverfahren fihrte somit, wie in anderen Untersuchungen zuvor, nicht
zu einer vermehrten ldentifikation infizierter Tiere (Mc Kenna et al. 2006a).

In wenigen Studien wurde bisher ein identischer Test flr die Untersuchung von paarigen
Blut- und Milchproben, zum Vergleich der Untersuchungsbefunde, verwendet. Die blut- und
milchserologischen Befunde stimmten in den eigenen Untersuchungen mit dem Svanovir-
ELISA nur maBig Uberein. Dabei waren die Differenzen vor allem durch die hohen Anteile
fraglicher und positiver Blutbefunde bedingt, wobei die zugehdrigen Milchproben als negativ
beurteilt wurden.

Im Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen wurden in anderen Studien gute Uber-
einstimmungen der blut- und milchserologischen Svanovir-ELISA-Befunde beschrieben
(Winterhoff 2000, Geisbauer et al. 2007). Die guten Ubereinstimmungen sind jedoch als
kritisch zu bewerten, da diese allein mit der Berechnung der Korrelationskoeffizienten nach
Pearson und Spearman begriindet wurden. Die Berechnung dieser Koeffizienten ist jedoch
an bestimmte Bedingungen geknlipft, beide Variablen missen aus einer normalverteilten
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Grundgesamtheit stammen und in einer linearen Abhangigkeit zueinander stehen (Weil3
2008). Daneben wurden die Berechnungen mit den Ergebnissen der Verlaufsuntersuch-
ungen von lediglich 10 infizierten Tieren durchgefihrt (Winterhoff 2000). Hingegen dazu
wurden in den eigenen Untersuchungen insgesamt 895 paarige Blut- und Milchproben
untersucht. Alle Berechnungen wurden an definierten Gruppen: kotpositive Tiere aus zwei
Paratuberkulosebestanden und kotnegative Tiere aus einem Paratuberkulose unverdéach-
tigen Bestand vorgenommen. Wie die Differenzen der blut- und milchserologischen
Svanovir-Befunde bei den durchgeflhrten Untersuchungen entstanden bleibt ungeklart,
auffallig war jedoch, dass sowohl bei kotpositiven als auch bei kotnegativen Tieren mit
fraglichen und positiven Blutproben die zeitgleich entnommenen Milchproben einen
negativen Befund aufwiesen. Fir die Tiere aus der negativen Population kann daher
behauptet werden, dass haufiger Kreuzreaktionen bei der Untersuchung von Blutserum
auftraten. Diese Ergebnisse stimmen mit den Erhebungen einer anderen Studie Uberein (van
Weering et al. 2007), in der ebenfalls hdufiger unspezifische Reaktionen im Blutserum und
weniger in der Milch detektiert werden konnten. Eine mdégliche Erklarung dafir sind die
deutlichen Konzentrationsunterschiede der Hauptimmunglobuline IgG1 und IgG2 zwischen
Blut- und Milchserum, wéhrend die IgG1/2-Konzentration im Serum der Haussaugetiere
zwischen 6-27 mg/ml liegt, variiert die IgG1/2-Konzentration in der Milch zwischen 0,2-0,8
mg/ml (Gartler und Schweigert 2000). Immunglobuline gelangen durch passive Diffusion und
aktiven Transport aus dem Blut ins Euter oder werden von lokalen Immunzellen im Euter
synthetisiert (Ostensson und Lun 2008). Durch das Vorhandensein und die Bindung an
spezifische Rezeptoren auf der Oberflache der Alveolarzellen der Milchdriise findet ein
selektiver Transfer von IgG1 aus dem Blut durch das Alveolarepithel ins Alveolarlumen statt
(Ostensson und Lun 2008). Aufgrund der stets hdheren Antikdrperkonzentrationen im
Blutserum der Tiere sind damit unspezifische Bindungen bei der Testung von Blutserum
wahrscheinlicher. Dagegen spricht jedoch, dass die Blutserumproben gegeniber den
Milchserumproben zuvor 10fach starker mit Pufferlésungen verdiinnt wurden.

Gute Ubereinstimmungen der Befunde wurden wie bei van Weering et al. (2007) fiir die
Untersuchungsergebnisse von Blut- und Milchproben mit dem Pourquier-ELISA ermittelt.
Dabei fiel lediglich die etwas geringere Spezifitdt des Tests fir Milchserum auf. Dennoch
kénnte nach den vorliegenden Ergebnissen die Untersuchung von Blutserum mit dem
Pourquier-ELISA durch die Untersuchung von leichter zuganglichem Milchserum ersetzt
werden.

5.8 Empfehlungen zur Untersuchung und Bekampfung der Paratuberkulose in
mittleren bis groBen subklinisch infizierten Herden

Ein Ziel des Paratuberkulose Projektes in 3 Thiringer Milchviehherden war die Ermittlung
geeigneter diagnostischer Verfahren zur Bekampfung der Paratuberkulose in subklinisch
infizierten Bestanden. Die Untersuchungsergebnisse der Studie zeigen, dass die derzeit
verflgbaren direkten und indirekten intra vitam Nachweisverfahren eine begrenzte Aussage-
kraft aufweisen. Die Ergebnisse des Projektes belegen die Notwendigkeit, Gesamtbestédnde
zur Beurteilung des Infektionsgeschehens zu untersuchen, da mdglicherweise bereits ein
groBer Anteil infizierter Jungtiere Map mit dem Kot ausscheidet. Derzeit kann ausschlieBlich
die kulturelle Kotuntersuchung mit anschlieBender molekularbiologischer Speziesidentifi-
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zierung zur Diagnostik der Paratuberkulose empfohlen werden. Wahrend die Spezifitat der
Methode 100 % betragt, ist die Sensitivitdt der Kotkultur limitiert. In den durchgefiihrten
Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass die Sensitivitdt der Kotkultur durch Wieder-
holungsuntersuchungen signifikant erhéht werden kann. Die koprologische Untersuchung
aller Tiere einer Herde sollte in halbjahrlichen Abstanden erfolgen. Auch die kotkulturelle
Untersuchung von Jungtieren ist effektiv. Die Untersuchung von Altersgruppen ist nicht zu
empfehlen, da es ein wichtiges Ziel sein sollte, infizierte Tiere frihzeitig zu erkennen, um
diese moglichst vor einer weiteren Besamung aus dem Bestand zu entfernen. Das
methodische Vorgehen hat einen besonders groBen Einfluss auf den Erfolg der kotkultu-
rellen Anzichtung von Map. Die Kotproben sollten mdglichst sofort aufgearbeitet werden,
eine langere TiefkUhllagerung ist zu vermeiden. Daneben erhdéhen geeignete Dekontamina-
tionsmethoden und eine mdglichst hohe Kulturrdhrchenanzahl die Wahrscheinlichkeit eines
Map-Nachweises.

Die Sensitivitdten der untersuchten Paratuberkulose-ELISA-Testverfahren sind unzureich-
end. Auch die mehrfache Wiederholung serologischer Untersuchungen erhéht die Positivrate
nicht ausreichend, reduziert aber stark die Spezifitdt des Svanovir-ELISA. Aufgrund der
hohen Rate falsch positiver Ergebnisse kénnen der Svanovir-ELISA sowie andere LAM-
Paratuberkulose-ELISA-Tests zur Diagnostik der Paratuberkulose nicht empfohlen werden.
Der Pourquier-ELISA weiBt auch bei der Wiederholung serologischer Untersuchungen eine
gute Spezifitat auf. Die Sensitivitdt des Pourquier-ELISA ist jedoch bei der Untersuchung
subklinisch erkrankter Herden stark limitiert. Die Anwendung des Pourquier-ELISA als
Herden-Screening-Test ist dennoch, aufgrund seiner hohen Spezifitdt, méglich. Jedoch
kénnen dabei infolge der geringen Testsensitivitat falsch negative Ergebnisse und aufgrund
der nicht 100 %igen Testspezifitdt auch falsch positive Ergebnisse ermittelt werden. Die
sichere Klassifizierung eines Bestandes als ,Paratuberkulose negativ® ist bei der alleinigen
Anwendung serologischer Tests nicht moglich.

Neben einer effizienten Diagnostik ist die Umsetzung von Management- und HygienemaB-
nahmen, die in den Paratuberkuloseleitlinien beschrieben sind, essentiell fiir die Bekampfung
der Erkrankung in infizierten Herden. Dabei ist vor allem der Schutz von Jungtieren vor einer
Infektion ein wichtiger Schwerpunkt. Die Untersuchungsergebnisse des Bestandes B bele-
gen, dass nach den wirtschaftlichen Mdglichkeiten eines Bestandes, die schnellstmdgliche
Merzung erkannter Ausscheider eine wichtige MaBnahme zur Senkung des Infektionsdrucks
ist. lIdentifizierte Map-Ausscheider sollten nicht mehr in der Zucht eingesetzt und nach Még-
lichkeit separat aufgestallt werden. Nicht zuletzt ist die Aufklarung der Landwirte zu dieser
nicht offensichtlichen Infektionskrankheit, die jedoch langfristig den Gesundheitszustand und
die Leistung ihrer Herde beeinflusst, eine wichtige und grundsétzliche MaBnahme.
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6. ZUSAMMENFASSUNG
Ermittlung von Einflussfaktoren auf die intra vitam Diagnostik der Paratuberkulose

Die intra vitam Diagnostik der Paratuberkulose ist heute mit direkten und indirekten Nach-
weisverfahren madglich. Die kulturelle Anzlichtung des Krankheitserrergers Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis (Map) aus dem Kot infizierter Tiere mit anschlieBender
molekularbiologischer Speziesbestatigung wird derzeit als hochspezifische intra vitam
Goldstandardmethode bei der Validierung serologischer Paratuberkulose-Nachweisverfahren
angewendet.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Gegentberstellung und Bewertung der Befunde der
kulturellen Anzichtung von Map aus Rinderkot sowie der Untersuchungsergebnisse zweier
blut- und milchserologischer Paratuberkulose-Testverfahren aus 3 Thuringer Milchvieh-
betrieben. Methoden- als auch tierspezifische Faktoren, die mdglicherweise die Ergebnisse
der einzelnen Testverfahren beeinflussten, wurden untersucht.

Ein Einfluss der folgenden methodischen Faktoren auf die Kultivierung des Erregers aus
dem Kot wurde nachgewiesen: die Lagerung der Kotproben, die Hexadecylpyridiniumchlorid-
Einwirkzeit sowie die Anzahl eingesetzter Kulturréhrchen pro Kotprobe. Besonders die
Erhéhung der Anzahl der Kotkulturréhrchen ermdéglichte eine Steigerung der Sensitivitat der
kulturellen Anzichtung von Map aus Rinderkot. Wahrenddessen in einem Bestand
tierspezifische Einflisse auf den kulturellen Map-Nachweis nicht zu ermitteln waren, wurden
im Vergleichsbestand Einflisse des Alters sowie der Laktationsphase auf die Map-
Kotausscheidung und den Erfolg der Anzucht nachgewiesen. Die Map-Nachweisrate war
dabei ab einem Alter von 4 Jahren und in der 3. Laktationsphase signifikant h6her. Daneben
wurde der Erreger in diesem Bestand auch signifikant hdufiger bei Tieren mit reduzierter
Milchleistung detektiert. Durch die Wiederholung kotkultureller Untersuchungen konnte der
Anteil ermittelter Ausscheider in zwei Paratuberkulosebestanden signifikant gesteigert
werden, somit wurde auch die Sensitivitit der Methode mit jeder Wiederholungs-
untersuchung erhéht.

Die Sensitivitat zweier Paratuberkulose-Blut- und Milch-ELISA-Testverfahren (Svanovir- und
Pourquier-ELISA) zum Nachweis von Antikérpern erwies sich bei der Untersuchung
subklinisch infizierter Tiere als unzureichend. Ein Einfluss der untersuchten Tierpopulation,
der aktuellen Starke der Map-Kotausscheidung sowie des Alters auf die Sensitivitaten der
blut- und milchserologischen Tests war nachweisbar. Eine stetige Zunahme seropositiver
Befunde wurde bei infizierten Tieren mit steigendem Alter beobachtet. Der Anteil positiver
Befunde war bei aktuell starker Map-Ausscheidung signifikant héher. Fir den Svanovir- und
Pourquier-Blut-/Milch-ELISA waren die Testsensitivitaten bei infizierten Tieren mit Milchleist-
ungen zwischen 5 und 35 kg am Untersuchungstag am hochsten. Daneben war die
Sensitivitdt des Svanovir-Milch-ELISA in der 3. Laktationsphase signifikant erhéht.

Die Testspezifitdt wurde anhand der Untersuchungsergebnisse aus einem Paratuberkulose
unverdachtigen Bestand berechnet. Fir den Pourquier-ELISA wurden gute Spezifitéaten, die
nicht durch tiereigene Faktoren beeinflusst wurden, ermittelt. Die Testspezifititen des
Svanovir-ELISA erwiesen sich als unzureichend und wurden mit zunehmendem Lebensalter
der Tiere weiter signifikant reduziert. Die Spezifititen des Svanovir-Milch-ELISA waren bei
Tagesmilchmengen unter 25 kg und in der 3. und 4. Laktationsphase vermindert.
Methodische Einflisse der Milchinhaltsstoffe auf die milchserologischen Untersuchungs-
verfahren konnten nicht sicher ausgeschlossen werden, mit hoher Wahrscheinlichkeit sind
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die ermittelten Signifikanzen jedoch sekundéar bedingt und auf verédnderte Milchmengen und
Laktationsstadien zuriick zu fihren.

Bei der Wiederholung serologischer Untersuchungen erhéhten sich die Sensitivitaten beider
ELISA-Testverfahren nur unzureichend, die Spezifitit des Svanovir-ELISA wurde jedoch
signifikant reduziert. Auch die Ubereineinstimmungen der Befunde beider ELISA-Testver-
fahren erwiesen sich als gering. Nur fir den Pourquier-ELISA wurden bei der Untersuchung
von zeitgleich entnommenem Blut- und Milchserum identischer Tiere gute Uberein-
stimmungen ermittelt.

Aus den Ergebnissen der durchgefiihrten Studie kann geschlussfolgert werden, dass zur
intra vitam Einzeltierdiagnostik der Paratuberkulose derzeit ausschlieBlich die Kultivierung
von Map aus Kot, unter standardisierten Bedingungen, empfohlen werden kann. Der
Nachweis des Erregers im Kot infizierter Tiere wird dabei besonders durch methoden- und
bestandsspezifische Faktoren beeinflusst, optimale Probenentnahmezeitpunkte wurden nicht
ermittelt. Auch die Untersuchung junger Tiere erbrachte in den vorliegenden Untersuch-
ungen hohe Nachweisraten und ist deshalb ebenso wie die haufige Wiederholung der
koprologischen Untersuchungen zu empfehlen. Als wichtigste tierspezifische Einflussfak-
toren auf die serologischen Testverfahren sind die aktuelle Starke der Map-Kotausscheidung
und das Alter der Tiere hervor zu heben. Die Anwendung des Svanovir-ELISA ist aufgrund
unzureichender Testspezifitdten zur Paratuberkulosediagnostik nicht empfehlenswert. Die
geringen Sensitivitdten des Pourquier-ELISA limitieren die Aussagekraft des Testverfahrens
sehr stark, jedoch kann der Test aufgrund seiner guten Spezifitat fir Screening-Untersuch-
ungen in groBen Herden angewendet werden. Dabei ist die Untersuchung von Milchproben
gleichwertig gegeniber blutserologischen Untersuchungen.
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7. SUMMARY
Detection of factors influencing the intra vitam diagnosis of paratuberculosis

The diagnosis of paratuberculosis is possible via direct and indirect verification procedures.
Today cultivation of faeces for the detection of the causative agent Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis (Map) and its molecular confirmation is the most recommended,
highly specific intra vitam goldstandard method for the validation of serological paratuber-
culosis tests.

In the present thesis results of faecal cultivation and diagnostic findings of two blood and milk
ELISA tests were compared and evaluated. Faeces, blood and milk samples were collected
in 3 Thuringian dairy farms. Methodical effects and influences emanated from the animals
that potentially affected the diagnostic techniques were analyzed.

An impact of the following methodical factors on the faecal cultivation of Map was observed:
storage of faecal samples, length of Hexadecylpyridiniumchlorid decontamination and
number of culture slants used per faecal sample. Especially a higher number of culture slants
increased the sensitivity of Map-cultivation. In one of the examined paratuberculosis herds
influences on faecal culture results caused by the tested animals were not detectable, while
impacts of the age and lactation stage on the cultivation of Map were determined in the other
herd. Verification of Map in infected animals was significantly higher in animals older than 4
years and during the 3rd lactation stage. Additionally, shedding of Map was detected more
frequently in animals with reduced milk yields (<25 kg). The repetition of faecal culture
raised the number of detected shedders and the sensitivity of the method significantly.

The sensitivity of two blood and milk ELISA tests (Svanovir- and Pourquier-ELISA) proved to
be insufficient in subclinically infected animals. The examined cattle population, the intensity
of faecal shedding as well as the age of the animals influenced sensitivities of both
serological tests. A continuing raise of seropositive test results was noticed with increasing
age of infected animals. The proportion of positive serological test results was significantly
higher in animals that were heavily shedding Map and for animals with daily milk yields
between 5 and 35 kg. Moreover, an increase of the Svanovir milk ELISA sensitivity was
detected for animals tested during the 3rd lactation stage.

The diagnostic findings in a paratuberculosis nonsuspicious herd were used for the
calculation of the ELISA specificity. For the Pourquier-ELISA sufficient specificities were
calculated that were not significantly influenced by the animals properties. Test specificities
of the Svanovir-ELISA turned out to be deficient and were additionally reduced by an
increasing age of the examined cattle. Furthermore, the specificity of the Svanovir milk
ELISA decreased when the daily milk yield of the tested animals was lower than 25 kg or
when samples were taken during the 3rd or 4th lactation period. Methodical effects on the
serological milk tests caused by the milk ingredients were possible and could not be
excluded, though the probability that the calculated statistical significances occurred
secondary due to changing milk yields and lactation stages was most likely. Repetition of
serological tests adduced an unsatisfactory raise of all ELISA test sensitivities but caused a
significant reduction of the Svanovir blood and milk ELISA specificities. The agreement of the
test results for the two paratuberculosis ELISA tests was not sufficient. Using the Pourquier-
ELISA, excellent agreement of the test results was determined for blood and milk samples
that were taken simultaneously from identical animals.
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In conclusion the present study revealed that only faecal culture under standardized
conditions can be recommended for the intra vitam diagnosis of paratuberculosis in individual
animals. Detection of Map in faeces of infected animals is mainly affected by methodical and
herd specific factors, an ideal point of time for faecal sampling was not determined. The
examination of faeces of young animals proved to be effective and can be advised as well as
the repeated testing of faecal samples. The most important factors that influenced serological
test results were the intensity of faecal shedding and the age of the examined animals.
Because of the low test specificity the application of the Svanovir-ELISA for the diagnosis of
paratuberculosis was evaluated to be unsuitable. The low sensitivity of the Pourquier-ELISA
limited the test validity heavily, but as a result of its sufficient specificity, the test can be
recommended for screening surveys in large dairy herds. For this purpose the examination of
milk samples is adequate to the analysis of blood samples.
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9. ANHANG

9.1 Blut- und Milch-ELISA-Befunde nach den Klassen der tierspezifischen
Parameter

Legende fiir die Tabellen
n — Anzahl der Proben SV — Svanovir-ELISA PO - Pourquier-ELISA

Alter

Tab. 78: Blut-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere in 6 Altersgruppen

Blut-ELISA-Befunde (in % von n)

Alter n negativ fraglich positiv
in Jahren sv [ Po | sv [ Po | sv ] pPo
1,4-2 53 88,7 100,0 9,4 - 1,9 -
2-3 267 180,9 93,2 8,2 0,4 10,9 6,4
3-4 227 65,6 86,8 12,4 0,4 22,0 12,8
4-5 159 56,0 79,9 17,6 3,1 26,4 17,0
5-6 110 | 46,4 82,7 25,4 0,9 28,2 16,4

>6 101 |63,4 87,1 17,8 3,0 18,8 9,9

Tab. 79: Milch-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere in 5 Altersgruppen

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)

Alter n negativ fraglich positiv
in Jahren sv [ po | sv][pro | sv] po
2-3 219 189,0 91,3 5,5 0,9 5,5 7,8
3-4 196 |71.4 83,7 15,8 1,5 12,8 14,8
4-5 141 163,8 76,6 19,2 3,5 17,0 19,9
5-6 98 50,0 75,5 27,5 2,0 22,5 22,5

>6 91 67,0 76,9 16,5 6,6 16,5 16,5

Tab. 80: Blut-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere in 6 Altersgruppen

Blut-ELISA-Befunde (in % von n)

Alter n negativ fraglich positiv
In Jahren sv | po | sv | po [ sv [ Po
1,4-2 362 94,5 98,9 3,9 0,8 1,6 0,3
2-3 652 |85,6 99,5 6,9 0,2 7,5 0,3
3-4 495 180,2 99,4 10,9 0,2 8,9 0,4
4-5 352 71,9 98,9 17,3 - 10,8 1,1
5-6 207 |165,2 99,5 20,3 - 14,5 0,5

>6 348 |63,8 99,4 17,2 0,3 19,0 0,3
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Tab. 81: Milch-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere in 5 Altersgruppen

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)

Alter n negativ fraglich positiv
In Jahren sv [ po | sv [P | sv] po
2-3 474 1924 100,0 |4,9 - 2,7 -
3-4 427 187,8 98,8 6,6 0,7 5,6 0,5
4-5 299 85,3 98,0 9,4 0,7 5,3 1,3
5-6 174 175,9 99,4 14,9 - 9,2 0,6

>6 287 75,6 99,0 13,6 - 10,8 1,0

Laktationsphase

Tab. 82: Blut-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere in 4 Laktationsphasen

Blut-ELISA-Befunde (in % von n)

Laktationsphase negativ fraglich positiv
n SV PO SV PO SV PO
1 298 |68,8 86,2 12,4 2,4 18,8 11,4
2 222 |63,1 87,4 14,8 0,5 22,1 12,1
3 164 59,1 84,8 16,5 1,2 24 .4 14,0
4 124 |162,9 87,9 20,2 0,8 16,9 11,3

Tab. 83: Milch-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere in 4 Laktationsphasen

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)

Laktationsphase negativ fraglich positiv
n SV PO SV PO SV PO
1 269 75,8 82,9 13,8 1,9 10,4 15,2
2 201 |74,6 84,6 14,9 1,5 10,5 13,9
3 145 65,5 81,4 14,5 2,1 20,0 16,5
4 103 |61,2 78,6 21,3 6,8 17,5 14,6

Tab. 84: Blut-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere in 4 Laktationsphasen

Blut-ELISA-Befunde (in % von n)

Laktationsphase negativ fraglich positiv
n SV PO SV PO SV PO
1 727 | 75,2 99,5 13,8 |0,1 11,0 |04
2 453 77,4 199,3 11,3 |- 11,3 0,7
3 369 | 75,3 |99,5 13,3 |- 11,4 105
4 164 | 79,3 |99,4 12,2 0,6 85 |-
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Tab. 85: Milch-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere in 4 Laktationsphasen

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)
Laktationsphase | n negativ fraglich positiv
SV PO SV PO SV PO
1 724 86,3 99,6 8,2 - 55 0,4
2 452 88,7 98,9 6,9 0,4 4,4 0,7
3 352 |82,7 98,9 10,5 - 6,8 1,1
4 129 74,4 97,7 13,2 2,3 12,4 =

Tagesmilchleistung

Tab. 86: Blut-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere in 7 Milchleistungsgruppen

Blut-ELISA-Befunde (in %)
Milch- n negativ fraglich positiv
lelstungs- sv [ po | sv | po | sv [ PO
gruppe
1 93 190,3 100,0 |6,5 - 3,2 -
2 118]58,5 83,9 19,5 1,7 22,0 14,4
3 211]164,5 84,8 12,3 - 23,2 15,2
4 245157,6 82,9 16,3 2,8 26,1 14,3
5 183171,0 91,3 15,9 0,5 13,1 8,2
6 55 180,0 94,6 9,1 1,8 10,9 3,6
7 12 1100,0 ]100,0 |- - - -

Tab. 87: Milch-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere in 7 Milchleistungsgruppen

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)

Milch- n negativ fraglich positiv
leistungs- sv | po | sv | PO | sv | PO
gruppe

1 6 66,7 |100,0 16,6 |- 16,7 |-

2 115] 60,0 76,5 15,6 |44 244 1191

3 203] 73,4 180,3 15,3 12,5 11,3 |17,2

4 216 67,1 |78,7 176 2,3 15,3 ]19,0

5 151] 79,5 91,4 13,2 |1,3 73 |73

6 42 | 85,7 95,2 95 |- 48 148

7 12 1 100,0 |91,7 - 8,3 - -
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Tab. 88: Blut-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere in 7 Milchleistungsgruppen

Blut-ELISA-Befunde (in % von n)

Milch- n negativ fraglich positiv
leistungs- sv | po | sv | Po | sv | Po
gruppe

1 14 |78,6 99,1 7,1 0,5 14,3 0,4

2 181169,6 99,5 18,2 0,5 12,1 -

3 548]81,0 99,8 9,3 - 9,7 0,2

4 456174,6 99,1 13,8 0,2 11,6 0,7

5 331]74,2 99,1 13,6 - 12,2 0,9

6 114171,9 99,1 20,2 - 7,9 0,9

7 11 |72,7 100,0 |- - 27,3 -

Tab. 89: Milch-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere in 7 Milchleistungsgruppen

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)
Milch- n negativ fraglich positiv
leistungs- sv | po | sv [ Po | sv | PO
gruppe

1 14 |64,3 100,0 |14,3 - 21,4 -

2 175172,0 97,7 14,3 0,6 13,7 1,7

3 554187,2 99,3 7,9 0,5 4.9 0,2

4 456 88,6 99,3 7,0 0,2 4,39 0,5

5 337184,3 99,4 10,1 - 5,6 0,6

6 114187,7 99,1 6,2 - 6,1 0,9

7 11 1100,0 ]90,9 - - - 9,1

Milchparameter

Tab. 90: Milch-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere fir je 2 MilcheiweiB- und
Milchlaktoseklassen

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)

negativ fraglich positiv
Klassen n SV PO sV PO sV PO
MilcheiweiB- | < 3,7% | 598 | 748 | 840 | 14,2 1,8 11,0 | 14,2
gehaltin % >37% | 147 | 59,9 | 775 | 184 4,8 21,7 | 17,7
Milchlaktose- | < 49% | 548 | 69,7 | 79,6 | 157 2,7 146 | 17,7
gehaltin% | > 499% | 197 | 777 | 914 | 132 | 15 | 91 | 7.1
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Tab. 91: Milch-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere fir je 2 MilcheiweiB- und
Milchlaktoseklassen

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)

negativ fraglich positiv
Klassen n SV PO SV PO SV PO
gehalt in % > 3,7% | 255 77,3 97,6 12,1 1,6 10,6 0,8
Milchlaktose- | < 49% | 1307 | 8438 99,2 8,9 0,3 6,3 0,5
gehalt in % > 49% | 354 87,3 | 98,6 7,9 0,3 4,8 1,1

Tab. 92: Milch-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere fir 4 Milchharnstoffklassen

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)
Milchharnstoff- negativ fraglich positiv
gehaltinmg/l | n | gy [ po [ sv | PO | sv | PO
1.< 150 469] 69,3 79,1 16,4 3,0 14,3 17,9
2. 151 - 250 142| 78,2 89,4 14,1 2,1 7,7 8,5
3. 251 — 350 1271 74,0 88,9 11,8 0,8 14,2 10,3
4. > 350 7 71,4 71,4 - - 28,6 28,6

Tab. 93: Milch-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere fir 4 Milchharnstoffklassen

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)

Milchharnstoff- negativ fraglich positiv
gehalt in mg/l nl sv PO SV PO SV PO
1.< 150 188| 81,5 98,9 11,1 0,5 7,4 0,6

2.151 - 250 917| 84,8 99,1 8,6 0,3 6,5 0,6
4. > 350 27 | 92,6 | 100,0 7,4 - - -

Tab. 94: Milch-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere nach Milchzellgehalt

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)

Milchzellgehalt negativ fraglich positiv

(x 10%Zellen / ml) n SV PO SV PO SV PO
1.< 50 202 83,7 88,1 9,4 2,0 6,9 9,9
2.>50<100 159 74,8 86,8 14,5 1,9 10,7 11,3
3.>100 <500 282 66,0 80,1 17,7 2,5 16,3 17,4
4. > 500 =< 1000 56 60,7 66,1 17,9 7,1 21,4 26,8
5. > 1000 46 58,7 80,4 21,7 - 19,6 19,6
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Tab. 95: Milch-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere nach Milchzellgehalt

Milch-ELISA-Befunde (in % von n)

Milchzellgehalt negativ fraglich positiv
(x 10° Zellen / ml) n SV PO SV PO SV PO
1.< 50 651 90,8 99,5 5,4 0,3 3,8 0,2
2.>50<100 347 85,0 99,4 11,0 - 4,0 0,6
3.> 100 =500 519 80,9 98,5 10,0 0,6 9,1 0,9
4.>500=<1000 76 75,0 100,0 13,2 - 11,8 -
5.> 1000 67 79,1 97,0 13,4 - 7,5 3,0

9.2 Mehrfache Wiederholung serologischer Untersuchungen von Einzeltieren

Legende fiir die Tab. 96 — 103:
0 — ELISA-Befund der Blutprobe nicht-positiv
1 — ELISA-Befund der Blutprobe positiv

Tab. 96: Svanovir-Blut-ELISA Ergebnisse fiir 3fach in Folge untersuchte Tiere im Bestand A

Untersuchung
1. 2. 3. n (Tiere)
1 1 1 4
1 0 1 4
0 1 1 5
1 0 0 6
0 1 0 1
0 0 1 8
0 0 0 65
93

Tab. 97: Svanovir-Blut-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte Tiere im Bestand B

Untersuchung
1. 2. 3. n (Tiere)
1 1 1 1
0 1 1 1
1 0 0 4
0 1 0 1
0 0 1 5
0 0 0 40
52
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Tab. 98: Pourquier-Blut-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte Tiere im Bestand A

Untersuchung
1. 2 3. n (Tiere)
1 1 1 4
0 1 1 1
0 1 0 1
0 0 1 5
0 0 0 82
93

Tab. 99: Pourquier-Blut-ELISA Ergebnisse flr 3fach in Folge untersuchte Tiere im Bestand B

Untersuchung
1.

o oo o
oo = =N
- [
(X

Tab. 100: Svanovir-Milch-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte Tiere im

Bestand A
Untersuchung
1. 2. 3. n (Tiere)
1 1 1 4
1 0 1 1
0 1 1 3
1 0 0 3
0 1 0 2
0 0 1 6
0 0 0 57

76

Tab. 101: Svanovir-Milch-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte Tiere im

Bestand B
Untersuchung
1. 2 3. n (Tiere)
0 1 1 2
1 0 0 1
0 1 0 1
0 0 1 3
0 0 0 39

46
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Tab.102: Pourquier-Milch-ELISA Ergebnisse fiir 3fach in Folge untersuchte Tiere im Bestand A

Untersuchung

©O 00O = O ==

OO0 =0 = =2v

O - 00 = =
N =N w»

Tab.103: Pourquier-Milch-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte Tiere im Bestand B

Untersuchung
1. 2 3. n (Tiere)
1 1 1
0 1 0 2
0 0 1 3
0 0 0 40
46
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9.3 Untersuchungsbefunde des Dekontaminationsversuches

Tab. 104: Befunde fiir 32 Kotproben des Dekontaminationsversuches

Dekontaminationsmethode

Nr. der

Kotprobe a b c d e f
1 + |P + + + + +

2 + |P - |P + |P - - -

3 - + + - |P + + |P
4 + + + + + |P + |P
5 + + + + + +

6 + |P + |P + |P + |P + -

7 + | P + | P + | P + + |P + | P
8 + + + + + |P +

9 - |P - |P - |P - - |P - |P
10 + + + + + +
11 + |P - - - + + |P
12 + + |P + + + |P +
13 + + |P + - |P - |P -
14 + |P + + |P + + |P +
15 + + + + + |P +
16 + |P + + |P + + + |P
17 - |P - |P - - |P - -
18 - |P - |P + + + + |P
19 + |P + + + + +
U—— B G N 0 G S N . Y Y U .
21 + |P + |P + + + |P +
22 ____ | B0 R N 2 Y Y N S 0 G V. 2 VA N 5
23 - |P - |P - |P - |P - |P - |P
24 - |P - |P - |P - |P - |P - |P
25 - |P - |P - |P - |P - |P - |P
26 - |P - |P - |P - - - |P
27 - |P - |P - |P - |P - |P - |P
28 - |P - |P - |P - |P - |P - |P
29 - |P - |P - |P - |P - |P - |P
30 - |P - |P - |P - |P - |P - |P
31 - |P - |P - |P - |P - |P - |P
32 - |P - |P - |P - |P - |P -

Legende: = Kotbefund negativ, + Kotbefund positiv, Map-Koloniewachstum, P Pilzkontamination
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9.4 Ergebnisse der multinomialen logistischen Regressionen

Legende fiir die Tabellen 105 bis 114:

RRR - Relative Risikoreduktion * - Ergebnis signifikant SV — Svanovir-ELISA PO - Pourquier-ELISA

Tab.105: Multinomiale logistische Regression fur die Ermittlung eines doppelt positiven

Kotbefundes
Einflussfaktor Koeffizient Standardfehler | RRR 95% Konfidenzintervall
Untergrenze ‘Obergrenze

Alter

521- 730d n.a. n.a n.a. n.a. n.a.
731- 1095d -0,05 0,305 0,95 0,52 1,73
1461 - 1825 d 0,53 0,327 1,71 0,9 3,24
1826- 2190d 0,53 0,349 1,69 0,85 3,35

>2190d 0,2 0,379 1,22 0,58 2,57

Laktationsphase

1:0-105d 0,29 0,269 1,34 0,79 2,27
3:211-315d 0,56 0,33 1,75 0,91 3,34
4:>=316d -0,35 0,396 0,7 0,32 1,52
Betrieb

Betrieb B 10,23 10,294 11,26 |0,71 12,23
| Tagesmilchmenge

<= 5Kkg -14,35 0 0 0 0

> 5kg<=15Kkg 0,38 0,423 1,46 0,64 3,34
>15 kg <=25Kkg -0,46 0,302 0,63 0,35 1,14

> 35 kg <=45kg -0,62 0,308 0,54 0,29 0,98

> 45 kg < =55Kkg -0,75 0,527 0,47 0,17 1,32

> 55 kg -13,18 0 0 0 0
Tab.106: Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines einfach positiven
Kotbefundes
Einflussfaktor Regressions- | Standardfehler | RRR 95% Konfidenzintervall
koeffizient Untergrenze ‘ Obergrenze

Alter

521- 730d n.a. n.a n.a. n.a. n.a.
731- 1095d -0,3 0,339 0,74 0,38 1,44
1461 - 1825d 0,39 0,355 1,48 0,74 2,96
1826- 2190d 0,19 0,395 1,21 0,56 2,62

>2190d 0,1 0,412 1,11 0,49 2,49

Laktationsphase

1:0-105d 0,43 0,305 1,54 0,84 2,8
3:211-315d 0,92 0,366 2,52* [1,23 5,16
4:>=316d -0,46 0,472 0,63 0,25 1,6
Betrieb

Betrieb B 10,21 10,328 1124 10,65 | 2,35

| Tagesmilchmenge

<= 5kg 0,54 1,087 1,71 0,2 14,42

> 5kg<=15kg 0,11 0,514 1,12 0,41 3,07

> 15 kg <=25Kkg -0,02 0,342 0,98 0,5 1,91
>35 kg <=45kg -0,27 0,350 0,76 0,39 1,52

> 45 kg < =55Kkg 0,34 0,514 1,41 0,51 3,85

> 55 kg 1,22 1,223 3,38 0,31 37,09

-192 -



Anhang

Tab.107: Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines fraglichen
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem SV-Blut-ELISA

Einflussfaktor Koeffizient Standardfehler | RRR 95% Konfidenzintervall
Untergrenze ‘Obergrenze
Alter
521- 730d 0 0 1 1 1
731- 1095d -0,38 0,419 0,68 0,3 1,55
1461 - 1825d 0,66 0,398 1,94 0,89 4,23
1826- 2190d 1,1 0,418 3 1,32 6,81
>2190d 0,6 0,457 1,83 0,75 4,48
Laktationsphase
1:0-105d -0,15 0,343 0,86 0,44 1,69
3:211-315d 0,11 0,406 1,11 0,5 2,47
4:>=316d 0,35 0,479 1,42 0,55 3,63
Betrieb
Betrieb B 1-0,07 10,356 1093 0,46 11,87
| Tagesmilchmenge
<= 5kg -13,97 n.a. 0 0 0
> 5kg<=15kg -0,8 0,57 0,45 0,15 1,38
>15kg < =25 kg -0,36 0,384 0,69 0,33 1,48
> 35 kg < =45kg 0,38 0,361 1,46 0,72 2,96
> 45 kg < = 55 kg -0,42 0,663 0,65 0,18 2,4
> 55 kg -13,75 n.a. 0 0 0
Kotbefund
Einfach positiv -0,4 0,364 0,67 0,33 1,36
Doppelt positiv 0,51 0,299 1,66 0,92 2,99

Tab. 108: Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines positiven
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem SV-Blut-ELISA

Einflussfaktor Koeffizient Standardfehler | RRR 95% Konfidenzintervall
Untergrenze ‘Obergrenze
Alter
521- 730d n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
731- 1095d -0,97 0,369 0,38* (0,18 0,78
1461 - 1825 d 0,26 0,343 1,3 0,66 2,54
1826- 2190d 0,41 0,376 1,5 0,72 3,14
>2190d -0,2 0,429 0,82 0,35 1,89
Laktationsphase
1:0-105d -0,04 0,315 0,96 0,52 1,79
3:211-315d -0,13 0,363 0,88 0,43 1,79
4:>=316d -0,22 0,451 0,8 0,33 1,94
Betrieb
Betrieb B 1-0,16 10,334 10,85 0,44 |1,64
Eesmilchmenge
<= 5kg -14,02 n.a. n.a. n.a. n.a.
> 5kg<=15kg -0,5 0,468 0,61 0,24 1,52
> 15 kg <=25Kkg -0,11 0,331 0,89 0,47 1,71
>35kg < =45kg -0,56 0,371 0,57 0,28 1,18
> 45 kg < =55Kkg -0,89 0,615 0,41 0,12 1,37
> 55 kg -14,45 n.a. n.a. n.a. n.a.
Kotbefund
Einfach positiv 0,36 0,353 1,44 0,72 2,87
Doppelt positiv 1,68 0,296 537 * |3,01 9,59
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Tab.109: Multinomiale logistische Regression fur die Ermittlung eines fraglichen
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem SV-Milch-ELISA

Einflussfaktor Koeffizient Standardfehler | RRR 95% Konfidenzintervall
Untergrenze ‘Obergrenze
Alter
521- 730d 0 n.a. n.a n.a. n.a.
731- 1095d -1,52 0,526 0,22* 0,08 0,61
1461 - 1825 d 0,65 0,4 1,92 0,88 42
1826- 2190 d 0,93 0,429 253* (1,09 5,86
>2190d -0,18 0,516 0,84 0,3 2,29
Laktationsphase
1:0-105d 0,71 0,39 2,03 0,94 4,36
3:211-315d -0,05 0,476 0,95 0,37 2,43
4:>=316d 0,88 0,486 2,4 0,93 6,22
Betrieb
Betrieb B 10,55 10,405 11,73 10,78 |3,84
| Tagesmilchmenge
<= 5Kkg -12,53 n.a. n.a. n.a. n.a.
> 5kg<=15kg 0,04 0,547 1,04 0,36 3,05
>15kg < =25 kg 0,44 0,391 1,56 0,72 3,35
>35 kg <=45kg -0,47 0,437 0,62 0,26 1,47
>45kg < =55Kkg -1,68 0,88 0,19 0,03 1,04
> 55 kg -20,01 n.a. n.a. n.a. n.a.
Kotbefund
Einfach positiv 0,48 0,392 1,61 0,75 3,48
Doppelt positiv 1,24 0,35 3,45* (1,74 6,85

Tab.110: Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines positiven
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem SV-Milch-ELISA

Einflussfaktor Koeffizient Standardfehler | RRR 95% Konfidenzintervall
Untergrenze ‘Obergrenze
Alter
521- 730d 0 n.a. n.a. n.a. n.a.
731- 1095d -1,28 0,499 0,28* |0,1 0,74
1461 - 1825 d 0,48 0,466 1,61 0,65 4,02
1826- 2190 d 1,06 0,486 288* (1,11 7,46
>2190d 0,28 0,531 1,33 0,47 3,76
Laktationsphase
1:0-105d 0,76 0,423 2,13 0,93 4,88
3:211-315d 0,67 0,457 1,96 0,8 4,79
4:>=316d -0,23 0,646 0,79 0,22 2,82
Betrieb
Betrieb B 11,21 10,451 13,34 * 1,38 | 8,09
| Tagesmilchmenge
<= 5kg -13,84 n.a. n.a. n.a. n.a.
> 5kg<=15Kkg 0,37 0,569 1,45 0,48 4,41
>15kg < =25Kkg 0,09 0,438 1.1 0,46 2,59
>35 kg <=45Kkg -0,79 0,473 0,45 0,18 1,14
> 45 kg < =55Kkg -2,06 0,905 0,13* 0,02 0,75
> 55 kg -19,44 n.a. n.a. n.a. n.a.
Kotbefund
Einfach positiv 0,18 0,491 1,2 0,46 3,14
Doppelt positiv 1,77 0,394 589* [2,72 12,74
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Tab.111: Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines fraglichen
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem PO-Blut-ELISA

Einflussfaktor Koeffizient Standardfehler | RRR 95% Konfidenzintervall
Untergrenze ‘Obergrenze
Alter
521- 730d 0 n.a. n.a. n.a. n.a.
731- 1095d 0,25 1,47 1,28 0,07 22,81
1461 - 1825 d 1,87 1,154 6,51 0,68 62,58
1826- 2190d -47,71 n.a. n.a. n.a. n.a.
>2190d 1,65 1,208 5,23 0,49 55,74
Laktationsphase
1:0-105d 1,85 1,125 6,39 0,7 55,97
3:211-315d 1,78 1,386 5,94 0,39 89,89
4.>=316d -33,75 n.a. n.a. n.a. n.a.
Betrieb
Betrieb B |-1,61 11,28 10,2 10,02 | 2,46
| Tagesmilchmenge
<= 5Kkg -22,12 n.a. n.a. n.a. n.a.
> 5kg<=15kg -0,9 1,289 0,4 0,03 5,07
> 15 kg <=25Kkg -55,23 n.a. n.a. n.a. n.a.
> 35 kg < =45kg -1,46 1,142 0,23 0,02 217
>45kg < =55Kkg 0,39 1,671 1,48 0,06 39,18
> 55 kg -9,18 n.a. n.a. n.a. n.a.
Kotbefund
Einfach positiv -0,43 0,989 0,65 0,09 4,54
Doppelt positiv 0,54 0,806 1,71 0,35 8,33

Tab.112: Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines positiven
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem PO-Blut-ELISA

Einflussfaktor Koeffizient Standardfehler | RRR 95% Konfidenzintervall
Untergrenze ‘Obergrenze
Alter
521- 730d 0 0 1 1 1
731- 1095d -0,4 0,434 0,67 0,29 1,56
1461 - 1825 d 0,49 0,417 1,63 0,72 3,68
1826- 2190d 0,24 0,447 1,27 0,53 3,04
>2190d -0,31 0,56 0,74 0,25 2,21
Laktationsphase
1:0-105d 0,25 0,379 1,28 0,61 2,7
3:211-315d 0,02 0,431 1,02 0,44 2,37
4:>=316d -0,09 0,53 0,92 0,32 2,59
Betrieb
Betrieb B 10,1 10,396 11,1 10,51 |2,4
| Tagesmilchmenge
<= 5kg -31,79 n.a. n.a. n.a. n.a.
> 5kg<=15kg -0,35 0,565 0,7 0,23 212
>15kg < =25Kkg 0,29 0,392 1,33 0,62 2,88
>35kg < =45kg -0,39 0,434 0,67 0,29 1,58
> 45 kg < =55Kkg -1,21 0,882 0,3 0,05 1,68
> 55 kg -32,96 n.a. n.a. n.a. n.a.
Kotbefund
Einfach positiv 0,63 0,624 1,88 0,55 6,38
Doppelt positiv 2,89 0,486 18,04 * | 6,96 46,73
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Tab.113: Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines fraglichen
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem PO-Milch-ELISA

Einflussfaktor Koeffizient Standardfehler | RRR 95% Konfidenzintervall
Untergrenze ‘Obergrenze
Alter
521- 730d 0 0 1 1 1
731- 1095d 0,2 1,112 1,23 0,14 10,84
1461 - 1825 d 1,24 0,951 3,45 0,54 22,24
1826- 2190d 0,42 1,062 1,53 0,19 12,25
>2190d 1,05 1,083 2,85 0,34 23,83
Laktationsphase
1:0-105d 0,27 0,843 1,31 0,25 6,86
3:211-315d 0,14 0,979 1,15 0,17 7,85
4:>=316d 0,86 1,042 2,37 0,31 18,28
Betrieb
Betrieb B 1-0,69 10,965 10,5 10,08 13,32
| Tagesmilchmenge
<= 5Kkg -49,18 n.a. n.a. n.a. n.a.
> 5kg<=15Kkg -0,79 1,292 0,45 0,04 5,72
>15kg < =25 kg 0,17 0,829 1,18 0,23 6,01
>35kg < =45kg -0,11 0,936 0,9 0,14 5,61
> 45 kg < =55Kkg -12,93 n.a. n.a. n.a. n.a.
> 55 kg 3,17 1,712 23,76 0,83 680,86
Kotbefund
Einfach positiv 0,69 0,823 2 0,4 10,01
Doppelt positiv 1,17 0,764 3,22 0,72 14,4

Tab.114: Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines positiven
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem PO-Milch-ELISA

Einflussfaktor Koeffizient Standardfehler | RRR 95% Konfidenzintervall
Untergrenze ‘ Obergrenze
Alter
521- 730d 0 0 1 1 1
731- 1095d -0,58 0,442 0,56 0,23 1,32
1461 - 1825d 0,54 0,433 1,72 0,74 4,02
1826- 2190 d 0,53 0,454 1,7 0,7 4,14
>2190d 0,41 0,496 1,51 0,57 4,0
Laktationsphase
1:0-105d 0,67 0,383 1,96 0,92 414
3:211-315d 0,28 0,423 1,32 0,58 3,02
4:>=316d 0,05 0,536 1,06 0,37 3,02
Betrieb
Betrieb B 10,38 10,422 11,46  |0,64 13,34
| Tagesmilchmenge
<= 5Kkg -66,84 n.a. n.a. n.a. n.a.
> 5kg<=15kg -0,04 0,521 0,96 0,35 2,63
>15kg <=25kg 0,38 0,382 1,47 0,7 3,1
> 35 kg <=45kg -1,09 0,478 0,34* |0,13 0,86
> 45 kg < =55 kg -2,66 1,144 0,07 * |0,01 0,66
> 55 kg -52,42 n.a. n.a. n.a. n.a.
Kotbefund
Einfach positiv 1,04 0,505 283* [1,05 7,62
Doppelt positiv 2,68 0,435 14,59 * (6,23 34,19
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Kotbefunde bei mehrfacher Untersuchung von Einzeltieren — Bestand A

Sensitivitaten der Kotkultur fir 89 Tiere des Bestandes A Uber

3 Untersuchungen

Kotbefunde bei mehrfacher Untersuchung von Einzeltieren — Bestand B
Sensitivitaten der Kotkultur fir 51 Tiere des Bestandes B Uber

4 Untersuchungen

Sensitivitdten des Svanovir-Blut-ELISA bei wiederholten
Untersuchungen im Bestand A
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Milch-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere in 7 Milchleistungsgruppen
Milch-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere fir je 2 MilcheiweiB- und
Milchlaktoseklassen

Milch-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere fir je 2 MilcheiweiB- und
Milchlaktoseklassen

Milch-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere fur 4 Milchharnstoffklassen
Milch-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere flr 4 Milchharnstoffklassen
Milch-ELISA-Befunde kotpositiver Tiere nach Milchzellgehalt
Milch-ELISA-Befunde kotnegativer Tiere nach Milchzellgehalt
Svanovir-Blut-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte Tiere
im Bestand A

Svanovir-Blut-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte

Tiere im Bestand B

Pourquier-Blut-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte
Tiere im Bestand A

Pourquier-Blut-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte
Tiere im Bestand B

Svanovir-Milch-ELISA Ergebnisse fir 3fach in Folge untersuchte
Tiere im Bestand A

Svanovir-Milch-ELISA Ergebnisse fiir 3fach in Folge untersuchte
Tiere im Bestand B

Pourquier-Milch-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte
Tiere im Bestand A

Pourquier-Milch-ELISA Ergebnisse fur 3fach in Folge untersuchte
Tiere im Bestand B
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Multinomiale logistische Regression flir die Ermittlung eines doppelt
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Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines positiven
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit SV-Blut-ELISA
Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines fraglichen
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit SV-Milch-ELISA
Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines positiven
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit SV-Milch-ELISA
Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines fraglichen
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem PO-Blut-ELISA
Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines positiven
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem PO-Blut-ELISA
Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines fraglichen
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem PO-Milch-ELISA
Multinomiale logistische Regression flr die Ermittlung eines positiven
ELISA-Befundes bei der Untersuchung mit dem PO-Milch-ELISA
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