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1 EINLEITUNG

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) ruft bei domestizierten und Wild-
wiederkduern eine chronisch granulomatdse Enteritis hervor. Von der Infektion betroffen sind
vor allem Neugeborene und Jungtiere, die sich durch die Aufnahme von kontaminierter
Milch, Futter oder Wasser mit dem Erreger infizieren. Die Ansteckung findet im Alter bis zu
einem Jahr statt, vor allem durch kolostrale Milch. Die klinischen Erscheinungen treten dage-
gen erst im Alter von 2-5 Jahren auf (109). In akuten Fillen kdnnen jedoch auch Tiere unter
12 Monaten klinische Anzeichen aufweisen. Der Erreger wird durch Kot (31), Milch (59),
Blut (37, 41) und Sperma (108) ausgeschieden. Die Krankheit verlduft mit unstillbarem
Durchfall und anschlieBendem Gewichts- und Leistungsverlust. Im Endstadium der Erkran-
kung sind die Tiere stark abgemagert und verenden. Betroffen sind vor allem das Ileum sowie
angrenzende Darmabschnitte und Darmlymphknoten (150). Seit der genauen Beschreibung
des Krankheitsbildes beim Rind vor iiber einhundert Jahren besteht der Verdacht einer Ver-
bindung zur Morbus Crohn des Menschen, einer chronisch-granulomatdsen Ileocolitis, unter
welcher die Patienten lebenslang leiden (29).

Da vorliegende diagnostische Verfahren weder eine ausreichende Sensitivitidt noch Spezifitit
zum Nachweis aller infizierten Rinder besitzen, fordert McCaughan, dass nicht nur klinisch
kranke und die mittels diagnostischer Tests als positiv ausgewiesenen Rinder gemerzt werden,
sondern dass auch das Management der betroffenen Betriebe veréndert wird, um die Ausbrei-
tung der Erkrankung in infizierten Bestdnden zu verringern (117). Die Bekdmpfung der Para-
tuberkulose des Rindes erfolgt auf zwei Ebenen: einerseits miissen bereits infizierte Bestinde
saniert, andererseits muss ein Einschleppen der Krankheit in gesunde Betriebe verhindert
werden (170). Die betroffenen Herden unterliegen enormen wirtschaftlichen Verlusten. Dazu
gehoren auBler direkten Schéden durch Tod der infizierten Tiere auch indirekte EinbuBBen we-
gen Riickgang der Milchleistung, Mast- oder Fertilititsproblemen und Nachlassen der Wider-
standsfahigkeit gegeniiber anderen Infektionen (95, 165).

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand von serologischen Kontrolluntersuchungen und Abschaffung
der serologisch IDEXX-ELISA positiven Tiere festzustellen, ob es moglich wére, den Infek-

tionsdruck im Betrieb zu senken und Wege zu finden, die Betriebe allméhlich zu sanieren.



2 SCHRIFTTUM
2.1 Historischer Uberblick

Das klinische und pathologisch-anatomische Bild der Paratuberkulose ist seit Mitte des
19. Jahrhunderts als chronische Enteritis mit ausgeprigten Verdnderungen der Darmschleim-
haut bekannt (32). Paratuberkulose wurde erstmals im Jahre 1895 von Johne und Frothingham
deutlich beschrieben. Sie bezeichneten es als eine "“besondere oder als eine eigentiimliche”’
Form von Tuberkulose beim Rind. Die Krankheit verlief bei Rindern mit chronischer Enteritis
und wellenformiger Verdickung der Darmschleimhaut. Mehrere Préparate einer sechsjihrigen
Kuh wurden vom Tierarzt Harms aus Jever zur Untersuchung auf Tuberkulose an das patho-
logische Institut der Tierdrztlichen Hochschule in Dresden geschickt. In den histologischen
Priparaten der verdickten Diinndarmschleimhaut fanden sich massenhaft sdaurefeste Stébchen.
Auch Robert Koch, dem die Préparate zur Begutachtung vorgelegt wurden, identifizierte die
Erreger als Tuberkelbazillen. Im Jahre 1906 gelang es Bang trotz Verwendung zahlreicher
Nahrmedien nicht, den Erreger anzuziichten (6). Er hatte festgestellt, dass es sich bei diesen
Erregern um eine besondere Art von Tuberkelbazillen handelte. Daher schlug er vor, die Er-
krankung als ,,Enteritis chronica bovis pseudotuberculosa“ zu bezeichnen. Bald darauf wurde
der Name Paratuberkulose geprigt, der Erreger kulturell angeziichtet, charakterisiert und ex-
perimentell als Krankheitsursache identifiziert (116, 210, 211).

Im Jahre 1913 beschrieb Dalziel Gemeinsamkeiten zwischen der Paratuberkulose des Rindes
und Morbus Crohn des Menschen. Damit warf er erstmals die auch heute noch nicht geklérte
Frage nach einem moglichen dtiologischen Zusammenhang beider Erkrankungen auf. Solche
Gemeinsamkeiten beschrieb auch Crohn. Er bestitigte, dass die Paratuberkulose ein dhnliches
Krankheitsbild zeigt wie Morbus Crohn beim Menschen (49). Die Diskussion iiber eine ge-
meinsame Atiologie von Paratuberkulose und Morbus Crohn beim Menschen hilt bis heute

an.

2.2 Morbus Crohn

Die Diskussion moglicher Zusammenhidnge zwischen Morbus Crohn und MAP wurde in
jiingster Zeit erneut entfacht, nachdem Untersuchungen an pasteurisierter Milch gezeigt hat-
ten, dass MAP durch das Kurzzeit-Pasteurisierungsverfahren nicht mit Sicherheit abgetotet

werden kann.



So wurden beispielsweise Proben von an Morbus Crohn erkrankten Patienten untersucht. Ins-
gesamt wurden 48 Proben mit Hilfe der In-Situ-Hybridisation (ISH) untersucht. Die Untersu-
chungen zeigten, dass von 48 Proben 35 Proben positiv waren. Die Untersuchung der glei-
chen 48 Proben mit Hilfe einer IS 900-PCR fiel negativ aus. Die Forscher vermuten, dass eine
DNS-Fragmentierung durch die Paraffine wiahrend der Einbettung Ursache fiir das negative
Testergebnis war. Die Versuche, in den Gewebeproben Erreger der Paratuberkulose mit Hilfe
der Ziehl-Neelsen-Farbung mikroskopisch sichtbar zu machen, blieben erfolglos. Auch die
Untersuchungen von Van Kruiningen mit Hilfe der IS 900-PCR hatten keine positive Ergeb-
nisse gezeigt (212). Es ist moglich, dass die Infektion durch solche MAP-Erreger verursacht
wird, die eine beschéddigte Zellwand besitzen (Cell-Wall Deficient (CWD)). Dies konnte der
Grund sein, dass keine sdurefesten Bakterien mit der Ziehl-Neelsen Fiarbung festgestellt wer-
den konnten (175). Berichte dariiber, dass CWD-Formen von MAP auch Verursacher der
Morbus Crohn sein konnen, sind widerspriichlich. Dies konnte aber an den heterogenen Er-
scheinungsformen der Morbus Crohn liegen, weil nur bei 50% der Patienten die granulomato-
se Form der Morbus Crohn auftritt. Um CWD-Formen des Erregers in entziindetem Gewebe
zu entdecken, wurde die In-Situ-Hybridisierungsmethode angewendet. Es wurden insgesamt
37 Granulom-haltige Proben (15 mit Epitheloidzell-Granulomen und 22 ohne Granulome), 21
mit ulcerativer Colitis und 22 Kontrollproben untersucht. Die Untersuchungen zeigten in 6
von 15 Proben (40%), in 1 von 22 (4,5%) und in 2 von 21 (9,5%) der Proben positive Ergeb-
nisse, alle 22 Kontrollproben waren negativ. Diese Ergebnisse bestitigen, dass CWD-Formen
des Erregers sehr wohl Mitverursacher der Morbus Crohn sein konnten (90).

In einer anderen Studie wurde von zwei an Morbus Crohn erkrankten Frauen Brustmilch ent-
nommen, um MAP-Erreger zu isolieren. Die Milchproben wurden im Kulturmedium 12 Wo-
chen bei 37° C inkubiert und anschliefend mit Hilfe der IS 900-PCR untersucht. Die Untersu-
chungen ergaben, dass die Proben von beiden Frauen MAP-Erreger enthielten (139).

MAP ist in der Umwelt weit verbreitet und kommt gewo6hnlich im tierischen und menschli-
chen Verdauungstrakt vor. Meistens verursacht MAP keine Krankheit, auBBer wenn der Wirt
geschwicht ist. Der kombinierte Einsatz von Rifabutin und Clarithromyzin kann dazu fiihren,
dass etwa zwei Drittel der an Morbus Crohn erkrankten Patienten allmihlich genesen und
geheilt werden (83).

Es wurden von an Morbus Crohn erkrankten Patienten chirurgisch Gewebeproben entnom-
men und formalinfixiert. Um MAP-DNS in den Proben nachzuweisen, wurde die Laser Cap-
ture Microdissection (LCP) und PCR angewendet. Von den insgesamt 15 Féllen konnte bei 6
Patienten MAP-DNS isoliert werden. Bei 12 Kontrollproben wurde keine MAP-DNS festge-



stellt (166). In einer weiteren Untersuchung wurden wieder Gewebeproben von an Morbus
Crohn erkrankten Patienten mit chirurgischen Methoden gewonnen und mit Hilfe der LCP
und PCR untersucht. Es wurden insgesamt 15 Proben von an Morbus Crohn erkrankten Pati-
enten untersucht. Aus 12 Proben wurde E. coli-DNS isoliert. Von den 10 Kontrollproben
wurde nur aus einer einzigen Probe E. coli-DNS isoliert. Dies spricht dafiir, dass keines der
Bakterien der alleinige Verursacher der Morbus Crohn sein kann (167). Ein an Morbus Crohn
erkrankter Patient wurde mit Rifabutin und Clarithromyzin behandelt und heilte aus. Ein nach
zwei Jahren auftretendes Rezidiv wurde erneut erfolgreich mit Rifabutin und Clarithromyzin
therapiert. Der MAP-Erreger konnte jedoch weder mikroskopisch noch mittels Kulturmethode
isoliert werden (82). Von einer an Morbus Crohn leidenden Patientin wurden Blutproben ent-
nommen und mittels PCR (IS 900) untersucht. Die Untersuchungen ergaben, dass MAP-
Erreger aus dem Blut des Patienten isoliert werden konnten. Nach sorgfaltiger Auswahl der
entsprechenden Antibiotika wurde der Patient behandelt. Nach drei Wochen Therapie waren
alle Symptome (Bauchschmerzen, Durchfall, Ermiidungserscheinungen) verschwunden. Nach
sechs Monaten wurde der Patient noch einmal untersucht, die Untersuchungen ergaben eine
vollstindige Genesung. Dieser Fall weist darauf hin, dass der MAP-Erreger an der Entwick-

lung von Morbus Crohn beteiligt ist (22).

2.3 Atiologie
2.3.1 Morphologische Eigenschaften des Erregers

Die Paratuberkulose des Rindes ist eine chronisch verlaufende, unheilbare Infektionskrank-
heit, die durch Mycobacterium paratuberculosis (MAP) hervorgerufen wird und die sich nach
mehrjdhriger Inkubationszeit in Form von unstillbarem Durchfall manifestiert. MAP zdhlt
zum Mycobacterium avium- Komplex (MAC), welcher in den letzten Jahren aufgrund der
hohen Préivalenz von disseminierten Infektionen, v.a. bei an AIDS erkrankten Patienten, gro-
e Bedeutung erlangt hat (163).

Die Gattung Mycobacterium (M.), welche zur Familie der Mycobacteriaceae und zur Ord-
nung der Actinomycetales gehdrt, enthdlt auler MAP verschiedene andere pathogene Erreger.
M. tuberculosis und M. bovis rufen bei Menschen und Tieren die Tuberkulose hervor. M. le-
prae ist der Erreger der Lepra bei Menschen. MAP ist ein 1-1,5 pm langes und 0,3-0,5 pm
breites aerobes unbewegliches Stidbchen, dessen Charakteristikum die Sdure- und Alkohol-
Festigkeit ist. Das Bakterium ist auch gegeniiber Laugen stabil. Die nur schwach positive An-
farbbarkeit nach Gram ist auf den besonderen Aufbau der Zellwénde zuriickzufiihren. Diese

enthalten hohe Anteile an Lipiden und wachsartigen Verbindungen sowie chloroformlésliche
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Mycolsduren aus langen verzweigten Ketten von 60-90 C-Atomen. Die wenig permeable
Zellwand besteht aus einer dufleren Peptidoglycanschicht, gefolgt von einer Schicht mit lang-
kettigen Fettsduren, die mit Arabinogalactan gekoppelt sind. Nach auflen wird die Zellwand
durch eine Schicht von Peptidoglycolipiden abgeschlossen (33). Lipoarabinomannan (LAM)
ist in der Zellwand verankert und stellt einen 19slichen, immunmodularischen Zellwandbe-
standteil dar. So kann durch LAM die Aufnahme der Erreger iiber Mannose-Rezeptoren von
Makrophagen vermittelt werden, eine Aktivierung der Zellen erfolgt dabei aber nicht (17).

M. paratuberculosis steht in enger Bezichung zu dem M. avium-M. intracellulare (MAI)-
Komplex, da einige Stamme dieses Komplexes ebenfalls Mycobactin-abhéngig sind und MAI
sowie M. paratuberculosis mehr als 90% homologe DNS aufweisen (26). Mittels der ,,restric-
tion fragment lenght polymorphism*-Methode (RFLP) fand Chiodini eine 78-98%-ige Uber-
einstimmung des rRNA-Genbereiches zwischen dem MAI-Komplex und M. paratuberculosis,
jedoch in unmittelbarer Ndhe des 5 rRNA Gens auch einen Bereich, welcher einen Poly-
morphismus offenbart und somit die Differenzierung von M. paratuberculosis ermoglicht
(26). Der Autor wies in dieser Studie die genetische Homogenitit aller M. paratuberculosis-
Stimme nach, unabhéngig von Entnahmequelle (Rind, Schaf, Ziege, Mensch, Primat) und
geografischer Herkunft. Er schlug unter Beibehaltung von M. paratuberculosis als eigene Art
eine Erweiterung der Bezeichnung des MAI-Komplexes auf MAIP-Komplex vor (M. avium,
M. intracellulare, M. paratuberculosis). Besondere Charakteristika von MAP sind die Stimu-
lation des Bakterien-Stoffwechsels durch Zugabe von Pyruvat sowie das mycobactinabhéngi-
ge Wachstum auf Eidotterndhrbdden. Fiir ein optimales Wachstum ist sogleich ein Zusatz von
1 pg Mycobactin pro ml Nahrmedium erforderlich (107).

Mycobactine sind zellwandstédndige Siderophore, die der Stoffgruppe der Hydroxamat-
Verbindungen angehodren. Sie dienen den Mykobakterien zur essentiellen Bereitstellung von
Eisen (68). Die Abhéngigkeit des MAP von diesem wachstumsfordernden Eisenchelatbildner
dient als wichtigstes Merkmal zur Identifizierung des Erregers bei kulturellen Untersuchun-
gen von Isolaten aus Kot- und Organproben.

Auf molekularer Ebene dient die von Green entdeckte Insertionssequenz 900 (IS 900) von
1451 bp als Unterscheidungsmerkmal, von der im MAP-Genom 15-20 Kopien vorhanden
sind. Bisher konnte sie bei allen untersuchten Referenzstimmen nachgewiesen werden, je-
doch nie bei anderen Mycobakterienspezies oder verwandten Gattungen wie Streptomyces

und Nocardia (1, 64, 75, 102, 135, 215).



MAP-Erreger werden anhand ihres Wachstums und der molekularen Charakterisierung der
IS 900 mit Hilfe der RFLP in folgende drei Gruppen unterteilt: Sheep (Typ 1), cattle (Typ II)
und intermediate (Typ III), (149).

2.3.2 Tenazitit des Erregers

MAP ist ein sehr umwelt bestidndiger, resistenter Mikroorganismus, der lange Zeit in der
Umwelt iiberleben kann. Die Uberlebensdauer ist bei niedrigen Temperaturen sowie bei aus-
reichender Feuchtigkeit, fehlender Sonneneinstrahlung und niedrigen pH-Werten im Boden
besonders lang. Das Bakterium {iberlebte eine Lagerung bei -14 °C mindestens ein Jahr. Je
linger die Uberlebensdauer des Mikroorganismus in der Umwelt wihrt, desto hoher ist die
Wabhrscheinlichkeit einer Infektion von Weidetieren (98). Die Untersuchungen von Rosenber-
ger zeigten, dass es mdglich war, MAP noch nach 11 Monaten aus Weidekot infizierter Tiere
zu isolieren (165). Damit besteht die Moglichkeit, dass die Tiere sich beim Weideaustrieb im
folgenden Jahr iiber kontaminierte Flachen infizieren. In einer aus 90% Urin und 10% Kot
bestehenden Masse konnten nach 30 Tagen keine lebensfahigen MAP-Erreger mehr nachge-
wiesen werden. Lovell konnte den Erreger aus infiziertem Kot noch nach 246 Tagen isolieren
und aus flieBendem Gewisser nach 163 Tagen (114). Die Untersuchungen von Larsen zeig-
ten, dass MAP in Leitungswasser, dessen pH-Wert 5-8,5 betrug, noch nach 14 Monaten kulti-
vierbar war (110). Aus stehenden Gewdssern konnte er den Erreger dagegen noch nach 270
Tagen isolieren. MAP ist sehr empfindlich gegeniiber Sonnenlicht. Bei direkter Sonnenein-
strahlung werden die Bakterien nach 100 Stunden inaktiviert (110). MAP besitzt eine hohe
Widerstandsfahigkeit gegeniiber Desinfektionsmitteln wie z.B. Sduren, Laugen und quartédren
Ammoniumverbindungen. Bei der Aufbereitung von kontaminiertem Probenmaterial (Kot-
proben oder Organmaterial) zur Anzucht des MAP wird diese Eigenschaft ausgenutzt (137).

Eine Hitzebehandlung ist die am hiufigsten verwendete Methode, um Milch und Milchpro-
dukte fiir den menschlichen Verzehr geeignet zu machen. Nach Angaben von verschiedenen
Forschergruppen ist MAP ein sehr widerstandsfdhiger Mikroorganismus, der in der Lage ist,
der Pasteurisierung auch bei hohen Temperaturen zu widerstehen. Nach Angaben von Rade-
maker kann MAP sogar der HTST (High temperature short treatment) (15 sec. 72° C) Pasteu-
risierung widerstehen (155). Es konnte jedoch nur eine Reduktion der Erregerkonzentration
um den Faktor 7 erreicht werden. Abweichend davon konnte nach Angaben von Hammer die
Reduzierung der MAP-Erregeranzahl um den Faktor 6 erreicht werden. Diese Arbeitsgruppe

konnte auch einzelne Erreger entdecken, die in der Lage waren, dem Erhitzen auf 90° C zu



widerstehen. Griinde fiir diese auBBergewohnlich hohe Resistenz werden in einer Klumpenbil-
dung der Zellen vermutet oder auch im intrazelluldren Parasitismus des Erregers (80).

Eine Forschergruppe aus Australien hat versucht herauszufinden, ob die Milch, die mit {ibli-
chen Methoden pasteurisiert in den Einzelhandel gelangt, MAP frei ist. Fiir die Studie wurde
Milch in groBeren Mengen verwendet, in die der Erreger kiinstlich inokuliert wurde. Die kon-
taminierte Milch wurde homogenisiert und mit einem industriellen Pasteurisator (3000L/h)
pasteurisiert. Der Pasteurisierungsprozess wurde bei 72 °C bis 78 °C, 15 bis 25 sec. lang
durchgefiihrt. Nach der Pasteurisierung wurde festgestellt, dass die Pasteurisierung unter die-
sen Bedingungen in 85% der Proben mehr als 6 log; der Erreger eliminiert hatte, und in den
restlichen Proben mehr als 4 log;o (119).

Es ist bekannt, dass UV-Licht in der Lage ist, Mikroorganismen unschidlich zu machen. Aus
diesem Grunde haben Wissenschaftler aus GroB3britannien versucht, UV-Licht als alternative
Methode zur herkdmmlichen Pasteurisierung zu etablieren. Die Untersuchungen zeigten je-
doch, dass UV-Licht nicht in der Lage war, die Erreger-Anzahl in der Milch signifikant zu
senken (3).

Infizierte Milchkiihe scheiden den MAP-Erreger vor allem mit Kot, Milch und Kolostrum
aus. Die neugeborenen Kilber infizieren sich hauptsichlich in den ersten Lebenstagen, wenn
sie mit dem Kolostrum erkrankter Tiere gefiittert werden. AuBerdem kann die Ubertragung
der Infektion stattfinden, wenn das Kolostrum mit erregerhaltigem Kot kontaminiert ist. Um
die Weitergabe der Infektion an Neugeborene zu verringern, wurde versucht, das Kolostrum
durch Pasteurisierung zu dekontaminieren. Einige Forscher (191) berichten, dass Kolostrum,
das mit 105 cfu/ml (colony forming unit) MAP-Erreger infiziert wurde, mit der HTST-
Pasteurisierung (15 sec. 71,7° C) erfolgreich dekontaminiert werden konnte. Nachteil der
HTST-Pasteurisierung ist jedoch, dass die Viskositit des Kolostrums steigt und wertvolle
Immunoglobuline (Ig) denaturiert werden, welche der neugeborene Organismus dringend
braucht. Diese Nachteile kann man iiberwinden, indem das Kolostrum bei niedrigen Tempera-
turen, aber iiber lange Zeit erhitzt wird. Eine Hitzebehandlung iiber einen Zeitraum von
60 min bei 60 °C sollte ausreichend sein, um den MAP-Erreger zu zerstéren oder ausreichend
zu reduzieren. Um diese Aussage bestitigen zu konnen, miissen jedoch noch weitere Studien

durchgefiihrt werden (72).



233 Klinisches Bild, Pathogenese und Immunantwort

Die Entwicklung der Paratuberkulose verlduft in vier Stufen: I) Stille Infektion II) Subklini-
sches Stadium III) Klinische Erscheinung IV) Fortgeschrittene klinische Phase. Von der Para-
tuberkulose betroffene Kélber und Jungtiere sind im Anfangsstadium schwer zu diagnostizie-
ren. Die Futteraufnahme, Gewichtszuwachs und duflere Erscheinung sind mit denen gesunder
Tiere identisch. In diesem Stadium kann MAP entweder histologisch in Gewebe detektiert
oder anhand einer Gewebekultur aus Darmgewebe bzw. den Lymphknoten isoliert werden.
Im subklinischen Stadium sind bei den Tieren keine sichtbaren Zeichen wie Durchfall zu be-
merken. Jedoch kann bei diesen Tieren eine zellulire Immunantwort sowie Antikorperreakti-
on gemessen werden. Viele dieser Tiere sind nach Fakalkultur negativ, weil in diesem Stadi-
um der MAP-Erreger in nur geringen Mengen ausgeschieden wird. Bis zum Auftreten klini-
scher Anzeichen kann es 2 bis 10 Jahre dauern. In diesem Zeitraum verlieren die Tiere all-
méihlich an Gewicht und Produktivitit trotz gleich bleibender Futteraufnahme. Im Laufe der
Zeit wird der Kot diinnfliissig und ist von intermittierendem Durchfall begleitet. Die Milch-
leistung ldsst nach, und die Euterhaut sowie die Schleimhiute werden zunehmend blass. Ein
rauhes, glanzloses Haarkleid sowie trockene Haut sind weitere Symptome der Erkrankung.
Innerhalb von 3 bis 4 Monaten geht die Krankheit ins progressive klinische Stadium mit per-
manentem unstillbarem Durchfall liber, der bis zum Tod des Tieres andauert. Der mit Gasbla-
schen durchsetzte, dunkelbraune Kot wird mit fortschreitender Erkrankung immer diinnfliissi-
ger (223).

Bei weitgehend ungestortem Allgemeinbefinden magern die Tiere ab, wobei ihre Futterauf-
nahme unveridndert gut bleibt. Bei einigen der erkrankten Rinder ist intermittierendes Fieber
mit Temperaturen bis 41 °C zu beobachten. Die einzelnen Fieberphasen dauern 4-6 Tage und
werden von reduzierter Futter- und Wasseraufnahme begleitet. In der Endphase der Erkran-
kung fiihren Appetitlosigkeit, vollige Abmagerung und Entkrdftung, verbunden mit Blutbei-
mengungen im Kot und ventralem Odem, zum Tod des Tieres (31) Die zelluldre Immunant-
wort ist bei durch Mykobakterien hervorgerufenen Infektionen sehr wichtig. Fiir die Immuni-
tatsentwicklung gegen fakultativ intrazelluldre Bakterien treten gewdhnlich T-Lymphozyten
und Makrophagen gemeinsam in Aktion (79). T-Lymphozyten rekrutieren mononukledre
Phagozyten, fiigen sie fiir die Bildung der Granulome zusammen und aktivieren Makrophagen
fiir die bakterizide Tatigkeit. Die zelluldre Immunitdt ermdglicht dem Wirt, das Bakterium zu

zerstoren (51).



Die Granulombildung und Aktivierung der Makrophagen mit Hilfe Antigen-stimulierter T-
Zellen sind fiir eine effektive zell-mediierte Immunantwort notwendig. Die humorale Immun-
antwort hat bei Paratuberkulose keine Schutzwirkung (23, 52, 63). Der Titer der Antikorper,
die gegen MAP gerichtet sind, steht in direktem Zusammenhang mit der Erregermenge. Die
Ausbildung der humoralen Immunantwort deutet auf eine verstirkte bakterielle Proliferation
und verringerte zellmediierte Immunantwort (ZMI) hin, so dass ein antiproportionaler Zu-

sammenhang zwischen humoraler und zelluldrer Immunantwort besteht.

234 Pathologie

Man kann zwei pathohistologische Formen der Infektion mit MAP unterscheiden: Die multi-
bacilldre ,lepromatose” Form zeichnet sich durch eine erhebliche Anzahl infizierter Ma-
krophagen im Darmgewebe und eine hohe Konzentration von Serumantikdrpern aus. Die
»pauzibazillire“ Form wird dagegen durch wenige ,,tuberkuloide® Lasionen, eine niedrige
Serumantikorper-Konzentration und eine starke zelluldre Immunantwort charakterisiert (31,
34, 152, 188, 202).

Im subklinischen Stadium ist eine zellmediierte Immunantwort nachweisbar, die nach intra-
zelluldrer Vermehrung der Erreger und ihrer Freisetzung aus den Makrophagen mit einem
ansteigenden Serumantikorpertiter in die Entwicklung der ,,multibazilliren* Form mit klini-
scher Auspriagung iibergeht (31). Nach oraler Aufnahme gelangen die Erreger der Paratuber-
kulose im Bereich der Peyer’schen Platten durch das Oberfldchenepithel in die Mukosa des
Gastrointestinaltraktes (31, 133).

Nach der Aufnahme durch Makrophagen werden die Erreger nicht zerstort, sondern kénnen
sich innerhalb dieser Zellen ungehemmt vermehren, wodurch die Makrophagen schlielich
zugrunde gehen und die Erreger freisetzen. Diese werden entweder ausgeschieden oder erneut
phagozytiert, was zu einer starken Ansammlung bakterienhaltiger Makrophagen im Bereich
der Darmzotten und spéter in tieferen Schichten der Propria flihrt (77).

Etliche Monate nach der Infektion mit MAP werden die Erreger aus den Makrophagen freige-
setzt und regen die Produktion von Antikorpern an. Gleichzeitig wird die Nachweisbarkeit der
ZMI geringer. Einige Forscher vertreten aufgrund ihrer Untersuchungen die Ansicht, dass ein
Abfall der ZMI, speziell ein Absinken der y-IFN-Konzentration, mit der Entwicklung der kli-
nischen Auspragung der Paratuberkulose einhergeht. Aus einer Erhéhung der Expression von
v-IFN konnte sich deshalb ein therapeutischer Ansatz ableiten. Die produzierten Antikdrper

vom Typ IgG und IgM sind nicht in der Lage, die Infektion einzuddmmen. Tiere mit klini-



scher Auspriagung der multibacilliren Form weisen eher hohe Antikorperspiegel auf (151,
202, 225).

Im weiteren Verlauf folgt die paratuberkuldse Entziindung des Darms und der Darmlymph-
knoten. Die Bakterien gelangen iiber die Lymphgefdfle zu den Gekroselymphknoten, die dann
vergroflert und mit multiplen Granulationsprozessen durchsetzt sind. Im fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung ist vor allem bei Rindern unstillbarer Durchfall das auffélligste klini-
sche Symptom. Dies resultiert aus einer Uberempfindlichkeitsreaktion gegeniiber dem Myko-
bakterien-Antigen. Sie wird verursacht durch die Freisetzung von Histamin aus Mastzellen im
infizierten Darmabschnitt. Durch Verabreichung groer Mengen Antihistaminika gelang es,
die Schwere der klinischen Symptome bei experimentell infizierten Rindern abzumildern
(125). Diese pathogenetischen Mechanismen werden durch mehrere Untersuchungen (13, 18)
gestiitzt, bei denen im Bereich der Schleimhautverdnderungen Mastzellen nachgewiesen wer-
den konnten, in denen Histamin in Tropfchen gespeichert war. Histamin fiihrt zu entziindli-
chen Verdnderungen des Darmgewebes mit Erweiterung der Gefille, Erh6hung der Gefal-
permeabilitit und Aktivierung der glatten Muskulatur der Darmwand. Die Folgen sind gestei-
gerte Darmmotilitdt und starker Proteinverlust. Als Folge des unstillbaren Durchfalls wird die
Néhrstoffaufnahme allgemein reduziert, und der verringerten Aufnahme von Aminosduren
steht eine gesteigerte Abgabe von Proteinen gegeniiber. Die hieraus resultierende negative
Stickstoftbilanz fiihrt zum Abbau des Muskeleiweifles als Kompensationsversuch. Der Mus-
kelschwund ist die sichtbare Folge (147, 148).

Der Beginn der klinischen Erkrankung steht oft im Zusammenhang mit der Abkalbung und
Laktation. Einige Hormone, die in Trachtigkeit und Laktation involviert sind, wirken auf die
Phagozytose von MAP und das intrazellulire Wachstum der Erreger in Monozyten ein (36,
66, 92). Physiologische Prolaktin-Konzentrationen von 15-50 ng/ml und erhéhte Konzentrati-
onen von 20-200 ng/ml hatten iiber eine Inkubationsperiode von 12 Tagen keinen Einfluss auf
das intrazellulire Wachstum der Erreger. Wurden jedoch die infizierten Monozyten ab dem
finften Tag der Inkubation dem Einfluss des Prolaktins entzogen, stieg das Wachstum der
Erreger signifikant an. Ein inhibierender Effekt konnte mit keiner Prolaktin-Konzentration
nachgewiesen werden, jedoch kdnnte eine prolongierte Exposition in vivo einer Vermehrung
von MAP entgegenwirken.

Beim Ubergang von der subklinischen paucibacilliren Ausprigung der Paratuberkulose in die
multibacilldre klinische Form beginnen die Tiere damit, massiv Erreger auszuscheiden und

infizieren somit unmittelbar ihre Nachkommen (33, 71).

10



24 Epidemiologie

24.1 Geografische Verbreitung in Nutztierbestinden

Die Paratuberkulose ist eine weltweit verbreitete Infektionskrankheit. In den Landern Kanada,
USA, Siidamerika, Siidafrika, Indien, Japan, Australien und Neuseeland tritt sie vermehrt auf
(165). Auch in europdischen Lindern wie Dénemark, Deutschland, Frankreich, Norwegen,
Holland, Belgien und der Schweiz hat sie groe Bedeutung erlangt (31). Die Krankheit ist
besonders in Regionen weit verbreitet, in denen der pH-Wert der Boden niedrig ist. In sauren
Boden konnen die MAP-Erreger lange Zeit iiberleben. In Grof3britannien, den Niederlanden,
Frankreich, Italien und den USA tritt diese Krankheit in Gebieten mit sauren Bodenverhilt-
nissen auffallend gehéuft auf.

In vielen Lindern werden daher diagnostische Untersuchungen auf Paratuberkulose durchge-
filhrt, um die Herdenprivalenz festzustellen. Einige Lander fiihren auch bereits Bekdmp-
fungsprogramme durch. (15, 136).

Um die Paratuberkulosepréivalenz in Stidkorea feststellen zu konnen, wurden dort landesweite
Untersuchungen durchgefiihrt. Aus 8 Landkreisen wurden insgesamt 1056 Blutproben aus
448 Fleischrinderbestinden und 1105 Blutproben aus 219 Milchrinderbestéinden serologisch
mittels ELISA untersucht. Die Untersuchungen zeigten, eine landesweite Pravalenz von 7,1%
(146).

Im Jahre 2002 wurden in Kanada insgesamt 1799 Blutproben aus 66 Herden serologisch
(ELISA) auf Paratuberkulose untersucht. Die Untersuchungen zeigten, dass die Prévalenz der
Paratuberkulose in Rinderbestéinden 0,27 bis 2,5% betragt (218). Im Jahre 2005 wurden in
Kanada insgesamt 1530 Blutproben aus 51 Herden serologisch auf Paratuberkulose unter-
sucht. Vergleichbare Untersuchungen aus den Jahren 2005 bestétigen eine Prdvalenz von
2,7% (213). Im Jahre 2007 wurden in Kanada insgesamt 2996 Blutproben aus 100 Herden
serologisch auf Paratuberkulose untersucht. Die Untersuchungen zeigten, dass die Privalenz
der Paratuberkulose in kanadischen Rinderbestinden mittlerweile auf 7,9% angestiegen ist
(174).

Im Jahre 1994 wurden in Wisconsin (USA) insgesamt 4990 Blutproben aus 158 Rinderherden
serologisch auf Paratuberkulose untersucht. Die Untersuchungen ergaben eine Herdenpriva-
lenz von 50%, davon waren 7,29% der Gesamttierzahl betroffen (44). Im Jahre 2003 wurden
in Alabama (USA) insgesamt 2073 Blutproben aus 79 Rinderherden serologisch auf Paratu-
berkulose untersucht. Die Untersuchungen zeigten, dass die Privalenz der Paratuberkulose in

Rinderherden aus Alabama 53,5% betrdgt, davon waren 8,0% der Einzeltiere betroffen (87).
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Die Untersuchungen des National Animal Health Monitoring Systems (5) in den USA im
Jahre 2007 zeigten, dass 68,1% der Milchviehbestinde von Paratuberkulose betroffen waren.
Die Paratuberkulose ist auch in Argentinien weit verbreitet. Betroffen sind dort sowohl
Milch- als auch Fleischrinder (145).

Die Paratuberkulose kommt auch in Island vor. Die ersten Fille der Paratuberkulose sind in
Island eingetreten, als man im Jahre 1933 zwanzig Karakul-Schafe aus Deutschland impor-
tiert hatte. Innerhalb von 16 Jahren war die Paratuberkulose in Island so weit verbreitet, dass
sie landwirtschaftliche Betriebe in den Ruin fiihrte. Dabei muss besonders beriicksichtigt
werden, dass die Schathaltung in Island der wichtigste Zweig der Agrarindustrie war. Die
ersten klinischen Fille der Paratuberkulose beim Schaf wurden im Jahre 1938 bestitigt, bei
Rindern dagegen erst im Jahre 1944. Die Paratuberkulose wurde somit in Island von Schafen
auf die Rinder iibertragen (69).

Die Paratuberkulose war seit den 1960-er Jahren in norwegischen Ziegenbestinden ende-
misch verbreitet. Bei Rindern und Schafen kam sie nur sporadisch vor. Im Jahre 1996 wurde
ein landesweites Kontroll- und Uberwachungsprogramm ins Leben gerufen. Am Anfang wur-
den nur importierte Tiere und deren Kontaktherden untersucht. Es wurden insgesamt 1403
Tiere aus 134 Herden serologisch im ELISA untersucht. Die Untersuchungen zeigten, dass
11% der Rinder serologisch positiv waren. Im Jahre 1998 und 1999 wurden die Untersuchun-
gen erweitert und auch einheimische Rinder untersucht, die keinen Kontakt zu den importier-
ten Tieren gehabt hatten. Die Untersuchungen zeigten, dass 8% dieser Rinder serologisch
positiv waren (88). Von 1996 bis 1999 wurden in Norwegen insgesamt 9456 Blutseren von
Rindern aus 754 Herden serologisch mittels ELISA auf Paratuberkulose untersucht. Es wurde
festgestellt, dass 728 Tiere (7,7%) hohe Antikorpertiter hatten (208).

Die Paratuberkulose ist schon lange in ddnischen Milchkuhherden verbreitet. Um genaue An-
gaben tiiber die Herdenprivalenz des Landes machen zu kénnen, wurde die Tankmilch von
900 Milchbestianden (7,5% der dédnischen Milchbestidnde) aus 6 verschieden Regionen anhand
der ELISA-Technik untersucht. Es wurde festgestellt, dass von den untersuchten Milchbe-
stainden ungefdahr 70% infiziert waren (140).

Die Paratuberkulose ist auch in Holland weit verbreitet. Es wurden insgesamt 378 Herden
(15822 Tiere, die mindestens 3 Jahre waren) serologisch mit ELISA untersucht. Die Untersu-
chungen zeigten, dass von den untersuchten 378 Herden 55% der Betriebe zwischen 1 und 3
serologisch positive Tiere hatten (136).

Um den Verbreitungsgrad der Paratuberkulose bei Milchkiihen festzustellen, wurden in der

Schweiz Tankmilchuntersuchungen mit Hilfe der PCR (IS 900) durchgefiihrt. Insgesamt wur-
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den 1384 Tankmilchproben untersucht, davon waren 273 Proben (19,7%) in der PCR positiv.
Es wurde festgestellt, dass die Seropravalenz in Milchbestinden regional gro3en Schwankun-
gen (1,7-49,2%) unterlag (46).

Um die Verbreitung der Paratuberkulose in Osterreich feststellen zu kénnen, wurden
Schlachttier-basierte Untersuchungen durchgefiihrt. Insgesamt wurden 756 Rinder serologisch
im ELISA untersucht. Es wurde festgestellt, dass 19% der untersuchten Rinder (144 Tiere)
serologisch positiv waren (60).

In Deutschland ist Paratuberkulose eine meldepflichtige Tierseuche, die v.a. in Norddeutsch-
land vorkommt. Sie ist in Niedersachsen besonders weit verbreitet. Grenziiberschreitende
Tierverkdufe zwischen verschiedenen Léndern trugen in den letzten Jahren besonders zur
schnellen Verbreitung der Krankheit bei. 2004 wurden in Mecklenburg-Vorpommern
(Deutschland) aus 59 Betrieben (durchschnittlicher Kuhbestand von 334 Tieren) stichproben-
artig 2997 Blutproben entnommen und auf Paratuberkulose untersucht. Die Untersuchungen,
die mittels Svanovir-ELISA durchgefiihrt wurden, ergaben eine Herdenpravalenz von 12,2%.

Fiinfzig der 59 untersuchten Betriebe wiesen Antikorper auf (78).

24.2 Wirtsspektrum und Empfinglichkeit

Die Paratuberkulose ist eine Erkrankung der Wiederkduer. Betroffen sind vor allem Rinder,
Schafe und Ziegen. Der Erreger konnte aber auch aus Rotwild sowie Muffelwild, Sikawild,
Elchen, Bighorn-Schafen und Gnus isoliert werden (30). Auch unter Wiederkéuern zoologi-
scher Gérten wie Kamel, Dromedar, Lama, Zebu und Yak ist die Krankheit aufgetreten (205).
Wegen der niedrigen Bestandsdichte in der freien Natur wird die Krankheit unter Wildwie-
derkduern kaum verbreitet und erregt deshalb keine groe Aufmerksamkeit (220).

Im Jahre 2000 wurden in Kalifornien 37 erlegte Elche (Cervus elaphus nannodes) auf Paratu-
berkulose untersucht. Aus Gewebe und Kot der erlegten Tiere wurden Untersuchungen
durchgefiihrt. Bei einem erwachsenen Tier wurde aus dem Ileocaecal-Lymphknoten MAP-
Erreger kultiviert (48). Serologische und kulturelle Untersuchungen in den USA ergaben, dass
der Virginiahirsch (Odocoileus virginianus) auch an Paratuberkulose erkranken kann (53,
154). Die Paratuberkulose wurde auch in Argentinien bei Rothirschen (Cervus elaphus) fest-
gestellt (144).

Partuberkulose wurde auch bei freilaufenden Hirschen in Spanien diagnostiziert. Von einer
Hirschherde mit 1000 Tieren wurden im Jahre 1997/98 acht Tiere mit Durchfallerscheinungen

auf Paratuberkulose untersucht. Von acht untersuchten Tieren waren sieben positiv (115).
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Serologische ELISA-Untersuchungen in Norwegen ergaben, dass in den Populationen von
Elchen, Rotwild, Rehwild und halbwilden Rentieren Antikorper gegen Paratuberkulose vor-
handen sind (208).

Im Jahre 1985 wurden 16 Saiga-Antilopen aus deutschen zoologischen Girten nach Kanada
importiert. Die Untersuchungen in Deutschland hatten ergeben, dass die Tiere paratuberkulo-
sefrei gewesen waren. Die Tiere wurden in den nachfolgenden sechs Jahren weiterhin unter-
sucht. Histologische Untersuchungen ergaben, dass vier dieser Tiere an Paratuberkulose er-
krankten (61).

Ergebnisse von ELISA- Tests, Anzuchtkulturen und PCR-Untersuchungen in den USA erga-
ben, dass die Bison-Herden ebenfalls von Paratuberkulose betroffen sind (19).
Bakteriologische und PCR-Untersuchungen ergaben dasselbe Bild fiir Biiffel in Indien (181).
Unter experimentellen Bedingungen konnen sich auch monogastrische Tiere infizieren. So
gelang es, nach oraler Verabreichung von MAP in groBBeren Mengen, sowohl Pferde als auch
Schweine zu infizieren (111). Bei diesen Tieren kommt es zur Vermehrung des Erregers, eine
klinische Symptomatik der Erkrankung ist jedoch nicht festzustellen (31).

Es ist bekannt, dass Kaninchen mégliche Wirte und Ubertriiger der MAP-Erreger sein konn-
ten. In 2 Landkreisen war MAP sowohl aus Kaninchen als auch aus Rindern isoliert worden.
Um herauszufinden, wie hoch die Paratuberkulosepriavalenz unter Wildkaninchen ist, wurden
in GroBbritannien aus 2 Landkreisen zwischen 2002 bis 2004 insgesamt 487 Wildkaninchen
auf MAP untersucht. Es stellte sich heraus, dass die Paratuberkuloseprivalenz unter Wildka-
ninchen an einem Standort 39,7% und an anderem Standort 23,0% betrug (100).

MAP wurden auch aus Carnivoren und Omnivoren isoliert: Koyote, Wildkatze, Opossum,
Stinktier, Waschbir und Rotfuchs (4).

Braunbiren konnen ebenfalls als Reservoir und Ubertriger der MAP-Erreger dienen. MAP-
Erreger wurden sowohl aus den Nieren eines Braunbéren als auch aus der Darmmukosa von
zwel weiteren Tieren isoliert (105).

Histologische und kulturelle Untersuchungen in GrofBbritannien zeigten, dass die Tierarten
Fuchs, Krihe, Saatkridhe, Dohle, Ratte, Waldmaus, Feldhase und Dachs als Reservoir und
Ubertriger der MAP-Erreger fiir Wiederkiuer in Frage kommen kénnen (9).

Bei Primaten verlduft die Krankheit mit klinischen Symptomen. In einer Herde von 38 Stum-
melschwanz-Makaken waren 29 Tiere mit dem MAP-Erreger infiziert und schieden diesen
auch iiber den Kot aus. Innerhalb von fiinf Jahren kam es zu 13 Todesféllen in dieser Herde.

Die klinischen und pathologischen Erscheinungen bei diesen Affen dhnelten der Paratuberku-
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lose beim Wiederkduer. Mit Hilfe eines ELISAs konnten Antikorper gegen MAP bei 79-84%
aller Tiere gefunden werden (118).

Zurzeit wird diskutiert, ob die John’sche und die Crohn’sche Erkrankung durch das gleiche
Bakterium ausgelost werden. MAP konnte aus dem Darm von an Morbus Crohn erkrankten

Menschen mittels Anzucht isoliert bzw. die DNS mit Hilfe der PCR nachgewiesen werden

(27, 112, 196).

243 Wirtschaftliche Bedeutung

Die Paratuberkulose verursacht bei betroffenen Rinderherden beachtliche wirtschaftliche Ein-
bullen. Diese entstehen durch Riickgang der Milchleistung, verlangsamte Gewichtszunahme
bei Masttieren und durch Abmagerung und Tod klinisch kranker Tiere. Infizierte Tiere erzeu-
gen durchschnittlich 7,7% weniger Milch und haben eine um 2,8 Jahre niedrigere Lebenser-
wartung als gesunde Kiihe. Sie werden hiufiger unfruchtbar, die Zwischenkalbezeit ist ver-
langert und die Tiere werden oft vor dem Erreichen ihrer Laktationshdchstleistung geschlach-
tet (18). Die verringerte Milchmenge kombiniert mit geringerem Proteingehalt, ist verbunden
mit schlechterer Futterverwertung. Die infizierten Tiere erkranken 4-5 Mal hiufiger an Masti-
tis und sind empféanglicher fiir andere Krankheiten, wodurch zusitzliche Behandlungskosten
entstehen. Wirtschaftliche Verluste entstehen auch durch die Durchfiihrung diagnostischer
Tests sowie die vermehrt anfallende Reinigung und Desinfektion in betroffenen Betrieben.
Die wirtschaftlichen Verluste der Milch-produzierenden Betriebe werden z.B. fiir den US-
Bundesstaat Wisconsin auf iiber 50 Millionen Dollar, fiir die gesamte USA auf 1,5 Milliarden
Dollar jahrlich geschétzt (122).

Eine durch Paratuberkulose betroffene ungarische Milchherde mit 500 Tieren wurde drei Jah-
re lang untersucht. Es wurde festgestellt, dass die jdhrliche Milchmenge der gesamten Herde
um 49 474 Liter reduziert war. Pro Tier wurden 1030 Liter weniger Milch ermolken. Die
durchschnittliche Lebensdauer war von 63,9 Monaten auf 57,0 Monate reduziert (106).

Um die Verluste, welche durch Paratuberkulose entstehen, messen zu konnen, wurden in 20
Staaten der USA 2542 Milchbestinde serologisch mit ELISA untersucht. Es hatte sich her-
ausgestellt, dass die Betriebe, die serologisch positive Tiere hatten, 100$ Verlust pro infizier-
tem Tier im Vergleich zu paratuberkulosefreien Betrieben erlitten. Die Verluste entstanden
durch verringerte Milchmenge und den Ersatz infizierter Tiere. In Betrieben, wo die Paratu-
berkuloseprivalenz mindestens 10% betrug, entstand pro erkranktem Tier ein Verlust von

200$. Tiere in Betrieben, die an Paratuberkulose erkrankten, produzierten 700 kg weniger
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Milch als gesunde Tiere. Im Durchschnitt verursachte die Paratuberkulose in US-
Milchbestanden um 22$ bis 27§ verringerte Produktivitdt pro Kuh oder 200 bis 250 Millionen
Dollar allgemein (143).

Um den Riickgang der Milchleistung in subklinisch infizierten Herden festzustellen, wurden
von 90 Herden 2395 Rinder serologisch mittels ELISA auf MAP untersucht. Die Untersu-
chungen ergaben, dass ELISA-positive Tiere mit einer durchschnittliche Melkdauer von 305
Tagen in der ersten Laktation 573 Liter und in der fiinfte Laktation 1273 Liter Milch weniger
gaben (120). Um einen Zusammenhang zwischen subklinischer Paratuberkulose und produ-
zierter Milchmenge feststellen zu konnen, wurden 1653 Rinder in Wisconsin serologisch mit-
tels ELISA auf MAP untersucht. Von den untersuchten Tieren waren 147 Tiere positiv und
1506 Tiere negativ. Im ELISA positive Tiere gaben im Durchschnitt 376 Liter Milch weniger
als antikorperfreie Tiere (141).

Die Daten, die vom National animal health monitoring system im Jahre 1996 stammten, wur-
den verwendet, um die verringerte Milchmenge pro Kuh messen zu konnen. Die Untersu-
chungen ergaben, dass sich die Verluste in leicht infizierten Herden im Durchschnitt auf
179kg Milch, bzw. 518, in mittelméBig infizierten Herden auf 288kg Milch bzw. 83$ und in
stark verseuchten Betrieben auf 748kg Milch bzw. 214§ beliefen (143).

Um jahrliche Verluste, die durch Paratuberkulose in Kanada entstehen, zu beziffern, wurde
eine ,,partial-budget -Analyse durchgefiihrt. In dieser Analyse wurden Mortalitit, frithzeitiges
Entfernen der Tiere, verringerte Milchmenge und Verluste, die durch verlédngerte Zwischen-
kalbezeit entstehen, beriicksichtigt. Die Daten fiir die Seropriavalenz 1998-2003 stammten aus
8 Provinzen. Es wurden insgesamt 373 Betriebe untersucht. Die Untersuchungen ergaben,
dass bei einer Herdenprédvalenz von 12,7% pro Tier 49 kanadische Dollar Verluste entstehen
(24, 200).

Schafsherden in Australien erleiden betrachtliche wirtschaftliche Schiaden, die durch Tierver-
lust entstehen. Die Untersuchungen wurden iiber einen Zeitraum von 3 Jahren (2002-2004)
durchgefiihrt. Die HerdengroBe betrug zwischen 3500 und 20 000 Schafen. Um den Anteil
der Verluste, die durch Paratuberkulose entstanden, feststellen zu konnen, wurden histologi-
sche Gewebeuntersuchungen an verendeten und klinisch kranken Tieren durchgefiihrt. Die
Mortalitétsrate, die durch Paratuberkulose verursacht wurde, betrug 6,2%; 7,8% und 14,6%
fir die Jahre 2002, 2003 und 2004. Die wirtschaftlichen Verluste wurden anhand der Gross
Marginal Analysis fiir die entsprechenden 3 Jahre berechnet. Die Berechnungen ergaben, dass
das durchschnittliche jahrliche Einkommen wegen Paratuberkulose um mindestens 13 750%

reduziert war (20).
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Um die Reduktion der Milchmenge, die durch Paratuberkulose entsteht, bestimmen zu kon-
nen, wurden von 1052 Milchkiihen 21 Tage vor der Abkalbung Kotproben entnommen und
anhand einer Kotkultur untersucht. Die Untersuchungen ergaben, dass 84 Tiere kulturell posi-
tiv waren. Von den 84 positiven Tieren schieden 46% den Erreger in geringen Mengen, 26%
in mittleren Mengen und 28% in groen Mengen aus. Die reduzierte Milchmenge wurde mit
Hilfe der multivariablen Analysemethode berechnet. Die Tiere, die den Erreger in geringen
Mengen ausschieden, produzierten 537 Liter Milch weniger im Jahr bzw. 1,4 Liter Milch we-
niger pro Tag. Die Tiere, die den Erreger in mittleren Mengen ausschieden, produzierten im
Jahr 1403 Liter weniger Milch, bzw. 5,2 Liter Milch weniger pro Tag. Die Tiere mit hoher
Ausscheidung produzierten 1534 Liter Milch weniger im Jahr bzw. 7,5 kg Milch pro Tag we-
niger als gesunde Tiere (156).

Um herauszufinden, ob es wirtschaftlich wére, an den Bekdmpfungsprogrammen gegen Para-
tuberkulose teilzunehmen, wurde in Frankreich eine Studie durchgefiihrt. Es wurde insgesamt
von 15490 Kiihen aus 569 Betrieben die tigliche durchschnittliche Milchmenge pro Kuh ge-
messen. Es wurde beriicksichtigt, ob die Tiere ELISA-positiv, PCR- bzw. kulturell-positiv
oder Ziehl-Neelsen-positiv waren. Es hatte sich herausgestellt, dass bei Tieren, die ELISA-
positiv waren, die Milchmenge 1,58-2,51 kg weniger, bei kulturell-positiven 3,30-5,36 kg

weniger und bei Ziehl-Neelsen positiven 2,03-7,20 kg weniger betrug als bei gesunden Tieren

(10).

2.4.4 Vorkommen, Ubertragung und Ausscheidung

Als Infektionsquelle dienen Kot und Milch von ausscheidenden Tieren. Gesunde Tiere infi-
zieren sich durch orale Aufnahme des Erregers. Da dieser sehr widerstandsfihig gegeniiber
Umwelteinfliissen und Desinfektionsmitteln ist, kann er jahrelang auf Weiden, in Wasserstel-
len oder auf Ackerflichen lebensfahig bleiben und ist somit eine permanente Infektionsquelle.
Die Krankheit kann auch mit Gegenstianden iibertragen werden, die durch den Erreger konta-
miniert sind wie z.B. Futter, Einstreu, Arbeitskleidung, Geritschaften (224). Eine Ubertra-
gung auf Wildwiederkduerarten ist durch kontaminierte Weiden und Wasserstellen ebenfalls
moglich (162). In den Richtlinien des Landes Nordrhein-Westfalen fiir die Sanierung Paratu-
berkulose-infizierter Rinderbestinde wird daher gefordert, Rinder von anderen Wiederkduern
(Schafen, Ziegen, Damwild) rdumlich zu trennen (132).

Neugeborene infizieren sich in den ersten Lebenstagen durch die Aufnahme erregerhaltigen

Kolostrums oder durch das Saugen an kotverschmutzten Zitzen und verunreinigte Einstreu
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(123, 201). Auch kontaminierte Milch stellt eine Ansteckungsquelle dar. Deshalb ist es rat-
sam, bei der Gewinnung von Biestmilch auf ausreichende Hygiene zu achten, denn Kotreste
eines Ausscheidertiers im Melkeimer konnen fiir ein Kalb eine ausreichende Infektionsdosis
bilden. Mangelnde Geburtshygiene kann ebenfalls zur Infektion des Kalbes fiihren, wenn die
Abkalbebox kontaminiert oder der Genitalbereich durch Kot verunreinigt ist (178).

Subklinisch infizierte Tiere scheiden den Erreger zunéchst intermittierend aus. In diesem Sta-
dium sind keine klinischen Zeichen bemerkbar (33, 71). Die Ausscheidung erfolgt tiber Kot,
Milch oder Sperma. Von der Ausscheidung iiber den Kot geht die groBte Kontaminationsge-
fahr aus. Eine intrauterine Infektion des Fetus ist ebenfalls nicht ausgeschlossen. Es besteht
eine 25%-ige Wahrscheinlichkeit, dass eine klinisch an Paratuberkulose erkrankte Kuh ein

infiziertes Kalb zur Welt bringt (176).

2.5 Diagnoseverfahren

Die Diagnose der Paratuberkulose gestaltet sich aufgrund des Verlaufs der Erkrankung
schwierig. In der préklinischen Phase ist eine Diagnose erschwert, da MAP intermittierend
ausgeschieden wird und auch die humorale Immunantwort nicht vollstindig in Erscheinung
tritt (29, 188).

Fiir die Bekdmpfung der Paratuberkulose und die Sanierung betroffener Herden ist neben der
Einhaltung von HygienemaBnahmen seitens der Landwirte der Einsatz geeigneter diagnosti-
scher Methoden von grofer Bedeutung. Dabei ist wiinschenswert, dass die verwendeten dia-
gnostischen Tests alleine oder in Kombination mdglichst hohe Sensitivitdt und Spezifitét
aufweisen, um falsch positive oder falsch negative Ergebnisse auszuschlieBen (45).

Bei den Diagnoseverfahren unterscheidet man zwischen dem direkten und dem indirekten
Erregernachweis. Wéhrend beim direkten Erregernachweis das Vorhandensein des Erregers
selbst oder seiner DNS nachgewiesen wird, erfolgt beim indirekten Erregernachweis ein

Nachweis der Immunantwort auf MAP.

2.5.1 Direkter Erregernachweis

Fiir den Nachweis von MAP stehen verschiedene Methoden zur Verfligung, die direkt den
Erreger bzw. die Erreger-DNS nachweisen. Eine einfache und kostengiinstige Methode ist der
mikroskopische Nachweis sédurefester Stdbchenbakterien durch die Ziehl-Neelsen-Farbung.

Die MAP-Erreger sind schlanke Stidbchen, die in Nestern angeordnet vorliegen. Die typische
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Anordnung der Bakterien zueinander ist durch Ausbildung intrazelluldrer Filamente bedingt
(121). Der Nachteil dieser Methode liegt darin, dass nur jene Tiere erkannt werden, welche
den Erreger in grolen Mengen ausscheiden. Subklinisch infizierte Tiere konnen nicht erkannt
werden (126). Ein weiterer Nachteil dieser Methode liegt darin, dass andere, im Magendarm-
trakt von Tieren vorkommende, nicht pathogene Mycobakterien mikroskopisch nicht abge-
grenzt werden konnen (12, 192).

Zu den direkten Nachweismethoden gehort auch der kulturelle Erregernachweis. Hierbei han-
delt es sich um eine hochspezifische und zuverldssige Methode, die bis heute als Goldstan-
dard gilt (31, 39). Jedoch handelt es sich um ein langwieriges Verfahren, da die Bebriitungs-
zeit 6-8 Wochen betragt.

Zu den direkten Nachweismethoden gehort auch der Nachweis der Erreger-DNS mittels PCR.
Bei diesem Verfahren wird DNS aus Kultur, Gewebe, Kot, Milch oder Sperma extrahiert und
mittels PCR IS 900 amplifiziert.

2.5.1.1 Mikroskopischer Erregernachweis

Der mikroskopische Erregernachweis siurefester Stdbchen mittels Ziehl-Neelsen-Farbung ist
eine einfache, schnell durchfiihrbare und kostengiinstige Methode. Die mikroskopische Me-
thode findet bei der Untersuchung von Kot- und Rektumschleimhautproben sowie postmortal
bei der Untersuchung von Abstrichen der Darmschleimhaut und Mesenteriallymphknoten
Anwendung. Bei der Ziehl-Neelsen-Féarbung sind mikroskopisch deutlich rot angeférbte Stéb-
chen in charakteristischen Nestern erkennbar. Vereinzelt liegende sdurefeste Stdbchen kdnnen
bei dieser Untersuchung nicht gewertet werden, da es sich meist um atypische, saprophytére
Mycobakterien handelt, die auch im Kot gesunder Tiere vorkommen. Als Untersuchungszeit
fiir die mikroskopische Betrachtung eines Probenausstriches werden 5-10 Minuten veran-
schlagt.

Die Phenol-Acridin-Orange-Fluoreszenz Farbung ist schneller durchzufiihren als die Farbung
nach Ziehl-Neelsen. Gefarbte Ausstriche kdnnen ab einer 200-fachen Vergroferung mikro-
skopiert werden. Gelangen Mykobakterien in das Blickfeld, zeigen diese eine strahlend rote
bis orange Férbung vor einem fast schwarzen Hintergrund (182). In Zweifelsféllen wird eine
1000-fache VergroBerung (entspricht der AnfangsvergroBerung bei der Ziehl-Neelsen-
Féarbung) verwendet. Der Vergleich der mikroskopischen Untersuchungsergebnisse mit dem
kulturellen Erregernachweis aus Kot infizierter Tiere ergab fiir die Mikroskopie eine Sensiti-

vitdt von 46% und eine Spezifitit von 93,8% (96).
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2.5.1.2 Kultureller Erregernachweis

Die kulturelle Untersuchung von Kot- oder Gewebeproben wird als die zuverlédssigste Metho-
de zur Diagnosesicherung angesehen, um besonders in Betrieben mit einer hohen Privalenz
klinisch unauffillige Tiere zu ermitteln (127).

Wegen der langen Inkubationszeiten und intermittierenden Erregerausscheidung ist es jedoch
moglich, dass falsch negative Ergebnisse auftreten (177). Die entscheidende Voraussetzung
fiir die erfolgreiche Kultivierung des Erregers ist die Dekontamination der zu untersuchenden
Proben. Die jede Kotprobe begleitende Flora von unspezifischen Keimen kann durch eine
Vielzahl von Reagenzien inaktiviert werden, ohne MAP wesentlich zu schidigen. Eine Mdog-
lichkeit besteht darin, die aufgeschlossene Probe mit Oxalsdure und Natronlauge zu behan-
deln. Dieses Dekontaminationsverfahren wird héufig angewendet. Ein wesentlicher Schritt
zur Verbesserung des kulturellen Nachweisverfahrens gelang mit der Einfiihrung des Hexade-
cylpyridiniumchlorids zur Beseitigung unerwiinschter Begleitkeime. Gegeniiber frither einge-
setzten Chemikalien fiihrt dieser zu einer wesentlichen Arbeitserleichterung, verbunden mit
einer hoheren Ausbeute an vermehrungsfdahigen Paratuberkuloseerregern (122).

Heutzutage wird Eidotter-Medium nach Harrold (Harrolds egg yolk medium) zur Kultivie-
rung verwendet. Wird diesem Néahrboden Mycobactin J hinzugefiigt, kann die Bebriitungszeit
von 12 auf 8 Wochen verkiirzt werden. Auch unter Verwendung einiger Elemente des Roche
MB Check® Systems kann MAP erfolgreich kultiviert werden (159).

Nach Untersuchungen von Jorgensen besitzt die Kotkultur im klinischen Stadium eine Sensi-
tivitdit von 100% (97). Gegeniiber der kulturellen Untersuchung des Ileozékallymphknotens
besitzt die Kotkultur latent erkrankter Tiere jedoch nur eine Sensitivitit von 33%. Die Nach-
weisgrenze des kulturellen Erregernachweises liegt bei 100 koloniebildenden Einheiten pro
Gramm Kot (42). Die Zahl der ausgeschiedenen Erreger betrdgt bei klinisch manifestierter
Erkrankung mindestens 10° Keime pro Gramm Kot (128)

2.5.13 Molekularbiologische Verfahren
2.5.1.3.1 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, Polymerase chain reaction) beruht auf dem einfachen
Prinzip der Replikation von DNS mit Hilfe zweier synthetischer Oligonukleotidprimer und
einer thermostabilen DNS-Polymerase im Reaktionsgefa3. Mittels PCR ist es moglich, aus

einem komplexen Ausgangsmaterial an DNS groBere Mengen eines bestimmten Bereiches zu

20



synthetisieren. Durch die Entdeckung der fir MAP spezifischen Insertionssequenz 900
(IS 900) ist dies auch selektiv moglich. Hierbei handelt es sich um eine DNS-Sequenz mit der
Linge von 1451 bp, welche in 15-20 Kopien im MAP-Genom vorhanden ist (75). Die bisher
von verschiedenen Arbeitsgruppen entwickelten, auf der IS 900 basierenden Primerpaare, die
zum Erregernachweis mittels PCR eingesetzt wurden, binden ausnahmslos am 5’-Ende des
Sequenz zwischen den Nukleotiden 15 und 766. Vergleiche zwischen der IS 900 und zwei
eng verwandten Insertionssequenzen, der von M. avium ssp. silvaticum und IS 110 von Strep-
tomyces coelicolor ergaben weitreichende Homologien im 3’-Bereich der IS 900. Daher wur-
de dieser Bereich fiir die Detektion von MAP als ungeeignet erachtet. Einige Forscher (75,
129) konstruierten eine biotinylierte Sonde, deren Sequenz die Nukleotide 818 bis 1331 der IS
900 umfasste und in DNS-Préparationen aus Kot sowohl mit MAP als auch mit M. silv. hy-
bridisierte. Danach wurden mit Streptavidin beschichtete magnetische Partikel zugegeben.
Mittels eines magnetischen Felds wurden sowohl die Partikel als auch daran gebundene Son-
den mit der DNS von MAP oder M. silv. isoliert. AnschlieBend erfolgte der Nachweis des
jeweiligen Erregers mit Hilfe der spezifischen Primer. Die auf diese Weise ermittelte Sensiti-
vitdt lag bei 10 Genomkopien/ml Elutionspuffer. In Kotproben konnten 10 bis 100 Erreger/g
Fézes nachgewiesen werden. Die Sensitivitit der PCR zur Detektion von MAP lief sich um
mindestens eine log'’-Verdiinnungsstufe steigern, wenn auf die PCR ein Southern Blot folgte.
Ebenfalls mit dem Ziel, die Sensitivitit zu steigern, wurden eine nested (39, 64) sowie eine
semi-nested-PCR durchgefiihrt (172). Bei der Detektion des Erregers nach der Extraktion von
DNS aus Kotproben wird die PCR-Reaktion hédufig durch Stoffe wie Bilirubin oder Gallen-
salze, die zusammen mit der DNS eluiert werden, inhibiert (227). Dies konnte mit Hilfe der
bereits erwdhnten Streptavidin-beschichteten magnetischen Partikel verhindert werden. Um
die Inhibition durch im Kot vorkommende Substanzen zu vermeiden, wurde die PCR aus
Milch und Blut durchgefiihrt (194).

Durch Vorbehandlung mit polyklonalen Kaninchenantikorpern gegen MAP, die an Im-
munglobulin-beschichtete magnetische Partikel gebunden waren, konnte MAP selektiv aus
Milchproben isoliert werden (73). Bei einer Aufreinigung der DNS ohne diese Vorbehand-
lung lag die Nachweisgrenze der IS 900-PCR bei 10° KBE/ml Milch, wobei die Sensitivitit
der PCR durch die Vorbehandlung auf 10° KBE/ml Milch gesteigert werden konnte (74).

Zur Identifikation von MAP-Ausscheidern wurde eine PCR entwickelt. Als Grundlage fiir
diese PCR dient die IS-MAP 02, welche aus 1674 Basenpaaren besteht und im gesamten Ge-
nom in 6 Kopien vorhanden ist. Die Sensitivitit dieser PCR war vergleichbar mit jener der

IS 900-PCR. Um die Spezifitit der IS-Map 02 zu evaluieren, wurde DNS aus MAP, M. phlei,
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M. avium subsp. avium, M. fortuitum, M. scofulaceum, M. smegmatis und M. gordonae extra-
hiert und die PCR durchgefiihrt. Nur DNS von MAP konnte nach der Amplifikation detektiert
werden. Es gibt abweichende Meinungen dartiber, ob die IS 900 spezifisch fiir MAP ist. Zwei
Studien haben gezeigt, dass die IS 900 bei M. cookii und M. scrofulaceum 94% bzw. 79%
Homologie mit der IS 900 von MAP aufweist (47, 65). Es scheint, dass die auf dem IS Map
02 Element basierende PCR als gute Alternative zu der IS 900-PCR dienen kann (190).

In einer Untersuchung wurden 14 nordamerikanische Bisons, die klinische Symptome fiir
Paratuberkulose zeigten, gemerzt. Die entnommenen Gewebeproben und Kotproben wurden
fiir die kulturelle Anzucht genutzt und mikroskopisch mit Hilfe der Ziehl-Neelsen-Methode
untersucht. Fiir die PCR wurde aufbereitete DNS genutzt. Die kulturelle Anzucht von Kot-
proben ergab, dass 35,7% der Tiere mit MAP infiziert waren. Die Untersuchung von Kulturen
aus Gewebeproben ergab jedoch eine Infektiosrate von 85,7%. Die PCR detektierte 100% der
Kotproben und 81,2% der Gewebeproben als positiv. Die Ziehl-Neelsen Férbung hingegen
ergab nur, dass 50% der Tiere infiziert waren, von den Gewebeproben wurden 21,4% als po-
sitiv erkannt (91).

Um die Praxistauglichkeit eines TagMan PCR-Assays zu iiberpriifen, wurde dieser mit ver-
schiedenen ELISAs evaluiert. Als Vergleichstest galten 2 kommerzielle Serum-ELISAs und
ein kommerzieller Milch-ELISA. Es wurden insgesamt 347 Tiere aus 7 paratuberkulosefreien
Herden und 1808 Tiere aus 7 infizierten Herden untersucht. Die Untersuchungen ergaben,
dass der TagMan PCR-Assay eine Spezifitdt von 99,7% aufweist. Die Sensitivitit des PCR-
Assay betrug bei leicht ausscheidenden Tieren 4% und 76% bei den Tieren, die den Erreger in
grolen Mengen ausschieden. Es ist ratsam, den TagMan PCR-Assay nur fiir stark verseuchte
Betriebe zu verwenden, da die Sensitivitit des ELISAs bei leicht ausscheidenden Tieren gro-
Ber ist als die des TagMan PCR-Assays (221).

Basierend auf der ,,phage display“-Technologie wurde eine ,,peptide-mediated magnetic sepa-
ration* Technik entwickelt, um die selektive Isolierung von MAP-Erregern aus Sammelmilch
zu beschleunigen. Dazu wurden aus einer kommerziellen Phage-Peptide Bibliothek rekombi-
nante Bakteriophagen isoliert, welche in der Lage waren, an M. ptb Erreger spezifisch zu bin-
den. Dieses hoch affine aMptD Peptid wurde verwendet, um die MAP-Erreger mittels Peptid-
vermittelter ,,capture” PCR, basierend auf dem MAP-spezifischen Element IS Mav2, in Milch
nachzuweisen. Die Peptid aMptD-vermittelte ,,capture* PCR ermdglichte neben dem Nach-
weis von nur 100 Erregern pro ml gespikter Milch reproduzierbar den Erregernachweis in
Milchproben von infizierten Kiithen und in Sammelmilchproben von serologisch positiven

Herden. Da die Peptid-vermittelte ,,capture” PCR ausschlieBlich auf standardisierten Reagen-
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zien basiert, konnte sie flir die routinemafige Untersuchung von Sammelmilchproben einge-
setzt werden (195).

Nach Ablauf der PCR werden die PCR-Produkte mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese ana-
lysiert. Fluoreszenzfarbstoffe wie Ethidiumbromid oder SYBR Green, welche in doppelstran-
gige DNS interkalieren und durch ultraviolettes Licht angeregt werden, konnen die Amplifi-
kate visualisieren.

Um die diagnostische Sensitivitdt der bakteriologischen Kulturmethode und der nested PCR
Methode zu vergleichen, wurden von 40 klinisch an Paratuberkulose erkrankten Rindern Kot-
proben gewonnen und mittels Kotkultur und nested PCR untersucht. Durch die Kotkulturme-
thode wurden 21 von 40 erkrankten Rindern (52,5%), durch die nested PCR 36 von 40 er-
krankten Rindern (90%) detektiert. Diese Untersuchungen zeigen, dass die nested PCR als
effektive und schnelle diagnostische Methode eingesetzt werden kann (185).

In einer weiteren Untersuchung wurden 134 Milchproben und 110 Kotproben von 146 Tieren
aus 14 durch Paratuberkulose betroffenen Herden genommen. Es wurden die Kulturmethode,
PCR und nested PCR verwendet, um Milchproben zu untersuchen und die Ergebnisse mit
denen der Kotkultur zu vergleichen. Es konnte festgestellt werden, dass die Ergebnisse der
Kotproben und der Milchproben nicht miteinander iibereinstimmten. Einige Tiere wurden nur
durch die Milchuntersuchung als Ausscheider identifiziert, wohingegen andere Tiere aus-
schlieBlich durch die Kotuntersuchung als Ausscheider erkannt wurden. Da die Ausscheidung
des Erregers in Kot und Milch nicht synchron stattfindet empfiehlt der Autor beide Tests fiir

die Diagnostik einzusetzen, um alle Ausscheider ausfindig zu machen (70).

2.5.1.3.2 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fiir Nukleinsiuren, die auf dem Prinzip
der herkdmmlichen PCR beruht. Die Ergebnisse stehen direkt nach dem Ablauf zur Verfii-
gung, eine gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikate ist nicht mehr erforderlich. Als
Ubertragungsmedium fiir die Temperatur wird beim Light Cycler™ ein Luftstrom benutzt.
Temperaturschritte von 20 °C/sec kdnnen so liberwunden werden. Dies ermdglicht den Ab-
lauf der Denaturierung der DNS, Anlagerung der Primer und Synthese der PCR-Produkte in
weniger als 30 sec (229). Um die Ubertragung der Temperatur optimal gestalten zu konnen,
werden Glaskapillaren mit einem hohen Oberflichen/Volumen-Verhéltnis als Reaktionsgefa-
Be benutzt. Gleichzeitig dienen sie als Messkiivetten fiir die Fluoreszenzdetektion wéhrend

der PCR. Die erfassten Fluoreszenzdaten werden sofort ,,in Echtzeit am Bildschirm darge-
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stellt. Fiir den Gebrauch der Real-Time PCR auf dem Light Cycler™ stehen unterschiedliche
Detektionssysteme zur Verfiigung. Das SYBR® Green I-System bindet sequenzunabhingig an
sich bildende doppelstringige DNS. Dies 10st eine Fluoreszenz aus. Die Starke der Fluores-
zenz wird am Ende jeder Elongationsphase ermittelt, wenn die gesamte DNS als Doppel-
strang vorliegt. Die Wellenldnge betrdgt 530 nm, die Signalstdrke verhilt sich proportional
zur Menge des gebildeten PCR-Produkts. Um eine qualititative Detektion des PCR-Produkts
zu ermoglichen, nutzt man die spezifische Schmelztemperatur des PCR-Amplifikats. Hier-
durch werden die Identifizierung des PCR-Produkts und die Differenzierung von unspezifi-
schen Produkten, wie z.B. Primer-Dimeren, ermoglicht. Diese Schmelzkurvenanalyse erfolgt
im Anschluss an die PCR. Durch langsamen Temperaturanstieg und kontinuierliche Messung
der Fluoreszenz wird die spezifische Schmelztemperatur des gebildeten PCR-Produktes er-
mittelt. Sie definiert sich als die Temperatur, bei der 50% der DNS einzelstrangig und 50%
der DNS doppelstriangig vorliegen. Sie ist besonders von der Linge, der Basenabfolge und
dem GC-Gehalt des Amplifikats abhingig (50, 161).

Eine weitere Methode ist die Detektion mittels Hybridisierungssonden. Sie bietet wesentlich
spezifischere Moglichkeiten. Die Hybridisierungssonden bestehen aus einem Paar sequenz-
spezifischer Oligonukleotide, die an den einander zugewandten Enden mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Durch ihre Sequenz binden die Oligonukleotide wéh-
rend der Anlagerungphase in unmittelbarer Nihe zueinander an die DNS des zu amplifizie-
renden Fragments. Nur bei dieser Ndhe kommt der so genannte ,,Fluorescence Resonance
Energy Transfer (FRET) zustande. Das 3" Ende der ersten Sonde ist mit Fluoreszein mar-
kiert, das 5" Ende der anderen mit Light Cycler'™-Red 640 oder 705. Am Ende der Anlage-
rungsphase wird das Fluoreszein von der optischen Einheit des Light CyclersMangeregt, so
dass die erste Sonde (Donorfluorophor) griines Licht emitiert. Dies regt den Fluoreszenzfarb-
stoff der zweiten Sonde (Akzeptorfluorophor) zur Emission von Fluoreszenz in einer messba-
ren Wellenldnge an. Die Fluoreszenz wird nur erzeugt, wenn beide Sonden an die Zielsequenz
in unmittelbarer Ndhe zueinander binden. Die ermittelte Fluoreszenz ist proportional zur
Menge des gebildeten PCR-Produktes.

Mit einer Light Cycler™ PCR mit SYBR™ Green I konnte ein 587 bp und ein 278 bp DNS-
Fragment aus der fiir MAP spezifischen IS 900 detektiert werden. Dabei wurde eine Nach-
weisgrenze von 10 Genomkopien fiir das groflere und 100 Genomkopien fiir das kleinere
Fragment erreicht. Bei der Detektion mit Hybridisierungssonden wurde fiir das 278 bp Frag-

ment eine Nachweisgrenze von 10 Genomeinheiten ermittelt (172).
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Es wurde eine Light Cycler™-PCR (LC-PCR) fiir Milchproben basierend auf der Sequenz
F57 von MAP entwickelt. Die F57 Sequenz liegt einfach im gesamten MAP-Genom vor und
wurde noch bei keinem anderen Mikroorganismus nachgewiesen. Sie ist daher spezifisch fiir
MAP. Die LC-PCR ist in der Lage, MAP-Erreger (2%10' bis 2*10°) in positiven Proben quan-
titativ zu bestimmen. Diese Methode stellt eine Alternative zu den anderen Untersuchungsme-
thoden dar, um MAP-Erreger aus Tankmilch zu isolieren (204).

Es wurde eine Triplex Real-Time PCR entwickelt und validiert, um MAP-Erreger im Rinder-
kot sicher diagnostizieren zu konnen. Die Validierung wurde gemill den Empfehlungen der
International Organisation for Standardization fiir die PCR und Real Time PCR durchge-
fiihrt. Um die Spezifitit testen zu konnen, wurden 105 Mykobakterien-Stimme bovinen, ovi-
nen und humanen Ursprungs und 100 weitere Bakterien-Stimme ausgewdhlt. In den Untersu-
chungen wurden alle 105 MAP-Stimme korrekt als MAP identifiziert. Die restlichen nicht 34
MAP-Erreger und 66 nicht Mykobakterien-Stimme zeigten auch eine hohe Selektivitdt und es
gab keine falsch positiven oder negativen Reaktionen. Die Untersuchungen ergaben, dass der
Einsatz der Triplex-PCR eine gute Alternative zu anderen diagnostischen Verfahren darstellt
(173).

Es ist bekannt, dass die IS 900 Ahnlichkeiten zu anderen Mycobacterium avium-Stimmen
aufweist. Daher ist es nicht auszuschlieBen, dass die IS 900-PCR falsch positive Ergebnisse
aufweist. Um Fehler in der Diagnose ausschliefen zu konnen, wurde vom F 57 Gen, das sich
im IS 900 Bereich befindet, eine Real-Time PCR entwickelt und evaluiert. Um diesen Test
evaluieren zu konnen, wurden 112 Proben untersucht: 56 davon waren Fikalproben von kli-
nisch an Paratuberkulose erkrankten Tieren, 155 weitere Proben enthielten andere Mykobak-
terien oder Nicht-Mykobakterien. Es wurden keine falsch positiven Ergebnisse erhalten. Auf-
grund der Tatsache, dass das F 57 Gen nur in einfacher Kopie im Genom vorliegt, kann dieser
Test im Vergleich zur IS 900-PCR eine geringere Sensitivitdt sowie hohere Spezifitit aufwei-
sen (84). Um MAP aus Bullensperma zu isolieren, wurde eine Real-Time PCR basierend auf
der IS 900 etabliert. Die DNS wurde aus Sperma durch Phenol-Chloroform-Extrakt isoliert.
Gewohnlich der DNS welche aus Gewebeproben isoliert wird enthidlt Substanzen, welche die
Durchfiihrung der PCR inhibieren (227). Der Einsatz von Phenol und Chloroform trigt dazu
bei, dass PCR-Inhibitoren aus dem Sperma entfernt werden. Diese Real-Time PCR ermdog-
licht es, bis zu 10 Erreger pro 100 ul zu detektieren. Da kein Sperma von an Paratuberkulose
erkrankten Bullen zur Verfligung stand, wurde diese Real-Time PCR Methode anhand kiinst-
lich gespikter Spermaproben etabliert. Aufgrund dessen ist keine Aussage dariiber moglich,

inwiefern diese Methode dazu geeignet ist, MAP-Erreger in natiirlich infiziertem Sperma

25



nachzuweisen. Deshalb ist es schwer, eine Aussage dariiber zu machen, wie effektiv diese

Real-Time PCR in Wirklichkeit ist (85).

2.5.1.3.3 Restriction Fragment Length Polymorphismus (RFLP)

Der MAP-Erreger wird in 3 Gruppen unterteilt: S (sheep) Typ, C (cattle) Typ und I (interme-
diate) Typ (8, 12, 38, 138). Diese Varianten werden auch als Typ I, IT und III bezeichnet (54,
138, 193) und sind nicht wirtsspezifisch (8, 138, 169). Um die genetische Variabilitit des
MAP-Erregers zu untersuchen, wurden 71 Isolate aus 14 Rinderherden mittels RFLP (restric-
tion fragment length polymorphismus) basierend auf der IS 900 untersucht. Die Untersuchun-
gen zeigten, dass alle 71 Proben der Gruppe C angehorten. Untersuchte MAP-Erreger gehor-
ten zu 17 verschiedenen Genotypen (138). In Norwegen waren die Rinder von der Paratuber-
kulose nicht so stark betroffen wie Ziegen. Deshalb war man der Meinung, dass die MAP-
Isolate aus Ziegen fiir Rinder harmlos wiren. Um diese Frage beantworten zu konnen, wurden
51 Isolate aus Ziegen und 4 Isolate aus Rindern, die anhand der IS 900 als MAP identifiziert
waren, mit Hilfe des RFLP untersucht. Die Untersuchungen ergaben, dass alle Isolate aus
Rindern und 84% der Isolate aus Ziegen dasselbe RFLP-Muster (B-C1) aufwiesen. Man kann
daraus folgern, dass keine Wirtsspezifitéit fiir MAP existiert (57). Um Vorkommen und Ver-
teilung verschiedener Stimme bei unterschiedlichen Tierarten bestimmen zu konnen, wurden
in Australien 328 Isolate mittels RFLP untersucht. Die Isolate stammten von Rindern, Scha-
fen und anderen Tierarten. Die Untersuchungen ergaben, dass die Schafe stets mit ,,S* Stdm-
men, aber Rinder und andere Tierarten mit ,,C* Stdmmen infiziert waren. Ergebnisse dieser
Untersuchung sollten jedoch keinesfalls zur falschen Schlussfolgerung fiihren, dass existie-

rende ,,C, S und I Stimme absolut wirtsspezifisch sind (226).

2.5.2 Indirekter Erregernachweis

Zu den indirekten Nachweismethoden zdhlt man allergische Reaktionen und serologische
Verfahren zur Ermittlung des Antikorpertiters. Eine der allergologischen Methoden ist der
Johnin-Test. Fiir die Durchfiihrung dieses Tests werden 0,1 ml Johnin-Losung intrakutan inji-
ziert. Tritt bereits nach zwei Stunden eine Schwellung im Bereich der Injektionsstelle auf,
wird dies als unspezifische Reaktion gewertet. Wird nach 24-72 Stunden eine verzogerte Re-

aktion mit Umfangsvermehrung an der Injektionsstelle beobachtet, ist dies als positiv zu be-
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werten (121). Die Diagnose mit Hilfe des Johnin-Tests wird durch eine Kreuzreaktion mit
anderen Mykobakterien, vor allem dem Erreger der bovinen Tuberkulose, erschwert (33).

Zu den eingesetzten serologischen Verfahren gehdren Komplementbindungsreaktion, Agar-
gel-Immundiffusionstest und Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay. Der Erfolg der einge-
setzten Methode hingt von der Hohe des Antikorpertiters sowie der Sensitivitdt und Spezifitét
der Methode ab. Der Nachweis subklinisch infizierter Tiere ist nur teilweise moglich, da der
Antikorpertiter bis zum Auftreten erster klinischer Symptome nur langsam ansteigt (40).

Die KBR war frither hiufig im internationalen Handel mit Wiederkduern vorgeschrieben
(158). In mehreren vergleichbaren Untersuchungen mit verschiedenen ELISAs zeigte die
KBR jedoch eine deutlich schlechtere Sensitivitit (158).

Der AGIDT erzielt bei Schafen in einem spiten Stadium der Erkrankung eine gute Sensitivi-
tdt und eine 100%-ige Spezifitit (151). Bei einer Untersuchung mit subklinisch erkrankten
Rindern ergab sich jedoch eine signifikant geringere Detektionsrate als in der KBR oder beim

ELISA. Der AGIDT kann deshalb beim Rind nicht empfohlen werden (183).

2.5.2.1 Serologischer Nachweis
2.5.2.1.1 Agargel-Immunodiffusionstest (AGIDT)

Der Agargel-Immundiffusiontest (AGIDT) ist als diagnostische Methode zur Erkennung der
Paratuberkulose weniger geeignet als die KBR (126). Durch die Adsorption der Patientense-
ren mit M. phlei konnte die Spezifitit des Verfahrens verbessert werden (122). Die Sensitivi-
tét ist jedoch weiterhin geringer als die des ELISA. Diese Methode zeigt erst dann ein positi-
ves Ergebnis, wenn der Erreger bereits in groler Menge ausgeschieden wird. Merkal emp-
fiehlt, den AGIDT zur Erkennung klinisch erkrankter Ausscheidertiere mit dem Vorteil einer
schnelleren Diagnose gegeniiber der kulturellen Untersuchung (122).

Dieser serologische Test eignet sich nach Uberzeugung anderer Autoren nur als zusétzliche
Methode zur Absicherung der Diagnose bei klinisch erkrankten Tieren. Zur Beurteilung sub-
klinisch erkrankter Rinder wird das Verfahren als unzuverldssig bewertet. In einer Untersu-
chung von Sherman konnten fiir diesen Test eine Sensitivitdt von 18,9% und eine Spezifitdt
von 99,4% bestimmt werden (179).

Um Sensitivitdt und Spezifitit von KBR und AGIDT bestimmen zu kdnnen, wurden die bei-
den Tests miteinander verglichen. Es wurden insgesamt 74 subklinisch infizierte Tiere, 154
nicht infizierte Tiere aus 6 Herden und 30 paratuberkulosefreie Tiere untersucht. Der Infekti-

onsstatus der Tiere wurde anhand von mindestens 3 Kotkulturen definiert. Die Untersuchun-
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gen von subklinisch infizierten Tieren ergaben in KBR und AGIDT eine Sensitivitit von
10,8% und 18,9%. In der paratuberkulosefreien Gruppe wurde in KBR und AGIDT eine Spe-
zifitit von 97,4% und 99,4% festgestellt. Die negativen Ergebnisse von durch Paratuberkulose
betroffenen Herden sollten daher mit Vorsicht betrachtet werden, da beide Tests nur eine
niedrige Sensitivitét bei subklinisch infizierten Tieren aufweisen (179).

Um die Sensitivitdt und Spezifitit verschiedener serologischer Verfahren miteinander zu ver-
gleichen, wurden 329 Tiere, 168 Kultur-positive und 161 antikdperfreie Tiere, mit verschie-
denen serologischen Tests untersucht. Die Sensitivitit betrug im modifizierten AGIDT, im
dot immunoassay (DIA) und im ELISA jeweils 49%, 42%, 65% sowie 68%. Die Spezifitit
betrug jeweils 10%, 8%, 16% und 14%. Die Sensitivitéit der serologischen Tests ist hoher, je
mehr Erreger mit dem Kot ausgeschiedenen werden. Sowohl die Sensitivitit als auch die Spe-
zifitdt des ELISAs ist hoher als im AGIDT, deshalb wird der ELISA fiir die Diagnostik der
Paratuberkulose haufiger eingesetzt (209).

In einem Versuch wurden 32 klinisch an Paratuberkulose erkrankte und 43 antikorperfreie
Schafe serologisch untersucht. Die Vergleichsuntersuchungen von ELISA und AGIDT haben
eine Sensitivitdt von 86,4% und 100% in der multibazilliren (lepromatosen) Form und 10-
50% und 30% in der pauzibazilldren (tuberkuloiden) Form ergeben. Die Spezifitit betrug in
beiden Tests 100% (35).

In einem Betrieb wurden 134 Schafe wegen chronischen Gewichtsverlusts gemerzt. Diese
Tiere wurden auf Paratuberkulose untersucht. Hiervon waren 23 Tiere (17,2%) AGIDT-
positiv und 38 Tiere (28,3%) ELISA-positiv. Von den 134 Schafen hatten 62 Tiere granulo-
matdse Schiadigungen im Darm. Die Sensitivitit dieser 62 untersuchten Tiere betrug im
AGIDT 37,1%, im ELISA 48,4%. Die Spezifitit betrug 100% bzw. 88,9%. Die Untersuchun-
gen zeigen, dass die Sensitivitdt in beiden Tests bei klinisch kranken Tieren viel hoher ist als
bei subklinisch kranken Tieren (151).

Die sich fiir die Paratuberkulosediagnostik auf dem Markt befindlichen Rinder-ELISAs wur-
den fiir die Diagnostik von Lamas und Alpakas modifiziert. Es wurden 84 Lamas und 16 Al-
pakas, die antikorperfrei waren, mit Hilfe von drei ELISAs und AGIDT getestet, um die Spe-
zifitit verschiedener serologischer Verfahren evaluieren zu kénnen. Die drei ELISAs wurden
mit den Buchstaben A, B und C bezeichnet. Die Untersuchungen ergaben fiir die ELISAs (A,
B und C) eine Spezifitit von 48%, 92% bzw. 98% und fiir den AGIDT 100%. Die ELISAs
wiesen eine niedrige Spezifitdt auf und konnten daher fiir die Diagnostik von Lamas und Al-

pakas nicht eingesetzt werden (130).
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In einer Studie wurden Blutseren von 48 Milchkiihen, welche in drei verschiedenen ELISAs
positiv waren, fiir die Evaluierung des AGIDT verwendet. Von 48 Tieren waren 21 Tiere
ELISA positiv und 27 Tiere antikorperfrei. Im AGIDT waren 14 Tiere positiv, davon waren 2
Tiere falsch positiv und 34 Tiere negativ, hiervon waren 7 Tiere falsch negativ. Fiir den
AGIDT wurden eine Sensitivitidt von 57% und eine Spezifitit von 92,5% festgestellt. Obwohl
der AGIDT eine kostengiinstige und einfach durchzufiihrende Methode ist, ist er nicht in der
Lage, subklinisch erkrankte Tiere zu detektieren (67).

In einer Studie wurden die Sensitivitdt und Spezifitit von AGIDT, ELISA und von allergi-
schen Hauttestmethoden mit der Bayesianischen Wahrscheinlichkeitsmethode verglichen.
Insgesamt wurden 14 Herden mit 2465 Schafen auf Paratuberkulose untersucht. Fiinf Herden
(450 Tiere) wurden als nicht infiziert und neun Herden (2015 Tiere) als infiziert betrachtet.
Die Untersuchungen ergaben fiir AGIDT, ELISA und die allergischen Hauttests Spezifitidten
von 99,0%, 99,3% und 98,7%, die Sensitivitit betrug 8,3%, 8,0% bzw. 73,3%. Der AGIDT
und ELISA sind spezifischer, aber weniger sensitiv. Allergische Hauttests sind sensitiver und
konnen daher sowohl fiir die Einzeltier- als auch fiir die Herdendiagnostik eingesetzt werden.

Der einzige Nachteil ist deren vergleichsweise niedrige Spezifitit (164).

2.5.2.1.2 Komplementbindungsreaktion (KBR)

Die Komplementbindungsreaktion (KBR) wurde zuerst von Bang und Andersen angewandt.
Ihr Einsatz fiihrt jedoch aufgrund von Kreuzreaktionen mit M. tuberculosis und M. avium nur
bei tuberkulosefreien Tieren zu befriedigenden Ergebnissen. Viele Forscher beobachteten
auch in tuberkulosefreien Bestinden eine geringe Anzahl unspezifischer Reaktionen und wie-
sen gleichzeitig auf die Unzulénglichkeiten bei der Diagnose klinisch nicht erkrankter Keim-
trager hin. Poll lehnte die allgemeine Anwendung der KBR in der Untersuchung auf Paratu-
berkulose bei Tieren epidemiologisch unbekannter Herkunft wegen der unzureichenden Emp-
findlichkeit, fehlenden Spezifitidt und der dadurch bedingt hohen Anzahl falsch positiver Er-
gebnisse ab (153). Bei umfangreichen Blutuntersuchungen mittels KBR stellte Rankin fest,
dass in nachweislich mit Paratuberkulose infizierten Herden mehr als 40% der Tiere ein- oder
mehrfach positiv reagierten. Aber auch in zwei nicht infizierten Herden waren 30% der Tiere
mindestens einmal positiv. Rankin lehnte es daher ab, sich bei einem Ausmerzungsprogramm
fiir Paratuberkulose-infizierte Bestdnde allein auf die Ergebnisse der KBR zu stiitzen (157).
Einige Forscher empfehlen fiir die Diagnose der Paratuberkulose beim Einzeltier, auch andere

diagnostische Methoden zu verwenden, aufgrund der Tatsache, dass infizierte Tiere zeitweilig
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in der KBR negativ reagieren konnen (124). Durch vergleichende Untersuchungen stellte de
Lisle fest, dass eine positive Relation zwischen Anzahl ausgeschiedener MAP-Erreger und
Hoéhe des Antikorpertiters in der KBR besteht (56). Bei Evaluierung eines Paratuberkulose-
ELISAs wurde festgestellt, dass von nachweislich 156 subklinisch erkrankten Kiihen die KBR
nur 41 Tiere, der ELISA jedoch 106 Tiere detektieren konnte. Man hatte festgestellt, dass bei
experimentell infizierten Tieren der ELISA 1-5 Monate frither detektieren konnte, und 7-10
Monate frither bei natiirlich infizierten Tieren. Diese Angaben verdeutlichen die Schwichen
der KBR (232).

Fiir die Paratuberkulose-Diagnostik wurden die vier serologischen Test-Methoden KBR,
AGIDT, Allied ELISA sowie CSL ELISA evaluiert. Es wurden insgesamt 177 subklinisch an
Paratuberkulose erkrankte Rinder untersucht. Von 177 Tieren waren 108 Tiere kotkulturell
positiv und 69 Tiere waren kotkulturell negativ. Die serologischen Untersuchungen der 177
Tiere mit KBR, AGIDT, Allied ELISA und CSL ELISA ergaben eine 38,4%, 26,6%, 58,8%
und 43,4% ige Sensitivitit sowie eine 99,0%, 100,0%, 95,4%, 99,0%-ige Spezifitit. Als man
die 108 in der Fikal-Kultur positiven Tiere mit KBR, AGIDT, Allied ELISA und CSL ELISA
untersuchte, konnte man nur 54,6%, 40,7%, 65,7% und 56,5% positive Tiere detektieren und
von den 69 subklinisch kranken, aber kotkulturell negativen Tieren waren nur 14,5%, 4,3%,
47,8% und 24,6% Tiere positiv. Somit ist ersichtlich, dass die KBR allein fiir die Sanierung
mit Paratuberkulose infizierter Betriebe nicht ausreichend ist (184).

Um die Zuverldssigkeit verschiedener serologischer Nachweisverfahren bei der Paratuberku-
lose zu vergleichen, wurden die Komplementbindungsreaktion (KBR), der Gel-Diffusionstest
(GDT), ein kommerzieller ELISA und ein selbst entwickelter ELISA verglichen. Untersucht
wurden zwei paratuberkulosefreie Herden mit insgesamt 253 Schafen und zwei von Paratu-
berkulose betroffene Herden mit insgesamt 103 Schafen. Die Untersuchungen ergaben, dass
die Spezifitit bei allen serologischen Nachweisverfahren 97% betrug und die Sensitivitét bei
histopathologisch positiven Tieren 98% betrug. Die vorhandenen serologischen Tests, die
momentan zur Verfligung stehen, sind ohne kulturellen Nachweis des Erregers aus Kot fiir die
Kontrolle und Sanierung von betroffenen Betriebe nur begrenzt brauchbar (86).

Um die Sensitivitdt und Spezifitdt verschiedener serologischer Tests (KBR, kommerzieller
ELISA, lokal produzierter ELISA) zu evaluieren, wurden sie mit der Kotkultur verglichen.
Die serologischen Untersuchungen von 106 kotkulturell positiven Tieren ergab fiir den lokal
verwendeten ELISA 47,2%, den kommerziellen ELISA 31,1% und KBR 17,9%-ige Sensitivi-
tat. Die Sensitivitit betrug 87,5%, 75,0% und 56,3% bei hoch ausscheidenden (iiber 100 Ko-

lonien) Tieren. Nach der Untersuchung von 341 negativen Tieren wurde eine Spezifitit von
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99,7%, 97,9% und 97,1% festgestellt. Die Untersuchungen zeigen, dass die ELISA-Methode
sensitiver ist als die KBR-Methode, deshalb sollte der ELISA anstelle der KBR im internatio-

nalen Handel und fiir die Sanierung der Paratuberkulose eingesetzt werden (158).

2.5.2.1.3 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) wurde zur serologischen Diagnostik der
Paratuberkulose von Jorgensen und Jensen eingefiihrt (99). In den letzten Jahren wurden eini-
ge unterschiedliche ELISA-Verfahren entwickelt. Gemeinsam ist diesen Tests die indirekte
ELISA-Technik zum Nachweis von Antikérpern gegen MAP (99).

Viele der Tests weisen eine zu geringe Sensitivitit und Spezifitit fiir die Detektion subkli-
nisch erkrankter Tiere auf (11, 45). Die beschriebenen ELISA-Methoden unterscheiden sich
hinsichtlich Pridparation und Qualitidt des verwendeten Antigens. So reinigte Yokomizo ein
Antigen auf, das vorwiegend Antikdrper vom Typ IgG 1 nachweisen sollte. Die Priparations-
schritte, die sich aus French-Press-Aufschluss, Zentrifugation, Dialyse und Filtration zusam-
mensetzten, sowie die Behandlung der Patientenseren mit Kaolin, sollten unspezifische Reak-
tionen verringern. Fiir diesen ELISA wurde eine Sensitivitdt von 58% und eine Spezifitit von
97% berechnet (233). Durch die Prdadsorption der diagnostischen Seren mit einer Suspension
von M. phlei konnte die Spezifitiat weiter erhoht werden (234). In einem weiteren ELISA, bei
dem die Seren ebenfalls mit M. phlei absorbiert wurden, wurde eine Sensitivitit von 57% und
eine Spezifitdt von 98,9% erreicht (131). Fiir einen ELISA ohne Praabsorption mit M. phlei
wurde eine Sensitivitidt von 50,9% und eine Spezifitdt von 94,9% ermittelt (44). Hilbink zeig-
te jedoch, dass die Praabsorption von Seren mit M. phlei keine wesentlichen Vorteile erbringt
(86). Bei dem vom United States Department of Agriculture (USDA) zugelassenen IDEXX-
ELISA wurde eine Sensitivitit von 56,5% und eine Spezifitit von 99,7% berechnet (43).
Auch bei dieser ELISA-Technik werden die zu untersuchenden Seren vor ihrem Einsatz im
Test mit einer Ganzzell-Suspension von M. phlei behandelt. In anderen Arbeiten wurden ein
Lipoarabinomannan (LAM), ein lipidfreies Arabinomannan, ein gereinigtes Protein sowie ein
rekombinantes spezifisches Polypeptid als Antigen beschrieben (55, 197). Das LAM ist ein
zellwandstiandiger Bestandteil der Mycobakterien. LAM und andere Zellwandbestandteile
sind vermutlich wichtige Virulenzfaktoren pathogener Mycobakterien (16). Dieses LAM
wurde von mehreren Forschern (197-199) im ELISA eingesetzt. Yokomizo verwendeten ein
ungereinigtes protoplasmatisches Antigen fiir den von ihnen durchgefiihrten ELISA. Die von

(39, 197, 232) in ihren Arbeiten eingesetzten Antigene wurden aus dem vermeintlichen MAP-
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Stamm 18 isoliert. Molekularbiologische Untersuchungen dieses Stammes mittels PCR zeig-
ten jedoch, dass es sich bei dem Stamm um einen M. avium-Stamm handelte, da die IS 900
nicht nachgewiesen werden konnte. Dieser Stamm, der seit 1920 in einigen Instituten der
USA zur Herstellung von Antigenen, Vakzinen und Mycobactin genutzt wird, zeichnet sich
durch ein schnelles Wachstumsverhalten in Kultur aus. Mdglicherweise handelt es sich bei
diesem Stamm um eine mehr als fiinfzig Jahre alte Laborkontamination. Aus den genannten
Griinden wird es fiir notwendig erachtet, den Stamm als M. avium Stamm 18 zu bezeichnen
(25, 222). Um die Sensitivitit eines Paratuberkulose-ELISA zu erhdhen, ist MAP mit moleku-
larbiologischen und gentechnologischen Verfahren néher untersucht worden. Es konnte ein
immunogenes 34-kDa-Protein isoliert und kloniert werden. Bei Einsatz dieses rekombinanten
Polypeptids im Test zeigte sich, dass Kreuzreaktionen mit M. bovis und dem nahe verwandten
M. avium deutlich reduziert werden konnten (55). Dieses rekombinante Polypeptid wurde als
Antigen in einem anderen ELISA-System eingesetzt. Fiir diesen Test konnte eine Sensitivitét
von 70% und eine Spezifitit von 95% berechnet werden (214). Ein Dot-ELISA, mit dem Rin-
derherden im US-Bundesstaat Ohio untersucht werden, weist eine Sensitivitdt von 85% und
eine Spezifitidt von 100% auf (231).

Um chronische Infektionen von akuten Infektionen unterscheiden zu konnen, wird in der
Humanmedizin ein Affinitdts-ELISA eingesetzt. Besonders Antikorper der Klasse IgG haben
bei dieser ELISA-Technik eine wichtige Funktion.

Es wurde der Mycobacterium paratuberculosis Stamm JTC-303, welcher aus dem Ileum eines
Holstein-Bullen isoliert wurde, kulturell angeziichtet. Das Antigen wurde im Anfangsstadium
der im Wachstum befindlichen MAP Kultur isoliert und ein ELISA fiir die Paratuberkulosedi-
agnostik entwickelt. Der ELISA wurde mit Hilfe von 444 Seren von an Paratuberkulose er-
krankten Tieren und 412 Kontrollseren evaluiert. Die Sensitivitdt des JTC-ELISAs betrug
40%, die Spezifitit 99%. Der JTC-ELISA wurde mit 4 weiteren im Handel erhiltlichen
ELISAs (IDEXX, CSL Prionics, Pourquier, Antel) verglichen. Die Untersuchungen zeigten,
dass der JTC-ELISA in der Lage war, auch die Tiere zu detektieren, die MAP in geringen
Mengen ausschieden (180).

Es wurde ein hochsensitiver und hochspezifischer Ethanol Vortex ELISA (EVELISA) fiir die
Paratuberkulosediagnostik entwickelt. Als Antigene dienten MAP-Oberflachenepitope. Die
Sensitivitidt des EVELISA betrug 100%, die Spezifitit 97,4% (62).

Fiir die serologischen Untersuchungen auf Paratuberkulose wird der ELISA regelmiBig ein-
gesetzt, obwohl die durchschnittliche Sensitivitét bei subklinisch erkrankten Tieren nicht be-

sonders hoch ist. Die Spezifitidt wurde als ausreichend erachtet, da der ELISA mit M. phlei
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vorinkubiert sei (160, 232). Es wurde vermutet, dass die Praadsorption mit M. phlei kreuzrea-
gierende Antikorper des MAC-Komplexes entfernt, wodurch die Spezifitit erhoht wird. Die
Untersuchungen zeigten, dass ein mit M. phlei vorinkubiertes kommerzielles ELISA-Kit
MAP nicht von M. bovis unterscheiden konnte, obwohl die Tiere kiinstlich infiziert waren und
einen hoheren Antikorpertiter aufwiesen (142).

Zur Zeit auf dem Markt befindliche ELISAs besitzen niedrige Sensitivititen und zeigen
Kreuzreaktionen mit Antikorpern gegen andere Mycobacterien als MAP (81).
Untersuchungen ergaben, dass der Allied ELISA eine Sensitivitit von 58,8% und eine Spezi-
fitdt von 95,4% aufwies und der CSL ELISA eine Sensitivitdt von 43,4% und eine Spezifitét
von 99,0% besall (184).

Um Sensitivitdt und Spezifitit eines komerziellen ELISAs evaluieren zu kdnnen, wurde eine
groBe Anzahl von Tieren auf Paratuberkulose untersucht. Die Untersuchungen bestitigten die
vom Hersteller angegebe Spezifitidt von 99% (203).

Es wurde der Wallaceville Animal Health Laboratory absorbed ELISA (W-ELISA), der ge-
ringfligig modifiziert war, mit dem C-ELISA der Commonwealth Serum Laboratories vergli-
chen. Die Untersuchungen ergaben, dass der W-ELISA eine Sensitivitit von 47,2% und eine
Spezifitidt von 99,7% aufwies. Der S-ELISA wies hingegen eine Sensitivitdt von 31,1% und
eine Spezifitit von 97,9% auf. Je mehr die Tiere den Paratuberkuloseerreger mit dem Kot
ausschieden, desto hoher war die Sensitivitit der ELISAs (158).

Zwei auf dem Markt befindliche ELISAs, die fiir die Paratuberkulosediagnostik genutzt wer-
den, wurden mit der KBR verglichen. Die beiden ELISAs stammten von demselben Herstel-
ler. Die Untersuchungen zeigten, dass einer der ELISAs eine Sensitivitit von 29,8% und eine
Spezifitdat von 99,8% und der zweite ELISA eine Sensitivitit von 39,4% und eine Spezifitét
von 97,0% aufwies. Die Sensitivitidt der KBR betrug 35,4%, die Spezifitit 62-100%. Die Sen-
sitivitdt stieg bei allen drei Tests kontinuierlich mit der Menge des im Kot ausgeschiedenen
MAP Erregers an (101).

Um die Paratuberkulosediagnostik beim Rothirsch zu erleichtern, wurde ein ELISA entwi-
ckelt. Als Antigen wurde ,,denaturated purified protein derivate® (PPDj) und ,,undenaturated
protoplastic Antigen” (PpAg)“ verwendet. Diese Antigene sind hochreaktiv gegen den IgG1
Isotyp, welcher als hochspezifischer Marker gegen Paratuberkulose beim Hirsch galt. Der
ImmunoglobulinG1-ELISA wies eine Sensitivitit von 91,0% und eine Spezifitit von 99,5%
auf (76).

Um Paratuberkulose bei Ziegen effektiver diagnostizieren zu kdnnen, wurde ein kommerziell

erhdltlicher Rinder-ELISA fiir die Diagnostik bei Ziegen angepasst. Sowohl der Serum- als
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auch der Milch-ELISA waren mit M. phlei adsorbiert worden. Die Sensitivitdt des ELISA bei
Ziegenseren betrug 64%, die Sensitivitit des Milch-ELISAs 48%. Die ELISA-Spezifitét lag
sowohl im Serum als auch in der Milch bei 100% (168).

Um die Sensitivitdt und Spezifitit verschiedener ELISAs vergleichen zu konnen, wurden fiinf
ELISAs evaluiert. Drei ELISAs (zwei fiir Serum und einer fiir Milch) hatten eine Spezifitit
von 99,8%, die Spezifititen der anderen beiden ELISAs, beide fiir Serum, betrugen 94,9%
bzw. 84,7%. Beim Untersuchen kulturpositiver Kotproben wurde festgestellt, dass vier der
fiinf ELISAs eine Sensitivitit von 27,8-28,9% aufwiesen. Der ELISA ,,D* besal} die niedrigs-
te Spezifitit, jedoch die hochste Sensitivitit mit 44,5%. Die Untersuchungen zeigten, dass ein
direkter Zusammenhang zwischen der ausgeschiedenen Menge an MAP-Erregern und den
ELISA Ergebnissen besteht. Fiir die endgiiltige Diagnose bleibt jedoch die kulturelle Untersu-
chung ausschlaggebend (168).

Fiir die Entwicklung eines ELISA wurden MAP-Bakterien mit Formaldehyd behandelt und
fiir 2 sec. beschallt. AnschlieBend wurden durch Zentrifugation Oberflichenantigene isoliert.
Mit diesen Oberfldchenantigenen wurden die in der Diagnostik eingesetzten Mikrotiterplatten
beschichtet. Diese Untersuchungen zeigten, dass dieser ELISA eine Sensitivitit von 95,6%
besall und von 23 kulturell-positiven Tieren 22 als positiv identifizieren konnte. Der mit For-
maldehyd behandelte und beschallte MAP-Antigen-ELISA ist subspeziesspezifisch und ruft
keine Kreuzreaktionen mit anderen M. avium Subspezies hervor. Dieser ELISA ist sehr sensi-
tiv und detektiert sogar subklinisch erkrankte Tiere, welche MAP-Erreger in geringen Men-
gen ausscheiden (186).

Fiir die Entwicklung eines weiteren ELISAs wurden MAP-Bakterien mit 80%igem Ethanol
behandelt und fiir 30 sec. auf einem Vortex-Schiittler inkubiert, anschlieBend wurden durch
Zentrifugation die Oberflichenantigene isoliert. Die mit dem Oberfldchenantigen beschichte-
ten Platten wurden fiir die Paratuberkuloseuntersuchung eingesetzt. Die Untersuchungen zeig-
ten, dass dieser ELISA eine Sensitivitit von 97,4% und eine Spezifitit von 100% besal.

Der mit Ethanol behandelte MAP-Antigen-ELISA ist subspeziesspezifisch und ruft keine
Kreuzreakzionen mit anderen M. avium Subspezies hervor. Dieser ELISA ist sehr sensitiv und
erkennt nicht nur Tiere, die den MAP-Erreger in groen Mengen mit dem Kot ausscheiden,
sondern auch Tiere, welche geringe Konzentrationen ausscheiden (62).

Es war bekannt, dass die Proteine, welche serodiagnostisches Potenzial besitzen, im Filtrat
von Kulturmedium in héherer Konzentration vorhanden sind als im zelluldren Extrakt von
MAP-Flissigmedium. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden Antigene des JTC 303

Stamms, welcher auf dem Watson-Reid Medium kultiviert wurde, in einer frithen Wachs-
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tumsphase isoliert. Nach Zentrifugation und Filtration wurden die ELISA-Platten mit dem
Antigen beschichtet und fiir die Paratuberkulosediagnostik eingesetzt. Die Untersuchungen

zeigten, dass der ELISA eine Sensitivitdt von 74% und eine Spezifitit von 99,0% besal3 (180).

2.5.2.2 Allergologische Verfahren

Allergologische Verfahren wurden schon frithzeitig als Diagnoseverfahren zum Nachweis der
Paratuberkulose bei Rindern eingesetzt. Die ersten Versuche wurden mit Gefliigeltuberkulin
durchgefiihrt (7, 89). Die subkutane Injektion von avidrem Tuberkulin bei infizierten Rindern
fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der Temperatur, was bei Verwendung von bovinem Tu-
berkulin ausblieb.

Die intrakutane Injektion von 0,1 ml Johnin seitlich am Hals kann bei einem sensibilisierten
Tier zwei unterschiedliche Reaktionen ausldsen. Eine allergische Reaktion vom Soforttyp
verursacht innerhalb von 2 Stunden eine 6dematdse Schwellung im Bereich der Injektions-
stelle. Diese als unspezifisch zu bewertende Reaktion wird aufgrund einer Sensibilisierung
gegeniiber anderen Mykobakterien ausgelost. Als spezifisch gilt die allergische Reaktion vom
Spéttyp, bei der es innerhalb von 24-72 Stunden nach der Johnin-Applikation zur Umfangs-
vermehrung an der Injektionsstelle kommt. Aullerdem kommt es zu einer Erh6hung der Haut-
temperatur (121). Die allergische Reaktion kann auch bei intravendser Injektion von 2-4 ml
Johnin durchgefiihrt werden. Danach kommt es im positiven Fall zu einer Erh6hung der Kor-
pertemperatur um mindestens 0,8 'C auf mindestens 39,5 'C sowie einem Anstieg der neu-
trophilen Granulozyten bei gleichzeitiger Abnahme der Lymphozyten im Blutbild. Der intra-
vendse Allergietest besitzt eine hohere Genauigkeit als der Intrakutantest, dafiir wird aber
erheblich mehr Johnin (2-4 ml) verbraucht, und bei einigen infizierten Tieren kann ein
anaphylaktischer Schock auftreten (32).

Um die benétigte intravendse Injektionsmenge (1,6 und 3,2 ml) fiir Johnin bestimmen zu
konnen, wurden 116 Rinder untersucht. Nach intravendser Injektion wurde bei den Tieren ein
Temperaturanstieg von 1,47 'C gemessen, unabhingig von der Injektionsmenge. Die Sensiti-
vitdt dieser Untersuchungsmethode betrug 84% bei klinisch erkrankten Tieren (14).

Um Sensitivitit und Spezifitit des Johnin-Hauttest bei Schafen bestimmen zu kdénnen, wurden
entsprechende Untersuchungen durchgefiihrt. Hautverdickungen von mehr als 2 mm wurden
als positiv betrachtet. Zur Bestimmung von Sensitivitit und Spezifitit wurden histopathologi-
sche Befunde als Referenzen benutzt. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass der Johnin-

Hauttest eine Sensitivitit von 55,6% und eine Spezifitit von 100% besitzt (152).
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In einer Vergleichsuntersuchung wurden 43 mit Paratuberkulose infizierte Ziegen untersucht.
Die histologische Gewebeuntersuchung zeigte, dass bei allen Tieren typische entziindliche
Verianderungen vorhanden waren. Diese Verdnderungen wurden entweder der paucibacilldren
oder multibacilliren Form zugeordnet. Die Sensitivitit von Johnin-Test, Gewebekultur, Fa-
kalkultur, Gewebe-PCR, AGIDT und ELISA waren 68%, 100%, 84,6%, 100%, 96,2% bzw.
100% bei der multibacillairen Form und 88,8%, 46,1%, 40%, 61,5%, 50% bzw. 70% bei der
pauzibacilldren Form. Der Johnin-Test zeigte eine hohe Sensitivitit fiir die pauzibacilldre
Form, die restlichen Tests eine hohe Sensitivitit bei der multibacilliren Form der Infektion.
Die Ergebnisse zeigen, dass der Johnin-Test die Tiere detektiert, die im Anfangsstadium der
Infektion sind. Die anderen Tests weisen Tiere nach, die sich bereits im klinischen Stadium
befinden (207).

Um Sensitivitdt und Spezifitit von AGIDT, Johnin-Hauttest und ELISA bei Schafen verglei-
chen zu konnen, wurde die Methode nach Bayes ohne Goldstandard angewendet. Es wurden
insgesamt 14 Herden (2465 Schafe) untersucht. Die Untersuchungen zeigten, dass der Johnin-
Hauttest in nicht infizierten Herden spezifisch genug war. In infizierten Herden zeigte der
Johnin-Test die hochste Sensitivitdt. AGIDT und ELISA besaflen ausreichende Spezifitit,
jedoch geringe Sensitivitit (164).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN
3.1 Arbeitskonzept

In den letzten Jahrzehnten hat die Paratuberkulose eine grofle Bedeutung erlangt, da sie in
vielen Landern auftritt und groe wirtschaftliche Schdden in den Milchviehbestinden in vie-
len Industrielindern verursacht. Aullerdem besteht der Verdacht, dass MAP die Krankheit
Morbus Crohn beim Menschen hervorruft. Die grenziiberschreitenden Tierverkdufe haben
dazu beigetragen, dass sich diese Krankheit in vielen Léndern schnell verbreitet. Die Paratu-
berkulose ist dabei besonders in Milchviehbestinden weit verbreitet.

Von der Paratuberkulose sind in Deutschland immer mehr Rinderbestinde betroffen. Die Er-
fahrungen anderer Lénder zeigten, dass die Bekdmpfungsprogramme iiber mehrere Jahre an-
dauern konnen, enorm kostspielig sind und meistens nicht zum gewiinschten Ziel fiihren.
Obwohl die Paratuberkulose auch in Deutschland beachtliche wirtschaftliche Schiden verur-
sacht, sind nicht alle Betriebe in Niedersachsen bereit, am freiwilligen Bekédmpfungspro-
gramm der niedersidchsischen Tierseuchenkasse teilzunehmen.

Mit dieser Arbeit wird versucht, iiber Kontrolluntersuchungen Erkenntnisse zu gewinnen, ob
der Infektionsdruck in den Betrieben mit Hilfe regelmiBiger serologischer Untersuchungen,
rechtzeitiger (innerhalb von 6 Wochen nach Mitteilung des positiven Befundes) Entfernung
reagierender Tiere und der Einhaltung von HygienemaBBnahmen gesenkt werden kann, um
diese allméhlich zu sanieren.

Dafiir wurde in einem ausgewdihlten Betrieb, welcher bereit war, an dem Niedersdchsischen
Bekidmpfungsprogramm teilzunehmen, Kontrolluntersuchungen durchgefiihrt. Auflerdem
wurde in diesem Betrieb versucht, die vorgeschriebenen Management und Hygienemafinah-
men durchzufiihren. Fiir die serologischen Untersuchungen wurden zwei verschiedene
ELISA-Systeme (IDEXX-und Svanovir ELISA) verwendet, welche in Deutschland zugelas-
sen waren.

In dieser Arbeit werden die Ergebnisse der Paratuberkuloseuntersuchungen, die iiber acht

Jahre durchgefiihrt wurden, ausgewertet und der Erfolg der Sanierung diskutiert.
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3.2

AGIDT
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Bp
CMI
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IFN
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RT
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Basenpaar

Zellmediierte Immunantwort
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Horseradish Peroxidase
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Immunglobulin
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Kolonie bildende Einheiten
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Lipoarabinomannan

Mycobacterium Avium Complex
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Molar
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Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
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Optische Dichte

Phosphat buffered Saline
Polymerase-kettenreaktion
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Umdrehungen pro minute

US Department of Agriculture
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3.3 Material

3.3.1 Versuchsbetrieb und untersuchte Seren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in einem Betrieb im Landkreis Gottingen Blutproben von
Rindern entnommen und serologisch auf Paratuberkulose untersucht. Es handelt sich um ei-
nen reinen Milchviehbetrieb, in dem die Tiere in verschiedenen Haltungssystemen gehalten
werden (Milchkiihe auf Spaltenboden und Jungtiere im Boxenlaufstall oder in Anbindehal-
tung). In diesem Betrieb werden die Rinder bis zu einem Alter von drei Monaten als Kélber
bezeichnet. Als Jungtiere gelten weibliche Rinder vom vierten Lebensmonat bis zu ihrer ers-
ten Kalbung, danach werden sie zu den Kiihen gerechnet. Im Jahre 2000 faf3te der Betrieb
,H* im Landkreis Gottingen den Entschluf3, an einer diagnostischen Kontrolluntersuchung fiir
Paratuberkulose teilzunehmen. Er hatte sich ferner vorgenommen, die Reagenten fristgerecht,

innerhalb von 6 Wochen nach Mitteilung des positiven Befundes, auszumerzen.

3.3.2 Betriebsstruktur und Hygienemafinahmen des untersuchten Bestandes

Die Milchkiihe sind an Standort 1 stationiert, wiahrend die Kélber und Jungtiere bis vier Wo-
chen vor dem ersten Abkalben im Standort 2 und Standort 3 untergebracht sind. Die Entfer-
nung des Standorts 2 vom Standort 1 betrdgt 25 km, die des Standorts 3 zum Standort 1 be-
tragt 4 km. Die Versorgung der verschiedenen Standorte wurde so organisiert, dass Kontakte
von Milchkiihen und Jungtieren vermieden werden. Diese hygienische MaBBnahme ist eine der
Voraussetzungen fiir die Bekdmpfung der Paratuberkulose, um die mogliche Ansteckung der
Jungtiere zu vermeiden.

In diesem Betrieb wurden die Kiihe in einen Boxenlaufstall mit Spaltenboden eingestellt. Die
Jungtiere wurden im Boxenlaufstall und in Anbindehaltung gehalten. Die Abkalbung der
trachtigen Kiihe erfolgte in getrennten Abkalberdumen. Nach der Geburt wurden die Kélber
sofort von ihren Miittern getrennt und in Kélberboxen verbracht. Vor der Kolostrumgewin-
nung wurde das Euter griindlich gereinigt. Die Kélber erhielten in der Regel 14 Tage lang die
Kolostralmilch ihrer Miitter. Wenn die Mutterkiihe klinische Anzeichen der Paratuberkulose
oder positive Untersuchungsergebnisse aufwiesen, wurden die Kélber mit zuvor von negativ
getesteten Miittern gewonnener und dann tiefgefrorener Kolostralmilch sowie mit Milchaus-
tauscher gefiittert. Dann wurden die Kélber zu den Trankeautomaten gebracht, die sie bis zum
dritten Lebensmonat benutzten. Im Alter von drei Monaten wurden die Tiere zu den Standor-

ten 2 oder 3 transferiert, wo sie im Boxenlaufstall untergebracht wurden. Im Alter von sechs
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Monaten wurden die Tiere im Standort 3 in Anbindehaltung und im Standort 2 auf Spalten-
boden mit Liegeboxen gehalten. Von den Standorten 2 und 3 wurden die Tiere vier bis sechs
Wochen vor der Abkalbung zum Standort 1 zuriickgebracht. Die anfallende Giille wurde nicht
auf den Weiden, sondern nur auf Ackerflichen ausgebracht. Wéhrend der Versuchsphase
wurden nur im Jahre 2001 Rinder zugekauft. Altere und jiingere Tiere hatten keinen Kontakt
zueinander und benutzten keine gemeinsamen Weiden.

Obwohl die Kiihe und Kilber in gesonderten Stéllen untergebracht waren, wurden bei der
Betreuung der Tiere dieselben Gerite eingesetzt und es gab kein getrenntes Schuhwerk bzw.
Kleidung. Obwohl ein Abkalberaum vorhanden war, wurde dieser nicht ausschlieBlich zum
Kalben benutzt, sondern gelegentlich auch zur Absonderung lahmer und kranker Tiere. Vor
der Abkalbung wurden Boden und Wiénde des Abkalberaums nicht besonders gereinigt, der
Boden des Abkalberaums wurde jedoch mit einer dicken sauberen Strohschicht eingestreut.
Obwohl bei der Kélberaufzucht auf Hygiene besonderen Wert gelegt wurde, gelang es trotz-
dem nicht, alle HygienemafBnahmen konsequent einzuhalten. Die Kéilber wurden z.B. mit Si-
lage von Feldern gefiittert, auf denen vorher die betriebseigene Giille ausgebracht worden

war.

3.3.3 Probenentnahme im Betrieb

Im Betrieb ,,H* wurden Blutproben entnommen. Die Blutgewinnung erfolgte durch Punktion
der Schwanzvene (V. coccygea media) oder durch Punktion der Drosselvene (V. jugularis).
Als Probenbehéltnisse dienten Serumrohrchen (KABE Labortechnik GmbH, 51588 Niim-
brecht-Elsenroth Deutschland). Die Blutproben wurden vom zustidndigen Haustierarzt ent-
nommen und fiir die weitere Untersuchung an das Tierdrztliche Institut der Georg-August-
Universitidt Gottingen gesandt. Hier erfolgte die Serumgewinnung durch Zentrifugation der
Blutproben fiir 10 min. bei 3000 U/min. Zur Aufbewahrung der diagnostischen Seren wurden
diese bei -20 °C eingefroren.

Die Kotproben wurden von jedem Tier einzeln mit einem sterilen Besamungshandschuh rek-
tal entnommen und in sterile 100 ml Becher (Sarstedt) gegeben. Diese wurden mit einem De-
ckel fest verschlossen, mit Nummer versehen und fiir die weitere Untersuchung an das Tier-
arztliche Institut der Georg-August-Universitit Gottingen gesandt. Fiir die Untersuchung
wurden Pools aus jeweils 10 Tieren gebildet. Dafiir wurde von jeder Probe 1 g Kot genom-

men und in einen Becher zum Mischen gegeben.
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3.4 Methoden
3.4.1 Labormethoden
34.1.1 ELISA-Technik (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

Der ELISA ist eine biochemische Technik, welche hauptsédchlich in der Immunologie ver-
wendet wird, um in Proben die Anwesenheit von Antigen oder Antikdrper nachzuweisen.

Das Prinzip der ELISA-Methode beruht auf der unspezifischen physikalischen Adsorbtion
von Antigenen oder Antikdrpern an Kunstoffoberflichen und der spezifischen Bindung von
enzymmarkierten Antikorpern an das adsorbierte Antigen. Die fiir die Paratuberkulose-
Diagnostik verwendeten Svanovir-und IDEXX-ELISAs werden zum Nachweis von Antikor-

pern benutzt.

3.4.1.1.1 SVANOVIR-ELISA

Material

- Mikrotiterplatten, monophasisch beschichtet mit nicht infektiosem Paratuberkulose-Antigen
(Lipoarabinomannan). Nunc-Immuno™ Platte Poly Sorp™ Oberfliche (Nunc- Gmbh & Co.KG, Wiesbaden)

- Waschlosung PBS-Tween-Losung, 20-fach konzentriert

- Verdiinner: Waschlosung, gebrauchsfertig

- Anti-Rind-IgG-HRP-Konjugat, lyophilisiert

- Substratlosung (Tetramethyl-benzidin und H,O,, geldst in Substratpuffer)

- Stopplosung (2M Schwefelsdure)

- Positive Serumreferenz (Positivkontrolle)

- Negative Serumreferenz (Negativkontrolle)

- Proben: Blutseren

Das nachfolgend beschriebene Testsystem wurde von der Firma SVANOVA Biotech AB,
Uppsala Science Park, SE-75183 Uppsala Schweden hergestellt und nach Herstelleranleitung
in der vorliegenden Arbeit fiir den Nachweis von MAP verwendet.

Der SVANOVIR™ Para-TBC-Antikorper-Test ist ein ELISA zum spezifischen Nachweis
von Antikorpern gegen MAP im Blutserum bzw. Plasma und Milch von Rindern.

Die Mikrotiterplatten sind mit Antigen beschichtet. Die vorverdiinnten Referenzseren und
Proben wurden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten gegeben. In den Seren vorhandene
Antikdrper binden an in den Reaktionsvertiefungen (wells) fixiertes Antigen, ungebundenes
iiberschiissiges Material wird durch Waschen entfernt.

Anschliefend werden die gebundenen Antikérper mit Meerrettichperoxidase-HRPO-Protein
Immunglobulin G-Konjugat nachgewiesen, das bovine Immunglobuline spezifisch erkennt
und mit bereits an der Mikrotiterplatte gebundenen Antikdrpern reagiert. Nach Substratzuga-

be kommt es zu einer Farbreaktion, die durch Zugabe der Stopplésung beendet wird. Wenn in
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der zu testenden Probe keine messbaren Antikorper gegen MAP vorhanden sind, kann das
zugegebene HRPO-Konjugat nicht binden und wurde beim vorhergehenden Waschvorgang
entfernt. Ist kein Enzym-gekoppeltes Konjugat gebunden, kann auch das abschlieBend zuge-
gebene Substrat nicht umgesetzt werden, die Farbreaktion bleibt aus, der Test ist negativ. Die
Farbreaktion wird mit einem Photometer (SLT Spectra II, SLT Labinstruments Crailsheim)
bei einer einfachen Wellenldnge von 450 nm und einer Referenzwellenlédnge von 492 nm ge-
messen. Das Ergebnis wird berechnet, indem die optische Dichte (OD-Wert) der positiven
Serumreferenz und der OD-Wert der Probe um den OD-Wert der negativen Serumreferenz
korrigiert werden und anschlieBend das Verhiltnis der Probe zur positiven Serumreferenz

berechnet wird.

Vorbereitung der Serumproben und Testablauf

Fiir die Durchfiihrung des Tests wurden von den zu untersuchenden Tieren Blutproben ge-
nommen und daraus durch Zentrifugieren (Beckman® Model TJ-6 Centrifuge USA) bei
3000 U/min fiir 10 min Blutserum gewonnen. Sowohl das Serum als auch die positive und die
negative Serumreferenz wurden 1: 100 verdiinnt.

Dann wurden mit Antigen beschichtete Mikrotiterplatten genommen und in die Vertiefungen
A1/F1 100 pl der positiven Serumreferenz im doppelten Ansatz und in die Vertiefungen
B1/H1 der doppelte Ansatz der negativen Serumreferenz gegeben. In die restlichen Vertie-
fungen wurden 100 pl der zu untersuchenden Serumproben gegeben. Die Platten wurden ver-
siegelt und 30 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschliefend wurden die Vertiefun-
gen der Mikrotiterplatten geleert und mit Waschlésung 3 mal gewaschen und gut ausgeschla-
gen, nachfolgend wurde in jede Vertiefung 100 pl Konjugatlosung zupipettiert und nach Ver-
siegelung der Platten 30 min lang bei RT inkubiert. Danach wurden die Mikrotiterplatten
wieder geleert und mit Waschpuffer 3 mal gewaschen und gut ausgeschlagen. Pro Kavitét
wurde 100 pul TMB- Losung (Substrat) zugegeben und nach der Versiegelung der Platten
10 min lang bei RT im Dunkeln inkubiert. In jede Kavitit wurde anschlieBend 50 ul Stopplo-
sung zugegeben, um die Reaktion zu beenden.

Die Extinktion wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm und einer Referenzwellenldnge von

492 nm gemessen (SLT Spectra II, SLT Labinstruments, Crailsheim).
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Auswertung der Svanovir-ELISA-Testergebnisse

Mit Hilfe eines PC gestiitzten ELISA-Programmes wurden aus den gemessenen Extinktionen
die ELISA-Einheiten (EU) gemil3 der Referenz-Standard-Methode berechnet.

Das positive Kontrollserum stellt das Referenzserum dar, welches eine fiktive ELISA-
Aktivitdt von 100% erhélt. Die negative Kontrolle soll eine ELISA-Aktivitét kleiner als 10%

aufweisen. Fiir die Bewertung der Patientenproben wird folgende Formel verwendet:

Optische Dichtepyope
Probenwert (%) = x 100
Gemittelte ODpositive Kontrolle

Das heif3t, die optische Dichte der Probe wird dividiert durch den gemittelten Wert des Refe-
renzserums (zwei positive Kontrollen) und der erhaltene Wert wird mit 100 multipliziert. Der
sich ergebende Wert ist folglich der Prozentsatz der gemittelten positiven Kontrolle.

Fiir die Beriicksichtigung der Ergebnisse gelten folgende Bereiche:

Negativer Bereich <31 %
Fraglicher Bereich 31-52 %
Positiver Bereich >52%
3.4.1.1.2 IDEXX-ELISA
Material

- Mikrotiterplatten: monophasisch mit MAP (inaktiviert) beschichtet.
Nunc-Immuno™ Platte Poly Sorp™ Oberflidche (Nunc Gmbh & Co. KG. Wiesbaden)
- Waschlosung: 10x Konzentrat
- Absorbens Losung
- Konjugat: 1: 100 mit PBS verdiinnen
- Substrat: TMB/ H,0,
- Stopplosung: 1 M HCI
- Positive Serumreferenz (Positivkontrolle)
- Negative Serumreferenz (Negativkontrolle)
- Proben: Blutseren

Das nachfolgend beschriebene Testsystem wurde von der Firma IDEXX Westbrook, Maine
04092, USA hergestellt und nach Herstelleranleitung verwendet.

Herd Chek* M. pt ist ein ELISA zum Nachweis von Antikorpern gegen MAP in Serum- und
Plasmaproben von Wiederkduern. Der Test ist ein indirekter ELISA, der in Mikrotiterplatten
durchgefiihrt wird. Die Mikrotiterplatten bestehen aus Polysterol, welche mit MAP-Antigenen
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beschichtet werden. Die Platten werden mit Mycobacterium phlei-Extrakt inkubiert, um un-
spezifische Antikorper zu binden. Sowohl die vorinkubierten Seren als auch die positive und
die negative Serumreferenz werden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatten gegeben. In den
Proben vorhandene Antikérper binden an in den Reaktionsvertiefungen (wells) fixiertes Anti-
gen. Ungebundenes Material wird durch Waschen mit PBS entfernt. Anschlieend werden die
gebundenen Antikérper mit Meerrettichperoxydase-(HRPO)-Protein G Konjugat nachgewie-
sen. Es erkennt bovine Immunglobuline und reagiert mit bereits an der Mikrotiterplatte ge-
bundenen Antikdrpern. Ungebundenes, liberschiissiges Material wird durch Waschen mit PBS
entfernt. Nach Substratzugabe kommt es zu einer Farbreaktion, die durch Zugabe der Stopp-
16sung beendet wird. Die Farbreaktion wird mit einem Photometer (SLT Spectra II, SLT Lab-
instruments, Crailsheim) bei einer einfachen Wellenldnge von 450 nm und einer Referenzwel-
lenlédnge von 620 nm gemessen. Das Ergebnis wird berechnet, indem der OD-Wert der Refe-
renzseren und der OD-Wert der Probe um den OD-Wert der negativen Serumreferenz korri-
giert werden und anschlieend das Verhéltnis der Probe zur positiven Serumreferenz berech-

net wird.

Vorbereitung von Serumproben und Testablauf

Fiir die Durchfiihrung des Tests werden von den zu untersuchenden Tieren Blutproben ge-
nommen und davon durch Zentrifugieren Blutserum gewonnen. Das Serum sowie die positive
Serumreferenz und die negative Serumreferenz werden 1:10 mit PBS verdiinnt und 60 min
bei RT inkubiert.

Danach werden mit Antigen beschichtete Mikrotiterplatten genommen und in die Vertiefun-
gen A1/F1 je 100 pl der positiven Serumreferenz und in die Vertiefungen B1/H1 100 pl der
negativen Serumreferenz gegeben. In die restlichen Vertiefungen werden 100 pl der zu unter-
suchenden Serumproben gegeben und die Platten versiegelt 60 min bei RT inkubiert. An-
schlieBend werden die Vertiefungen der Mikrotiterplatten geleert und mit Waschlésung 5 mal
gewaschen und gut ausgeschlagen. In jede Vertiefung wird 100 pl Konjugatldsung pro Kavi-
tat pipettiert und nach Versiegelung der Platten 30 min lang bei RT inkubiert. Danach werden
die Mikrotiterplatten wieder geleert und 5 mal gewaschen und gut ausgeschlagen. Anschlie-
Bend werden pro Kavitdt 100 ul Substrat zugegeben und nach Versiegelung der Platten
10 min lang bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wird in jede Kavitét 100 pl Stopplosung

gegeben und die Reaktion beendet. Die Extinktion wird bei einer Wellenldnge von 450 nm
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und einer Referenzwellenldnge von 620 nm gemessen (SLT Spectra II, SLT Labinstruments,

Crailsheim).

Auswertung der IDEXX-ELISA-Testergebnisse

Mit Hilfe eines PC gestiitzten ELISA-Programmes wurden aus den gemessenen Extinktionen
die ELISA-Einheiten (EU) gemil3 der Referenz-Standard-Methode berechnet.

Fiir die Auswertung der Testergebnisse wird der Mittelwert der positiven Kontrolle berechnet
und der Mittelwert der negativen Kontrolle berechnet.

Damit der Test valide ist, muss die Differenz zwischen dem Mittelwert der Positivkontrollen
und dem Mittelwert der Negativkontrollen > 0,15 sein. AuBlerdem sollte die Extinktion der
Negativkontrolle < 0,2 sein. Fiir die Auswertung der Proben wird von dem Extinktionswert
der Probe der gemittelte Extinktionswert der Negativkontrolle abgezogen. Aus dem gemittel-
ten Extinktionswert der Positivkontrolle wird ebenfalls der gemittelte Extinktionswert der
Negativkontrolle abgezogen. Danach wird der erhaltene Extinktionswert der Probe durch den
erhaltenen Extinktionswert der Positivkontrolle dividiert.

Die Testergebnisse werden mit Hilfe folgender Formel ausgewertet:

Sample ODyso nm — negative Serumreferenz ODaso nm

S/P =
O positiver Serumreferenz OD4so nm — negative Serumreferenz OD4so nm

Fiir die Beriicksichtigung der Ergebnisse gelten folgende Bereiche:

Negativer Bereich >0,15

Fraglicher Bereich 0,15-0,30

Positiver Bereich > 0,30

3.4.1.2 Molekulabiologische Methoden
34.1.2.1 Erstellung der Pools

Material

- PBS: 8,0 g NaCl (Merck, Darmstadt)
0,2 g KCI (Merck, Darmstadt)
2,89 g Na,HPO x 12 H,0O (Merck, Darmstadt)
0,2 g KH,PO, (Merck, Darmstadt)
ad 1000 ml Aqua dest., pH 7,2
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Fiir die PCR-Untersuchung wurden Kotpools gebildet. Ein Kotpool bestand jeweils aus 10
Kotproben. Um eine moglichst fliissige Konsistenz und eine gute Durchmischung der Kot-
proben zu erreichen, wurden die Kotproben 1:1 mit PBS verdiinnt. Die Probe wurde mit Hilfe
eines Vortex-Gerdt immer wieder gemischt und abwechselnd 3 mal mit dem ,,Bandelin So-
noplus-Gerat™ beschallt. AnschlieBend wurde aus jeder Kotprobe mit Hilfe einer Waage der
Firma ,,Sartorius* unter sterilen Bedingungen 1 Gramm Kot eingewogen und in ein steriles

50 ml Falcon-Réhrchen gegeben. Die Proben wurden mit einem Vortex-Gerdt noch 1 mal
gemischt. Aus dieser Poolprobe wurden unter sterilen Bedingungen mit Hilfe einer Waage der
Firma ,,Sartorius® 50 mg Kot abgewogen und in ein steriles 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen ge-
geben. Zu der Kotprobe wurden 360 pl Lysozym Puffer dazupipettiert, gut gemischt und
30 min bei 37 °C und 900 U/min geschiittelt.

Zu der Probe wurde 40 pl Proteinase K und 400 pl Lysispuffer dazupipettiert, mit dem Vor-
tex-Gerdt gut gemischt und 30 min bei 56 °C inkubiert und anschlieBend noch mal 15 min bei
95 °C inkubiert. Danach wurde die Probe 1 min lang bei 13.000 U/min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues steriles 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen gegeben und die restlichen
Kotpartikel verworfen. Es wurden 400 pl 100%-iger Ethanol dazupipettiert, gut gemischt und
auf eine Anionenaustauschersiule pipettiert, die Sdule anschlieBend verschlossen und 1 min
lang bei 8000 U/min zentrifugiert.

Die Saule wurde dann auf ein neues sauberes Eppendorf-Réhrchen (2 ml ohne Deckel) ge-
steckt und 500 ul AW1 Puffer darauf pipettiert, anschlieend 3 min lang bei 13.000 U/min
zentrifugiert und das alte Tube verworfen.

Die Siule wurde auf ein neues sauberes Eppendorf-Réhrchen (2 ml ohne Deckel) gesteckt
und 500 ul AW2 Puffer darauf pipettiert, anschlieBend 3 min lang bei 13.000 U/min. zentri-
fugiert und das alte Tube verworfen.

Die Sdule wurde auf ein neues sauberes Eppendorf Rohrchen (2 ml ohne Deckel) gesteckt und
nochmals 1 min bei 13.000 U/min zentrifugiert und wieder das alte Tube verworfen. An-
schlieBend wurde die Sédule auf ein sauberes 1,5 ml steriles Eppendorf Rohrchen gesteckt,
200 pl 85 °C warmer AE Puffer auf die Sdule gegeben und nach 1 min Inkubationszeit fiir
1 min bei 8000 U/min abzentrifugiert. Das Eluat wurde beschriftet und fiir weitere Untersu-

chungen kiihl gelagert.
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3.4.1.2.2 Erregernachweis mittels PCR (MAP IS-900)

Fiir die ,,seminested“-PCR wurden folgende Primer nach Schneider (2003) verwendet:

Primer Ptb1 for: 5’-GTCGGCGTGGTCGTCTGCTGGGTTGAT-3’
Primer Ptbl rev: 5’-GCGCGGCACGGCTCTTGTTGTAGTC-3"
Primer Ptb2 for: 5-CGGGCGCACGGTCCATCACG-3’

Durchfiihrung der ..seminested PCR

Material

- Aqua dest.

- Ready-to-go™ PCR ,,Beads (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

- DMSO (Serva, Heidelberg)

- Primer (10 pmol) fiir die Amplifikation des 587 bp und des 278 bp Fragments: Ptb1 for, Ptb1 rev und Ptb2 for

Fir den Ansatz der PCR wurden ,,Ready-To-GoTM“ PCR ,,Beads* (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) verwendet. Diese enthielten in lyophilisierter Form alle fiir einen 25 ul
PCR-Ansatz notwendigen Reagenzien wie Puffer, Nukleotide und Taq-DNS-Polymerase. Die
einzelnen ,,Beads® lagen in Form eines getrockneten Pellets in einem 0,5 ml Reaktionsgefal3
vor und wurden bei Raumtemperatur gelagert.

Fiir den Reaktionsansatz wurde ein Mastermix aus Aqua dest., Primern und DMSO angesetzt
und zu gleichen Teilen auf die Reaktionsgefd3e mit den bereits vorhandenen ,,Beads* verteilt.
Als Template lag aus Rinderkot isolierte DNS vor, von der 2,5 ul eingesetzt wurden. Fiir die
»seminested“-PCR wurden 2,5 pl der ersten PCR als Template dem Reaktionsansatz hinzuge-
fiigt. Die Mischung des PCR-Ansatzes erfolgte bis zu diesem Schritt auf Eis gekiihlt. Die
Proben wurden anschlieend in einen Thermocycler (Gene Amp® PCR-System 9700, PE
Applied Biosystems, Langen) eingesetzt. Fiir das Pipettieren der PCR-Reagenzien, die Zuga-
be des Template und den Ablauf der PCR standen getrennte Rdumlichkeiten zur Verfiigung.

Beide PCR-Ansitze liefen unter den gleichen Reaktionsbedingungen ab.

Reaktionsansatz 1. PCR:

Ready-To-Go™ PCR Beads 1 Bead
Aqua dest. 21,0 pl
DMSO 0,5 ul
Primer Ptb1for 0,5 ul
Primer Ptblrev 0,5l
Template (isolierte DNS) 2,5 ul
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Reaktionsansatz 2. PCR:

Ready-To-Go™ PCR Beads 1 Bead
Aqua dest. 21,0 ul
DMSO 0,5 ul
Primer Ptb 2for 0,5l
Primer Ptb lrev 0,5l
Template (Produkt 1. PCR) 2,5

Die PCR durchlief 30 Zyklen. Der PCR war ein Denaturierungsschritt mit der Dauer von
3 min bei 95 °C vorgeschaltet.

Reaktionsbedingungen:

Denaturierung der DNS: 95 °C, 0,5 min
Anlagerung der Primer (Annealing): 64 °C, 1,0 min
Synthese (Elongation): 72 °C, 1,0 min

Den Abschluf3 der PCR bildet die Verldngerung des Syntheseschrittes (72 °C) auf 8 min.

Agarosegelelektrophorese

Material
- Agarose: SeaKem®LE (Biozym, Oldendorf)
- TAE-Puffer (50x): 242 ¢ Tris (Serva, Heidelberg)

57,1 ml Eisessig (100%-ige Essigsédure, Roth, Karlsruhe)
100 ml 0,5 M EDTA (Sigma, Taufkirchen), pH 8,0 mit NaOH
(Roth, Karlsruhe) eingestellt
- DNS-Ladepuffer (10x): 50% Sucrose (W/V, Sigma, Taufkirchen)
5% SDS (W/V, Serva, Heidelberg)
0,25% Bromphenolblau (W/V)
50 mM EDTA (Sigma, Taufkirchen), pH 8,0 mit NaOH
(Roth, Karlsruhe) eingestellt
- Langenstandard: 100 bp DNS-Leiter (Gibco-BRL, Eggenstein)
- Ethidiumbromid: 1%-ige Ethidiumbromidlésung (Roth, Karlsruhe)

Mittels einer Gelelektrophorese (,,Wide Mini-sub Cell GT*, Biorad, Miinchen) wurden die
PCR-Produkte dargestellt. Es wurden 9 pl eines jeden PCR-Ansatzes mit 1 pul DNS-
Ladepuffer vermischt und in einem 1%-igen Agarosegel bei 100 Volt und 45 min Laufzeit
aufgetrennt. Das Firben der Gele erfolgte in einem separaten Ethidiumbromid-Bad (1 pg/ml)
iber eine Dauer von 10 min. Die DNS-Banden wurden mittels UV-Licht (Wellenlédnge 302
nm) sichtbar gemacht. Die Dokumentation erfolgte mit dem Geldokumentationssystem EA-

GLE EYE II (Stratagene, Amsterdam, Niederlande).
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3.4.2 Statistische Methoden
3.4.2.1 Bestimmung der Korrelation von IDEXX-und Svanovir-ELISA

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass im Svanovir-ELISA mehr Reagenten zu finden wa-
ren als im IDEXX-ELISA. Deshalb wurden, unter zu Hilfenahme des Programms Excel, die
Korrelationen beider Tests zueinander bestimmt. Dies erfolgte mit der Funktion ,,KORREL*
sowohl fiir die absoluten OD-Werte als auch fiir die relativen Messwerte in Prozent.

Samtliche ELISA-Ergebnisse, die zur Verfligung standen, wurden sowohl fiir den Svanovir-

als auch fiir den IDEXX-ELISA in eine Excel-Tabelle eingegeben und berechnet.

3.4.2.2 Verwendung des GLMM (generalized linear mixed model) zur
statistischen Analyse der Korrelation von SVANOVIR optischer Dichte
und IDEXX optischer Dichte

Der Zusammenhang zwischen den Werten der optischen Dichte des Svanovir-ELISAs
(SV_dens) und den Werten der optischen Dichte des IDEXX-ELISAs (ID dens) wurde ge-
méf der ,,Mixed model“-Theorie analysiert. Die Assoziationsstudie wurde durchgefiihrt, in-
dem SV _dens als abhingige Variable und ID dens als beschreibende Variable definiert wur-
de. Die Anwendung von linear gemischten Modellen unter Einbeziehung fixer und zufalliger
Effekte setzt eine Gaussche Verteilung der zu {iberpriifenden Variablen voraus. Fiir das Da-
tenmaterial von SV _dens wurde jedoch eine Verteilung nach Poisson vorausgesetzt (Abb.
51).

Als Erweiterungsmoglichkeit fiir lineare gemischte Modelle erlauben aktuelle Neuentwick-
lungen in statistischen Methoden die Anwendung der so genannten “generalisierten mixed
model“-Technik (GLMM), (171). Diese ermoglicht auch die Analyse normalverteilter, bino-
mial- oder Poisson-verteilter Datensétze. Charakteristikum des GLMM ist eine Link-
Funktion, welche die definierte Datenstruktur mit einem linearen Schatzwert verbindet. Sie ist
daher auf ein erweitertes Spektrum von Problemen der Datenanalyse zugeschnitten, v.a. wenn

die Daten keiner Normalverteilung folgen oder Varianzen nicht unabhingig vom Mittelwert
sind. Die lineare Komponente des linearen Modells 7, = X; 8 (xi = Spalten-Vektor von Kova-

riablen oder fixen Effekten, die auf den Beobachtungswert i einwirken, B = Vektor der zu

schitzenden Effekte).
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Eine verbindende Link-Funktion g beschreibt die Beziehung zwischen dem Beobachtungs-
wert yi und dem linearen Schétzwert ni:

9(u;) = X; B

Die Link-Funktion ist mit einer Varianzfunktion verkniipft. Im Falle einer Poisson-Verteilung

ist die verbindende Funktion log 7 = log(4) ynd die Varianzfunktion ist ¥ (4)=#  Eine
Umkehrfunktion wurde verwendet, um Mittelwerte auf phianotypischer Skala mittels ni = X3
zu erhalten.

Die Varianzanalyse fiir wiederholte Messungen (= mehrere Beobachtungen innerhalb Kuh)
wurde mit dem SAS Glimmix Makro (230) durchgefiihrt. Das statistische Modell beinhaltete
den Effekt des allgemeinen Mittelwerts, das Alter der Kiihe als zeitabhidngige Kovariable und
eine Regression von ID _dens bis zum dritten polynomischen Grad, um die Regressionskurven
bestmoglich zu beschreiben. Nicht-signifikante Regressionskoeffizienten unterschiedlicher
polynomialer Struktur wurden aus dem Modell entfernt. Hierzu wurde ein F-Test bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0.05 verwendet. Die F-Statistik ist identisch zur
Wald/rank(K) F-Statistik, wie sie von Littell et al. (113) vorgestellt wurde. Daher entsprach

das statistische Modell dem folgenden:

log[z, ] =n:= ¢+ v + yAGE; + y,ID; + y,ID? + y3ID?,

T = Wert fiir SV_dens der Kuh r

[0) = allgemeiner Mittelwert

Yr = zufilliger Effekt der Kuh r

AGE; = Alter der Kuh als zeitabhdngige Ko-Variable

o = lineare Regression von SV_dens in Bezug auf das Alter der Kuh r

ID; = Wert fiir ID_dens der Kuh r

Y1, Y2, Y3 = lineare, quadratische and kubische Regression von SV_dens zu ID_dens

Die “Mixed model”’-Methode ermdglicht es dem Benutzer auch, bei der Analyse wiederholter
Messungen die Kovarianz-Struktur der Beobachtungswerte zu definieren. Fiir die 1210 Kiihe
lagen im Durchschnitt 3.18 Beobachtungen vor, das Maximum lag bei 12 Beobachtungen pro
Kuh. Bei der Modellierung wiederholter Messwerte (longitudinale Daten) sollte nicht von
einer konstanten Restvarianz iiber den gesamten Zeitraum ausgegangen werden. Als Konse-
quenz daraus muss auch die Restvarianz an eine Zeitfunktion angepasst werden. Zwei Kova-

rianz-Strukturen wurden untersucht: die “compound symmetry” (CS) und die autoregressive

50



Struktur 1. Ordnung AR(1). CS gibt an, dass die Beobachtungen desselben Tieres eine ein-
heitliche Kovarianz und Varianz aufweisen, deshalb sind die Korrelationen zwischen allen
Messwertpaaren identisch. Ein wesentlicher Nachteil dieser Methode ist, dass die CS Struktur
oft unrealistisch ist, wenn die Messungen aus seriellen Messreihen bestehen, das heif3it, wenn
dieselbe Art von Antwort iiber einen lingeren Zeitraum bestimmt wird. Ublicherweise korre-
lieren dicht aufeinander folgende Messungen besser als Messungen, die zeitmifig weiter aus-
einander liegen.

Die AR(1) Struktur beriicksichtigt einige der bei serieller Datenerhebung entstehenden Prob-
leme, wenn die Messungen gleichmaBig iiber den Zeitraum verteilt sind, u.a geringere Korre-
lationen fiir weiter auseinander liegende Messungen. Das bedeutet, dass die AR(1) Kovari-
anz-Struktur einen Parameter mehr beriicksichtigt als die CS Struktur (217). Die Zeitverzoge-
rung zwischen aufeinander folgenden Messungen wurde iiber die zeitabhingige Kovariable
,,Alter der Kuh* modelliert.

Die Wahl der geeigneteren Kovarianz-Struktur basierte auf dem Informationskriterium von
Akaike (2). Akaike schlug ein einfaches und hilfreiches Kriterium (AIC) vor, um das passen-
de Modell aus alternativen Modellvorschldgen herauszufinden:

AIC = -2 (log likelihood) + 2 (Anzahl der Varianzparameter)

Entscheidend sind nur die Unterschiede zwischen den AIC-Werten, nicht die absoluten Wer-
te. Das Modell mit dem niedrigsten AIC wird als das beste betrachtet. Ein weiteres, oft ange-
wendetes Informationskriterium ist das von Bayes&Schwarz (BIC), welches zusitzlich eine
modellbedingte Unsicherheit in Betracht zieht. Das BIC ist strenger als das AIC und wird
definiert als:

BIC = -2 (log likelihood) — log (n) x Anzahl der Varianzparameter

Hierbei entspricht n der Anzahl an Beobachtungen, die in der Analyse verwendet wurden. Die
dritte Mdglichkeit zur Uberpriifung der beiden Modelle auf Eignung war die Anwendung des
“Likelihood ratio”-Tests.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Verlauf der Paratuberkulose-Sanierung im Betrieb ,,H*

Im Rahmen der Paratuberkulosediagnostik wurden verschiedene diagnostische Verfahren
angewendet, unter anderem der Svanovir-ELISA und der IDEXX-ELISA.

Im Zeitraum 2000 bis 2008 wurden in einem ausgewadhlten Betrieb insgesamt 1232 Tiere in
der Paratuberkulosediagnostik untersucht. Davon waren 165 Tiere sowohl im Svanovir- als
auch im IDEXX-ELISA Reagenten. Weitere 522 Tiere waren nur im Svanovir-ELISA Rea-
genten. Die restlichen 543 Tiere waren antikorperfrei bzw. 2 Tiere hatten einen unbekannten
Status. Reagenten sind Tiere, die im jeweiligen Test positive oder zweifelhafte Ergebnisse

aufweisen.

Tabelle 1: Untersuchungsergebnisse des Betriebs ,,H* vom 08.02.2000 bis zum 09.05.2008 im
Svanovir-ELISA

Zeitpunkt Svanovir- Antikorperfrei Unbekannter | Anzahl der Tiere
Reagent Status
08.02.2000 52 36 1 89
18.12.2001 71 21 92
06.05.2002 62 40 102
23.01.2003 59 41 100
15.06.2004 59 28 87
02.02.2005 50 47 97
27.07.2005 68 28 96
12.12.2005 44 51 1 96
06.04.2004 49 44 93
19.10.2006 46 48 94
17.04.2007 35 61 96
22.10.2007 40 51 91
09.05.2008 52 47 99
Gesamt 687 543 2 1232

52




Tabelle 2: Untersuchungsergebnisse des Betriebs ,,H* vom 08.02.2000 bis zum 09.05.2008 im
IDEXX-ELISA

Zeitpunkt IDEXX-Reagent | Antikorperfrei Unbekannter | Anzahl der Tiere
Status
08.02.2000 21 67 1 89
18.12.2001 21 71 92
06.05.2002 13 89 102
23.01.2003 19 81 100
15.06.2004 9 78 87
02.02.2005 2 95 97
27.07.2005 32 64 96
12.12.2005 18 77 1 96
06.04.2006 10 83 93
19.10.2006 7 87 94
17.04.2007 4 92 96
22.10.2007 4 87 91
09.05.2008 5 94 99
Gesamt 165 1065 2 1232
4.1.1 Sanierungsfortschritt

Der 08.02.2000 gilt als Ausgangspunkt fiir die Paratuberkulose-Untersuchungen im Bestand
»H“. Am 08.02.2000 wurden noch keine Zugénge beriicksichtigt. In den nachfolgenden Un-
tersuchungen wurden sowohl die Zugénge als auch die Abginge beriicksichtigt. Die Zugénge
und Abgédnge hatten keinen einheitlichen Status, d.h., sie konnten sowohl antikdrperfrei als
auch Svanovir- bzw. IDEXX-Reagenten gewesen sein.

Um den Infektionsstatus innerhalb der Herde beschreiben zu konnen, wurde ein besonderes
Diagramm entwickelt. Anhand dieses Diagramms wurde versucht, alle relevanten Verénde-
rungen innerhalb der Herde im Laufe der Zeit zu erfassen. Das Diagramm wurde in verschie-
dene Felder unterteilt, welche jeweils einen moglichen Infektionsstatus der Tiere beschreiben.
Z.B. erfasst das Feld ,,Svanovir- und IDEXX-reaktiv®“ die Tiere, die in beiden ELISA-Tests

entweder positiv oder grenzbereichswertig reagiert haben. Das Feld ,,Svanovir-reaktiv* erfasst
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die Tiere, die nur im Svanovir-ELISA positiv oder grenzbereichswertig reagiert haben. Das
Feld ,,antikorperfrei” erfasst die Tiere, bei denen keinerlei Antikdrper nachgewiesen werden
konnten. Das Feld ,,Unbekannter Status® enthélt Tiere, deren Status wihrend der aktuellen
Untersuchung noch nicht bekannt war. Im Diagramm wurden auch solche Tiere berticksich-
tigt, die im Vergleich zu vorherigen Untersuchung ihren Status gedndert hatten: sie sind bei-
spielsweise von ,,antikdrperfrei” zu ,,Svanovir- und IDEXX-Reagenten* geworden, oder vom
~IDEXX-Reagenten* zum ,,Svanovir-Reagenten* gewechselt.

Einige Tiere sind von IDEXX-Reagenten zur antikorperfreien Gruppe gewechselt und einige

Tiere sind auch zur Gruppe mit unbekanntem Status gewechselt, oder umgekehrt.

4.1.1.1 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 08.02.2000

Am 08.02.2000 wurden insgesamt 89 Tiere untersucht. Davon waren 52 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (58,4%), 36 Tiere waren antikorperfrei (40,5%), und ein Tier gehorte zu
der Gruppe mit unbekanntem Status. Von den 52 Svanovir-ELISA Reagenten waren 34 Tiere
positiv und 18 Tiere lagen im Grenzbereich. 21 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im
IDEXX-ELISA reaktiv (23,6%), davon waren alle 21 Tiere positiv. Am 08.02.2000 wurden
keine Tiere neu eingestellt. Von der Herde wurden insgesamt 55 Tiere abgeschafft (61,8%),
davon waren 14 Tiere antikorperfrei. 19 abgeschaffte Tiere waren Svanovir-ELISA-
Reagenten (12 Tiere positiv und 7 Tiere grenzbereichswertig). 21 Tiere waren sowohl im
Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten, davon waren alle 21 Tiere IDEXX positiv. 1
Tier hatte unbekannten Status (Abb. 1).
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21 Tiere (23,6 %)
(21 pos, 0 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

31 Tiere (34,8 %)
(17 pos, 14 gbw)

SVANOVIR-reaktiv

36 Tiere (40,5 %)

Antik[rperfrei

1 Tier (1,1 %)

Unbekannter Status

ABGENGE 2000: 55 Tiere (61,8 %)

ZUGENGE 2000: 0 Tiere ( %)

-

| Eigene Remonte: Untersuchungsstart | | Antik[Crperfrei: 14 Tiere |\

| Zuk[Jufe: Untersuchungsstart |

Svanovir-Reagenten: 19 Tiere (12 pos, 7 gbw)

| IDEXX-Reagenten: 21 Tiere (21 pos, 0 gbw)

| Unbekannter Status: 1 Tier |

Abb. 1: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 08.02.2000
(Milchkiihe: N= 89)

4.1.1.2 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 18.12.2001

Am 18.12.2001 wurden insgesamt 92 Tiere untersucht, davon waren 71 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (77,1%) und 21 Tiere waren antikorperfrei (22,8%). Von den 71 Svanovir-
ELISA Reagenten waren 48 Tiere positiv und 23 Tiere lagen im Grenzbereich. 21 Tiere wa-
ren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (22,8%), davon waren 6 Tiere
positiv und 15 Tiere grenzbereichswertig. Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind
8 Tiere von der antikdrperfreien Gruppe zur im Svanovir reagierenden Gruppe gewechselt.
8 zuvor antikorperfreie Tiere sind mittlerweile zu IDEXX-Reagenten geworden. 2 Tiere aus
der Svanovir-Reagenten-Gruppe sind nun in der IDEXX-Reagenten-Gruppe (Abb. 2).

Am 18.12.2001 wurden 58 Tiere (63,0%) neu eingestellt, davon waren 11 Tiere sowohl im
Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten. Davon waren 3 Tiere positiv und 8 Tiere
grenzbereichswertig. 32 Tiere waren Svanovir-Reagenten, davon waren 15 Tiere Svanovir-

positiv, 17 Tiere lagen im Grenzbereich fiir Svanovir. 15 Tiere waren antikorperfrei. Von der
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— 21 Tiere (22,8 %) —
(6 pos, 15 gbw)
9 SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv e
=3 e
(a2} >
< 11 )
P D
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* 50 Tiere (54,4 %) )
.. (28 pos, 22 gbw) ..
2 g
A 18/ SYANOVIR-reaktiv &
: :
§ 21 Tiere (22,8 %) Efg
N <
Antik[rperfrei
L L

Keine Tiere

Unbekannter Status

| Eigene Remonte: 39 Tiere (42,4 %) | | Antik [ rperfrei:4 Tiere

| Zuk[ufe:19 Tiere (20,6%) |

Svanovir-Reagenten: 10 Tiere (5 pos, 5 gbw)

| IDEXX-Reagenten: 5 Tiere (5 pos, 0 gbw) |

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 2: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 18.12.2001
(Milchkiihe: N=92)

Herde wurden insgesamt 19 Tiere abgeschafft (20,6%), davon waren 4 Tiere antikorperfrei,
10 Tiere waren Svanovir-ELISA Reagenten (5 Tiere positiv und 5 Tiere grenzbereichswertig).
5 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten, davon waren alle 5

Tiere IDEXX positiv.

4.1.1.3 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 06.05.2002

Am 06.05.2002 wurden insgesamt 102 Tiere untersucht, davon waren 62 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (60,8%) und 40 Tiere waren antikorperfrei (39,2%). Von den 62 Svanovir-
ELISA-Reagenten waren 51 Tiere positiv und 11 Tiere lagen im Grenzbereich. 13 Tiere wa-
ren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (12,8%), davon waren 6 Tiere

positiv und 7 Tiere grenzbereichswertig.
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13 Tiere (12,8 %)
(6 pos, 7 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

2

49 Tiere (48,0 %)
(38 pos, 11 gbw)

SVANOVIR-reaktiv

40 Tiere (39,2 %)

Antik[rperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

ZUGENGE 2002: 29 Tiere (28,4 %)
ABGENGE 2002: 28 Tiere (27,4 %)

-

| Eigene Remonte: 29 Tiere (28,4 %) | | Antik [ Irperfrei: 6 Tiere

| Zuk[ufe: Keine |

Svanovir-Reagenten: 13 Tiere (9 pos, 4 gbw)

| IDEXX-Reagenten: 9 Tiere (5 pos, 4 gbw) |

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 3: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 06.05.2002
(Milchkiihe: N=102)

Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 6 Tiere von der antikorperfreien Gruppe zur
im Svanovir reagierenden Gruppe gewechselt. 7 Tiere sind von der im Svanovir-Test reakti-
ven Gruppe zu der antikorperfreien Gruppe iibergewechselt. 1 zuvor antikorperfreies Tier ist
mittlerweile zum IDEXX-Reagenten geworden, wiahrend 1 Tier aus der IDEXX-Reagenten-
Gruppe nun keine nachweisbaren Antikorper mehr zeigt. 4 Tiere aus der Svanovir-Reagenten-
Gruppe sind nun in der IDEXX-Reagenten-Gruppe und 9 Tiere von der IDEXX-Reagenten-
Gruppe sind zu Svanovir-reaktiven Tieren geworden (Abb. 3).

Am 06.05.2002 wurden 29 Tiere (28,4%) neu eingestellt, davon waren 2 Tiere sowohl im
Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten. Davon war 1 Tier positiv und 1 Tier grenzbe-
reichswertig. 5 Tiere waren Svanovir-Reagenten, davon waren 3 Tiere im Svanovir positiv, 2
Tiere lagen im Grenzbereich fiir Svanovir. 22 Tiere waren antikorperfrei. Von der Herde
wurden insgesamt 28 Tiere abgeschaftt (27,4%), davon waren 6 Tiere antikorperfrei, 13 Tiere
waren Svanovir-ELISA Reagenten (9 Tiere positiv und 4 Tiere grenzbereichswertig). 9 Tiere
waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten (5 Tiere IDEXX-positiv und

4 Tiere IDEXX-grenzbereichswertig).
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4.1.14 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 23.01.2003

Am 23.01.2003 wurden insgesamt 100 Tiere untersucht, davon waren 59 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (59,0%) und 41 Tiere waren antikorperfrei (41,0%). Von den 59 Svanovir-
ELISA reaktiven Tieren waren 38 Tiere positiv und 21 Tiere grenzbereichswertig. 19 Tiere
waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA Reagenten (19,0%) (9 Tiere positiv
und 10 Tiere grenzbereichswertig). Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 14 Tiere
von der antikdrperfreien Gruppe zur Svanovir-Reagenten-Gruppe gewechselt. Umgekehrt
sind 6 Tiere von der im Svanovir reaktiven Gruppe zur antikorperfreien Gruppe gewechselt. 3

zuvor antikdrperfreie Tiere sind nun zu IDEXX-reaktiven Tieren geworden.

19 Tiere (19,0 %)
(9 pos, 10 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

40 Tiere (40,0 %)
(21 pos, 19 gbw)

SVANOVIR-reaktiv

41 Tiere (41,0 %)

AntikOrperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

ZUGENGE 2003: 26 Tiere (26,0 %)
ABGENGE 2003: 57 Tiere (57,0 %)

-

| Eigene Remonte: 26 Tiere (26,0 %) |

\

IDEXX-Reagenten: 17 Tiere (9 pos, 8 gbw) |

| Antik Crperfrei:21 Tiere

| Zuk[ufe: Keine | | Svanovir-Reagenten: 19 Tiere (10 pos, 9 gbw)

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 4: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 23.01.2003
(Milchkiihe: N= 100)

Aus 14 Svanovir-Reagenten sind mittlerweile IDEXX-Reagenten geworden und umgekehrt
sind 2 von IDEXX-Reagenten zu Svanovir-Reagenten geworden (Abb. 4).

Am 23.01.2003 wurden 26 Tiere (26,0%) neu eingestellt, davon waren 8 Tiere Svanovir-
Reagenten, 3 Tiere Svanovir-positiv, 5 Tiere Svanovir-grenzbereichswertig. 18 Tiere waren

antikorperfrei. Von der Herde wurden insgesamt 57 Tiere abgeschafft (57,0%), davon waren
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21 Tiere antikorperfrei und 19 Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (10 Tiere positiv und
9 Tiere grenzbereichswertig). 17 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test

Reagenten, davon waren 9 Tiere IDEXX-positiv und 8 Tiere IDEXX-grenzbereichswertig.

4.1.1.5 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 15.06.2004

Am 15.06.2004 wurden insgesamt 87 Tiere untersucht, davon waren 59 Tiere im Svanovir-

ELISA-Reagenten (67,8%) und 28 Tiere waren antikorperfrei (32,2%). Von den 59 Svanovir-

ELISA Reagenten waren 35 Tiere positiv und 24 Tiere lagen im Grenzbereich. 9 Tiere waren

9 Tiere (10,3 %)
(3 pos, 6 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

2

50 Tiere (57,5 %)
(27 pos, 23 gbw)

SVANOVIR-reaktiv

28 Tiere (32,2 %)

Antik [ rperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

ZUGENGE 2004: 44 Tiere (50,6 %)
ABGENGE 2004: 21 Tiere (24,1 %)

-

| Eigene Remonte: 44 Tiere (50,6 %) | | Antik T rperfrei:7 Tiere

| Zuk[ufe: Keine | | Svanovir-Reagenten: 9 Tiere (4 pos, 5 gbw)

| IDEXX-Reagenten: 5 Tiere (3 pos, 2 gbw) |

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 5: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 15.06.2004
(Milchkiihe: N= 87)

sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (10,3%), davon waren 3 Tiere posi-
tiv und 6 Tiere grenzbereichswertig.

Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 9 Tiere von der antikorperfreien Gruppe zur
im Svanovir reagierenden Gruppe gewechselt. 2 Tiere sind von der Svanovir-reaktiven Grup-
pe zu der antikorperfreien Gruppe iibergewechselt. 4 zuvor antikorperfreie Tiere sind mittler-

weile zum IDEXX-Reagenten geworden. 2 Tiere aus der Svanovir-Reagenten-Gruppe sind
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nun in der IDEXX-Reagenten-Gruppe und 1 Tier von der IDEXX-Reagenten-Gruppe ist zum
Svanovir-reaktiven Tier geworden (Abb. 5).

Am 15.06.2004 wurden 44 Tiere (50,6%) neu eingestellt, davon waren 2 Tiere sowohl im
Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten. Die beiden Tiere waren grenzbereichswertig.
23 Tiere waren Svanovir-Reagenten, davon waren 10 Tiere Svanovir-positiv, 13 Tiere lagen

im Grenzbereich fiir Svanovir. 19 Tiere waren antikorperfrei.

4.1.1.6 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 02.02.2005

2 Tiere (2,0 %)
(0 pos, 2 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

48 Tiere (49,5 %)
(37 pos, 11 gbw)

7

SVANOVIR-reaktiv

47 Tiere (48,5 %)

Antik [ rperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

ZUGENGE 02.02.2005: 31 Tiere (32,0 %)
ABGENGE 02.02.2005: 10 Tiere (10,3 %) |

-

| Eigene Remonte: 31 Tiere (32,0 %) | | Antik(rperfiei: 6 Tiere |\

| Zuk[ufe: Keine | | Svanovir-Reagenten: 4 Tiere (3 pos, 1 gbw) |

| IDEXX-Reagenten: keine Tiere |

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 6: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 02.02.2005
(Milchkiihe: N=97)

Am 02.02.2005 wurden insgesamt 97 Tiere untersucht, davon waren 50 Tiere im Svanovir-
ELISA-Reagenten (51,5%) und 47 Tiere waren antikorperfrei (48,5%). Von den 50 Svanovir-
ELISA Reagenten waren 39 Tiere positiv und 11 Tiere lagen im Grenzbereich. 2 Tiere waren
sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (2,0%), davon waren beide Tiere
grenzbereichswertig. Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 7 Tiere von der antikor-

perfreien Gruppe zur im Svanovir reagierenden Gruppe gewechselt. 9 Tiere sind von der Sva-

60



novir-reaktiven Gruppe in die antikorperfreie Gruppe iibergewechselt. 1 Tier aus der Svano-
vir-Reagenten-Gruppe ist nun in der IDEXX-Reagenten-Gruppe und 3 Tiere von der IDEXX-
Reagenten-Gruppe sind zu Svanovir-reaktiven Tieren geworden (Abb. 6).

Am 02.02.2005 wurden 31 Tiere (32,0%) neu eingestellt, 7 Tiere waren Svanovir-Reagenten,
davon waren 6 Tiere Svanovir-positiv, 1 Tier lag im Grenzbereich flir Svanovir. 24 Tiere wa-
ren antikorperfrei. Von der Herde wurden insgesamt 10 Tiere abgeschafft (10,3%), davon
waren 6 Tiere antikorperfrei, 4 Tiere waren Svanovir-ELISA Reagenten (3 Tiere positiv und 1

Tier grenzbereichswertig).

4.1.1.7 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 27.07.2005

Am 27.07.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht, davon waren 68 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (70,8%) und 28 Tiere waren antikorperfrei (29,2%). Von den 68 Svanovir-
ELISA Reagenten waren 57 Tiere positiv und 11 Tiere lagen im Grenzbereich. 32 Tiere wa-
ren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (33,3%), davon waren 14 Tiere
positiv und 18 Tiere grenzbereichswertig. Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 13
Tiere von der antikdrperfreien Gruppe in die Svanovir-reagierende Gruppe gewechselt. 1 Tier
ist von der Svanovir-reaktiven Gruppe zu der antikorperfreien Gruppe libergewechselt. 8 zu-
vor antikorperfreie Tiere sind mittlerweile zu IDEXX-Reagenten geworden. 23 Tiere aus der
Svanovir-Reagenten-Gruppe sind nun in der IDEXX-Reagenten-Gruppe und 1 Tier von der
IDEXX-Reagenten-Gruppe ist zum Svanovir-reaktiven Tier geworden. Ein Tier mit der Ohr-
marke 12659 war in der PCR Ausscheider. Dieses Tier war im Svanovir-ELISA positiv und
im IDEXX-ELISA grenzbereichswertig und wurde fristgerecht aus der Herde abgeschafft
(Abb. 7).

Am 27.07.2005 wurden 9 Tiere (9,4%) neu eingestellt, 2 Tiere waren Svanovir-Reagenten,
davon war 1 Tier Svanovir-positiv, 1 Tier lag im Grenzbereich fiir Svanovir. 7 Tiere waren
antikorperfrei. Von der Herde wurden insgesamt 15 Tiere abgeschafft (15,6%), davon waren
3 Tiere antikorperfrei, 5 Tiere waren Svanovir-ELISA Reagenten (2 Tiere positiv und 3 Tiere
grenzbereichswertig). 7 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagen-

ten (4 Tiere IDEXX positiv und 3 Tiere IDEXX grenzbereichswertig).
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32 Tiere (33,3 %)
(14 pos, 18 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

| % 1 Tier PCR-Ausscheider (A) |

36 Tiere (37,5 %)
(26 pos, 10 gbw)

SVANOVIR-reaktiv

28 Tiere (29,2 %)

Antik[rperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

ZUGENGE 27.07.2005: 9 Tiere (9,4 %)
ABGENGE 27.07.2005: 15 Tiere (15,6 %) |

-

| Eigene Remonte: 9 Tiere (9,4 %) | | Antik [ rperfrei:3 Tiere |\

| Zuk[ufe: Keine

Svanovir-Reagenten: 5 Tiere (2 pos, 3 gbw)

| IDEXX-Reagenten: 7 Tiere (4 pos, 3 gbw/1A) |

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 7: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 27.07.2005
(Milchkiihe: N= 96)

4.1.1.8 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 12.12.2005

Am 12.12.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht, davon waren 44 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (45,9%) und 51 Tiere waren antikorperfrei (53,1%). Von den 44 Svanovir-
ELISA Reagenten waren 28 Tiere positiv und 16 Tiere lagen im Grenzbereich. 18 Tiere wa-
ren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (18,8%), davon waren 5 Tiere
positiv und 13 Tiere grenzbereichswertig. Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 14
Tiere von der Svanovir-reaktiven Gruppe zur antikorperfreien Gruppe ilibergewechselt. 2 zu-
vor antikorperfreie Tiere sind mittlerweile zu IDEXX-Reagenten geworden, wéihrend 2 Tiere
aus der IDEXX-Reagenten-Gruppe nun keine nachweisbaren Antikorper zeigen. 2 Tiere aus
der Svanovir-Reagenten-Gruppe sind nun in der IDEXX-Reagenten-Gruppe und 9 Tiere von
der IDEXX-Reagenten-Gruppe sind zu Svanovir-reaktiven Tieren geworden (Abb. 8).

Am 12.12. 2005 wurden 15 Tiere (15,6%) neu eingestellt, 2 Tiere waren Svanovir-Reagenten
(1 Tier Svanovir-positiv, 1 Tier lag im Grenzbereich). 12 Tiere waren antikorperfrei und 1

Tier gehorte zu der ,,unbekannter Status“-Gruppe. Von der Herde wurden insgesamt 11 Tiere

62



abgeschafft (11,5%), davon waren 7 Tiere antikorperfrei, 4 Tiere waren sowohl im Svanovir-
als auch im IDEXX-Test Reagenten (2 Tiere IDEXX-positiv und 2 Tiere IDEXX-

grenzbereichswertig).

18 Tiere (18,8 %)
(5 pos, 13 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

26 Tiere (27,1 %)
(14 pos, 12 gbw)

2 SVANOVIR-reaktiv

51 Tiere (53,1 %)

Antik[rperfrei

1 Tier (1,0 %)

Unbekannter Status

ZUGENGE 12.12.2005: 15 Tiere (15,6 %) |
ABGENGE 12.12.2005: 11 Tiere (11,5 %) |

-

| Eigene Remonte: 15 Tiere (15,6 %) | | Antik [ rperfrei:7 Tiere

| Zuk[ufe: Keine |

Svanovir-Reagenten: keine Tiere

| IDEXX-Reagenten: 4 Tiere (2 pos, 2 gbw) |

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 8: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 12.12.2005
(Milchkiihe: N= 96)

4.1.1.9 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 06.04.2006

Am 06.04.2006 wurden insgesamt 93 Tiere untersucht, davon waren 49 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (52,7%) und 44 Tiere waren antikorperfrei (47,3%). Von den 49 Svanovir-
ELISA-Reagenten waren 35 Tiere positiv und 14 Tiere lagen im Grenzbereich. 10 Tiere wa-
ren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (10,8%), davon waren 3 Tiere
positiv und 7 Tiere grenzbereichswertig. Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 3
Tiere von der Svanovir-reaktiven Gruppe zu der antikorperfreien Gruppe iibergewechselt und
9 antikorperfreie Tiere sind zu Svanovir-Reagenten geworden. 3 zuvor antikorperfreie Tiere
sind mittlerweile zu IDEXX-Reagenten geworden, wihrend 4 Tiere aus der IDEXX-

Reagenten-Gruppe nun keine nachweisbaren Antikdrper mehr aufweisen. 2 Tiere aus der
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Svanovir-Reagenten-Gruppe sind nun in der IDEXX-Reagenten-Gruppe und 5 Tiere von der

IDEXX-Reagenten-Gruppe sind zu Svanovir-reaktiven Tieren geworden (Abb. 9).

10 Tiere (10,8 %)
(3 pos, 7 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

39 Tiere (41,9 %)
(27 pos, 12 gbw)

4

SVANOVIR-reaktiv

44 Tiere (47,3 %)

Antik Orperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

ZUGENGE 06.04.2006: 8 Tiere (8,6 %)
ABGE€NGE 06.04.2006: 18 Tiere (19,3 %)

-

| Eigene Remonte: 8 Tiere (8,6 %) | | Antik[rperfrei:5 Tiere

| Zuk[Jufe: Keine

| Svanovir-Reagenten: 9 Tiere (8 pos, 1 gbw)

| IDEXX-Reagenten: 4 Tiere (3 pos, 1 gbw) |

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 9: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 06.04.2006
(Milchkiihe: N=93)

Am 06.04.2006 wurden 8 Tiere (8,6%) neu eingestellt, 4 Tiere waren Svanovir-Reagenten, (3
Tiere Svanovir-positiv, 1 Tiere im Grenzbereich flir Svanovir), 4 Tiere waren antikorperfrei.
Von der Herde wurden insgesamt 18 Tiere abgeschafft (19,4%), davon waren 5 Tiere antikor-
perfrei, 9 Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (8 Tiere positiv und 1 Tier grenzbereichs-
wertig). 4 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten, davon wa-

ren 3 Tiere IDEXX-positiv und 1 Tier IDEXX-grenzbereichswertig.

4.1.1.10 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 19.10.2006

Am 19.10.2006 wurden insgesamt 94 Tiere untersucht, davon waren 46 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (48,9%) und 48 Tiere waren antikorperfrei (51,1%). Von den 46 Svanovir-

ELISA Reagenten waren 31 Tiere positiv und 15 Tiere lagen im Grenzbereich. 7 Tiere waren
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7 Tiere (7,4 %)
(4 pos, 3 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

39 Tiere (41,5 %)
(24 pos, 15 gbw)

SVANOVIR-reaktiv

48 Tiere (51,1 %)

|* 7 Tiere PCR-Ausscheider (A) I
Antik [ rperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

ZUGENGE 19.10.2006: 19 Tiere (20,2 %)
ABGENGE 19.10.2006: 20 Tiere (21,3 %)

-

| Eigene Remonte: 19 Tiere (20,2 %) | | Antik [ rperfrei:9 Tiere (2 A)

| Zuk[ufe: Keine |

Svanovir-Reagenten: 6 Tiere (3 pos, 3 gbw)

| IDEXX-Reagenten: 5 Tiere (4 pos, 1 gbw) |

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 10: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 19.10.2006
(Milchkiihe: N= 94)

sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (7,4%), davon waren 4 Tiere positiv
und 3 Tiere grenzbereichswertig.

Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 6 Tiere aus der Svanovir-reaktiven Gruppe
zur antikorperfreien Gruppe libergewechselt, 10 Tiere sind von der antikorperfreien Gruppe
zu der Svanovir-Reagenten-Gruppe gewechselt. 1 zuvor antikorperfreies Tier ist mittlerweile
zum IDEXX-Reagenten geworden. 3 Tiere aus der Svanovir-Reagenten-Gruppe sind nun in
der IDEXX-Reagenten-Gruppe und 3 Tiere von der IDEXX-Reagenten-Gruppe sind zu Sva-
novir-reaktiven Tieren geworden. Die gepoolte Kot-PCR Untersuchung zeigte, dass 7 Tiere
mit den Ohrmarken 07347, 12645, 88797, 88807, 50482, 18707, 50506 MAP-Erreger mit
dem Kot ausschieden, obwohl diese Tiere serologisch antikérperfrei waren (Abb. 10).

Am 19.10.2006 wurden 19 Tiere (20,2%) neu eingestellt. 5 dieser Tiere waren Svanovir-
Reagenten (3 Tiere Svanovir-positiv, 2 Tiere lagen im Grenzbereich). 14 Tiere waren antikor-
perfrei. Von der Herde wurden insgesamt 20 Tiere abgeschafft (21,3%), davon waren 9 Tiere
antikorperfrei (2 Tiere MAP-Erreger-Ausscheider in Kot-PCR), 6 Tiere waren Svanovir-

ELISA Reagenten (3 Tiere positiv und 3 Tiere grenzbereichswertig). 5 Tiere waren sowohl im
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Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten (4 Tiere IDEXX-positiv und 1 Tier IDEXX-

grenzbereichswertig).

4.1.1.11 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 17.04.2007

Am 17.04.2007 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht, davon waren 35 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (36,5%) und 61 Tiere waren antikorperfrei (63,5%). Von den 35 Svanovir-
ELISA-Reagenten waren 22 Tiere positiv und 13 Tiere lagen im Grenzbereich. 4 Tiere waren

sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (4,2%), davon war 1 Tier positiv

4 Tiere (4,2 %)
(1 pos, 3 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

| % 3 Tiere PCR-Ausscheider (A) |

31 Tiere (32,3 %)
(19 pos, 12 gbw)

|¥ 1/5 A vom 19.10.2006 PCR-negativ
SVANOVIR-reaktiv

61 Tiere (63,5 %)

B 4/5 A vom 19.10.2006 PCR-negativ

ZUGENGE 17.04.2007: 22 Tiere (22,9 %)
ABGENGE 17.04.2007: 15 Tiere (15,6 %) |

22

Antik [ rperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

-

| Eigene Remonte: 22 Tiere (22,9 %) | | Antik[rperfrei:7 Tiere |\

| Zuk[ufe: Keine | | Svanovir-Reagenten: 5 Tiere (2 pos, 3 gbw)

IDEXX-Reagenten: 3 Tiere (1 pos, 2 gbw/3 A) |

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 11: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 17.04.2007
(Milchkiihe: N= 94)

und 3 Tiere grenzbereichswertig. Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 8 Tiere von
der Svanovir-reaktiven Gruppe zu der antikdrperfreien Gruppe iibergewechselt und 8 Tiere
sind von der antikorperfreien Gruppe zu der Svanovir-Reagenten-Gruppe gewechselt. 4 Tiere
aus der Svanovir-Reagenten-Gruppe sind nun in der IDEXX-Reagenten-Gruppe und 2 Tiere

von der IDEXX-Reagenten-Gruppe sind zu Svanovir-reaktiven Tieren geworden. Von den
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5 Tieren mit den Ohrmarken 12645, 50482, 50506, 88797 und 88807, welche am 19.10.2006
PCR-Kot-Ausscheider waren und immer noch in der Herde blieben, war nur das Tier mit der
Ohrmarke 88797 wieder Kot-PCR-Ausscheider und bei dem Tier mit der Ohrmarke 12645
wurden Antikdrper im Svanovir-ELISA detektiert. Die restlichen 4 Tiere waren erneut wieder
antikorperfrei. Am 17.04.2007 wurden drei weitere Tiere (Ohrmarken 12654, 18681 und
88817) tiber die Kot-PCR als MAP-Erreger-Ausscheider festgestellt. Diese drei Tiere waren
sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA Reagenten und wurden fristgerecht aus der
Herde abgeschafft (Abb. 11).

Am 17.04.2007 wurden 22 Tiere (22,9%) neu eingestellt, alle 22 Tiere waren antikorperfrei.
Von der Herde wurden insgesamt 15 Tiere abgeschafft (15,6%), davon waren 7 Tiere antikor-
perfrei, 5 Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (2 Tiere positiv und 3 Tiere grenzbe-
reichswertig). 3 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten, davon

war 1 Tier IDEXX-positiv und 2 Tiere IDEXX-grenzbereichswertig.

4.1.1.12 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 22.10.2007

Am 22.10.2007 wurden insgesamt 91 Tiere untersucht, davon waren 40 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (44,0%) und 51 Tiere waren antikorperfrei (56,0%). Von den 40 Svanovir-
ELISA-Reagenten waren 28 Tiere positiv und 12 Tiere lagen im Grenzbereich. 4 Tiere (4,4%)
waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (1 Tier positiv und 3 Tiere
grenzbereichswertig). Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 4 Tiere von der Svano-
vir-reaktiven Gruppe zu der antikorperfreien Gruppe iibergewechselt. 15 antikorperfreie Tiere
sind mittlerweile zu Svanovir-Reagenten geworden. 1 Tier von der antikorperfreien Gruppe
ist mittlerweile IDEXX-Reagent. 2 Tiere aus der Svanovir-Reagenten-Gruppe sind nun in der
IDEXX-Reagenten-Gruppe. Von den 4 Tieren mit den Ohrmarken 12645, 50482, 50506 und
88807, welche trotz Ausscheidung des Erregers (Kot-PCR) am 19.10.2006 in der Herde
verblieben waren, waren 3 immer noch antikorperfrei und das Tier mit der Ohrmarke 12645
blieb weiterhin im Svanovir-ELISA reaktiv (Abb. 12).

Am 22.10.2007 wurden 10 Tiere (11,0%) neu eingestellt, 1 Tier war Svanovir-
grenzbereichswertig, 9 Tiere waren antikorperfrei. Von der Herde wurden insgesamt 18 Tiere
abgeschafft (19,8%), davon waren 7 Tiere antikorperfrei (1 Tier MAP-Erreger-Ausscheider in
der Kot-PCR) und 10 Tiere Svanovir-ELISA-Reagenten (9 Tiere positiv und 1 Tier Svanovir-
grenzbereichswertig). 1 Tier war sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagent, die-

ses war IDEXX positiv.
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4 Tiere (4,4 %)
(1 pos, 3 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

36 Tiere (39,6 %)
(26 pos, 10 gbw)

1 |* 1/5 A vom 19.10.2006 PCR-negativ |
i SVANOVIR-reaktiv

51 Tiere (56,0 %)
[¥3/5 Avom 19.10.2006 PCR-negativ
Antikrperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

ZUGENGE 22.10.2007: 10 Tiere (11,0 %) |
ABGENGE 22.10.2007: 18 Tiere (19,8 %) |

-

| Eigene Remonte: 10 Tiere (11,0 %) | | Antik [ rperfrei:7 Tiere

| Zuk[ufe: Keine |

Svanovir-Reagenten: 10 Tiere (9 pos, 1 gbw)

| IDEXX-Reagenten: 1 Tier (1 pos, 0 gbw)

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 12: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 22.10.2007
(Milchkiihe: N=91)

4.1.1.13 Sanierungsfortschritt zum Untersuchungszeitpunkt 09.05.2008

Am 09.05.2008 wurden insgesamt 99 Tiere untersucht, davon waren 52 Tiere im Svanovir-
ELISA Reagenten (52,5%) und 47 Tiere waren antikorperfrei (47,5%). Von den 52 Svanovir-
ELISA-Reagenten waren 38 Tiere positiv und 14 Tiere lagen im Grenzbereich. 5 Tiere waren
sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA reaktiv (5,0%), davon war 1 Tier positiv
und 4 Tiere grenzbereichswertig. Im Vergleich zur vorherigen Untersuchung sind 18 Tiere
von der antikorperfreien Gruppe zu der Svanovir-reaktiven Gruppe iibergewechselt. 2 Tiere
sind von der Svanovir-Reagenten-Gruppe zu der antikorperfreien Gruppe gewechselt. 2 Tiere
von der antikorperfreien Gruppe sind mittlerweile zu IDEXX-Reagenten geworden, wihrend
1 Tier aus der IDEXX-Reagenten-Gruppe nun keine nachweisbaren Antikorper mehr zeigt.
1 Tier ist aus der Svanovir-Reagenten-Gruppe zur IDEXX-Reagenten-Gruppe gewechselt,
wohingegen 1 Tier der IDEXX-Reagenten zu der Svanovir-Reagenten-Gruppe gewechselt ist.
Die 4 Tiere mit den Ohrmarken 12645, 50482, 50506 und 88807, welche am 19.10.2006 in

der Kot-PCR Ausscheider waren, blieben immer noch in der Herde und bei allen Tieren wur-
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den im Svanovir-ELISA Antikorper detektiert (Abb. 13). Am 09.05.2008 wurden 26 Tiere
(26,3%) neu eingestellt, davon war 1 Tier sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test re-
aktiv, dieses war im IDEXX grenzbereichswertig. 5 Tiere waren Svanovir-Reagenten, davon
waren 4 Tiere im Svanovir positiv, 1 Tier im Svanovir grenzbereichswertig. 20 Tiere waren
antikorperfrei. Von der Herde wurden insgesamt 23 Tiere abgeschafft (23,2%), davon waren
11 Tiere antikorperfrei, 10 Tiere Svanovir-ELISA-Reagenten (6 Tiere positiv und 4 Tier Sva-
novir-grenzbereichswertig). 2 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test

Reagenten, davon war 1 Tier IDEXX-positiv und 1 Tier IDEXX-grenzbereichswertig.

5 Tiere (5,0 %)
(1 pos, 4 gbw)

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

1

47 Tiere (47,5%)
(33 pos, 14 gbw)

| 1 Tier PCR-Ausscheider (A) |
SVANOVIR-reaktiv

47 Tiere (47,5 %

ZUGENGE 2008: 26 Tiere (26,26 %)
ABGENGE 2008: 23 Tiere (23,23 %)

Antik[rperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

-

| Eigene Remonte: 26 Tiere (26,26 %) | | Antik [ rperfrei:11 Tiere

| Zuk[ufe: Keine |

Svanovir-Reagenten: 10 Tiere (6 pos, 4 gbw)

| IDEXX-Reagenten: 2 Tiere (1 pos, 1 gbw) |

| Unbekannter Status: 0 Tiere |

Abb. 13: Paratuberkulose-Status im Betrieb ,,H* zum Zeitpunkt 09.05.2008
(Milchkiihe: N= 99)

4.1.2 Infektionsrate
Um die Infektiosrate in der Herde fiir die entsprechenden serologischen Tests zu bestimmen,
wurde die Anzahl der Svanovir-Reagenten berechnet und die Anzahl der Reagenten durch die

Gesamtzahl der Tiere dividiert. Dies wurde auch fiir IDEXX-Reagenten und fiir antikorper-
freie Tiere durchgefiihrt.
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4.1.2.1 Prozentualer Anteil von Svanovir- und IDEXX-Reagenten in der Herde

Am 08.02.2000 wurden insgesamt 89 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 23,6%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 34,8% der Tiere
waren Svanovir-Reagenten, 40,5% der Tiere waren antikorperfrei und ein Tier (1,1%) gehorte
zu der Gruppe unbekannter Status.

Am 18.12.2001 wurden insgesamt 92 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 22,8%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 54,4% der Tiere
waren Svanovir-Reagenten und 22,8% der Tiere waren antikorperfrei.

Am 06.05.2002 wurden insgesamt 102 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren
12,8% der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 48,0% der
Tiere waren Svanovir-Reagenten und 39,2% der Tiere waren antikorperfrei.

Am 23.01.2003 wurden insgesamt 100 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren
19,0% der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 40,0% der
Tiere waren Svanovir-Reagenten und 41,0% der Tiere waren antikorperfrei.

Am 15.06.2004 wurden insgesamt 87 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 10,3%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 57,5% der Tiere
waren Svanovir-Reagenten und 32,2% der Tiere waren antikorperfrei.

Am 02.02.2005 wurden insgesamt 97 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 2,0%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 49,5% der Tiere
waren Svanovir-Reagenten und 48,5% der Tiere waren antikorperfrei (Abb. 14-16).

Am 27.07.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 33,3%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 37,5% der Tiere
waren Svanovir-Reagenten und 29,2% der Tiere waren antikorperfrei.

Am 12.12.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 18,8%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 27,1% der Tiere
waren Svanovir-Reagenten und 53,1% der Tiere waren antikorperfrei und ein Tier (1,0%)
gehorte zu der Gruppe antikorperfreier Status.

Am 06.04.2006 wurden insgesamt 93 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 10,8%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 41,9% der Tiere
waren Svanovir-Reagenten und 47,3% der Tiere waren antikorperfrei.

Am 19.10.2006 wurden insgesamt 94 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 7,4%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 41,5% der Tiere

waren Svanovir-Reagenten und 51,1% der Tiere waren antikorperfrei.
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Am 17.04.2007 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 4,2%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 32,3% der Tiere
waren Svanovir-Reagenten und 63,5% der Tiere waren antikorperfrei.

Am 22.10.2007 wurden insgesamt 91 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 4,4%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 39,6% der Tiere
waren Svanovir-Reagenten und 56,0% der Tiere waren antikorperfrei.

Am 09.05.2008 wurden insgesamt 99 Tiere untersucht. Von der gesamten Herde waren 5,0%
der Tiere sowohl im Svanovir-Test als auch im IDEXX-ELISA Reagenten. 47,5% der Tiere

waren Svanovir-Reagenten und 47,5% der Tiere waren antikorperfrei.

100 ~
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60

40 1

20 1

5.1

2,1
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Svan + Svan + Svan + Svan + Svan + Svan + Svan + Svan + Svan + Svan + Svan + Svan + Svan +
IDEXX IDEXX IDEXX IDEXX IDEXX IDEXX IDEXX IDEXX IDEXX IDEXX IDEXX IDEXX IDEXX
Reag. Reag. Reag. Reag. Reag. Reag. Reag. Reag. Reag. Reag. Reag. Reag. Reag.
08.02.00 18.12.01  06.05.02  23.01.03 15.06.04 02.02.05 27.07.05 12.12.05 06.04.06 19.10.06 17.04.07 22.10.07  09.05.08

Zeitpunkt der Untersuchung

Abb. 14: Prozentualer Anteil der gleichzeitig im Svanovir- und IDEXX-ELISA reagierenden

Tiere im Betrieb ,,H*

Nach dem Einfiigen der Trendlinien in die Graphik fiir die IDEXX-ELISA-Reagenten ist zu
erkennen, dass der prozentuale Anteil der Reagenten deutlich sinkt. Der prozentuale Anteil
von Svanovir-ELISA-Reagenten sinkt auch, aber nicht im selben Mafle wie beim IDEXX-

ELISA. Der prozentuale Anteil von antikorperfreien Tieren im Betrieb steigt deutlich an.

71



100

Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag. Svan Reag.
08.02.00  18.12.01  06.05.02  23.01.03  15.06.04  02.02.05 27.07.05 12.12.05 06.04.06 19.10.06 17.04.07  22.10.07  09.05.08

Zeitpunkt der Untersuchung

Abb. 15: Prozentualer Anteil der ausschlieBlich im Svanovir-ELISA reagierenden Tiere im

Betrieb ,,H*
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08.02.00 18.12.01  06.05.02  23.01.03  15.06.04  02.02.05 27.07.05 12.12.05 06.04.06 19.10.06 17.04.07  22.10.07  09.05.08

Zeitpunkt der Untersuchung

Abb. 16: Prozentualer Anteil der antikorperfreien Tiere im Betrieb ,,H*
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4.1.2.1.1 Ergebnisse im Svanovir-ELISA fiir die Altersgruppen < 4 Jahre und > 4
Jahre

In der untersuchten Altersgruppe der < 4 Jihrigen waren am 08.02.2000 52 Tiere, am
18.12.2001 66 Tiere, am 06.05.2002 74 Tiere, am 23.01.2003 70 Tiere, am 15.06.2004 57
Tiere, am 02.02.2005 65 Tiere, am 27.07.2005 62 Tiere, am 12.12.2005 54 Tiere, am
06.04.2006 46 Tiere, am 19.10.2006 44 Tiere, am 17.04.2007 50 Tiere, am 22.10.2007 52
Tiere, sowie am 09.05.2008 65 Tiere Reagenten. Dies entspricht einem Anteil von 40,4%,
71,2%, 54,1%, 48,6%, 63,2%, 35,4%, 59,7%, 29,6%, 43,5%, 38,6%, 18,0%, 26,9%, 43,1% an
Svanovir-ELISA-Reagenten in der Herde.

100 -

50 A

02.08.2000 12.18.2001 05.06.2002 23.01.2003 15.06.2004 02.02.2005 27.07.2005 12.12.2005 06.04.2006 19.10.2006 16.04.2007 22.10.2007 09.05.2008

Zeitpunkt der Untersuchung

Svanovir 1-4 Jahre Bl Svanovir > 4 Jahre

Abb. 17: Prozentualer Anteil der ausschlieBlich im Svanovir-ELISA reagierenden Tiere aus

der Gruppe der <4 und > 4 jahrigen Tiere im Betrieb ,,H*

In der Gruppe der > 4 Jéhrigen wurden entsprechend 36, 26, 28, 30, 30, 32, 34, 41, 47, 50, 46,
39, 34 Tiere untersucht, davon waren 86,1%, 92,3%, 78,6%, 83,3%, 76,7%, 84,4%, 91,2%,
68,3%, 61,7%, 58,0%, 56,5%, 66,7%, 70,6% der Tiere im Svanovir-ELISA Reagenten (Abb.
17).
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4.1.2.1.2 Ergebnisse im IDEXX-ELISA fiir die Altersgruppen < 4 Jahre und
> 4 Jahre

Von den untersuchten Tieren in der Altersgruppe der < 4 Jéhrigen am 08.02.2000, 52 Tiere,
18.12.2001, 66 Tiere, 06.05.2002, 74 Tiere, 23.01.2003, 70 Tiere,15.06.2004, 57 Tiere,
02.02.2005, 65 Tiere, 27.07.2005, 62 Tiere, 12.12.2005, 54 Tiere, 06.04.2006, 46 Tiere,
19.10.2006, 44 Tiere, 17.04.2007, 50 Tiere, 22.10.2007, 52 Tiere, 09.05.2008, 65 Tiere, wa-
ren jeweils 11,5%, 21,2%, 10,8%, 8,6%, 5,3%, 1,5%, 24,2%, 13,0%, 8,7%, 4,6%, 2,0%,
3,9%, 7,7% der Tiere im IDEXX-ELISA-Reagenten. In der Gruppe > 4 Jéhrigen wurden ent-
sprechend 36, 26, 28, 30, 30, 32, 34, 41, 47, 50, 46, 39, 34 Tiere untersucht, davon waren
41,7%, 26,9%, 17,9%, 43,3%, 20,0%, 3,1%, 50,0%, 26,8%, 12,8%, 10,0%, 6,5%, 5,1% der
Tiere im IDEXX-ELISA Reagenten. Am 09.05.2008 waren in der Gruppe der >4 jdhrigen
Tiere keine IDEXX-ELISA-Reagenten mehr vorhanden (Abb. 18).

60 -

41,7

40 1

20 A

7,7
6,5 5,1

8,7.
5,3I I [ ]
2EERE
L5 2 2,0.3,9.

02.08.2000 12.18.2001 05.06.2002 23.01.2003 15.06.2004 02.02.2005 27.07.2005 12.12.2005 06.04.2006 19.10.2006 16.04.2007 22.10.2007 09.05.2008

0,0

Zeitpunkt der Untersuchung

1-4 Jhrigel > 4 Jahre

Abb. 18: Prozentualer Anteil der ausschlieBlich im IDEXX reagierenden Tiere aus der Grup-

pe der <4 und > 4 jahrigen Tiere im Betrieb ,,H*

4.1.2.2 Serologischer Status der Zuginge

Am 18.12.2001 wurden 58 Tiere (63,0%) neu eingestellt, davon waren 11 Tiere sowohl im

Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten. 3 Tiere davon waren positiv und 8 Tiere
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grenzbereichswertig. 32 Tiere waren Svanovir-Reagenten, davon waren 15 Tiere Svanovir-
positiv, 17 Tiere lagen im Grenzbereich fiir Svanovir. 15 Tiere waren antikorperfrei.

Am 06.05.2002 wurden 29 Tiere (28,4%) neu eingestellt, davon waren 2 Tiere sowohl im
Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten. Davon war 1 Tier positiv und 1 Tier grenzbe-
reichswertig. 5 Tiere waren Svanovir-Reagenten, davon waren 3 Tiere im Svanovir positiv,
2 Tiere lagen im Grenzbereich fiir Svanovir. 22 Tiere waren antikorperfrei.

Am 23.01.2003 wurden 26 Tiere (26,0%) neu eingestellt, davon waren 8 Tiere Svanovir-
Reagenten, 3 Tiere Svanovir positiv, 5 Tiere Svanovir grenzbereichswertig. 18 Tiere waren
antikorperfrei.

Am 15.06.2004 wurden 44 Tiere (50,6%) neu eingestellt, davon waren 2 Tiere sowohl im
Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten. Die beiden Tiere waren grenzbereichswertig.
23 Tiere waren Svanovir-Reagenten, davon waren 10 Tiere Svanovir-positiv, 13 Tiere lagen
im Grenzbereich fiir Svanovir. 19 Tiere waren antikorperfrei.

Am 02.02.2005 wurden 31 Tiere (32,0%) neu eingestellt, 7 Tiere waren Svanovir-Reagenten
davon waren 6 Tiere Svanovir-positiv, 1 Tier lag im Grenzbereich fiir Svanovir. 24 Tiere wa-

ren antikorperfrei.

11,96

23
1,96

‘ 0
0 T T

12.18.2001  05.06.2002 23.01.2003 15.06.2004 02.02.2005 27.07.2005 12.12.2005 06.04.2006 19.10.2006 17.04.2007 22.10.2007 09.05.2008

1,01

0 0 0 0 0 0 0

Zeitpunkt der Untersuchung

Abb. 19: Anteil der Bestandszugénge an der Herde in %, der sowohl im IDEXX- als auch im

Svanovir-ELISA reaktiv war
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Abb. 20: Prozentualer Anteil der nur im Svanovir reagierenden Neuzugénge an der Herde
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Abb. 21: Prozentualer Anteil der antikorperfreien Tiere, der durch die Neuzugénge gestellt

wurde
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Am 27.07.2005 wurden 9 Tiere (9,4%) neu eingestellt, 2 Tiere waren Svanovir-Reagenten
davon war 1 Tier Svanovir-positiv, 1 Tier lag im Grenzbereich fiir Svanovir. 7 Tiere waren
antikorperfrei.

Am 12.12. 2005 wurden 15 Tiere (15,6%) neu eingestellt, 2 Tiere waren Svanovir-Reagenten
(1 Tier Svanovir-positiv, 1 Tier lag im Grenzbereich). 12 Tiere waren antikorperfrei und
1 Tier gehorte zu der ,,unbekannter Status® Gruppe.

Am 06.04.2006 wurden 8 Tiere (8,6%) neu eingestellt, 4 Tiere waren Svanovir-Reagenten
(3 Tiere Svanovir-positiv, 1 Tier im Grenzbereich fiir Svanovir), 4 Tiere waren antikorperfrei.
Am 19.10.2006 wurden 19 Tiere (20,2%) neu eingestellt. 5 Tiere waren Svanovir-Reagenten
(3 Tiere Svanovir-positiv, 2 Tiere lagen im Grenzbereich. 14 Tiere waren antikorperfrei.

Am 17.04.2007 wurden 22 Tiere (22,9%) neu eingestellt, alle 22 Tiere waren antikorperfrei.
Am 22.10.2007 wurden 10 Tiere (11,0%) neu eingestellt, 1 Tier war Svanovir-
grenzbereichswertig, 9 Tiere waren antikorperfrei.

Am 09.05.2008 wurden 26 Tiere (26,3%) neu eingestellt, davon war 1 Tier sowohl im Svano-
vir- als auch im IDEXX-Test reaktiv, dieses war im IDEXX grenzbereichswertig. 5 Tiere
waren Svanovir-Reagenten, davon waren 4 Tiere im Svanovir positiv, 1 Tier im Svanovir

grenzbereichswertig. 20 Tiere waren antikorperfrei (Abb. 19-21).

4.1.2.2.1 Zuginge, die Svanovir-Reagenten waren und spiter im IDEXX-ELISA

reagiert haben

Am 18.12.2001 waren von den gesamten Zugingen 32 Tiere im Svanovir-ELISA Reagenten.
Davon sind im Laufe der Zeit 37,5% zu IDEXX-Reagenten geworden. Am 06.05.2002 waren
unter den Zugingen 5 Tiere Svanovir-ELISA Reagenten, davon sind 40,0% der Tiere zu
IDEXX-Reagenten geworden. Am 23.01.2003 waren unter den Zugéngen 8 Svanovir-ELISA-
Reagenten, davon sind 37,5% der Tiere zu IDEXX-Reagenten geworden. Am 15.06.2004
waren unter den Zugingen 23 Svanovir-ELISA-Reagenten, davon sind 47,8% der Tiere zu
IDEXX-Reagenten geworden. Am 02.02.2005 waren unter den Zugéngen 7 Svanovir-ELISA-
Reagenten, davon sind 57,1% der Tiere zu IDEXX-Reagenten geworden. Am 27.07.2005
waren unter den Zugéngen 2 Tiere Svanovir-ELISA-Reagenten, davon sind 50,0% der Tiere
zu IDEXX-Reagenten geworden. Am 12.12.2005 waren unter den Zugidngen 2 Tiere Svano-
vir-ELISA-Reagenten, davon sind 50,0% der Tiere zu IDEXX-Reagenten geworden.
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Abb. 22: Prozentualer Anteil der Neuzugéinge, die bereits als Svanovir-reaktiv eingestallt

wurden und spéter im IDEXX-ELISA reagiert haben

Am 06.04.2006 waren unter den Zugingen 4 Tiere Svanovir-ELISA-Reagenten, in den nach-
folgenden Untersuchungen waren alle Tiere frithzeitig aus der Herde abgeschafft worden.

Am 19.10.2006 waren unter den Zugédngen 5 Tiere Svanovir-ELISA-Reagenten, davon sind
20,0% der Tiere zu IDEXX-Reagenten geworden. Am 17.04.2007 waren unter den Zugéngen
keine Svanovir-ELISA-Reagenten. Am 22.10.2007 war unter den Zugédngen nur 1 Tier Sva-
novir-ELISA-Reagent, in der nachfolgenden Untersuchung war dieses Tier noch nicht zum
IDEXX-Reagenten geworden. Am 09.05.2008 waren unter den Zugéngen 5 Tiere Svanovir-
ELISA-Reagenten (Abb. 22).

4.1.2.3 Serologischer Status der Abginge
Am 08.02.2000 wurden insgesamt 55 Tiere abgeschafft (61,8%), davon waren 14 Tiere anti-
korperfrei. 19 abgeschaffte Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (12 Tiere positiv und 7

Tiere grenzbereichswertig). 21 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test

Reagenten, davon waren alle 21 Tiere IDEXX-positiv, 1 Tier hatte unbekannten Status.
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—+—DEXX-Reagenten === davon abgeschafft

Abb. 23: Anteil der gleichzeitig im Svanovir- und IDEXX-ELISA reagierenden Tiere an der

Herde, sowie Anteil der abgeschafften Tiere aus dieser Gruppe (In Bezug zur Herde)
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Abb. 24: Anteil der ausschlieBlich im Svanovir-ELISA reagierenden Tiere an der Herde, so-

wie Anteil der abgeschafften Tiere aus dieser Gruppe (In Bezug zur Herde)
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Am 18.12.2001 wurden insgesamt 19 Tiere abgeschafft (20,6%), davon waren 4 Tiere anti-
korperfrei, 10 Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (5 Tiere positiv und 5 Tiere grenzbe-
reichswertig).

5 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten, davon waren alle
5 Tiere IDEXX-positiv.

Am 06.06.2002 wurden insgesamt 28 Tiere abgeschafft (27,4%), davon waren 6 Tiere anti-
korperfrei, 13 Tiere waren im Svanovir-ELISA Reagenten (9 Tiere positiv und 4 Tiere grenz-
bereichswertig). 9 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten
(5 Tiere IDEXX-positiv und 4 Tiere IDEXX-grenzbereichswertig).

Am 23.01.2003 wurden von der Herde insgesamt 57 Tiere abgeschafft (57,0%), davon waren
21 Tiere antikorperfrei und 19 Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (10 Tiere positiv und
9 Tiere grenzbereichswertig). 17 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test
Reagenten, davon waren 9 Tiere IDEXX-positiv und 8 Tiere IDEXX-grenzbereichswertig.
Am 15.06.2004 wurden insgesamt 21 Tiere abgeschaftt (24,1%), davon waren 7 Tiere anti-
korperfrei, 9 Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (4 Tiere positiv und 5 Tiere grenzbe-
reichswertig). 5 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten, davon

waren 3 Tiere IDEXX-positiv und 2 Tiere IDEXX-grenzbereichswertig.
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Abb. 25: Anteil der antikorperfreien Tiere an der Herde sowie Anteil der abgeschafften Tiere

aus dieser Gruppe (In Bezug zur Herde)
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Am 02.02.2005 wurden insgesamt 10 Tiere abgeschafft (10,3%), davon waren 6 Tiere anti-
korperfrei, 4 Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (3 Tiere positiv und 1 Tier grenzbe-
reichswertig).

Am 27.07.2005 wurden insgesamt 15 Tiere abgeschafft (15,6%), davon waren 3 Tiere anti-
korperfrei, 5 Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (2 Tiere positiv und 3 Tiere grenzbe-
reichswertig). 7 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten (4 Tie-
re IDEXX-positiv und 3 Tiere IDEXX-grenzbereichswertig).

Am 12.12.2005 wurden insgesamt 11 Tiere abgeschafft (11,5%), davon waren 7 Tiere anti-
korperfrei, 4 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten (2 Tiere
IDEXX-positiv und 2 Tiere IDEXX-grenzbereichswertig).

Am 06.04.2006 wurden insgesamt 18 Tiere abgeschafft (19,4%), davon waren 5 Tiere anti-
korperfrei, 9 Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (8 Tiere positiv und 1 Tier grenzbe-
reichswertig). 4 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten, davon
waren 3 Tiere IDEXX-positiv und 1 Tier IDEXX-grenzbereichswertig.

Am 19.10.2006 wurden insgesamt 20 Tiere abgeschafft (21,3%), davon waren 9 Tiere anti-
korperfrei, 6 Tiere waren Svanovir-ELISA-Reagenten (3 Tiere positiv und 3 Tiere grenzbe-
reichswertig). 5 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten (4 Tie-
re IDEXX-positiv und 1 Tier IDEXX-grenzbereichswertig).

Am 17.04.2007 wurden insgesamt 15 Tiere abgeschafft (15,6%), davon waren 7 Tiere anti-
korperfrei, 5 Tiere waren Svanovir- ELISA-Reagenten (2 Tiere positiv und 3 Tiere grenzbe-
reichswertig). 3 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagenten, davon
war 1 Tier IDEXX-positiv und 2 Tiere IDEXX-grenzbereichswertig. Am 22.10.2007 wurden
insgesamt 18 Tiere abgeschafft (19,8%), davon waren 7 Tiere antikorperfrei und 10 Tiere
Svanovir-ELISA-Reagenten (9 Tiere positiv und 1 Tier Svanovir- grenzbereichswertig). 1
Tier war sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagent, dieses war IDEXX-positiv.
Am 09.05.2008 wurden insgesamt 23 Tiere abgeschafft (23,2%), davon waren 11 Tiere anti-
korperfrei, 10 Tiere Svanovir-ELISA-Reagenten (6 Tiere positiv und 4 Tier Svanovir-
grenzbereichswertig), 2 Tiere waren sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-Test Reagen-

ten, davon war 1 Tier IDEXX-positiv und 1 Tier IDEXX-grenzbereichswertig (Abb. 23-25).

4.1.3 Ermittlung des Infektionsdrucks in verschiedenen Altersgruppen

Um auf serologischer Basis den Infektionsdruck zu bestimmen, wurden die Tiere in verschie-

dene Altersgruppen aufgeteilt. Fiir die entsprechenden Altersgruppen wurden serologische
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Messwerte summiert und durch die Anzahl der Tiere dividiert. Es wurden folgende Alters-
gruppen gebildet: a) Tiere < 4 Jahre, b) Tiere > 4 Jahre (Abb. 27 bis 29). Fiir den Gesamtbe-
stand wurde ebenfalls der Mittelwert gebildet.

4.1.3.1 Auf der Basis der Svanovir-ELISA-Messwerte errechnete Mittelwerte
4.1.3.1.1 Fiir die Gruppe a) Tiere <4 Jahre

Am 08.02.2000 wurden insgesamt 89 Tiere untersucht, davon waren 52 Tiere bis vier Jahre
alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 33,7%. Am 18.12.2001 wurden
insgesamt 92 Tiere untersucht, davon waren 66 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe be-
trug der Wert des Svanovir-ELISAs 60,0%. Am 06.05.2002 wurden insgesamt 102 Tiere un-
tersucht, davon waren 74 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des Sva-
novir-ELISAs 50,1%. Am 23.01.2003 wurden insgesamt 100 Tiere untersucht, davon waren
70 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 37,9%.
Am 15.06.2004 wurden insgesamt 87 Tiere untersucht, davon waren 57 Tiere bis vier Jahre
alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 51,7%. Am 02.02.2005 wurden
insgesamt 97 Tiere untersucht, davon waren 65 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe be-
trug der Wert des Svanovir-ELISAs 40,9%. Am 27.07.2005 wurden insgesamt 96 Tiere unter-
sucht, davon waren 62 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-
ELISA 59,2%. Am 12.12.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht, davon waren 55 Tiere
bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 29,2%. Am
06.04.2006 wurden insgesamt 93 Tiere untersucht, davon waren 46 Tiere bis vier Jahre alt. In
dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 38,4%. Am 19.10.2006 wurden insge-
samt 94 Tiere untersucht, davon waren 44 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der
Wert des Svanovir-ELISAs 34,7%. Am 17.04.2007 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht,
davon waren 50 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-
ELISAs 21,6%. Am 22.10.2007 wurden insgesamt 91 Tiere untersucht, davon waren 52 Tiere
bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 33,0%. Am
09.05.2008 wurden insgesamt 99 Tiere untersucht, davon waren 65 Tiere bis vier Jahre alt. In

dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 41,2% (Abb. 26).
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4.1.3.1.2 Fiir die Gruppe b) Tiere > 4 Jahre

Am 08.02.2000 wurden insgesamt 89 Tiere untersucht, davon waren 37 Tiere ilter als vier
Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 84,9%. Am 18.12.2001 wurden
insgesamt 92 Tiere untersucht, davon waren 26 Tiere dlter als vier Jahre. In dieser Gruppe
betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 101,7%. Am 06.05.2002 wurden insgesamt 102 Tiere
untersucht, davon waren 28 Tiere élter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des
Svanovir-ELISAs 75,2%. Am 23.01.2003 wurden insgesamt 100 Tiere untersucht, davon wa-
ren 30 Tiere élter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs
74,6%. Am 15.06.2004 wurden insgesamt 87 Tiere untersucht, davon waren 30 Tiere dlter als
vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 57,7%. Am 02.02.2005
wurden insgesamt 97 Tiere untersucht, davon waren 32 Tiere lter als vier Jahre. In dieser
Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 56,2%. Am 27.07.2005 wurden insgesamt 96
Tiere untersucht, davon waren 34 Tiere élter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert
des Svanovir-ELISAs 91,3%. Am 12.12.2005 wurden insgesamt 95 Tiere untersucht, davon

waren 41 Tiere alter als vier Jahre.
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Abb. 26: Svanovir-ELISA: Darstellung des Infektionsdruckes in den Gruppen < 4 Jahre,

> 4 Jahre sowie der gesamten Herde anhand der errechneten ELISA-Mittelwerte
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In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 50,5%. Am 06.04.2006 wurden ins-
gesamt 93 Tiere untersucht, davon waren 47 Tiere dlter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug
der Wert des Svanovir-ELISAs 57,6% Am 19.10.2006 wurden insgesamt 94 Tiere untersucht,
davon waren 50 Tiere élter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-
ELISAs 49,4%. Am 17.04.2007 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht, davon waren 46 Tiere
dlter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 43,4%. Am
22.10.2007 wurden insgesamt 91 Tiere untersucht, davon waren 39 Tiere ilter als vier Jahre.
In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 56,9%. Am 09.05.2008 wurden ins-
gesamt 99 Tiere untersucht, davon waren 34 Tiere ilter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug

der Wert des Svanovir-ELISAs 63,6% (Abb. 26).

4.1.3.1.3 Mittelwerte des Svanovir-ELISAs fiir die gesamte Herde

Am 08.02.2000 wurden insgesamt 89 Tiere untersucht. Fiir alle Tiere betrug der Mittelwert

des Svanovir-ELISAs 54,6%. Am 18.12.2001 wurden insgesamt 92 Tiere untersucht. In die-

ser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 71,8%. Am 06.05.2002 wurden insgesamt
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Abb. 27: Bestimmung des Sanierungserfolgs in der serologischen Herdenkontrolle durch Er-

hebung der mittleren Messwerte aller Tiere im Svanovir-ELISA
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102 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 57,0%. Am
23.01.2003 wurden insgesamt 100 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des
Svanovir-ELISAs 49,0%. Am 15.06.2004 wurden insgesamt 87 Tiere untersucht. In dieser
Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 53,7%. Am 02.02.2005 wurden insgesamt
97 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 48,6%. Am
27.07.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Sva-
novir-ELISAs 70,5%. Am 12.12.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht. In dieser Grup-
pe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 38,4%. Am 06.04.2006 wurden insgesamt 93 Tiere
untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 48,1%. Am 19.10.2006
wurden insgesamt 94 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-
ELISAs 42,5%. Am 17.04.2007 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht. In dieser Gruppe be-
trug der Wert des Svanovir-ELISAs 32,1%. Am 22.10.2007 wurden insgesamt 91 Tiere unter-
sucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 43,2%. Am 09.05.2008 wurden
insgesamt 99 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 48,9%
(Abb. 27).

4.1.3.2 Auf Basis der IDEXX-ELISA-Messwerte errechnete Mittelwerte
4.1.3.2.1 Fiir die Gruppe a) Tiere <4 Jahre

Am 08.02.2000 wurden insgesamt 89 Tiere untersucht, davon waren 52 Tiere bis vier Jahre
alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,011%. Am 18.12.2001 wurden
insgesamt 92 Tiere untersucht, davon waren 66 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe be-
trug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,115%. Am 06.05.2002 wurden insgesamt 102 Tiere un-
tersucht, davon waren 74 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des
IDEXX-ELISAs 0,050%. Am 23.01.2003 wurden insgesamt 100 Tiere untersucht, davon wa-
ren 70 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,035%.
Am 15.06.2004 wurden insgesamt 87 Tiere untersucht, davon waren 57 Tiere bis vier Jahre
alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,052%. Am 02.02.2005 wurden
insgesamt 97 Tiere untersucht, davon waren 65 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe be-
trug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,011%. Am 27.07.2005 wurden insgesamt 96 Tiere unter-
sucht, davon waren 62 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-
ELISAs 0,119%. Am 12.12.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht, davon waren 55 Tie-
re bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,058%. Am

06.04.2006 wurden insgesamt 93 Tiere untersucht, davon waren 46 Tiere bis vier Jahre alt. In
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dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,053%. Am 19.10.2006 wurden insge-
samt 94 Tiere untersucht, davon waren 44 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der
Wert des IDEXX-ELISAs 0,056%. Am 17.04.2007 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht,
davon waren 50 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-
ELISAs -0,003%. Am 22.10.2007 wurden insgesamt 91 Tiere untersucht, davon waren
52 Tiere bis vier Jahre alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,004%.
Am 09.05.2008 wurden insgesamt 99 Tiere untersucht, davon waren 65 Tiere bis vier Jahre

alt. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs -0,009% (Abb. 28).

4.1.3.2.2 Fiir die Gruppe b) Tiere > 4 Jahre

Am 08.02.2000 wurden insgesamt 89 Tiere untersucht, davon waren 37 Tiere élter als vier
Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,174%. Am 18.12.2001 wurden
insgesamt 92 Tiere untersucht, davon waren 26 Tiere élter als vier Jahre. In dieser Gruppe
betrug der Wert des IDEXX-ELISA 0,130%. Am 06.05.2002 wurden insgesamt 102 Tiere

untersucht, davon waren 28 Tiere élter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des
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Abb. 28: IDEXX-ELISA: Darstellung des Infektionsdruckes in den Gruppen < 4 Jahre,

> 4 Jahre sowie der gesamten Herde anhand des gemittelten S/P- Verhéltnisses
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IDEXX-ELISAs 0,93%. Am 23.01.2003 wurden insgesamt 100 Tiere untersucht, davon wa-
ren 30 Tiere dlter als vier Jahre.

In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,175%. Am 15.06.2004 wurden ins-
gesamt 87 Tiere untersucht, davon waren 30 Tiere &lter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug
der Wert des IDEXX-ELISAs 0,057%. Am 02.02.2005 wurden insgesamt 97 Tiere unter-
sucht, davon waren 32 Tiere élter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des
IDEXX-ELISAs 0,024%. Am 27.07.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht, davon wa-
ren 34 Tiere élter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs
0,213%. Am 12.12.2005 wurden insgesamt 95 Tiere untersucht, davon waren 41 Tiere dlter
als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,112%. Am 06.04.2006
wurden insgesamt 93 Tiere untersucht, davon waren 47 Tiere élter als vier Jahre. In dieser
Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,083%. Am 19.10.2006 wurden insgesamt
94 Tiere untersucht, davon waren 50 Tiere ilter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der
Wert des IDEXX-ELISAs 0,056%. Am 17.04.2007 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht,
davon waren 46 Tiere édlter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-
ELISAs 0,054%. Am 22.10.2007 wurden insgesamt 91 Tiere untersucht, davon waren 39 Tie-
re dlter als vier Jahre. In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,023%. Am
09.05.2008 wurden insgesamt 99 Tiere untersucht, davon waren 34 Tiere dlter als vier Jahre.

In dieser Gruppe betrug der Wert des IDEXX-ELISAs 0,0003% (Abb. 28).

4.1.3.2.3 Mittelwerte im IDEXX-ELISA fiir die gesamte Herde

Am 08.02.2000 wurden insgesamt 89 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des
Svanovir-ELISAs 0,077%. Am 18.12.2001 wurden insgesamt 92 Tiere untersucht. In dieser
Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 0,119%. Am 06.05.2002 wurden insgesamt
102 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 0,062%. Am
23.01.2003 wurden insgesamt 100 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des
Svanovir-ELISAs 0,077%. Am 15.06.2004 wurden insgesamt 87 Tiere untersucht. In dieser
Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 0,054%. Am 02.02.2005 wurden insgesamt
97 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 0,016%. Am
27.07.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Sva-
novir-ELISAs 0,152%. Am 12.12.2005 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht. In dieser
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Zeitpunkt der Untersuchung

Abb. 29: Bestimmung des Sanierungserfolgs in der serologischen Herdenkontrolle durch Er-

hebung der mittleren Messwerte aller Tiere im IDEXX-ELISA

Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 0,081%. Am 06.04.2006 wurden insgesamt
93 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 0,068%. Am
19.10.2006 wurden insgesamt 94 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Sva-
novir-ELISAs 0,056%. Am 17.04.2007 wurden insgesamt 96 Tiere untersucht. In dieser
Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 0,024%. Am 22.10.2007 wurden insgesamt
91 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Svanovir-ELISAs 0,012%. Am
09.05.2008 wurden insgesamt 99 Tiere untersucht. In dieser Gruppe betrug der Wert des Sva-
novir-ELISAs -0,006% (Abb. 29).

4.14 Serologisch negative Erregerausscheider

Im Bestand wurde durch gepoolte Kot-PCRs der Ausscheider-Status verschiedener serologi-
scher Gruppen bestimmt.

Die Untersuchung von Kotproben am 19.10.06 mit der PCR zeigte, dass die Milchkiihe mit
der Ohrmarke 07347, 12645, 88797, 88807, 50482, 18707, 50506 Ausscheider waren, obwohl

bei den Tieren serologisch kein Antikorpertiter nachweisbar war (Abb. 30). Bei der nichsten
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Untersuchung am 17.04.2007 waren die Tiere mit der Ohrmarke 07347 und 18707 aus der
Herde abgeschafft worden. Der Milchkuh mit der Ohrmarke 88797 war wieder in der PCR
Ausscheider, obwohl bei diesem Tiere serologisch kein Antikorper nachweisbar war. Die Tie-
re mit der Ohrmarke 88807, 50482 und 50506 schieden keinen MAP-Erreger mehr mit dem
Kot aus und waren auch antikorperfrei. Die Milchkuh mit der Ohrmarke 12645 schied ebenf-
falls keinen MAP-Erreger mit dem Kot aus, war allerdings zum Svanovir-Reagenten gewor-
den (Abb. 31). Zum 22.10.2007 wurde das Tier mit den Ohrmarken 88797 aus der Herde ab-
geschafft, die restlichen Tiere mit der Ohrmarke 12645, 88807, 50482, 50506 schieden mit
dem Kot keinen MAP-Erreger mehr aus. Die Milchkuh mit der Ohrmarke 12645 blieb im
Svanovir-ELISA reaktiv (Abb. 32). Die PCR-Untersuchung am 09.05.2008 zeigte, dass die
Tiere mit der Ohrmarke 12645, 88807, 50482, 50506 keinen MAP-Erreger mit dem Kot aus-

schieden, jedoch alle zum Svanovir-ELISA-Reagenten geworden waren (Abb. 33).

SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv

%)
5
L
[o\]
>
— .
* . c~
; SVANOVIR-reaktiv ;
T Q
Z. V4
§ 50482, 12645, D7347 §
S 50506, 88797, {18707 1 <
88807
Antikrperfrei
L | L

Keine Tiere

Unbekannter Status

| Eigene Remonte: | | Antik [Irperfrei:2 Tiere |

| Zuk[ufe: | Svanovir-Reagenten: |

| IDEXX-Reagenten: |

| Unbekannter Status: |

Abb. 30: Serologischer Status und Verbleib der in der PCR ermittelten Ausscheidertiere zum
Untersuchungszeitpunkt 19.10.2006
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ZUGENGE 17.04.2007:

SVANOVIR-reaktiv

50482, 88807
50506, 88797

AntikOrperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

| Eigene Remonte: | | Antik[rperfrei: |

ZukCufe: | | Svanovir-Reagenten: |

ABGENGE 17.04.2007:

| IDEXX-Reagenten:

| Unbekannter Status:

Abb. 31: Serologischer Status und Verbleib der in der PCR ermittelten Ausscheidertiere zum
Untersuchungszeitpunkt 17.04.2007
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ZUGENGE 16.04.2007:

SVANOVIR-reaktiv

ABGENGE 16.04.2007: 1 Tier

50482, 88807 1
50506,(88797

AntikOrperfrei

Keine Tiere

Unbekannter Status

| Eigene Remonte: | | Antik Jrperfrei:1 Tier |

ZukCufe: | | Svanovir-Reagenten: |

| IDEXX-Reagenten: |

| Unbekannter Status:

Abb.32: Serologischer Status und Verbleib der in der PCR ermittelten Ausscheidertiere zum
Untersuchungszeitpunkt 22.10.2007
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SVANOVIR- und IDEXX-reaktiv
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| Zuk[Jufe |

Svanovir-Reagenten: |

| IDEXX-Reagenten: |

| Unbekannter Status: |

Abb. 33: Serologischer Status und Verbleib der in der PCR ermittelten Ausscheidertiere zum
Untersuchungszeitpunkt 09.05.2008

4.2 Vergleich und Eignung der beiden eingesetzten ELISA-Testsysteme fiir

die Paratuberkulosediagnostik

Die Zusammenstellung der serologischen Untersuchungen ergab, dass von den 270 Svanovir-
Reagenten nach einer gewissen Zeit 118 (43,7%) Tiere auch im IDEXX-ELISA reagiert ha-
ten. Einige Svanovir-ELISA-Reagenten wurden aus technischen und wirtschaftlichen Griin-
den aus der Herde entfernt, bevor bei diesen Tieren Antikdrper mittels IDEXX-ELISA festge-
stellt werden konnten. Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dass die betroffenen Tiere

erst im Svanovir-ELISA reagieren, spiter im IDEXX-ELISA.
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4.2.1 Korrelation von IDEXX- und Svanovir-ELISA zu definierten Untersu-

chungszeitpunkten

Um die Korrelation zwischen dem Svanovir- und dem IDEXX-ELISA zu bestimmen, wurden
die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen (optische Dichte und Messwerte) sowohl
im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA fiir die entsprechenden Tiere in eine Excel-Tabelle
eingetragen. Dann wurden die Werte der optischen Dichte beider ELISAs mit Hilfe des
Microsoft Excel Programms {iber die ,,Korrel Funktion miteinander korreliert. Fiir die opti-
sche Dichte betrug die Korrelation der beiden Tests 0,50. In entsprechender Weise wurden
auch die prozentualen Werte des Svanovir-und IDEXX-ELISAs miteinander korreliert. Hier-
bei betrug die Korrelation der beiden Tests 0,59 (Abb. 34-35).

Svanovir-ELISA (optische Dichte)
Korrelation = 0,50 fiir N=1915
IDEXX-ELISA (optische Dichte)

Svanovir-ELISA (Messwert in %)
Korrelation = 0,59 fiir N= 1915
IDEXX-ELISA (Messwert in %)
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y=0,1025x + 0,045
R*=0,2455

Prozentualer Probenwert im Svanovir-ELISA

Abb. 34: Korrelation der prozentualen Probenwerte vom Svanovir-ELISA mit dem IDEXX-
ELISA (N=1915)

y =0,002x - 0,0433
1,9 4 R*=0,3428

250

OD Werte Svanovir-ELISA

Abb. 35: Korrelation der optischen Dichte vom Svanovir-ELISA mit dem IDEXX-ELISA
(N=1915)
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4.2.2 Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens von Antikorpern bei Reagenten im

Svanovir- und im IDEXX-ELISA

In der gesamten Untersuchungsperiode vom 08.02.2000 bis 09.05.2008 waren 382 Tiere in
regelmissigen Abstinden mehrmals serologisch untersucht worden. Um die Antikorperbil-
dung bei den Tieren in den verschiedenen Altersgruppen feststellen zu konnen, wurden die
Ergebnisse der serologischen Untersuchungen zusammengestellt und ausgewertet.

Im gesamten Untersuchungszeitraum waren im Svanovir-ELISA insgesamt 270 Tiere als
Reagenten erkannt worden. Von diesen 270 Svanovir-ELISA-Reagenten sind in diesem Un-
tersuchungszeitraum 118 Tiere zu IDEXX-Reagenten geworden. Die serologischen Ergebnis-
se wurden nach dem Alter der Tiere ausgewertet. Die Auswertungen zeigten, dass im Svano-
vir-ELISA 107 Reagenten im Alter zwischen 2-3 Jahren, 100 Reagenten 3-4 Jahre, 38 Rea-
genten 4-5 Jahre, 14 Reagenten 5-6 Jahre, 6 Reagenten zwischen 6-7 Jahre, 3 Reagenten zwi-
schen 7-8 Jahren, 1 Reagent zwischen 8-9 Jahre sowie 1 Reagent 9-10 Jahre alt waren. Von
den 118 IDEXX-Reagenten waren 16 Reagenten 2-3 Jahre alt, 48 Reagenten zwischen 3-
4 Jahre, 31 Reagenten zwischen 4-5 Jahre, 17 Reagenten zwischen 5-6 Jahre, 3 Reagenten
zwischen 6-7 Jahre, 1 Reagent zwischen 7-8 Jahre, 1 Reagent zwischen 8-9 Jahre und 1 Rea-

gent war 9-10 Jahre alt (Abb. 36-37).

120 -

107
100

60 -

3 1 1

2-3 Jahre 3-4 Jahre 4-5 Jahre 5-6 Jahre 6-7 Jahre 7-8 Jahre 8-9 Jahre 9-10 Jahre
Alter der Tiere

Abb. 36: Svanovir-Reagenten: Ermittlung der Tierzahl pro Altersgruppe, in der erstmals An-

tikorper nachgewiesen werden konnten
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Alter der Tiere

Abb. 37: IDEXX-Reagenten: Ermittlung der Tierzahl pro Altersgruppe, in der erstmals Anti-

korper nachgewiesen werden konnten

4.2.3 Grafische Darstellung serologischer Ergebnisse bei ausgewihlten Tieren

Am 27.07.2005 waren auBlergewohnlich viele Tiere im IDEXX-ELISA Reagenten. Um he-
rauszufinden, ob die Tiere auf einmal spontan im IDEXX-ELISA reagiert hatten, oder in den
vergangenen Untersuchungen bereits im Svanovir-ELISA-Reagenten gewesen waren, wurden
die serologischen Ergebnisse in beiden Tests riickverfolgt. Dabei stellte sich heraus, dass,
bevor die Tiere im IDEXX-ELISA reagierten, sie auch bereits im Svanovir-ELISA Reagenten
gewesen waren. Um die Antikdrperbildung bei den Tieren anschaulich zu machen, wurden

die Ergebnisse in eine Excel-Tabelle eingetragen und dann grafisch dargestellt (Abb. 38-50).
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Abb. 38: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-

kennummer 07318
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Abb. 39: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-

kennummer 07334
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Abb. 40: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-
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Abb. 41: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-

kennummer 07357
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Abb. 42: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-

kennummer 12621
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Abb. 43: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-

kennummer 12632
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Abb. 44: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-
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Abb. 45: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-
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Abb. 46: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-
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Abb. 47: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-

kennummer 12655
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Abb. 48: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-

kennummer 12658
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Abb. 49: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-

kennummer 12668
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Abb. 50: Grafische Darstellung der Svanovir- und IDEXX-ELISA-Ergebnisse fiir Ohrmar-

kennummer 88785
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4.24 Bestimmung der Korrelation von IDEXX- und Svanovir-ELISA iiber

den gesamten Untersuchungszeitraum mit Hilfe des GLMM

Die Auswertung mittels GLMM wurde von Dr. S. Konig, Abteilung Tierzucht und Haustier-
genetik, Department fiir Nutztierwissenschaften der Universitit Gottingen durchgefiihrt.

Abb. 51 zeigt, dass die Daten von SV_dens erwartungsgemal poissonverteilt vorliegen.

120 A

No. of observations

0.0 05 1,0 15 20 25 30 35

SV_density
Abb. 51: Verteilung der Messwerte fiir die optische Dichte des Svanovir-ELISAs

AIC und BIC Informationskriterien sowie der “Likelihood ratio”-Test wurden verwendet, um
die beste Kovarianz-Struktur fiir die Analyse wiederholter Messungen herauszufinden (Tabel-
le 3). Erheblich kleinere Werte wurden bei der Anwendung der AR(1) Struktur erreicht. Dar-
iiber hinaus war der errechnete ,,likelihood ratio® Wert groB3er als die Werte der Chi-Quadrat-
Statistik. Der errechnete statistische Wert war 31. Dieser Wert ist groBer als der kritische x* —
Wert von 10,83 bei P = 0.001 bei einem Freiheitsgrad von 1. Daher wurde fiir die Modellwahl
die AR(1) Kovarianz-Struktur beriicksichtigt.
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Tabelle 3: Informationskriterium von Akaike (AIC), Bayes&Schwarz (BIC), 2 log -L. Wertes
fir die CS' und AR(1) Kovarianz-Strukturen zur Analyse wiederholter Messungen (kleinere

Werte verweisen auf das bessere Modell).

Kovarianz-Struktur

Kriterium / Parameter CS AR(1)
AIC 2,640 2,609
BIC 2,648 2,616
2 log -L 2,636 2,605
LRT’ 31

'CS ist ein einfaches Wiederholbarkeitsmodell mit ,,compound symmetry“ Kovarianz-Struktur fiir
Umwelteffekte von SV_density; das AR(1) Modell setzt eine autoregressive Kovarianz-Struktur fiir
die Umwelteffekte von SV_density voraus.

’LRT = Likelihood Ratio Test Statistik fiir den Vergleich des CS Modells mit dem AR(1) Modell.

Die Varianzanalyse mit der AR(1) Kovarianz-Struktur fiir wiederholte Messungen erwies sich
als hoch signifikant fiir den Effekt von ID dens bis zum Polynom 3. Ordnung (P < 0.001).
Signifikant (P < 0.001) war auch der Alterseffekt. Die starke Abhingigkeit von SV_dens und
ID_dens ist in der Kurve in Abb. 52 dargestellt, die aus dem statistischen Modell fiir Werte

von ID dens im Bereich zwischen 0.1 und 0.5 generiert wurde.

SV _dens

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
ID dens

Abb. 52: Retransformierte Werte der ,,poison like distribution* der log Verbindungsfunktion
fiir SV_dens (Least-Square-Means) in Abhingigkeit von ID_dens
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5 DISKUSSION

Die Paratuberkulose, auch ,,Johne’sche Krankheit“ genannt, ist eine unheilbare, chronisch
verlaufende Infektionskrankheit der Wiederkduer, welche weltweit verbreitet ist und beson-
ders in Milchrinderbestinden enorme wirtschaftliche Schiden verursacht.

In vielen Liandern werden daher diagnostische Untersuchungen auf Paratuberkulose durchge-
filhrt, um die Herdenprivalenz festzustellen. Einige Linder fiihren auch bereits Bekdmp-
fungsprogramme durch (15, 136). In Niedersachsen wird seit 1990 ein durch die Niedersédch-
sische Tierseuchenkasse geforderter Versuch zur Bestandssanierung Paratuberkulose-
infizierter Milchviehherden durchgefiihrt. Uber einen Zeitraum von fiinf Jahren werden in
genau definierten Zeitabstidnden einerseits die Blutproben aller iiber zwei Jahre alten Milch-

kiihe serologisch mittels ELISA und anderseits die Kotproben kulturell untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe serologischer Methoden Kontrolluntersuchun-
gen auf Paratuberkulose durchzufiihren, um den Durchseuchungsgrad eines ausgewdihlten
Bestandes zu ermitteln. Die Tiere wurden mit zwei damals in Deutschland zugelassenen
ELISA-Methoden (HerdCheckTM M.pt, IDEXX Laboratories Inc., Maine sowie Svanovir®,
Svanova Biotech AB, Uppsala) getestet. Die Untersuchungen fanden in einem Betrieb im
Raum Gottingen statt. Der Betriebsleiter hatte sich bereit erklirt, an dem von der Niederséch-
sischen Tierseuchenkasse organisierten Paratuberkulose-Bekdmpfungsprogramm teilzuneh-
men und alle IDEXX-ELISA-positiven Tiere aus dem Betrieb zu entfernen. Die serologischen
Untersuchungen sollten zeigen, ob durch Einhaltung der im Rahmen des freiwilligen Be-
kdmpfungsprogrammes in Niedersachsen empfohlenen Hygienemafinahmen bei gleichzeitiger
Entfernung positiv getesteter Tiere der Infektionsdruck in der betroffenen Herde entscheidend

gesenkt werden konnte.

Fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung der Paratuberkulose im Bestand spielt die Infektion
der Kélber eine entscheidende epidemiologische Rolle. Die Kélber infizieren sich in der Re-
gel kurz nach der Geburt oder in den ersten Lebensmonaten, meistens durch mit Kot ver-
schmutztes Kolostrum, Milch oder Futter. Daher ist es wichtig, auch subklinisch kranke
Ausscheidertiere frithzeitig zu erkennen und aus der Herde zu entfernen. Um die Paratuberku-
lose erfolgreich zu bekdmpfen, sollten alle Maflnahmen ergriffen werden, um die Kélber von
ihr frei zu halten. Um eine Einschleppung der Seuche zu vermeiden, sollten keine Tiere aus

Betrieben zugekauft werden, die von der Paratuberkulose betroffen sind.
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Um die Mindestanforderungen der Hygiene zu erfiillen, wurde im Betrieb ,,H* eine strikte
Trennung der verschiedenen Altersgruppen vorgenommen und die Tiere in verschiedenen
Standorten stationiert. Es wurde ein getrennter Abkalberaum zur Verfligung gestellt, und die
Abkalbung fand nur dort auf einer dicken, sauberen Streuschicht statt. Nach der Geburt wur-
den die Kélber sofort von den Muttertieren getrennt und in Kélberboxen verbracht. Um die
Kontamination des Kolostrums zu verhindern, wurde dies erst nach griindlicher Reinigung
des Euters gewonnen und sofort dem Kalb gefiittert. Von Reagenten geborene Kélber wurden
mit zuvor von negativen Kiihen gewonnener und tiefgefrorener Kolostralmilch gefiittert. Um
eine Kontamination der Weideflichen mit MAP-Erregern zu verhindern, wurde die Giille nur
auf Ackerflachen verteilt. Die Kélber und Jungtiere wurden mit Silage gefiittert, es konnte
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Giille dlterer Tiere auf diesen Flichen verteilt
worden war. Die Kélber wurden bis zum dritten Lebensmonat in Kélberiglus und in Kilber-
stinden untergebracht, die neben dem Kuhstall lagen. Obwohl die Kélber in einem separaten
Raum untergebracht waren, war dieser von dem Milchkuhstall nicht gut getrennt und es be-
stand die Moglichkeit, dass wihrend der Fiitterung Kotreste in den Kélberstall {ibertragen

werden konnten.

Die serologischen Untersuchungen haben gezeigt, dass dieser Betrieb stark verseucht war.
Angesichts der guten Milchquote und Milchleistung der Kiihe war der Betriebsleiter jedoch
nicht immer in der Lage, die betroffenen IDEXX-ELISA-positiven Tiere zu entfernen. So
wurden z. B. am 27.07.2005 von 14 IDEXX-ELISA-positiven Reagenten nur 4 entfernt.
Wenn die Betriebe nach Paratuberkulosefreiheit streben, sollten keine paratuberkulosever-
déachtigen Tiere oder serologische Reagenten eingestellt werden. Im untersuchten Betrieb ,,H*
wurden jedoch am 18.12.2001 Tiere aus Bestdnden zugekauft, die nicht Paratuberkulose-frei
waren. Dariiber hinaus wurden am 18.12.2001 insgesamt 11,96% Tiere der Herde aus eigener
Remonte neu eingestallt, die sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA Reagenten
waren. Weitere 19,57% der Herde, die Zugénge aus der eigenen Remonte darstellten, und
15,22% der Herde, die aus zugekauften Tieren bestanden, waren nur im Svanovir-ELISA
Reagenten. Am 15.6.2004 wurden sogar 23 Svanovir-Reagenten und 2 IDEXX-Reagenten
eingestallt. In diesem Betrieb wurden folglich kontinuierlich Svanovir-Reagenten und
manchmal auch IDEXX-ELISA-Reagenten neu eingestellt.

Am 08.02.2000 waren 23,59% der Tiere gleichzeitig IDEXX-ELISA- und Svanovir-ELISA
reaktiv und 58,43% der Tiere ausschlieSlich im Svanovir-ELISA reaktiv. Bis zum 02.02.2005

ging der Anteil der IDEXX-Reagenten nach unten und betrug nur noch 2,06%, im Svanovir-
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ELISA dagegen betrug er noch 51,55%. Die Anzahl der IDEXX-ELISA-Reagenten stieg am
27.07.2005 wieder nach oben und betrug 33,33%, im Svanovir-ELISA reagierten 70,83% der
Tiere. Die Anzahl der Reagenten in beiden Tests ging allmédhlich nach unten und am
09.05.2008 betrug der Anteil reaktiver Tiere im IDEXX-ELISA nur 5,05% und im Svanovir-
ELISA 52,52%. Obwohl der Anteil der antikorperfreien Tiere ebenfalls deutlichen Schwan-
kungen unterlag, ging der Trend nach oben, so dass am 09.05.2008 der Anteil antikérperfreier
Tiere 47,47% (Abb. 18) im Vergleich zu 40,45% am 08.02.2000 betrug. Bei der Untersu-
chung am 27.07.2005 sind vermutlich sehr viele Tiere zu IDEXX-Reagenten geworden, weil
in der Vergangenheit massiv Svanovir-ELISA-Reagenten neu eingestallt worden waren. Von
den 32 IDEXX-ELISA-Reagenten waren 11 Tiere bereits am 15.06.2004 als Svanovir-
ELISA-Reagenten (Abb. 5) und 2 Tiere als IDEXX-ELISA-Reagenten eingestallt worden.
Am 23.01.2003 sind 3 Tiere als Svanovir-ELISA-Reagenten eingestallt worden, 1 Tier wurde
bereits am 06.05.2002 als IDEXX-ELISA-Reagent eingestallt. Es konnte feststellt werden,
dass der groflte Anteil der Tiere, die bereits als Svanovir-Reagenten zugegangen waren, sich
zu IDEXX-ELISA-Reagenten entwickelte, wenn sie lange genug in der Herde blieben
(Abb. 22). Der Svanovir-ELISA detektiert folglich die Antikdrperbildung bei den Tieren frii-
her als der IDEXX-ELISA, die Reaktion erfolgt somit deutlich zeitversetzt (Abb. 22)

Die Untersuchungen haben auch gezeigt, dass im Svanovir-ELISA die grofte Zahl an Rea-
genten Tiere im Alter zwischen 2-3 Jahren waren, im IDEXX-ELISA jedoch die groBte Zahl
an Reagenten zwischen 3 und 4 Jahre alt war. Nach Angaben von Socket et al. (1992) detek-
tiert der Svanovir-ELISA mehr Reagenten als der IDEXX-ELISA. Der IDEXX-ELISA ist
spezifischer als der Svanovir-ELISA und die Ergebnisse des IDEXX-ELISAs korrelieren bes-
ser mit der Ausscheidung von MAP-Erregern (184).

Der Infektionsdruck ging sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA zuriick. Am
08.02.2000 betrug der Mittelwert fiir die gesamte Herde im Svanovir-ELISA 54,6% und am
09.05.2008 betrug er 48,9% (Abb. 27). Im IDEXX-ELISA betrug am 08.02.2000 der Mittel-
wert flir die gesamte Herde 0,08 und am 09.05.2008 betrug er nur -0,006 (Abb. 29). Der An-
teil der IDEXX-Reagenten weist eine Korrelation mit dem Mittelwert der Antikorpertiter auf
(Abb. 28). Nach einer Entfernung von Reagenten sank auch der durchschnittliche Antikorper-
titer (Abb. 29). Die Untersuchungen zeigten, dass jiingere Tiere mit niedrigeren Antikorperti-
tern reagierten als dltere. So war in den Jahren 2000 bis 2008 der Antikdrpertiter bei den 1-
4 jahrigen Tieren stets geringer als bei den Tieren ab 4 Jahren (Abb. 28).
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Die Untersuchungen haben weiterhin gezeigt, dass sich bei Tieren innerhalb eines Jahres der
serologische Status sowohl im Svanovir- als auch im IDEXX-ELISA mehrfach dndern kann.
Einige Tiere, die IDEXX-Reagenten waren, zeigten sich in der néchsten Untersuchung plotz-
lich antikorperfrei, oder antikorperfreie Tiere waren in der ndchsten Untersuchung plotzlich
IDEXX-Reagenten. Es gab auch Tiere, die antikorperfrei waren und trotzdem MAP-Erreger
mit dem Kot ausschieden. Diese Tatsachen stellen die Idee in Frage, aus antikdrperfreien Tie-
ren eine Kolostrumbank zu erstellen. Weil die Paratuberkulose einen intermittierenden Ver-
lauf hat, verlduft die MAP-Ausscheidung ebenfalls intermittierend und der Antikorpertiter

unterliegt starken Schwankungen.

Die latente Phase der Paratuberkulose, welche ohne klinische Anzeichen ablduft, dauert 2-
5 Jahre. Es ist noch nicht bekannt, wann die Immunkontrolle sich verschlechtert und die Tiere
beginnen, MAP-Erreger auszuscheiden. Es wird vermutet, dass der Verlust der Immunantwort
mit der Unterdriickung der zelluldiren Immunantwort und dem Einsetzen einer starken humo-
ralen Immunantwort verbunden ist (104). Im Anfangsstadium der Infektion entwickeln die
Tiere zuerst eine zelluldre Immunantwort. Mit Ubergang von der subklinischen zur klinischen
Phase der Krankheit schwindet die zellulire Immunantwort und eine starke humorale Immun-
antwort tritt in Erscheinung (13). Die effektive Immunantwort gegen diese Krankheit ist
durch die zellulire Immunantwort bedingt, da die humorale Immunantwort keinen Schutz
bietet (28). Erst mit der Entwicklung der Krankheit von der subklinischen zur klinischen Pha-
se verdndert sich gleichzeitig die Immunantwort von der zelluldren zur humoralen Schiene
(187-189, 203). Diese Tatsache macht die Detektion subklinisch an Paratuberkulose erkrank-
ter Tieren mit Hilfe der ELISA-Technik schwierig (203).

Die Untersuchungen einer Forschergruppe aus den USA zeigten jedoch, dass die humorale
Immunantwort bereits parallel zu der zelluldiren Immunantwort detektierbar ist, wenn ein auf
LAM basierender ELISA verwendet wurde. Um die humorale und zellulire Immunantwort
bei den Rindern besser untersuchen zu konnen, wurden 3 Kilbern, welche jeweils zwei Wo-
chen alt waren, vier Wochen lang einmal wochentlich 4x 10° KBE MAP-Erreger in beide
Tonsillen injiziert. Wahrend der postchallenge Untersuchungen am Tag 146, 167 und 271
schieden die entsprechenden Tiere geringe Mengen (1 bis 4 Kolonien pro Schrigagar) MAP-
Erreger mit dem Kot aus. Bei keinem der Tiere wurden bis zur Aussetzung der Untersuchung
am 320ten Tag klinische Anzeichen der Paratuberkulose festgestellt. Der Einsatz auf LAM-
basierender ELISAs detektierte im Gegensatz zur bis heute herrschenden Meinung eine hu-

morale Immunantwort parallel zur zelluldren Immunantwort ab dem 134ten Tag postchallen-
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ge bei allen Tieren. Der Einsatz des kommerziell erhiltlichen IDEXX-ELISAs hatte wéhrend
der ganzen Untersuchungsperiode keine humorale Immunantwort bei einem der untersuchten
Tiere feststellen konnen (219). Auf LAM-basierende ELISAs demonstrierten bereits ihre
Niitzlichkeit bei der Diagnostik von durch Mycobakterien - einschlieBlich MAP - verursach-
ten Infektionen (94, 103, 198-200). Die Untersuchungen von Koets zeigten auch, dass im kli-
nischen Stadium der Krankheit die LAM-spezifische Immunantwort gegen Paratuberkulose
verringert war (103).

In einem Ringversuch wurden Serumproben mit drei ELISA-Testsystemen (IDEXX, Pour-
quier und Svanovir) untersucht. Die Untersuchungen zeigten, dass der Svanovir-ELISA infi-
zierte Tiere in einer fritheren Phase der Infektion erkennt als die anderen Tests. Wenn die Tie-
re schon in der subklinischer Phase als infiziert erkannt wiirden, kdnnten sie rechtzeitig aus
der Herde entfernt werden, bevor sie beginnen, MAP-Erreger in groBen Mengen auszuschei-
den und die Umwelt zu kontaminieren (21).

In einer Dissertation (134) wurde die diagnostische Wertigkeit des Pourquier®-ELISAs und
Svanovir®-ELISAs untersucht. Der Unterschied zwischen beiden Testsystemen bestand darin,
dass im Pourquier-Test die Serumproben zur Minimierung mdglicher Kreuzreaktionen préaad-
sorbiert werden, wihrend im Svanovir-Test unbehandelte Serumproben untersucht werden
konnen. Es wurden 38 definierte Seren untersucht. Im Svanovir®-ELISA waren 20 Tiere posi-
tiv. Aus diesen 20 Tieren waren im Pourquier”-ELISA nur 6 Tiere positiv. Nach der Priad-
sorption der Serumproben mit M. phlei waren im Svanovir®-ELISA sieben Tiere positiv. Aus
diesen 7 Tieren waren im Pourquier” -ELISA nur fiinf Tiere positiv. Die Versuche zeigten,
dass die hohe Spezifitit des Pourquier-ELISAs durch Praadsorption mit M. phlei bedingt war.
In einer Dissertation zur Etablierung eines Milch-ELISAs wurde ein Ringversuch, an dem
sieben Untersuchungsstellen in Niedersachsen beteiligt waren, durchgefiihrt. In diesem Ver-
such wurden drei ELISA-Testkits anhand von 60 Seren, die von 10 klinisch verddchtigen Tie-
ren zu verschiedenen Zeitpunkten genommen worden waren, miteinander verglichen. Mittels
Kultur des Ileocaecallymphknotens konnte bei sechs Tieren MAP nachgewiesen werden. Bei
einem weiteren Tier wurde in der Milchuntersuchung die Ausscheidung des Erregers mit der
Milch mittels PCR bewiesen. Bei drei der klinisch verddchtigen Tiere war ein kultureller
Nachweis des Erregers im Ileocaecallymphknoten nicht mdglich. Die Untersuchungen zeig-
ten, dass nur der Svanovir-ELISA (Svanova, Schweden) jedes der Lymphknoten-Kultur-
positiven Tiere sowie nur in der Milch-PCR positive Tiere erkennt und dies schon in der ers-
ten Untersuchungswoche. Von den {ibrigen klinisch verdachtigen Tieren wurde eine Kuh im

gesamten Untersuchungszeitraum von allen teilnehmenden Untersuchungsstellen als negativ
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beurteilt. Zwei weitere klinisch verdachtige Tiere wurden tiberwiegend von allen Untersu-
chungsstellen als zweifelhaft ermittelt. Es wurde festgestellt, dass die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse der Untersuchungsstellen beim Svanovir-ELISA im Vergleich zu anderen
ELISAs uneingeschriankt gut war (228). Die positive Beurteilung aller im ,,Goldstandard*
(Ileocaecallymphknoten-Kultur) positiven Tiere und eine frilhe Erkennung auch schon sub-
klinisch erkrankter Tiere stimmt mit fritheren Ergebnissen zur Validierung des ELISAs mit-
tels Ileocaecallymphknoten-Kultur iiberein (93). Er konnte demonstrieren, dass der Svano-
vir®-ELISA insbesondere Tiere im relativ frithen Stadium der Infektion erkennt, bevor die
Tiere beginnen, den Erreger kontinuierlich im Kot auszuscheiden.

Im Rahmen eines Paratuberkulosebekdmpfungsprogramms in Nordrhein-Westfalen wurde
eine Dissertation durchgefiihrt (216). In dieser Arbeit wurden Serumproben aus Rindern mit
dem HerdCheck™ M.pt Ab-ELISA und mit dem Svanovir ELISA® untersucht und miteinan-
der verglichen. 22 Rinder wurden mittels Kotkultur positiv getestet. Von diesen 22 Rindern
standen 35 Seren zur Verfligung. Im Svanovir-ELISA reagierten von 35 Seren 20 Seren posi-
tiv. Im IDEXX-ELISA reagierten von 35 Seren nur 11 Tiere positiv. Weil sich die Ergebnisse
der serologischen Untersuchung voneinander so stark unterschieden, vermutete der Autor,

dass der Svanovir-ELISA infizierte Tiere frither erkennt als der IDEXX-ELISA.

Unsere Untersuchungen zeigten, dass der Anteil der serologischen IDEXX-ELISA-Reagenten
im jiingeren Tierbestand (1-4 Jahre) geringer war als in der Gruppe der Tiere iiber 4 Jahre.
Die Untersuchungen von Meyer zu Vilsendorf zeigten, dass im Johnin-Test der grofite Anteil
der Reagenten im Alter von zwei bis drei Jahren waren (128). In der KBR, im ELISA und bei
der kulturellen Untersuchung war der grofite Teil der Tiere im Alter von vier bis fiinf Jahren.
Dies konnte damit zu erkldren sein, dass sich eine zellulire Abwehr mit zunehmendem Alter
der untersuchten Tiere seltener nachweisen ldsst, wihrend bei élteren Tieren haufiger Anti-
korper festgestellt werden.

Nach Meyer zu Vilsendorf sind unter den Jungtieren bis zu vier Jahren Ausscheider seltener
zu finden als bei dlteren Tieren. Auch bei der Organuntersuchung von Schlachttieren wurden
die meisten positiven Ergebnisse in der Altersstufe der vier-bis fiinfjahrigen Rinder festge-
stellt.

Die ergidnzende Untersuchung von Kotproben am 19.10.2006 mit Hilfe der PCR hatte gezeigt,
dass die 7 Tiere mit den Ohrmarken 07347, 12645, 88797, 88807, 50482, 18707, 50506 den
MAP-Erreger mit dem Kot ausschieden, aber serologisch im Svanovir- und IDEXX-ELISA

antikorperfrei waren. Bei der ndchsten Untersuchung am 17.04.2007 waren die 2 Tiere mit
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den Ohrmarken 07347 und 18707 aus der Herde entfernt, das Tier mit der Ohrmarke 88797
schied den MAP-Erreger mit dem Kot aus und die restlichen 4 Tiere mit den Ohrmarken
12645, 88807, 50482, 50506 schieden keinen MAP-Erreger mehr mit dem Kot aus. Die
Milchkuh mit der Ohrmarke 12645 war jedoch im Svanovir-ELISA-Reagent geworden. Am
22.10.2007 war das Tier mit der Ohrmarke 88797 aus der Herde abgeschafft worden und die
restlichen Tiere mit den Ohrmarken 12645, 88807, 50482, 50506 schieden mit dem Kot kei-
nen MAP-Erreger mehr aus. Die Milchkuh mit der Ohrmarke 12645 blieb im Svanovir-
ELISA reaktiv. Die PCR-Untersuchung am 09.05.2008 zeigte, dass die Tiere mit den Ohr-
marken 12645, 88807, 50482, 50506 keinen MAP-Erreger mit dem Kot ausschieden, aber bei
allen Tieren konnten nun Antikorper mit Hilfe des Svanovir-ELISAs festgestellt werden. Die-
se Untersuchungen zeigen, dass die Tiere bereits MAP-Erreger mit dem Kot ausscheiden,
bevor Antikdrper mit serologischen Methoden festgestellt werden konnen und bestdtigen er-

neut die Tatsache, dass der MAP-Erreger intermittierend ausgeschieden wird.

Die Korrelation der serologischen ELISA-Ergebnisse im Svanovir- und im IDEXX-ELISA
auf der Basis von 1915 Tieren mit der Microsoft Excel Programm Funktion ,,Korrel* betrug
fiir die Werte der optischen Dichte 0,50 und fiir die Messwerte in Prozent 0,59. Aus diesen
niedrigen Korrelationskoeffizienten wurde ursprunglich eine schlechte Vergleichbarkeit der
Testsysteme abgeleitet und die These aufgestellt, dass der Svanovir-ELISA einen hohen An-
teil falsch-positiver Ergebnisse erzeugt. Die Berechnung der Korrelation serologischer
ELISA-Ergebnisse mittels GLMM fiir 1210 Tiere zeigte jedoch, dass eine deutliche Korrela-
tion zwischen beiden Testergebnissen besteht, wenn das Alter der Tiere und die gesamte Un-
tersuchungszeitspanne beriicksichtigt werden. Die Ergebnisse des GLMM bestdtigen zusitz-
lich, dass der Svanovir-ELISA auch ein qualitativ guter ELISA ist, der Reagenten viel frither
als andere ELISAs detektiert. Dies bestétigt auch die Ergebnisse anderer Forscher, die festge-
stellt hatten, dass der Svanovir-ELISA in der Lage ist, bereits die Phase der rein zelluldren

Immunantwort zu detektieren.

Obwohl in diesem Betrieb nicht alle Management- und HygienemalBnahmen strikt eingehalten
wurden, nicht alle IDEXX-ELISA positiven Tiere aus der Herde fristgerecht abgeschafft wer-
den konnten und zu viele Svanovir- und IDEXX-ELISA Reagenten neu eingestallt wurden, ist
es gelungen, durch Verwendung serologischer Testverfahren die Infektionsrate deutlich zu

senken.
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Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen, dass es mit der Anwendung serologischer
Testverfahren und Kot-Pool-PCR zwar moglich ist, viele Ausscheidertiere und subklinisch
kranke Tiere zu detektieren, die Abschaffung aller betroffenen Tiere aus wirtschaftlichen
Griinden jedoch in der Regel nicht realisierbar ist. Im Betrieb ,,H* waren in den ersten Unter-
suchungen im IDEXX-ELISA 20-30% der Tiere infiziert. Im Svanovir-ELISA waren 60-70%
der Tiere Reagenten. Ein stark verseuchter Betrieb ist schon allein deshalb nicht in der Lage,
alle Reagenten auf einmal abzuschaffen, weil kaum definierte paratuberkulosefreie Betriebe
vorhanden sind, woher neue Jungtiere gekauft werden konnen. Das fiihrt dazu, dass die Be-
kdmpfung der Paratuberkulose langwierig und sehr kostspielig wird.

Die Bekdmpfung der Paratuberkulose ist dariiber hinaus sehr schwierig, weil die zugelassenen
diagnostischen Testverfahren, die zur Zeit zur Verfiigung stehen, nicht in der Lage sind, die
Infektion bereits in einem Stadium festzustellen, wo die Tiere noch keinen Erreger ausschei-
den. Die Infektiosquelle sind jedoch solche Tiere, welche den MAP-Erreger iiber den Kot
ausscheiden und die Umgebung verseuchen.

Um die Weiterverbreitung der Krankheit zu verhindern, sollte mit vorhandenen diagnosti-
schen Tests die Infektionsrate in den Herden moglichst stark gesenkt werden, damit die Scha-
den, die durch Paratuberkulose entstehen, sich in wirtschaftlich vertretbaren Grenzen halten.
Die Untersuchungen von Dorshorst zeigten dariiberhinaus, dass die Anwendung eines verbes-
serten Hygienemanagements Grundbedingung ist, um die Verbreitung der Paratuberkulose zu
verhindern und dabei noch kosteneffektiver ist als die Anwendung diagnostischer Testverfah-
ren. Fiir viele Herden sind kostengiinstige diagnostische Testmethoden niitzlicher als sensiti-
vere, aber kostspielige Testverfahren. Der Autor empfiehlt, die Reagenten im Anfangsstadium
der Krankheit noch in der Herde zu halten, um Einkommen zu generieren. In solchen Féllen
wiren gutes Management und strikte Einhaltung der Hygieneregeln eine wichtige Strategie
(58).

In einem stark verseuchten Betrieb sollten zuerst die Kot-Pool-PCR und zusétzlich serologi-
sche Tests wie der IDEXX-ELISA verwendet werden, damit moglichst viele erkrankte Tiere
identifiziert werden, die in einem fortgeschrittenen Stadium sind. In den nachfolgenden Un-
tersuchungen, wenn die Identifizierung der Reagenten schwierig wird, sollten noch sensitivere
Tests wie der Svanovir-ELISA eingesetzt werden.

Um eine Neueinschleppung zu verhindern, sollten Tiere nur aus Paratuberkulosefreien Be-
stinden zugekauft werden. Wenn solche Betriebe nicht vorhanden sind, sollte der Zukauf auf
iber zwei Jahre alte Tiere beschriankt werden, bei denen eine Untersuchung mit den verfiigba-

ren diagnostischen Methoden negative Ergebnisse liefert. Um die Verbreitung der Paratuber-
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kulose zu verhindern, sollten MaBBnahmen ergriffen werden, damit von der Paratuberkulose
betroffene Betriebe eigene Jungtiere nicht zu anderen Milchbetrieben verkaufen diirfen. Fiir
den Export oder Import der Tiere sollte auch der Svanovir-ELISA eingesetzt werden, damit

die Tiere identifiziert werden, bei denen die Krankheit noch im Anfangsstadium ist.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Ein Milchviehbestand im Raum Géttingen wurde mit zwei damals in Deutschland zugelasse-
nen ELISA-Tests untersucht. Die Untersuchungen zeigten, dass der Betrieb mit Paratuberku-
lose stark verseucht war. Der Anteil von Svanovir-ELISA-Reagenten unterlag dabei Schwan-
kungen. Er war am 18.12.2001 am hochsten (77,2%), dann sank er wieder und betrug am
02.02.2005 noch 51,6%. Am 27.07.2005 ging er wieder nach oben (70,7%). In der letzten
Untersuchung am 09.05.2008 betrug er immer noch 52,5%. Im IDEXX-ELISA betrug die
Infektionsrate am 08.02.2000 23,6%. Nach der Entfernung der Reagenten fiel der Anteil zum
02.02.2005 auf 2,1%, um am 27.07.2005 wieder anzusteigen (33,3%). In der letzten Untersu-
chung am 09.05.2008 betrug er nur noch 5,1%. Damit ist es durch die Entfernung positiver
Tiere und Einhaltung von HygienemaBnahmen gelungen, den Infektionsdruck innerhalb von
acht Jahren von 23,6% auf 5,1% zu senken. Einige Tiere waren MAP-Ausscheider, obwohl
bei ihnen serologisch keine Antikorper nachweisbar waren. Die Beobachtungen zeigten, dass
bei jeder Untersuchung eine groBe Anzahl der Tiere im Vergleich zur vorigen Untersuchung
ihren Antikorperstatus verandert hatte. Jiingere Tiere reagierten dabei mit niedrigeren Anti-
korpertitern als dltere. So lagen die mittleren Verhéltnisse der Probenwerte zur Positivkontrol-
le im IDEXX-ELISA bei 1 bis 4 jéhrigen Tieren bei einem Maximum von 0,12, wéhrend bei
den iiber 4 Jahre alten Tieren Werte bis zu 0,21 erreicht wurden. Dies bestitigte sich auch bei
den prozentualen Probenwerten im Svanovir-ELISA (Hochstwerte bei 1 bis 4 jahrigen Tieren:
60,0%, bei iiber 4 Jahre alten Tieren: 101,7%).

Um die Korrelation der beiden ELISAs zu bestimmen, wurde auch eine Varianz-Analyse mit-
tels Generalised Linear Mixed Model angewendet. Die grafische Darstellung der serologi-
schen Ergebnisse von Svanovir-ELISA und IDEXX-ELISA zeigte, dass die Kurven einen
dhnlichen Verlauf hatten, was ein Anzeichen fiir eine gute Testkorrelation war. Es stellte sich
heraus, dass Svanovir- und IDEXX-ELISA zeitversetzt miteinander korrelieren. Die Tiere
reagieren zuerst im Svanovir-ELISA und nach einiger Zeit in der Regel auch im IDEXX-
ELISA.

Es konnte hier gezeigt werden, dass in stark verseuchten Betrieben die Abschaffung aller po-
sitiven Tiere zum wirtschaftlichen Ruin des Betriebes fiihren kann. Mit Hilfe der zurzeit zur
Verfiigung stehenden diagnostischen Mittel ist es jedoch moglich, den Infektionsdruck in den
Betrieben deutlich zu senken und die wirtschaftlichen Verluste zu minimieren. Die vollstén-

dige Sanierung der Betriebe wird jedoch schwierig bleiben.
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7 SUMMARY

In the rural area of Gottingen a dairy herd known for its Johne's disease history participated in
a voluntary control programme. Over a period of eight years, all dairy cows were tested sero-
logically using two different certified ELISA assays. Serologic results revealed a high infesta-
tion with paratuberculosis. The proportion of Svanovir-reactors showed a high variation. In
December 2001 the percentage of reactive animals was very high (77.2%). Afterwards the
prevalence decreased to 51.6% in February 2005, only to increase once more in July 2005 to
reach 70.7%. The final sampling date in May 2008 still revealed 52.5% seropositive cows in
the Svanovir-ELISA. Using the IDEXX-ELISA, only 23.6% of the herd were reactive in Feb-
ruary 2000. After the removal of the IDEXX-reactors, the proportion of reactive animals de-
clined to 2.1% in February 2005 and increased to a prevalence of 33.3% in July 2005. The
sampling in May 2008 finally yielded in 5.1% IDEXX-reagents. Hence, the elimination of
IDEXX-reactive animals and the application of strict hygiene standards resulted in a signifi-
cant reduction of the infection level within eight years, reflected by the number of reactors.

Some animals revealed to be seronegative MAP-shedders. As shown by the present data, the
antibody level of an animal shows an oscillating course and might even yield in a contrariwise
result when compared to prior tests. Younger animals usually had lower antibody titres than
elderly individuals. The sample of positive control ratio for IDEXX tests amounted to 0.12 in
the group of younger animals while the value was 0.21 within the group of older cows. This
was also seen for Svanovir-ELISA, where the antibody levels in younger animals had an av-
erage value of 60% compared to a value of 101.7% seen in cows older than 4 years. The cor-
relation of both ELISAs was calculated with the GLMM (generalised linear mixed model).
The graphical representation of serological results gained from IDEXX and Svanovir demon-
strated a similar curve progression, which can be seen as a sign of good test correlation. The
GLMM revealed a good, but time delayed correlation between both ELISAs. In most cases,
Svanovir-ELISA detected reagents a few months earlier than the IDEXX-ELISA. Serocon-
version in the IDEXX-ELISA was observed in all Svanovir-reactors given that they remained
in the herd. The study showed that in heavily infected herds the abolishment of all reagents is
infeasible since it will lead to the economic ruin of the respective farm. In conclusion, it must
be stated that, based on the currently available diagnostic tools, the paratuberculosis preva-
lence can be significantly reduced and economic losses can be minimized. Nevertheless, the
complete sanitation of infected herds and a successful eradication of MAP from contaminated

premises are out of reach at the moment.
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