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1 EINLEITUNG

Die Paratuberkulose des Rindes ist eine unheilbare, chronische Darmerkrankung der Wiederk&uer, die
von Mycobacterium aviunssp. paratuberculosishervorgerufen wird und im landwirtschaftlichen
Sektor, insbesondere in Milchrinderbestdnden, zu erheblichen finanziellen Verlusten fihren kann. Da
eine Beteiligung von MAP am Krankheitsgeschehen des Morbus Crohn beim Menschen nicht
auszuschlieRen ist (Chiodini, 1998; Bull et al., 2003; Naser et al., 2004; Biilte et al., 2005), dieser
Erreger in Tierbestanden weit verbreitet ist, und insbesondere Lebensmittel tierischen Ursprungs als
Vektoren in Betracht zu ziehen sind (Hammer und Knappstein, 1998), ist die Etablierung eines
zuverlassigen und schnellen Verfahrens zum frihzeitigen Nachweis des Erregers in
Milchrinderbestanden von entscheidender Bedeutung.

Die diagnostischen Mdoglichkeiten zum Erregernachweis in infizierten Tieren sind aufgrund der
spezifischen Pathogenese der Paratuberkulose begrenzt. Der derzeit als “golden standard” geltende
kulturelle Nachweis des Erregers im Kot ist aufgrund der zeitintensiven Anzuchtdauer, der
intermittierenden Ausscheidung von MAP sowie der hohen Kosten und Kontaminationsgefahr der
Medien problematisch. Die zur Erfassung des Paratuberkulose-Status eines Betriebes am haufigsten
zum Einsatz kommenden ELISA-Verfahren vermdgen nicht, persistent infizierte Tiere friihzeitig zu
identifizieren und weisen selbst bei Rindern, die sich in der klinischen Phase der Paratuberkulose
befinden, starke Ergebnisschwankungen auf (Collins und Sockett, 1993; Rossiter und Burhans, 1996;
Bottcher et al., 2005; Ortmann et al., 2005).

Vor dem Hintergrund dieser Schwierigkeiten bei der Paratuberkulosediagnostik in Rinderbestadnden
kommt den molekularbiologischen Nachweisverfahren eine besondere Bedeutung zu (Stephan, 2007),
da diese einen schnellen und zugleich spezifischen Erregernachweis ermdglichen. In eigenen
Untersuchungen sollte deshalb unter Verwendung eines institutseigenen TagddTime PCR-
Verfahrens (Schonenbricher et al., 2008) fur die spezifischen Zielregionen F57 Mia® 18in
molekularbasierter Erregernachweis aus Rinderkot versucht werden. Um die Gewinnung von MAP-
Erbsubstanz in guter analytischer Qualitdt und Reinheit bei gleichzeitig hoher Sensitivitat aus der
Matrix Rinderkot gewahrleisten zu kénnen, wurden vier unterschiedliche DNA-Extraktionsverfahren
zur Isolierung von MAP-DNA aus artifiziell kontaminierten Rinderkotproben vergleichend untersucht.
Damit konnte eine zuverlassigere Erfassung MAP-infizierter Rinder sowie eine Reduzierung der
Untersuchungsdauer im Hinblick auf das kulturelle Referenzverfahren erméglicht werden. Zur
Bestatigung der Eignung der TagMaiReal-Time PCR in Abhéngigkeit des jeweiligen DNA-
Extraktionsverfahrens wurden native Rinderkotproben von definitiv Paratuberkulose-positiven sowie -
negativen Tieren untersucht. Zuséatzlich erfolgten vergleichende Untersuchungen der nativen
Rinderkotproben mit einem nested-PCR-Verfahren (Bull et al., 2003), basierend auf dem MAP-

Marker 1900, sowie parallel mikroskopische und kulturelle Untersuchungen.



2 LITERATURUBERSICHT UBER DIE PARATUBERKULOSE DES
RINDES

2.1 Definition und historischer Uberblick

Die Paratuberkulose des Rindes ist eine chronische, granulomatdse Enteritis bei Haus-, Zoo- und
Wildwiederkduern, die voiMycobacterium aviunssp.paratuberculosigMAP) hervorgerufen wird. Es

handelt sich dabei um eine weltweit verbreitete, bislang unheilbare Erkrankung, deren klinischer Verlauf
durch Abmagerung und Durchfall gekennzeichnet ist und die immer einen tédlichen Ausgang nimmt. Die
Paratuberkulose zahlt in Deutschland zu den meldepflichtigen Erkrankungen. Den Zusammenhang
zwischen der chronischen, granulomatdsen Enteritis und der Anwesenheit von saurefesten
Mikroorganismen stellten Johne und Fortingham 1895 her. Daher stammt auch der Name Johne’s Disease,

eine weitere gelaufige Bezeichnung fur diese Erkrankung (Johne und Fortingham, 1895).

Abbildung 1: Albert Johne (www.johnes.org

Erst ein Jahrzehnt spater wurde zwischen der tuberkulésen und der pseudotuberkuldsen Form der Enteritis
unterschieden (Bang, 1906). Die ersten Kultivierungsversuche von Albien (1910) fuhrten trotz grol3er
Bemihungen zu keinem Erfolg. Erst zwei Jahre spéter gelang schlief3lich Twort und Ingram die
Anzichtung des Erregers durch den Zusatz von hitzeinaktiviertem, getrocknetem Koloniematerial von
Mycobacterium(M.) phlei zu dem urspriinglichen Nahrmedium (Twort und Ingram, 1912). Fortan wurde

der Erreger aldMycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosis bovis jdiemgichnet. Nach
mehrfachen Umbenennungen erlangte er, aufgrund seines hohen genetischen Verwandtschaftsgrades zu
Mycobacterium aviurasp.avium,seine heutige Bezeichnuridycobacterium aviurasp.paratuberculosis

(MAP).



2.2 Taxonomie und Charakterisierung vonMycobacterium aviunssp.paratuberculosigMAP)

MAP ist ein 0,3-2 x 0,3-0,5 pm grof3es, schwach grampositives, unbewegliches und obligat aerobes
Stabchenbakterium (Bisping und Amtsberg, 1988). Die Systematik des Mikroorganisiralzeli 1 zu

entnehmen.
Tabelle 1: Systematik von MAP (NCBI Taxonomy Browser, 2006)
Systematik
Domaéne: Bakterien
Abteilung: Actinobacteria
Ordnung: Actinomycetales
Familie: Mycobacteriaceae
Gattung: Mycobacterium
Art: Mycobacterium avig
ssp.paratuberculosis

Zusatzlich werden Mykobakterien in diinyon-Gruppen I-1V untergliedert (Rolle und Mayr, 2002). Zu

der Runyon-Gruppe | gehodren langsam wachsende, photochromogene Mykobakterien, wahrend zu der
Runyon-Gruppe 1l langsam wachsende, skotochromogene Mykobakterien zaAllEn langsam
wachsenden Mykobakterien, die nicht in der Lage sind Pigmente zu produzieren, werdenyzur-

Gruppe Il zusammengefasst. Bei langsam wachsenden Mykobakterien ist mit Kultivierungszeiten von
4 bis 16 Wochen zu rechnen, was auf die verlangsamte N&hrstoffaufnahme Uber die spezifische
mykobakterielle Zellwand (Domingue und Woody, 1997) und die lang andauernde Generationszeit der
Bakterien (unter optimalen Wachstumsbedingungen bei MAP 20 Stunden) zuriickzufiihren ist (Lambrecht
et al, 1988). Die wichtigsten Vertreter dieser Gruppe difytobacterium aviumssp. avium,
Mycobacterium aviuresp.paratuberculosi§gMAP) undMycobacterium intracellularedie zusammen den
MycobacteriurmviumintracellulareKomplex (MAC) bilden (Rolle und Mayr, 2002). Basierend auf
ausfuhrlichen Untersuchungen konnte ein 95 %iger Verwandschaftsgrad zwisaaacterium avium
ssp.aviumund MAP ermittelt werden (Thorel et al., 1990). Rignyon-Gruppe IV beinhaltet alle schnell
wachsenden Mykobakterien, wM. phlej M. cheloneiu. a., die bereits nach Kultivierungszeiten von

sieben Tagen ein Koloniewachstum zeigen.

Ein weiteres Charakteristikum von MAP ist der spezifisdeiwandaufbau. Die mykobakterielle
Zellwand besteht aus vier unterschiedlichen Schichten und liegt der inneren bakteriellen Zellmembran
direkt auf. Die innen liegende Schicht der Zellwand besteht aus einem Mureingerist. Ihr folgt eine
Zellwandschicht aus Arabinogalactanen und Polysacchariden, die sich aus Galactose und Arabinose
zusammensetzen. Die Seitenketten dieser Polysaccharide sind zusétzlich mit Lipiden und langkettigen
Mycolsaure-Molekiilen (79-85 C-Atome) quervernetzt, die die dritte Schicht der mykobakteriellen
Zellwand bilden. Die Enden der Mycolséuren sind wiederum tber Glycolipide mit der vierten und letzten
3



Schicht der Zellwand verbunden, die aus verschiedenen Lipiden wie Glycosiden und Peptidoglycolipiden
besteht (Grange, 1996). Ein bedeutsames Lipid-Molekil der Zelwand von MAP stellt das
Lipoarabinomannan dar, welches alle vier Schichten der Zellwand gleichermaf3en durchdringt und eine
stabile Verankerung der Zellmembran mit der Zellwand gewahrleistet. Dieses spezifische Lipid-Molekil
tragt nicht nur zur Stabilitat der Zellwand dieses Bakteriums bei, sondern ist vermutlich auch an der
Auspragung der Pathogenitat verschiedener Stamme von MAP beteiligt (Grange, 1996). Zuséatzlich wird
Lipoarabinomannan aufgrund seiner Spezifitat zur indirekten Diagnostik von MAP herangezogen, wie zum
Beispiel bei dem SVANOVIR-ELISA (Fa. Svanova, Uppsala, Schweden). Insgesamt gesehen, besteht die
Zellwand von MAP, bezogen auf die Trockenmasse, zu 60 % aus Fetten und Wachsen, die dem Bakterium
aufgrund zusatzlicher Quervernetzungen zwischen den Arabinogalactanmycolat-Komplexen und den
Peptidoglycanen eine auf3ergewdhnliche Sé&ure- und Alkoholfestigkeit sowie eine auf3erst hohe
Widerstandsfahigkeit gegentber widrigen Umwelteinflissen wie Trockenheit, Hitze und Kélte verleihen.
Die ausgepragte Saure- und Alkoholfestigkeit der Mykobakterien ermdglicht durch den Einsatz einer
selektiven Féarbetechnik, der sog. Ziehl-Neelsen-Farbung, einen gezielten mikroskopischen Nachweis.
Dabei erscheinen Mykobakterien als rote Stabchenbakterien auf blauem Hintergrund. Ein
fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Mykobakterien kann mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen wie
Phenol-Acridinorange (Smithwick et al., 1995) oder Auramin O-Rhodamin (Truant, 1962) erfolgen.

Ein weiteres Charakteristikum von MAP ist die Ausbildung Baiteriennestern deren Zusammenhalt

durch interzellulare Filamente gewahrleistet wird (Merkal et al., 1968). Derartige typische Nester von MAP
kdnnen in der Ziehl-Neelsen-Farbung dargestellt werlebildung 2 zeigt den Zusammenhalt einzelner

Zellen von MAP innerhalb eines Nestes in einem elektronenmikroskopischen Bild.

Abbildung 2: Elektronenmikroskopisches Bild von MAP (Prof. M. Collins an der
Microbiology School of Veterinary Medicine University of Wisconsin;
www.shafran.net/chron/MAP200Wis.jpg

Eine weitere Besonderheit von MAP ist die Abhéngigkeit des Erregersiyaobactin J (MJ) (Merkal
und Mc Cullough, 1982). Mycobactine sind Eisenchelatbildner und spezifische Bestandteile der
mykobakteriellen Zellwand. MJ wurde erstmals 1953 in reiner Form bei einem Stanvin pioleiisoliert
(Francis et al., 1953). Mittlerweile sind zahlreiche unterschiedliche Mycobactine verschiedener

Mycobacteriunspp. bekannt (Barclay und Ratledge, 1983). MJ ist fir das kulturelle Wachstum von MAP
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essentiell, da dieses nicht in der Lage ist, MJ selbstdndig zu synthetisieren (Merkal und Mc Cullough,
1982). Um ein optimales Wachstum des Erregers zu gewahrleisten, ist der Zusatz von 1 pg MJ pro
Milliliter N&ahrmedium zu empfehlen (Lambrecht und Collins, 1992). Die Mycobaktin J-Abhangigkeit von
MAP bei der Erstkultivierung diente lange Zeit als diagnostisches Kriterium und ermdglichte die kulturelle
Differenzierung zwischen MAP und anderen langsam wachsémglsvbacteriunspp., die im Gegensatz

zu MAP ausnahmslos in der Lage sind, Mycobactin selbstandig zu synthetisieren. Heutzutage erfolgt die
Bestatigung gewachsener mykobakterieller Kulturen zumeist molekularbiologisch. Ein Wachstum von
MAP kann auch durch die Zugabe hoher Eisenammoniumcitrat-Konzentrationen ermdglicht werden.
Teilweise ist der Erreger in der Lage, niedermolekulare Eisenchelatbildner, sog. Exocholine, zu

produzieren, die ein MJ-unabhangiges Wachstum ermdglichen (Barclay und Ratledge, 1983).

Ein weiteres Charakteristikum von MAP ist die Mdoglichkeit, zellwandlose Formen, so genannte
Spheroplasten im Gewebe betroffener Organismen auszubilden. Der Verlust der Zellwand zieht dabei
gleichzeitig einen Verlust der Saurefestigkeit des Mikroorganismus nach sich und erschwert seine
mikroskopische Nachweisbarkeit. Ein direkter Erregernachweis kann allerdings molekularbiologisch oder
kulturell erfolgen. Verschiedene Studien berichten vom Nachweis mykobakterieller DNA und der
kulturellen Anziichtung von langsam wachsenden, pleomorphen, Spheroplasten-artigen, mykobakteriellen
Mikroorganismen aus Gewebeproben von Morbus Crohn (MC)-, Colitis ulcerosa (CU)-Patienten, aber
auch von Kontrollpersonen (Burnham et al., 1978; Chiodini et al., 1984b; Chiodini et al., 1986; Graham et
al., 1987; Markeisch et al., 1988; Wall et al., 1993). Chiodini et al. (1984b/1986) gelang die Isolierung von
MJ-abhangigen, variabel séurefesten, Spheroplasten-artigen, mykobakteriellen Formen bei vier MC-
Patienten, die in einer nachgeschalteten langwierigen kulturellen Anziichtung ihre urspriingliche bakterielle
Form wiedererlangten. Wall et al. (1993) untersuchten 30 bislang uncharakterisierte Kulturen von 21 MC-
Patienten molekularbiologisch, basierend auf dem Insertionselerf®at 83/on 30 Proben erwiesen sich

als MAP-positiv. Des Weiteren wurden PCR-positive Proben auch durch Ziehl-Neelsen-Farbung auf
saurefeste Stabchen Uberprift; dabei konnten auch hier zellwandlose, pleomorphe Spheroplasten-artige
Formen in den Originalkulturen und den Subkulturen identifiziert werden. Schon lange wurde die
Anwesenheit von Spheroplasten bei mykobakteriellen Erkrankungen wie der Tuberkulose vermutet.
Mattman beschrieb bereits 1970 die sukzessive Ruckbildung von isolierten Spheroplasten von
M. tuberculosiszu den urspriinglichen saurefesten Stabchenbakterien (Mattman et al., 1970). Beztglich der
konventionellen Therapie der in China weit verbreiteten Tuberkulose beim Menschen ist das Auftreten
zellwandfreier Formen vom. tuberculosismittlerweile unumstritten. Deren Bildung wird durch den
Einsatz von antituberkulésen Medikamenten selbst induziert (Wang und Chen, 2001). Auch
Untersuchungen von Michailova et al. (2005) zeigten, dass ,heteroresistente” Stanivheéulmrculosis

zu einem ausgepragten Pleomorphismus neigen und Stamme, die Resistenzen gegentber den Antibiotika
Streptomycin und Isoniazid aufwiesen, neben der klassischen bakteriellen Form auch atypische, granulare,

zellwandfreie Formen ausbilden konnten. Dieselbe Wirkung von Streptomycin wird auch bei MAP



vermutet (Michailova et al., 2005). Weiterhin besteht die Mdglichkeit der experimentell induzierten
Ausbildung von Spheroplasten. Udou et al. (1982/1983) gelang die Bildung von mykobakteriellen
Spheroplasten durch den kombinierten Einsatz von L-Glycine, Lysozyme und anderen lytischen Enzymen
aus Zellen einebl. smegmatiStammes. Die Autoren zeigten weiterhin, dass diese Spheroplasten in der

Lage waren, ihre urspriingliche bakterielle Form wiederzuerlangen (Udou et al., 1982; Udou et al., 1983).

2.3 Tenazitat und Inaktivierung von MAP

Aufgrund seiner spezifischen Zellwandstruktur verfiigt MAP Uber eine aul3erordentlich hohe Tenazitat. Der
Erreger ist in der Lage, in flieBenden Gewdassern bis zu 163 Tage (Lovel et al., 1944) und in stehenden
Gewassern bis zu 270 Tage (Larsen et al., 1956) zu iiberleben. Die Uberlebensfihigkeit des Erregers in
Rinderkot wird mit bis zu 270 Tagen nach Larsen et al. (1956) und bis zu 284 nach Lovell et al. (1944)
angegeben. Allerdings zeigten weitere Untersuchungen, dass sich die Uberlebensdauer von MAP in Gillle,
bestehend aus 10 % Kot und 90 % Urin, auf < 30 Tage (Larsen et al., 1956) bzw. in reinem Rinderurin auf
7 Tage (Vishnevskii et al., 1940) reduzierte. Die Autoren schlossen aus ihren Untersuchungen, dass sich
Rinderurin hemmend auf die Tenazitdt des Erregers auswirkt. Anderen Arbeitsgruppen gelang die
Isolierung lebensfahiger Zellen von MAP aus Rindergiille, bestehend aus Rinderkot, -urin, Stroh und
Wasser, bei Lagertemperaturen von +5 °C nach Uber 287 Tagen (Jorgensen, 1977), bei +15 °C nach Uber
112 Tagen (Jorgensen, 1977) und bei +35 °C nach tber 28 Tagen (Olsen et al., 1985). Vermutlich hemmen
schnell wachsende Begleitkeime bei hohen Lagertemperaturen das Wachstum von MAP.

Auf kontaminierten Weiden kann der Erreger bis zu 11 Monate Uberdauern (Gay und Sherman, 1992).
Diese Wartefrist ist einzuhalten, um eine Infektionsgefahr von Wiederk&uern in der folgenden Weidesaison
zu vermeiden (Chiodini und van Kruiningen, 1983). Weiterhin ist zu beachten, dass die
Uberlebensfahigkeit des Erregers in Béden mit niedrigen pH-Werten noch gesteigert wird (Hammer et al.,
1998). Nach Larsen et al. (1956) reagiert MAP allein auf UV-Strahlung empfindlich und Gberlebt deren
direkte Einwirkung fir lediglich 65 bis 100 Stunden. In Untersuchungen nach Whittington et al. (2004)
konnten auf natirlich kontaminierten Bodenparzellen, die vollstandig im Schatten gelagert wurden, nach
24 Wochen Lagerungszeit Uberlebensféahige Erregerzellen isoliert werden, wahrend der Erreger auf
Parzellen mit 70 % Schatten nur eine Lagerungszeit von 9 Wochen (berlebte. Die Autoren beobachteten
zusatzlich, dass der Erreger auf grasbedeckten Weideflachen, die ansonsten keinen weiteren Schutz vor
UV-Licht aufwiesen, 32 Wochen Uberlebensfahig war. Auf Weideflachen, die von Schafen kahl geweidet
wurden und somit keinen Schutz vor UV-Strahlung boten, konnte der Erreger nur zwei Wochen
Uberdauern (Whittington et al., 2004). Aber auch Rinderkot bietet in tiefer gelegenen Schichten Schutz vor
dem Sonnenlicht. Die Untersuchungen zeigten auch, dass die Umgebungstemperatur grol3en Einfluss auf
die Uberlebensrate des Erregers nimmt. Diese war in den Wintermonaten wesentlich niedriger als in den
Frihjahrsmonaten. Weiterhin vermuten die Autoren, dass MAP in der Lage ist, eine sog. ,Ruhephase” zu

durchlaufen, die nicht-sporenbildenden Bakterien das Uberleben unwirtlicher Umweltbedingungen



ermdglicht. Eine derartige ,Ruhephase® konnte auch bei verschiedenen schnell wachsenden
Mykobakterien nachgewiesen werden. So induzierte beispielsweise die Verringerung der Sauerstoffzufuhr
bei M. smegmatigDick et al., 1998)M. bovis(Hutter und Dick, 1999) sowid. tuberculosi{Wayne und

Hayes, 1996) eine Art ,Ruhephase” der betroffenen Zellen, in der keine Vermehrung, dafiir aber eine
erhdhte Resistenz gegenuber bestimmten Antibiotika zu beobachten ist (Wayne und Sramek, 1994).
Mittlerweile ist bekannt, dass die Entwicklung einer derartigen bakteriellen ,Ruhephase” genetisch
gesteuert wird. Dafur verantwortliche Gendpglike-Gen sowigelA-Gen) konnten auch im Genom von
Mykobakterien wieM. smegmatis, M. aviugsp.avium, M. tuberculosisowie MAP identifiziert werden
(Avarbock et al., 1999; Gupta et al., 2002; Whittington et al., 2004). Allerdings existieren bislang keine

Untersuchungen tber Expression und Funktion dieser Gene in MAP.

MAP ist weiterhin in der Lage, dighagozytose durch Protozoerdie ubiquitdr in Gewéassern, Boden und
anderen organischen Matrizes wie Rinderkot und Giille (Brown et al., 2002) anzutreffen sind, zu tberleben
und sich sogar intrazellular zu vermehren (Primm et al., 2004; Rowe und Grant, 2006). Auch bei anderen
pathogenen BakterienLdgionella, Listeria, Clamydophila, Mycobacteriast dieses Phanomen
beschrieben worden (Harb et al., 2000). So Uberlebt beispielsiiem@aum ssp.avium der nachste
Verwandte zu MAP, die Phagozytose dufetrahymena pyriformisndAcanthamoebapp. (Cirillo et al.,

1997, Steinert et al., 1998; Miltner und Bermudez, 2000; Strahl et al., 2001). Miltner und Bermudez (2000)
konnten feststellen, dabt aviumssp.aviumdurch die Phagozytose vAn castellaniieine ausgepragtere
Resistenz gegeniiber gangigen Antibiotika wie Rifabutin, Azithromycin und Clarithromycin aufwies.
Cirillo et al. (1997) beobachteten, dass durch die Phagozytodé. \awiumssp.aviumdurchA. castellanii

die Aufnahme des Bakteriums in eptheliale Wirtszellen erleichtert wird, da die pathogene Amébe
A. castellaniin der Lage ist, in das intestinale Epithel von Wirtstieren vorzudringen und die phagozytierten
Mykobakterien in den Wirtsorganismus einzuschleusen. Die Amdben fungieren an dieser Stelle also als
»Trojanisches Pferd“ (Baker und Brown, 1994). Einen weiteren Vorteil bietet die Phagozytose durch
Protozoen gegeniiber widrigen Umwelteinfliissen. In der Doppelwand der widerstandsfahigen zystischen
Dauerformen vorA. polyphagadie ebenfalls bei widrigen Umweltbedingungen gebildet werden, konnte

M. avium ssp. avium mikroskopisch lokalisiert werden (Steinert et al., 1998). Derartige Zysten kdnnen
durch den Wind leicht verbreitet werden und bieten dem Bakterium somit nicht nur Schutz vor
Umwelteinflissen. Aber auch MAP Uberlebt die Phagozytose durch Protozoen (Whan et al., 2006). Im
Rahmen von Modellversuchen wurde MAP innerhalb von 180 Minuten bei Umgebungstemperaturen von
+25 °C vonA. castellianiiund A. polyphagaphagozytiert und erhdhte seine Zellzahlen zwischen dem 7.
und 24. Tag der Inkubation um 1-1,54pghne die Zugabe von Mycobactin J. Wahn et al. (2006) zeigten
weiterhin, dass phagozytierte Erregerzellen resistenter gegeniber Chlor-Ldsungen waren. Auch Mura et al.
(2006) konnte eine Vermehrung von MAP innerhadb polyphaga beobachten. Die Autoren

schlussfolgerten aus ihren Untersuchungen, dass MAP das Potential besitzt, langerfristig in phagozytierter



Form in Protozoen und damit in der Umwelt zu Gberleben (Mura et al., 2006). Allerdings existieren bislang
nur Untersuchungen im Rahmen von Modellversuchen bei optimierten Umgebungstemperaturen.
Die besondere Zellwandstruktur verleint dem Erreger aber nicht nur eine hohe Widerstandsfahigkeit
gegeniiber Umweltfaktoren, sondern auch gegeniber einer VielzahDeginfektionsmitteln wie
beispielsweise Chlor (Whan et al., 2001). Nur phenol- und formaldehydhaltige Desinfektionsmittel sind in

der Lage, die spezifische Zellwand des Erregers zu zerstoren (Chiodini et al., 1984a).

Als eine weitere, bislang hypothetische Uberlebensstrategie von MAP in der Umwelt wird die Bildung von
Biofilmen diskutiert (Falkinham et al., 2001). Biofilme bestehen aus einer diinnen Schleimschicht (Film),
in der Mikroorganismen eingebettet sind, und befinden sich vorwiegend an Grenzflachen wie zum Beispiel
der Wasseroberflache. Bislang konnte die Ausbildung eines Biofilms von MAP nicht nachgewiesen
werden (Rowe und Grant, 2006). Allerdings belegen diverse Studien, dass versdViigcisvecterium

spp. durchaus in der Lage sind, Biofilme zu bilden, so beispielsieisgiumssp.avium (Carter et al.,

2003; Carter et al., 2004; Yamazaki et al., 2006)smegmatigMartinez et al., 1999; Yamazaki et al.,
2006),M. fortuitum(Bardouniotis et al., 2003y]. marinum(Bardouniotis et al., 2003; Hall-Stoodley et al.,
2006) sowieM. ulcerangMarsollier et al., 2004).

Auch die ausgesprochem@éermostabilitdt von MAP ist auf die stabile Zellwandstruktur des Bakteriums
zuriickzufithren. Verschiedene Studien beschéaftigten sich mit der Uberlebensfahigkeit des Erregers bei sehr
niedrigen Lagertemperaturen Larsen et al. (1956) gelang die kulturelle Anziichtung von MAP aus
natirlich kontaminiertem Rinderkot bei Lagertemperaturen von -14 °C nach einem Zeitraum von
12 Monaten. In einer weiteren Studie (Richards und Thoen, 1977) wurden artifiziell und nattrlich
kontaminierte Rinderkotproben direkt und nach Lagerung bei -70 °C fir drei sowie 15 Wochen kulturell
untersucht. Es zeigte sich, dass die Lagerung der Kotproben wéhrend der ersten drei Wochen bei -70 °C zu
einer signifikanten Reduktion der Koloniezahlen von MAP bei der kulturellen Anziichtung auf Herrold's
Egg Yolk-Schragndhrmedium fihrten, wahrend die Verlangerung des Lagerungszeitraumes auf
15 Wochen bei derselben Temperatur die Koloniezahl nur unwesentlich beeinflusste. Somit ist bei der
Lagerung von kontaminierten Kotproben bei derart niedrigen Temperaturen zwar mit Keimzahl-Verlusten
zu rechnen, dennoch ist die Uberlebensfahigkeit von MAP durchaus gewdhrleistet. Kulturell falsch-
negative Ergebnisse sind allerdings bei Rinderkotproben, die den Erreger nur in geringen Konzentrationen
enthalten, nicht auszuschlief3en. Die Reduktion der Koloniezahlen von MAP bei natirlich kontaminierten
Kotproben war deutlich niedriger als bei artifiziell kontaminierten Kotproben. Vermutlich liegt ein Teil der
Erreger in naturlich kontaminierten Kotproben in phagozytierter Form innerhalb von Makrophagen vor,
was eine Art ,Schutzeffekt* der Bakterien vor auf3eren widrigen Umwelteinflissen bewirken kdnnte.
Weiterhin ist bislang ungeklart, welchen Einfluss die Kultivierung von MAP auf dessen Pathogenitat und
Uberlebensfahigkeit nimmt. Richards (1981) zeigte in einem Modellversuch, dass die Anzahl der Kolonien

von MAP in natirlich kontaminierten Rinderkotproben bei einer Lagerung bei -70 °C fir 15 Wochen



weniger deutlich reduziert wurde als bei einer Lagerung bei +23 °C fir vier oder 10 Tage. Er fuhrte dieses
Phanomen auf die gesteigerte Vermehrung der im Rinderkot enthaltenen Begleitkeimflora zuriick
(Richards, 1981). Deshalb sollten Rinderkotproben nach der Entnahme entweder unverziglich fir die
kulturelle Anziichtung aufbereitet werden oder aber nur wenige Tage kihl bzw. langerfristig tiefgekihlt
gelagert werden. Auch Grant (2000) gelang die Isolierung lebensfahiger MAP-Zellen bei
Lagertemperaturen von -80 °C nach Lagerzeiten von zwei bis sechs Monaten. Allerdings wiesen die MAP-
Isolate eine schwacher ausgeprégte Hitzeresistenz auf (Grant et al., 2000).

MAP-Zellen koénnen auch gegenubdnohen Temperaturen wie sie bei handelsiiblichen
Pasteurisierungsverfahren von Rohmilch auftreten, eine ausgepragte Widerstandsfahigkeit aufweisen. Das
Vorkommen von MAP in Rohmilch wird von verschiedenen Autoren belegt (Grant et al., 2001; Lund et
al.,, 2002). Dabei steht die Sekundarkontamination der Milch mit erregerhaltigen Kotpartikeln, zumeist
verursacht durch eine mangelhafte Melkhygiene, im Vordergrund. Die priméare sekretorische Ausscheidung
des Erregers in die Milch ist eher zu vernachlassigen (Sweeney et al., 1992; Streeter et al., 1995; Ayele et
al., 2005). In der Literatur wird von Erregerkonzentrationen zwischen 2 und 8 KbE/50 ml Milch bei
klinisch inapparent und klinisch infizierten Milchrindern berichtet (Stabel et al., 2001). Deshalb beziehen
sich zahlreiche Studien auf diitzeinaktivierung des Erregers in der Milch. Grundséatzlich werden drei
Pasteurisierungsverfahren gemafd VO (EG) Nr. 1662/2006 unterschieden: die Dauererhitzung (30 Minuten
bei mind. +63 °C), die Kurzzeiterhitzung (15 Sekunden bei mind. +72 °C) und die Ultrahocherhitzung bei
> +85 °C. Derzeit kommen in Deutschland der Kurzzeiterhitzung sowie der Ultrahocherhitzung die grofdte
Bedeutung zu. Die Dauererhitzung findet in Molkereien aus technologisch-wirtschaftlichen Grinden kaum
mehr Anwendung. Es gibt zahlreiche Publikationen, in denen die Isolierung und Kultivierung von MAP
aus artifiziell kontaminierter Milch (Chiodini und Hermon-Taylor, 1993; Meylan et al., 1996; Grant et al.,
1996a; Grant et al., 1996b; Sung und Collins, 1998; Gao et al., 2002; Hammer et al., 2002; McDonald et
al., 2005) oder nattrlich kontaminierter Milch (Grant et al., 2002a; Grant et al., 2002b) gelang, die zuvor
Ublichen Pasteurisierungverfahren wie der Dauererhitzung (+65°C fur 30 Minuten) oder der
Kurzzeiterhitzung (HTST = high-temperature, short-time) (+72 °C fur 15 Sekunden) unterzogen wurden.
Der kritische Bereich fir eine effiziente Abtotung von MAP scheint, gemalR entsprechender
Untersuchungen (Grant et al., 1999; Grant et al., 2002a; Grant et al., 2002b), bei +72 °C fur 15-30
Sekunden zu liegen. Den Autoren gelang zunéchst die vollstandige Inaktivierung von MAP in artifiziell
kontaminierten Milchproben bei einer Temperatur-Zeit-Kombination von +72 °C fiir 25 Sekunden (Grant
et al., 1999). In weiteren Modellversuchen (Grant et al., 2002a; Grant et al., 2002b) fuhrte die Verlangerung
der Erhitzungsdauer von 15 auf 25 Sekunden bei einer Erhitzungstemperatur von +72 °C zwar zu einer
deutlich erhohten Abtétungsrate von MAP, dennoch konnten die Autoren bei allen angewandten
Temperatur-Zeit-Kombinationen vereinzelt vermehrungsfahige Erregerzellen aus den artifiziell
kontaminierten Milchproben isolieren. Einige Studien (Grant et al., 2002a; Grant et al., 2005; McDonald et
al.,, 2005) berichten sogar von Uberlebenden Zellen des Erregers bei héheren Erhitzungstemperaturen

(> +72 °C). Derart inkonsistente Befunde kénnten nach Ansicht verschiedener Autoren auf die Fahigkeit



von MAP, Zellaggregate zu bilden, zuriickgefuhrt werden. Derartige Zellaggregate bestehen aus bis zu
10.000 Bakterienzellen (Hammer et al., 2002; Grant et al., 2005), die durch die Ausbildung interzellularer
Filamente den Zusammenhalt der Zellen untereinander und eventuell das Uberleben der innen liegenden
Bakterienzellen wahrend eines Erhitzungsprozesses gewabhrleisten. Dies konnte zwar nach Erhitzung von
Zellklumpen anhand einer Lebend-Tot-Farbung bestétigt werden (Grant et al., 1996a), nicht aber durch die
kulturelle Anziichtung erhitzter Bakterienklumpen (Sung und Collins, 1998). Weitere Griinde fur die
Inkonsistenz der Hitzeinaktivierung von MAP sind diverse Einschrankungen, die Modellversuche im
Labormafistab mit sich bringen. Diese sind nicht mit den FlieRverhaltnissen in GrofRanlagen der
Molkereibetriebe vergleichbar. Zusétzlich verwenden die meisten Modellversuche artifiziell kontaminierte
Milch, welche dieselben Fragestellungen aufwirft wie bereits artifiziell kontaminierter Rinderkot (s.o.). Es
ist bislang nicht klar, ob und welche Unterschiede zwischen Wildstdmmen und subkultivierten
Laborstdmmen von MAP bestehen. Damit liel3en sich auch Inkonsistenzen bei der Hitzeinaktivierung von
MAP in unterschiedlichen Laborstudien erklaren, die entweder nattrlich (mit Rinderkotpartikeln)
kontaminierte Milch (Grant et al., 2002a; Rademaker et al., 2005) oder mit Laborstammen artifiziell
kontaminierte Milch (Grant et al., 2005; McDonald et al., 2005) verwendeten. Weiteren bedeutsamen
Einfluss auf die Inaktivierung des Erregers nimmt die Erhitzungsmethode. Die meisten
Kurzerhitzungsanlagen in Molkereien arbeiten mit Plattenwarmeaustauschern, die einen kontinuierlichen
Durchfluss der Milch mit einer Leistung von mehreren 10.000 Litern pro Stunde gewabhrleisten.
Demgegentber finden bei den meisten Modellversuchen sog. stationdre Erhitzungsverfahren (batch
Verfahren) Verwendung. Selbst grof3e Laboranlagen, die ein hochturbulentes Durchflussverfahren mit
einer Durchflusskapazitéat von 2.000 Litern Milch pro Stunde (Grant et al., 2002b) einsetzen, spiegeln nicht
die FlieBverhaltnisse in den GrofRanlagen von Molkereien wieder. Hope et al. (1996) und Stabel et al.
(1997) erzielten allerdings durch turbulente Stromungen im Durchflusserhitzer eine bessere
Hitzeinaktivierung von MAP als mit der sonst Ublichen stationdren Erhitzung (Hammer und Knappstein,
1998).

AbschlieRend ist festzuhalten, dass in der Literatur nach wie vor Widerspriiche in Bezug auf die
Hitzeresistenz von MAP in Milch existieren. Erwiesen scheint, dass durch die Kurzzeiterhitzung die
Anzahl an kultivierbaren Erregerzellen in artifiziell kontaminierten Milchproben um mindestens zwei
Zehnerpotenzen reduziert wird (Hammer, 2000). Das Vorkommen von MAP in pasteurisierter Milch ist
somit eher selten, zumal nur sehr geringe Erregerkonzentrationen in der Rohmilch vorliegen und diese
durch kommerzielle Durchflusserhitzung in ihrer Anzahl deutlich reduziert werden (Hammer und
Knappstein, 1998).
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2.4 Epidemiologie

Die Paratuberkulose war bereits zu Beginn des 19. Jahrhunderts weltweit verbreitet (Bugge und Cordsen,
1908; Pearson, 1908; Paine, 1908; Albiston und Talbot, 1936). Nach Chiodini et al. (1984a) ist auch
gegenwartig das Vorkommen der Paratuberkulose auf allen Kontinenten bestatigt. Als Ausnahme gilt
Schweden, das aufgrund von Eradikationsprogrammen frei von der Paratuberkulose sein soll (Viske et al.,
1996).

Basierend auf amitlichen Statistiken Uber gemeldete Paratuberkulosefélle in der Bundesrepublik
Deutschland konnten starke regionale Unterschiede in der Verbreitung der Erkrankung festgestellt werden
(Schliesser und Schaal, 1983). In der Zeit zwischen 1971 und 1981 traten ca. 90 % der deutschlandweit
gemeldeten Herdeninfektionen in den nérdlichen Gebieten und Kiistenregionen auf. Allerdings gilt damals
wie heute, dass Erkrankungsfalle der Paratuberkulose nur dort gemeldet werden kdnnen, wo auch nach
ihnen gesucht wird (Klee, 2000). Gegenwartig liegt die Zahl der gemeldeten Paratuberkulose-
Erkrankungsfalle zwischen 300 und 450 Fallen pro Jahr, wobei Niedersachsen und Nordrhein-Westfalen
am starksten betroffen sind. In den Jahren 2003, 2004 und 2005 wurden 281, 283 und 290 Falle Uber das
Tierseuchennachrichtensystem (TSN) gemeldet (Geue et al, 2005). Allerdings sind diese Fallzahlen
aufgrund der Meldebestimmungen, die nur klinisch manifeste Falle der Paratuberkulose erfassen, sowie
aufgrund der erheblichen Schwierigkeiten bei der Paratuberkulose-Diagnostik wenig reprasentativ. Es ist
davon auszugehen, dass die Dunkelziffer der Fallzahlen, insbesondere von Tieren, die sich in der langen,
oftmals unentdeckten Latenzphase dieser Infektionskrankheit befinden, wesentlich hdher liegt.

Zur Abschatzung der Paratuberkulose-Pravalenz in verschiedenen L&andern wurden zahlreiche
Untersuchungen durchgefiihrt. In Tabelle 2 sind Herden- und Einzeltierpravalenzen einiger dieser Studien
aus unterschiedlichen Landern gelistet. Dabei wurden Herdenpravalenzen von 7 % bis 85 % und
Einzeltierpravalenzen von 3% bis 30 % ermittelt. Allerdings ist die Vergleichbarkeit derartiger
Pravalenzstudien aufgrund der Variabilitit der eingesetzten Testverfahren sowie Probenmatrizes,
inadaquater Beprobungsschemata und der unterschiedlichen Probandenzahlen nicht gewahrleistet (Boelaert
et al., 2000). Zusétzlich weisen die Schwankungen dieser Ergebnisse insgesamt darauf hin, dass der Erreger
in den Rinderbestéanden weiter verbreitet zu sein scheint als bislang angenommen (Doll, 2006). Die derzeit
in Deutschland zugelassenen serologischen Nachweisverfahren (Pourquier-ELISA, Svanovir-ELISA,
IDEXX-ELISA und Synbiotics-ELISA) unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Sensitivitat und Spezifitéat (s.
Kapitel 2.9.1). Deshalb erlauben errechnete Seroprévalenzen keine verlasslichen Ruckschliisse auf die
tatsachliche Pravalenz der Paratuberkulose in den Rinderherden. Derzeit existiert kein geeignetes
flachendeckendes Surveillance-System als Basis zur Bekdmpfung der Paratuberkulose in Deutschland
(Kohler und Burkert, 2003).
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Tabelle 2: Herden- und Einzeltierpréavalenzen der Paratuberkulose in

unterschiedlichen Landern unter Bericksichtigung der Probenanzahl

und -art
Land Probenmatrix/Anzahl ;'g\?;g;}z Erlg\z/zllgﬁrz Autoren
Deutschland (Meckl.-Vorp.]  Blutserum von 2.997 Rindern 84,7 % - Hacker et al., 2004
Deutschland (Thiringen) >20.000 Milchproben 80 % 13 % Elschner, 2005
Deutschland (Thiringen) Blutserum von 43.000 Rindern - 8,8 % Elschner, 2005
Deutschland (Brandenburg)  Blutserum von 269 Rindern - 20 % Ortmann et al., 2005
Deutschland (Brandenburg)  Milchproben von 238 Rindern - 55% Ortmann et al., 2005
Schweiz Blutserum von 113 Rinderherden 8% - Stark et al., 1997
Schweiz Blutserum von 595 Rindern - 6 % Meylan et al., 1995
Osterreich Blutserum von 11.028 Rindern 7% - Gasteiner et al., 1999
Osterreich Blutserum von 756 Rindern - 19 % Dreier et al., 2006
Belgien Blutserum von 13.317 Rindern 18 % 29% Boelaert et al., 200(
Danemark 900 Tankmilchproben 47 % - Nielsen et al., 2000
Niederlande Blutserum von 90 Rinderherden 54,39 58% van Schaik et al., 2
Portugal Milchproben von 5.299 Rindern 45,9 % 2,3 % Niza-Ribeiro et al., 2006
USA (Wisconsin) Blutserum von 4.990 Rindern 34 % 4,8 % Callins et al., 1994
USA (Michigan) Blutserum von 3.886 Rindern 54 % 6,0 95 Johnson-ifearulundu

und Kaneene, 1999

USA (Michigan) Blutserum von 533 Rindern 59,9 % - Johnson et al., 2001
Kanada (Ontario) Blutserum von 2122 Rindern 30 % 2,6 % Hendrick et al., 2005
Kanada (Ontario) Milchproben von 2122 Rindern 18 % 1,7% Hendrick et al., 200%
Kanada Blutserum von 2.819 Rindern 58,8 % 9,1 % Scott et al., 2006
Bl o L0 s | 7o | parketal 208
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2.5 Wirtsspektrum

Die Paratuberkulose ist eine spezifische Erkrankung\iderkauer, insbesondere der Hauswiederkauer

Rind, Schaf und Ziege. Das Wirtsspektrum umfasst allerdings auch wildlebende Cerviden (Rot-, Reh-,
Gams-, Muffel-, Dam-, Stein- und Elchwild) und andere Wild- und Zoowiederkauer wie Bisons,
Antilopen, Kameliden (Kamel, Dromedar, Lama), Zebus, Yaks und Wasserbdiffel (Chiodini et al., 1984a;
Weber et al., 1991; Clarke, 1997; Godfroid et al., 2000; Manning et al., 2003; Deutz et al., 2005;
Sivakumar et al., 2005).

Die Isolierung des Erregers gelang jedoch auch bei zahlreitloglogastrischen Tieren in deren
Darmmukosa zwar eine Vermehrung des Erregers erfolgen kann, bei denen allerdings die Ausbildung
klinischer Symptome zumeist ausbleibt (Chiodini et al., 1984a). Untersuchungen von Greig et al. (1997)
ermdglichten den Nachweis des Erregers aus Kot und Organgewebe von Wildkaninchen, wobei ein Tell
der untersuchten Tiere bei den Sektionen pathomorphologische Verdnderungen, &hnlich denen der
Paratuberkulose, aufwiesen (Greig et al., 1997). In einer weiteren Studie wurden bei den untersuchten
Kaninchen zwar keine pathomorphologischen Verdnderungen festgestellt, doch konnte der Erreger aus
Hoden-, Uterus-, Plazentagewebe, Kaninchenféten und Milch isoliert werden (Judge et al., 2006), was eine
vertikale und horizontale Ubertragung des Bakteriums in der Kaninchenpopulation belegt. Mc Clure et al.
(1987) gelang der Nachweis des Bakteriums bei 29 von 38 Tieren einer Herde Stummelschwanz-Makaken.
Verendete Tiere wiesen in der Sektion ebenfalls die fur die Paratuberkulose typischen
pathomorphologischen Verdnderungen auf (Mc Clure et al, 1987). Aber auch bei anderen
monogastrischen Tieren wie Schweinen, Primaten (Chiodini et al., 1984a), Fiichsen (Beard et al., 1999;
Deutz et al., 2005), Schneehasen, Auerwild (Deutz et al., 2005), Wieseln, Dachsen, Dohlen, Saatkréhen
(Beard et al., 2001), Ratten, Waldmausen (Beard et al., 2001; Deutz et al., 2005), Waschbéaren,
Gurteltieren, Opossums und Wildkatzen (Corn et al.,, 2005) konnte der Erreger isoliert werden.
Mdoglicherweise stellen diese Tiere ein Reservoir des Erregers dar und begiinstigen den Infektionszyklus
wahrend der Weidehaltung von Weiderindern.

Aufgrund vergleichbarer pathomorphologischer Verdnderungen bei der als Morbus Crohn (MC)
bezeichneten chronisch-entziindlichen Darmerkrankuniyleeschenwurde bereits sehr friihzeitig — aber

nach wie vor sehr widerspriichlich — die atiologische Beteiligung von MAP an diesem
Krankheitsgeschehen des Menschen diskutiert (Chiodini, 1998). Weitere Einzelheiten zu dieser Thematik
koénnen Kapitel 2.11 enthommen werden.

Allgemein anerkannt ist die geno-und phanotypische Varianz von MAP-Isolate. Nach Bauerfeind et al.
(1996) existieren molekularbiologische Unterschiede zwischen Rinder-, Schaf- und Ziegenisolaten. Dabei
werden bestimmte Wirte von den jeweiligen Stdmmen bevorzugt infiziert. So konnte ein Infektionsversuch
zeigen, dass spezifische Ziegenstamme von MAP nicht fir Rinder pathogen sind (Saxegaard, 1990).

Allerdings ist die Ubertragung von bovinen MAP-Isolaten auf Schaflammer durchaus maglich (Juste et al.,
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1994). Bislang liegen nur wenige Informationen Uber Differenzierung und Typisierung unterschiedlicher

MAP-Isolate verschiedener Wiederkauerspezies vor.

2.6  Wirtschaftliche Bedeutung der Paratuberkulose

Die Paratuberkulose ist eine in Deutschland meldepflichtige Tierkrankheit, die immer todlich verlauft und
insbesondere in Milchrinderbestanden zu erheblichen finanziellen Verlusten fiihren kann. Der finanzielle
Schaden resultiert einerseits aus den Tierverluste und andererseits aus der reduzierten Milchleistung, der
verminderten Fertilitét, erhohten Anfalligkeit gegentiber anderen Erkrankungen sowie damit verbundenen
tierarztlichen Behandlungskosten. Verschiedene Studien konnten einen Rickgang der Milchleistung von
10-20 % bei klinisch inapparent infizierten Milchrindern feststellen (Merkal, 1984; Benedictus et al., 1987).
Wilson et al. (1993) beobachteten zusatzlich Haufungen klinisch inapparenter Mastitiden. Merkal (1984)
ermittelte reduzierte Schlachterldse von bis zu 30 % aufgrund der krankheitsbedingten Gewichtsverluste
der Tiere. In einem Rindermastbetrieb wurden im Rahmen eines Feldversuches bei Masttieren, die sich in
der klinisch inapparenten Phase der Paratuberkulose befanden, ein Minderzuwachs von 13 % sowie eine
verminderte Futterverwertung von 12,5% errechnet. Diese Studien belegen somit, dass auch in
Mastbetrieben die Paratuberkulose erhebliche finanzielle Verluste verursachen kann (Belletti et al., 1992).
Gemal Literaturangaben belaufen sich die finanziellen Verluste pro Tier und Jahr auf bis zu 100 US $
(Chiodini et al., 1984a). Berechnungen aus den Niederlanden zu Folge wird der finanzielle Verlust pro Jahr
auf ungefahr 25 Millionen US $ geschatzt (Hammer et al., 1998). Neuere Angaben aus den USA sprechen
von Verlusten, verursacht durch die verminderte Milchleistung sowie einen reduzierten Schlachterls, die
im Bereich von 200 bis 250 Millionen US $ pro Jahr liegen (Ott et al., 1999). Allerdings miussen auch die
finanziellen Aufwendungen der Tierseuchenkassen und L&nder, die Beihilfen fiir die Diagnostik sowie
Merzung infizierter Tiere gewahrleisten, berticksichtigt werden.

Die Paratuberkulose verursacht aber nicht nur wirtschaftliche Schaden auf Betriebsebene. Das ,Office
International des Epizooties (O.l.LE.)* ordnet die Paratuberkulose den Erkrankungen zu, die von
soziodkonomischer bzw. zoonotischer Bedeutung sind. Verschiedene Importstaaten sind somit berechtigt,
den Nachweis der Paratuberkulose-Unverdachtigkeit fur den Import von Zuchtrindern, Sperma und
Embryonen einzufordern. EU-rechtlich wurde die Paratuberkulose zusatzlich in der Entscheidung 90/424
EWG des Rates vom 26. Juni 1990 Uber Ausgaben im Veterindrbereich in die Gruppe I-Liste der
Tierkrankheiten aufgenommen und zahlt somit zu den ,Endemischen Krankheiten mit vorgeschriebenen
und fakultativen Bekdmpfungs- bzw. Tilgungsmafnahmen auf Bestands- oder Herdenebene”. Daraus wird
deutlich, dass die Paratuberkulose auch zukinftig eine wichtige Rolle im internationalen Tierhandel spielen

wird.
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2.7 Empfanglichkeit und Ubertragungswege

Eine besonders hohe Empféanglichkeit gegeniiber dem Erreger @lben bis zu einem Alter von sechs
Monaten auf (Bang, 1906; Erichsen, 1926; Larsen et al., 1975). Infektionen innerhalb dieses Zeitraums
fihren in der Regel bei betroffenen Tieren zur Ausbildung klinischer Symptome in einem Alter von drei
bis finf Jahren; weiterhin ist von einer hohen Ausscheidungsrate des Erregers, vorwiegend Uber den Kot,
auszugehen (Larsen et al.,, 1975; Chiodini et al., 1984a; Gay und Sherman, 1992; Clarke, 1997). Bereits
1913 fuihrten Twort und Ingram erfolgreiche Infektionsversuche mit Reinkulturen des Erregers an Kalbern
durch. Diese umfangreichen Modellversuche fihrten zu dem Ergebnis, dass Uber sechs Monate alte Rinder
nur selten und Jahrlinge nicht mit MAP infiziert werden konnten (Mc Fadyean und Sheater, 1916). Ein
weiterer Infektionsversuch wies ebenfalls die unterschiedliche Empfanglichkeit von Kélbern variierender
Altersklassen nach (Taylor, 1953). Dabei wurden jeweils vier neugeborene, vier drei Monate alte und vier
sechs Monate alte Kalber oral mit dem Erreger infiziert. In der ersten Kalbergruppe erwiesen sich in der
Sektion (30 Monate nach Verabreichung des Erregers) drei Tiere als infiziert sowie klinisch erkrankt. In
der zweiten Gruppe waren alle vier Tiere infiziert und eines der Kélber klinisch erkrankt. Dagegen war in
der dritten Gruppe nur eines der Kalber infiziert und keines klinisch erkrankt. Ebenso ergaben die
Untersuchungen von Klee (1986), dass Rinder ab einem Alter von zwei Jahren tberwiegend resistent
gegeniber einer Infektion mit MA§ind. Weiterhin ist zu beachten, dass nur ein Drittel aller Kélber, die

mit dem Erreger in Kontakt kommen, eine klinische Manifestation entwickeln (Chiodini et al., 1984a). Ein
Teil der Tiere zeigt zeitlebens keine klinische Symptomatik, scheidet jedoch den Erreger intermittierend
aus. Weitere wichtige Aspekte fiir die klinische Erkrankung eines Rindes sind das Alter zum Zeitpunkt der
Infektion, die aufgenommene Erregermenge, die kdrpereigene Abwehrlage sowie Stressfaktoren wie
Geburten, Hochlaktation, Ortswechsel, Transporte sowie zusatzliche Erkrankungen (rechtsseitige oder
linksseitige Labmagenverlagerung und andere Darmerkrankungen) (Clarke, 1997). Jedoch ist auch eine
natirliche bzw. kinstliche Infektion erwachsener Tiere mit MAP mdglich (Hole, 1956). Gerade die
Einschleppung der Paratuberkulose in jungtierlose Rinderbestande durch zugekaufte Tiere spricht dafir,
dass auch Infektionen bei erwachsenen Tieren erfolgen kdnnen. Somit ist eine Infektion mit MAP
prinzipiell in allen Altersstufen moglich. Die Infektion von Milchrindern, die &lter als ein Jahr sind, dirfte

im Bezug auf die Verbreitung der Erkrankung aber eine eher untergeordnete Rolle spielen.

Friiher wie heute gilt défot infizierter Rinder als Hauptinfektionsquelle fiir die Paratuberkulose (Meyer,
1908; Miessner, 1908; Bang, 1909). Tiere, die sich in der klinisch inapparenten Phase der Paratuberkulose
befinden, sind gemanR Collins (1996) die Hauptursache fiir die Erregerverbreitung innerhalb einer Herde, da
diese Rinder den Erreger Uber Jahre hinweg ausscheiden und dabei aufgrund der fehlenden klinischen
Symptomatik unerkannt bleiben. Bei Tieren, die sich in der klinisch inapparenten Phase der Erkrankung
befinden, ist mit Erregerkonzentrationen voi-10° KbE/g Kot zu rechnen (Sweeney et al., 1994).

Dabei findet die Ubertragung von MAP am haufigsten fakal-oral durch das Saugen der Kalber an

kotverschmutzten Zitzen des Muttertieres statt (Chiodini et al., 1984a; Gay und Sherman, 1992; Clarke,
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1997). Ein wichtiger Grund, weshalb der Rinderkot als Hauptinfektionsquelle bei der Paratuberkulose gilt,
sind die sehr hohen Erregerkonzentrationen pro Gramm Rinderkot, die von Tieren mit manifester
Paratuberkulose taglich ausgeschieden werden (Chiodini et al., 1984a; Clarke, 1997). Bei klinisch
erkrankten Tieren ist mit einer Kontamination der Umgebung von bis zu ' KB pro Tag auszugehen
(Chiodini et al., 1984a). Allerdings sind diese Erregerkonzentrationen nicht kontinuierlich im Kot zu
erwarten, da der Erreger intermittierend ausgeschieden wird (Clarke, 1997).

Aber auch andere Infektionsquellen miissen in Betracht gezogen werden. In geringeren Mengen kann der
Erreger Uber dieMilch ausgeschieden werden (Schaaf und Beerwerth, 1960), die somit auch als
Infektionsquelle von Jungtieren in Frage kommt. In der Literatur wird von Erregerkonzentrationen
zwischen 2 und 8 KbE pro 50 ml Milch bei klinisch inapparent und klinisch infizierten Milchrindern
berichtet (Stabel et al., 2001). Einer Studie gelang der kulturelle Nachweis vorinMié&lostrum von

Rindern, die sich in der klinisch inapparenten Phase der Paratuberkulose befanden (Streeter et al., 1995).
Untersuchungen von Euterlymphknoten, Milch sowie Kot symptomloser Rinder ergaben ebenfalls positive
kulturelle Ergebnisse (Sweeney et al., 1992). Insgesamt bleibt festzuhalten, dass die Mehrzahl der Kalber
(85 %) sich nach der Geburt Uber Kot-verschmutzte Milch bzw. Kot-verschmutzte Zitzen oder durch
erregerhaltiges Kolostrum infizieren. Diosis infectiosa minimavurde mit 10 Erregern pro Kalb
angegeben (Gerlach, 2002).

Weiterhin sind aucfrinkwasser (Larsen et al., 1956), Kot-verschmutztes Gras auVdeideflachen

(Gay und Sherman, 1992), aber auch verschm@etétschaftenund Arbeitskleidung des Personals bzw.
Tierarztes (Schaaf et al., 1956) als mdgliche Infektionsquellen in Betracht zu ziehen. Einige Autoren halten
eine Verbreitung von MAP (ber Aerosole, die von kontaminierten Gewassern aufgewirbelt werden, fiir
moglich (Blanchard und Syzdek, 1970; Primm et al., 2004; Rowe und Grant, 2006). Deratige MAP-haltige
Aerosole kdnnen nach Meinung der Autoren durch den Wind grol3e Distanzen zuriicklegen und von
grasenden Tieren aufgenommen werden (Clark, 2005; Whittington et al., 2005). Die Inhalation von
Aerosolen konnte als moglicher Ubertragungsweg von MAP auf Rinder bereits nachgewiesen werden
(Corner et al., 2004).

Da Darmnematoden wie Haemonchus contortus, Ostertagia circumcinst@wie Trichostrongylus
colubriformisder kleinen und grof3en Wiederkauer direkten Kontakt zu pathogenen Mikroorganismen im
Kot der Tiere haben, ist eine Kontamination der Parasiten mit MAP und damit die Ubertragung dieser
Erreger Uber die Darmparasiten innerhalb von Tierherden méglich (Lloyd et al., 2001; Gerlach, 2002). In
einem Modellversuch wurde Kot von Schafen, die Haemonchus contortus, Ostertagia circumcincta
sowieTrichostrongylus colubriformigifiziert waren, artifiziell mit MAP kontaminiert (Lloyd et al., 2001).

Die Untersuchungen zeigten, dass aus allen drei Nemathoden-Speziess(rogilidag lebensfahige
Erreger isoliert werden konnten.

Aber auch aus deGenitalorganen weiblicher sowie den Geschlechtsdriisen und der Samenfliissigkeit
mannlicher Rinder gelang der Nachweis des Erregers (Philpott, 1993; Cocito et al., 1994; Streeter et al.,
1995; Millar et al., 1996; Herthnek und Bdlske, 2006). Bereits 1955 wurde der Erreger aus dem Uterus
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einer Kuh sowie dem Huft- und Blinddarm des zugehdrigen Fotus isoliert (Pearson und McClelland, 1955).
Ebenso konnte MAP in funf von 24 Féten und in drei Uteri klinisch erkrankter Kuhe isoliert werden
(Lawrence, 1956). Schaaf (1957) gelang bei 23 von 36 untersuchten Foten die kulturelle Anziichtung von
MAP aus Magen-Darm-, Gehirn-, Milz-, Leber-, Nieren-, Lunge- sowie Herzgewebe. Die beprobten und
infizierten Féten wiesen dabei unterschiedliche Entwicklungsstufen auf. Bei Seitz et al. (1989) wiesen von
34 untersuchten Foten MAP-positiver, klinisch auffalliger Rinder 9 Féten (26,4 %) ein positives kulturelles
Ergebnis der Organuntersuchungen auf. Bei Sweeney et al. (1992) waren 17,8 % der untersuchten Foten
von infizierten Muttertieren MAP-positiv. Auch Rohde und Shulaw (1990) konnten in ihren
Untersuchungen MAP im Endometrium und den Kotyledonen gravider sowie nicht gravider, klinisch bzw.
klinisch inapparent erkrankter Rinder nachweisen. Cocito et al. (1994) schliel3en eine mdgliche intrauterine
Ubertragung des Erregers auf den Fétus auch bei klinisch inapparent infizierten Muttertieren nicht aus.
Insgesamt kommt jedoch der intrauterinen Ubertragung der Paratuberkulose auf die Nachzucht in
Rinderbestéanden eine weniger bedeutsame Rolle zu (Gerlach, 2002).

Bereits 1956 isolierten Tunkl und Aleraj MAP aus Hoden und Samenflissigkeit von klinisch erkrankten
Bullen. Larsen et al. (1981) gelang der Nachweis von MAP aus der Bulbourethraldriise, der Prostata und
der Samenblase von Bullen mit und ohne klinisch manifester Paratuberkulose. Nach Meinung der Autoren
ist der Erreger zudem in der Lage, den Tiefgefriervorgang bei der Herstellung von Tiefgefriersperma zu
uberleben. Somit muss auch der Geschlechtsakt als moglicher Ubertragungsweg der Paratuberkulose in

Betracht gezogen werden (Larsen et al., 1981).

2.8 Pathogenese und klinisches Bild der Paratuberkulose

Bislang ist die Pathogenese der Paratuberkulose noch weitgehend ungeklart. Der Verlauf einer Infektion
mit MAP ist abhdngig von Immunstatus, Alter, der aufgenommenen Erregermenge sowie der
Resistenzlage des betroffenen Tieres (Dirksen et al., 2003). Die Paratuberkulose des Rindes wird anhand
symptomatischer Kriterien in drei unterschiedliche Stadien untergliedert (Dirksen et al., 2008kt®as
Stadium ist das friihe Infektionsstadium der Kalber. Nach der oralen Aufnahme des Erregers wird dieser
Uberwiegend durch Endozytose von intestinalen M-Zellen im Epithel von Illeum (vorwiegend
PEYER’schen Platten) und Jejunum aufgenommen (Chiodini et al., 1984a; Momotani et al., 1988). Die
Tatsache, dass adulte Tiere eine weit geringere Anzahl an M-Zellen in ihrer Darmmukosa aufweisen,
konnte die Ursache fir ihre reduzierte Infektionsanfalligkeit sein (Chiodini, 1991).

Nach Freisetzung des Erregers aus den intestinalen M-Zellen erfolgt dessen gezielte Phagozytose durch die
eigentlichen Zielzellen des Erregers, die sub- und intraepithelialen Wirtsmakrophagen (Clarke, 1997).
MAP-spezifische Rezeptoren auf deren Oberflache konnten bislang nicht identifiziert werden. Nach
Zurbrick und Czuprynski (1987) wird der Erreger jedoch von ausgereiften Makrophagen wesentlich
effektiver phagozytiert als von unreifen Monozyten. Bislang sind die intrazellularen Pathomechanismen bei

der Paratuberkulose nicht vollstandig bekannt (Zurbrick und Czuprynski, 1987). Als gesichert gilt, dass
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MAP in der Lage ist, die Abwehrmechanismen der Makrophagen langfristig zu Uberdauern ohne eine
ausgepragte humorale Immunantwort des Wirts zu induzieren (Pohlenz, 1991). Einige Autoren machen die
lipidreiche Zellwandschicht von MAP fiir die aul3erordentliche Resistenz des Erregers gegeniber
intrazelluldren Abwehrmechanismen seitens der Wirtsmakrophagen verantwortlich (Zurbrick und
Czuprynski, 1987; Brennan und Nikaido, 1995; Tanaka et al., 1996). Die Immunantwort ist in diesem
Krankheitsstadium insbesondere durch T-Lymphozyten zellvermittelt (Clarke, 1997). GemalRR den
Untersuchungen von Wu et al. (2007) konnte bei einem Infektionsversuch an Kalbern (n = 7) mittels
Durchflusszytometrie eine Proliferation von CDZ%-Helferzellen 8 bis 9 Monatgost infectionem
nachgewiesen werden. Weiterhin konnte bei den Untersuchungen der Gewebeproben dieser Tiere eine
TH1-vermittelte zellulare Immunantwort ermittelt werden.

Mit Hilfe erregerhaltiger Makrophagen gelangt MAP in mesenteriale Lymphknoten bzw. Lymphgewebe
oder Uber deductus thoracicuguch in andere Organe des Wirts (Chiodini, 1996). Die Arbeitsgruppe von
Wu et al. (2007) konnte den Erreger bereits ein bis zwei Stunden nach dessen Inokulation direkt in das
Darmlumen von Kélbern (n = 7) in den Mesenteriallymphknoten kulturell nachweisen. MAP ist somit
offensichtlich in der Lage, die Darmbarriere in wenigen Stunden zu Uberwinden. Die Untersuchungen
dieser Arbeit zeigen weiterhin, dass insbesondere in den Mesenteriallymphknoten und der Leber
nachweisbare Erregerkonzentrationen zu finden waren, nicht aber in anderen Organen. Selbst in
Gewebeproben des lleums und des Jejunums konnten vierpdsg@fectionenkeine Erregerzellen
kulturell nachgewiesen werden (Wu et al., 2007). Ab dem 30.pdsg infectionengelang tber einen
Zeitraum von neun Monaten der kulturelle Erregernachweis ausschlieBlich im Illeum und den
Lymphknoten der Tiere mit einer Nachweisgrenze von 20 KbE/g Gewebe. Die Autoren schlussfolgern aus
den Ergebnissen ihrer Untersuchungen, dass MAP insbesondere in den Lymphknoten und dem lleum
persistiert. Die Untersuchungen der Kalberkotproben zeigten in den ersten drgddsigefectionengin

positives kulturelles Ergebnis. Die Autoren gehen von einem Nachweis ,passagierter Erreger* nach
Verabreichung des Inokulums aus. In den neun Monaten Beprobungszeit konnten in dieser Studie
ansonsten keine positiven Kulturergebnisse erzielt werden.

Im ersten Stadium der Erkrankung sind kemekroskopischen Veradnderungen bei der Sektion
feststellbar. Erste granulomatdse Lasionen giathohistologisch nach zwei bis drei Monatepost
infectionemin den interfollikularen Regionen der Peyerschen Platten und den Mesenteriallymphknoten zu
erwarten. Klinische Symptome der Paratuberkulose sind in diesem Krankheitsstadium nur selten zu
beobachten. Ebenso ist die Ausscheidung des Erregers tber den Kot infizierter Tiere selten (Whitlock und
Buergelt, 1996).

Daszweite Stadium der Paratuberkulosedas klinisch inapparente Infektionsstadium adulter Tiere, wird
auch als klinisch inapparente Exkretionsphase bezeichnet. Innerhalb dieser Phase ist nur bei einer sehr
geringen Anzahl der betroffenen Milchrinder mit einer klinischen Symptomatik zu rechnen (Lepper et al.,
1989), allerdings besteht ein flieRender Ubergang in das dritte, klinische Stadium der Erkrankung. In der

klinisch inapparenten Phase der Paratuberkulose kommt es vermehrt zur Freisetzung von MAP aus
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erregerhaltigen Makrophagen in das umliegende Gewebe und zu Neuinfektionen weiterer phagozytierender
Wirtszellen. Dadurch ist eine kontinuierliche Vermehrung und Ausbreitung von MAP in der Darmmukosa
und anderen Organen gewahrleistet. Die gro3e Anzahl an Zellinfiltrationen in den betroffenen
Darmgeweben fuhrt zur Ausbildung von Granulomen in der Darmmukosa und den umliegenden
Lymphknoten (Zurbrick und Czuprynski, 1987; Momotani et al., 1988). Die bislang Uberwiegende
zellulare Immunabwehr geht langsam in eine humorale tber (Chiodini et al., I9@&ke)skopisch

kénnen jedoch in der Sektion Anzeichen einer leichten Enteritis, gering- bis mittelgradige
Darmschleimhauthypertrophien und vergroRerte Mesenterial-Lymphknoten zu erkennen sein.
Pathohistologisch finden sich in betroffenem Gewebe massive Infiltrationen von Makrophagen,
Epitheloidzellen und vereinzelten Langhansschen Riesenzellen, in denen sich die Erreger durch eine Ziehl-
Neelsen-Farbung als leuchtend rote Stéabchen anfarben lassen.

Das dritte bzw. Endstadium der Paratuberkulose ist das klinisch manifeste oder auch exkretorische
Stadium mit einer Inkubationszeit von zwei bis zehn Jahren (Whitlock und Buergelt, 1996). Es gibt aber
auch Autoren, die zwischen einem dritten und vierten Krankheitsstadium unterscheiden (Whitlock und
Buergelt, 1996). Das vierte Stadium ist dabei das ,Finalstadium® der Erkrankung und spiegelt den
Hohepunkt der klinischen Manifestation mit massiv ausgepragter klinischer Symptomatik bis hin zum Tod
der Tiere wider. Beide gehen flieRend ineinander Uber, so dass man sie auch zu einem Krankheitsstadium
zusammenfassen kann.

Die aus der fortschreitenden Darmschleimhauthypertrophie resultierende, stark eingeschréankte
Resorptions- und Sekretionsleistung der betroffenen Darmabschnitte (Malabsorptions- bzw. Maldigestions-
Syndrom), gefolgt von einer ausgepragten Hypoproteinamie, fuhren zu der klassischen Symptomatik der
Paratuberkulose: unstillbare, wiederkehrende, wassrig-blasige Durchfalle, kontinuierliche Abmagerung
trotz gleich bleibender Futteraufnahme, Reduktion der Milchleistung und der Fertilitdt, gesteigerte
Anfalligkeit gegentiber anderen Erkrankungen, struppiges Fell sowie in einem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium Hungerddeme, insbesondere an Triel und Unterkiefer, bis hin zu einem gestorten
Allgemeinbefinden (Patterson und Berrett, 1969; Dirksen et al., 2003). In diesem Stadium sind
grol¥flachige Darmabschnitte von lleum und Jejunum, aber auch angrenzende Lymphknoten bzw. -gewebe
und parenchymattse Organe wie Niere, Milz, Leber, Lunge und Uterus von dem Bakterium befallen
(Trautwein, 1991). In der klinischen Phase der Paratuberkulose ist die humorale Immunantwort
vorherrschend und ermdglicht den serologischen Nachweis von Antikorpern (Chiodini et al., 1984a).
Gegen Ende des dritten Krankheitsstadiums kann diese jedoch bis hin zur Anergie abnehmen und zu

serologisch falsch-negativen Ergebnissen fiihren (Chiodini, 1996).
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Abbildung 3: Milchrind in der Endphase der Paratuberkulose (Klinik far
Wiederkauer und Schweine der Justus-Liebig-Universitat Giel3en)

Makroskopisch erscheint die betroffene massiv verdickte Diinndarmschleimhaut von lleum und Jejunum
in der Sektion hirnwindungsartig aufgeworfen. Die Mesenteriallymphknoten sind teilweise hochgradig
vergrolRert. Gegen Ende des dritten Krankheitsstadiums werden mit Erregern angefiillte epitheloide Zellen

ins Darmlumen abgestreift und intermittierend mit dem Kot ausgeschieden.

Abbildung 4 und 5:  paratuberkulds-veranderte Darmschlingen (links) bzw. -verandertes
Darmsttick (rechts) mit hirnwindungsartig aufgeworfener
Darmschleimhaut (Institut fir Tierarztliche Nahrungsmittelkunde der
Justus-Liebig-Universitat Giel3en)

Pathohistologischsind granulomatdse Entziindungen des lleums und Jejunums sowie der zugehdrigen
Mesenteriallymphknoten zu erkennen. Die erregerhaltigen Zellinfiltrate kénnen dabei die Krypten der
betroffenen Darmabschnitte verdrangen und sich bis in die Mukosa und Submukosa ausdehnen. Die
Darmzotten sind verdickt und verkurzt. Sie sind zu ihrer Spitze hin kolbenférmig aufgetrieben und
enthalten eine Vielzahl an erregerhaltigen Makrophagen, die mittels Ziehl-Neelsen-Farbung sichtbar
werden. Die granulomatésen  Zellinfiltrationen  fuhren  aufgrund  der  fortschreitenden

Schleimhauthyperplasie zu massiven Funktionsverlusten der betroffenen Darmabschnitte.
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2.9 Diagnostische Verfahren

2.9.1 Indirekter Erregernachweis

Der Johnin-Test gehort zu den indirekten Nachweisverfahren und istatdngologischer Testzum
Nachweis der Paratuberkulose bei Rindern auf Basis der zellularen Immunantwort. Bei diesem
Testverfahren wird Rindern entweder intradermal oder intravengs aviare Tuberkulin- oder Johnin-/
Paratuberkulin-L6sung verabreicht. Die Auswertung dieses allergologischen Tests erfolgt bei intradermaler
Applikation Uber die Messung der Hautfaltendicke an der Injektionsstelle. Dabei werden zwei
Reaktionstypen unterschieden: zum einen die allergische Reaktion vom Soforttyp, die sich innerhalb von
zwei Stunden durch ddematdse Schwellungen an der Injektionsstelle &uf3ert, zum anderen kdnnen nach 24-
72 Stunden Reaktionen vom verzogerten Typ in Form von tiefreichenden Umfangsvermehrungen im
Bereich der Injektionsstelle beobachtet werden. Die Auswertung des Tests bei intravendser Applikation
erfolgt durch Messung der Kérpertemperatur bzw. durch das Verhaltnis neutrophiler Granulozyten zu
Lymphozyten (Chiodini et al., 1984a). Bereits 1909 stellte Bang fest, dass an Paratuberkulose erkrankte
Rinder auf subkutane Injektionen von aviarem Tuberkulin mit einem deutlichen Temperaturanstieg
reagieren. Im Gegensatz dazu fiihrte die Verwendung von bovinem Tuberkulin bei der Injektion zu keinen
Temperaturveréanderungen. Erst spater ergaben Untersuchungen an MAP-infizierten Rindern, dass Johnin
eine grof3ere diagnostische Zuverlassigkeit aufweist als avidres Tuberkulin (Ernest, 1927; Dunkin, 1928;
Beach, 1930). Bei wiederholten Injektionen von Johnin ist die Injektionsstelle zu wechseln, da sonst mit
reduzierten Hautreaktionen zu rechnen ist (Larsen und Johnson, 1949). Nach Untersuchungen von Merkal
(1973) ermoglicht die intraventse Applikation von Johnin eine zuverlassigere Auswertung als die
intradermale Applikation. Allerdings ist bei der intravendsen Injektion die Entwicklung eines
anaphylaktischen Schocks nicht auszuschlieBen (Chiodini et al., 1984a). Mdgliche Kreuzreaktionen mit
anderen Mykobakterien widycobacterium boviand Mycobacterim aviunssp.aviumsowie die variable

Abwehrlage der Tiere erschweren eine definitive Diagnose (Stabel, 1996; Clarke, 1997).

Eine weitere Mdoglichkeit, MAP-infizierte Tiere in einem frilhen Krankheitsstadium zu detektieren, ist die
Bestimmung dey-Interferon-Konzentration (y-IFN) im Blutserum von Rindern (Stabel, 1996). Dieser

Test ermdoglicht den Nachweis der zellularen, T-Zell-gesteuerten Immunantwort und bietet die
Mdoglichkeit, Paratuberkuloseinfektionen bei Jungtieren bzw. Rindern mit einer geringen humoralen
Immunantwort zu detektieren (Hietala, 1992; Collins, 1996). Nach Hietala (1992) lag bei einem
kommerziell erhaltlichen -Interferon-ELISA (Fa. IDEXX Laboratories) die Sensitivitat in einem Bereich

von 70-94 % und die Spezifitat in einem Bereich von 97-99 %. Bei Untersuchungen von McDonald et al.
(1999) traten zahlreiche falsch-positive Reagenten auf, weshalb die Autoren dieses Testsystem als
ungeeignet fir die Paratuberkulosediagnostik befanden. Zusatzlich erschwert die grof3e Variabilitat der

Immunantwort infizierter Tiere die Diagnostik mit derAFN-Test (McDonald et al., 1999).
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Die Komplementbindungsreaktion (KBR) und der Agargel-lmmundiffusionstest (AGID) sind
serologische Verfahren zum Nachweis von Antikdrpern gegen MAP. Im Vergleich zu verschiedenen
ELISA-Verfahren zeigte die KBR eine signifikant niedrigere Sensitivitat (Sockett et al., 1992; Reichel et
al., 1999). Gegenuber dem kulturellen Nachweis von MAP ergab sich nach Reichel et al. (1999) eine
Sensitivitat von nur 17,9 %.

Die AGID-Methode verfiigt gemald Literaturangaben Uber eine Sensitivitdt von nur 50 % bei klinisch
auffalligen Rindern, die sich in der Endphase der Paratuberkulose befinden. Bei klinisch inapparent
infizierten Rindern wurde eine deutlich niedrigere Sensitivitat mit Werten von 27-29 % ermittelt (Hietala,
1992). Auch zahlreiche andere Studien bestétigen, dass sowohl die KBR als auch der AGID aufgrund ihrer
geringen Sensitivitat fir eine erfolgreiche Bestandssanierung ungeeignet sind (Kreeger, 1991; Ridge und
Morgan, 1991; Belletti et al., 1992; Hilbink et al., 1994).

Ein weiteres, sehr haufig eingesetztes serologisches Nachweisverfahren bei der Partuberkulose-Diagnostik
ist der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Der ELISA liefert eine signifikant héhere
Sensitivitat und Spezifitat als die KBR oder der AGID (Reichel et al., 1999). Insgesamt existieren derzeit
vier kommerziell erhaltliche ELISA-Verfahren, die als indirekte Diagnostika fiir die Paratuberkulose in
Deutschland zugelassen sind. Dazu gehort der ELISA der Firma IDEXX, der Firma Pourquier, der Firma

Svanova und der Firma Symbiotics (Tabelle 3).

Tabelle 3: In Deutschland zugelassene ELISA-Verfahren zum Nachweis der
Paratuberkulose unter Berticksichtigung des jeweiligen Antigens und der
Art der Proben

ELISA Antigen Erhoéhung der Spezifital Art der Probe
FirmaPourquie protoplasmatischer Extrakt wi . . . .
Erankreich MAP Vorabsorption miM. phlei Blutserum, Milch
FirmalDEXX . . .

Scandinavia, Schwedeh Ganzzellantigen von MAP Vorabsorption it phlei Blutserum
FirmaSvanovi Zellwandantigen (LAN) von .
Schweden MAP - Blutserum, Milch
FirmaSymrbiotics protoplasmatlsches Antigen v i Blutserum

USA M. aviumssp.

LAM: Lipoarabinomannan

Diese zugelassenen ELISA-Verfahren unterscheiden sich sowohl in ihrer Sensitivitdt als auch in ihrer
Spezifitat (Tabelle 4). Deshalb gewahrleisten die durch diese unterschiedlichen Tests ermittelten
Seroprévalenzen keine verlasslichen Riickschlisse auf die tatséchliche Pravalenz der Paratuberkulose in
den Rinderherden (K&hler, 2005).
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Tabelle 4: Diagnostische Validitat unterschiedlicher ELISA-Verfahren im Vergleich
zur Kotkultur zum Nachweis der Paratuberkulose (Kdhler et al., 2004)

Nachweisverfahren Probenmatrix | Sensitivitét (%) Spezifitat (%)
Gesamtpqpulation Eir;f,?fg||ige
(MAP positiv + neg.) Milchrinder

ELISA der Firma Pourquier Serum 53,6 34,4 99,3

ELISA der Firma IDEXX Serum 55,6 37,7 94,8

ELISA der Firma Svanova Serum 70,0 55,7 76,6

ELISA der Firma Symbiotics| Serum 40,0 n.d: 94,8

ELISA der Firma Pourquier Milch 54,5 n.d. 98,3

ELISA der Firma Svanova Milch 54,5 n.d. 88,7

Kotkultur Kot 40,0 28,6 100,0

“n.d.: not detectable = nicht nachweisbar

Die grof3e Varianz der serologischen Untersuchungen bedingt durch den Einsatz verschiedener ELISA-
Verfahren wird durch zahlreiche Studien belegt (Collins und Sockett, 1993; Rossiter und Burhans, 1996).
Beispielsweise erwiesen sich bei den Untersuchungen von Ortmann et al. (2005) von 269 Rinderseren, die
mit dem SVANOVIR-ELISA (Fa. Svanova) untersucht wurden, 53 (20 %) der untersuchten Blutproben
als ,nicht negativ‘. Von diesen reagierten 38 Proben (72 %) eindeutig positiv und 15 Proben (28 %)
fraglich. Nachgeschaltete serologische Untersuchungen dieser 53 ,nicht negativen® Blutproben mit dem
IDEXX-ELISA (Fa. IDEXX) fuhrten zu folgenden Ergebnissen: 39 Blutseren (74 %) reagierten mit dem
IDEXX-ELISA eindeutig negativ und 14 Proben (26 %) ,nicht negativ‘. Davon wurden jeweils 7 Proben
positiv und 7 fraglich beurteilt. Die Ergebnisse zeigen deutliche Diskrepanzen zwischen den beiden
serologischen Testverfahren. Ebenso belegen Untersuchungen von 2.748 Serumproben in Bayern die
Diskrepanzen der derzeit in Deutschland zugelassenen ELISA-Verfahren (Bottcher et al., 2005). In Tabelle
5 sind die Herden- bzw. Einzeltieruntersuchungen, die mit den unterschiedlichen ELISA-Verfahren

ermittelt werden konnten, gelistet.
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Tabelle 5: Ergebnisse der serologischen Herden- bzw. Einzeltier-Untersuchungen
von 2.748 Serumproben aus 119 bayrischen Rinderherden unter
Berlcksichtigung von drei verschiedenen ELISA-Verfahren (Bottcher et

al., 2005)
Test SVANOVIR ®-ELISA IDEXX-ELISA Pourquier-ELISA
negativ (-) 60,6 % (58,7-62,4 %) 95,9 % (95,1-96,6 %) 98,8 % (98,4-99,2 %)
tE_inzel' positiv (+) 15,3 % (13,9-16,6 %) 2,6 % (2,0-3,2 %) 0,3 % (0,1-0,5 %)
o fraglich (?) | 24,1 % (22,0-26,%) 1,5 % (1,0-1,9 %) 0,9 % (0,4-1,4 %)
Herden mitf 98 % 93 % 45 % 20 % 18 % 12 %
Reagenten | (96-100 %) | (88-98 %) | (36-54 %) | (10-23%)| (9-21%) | (5-15%)

Aber nicht nur die Unterschiede in der Sensitivitdt und Spezifitat der zugelassenen ELISA-Verfahren
erschweren den gezielten Antikdrpernachweis von MAP in den Rinderherden. Zusatzlich verhindern die
humoralen Abwehrreaktionen im Rahmen des Krankheitsgeschehens der Paratuberkulose einen
friihzeitigen Antikbrpernachweis. Eine Serokonversion ist bei Rindern meist erst ab einem Alter von ein bis
drei Jahren nachweisbar und kann von Tier zu Tier stark variieren. Allerdings ist die Ausscheidung des
Erregers mit dem Kot bereits in der klinisch inapparenten Phase der Paratuberkulose oftmals vor einer
nachweisbaren Serokonversion mdglich, wie Untersuchungen von Sweeney et al. (2005) belegen. Dabei
konnte im Rahmen von Verlaufsuntersuchungen von 500 Milchrindern bei 50 % der MAP-infizierten Tiere
der Erreger mindestens einmal kulturell nachgewiesen werden, bevor diese im ELISA positiv reagierten.
38 % der Tiere zeigten gleichzeitig sowohl im ELISA als auch in der Kotkultur ein positives Ergebnis,
wahrend sich nur 12 % als ELISA-positiv vor dem Nachweis im Kot erwiesen (Sweeney et al., 2005).

Eine Ausnahme bildet der sog. LAM-ELISA der Fa. Svanova, mit dem das Zellwandantigen
Lipoarabinomannan von MAP nachgewiesen werden kann. Dieser ELISA bietet einen neuen
diagnostischen Ansatz, da ein grof3er Anteil infizierter Rinder in der klinisch inapparenten Phase der
Paratuberkulose identifiziert werden kann. Der LAM-ELISA eignet sich damit besonders zum Einsatz fiir
die Sanierung von Problembetrieben. Dennoch ist auch mit dem LAM-ELISA ein 100 %iger Nachweis
infizierter Tiere, die sich entweder in der klinischen oder klinisch inapparenten Phase der Paratuberkulose
befinden, nicht gewahrleistet, zumal individuelle Unterschiede in der humoralen Immunitat der Tiere
vorliegen und diese dariber hinaus phasenweise Schwankungen unterliegen kann.

Vor diesem Hintergrund ist nach wie vor der kombinierte Einsatz verschiedener Nachweisverfahren
(Kotkultur, ELISA oder PCR) zur Bekampfung der Paratuberkulose in Rinderherden zu empfehlen (s.
Kapitel 2.10). Die Seropravalenz lasst derzeit noch keine sicheren Ruckschliisse auf die tatsachliche
Préavalenz in Rinderherden zu und ist nicht ausreichend fir die Ermittlung des Infektionsstatus von

Einzeltieren.
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2.9.2 Direkter Erregernachweis

2.9.2.1 Mikroskopischer Erregernachweis

Der mikroskopische Erregernachweisist ein schnelles und kostengiinstiges Verfahren, das sich sehr gut
zur Absicherung einer gestellten klinischen Diagnose eignet. Die Mikroskopie findet hdufig Anwendung
bei der Untersuchung von Kotproben lebender Tiere, aber auch bei postmortalen Untersuchungen von
Darm- und Lymphgewebe. Bislang ist die Ziehl-Neelsen-Farbung die Methode der Wahl fir den
mikroskopischen Nachweis von saurefesten Mykobakterien (Rolle und Mayr, 2002). Durch gleichzeitiges
Einwirken von Beize und Hitze wird die stabile mykobakterielle Zellwand durchlassig fir den
Arylmethanfarbstoff Carbolfuchsin, der die Mykobakterien leuchtend rot anféarbt. Die umliegende Matrix
kann anschlielend mit Methylenblau angefarbt werden. Hinweise auf das Vorliegen von MAP bei der
mikroskopischen Untersuchung von Probenmaterial liefern nestartige Zusammenlagerungen, die typisch
fur MAP sind (Merkal, 1973; Benedictus et al., 1987). Saprophytische Mykobakteri&h piei neigen

nicht zur Ausbildung von Nestern (Schaaf et al., 1956; Chiodini et al., 1984a).

© 0

Abb. 6 Abb. 7

Abbildung 6 und 7:  Ziehl-Neelsen-Farbung von Rinderkot eines an Paratuberkulose
erkrankten Rindes (links); Ziehl-Neelsen-Farbung von Darmgewebe
eines an Paratuberkulose erkrankten Rindes (rechts) (Institut fur
Tierarztliche Nahrungsmittelkunde der Justus-Liebig-Universitat
Giel3en)

Allerdings ermoglicht die mikroskopische Untersuchung keine endgultige Spezies-Differenzierung
nachgewiesener saurefester Stébchenbakterien (Benazzi et al., 1996). Ein weiterer Nachteil der
mikroskopischen Untersuchung ist die geringe Sensitivitat im Vergleich zu anderen Nachweisverfahren.
Untersuchungen von Kotproben klinisch und klinisch inapparent infizierter Rinder (n = 132) zeigten, dass
nur 49 % der klinisch und 19 % der klinisch inapparent infizierten, kulturell positiv detektierten Rinder mit
der Ziehl-Neelsen-Farbung bestétigt werden konnten (Zimmer et al., 1999). Auch nach Merkal et al. (1968)
konnten bei der Untersuchung von Kotproben in der Regel nur Rinder als positiv identifiziert werden, die
sich in der klinisch-manifesten Endphase der Paratuberkulose befanden und den Erreger massiv mit dem

Kot ausschieden. Zudem ist selbst in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium aufgrund der
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intermittierenden Ausscheidung des Erregers mit dem Kot nicht immer ein Erregernachweis méglich.
Weitere mikroskopische Untersuchungen von postmortal enthommenen Gewebeproben des lleums sowie
zugehoriger Darmlymphknoten erméglichten einen zuverlassigeren Erregernachweis (Merkal, 1973).
Demgegentiber erbrachte die mikroskopische Untersuchung der rektalen Darmschleimhaut klinisch
auffalliger Rinder keine befriedigenden Ergebnisse (Merkal, 1973; Schliesser und Schaal, 1983), zumal
selbst in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium keine pathomorphologischen Verdnderungen der

distalen Darmabschnitte wie Colon und Rektum zu beobachten sind.

2.9.2.2 Kultureller Erregernachweis

Der positivekulturelle Nachweis von MAP im Kot gilt bislang, trotz der langen Kultivierungszeiten von
8-16 Wochen, als ,gold standard* der Paratuberkulose-Diagnostik (Chiodini et al., 1984a; Hietala, 1992;
Collins et al., 1993). Aufgrund der intermittierenden Erregerausscheidung mit dem Kot eignet sich der
kulturelle Nachweis von MAP aus Lymph- und Darmgewebe besser zum Nachweis infizierter Tiere und ist
daher als ,gold standard“ geeigneter. Allerdings sind die letztgenannten Matrizes ungeeignet fir die
Diagnostik am lebenden Tier.

Um eine kulturelle Anzichtung fir einen derart langen Zeitraum zu erméglichen, missen die
unterschiedlichen Probenmatrizes im Vorfeld dekontaminiert werden, da sonst die Gefahr einer
Kontamination der Medien durch Begleitkeime (Pilze und Bakterien) besteht. Im Laufe der Jahrzehnte
fanden verschiedene Dekontaminationsverfahren fur die kulturelle Anziichtung von MAP aus Rinderkot
Verwendung, wie beispielsweise Schwefelsdure (Léwenstein, 1924), 20 %iges Antiformin (Dunkin, 1928),
aber auch Kalilauge und Salzs&aure in unterschiedlichen Konzentrationen und Einwirkzeiten (Lange und
Pescatore, 1937). Zahlreiche Studien erzielten mit Antiformin die besten Anzucht-Ergebnisse (Lange und
Pescatore, 1937; Minett, 1942; Bierbaum, 1950). Nach Merkal et al. (1964) toten
Dekontaminationsverfahren mit Phenolen, Natronlauge, Schwefelsdure, Oxalsdure und Antiformin nicht
nur die Begleitkeimflora ab, sondern auch einen hohen Anteil der gesuchten MAP-Zellen. Die Autoren
stellten bei Untersuchungen von Kot- und Gewebeproben infizierter Rinder mit unterschiedlichen
Dekontaminationsverfahren wie NaOH, Phenol, NaOCl und Benzalkoniumchlorid, bei gleichzeitig
variablen Einwirkzeiten, fest, dass das Benzalkoniumchlorid in Konzentrationen bis zu 1 % selbst bei
mehrtdgigen Einwirkphasen nur geringe Erregerverluste bewirkte. Gleichzeitig wurde das Wachstum der
meisten Begleitkeime erfolgreich unterdriickt (Merkal et al., 1964). Weitere umfangreiche Untersuchungen
Uber den kulturellen Nachweis von Mykobakterien in Kotproben zeigten, dass die Kombination aus
4 %iger Natronlauge und 5 %iger Oxalsaure die Begleitflora bei der kulturellen Anziichtung von MAP auf
ein akzeptables Minimum herabsetzt (Beerwerth, 1967). Eine Schadigung der Mykobakterien konnte dabei
nicht festgestellt werden. Auch heute findet dieses Dekontaminationsverfahren in Einzelféallen bevorzugt
Anwendung (Glanemann et al., 2004), wahrend die Mehrheit der Studien Dekontaminationsverfahren
basierend auf Hexadecylpyridiniumchlorid (HPG;HE{CIN-H,O) einsetzen (Merkal, 1984; David und

Bonner, 1986; Schneider, 2003; Johansen et al., 2006). Der Arbeitskreis fir Veterindrmedizinische
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Infektionskrankheiten (AVID) empfiehlt fir den kulturellen Nachweis von MAP aus Rinderkot 0,75 %ige
HPC-Ldsung in Kombination mit einer 24-stiindigen Einwirkzeit. HPC gewébhrleistet eine zuverlassige
Abtotung der im Rinderkot enthaltenen Begleitkeimflora und ermoglicht eine gezielte Selektion von MAP
(AVID VII/1996). In verschiedenen Studien konnte mit einer zusatzlichen Zentrifugation der Proben
wahrend der Dekontamination (Ridge, 1993; Stabel et al.,, 1997; Reddacliff et al., 2003) sowie
Konzentrierung der Erreger durch Filtrierung der Proben nach der Dekontamination (Collins et al., 1990;
Ridge, 1993) vorteilhafte Anzuchtergebnisse erzielt werden. Eine aktuelle Studie verglich die Effektivitat
sieben verschiedener HPC-Dekontaminationsverfahren miteinander. Dabei wurden die getesteten
Rinderkotproben mit 0,75 %iger HPC-L6sung durchmischt und im Anschluss sechs verschiedenen
Prozeduren unterzogen: a) 24 Stunden Einwirkzeit, b) 48 Stunden Einwirkzeit, c) 72 Stunden Einwirkzeit,
d) 96 Stunden Einwirkzeit, e) 24 Stunden Dekontamination mit 0,75 %iger HPC-LOsung, Zentrifugation
und anschlieend eine 24 Stunden Dekontamination in einer Amphotericin B-Nalidixinsdure-Vancomycin
(ANV)-Losung, f) 24 Stunden Dekontamination mit 0,75 %iger HPC-L6sung, Zentrifugation und
anschlieBend eine 24 Stunden Dekontamination in einer hochkonzentrierten Amphotericin-B-Losung
(Gierke und Kohler, 2006). Die Kultivierungsergebnisse zeigten, dass Einwirkzeiten > 48 Stunden zu einer
signifikant  niedrigeren  Anzahl an positiven  Kulturréhrchen  fuhrten.  Alle  brigen
Dekontaminationsverfahren  unterschieden sich nicht wesentlich in ihrer Nachweis- und
Kontaminationsrate. Auch der Einsatz der sog. Cornel-Methode (g), bei der die Proben fir 24 Stunden in ¥
Hirn-Herz Bouillon (HHB)-0,9 %iger HPC-L6sung dekontaminiert, anschlieRend zentrifugiert und erneut
24 Stunden in einer Amphotericin B-Nalidixinsdure-Vancomycin (ANV)-Lésung dekontaminiert wurden,
erbrachte keine Vorteile gegeniiber den vorangesteliten Dekontaminationsverfahren (Gierke und Koéhler,
2006).

Die ersten Kultivierungsversuche von Albien (1910) fiihrten trotz groRer Bemihungen zu keinem Erfolg.
Erst zwei Jahre spater gelang schlie3lich Twort und Ingram (1912) die Anziichtung des Erregers auf
Eiernahrbdden durch Zusatz von hitzeinaktivierten, getrockneten Kulturévi yamei Derzeit stehen fur

die kulturelle Anziichtung von MAP aus Rinderkotproben verschiedene Fest- (Herrold's Egg Yolk-
Schragnahrmedium (HEYM), Lowenstein-Jensen-Medium, Middlebrook 7H9, 7H10 sowie 7H11 u. a.)
und Flissignahrmedien (Mycobacterial Growth Indicator Tube (MGIT), Middlebrook 7H9 Broth u. a.) zur
Verfiigung (Gerlach und Valentin-Weigand, 1998; Hughes et al., 2001). Jedes der Nahrmedien sollte mit
dem Eisenchelatbildner Mycobactin J substituiert sein, da nur so das Wachstum von MAP gewahrleistet ist
(Gerlach, 2002). Des Weiteren bieten Zusatze von Antibiotika bzw. Antimycotika bei den eingesetzten
Nahrmedien erhebliche Vorteile, da diese gezielt die Uberwucherung der Medien mit Begleitkeimen
wahrend der langen Kultivierungsphasen unterdriicken. Es zeigte sich, dass Festndhrmedien auf
Eigelbbasis besonders geeignet sind fur die Kultivierung des Erregers (Ridge, 1993). Weiterhin sind
Schragnahrmedien unter den Festndhrmedien im Rahmen der langwierigen Kultivierungsphasen ebenfalls
besser geeignet, da sie langer Schutz vor Austrocknung bieten. Das Herold's Egg Yolk-Schragnahrmedium

mit dem Zusatz von Mycobactin J ist derzeit am besten geeignet fir den Nachweis von MAP aus Rinderkot
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(Merkal et al., 1987; Nielsen et al., 2004). Die optimalen Kultivierungstemperaturen fiir MAP liegen bei
+37-39 °C. Bei +30 °C ist nur noch ein leichtes Wachstum zu beobachten, wahrend ab Temperaturen
> +42 °C das Wachstum des Erregers eingestellt wird (Chiodini, 1986). Die Spezifitat der kulturellen
Anzichtung liegt bei 100 %, allerdings ist der Nachweis passagerer, nicht infizierter Ausscheider
insbesondere in einer erregerbelasteten Umgebung moglich. Demgegenuber ist die Sensitivitéat der
kulturellen Nachweismethode gering, da MAP intermittierend mit dem Kot ausgeschieden wird. In der
Literatur existieren verschiedene Angaben Uber die Sensitivitdt der Kotkultur. Diese wird auf 40-50 %
(Sockett et al., 1992) oder aber 60-90 % (Hietala, 1992) geschatzt; letztere allerdings nur, wenn die zu
untersuchenden Tiere auch Kklinisch erkrankt sind.

Aber auch Flussigndhrmedien gewahrleisten ein rasches Wachstum von MAP (Pfyffer, 2001). Die
Entwicklung eines radiometrischen Kulturverfahrens (radiometrisches BACTEC 460-Kulturverfahren)
ermdglichte eine Verkirzung der Bebritungsdauer bei der kulturellen Anziichtung von MAP (Morgan et
al., 1983; Damato und Collins, 1990). Zusatzlich konnten verschiedene Autoren durch den Einsatz dieses
radiometrischen Nachweisverfahrens die Sensitivitat der kulturellen Anzichtung im Vergleich zum
Herrold’'s Egg Yolk-Schrégndhrmedium erhdhen (Whittington et al., 1998; Whittington et al, 1999;
Eamens et al., 2000). Das BACTEC-System nutzt die Fahigkeit von Mykobakterien, aus radioaktiv
markierter Palmitinsaure"{C] Kohlendioxid freizusetzen, das sich radiometrisch nachweisen lasst. In
jungster Zeit wurde eine Reihe neuer, nicht-radiometrischer Kulturverfahren entwickelt, die ebenfalls auf
Flissigmedien wie dem MGIT _(obacteria G®wth Indicator_Tube) der Firma Becton Dickinson oder

dem MB/Redox der Firma Biotest basieren bzw. voll automatische Systeme wie das BACTEC MGIT 960
(Fa. Becton Dickinson), das MB/BacT (Fa. Organon Teknika) und das ESP Culture System Il (Fa.
AccuMed). lhre Entwicklung diente dem Ziel, einerseits schnelle Ergebnisse zu liefern und andererseits die
mit der radiometrischen BACTEC 460-Methode verbundenen Probleme, wie die Entsorgung radioaktiver
Medien, der Arbeitssicherheit, der hohen Anschaffungskosten fur das Analysegerat entgegen zu wirken.
Die Technik des manuellen MGIT bzw. des voll automatisierten MGIT (BACTEC MGIT 960) basiert
dabei auf einem im Boden der Kulturrohrchen befindlichen Fluoreszenzindikator, der durch eine
Silikonmembran von der Kulturfliissigkeit getrennt ist. Sobald der im Medium enthaltene Sauerstoff durch
das Wachstum von Mikroorganismen verbraucht wird, ist eine kontinuierliche Zunahme der Fluoreszenz
zu beobachten. Diese kann im manuellen MGIT durch eine UV-Lampe (366 nm) und im automatisierten
System instrumental nachgewiesen werden. Allerdings fiihrt auch das Wachstum unerwiinschter
Begleitkeime zu falsch-positiven Fluoreszenzsignalen (Pfyffer, 2001). Eine Studie am Friedrich-Loffler-
Institut vergleicht die Effektivitat der kulturellen Anziichtung von MAP in einem kommerziellen,
automatisierten Flussigkultursystem mit der herkdmmlichen Kultur auf Herrold's Egg Yolk-
Schragnahrmedium. Bei der Flissigkultur wurde ein hoher Anteil an falsch-positiven Instrument-Signalen
ermittelt, der nicht nur auf Kontaminationen durch Begleitkeime zuriickzufihren war. Zusétzlich wurden in

der Flussigkultur haufiger andere im Kot vorhandene Mykobakterien nachgewiesen als bei der Festkultur.
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Die Studie zeigte, dass derzeit die Kultur auf festen Nahrmedien nicht ersetzt werden kann (Gierke und
Kohler, 2006).

2.9.2.3 Molekularbiologischer Erregernachweis

Vor dem Hintergrund der bestehenden Schwierigkeiten bei der Paratuberkulosediagnostik in
Rinderbestanden kommt den molekularbiologischen Nachweisverfahren eine besondere Bedeutung zu.
Die PCR-Technologie (Polymerasekettenreaktion) erméglicht einerseits die frihzeitige Bestatigung
des mikrobiologischen Befundes und erlaubt weiterhin die Analyse unterschiedlicher Probenmatrizes
wie Rinderkot und Rindergewebe ohne zeitintensive Voranreicherungen (Collins et al., 1993; Fang et
al., 2002). Neben der Gewahrleistung einer ausreichenden Sensitivitat der PCR-Verfahren zeigen die
wissenschaftlichen Arbeiten der letzten Jahre auch bestehenden Forschungsbedarf im Hinblick auf die
Spezifitat der Nachweissysteme. Es finden Uberwiegend PCR-Verfahren auf Basis der
Insertionssequenz 80 Verwendung (Kim et al., 2002; Bull et al., 2003). Diese wurde erstmals 1989
identifiziert (Green et al., 1989) und liegt in 14 bis 20, identischen Kopien im Gesamtgenom von MAP vor.
Dabei kodiert der Marker fir ein 43 kDa grof3es Protein mit bislang unbekannter Funktion. Bei einer
Vielzahl von untersuchten Referenzstimmen von MAP konr@@0Il#lentifiziert werden und zeigte
vorerst keinerlei Kreuzreaktionen mit andefdgicobacteriunfSpezies oder verwandten Gattungen wie
NocardiaoderStreptomyceéVvary et al., 1990; Moss et al., 1991; Englund et al., 1999). Die Entdeckung
des I900-Insertionselements und die Fortschritte in der PCR-Technologie waren Basis fur die
Entwicklung eines spezifischen, sensitiven und schnellen Erregernachweises. MittlerweB@0stihS
allgemein anerkannter Standard-Marker fir den molekularbiologischen Nachweis von MAP.

Allerdings konnten in den letzten Jahren nicht nur Homologien zwiscB8A u®d verschiedenen anderen
Insertionselementen wie 1%0 von Streptomyces coeliclavulgeru$116 von Streptomyces clavuligerus

sowie 1902 vonMycobacterium aviurasp.silvaticumnachgewiesen werden (Green et al., 1989), sondern
auch Kreuzreaktionen zu weiterdfycobacteriunrSpezies, die zu falsch-positiven Ergebnissen in der
molekularbiologischen Diagnostik fihrten (Cousin et al., 1999; Englund et al., 2002; Fang et al., 2002;
Kim et al., 2002; O'Mahony und Hill, 2002; Khare et al., 2004; O'Mahony et al., 2004; Vansnick et al.,
2004). Beispielsweise belegen zwei dieser Studien den Nachweis 9@hins Genom vonM. cookii

sowieM. scrofulaceumzwei apathogenevycobacteriurSpezies aus der naturlichen Bodenflora (Cousin

et al., 1999; Englund et al., 2002usatzlich konnten Variationen des urspriinglich isoliert&d00S
Insertionselements beobachtet werden, die auf einem oder sogar mehreren Nukleotid-Polymorphismen
beruhen (Pickup et al., 2005; Bhide et al., 2006).

Als Alternative zu 1S00wurden zahlreiche weitere MAP-spezifische Zielregionen wie F57 (Poupart et al.,
1993), Hsp X (Ellingson et al., 1998),M&v2 (Strommenger et al., 2001), ISMpglisen et al., 2004),
ISMap2 (Stabel und Bennatine, 2005), IS_MAPO4 (Li et al., 2005) oder Lokus 255 (Bannantine et al.,
2002) im bakteriellen Genom des Erregers identifiziert und flr die molekularbiologische Diagnostik

verwendet. Die beiden Marker F57 und Hsp X sind jeweils mit einer einzigen Kopie im bakteriellen
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Genom von MAP vertreten, wahrend von den Markemdal® und ISMpal jeweils drei und von
IS_MAPO4 vier identische Kopien existieren. Aufgrund dieser geringen Anzahl an Genomkopien sind
diese Marker zwar weniger sensitiv fur den Nachweis des Erreger9@s d&fur aber umso spezifischer
(Poupart et al., 1993; Ellingson et al., 1998; Vansnick et al., 2004; Tasara et al., 2005). Haufiger vertreten
im bakteriellen Genom von MAP ist das Insertionselement ISRldpsgesamt existieren davon sechs
identische Kopien (Stabel und Bennatine, 2005).

Insbesondere die ZielregionerM&\2 und F57 sind mehrfach als geeignet fur den spezifischen MAP-
Nachweis beschrieben worden (Poupart et al., 1993; Strommenger et al., 2001; Godfroid et al., 2005;
Tasara und Stephan, 2005; Bosshard et al., 2006; Schonenbricher et al., 2008). Die Zielregion F57 ist
ein DNA-Segment, bestehend aus 620 bp, das bislang ausschlief3lich im Genom von MAP isoliert werden
konnte. Bei den Untersuchungen von Poupart et al. (1993) wurden 9 MAP-Stamimayi@nssp.
aviumStamme, je ein Stamm vdv. bovisund M. tuberculosissowie zwei non-Mykobakterien-Stamme

von Corynebacterium renalend Corynebacterium xerosiitberticksichtigt. Alle MAP-Stamme wurden
eindeutig positiv detektiert und es traten keinerlei Kreuzreaktionen zu den anderen untersuchten
Bakterienstammen auf.

Ebenso zeigte das InsertionselemeMa® bislang keinerlei Ubereinstimmungen mit anderen bekannten
Bakteriengenomen und ermdglichte Spezies-spezifisch den Nachweis aller untersuchten MAP-Isolate
(Strommenger et al., 2001). Insgesamt wurden 79 MAP-Feldisolate a@iumssp.aviumisolate und
Referenz-Stamme von 9 weiteren non-MAP Mycobacterium-Spezies in die Untersuchungen
aufgenommen. In einer weiteren Studie von Schonenbriicher et al. (2008), in der parallel beide Marker F57
und ISVlav2 zur Etablierung eines TagM#Real-Time PCR-Verfahrens eingesetzt wurden, traten
ebenfalls keine Kreuzreaktionen zu anderen non-MAP- und non-Mykobakterien-Stammen auf. Insgesamt
wurden 42 MAP-Stamme, 34 non-MAP-Stdmme und 65-Non-Mykobakterien-Stimme in die

Untersuchungen einbezogen.

In den letzten Jahren wurden zahlreidtomventionelle PCR-Systemezum qualitativen Nachweis

von MAP in Rinderkot etabliert. Allerdings fanden Uberwiegend PCR-Verfahren auf Basis der
Insertionssequenz 890 Verwendung (Vary et al., 1990; Englund et al., 1999; Garrido et al., 2000;
Kim et al., 2002; Stabel et al., 2004; Dreier et al., 2006). Nur vereinzelt basieren konventionelle PCR-
Verfahren auf anderen MAP-Markern wie beispielsweise dem Marker F57 zum Nachweis von MAP
in Rindergewebe (Coetsier et al., 2000) oder in artifiziell kontaminierter Milch (Tasara et al., 2005).
Wesentlich fiir die Bestimmung von Sensitivitat und Spezifitdt eines PCR-Verfahrens ist ein Vergleich
mit dem ,gold standard“, der Kotkultur. In einer Studie konnte im Vergleich zur kulturellen
Anziichtung von Schafkotproben (n = 43) mit einem konventionellen PCR-Verfahren, basierend auf
dem MAP-Marker 1900, eine Sensitivitat von 94,1 % und eine Spezifitdt von 92,3 % erzielt werden
(Garrido et al., 2000). Bei dem Vergleich eines PCR-Verfahren80Qibasiert) sowie zwei

unterschiedlicher Kultivierungsverfahren zum Nachweis von MAP aus definitiv positiven Schaf- und
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Ziegenkotproben mit histopathologischen Untersuchungsergebnissen aus Sektionsmaterial der Tiere
(Dimareli-Malli und Sarris, 2001) erzielte das PCR-Verfahren bei den Ziegenproben eine Sensitivitat
von 17,2 % und die kulturellen Verfahren von 25,4 % bzw. 22,8 %. Bei den Schafproben konnten
13,2 % der Ausscheider molekularbiologisch und 8,8 % bzw. 5,9 % kulturell detektiert werden. Die
Spezifitat der Nachweisverfahren betrug jeweils 100 %. Bei weiteren Untersuchungen von
Rinderkotproben (n = 100) wurden Sensitivitdten von 54 %, 49 % sowie 48 % und Spezifitaten von
jeweils 100 % mit drei unterschiedlichen konventionellen PCR-Verfahren ermittelt, die ebenfalls auf
dem MAP-Marker 1800-basierten (Taddei et al., 2004). Als Referenz zur Bewertung der
molekularbiologischen Ergebnisse wurden die Kotproben kulturell angeziichtet (Taddei et al., 2004).
Im Vergleich von radiometrischer Kultivierung (BACTEC-Verfahren) und konventioneller PCR
erwies sich letztere mit 44 % (Mason et al., 2001) bzw. 55 % sowie 89,2 % (Sockett et al., 1992) als
wesentlich weniger sensitiv. Collins et al (1993) erzielten mit einem konventionellen PCR-Verfahren,
basierend auf dem MAP-Marker980, fir den Nachweis des Erregers aus artifiziell kontaminierten
Rinderkotproben  Erregerkonzentrationen  vor> 1.600 KbE/g mit  einer 100 %igen
Nachweiswahrscheinlichkeit. Diese betrug allerdings bei Erregerkonzentrationen Mth KbE/g

Kot nur noch 15 %. Die Studie zeigt somit, dass die Nachweiswahrscheinlichkeit des PCR-Verfahrens
bei Erregerkonzentrationen von ca.” KBE/g Rinderkot sehr gering ist. 100 Erreger/g Rinderkot
gelten als Nachweisgrenze bei der kulturellen Anziichtung von MAP (,gold standard“) (Merkal et al.,
1968).

Eine weitere molekularbasierte Nachweismdoglichkeit fur MAP stellt riésted-PCR (nested:
deutsch = verschachtelt) dar. Dabei werden zwei PCR-Assays hintereinander geschaltet und das PCR-
Produkt aus dem ersten Assay als Matrize fir das zweite nachgeschaltete Assay verwendet. Dies setzt
voraus, dass die Primer der zweiten PCR innerhalb des amplifizierten DNA-Fragmentes der ersten
PCR liegen. Nested-PCR-Verfahren ermdglichen durch die Kombination von zwei exponentiellen
Amplifikationen den Nachweis aul3erst geringer DNA-Mengen. Ein entscheidender Nachteil der
nested-PCR ist die erh6hte Kontaminationsgefahr aufgrund der Notwendigkeit, zwischen den beiden
PCR-Ansétzen die Inkubationsrohrchen zu oOffnen. Zahlreiche etablierte nested-PCR-Verfahren zum
Nachweis von MAP aus Rinderkot basieren ebenfalls auf dem MAP-Mar80 I&ollins et al.,

1993; Englund et al., 1999; Erume et al., 2001; Christopher-Hennings et al., 2003). Aber auch andere
MAP-Marker finden im Zusammenhang mit nested-PCR-Verfahren Verwendung. Eine nested-PCR,
basierend auf dem MAP-Marker ISMapG@maoglichte den zuverldssigen Nachweis von MAP aus
artifiziell kontaminierten Rinderkotproben mit Nachweisraten zwisched Wfw. 13 KbE/g
Rinderkot. Mit einem seminested-PCR-Verfahren konnte in vergleichenden Untersuchungen zur
kulturellen Anztichtung von MAP aus Rinderkotproben eine Sensitivitat von tGber 70 % erzielt werden
(Schneider, 2003).

Konventionelle PCR-Verfahren weisen den Nachteil einer fehlenden Quantifizierung der gesuchten

Ziel-DNA auf. Im Rahmen der konventionellen PCR ist eine Quantifizierung von Ziel-DNA nur durch
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den kombinierten Einsatz von PCR und ELISA oder unter Verwendung kompetitiver PCR-Verfahren
moglich. Allerdings sind diese aufgrund weiterer Arbeitsschritte im Anschluss an die PCR (PCR-
ELISA) bzw. der bendttigten internen Koamplifikation eines Kompetitors (kompetitive PCR) sehr
aufwendig. Vorteilhaft fur die Paratuberkulosediagnostik sind daher automatisierte, quantitative PCR-
Systeme wie dieReal-Time PCR (quantitative Echtzeit-PCR), die als Weiterentwicklung der
konventionellen PCR anzusehen ist. Als weitere Vorteile bieten Real-Time PCR-Verfahren eine
deutlich reduzierte Kontaminationsgefahr der zu untersuchenden Einzelproben und einen erheblich
verminderten Zeit- und Arbeitsaufwand bei der Durchfihrung, da keine aufwendige
Agargelelektrophorese im Anschluss an den PCR-Lauf erforderlich ist.

Die Quantifizierung bei der Real-Time PCR erfolgt durch Fluoreszenz-Messungen wahrend eines
PCR-Zyklus und unterscheidet sich damit grundlegend von anderen quantitativen PCR-Verfahren, die
eine Quantifizierung des Amplifikates erst nach Ablauf der PCR gewéhrleisten. Die kontinuierliche
Messung eines Fluoreszenzsignals wahrend eines PCR-Laufes ermdglicht die Untergliederung in drei
Phasen (Becker-Follmann und Baas, 2004). Zu Beginn des Laufes wird das Signal des gesuchten
PCR-Produktes von Hintergrundreaktionen Uberlagert. In der zweiten Phase erfolgt die Amplifikation
der Ziel-DNA exponentiell und die Messung des Fluoreszenzsignals nimmt einen sigmoiden Verlauf.
Wéhrend dieser Phase erfolgt die Quantifizierung der Ziel-DNA durch die Berechnung des
Fluoreszenz-Schwellenwertes, dem so genannten Threshold Cycle bzw. Ct-Wert. Der Ct-Wert ist
derjenige PCR-Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz der Ziel-DNA die Hintergrundfluoreszenz
signifikant Gbersteigt. Der Ct-Wert ist dabei umso kleiner, je gro3er die urspriingliche Konzentration
der Ziel-DNA in der untersuchten Probe ist. Die Quantifizierung basiert dabei jedoch nicht auf der
absoluten Menge an PCR-Produkten, sondern auf der Kinetik der PCR-Reaktionen. Die letzte Phase
ist gekennzeichnet durch ein Plateau, da sich die Menge der gebildeten PCR-Produkte gegen Ende des
PCR-Laufes nicht mehr verandert.

In dem folgenden Abschnitt werden die am haufigsten in der PCR-Technologie verwendeten
Fluorophore vorgestelltEthidiumbromid war das erste Fluorophor, das fir die PCR-Diagnostik
eingesetzt wurde. Es bindet unspezifisch an doppelstrédngige DNA und wird durch UV-Licht angeregt
(Higuchi et al., 1992). Ein heutzutage noch h&ufig universell eingesetztes Fluorophor ist
SYBR®Green, das ein besseres Signal-Hintergrund-Verhaltnis liefert als Ethidiumbromid und
ebenfalls unspezifisch an doppelstrangige DNA bindet (O'Mahony und Hill, 2002; Ravva und Stanker,
2005). Allerdings erlauben derart unspezifische Bindungen dieser interkalierenden Fluorophore keine
Unterscheidung zwischen den gewinschten Amplifikaten und Artefakten bzw. Primerdimeren, die
wahrend der PCR-Reaktion entstehen koénnen. Der Problematik mangelnder Spezifitdt bei der
Verwendung interkalierender Fluorophore konnte durch die Entwicklung spezifischer FRET-Sonden
(Forster _Resonanz_Bergie _Tansfer) entgegengewirkt werden. Haufige Anwendung finden die so
genannteriTagMan®-Sonden die aus einer spezifischen Oligonukleotid-Sequenz bestehen und an

ihrem 5-Ende mit einem Donor-Fluorochrom (Reporter) sowie an ihrem 3’-Ende mit einem
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Akzeptor-Fluorochrom (Quencher) versehen sind (Brakmann und N6bel, 2003; Landt, 2006). Dabei
wird die abgegebene Energie des Reporters, der durch eine Lichtquelle angeregt werden kann, von
dem in ausreichender Nahe befindlichen Quencher absorbiert. Sobald die Tag-Polymerase die Sonde
bei der Synthese des Komplementar-Stranges der Ziel-DNA abbaut, entfernen sich Reporter und
Quencher voneinander und die Reporter-Fluoreszenz wird messbar. Eine Weiterentwicklung der
TagMarf-Sonden stellen so genannMolecular Beacons dar, die ebenfalls eine spezifische
Oligonukleotidsequenz aufweisen und mit einem Reporter und Quencher gekoppelt sind. Zusatzlich
besitzen sie eine Haarnadelstruktur mit eigenkomplementaren Enden auf. Damit liegen Reporter und
Quencher direkt in Nachbarschaft. Sobald die Sonde spezifisch an die gesuchte Ziel-Sequenz in einem
PCR-Ansatz bindet, werden aufgrund einer Konformationsédnderung der Sonde Reporter und
Quencher voneinander getrennt und die Reporter-Fuoreszenz wird messbar (Brakmann und Ndbel,
2003; Landt, 2006).

In den letzten Jahren wurden auch vereinzelt Real-Time PCR-Verfahren zum Nachweis von MAP in
Rinderkot herangezogen. Beispielsweise ermdglichte dfiav3-basiertes Real-Time PCR-Verfahren

den Nachweis von 23 % der in der Kotkultur positiven Proben (n = 1.481). Dabei wurden 60 (76 %)
von 79 Rindern, die den Erreger in hohen Konzentrationen mit dem Kot ausschieden und 10 (4,1 %)
von 244 Rindern, die den Erreger in geringen Konzentrationen mit dem Kot ausschieden,
molekularbiologisch positiv detektiert (Wells et al., 2006). Im Vergleich von zwei hintereinander
geschalteten Kotkulturen und einend0®-basierten Real-Time PCR-Verfahren zum Nachweis von
MAP aus Rinderkotproben (n = 41) erzielte das PCR-Verfahren Sensitivitaten von 93 % und 96 %
sowie eine Spezifitdt von jeweils 92 % (Fang et al., 2002). Ein weited&@®Issiertes Real-Time
PCR-Verfahren detektierte 31 von 310 Rinderkotproben als MAP-positiv. Damit wurde im Vergleich
zur kulturellen Anziichtung der Proben eine Sensitivitdt von 60 % und, unter Berlicksichtigung
fraglicher PCR-Ergebnisse, eine Spezifitdt von 93,4 % erzielt (Bogli-Stuber et al., 2005). Nur 20 der
31 molekularbiologisch positiven Kotproben wurden kulturell positiv bestatigt. Die Autoren schliel3en
somit nicht aus, dass Rinder, die sich in der klinisch inapparenten Phase der Paratuberkulose befinden,
den Erreger in derart geringen Mengen mit dem Kot ausscheiden, dass die Nachweisgrenze der
Kotkultur unterschritten wird. In Vorversuchen mit artifiziell kontaminierten Kotproben wurden
Erregerkonzentrationen von 500 KbE/g Kot mit einer 100 %igen Nachweiswahrscheinlichkeit
detektiert. Somit ware es denkbar, Kotproben, die geringere Erregerkonzentratiobh@® KbE/g

Kot) unterhalb der Nachweisgrenze der kulturellen Anziichtung enthalten, als molekularbiologisch
positiv zu detektieren (Bogli-Stuber et al., 2005). Eifd& sowie ein F57-basiertes Real-Time PCR-
Verfahren erzielten beim Nachweis von MAP aus artifiziell kontaminierten Milchproben
Nachweisgrenze von jeweils 100 KbE/ml Milch (O'Mahony et al., 2004; Tasara et al., 2005). Die
Nachweiswahrscheinlichkeiten der beiden Real-Time PCR-Verfahren lagen bei jeweils 100 %. Bei
Erregerkonzentrationen von 10-100 KbE/ml Milch erzielte das letztere Verfahren eine

Nachweiswahrscheinlichkeit von 70 % (Tasara et al., 2005). Beim Nachweis von MAP aus atrtifiziell
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kontaminiertem Bullensamen (1°1KbE/100pul) mittels 1IS90®asiertem Real-Time PCR-Verfahren
wurden Nachweisgrenzen von 10 KbE/100 pl Bullensamen erreicht (Herthnek und Bdlske, 2006). Die
Nachweisgrenzen der oben angefuhrten Real-Time PCR-Verfahren verdeutlichen die an bestimmte
Matrizes wie Rinderkot, Milch und Bullensperma gebundene Problematik bei der DNA-Isolierung.
Insbesondere Rinderkot stellt fur den molekularbiologischen Nachweis von MAP eine grolie
Herausforderung dar, da diese Matrix mit zahlreicR&R-Inhibitoren belastet ist (Al-Soud und
Radstrom, 1998). Dabei ist fur eine erfolgreiche Anwendung von PCR-Methoden das DNA-
Extraktionsverfahren ausschlaggebend (Harris und Barletta, 2001). Zum einen missen die in der
Matrix enthaltenen Inhibitoren entfernt und zum anderen die DNA aus der Matrix isoliert werden. Zu
den PCR-Inhibitoren im Rinderkot zahlt vor allem die Phytinsaure, die bereits in Mengen von 0,4 mM
PCR-Amplifikationsreaktionen vollstandig hemmen kann (Thronton und Passen, 2004). Weiterhin
weisen Polyphenole, Polysaccharide und Hamin, ein Derivat des Blutfarbstoffes Hamoglobin, sowie
deren Abbauprodukte wie beispielsweise Bilirubin bzw. Gallensalze einen inhibitorischen Effekt
gegeniiber PCR-relevanten Enzymen wie der DNA-Polymerase und Restriktionsenzymen auf (Do und
Adams, 1991; Demeke und Adams, 1992; Akane et al., 1994; Monteiro et al., 1997; Al-Soud und
Radstrém, 2001).

Nach dem aktuellen Stand der Wissenschaft sind PCR-Verfahren aufgrund ihrer hohen Sensitivitat
und Spezifitat sehr gut fir eine gezielte Identifizierung von pathogenen Mikroorganismen geeignet.
Dementsprechend fuhrten kontinuierliche Weiterentwicklungen und Modifikationen Di-
Extraktionsverfahren fiir den Nachweis pathogener Mikroorganismen fir die unterschiedlichsten
Matrizes inklusive Kot zur Entwicklung einer Vielzahl von kommerziell erhaltlichen Kit-Systemen.
Wesentliche Aspekte bei der DNA-Isolierung sind dabei mechanische, chemische bzw. thermische
Aufreinigungen der Proben, um die Freisetzung der Ziel-DNA zu gewdhrleisten sowie eventuell in den
Matrizes enthaltene PCR-Inhibitoren zu eliminieren. Ein mechanischer Zellaufschluss kann beispielsweise
Uber Glas- oder Zirkoniumbeads sichergestellt werden, die mehrere Minuten in einem ,Bead beater” bei
Frequenzen von 100 Hz geschittelt werden und somit eine gezielte Homogenisierung der Proben,
Zerstorung der Bakterienzellwdnde und Freisetzung der Ziel-DNA ermoglichen (Bleumink-Pluym et al.,
1994; Odumeru et al., 2001). Fir die thermische Aufreinigung von Proben zum Nachweis von
Mykobakterien sind aufgrund der besonders widerstandsfahigen Zellwand dieser Bakterien Temperatur-
Zeit-Kombinationen vorr 95 °C fur 15 bis 20 Minuten erforderlich (Hurley et al., 1987). Der chemische
Zellwandaufschluss kann unter Verwendung von Chemikalien wie beispielsweise Lysozym, Proteinase K,
Subtilisin, Pronase u. a. erfolgen (Visuvanathan et al., 1989; Bose et al., 1993). Weiterhin unerlasslich,
insbesondere bei der Aufreinigung von Rinderkot, ist die gezielte Abtrennung grober Kotpartikel mittels
Sedimentation und Zentrifugation. Der von Kotpartikeln befreite Uberstand muss anschlieRend mdglichst
vollstandig von PCR-Inhibitoren gereinigt werden und eine gezielte Bindung der enthaltenen DNA-
Molekile gewahrleisten. Vary et al. (1990) isolierten die gesuchte DNA mit Hilfe einer Zellulosesaule, in

zwei weiteren Studien erfolgte eine Adsorption der DNA an Glasmilch (Collins et al., 1993; Millar et al.,
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1995). Neuere Methoden ermoglichen die Bindung von Nukleinsduren an Silikagelmembranen und
erlauben damit die gezielte Entfernung unerwinschter Inhibitoren, die Gber mehrere nachfolgende
Waschschritte entfernt werden. Im Anschluss kann dann die aufgereinigte und isolierte DNA eluiert
werden (QlAamp DNA Stool Mini Kft, Fa. Qiagen; High Pure PCR Template Preparatioly K.

Roche Applied Science; PSP Spin StoofKia. Invitek). Derartige kommerzielle Kit-Systeme bieten

bei der DNA-Isolierung entscheidende Vorteile. Sie gewahrleisten ohne aufwendige Vorbereitungen
die gleichzeitige Aufbereitung zahlreicher Proben. Da nahezu alle Gebrauchsmaterialien und
Reagenzien im Voraus bereitgestellt werden, sind manuell- bzw. herstellungsbedingte Fehler stark
reduziert und eine eindeutige Reproduzierbarkeit und gleichmaRige Aufbereitung aller Proben
garantiert. Die ausfuhrlichen Protokolle kdnnen schrittweise abgearbeitet werden und sind
automatisierbar. In zahlreichen Publikationen finden kommerzielle Kit-Systeme bei der
molekularbiologischen Diagnostik Anwendung (O'Mahony und Hill, 2002; Wells et al., 2006;
Schonenbricher et al.,, 2008) und gewahrleisten die Isolierung von DNA guter analytischer Qualitéat
und Reinheit bei gleichzeitig hoher Sensitivitat der eingesetzten PCR-Verfahren.

Eine weitere Moglichkeit zur verbesserten DNA-Isolierung von MAP aus Milch- oder
Rinderkotproben bietet dimmunomagnetische Separation (IMS) Dabei werden die Erregerzellen
gezielt an mit Antikbrpern beschichtete Beads gebunden und somit von einem Grof3teil inhibitorischer
Substanzen der Untersuchungsmatrix getrennt. Wesentlich fir den Erfolg von DNA-
Extraktionsverfahren in Kombination mit der IMS ist die im Anschluss an die IMS folgende
Probenaufbereitung. Nur durch nachgeschaltete mechanische, thermische und chemische Aufreinigung
der Proben wird die Beseitigung weiterer inhibitorischer Substanzen und die Isolierung von MAP-
DNA guter Qualitat realisiert (Khare et al., 2004). Beispielsweise konnten mit einem konventionellen
PCR-Verfahren, basierend auf der Insertionsseque®@0lShur 44 % der kulturell positiv getesteten
Rinderkotproben molekularbiologisch bestatigt werden (Mason et al., 2001). Das verwendete DNA-
Extraktionsverfahren basierte dabei auf einer IMS und einem nachgeschalteten Erhitzungsschritt, der
eine Freisetzung der DNA aus den isolierten Erregerzellen bezwecken sollte. Allerdings lassen die
Ergebnisse dieser Studie darauf schlieRen, dass eine rein mechanische Aufbereitung der Kotproben im
Anschluss an die IMS nicht ausreicht, um die Isolierung qualitativ hochwertiger DNA zu
gewahrleisten. In einer weiteren Studie erwies sich die IMS-PCR bei der Untersuchung von
Schafkotproben (Poolproben = 502) als weniger sensitiv als die konventionelle PCR, basierend auf
dem MAP-Marker 1300. Die konventionelle PCR detektierte 74 % der Kotkultur-positiven Proben,
wohingegen die IMS-PCR nur 44 % der kulturell positiven Proben nachwies (Marsh und Whittington,
2001). Demgegenuber ermdglichte eine IMS in Kombination mit einem Real-Time PCR-Verfahren,
basierend auf dem MAP-Marker 980, einen zuverlassigen Nachweis von MAP aus artifiziell
kontaminierten Milch- und Rinderkotproben tiifis 16 KbE/g) (Khare et al., 2004). Mit Hilfe der
Real-Time PCR warerx 10 MAP-Zellen in 2 ml Milch bzw. 200 mg Rinderkot nachweisbar.

Metzger-Boddien et al. (2006) erzielten ebenfalls gute Ergebnisse mit einem automatisierten IMS-
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Real-Time PCR-Verfahren zum Nachweis von MAP aus Milchproben. In Vorversuchen mit artifiziell
kontaminierten Milchproben wurde eine Nachweisgrenze ¥&0 KbE/ml Milch erreicht. Das
automatisierte IMS-Real-Time PCR-Verfahren stellte sich bei Untersuchungen von nativen, gepoolten
Milchproben (n=200) als schnelles, sensitives Nachweisverfahren fir eine routinierte MAP-
Diagnostik in Milch dar (Metzger-Boddien et al., 2006).

2.10 Therapie und Bekdmpfung der Paratuberkulose

Wie bereits erwéhnt, ist die erfolgreiche Therapie der Paratuberkulose bei Wiederkduern bislang nicht
moglich. Durch therapeutische MalRnahmen wie zum Beispiel den Einsatz von Tuberkulostatika
(Tsoniazid, Clofamizine, Streptomycin u. a.) kdnnen lediglich voriibergehende Besserungen der klinischen
Symptomatik erzielt werden. Die Bekdmpfung der Paratuberkulose gestaltet sich &uf3erst schwierig und
konzentriert sich vorwiegend auf Mal3nahmen zur Verhinderung ihrer Ausbreitung. Ursachen hierfurr sind
zum einen die hohe Tenazitat des Erregers in der Umgebung der Tiere und zum anderen der Umstand, dass
derzeit keine geeigneten Diagnostika zur Verfiigung stehen, um auch klinisch inapparent infizierte Tiere
zuverlassig zu erfassen.

Grundvoraussetzung fur eine erfolgreiche Bekdmpfung ist die intensive Auseinandersetzung sowohl der
Tierarzteschatft als auch der Landwirte mit dieser Erkrankung. Insbesondere in infizierten Betrieben ist ein
umfassendes, individuell auf die Situation angepasstes Hygiene- und Betriebsmanagement konstant und
langerfristig durchzufihren. Als Hilfestellung wurde deshalb im Jahr 2005 eine Leitlinie fir den Umgang
der Paratuberkulose in Wiederkduerbestanden (Paratuberkuloseleitlinie) von Wissenschaftlern, den
zustandigen Landesbehérden und dem Bundesministerium fir Erndhrung, Landwirtschaft und

Verbraucherschutz verfasst.

Die Leitlinie basiert auf drei Saulen:

1. HygienemalRnahmen zur Vermeidung der Weiterverbreitung von MAP
2. Bestandsiiberwachung
3. Vorbereitung einer flachendeckenden, bundesweiten Uberwachung bzw. Erfassung der

Verbreitung der Paratuberkulose.

Die Ziele der Paratuberkuloseleitlinie sind:

1. Vereinheitlichung der Mal3nahmen in Deutschland

2. Reduzierung der klinischen Félle sowie der Schaden durch Infektionen in den Betrieben
3. EindAmmung der Weiterverbreitung des Erregers

4. Senkung der Pravalenz der Paratuberkulose.

Einige bedeutsame Aspekte der Leitlinie sind in dem folgenden Abschnitt zusammengefasst. Um eine

Verbreitung von MAP zu vermeiden, sind allgemeine BestandsmalRnahmen wie die rdumliche Trennung
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der Tiere nach Art und Altersklassen (Kélber, Jungvieh sowie Alttierbestand), ausgepragte Personalhygiene
kombiniert mit einer Hygieneschleuse (Vermeidung der Erregeribertragung durch Arbeitskleidung,
verschmutzte H&ande), ein reduzierter Fremdenverkehr in den Stallungen, regelmalige
Schadnagerbek&dmpfung und die hygienische Lagerung von Futtervorraten durchzufiihren. Besondere
Aufmerksamkeit ist dabei auf die Phase der héchsten Empfanglichkeit (Kalber bis zu einem Alter von 6
Monaten) und damit auf hygienische MafRnahmen im Abkalbebereich sowie der Kélberaufzucht zu legen.
In Milchrinderbestdnden sind Abkalbeboxen raumlich getrennt vom Ubrigen Bestand einzurichten und
nach jeder Abkalbung griindlich zu reinigen und zu desinfizieren. Die Muttertiere sind vor dem Verbringen
in den Abkalbebereich zu reinigen. Die neugeborenen Kalber sind unverziiglich von den Muttertieren zu
trennen und separat aufzustallen. Jedes Kalb sollte wahrend der ersten Lebenstage nur Kolostrum des
eigenen Muttertieres erhalten. AnschlieRend ist das Verflttern von Milchaustauscher zu bevorzugen. Die
Trénkeeinrichtungen sind nach jeder Benutzung grindlich zu reinigen. Weiden, die von Rindern im Alter
von Uber 18 Monaten genutzt wurden, sollten fir einen Zeitraum von einem Jahr nicht von Kalbern
beweidet werden.

Auf Ausstellungen und Auktionen soliten nur Tiere mit einem bekannten Paratuberkulosestatus
teiinehmen. Dabei sind die Tiere je nach Paratuberkulosestatus getrennt aufzustallen. Die
Eigenremontierung ist zu bevorzugen, wahrend Zukdufe zu vermeiden sind. Der Zukauf von Tieren sollte
nur aus Betrieben mit bekannten Paratuberkulosestatus erfolgen. Alle Tiere eines Bestandes sind
regelméRig klinisch zu beobachten. Durchfélle, die l&nger als finf Tage andauern, sind diagnostisch
abzuklaren. Klinisch auffallige Tiere sind unverziiglich aus dem Betrieb zu entfernen.

Die Statusdefinition fir einen Bestand erfolgt gemafd den vom Tierbesitzer durchgefihrten

Bek&dmpfungsmalinahmen gegen die Paratuberkulose:

1. Status | (Basismaf3nahmen): Durchfihrung der empfohlenen Hygienemal3nahmen mit
regelménRiger Kontrolle durch die zustandigen Behdrden

2. Status Il (fortgeschrittene Uberwachung): Voraussetzungen von Status | sind erfiillt; einmal
jahrlich erfolgt eine serologische Uberwachung (Testverfahren > 99 % spezifisch) aller Tiere ab
einem Alter von zwei Jahren oder aber Untersuchung dieser Tiere mittels molekularbiologischem
Nachweisverfahren

3. Status Il (Bekdmpfung/Sanierung): Voraussetzungen von Status Il sind erfullt; alle serologisch
positiven Tiere sowie deren Nachkommen und Vorfahren sind dreimal im Abstand von sechs
Monaten mittels bakteriologischer Kotuntersuchung oder mittels PCR aus Kot zu untersuchen.
Nachkommen im Alter von unter zwei Jahren sind zu separieren und ab einem Alter von zwei
Jahren nachzuuntersuchen. Nachfolgend sind alle serologisch positiven Tiere einmal jahrlich
mittels Kotkultur oder PCR zu untersuchen.

4. Status IV (Paratuberkulose-unverdachtig): Ein Bestand ist unverdachtig, wenn dieser uber

mindestens funf Jahre auf Paratuberkulose serologisch und klinisch bzw. bakteriologisch
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(einschlie3lich PCR-Befunde) negativ getestet wurde. Zur Aufrechterhaltung des Status IV missen
die serologischen oder bakteriologischen Untersuchungen fortdauern.
Allerdings sind die in den Leitlinien geforderten MalRBhahmen der Paratuberkulosebekdmpfung nur schwer
in der Praxis umsetzbar. Die einzelnen Bundeslander fuhren sehr unterschiedliche
UberwachungsmaRnahmen und Bekampfungsprogramme, teilweise auch unter Mitwirkung der
landeseigenen Tierseuchenkassen, durch. Bislang werden die Vorgaben der Leitlinie zur Uberwachung und
Bekdmpfung der Paratuberkulose ansatzweise in drei Bundeslandern (Nordrhein-Westfalen,
Niedersachsen, Thiringen) umgesetzt. Allerdings sind vor und wahrend der Teilnahme an
Sanierungsprogrammen die regelmafiige, intensive Betreuung der jeweiligen Betriebe und individuelle
Anpassung des Untersuchungs- sowie des Hygieneprogrammes erforderlich. Eine langfristige kooperative
Mitarbeit der Landwirte im Rahmen von Bekampfungsmal3nahmen ist unerlasslich, um Erfolge bei der
Pravalenz-Senkung der Paratuberkulose in den Rinderbestdnden zu erzielen. Eine Eradiktion der
Paratuberkulose scheint vorerst in den meisten Ladndern unmdglich. Als Hauptziele sollten deshalb die
Senkung der Paratuberkulose-Pravalenz und die Aufzucht Paratuberkulose-freier Kélber im Vordergrund
stehen. Allein Schweden konnte aufgrund hochst restriktiver Bekdmpfungsmaf3nahmen infizierte Rinder,
die vorwiegend importiert worden waren, ausmerzen und gilt seit einigen Jahren als Paratuberkulose-frei
(Viske et al., 1996; Sternberg et al., 2006). Auch neueste Untersuchungen an schwedischen Schafherden
bestatigen den Status der Paratuberkulose-Freiheit (Sternberg et al., 2006).
Anhnlich den Paratuberkuloseleitlinien in Deutschland haben die USA und Australien ausfiihrliche
Bek&dmpfungsmal3nahmen und -programme gegen die Paratuberkulose schriftlich fixiert. Im Jahr 2005
wurden die ,Uniform Program Standards for thelintary Bovine .bhne's_Osease @Gntrol Rogram”
(VBJIDCP) unter Zusammenarbeit der ,National Johne’s Working Group®“, dem ,Johne’s comittee of the
United States Animal Health Association”, dem ,State Veterinarians” und Reprasentanten der involvierten
Industriezweige verfasst und vom ,United States Department of Agriculture® befirwortet und
verdffentlicht. Dabei basieren die VBJDCP auf drei Hauptelementen:
1. Schulungender Tierbesitzer, Landwirte und Tierdrzteschaft tGber das Krankheitshild, mégliche
Kosten, Pravention und Bekdmpfung
2. Herdenmanagement-Strategienzur Préavention von Infektionen sowie zur Reduktion der
Pravalenz von MAP in den Herden
3. Klassifizierung der Herden, basierend auf Herden- bzw. Einzeltierdiagnostik mit zusatzlicher
individueller Betreuung
Die VBJDCP gelten zwar als nationales, Staaten-uibergreifendes Standardwerk fiir die Bekampfung der
Paratuberkulose in den USA, gewahrleisten aber dennoch innerhalb der einzelnen US-Bundesstaaten die
individuelle Anpassung der Bekdmpfungsstrategien. Jeder US-Bundesstaat wird von einer qualifizierten
Person, dem ,Designated JD coordinator* betreut, der eine beratende Funktion bei der Bekdmpfung der

Paratuberkulose inne hat.
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Die Herdenklassifizierung erfolgt nach dem prozentualen Anteil positiver Tiere, die mittels Screenig-Test
(ELISA) ermittelt werden. Zur weiteren Selektion positiver Rinder sind genbasierte Verfahren, die
kulturelle Anziichtung des Erregers und histologische Untersuchungen von Gewebematerial vorgesehen.
Ein vergleichbares, Ubergreifendes Bekampfungsprogranatigtl dhne’s_Dsease ©ntrol Fogram®
(NJDCP) wurde vom ,Animal Health Council® in Australien verdtffentlicht. Dieses ist wiederum
untergliedert in Teilprojekte, die sich mit tierartenspezifischen Bekampfungsprogrammen (Rinder, Schafe,
Ziegen, Alpaka), Schulungsmafinahmen (Tier&rzteschatft, Tierbesitzer), Forschung und Entwicklung sowie
Offentlichkeitsarbeit auf nationaler Ebene beschéftigen.

In den Niederlanden wurde ebenfalls ein Bek&mpfungsprogramm (Dutch Paratuberculosis Program) unter
Mitwirkung der Regierung erarbeitet mit dem Ziel, die MAP-Kontamination der Milch zu reduzieren und
damit auch die Pravalenz der Paratuberkulose in den Milchrinderbestanden, die derzeit in den Niederlanden
auf Uber 30 % geschatzt wird (Franken, 2006). Das Bekampfungsprogramm gliedert sich dabei in drei
grol3e Teilschritte:

1. Klassifizierung der Milchrinderherden: ELISA von Blutproben aller Tiere alter als drei Jahre

oder ELISA von Milchproben aller laktierenden Kiihe

2. Monitoring ELISA-negativer Milchrinderherden : wiederholter ELISA-Test von Blutproben
aller Tiere alter als drei Jahre oder ELISA-Test von Milchproben aller laktierenden Kiihe alle zwei
Jahre

3. Monitoring ELISA-positiver Milchrinderherden : wiederholter ELISA-Test von Blutproben

aller Tiere alter als drei Jahre oder ELISA-Test von Milchproben aller laktierenden Kiihe jahrlich

bzw. kulturelle Anziichtung von Kotproben aller Tiere alter als zwei Jahre
Ziel dabei ist die Identifizierung und Eliminierung von klinisch unauffalligen Milchrindern, die den Erreger
unbemerkt ausscheiden, sowie deren letztgeborene Kalber. Das ,Dutch ELISA-based Paratuberculosis
Progam* ermdglicht ein  effektives praktikables und finanzierbares Herden-  bzw.
Bek&dmpfungsmanagement. Allerdings ist der Erfolg abzuwarten.
Verschiedene Bek&mpfungsprogramme setzen insbesondere in Problembestanden mit Haufungen
klinischer Falle der Paratuberkulose erfolgrditipfprogramme ein und konnten damit die Anzahl der
klinischen Manifestationen innerhalb der Herde und die Ausscheideraten des Erregers mit dem Kot senken
(Larsen et al., 1978; Wentink et al., 1994; van Schaik et al., 1996; Eppleston et al., 2005). In Rheinland-
Pfalz wurden drei mit Paratuberkulose infizierte Milchrinderherden Utber einen Zeitraum von sechs Jahren
einem Sanierungsverfahren unterworfen. Die Milchrinderherden wurden zweimal jahrlich mittels
Intrakutantest, Antikdrper-ELISA und Kotkultur untersucht. Tiere, die nachweislich den Erreger mit dem
Kot ausschieden, wurden gemerzt. Die Jungtiere wurden mit NEOPARASEC Merial), einem
Lebendimpfstoff immunisiert. Insgesamt konnte innerhalb von sechs Jahren durch die konsequente
Merzung von MAP-ausscheidenden Rindern und die Impfung der neugeborenen Kalber in allen drei
Betrieben eine erhebliche Senkung der Erkrankungsprévalenz erreicht werden (Klawonn et al., 2002).

Geimpfte Tiere, die doch an der Paratuberkulose erkrankten, wiesen einen deutlich milderen
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Krankheitsverlauf auf als nicht-geimpfte Tiere. Die Untersuchungen zeigen somit, dass zumindest in
schwer betroffenen Milchrinderherden, auch aus Kostengrinden, die Impfung als Bekdmpfungsmafl3nahme
in Betracht gezogen werden kann. Allerdings ist die Sanierung eines MAP-infizierten Betriebes nicht
moglich, da die Impfung nicht vor einer Neuinfektion empfanglicher Tiere schitzt (Larsen et al., 1974;
Juste et al., 1994). Als Nachteil der Impfung mit dem Lebendimpfstoff (NEOPARASEEden an den
Injektionsstellen lokale, granulomattse Impfreaktionen unterschiedlicher Grél3e beobachtet. Zusétzlich sind
serologische Untersuchungen in der Routinediagnostik bei geimpften Tieren, die im Rahmen der Impfung
Antikdrper gegen MAP ausgebildet haben, nicht mehr aussagekraftig. Derzeit steht kein zugelassener
Impfstoff in Deutschland zur Verfiigung. Ein neuer Tot-Impfstoff GUDA(Ra. CZ Veterinaria) wurde

bereits in Spanien entwickelt und in Australien erfolgreich bei Schafherden eingesetzt (Eppleston et al.,
2005). Dabei wurden 200 Lammer mit einem Alter zwischen einem und vier Monaten geimpft. Eine
gleichgro3e Kontrollgruppe mit ungeimpften Tieren wurde ebenfalls in der Studie beriicksichtigt. Die
Impfung bewirkte eine Reduktion der Mortalitat der ovinen Paratuberkulose um tber 90 % und fuhrte im
Vergleich zu ungeimpften Tieren zu einer verzogerten Erregerausscheidung mit dem Kot. Die Schlachtung
von geimpften und ungeimpften Schafen erfolgte gezielt zwei bzw. vier Jahre nach erfolgter Impfung. Die
Gewebeuntersuchungen zwei Jahre nach der Vakzinierung zeigten bei geimpften Tieren eine Reduktion
der pathomorphologischen Veranderungen von 65 %. Bei vier Jahre alten, vakzinierten Tieren betrug die
Reduktion der pathomorphologischen Veranderungen noch 50 %. Innerhalb dieser Studie entwickelten
50 % der vakzinierten Schafe an der Injektionsstelle granulomatdse Umfangsvermehrungen
unterschiedlicher Grof3e. In einer weiteren Studie wurden Kalber ebenfalls mit einer Tot-Vakzine
(SILIRUM®, Fa. CZ Veterinaria) gegen die Paratuberkulose immunisiert. Zwei Monate nach der
Vakzinierung wurden die Kélber mehrfach artifiziell mit MAP *PIKbE) inokuliert. In nachfolgenden
Sektionen zeigten die geimpften Kélber eine deutliche Reduktion der histopathologischen Verénderungen.
Die Studie konnte somit ebenfalls einen Schutzeffekt der Vakzine belegen (Munoz et al., 2005).

Dieselbe Tot-Vakzine (SILIRUM) wurde auch in fiinf Milchrinderherden in Rheinland-Pfalz eingesetzt.

In den teilnehmenden Betrieben konnte durch die Impfung eine deutliche Reduktion der klinischen
Paratuberkulose-Erkrankungen erzielt werden. Auch bei dieser Vakzine traten lokale Reaktionen an der
Impfstelle auf, allerdings deutlich milder als bei der Impfung mit dem Lebendimpfstoff NEOPARASEC
(Klawonn et al., 2007).

Die Bekampfung der Paratuberkulose ist komplexer Natur. Die Aufzucht einer Erreger-freien Nachzucht
erfordert aufwendige, lang andauernde MalRhahmen sowie Engagement zur Verhinderung der Neuinfektion
von Kalbern. Trotz der derzeit bestehenden Schwierigkeiten, besonders im Hinblick auf eine effektive
Diagnostik, die lange Inkubationszeit sowie den anfanglich nur schwer erkennbaren Krankheitsverlauf,
sollte aufgrund der erheblichen wirtschaftlichen Schaden, die durch die Paratuberkulose verursacht werden,
der Bekdmpfung dieser Erkrankung ein besonderes Augenmerk zukommen. Gezielte

Bek&mpfungsprogramme auf Basis der Leitlinien wéaren wiinschenswert.
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2.11 MAP und Morbus Crohn (MC)?

Morbus Crohn (MC) ist eine chronisch entziindliche, segmental auftretende, unheilbare Darmerkrankung
beim Menschen, die auch die tiefen Wandschichten des Darmes betrifft. MC und die Colitis ulcerosa (CU)
werden unter dem Begriff der ,chronisch entziindlichen Darmerkrankungen® zusammengefasst (Schneider,
2003). Der Name des Krankheitshildes leitet sich von seinem Entdecker, dem amerikanischen
Gastroenterologen Dr. Burrill Crohn ab, der MC erstmals 1932 beschrieb (Crohn et al., 1932).
Charakteristisch fir das Krankheitsbild ist der diskontinuierliche, segmental-entziindliche Befall (,skip
lesions®) der Darmschleimhaut. Dabei kann die Erkrankung im gesamten Magen-Darm-Trakt — von der
Mundhohle bis zum After — auftreten. Bevorzugt finden sich allerdings Manifestationen im terminalen
lleum und proximalen Kolon (Schmailzl, 1995; Harris und Lammerding, 2001).

Die Symptomatik des MC &ufRert sich meist anfanglich mit Mudigkeit, Mattigkeit, Gewichtsverlust,
Schmerzen und Krampfen. In Folge konnen rezidivierend flissige, aber auch blutig-schleimige Durchfélle
auftreten. Allerdings ist eine Manifestation ohne Durchfall ebenso méglich (Schneider, 2003). Jeder akute
JKrankheitsschub* kann zusatzlich von Ubelkeit, Erbrechen, Fieber, Andmie und Leukozytose begleitet
sein. Mdogliche schwerwiegende Komplikationen, die im Rahmen dieses Krankheitsbildes auftreten
kénnen, sind Darmperforationen (Tonelli, 1995), mechanischer lleus (Stawarski et al., 2006),
Darmblutungen (Stawarski et al., 2006), Fisteln (Derty et al., 1985), Konglomerattumore (Stein, 2003),
intra- und retroperitoneale Abszesse (Tonelli, 1995) und bei bis zu 50 % der Betroffenen so genannte
extraintestinale Manifestationen. Letztere betreffen sehr haufig Gelenke, Haut und Augen (Uveitis,
Erythema nodosum, enteropathische Arthritis oder Sakroilitis) (Sons et al., 1990; Stawarski et al., 2006).
Des Weiteren sind MC-Patienten einem weit hoheren Risiko ausgesetzt, an Darmkrebs zu erkranken
(Winkler et al., 2002).

Die Atiologie des MC ist bislang ungeklart. Es existieren verschiedene Theorien, die als &tiologische
Faktoren in Betracht gezogen werden, wobei von einem multifaktoriellen Krankheitsgeschehen
auszugehen ist. Zu den moglichen atiologischen Faktoren gehéren: intestinale Infektionen, verursacht
durch Listeria monocytogeneflLiu et al., 1995),Escherichia coli(Darfeuille-Michaud et al., 1998),
Klebsiella pneumoniaéCooper et al., 1988y ersiniaspp. (Kallinowski et al., 1998%treptococcuspp.

(Liu et al., 1995) odeMycobacterium aviunssp.paratuberculosigBull et al., 2003), Dysbalancen der
Immunantwort, genetische Préadispositionen (teilweise familiare H&ufungen sowie eine gestorte
Mukosabarriere mit Aufnahme Iluminaler Antigene), psychische, diatetische und Umwelt-bedingte
Faktoren (Sartor, 1997; Schreiber und Stange, 1997).

MAP zahlt aus verschiedenen Grinden zu den mdglichen Erregern, die als mitverursachendes Agens
bei der Entstehung des MC beim Menschen diskutiert werden. 1913 beschrieb Dalziel erstmals in der
Geschichte die makroskopischen und mikroskopischen Ahnlichkeiten der ,chronischen Enteritis* des
Menschen und der Paratuberkulose der Wiederkduer (Dalziel, 1913). Aufgrund vergleichbarer

pathomorphologischer Verdnderungen wurde bereits sehr frihzeitig — aber nach wie vor sehr
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widersprichlich — die atiologische Beteiligung von MAP an diesem Krankheitsgeschehen des
Menschen diskutiert (Chiodini, 1998). Der Erreger konnte aus Darmbioptaten (Bull et al., 2003) sowie
dem Blut von Patienten mit MC (Naser et al., 2004), aber auch aus Lebensmitteln tierischen
Ursprungs, insbesondere Milch und Milcherzeugnissen (Hammer und Knappstein, 1998), mehrfach
isoliert werden. Einige Studien belegen den Nachweis von MAP in handelstblicher Milch (Ayele et
al., 2005; Ellingson et al., 2005) sowie in Milchprodukten wie Kase (Ikonomopoulos et al., 2005) oder
Quark (Clark et al., 2006). Verschiedene Modellversuche belegen die Uberlebensfahigkeit von MAP
bei der Herstellung von Kase wie Emmentaler, Tilsiter oder Cheddar (Spahr und Schafroth, 2001;
Donaghy et al., 2004). Mittlerweile liegen auch positive Ergebnisse bei Sauglingsnahrungsmitteln vor
(Akineden et al., 2006). Aber auch andere Eintragungswege in die Nahrungsmittelkette wie
Trinkwasser (Mayberry und Hitchens, 1978; Pickup et al., 2005), Gemise, Salat, Rettich und Tomaten
(Pavlik et al., 1995) sind aufgrund der hohen Tenazitat und Verbreitung des Erregers in der Umwelt
wahrscheinlich. Bei letzteren sind insbesondere Produkte von ,natirlich gediingten* Feldern im
Rahmen o©kologischer Produktionsausrichtungen betroffen, die direkten Kontakt zu erregerhaltigen
Tierexkrementen haben konnen. Uber das Vorkommen von MAP in Fleisch und Fleischprodukten
liegen bislang kaum Daten vor (Gwozdz et al., 1997; Chamberlin et al., 2001). Da esileaeits
vitamim Rahmen einer priméren Kontamination zu einer lymphogenen bzw. hamatogenen Streuung
des Erregers mit anschlieRender Besiedelung der Muskulatur sowie Organen (Collins, 1997; Gwozdz
et al.,, 1997; Pavlik et al., 2000; Ayele et al., 2004) von Rindern kommen kann, aber auch
Sekundéarkontaminationen beim Schlachtprozess nicht auszuschlie3en sind, ist die Moglichkeit, dass
auch Fleisch und Fleischprodukte den Erreger enthalten kénnen, gegeben. In einer Studie konnte bei
den Untersuchungen verschiedener Probenmatrizes (Kot, Milch, Mesenteriallymphknoten und
Darmgewebe (lleum)) von 101 Schlachtrindern mittels Real-Time PCR, basierend auf dem MAP-
Marker F57, bei 2,9 % der Tiere (3 von 101) MAP-DNA in Zwerchfellmuskulatur nachgewiesen
werden (Bosshard et al., 2006). Eine vergleichende kulturelle Anziichtung der untersuchten Proben
erfolgte allerdings nicht. Denkbar wére auch die Ubertragung von MAP auf Fleisch von Schlachttieren
Uber verschiedene Fliegen-Spezi€sl(iphora vicing Lucilia caesaru.a.), die Trager des Erregers

sein konnen (Fischer et al., 2001; Fischer et al., 2004). Bei Untersuchungen verschiedener Fliegen-
Spezies, die auf dem Schlachthof Kontakt zu MAP-infizierten Rindern hatten, konnte der Erreger
mehrfach isoliert werden. Selbst an Tagen, an denen nur Rinder aus Paratuberkulose-freien Bestidnden
geschlachtet wurden, konnte MAP bei Fliegen auf dem Schlachthof isoliert werden (Fischer et al.,
2004).
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Arbeitskonzept

DasZiel der Dissertation sollte der molekularbiologische Nachweis Wdgcobacterium aviunssp.
paratuberculosis(MAP) in Kotproben von Milchrindern durch das im Institut fur Tierarztliche
Nahrungsmittelkunde entwickelte TagMaReal-Time PCR-Verfahren (Schénenbriicher et al., 2008)
sein. Dabei sollten nicht nur klinisch erkrankte Tiere, sondern auch klinisch inapparent infizierte Tiere

erfasst werden.

Insgesamt waren folgende Arbeitsmodule zu beriicksichtigen:

= Bestimmung der Nachweisrateder institutseigenen TagMarReal-Time PCR mit artifiziell
kontaminierten Kotproben unter Bertcksichtigung verschiedener DNA-Extraktionsverfahren
(Vorversuch und Hauptversuch I)

= Bestimmung von Spezifitatund Sensitivitat der TagMafi Real-Time PCR und einer nested-PCR
(Bull et al., 2003) bei der Nachuntersuchung bereits durch andere Institutionen voruntersuchter,
nativer Kotproben von Paratuberkulose-positiven und -negativen Rindern als Blindversuche
(Hauptversuch I1)

» Parallele, vergleichendemikroskopische und kulturelle Untersuchungen der nativen

Rinderkotproben (Hauptversuch II)
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Verzeichnis der verwendeten Materialien

a) Allgemeine Laborausstattung:

Abftllgerat fur Nahrmedien, Typ Tecnomat 125, Fa. Integra Bioscience

Analyse- und Prézisionswaage, Typ BP 3100 S, Fa. Satorius

Automatischer N&hrmediensterilisator und Tischautoklav, Typ Agarclav 5/10, Fa. Integra
Bioscience

Beutelwalkmischgerat/Stomacher, Typ Lab Blender 400; Modell No BA 6021, Fa. Seward
Brutschrank (+37 °C) Typ BVW 50 K, Fa. Memmert

Bunsenbrenner, Typ Gasi 3.340102, Fa. Schiitt Labortechnik

Dampfsterilisator, Typ H+P 500EV, Fa. Varioklav

Féarbebank mit Abzugseinrichtung, Fa. Weseman

Feinwaage, Typ BA 210 S — OD1/MCBB 100, Fa. Satorius

Gefriertruhe (-25 ° C), Typ GTL 37000, Fa. Bosch

Glasflaschchen mit Schraubverschluss (Volumen 25 ml)

Impfésenhalter, Artikelnr. 231.2572, Fa. VWR International

Kihlschrank (+2 bis +4 °C)

Kihlzentrifuge, Typ Multifuge 1 S-R, Fa. Heraeus Instruments

Lichtmikroskop, Typ KF 2, Fa. Zeiss

Messkolben aus Glas nach DIN 12664, Genauigkeitsklasse A

Messpipetten 1 ml und 10 ml., Artikelnr. 6121125 und 6121134, Fa. VWR International
Messzylinder aus Glas nach DIN 12680, Genauigkeitsklasse B

Metallspatel

Petrischalen mit und ohne Nocken, Fa. Nerbe plus

Pipettierball (Peleusball), Artikelnr. 6122006, Fa. VWR International

Pipettenspitzen (Volumina 10 pl, 200 pl und 1.000 pl), Fa. Eppendorf

Pipetten, Typ ResearthVaripip® (100-1.000 pl, 50-200 pl, 10-100 pl, 0,5-10 pl), Referenz
der Fa. Eppendorf

Platindsen, Volumen 0,5 pl, Artikelnr. 631. 712, Fa. VWR International
Reagenzglasschittler, Typ 7-2020, Fa. neoLab

Schiittelinkubator, Typ 3033, Fa. GFL (Gesellschaft fir Labortechnik)
Sicherheitswerkbank, Typ LaminAir HB 2448, Fa. Heraeus Instruments

Stander fur Kulturrohrchen, Artikelnr. E 101.1, Fa. Roth

Thermomixer, Typ 5436, Fa. Eppendorf
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Tischzentrifuge, Typ 5415C, Fa. Eppendorf

Trocknungsschrank, +40 °C, Fa. Memmert

Wasserbad, Typ 780027, Fa. Kottermann

Wasserbad, Typ 1002, GFL (Gesellschatft fir Labortechnik)
Weithals-Erlenmeyerkolben, Artikelnr. 391.0260, Fa. VWR International
Zentrifugenréhrchen (50 ml) mit Schraubdeckel, Produkt-Nr. N 465.1, Fa. Roth

Molekularbiologischer Bedarf:
Einmalhandschuhe Touch NT-Nitril, Artikelnr. 92-60, Fa. Ansell

Einmalpapiertticher, Fa. Torx

Elektrophoresekammer, Typ Blue Manne 100 und 200, Fa. Blueline

Fotoanlage (MP 3, Fa. Polaroid

Netzteil MBT, Typ 57042, Fa. MicroBiotecBrand

Netzteil Transphor/Electrophoresis DC Power Supply, Produkt-Nr. 95-2021, Fa. HSI Hoefer
Pasteurpipetten, Fa. VWR International

PCR-Reaktionsgefal3stander, Fa. Eppendorf

Reagenzgefalie (1,5 ml und 2 ml), Fa. Biozym

Reagenzgefale fir PCR (100 pul, 200 pl), Fa. Biozym

Reagenzgefalie mit Schraubdeckel (2 ml), Fa. Biozym

Real-Time Cycler, Typ ABI PRISM 7000 Sequence, Fa. Applera

Ribolyser, Typ FastPrep 120, Fa. Savant Instruments

SiLibead§ Keramikkiigelchen, Fa. Sigmund Lindner

Thermocycler, Typ TouchDowM Temperature Cycling System, Fa. Hybaid

Thermocycler, Typ GeneAmp PCR-System 9600, Fa. Perkin Elmer

Ultraviolet Transilluminator, Typ Mighty Bright UVTM-25, Fa. Hoefer Scientific Instruments
UV-Kabinett, Typ 825-UCV/22, Fa. Plas-Labs

Zentrifugenréhrchen mit Schraubdeckel (15 ml), Fa. Sarstedt
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3.2.2 Referenz- und Kontrollstamme

Zur artifiziellen Kontamination von Rinderkot sowie als Negativ- und Positivkontrollen fur die

eingesetzten PCR-Systeme wurden die folgenden Mykobakterienstamme verwendet:

e Mycobacterium aviunssp.paratuberculosi®D8168/02 (interne Bezeichnung: MAP 423):
Herkunft: Rinderkot

Quelle: Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz, Koblenz

e Mycobacterium aviunssp.paratuberculosidDSMZ-Nr. 44135 (interne Bezeichnung: J 27):
Herkunft: Rinderkot

Quelle: Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Tiergesundheit, Jena

e Mycobacterium scrofulaceun8821/04 (interne Bezeichnung: Bo 18):
Herkunft: unbekannt

Quelle: Nationales Referenzzentrum fiir Mykobakterien, Borstel

e Mycobacterium smegmati8414/02 (intere Bezeichnung: Bo 16):
Herkunft: unbekannt

Quelle: Nationales Referenzzentrum fiir Mykobakterien, Borstel

e Mycobacterium fortuitum7157/01 (interne Bezeichnung Bo 11):
Herkunft: unbekannt

Quelle: Nationales Referenzzentrum fiir Mykobakterien, Borstel

3.2.3 Rinderkotproben

Insgesamt wurden 206 native Rinderkotproben im Rahmen des Hauptversuches Il mikroskopisch,
kulturell sowie molekularbiologisch untersucht. Darunter befanden sich 144 Rinderkotproben von
Tieren aus 24 unterschiedlichen Bestédnden und 62 Kotproben von Einzeltieren aus Hessen (n = 139),
Rheinland-Pfalz (n = 21) und Thiringen (n = 46). Die Rinderkotproben wurden von der Klinik fur
Wiederkauer und Schweine an der Justus-Liebig-Universitat in Giel3en, dem Landesuntersuchungsamt
Rheinland-Pfalz in Koblenz, der Thiringer Tierseuchenkasse in Jena und dem Landesbetrieb
Hessisches Landeslabor in Gie3en zur Verfiigung gestellt. Bei den nativen Rinderkotproben (n = 206)
handelte es sich um Kotproben klinisch auffalliger Milchrinder aus Paratuberkulose-
Problembestanden und/oder um Proben von Milchrindern, die mit unterschiedlichen, teilweise auch

mehreren Nachweisverfahren der Paratuberkulose von den o. g. Institutionen voruntersucht wurden.

46



Teils lagen nur serologische, kulturelle oder molekularbiologische Untersuchungsergebnisse von
Serum- bzw. Kotproben der einzelnen Tiere vor, teils existierten Ergebnisse verschiedener parallel
eingesetzter Nachweisverfahren. Bei den serologischen Nachweisverfahren ist zwischen
milchserologischen Untersuchungen mittels Milch-ELISA (ELISA (M)) und/oder blutserologischen
Untersuchungen mittels Blut-ELISA (ELISA (B)) zu unterscheiden. Detaillierte Angaben zu den

einzelnen Rinderkotproben finden sich im Anhang Kapitel 8.2 Tabelle 43 dieser Arbeit.

3.2.4 Ziehl-Neelsen-Farbung

Reagenzien und Chemikalien:
e TB Stain Kit ZN, Artikelnr. 212520, Fa. Becton Dickinson (BD
e TB Carbolfuchsin ZN (pro 1 Liter): 1,7 g Basic Fuchsin
50 g Phenol

95 ml Isopropanol

905 ml destilliertes Wasser

e TB Decolorizer (pro 1 Liter): 30 ml Salzsaure (HCI)
970 ml Ethanol/Methanol
¢ TB Methylenblau (pro 1 Liter): 2,4 g Methylenblau

300 ml Ethanol/Methanol
700 ml purified Wasser

Ein erbsengrol3es Stiick Rinderkot wurde auf einem Objekttrdger moglichst diinn ausgestrichen. Dabei
wurden grobe, faserige Kotbestandteile entfernt. Nach dem Trocknen des Ausstriches wurde der
Objekttrager Uber der Flamme eines Bunsenbrenners hitzefixiert. AnschlieRend wurde dieser in einen
Farbestdnder gelegt und auf der Farbebank vollstandig mit Carbolfuchsin ZN bedeckt. Das
Carbolfuchsin ZN wurde mit dem Bunsenbrenner tber einen Zeitraum von finf Minuten behutsam
mehrmals zum Dampfen gebracht. Nach dem AbgieRen des Farbstoffes und einer Spilung des
Objekttragers mit Wasser wurde das Praparat mit dem TB Decolorizer entfarbt (Einwirkzeit ca. ein bis
zwei Minuten) und behutsam mit Wasser abgespult. Der Entfarbevorgang wurde bei Bedarf noch ein
weiteres Mal wiederholt. Im nachsten Schritt erfolgte die Gegenfarbung des Praparates mit
Methylenblau. Dafur wurde der Objekttrager vollstandig fur einen Zeitraum von 20 Sekunden mit
Methylenblau bedeckt. Nach einer griindlichen Spulung mit Wasser und vollstdndiger Trocknung des
Objekttragers erfolgte die mikroskopische Untersuchung mittels Olimmersion bei 1.000-facher
VergrofRerung fur 10 Minuten (ca. 200 Blickfelder). Das Vorliegen von nestartig zusammengelagerten,
roten, séurefesten Stabchenbakterien auf blauem Hintergrund galt als Hinweis auf das Vorkommen
von MAP. Wurden keine roten Stdbchen in der untersuchten Probe identifiziert, so galt diese als

Mykobakterien-negativ. Das Vorkommen vereinzelter roter Stabchenbakterien, die nicht in Nestern

47



vorlagen, ermdglichte keine sichere Aussage iiber den Nachweis von MAP in der Kotprobe (nach den

Vorgaben des Arbeitskreises fur Veterindrmedizinische Infektionskrankheiten: AVID VI1/1996).

3.2.5 Dekontaminationsverfahren zur kulturellen Anziichtung vonMycobacterium aviunmssp.
paratuberculosifMAP) aus Rinderkot

Reagenzien und Chemikalien:
e Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC)/1-Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrag;(@GsCIN-H;O),
Artikelnr. 8.40008.0100, Fa Merck

e Herstellung der 0,75 %igen HPC-L6sung:
0,75 g Hexadecylpyridiniumchlorid ad 100 ml Aqua dest.

Um die im Rinderkot enthaltene Begleitkeimflora zu eliminieren bzw. zu reduzieren, wurden die
Rinderkotproben vor der kulturellen Anziichtung in Anlehnung an die Methode des Arbeitskreises fir
Veterindrmedizinische Infektionskrankheiten (AVID VII/1996) sowie die Dissertation von Schneider
(2003) dekontaminiert.

Dazu wurden jeweils 3 g Rinderkot in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen eingewogen und mit 0,75 %iger
HPC-L6sung auf 30 ml aufgefillt. Grobe Kotpartikel wurden nach griindlichem Vortexen der Probe
und einer nachfolgenden kurzen Sedimentation von bis zu 3 min abgetrennt, indem 20 bis 25 ml
Uberstand, je nach Kotbeschaffenheit, in ein neues 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt wurden. Die
restlichen 5-10 ml mit den groben Kotbestandteilen wurden verworfen. Als nachster Schritt wurde das
dicht verschlossene Réhrchen in einem Schittelinkubator in waagerechter Stellung fir 30 min bei
Raumtemperatur mit 100 Upm geschiittelt und danach in senkrechter Stellung bei Raumtemperatur
Uber Nacht unter Lichtausschluss gelagert. Am zweiten Tag der Aufbereitung wurden die
sedimentierten Proben bei Raumtemperatur fiir 30 min bei 900xg zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der komplette Uberstand abpipettiert und verworfen. Das Sediment wurde in
entsprechender Menge mittels abgeschnittenen Eppendorf-Pipettenspitzen auf die gewilnschten
N&hrmedien aufgebracht und mit einer Glaspipette (1 ml) gleichmaRig verteilt. Bei der Beimpfung der
Schragndhrmedien (HEYM und ENCLIT) wurden 150-200 pl Kotsediment verwendet. Dem
FlielRdiagramm 1 ,Schematische Darstellung der Dekontamination von Rinderkot* (vgl. Ziffer 8.1.1

im Anhang) sind die einzelnen Arbeitsschritte zu entnehmen.
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3.2.6 Nahrmedien fur den mikrobiellen Nachweis und die Anziichtung von MAP

3.2.6.1 Herrold’'s Egg Yolk-Schragnahrmedium mit Mycobactin J, Artikelnr. 222232,
Fa. Becton Dickinson (BLY)

Zusammensetzung pro Liter Wasser:
e 15,3 g Agar
9,0 g Casein (pankreatisch verdaut)
e 45 gNaCl
e 4,1 g Natriumpyruvat

e 2,7 g Fleischextrakt

¢ 0,1 g Malachitgriin

¢ 0,05 g Amphotericin B
¢ 0,05 g Nalidixinsaure

¢ 0,05 g Vancomycin

e 0,002 g Mycobactin J

e 100,0 ml Eigelb

e 27,0 ml Glycerol

e 873,0 ml destilliertes Wasser

Das Herrold's Egg Yolk-Schragndhrmedium mit den Zusétzen Mycobactin J, Amphotericin B,
Nalidixinsdure und Vancomycin wurde von der Firma Becton DickinsorfYBBzogen. Der Zusatz
Mycobactin J ist fur das Wachstum von MAP unerldsslich. Die antibiotischen (Nalidixinsdure und
Vancomycin) bzw. antimykotischen (Amphotericin B) Zuséatze erméglichen aufgrund einer gezielten
Unterdriickung der Begleitflora im Rinderkot die erforderliche Stabilitaét des Nahrmediums wéahrend
der langen Kultivierung von MAP. Die N&ahrmedien wurden bei +6 °C senkrecht und lichtgeschiitzt
gelagert und innerhalb des vorgeschriebenen Verbrauchsdatums verwendet. Die beimpften Medien
wurden zunéchst sieben Tage lang bei locker aufgesetztem Deckel in Schraglage und anschlie3end fir
den Rest der Bebritungsdauer in senkrechter Lage bei vollstdndig verschlossenem Deckel bei +37 °C
bebritet.

3.2.6.2 ENCLIT-Schragnahrmedium, Fa. Artelt-ENCLIT

Zusammensetzung pro Liter Wasser:

e Salzlésung 330 ml
¢ Eimasse (Vollei) 670 ml
¢ Malachitgriin 0,199
¢ Mycobactin J 2mg
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e Salzloésung pro Liter Wasser:

» Kaliumdihydrogenphosphat 4049
» Magnesiumsulfat-7-hydrat 0,49
* Magnesiumcitrat 1049
»  Asparagin 6,09
» Glycerol 20,0 mi
= Kartoffelmehl 43,39

Der ENCLIT-Schrigagar ist ein sehr preiswertes Nahrmedium auf Eibasis zur Anzichtung von
Mykobakterien, das von der Firma Artelt-ENCLIT als Fertignahrmedium bezogen wurde. Die Medien
wurden bei +6 °C lichtgeschiitzt und in senkrechter Stellung gelagert und innerhalb des angegebenen
Verbrauchsdatums verwendet. Die beimpften Medien wurden sieben Tage lang bei locker
aufgesetztem Deckel in Schraglage und anschliel3end fir den Rest der Bebriitung in senkrechter Lage

bei vollstandig verschlossenem Deckel und jeweils + 37 °C bebritet.

3.2.6.3 Middlebrook 7H10-Festndhrmedium

Zusammensetzung pro Liter Wasser:
BD Difco™ Middlebrook 7H10-Agar, Artikelnr. 262710, Fa. Beckton Dickinson {BD

e  Ammoniumsulfat 0,5¢g

¢ Monokaliumphosphat 159

¢ Dinatriumphosphat 159

e Natriumcitrat 0,49

¢ Magnesiumsulfat 0,025¢g
e Calciumchlorid 0,0005 g
e Zinksulfat 0,001 g
o Kupfersulfat 0,001 g
e L-Glutaminsdure, Natriumsalz 0,59

¢ Eisen(lIl)-Ammonium-Citrat 0,049

e Pyridoxin-HCL 0,001 g
e Biotin 0,0005 g
¢ Malachitgriin 0,00025 g
e Agar 15¢g
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Weiterhin supplementiert wurden:
e BBL MGIT OADC-Supplement, 100 ml
Artikellnr. 245116, Fa. Becton Dickinson (BD

Zusammensetzung pro Liter destilliertem Wasser:

= Rinderalbumin 50,0 g
= Dextrose 20,0¢g
= Katalase 0,03 ¢
» Olsaure 0,6¢g
e BBL MGIT PANTA-Supplement, 21 ml

Artikelnr. 245114, Fa. Becton Dickinson (Bp

Zusammensetzung pro Flaschchen lyophilisiertem PANTA:

*  Polymyxin B 6.000 Einheiten
*  Amphotericin B 600 pg
* Nalidixinsaure 2.400 pg
*  Trimethoprim 600 pg
= Azlozillin 600 pg
¢ Mycaobactin J-Supplement, 2 mg

Fa. Symbiotic8
e Glycerin zur Analyse, 5 ml
Artikelnr. 1.04094, Fa. Merck

Die Herstellung des Agarbodens erfolgte in der institutseigenen Nahrbodenkiche. Im Vorfeld wurde
jedes bendétigte Flaschchen des Supplements BBL MGIT PANTA (lyophilisiert) in 3 ml destilliertem
Wasser rekonstituiert. Das Supplement wurde in lyophilisierter Form bei +6 °C gelagert. Nach
erfolgter Rekonstitution wurde das PANTA-Supplement bei Kihllagerung (+2 bis +8 °C) innerhalb
von 72 h oder bei einer Lagerung bei -20 °C innerhalb von 6 Monaten verbraucht. Die oben
angefiihrten antimykotischen und antibiotischen Zuséatze des PANTA-Supplements gewdhrleisteten
bei der Anzucht von MAP aus Rinderkot eine langfristige Stabilitat des N&hrbodens gegenuiber einer
unerwinschten Begleitkeimflora. Ebenso wurde Mycobactin J (lyophilisiert) in 2 ml absolutem
Ethanol gelost und sorgfaltig bis zur volligen Aufldsung geschittelt. Resubstituiertes Mycobactin J
wurde bei +6 °C lichtgeschitzt gelagert. Das BBL MGIT OADC-Supplement wurde wie
vorgeschrieben bei +6 °C im Dunkeln gelagert.

Herstellung:

Die Herstellung des Middlebrook 7H10-Agars erfolgte im Agarklav. Dazu wurden 19 g Middlebrook

7H10-Agar in die Kivette eingewogen, 900 ml destilliertes Wasser und 5 ml Glycerin zugegeben.
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Anschlieend wurde die Losung unter standigem Rihren fir 10 min auf +121 °C erhitzt. Nach der
Abkihlung der Nahrlésung auf eine Temperatur von +50 °C erfolgte unter aseptischen Bedingungen
die Zugabe von 100 ml BBL MGIT OADC-, 21 ml BBL MGIT PANTA-Supplement (n = 7 Flaschen)

und 2 ml Mycobactin J. Nach einer grindlichen Durchmischung der flissigen supplementierten
N&hrlésung wurden je 20 ml mit dem Tachomat 125 Giel3automat in Petrischalen ohne Nocken
abgefillt. Die Nahrmedien wurden bei +6 °C dunkel gelagert und innerhalb des vorgesehenen

Verbrauchsdatums von vier Wochen verwendet.

3.2.6.4 Middlebrook 7H9-Flussigndhrmedium

Zusammensetzung pro Liter Wasser:
BD Difco™ Middlebrook 7H9-Bouillon, Artikelnr. 271310, Fa. Becton Dickinson D

e  Ammoniumsulfat 0,59

e L-Glutaminsaure 0,59

e Natriumcitrat 0,19

e Pyridoxin 0,001 g
e Biotin 0,0005 g
¢ Dinatriumphosphat 254¢g

¢ Monokaliumphosphat 109

¢ Eisen(ll)-Ammonium-Citrat 0,04 g
¢ Magnesiumsulfat 0,05¢
e Calciumchlorid 0,0005 g
e Zinksulfat 0,001 g
o Kupfersulfat 0,001 g
e Pyridoxin 1,0 mg
e Zinksulfat 1,0 mg
o Kupfersulfat 1,0 mg

Weiterhin supplementiert wurden:
e BBL MGIT OADC-Supplement, 100 mi
Artikelnr. 245116, FaBecton Dickinson (BD)

Zusammensetzung pro Liter destilliertem Wasser:

= Rinderalbumin 50,0 g
= Dextrose 20,0¢g
= Katalase 0,03 ¢
» Olsaure 0,6¢g
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¢ Mycobactin J-Supplement, 2 mg
Fa. Symbiotic8

e Tween 80, 40 ml
Artikelnr. 8.17061, Fa. Merck
e Glycerin zur Analyse, 25 ml

Artikelnr. 1.04094, Fa. Merck

Die Herstellung der Bouillon erfolgte ebenfalls in der institutseigenen N&ahrbodenkiche. Das

Supplement Mycobactin J wurde, wie bereits in Kapitel 3.2.4.3 beschrieben, rekonstituiert.

Herstellung:

Die oben beschriebene Rezeptur wurde auf eine Gesamtmenge von 450 ml Bouillon umgerechnet, da
nur kleine Mengen des Flissigmediums gleichzeitig benétigt wurden. 2,35 g Middlebrook 7H9-
Bouillon, 1,8 g Tween-80, 12,5 ml Glycerin und 450 ml destilliertes Wasser wurden in eine Kivette
eingewogen und bis zur vollstdndigen Lésung mit dem Magnetriihrer vermengt. Nach Zugabe von
1 ml Mycobactin J (1 mg) wurden je 9 ml der Bouillon in Glasbehéltnisse mit Schraubverschluss
abgefillt und fir 10 min bei +121 °C autoklaviert. Nach einer angemessenen Abkihlung wurden den
Flissigmedien jeweils 1 ml BBL MGIT OADC-Supplement und 10 Keramikkiigelchen zugesetzt. Die
Bouillon wurde bei +6 °C dunkel gelagert und innerhalb des vorgesehenen Verbrauchsdatums von vier

Wochen verwendet.

3.2.6.5 MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube)-Flissign&hrmedium,
Artikelnr. 245113, Fa. Becton Dickinson (BI5)

Zusammensetzung pro Liter destilliertem Wasser:

¢ modifizierte
Middlebrook 7H9-Bouillonbasis 5949
e Casein-Pepton 1,25¢

Weiterhin supplementiert wurden
e BBL MGIT OADC-Supplement, 0,5 ml
Artikelnr. 245116, FaBecton Dickinson (BD)

Zusammensetzung pro Liter destilliertem Wasser:

=  Rinderalbumin 50,0 g
= Dextrose 20,0¢g
= Katalase 0,03 ¢
»  Olsaure 0,69
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e BBL MGIT PANTA-Supplement, 0,1 ml
Artikelnr. 245114, Fa. Becton Dickinson (Bp

Zusammensetzung pro Flaschchen lyophilisiertes PANTA:

* Polymyxin B 6.000 Einheiten
* Amphotericin B 600 pg
» Nalidixinsédure 2.400 pg
* Trimethoprim 600 pg
»  Azlozillin 600 pg
¢ Mycobactin J-Supplement, 9,42 ul

Fa. Symbiotic8

Ein MGIT (Mycobacterial_@owth Indicator Tube) enthalt 110 pl Fluoreszenzindikator (Tris-4,7-
Diphenyl-1,10-Phenanthrolin-Rutheniumchlorid-Pentahydrat) und 4 ml modifizierte Middlebrook
7H9-Bouillon. Die Roéhrchen wurden vor der Beimpfung mit 0,5 ml BBL MGIT OADC, 0,1 ml BBL
MGIT PANTA und 9,42 pl Mycobactin J supplementiert und grindlich durchmischt. Die
Supplemente BBL MGIT PANTA und Mycobactin J wurden, wie bereits in Kapitel 3.2.4.3

beschrieben, vor der Verwendung rekonstituiert und gelagert.

3.2.7 Kulturelle Anziichtung von Mycobacterium aviunssp.paratuberculosigMAP)

3.2.7.1 Kulturelle Anziichtung von MAP aus Rinderkot auf Herrold’s Egg Yolk-
Schragndhrmedium

In eigenen Voruntersuchungen sowie in Anlehnung an die AVID-Methode (AVID VII/1996) hat sich
das Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium mit Mycobactin J-Zusatz im Vergleich zu dem ENCLIT-
Schragndhrmedium sowie dem Middlebrook 7H10-Festnahrmedium aufgrund der lang andauernden
Stabilitat der Medien, der guten Produktivitdt und der zeitsparenderen Handhabung als geeignet fur die
kulturelle Anziichtung von MAP aus Rinderkot erwiesen. Deshalb wurde das Herrold's Egg Yolk-
Schragndhrmedium im Rahmen dieser Arbeit fur die kulturelle Anziichtung von MAP aus nativen
Rinderkotproben verwendet. Die Kotproben wurden jeweils im Doppelansatz angelegt. Die jeweils
mit 150-200 pl dekontaminiertem Kotsediment beimpften Herrold’s Egg Yolk-Schragnédhrmedien
wurden zunéchst sieben Tage lang bei locker aufgesetztem Deckel in Schraglage und anschlie3end fur
den Rest der Bebritungsdauer in senkrechter Lage bei vollstdndig verschlossenem Deckel bei +37 °C
bebriitet. Die Kulturrohrchen wurden wochentlich auf das Wachstum von MAP und eventuelle
Kontaminationen untersucht. Eine abschlieRende Auswertung erfolgte 16 Wochen nach
Untersuchungsbeginn. Als verdachtige Kolonien galten runde, gewodlbte, < 0,5 mm grofRe Kolonien
mit glatter Oberflache, die sich zunachst triib oder durchscheinend darstellen. Im weiteren Verlauf der

Kultivierung erwiesen sich die Kolonien als zunehmend weil3, wachsartig und abgeflacht, teilweise
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mit zentralem Kndpfchen (,mamillenférmig”) und konnten eine Gréf3e von bis zu 3 mm erreichen. Bei

der kulturellen Anziichtung von MAP aus Rinderkotproben wurden die positiven Kulturergebnisse je
nach Anzahl der gewachsenen MAP-Kolonien in einfach (+), zweifach (++) oder dreifach (+++)

positiv unterteilt, um gering-, mittel-, und hochgradig MAP-ausscheidende Rinder voneinander
abgrenzen zu kénnen. Dabei wurde folgende Einteilung der Koloniezahlen zugrunde gelegt (Whitlock
et al., 2000; Crossley et al., 2005):

positiv (+): < 10 MAP-Kolonien

positiv (++): 10-50 MAP-Kolonien

positiv (+++): > 50 MAP-Kolonien

Die Identifizierung verdachtiger Kolonien erfolgte molekularbiologisch mittels Tafj\NReal-Time

PCR. Das Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium wurde zusatzlich zur Subkultivierung von aus
Rinderkot gewonnenen MAP-Isolaten verwendet. Abbildung 8 zeigt das Medium mit 1-2 Millimeter

grof3en, weil3-erhabenen Kolonien von MAP.

Abbildung 8: Kulturelle Anziichtung von MAP aus Rinderkot auf dem Herrold’s Egg
Yolk-Schragnahrmedium (Institut fur Tier&ztliche Nahrungsmittelkunde
der Justus-Liebig-Universitat Giel3en)

3.2.7.2 Kulturelle Anziichtung von MAP aus Rinderkot auf ENCLIT-Schragnahrmedium

Das ENCLIT-Schragndhrmedium wurde als preiswerte Alternative zum Herrold's Egg Yolk-
Schragndhrmedium fir die selektive Isolierung und Differenzierung von Méd® Rinderkot in
Voruntersuchungen eingesetzt und mit diesem verglichen.

In den eigenen Voruntersuchungen zeigten mit dekontaminiertem Rinderkot beimpfte Medien
allerdings ausnahmslos nach einer Bebritungsdauer von zwei bis vier Tagen eine erhebliche
Schimmelpilzbelastung bzw. bakterielle Kontamination und erlaubten keine Ilangerfristige
Kultivierung von Rinderkotproben. Der ENCLIT-Schragagar enthalt als antimykotisches Supplement

Malachitgriin, das offensichtlich nur eine ungeniigende Unterdriickung der im Rinderkot enthaltenen
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Begleitkeimflora bewirkte. Deshalb wurde das ENCLIT-Schrdgndhrmedium fir weitere

Kultivierungen von MAP aus Rinderkotproben ausgeschlossen.

3.2.7.3 Kulturelle Anziichtung von MAP aus Rinderkot auf Middlebrook 7H10-
Festnahrmedium

Das Middlebrook 7H10-Festndhrmedium wurde zur Isolierung und Kultivierung von MAP verwendet.
Das Nahrmedium wurde in Vorversuchen parallel zu den beiden Schragnahrmedien ENCLIT und
HEYM fur die kulturelle Anziichtung des Erregers aus Rinderkot getestet. Urspringlich sollte dieser
Festndhrboden eine Quantifizierung vom MAP aus Rinderkot ermdglichen. Eine Z&hlung der
gewachsenen Kolonien war jedoch nicht méglich, da zum einen die sehr kleinen, durchscheinend bis
weil3 gefarbten Kolonien auf dem hellen Hintergrund des Nahrmediums nur schwer zu erkennen
waren und zum anderen ein Groldteil der Kolonien von dem Uberimpften Kotsediment Uberdeckt
wurden. Weiterhin ist die komplexe Handhabung des Néhrmediums fur die langfristige Kultivierung
von MAP zu erwdhnen, da ein regelmafiger Verschluss der Petrischalen mit Parafiim (alle zwei bis
vier Tage) erforderlich war, um die Medien vor dem Austrocknen zu bewahren. Aufgrund der
komplexen Handhabung, der méaRigen Produktivitdt sowie der erschwerten Auswertung der Medien
wurde auf das Middlebrook 7H10-Festndhrmedium fir die kulturelle Anziichtung von MAP aus
Rinderkot verzichtet.

Das Medium wurde allerdings zur Quantifizierung und Uberpriifung der eingemischten
Erregerkonzentrationen der jeweiligen Verdiunnungsstufen bei den Einmischversuchen 1 bis 6
eingesetzt. Dafir wurden 100 pl der erregerhaltigen Verdinnungslosung der jeweiligen
Verdunnungsstufe vor der artifiziellen Kontamination der Rinderkotproben im Doppelansatz auf dem
Middlebrook 7H10-Festndhrmedium ausgespatelt. Die Nahrbdden wurden bei +37 °C bebritet und

wochentlich auf Wachstum des Erregers und mogliche Kontaminationen tberprift.

3.2.7.4 Kulturelle Anziichtung von MAP in Middlebrook 7H9-Flissignahrmedium

Das Middlebrook 7H9-Flussignahrmedium mit Tween 80-Losung und Mycobactin J wurde zur
Subkultivierung der MAP-Stamme MAP 423 und J 27 (DSMZ-Nr. 44135) eingesetzt, die fur die
artifizielle Kontamination der Rinderkotproben in den Einmischversuchen 4 bis 6 verwendet wurden.
Um die fur MAP typische Klumpenbildung im Medium zu vermeiden, wurden 10 sterile
Keramikkiigelchen (SiLibealls pro Medium zugegeben, das Anreicherungsmedium im
Schiittelinkubator (100 Upm) kontinuierlich geschiittelt und bei +37 °C bebritet (Hughes et al., 2001).
So konnte eine mdglichst gleichméafige Verteilung der eingemischten Erregerkonzentrationen in den

Rinderkotproben gewahrleistet werden.
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3.2.7.5 Kulturelle Anziichtung von MAP in MGIT-Flissigndhrmedium

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen dieser Arbeit wurde das MGIT-Indikator-R6hrchen zur
Subkultivierung von aus Rinderkotproben gewonnenen MAP-Isolaten sowie zur kulturellen Anzucht
des MAP-Stammes MAP 423 eingesetzt, der fur die artifizielle Kontamination der Rinderkotproben in
den Einmischversuchen 1 bis 3 verwendet wurde. Die Bebritung erfolgte bei +37 °C in senkrechter
Stellung bei vollstandig verschlossenem Deckel. Die inokulierten R6hrchen wurden ab dem zweiten
Bebritungstag taglich unter einer Langwellen-UV-Lampe bei 366 nm auf Fluoreszenzsignale
Uberprift. Ein positives Fluoreszenzsignal wird durch den Sauerstoffverbrauch wachsender
Erregerzellen ausgelést und ist ab Erregerkonzentrationen von éabid0ca. 106KbE/mI
Flissigmedium zu erwarten. Weitere Hinweise auf das Wachstum von MAP sind weil3e, grob-kérnige
Ablagerungen auf dem Boden des Kulturréhrchens ohne einheitliche Tribung des Flissigmediums.
Allerdings konnte auch das Wachstum unerwiinschter Begleitkeime wie beispielsweise von
Schimmelpilzen, Fluoreszenzsignale auslésen. Homogene Tribungen des Flissigmediums wiesen auf
eine Kontamination hin. Abbildung 9 zeigt MGIT-Flissigndhrmedien mit positiver (rechts) und

negativer (links) Fluoreszenz.

Abbildung 9: MGIT-Flussigndhrmedium mit positiver Fluoreszenz nach Wachstum
von MAP (rechts); Negativkontrolle (links) (Institut fir Tierarztliche
Nahrungsmittelkunde der Justus-Liebig-Universitat)

3.2.8 Archivierung von MAP-Isolaten aus Rinderkotproben

Die MAP-Isolate, die aus den untersuchten Rinderkotproben isoliert werden konnten, wurden nach

Subkultivierung als Reinkultur und molekularbiologischer Bestatigung als Lyophilisate sowie als

Gefrierkulturen archiviert.
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3.2.8.1 Lyophilisierung

Verwendete Reagenzien und Chemikalien:
¢ Magermilchpulver (Skim Milkpowder, 500 g), Artikelnr. LP0031, Fa. Oxoid

D-(+)-Glukose (1 kg), Artikelnr. 1.08337.1000, Fa. Merck

¢ Injektionsflaschen (45 x 22 mm, 10 ml, 100 Stiick), Artikelnr. G 50452200B0U7, Fa. MAGV

e Gummiverschlisse fur Gefriertrocknung (20 mm, 100 Stuck), Artikelnr. KGF##H20A%, Fa.
MAGV

e Alu-Bordelkappen (20 mm, 100 Stiick), Artikelnr.: KA#A###20#L, Fa. MAGV

¢ Herstellung der Magermilch-Glukose-Ldsung:
125 g Magermilchpulver
7,5 g Glukose
ad 1.000 ml Aqua dest.

Fur die Lyophilisierung wurde 1,5 ml sterile Magermilch-Glukose-L&sung in sterile Injektionsflaschen
pipettiert und Koloniematerial des jeweiligen MAP-Isolates eingerieben. Das verwendete
Koloniematerial der Erreger-Isolate wurde aus subkultivierten Reinkulturen auf Herrold’s Egg Yolk-
Schragndhrmedium gewonnen.

Nach dem Vorfrieren der erregerhaltigen Injektionsflaschen bei -20 °C fur 24 h wurden diese in eine
Gefriertrocknungsanlage eingesetzt und dem Inhalt innerhalb von 18-24 h die Flissigkeit im Vakuum
entzogen. AbschlieRend wurden die Flaschen mit Bordelkappen versehen und lichtgeschitzt bei +4 °C
gelagert. Die Vermehrungsfahigkeit de Isolate wurde in regelmafigen Abstdnden durchgefuhrt. Daftr
wurden die Lyophilisate mit 1,5 ml sterilem Aqua dest. resuspendiert und auf entsprechende

Né&hrmedien Uberimpft.

3.2.8.2 Gefrierkulturen

Verwendete Reagenzien und Chemikalien:
¢ Reaktionsgefalie: Cryovigl,sArtikeInr. 479-4503, Fa. VWR

Fur die Gefrierkulturen wurde Koloniematerial der kultivierten MAP-Isolate aus dem MGIT-
Flissigmedium verwendet. Dafir wurden die Medien zunachst sorgféltig durchmischt und die gesamte
Flissigkeit in Reagenzgefalle (Fa. Eppendorf) Uberfiihrt. Nach einer Zentrifugation fir 10 min bei
3.000xg wurde der gesamte Uberstand mit einer Pasteurpipette abpippetiert und verworfen. Das Pellet
wurde danach in 0,5 ml MGIT-Flissignahrmedium resuspendiert. Im Anschluss wurden die
Cryovial$’-ReaktionsgefaRe mit 0,5 ml Glyzerin (87 %ig) befiillt und die Bakteriensuspension
hinzugegeben. Nach sorgfaltigem Mischen der Probe wurde diese in einen Cryokasten eingesetzt und

bei Gefriertemperaturen von -80 °C gelagert.
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3.2.9 Extraktion genomischer DNA aus Mykobakterienkulturen

Chemikalien und Reagenzien:
o DNeasy Blood & Tissue-Kit (50 Reaktionen), Artikelnr. 69504, Fa. Qiagen
e Ethanol Absolut (96-100 %), RotisGHPLC Gradient Grade, Fa. Roth
¢ Lysispuffer, eigene Herstellung gemald Qiagen-Protokoll:
20mM Tris-Cl (Pufferarf > 99,9 %), Fa. Roth
2 mM EDTA lIl (Triplex®lll), Fa. Merck
1,2 % Triton X-100, Fa. Roth

Die DNA-Extraktion aus MAP-Isolaten, die bei der kulturellen Anzichtung des Erregers aus
Rinderkot auf Herrold's Egg Yolk-Schrdgndhrmedium gewachsen waren, erfolgte mit zwei
unterschiedlichen Extraktionsverfahren. Dasrste Verfahren zur DNA-Isolierung aus
Mykobakterien-Kulturen wurde eingesetzt, wenn eine groRe Menge an Koloniematerial auf dem
Herrold’s Egg Yolk-Schragnahrmedium zur Verfiigung stand. Dabei wurden funf bis zehn Kolonien
oder bei Rasenwachstum zwei Impfdsen voller Koloniematerial in 200 pl destilliertes Wasser in ein
Eppendorf-Gefal3 (2 ml) eingerieben und 1 min gevortext. AnschlieRend folgte ein Erhitzungsschritt
bei +100 °C fur 20 min zur Lyse der Erreger. Die abgekihlten Proben wurden dann bei 5.000xg fur
1 min zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und in ein neues Eppendorf-GefaR (1,5 ml) liberfiihrt.
Das Pellet wurde verworfen. In dem Uberstand befand sich die gewiinschte DNA, die zur
molekularbiologischen Bestatigung der subkultivierten MAP-Isolate verwendet werden konnte.

Das zweite Verfahren wurde eingesetzt, wenn eine geringe Menge an Koloniematerial auf dem
Herrold’'s Egg Yolk-Schragnahrmedium zur Verfiigung stand. Die DNA-Isolierung erfolgte dabei
nach dem Protokoll des DNeasy Blood & Tissue-Kiter Firma Qiagen. Dabei wurden mit einer
sterilen Ose zwei bis drei Kolonien von dem Schragnahrmedium aufgenommen und in 180 pl
Lysispuffer eingerieben. AnschlieRend wurden die Proben fiir mindestens 90 min bei +37 °C in einem
Thermomixer schittelnd inkubiert und danach mit 25 pl Proteinase K sowie 200 pl AL-Puffer
versetzt. Nach einer sorgfaltigen Durchmischung folgte eine Inkubation fiir weitere 90 min bei +56 °C
und ein Kochschritt bei +100 °C fir 15 min. Als nachster Schritt wurden 200 pl Ethanol absolut (96-
100 %) zugegeben und nach erneutem Durchmischen der Probe die gesamte Flussigkeit des
Eppendorf-GefalRes in die QlAamp Spin-Saule (in einem Sammelgefal3) Uberfuhrt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 6.000xg, um die Saule zu leeren; der Durchfluss wurde verworfen und die
Séule in ein neues Sammelgefal gesetzt. Fir die folgenden zwei Waschschritte kamen jeweils 500 pl
AW1- und AW2-Puffer zum Einsatz, die nacheinander auf die Sdule gegeben wurden. Nach Zugabe
des AW1-Puffers wurden die Proben fiir 1 min bei 6.000xg zentrifugiert, der Durchfluss verworfen
und die Saule in ein neues SammelgfalR gesetzt. Das Verfahren wiederholte sich fir den AW2-Puffer,

mit dem Unterschied, dass die Zentrifugation der Proben nach der Zugabe des AW2-Puffers fur 3 min
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bei 15.800xg (Eppendorf-Zentrifuge, Typ 5415C) erfolgte und nach dem Verwerfen des Durchflusses
und dem Uberfithren der Saule in ein neues SammelgefaR noch ein zweiter Zentrifugationsschritt fiir
1 min bei derselben Umdrehungszahl durchgefiihrt wurde. Der letzte Zentrifugationsschritt bezweckte
die Trocknung des Filters innerhalb der S&ule. Fir die nun folgende Elution wurden die S&ulen in ein
neues Eppendorf-Gefal3 (1,5 ml) gesetzt und 200 pl AE-Puffer zugegeben. Nach einer abschlie3enden
einminutigen Inkubation bei Raumtemperatur und einem Zentrifugationsschritt bei 6.000xg wurde das
aufgefangene Eluat mit der gewiinschten DNA in dem beschrifteten Eppendorf-GefalR (1,5 ml) bei
+6°C im Kuhlschrank gelagert. FlieRdiagramm 2 ,Schematische Darstellung der DNA-Extraktion

aus Mykobakterienkulturen® (vgl. Ziffer 8.1.2 im Anhang) sind die einzelnen Arbeitsschritte

dargestellt.

3.2.10 Extraktion genomischer DNA aus Rinderkotproben

Insgesamt wurden in dieser Arbeit vier unterschiedliche DNA-Extraktionsverfahren zur Isolation von
MAP-DNA aus artifiziell und nativ kontaminierten Rinderkotproben vergleichend eingesetzt. Zu
Beginn der Untersuchungen wurde ein standardisiertes Kit-System der Firma Qiagen zur DNA-
Isolierung aus Rinderkotproben verwendet (Q). Dieses erzielte in Kombination mit dem
institutseigenen TagM&nReal-Time PCR-Verfahren bei den Einmischversuchen 1, 2 und 3 keine
zufriedenstellenden Ergebnisse. Deshalb wurden in Absprache mit der Firma Qiagen Modifikationen
des urspriunglichen Protokolls vorgenommen. Das Standard-Extraktionsverfahren (Q) sowie das
modifizierte Extraktionsverfahren der Firma Qiagen (Qm) und zwei weitere Extraktionsverfahren der
Firma Roche (R und Rm) wurden bei den Einmischversuchen 4, 5 und 6 vergleichend fiir den
molekularbiologischen Nachweis von MAP in artifiziell kontaminierten Rinderkotproben eingesetzt.
Mit allen vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren wurden zusatzlich auch native

Rinderkotproben untersucht.

3.2.10.1 DNA-Extraktionsverfahren | (Q)

Reagenzien und Chemikalien:
e QlAampDNA Stool Mini Kit® (50 Reaktionen), Artikelnr. 51504, Fa. Qiagen
e Ethanol Absolut (96-100 %), RotisGHPLC Gradient Grade, Fa. Roth

Das erste chemisch-thermische Extraktionsverfahren basierte auf dem Protokoll des QIAmp DNA

Stool Mini Kits® der Firma Qiagen. Dafiir wurden jeweils 180 bis 220 mg des gut durchmischten

Rinderkots im Doppel- bzw. Dreifachansatz in jeweils ein Eppendorf-Gefald (2 ml) eingewogen und

1,4 ml ASL-Puffer zugegeben. Im Anschluss wurden die Proben durch kontinuierliches Vortexen fir 1

min homogenisiert. Nach einem Erhitzungsschritt bei +95 °C fir 5 min wurden die Proben nochmals

fur 15 s homogenisiert und bei 15.800xg (Eppendorf-Zentrifuge, Typ 5415C) fir 1 min zentrifugiert.
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1,2 ml des Uberstandes wurden abpipettiert und in ein neues Eppendorf-GefaR (2 ml) uberfiihrt,
wahrend das Pellet verworfen wurde. Im néchsten Schritt erfolgte die Zugabe der InhibitEX-Tablette
zur Bindung von PCR-Inhibitoren. Danach wurden die Proben griindlich gevortext und nach einer
einminiitigen Inkubationszeit bei 15.800xg fur 3 min zentrifugiert. Der gesamte Uberstand wurde
abpipettiert und in ein Eppendorf-Gefal3 (1,5 ml) tberfuhrt, das Pellet wurde verworfen. Nach einer
erneuten Zentrifugation bei 15.800xg fiir 3 min wurden 200 pl des Uberstandes in ein Eppendorf-
GefaR (1,5ml) gegeben, das 15 pl Proteinase K enthielt. Zusatzlich wurden 200 pl AL-Puffer
zugesetzt und die Probe anschlieRend grindlich gevortext. Nach einer Inkubation bei +70 °C fir
10 min wurden die Proben mit 200 pl absolutem Ethanol (96-100 %) versetzt, durch Vortexen
grundlich durchmischt und abschlieend die gesamte Flussigkeit auf die QlAamp Spin-Saule
Uberfuhrt. Nach dem Zentrifugieren der Proben fiir 1 min bei 15.800xg wurde die S&ule in ein neues
Sammelgefal gesetzt und der Durchfluss verworfen. Im Anschluss folgten zwei Waschschritte mit
jeweils 500 pl des AW1- und AW2-Puffers. Nach Zugabe des AW1-Puffers wurden die Proben fir
1 min bei 15.800xg zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und die S&ule in ein neues Sammelgefal
gesetzt. Ebenso wurde mit dem AW2-Puffer verfahren, aulRer dass die Zentrifugation der Proben nach
der Zugabe des AW2-Puffers fir 3 min bei 15.800xg erfolgte. Nach dem Verwerfen des Durchflusses
und Uberfithren der Saule in ein neues SammelgefaR wurden die Proben noch ein zweites Mal fir
1 min mit derselben Umdrehungszahl zentrifugiert. Fir die nachfolgende Elution wurden die S&ulen in
ein neues Eppendorf-Gefall (1,5 ml) gesetzt und 10 pul AE-Puffer zugegeben. Nach einer
abschlieRenden einminltigen Inkubation bei Raumtemperatur und einem Zentrifugationsschritt bei
15.800xg fur 1 min wurde das aufgefangene Eluat mit der isolierten DNA in dem beschrifteten
Eppendorf-Gefal3 (1,5 ml) bei +6 °C im Kihlschrank gelagert. Bisfddiagramm 3 ,Schematische
Darstellung der DNA-Extraktion aus Rinderkot mittels Standard-DNA-Extraktionsverfahren (Q)"

(vgl. ziffer 8.1.3 im Anhang) sind die einzelnen Arbeitsschritte zu entnehmen.

3.2.10.2 DNA-Extraktionsverfahren Il (Qm)

Reagenzien und Chemikalien:
e QlAamp DNA Stool Mini Kif® (50 Reaktionen), Artikelnr. 51504, Fa. Qiagen
e Ethanol Absolut (96-100%), RotisG\HPLC Gradient Grade, Fa. Roth
o DX-Puffer, Fa. Qiagen

Das zweite eingesetzte DNA-Extraktionsverfahren basierte ebenfalls auf dem Protokoll des QIAmp

DNA Stool Mini Kits® der Firma Qiagen und enthielt zusatzlich Modifikationen wie eine gréRere

Koteinwaage, zwei verlangerte Erhitzungsschritte und eine weitere mechanische ErschlielBung der

Proben mittels Ribolyser.

Je Rinderkotprobe wurde 1 g Kot im Doppel- bzw. Dreifachansatz in jeweils ein 15 ml Zentrifugen-

rohrchen (Fa. Sarstedt) eingewogen und 5 ml ASL-DX-Puffer zugegeben. Der DX-Zusatz im ASL-
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Puffer sollte eine vermehrte Schaumbildung wéhrend des Schiittelvorganges im Ribolyser verhindern.
Nach einem Erhitzungsschritt bei +95 °C fir 10 min im Wasserbad wurden 1,4 ml der Uberstehenden
Flissigkeit des inzwischen sedimentierten Kotes in ein Reaktionsgefald mit Schraubdeckel (2 ml) der
Firma Biozym, dem zuvor sterile Keramikkiigelchen (SiLib8adter Fa. Sigmund Lindner)
zugegeben worden waren, Uberfuhrt. Als ndchster Schritt folgte der mechanische Aufschluss der
Proben im Ribolyser (4 x Speed 6 fur je 20 s). Nach grundlichem Vortexen der Proben wurde die
gesamte Flussigkeit in ein Eppendorf-Gefal? (2 ml) dberfuhrt und anschlieRend bei 5.000xg fur 5 min
in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der komplette Uberstand wurde anschlieBend in ein neues
Eppendorf-GefaR (2 ml) gegeben und eine InhibitEx-Tablette aus dem Qlamp DNA Stool Mini Kit
zugegeben. Die Tablette wurde durch kraftiges manuelles Schitteln in Lésung gebracht und nach einer
einminttigen Inkubation bei Raumtemperatur grindlich gevortext. Im Anschluss wurden die GefalRe
bei 20.000xg (Heraeus-Zentrifuge, Typ Multifuge 1S-R) fir 3 min zentrifugiert und hierauf der
gesamte Uberstand in ein neues Eppendorf-GefaR (1,5 ml) dberfiihrt. Nach einer weiteren
Zentrifugation des Uberstandes bei 20.000xg fiir 3 min wurden 300 pl des Uberstandes in ein neues
Eppendorf-Gefal3 (1,5 ml) gegeben, das bereits 20 pl Proteinase K enthielt. Nach Zugabe von 30 pl
AL-Puffer wurden die Proben grindlich durchmischt. Danach erfolgte eine Inkubation der Proben fiir
5-10 min bei +70 °C und ein zweiter Erhitzungsschritt bei +95 °C fur 10 min im Wasserbad. Im
Anschluss wurde den Proben jeweils 300 pl abs. Ethanol zugesetzt und diese grindlich gevortext. Alle
weiteren Schritte erfolgten geméafl den Anweisungen des Standard-Protokolls der Firma Qiagen
entsprechend der ersten DNA-Extraktionsmethode Q in Kapitel 3.2.8.1. Allerdings muss bei dem
modifizierten Protokoll die Flussigkeit in zwei Schritten hintereinander Uber die Saule gegeben
werden, da diese nur ein Fassungsvermdgen von 500 pl hBlieBdiagramm 4 ,Schematische
Darstellung der DNA-Extraktion aus Rinderkot mittels modifiziertem DNA-Extraktionsverfahren

(Qm)“ (vgl. ziffer 8.1.4 im Anhang) sind die einzelnen Arbeitsschritte dargestellt.

3.2.10.3 DNA-Extraktionsverfahren Il (R)

Reagenzien und Chemikalien:
e High Pure PCR Template Preparation ®*Kitl00 Reaktionen), Artikelnr. 11796828001,
Fa. Roche Applied Science

¢ Isopropanol, Fa. Roth

¢ S.T.AR.-Puffer, Fa. Roche Applied Science
Ansatz der Lysozymlosung: 10 mg/ ml in 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM Tris Puffer (pH = 8); eigene Herstellung

Das dritte DNA-Extraktionsverfahren basierte auf dem Protokoll des High Pure PCR Template

Preparation Kit§ der Firma Roche Applied Science. Dafiir wurden jeweils 1,5 g Rinderkot im

Doppelansatz bzw. Dreifachansatz in 15 ml Zentrifugenréhrchen (Fa. Sarstedt) eingewogen und je
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5 ml S.T.A.R.-Puffer zugegeben. Im Anschluss wurden die Proben durch kontinuierliches Vortexen
fur 15 s homogenisiert. Nach einer Zentrifugation der Proben bei 1.000xg fir 1 min wurde 1 ml des
Uberstandes in ein Eppendorf-Gefa (1,5 ml) tberfiihrt und fir 10 min bei +95 °C erhitzt. Die Proben
wurden anschlieRend bei 5.000xg fir 5min zentrifugiert und 200 pl des Uberstandes mit 5 pl
Lysozym-Ldsung versetzt. Nach grindlichem Durchmischen der Proben folgte eine
Schittelinkubation fur 15 min bei +37 °C. Unter Zugabe von 200 pl Binding-Puffer und 40 pl
Proteinase K-Losung wurden die Proben erneut gut durchmischt und fir 10 min bei +70 °C schittelnd
inkubiert. Im Anschluss wurde den Proben 100 pl Isopropanol zugegeben, durchmischt und die
gesamte Flussigkeit auf die Sdule tberfuhrt. Nach einer Zentrifugation bei 8.000xg fur 1 min wurde
die Saule in ein neues Sammelgefal gesetzt und der Durchfluss verworfen. Nach Zugabe von 500 pl
Removal-Puffer wurden die Probe nochmals fiur eine Minute bei 8.000xg zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Im Anschluss folgten zwei Waschschritte mit jeweils 500 pl Waschpuffer.
Nach Zugabe des Waschpuffers wurden die Proben fir eine Minute bei 8.000xg zentrifugiert, der
Durchfluss verworfen und die S&aule in ein neues Sammelgefal’ gesetzt. Ebenso wurde in dem zweiten
Waschschritt verfahren. Im Anschluss wurden die Proben zur vollstdndigen Entfernung des
Waschpuffers fiir 10 s bei 15.800xg (Eppendorf-Zentrifuge, Typ 5415C) zentrifugiert. Fir die Elution
wurden die Saulen in ein neues Eppendorf-Gefal (1,5 ml) gesetzt und 100 pul des zuvor auf +70 °C
erwarmten Elutionspuffers zugegeben. Nach einer abschlieBenden einminttigen Zentrifugation bei
8.000xg wurde das aufgefangene Eluat mit der isolierten DNA in dem beschrifteten Eppendorf-Gefaf}
(2,5 ml) bei +6 °C im Kihlschrank gelagert. Dé&irel3diagramm 5 ,Schematische Darstellung der
DNA-Extraktion aus Rinderkot mittels Standard sowie modifiziertem DNA-Extraktionsverfahren (R

und Rm)“(vgl. Ziffer 8.1.5 im Anhang) sind die einzelnen Arbeitsschritte zu entnehmen.

3.2.10.4 DNA-Extraktionsverfahren IV (Rm)

Reagenzien und Chemikalien:
e High Pure PCR Template Preparation ®Ki{100 Reaktionen), Artikelnr. 11796828001,
Fa. Roche Applied Science

¢ Isopropanol, Fa. Roth

¢ S.T.AR.-Puffer, Fa. Roche Applied Science
Ansatz der Lysozymlosung: 10 mg/ ml in 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM Tris Puffer (pH = 8) (eigene Herstellung)

Das vierte DNA-Extraktionsverfahren basierte ebenfalls auf dem Protokoll des High Pure PCR
Template Preparation Kitsder Firma Roche Applied Science. Dafiir wurden jeweils 1,5 g Rinderkot
im Doppelansatz bzw. Dreifachansatz in 15 ml Zentrifugenréhrchen (Fa. Sarstedt) eingewogen und je
5 ml S.T.A.R.-Puffer zugegeben. Im Anschluss wurden die Proben durch kontinuierliches Vortexen
fur 15 s homogenisiert und bei 1.000xg fir 1 min zentrifugiert.
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Bei dem vierten modifizierten DNA-Extraktionsverfahren, basierend auf dem Kit-System der Firma
Roche, wurde 1 ml Uberstand in ein Reaktionsgefal mit Schraubdeckel (2 ml) der Firma Biozym, das
Keramikbeads (SiLibeallsler Fa. Sigmund Lindner) enthielt, Uberfiihrt und im Ribolyser (2 x Speed

6 fur je 20 s) mechanisch aufgeschlossen. Danach folgte ein Erhitzungsschritt bei +95 ° C fir 10 min.
Das weitere Vorgehen des vierten modifizierten DNA-Extraktionsverfahrens Rm entspricht exakt dem
dritten DNA-Extraktionsverfahren R basierend auf dem High Pure PCR Template Prepar&ti@ Kit
Kapitel 3.2.8.3. DemFlieRdiagramm 5 ,Schematische Darstellung der DNA-Extraktion aus
Rinderkot mittels Standard sowie modifiziertem DNA-Extraktionsverfahren (R und @ugi)“Ziffer

8.1.5 im Anhang) sind die einzelnen Arbeitsschritte zu entnehmen.

3.2.11 Molekularbiologischer Nachweis vonMycobacterium aviunssp.paratuberculosis
aus Rinderkot

3.2.11.1 Real-Time Polymerasekettenreaktion

Chemikalien und Reagenzien

o DNA AWAY ™ zur Beseitigung von unerwiinschter DNA auf Oberflachen und Geratschaften,
Artikelnr. X996.1, Fa. Roth

e gPCRM Mastermix Plus without UNG,
Artikelnr. RT-QP2X-005WOU+, Fa. Eurogentec

e TagMan-MGFE’-Sonde F57po, Fa. Applied Biosystems

e TagMan-MGE’-Sonde IS_IFTN, Fa. Applied Biosystems

e Primer: f57p0-244F/f57po-306R bzw. ISMav2-735F/ISMav-896R, Fa. MWG Biotech

Zum qualitativen und quantitativen Nachweis von MAP in Rinderkot wurde das institutseigene
TagMarf Real-Time PCR-Verfahren nach Schénenbriicher et al. (2008) zur Detektion der
spezifischen MAP-Marker F57 und NB\2 sowie einer internen Amplifikationskontrolle

herangezogen.

a) Primerauswabhl fir das Real-Time PCR-Verfahren

Fir das institutseigene TagManReal-Time PCR-Verfahren wurden selbst ausgewéhite
Oligonukloeotidprimer als Zielregion der MAP-spezifischen Marker F57 ulhthi® verwendet und

mit dem TagMan-MGB-Sonden-System detektiert. Fiir den Nachweis des Markersviigien die
Primer ,f57po-244F* und ,f57po-306R*, fir den Nachweis der Insertionssequéfen2die Primer
ISMaw2-735F* und ,13aw896R" verwendetDie Primer wurden nach spezifischen, institutseigenen
Angaben bei der Firma MWG Biotech in Auftrag gegeben, die diese in lyophilisierter Form zustellte.

Nach Vorschrift des Herstellers wurde zunachst aus den jeweiligen Lyophilisaten (f57po-244F/f57po-
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306R bzw. I$av2-735F/1Mav-896R) mit Aqua dest. (fuir PCR-Zwecke) Stammldsungen von 100
pmol/ul hergestellt. Die Lagerung der Stammldsung erfolgte bei -18 °C und konnte je nach Bedarf
Uber einen Zeitraum von mindestens einem Jahr verwendet werden. Die TagM&rSd@mR:n
wurden von der Firma Applied Biosystems bezogen. Vor dem Gebrauch wurden 100 uM der TagMan-
MGB®-Sonden auf 2 pM mit Aqua dest. verdiinnt.

In den nachfolgenden Tabellen 6 und 7 sind die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer

und die zu erwartende Amplifikatgrof3e bei gleichzeitiger Angabe der Referenz aufgefihrt.

Tabelle 6: Angaben Uber die Primer des MAP-Markers F57
Primer Zielgen Primersequenz/Gréfie Position Amplifikat- Referenz
gréRRe
F57-F 5-TAC GAG CAC GCA GGC ATT C-3| 244-263
. . 19mer
(Vorwartsprimer) .
Schonen-
- ‘. : ) briicher et
F57-R F57 5’-CGG TCC AGT TCG CTG TCA T-3| 288-307 63 Bp L 2008
. 19mer al.,
(Ruckwartsprimer)
F57-TagMan- VIC-CCT GAC CAC CCT TC-MGB 268-282
Sonde 14mer

DBezogen auMycobacterium aviuresp paratuberculosis=57-DNA-Fragment (Genbank-Zugriffs-Nr. AF286339)

Tabelle 7: Angaben Uber die Primer des MAP-Markers ISMav2
Primer Zielgen Primersequenz/Grofie Position | Amplifikat- Referenz
groRRe

ISMawv2-735F 5-CGG CAA AAT CGA GCAGTT TC-3' | 1645-

(Vorwartsprimer) 20mer 1665 Schoénen-
bricher et

ISMav2-896R 5'-TGA GCC GGT GTG ATC ATC TTT-3 - .

2 ISMav2 vl iggg 162Bp | 22008

(Ruckwartsprimer)

IS_IFTN- 6-FAM-CGC TGA GTT CCT TAG-MGB | 1678-

TagMarP-Sonde 15mer 1693

b) DNA-Amplifikationstechniken

Die Beschickung der PCR-Gefal3e erfolgte rdumlich getrennt von den Ubrigen Arbeitsbereichen in
einem UV-PCR-Kabinett (Fa. Plas-Labs) in der in Tabelle 8 wiedergegebenen Reihenfolge. Die
Aliquotierung des Mastermixes wurde unter Kithlung der PCR-Gefalie durchgefuhrt. Tabelle 9 zeigt

die Thermocyclerkonfigurationen an.
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Tabelle 8: Pipettierprotokoll fiir die Real-Time PCR (50 pl-Ansatz)

Bestandteile und deren Konzentration Pipettiermenge  pro
Ansatz
qPCRM Mastermix Plud without UNG (Fa. Eurogentec) (2x) 25,0 ul
Primer: f57po-244F/-306R (10 pM) je 1,0 ul
Primer: ISMav2-735F/-896R (10 uM) je 1,0 ul
F57po-/IS_IFTN-TagMafSonde (2 M) je2,0ul
F57-Interne Amplifikationskontrolle 5,0 ul
F57-TagMafi s |AK-Sonde 2,0 ul
Agqua dest. 5,0 ul
Ziel-DNA 5,0 pl
Inhalt pro Reaktionsgefald 50,0 ul
Tabelle 9: Thermocyclerkonfigurationen fur die Real-Time PCR
Thermocyclerprogramm Temperatur Zeit Anzahl Thermocycler
Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 1x ABI 7000
Denaturierung 95 °C 15s 1
50x
Annealing/Extension 60 °C 1 min j

¢) Kontrollstimme

Bei der TagMafi Real-Time PCR wurden DNA-Proben der folgenden MAP- bzw. non-MAP-Stdmme
aus der institutsinternen Stammsammlung als Positiv- und Negativkontrollen bei jedem

Untersuchungsgang mitgefuhrt:

Positivkontrolle: Mycobacterium aviurasp.paratuberculosi§MAP) D8168/02
(interne Bezeichnun®AP 423)
Negativkontrolle: Mycobacterium scrofulaceu8821/04

(interne Bezeichnundgo 18)

Mycobacterium smegmatszt14/02

(intere Bezeichnundo 16)

Mycobacterium fortuitun7157/01

(interne Bezeichnungo 11)
Entsprechendes Koloniematerial der Bakterienstdmme wurde von dem Herrold's Egg Yolk-
Schragndhrmedium oder aus dem Flissigmedium MGIT gewonnen. Die DNA der jeweiligen
Referenzstamme wurde mit einem konventionellen DNA-Extraktionskit (DNeasy TisstiePit
Qiagen) isoliert. Das Arbeitsprotokoll ist Kapitel 3.2.7 zu entnehmen. Das gesamte Elutionsvolumen

betrug 200 pl. Davon ausgehend wurden Aliquots von jeweils 10-30 pl DNA in Reaktionsgefal3e
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(1,5 ml) pipettiert und bei -20 °C tiefgefroren. Die Referenz-DNA stand somit jederzeit fir die Dauer
von mindestens 12 Monaten zur Verfiigung.

Weiterhin wurden bei jedem PCR-Ansatz die DNA einer positiven und negativen

Aufbereitungskontrolle des jeweiligen Kontrollstammes, die Aufbereitungskontrolle des Leerwertes,
ein Leerwert des Mastermixes (ohne Zugabe von Proben-DNA) sowie eine Positiv- und

Negativkontrolle mitgefihrt.
d) Interne Amplifikationskontrolle (IAK)

Die IAK (F57) wurde mitgefihrt, um falsch-negative Ergebnisse, verursacht durch mdgliche in der
Probe enthaltene Hemmstoffe, auszuschlie3en. Sie wurde unter dem Einsatz eines kommerziell
erhaltlichen Plasmids pUC 19 (M11662, Promega) in einem vorgeschalteten PCR-Verfahren passend
zu dem Primerpaar f57po-244F/-306R aus der TaNRewal-Time PCR gewonnen (Abdulmawjood

et al., 2002; Schonenbriicher et al., 2008). Das dabei erhaltene Amplifikat wurde mit dem Purification-
Kit der Firma Qiagen nach dem vorgeschriebenen Protokoll aufgereinigt und bei -18 °C gelagert. Das
aufgereinigte Amplifikat konnte so Uber einen Zeitraum von einem Jahr verwendet werden. Um zu
gewahrleisten, dass ausreichend DNA-Material der Gebrauchsverdiinritidgrlifiternen Kontrolle

zur Verfugung stand, wurden mehrere Gebrauchsverdiinnungen in Portionen von 100 pl mit Aqua
dest. fir PCR-Zwecke hergestellt und in Eppendorf-GefalRe (1,5 ml) pipettiert. Zur Signalgebung
wurde in der TagMdhReal-Time PCR die entsprechende TagMan-Sonde (Universal-IAK-Td&gMan
Sonde, Fa. MWG-Biotech) verwendet.

e) Auswertung der PCR-Ergebnisse

Signalkurven, die unterhalb der Schwellenwertlinie lagen, wurden als negativ beurteilt. Ebenfalls
negativ gewertet wurden Signale, die zwar die Schwellenwertlinie tGberschritten, allerdings Ct-Werte
von > 40,00 erzielten. Alle sigmoiden Signalkurven, die die Schwellenwertlinie bis zu einem Ct-Wert
von < 40,00 uberschritten, wurden als positiv gewertet. Der Real-Time PCR-Lauf galt nur dann als
auswertbar, wenn entsprechende Signale bei der Positivkontrolle und der positiven
Aufbereitungskontrolle darstellbar waren. Die Negativkontrolle, der Aufbereitungsleerwert und der
Leerwert des Mastermixes durften keinerlei Signale aufweisen. Weiterhin musste die IAK bei der
Auswertung von negativen Proben ein positives Signal erzielen, mit Ct-Werten im Bereich von 35,60

bis 39,00. Auch bei schwach-positiven Proben kdnnen positive Signale der 1AK auftreten.
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3.2.11.2 Konventionelle nested-Polymerasekettenreaktion (nPCR)

Chemikalien und Reagenzien:
I) nested-PCR
¢ Herstellung des dNTP-Mix (je 10 mM), Fa. Roche:
10 pl dATP, Na-salt, PCR Grade (100 mM), Artikelnr.: 1 934 511
+10 pl dCTP, Na-salt, PCR Grade (100 mM), Artikelnr.: 1 934 520
+10 pl dGTP, Na-salt, PCR Grade (100 mM), Artikelnr.: 1 934 538
+10 pl dTTP, Na-salt, PCR Grade (100 mM), Artikelnr.: 1 934 549
wurden mit 60 pl Aqua bidest. (steril filtriert) gemischt.
e AmpliTagGold” (5 U/ul) mit GeneAmp 10x PCR-Puffer (15 mM Mg,
Artikelnr. 808-0242, Fa. Applied Biosystems
o DNA AWAY ™ zur Beseitigung von unerwiinschter DNA auf Oberflachen und Gerétschaften,

Artikelnr. X996.1, Fa. Roth

II) Agargelelektrophorese
o Puffer fir die Agargelelektrophorese:
10x TBE (Tris-(hydroxymethyl)aminomethan-Borsdure, EDTA-Puffer (1 Liter):
60 g (0,5 M) Tris-(hydroxymethyl)aminomethan, Artikelnr. 5429.3, Fa. Roth
30,90 g (0,5 M) Borséure, Artikelnr. 1.00165.0500, Fa. Merck
2,92 g (10 mM) EDTA (Triplex I1), Artikelnr. 1.08417, Fa. Merck
bzw.
1x TBE (Tris-(hydroxymethyl)aminomethan-Borsdure, EDTA-Puffer (2 Liter):
200 ml 10x TBE-Puffer wurden in einen Glaskolben tberfiihrt und mit Aqua bidest. auf zwei
Liter aufgefillt.
e Agarosegel fur die Agargelelektrophorese:
Fur die Gelelektrophorese kamen 1,5 %ige Agarosegele zum Einsatz. Dafir wurden 1,35 g
Agarose Standard (Produkt-Nr. AGAHO0500, Fa. Q Biogene) in 90 ml 1x TBE durch Erhitzen in
der Mikrowelle (Typ: Dimension 4, Fa. Panasonic) aufgelést. Im Anschluss wurde das
Agarosegel mittels Magnetrthrer (Typ: RCT-Basic, Fa. KIKA Labordiagnostic), auf +50-55 °C

abgekuhlt und in den vorbereiteten Geltrager gegossen.
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Probenauftragspuffer/Bromphenolblau-Losung:
- Herstellung der Stammldsungen:
15 %ige Ficoll-Losung
159 Ficoll, Artikelnr. F-2878, Fa. Sigma

ad 10 ml Aqua bidest. (steril filtriert)

5 %ige Bromphenolblau-Losung
0,59 Bromphenolblau, Artikelnr. 8122, Fa. Merck

ad 10 ml Aqua bidest. (steril filtriert)

- Herstellung der Gebrauchslésung:

10 mi 15 %ige Ficoll-Lésung
0,25 ml 5 %ige Bromphenolblau-Ldsung
- Probenamplifikatvorbereitung fir die Gelelektrophorese:

2 ul Gebrauchslésung
8 ul PCR-Amplifikat

e Ethidiumbromid-Farbebad:
50 pl 1 %ige Ethidiumbromid-Losung, Artikelnr. 1.11608.0030, Fa. Merck
151 Aqua bidest.

Zum qualitativen Nachweis der Insertionssequen800S von MAP aus Rinderkot kam ein
konventionelles nested-PCR-Verfahren zum Einsatz (Bull et al., 2003). Die nested-PCR wurde als
Vergleichsverfahren zu der TagMaReal-Time PCR mitgefiihrt und erméglichte die Untersuchung
der nativen Rinderkotproben mit einem dritten Marke®Q®. Mit dem Vorwarts- und Rickwarts-
Primer des ersten Primerpaares (TJ 1/2) konnte ein 355 Bp-Fragment amplifiziert werden. Mit dem
Vorwarts- und Ruckwarts-Primer des zweiten Primerpaares (TJ 3/4) wurde ein 294 Bp-Fragment
amplifiziert, welches innerhalb des oben genannten 355 Bp-Fragmentes liegt. Fur die zweite PCR
kamen die Amplifikate des ersten PCR-Laufes in einer Verdiinnung von 1:10 mit Aqua dest. fir PCR-

Zwecke zum Einsatz.
a) Primerauswabhl

Nach Bull et al. (2003) wurden fur die nested-PCR die AulRenprimer TJ 1/2 der Firma MWG Biotech
und die Innenprimer TJ 3/4 der Firma MWG Biotech (Tabelle 10) eingesetzt. Nach Vorgaben des
Herstellers wurde aus den jeweiligen Lyophilisaten (TJ 1/2 und TJ 3/4) mit Aqua dest. fir PCR-

Zwecke zuerst eine Stammldsung von 100 pmol/ul hergestellt. Die Lagerung dieser Stammldsung bei
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-18 °C ermdglichte die Aufbewahrung fir 12 Monate. Dies galt ebenso fiir die Gebrauchslésung mit

einer Konzentration von 10 puM, die als 50 ul Aliquots in ReaktionsgefafRen (1,5 ml) gelagert wurden.

Tabelle 10: Innen- und AuRenprimer der nested-PCR nach Bull et al. (2003)
. . . . Amplifikat-
Primer Zielgen Primersequenzen/Gréi3e groRe (Bp)
L 5-GCT GAT CGC CTT GCT CAT-3'18mer
(Vorwartsprimer auf3en)
355 Bp
TJ2 , ,
(Riickwartsprimer auRen 5-CGG GAG TTT GGT AGC CAG TA-3' 20mer
1S900
L3 5'-CAG CGG CTG CTT TAT ATT CC-3' 20mer
(Vorwartsprimer innen)
294 Bp

TJ4

- . . 5'-GGC ACG GCT CTT GTT GTA GT-3' 20mer
(Rickwartsprimer innen)

b) Kontrollstdmme

Bei der nested-PCR wurden DNA-Proben derselben Kontrollstamme aus der institutseigenen
Stammsammlung als Positiv- bzw. Negativkontrollen mitgefihrt wie bei der Real-Time PCR. Bei
jedem PCR-Ansatz wurden die DNA einer positiven und negativen Aufbereitungskontrolle des
jeweiligen Kontrollstammes, die Aufbereitungskontrolle des Leerwertes, ein Leerwert des

Mastermixes (ohne Zugabe von Proben-DNA) sowie eine Positiv- und Negativkontrolle mitgefihrt.

c) Pipettierprotokoll

Die Herstellung des Mastermixes erfolgte in einem separaten Raum in einem PCR-Kabinett. Zunachst
wurden die bendtigten Bestandteile des Mastermixes zum Auftauen in das PCR-Kabinett verbracht.
Alle verwendeten Reagenzien wurden wahrend der Herstellung des Mastermixes durchgehend gekihlt
(z. B auf Kiihlblocks). Die Aliguotierung des Mastermixes erfolgte ebenfalls unter Kiihlung der PCR-
GefaRRe. In vorgeschriebener Reihenfolge (Tabelle 11) wurden die Reagenzien in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal? pipettiert. Im Folgenden ist das Pippetierprotokoll fir einen 50 pl Ansatz tabellarisch

dargestellt:
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Tabelle 11:

Pipettierprotokoll fur die nested-PCR basierend auf dem MAP-Marker

1S900 (50 pl Ansatz)

Bestandteile und deren Konzentrationen

Pipettiermenge pro Ansatz

Aqua dest. fir PCR-Zwecke 36,5 ul
10x Polymerase-Puffer 15 mM MgCl

Fa. Applied Biosystems >ou
dNTP-Mix (10 mM each) 1,0 ul
Primer ( ) TJ 1/ 2 bzw. ( )TJ 3/ 4 (10 uM) je1,0pul
Polymerase AmpliTaq Goltf (5 U/ul)

Fa. Applied Biosystems o5u
DNA bzw. 1:10 verdiinntes Amplifikat 5,0 ul
Inhalt pro Reaktionsgefard 50,0 pl

d) Thermocyclerprogramm

Grundsétzlich wurde der Thermocycler Perkin Elmer 9600 (Fa. Applied Biosystems) fir die nested-

PCR eingesetzt. Alternativ stand der Thermocycler Hybaid TouchDown (Fa. Hybaid) zur Verfiigung.

Die Thermocycler wurden wie folgt programmiert:

Tabelle 12;

Zur Uberpriiffung der korrekten Thermocycleraufheizung und -temperaturverteilung wurden

Thermocyclerkonfiguration fur die nested-PCR

Thermocyclerprogramm

Initiale Denaturierung 95 °C 10 min
Denaturierung 94°C30s M
Annealing 60°C30s > 35
Extension 72°C30s

_/
Finale Extension 72 °C 5 min
Abkiihlung auf + auf4 °C

kommerziell erhaltliche Testkits (Sure CyRlger Firma Congen) verwendet.

71



e) Darstellung der PCR-Produkte mittels Agargelelektrophorese

Die Auswertung der nested-PCR erfolgte mittels Agargelelektrophorese unter Verwendung 1,5 %iger
Agarosegele. Die Herstellung der Gele ist oben bereits beschrieben. Zunachst wurden in den
abgedichteten Geltrager die passenden Kamme eingelegt und anschlieRend die ca. +50-55 °C warme
flissige Agarose unter Vermeidung von Blaschenbildung in den Geltrédger eingefullt. Nach dem
Erstarren des Gels wurde dieses in die mit 1x TBE-Puffer gefiilite Elektrophoresekammer verbracht.
Die Agarosegele wurden bis zu sieben Tage nach der Herstellung verwendet. Nach dem Ziehen der
Kamme wurden die entstandenen Geltaschen mit den jeweiligen vorbereiteten Probenamplifikaten
sowie den in der PCR mitgefiihrten Kontrollen beschickt. In die erste Geltasche wurde ein
Molekulargewichtsmarker (Marker XIV (100-1.500 Bp), Fa. Roche) gefiillt, der als Langenstandard
mitgefihrt wurde. Die angelegte elektrische Spannung variierte zwischen 80 und 130 V. Die
Gelelektrophorese wurde beendet, sobald die Bromphenolblaufront eine Laufstrecke von finf bis
sechs Zentimetern bei Einsatz von zwei KAmmen in einem Gel der Gré3e 13,5 x 14 cm zuriickgelegt
hatte.

f) Ethidiumbromidfarbung und Fotodokumentation

Die Anfarbung des Agarosegels erfolgte im Anschluss an die Gelelektrophorese und wurde mit
Ethidiumbromid durchgefiuihrt. Dafiir wurden die Agarosegele Uber einen Zeitraum von ca. 20 min in
einer wassrigen Ethidiumbromid-Losung (Herstellung s.o0.) im Schittelwasserbad gefarbt.
Uberschiissiges Ethidiumbromid wurde im weiteren Verlauf durch 20minitiges Schwenken in Aqua
dest. entfernt. Zur Auswertung wurde das feuchte Gel unter dem UV-Transilluminator (Fa. Hefer
Scientific Instruments) betrachtet. Die Fotodokumentation erfolgte auf einem Polaroidfilm mit der

manuellen Fotoanlage MP @Fa. Polaroid) bei vorgewahlten BlendengréRen von ,11* bis ,16* und

einer Belichtungszeit von drei bis vier Sekunden.

g) Auswertung der PCR-Ergebnisse

Sichtbare Banden wurden anhand der mitgefiihrten DNA-Molekulargewichtsmarker einer bestimmten
BasenpaargrofRe zugeordnet. Erfolgte ein positiver Nachweis ddglytiobacterium aviunssp.
paratuberculosis spezifischen Markers 800 so stellte sich bei Verwendung des aul3eren
Primerpaares eine Bande bei 355 Bp und bei Verwendung des inneren Primerpaares eine Bande bei
294 Bp dar. Die Probe galt als 980" positiv, wenn entweder beide Banden oder nur die Bande des
inneren Primerpaares nachgewiesen wurden. Sofern keine Banden zu erkennen waren, wurden die
Proben als negativ gewertet. Waren nur undeutliche Banden zu erkennen, wurden die Proben als

fraglich positiv gewertet. Die PCR galt nur dann als auswertbar, wenn die entsprechenden Banden
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auch bei der Positivkontrolle und der positiven Aufbereitungskontrolle darstellbar waren. Die
Negativkontrolle, der Aufbereitungsleerwert und der Leerwert des Mastermixes durften keinerlei

Banden aufweisen.

3.2.11.3 Vorversuch: Einmischversuche 1, 2 und 3 — molekularbiologische Untersuchungen von
artifiziell kontaminierten Rinderkotproben unter Berlcksichtigung eines
standardisierten DNA-Extraktionsverfahrens der Firma Qiagen

a) Referenzmaterialien

Der fur den Vorversuch bendtigte Rinderkot stammte aus einem Paratuberkulose-freien Rinderbestand
und erwies sich in Voruntersuchungen auf MAP als kulturell negativ. Fir die artifizielle
Kontamination der Rinderkotproben wurde der MAP-Stamm MAP 423 aus der institutseigenen
Stammsammlung herangezogen. Das MAP-Feldisolat 423 stellte das Landesuntersuchungsamt
Rheinland-Pfalz in Koblenz zur Verfigung. Es handelte sich um ein Kotisolat eines Rindes mit
klinisch manifester Paratuberkulose.

Die Kultivierung des MAP-Stammes MAP 423 erfolgte auf Herrold’s Egg Yolk-Schragndhrmedium
mit Zusatz von Mycobactin J und Amphotericin B, Nalidixinsaure und Vancomycin'(BBErrold’s

Egg Yolk Agar, Katalog-Nr. 222232, Fa. Becton Dickinson) und in MGIT-Flissigndhrmedium. Nach
Moglichkeit wurden eine bis drei Einzelkolonien von dem Herrold's Egg Yolk-Schragndhrmedium
mit der Impfése in das MGIT-Medium Uberfihrt. Die Inkubation erfolgte nach Herstellervorgaben bei

+37 °C fur mindestens 8 Wochen.
b) Artifizielle Kontamination der Rinderkotproben

Zu Beginn des Modellversuches wurde jeweils eine Reinkultur des MAP-Stammes MAP 423, der
zuvor in MGIT-Flussignahrmedium bei +37 °C bebritet worden war, ausgewéhlt. Der Keimgehalt des
ausgewahlten Mediums wurde mit Hilfe einer Zahlkammer nach TURCK bestimmt. Die Auszéhlung
von MAP erfolgte unter dem Mikroskop bei 400facher VergréRerung. Nach der Zahlung konnte ein
Keimgehalt vord4,8 x 10 KbE/m Flissigmedium im erstei3,6 x 10 KbE/ml Flissigmedium im
zweiten und3,0 x 10 KbE/m Flissigmedium im dritten Einmischversuch errechnet werden. Aus

1 ml Flissigmedium wurde eine dekadische Verdiinnungsreihe bis zur Verdiinnungsstufe 10
angelegt. Nach erfolgter Quantifizierung wurden jeweils 100 pl der Verdinnungsreihe auf das
Festndhrmedium Middlebrook 7H10 im Doppelansatz mittels Spatelverfahren aufgebracht und bei
+37 °C bebritet. Dieser Schritt dient der bestatigenden Quantifizierung der Erregerkonzentration der
jeweiligen Verdunnungsstufe. Zur artifiziellen Kontamination wurden anschlieBend 2 ml der
jeweiligen Verdunnungsstufe zu 20 g Rinderkot gegeben und grindlich manuell durchmischt. Im

Anschluss wurde der entsprechend gespikie Rinderkot molekularbiologisch untersucht. Dem
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FlieRdiagramm 6 ,Schematische Darstellung zur artifiziellen Kontamination von Rinderkotproben
mit MAP (Einmischversuche 1, 2 und 3)“ (vgl. Ziffer 8.1.6 im Anhang) sind die einzelnen

Arbeitsschritte zu entnehmen.

c) DNA-Isolierung und -Nachweis von MAP aus der Erregersuspension der jeweiligen
Verdinnungsstufe

Um die Erregerkonzentrationen der Verdinnungsstufen zu dberprtfen, wurde DNA aus der Erreger-
suspension der jeweiligen Verdinnungsstufe der Einmischversuche 1, 2 und 3 direkt isoliert. Dafir

wurde das DNeasy Blood & Tissue KifFa. Qiagen) verwendet (Kapitel 3.2.7).

d) DNA-Isolierung und -Nachweis von MAP aus artifiziell kontaminierten Rinderkotproben

Im Rahmen des Vorversuches erfolgte die DNA-Extraktion gemal dem Standard-Protokoll der Firma
Qiagen (Kapitel 3.2.8.1). Der Nachweis und die Bestatigung von MAP-DNA erfolgten in dem
Vorversuch unter Verwendung des institutseigenen TafiMaReal-Time PCR-Assays
(Schonenbriicher et al., 2008). Dabei wurde die spezifische Zielregion F57 detektiert, die sich geman
Literaturangaben (O'Mahony et al., 2004; Tasara et al., 2005; Bosshard et al., 2006) sowie eigenen
Erfahrungen besonders gut fir den Nachweis von MAP aus der Matrix Rinderkot eignet.

Aus allen Verdiinnungsstufen (0 —KBE/g Rinderkot) der Einmischversuche 1, 2 und 3 wurde im
DoppelansatzDNA gemall dem Standard-Extraktionsverfahren Q isoliert. Daraus ergaben sich 14
DNA-Aufreinigungen je Einmischversuch. Fir alle drei Einmischversuche wurden somit insgesamt 42
DNA-Isolierungen durchgefiihrt. Eine schematische Ubersicht zu den DNA-Aufreinigungen der

Einmischversuche 1, 2 und 3 zeigt Tabelle 13.

Tabelle 13: Ubersicht zu den Einmischversuchen 1, 2 und 3 unter Beriicksichtigung
des Standard-DNA-Extraktionsverfahrens Q

Proben MAP Einmischversuch™  Einmischversuch 2  Einmischversuch 3  gesamt

KbE/g
Protokol” | | | |

0 (nativ,
1c°
1t
10°
1¢?
1’
1¢°

NN NN NN NO

N  LSESENENE NN N Fo)
N  LNESENENE NN N Fo)
Bloo oo oo olO

14

"Protokoll: Q  QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
“der DNA-Nachweis erfolgte mittels Real-Time PCR
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3.2.12 Hauptversuch I: Einmischversuche 4, 5 und 6 — molekularbiologische Untersuchungen
von artifiziell kontaminierten Rinderkotproben unter Bericksichtigung der vier
unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren Q, Qm, R und Rm

a) Referenzmaterialien

Der fir den Hauptversuch | benétigte Rinderkot stammte aus einem Paratuberkulose-freien
Rinderbestand und erwies sich in Voruntersuchungen auf MAP als kulturell negativ. Fir die
artifizielle Kontamination der Rinderkotproben wurden gezielt zwei unterschiedliche MAP-Stamme
(MAP 423 und J 27) aus der institutseigenen Stammsammlung herangezogen. Das MAP-Feldisolat
423 wurde vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz in Koblenz bezogen und aus dem Kot eines
Rindes mit klinisch manifester Paratuberkulose isoliert. Der zweite MAP-Stamm J 27 ist ein DSMZ-
Stamm (Nr. 44135). Auch dieses MAP-Isolat wurde urspringlich aus Rinderkot isoliert.

Die Kultivierung der MAP-Stamme MAP 423 und J 27 erfolgte auf Herrold's Egg Yolk-
Schragndhrmedium mit Zusatz von Mycobactin J, Amphotericin B, Nalidixinsaure und Vancomycin
(BBL™ Herrold’s Egg Yolk Agar, Katalog-Nr. 222232, Fa. Becton Dickinson) sowie in dem
Middlebrook 7H9-Flussigmedium (Hughes et al., 2001). Nach Mdglichkeit wurden eine bis drei
Einzelkolonien von dem Herrold’s Egg Yolk-Schragndhrmedium mit der Impfése in das Middlebrook
7H9-Flussigmedium Uberfuhrt. Die Inkubation erfolgte nach Herstellervorgaben bei +37 °C fur
mindestens 8 Wochen. InFlieRdiagramm 7 ,Schematische Darstellung zur artifiziellen
Kontamination von Rinderkotproben mit MAP im Hauptversuch | (Einmischversuche 4, 5 und 6)"

(vgl. ziffer 8.1.7 im Anhang) sind die einzelnen Arbeitsschritte dargestellt.

b) Artifizielle Kontamination der Rinderkotproben

Zu Beginn des Modellversuches wurde jeweils eine Reinkultur der MAP-Stamme MAP 423 und J 27
(DSMZ-Nr. 44135), die in dem Middlebrook 7H9-Flissigmedium mit den Zusétzen Tween 80 und
Mycobactin J bei +37 °C bebritet worden waren, ausgewahlt. Um die fir MAP typische
Klumpenbildung im Medium zu vermeiden, wurden 10 sterile Keramikkiigelchen (SiLheaals
Sigmund Lindner) pro Medium zugegeben und das Anreicherungsmedium im Schittelinkubator
bebrutet. Der Keimgehalt des ausgewéhlten Mediums wurde mit Hilfe einer Zahlkammer nach
TURCK bestimmt. Die Auszahlung von MAP erfolgte unter dem Mikroskop bei 400facher
VergroRerung. Nach der Zahlung konnten Keimgehaltedydx 10, 2,8 x 10 und3,5 x 10 KbE/m
Flissigmedium fur die jeweiligen Einmischversuche 4, 5 und 6 errechnet werden. Bei den
Einmischversuchen 4 und 5 kam der Stamm MAP 423, bei dem Einmischversuch 6 der Stamm J 27
zum Einsatz. Aus 1 ml Flissigmedium wurde eine dekadische Verdinnungsreihe bis zur
Verdinnungsstufe 10angelegt. Nach erfolgter Quantifizierung wurden jeweils 100 pl der einzelnen

Verdunnungsstufen der Verdinnungsreihen der Einmischversuche auf das Festnahrmedium
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Middlebrook 7H10 im Doppelansatz aufgebracht, ausgespatelt und bei +37 °C bebritet. Dieser Schritt
dient der bestatigenden Quantifizierung (KbE/ml) der Erregerkonzentration der jeweiligen
Verdunnungsstufe. Zur artifiziellen Kontamination wurden anschlie@Bend 2 ml der jeweiligen
Verdunnungsstufe zu 20 g Rinderkot gegeben und griindlich manuell durchmischt. Im Anschluss

wurde der entsprechend gespikte Rinderkot molekularbiologisch untersucht.

c) DNA-Isolierung und -Nachweis von MAP aus der Erregersuspension der jeweiligen
Verdinnungsstufe

Um die Erregerkonzentrationen der Verdiinnungsstufen zu dberprtfen, wurde DNA aus der Erreger-
Suspension der jeweiligen Verdinnungsstufe der Einmischversuche 4, 5 und 6 direkt isoliert. Daftr

wurde das DNeasy Blood & Tissue Kiler Firma Qiagen verwendet (s. Kapitel 3.2.7).

d) DNA-Isolierung und -Nachweis von MAP aus artifiziell kontaminierten Rinderkotproben

Im Rahmen des Hauptversuches | wurden die vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren Q,
Qm, R und Rm (Kapitel 3.2.8.1 bis 3.2.8.4) zur Isolierung von MAP-DNA aus artifiziell
kontaminierten Rinderkotproben vergleichend untersucht. Der Nachweis und die Bestatigung von
MAP-DNA erfolgten dem Vorversuch entsprechend unter Verwendung des institutseigenen TagMan
Real-Time PCR-Verfahrens (Schonenbricher et al., 2008) fur die spezifische Zielregion F57.

Aus allen Verdinnungsstufen (0 <*KBE/g Rinderkot) der Einmischversuche 4, 5 und 6 wurde im
DreifachansatzDNA gemal den vier unterschiedlichen Extraktionsverfahren isoliert. Daraus ergaben
sich 18 DNA-Aufreinigungen je Einmischversuch und DNA-Extraktionsverfahren. Fir alle drei
Einmischversuche wurden somit insgesamt 216 DNA-Isolierungen durchgefihrt. Da die DNA jeder
Verdunnungsstufe in jeweilgwei getrennten PCR-Durchlaufenuntersucht wurde, standen 432
PCR-Ergebnisse zur Auswertung zur Verfiigung. Eine schematische Ubersicht zu den im
Hauptversuch | eingesetzten DNA-Extraktionsverfahren (n=4) und den DNA-Aufreinigunge der

Einmischversuchen 4, 5 und 6 zeigt Tabelle 14.
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Tabelle 14: Ubersicht zu den Einmischversuchen 4, 5 und 6 des Hauptversuches |
unter Bertcksichtigung der vier Extraktionsverfahren Q, Qm, R und Rm

Proben ,|\</|113AEF;g Einmischversuch4  Einmischversuch 5  Einmischversuch §  gesamt
Protokoll¢ | 'Q Qm R Rm|Q Qm R Rm|Q Qm R Rm

0 (nativ. 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 36

1c° 3 3 3 3.3 3.3 3 3 3 3 3 36

1c! 3 3 3 3.3 3.3 3 3 3 3 3 36

10° 3 3 3 3.3 3.3 3 3 3 3 3 36

10° 3 3 3 3.3 3.3 3 3 3 3 3 36

10" 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 36

18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 216

"Protokolle:Q  QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll
“der DNA-Nachweis erfolgte Real-Time PCR; die Einmischversuche wurden jeweils wiederholt
(gesamte Anzahl der Ergebnisse 2 x 216 = 432)

Zur Beschreibung der Daten des Vorversuches sowie des Hauptversuches | wurden arithmetische
Mittelwerte &) und Standardabweichungers(berechnet und tabellarisch wiedergegeben. Weiterhin
erfolgte in Hauptversuch | ein Vergleich der unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren mit Hilfe

der logistischen Regression (Programm: BMDPLR; Dixon, 1993).

3.2.13 Hauptversuch II: kulturelle, mikroskopische und molekularbiologische Untersuchung
von nativen Rinderkotproben

Insgesamt wurden 206 native Rinderkotproben im Rahmen des Hauptversuches Il untersucht.
Darunter befanden sich 144 Rinderkotproben von Tieren aus 24 unterschiedlichen Bestanden und 62
Kotproben von Einzeltieren aus Hessen (n = 139), Rheinland-Pfalz (n = 21) und Thiringen (n = 46).
Die Rinderkotproben wurden von der Klinik fir Wiederkduer und Schweine an der Justus-Liebig-
Universitat in Gie3en, dem Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz in Koblenz, der Thiringer
Tierseuchenkasse in Jena und dem Landesbetrieb Hessisches Landeslabor in Giel3en zur Verfiigung
gestellt. Dabei handelte es sich um Rinderkotproben klinisch auffalliger Rinder und/oder um gezielt
auf MAP voruntersuchte Kotproben. Teils lagen nur serologische, kulturelle oder
molekularbiologische Untersuchungsergebnisse von Serum- bzw. Kotproben der einzelnen Tiere vor,
teils existierten Ergebnisse verschiedener parallel eingesetzter Nachweisverfahren. Bei den
serologischen Nachweisverfahren ist zwischen milchserologischen Untersuchungen mittels Milch-
ELISA (ELISA (M)) und/oder blutserologischen Untersuchungen mittels Blut-ELISA (ELISA (B)) zu
unterscheiden. Die Ergebnisse der Voruntersuchungen der einzelnen Rinderkotproben finden sich im
Anhang Kapitel 8.2 Tabelle 43 dieser Arbeit.

Die Rinderkotproben (n=206) wurden bei den eigenen Untersuchungen zunéchst mikroskopisch

mittels Ziehl-Neelsen-Féarbung (s. Kapitel 3.2.2) untersucht. Die kulturelle Anziichtung von MAP aus
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Rinderkot erfolgte im Doppelansatz auf Herrold’'s Egg Yolk-Schrdgndhrmedium mit dem Zusatz
Mycobactin J, Amphotericin B, Nalidixinsdure und Vancomycin. Um eine Anzuchtdauer von
16 Wochen gewébhrleisten zu konnen, wurden je 3 g Rinderkot im Vorfeld mit 0,75 %igem HPC
dekontaminiert (s. Kapitel 3.2.3.2). Die Kulturréhrchen wurden einmal wéchentlich auf
Kontaminationen mit Begleitkeimen und Wachstum von MAP untersucht.

Fur die molekularbiologischen Untersuchungen der Rinderkotproben wurde das institutseigene
TagMarf Real-Time PCR-Verfahren (Schénenbriicher et al., 2008), basierend auf den MAP-Markern
F57 und I$av2 sowie einer internen Amplifikationskontrolle, und vergleichend ein konventionelles
nested-PCR-Verfahren (Bull et al., 2003), basierend auf dem Marl@80,|Seingesetzt. Die
molekularbiologischen Untersuchungen der nativen Rinderkotproben wurden teilweise parallel zu dem
Vorversuch bzw. dem Hauptversuch | durchgefiihrt. Zu Beginn der Untersuchungen erfolgte die
DNA-Extraktion mit dem Standard-Kitsystem (Q) der Firma Qiagen. Da mit diesem
Extraktionsverfahren nur sehr hohe Ct-Werte mittels TafMBReal-Time PCR erzielt werden
konnten und insbesondere Kotproben mit niedrigen Erregerkonzentrationen gehauft falsch-negativ
detektiert wurden, erfolgten gezielte Modifikationen des Standard-Kitsystems. Diese bewirkten eine
deutliche Verbesserung der Ct-Werte und die Nachweisrate von geringgradig MAP-ausscheidenden
Rindern erhéhte sich. Zuséatzlich zu dem modifizierten DNA-Extraktionsverfahren Qm der Firma
Qiagen wurde das Standard-Kitsystem R der Firma Roche sowie die modifizierte Variante Rm bei den
Untersuchungen berticksichtigt. Somit wurde die Eignung jedes DNA-Extraktionsverfahrens in
Kombination mit der TagM&hReal-Time PCR und der nested-PCR an nativen Rinderkotproben
Uberpruft.

Kotproben, bei denen die DNA-Extraktion mittels Standard-Kitsystem (Q bzw. R) erfolgte und
grenzwertige Ct-Werte>(40) mittels TagMah Real-Time PCR bzw. fragliche Ergebnisse (ungenaue
Banden) mittels nested-PCR erbrachte, wurden wiederholt mit einem der modifizierten DNA-
Extraktionsverfahren untersucht.

Die Ergebnisse der eingesetzten Nachweisverfahren (Ziehl-Neelsen-Féarbung, Real-Time PCR und
nested-PCR) von MAP aus Rinderkotproben (n = 206) mit der kulturellen Anziichtung als ,gold
standard“ der Paratuberkulosediagnostik, wurden in Vierfeldertafeln gegeniiber gestellt. Die
Korrelationen zwischen den Ergebnissen der jeweiligen Nachweisverfahren mit denen des ,gold
standard“ wurden durch den Kappa-Index beschrieben. Weiterhin wurden 1. die Ergebnisse der
Nachweisverfahren im Vergleich zum ,gold standard” mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests (Programm:
BiAS; Ackermann, 1998) auf Zusammenhang wberprift, und 2. unter Verwendung des McNemar-
Tests (Programm: BIAS; Ackermann, 1998) die Haufigkeit abweichender Ergebnisse der jeweiligen
Nachweisverfahren verglichen. Fir jedes Nachweisverfahren wurde auf3erdem in Bezug auf die

Ergebnisse des ,gold standard“ die geschéatzte Sensitivitat sowie Spezifitdt angegeben.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse des Vorversuches
Molekularbiologische Untersuchungen — Einmischversuche 1, 2 und 3

Zur Bestimmung der Nachweisrate des Real-Time PCR-Verfahrens in Rinderkot wurden zu Beginn
der Untersuchungen die Einmischversuche 1, 2 und 3 durchgefihrt. Aufgrund friiherer Erfahrungen
bei der Untersuchung nativer Rinderkotproben wurde bei den Einmischversuchen 1, 2 und 3 nur der
Marker F57 bericksichtigt, da sich dieser besonders gut bewahrt hatte. Die DNA-Extraktion aus den
artifiziell kontaminierten Rinderkotproben aller drei Einmischversuche erfolgte gemald dem Standard-
Protokoll des QIAamp DNA Stool Mini Kitder Firma Qiagen (Q).

Abbildung 10 zeigt beispielhaft die Amplifikationssignale des Real-Time PCR-Verfahrens der
einzelnen Verdiinnungsstufen der dekadischen VerdinnungsreiftdQ3)0des Referenzstammes

MAP 423 (urspriingliche Ausgangskonzentration 3,0 HEihmischversuch 3) vor der artifiziellen
Kontamination des Rinderkotes. Um die Erregerkonzentrationen der Verdinnungsstufen zu

Uberprifen, wurde DNA aus der Erregersuspension der jeweiligen Verdinnungsstufe direkt isoliert.

S|g nal Delta Bnvs Cycle
1.20
1
pas
0.80
D::; 0.60
]
- 101071 1071071 A0} 00
020
L] L gaan
12345678 9101112131415161718192021 222324252627 28293031 32333435363735394041424344 454647484950
Cycle Number ZVkIUS
Abbildung 10: Einmischversuch 3 — Darstellung des Amplifikationsplots der Real-Time

PCR unter Bericksichtigung des Zielgens F57 (dekadische
Verdunnungsreihe des MAP-Stammes MAP 423, Verdunnungsstufen
10" bis 10°

Abildung 11 zeigt repréasentativ fur die Einmischversuche 1, 2 und 3 die Standardkurve der oben
beschriebenen Verdinnungsreihe des Referenzstammes MAP (Einmischversuch 3). Die
Standardkurve gibt die logarithmische Konzentration der isolierten DNA des Erregers in den
jeweiligen Verdinnungsstufen an. Die Steigung der Geraden betragt -3,94 und der
Korrelationskoeffizient liegt bei > 0,99. Damit erwies sich die Verdinnungsreihe fur die artifizielle

Kontamination der Rinderkotprobe als geeignet.

79



Ct_ ert Standard Curve
W Detector: |(57po B
Slope: -3.940286
k2 Intercept: 41545303
R2 0593401
34
32
30 o
28
26 ]
24
22
20
1 1.60 2 250 3 3560 4 450 )
Log CO |Og Konz.
[Disconnected [ e |
Abbildung 11: Einmischversuch 3 — Standardkurve der dekadischen Verdiinnungsreihe

des MAP-Stammes MAP 423

In den Tabellen 15a-c sind die Ct-Werte der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-
Verfahrens, bezogen auf den MAP-Marker F57 und das Standard-DNA-Extraktionsverfahren der
Firma Qiagen (Q), fur die Einmischversuche 1 (Tab. 15a), 2 (Tab. 15b) und 3 (Tab. 15c) gelistet.
Dabei wurde sowohl nativer als auch artifiziell kontaminierter Rinderkot molekularbiologisch
untersucht. Aus allen Verdiinnungsstufen der drei Einmischversuche wurde im Doppelansatz DNA
isoliert. Die positiven Fluoreszenzsignale der Real-Time PCR sind dabei farbig unterlegt.

In den Tabellen 16a-c sind Mittelwert und Standardabweichung der Ct-Werte der Einmischversuche 1
(Tab. 16a), 2 (Tab. 16b) und 3 (Tab. 16c) aufgefuhrt.

Die mit Hilfe der Z&hlkammer ermittelten urspringlichen MAP-Ausgangskonzentrationen von
4,8 x 10 KbE/ml MGIT-Fliissigndhrmedium des Einmischversuches 1, 3,6 KiB/ml MGIT-
Fliissignahrmedium des Einmischversuches 2 sowie 3,0 KbEYml MGIT-Fliissignahrmedium des
Einmischversuches 3 konnte durch die kulturelle Anzichtung auf dem Middlebrook 7H10-

Festndhrmedium bestatigt werden.
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Tabelle 15 a-c:

Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens der Einmischversuche 1, 2 und
3 unter Berticksichtigung des MAP-Markers F57 und des Standard-

DNA-Extraktionsverfahrens Q der Fa. Qiagen

a) Einmischversuch : b) Einmischversuch - c): Einmischversuch @
gespikte Markel gespikte Markel gespikte Markel
Kotproben F57 Kotproben F57 Kotproben F57
,P\</It))AEF;g Protokoll Q ,P\</It))AEF;g Protokoll Q ,P\</It))AEF;g Protokoll Q
0 (nativ) n.d. n.d. 0 (nativ) n.d. n.d. 0 (nativ) n.d. n.d.
4,8 x 1C n.d. n.d. 3,6 x1C n.d. n.d. 3,0x1C n.d. n.d.
4,8 x 1¢ n.d. n.d. 3,6 x1¢ n.d. n.d. 3,0x1¢ n.d. n.d.
4,8 x 1C n.d. n.d. 3,6 x 1€ n.d. n.d. 3,0 x 1¢ n.d. n.d.
4,8 x 16 n.d. nd. 3,6 x 16 n.d. n.d. 3,0x 106 36,4< | 36,4(
4,8 x 1 39,3¢ | 33,4: 3,6 x 1(* 38,0¢ | 38,01 3,0 x1¢* 31,5¢ | 31,71
4,8 x 1C 31,4¢ | 30,4¢ 3,6 x1C 33,5 | 33,3( 3,0x1C 35,8¢ | 35,6t

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar

Tabelle 16a-c:

Mittelwerte &) und Standardabweichungen (+s) der Ct-Werte des Real-
Time PCR-Verfahrens der Einmischversuche 1, 2 und 3 unter

Bertcksichtigung des MAP-Markers F57 und Standard-DNA-

Extraktionsverfahrens Q der Fa. Qiagen

a) Einmischversuch ! b): Einmischversuch : c): Einmischversuch @
gespikte Markel gespikte Markel gespikte Markel
Kotproben F57 Kotproben F57 Kotproben F57
'&"bAEF;g x 45 MAP KbE/g | X 45 MAP KbE/g | X | +#s
0 (nativ) n.d’ n.d. 0 (nativ) nd | n.d. 0 (nativ) nd | n.d
4,8 x 1C n.d. n.d. 3,6 x1C n.d. n.d. 3,0x1C n.d. n.d.
4,8 x 1¢ n.d. n.d. 3,6 x1¢ n.d. n.d. 3,0x1¢ n.d. n.d.
4,8 x 1C n.d. n.d. 3,6 x 1€ n.d. n.d. 3,0x 1€ n.d. n.d.
4,8 x 16 n.d. n.d. 3,6 x1¢ n.d. n.d. 3,0x 106 36,4z | 0,02
48 x 11 36,40 2,8¢ 3,6 x1(* 38,08 | 0,0¢ 3,0 x1¢* 31,65 | 0,07
4.8 x1C 31,00 0,5C 3,6 x1C 33,4 | 0,17 3,0x1C 35,78 | 0,1C

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar

Unter

Bertcksichtigung des Standard-Protokolls Q

der

Firma Qiagen konnte bei

Erregerkonzentration von ca. “KbE/g Rinderkot eineNachweisrate von 100 % in den

Einmischversuchen 1, 2 und 3 erzielt werden.

4.2 Ergebnisse des Hauptversuches I:
Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen — Einmischversuche 4, 5 und 6

Aufgrund erlangter Erfahrungen bei der Untersuchung nativer Rinderkotproben sowie aus den
Einmischversuchen 1, 2 und 3 wurden drei weitere Einmischversuche 4, 5 und 6 durchgefihrt,
ebenfalls basierend auf dem Marker F57. Bei den Einmischversuchen 4, 5 und 6 wurden vier

unterschiedliche DNA-Extraktionsverfahren berticksichtigt, um deren Einfluss auf die Nachweisrate

der Real-Time PCR beurteilen zu kénnen:
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e Q: Standard-Protokoll: QIAamp DNA Stool Mini Kit Firma Qiagen
e Qm: modifiziertes Protokoll: QIAamp DNA Stool Mini Kit Firma Qiagen, mit
mechanischer Aufbereitung der F&zesproben
e R: Standard-Protokoll: High Pure PCR Template Preparatidh Ritma
Roche Applied Science
e Rm: modifiziertes Protokoll: High Pure PCR Template Preparatioh Kitma
Roche Applied Science, mit mechanischer Aufbereitung der Fazesproben
Beide Standard-Protokoll&Q(und R) beschreiben ein thermisch-chemisches Extraktionsverfahren,
wahrend es sich bei den modifizierten Protokollépm( und Rm) um thermisch-chemisch-
mechanische Extraktionsverfahren handelt.
Um chargenbedingte Ungenauigkeiten ausschlieRen zu kdnnen, wurden fir die jeweiligen PCR-
Ansatze der drei Einmischversuche nur Reagenzien (Oligonukleotide, TagMan-Sonden, Primer,
Mastermix) aus jeweils derselben Charge verwendet.
Aus allen Verdiinnungsstufen der drei Einmischversuche wurdemachansatzDNA gemal den
vier unterschiedlichen Extraktionsverfahren isoliert. Weiterhin wurde jeder der Einmischversuche 4, 5
und 6 einmal wiederholt. Die Erstversuche sind nachfolgend als EinmischvedsAichA und 6A

bezeichnet, die Zweitversuche als Einmischversd&)&B und6B.

4.2.1 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen des Einmischversuches 4

Abbildung 12 zeigt die Amplifikationssignale des Real-Time PCR-Verfahrens der einzelnen
Verdunnungsstufen der dekadischen Verdiinnungsreibie1@® des MAP-Stammes MAP 423 vor

der artifiziellen Kontamination der Rinderkotprobe, die fir den Einmischversuch 4 verwendet wurde.
Um die Erregerkonzentrationen zu Uberprifen, wurde DNA aus der Erregersuspension der jeweiligen
Verdunnungsstufe direkt isoliert.

Die mit Hilfe der Zahlkammer ermittelte urspringliche MAP-Ausgangskonzentration von
4,9 x 10 KbE/ml Middlebrook 7H9-Fliissignahrmedium konnte durch die kulturelle Anziichtung auf

dem Middlebrook 7H10-Festnahrmedium bestétigt werden.
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Abbildung 12: Einmischversuch 4 — Darstellung des Amplifikationsplots der Real-Time
PCR unter Bericksichtigung des Zielgens F57 (dekadische
Verdinnungsreihe des MAP-Stammes MAP 423, Verdinnungsstufen
10" bis 10°

Abbildung 13 zeigt die Standardkurve der oben beschriebenen Verdiinnungsreihe des MAP-Stammes
MAP 423. Die Standardkurve gibt die logarithmische Konzentration der isolierten DNA des Erregers
in den jeweiligen Verdinnungsstufen an. Die Steigung der Geraden betragt -3,44 und der
Korrelationskoeffizient liegt bei > 0,99. Damit war die Verdinnungsreihe geeignet fiir die artifizielle

Kontamination der Rinderkotprobe.

Ct-Wert

log Konz.

Abbildung 13: Einmischversuch 4 — Standardkurve der dekadischen Verdiinnungsreihe
des MAP-Stammes MAP 423

In der Tabelle 17 sind die Ct-Werte der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-

Verfahrens — bezogen auf das jeweilige DNA-Extraktionsverfahren — des Einmischversuches 4A
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gelistet. Dabei wurde sowohl nativer als auch artifiziell kontaminierter Rinderkot (49 bid0
4,9 x 14 KbE/g) molekularbiologisch untersucht. Die positiven Fluoreszenzsignale der Real-Time
PCR sind dabei farbig unterlegt. In der Tabelle 18 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der

Ct-Werte des Einmischversuches 4A des jeweiligen DNA-Extraktionsverfahrens aufgefiihrt.

Tabelle 17: Einmischversuch 4A — Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter
Berticksichtigung der vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren
(MAP-Marker F57; jeweils Dreifach-Ansatz)

%?)?S:';Leen Einmischversuch 4A

MAP KbE/g Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm

0 (nativ) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d| n.d n.d. n.g. n.d. n|d. n.d.
49x10 nd. | nd.| nd]| nd| nd| nd nd. nd. nd nd nd  hd
4,9x 10 nd. | nd.| nd]| nd| nd| nd nd. nd  n}] 3853|3727 nd.

4,9x16 36,61| 38,09| 35,68| 36,59| 37,13 | 37,17| 38,06 | 37,17 | 37,54 33,99 33,85| 34,35

4,9 x16 33,75| 33,96 | 34,28 33,05| 33,86 | 33,86 33,97 | 34,31 34,14| 30,87 | 30,81 | 31,06

4,9 x1d 30,04 | 29,99| 29,41| 29,78| 30,33 | 29,89| 30,43 | 30,44 | 30,50| 27,56 | 27,38 | 27,41

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Tabelle 18: Einmischversuch 4A — Mittelwert ) und Standardabweichung (zs) der
Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter Beriicksichtigung der
vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuch 4A

%fg:';}:e n Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm
MAP KbE/g X 1s X 1s X 1s X 1s

0 (nativ) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4,9x106 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4,9 x10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | 37,90 0,63
4,9x 16 36,79 0,99 36,96 0,26 37,59 0,37 34,06 0,21
4,9 x 16 34,00 0,22 33,59 0,38 34,14 0,14 30,91 0,11
4,9 x1d 29,81 0,29 30,00 0,24 30,46 0,03 27,45 0,08

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll
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Analog zu Einmischversuch 4A sind in Tabelle 19 die Ct-Werte der positiven Fluoreszenzsignale des

Real-Time PCR-Verfahrens — bezogen auf das jeweiligen DNA-Extraktionsverfahren — des

Einmischversuches 4B gelistet. Zusatzlich kénnen Tabelle 20 Mittelwert und Standardabweichung der

Ct-Werte des Einmischversuches 4B des jeweiligen DNA-Extraktionsverfahrens entnommen werden.

Tabelle 19: Einmischversuch 4B — Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter
Berticksichtigung der vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren
(MAP-Marker F57; jeweils Dreifach-Ansatz)

%gfg:';:fen Einmischversuch 4B

MAP KbE/g Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm

0 (nativ) nd*| n.d. n.d. n.d. n.d n.d n.d. n.d. n|d. nid. n.d. h.d.

49x10 nd. | nd.| nd| nd| nd| nd nd. n(¢3842| nd. | nd | nd.

4,9x 10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d. n.d. nid. n/d n.d. n.d.

49x16 38,48 | 38,29 | 38,08] 38,25| 37,68 | 37,90] 37,59 | 37,90 | 38,16] 36,02 | 35,48 | 35,20

49x16 35,02 | 36,21 | 35,10 34,94 | 35,03 | 35,03 35,17 | 34,76 | 34,85] 32,48 | 32,12 | 32,89

4,9 x1d 32,01| 31,57| 31,04 31,33| 31,63 | 31,47 31,46| 31,60 | 31,55] 29,09 | 29,08 | 28,95

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Tabelle 20: Einmischversuch 4B — Mittelwert X) und Standardabweichung (zs) der
Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter Beriicksichtigung der
vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuch 4B
gespikte
Kotproben Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm
MAP KbE/g X 1S X 1S X 1S X 1S
0 (nativ) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

4,9x106 n.d. n.d. n.d. n.d. 38,42 0,00 n.d. n.d.

49x10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

49x16 38,28 0,16 37,94 0,23 37,88 0,23 35,57 0,34

49x16 35,44 0,54 35,00 0,04 34,93 0,18 32,50 0,31

4,9 x1d 31,54 0,40 31,48 0,12 31,54 0,06 29,04 0,06

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar

Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll

R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll
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Tabelle 21 fasst die Ergebnisse der Mittelwerte und Standardabweichungen der Einmischversuche 4A

und 4B zusammen.

Tabelle 21: Zusammenfassung der Ergebnisse der Mittelwerte) und
Standardabweichungen (xs) der Ct-Werte des Real-Time PCR-
Verfahrens der Einmischversuche 4A und 4B unter Berlcksichtigung der
vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuche 4A und 4B

gespikte

Kotproben Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm

MAP KbE/g X 1S X 1S X 1S X 1S

0 (nativ) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

4,9x10 n.d. n.d. n.d. n.d. 38,42 0,00 n.d. n.d.

4,9 x10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. nd. | 37,90 0,63

4,9x 16 37,54 0,58 37,45 0,25 37,74 0,30 34,82 0,28

4,9 x 16 34,72 0,38 34,30 0,21 34,53 0,16 31,71 0,21

4,9 x1d 30,68 0,34 30,74 0,18 31,00 0,04 28,25 0,07

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Tabelle 22 zeigt die Anzahl der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-Verfahrens sowie

die Anzahl der jeweils durchgefihrten PCR-Ansatze aus den Einmischversuchen 4A und 4B.

Tabelle 22: Anzahl der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-Verfahrens
der Einmischversuche 4A und 4B sowie der jeweils durchgefihrten PCR-
Ansatze unter Berlcksichtigung der vier unterschiedlichen DNA-
Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuche 4A und 4B

gespikte

Kotproben Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm Gesamt

MAP KbE/g

0 (nativ) 0/6* 0/6 0/6 0/6 0/24

49x10 0/6 0/6 1/6 0/6 1/24

4,9x 10 0/6 0/6 0/6 2/6 2/24

4,9x 16 6/6 6/6 6/6 6/6 24/24

4,9 x 16 6/6 6/6 6/6 6/6 24/24

4,9 x1d 6/6 6/6 6/6 6/6 24/24

Gesamt 18/36 18/36 19/36 20/36 75/144

Anzahl der positiven Fluoreszenzsignale/Anzahl der untersuchten PCR-Ansatze
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll
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4.2.2 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen des Einmischversuches 5

Abbildung 14 zeigt die Amplifikationssignale des Real-Time PCR-Verfahrens der einzelnen

Verdiinnungsstufen der dekadischen Verdiinnungsreiffel(I?) des Referenzstammes MAP 423 vor

der artifiziellen Kontamination der Rinderkotprobe, die fir den Einmischversuch 5 verwendet wurde.

Die mit Hilfe der Zahlkammer ermittelte urspriingliche MAP-Ausgangskonzentration von 2’8 x 10

KbE/ml Middlebrook 7H9-Flissigndhrmedium konnte durch die kulturelle Anziichtung auf dem

Middlebrook 7H10-Festndhrmedium bestatigt werden.

S|g nal Delta Rn vs Cycle
2

160
120

080

0! 10%107%10% 16°10°

Delta Rn

040 &

-0.40

Cycle Number

13 5 7 89 1 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

Zyklus

Abbildung 14: Einmischversuch 5 — Darstellung des Amplifikationsplots der Real-Time
PCR unter Verwendung des Zielgens F57 (dekadische Verdinnungsreihe

des MAP-Stammes MAP 423, Verdiinnungsstufen Ttbis 10°

In Abbildung 15 ist die zugehdrige Standardkurve der Verdinnungsreihe des Referenzstammes

MAP 423 der Versuchsserie 5 dargestellt. Die Steigung der Geraden betragt hier -3,32 und der

Korrelationskoeffizient liegt ebenfalls bei > 0,99. Damit war auch diese Verdinnungsreihe geeignet

fur die artifizielle Kontamination der Rinderkotprobe.
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Abbildung 15: Einmischversuch 5 — Standardkurve der dekadischen Verdiinnungsreihe
des MAP-Stammes MAP 423

In der Tabelle 23 sind die Ct-Werte der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-
Verfahrens — bezogen auf das jeweilige DNA-Extraktionsverfahren — des Einmischversuches 5A
gelistet. Auch hier wurde nativer und artifiziell kontaminierter Rinderkot untersucht. Dabei lagen die
Erregerkonzentrationen der kontaminierten Proben des Einmischversuches 5 bei 9218 10
2,8 x 10 KbE/g Rinderkot, was den Verdunnungsstufen® Hfls 10° entsprach. Die positiven

Fluoreszenzsignale der Real-Time PCR sind wiederum farbig in der Tabelle unterlegt.

In der Tabelle24 sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Ct-Werte des
Einmischversuches 5A des jeweiligen DNA-Extraktionsverfahrens aufgefihrt.

Analog kdnnen den Tabellen 25 und 26 die Ct-Werte der positiven Fluoreszenzsignale der Real-Time
PCR bzw. Mittelwerte und Standardabweichungen der Ct-Werte des Einmischversuches 5B

enthommen werden.
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Tabelle 23:

Einmischversuch 5A — Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter
Bertcksichtigung der vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren
(MAP-Marker F57; jeweils Dreifach-Ansatz)

&gfg:';}fen Einmischversuch 5A

MAP KbE/g Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm

0 (nativ) nd. | nd. | nd| nd| nd| nd| 3448 | nd. | nd. nd.| nd| nd
2,8x10 nd. | nd.| nd| nd| nd nd n.d. nd. np. njd nd pd
2,8x10 nd. | nd.| nd| nd| nd nd n.d. nd. np. njd nd pd
2,8x 16 n.d. n.d. n.d.| 37,43| 36,59| 37,01] 38,24 | 37,81| 38,89| 38,02 | 37,43 | 37,53
2,8x 10 36,70| 36,13| 36,86] 34,41| 34,17| 34,34] 35,50 | 35,05| 34,73 35,05 | 34,84 | 34,74
2,8x1d 32,75| 33,20| 32,68] 30,61| 30,76| 30,71] 31,76 | 31,69| 31,76 31,36 | 31,26 | 31,28

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar

™ MAP-kontaminierte native Kotprobe, die sich in nachfolgenden molekular-
biologischen Untersuchen als negativ erwies

Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen

Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll

R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche

Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Tabelle 24: Einmischversuch 5A — Mittelwert ) und Standardabweichung (zs) der
Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter Beriicksichtigung der
vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuch 5A

gespikte

Kotproben Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm

MAP KbE/g X 1S X 1S X 1S X 1S

0 (nativ) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

2,8x10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

2,8x 10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

2,8x 16 n.d. n.d. 37,01 0,34 38,31 0,44 37,66 0,26

2,8x 10 36,56 0,31 34,31 0,10 35,09 0,32 34,88 0,13

2,8x1d 32,88 0,23 30,69 0,06 31,74 0,03 31,30 0,04

"n.d.: not detectable = nicht nachweisbar

Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll

R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll
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Tabelle 25: Einmischversuch 5B — Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter
Bertcksichtigung der vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren
(MAP-Marker F57; jeweils Dreifach-Ansatz)

&gfg:';}fen Einmischversuch 5B

MAP KbE/g Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm

0 (nativ) nd. | nd. | nd. n.d. n.d. n.d}32,24" | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2,8x10 nd.| nd.| nd] nd| nd| nd 388 nd| nd| nd| nd| nd
2,8x 10 nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d} 38,62| n.d.| 35,32| 37,40| 38,87 | 38,95

2,8x106 36,33| 37,81| 36,08] 35,92| 35,05| 35,13| 37,19 35,61 | 36,27 | 35,55| 36,17 | 34,73

2,8x106 34,84| 34,76| 34,42| 32,36| 32,30 | 32,20| 33,03 | 33,11 | 33,06| 32,51 | 31,63 | 32,21

2,8x1d 30,54| 30,71| 30,45] 28,33 | 28,52 | 28,68| 29,54 | 29,41 | 29,61| 28,91 | 28,76 | 28,54

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar

™ MAP-kontaminierte native Kotprobe, die sich in nachfolgenden molekular-
biologischen Untersuchen als negativ erwies

Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen

Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll

R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche

Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Tabelle 26: Einmischversuch 5B — Mittelwert X) und Standardabweichung (zs) der
Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter Beriicksichtigung der
vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuch 5B
gespikte
Kotproben Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm
MAP KbE/g X is X is X is X is
0 (nativ) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2,8x10 n.d. n.d. n.d. n.d. 38,89 0,00 n.d. n.d.
2,8x 10 n.d. n.d. n.d. n.d. 36,97 1,65 38,41 0,71
2,8x 10 36,74 0,76 35,37 0,39 36,36 0,65 35,48 0,59
2,8 x 10 34,67 0,18 32,29 0,07 33,07 0,03 32,12 0,37
2,8x1d 30,57 0,11 28,51 0,14 29,52 0,08 28,74 0,15

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Tabelle 27 fasst die Ergebnisse der Mittelwerte und Standardabweichungen der Einmischversuche 5A

und 5B zusammen.
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Tabelle 27: Zusammenfassung der Ergebnisse der Mittelwerte) und
Standardabweichungen (xs) der Ct-Werte des Real-Time PCR-
Verfahrens der Einmischversuche 5A und 5B unter Berlcksichtigung der
vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuche 5Aund 5B
gespikte
Kotproben Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm
MAP KbE/g X 1S X 1S X 1S X 1S
0 (nativ) n.d.* n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2,8 x 100 n.d. n.d. n.d. n.d. 38,89 0,00 n.d. n.d.
2,8x101 n.d. n.d. n.d. n.d 36,97 1,65 38,41 0,71
2,8 x102 36,74 0,76 36,19 0,37 37,34 0,55 36,57 0,42
2,8 x103 35,62 0,25 33,30 0,08 34,08 0,17 33,50 0,25
2,8 x104 31,72 0,17 29,60 0,10 30,63 0,06 30,02 0,10

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Tabelle 28 zeigt die Anzahl der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-Verfahrens sowie

die Anzahl der jeweils durchgefihrten PCR-Ansatze aus den Einmischversuchen 5A und 5B.

Tabelle 28: Anzahl der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-Verfahrens
der Einmischversuche 5A und 5B sowie der jeweils durchgefihrten PCR-
Ansatze unter Berlcksichtigung der vier unterschiedlichen DNA-
Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuche 5Aund 5B
gespikte
Kotproben Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm Gesamt
MAP KbE/g
0 (nativ) o/6* 0/6 0/6 0/6 0/24
2,8x10 0/6 0/6 1/6 0/6 1/24
2,8x 10 0/6 0/6 2/6 3/6 5124
2,8x 16 3/6 6/6 6/6 6/6 21/24
2,8x 10 6/6 6/6 6/6 6/6 24/24
2,8x1d 6/6 6/6 6/6 6/6 24/24
Gesamt 15/36 18/36 21/36 21/36 75/144

Anzahl der positiven Fluoreszenzsignale/Anzahl der untersuchten PCR-Ansatze
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll
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4.2.3 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen des Einmischversuches 6

Abbildung 16 zeigt die Amplifikationssignale des Real-Time PCR-Verfahrens der einzelnen
Verdiinnungsstufen der dekadischen Verdiinnungsreihke1@f des MAP-Stammes J 27 (DSMZ-

Nr. 44135) vor der artifiziellen Kontamination der Rinderkotprobe, die fir den Einmischversuch 6
verwendet wurde. Auch bei Einmischversuch 6 wurde die mit Hilfe der Z&hlkammer ermittelte
urspringliche ~ MAP-Ausgangskonzentration von  3,5%KISE/ml  Middlebrook  7H9-

Flissigndhrmedium durch die kulturelle Anzichtung auf dem Middlebrook 7H10-Festndhrmedium
bestatigt.

Signal

10" 10%10°10* 10°10°

Zyklus

Abbildung 16: Einmischversuch 6 — Darstellung des Amplifikationsplots der Real-Time
PCR unter Verwendung des Zielgens F57 (dekadische Verdinnungsreihe
des MAP-Stammes J 27, Verdiinnungsstufen Tis 10°)

In Abbildung 17 ist die zugehérige Standardkurve der Verdiinnungsreihe des MAP-Stammes J 27 des
Einmischversuches 6 dargestellt. Die Steigung der Geraden betrdgt hier -2,99 und der
Korrelationskoeffizient liegt ebebfalls bei > 0,99. Damit war diese Verdiinnungsreihe gleichermal3en

geeignet fur die artifizielle Kontamination der Rinderkotprobe.
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Abbildung 17: Einmischversuch 6 — Standardkurve der dekadischen Verdiinnungsreihe
des MAP-Stammes J 27

In der Tabelle 29 sind die Ct-Werte der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-
Verfahrens — bezogen auf das jeweilige DNA-Extraktionsverfahren — des Einmischversuches 6A
gelistet. Auch hier wurde nativer und artifiziell kontaminierter Rinderkot untersucht. Dabei lagen die
Erregerkonzentrationen bei Einmischversuch 6 bei 3,58 019 3,5x16KbE/g Rinderkot, was
ebenfalls den Verdiinnungsstuferi®lfis 10° entspricht. Die positiven Fluoreszenzsignale der Real-
Time PCR sind wiederum farbig in der Tabelle unterlegt.

In der Tabelle30 sind Mittelwerte und Standardabweichungen der Ct-Werte des
Einmischversuches 6A des jeweiligen DNA-Extraktionsverfahrens aufgefiihrt. Ebenso kénnen den
Tabellen 31 und 32 die Ct-Werte der positiven Fluoreszenzsignale der Real-Time PCR bzw.

Mittelwerte und Standardabweichungen der Ct-Werte des Einmischversuches 6B entnommen werden.

Tabelle 29: Einmischversuch 6A — Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter
Berticksichtigung der vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren
(MAP-Marker F57; jeweils Dreifach-Ansatz)

%ifg:ggen Einmischversuch 6A

MAP KbE/g Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm

0 (nativ) nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d n.d. n.g. n.d. nid. r.d.
3,5x10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d, n.d n.d. n.g. np. nid. n.d. |I1.d.
3,5x10 nd. | nd.| nd] nd| nd| nd nd. nd. nf nld  dd  pd
3,5x 10 n.d. n.d. | 38,35] 37,05| 36,93 | 36,10 n.d. | 37,42| 37,63] 36,48 | 35,74| 36,90
3,5x 16 36,70 | 37,54| 37,23| 32,53 | 33,03 | 33,14 34,74| 34,64| 34,41] 33,78 | 34,07 | 33,19
3,5x 1d 33,11 | 33,48 33,32| 29,74 | 29,33 | 29,34 30,93| 30,86| 30,95] 29,72 | 29,64 | 29,48

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll
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Tabelle 30:

Einmischversuch 6A — Mittelwert ) und Standardabweichung (zs) der
Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter Beriicksichtigung der
vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuch 6A

%ifg:';}:e n Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm
MAP KbE/g X is X is X is X is

0 (nativ) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,5x10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,5x10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,5x 10 38,35 0,00 36,69 0,42 37,53 0,11 36,37 0,48
3,5x 16 37,16 0,35 32,90 0,27 34,60 0,14 33,68 0,37
3,5x 1d 33,30 0,15 29,47 0,19 30,91 0,04 29,61 0,10

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar

Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll

R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche

Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Tabelle 31.: Einmischversuch 6B — Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter
Bertcksichtigung der vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren
(MAP-Marker F57; jeweils Dreifach-Ansatz)

gespikte N

Kotproben Einmischversuch 6B

MAP KbE/g Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm

0 (nativ) nd. | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d n.d n.d. n.g. n.d. n|d. r.d.

3,5x10 nd. | 37,32| nd.| nd.| nd|3728] nd.| nd.| nd| nd nd  ng.

3,5x 10 nd. | 38,06| n.d. n.d. nd.| 37,25] n.d. | 36,69| n.d. nd.| 36,25 n.d.

3,5 x 16 n.d. n.d. n.d.| 34,28 | 33,64 | 32,86| 35,32| 35,92 | 35,01| 33,44 | 33,87 | 35,35

3,5 x 16 37,48| 35,53 | 35,19] 31,45| 30,61 | 31,24| 32,15| 32,90| 33,01} 31,52| 31,82 | 31,70

3,5 x 1d 31,13| 31,21 | 31,25] 27,58 | 27,31 | 26,93| 28,87 | 29,43 | 29,14| 27,65| 27,96 | 27,79

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar

Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll

R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche

Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll
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Tabelle 32: Einmischversuch 6B — Mittelwert X) und Standardabweichung (zs) der
Ct-Werte des Real-Time PCR-Verfahrens unter Beriicksichtigung der
vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuch 6B

%ifg:';}:e n Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm
MAP KbE/g X is X is X is X is

0 (nativ) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,5x10 37,32 0,00 37,28 0,00 n.d. n.d. n.d. n.d.
3,5x 10 38,06 0,00 37,25 0,00 36,69 0,00 36,25 0,00
3,5x 10 n.d. n.d. 33,59 0,58 35,42 0,38 34,22 0,82
3,5x 16 36,07 1,01 31,10 0,36 32,69 0,38 31,68 0,12
3,5x 1d 31,20 0,05 27,27 0,27 29,15 0,23 27,80 0,13

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Tabelle 33 fasst die Ergebnisse der Mittelwerte und Standardabweichungen der Einmischversuche 6A

und 6B zusammen.

Tabelle 33: Zusammenfassung der Ergebnisse der Mittelwerte) und
Standardabweichungen (xs) der Ct-Werte des Real-Time PCR-
Verfahrens der Einmischversuche 6A und 6B unter Berlcksichtigung der
vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuche 6A und 6B

gespikte
Kotproben Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm
MAP KbE/g X s X s X s X s

0 (nativ) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,5x10 37,32 0,00 37,28 0,00 n.d. n.d. n.d. n.d.
3,5x 10 38,06 0,00 37,25 0,00 36,69 0,00 36,25 0,00
3,5x 16 38,35 0,00 35,14 0,50 36,47 0,24 35,30 0,65
3,5x 10 36,61 0,68 32,00 0,31 33,64 0,26 32,68 0,24
3,5x1d 32,25 0,10 28,37 0,23 30,03 0,13 28,71 0,11

* n.d.: not detectable = nicht nachweisbar

Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen

Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll

R: High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche

Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Tabelle 34 zeigt die Anzahl der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-Verfahrens sowie

die Anzahl der jeweils durchgefihrten PCR-Ansatze aus den Einmischversuchen 6A und 6B.
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Tabelle 34: Anzahl der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-Verfahrens
der Einmischversuche 6A und 6B unter Berlcksichtigung der vier
unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuche 6A und 6B

gespikte

Kotproben Protokoll Q ProtokollQm Protokoll R Protokoll Rm Gesamt
MAP KbE/g

0 (nativ) 0/6* 0/6 0/6 0/6 0/24
3,5x10 1/6 1/6 0/6 0/6 2/24
3,5x 10 1/6 1/6 1/6 1/6 4/24
3,5x 10 1/6 6/6 5/6 6/6 18/24
3,5x 16 6/6 6/6 6/6 6/6 24/24
3,5x 1d 6/6 6/6 6/6 6/6 24/24
Gesamt 15/36 20/36 18/36 19/36 72/144
* Anzahl der positiven Fluoreszenzsignale/Anzahl der untersuchten PCR-Ansatze

Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen

Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll

R: High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche

Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

4.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Einmischversuche 4, 5 und 6

In Tabelle 35 sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen der Ct-Werte des Real-Time PCR-
Verfahrens fur die vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren Q, Qm, R und Rm aus allen drei
Einmischversuchen 4, 5 und 6 zusammengefasst. Dabei beziehen sich die Ergebnisse der Real-Time
PCR auf den MAP-Marker F57. Die Tabelle zeigt bei allen DNA-Extraktionsverfahren einen
kontinuierlichen Anstieg der Ct-Werte in Korrelation zu der dezimalen Reduktion der
Erregerkonzentration. Im Vergleich der vier DNA-Extraktionsverfahren erzielten die modifizierten

Verfahren Qm und Rm die niedrigeren Ct-Werte.
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Tabelle 35:

Zusammenfassung der Ergebnisse der Mittelwerte) und

Standardabweichungen (xs) der Ct-Werte des Real-Time PCR-
Verfahrens der Einmischversuche 4, 5 und 6 unter Bericksichtigung der
vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Einmischversuche 4, 5 und 6
gespikte
Kotproben Protokoll Q Protokoll Qm Protokoll R Protokoll Rm
MAP - - - -
KbE/G" X 1s X 1s X 1s X 1s
0 (nativ) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,7x10 37,32 0,00 37,28 0,00 38,64 0,00 n.d. n.d,
3,7x10 38,06 0,00 37,25 0,00 36,83 0,83 37,52 0,44
3,7x 106 37,54 0,45 36,26 0,37 37,18 0,36 35,56 0,41
3,7 x 16 35,65 0,44 33,20 0,20 34,08 0,20 32,68 0,21
3,7x1d 31,55 0,20 29,57 0,17 30,55 0,08 28,99 0,04

n.d.: not detectable = nicht nachweisbar
™ Erregerkonzentration aus drei Ansatzen 4,9 x*1@,8 x 1¢; 3,5 x 10
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

In Abbildung 18 sind die gemittelten Ct-Werte der vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren
aller drei Einmischversuche in einem S&ulendiagramm dargestellt. Die Mittelwerte der erzielten Ct-
Werte prasentieren Quantitat und Qualitat der isolierten DNA und spiegeln die Leistungsfahigkeit des
jeweiligen DNA-Extraktionsverfahrens wider. Aus dem Diagramm geht hervor, dass mit den
Standard-Protokollen der Firmen Qiagen (Q) und Roche (R) im Vergleich zu den modifizierten
Protokollen Qm und Rm durchgangig hohere Ct-Mittelwerte erzielt wurden, was auf den positiven
Effekt einer mechanischen Aufreinigung der Proben schlieRen lasst. Weiterhin ist festzustellen, dass
sowohl das Standard- als auch das modifizierte Extraktionsverfahren der Firma Roche zu niedrigeren
gemittelten Ct-Werten fiihrten.

Obwohl bei den Einmischversuchen 4 bis 6 bei der Kultivierung der verwendeten MAP-Isolate im
Middlebrook 7H9-Flissignahrmedium durch den Zusatz von Tween 80 die Nesterbildung von MAP
erheblich reduziert wurde, waren in kleinerem Ausmald Aggregate vorhanden. Dies kann insbesondere
bei niedrigen Erregerkonzentrationen zu Nachweisverlusten von Erreger-DNA in der Real-Time PCR
fuhren. Bei sehr niedrigen Erregerkonzentrationen von durchschnittlich 3%bEQy Rinderkot ist

daher eine zuverlassige Aussage uber die DNA-

Leistungsfahigkeit des jeweiligen

Extraktionsverfahrens nicht maglich.
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Ct-Werte
41,00 -
39,00 +
37,00 - — ]
35,00 A
33,00 ~ —
31,00 A
29,00 -

27,00 -

25,00 . { . T . . KBE/g Kot
nativ 3,7x1 3,7x10 3,7x 100 3,7x1.000 3,7x10.000

® Protokoll Q M Protokoll Qm OProtokollR OProtokoll Rm

Abbildung 18: Graphische Darstellung der Ergebnisse der gemittelten Ct-Werte des
Real-Time PCR-Verfahrens aus den Einmischversuchen 4, 5 und 6 unter
Berlcksichtigung der vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren

Der positive Effekt einer mechanischen Aufreinigung spiegelt sich auch in der Anzahl der positiven
Fluoreszenzsignale (Tabelle 36) der Real-Time PCR in artifiziell kontaminierten Rinderkotproben
wider. Mit den beiden modifizierten DNA-Extraktionsverfahren (Qm bzw. Rm) konnten 18 positive
Fluoreszenzsignale von jeweils 18 PCR-Ansatzen bei einer durchschnittlichen Erregerkonzentration
von 3,7 x 16 KbE/g Rinderkot erzielt (Tabelle 36) und damit el@chweisrate von100 % ermittelt

werden (Tabelle 37).

Tabelle 36: Anzahl der positiven Fluoreszenzsignale des Real-Time PCR-Verfahrens
der Einmischversuche 4, 5 und 6 sowie Anzahl der PCR-Ansatze unter
Berucksichtigung der vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren
(MAP-Marker F57)

MAP-Konz. positive Fluoreszenzsignale in der Re-Time PCR

in KbE/g Kot ™ 3,7x 10 3,7x 16 3,7x 16 3,7x 16 3,7x1d
Protokoll Q 1/18" 1/18 10/18 18/18 18/18
Protokoll Qm 1/18 1/18 18/18 18/18 18/18
Protokoll R 2/18 3/18 17/18 18/18 18/18
Protokoll Rm 0/18 6/18 18/18 18/18 18/18

" Erregerkonzentration aus drei Ansatzen 4,9 x1@,8 x 1¢; 3,5 x 10
“eine Probe von 18 Proben positiv

Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll

R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll
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Tabelle 37: Nachweisrate beim Einsatz der Real-Time PCR in Abhéngigkeit von der
MAP-Konzentration in Rinderkotproben unter Beriicksichtigung der
vier DNA- Extraktionsverfahren (MAP-Marker F57)

Nachweisrate (%) in der Real-Time PCR
:}’:i‘;gg”&t* 3,7 x 10+ 3,7x 10 3,7x 16 3,7 x 16 3,7x 1d
Protokoll Q 5 % 5 % 55 % 100 % 100 %
Protokoll Qm 5 % 5 % 100 % 100 % 100 %
Protokoll R 11 % 16 % 94 % 100 % 100 %
Protokoll Rm 0% 33 % 100 % 100 % 100 %

Erregerkonzentratiorx aus drei Ansétzen 4,9 x1®@,8 x 16; 3,5 x 10
Q: QlAamp DNA Stool Mini Kit Standard-Protokoll der Fa. Qiagen
Qm: QlAamp DNA Stool Mini Kit modifiziertes Protokoll
R:  High pure PCR temp. Kit Standard-Protokoll der Fa. Roche
Rm: High pure PCR temp. Kit modifiziertes Protokoll

Wie bereits der Tabelle 37 ist auch der Abbildung 19 zu entnehmen, dass nur mit den beiden
modifizierten DNA-Extraktionsverfahren (Qm bzw. Rm) bei einer durchschnittlichen
Erregerkonzentration von 3,7 x“IKbE/g Rinderkot einéNachweisrate von100 % erzielt werden
konnte. In der Abbildung 19 erfolgte ein Vergleich der unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren
des Hauptversuches | mit Hilfe der logistischen Regression (Programm: BMDPLR; Dixon, 1993).
Gemal der folgenden Modellgleichung konnten vier unterschiedliche Regressionsgleichungen fiir die

Protokolle Q, Qm, R und Rm errechnet werden:

Modellgleichung:

y: Nachweisrate der Real-Time PCR

1 a: Konstante
—(a+bx)

y

1+ e b: exponentieller Steigungskoeffizient

Ergebnisse der Modellanpassung (logistische Regressionsgleichungen) fir die 4 DNA-

Extraktionsverfahren des Hauptversuches I:

1

Protokoll Q: y= 14 g 6330 263%)
B 1

Protokoll Qm: y= 1+ e { 8765 4541x)
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1

Protokoll R: y= 14 g f 5968 2754)
B 1
Protokoll Rm: y= 1+ e £ 14400 8741x)
1.0+
2:2 i
-Gé 0.8
i= i
- —— Protokoll
3 06- N
@
g i —— Protokoll R
8 0.4— —— Protokoll Rm
m |
D
E 0.2
&g i
Z
0.0 T | T | T [ T [ T |
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lg(Erregerkonzentration [KbE/g Rinderkot])

Abbildung 19: Graphische Darstellung der Resultate der logistischen Regression fiir die
Nachweisrate der Real-Time PCR in Abhéangigkeit der MAP-
Konzentrationen in Rinderkotproben unter Beriicksichtigung der vier
DNA-Extraktionsverfahren

Abbildung 19 zeigt, dass die Regressionskurven der Protokolle Qm und Rm, bei denen die
untersuchten Rinderkotproben einer zusatzlichen mechanischen Aufreinigung unterzogen wurden, mit
exponentiellen Steigungskoeffizienten von b = 4,541 und b = 8,741 besonders steil verlaufen und sich
entsprechend schnell insbesondere bei der Erregerkonzentration von durchschnittidiE/g0
Rinderkot dem Wert 1 anndhern. Bei dem Vergleich der beiden modifizierten Protokolle Qm und Rm
verlauft die Regressionskurve des Protokolls Rm mit einem exponentiellen Steigungskoeffizienten von
b=8,741 steiler als die Regressionskurve des Protokolls Qm mit einem exponentiellen
Steigungskoeffizienten von b =4,541. Anhand der Regressionskurven konnte somit deskriptiv
beobachtet werden, dass die zusétzliche mechanische Aufbereitung der Fazesproben einen positiven
Effekt auf die Nachweisrate der Real-Time PCR hat.
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der logistischen Regressionskurven fur die

Nachweisrate der Real-Time PCR in Abhéangigkeit der MAP-
Konzentrationen in Rinderkotproben unter Beriicksichtigung der
Standard-DNA-Extraktionsverfahren Q und R

In Abbildung 20 erfolgte ein Vergleich der Standard-DNA-Extraktionsverfahren Q und R mittels
logistischer Regression. Die Berechnungen der logistischen Regression (Programm: BMDPLR;
Dixon, 1993) ergaben unter Beriicksichtigung der Protokolle Q und R einen signifikanten Unterschied
(p = 0,037). Ein wesentliches Differenzierungsmerkmal dieser beiden DNA-Extraktionsverfahren ist
die variierende Koteinwaage pro PCR-Ansatz. Bei dem Protokoll Q wurden pro PCR-Ansatz lediglich
220 mg gespikter Rinderkot fur die DNA-Extraktion eingewogen, wahrend bei dem Protokoll R 1,5 g
Rinderkot verwendet wurden. Je grol3er die Koteinwaage fur die DNA-Extraktion ist, desto groRer ist
auch die Nachweiswahrscheinlichkeit des Erregers in den Rinderkotproben. Auch bei den
modifizierten DNA-Extraktionsverfahren Qm und Rm wurden mit 1 g (Qm) bzw. 1,5g (Rm)
Rinderkot h6here Koteinwaagen verwendet. Aufgrund der hier dargestellten Regressionsgleichungen
sowie den Berechnungen der logistischen Regression kann davon ausgegangen werden, dass eine

erhohte Koteinwaage beim Nachweis von MAP aus Rinderkot von Vorteil ist.
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4.3 Ergebnisse des Hauptversuches li

4.3.1 Ergebnisse der kulturellen Anziichtung der Rinderkotproben

Da der kulturelle Erregernachweis aus Rinderkot bislang als ,gold standard“ der Paratuberkulose-

Diagnostik gilt, werden entsprechende kulturelle Untersuchungsergebnisse der nativen

Rinderkotproben zu Beginn des Kapitels 4.3 dargestellt. Sie dienen als Referenz fir die
molekularbiologischen und mikroskopischen Untersuchungen der nativen Rinderkotproben.

Bei den nativen Rinderkotproben (n=206) handelte es sich um Kotproben klinisch auffalliger
Milchrinder aus Paratuberkulose-Problembestanden und/oder um Proben von Milchrindern, die mit
unterschiedlichen, teilweise auch mehreren Nachweisverfahren der Paratuberkulose von anderen
Institutionen voruntersucht wurden. Entsprechende mikroskopische, milch- und blutserologische,
kulturelle sowie molekularbiologische Voruntersuchungen der einzelnen Milchrinder kénnen Tabelle
43 in Kapitel 8.2 des Anhangs dieser Arbeit entnommen werden. Ein Vergleich der Ergebnisse der
eigenen — im Hauptversuch Il als ,gold standard* anzusehenden — kulturellen Untersuchungen der 206
nativen Rinderkotproben mit den Ergebnissen des jeweiligen MAP-Nachweisverfahrens der
Voruntersuchungen ist in Tabelle 38 dargestellt. Zu beachten ist dabei, dass die Kotproben teilweise
mit unterschiedlichen Nachweisverfahren gleichzeitig voruntersucht und deshalb entsprechend den
jeweiligen Nachweisverfahren mehrfach statistisch berticksichtigt wurden.

Zudem wird deutlich, dass die kulturellen Ergebnisse der eigenen Untersuchungen mit denen der
Voruntersuchungen nahezu vollstandige Ubereinstimmen, wahrend die grofdten Ergebnisabweichungen

gegenuber den serologischen Untersuchungen (Milch- und Blut-ELISA) zu verzeichnen waren.

Tabelle 38: Ubereinstimmung der Ergebnisse der eigenen kulturellen
Untersuchungen der nativen Rinderkotproben (n = 206) mit den

Ergebnissen der unterschiedlichen Nachweisverfahren der

Voruntersuchungen

Anzahl der Rinderkotproben (gesamt,n = 206
Nachweisverfahren der - . falsct- falsct-
Voruntersuchungen positiv negativ positiv negativ ST
Kotkultur 79 39 0 1 11¢
Blut-ELISA 16 77 10 8 111
Milch -ELISA 3 22 7 8 40
PCR 9 1 0 7 17
Ziehl-Neelser-Farbung 5 0 1 1 7

Wie Abbildung 21 zu entnehmen ist, erwiesen sich bei den eigenen kulturellen Untersuchungen
insgesamt95 Kotproben als Kultur-positiv und11l Kotproben als Kultur-negativ. Unter den 95
positiven Kotproben konnte30 geringgradigl8 mittelgradig undl7 hochgradig MAP-ausscheidende

Tiere identifiziert werden.
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30 (14,6 %)

18 (8,7 %)

111 (53,9 %)

47 (22,8 %)

O positiv (+): Koloniezahl< 10
@ positiv (++): Koloniezahl 10-50
M positiv (+++): Koloniezahl > 50

O negativ
Abbildung 21: Ergebnisse der kulturellen Untersuchungen der Rinderkotproben
(n = 206); Anzahl der Kultur-positiven (+, ++, +++) und -negativen
Kotproben

Die durchschnittliche Kultivierungszeit bis zur makroskopischen Erkennung von MAP-Kolonien
(Time To Detection/TTD) auf dem Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium aller 95 positiven
Rinderkotproben betrugt,0 Wochen. Die durchschnittiche TTD der 30 geringgradig MAP
ausscheidenden Tiere lag b Wochen, die TTD der 18 mittelgradigen Ausscheider laglliei
Wochen und die der 47 hochgradig MAP ausscheidenden TieBgbb@dlochen (Abbildung 22).

Gesamtdurchschnitt aller 40
Ausscheider !

Durchschnitt hochgradige 36
Ausscheider !

Durchschnitt mittelgradige 40
Ausscheider !

Durchschnitt 46
geringgradige Ausscheider !

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
TTD (Wochen)

Abbildung 22: Durchschnittliche Kultivierungszeit bis zum Wachstum von MAP-
Kolonien (Time To Detection/TTD) auf dem Herrold’'s Egg Yolk-
Schragnahrmedium der gering-, mittel- und hochgradig MAP-
ausscheidenden Rinder sowie aller Ausscheider
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Um eine langfristige Kultivierung der Rinderkotproben auf dem Herrold's Egg Yolk-
Schragndhrmedium gewahrleisten zu konnen, wurden die Kotproben gemall den Angaben in
Kapitel 3.2.3.2 im Vorfeld dekontaminiert. Die Anzahl der kontaminierten Medien bezogen auf die
jeweilige Kultivierungswoche ist Tabelle 39 zu entnehmen. Dabei ist weiterhin die Anzahl der
kontaminierten Medien einer Einzelprobe (A- wund/oder B-Ansatz) zu berlcksichtigen
(s. Abbildung 23).

Tabelle 39: Anzahl der kontaminierten Kulturanséatze auf Herrold’s Egg Yolk-
Schragnahrmedium der 206 Rinderkotproben unter Beriicksichtigung
der Kultivierungsdauer

Anzahl der Kultivierungszeit in Wocher

kont.

Proben 112 |3|4|5|6|7|8|]9|10|11|12|13|14| 15| 16
A- oder E-
Ansatz kont.
A- und E-
Ansatz kont.

- - -14)| 4y 1| -] 4] 1| 3 - 5 1 1 3 o

Anteil der
kontaminierten
Kulturansatze in %

3,5%

3004 DOAnsatze Aund B kont.

250 4 WAnsatz A oder B kont.
2,0% 4
1,5% A
1,0% A
0,5% A

0,0%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Kultivierungszeit in Wochen

Abbildung 23: Anteil der kontaminierten Kulturansétze (n = 43) auf Herrold’s Egg
Yolk-Schragndhrmedium (in %) der 206 Rinderkotproben unter
Bertcksichtigung der Kultivierungsdauer

Wie Tabelle 39 und Abbildung 23 zu entnehmen ist, sind Kontaminationen beider kultureller Ansatze
A und B der einzelnen Rinderkotproben nur in der 11. bis 16. Woche aufgetreten. In den
Kultivierungswochen 4, 5, 6, 8, 9 und 10 war jeweils nur einer der Kulturansétze A oder B der

einzelnen Rinderkotproben kontaminiert, so dass bei diesen Kotproben eine Auswertung

104



uneingeschrankt erfolgen konnte. Von insgesamt 412 verwendeten Herrold's Egg Yolk-
Schragndhrmedien waren 43 wéahrend einer Kultivierungsdauer von 16 Wochen kontaminiert. Daraus
ergab sich, bezogen auf alle Kulturansétze, Kor@aminationsrate von 10,4 %

Alle MAP-Isolate aus den untersuchten Rinderkotproben wurden molekularbiologisch bestétigt,
subkultiviert und als Lyophilisat und Gefrierkultur gemafd den Angaben in Kapitel 3.2.6.1 und 3.2.6.2

archiviert.

4.3.2 Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchungen der Rinderkotproben

Der mikroskopische Nachweis von MAP aus den Rinderkotproben (n = 206) erfolgte mittels Ziehl-
Neelsen-Farbung gemald den Angaben in Kapitel 3.2.2. Wie aus Tabelle 40 hervorgeht, ®@ren in
von 95 Kultur-positiven Rinderkotproben leuchtend-rot angefarbte, saurefeste Stabchen in Nestern
nachweisbar, il05 Kultur-negativen Rinderkotproben hingegen nicht. Somit wurden im Vergleich
zur kulturellen Anzuch6 der Rinderkotproben falsch-positiv ub8l falsch-negativ detektiert. Unter

den 58 mikroskopisch falsch-negativ detektierten Rinderkotproben befandé syehinggradigl4
mittelgradig und 20 hochgradig MAP-ausscheidende Milchrinder. In Abbildung 24 sind die
mikroskopischen Ergebnisse der 206 untersuchten Rinderkotproben im Vergleich zu den Ergebnissen

der kulturellen Untersuchungen bildlich dargestellt.

Tabelle 40: Ubersicht der Ergebnisse der mikroskopischen und kulturellen

Untersuchungen der Rinderkotproben (n = 206) im Vergleich
Kultur-positive Proben | Kultur-negative Proben Summe

Ziehl-Neelsel-Farbung — 37 (38, %) 6 (5,£%) 43

positive Proben richtig-positiv falsch-positiv

Ziehl-Neelsel-Farbung — 58 (61,: %) 105 (94,1 %) 163

negative Proben falsch-negativ richtig-negativ

Summe 95 111 206
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37 (18,0 %)

58 (28,1 %)

6 (2,9 %)

105 (51,0 %)

M positiv O negativ Ofalsch-positiv @ falsch-negativ

Abbildung 24: Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchungen der Rinderkotproben
(n = 206) im Vergleich zu den kulturellen Untersuchungen

In Bezug auf die kulturellen Untersuchungsergebnisse der 206 Rinderkotproben konnte fur den
mikroskopischen Nachweis von MAP mittels Ziehl-Neelsen-Farbung eine Sensitivitat von 39,0 %
ermittelt werden. Allerdings kann durch die mikroskopische Untersuchung von Rinderkotproben keine
endgultige Differenzierung nachgewiesener saurefester Stabchenbakterien und damit auch keine Aussage
Uber die Spezifitat dieses Verfahrens zum Nachweis von MAP getroffen werden, da mikroskopisch falsch-
positiv detektierte Proben durchaus non-MAP Mykobakterien enthalten kénnen.

Der errechneteKappa-Index, der ein MaR fiir die Ubereinstimmung der Ergebnisse des
mikroskopischen und kulturellen Nachweisverfahrens darstellt, bélyagt Dieser niedrige Kappa-

Wert verdeutlicht die nur schwache Ubereinstimmung der Ergebnisse dieser beiden
Nachweisverfahren von MAP aus Rinderkot (Sachs, 1992).

Um die Abhangigkeit der beiden Nachweisverfahren zu Uberprifen, wurde der Chi-Quadrat-
Unabhangigkeitstest (Programm: BIAS; Ackermann, 1998) angewendet. Die Berechnungen
(Chi* = 4,87; p < 0,0001) zeigen eine signifikante Abhéngigkeit der Nachweisverfahren auf.

Um festzustellen, ob sich die Haufigkeiten der beiden Nachweisverfahren trotzdem signifikant
unterscheiden und nicht nur zufallige Ergebnisschwankungen vorliegen, wurde als weiterer
statistischer Test der McNemar-Test (Programm: BiAS; Ackermann, 1998) herangezogen. Er spiegelt
die Signifikanz des abweichenden Erregernachweises der beiden Verteilungen in Tabelle 40 wider.
Die Berechnungen zeigen eine hochsignifikante Abweichung der Ergebnisse (p < 0,0001) der beiden

Nachweisverfahren auf.
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4.3.2 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen der Rinderkotproben

Die molekularbiologische Untersuchung der Rinderkotproben erfolgte mit zwei unterschiedlichen
PCR-Systemen, dem TagMarReal-Time PCR-Verfahren (Schénenbriicher et al., 2008) zur
Detektion der spezifischen MAP-Marker F57 undME82 sowie einem nested-PCR-Verfahren (Bull

et al, 2003) basierend auf dem Insertionselemer00S Insgesamt wurden somit drei
unterschiedliche MAP-spezifische Marker zum molekularbiologischen Nachweis des Erregers in

nativen Rinderkotproben herangezogen.

A) Ergebnisse der Real-Time PCR

Tabelle 41 gibt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Real-Time PCR im Vergleich zu den
kulturellen Ergebnissen der nativen Rinderkotproben (n=206). In Ubereinstimmung mit den
kulturellen Ergebnissen detektierte das Real-Time PCR-Verfadireldotproben positiv undl11

Proben negativ, wohingeg@&wProben falsch-negativ und keine Probe falsch-positiv ermittelt wurden.

In Abbildung 25 sind die Ergebnisse des Real-Time PCR-Verfahrens in Bezug auf die Ergebnisse des

kulturellen Nachweises graphisch dargestelit.

Tabelle 41: Ubersicht der Ergebnisse der Real-Time PCR und der kulturellen
Untersuchungen der Rinderkotproben (n = 206) im Vergleich
Kultur-positive Proben Kultur-negative Proben Summe

Real-Time PCR — 87 (91,6 %) 0 (0,0 %) 87
positive Proben richtig-positiv falsch-positiv

Real-Time PCR - 8 (8, %) 111 (100, %) 119
negative Proben falsch-negativ richtig-negativ

Summe 95 111 206
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8 (3,9 %)

87 (42,2 %)

111 (53,9 %)

M positiv O negativ
Ofalsch-positiv Efalsch-negativ
Abbildung 25: Ergebnisse der Untersuchungen der Rinderkotproben (n = 206) mittels

Real-Time PCR im Vergleich zu den kulturellen Untersuchungen

In Bezug auf die kulturellen Untersuchungsergebnisse der 206 Rinderkotproben konnte fiir das Real-
Time PCR-Verfahren eine Spezifitat von 100 % und eine Sensitivitat von 91,6 % ermittelt werden.

Der errechnet&appa-Index betrug bei dem Vergleich der Ergebnisse der Real-Time PCR mit denen
der Kotkultur0,92 Dieser hohe Kappa-Wert verdeutlicht eine nahezu vollstiandige Ubereinstimmung
der Ergebnisse dieser beiden Nachweisverfahren (Sachs, 1992).

Auch hier konnte mit dem Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest aufgrund der Berechnungen
(Chi2:175,97; p < 0,0001; Programm: BIAS; Ackermann, 1998) die Abhangigkeit der beiden
Nachweisverfahren festgestellt werden.

Weiterhin wurde der McNemar-Test (Programm: BiAS; Ackermann, 1998) herangezogen, um
sicherzustellen, dass sich die Untersuchungsergebnisse der beiden Nachweisverfahren signifikant
unterscheiden und nicht nur zuféllige Ergebnisschwankungen vorliegen. Die Berechnungen zeigen
(p = 0,0078) eine signifikante Abweichung der Ergebnisse der beiden Nachweisverfahren auf und

schliel3en einen rein zufalligen Unterschied der Ergebnisse mit gro3er Sicherheit aus.

B) Ergebnisse der nested-PCR

In Tabelle 42 sind die Ergebnisse der nested-PCR im Vergleich zu den kulturellen Ergebnissen der
nativen Rinderkotproben (n = 206) dargestellt. In Ubereinstimmung mit den kulturellen Ergebnissen

detektierte das nested-PCR-Verfahi&h Kotproben positiv undl1l Proben negativl5 Proben

wurden falsch-negativ und keine Probe falsch-positiv detektiert. In Abbildung 26 sind die Ergebnisse
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des nested-PCR-Verfahrens in Bezug auf die Ergebnisse des kulturellen Nachweises graphisch

dargestellt.
Tabelle 42: Ubersicht der Ergebnisse der nested-PCR und der kulturellen
Untersuchungen der Rinderkotproben (n = 206) im Vergleich
Kultur-positive Proben Kultur-negative Proben Summe
nested-PCR — 80 (84,2 %) 0 (0,0 %) 80
positive Proben richtig positiv falsch positiv
nested-PCR — 15 (15,2 %) 111 (100,0 %) 126
negative Proben falsch-negativ richtig negativ
Summe 95 111 206
15 (7,3 %)
80 (38,8%)
111 (53,9 %)
H positiv O negativ
Ofalsch-positiv @ falsch-negativ
Abbildung 26: Ergebnisse der Untersuchungen der Rinderkotproben (n = 206) mittels

nested PCR im Vergleich zu den kulturellen Untersuchungen

In Bezug auf die kulturellen Untersuchungsergebnisse der 206 Rinderkotproben konnte fiir das nested-
PCR-Verfahren eine Spezifitdt von 100 % und eine Sensitivitat von 84,2 % ermittelt werden.

Der errechnet&appa-Index betrugbei dem Vergleich der Ergebnisse der nested-PCR mit denen der
Kotkultur 0,59 Dieser Kappa-Wert verdeutlicht eine starke Ubereinstimmung der Ergebnisse dieser
beiden Nachweisverfahren (Sachs, 1992).

Um eine signifikante Abhangigkeit der beiden Nachweisverfahren zu bestatigen, wurde auch hier der
Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest (Programm: BIiAS; Ackermann, 1998) angewendet. Die
Berechnungen (Chi 152,82; p<0,0001) zeigen einen signifikante Abhéangigkeit der
Nachweisverfahren auf.

Die Berechnungen des McNemar-Testes (p = 0,0003; Programm: BIAS; Ackermann, 1998) zeigen
auch hier eine signifikante Abweichung der Ergebnisse der beiden Nachweisverfahren auf und

schliel3en einen rein zufalligen Unterschied der Ergebnisse mit gro3er Sicherheit aus.
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Die Abbildung 27 zeigt vergleichend die mit dem jeweiligen Nachweisverfahren detektierten
hochgradig (> 100 Kolonien), mittelgradig (10-50 Kolonien) und geringgradig (< 10 Kolonien) MAP-
ausscheidenden Rinder. Das Real-Time PCR-Verfahren konnte s&mtliche hoch- und mittelgradige
Ausscheider nachweisen, wéhrend 8 geringgradig MAP-ausscheidende Rinder nicht erfasst wurden.
Mit dem nested-PCR-Verfahren konnten 2 hoch-, 1 mittel- und 12 geringgradige Ausscheider nicht

festgestellt werden.

Anzahl der 47
hochgradigen a7
Anzahl der 18
mittelgradigen 18
Anzahl der 30
geringgradigen 22
Ausscheider 18
0 10 20 30 40 50
B nested-PCROReal-Time PCR O Kultur
Abbildung 27: Vergleich der mittels kultureller Anzucht, Real-Time PCR und nested-
PCR ermittelten gering-, mittel- und hochgradig MAP-ausscheidenden

Tiere
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5 DISKUSSION

Die Paratuberkulose ist eine weltweit verbreitete, bislang unheilbare Erkrankung der Haus-, Zoo- und
Wildwiederk&duer, die in der Regel todlich verlauft und im landwirtschaftlichen Sektor zu erheblichen
finanziellen Verlusten fuhriDie diagnostischen Maoglichkeiten bei mit MAP infizierten Tieren sind
aufgrund der spezifischen Pathogenese der Paratuberkulose begrenzt. Der derzeit als ,gold standard”
geltende kulturelle Nachweis des Erregers (Chiodini et al., 1984a; Hietala, 1992; Collins et al., 1993) ist
aufgrund der langen Anzuchtdauer von bis zu 16 Wochen bei gleichzeitig hohen Kosten und der
Kontaminationsgefahr der N&hrmedien problematisch. Erschwerend kommt hinzu, dass persistent
infizierte, klinisch unauffallige Rinder, die MAP jahrelang intermittierend mit dem Kot ausscheiden,
selbst bei wiederholten kulturellen Kotuntersuchungen als falsch-negativ detektiert werden kénnen
(Kohler et al., 2005).

Der direkte mikroskopische Erregernachweis aus Rinderkot mittels Ziehl-Neelsen-Farbung gelingt
meist erst in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium und ist, ebenso wie der kulturelle Nachweis,
aufgrund der intermittierenden Ausscheidung des Erregers mit dem Kot nicht immer moglich.

Auch der serologische Nachweis von MAP ist mit Schwierigkeiten verbunden, da der Erreger oftmals
von Rindern, die sich in der klinisch inapparenten Phase der Erkrankung befinden, intermittierend mit
dem Kot ausgeschieden wird, bevor eine Serokonversion nachweisbar ist. Hinzu kommt, dass die in
der blutserologischen Diagnostik eingesetzten ELISA-Systeme im Hinblick auf ihre Sensitivitdt und
Spezifitdt zum Teil erheblich differieren (Kéhler, 2005).

Vor dem Hintergrund dieser Schwierigkeiten bei der Paratuberkulosediagnostik in Rinderbestadnden
kommt den molekularbiologischen Nachweisverfahren eine besondere Bedeutung zu (Stephan, 2007).
Die PCR-Technologie erméglicht einerseits die frihzeitige Bestatigung des mikrobiologischen
Befundes und erlaubt andererseits die Analyse unterschiedlicher Probenmatrizes wie Rinderkot ohne
zeitintensive Voranreicherung (Collins et al., 1993; Fang et al., 2002). Hier finden tberwiegend PCR-
Verfahren auf Basis der repetitiven DNA-Insertionsseque@fdSverwendung (Kim et al., 2002;

Bull et al., 2003). Allerdings konnten in den letzten Jahren nicht nur Homologien zwis€@éruttl
verschiedenen anderen Insertionselementen wiELOIS/on Streptomyces coelicolorlS116 von
Streptomyces clavuligersowie 1902 von Mycobacterium aviungsp.silvaticumnachgewiesen werden
(Green et al., 1989), sondern auch Kreuzreaktionen mit anderen non-MAP-Mykobakterien, die zu falsch-
positiven Ergebnissen in der molekularbiologischen Diagnostik fiihrten (Cousin et al., 1999; Englund et al.,
2002; Fang et al., 2002; Kim et al., 2002; O'Mahony und Hill, 2002; Khare et al., 2004; O'Mahony et al.,
2004; Vansnick et al., 2004). Demgegeniiber sind die ZielregiondaveSund F57 mehrfach als
geeignet fur den spezifischen MAP-Nachweis beschrieben worden (Poupart et al., 1993; Strommenger
et al., 2001; Godfroid et al., 2005; Bosshard et al., 2006; Schonenbriicher et al., 2008).

Gegenuber konventionellen PCR-Verfahren weisen Real-Time PCR-Verfahren diverse Vorteile auf.

Die Real-Time PCR ermdglicht nicht nur einen qualitativen, sondern gleichzeitig auch einen
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guantitativen Erregernachweis. Des Weiteren sinkt die Kontaminationsgefahr der Proben erheblich, da
die Probengefal3e wéhrend der Untersuchung nicht gedffnet werden missen. Zusatzlich besitzen
TagMarf Real-Time PCR-Verfahren durch das Mitfiihren der TadVBonde als drittes spezifisches
Olignukleotid eine hdhere analytische Spezifitat. Aber auch der Arbeitsaufwand reduziert sich, da
keine aufwandige Agargelelektrophorese im Anschluss an den PCR-Lauf erforderlich ist.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit ein institutseigenes TadqRéaih Time
PCR-Verfahren basierend auf den MAP-Markern F57 urMal2 zum Nachweis von MAP aus
Rinderkot verwendet. Weiterhin wurde eine interne Amplifikationskontrolle (IAK) mitgefiihrt, um
falsch-negative Ergebnisse ausschliel3en zu kdnnen. Das Mitfiihren einer IAK bei einer diagnostischen
PCR ist dringend zu fordern. Allerdings weisen bislang die meisten PCR-Systeme keine IAK auf
(Stephan, 2007).

Im optimalen Fall erfolgt die PCR-Diagnostik Matrix-unabhangig. Die gesuchte Erreger-DNA wird
dabei aus Subkulturen verdachtiger Erregerkolonien, die mdglichst als Reinkultur vorliegen sollten,
extrahiert. Allerdings ist diese Vorgehensweise bei der Paratuberkulose hinfallig, da aus Kot isolierte
MAP-Reinkulturen erst nach mehreren Monaten vorliegen wirden. Verschiedene Labore empfehlen
eine Kombination von Kotkultur und PCR-Bestatigung (Klarmann und Moss, 2006). Dabei wird
frihestens in der 6. Woche der Kultivierung eine Spilung der Medien vorgenommen und die
Spulflissigkeit molekularbiologisch auf das Vorkommen von MAP untersucht. Damit ist die
Untersuchung zwar unabhéngig von der Matrix, doch liegen die Untersuchungsergebnisse erst nach 6
Wochen vor und durch kontaminierte Medien kdnnen Verluste auftreten. Wesentlich schneller,
kostengtinstiger und unabhangig von Kontaminationen der Medien ist der molekularbiologische
Nachweis des Erregers direkt aus der Matrix Rinderkot. Demzufolge konzentrierte sich diese Arbeit
auf die Validierung des institutseigenen Tagf&eal-Time PCR-Verfahrens fiir den Direktnachweis

von MAP aus Rinderkot.

5.1 Analyse des Vorversuches (Einmischversuche 1, 2 und 3)

Das Ziel des Vorversuches (Einmischversuche 1, 2 und 3) war die Bestimmung der Nachweisrate des
institutseigenen TagM&nReal-Time PCR-Verfahrens fir die Matrix Rinderkot in Bezug auf die
Erregerkonzentration. Eigene Voruntersuchungen von nativen Rinderkotproben haben gezeigt, dass
sich der Marker F57 besonders gut fir den Nachweis von MAP aus Rinderkot eignet. Deshalb wurden
bei den molekularbiologischen Untersuchungen des Vorversuches sowie des Hauptversuches | nur die
Ergebnisse des Markers F57 berticksichtigt.

Der molekularbiologische Nachweis von MAP aus Rinderkot stellt eine Herausforderung dar, da diese
Matrix mit zahlreichen PCR-Inhibitoren belastet ist (Al-Soud und Radstrom, 1998). Fiur die
erfolgreiche Anwendung von PCR-Verfahren sind geeignete DNA-Extraktionsverfahren von

herausragender Bedeutung (Harris und Barleta, 2001). DNA-Extraktionsverfahren nehmen in hohem
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Mal3e Einfluss auf die Nachweisrate eines PCR-Systems (Harris und Barletta, 2001). Zu den PCR-
Inhibitoren im Rinderkot z&hlt insbesondere die Phytinséure, die bereits in Mengen von 0,4 mM PCR-
Amplifikationsreaktionen vollstindig hemmen kann (Thronton und Passen, 2004). Weiterhin weisen

Polyphenole, Polysaccharide und Hamin, ein Derivat des Blutfarbstoffes Hamoglobin, sowie deren

Abbauprodukte (Bilirubin bzw. Gallensalze) einen inhibitorischen Effekt gegentiber PCR-relevanten

Enzymen wie der DNA-Polymerase und Restriktionsenzymen auf (Do und Adams, 1992; Demeke und
Adams, 1992; Akane et al., 1994; Monteiro et al., 1997; Al-Soud und Radstrém, 2001).

a) DNA-Extraktionsverfahren

Vor diesem Hintergrund wurde zu Beginn der Untersuchungen bé&idenschversuchen 12 und3

ein haufig in der Literatur beschriebenes und weiterempfohlenes Standard-Kitsystem der Firma
Qiagen (QIAamDNA Stool Mini Kit®) zur DNA-Extraktion aus Rinderkot herangezogen (Le Tallec

et al., 2002; O'Mahony und Hill, 2002). Bei der DNA-Isolierung unterscheidet man zwischen
chemischen thermischen und mechanischen Aufbereitungsschrittender Proben, durch die zum
einen die in der Matrix enthaltenen Inhibitoren gezielt entfernt und zum anderen die Erreger-DNA in
moglichst hochwertiger Qualitat aus der Matrix isoliert werden kann. Bei dem Standard-Kitsystem Q
der Firma Qiagen handelt es sich um ein m@@emisch-thermisches Extraktionsverfahren Die
chemische Aufbereitung der Proben erfolgt dabei mit enzymatischen Puffern, verschiedenen
Waschpuffern, Proteinase K, Ethanol und der Zugabe einer InhibitEX-Tablette. Die enzymatischen
Puffer bewirken zu Beginn der Probenaufbereitung die Lyse enthaltener Bakterienzellen sowie den
Abbau vorhandener Proteinmolekiile. Die InhibitEX-Tablette dient der Neutralisierung von PCR-
Inhibitoren wie Ham-Abbauprodukten und komplexen Polysacchariden. Ein weiterer chemischer
Aufbereitungsschritt besteht in der Zugabe von Proteinase K, die restliche Proteinmolekiile abbaut und
zur Freisetzung von Nukleinsauren beitragt. Die gezielte Bindung der DNA-Molekiile wird durch eine
Silikagel-Membran gewahrleistet. Die entsprechenden Bindebedingungen werden durch hohe
Konzentrationen von chaotropen Agenzien wie Salz- und Ethanol-haltigen Puffern gewahrleistet
(Boom et al., 1990). Nach dem Entfernen samtlicher Probenreste und Stdrsubstanzen folgt die Elution
der gebundenen DNA-Molekiile durch das Senken der Konzentration der chaotropen Agenzien, wie
beispielsweise mit einem nahezu salzfreien Puffer. Auch thermische Einflisse beglnstigen die
Freisetzung der DNA aus den Erregerzellen. Da MAP sehr thermostabil ist, wurden die Kotproben im
Rahmen dethermischen Aufbereitung bei hohen Temperaturen von +95 °C fir 5 Minuten inkubiert.

Bei den Einmischversuchen 1, 2 und 3 wurden in Abhangigkeit von der Erregerkonzentration der
artifiziell kontaminierten Rinderkotproben nur verhaltnismaRig hohe Ct-Werte bei der DNA-
Isolierung ermittelt und ab der Verdiinnungsstufé hflittels Real-Time PCR keine Erreger-DNA
mehr nachgewiesen. Hingegen gelang die Isolierung von MAP-DNA direkt aus der Verdiinnungsreihe

selbst ohne Matrixbeimengung bei der Verdiinnungsstufe DAs verdeutlicht eindriicklich die
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DNA-Verluste, die durch PCR-Inhibitoren und das Aufbereitungsprozedere bei der DNA-Extraktion
mit dem QIAampDNA Stool Mini Kit® der Firma Qiagen aus der problematischen Matrix Rinderkot

hervorgerufen werden.

b) Koteinwaage

Auch die Koteinwaage pro PCR-Ansatz nimmt entscheidend Einfluss auf die Nachweisrate eines
PCR-Systems. Bei dem Standard-Kitsystem der Firma Qiagen (Q) wurden gemaf Herstellerangaben
maximal 220 mg Rinderkot pro PCR-Ansatz verwendet. Hohere Koteinwaagen von 1 g oder 1,5¢g
Rinderkot, die bei den modifizierten DNA-Extraktionsverfahren der Firmen Qiagen (Qm) und Roche
(Rm) sowie dem Standard-DNA-Extraktionsverfahren der Firma Roche (R) eingesetzt wurden,
erhohen die Nachweiswahrscheinlichkeit von MAP in Rinderkot. Beispielsweise konnte in dem
Hauptversuch | durch einen Vergleich der Standard-Protokolle Q und R, bei denen die differierende
Koteinwaage ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal darstellt, mittels logistischer Regression ein

signifikanter Unterschied zwischen den Protokollen errechnet werden (s. Kapitel 5.2).

c) Zellaggregatbildung von MAP

Eine weitere mogliche Erklarung fur die hohen Ct-Werte bei der DNA-Isolierung von MAP aus
Rinderkot ist die Eigenschaft des Erregekggregate zu bilden.Grant et al. (2005) konnten sogar
zeigen, dass Zellaggregate des Erregers in Milch, die durch gezielte Homogenisierung deutlich verkleinert
wurden, innerhalb kurzer Zeit ihre urspringliche GrofRe wiedererlangten. Sobald keine homogene
Verteilung des Erregers in den Kotproben gewahrleistet ist, kdnnen Erregerverluste in der
Koteinwaage fur die PCR auftreten und damit zu Verschiebungen der Nachweisrate der Real-Time
PCR fihren. Weiterhin kdnnen Schwankungen der Ct-Werte innerhalb der jeweiligen
Verdunnungsstufen der Einmischversuche 1, 2 und 3 auf die inhomogene Verteilung von MAP in den
Kotproben zurtickgefiihrt werden. Fir die Einmischversuche 1, 2 und 3 erfolgte im Vorfeld die
Anzucht des verwendeten MAP-Isolates MAP 423 in dem MGIT-Flissigndhrmedium. Insbesondere in
diesem Flussignahrmedium neigt MAP zu einer hochgradigen Aggregatbildung. Zur Homogenisierung
kann die Erregersuspension unter Zusatz von kleinen Keramikkiigelchen gevortext oder mehrfach mit
einer kleinkalibrigen Spritze (0,8 x 40 mm) aufgezogen werden (Bogli-Suber et al., 2005). In den
Einmischversuche 1, 2 und 3 wurden die Proben mit Keramikkiigelchen versehen und grindlich
gevortext. Mikroskopische Untersuchungen dieser Suspensionen haben allerdings gezeigt, dass das
hier angewandte Verfahren fir die Homogenisierung der Erregersuspension als nicht zufriedenstellend
beurteilt werden musste. Deshalb wurden die bei den Einmischversuchen 4, 5 und 6 eingesetzten
MAP-Isolate MAP 423 und J 27 in einem anderen Flissigndhrmedium (Middlebrook 7H9-
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Flissignahrmedium) schiittelnd und unter Zugabe von Tween 80 sowie sterilen Keramikkiigelchen

kultiviert.

d) Schlussfolgerungen

Abschlieend bleibt bei dekRinmischversuchen1 2 und 3 festzuhalten, dass die ausgepréagte
Zellaggregatbildung der urspriinglichen MAP-Suspension aus dem MGIT-Flissigndhrmedium
entscheidenden Einfluss auf die Nachweisrate der TagNRaal-Time PCR beim Nachweis von

MAP aus artifiziell kontaminierten Rinderkotproben nimmt. Die inhomogene Verteilung des Erregers
in den Rinderkotproben der jeweiligen Verdiinnungsstufen kann insbesondere bei niedrigen
Erregerkonzentrationen zu Nachweisverlusten in der PCR fihren, was bei einem Vergleich der
Ergebnisse des Vorversuches (Einmischversuche1, 2 und 3) und denen des Hauptversuches |
(Einmischversuche 4, 5 und 6) noch naher erlautert wird. Weiterhin fihrte die DNA-Extraktion bei
den Einmischversuchen 1, 2 und 3, basierend aufStamdard-Kitsystem Q (QlAamp DNA Stool

Mini Kit ®) der Firma Qiagen, zu erheblichen DNA-Verlusten. Dadurch konnte mit der T&dR&afh

Time PCR nur bei einer Erregerkonzentration van1d KbE/g Rinderkot eineNachweisrate von

100 % erreicht werden. Um die Nachweisrate der Real-Time PCR zu verbessern, wurden
Modifikationen des Standard-Kitsystems der Firma Qiagen vorgenommen und ein weiteres Standard-
Kitsystem sowie ein modifiziertes Kitsystem der Firma Roche in die Untersuchungen mit

aufgenommen (Kot-Einmischversuche 4, 5 und 6).

5.2 Analyse des Hauptversuches | (Einmischversuche 4, 5 und 6)

Um die Nachweisrate der Taql\/PanReaI-Time PCR zu verbessern, wurden drei weitere
Einmischversuche 4 5 und 6 mit einigen gezielten Modifikationen des Arbeitsprotokolles
durchgefiihrt. Das Standard-Kitsystem der Firma Qiagen basierend auf dem @ABxftool Mini

Kit® (Q) wurde weiterhin vergleichend mitgefiihrt. Zusétzlich wurden im Rahmen des Hauptversuches
| drei weitere DNA-Extraktionsverfahren zur Isolierung von MAP-DNA aus artifiziell kontaminierten
Rinderkotproben untersucht. Insgesamt wurden somit bei den Einmischversuchen 4, 5 und 6 vier

unterschiedliche DNA-Extraktionsverfahren berticksichtigt.

a) DNA-Extraktionsverfahren

Bei beiden Standard-Protokolle® (und R) wurden die Proben einer rethermisch-chemischen
Extraktion unterzogen, wahrend es sich bei den modifizierten Protokofen bzw. Rm) um
thermisch-chemisch-mechanische Extraktionsverfahrerhandelte. Bei den Protokollen der Firma

Qiagen erfolgte die chemische Aufbereitung der Proben mittels enzymatischer Puffer, verschiedener
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Waschpuffer, Proteinase K, Ethanol und der Zugabe einer InhibitEX-Tablette zur Neutralisierung von
PCR-Inhibitoren. Da MAP sehr thermostabil ist, wurden die Kotproben bei dem Standard-Protokoll Q
der Firma Qiagen, durch eine 5mindtige Inkubation bei +95 °C thermisch aufbereitet. Bei dem
modifizierten Protokoll Qm der Firma Qiagen erfolgten wéhrend des Arbeitsprotokolls zwei
Thermisierungsschritte von jeweils 10 Minuten bei +95 °C.

Bei den DNA-Extraktionsverfahren der Firma Roche erfolgt die chemische Aufbereitung der Proben
mittels enzymatischer Puffer, verschiedener Waschpuffer, Lysozym, Proteinase K und Isopropanol.
Als thermischer Aufbereitungsschritt wurden die Kotproben bei beiden Protokollen R und Rm einer
Inkubation bei +95 °C fur 10 Minuten unterzogen. Die gezielte Bindung der DNA-Molekiile wurde
bei allen DNA-Extraktionsverfahren durch eine Silikagel-Membran gewahrleistet.

Die modifizierten DNA-Extraktionsverfahren Qm und Rm enthielten zusétzlich eneehanischen
Aufbereitungsschritt. Dabei wurden die Proben in beiden Protokollen mehrfach im Ribolyser unter
Zusatz von Keramikkiigelchen geschiittelt. Um eine Gbermaflige Schaumbildung bei der mechanischen
Aufbereitung (4 x Stufe 6 fur jeweils 20 Sekunden im Ribolyser) der Kotproben zu vermeiden, wurde
bei dem Protokoll Qm nach Absprache mit der Firma Qiagen eine DX-L6sung zu dem ublicherweise
eingesetzten ASL-Puffer zugegeben. Die DX-Losung wurde zu Versuchszwecken zur Verfligung
gestellt. Sie stammte aus einem anderen Kit-System der Firma Qiagen und ist einzeln kommerziell
nicht erhltlich. Die DX-Ldsung wurde nur bei dem DNA-Extraktionsverfahren Qm der Firma Qiagen
eingesetzt; bei dem Protokoll Rm der Firma Roche wurde auf den Zusatz der DX-LOsung verzichtet.
Um dennoch eine vermehrte Schaumbildung zu vermeiden, wurde die mechanische Aufbereitung der
Rinderkotproben modifiziert. Ohne den Zusatz von DX-Ldsung wurden die Proben nur 2 x bei Stufe 6

fur jeweils 20 Sekunden in dem Ribolyser geschiittelt.

b) Koteinwaage

Ein weiterer bedeutsamer Unterschied zwischen den Protokollen besteht Kotdewaage zu

Beginn der DNA-Extraktion. Bei dem Standard-Protokoll Q der Firma Qiagen wurden gemaR den
Vorschriften des Herstellers maximal 220 mg Rinderkot pro Ansatz eingewogen, dagegen bei dem
modifizierten Protokoll Qm der Firma Qiagen 1 g und bei den beiden Protokollen der Firma Roche
sogar 1,5g Rinderkot. Durch eine mdglichst hohe Koteinwaage pro PCR-Ansatz steigt die
Wahrscheinlichkeit des Erregernachweises entsprechend an, was insbesondere fiir den Nachweis von
Rindern, die den Erreger in nur geringen Konzentrationen mit dem Kot ausscheiden von Bedeutung

ist.
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c) Zellaggregatbildung von MAP

Aber auch die GroRRe der MAP-Zellaggregate in der Erregersuspension ist entscheidend fiir die
Nachweisrate der Real-Time PCR. Wie bereits erwahnt, wurde bei den Einmischversuchen des
Vorversuches das MGIT-Flissigndhrmedium, das zu einer hochgradiggregatbildung des
Erregers neigte, als Anzuchtndhrmedium des MAP-Stammes MAP 423 eingesetzt. Um die
hochgradige Aggregatbildung des Erregers zu reduzieren, erfolgte dagegen bei den
Einmischversuchen 4, 5 und 6 die Kultivierung der MAP-Stamme MAP 423 und J 27 in dem
Middlebrook 7H9-Flissigndhrmedium mit den Zusétzen Tween 80 und Mycobactin J. Tween 80
beeinflusst dabei gezielt die mykobakterielle Zellwand und reduziert die Nesterbildung von MAP in
dem Flissigndhrmedium sowie eine Nesterneubildung in der Matrix Rinderkot (van Boxtel et al.,
1990; Wards, 1996). Als weitere Mallnahme zur Reduzierung der Aggregatbildung des Erregers
wurden die Fliissigmedien mit den MAP-Stdmmen MAP 423 und J 27 fir die Einmischversuche 4, 5
und 6 schittelnd unter Zugabe von sterilen Keramikkiigelchen inkubiert. Durch den Einsatz des
Middlebrook 7H9-Flissigmediums mit dem Zusatz von Tween 80 konnte so die Aggregatbildung von
MAP gezielt vermindert werden. Weitere mechanische Aufbereitungsschritte zur Homogenisierung
der anfanglichen Erregersuspension waren — wie die mikroskopischen Untersuchungen belegten — bei
den Einmischversuchen 4, 5 und 6 nicht erforderlich. Obwohl Tween 80 laut Literaturangaben auch
einen inhibitorischen Effekt auf das Wachstum von Mykobakterien nehmen kann, wurde bei den
Untersuchungen von Wards (1996), in denen das Wachstum verschiddigr@vacteriumspp.
inklusive MAP in bzw. auf unterschiedlichen Fest- und Flissigndhrmedien getestet wurde, lediglich
ein verzogertes Wachstum der Teststamme beobachtet.

Die Ergebnisse der Einmischversuche 1 bis 6 zeigen auf, dass die Zellaggregatbildung von MAP bei
der artifiziellen Kontamination von Rinderkot neben dem Einsatz eines geeigneten DNA-
Extraktionsverfahrens entscheidend Einfluss auf die Nachweisrate der Real-Time PCR nimmt. Allein
ein Vergleich der mittels Standard-DNA-Extraktionsverfahren Q der Firma Qiagen erzielten
Nachweisrate der Real-Time PCR in Bezug auf die Erregerkonzentration bei den Einmischversuchen 1
bis 6 verdeutlicht den positiven Effekt einer mdglichst homogenen Erregerverteilung in der Matrix
Rinderkot. Wéahrend die TagM&nReal-Time PCR in Kombination mit dem Standard-DNA-
Extraktionsverfahren Q bei den Einmischversuchen 1, 2 und 3 lediglich bei einer Erregerkonzentration
von ca. 10 KbE/g Rinderkot eine Nachweisrate von 100 % erzielte, konnte bei den
Einmischversuchen 4, 5 und 6 bereits bei einer Erregerkonzentration ¥Y&bB/@ Rinderkot eine
Nachweisrate von 100 % erreicht werden. In Kombination mit den modifizierten DNA-
Extraktionsverfahren Qm und Rm erzielte das TadMdkeal-Time PCR-Verfahren bei den
Einmischversuchen 4, 5 und 6 sogar bei einer Erregerkonzentration voA kaE1@ Rinderkot eine
Nachweisrate von 100 %. Jedoch kann die Aggregatbildung des Erregers selbst bei dem Einsatz des

Middlebrook 7H9-Flissignahrmediums unter Zusatz von Tween 80 nicht vollkommen beseitigt
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werden, so dass insbesondere bei niedrigen Erregerkonzentrationen Nachweisverluste von Erreger-
DNA in der Real-Time PCR auftreten konnen. Deshalb bleibt es bei sehr niedrigen
Erregerkonzentrationen von durchschnittlich 3,7% KOE/g dem Zufall Uberlassen, ob sich ein
Erregernest in der Koteinwaage fur die DNA-Isolierung befindet und es kann keine Aussage Uber die
Leistungsfahigkeit des jeweiligen DNA-Extraktionsverfahrens bei derart niedrigen Erregergehalten
getroffen werden.

In einer Studie von Bogli-Stuber et al. (2005) wurden ebenfalls artifiziell kontaminierte und native
Rinderkotproben mit einem #0-basierten Real-Time PCR-Verfahren zum Nachweis von MAP
untersucht. Als Fluorophor kam bei diesem PCR-System SYBR Green zum Einsatz. Eine interne
Amplifikationskontrolle zum Ausschluss falsch-negativer Ergebnisse wurde nicht mitgefuhrt. Bogli-
Stuber et al. (2005) gelang bei der Untersuchung der artifiziell kontaminierten Rinderkotproben mit
der Real-Time PCR der Nachweis einer Erregerkonzentration von 500 KbE/g Rinderkot zu 100 %.
Insgesamt wurden 7 Rinderkotproben je Verdiinnungsstufe, ausgehend von einer Verdiinnungsreihe,
gespiked und im Doppelansatz untersucht. Bei dieser Studie erfolgte die kulturelle Anziichtung des
MAP-Stammes ATTCC 19698 fur die artifizielle Kontamination der Rinderkotproben auf dem
Lowenstein-Jensen-Schrdgndhrmedium unter Zusatz von MycobactinJ. Zur Vermeidung der
Aggregatbildung des Erregers wurden Einzelkolonien des Erregers in 1 ml Middlebrook 7H9-
Flissignahrmedium gerieben und mit einer kleinkalibrigen Nadel 20 x auf- und abgesaugt. Zuletzt
wurde die Bakteriensuspension mit 0,5 ml einer 0,02 %igen Tween 80 Ldsung versetzt, um eine
erneute Aggregatbildung zu reduzieren. Auch bei diesem Einmischversuch wurde somit gezielt der

Klumpenbildung entgegengewirkt und eine vergleichbare Nachweisrate in der Real-Time PCR erzielt.

d) Schlussfolgerungen

Bei den Einmischversuchen4, 5 und 6 konnte mit den beiden modifizierten DNA-
Extraktionsverfanren Qm bzw. Rm eine Nachweisrate von 100 % bei einer durchschnittlichen
Erregerkonzentration von 3,7 x“IAbE/g Rinderkot ermittelt werden. Erregerkonzentrationen von

ca. 16 KbE/g Rinderkot gelten auch als Nachweisgrenze des ,gold standard“, der kulturellen
Anziichtung von MAP aus Rinderkot (Merkal et al., 1968). Im Vergleich dazu lag die 100 %-
Nachweisrate unter Verwendung des Standard-Protokolls der Firma Qiagen Q sowie des Standard-
Protokolls der Firma Roche bei einer durchschnittlichen Erregerkonzentration von 3RbEI@
Rinderkot.

Aus den hier aufgezeigten Ergebnissen wird ersichtlich, dass vor allemmeiahanische
Aufbereitung der Fazesproben bei der DNA-Extraktion einen positiven Effekt auf die Nachweisrate
des TagMaf Real-Time PCR-Verfahrens zum Nachweis von MAP aus Rinderkot hat. Im Vergleich

der modifizierten Protokolle Qm und Rm sowie der Standard-Protokolle Q und R erzielten die
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modifizierten Extraktionsverfahren niedrigere Ct-Werte in Bezug auf die jeweiligen
Erregerkonzentrationen der artifiziell kontaminierten Rinderkotproben. Zusatzlich erzielte das
Extraktionsverfahren der Firma Roche Rm von den beiden thermisch-chemisch-mechanischen
Aufbereitungsverfahren die niedrigsten gemittelten Ct-Werte (s. Tabelle 35 sowie Abbildung 18 des
Kapitels 4.2.4). Aber auch mit Hilfe der erstellten Regressionsgleichungen in Abbildung 19 des
Kapitels 4.2.4 konnte der Vorteil einer mechanischen Aufreinigung der Fazesproben bei der DNA-
Isolierung von MAP aus Rinderkot deskriptiv aufgezeigt werden. Der Vergleich der exponentiellen
Steigungskoeffizienten der Protokolle Q (b =2,634), R (b=2,754), Qm (b = 4,541) und Rm
(b = 8,741), die zugleich ein Mal3 fur die Steilheit der entsprechenden Regressionskurven der DNA-
Extraktionsverfahren darstellen, verdeutlicht den positiven Einfluss einer mechanischen Aufreinigung.
Je steiler die Regressionskurven verlaufen, desto schneller wird eine 100 %ige Nachweisrate bei einer
niedrigen Erregerkonzentration erreicht. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der gemittelten Ct-
Werte zeigt auch die Analyse der Regressionskurven der beiden modifizierten Protokolle Qm und Rm,
dass das Protokoll Rm mit einem exponentiellen Steigungskoeffizienten von b = 8,741 steiler als die
Regressionskurve des Protokolls Qm mit einem exponentiellen Steigungskoeffizienten von b = 4,541
verlauft. Anhand der Regressionskurven konnte somit deskriptiv beobachtet werden, dass sich die
zusatzliche mechanische Aufbereitung der Fazesproben positiven auf die Nachweisrate der Real-Time
PCR auswirkt.

Ebenso nehmen digellaggregatbildung von MAP, eineerhthte Koteinwaagevon 1 bis 1,5¢g
Rinderkot und dighermische Aufbereitung der Proben bei +95 °C fir 10 Minuten der Protokolle

Qm, R und Rm, die sich ihrerseits deutlich von dem Protokoll Q der Firma Qiagen mit einer Einwaage
von maximal 220 mg Kot und einer thermischen Aufbereitung der Proben bei +95 °C fir nur
5 Minuten abgrenzen, einen positiven Einfluss auf die Nachweisrate des TafdalkTime PCR-
Verfahrens. In Abbildung 20 des Kapitels 4.2.4 konnte durch den Vergleich der Standard-Protokolle Q
und R mittels logistischer Regression ein signifikanter Unterschied zwischen den Protokollen
errechnet werden, der die deutliche Uberlegenheit des Protokolls R gegeniiber dem Protokoll Q bei der

DNA-Isolierung von MAP aus Rinderkot belegt.

Abschlielend bleibt festzuhalten, dass fiir den erfolgreichen molekularbiologischen Nachweis von
MAP aus artifiziell kontaminierten Rinderkotproben eine moglichst hohe Koteinwaage, eine
thermisch-chemisch-mechanische Aufbereitung der Fazesproben sowie eine mdglichst homogene
Erregerverteilung, die beispielsweise durch Kultivierung der ausgewahlten MAP-Stdmme in dem
Middlebrook 7H9-Flissigmedium unter Zugabe von Tween 80 realisiert werden kann, von

entscheidender Bedeutung sind und maf3geblich die Nachweisrate der eingesetzten PCR beeinflussen.
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Um Kontaminationen mit MAP-DNA wahrend der Aufbereitung der Rinderkotproben und damit
falsch-positive Ergebnisse ausschlielen zu kdnnen, sind exakte Vorgehensweisen bei der DNA-
Isolierung und dem Pippetieren der PCR-Ansatze erforderlich. Deshalb ist ein kontinuierliches
Probenmanagement bzw. ,PCR Troubleshooting® bei der molekularbiologischen Diagnostik
notwendig und das Mitfiihren einer Vielzahl von Kontrollen bei jeder PCR-Aufbereitung bzw. jedem
PCR-Lauf. In der vorliegenden Untersuchung wurde bei jeder PCR-Aufbereitung die DNA einer
positiven und negativen Aufbereitungskontrolle eines jeweiligen Kontroll-Stammes, die
Aufbereitungskontrolle des Leerwertes und ein Leerwert des Mastermixes (ohne Zugabe von Proben-
DNA) mitgefuhrt. Zuséatzlich wurde bei jedem PCR-Lauf eine Positiv- und Negativkontrolle
mituntersucht. Weitere Malinahmen in Bezug auf ein kontinuierliches Probenmanagement bzw. ,PCR

Troubleshooting” sind in Kapitel 5.3.3 ndher erlautert.

5.3 Analyse des Hauptversuches I

5.3.1 Bewertung der kulturellen Untersuchungen des Hauptversuches I

Der kulturelle Nachweis von MAP gilt bislang trotz der langen Kultivierungszeiten von 8-16 Wochen als
»gold standard“ der Paratuberkulose-Diagnostik (Chiodini et al., 1984a; Hietala, 1992; Collins et al., 1993).
Aufgrund der intermittierenden Erregerausscheidung mit dem Kot eignet sich die Kultivierung von MAP
aus Lymph- und Darmgewebe besser zum Nachweis infizierter Tiere und ist daher als ,gold standard*
geeigneter. Allerdings stehen die letztgenannten Matrizes dem Untersuchenden bei der
Paratuberkulosediagnostik am lebenden Tier nur selten zur Verfligung.

Im Hauptversuch Il wurde der kulturelle MAP-Nachweis aus Kot als ,gold standard* mitgefuhrt und die
molekularbiologischen sowie mikroskopischen Untersuchungsergebnisse der nativen Rinderkotproben

(n = 206) mit den Ergebnissen der kulturellen Anzucht verglichen.

a) Dekontamination

In der Mehrheit der Studien (Merkal, 1984; David und Bonner, 1986; Schneider, 2003; Johansen et al.,
2006) sowie mit der AVID-Methode (AVID VII/1996) erfolgt der kulturelle Nachweis von MAP aus
Rinderkot mit 0,75 %iger Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC)-Losung in Kombination mit einer 24-
stiindigen Einwirkzeit. HPC gewahrleistet eine zuverlassige Abtotung der im Rinderkot enthaltenen
Begleitkeimflora und erleichtert somit die gezielte Selektion von MAP. Deshalb wurden in der
vorliegenden Arbeit Rinderkotproben fiir den kulturellen Nachweis von MAP ebenfalls mit einer
0,75 %igen HPC-LAsung mit einer Einwirkzeit von 24 Stunden dekontaminiert. In verschiedenen Studien

konnte durch zusatzliche Zentrifugation der Proben wahrend der Dekontamination vorteilhafte
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Anzuchtergebnisse erzielt werden (Ridge, 1993; Stabel et al., 1997; Reddacliff et al., 2003). Demzufolge

wurde auch bei dieser Arbeit ein Zentrifugationsschritt in das Dekontaminationsverfahren integriert.

b) Nahrmedium

Das Herrold's Egg Yolk-Schragndhrmedium mit dem Zusatz von Mycobactin J ist derzeit fir den
kulturellen Nachweis von MAP aus Rinderkot am besten geeignet (Merkal et al., 1987; Nielsen et al.,
2004; Kohler und Gierke, 2006). In einer Studie am Referenzzentrum fur Paratuberkulose in Jena, in der
die kulturelle Anztichtung von MAP aus Rinderkot auf dem Herrold’'s Egg Yolk-Schragndhrmedium mit
der kulturellen Anziichtung in automatisierten Flissigkultursystemen verglichen wurde, konnte gezeigt
werden, dass das Festnahrmedium Herrold’'s Egg Yolk durch Flussigkulturen nicht ersetzt werden kann
(Kohler und Gierke, 2006).

Das Herrold's Egg Yolk-Schragndhrmedium ermdglicht durch seine Zusammensetzung und insbesondere
durch den Zusatz von Eigelb das Wachstum anspruchsvoller Erreger wie MAP und gewahrleistet als
Schréagnahrmedium Schutz vor einer Austrocknung des Mediums wahrend der erforderlichen
Kultivierungszeiten. Der Zusatz von Mycobactin J (MJ) ist bei der kulturellen Anziichtung von MAP
unerlasslich, da dieser Erreger nicht in der Lage ist, MJ eigenstandig zu synthetisieren (Merkal und
McCullough, 1982). Weiterhin enthalt das Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium in angemessenen
Konzentrationen antibiotische sowie antimykotische Zuséatze (ANV-L6sung), die wahrend der langfristigen
Kultivierungsphase restliche, im Kot enthaltene Begleitkeime und Schimmelpilze inaktivieren bzw. deren
Wachstum und Vermehrung unterdriicken. Diese ANV-Lésung beinhaltet das Antimykotikum
Amphothericin B sowie die Antibiotika Nalidixinsdure und Vancomycin. Eigene Untersuchungen
bestétigten die Wirksamkeit der ANV-LOsung bei der kulturellen Anziichtung von MAP aus Rinderkot.
Bei Vergleichsstudien hinsichtlich der Eignung verschiedener Nahrmedien fir die Kultivierung von MAP
aus Rinderkotproben wurde vor Beginn der eigentlichen Untersuchungen auch das ANV-freie ENCLIT-
Schragnahrmedium getestet. Dieses Nahrmedium enthielt keinerlei antibiotische Zusatze, lediglich das
Antimykotikum Malachitgriin. Trotz Dekontamination der Rinderkotproben traten bereits zwei Tage nach
dem Beimpfen der Medien massive Kontaminationen auf. Diese Untersuchungen verdeutlichen, dass der
Zusatz der ANV-L6sung zu Nahrmedien fir die kulturelle Anziichtung von MAP aus Rinderkot unbedingt
erforderlich ist.

Ebenfalls konnte durch Untersuchungen am Institut gezeigt werden, dass die direkte Einwirkung von
ANV-Losung selbst in htheren Konzentrationen als dies bei dem Herrold’'s Egg Yolk-Schragnahrmedium
der Fall ist, keinen Einfluss auf das Wachstum und die Vermehrung von MAP nimmt (Fernandez und
Akineden, 2007, personliche Mitteilung). Auch in einer weiteren Studie am Referenzzentrum fir
Paratuberkulose in Jena, bei der unterschiedliche Dekontaminationsverfahren zum kulturellen Nachweis
von MAP aus Rinderkot miteinander verglichen wurden, konnte keine nachteilige Beeinflussung des

Wachstums sowie der Vermehrung von MAP durch die Einwirkung von ANV-L&sung beobachtet werden.
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Dabei waren die Rinderkotproben nach einer 24-stiindigen Dekontamination mit 0,75 %igem HPC direkt
mit ANV-L6sung versetzt worden (Gierke und Kohler, 2006). Die Einwirkzeit der ANV-L&sung betrug
ebenfalls 24 Stunden.

Fir die eigenen kulturellen Untersuchungen wurden ausschlie3lich industriell verfligbare Herrold's Egg
Yolk-Schradgnahrmedien mit dem Zusatz von ANV-Ldsung und MJ verwendet, die von der Firma Becton

Dickinsorf bezogen wurden.

c¢) Spezifitt der kulturellen Anziichtung

Die Spezifitat der kulturellen Anziichtung von MAP aus Rinderkot liegt als ,gold standard” bei 100 %
(Crossley et al., 2005). Allerdings kénnen falsch-positive Befunde von Tieren, die nicht mit MAP infiziert
sind, sondern den Erreger lediglich passagieren, insbesondere in einer erregerbelasteten Umgebung nicht
ausgeschlossen werden (Hoffmann, 2007). Da bislang der kulturelle Erregernachweis aus Kot als ,gold
standard” der Paratuberkulose gilt, kdnnen kulturell falsch-positiv detektierte Tiere, die den Erreger nur
passagieren, erst nach ihrem Tod durch die Untersuchung von Sektionsmaterial als solche identifiziert
werden. Fir die BekAmpfung der Paratuberkulose in Rinderbestdnden ist die Merzung positiv detektierter
Rinder von entscheidender Bedeutung, insbesondere von gering- bis mittelgradig MAP-ausscheidenden
Tieren, die keine klinischen Symptome aufweisen und dennoch tber Jahre hinweg den Erreger mit dem

Kot ausscheiden.

d) Sensitivitat der kulturellen Anziichtung

Gegenuber der Spezifitdit des kulturellen MAP-Nachweises ist Sdiesitivitdt der kulturellen
Nachweismethode gering. In der Literatur schwanken die Angaben Uber die Sensitivitat zwischen 40 %
und 90 % (Hietala, 1992; Sockett et al., 1992). Eine Sensitivitat von 90 % wurde allerdings nur erreicht,
wenn die zu untersuchenden Tiere auch klinisch erkrankt waren. Die Ursachen fir die niedrige Sensitivitat
des kulturellen MAP-Nachweises aus Kot sind vielfaltig.

Eine wesentliche Rolle dabei spielt drtermittierende Ausscheidungvon MAP mit dem Kot, die

selbst bei klinisch auffalligen Tieren zu beobachten ist (Hietala, 1992; Sockett et al., 1992). Dadurch
kénnen MAP-positive Tiere verfehlt werden. Um dieser Problematik entgegenzuwirken, missten
wiederholte kulturelle Untersuchungen der betroffenen Bestande erfolgen, da nur so falschlicherweise
negativ detektierte Rinder aufgespurt werden kénnen. Doch wiederholte kulturelle Untersuchungen
sind sehr kosten- und Uberaus zeitintensiv.

Aber auch durch diBekontamination der Rinderkotproben fir die kulturelle Anziichtung von MAP
kénnen ein verzogertes Wachstum oder sogar Erregerverluste auftreten, die vor allem bei geringgradig
MAP-ausscheidenden Rindern zu falsch-negativen Untersuchungsergebnissen fuhren (Merkal und
Curran, 1974; Nielsen et al., 2001; Reddacliff et al., 2003; Stich et al., 2004; Johansen et al., 2006).

122



In Untersuchungen am Institut konnte in einem Modellversuch zum kulturellen Nachweis von MAP aus
Rinderkot, in dem der Wirkungseffekt einer 0,9 %igen HPC-LAsung sowie unterschiedlicher Einwirkzeiten
(24, 48 und 72 Sunden) berlcksichtigt wurden, gezeigt werden, dass mit Erregerverlusten von bis zu 10 %
durch die Dekontamination der Rinderkotproben gerechnet werden muss (Fernandez und Akineden, 2007,
personliche Mitteilung). In einer Studie mit artifiziell kontaminierten Milchproben (n = 18) konnte
durch die Dekontamination mit 0,75 %iger HPC-Ldsung und einer Einwirkzeit von funf Stunden eine
Reduktion der Erregerkonzentration bewirkt werden (Grant und Rowe, 2004). Vergleichend wurden
die 18 Milchproben jeweils mit und ohne Dekontamination kultiviert. Wahrend 8 von 18 Milchproben
ohne Dekontamination MAP-positiv waren, erwies sich nur eine von 18 Milchproben mit
Dekontamination als positiv.

Weiterhin kénnerKontaminationen der Kulturmedien durch Begleitkeime wie Schimmelpilze zu
Sensitivitatsverlusten bei der kulturellen Anzucht von MAP fiihren (Gierke und Kohler, 2006). Eine
aktuelle Studie verglich die Effektivitdt sieben verschiedener HPC-Dekontaminationsverfahren
miteinander. Dabei wurden die getesteten Rinderkotproben mit 0,75 %iger HPC-LOsung durchmischt und
im Anschluss sieben verschiedenen Prozeduren unterzogen: a) 24 Stunden Einwirkzeit, b) 48 Stunden
Einwirkzeit, ¢) 72 Stunden Einwirkzeit, d) 96 Stunden Einwirkzeit, €) 24 Stunden Dekontamination mit
0,75 %iger HPC-Lbsung, Zentrifugation und anschlieRend eine 24 stiindige Dekontamination in einer
Amphotericin  B-Nalidixinsaure-Vancomycin (ANV)-Losung, f) 24 Stunden Dekontamination mit
0,75 %iger HPC-Losung, Zentrifugation und anschlie3end eine 24 stiindige Dekontamination in einer
hochkonzentrierten Amphotericin-B-Losung sowie g) die sog. Cornel-Methode, bei der die Proben fir
24 Stunden in % Hirn-Herz Bouillon (HHB)-0,9 %iger HPC-LOsung dekontaminiert, anschlie3end
zentrifugiert und erneut 24 Stunden in einer Amphotericin B-Nalidixinsdure-Vancomycin (ANV)-L6sung
inkubiert wurden (Gierke und Kéhler, 2006). Gemal} diesen Untersuchungen konnte trotz Vorbehandlung
der Rinderkotproben eine Kontaminationsrate der Medien von durchschnittlich ~36,7 % ermittelt werden.
Ein verzégertes Wachstum der Begleitkeimflora durch eine verlangerte Einwirkung der HPC-Ldsung bzw.
durch den zuséatzlichen Einsatz von ANV-LAsung konnte nicht nachgewiesen werden.

Bei den kulturellen Untersuchungen der Rinderkotproben (n=206) des Hauptversuches Il sind
Kontaminationen beider kultureller Ansétze A und B der einzelnen Rinderkotproben nur in der 11. bis
16. Woche aufgetreten. In den Kultivierungswochen 4, 5, 6, 8, 9 und 10 war jeweils nur einer der
Kulturanséatze A oder B einzelner Rinderkotproben kontaminiert, so dass bei diesen Kotproben eine
kulturelle Auswertung uneingeschrankt erfolgen konnte. Da_dhee TTo Detection/TTD der 95
positiven Rinderkotproben auf dem Herrold’'s Egg Yolk-Schragnahrmedium durchschnittlich
4,0Wochen betrug, kann davon ausgegangen werden, dass durch die Kontaminationen keine falsch-
positiven bzw. falsch-negativen Ergebnisse verursacht wurden. Von insgesamt 412 verwendeten
Herrold’s Egg Yolk-Schragnahrmedien waren 43 wahrend der Kultivierungsdauer von 16 Wochen
kontaminiert. Daraus ergab sich bezogen auf alle KulturansatzeKenminationsrate von

10,4 %.
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Auch dieAnzahl der Kulturanséatze, die fir die Untersuchung einer Einzelkotprobe herangezogen
werden, nehmen Einfluss auf die Sensitivitdt des kulturellen MAP-Nachweises. Das AVID-Verfahren
(AVID VII/1996) sieht drei bis vier Kulturansatze pro Einzelkotprobe vor. Nur auf diese Weise konnte
ein moglichst sicherer Nachweis von insbesondere geringgradig MAP-ausscheidenden Rindern
gewahrleistet werden. Da MAP die Eigenschaft besitzt, Nester zu bilden und nicht homogen im
Rinderkot verteilt vorliegt, besteht gerade bei niedrigen Erregerkonzentrationen im Kot die Gefahr,
falsch-negative Ergebnisse zu erhalten. Bei mehreren parallelen Kulturansatzen wird die
Untersuchungsmenge der Matrix Kot entsprechend vergrof3ert. In der genannten Studie am
Referenzzentrum fiir Paratuberkulose in Jena, konnte bei Verwendung von drei Kulturrhrchen eine
Sensitivitdt von durchschnittlich ~80,4 % ermittelt werden. Bei Verwendung von nur einem
Kulturréhrchen hingegen betrug die Sensitivitdt nur ~49,3 % (Gierke und Kohler, 2006). Allerdings sind
auch die Kosten sowie der Zeit- und Arbeitsaufwand an die Anzahl der Kulturréhrchen gekoppelt.

Im Hauptversuch Il wurde die Anzahl der Kulturréhrchen pro Rinderkotprobe auf zwei beschréankt, da
die Kotproben von voruntersuchten Rindern stammten und bei den eigenen molekularbiologischen
Untersuchungen im Vergleich zu den Ergebnissen der Kultur keinerlei falsch-positive Ergebnisse
erzielt wurden. Bei den Voruntersuchungen der einzelnen Rinderkotproben (n=206) traten
Uberwiegend Abweichungen zwischen den blut- bzw. milchserologischen und den eigenen kulturellen
Untersuchungsergebnissen der Rinderkotproben auf. 10 Blut-ELISA-positive sowie 7 Milch-ELISA-
positive Ergebnisse erzielten im kulturellen Erregernachweis aus Kot ein negatives Ergebnis, welches
durch die molekularbiologischen Untersuchungen dieser Proben bestétigt werden konnte. Deshalb ist
eher davon auszugehen, dass es sich hierbei um falsch-positive ELISA-Ergebnisse handelt und nicht
um falsch-negative Ergebnisse der kulturellen Anziichtung.

Obwohl zahlreiche Studien belegen, dass MAP in der Lage ist, selbst aufsnlsge
Lagerungstemperaturenvon -70 bis -80 °C fir Monate zu Uberdauern (Richards und Thoen, 1977),
kénnen Erregerverluste nicht ausgeschlossen werden. Deshalb nehmen auch niedrige
Lagerungstemperaturen einen negativen Einfluss auf die Sensitivitat des kulturellen
Erregernachweises. Bei einem Ringversuch des Referenzlabors fir Paratuberkulose in Jena zum
kulturellen Nachweis von MAP aus Rinderkotproben (Anonymus, 2006) wurden von 23
teiinehmenden Laboren 15 nativ kontaminierte, tiefgefrorene Rinderkotproben kulturell sowie
teilweise molekularbiologisch untersucht. Unter diesen 15 Kotproben befanden sich 8 Proben, die den
Erreger in nur geringen Konzentrationen enthielten. Zwei dieser 8 Proben mit besonders niedrigen
Erregerkonzentrationen waren nur von wenigen Laboren als MAP-positiv detektiert worden. In
wiederholten Untersuchungen des Referenzlabores wurden diese beiden Rinderkotproben ebenfalls
nicht regelmafig Kultur-positiv detektiert. Es konnte nicht sicher festgestellt werden, ob die falsch-
negativen Kulturergebnisse auf die Nesterbildung des Erregers in diesen Kotproben oder aber auf die
niedrigen Lagerungstemperaturen der Proben zuriickzufihren waren. Die Reduzierung der MAP-Zellen

bei natirlich kontaminierten, tiefgefrorenen Kotproben ist gemald Literaturangaben weniger deutlich
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ausgepragt als bei entsprechender Lagerung artifiziell kontaminierter Kotproben. Vermutlich liegt ein Tell
der Erreger in nattirlich kontaminierten Kotproben in phagozytierter Form innerhalb von Makrophagen vor,
was eine Art ,Schutzeffekt® der Bakterien vor &uf3eren widrigen Umwelteinflissen bewirken kénnte
(Richards, 1981). Alle Rinderkotproben des Hauptversuches Il dieser Arbeit waren kurzfristig bei -20 °C
gelagert worden, so dass Erregerverluste nicht vollstdndig ausgeschlossen werden konnen. Allerdings
wurde keine der Rinderkotproben mittels Real-Time PCR und mittels nested-PCR falsch-positiv getestet,

was auf den Nachweis toter Bakterienzellen schlief3en lassen kénnte.

Wie Abbildung 21 in Kapitel 4.3.1 zu entnehmen ist, wur@anProben Kultur-positiv undl11

Proben Kultur-negativ detektiert. Unter den Kultur-positiven Tieren befandeB&géringgradig18
mittelgradig undd7 hochgradig MAP-ausscheidende Rinder. Die durchschnittliche Kultivierungszeit
bis zum Wachstum von MAP-Kolonien i(ie To Detection/TTD) der 95 kulturell-positiven
Kotproben lag beié,0Wochen. Aus den errechneten Wachstumszeiten der gering- (4,6 Wochen),
mittel- (4,0 Wochen) und hochgradig (3,6 Wochen) MAP-ausscheidenden Rinder ging hervor, dass
die Wachstumszeit mit steigender Erregerkonzentration kontinuierlich abnahm. Das bedeutet, je mehr
Erreger in einer Kotprobe enthalten waren, desto schneller konnten gewachsene Kolonien auf den
Medien identifiziert werden. Allerdings wurde bei den Untersuchungen des Hauptversuches Il eine
Mindestwachstumszeit von 21 Tagen von keiner der Proben unterschritten. Weiterhin nicht zu
vernachlassigen in Bezug auf die Wachstumszeit sind Stamm-spezifische Unterschiede. Die Arbeit mit
zahlreichen Labor- und Wildstimmen hat gezeigt, dass Stamm-spezifische Wachstumsunterschiede
bestehen hinsichtlich der Kulturmorphologie und der Wachstumsgeschwindigkeit. Wie der Tabelle 44
in Kapitel 8.2 des Anhangs zu entnehmen ist, konnte auch bei Kotproben, die den Erreger nur in
geringen Konzentrationen enthielten (Nrn. 149, 151), bereits in der 3. Kultivierungswoche MAP-
Kolonien identifiziert werden. Im Gegensatz dazu konnte vereinzelt bei Kotproben, die den Erreger in
hohen oder mittleren Konzentrationen enthielten, erst nach 5 oder 6 Wochen ein Koloniewachstum
beobachtet werden (Tabelle 44 in Kapitel 8.2 des Anhangs: Nrn. 65, 166, 171, 174). Diese Proben

verdeutlichen die Wachstumsunterschiede von MAP-Isolaten.

e) Schlussfolgerungen

Der derzeit als ,gold standard” geltende kulturelle Nachweis des Erregers aus Rinderkot gestaltet sich
aufgrund der zeitintensiven Anzuchtdauer, der hohen Kosten und der in diesem Kapitel ausfuhrlich
dargestellten Sensitivititsverluste als schwierig. Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden von 95
Kultur-positiv detektierten Rinderkotproben 91 ebenfalls molekularbiologisch positiv detektiert. 87

Proben erwiesen sich in der Real-Time PCR und 80 Proben in der nested-PCR als positiv. Nur 8
Proben wurden mittels Real-Time PCR und 15 Proben mittels nested-PCR in Bezug auf die Kultur

falsch-negativ detektiert. Unter den molekularbiologisch falsch-negativ detektierten Proben befanden
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sich nahezu ausschlie3lich Kotproben von Milchrindern, die MAP nur in &aul3erst geringen
Konzentrationen ausschieden. Die Ergebnisse bestitigen, dass insbesondere bei Kotproben mit
niedrigen Erregerkonzentrationen der kulturelle MAP-Nachweis weiterhin das sensitivste
Nachweisverfahren darstellt.

Auch unter Bertcksichtigung der Ergebnisse der Voruntersuchungen der Rinderkotproben erzielte die
Kultur der eigenen Untersuchungen die groRten Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen der kulturell
voruntersuchten Kotproben (n = 119). Bei dem Vergleich der eigenen kulturellen Ergebnisse und den
kulturellen Ergebnissen der Voruntersuchungen trat nur bei einer Probe eine Ergebnisabweichung auf
(Tabelle 43 in Kapitel 8.2 des Anhangs). Im Gegensatz dazu konnten bei dem Vergleich der
Ergebnisse der serologischen Voruntersuchungen mit den Ergebnissen der eigenen kulturellen
Untersuchungen zahlreiche Ergebnisabweichungen beobachtet werden. Die milch- bzw.
blutserologischen Ergebnisse der Voruntersuchungen der in dieser Arbeit bericksichtigten
Milchrinder zeigten bei insgesamt 33 Tieren keine Ubereinstimmung mit den eigenen kulturellen
Untersuchungsergebnissen. Bei 18 von 111 blutserologischen und 15 von 40 milchserologischen
Voruntersuchungen traten Abweichungen zu den eigenen kulturellen Untersuchungsergebnissen der
jeweiligen Rinderkotproben auf. Diese Ergebnisse bestéatigen die hdufig in der Literatur geschilderte
Problematik der Paratuberkulosediagnostik basierend auf serologischen Nachweisverfahren (Collins
und Sockett, 1993; Rossiter und Burhans, 1996; Béttcher at al., 2005). Die derzeit zugelassenen ELISA-
Verfahren unterscheiden sich sowohl in ihrer Sensitivitat als auch in inrer Spezifitat. Deshalb gewahrleisten
die durch diese unterschiedlichen Tests ermittelten Seropravalenzen keine verlasslichen Rickschlisse auf
die tatséchliche Pravalenz der Paratuberkulose in Rinderherden (Kdhler, 2005). Eine Serokonversion ist bei
Rindern oftmals erst ab einem Alter von bis zu drei Jahren nachweisbar und kann von Tier zu Tier stark
variieren. Somit kdnnen falsch-positive und falsch-negative serologische Untersuchungsergebnisse nicht
ausgeschlossen werden. Sweeney et al. (2005) konnten belegen, dass die Ausscheidung des Erregers mit
dem Kot bereits in der klinisch inapparenten Phase der Paratuberkulose oftmals vor einer nachweisbaren
Serokonversion maglich ist.

Vor diesem Hintergrund ist nach wie vor der kombinierte Einsatz verschiedener Nachweisverfahren
(Kultur, ELISA oder PCR) zur Bekampfung der Paratuberkulose in Rinderbestdnden zu empfehlen.
Muskens et al. (2003) konnten zeigen, dass die Kombination unabhéangiger Testverfahren zum Nachweis
der Paratuberkulose die Aussagekraft der Labordiagnostik erheblich verbessert. Von Nachteil sind die
Kosten, die beim gleichzeitigen Einsatz verschiedener Nachweisverfahren entstehen. Die alleinige
Ermittlung der Seroprévalenz lasst derzeit noch keine sicheren Rickschlisse auf die tatsachliche Pravalenz
in Rinderherden zu und ist langst nicht ausreichend fir die Ermittlung des Infektionsstatus von
Einzeltieren. Im Rahmen der Untersuchungen dieser Arbeit wurde die Sensitivitat des kulturellen
Erregernachweises aus Kot weder von dem eingesetzten Real-Time PCR-Verfahren noch von dem nested-
PCR-Verfahren Ubertroffen und ist nach wie vor fir den Nachweis von insbesondere geringgradig MAP-

ausscheidenden Milchrindern als ,,gold standard” zu betrachten.
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5.3.2 Bewertung der mikroskopischen Untersuchungen des Hauptversuches Il

Bislang ist die Ziehl-Neelsen-Farbung die Methode der Wahl fumdkeroskopischen Nachweisvon
séurefesten Mykobakterien (Rolle und Mayr, 2002). Die Mikroskopie findet hdufig Anwendung bei
postmortalen Untersuchungen von Darm- und Lymphgewebe und ermdglicht dabei einen zuverlassigen
Erregernachweis (Merkal, 1973; Coetsier et al., 2000). Allerdings kann durch diese mikroskopische
Untersuchung keine endgiiltige Differenzierung saurefester Stabchenbakterien und damit auch keine
Aussage Uber die Spezifitdt dieses Verfahrens zum Nachweis von MAP getroffen werden (Benazzi et al.,
1996), da mikroskopisch positiv detektierte Proben durchaus non-MAP Mykobakterien enthalten kdnnen
(Benazzi et al., 1996).

a) Sensitivitat

Im Vergleich zu serologischen, kulturellen und molekularbiologischen Nachweisverfahren des Erregers aus
Rinderkot besitzt die Mikroskopie eine gerirensitivitat (Zimmer et al., 1999). Dabei wirkt sich bei der
mikroskopischen Untersuchung von Rinderkot wie auch bei der KotkulturintBemittierende
Ausscheidungdes Erregers mit dem Kot nachteilig auf die Sensitivitat aus, da selbst Rinder, die MAP in
grol3en Mengen ausscheiden, kulturell negativ erscheinen.

Auch in den eigenen Untersuchungen nativer Rinderkotproben wurde in Bezug auf die Ergebnisse der
Kultur nur eine niedrige Sensitivitat (39 %) ermittelt. Von insgesamt 95 Kultur-positiven Kotproben
wurden nur 37 mikroskopisch positiv bestétigt. Unter den falsch-negativ detektierten Proben (n = 58)
befanden sich 20 hochgradig, 14 mittelgradig und 24 geringgradig ausscheidende Tiere.

Der errechneteKappa-Index, der ein MaR fiir die Ubereinstimmung der Ergebnisse des
mikroskopischen und kulturellen Nachweisverfahrens darstellt, b8{Bfgund verdeutlicht die nur
schwache Ubereinstimmung der Ergebnisse dieser beiden Nachweisverfahren. Ebenfalls konnten
durch den McNemar-Test zuféllige Ergebnisschwankungen der beiden Nachweisverfahren
(p < 0,0001) ausgeschlossen werden.

Die eigenen Untersuchungen ergaben weiterhin bei 6 Proben ein mikroskopisch falsch-positives Ergebnis.
Bei den nachgewiesenen saurefesten Stdbchen dieser Kotproben konnte es sich um non-MAP-
Mykobakterien handeln, die ebenso wie MAP ubiquitar in der Umwelt anzutreffen sind und somit auch im
Rinderkot nachweisbar sein konnen. Aber auch InfektioneMnalviumssp.aviumoderM. boviswéren

denkbar. Dagegen spricht allerdings das kulturelle Untersuchungsergebnis dieser Proben, da keine schnell
wachsenden Mykobakterien kulturell nachgewiesen werden konnten. Die molekularbiologischen
Ergebnisse dieser Kotproben sind erwartungsgemafR negativ. Aber auch Erfahrungswerte sind beim
mikroskopischen Nachweis des Erregers von entscheidender Bedeutung, um séurefeste Stabchenbakterien
(MAP oder non-MAP-Mykobakterien) gezielt von Farbeartefakten sowie untypischen non-Mykobakterien

(Sporenbildnern) zu unterscheiden und somit falsch-positive Ergebnisse auszuschlie3en.
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b) Schlussfolgerungen

AbschlieRend bleibt festzuhalten, dass der mikroskopische Nachweis von MAP aus Rinderkotproben
aufgrund der niedrigen Sensitivitat nicht das Nachweisverfahren der Wabhl ist, um positive, insbesondere

geringgradig MAP-ausscheidende Rinder in den Bestéanden zu detektieren.

5.3.3 Bewertung der molekularbiologischen Untersuchungen des Hauptversuches II

Die Schwierigkeiten bei der Paratuberkulosediagnostik wurden bereits ausfihrlich am Anfang von
Kapitel 5 erortert. Vor diesem Hintergrund war es das Ziel dieser Arbeit, ein molekularbiologisches
Nachweisverfahren zum Direktnachweis von MAP aus Rinderkot zu validieren. Der Vorversuch und
der Hauptversuch | verdeutlichen die Leistungsfahigkeit des institutseigenen Ta&dahTime
PCR-Verfahrens (Schonenbriicher et al., 2008) in Kombination mit geeigneten DNA-
Extraktionsverfahren an artifiziell kontaminierten Rinderkotproben. Um die Leistungsféhigkeit der
Real-Time PCR fir native Rinderkotproben zu uberprifen, wurden durch Voruntersuchungen
definierte, native Rinderkotproben (n = 206) molekularbiologisch untersucht. Bei dem Hauptversuch
Il wurde das institutseigene TagMaReal-Time PCR-Verfahren, basierend auf den MAP-Markern
F57 und I®Mav2 (Schonenbriicher et al., 2008), verwendet und eine interne Amplifikationskontrolle
(IAK) mitgefuhrt, um falsch-negative Ergebnisse ausschlielRen zu kénnen. Die Auswahl der Marker
erfolgte gezielt. Da die MAP-Marker F57 undM&2 mehrfach fir den spezifischen MAP-Nachweis

als geeignet beschrieben (Poupart et al., 1993; Strommenger et al., 2001; Godfroid et al., 2005;
Bosshard et al., 2006; Schénenbriicher et al., 2008) und bei diesen Markern bislang keine
Kreuzreaktionen zu anderen Mykobakterien beschrieben wurden.

Im Gegensatz dazu konnten bei der haufig verwendeten DNA-Insertionsseq@@0ziiénrfach
Kreuzreaktionen zu anderen non-MAP-Mykobakterien nachgewiesen werden, die zu falsch-positiven
Ergebnissen in der molekularbiologischen Diagnostik fihrten (Cousin et al., 1999; Englund et al., 2002;
Fang et al., 2002; Kim et al., 2002; O'Mahony und Hill, 2002; Khare et al., 2004; O'Mahony et al., 2004;
Vansnick et al., 2004). Die Vorteile der Real-Time PCR gegeniiber konventionellen PCR-Verfahren
wurden bereits am Anfang von Kapitel5 dargestellt. Insbesondere die Reduktion der
Kontaminationsgefahr der Proben durch die Anwendung eines Real-Time PCR-Verfahrens ist fir den
genbasierten Nachweis von MAP von herausragender Bedeutung.

Bei den molekularbiologischen Untersuchungen der nativen Rinderkotproben des Hauptversuches Il
wurde erganzend und vergleichend ein konventionelles nested-PCR-Verfahren basierend auf dem
Marker 1200 mitgefuhrt. Damit stitzten sich die Untersuchungen auf drei unterschiedliche MAP-
Marker und gewahrleisteten so ein besonders hohes Mal3 an Sicherheit fir den molekularbiologischen

Nachweis des Erregers in den nativen Rinderkotproben.
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Da bislang der kulturelle MAP-Nachweis aus Rinderkot als ,gold standard® der
Paratuberkulosediagnostik gilt, wurden die molekularbiologischen Ergebnissen der nativen
Rinderkotproben mit den Ergebnissen der Kultur verglichen. Die molekularbiologischen
Untersuchungen der nativen Rinderkotproben wurden teilweise parallel zu dem Vorversuch bzw. dem
Hauptversuch | durchgefuhrt. Zu Beginn der Untersuchungen erfolgte die DNA-Extraktion mit dem
Standard-Kitsystem Q der Firma Qiagen. Da mit diesem Extraktionsverfahren nur sehr hohe Ct-Werte
mittels TagMafi Real-Time PCR erzielt werden konnten und insbesondere Kotproben mit niedrigen
Erregerkonzentrationen gehauft falsch-negativ detektiert wurden, erfolgten gezielte Modifikationen
dieses Standard-Kitsystems Q, die eine deutliche Verbesserung der Ct-Werte bewirkten und die
Nachweisrate von geringgradig MAP-ausscheidenden Rindern deutlich erhdhte. Zusatzlich zu dem
modifizierten DNA-Extraktionsverfahren Qm der Firma Qiagen wurde das Standard-Kitsystem R der
Firma Roche sowie die modifizierte Variante Rm bei den Untersuchungen beriicksichtigt. Somit
wurde die Eignung jedes der vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren in Kombination mit
der TagMafl Real-Time PCR und der nested-PCR an nativen Rinderkotproben iiberpriift. Kotproben,
bei denen die DNA-Extraktion mittels Standard-Kitsystem Q bzw. R erfolgte und die grenzwertige Ct-
Werte mittels TagMah Real-Time PCR bzw. fragliche Ergebnisse mittels nested-PCR erzielten,

wurden mit einem der modifizierten DNA-Extraktionsverfahren wiederholt untersucht.

a) DNA-Extraktionsverfahren

Fur die erfolgreiche Anwendung von PCR-Systemen ist das eingeB&tat& xtraktionsverfahren
ausschlaggebend, das in hohem Male Einfluss auf die Nachweisrate der PCR nimmt (Harris und
Barletta, 2001). Dabei sollte das DNA-Extraktionsverfahren einerseits die in der Matrix Rinderkot
vielfach enthaltenen PCR-Inhibitoren wie Phytinsaure, Polyphenole, Polysaccharide und Hamin
zuverlassig beseitigen und andererseits die Gewinnung von MAP-DNA in guter analytischer Qualitéat
aus der Matrix gewdahrleisten. Auf die relevanten PCR-Inhibitoren in der Matrix Rinderkot wurde
detailliert in Kapitel 5.1 eingegangen, ebenso auf die vier unterschiedlichen DNA-
Extraktionsverfahren, die in dieser Arbeit ndher untersucht wurden. Aus den Ergebnissen des
Vorversuches sowie des Hauptversuches | wird ersichtlich, dass insbesonderertgihge
Koteinwaage eine zusatzlichemechanische Aufreinigung sowie eine intensivethermische
Aufbereitung der Rinderkotproben bei der DNA-Extraktion einen positiven Effekt auf die
Nachweisrate des TagMamReal-Time PCR-Verfahrens haben (vgl. Kapitel 5.1 und 5.2). Aber auch
bei nativen Rinderkotproben konnte durch die modifizierten DNA-Extraktionsverfahren in
Kombination mit dem institutseigenen TagMaReal-Time PCR-Verfahren und dem eingesetzten
nested-PCR-Verfahren eine deutliche Verbesserung der Nachweisrate von geringgradig MAP-
ausscheidenden Rindern gewahrleistet werden. Von insgesamt 30 kulturell bestatigten geringgradig

MAP-ausscheidenden Rindern konnten 26 molekularbiologisch positiv bestatigt werden. Davon
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erzielte die TagMah Real-Time PCR 22 positive und die nested-PCR 18 positive Ergebnisse. 14
Proben wurden in Ubereinstimmung der beiden PCR-Verfahren positiv detektiert, 8 Proben erwiesen

sich allein in der Real-Time PCR und 4 Proben allein in der nested-PCR als positiv.

b) falsch-positive Ergebnisse — Spezifitat

Um Kontaminationen wéhrend der Aufbereitung von Rinderkotproben und dalsth-positive
ErgebnisseausschlieRen zu kdnnen, ist eine ausgesprochene Sorgfalt bei der DNA-Isolierung und
dem Pipettieren der PCR-Ansatze erforderlich. Jedes Arbeitsgerat und jede Ldsung kann Quelle einer
Kontamination sein, so dass ein kontinuierlicResbenmanagementzw. ,PCR Troubleshooting”

bei der molekularbiologischen Diagnostik zwingend ist. Vor diesem Hintergrund wurde bei jeder
molekularbiologischen Untersuchung von Rinderkot eine negative Aufbereitungskontrolle, eine
Aufbereitungskontrolle des Leerwertes, eine Negativkontrolle und ein Mastermix-Leerwert
mitgefuhrt. Die Aufbereitungskontrollen garantieren die Reinheit der eingesetzten Reagenzien sowie
den Ausschluss moglicher Kontaminationen wahrend der Aufbereitung. Die Negativkontrolle und der
Mastermix-Leerwert zeigen die Funktionsfahigkeit der Amplifikation und ebenfalls Kontaminationen

im Bereich der PCR-Vorbereitung auf. Die Aufbereitungen der Proben, die PCR-Vorbereitungen
(PCR-Kabinett) und die PCR-Nachbereitung bei konventionellen PCR-Verfahren haben unter
raumlicher Trennung zu erfolgen. Die raumliche Trennung ist ein wesentlicher Faktor zur Vermeidung
von Kontaminationen und wurde bei den vorliegenden molekularbiologischen Untersuchungen stets
eingehalten. Um Laborkontaminationen mit Erreger-DNA zu vermeiden, erfolgte die Pipettierung der
PCR-Ansétze in einem allseits umschlossenen PCR-Kabinett. Nach den Aufbereitungen wurde durch
die langfristige Einwirkung von UV-Strahlen die Eliminierung von Rest-DNA sichergestellt.
Weiterhin wurden die R&aumlichkeiten regelmallig einer Grundreinigung unterzogen, um die
Ansammlung von grobem Schmutz und Staub zu vermeiden. Vor Beginn und nach Beendigung der
Arbeiten wurden alle Kontaktflachen und Geratschaften gereinigt und desinfiziert. Wahrend der
Aufbereitung der Proben wurden stets Schutzkleidung und Handschuhe getragen und diese regelmalig
desinfiziert bzw. gewechselt, insbesondere vor sensiblen Arbeiten wie der Zugabe von isolierter DNA.
Bei dem Uberfilhren probenhaltiger Reagenzien wurden ausschlieRlich sterile, gestopfte
Pipettenspitzen verwendet, um die Kontamination der Pipetten selbst durch DNA- bzw. Erreger-
haltige Aerosole zu vermeiden. Es kamen dabei ausschlie3lich kalibrierte Pipetten zum Einsatz, um
ihre Funktionsfahigkeit sowie die Aufnahme der gewilnschten Volumina zu garantieren. Die
Arbeitsschritte der Extraktionsverfahren wurden vorausschauend vorbereitet. Dabei ist die Bildung
von Aerosolen beim Offnen der ProbengefaRe stets zu vermeiden. Weiterhin wurde gewahrleistet, dass
nur jeweils ein Probengefald gedffnet wurde und dieses so wenig und so kurz wie moglich. Samtliche
autoklavierbare Geratschaften (Probengefél3e, Pipettenspitzen etc.) und Ldsungen, die bei den

molekularbiologischen Untersuchungen der Rinderkotproben zum Einsatz kamen, wurden
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autoklaviert. Falls Kontaminationen durch Aerosole beim Offnen bzw. durch versehentliches
Verschitten von ProbengeféaRen auftraten, wurden die kontaminierten Flachen bzw. Geratschaften
desinfiziert und abschlieRend mit DNA AWAY (Firma Roth), einer Loésung, die gezielt auf
Oberflachen, Geratschaften und auch ReaktionsgefaRen unerwiinschte DNA beseitigt, versetzt.
Geeignete MalRBnahmen bei erfolgten Kontaminationen in der molekularbiologischen Diagnostik sind
der gezielte Austausch oder die Uberpriifung von Reagenzien bzw. Losungen, die bei den
Untersuchungen zum Einsatz kamen. Durch die mitgefihrten Kontrollen, wie die negative
Aufbereitungskontrolle, die Aufbereitungskontrolle des Leerwertes oder den Mastermix-Leerwert,
kann eventuell die Quelle der Kontamination lokalisiert bzw. eingegrenzt werden. Bei fraglichen
Ergebnissen, schwachen Signalen der internen Amplifikationskontrolle oder der Positivkontrolle sollte
der PCR-Lauf wiederholt werden. Bei mehrfach unstimmigen oder fraglichen Ergebnissen sollten
fehlerhafte Volumina vor allem von Puffern, Enzymen sowie Mastermixes wahrend der Aufbereitung
und der PCR-Vorbereitung der Proben, defekte Pipetten, verunreinigte oder beschadigte Primer, eine
falsche Programmwahl beim Bestilicken des Cyclers, ungewollte Temperaturschwankungen bei Ablauf
der Amplifikation im Cycler sowie Cycler-Ausfalle ausgeschlossen werden.

Bei den Untersuchungen der nativen Rinderkotproben des Hauptversuches Il wurde mittels®TagMan
Real-Time PCR sowie mittels nested-PCR keine der 111 Kultur-negativen Proben falsch-positiv

detektiert. Damit wurden von beiden PCR-Syste®pezifitdten von jeweils 100 %erzielt.

c) falsch-negative Ergebnisse — Sensitivitat

Um falsch-negative Ergebnisse bei den molekularbiologischen Untersuchungen ausschlieRen zu
kénnen, wurde eine positive Aufbereitungskontrolle, eine Positivkontrolle und eine interne
Amplifikationskontrolle (IAK) bei jedem Durchgang der Probenaufbereitung bzw. jedem PCR-Lauf
mitgefuhrt. Die positive Aufbereitungskontrolle garantiert dabei die Funktionsfahigkeit des
Aufbereitungsprozederes und der DNA-Isolierung aus den Rinderkotproben. Die Positivkontrolle und
die IAK stellen die Funktionsfahigkeit der Milieu-Bedingungen bzw. Amplifikation der Ziel-DNA im
Cycler sicher. Eine Probe kann nur bei Vorhandensein einer 1AK als definitiv negativ befunden
werden, da so eine Hemmung der PCR-Reaktion ausgeschlossen werden kann. Vereinzelt kann die
Futter-bedingte Kotbeschaffenheit bei der molekularbiologischen Untersuchung von Rinderkotproben
zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren. Aufféllig ist dabei, dass meistens alle Kotproben von Tieren
eines Bestandes betroffen sind. Diese Rinderkotproben enthalten PCR-Inhibitoren, die durch die
Ublichen Prozedere der DNA-Extraktion nicht entfernt werden und zu leichten Grinverfarbungen des
Eluates fuihren. Derartige Eluate sind molekularbiologisch nicht auswertbar.

Bei den Untersuchungen der nativen Rinderkotproben des Hauptversuches Il wurden mit der
TagMarf Real-Time PCR von insgesamt 95 Kultur-positiven Rinderkotproben 8 Kotproben von

geringgradig MAP-ausscheidenden Rindern und mit der nested-PCR 12 Kotproben von geringgradig
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MAP-ausscheidenden Rindern, 1 Kotprobe eines mittelgradig MAP-ausscheidenden Rindes sowie 2
Kotproben von hochgradig MAP-ausscheidenden Rindern im Vergleich zu den Ergebnissen der
Kotkultur falsch-negativ detektiert. Damit wurde von der TagMBeal-Time PCR ein8ensitivitat

von 91,6 % und von der nested-PCR &e@sitivitit von 84,2 % erzielt.

d) Vergleich mit anderen PCR-Verfahren

In den letzten Jahren wurden vereinzelt Real-Time PCR-Verfahren zum Nachweis von MAP in
Rinderkot eingesetzt. Wie in dieser Arbeit wurden auch in einer Studie von Bogli-Stuber et al. (2005)
artifiziell kontaminierte und native Rinderkotproben mit einem Real-Time PCR-Verfahren untersucht.
Deren Real-Time PCR-Verfahren erzielte bei der Untersuchung von artifiziell kontaminierten
Rinderkotproben, &hnlich der Real-Time PCR dieser Arbeit, eine Nachweisrate von 100 % bei einer
Erregerkonzentration von 5 x AXbE/g Rinderkot. Bei ihren Untersuchungen der nativen
Rinderkotproben (n = 310) erwiesen sich 20 Proben in der Kotkultur und 31 Proben in der Real-Time
PCR als positiv. 12 Rinderkotproben wurden in Ubereinstimmung dieser beiden Nachweisverfahren
positiv detektiert. Damit erzielte das Real-Time PCR-Verfahren eine Sensitivitdt von 60 % und eine
Spezifitdt von 93,4 %. Im Vergleich der Ergebnisse dieser beiden Nachweisverfahren konnte ein
Kappa-Wert von 0,42 ermittelt werden. Die DNA-Extraktion basierte auf dem High Pure PCR
Template Preparation Kiler Firma Roche. Als thermische Komponente des DNA-
Extraktionsverfahrens wurden die Proben abwechselnd in drei Zyklen in flissigem Stickstoff
tiefgefroren und anschlieBend erhitzt, um einen moglichst vollstdndigen Aufschluss der
mykobakteriellen Zellwand zu gewéhrleisten. Obwohl bei den Untersuchungen der artifiziell
kontaminierten Rinderkotproben mit dem Real-Time PCR-Verfahren bei einer vergleichbaren
Erregerkonzentration eine 100 %ige Nachweisrate erzielt werden konnte, gewdhrleistete dieses
molekularbiologische Nachweisverfahren mit einer Sensitivitdt von 60 % und einer Spezifitat von
93,4 % bei der Untersuchung von nativen Rinderkotproben keinen zuverlassigen Nachweis von MAP
aus Rinderkot.

In einer weiteren Studie detektierte eiMi&/2-basiertes Real-Time PCR-Verfahren 23 % der Kultur-
positiven Proben (n = 1.481). Dabei wurden 60 (76 %) von 79 Rindern, die den Erreger in hohen
Konzentrationen mit dem Kot ausschieden und 10 (4,1 %) von 244 Rindern, die den Erreger in
geringen Konzentrationen mit dem Kot ausschieden, molekularbiologisch positiv detektiert (Wells et
al., 2006). Die DNA-Extraktion basierte auf dem QIAaBPINA Stool Mini Kit® der Firma Qiagen.

Die Koteinwaage betrug 1 g, weitere Modifikationen des DNA-Extraktionsverfahrens wurden nicht
vorgenommen. Die Ergebnisse dieser Studie verdeutlichen die Problematik der molekularbiologischen
Nachweisverfahren bei der Detektion von insbesondere geringgradig MAP-ausscheidenden Rindern.
Ebenso untersuchten Christopher-Hennings et al. (2003) 63 Rinderkotproben kulturell und

molekularbiologisch. Die Ergebnisse des kulturellen MAP-Nachweises aus Kot wurden als ,gold
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standard“ gewertet. Fir die molekularbiologischen Untersuchungen wurden zwei unterschiedliche
DNA-Extraktionsverfahren mit einer 80-basierten nested-PCR sowie einéOBbasierten Real-

Time PCR kombiniert. Das erste DNA-Extraktionsverfahren erfolgte gemall dem Standard-Protokoll
des HerdChekMycobacterium paratuberculosibNA Test-Kit® der Firma IDEXX Laboratories.

Dabei wurde 1 g Rinderkot als Einwaage verwendet und eine mechanische Aufbereitung der Proben
mit dem Ribolyser (30 sec, 5,5 m/sec) vorgenommen. Bei dem zweiten DNA-Extraktionsverfahren
handelte es sich um ein universitatsinternes Protokoll. Hierbei wurde ebenfalls 1 g Rinderkot
untersucht und ein mechanischer Aufschluss der Proben im Mini-Bead-Beater (3 min bei
Hochstgeschwindigkeit) unter Zugabe von Zirconium-Keramikkigelchen durchgefuhrt. Als
wesentlicher Unterschied zwischen den eingesetzten DNA-Extraktionsverfahren erfolgte die DNA-
Aufbereitung bei dem Standard-Protokoll der Firma IDEXX Laboratories saulenbasiert, was eine
gezielte Beseitigung der in den Proben enthaltenen PCR-Inhibitoren gewahrleistete. Die Autoren
schliel3en aus den Ergebnissen ihrer Untersuchungen, dass mit dem ersten DNA-Extraktionsverfahren,
basierend auf dem kommerziellen Kit der Firma IDEXX Laboratories, durch die gezielte Eliminierung
von PCR-Inhibitoren insbesondere in Bezug auf die nested-PCR weniger falsch-negative Ergebnisse
im Vergleich zur Kultur erreicht werden konnten als mit dem universitatsinternen Protokoll. Unter
Verwendung des Standard-Protokolls der Firma IDEXX Laboratories konnte die nested-PCR eine
Sensitivitdt und eine Spezifitdt von jeweils 100 % erlangen, wahrend sich mit dem universitatsinternen
Protokoll eine Sensitivitat von 82 % und eine Spezifitdt von 95 % ergaben. Demgegenuber erzielte die
Real-Time PCR unter Verwendung des Standard-Protokolls der Firma IDEXX Laboratories eine
Sensitivitdt von 93 % und eine Spezifitdt von 100 %, wahrend mit dem universitatsinternen Protokoll
eine Sensitivitdt von 98 % und eine Spezifitat von 95 % errechnet wurde. Widersprichlich ist
allerdings, dass die Real-Time PCR in Kombination mit dem universitatsinternen DNA-
Extraktionsverfahren eine hohere Sensitivitat erreichte als mit dem Standard-Protokoll. Die Autoren
schlieRen daraus, dass die Real-Time PCR weniger empfindlich gegeniber PCR-Inhibitoren zu sein
scheint als die nested-PCR. Zusatzlich nimmt die Anzahl der positiven sowie negativen Proben einen
wesentlichen Einfluss auf die Sensitivitdt und die Spezifitdt eines PCR-Verfahrens. Unter den 63
untersuchten Rinderkotproben befanden sich 19 Kultur-negative und 44 Kultur-positive Kotproben.
Ein besonderes Augenmerk gilt dabei Rinderkotproben, die den Erreger in geringen Konzentrationen
enthalten. In der Kotkultur konnten von 44 positiven Kotproben 10 Proben identifiziert werden, die
den Erreger in geringen Konzentrationen enthielten (Christopher-Hennings et al., 2003). Die oben
aufgefiihrten Sensitivitatsverluste der beiden PCR-Systeme in Kombination mit dem jeweiligen DNA-
Extraktionsverfahren sind auf den mangelnden Nachweis von geringgradig MAP-ausscheidenden
Rindern (n = 10) zurtickzufihren. Es ist anzunehmen, dass die Anzahl der molekularbiologisch falsch-
negativen Ergebnisse bei einer grélReren Anzahl von Kotproben mit niedrigen Erregerkonzentrationen
ansteigen wirde. Somit verdeutlicht auch diese Studie die Problematik der molekularbiologischen

Nachweisverfahren bei der Erfassung von insbesondere geringgradig MAP-ausscheidenden Rindern.
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e) Schlussfolgerungen

Abschlieend ist festzuhalten, dass das institutseigene Tﬁoﬁ%mm-Time PCR-Verfahren, basierend

auf den MAP-Markern F57 und M&av2, beim Nachweis von MAP aus nativen Rinderkotproben

(n =206) in Bezug auf den ,gold standard“ der Paratuberkulosediagnostik, dem kulturellen MAP-
Nachweis aus Kot, eine Spezifitdét von 100 % und eine Sensitivitdt von 91,6 % erzielte, wahrend fur
das mitgefuhrte nested-PCR-Verfahren basierend auf dem MAP-Mar®%@9 &he Spezifitdt von

100 % und eine Sensitivitat von 84,2 % errechnet wurden. Beim Vergleich der Ergebnisse der Kultur
und dem TagMah Real-Time PCR-Verfahren konnte durch die Berechnung des Kappa-Index eine
nahezu vollstandige Ubereinstimmung (kappa = 0,92), bei dem Vergleich mit dem nested-PCR-
Verfahren nur eine groRe Ubereinstimmung (kappa = 0,59) der Ergebnisse nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass das institutseigene “TaRdédTime PCR-
Verfahren in Kombination mit modifizierten und weiterentwickelten DNA-Extraktionsverfahren einen
zuverlassigen Erregernachweis aus der problematischen Matrix Rinderkot gewéhrleistet. Der Einsatz
von zwei unterschiedlichen Markern ist insbesondere fiir den Nachweis von Rindern, die den Erreger
in geringen Konzentrationen mit dem Kot ausscheiden, zu empfehlen.

Das fuihrt zu dem Schluss, dass dieses molekularbiologische Verfahren zum Nachweis von MAP aus
Rinderkot bei einer deutlichen Verkirzung der Bearbeitungszeit und einem geringeren Kostenaufwand

mit dem kulturellen Erregernachweis aus Rinderkot konkurrieren kann.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Paratuberkulose des Rindes wird vbtycobacterium aviumssp. paratuberculosis(MAP)
hervorgerufen. Da eine Beteiligung von MAP am Krankheitsgeschehen des Morbus Crohn beim
Menschen nicht auszuschlie3en, dieser Erreger in Tierbestanden weit verbreitet ist und insbesondere
Lebensmittel tierischen Ursprungs als Vektoren in Verdacht stehen, ist die Etablierung eines
zuverlassigen und schnellen Verfahrens zum frihzeitigen Nachweis des Erregers in

Milchrinderbestanden von entscheidender Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb ein institutseigenes TagMeal-Time PCR-Verfahren
(Schonenbriicher et al., 2008), basierend auf den spezifischen MAP-Markern F5Mawd, |8
Kombination mit vier unterschiedlichen DNA-Extraktionsverfahren zum Nachweis von MAP aus
artifiziell kontaminierten sowie nativen Rinderkotproben vergleichend untersucht. Bei den vier DNA-
Extraktionsverfahren handelte es sich um zwei Standard- sowie zwei modifizierte DNA-
Extraktionsverfahren mit einer zuséatzlichen mechanischen Aufreinigung der Fazesproben. Die
Ergebnisse der artifiziell kontaminierten Rinderkotproben lassen klar erkennen, dass die mechanische
Aufreinigung der Rinderkotproben sowie eine erhthte Koteinwaage bei der DNA-Isolierung aus der
Matrix Rinderkot einen entscheidenden Vorteil beim molekularbiologischen Nachweis von MAP
bietet. Unter Berlcksichtigung der modifizierten thermisch-chemisch-mechanischen DNA-
Extraktionsverfahren konnte mit dem institutseigenen TafMReal-Time PCR-Verfahren eine
Nachweisrate von 100 % bereits bei einer Erregerkonzentration VokbEQy Rinderkot erzielt
werden.

Bei der Untersuchung von 206 voruntersuchten, nativen Rinderkotproben wurde mit dem ragMan
Real-Time PCR-Verfahren eine Spezifitat von 100 % und eine Sensitivitat von 91,6 % im Vergleich
zu der kulturellen Anzucht, dem ,gold standard“ der Paratuberkulosediagnostik, bestimmt.
Vergleichend wurde bei den Untersuchungen dieser nativen Rinderkotproben ein nested-PCR-
Verfahren (Bull et al., 2003) basierend auf dem MAP-Mark&005mitgefuhrt, das eine Spezifitat

von 100 % und eine Sensitivitat von 84,2 % erreichte.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen, dass das institutseigene TeaRdéaTime PCR-
Verfahren, kombiniert mit weiterentwickelten und modifizierten DNA-Extraktionsverfahren, einen
zuverlassigen Erregernachweis aus der Matrix Rinderkot gewahrleistet. Mit diesem
molekularbiologischen Nachweissystem kann eine sensitive, spezifische und zugleich schnelle
Methode fiur die Routinediagnostik vadycobacterium aviumssp. paratuberculosis(MAP) in

Rinderkotproben zur Verfligung gestellt werden.

135



7 SUMMARY

Mycobacterium aviurasp.paratuberculosi§MAP) is the aetiological agent of paratuberculosis. It has

also been implicated as a possible cause of Morbus Crohn; MAP is widely spread in dairy herds;
particularly foods of animal origin are suspected to be acting as vectors by transferring this pathogen.
On account of this, establishing a reliable and fast method to detect MAP in dairy herds is of essential

importance.

In this study a TagMdhreal-time PCR-assay (Schénenbriicher et al., 2008) based on the MAP
species-specific markers F57 andvik82 was combined with four different protocols for DNA-
extraction to detect MAP in experimentally and naturally contaminated faecal samples. Two standard
and two modified protocols for DNA-extraction were applied. The two modified protocols included a
mechanical disruption of the faecal samples. Results of the experimentally contaminated faecal
samples clarified the advantages of the mechanical disruption of the faecal samples and a higher
content of faeces for DNA-extraction. The detection limit of the Ta§Maal-time PCR-assay in
consideration of the modified DNA-extraction protocols was consistently found to %@FLig

faeces.

For the detection of MAP in well-selected naturally faecal samples (n = 206) the specifity and the
sensitivity of the TagMdhreal-time PCR-assay were determined to be 100 % and 91,6 %. In
comparison with these results the specifity and the sensitivity of a nested-PCR-assay based on the
MAP species-specific marker 980 were determined to be 100 % and 84,2 % for the identical faecal
samples.

Results from these studies approve that the TafjMeal-time PCR-assay in combination with
enhanced and modified DNA-extraction techniques is a sensitive, specific and fast method for routine

MAP screening of faecal samples.
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8 ANHANG
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8.1 FlieRdiagramme

8.1.1 Flie3diagramm 1: Schematische Darstellung der Dekontamination von Rinderkot in

Anlehnung an die AVID-Methode (AVID VII /1996)

1.Tag:

3 g Rinderkot in ein 50 ml
Zentrifugenréhrchen
einwiegen

g

Zentrifugenréhrchen mit der
Kotsuspension alB0 ml Gesamtvolumen
mit 0,75 %iger HPC-LAsung auffillen,
Probe anschliel3end griindlich vortexen

g

kurze Sedimentationder Probe
fur wenigen Minuten
dann 20 ml Uberstand dekantieren und
in ein neues Zentrifugenrdéhrchen dberfihren,
Zentrifugenréhrchen mit groben Kotpartikeln
verwerfen

J

ZentrifugenréhrcheB0 min schitteln
in einemSchuittelinkubator (100 Upm)
anschliel3end Proler Nachtin
senkrechter Lage bei Raumtemperatur
sedimentierenlassen

g

2.Tag:

Zentrifugation der Probe fiB0 min
bei 900xgund Raumtemperatur

g

klaren Uberstand der Probe verwerfen, bis auf
1 ml Restflussigkeitund derBodensatz

g

definierte Menge deBodensatzes
auf entsprechend¢ahrmedium tberfihren
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8.1.2 Flie3diagramm 2: Schematische Darstellung der DNA-Extraktion aus

Mykobakterienkulturen mittels konventionellem Kitsystem (DNeasy Blood & Tissue

Kit ® der Fa. Qiagen)

Arbeitsprotokoll:

Pellets des abzentrifugierten Koloniematerials
in 180 pl Lysispuffer resuspendiert

Inkubation der Proben fir min@0 min bei+37 °C,
danach Zugabe vdzb pl Proteinase Kund200 pl AL-Puffer

g

Inkubation fir mind90 min bei+56 °C

g

nach sorgfaltigem Vortexen und Anzentrifugieren
werden200 pl Ethanol absolut(96-100 %) zugegeben
und die Proben erneut gevortext

g

nach kurzem Anzentrifugieren wird die
gesamte Flussigkeit e QIAmMp-Spin Saule
(im Sammelgefal) tberflhrt

g

Zentrifugation frl min bei6.000xg
Durchfluss verwerfen,
Séule in neues Sammelgefald geben

g

Zugabe vorb00 pl AW1-Puffer auf die Sule,
zentrifugiererfr 1 min bei 6.000xg
Durchfluss verwerfen und Sule in neues Sammelgefald setzen

g

Zugabe vorb00 pul Aw2-Pufferauf die Saule;
zentrifugiererfir 3 min bei 20.000xg*
Durchfluss verwerfen

4

zur Trocknung des Filters
Séule in ein neues SammelgefalR geben und ein weiteres Mal
fir 1 min bei 20.000xg zentrifugieren,
den evtl. erhaltenen Restdurchfluss verwerfen

g

Elution:

Séule in ein neues 1,5 ml Eppendorf -Gefal3 setzen,
Zugabe vor200 pl AE-Puffer direkt auf die Silika-Gel-Membran,
Inkubation fiir 1 min bei Raumtemperatur

g
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zentrifugiererfir 1 min bei 6.000xg

g

aufgefangenes Eluat enthalt die DNA,
kann direkt in der PCR eingesetzt werden, zur lAngeren
Aufbewahrung bei mind. -20 °C tieffrieren

"Beachte: Ab Einsatz der Saulen wurde nicht mehr mit 20.000xg zentrifugiert sondern mit 15.800xg in
der Eppendorf-Tischzentrifuge ModéW15 C.
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8.1.3 Flie3diagramm 3: Schematische Darstellung der DNA-Extraktion aus Rinderkot mittels
Standard-DNA-Extraktionsverfahren Q (QlAamp DNA Stool Mini Kit ©® der Fa. Qiagen)

Vor Gebrauch des Kits zu beachten:

Der ASL-Puffer ist vor Gebrauch gut zu mischen; falls ein Niederschlag im Gefal3 zu erkennen ist,
sollte der Puffer bei +70 °C inkubiert werden, bis sich der Niederschlag aufgelost hat.

Die Puffer AW1 und AW2 missen vor dem Erstgebrauch gemafld Handbuch mit Alkohol aufgefullt
werden.

Vor Gebrauch missen alle Puffer auf Kristallbildung (Niederschlag) Uberprift werden und
gegebenenfalls unter warmem flieRendem Wasser oder bei +55 °C bis zur vollstandigen Aufldsung der
Kristalle erwarmt werden. Der ASL-Puffer kann bis +70 °C erwarmt werden.

Alle Arbeitsschritte sollten bei Raumtemperatur durchgefihrt werden.

Sorgfaltiges Vortexen erfolgt Uber einen Zeitraum von 15 Sekunden.

Arbeitsprotokoll:

Einwaage vori80-220 mg Kotin ein 2 mlIEppendorf-Gefald

g

Zugabe vorl,4ml ASL-Puffer und Probe sorgféltig, kontinuierlichmin vortexen
bis die Probe vollstdndig homogen ist

4

Inkubation 5 min bei+95 °C,
vortexen der Proben fb s
anschlie3end fit min bei20.000xgzentrifugieren

g

1,2 ml Uberstandabpipettieren und
in ein neue® ml Eppendorf-Gefal3 geben,
Pellet verwerfen

4

InhibitEX Tablette zufiigen, sorgféltig min kontinuierlich
bis zur homogenen Auflésung der Tablette vortexen,
anschlieend min bei Raumtemperatur inkubieren

g

nachZentrifugation fir 3 min bei20.000xg
gesamten Uberstandn ein
1,5 ml Eppendorf-Gefald tberfihren und
das Pellet verwerfen

g

Uberstand erneut fiB min bei20.000xgzentrifugieren

g

141



15 pl Proteinase Kin ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 vorlegen,
Zugabe vor200 pl Uberstandaus dem letzten Zentrifugationsschritt,
Zugabe vor200 plAL-Puffer,
15 svortexen,
anschlieRend kurz anzentrifugieren

g

Inkubation der Probe beir® °Cfir 10 min,
anschlieRend kurz vortexen und anzentrifugieren

g

Zugabe vor200 pl absolutem Ethano(96-100 %),
grindlich vortexen und kurz anzentrifugieren

4

gesamte Flussigkeit a@flAamp-Spin Sauletberfihren
und fiirl min bei 20.000xg zentrifugieren,
Durchfluss verwerfen,
Séule in neues Sammelgefald geben

g

Zugabe vorb00 pl AW1-Puffer auf die Sule,
Zentrifugiererfir 1 min bei 20.000*xg
Durchfluss verwerfen und Saule in ein neues Sammelgefall setzen

g

Zugabe vorb00 pul Aw2-Pufferauf die Saule,
Zentrifugiererfir 3 min bei 20.000xg*
Durchfluss verwerfen

4

Zur Trocknung des Filters
Séule in ein neues Sammelgefal geben und ein weiteres Mal
fur 1 min bei 20.000xg*zentrifugieren,
den evtl. erhaltenen Restdurchfluss verwerfen

4

Elution:
Séule in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefald setzen,
Zugabe vorl00 pl AE-Puffer direkt auf die Silika-Gel-Membran
Inkubation fiir 1 min bei Raumtemperatur

4

Zentrifugation fur 1 min bei 20.000xg*

g

aufgefangenes Eluat enthalt die DNA,
kann direkt in der PCR eingesetzt werden, zur lAngeren
Aufbewahrung bei mind. -20 °C einfrieren

"Beachte: Ab Einsatz der Saulen wurde nicht mehr mit 20.000xg zentrifugiert sondern mit 15.800xg in
der Eppendorf-Tischzentrifuge ModéW15 C.
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8.1.4 Flie3diagramm 4: Schematische Darstellung der DNA-Extraktion aus Rinderkot mittels
modifiziertem DNA-Extraktionsverfahren Qm (QIAamp DNA Stool Mini Kit ® der Fa.

Qiagen)

Vor dem Gebrauch zu beachten:

Herstellung deiGebrauchsldosung ASL-DX (Fa. Qiagen)140 ml ASL Puffer wurden auf +70 °C
erwarmt und anschlieRend 350 pl DX-Puffer zugegeben. Die Losung wurde gut durchmischt und bei
Raumtemperatur gelagert. Das ASL-DX Gemisch ist zligig zu verbrauchen! Falls ein Niederschlag im
ASL-Puffer zu erkennen ist, sollte der Puffer bei +70 °C inkubiert werden, bis sich der Niederschlag
aufgeltst hat.

Die Puffer AW1 und AW2 missen vor dem Erstgebrauch gemafld Handbuch mit Alkohol aufgefllt
werden. Vor Gebrauch missen alle Puffer auf Kristallbildung tberpriift werden und gegebenenfalls
unter warmem flieRendem Wasser oder bei +55 °C bis zur vollstdndigen Auflésung der Kristalle
erwarmt werden. Alle Arbeitsschritte sollten bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden. Sorgfaltiges

Vortexen erfolgt Uber einen Zeitraum von 15 Sekunden.

Arbeitsprotokoll:

Einwaage vori g Kot in 15 ml Zentrifugenréhrchen

g

Zugabe vorb ml ASL-DX-Puffer-Gemisch,
sorgfaltig vortexen (1 min) bis
eine homogene Suspension entstanden ist

g

10 min im Wasserbad (Fullhdhe beachten!) 886 °C erhitzen

g

1,4 ml Uberstandabpipettieren und in einysing Matrix-GefaR
(mit Keramikbeads) tberfiihren,
das verbleibende Pellet wird verworfen

g

mechanischer Aufschluss iRibolyser 4x Speed 6 fur 20 s

g

gesamte Flussigkeitn ein2 ml Eppendorf-GefaR tiberfihren
und bei 5.000xg fur 5 min zentrifugieren

4

InhibitEX-Tablette in ein neues 2 ml Eppendorf-Gefal}
vorlegen und.,2 ml Uberstandzupipettieren,
durch kraftiges Schitteln mit der Hand
die Tablette grob in Lésung bringen und
anschlie3end sorgfaltiy min kontinuierlich vortexen,
anschlieend min bei Raumtemperatur inkubieren

g
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Zentrifugation ftr 3 min bei20.000xg
undgesamten Uberstandn ein
1,5 ml Eppendorf-Gefald tberfuhren,
das Pellet verwerfen

4

den Uberstand erneut f8rmin bei20.000xgzentrifugieren

g

20 pl Proteinase Kin ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 vorlegen,
Zugabe vor800 pl Uberstandaus dem letzten Zentrifugationsschritt,
Zugabe vor800 plAL-Puffer,
15 svortexen

g

Inkubation der Probe fiB-10 minbei+70 °C,
anschlieRend fur weited® min bei+95 °Cinkubieren,
kurz vortexen und anzentrifugieren

g

Zugabe vor800 pl absolutem Ethano(96-100 %),
erneut grindlich vortexen und anzentrifugieren

g

gesamte Flussigkeit in 2 Schritten (je ca. 500 pl) auf
QIlAamp-Spin Sauletberfihren
und fiir jeweilsl min bei 20.000xg zentrifugieren,
Durchfluss verwerfen,
Séule in ein neues Sammelgefal geben

4

Zugabe vorb00 pl AW1-Puffer auf die Sule,
zentrifugieren fiirl min bei20.000xg,
Durchfluss verwerfen und Saule in neues Sammelgefald setzen

4

Zugabe vorb00 pul Aw2-Pufferauf die Saule,
zentrifugieren fii3 min bei 20.000xg,
Durchfluss verwerfen

4

zur Trocknung des Filters
Séule in ein neues SammelgefalR geben und ein weiteres Mal
fur 1 min bei 20.000xgzentrifugieren,
den evtl. erhaltenen Restdurchfluss verwerfen

4

Elution:
Séule in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefald setzen,
Zugabe vorl00 pl AE-Puffer direkt auf die Silika-Gel-Membran
Inkubation fiir 1 min bei Raumtemperatur

g

zentrifugieren fiirl min bei 20.000xg
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aufgefangenes Eluat enthalt die DNA,
kann direkt in der PCR eingesetzt werden, fir langere
Aufbewahrung bei mind. -20 °C eingefrieren

"Beachte: Ab Einsatz der Saulen wurde nicht mehr mit 20.000xg zentrifugiert sondern mit 15.800xg in
der Eppendorf-Tischzentrifuge ModéW15 C.
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8.1.5 Flie3diagramm 5: Schematische Darstellung der DNA-Extraktion aus Rinderkot mittels
Standard sowie modifiziertem DNA-Extraktionsverfahren R und Rm (High Pure PCR
Template Preparation Kit® der Fa. Roche unter Verwendung des S.T.A.R. Puffers)

Vor dem Gebrauch zu beachten:

- Vorwarmen des Elution-Puffers auf +70 °C,

- Zugabe von 20 ml absolutem Ethanol zum Inhibitor Removal-Puffer
- Zugabe von 80 ml absolutem Ethanol zum Washing-Puffer

- Ansatz der Lysozymldsung (10 mg/ mlin 10 mM Tris-HCI pH 8,0):
- Auflésen des Proteinase K-Lyophilisates nach Vorschriften:

10000 U/mg, Fa. Merck

Arbeitsprotokoll:

Einwaagevon1,5 g Rinderkotin ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
Zugabe von j& ml S.T.A.R. Pufferund
sorgfaltiges Homogenisieren der Probe (15 s vortexen),
laut Pufferbegleitzettel kdnnen so vorbereitete Proben
5 Tage bei +15 bis +25 °C gelagert werden

g

Proben nach erneutem Vortexen
1 min bei1.000xgzentrifugiert

A: nicht modifiziertes Protokoll B: modifiziertes Protokoll

1 ml des Uberstandes in ein 1 ml des Uberstandes in ein
1,5 ml Eppendorf-Gefal} tberfihren 2 ml Reaktionsgefald
(Fa. Biozym) mit
Keramikbeads Uberflihren

4 g

Mechanischer Aufschluss im
Ribolyser 2x Speed 6 fir 20 s

g

danach Proben beb% °C 10 mininkubieren und
anschlieRend min bei5.000xgzentrifugieren

4

200 pldes Uberstandes
mit 5 pl Lysozymldsungversetzen,
vortexen undl5 min bei +37 °C
im Thermomixer unter Schutteln inkubieren

g

Zugabe vor200 pl Binding Puffer und
40 pl Proteinase K-Losung gut mischen/vortexen und
10 minbei+70 °Cim Thermomixer unter Schiitteln inkubieren,
nach Anzentrifugieren Zugabe v&f0 pl Isopropanol
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Probe anschliel3end grindlich vortexen

g

S&ule in ein Sammelgefal? setzen und
Probe in diesaulentberfiihren,
Zentrifugation furl min bei8.000xg
Durchfluss verwerfen,
Séule in neues Sammelgefald setzen

g

Zugabe vorb00 pl Inhibitor Removal Puffer
Zentrifugation frl min bei8.000xg
Durchfluss verwerfen,
Séule in neues Sammelgefald setzen

g

Zugabe vorb00 pul Washing Puffer,
Zentrifugation frl min bei8.000xg
Durchfluss verwerfen,
Séule in neues Sammelgefald setzen

g

erneute Zugabe vds00 pl Washing Puffer,
Zentrifugation frl min bei8.000xg
Durchfluss verwerfen,
Séule in neues Sammelgefald geben

g

zur vollstandigen Entfernung des Waschpuffers
noch einmallO sbei20.000xg zentrifugieren,
den evtl. erhaltenen Restdurchfluss wieder verwerfen

g

Elution:
Séule in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefald setzen,
Zugabe vorl00 pldes auft70 °CvorgewarmterElution Puffers,
Zentrifugation furl min bei8.000xg

g

Eluat enthalt DNA; Aufbewahrung bei
+2 bis +8 °C oder -15 bis -25 °C

"Beachte: Ab Einsatz der Saulen wurde nicht mehr mit 20.000xg zentrifugiert sondern mit 15.800xg in
der Eppendorf-Tischzentrifuge Mod&i15 C.
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8.1.6 Flie3diagramm 6: Schematische Darstellung zur artifiziellen Kontamination von
Rinderkotproben mit MAP (Einmischversuche 1, 2 und 3)

Arbeitsprotokoll:
1) 1 MGIT-R0Ohrchen des ausgewéhlten MAP-Stammes MAP 423 (Bebritungsdauer
moglichst 8-12 Wochen) griindliclortexen
2) 1 ml des Flussigmediums entnehmemittels 1 ml Glaspipette undn ein
Reaktiongefal? (1,5 ml Eppendorf-Gefal3) geben
3) Zentrifugation des Gefal3es fir 2 min bei 7.000xg
4) Uberstandabpipettieren und Pelletresuspendierenin 1 ml steriler isotoner NaCl-

L6sung mittels Eppendorf-Pipette und grindhaitexen bis der Pellet vollstandig
aufgelst ist, anschlieRend Zugabe von Keramik-Kiigelchen und griindliches Vortexen

der Probe

5) Anlegen derdekadischen Verdinnungsreihe fur die artifizielle Kontamination des
Rinderkotes mit den Verdiinnungsstufen 16-10°

6) Keimgehalt (MAP 423) des MGIT-Flissigmediums in der Z&hlkammer nach
TURCK bestimmen

7) 100 pl der jeweiligen Verdinnungsstufen im Doppelansataveddiebrook 7H10-

Festmediumausspateln und bei +37 °C bebriten

8) Spiken der eingewogenen Kotprobe (jeweils 20 g pro Verdinnungsstufe) mit 2 ml
jeder Verdinnungsstufe; kontaminierte Kotprobgnt manuell mischen und
stomachern (mind. 2 min)

9) anschlielend Abwiegen der entsprechenden Kotmengen fiir die DNA-Isolierung und
weiteres Vorgehen gemal der jeweiligen Arbeitsanweisungen

Handhabung der Zahlkammer nach Tirck:

- Zahlkammer vor dem Gebrauch mit Alkohol entfetten
- erhabene Glasbalken befeuchten und sauberes Deckglas aufpressen bis
Newtonsche Ringe erscheinen
- beidseitig im Zahlbereich seitlich des Deckglases einen Tropfen Keimsuspension
auf die Zahlkammer auftragen (dieser wird automatisch eingesaugt)
- Auszéhlung der Keime unter dem Mikroskop bei 400facher Vergré3erung,
Auszéhlung und Berechnung erfolgen wie bei der Zahlkammer nach Neubauer:
- 5 Erythozyten-Zahlfelder mit jeweils 16 Kleinstquadraten werden ausgezahlt
- Nach der Zahlung, Zzahlkammer mit Deckglas auf Papiertuch legen und gut
einsprihen mit Desinfektionsmittel, dann Deckglas verwerfen und Zahlkammer reinigen und

abtrocknen
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8.1.7 FlieRdiagramm 7: Schematische Darstellung zur artifiziellen Kontamination von
Rinderkotproben mit MAP im Hauptversuch | (Einmischversuche 4, 5 und 6)

Arbeitsprotokoll:

1) jeweils 1 Flaschades Middlebrook 7H9-Flissigndhrmedium des ausgewahlten MAP-
Stammes MAP 423 bzw. J 27 (Bebrutungsdauer méglichst 8-12 Wochen) grindlich
vortexen

2) 1 ml des Middlebrook 7H9-Fliissigmediums entnehmemittels 1 ml Glaspipette

3) Anlegen derdekadischen Verdinnungsreihe fur die artifizielle Kontamination des
Rinderkotes mit den Verdiinnungsstufen 18-10°

4) Keimgehalt (MAP-Stamm MAP 423 oder J27 (DSMZ-Nr. 44135)les

Middlebrook 7H9-Flussigmediumsin Zahlkammer nach TURCK bestimmen

5) 100 pl der jeweiligen Verdinnungsstufe im DoppelansatzMidéllebrook 7H10-
Festmedium ausspateln und bei +37 °C bebriten

6) Spiken der eingewogenen Kotprobe (jeweils 20 g pro Verdinnungsstufe) mit 2 ml
jeder Verdinnungsstufe; kontaminierte Kotprobgnt manuell mischen und
stomachern (mind. 2 min)

7) anschlieend Abwiegen der entsprechenden Kotmengen fiir die DNA-Isolierung;
weiteres Vorgehen gemal der jeweiligen Arbeitsanweisungen

Handhabung der Zéahlkammer nach Turck siehe FlieRdiagramn®
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8.2 Ergebnistabellen
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Tabelle 44: Ergebnisse der kulturellen Untersuchungen von voruntersuchten,
nativen Rinderkotproben auf MAP (n = 206)

Proben-Nr. Zuordnung®* Anzahl gevyaczhsene TTD? Kontaminationen*
Kolonien

1 Bestand 3/4 4 \Wochel -

2 Bestand negati - -

3 Bestand negati - -

4 Bestand negati - B-Ansatz kont./12. Wocl

5 Bestand negati - -

6 Bestand negati - -

7 Bestand 30/2¢ 3 Wochel A-Ansatz kont./1. Wochg

8 Bestand 2 x Rasenwachstt 3 Wochel -

9 Bestand 15/21 3 Wochel -

10 Bestand 6/8 4 Wochel -

11 Bestand 30/4z 3 Wochel -

12 Bestand negati 4 Wochel B-Ansatz kont./1. Woche

13 Bestand 5/C 6 Wochel B-Ansatz kont./12. Wocl

14 Bestand negati - -

15 Bestand negati - -

16 Bestand negati - A/B-Ansatz kont./11. Wocl

17 Bestand 9/€ 4 Wochel -

18 Bestand 1/C 4 Wochel -

19 Bestand 2 x Rasenwachstt 3 Wochel B-Ansatz kont./12. Wocl

20 Bestand negati - -

21 Bestand 3/2 4 Wochel -

22 Bestand 2 x Rasenwachum 4 Wochel -

23 Bestand 79/8: 4 Wochel -

24 Bestand 2 x Rasenwachstt 4 Wochel -

25 Bestand 2 x Rasenwachstt 4 Wochel A-Ansatz kont./1. Wochg

26 Bestand 38/5: 4 Wochel -

27 Bestand 2 x Rasenwachstt 4 Wochel -

28 Bestand 1 x Rasenwacltum 3 Wochel A-Ansatz kont./5. Woct

29 Bestand 25/1¢ 4 Wochel -

30 Bestand 29/4z2 4 Wochel -

31 Bestand 215/13( 4 Wochel -

32 Bestand 2/3C 4 Wochel A-Ansatz kont./5. Woct

33 Bestand 5/1¢ 4 \Wochel -

34 Bestand 67/C 4 Wochel B-Ansatz konV/5. Woch

35 Bestand 21 4 Wochel -

36 Bestand 8/1: 4 Wochel B-Ansatz kont./1. Woch¢

37 Bestand 5/C 4 Wochel A-Ansatz kont./5. Woct

38 Bestand 2 x Rasenwachstt 4 Wochel -

39 Bestand 2 x Rasenwachstt 4 Wochel -

40 Bestand 15/1¢ 4 \Wochin -

41 Bestand 12/11 4 Wochel A/B-Ansatz kont./1. Woche

42 Bestand 73/9¢ 4 Wochel -

43 Bestand 1 x Rasenwachstt 3 Wochel B-Ansatz kont./6. Woct

*Zuordnung der Proben zu Bestinden oder Einzeltieren (aus Datenschutzgriinden sind weitere Details zur Identifizierung der
Tiere hier nicht aufgefuhrt, sind aber verfiigbar)

%ulturelle Anziichtung von MAP im Doppelansatz auf Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium iiber 16 Wochen; Anzahl der
gewachsenen Kolonien auf Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium ((+): <10: (++): 10-50; (+++): >50)

*TTD: Time to detection/Dauer bis zum Wachstum von MAP-Kolonien auf dem Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium
“Kontaminationen der jeweiligen Kulturansatze durch Begleitkeime (Schimmelpilze, Hefen und Bakterien) sowie Zeitpunkt
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Proben-Nr. Zuordnung®* Anzahl gevyaczhsene TTD? Kontaminationen*
Kolonien

44 Bestand 84/3¢ 4 Wochel A-Ansatz kont./12. Wocl

45 Bestand 2 x RasenwachstL 4 Wochel A/B-Ansatz kont./12. Wocl

46 Bestand negati - A/B-Ansatz kont./13. Wocl

47 Bestand negati - B-Ansatz kont./8. Woct

48 Bestand negati - A/B-Ansatz kont./11. Wocl

49 Bestand negati - -

50 Bestand a/7 5 Wochel -

51 Bestand 0/1 5 Wochel A-Ansatz kont./8. Wocl

52 Bestand 112/9¢ 4 Wochel -

53 Bestand 2 x Rasnwachstur 4 Wochel -

54 Bestand 2 x RasenwachstL 4 Wochel -

55 Bestand 2 x RasenwachstL 3 Wochel -

56 Bestand 2 x Rasenwachstu 4 Wochel -

57 Bestand 2 x Rasenwachstu 4 Wochel -

58 Bestand 2 x Rasenwachstu 4 Wochel -

59 Bestand 58/6: 4 Wochel -

60 Bestand 78/10¢ 4 Wochel -

61 Bestand 1 11/1¢€ 4 Wochel -

62 Bestand 1 2 x RasenwachstL 4 Wochel -

63 Bestand 1 0/€ 5 Wochel -

64 Bestand 1 2/2 5 Wochel -

65 Bestand 1 13/1¢ 5 Wochel -

66 Bestand 1 2 x Rasenwachstu 3 Wochel -

67 Bestand 1 45/3¢ 3 Wochel B-Ansatz kont./12. Wocl

68 Bestand 1 3/C 5 Wochel -

69 Bestand 1 negati - -

70 Bestand 1 2 x RasenwachstL 3 Wochel -

71 Bestand 1 negati - -

72 Bestand 1 5/4 4 Wochel -

73 Bestand 1 negati - -

74 Bestand 1 negati\ - A-Ansatz kont./8. Woct

75 Bestand 1 negati - -

76 Bestand 1 negati - -

77 Bestand 1 negati - -

78 Bestand 1 negati - -

79 Bestand 1 negati - B-Ansatz kont./4. Woct

80 Bestand 1 negati - B-Ansatz kont./9. Woct

81 Bestand 1 negativ - B-Ansatz kont./4. Woct

82 Bestand 1 negati - -

83 Bestand 1 negati - -

84 Bestand 1 negati - -

85 Bestand 1 negati - -

86 Bestand 1 negati - -

87 Bestand 1 negati - -

88 Bestand 1 negati - A-Ansatz kont./10. Wocl

89 Bestancl€ negati - -

90 Bestand 1 negati - -

91 Bestand 1 negati - -

92 Bestand 1 negati - -

93 Bestand 1 negati - -

94 Bestand 1 negati - -

Zuordnung der Proben zu Bestianden oder Einzeltieren (aus Datenschutzgriinden sind weitere Details zur Identifizierung der
Tiere hier nicht aufgefuhrt, sind aber verfiigbar)

%ulturelle Anziichtung von MAP im Doppelansatz auf Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium tiber 16 Wochen; Anzahl der
gewachsenen Kolonien auf Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium ((+): <10: (++): 10-50; (+++): >50)

*TTD: Time to detection/Dauer bis zum Wachstum von MAP-Kolonien auf dem Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium
“Kontaminationen der jeweiligen Kulturansatze durch Begleitkeime (Schimmelpilze, Hefen und Bakterien) sowie Zeitpunkt
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Proben-Nr. Zuordnung®* Anzahl gevyaczhsene TTD? Kontaminationen*
Kolonien

95 Bestand 1 negati - A-Ansatz kont./8. Woch
96 Bestand 1 negati\ - -
97 Bestand 1 negati - -
98 Bestand 1 negati\ - -
99 Bestand 1 negati - -
10C Bestand 1 negati - A-Ansatz kont./10. Wocl
101 Bestand 1 negati - -
10z Bestand 1 negati - -
10: Bestand 1 negati\ - -
104 Bestand 1 negati\ - -
10t Bestand 1 negati\ - -
10€ Bestand 1 negati\ - -
107 Bestand 1 negati\ - -
10¢ Bestand 1 negati\ - -
10¢ Bestard 1€ negati\ - -
11C Bestand 1 negati\ - -
111 Bestand 1 negati\ - -
112 Bestand 1 negati - B-Ansatz kont./10. Wocl
11: Bestand 1 negati\ - -
114 Bestand 1 negati\ - -
11F Bestand 1 negati\ - -
11€ Bestand 1 negati\ - -
117 Bestand 1 negdiv - -
11€ Bestand 1 negati\ - -
11¢ Bestand 1 negati\ - -
12 Bestand 1 negati\ - -
121 Bestand 1 negati\ - -
122 Bestand 1 negati\ - -
12t Bestand 1 negati\ - -
124 Bestand 1 negati\ - -
12t Bestand 1 negati\ - -
12¢ Bestand 1 negati\ - -
127 Bestand 1 negati\ - -
12¢ Bestand 1 negati\ - -
12¢ Bestand 1 negati\ - -
13C Bestand 1 negati\ - -
131 Bestand 1 negati\ - -
132 Bestand 1 negati\ - -
13t Bestand 1 negati\ - -
134 Bestand 1 negati\ - -
13t Bestand 2 negati\ - -
13¢€ Bestand 2 negati\ - -
137 Bestand 2 negati\ - -
13¢ Bestand 2 negati\ - -
13¢ Bestand 2 negati\ - -
14( Bestand 2 negati\ - -
141 Bestand 2 negati\ - -
14z Bestand 2 negati\ - -
14: Bestand 2 negati\ - -
144 Bestand 2 negati\ - -

*Zuordnung der Proben zu Bestinden oder Einzeltieren (aus Datenschutzgriinden sind weitere Details zur Identifizierung der
Tiere hier nicht aufgefuhrt, sind aber verfiigbar)

%ulturelle Anziichtung von MAP im Doppelansatz auf Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium tiber 16 Wochen; Anzahl der
gewachsenen Kolonien auf Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium ((+): <10: (++): 10-50; (+++): >50)

*TTD: Time to detection/Dauer bis zum Wachstum von MAP-Kolonien auf dem Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium
“Kontaminationen der jeweiligen Kulturansatze durch Begleitkeime (Schimmelpilze, Hefen und Bakterien) sowie Zeitpunkt
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Proben-Nr. Zuordnung®* Anzahl gevyaczhsene TTD? Kontaminationen*
Kolonien

14k Einzeltiel 1/3 5 Wochel -

14¢ Einzeltiel 2 x RasenwachstL 3 Wochel -

147 Einzeltier 517 4 \Wochel -

14¢ Einzeltiel 7/8 4 \Wochel A-Ansatz kont./1. Wochg

14¢ Einzeltiel 5/8 3 Wochel -

15C Einzeltiel 9/7 4 \Wochel -

151 Einzeltiel 5/1C 3 Wochel A-Ansatz kont./13. Woct

152 Einzeltiel 2 x RasenwachstL 3 Wochel -

158 Einzeltiel 2 x Rasenwachstu 3 Wochel -

154 Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 4 \Wochel A-Ansatz kont./4. Woct

15k Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 4 \Wochel -

15¢ Einzeltiel 5/1 5 Wochel -

157 Einzeltiel 5/7 4 \Wochel -

15¢ Einzeltiel 6/€ 4 \Wochel -

15¢ Einzeltiel 4/8 4 Wocher -

16C Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 3 Wochel A-Ansatz kont./4. Woct

161 Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 3 Wochel -

162 Einzeltiel 1/2 4 \Wochel -

165 Einzeltiel 17/1: 4 \Wochel -

164 Einzeltiel 3/5 6 Wochel -

16E Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 3 Wochel -

16¢€ Einzeltiel 90/7: 5 Wochel -

167 Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 3 Wochel -

16¢€ Einzeltiel 67/8¢ 4 \Wochel -

16¢ Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 3 Wochel -

17C Einzeltiel 3/C 6 Wochel -

171 Einzeltiel 31/& 6 Wochel -

172 Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 3 Wocher -

178 Einzeltiel 20/8( 4 \Wochel -

174 Einzeltiel 38/4¢ 5 Wochel -

17¢ Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 3 Wochel -

17¢ Einzeltiel 76/8¢ 4 \Wochel -

177 Einzeltiel 1/1 6 Wochel -

17¢ Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 3 Wochel -

17¢ Einzeltiel 2 x Rasenachstun 3 Wochel -

18C Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 3 Wochel -

181 Einzeltiel 71C 6 Wochel -

182 Einzeltiel 2 x Rasenwachstt 4 Wochel -

18¢ Einzeltiel 2/C 6 Wochel -

184 Einzeltiel negati - -

18t Einzeltiel negati - -

18¢ Einzeltiel negati - -

187 Einzeltiel negati - -

18¢ Einzeltiel negati - A/B-Ansatz kont./1. Woch

18¢ Einzeltiel negati - -

19C Einzeltiel negati - -

191 Einzeltiel negati - -

192 Einzeltiel negati - -

19: Einzeltiel negati - -

194 Einzeltiel negati - -

Zuordnung der Proben zu Bestianden oder Einzeltieren (aus Datenschutzgriinden sind weitere Details zur Identifizierung der
Tiere hier nicht aufgefuhrt, sind aber verfiigbar)

%ulturelle Anziichtung von MAP im Doppelansatz auf Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium iiber 16 Wochen; Anzahl der
gewachsenen Kolonien auf Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium ((+): <10: (++): 10-50; (+++): >50)

*TTD: Time to detection/Dauer bis zum Wachstum von MAP-Kolonien auf dem Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium
“Kontaminationen der jeweiligen Kulturansatze durch Begleitkeime (Schimmelpilze, Hefen und Bakterien) sowie Zeitpunkt
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Proben-Nr. Zuordnung®* Anzahl gevyaczhsene TTD? Kontaminationen*
Kolonien

19t Einzeltiel negati - A-Ansatz kont./1. Woche

19¢ Einzeltiel negati\ - -

197 Einzetier negati\ - -

19¢ Einzeltiel negati\ - -

19¢ Einzeltiel negati - -

20C Einzeltiel negati - A/B-Ansatz kont./1. Woch

201 Einzeltiel negati - -

20z Einzeltiel negati - -

20¢ Einzeltiel negati\ - -

204 Einzeltiel negati\ - -

20t Einzeltiel negativ - -

20¢ Einzeltiel negati\ - -

*Zuordnung der Proben zu Bestinden oder Einzeltieren (aus Datenschutzgriinden sind weitere Details zur Identifizierung der
Tiere hier nicht aufgefuhrt, sind aber verfiigbar)

%ulturelle Anziichtung von MAP im Doppelansatz auf Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium tiber 16 Wochen; Anzahl der
gewachsenen Kolonien auf Herrold's Egg Yolk-Schragnahrmedium ((+): <10: (++): 10-50; (+++): >50)

*TTD: Time to detection/Dauer bis zum Wachstum von MAP-Kolonien auf dem Herrold’s Egg Yolk-Schragnahrmedium
“Kontaminationen der jeweiligen Kulturansatze durch Begleitkeime (Schimmelpilze, Hefen und Bakterien) sowie Zeitpunkt
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Tabelle 45: Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen von

voruntersuchten, nativen Rinderkotproben auf MAP (n = 206)

Proben- Zuordnung? Real-Time PCR’ | Real-Time PCR? nestec-PCR® nestec-PCR®
Nr. Marker F57 Marker IS Mav2 Primer TJ 1/2 Primer TJ 3/4
1 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/positi
2 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
3 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
4 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
5 Bestand negativ/negati negativ/ngativ negativ/negati negativ/negati
6 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
7 Bestand 39,00/negati negativ/negati negativ/negati positiv/positi\
8 Bestand 33,29/33,6 32,79/33,0 positiv/positi\ positiv/posiiv
9 Bestand negativ/38,2 39,74/38,6 negativ/negati positiv/positi\
10 Bestand negativ/39,0 negativ/negati negativ/negati positiv/negati
11 Bestand 38,64/negati 39,90/negati negativ/negati positiv/positi\
12 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
13 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
14 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
15 Bestand negativ/negati negativ/negati negativnegatiy negativ/negati
16 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
17 Bestand 38,21/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
18 Bestand 35,28/36,6 negativ/negati negativ/negati negativ/negati
19 Bestand 34,33/34,4 33,00/33,1 positiv/positi\ positiv/positi\
20 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
21 Bestand negativ/36,5 negativ/negati negativ/negati negativ/positi
22 Bestand 38,99/negati 39,31/ngativ negativ/negati negativ/positi
23 Bestand 37,76/39,0 39,76/37,3 negativ/negati positiv/positi\
24 Bestand 36,49/36,1 35,98/37,1 (positiv)/(positiv positiv/positi\
25 Bestand 29,15/28,7 28,10/27,6 positiv/positi\ positiv/positi\
26 Bestand 38,39/negati negativ/38,9 negativ/negati positiv/positi\
27 Bestand 34,14/34,7 33,03/33,1 positiv/positi\ positiv/positi\
28 Bestand 34,00/33,8 32,65/33,1 positiv/positi\ positiv/positi\
29 Bestand negativ/39,1 39,07/negati negdiv/negati\ positiv/positi\
30 Bestand negativ/38,0 negativ/38,6 negativ/negati positiv/positi\
31 Bestand 34,51/35,0 35,10/335,8 (positiv)/(positiv positiv/positi\
32 Bestand 39,55/38,7 39,39/39,3 negativ/negati positiv/positi\
33 Bestid ¢ negativ/negati 38,87/37,2 negativ/negati positiv/positi\
34 Bestand negativ/38,4 36,78/negati negativ/negati positiv/positi\
35 Bestand negativ/39,3 negativ/negati negativ/negati positiv/positi\
36 Bestand 38,48/negati 38,22/negati negativ/negati positiv/positi\
37 Bestand 37,20/37,9 37,77/negati (positiv)/negati positiv/positi\
38 Bestand 29,17/28,6 27,44/27,2 positiv/positi\ positiv/positi\
39 Bestand 35,25/35,4 34,93/35,0 negativ/negati positiv/positi\
40 Bestind £ 39,03/negati 38,77/negati negativ/negati positiv/positi\
41 Bestand 39,12/negati negativ/38,4 negativ/negati positiv/positi\
42 Bestand 36,36/36,5 35,03/36,3 (positiv)/(positiv’ positiv/positi\
43 Bestand 37,86/37,9 39,02/39,2 negaiv/negati\ positiv/positi\

*Zuordnung der Proben zu Bestinden oder Einzeltieren (aus Datenschutzgriinden sind weitere Details zur Identifizierung der

Tiere hier nicht aufgefuhrt, sind aber verfiigbar)
’Real-Time PCR-Verfahren nach Schénenbriicher et al. (2008) firr die MAP-Marker F5SMa@ IS
®nested-PCR nach Bull et al (2003) fiir den MAP-Mark&0[®
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Proben-

Real-Time PCR?

Real-Time PCR?

nestec-PCR®

nestec-PCR®

1
NI, Zuordnung Marker F57 Marker ISMav2 |  Primer TJ 1/2 Primer TJ 3/4
44 Bestand negativnegatiy 38,72/negati negativ/negati negativ/positi
45 Bestand 34,94/36,1 36,13/35,6 negativ/negati positiv/positi\
46 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
47 Bestand negativ/negati negativ/negati negativnegati negativ/negati
48 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
49 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
50 Bestand negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/posiv
51 Bestand negativ/38,1 39,59/negati negativ/negati positiv/positi\
52 Bestand 37,06/37,7 37,10/36,0 negativ/negati positiv/positi\
53 Bestand 34,00/34,3 34,32/33,7 (positiv)/(positiv positiv/positi\
54 Bestand 34,59/34,1 34,30/3432 (positiv)/(positiv positiv/positi\
55 Bestand 34,71/34,7 33,34/33,9 (positiv)/(positiv positiv/positi\
56 Bestand 31,06/30,8 31,00/30,6 negativ/negati positiv/positi\
57 Bestand 35,50/35,0 35,05/34,6 negativ/negati positiv/positi\
58 Bestand 33,49/33,4 33,15/34,1 (positiv)/(positiv’ positiv/positi\
59 Bestand 37,10/36,8 36,30/37,1 negativ/negati positiv/positi\
60 Bestand 38,60/37,4 negativ/38,1 negativ/negati positiv/positi\
61 Bestand 1 38,75/negati 37,10/37,8 negativ/negati positiv/positi\
62 Bestand 1 33,01/33,2 32,50/32,3 negativ/negati positiv/positi\
63 Bestand 1 negativ/negati 38,24/negati negativ/negati positiv/negati
64 Bestand 1 38,42/negati negativ/negati negativ/negati positiv/positi\
65 Bestand 1 negativ/38,1 39,41/39,0 negativ/negati positiv/positi\
66 Bestand 1 36,48/37,0 negativ/negati negativ/negati negativ/negati
67 Bestand 1 30,55/31,3 29,72/30,5 positiv/positi\ positiv/positi\
68 Bestand 1 38,51/negati negativ/regati\ negativ/negati negativ/negati
69 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
70 Bestand 1 38,82/38,2 39,70/38,9 negativ/negati positiv/positi\
71 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negdiv/negati\
72 Bestand 1 39,15/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
73 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
74 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
75 Bestind 1€ negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
76 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
77 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
78 Bestand 1 negativ/negav negativ/negati negativ/negati negativ/negati
79 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
80 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
81 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
82 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
83 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
84 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati necativ/negati
85 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
86 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
87 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
88 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
89 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
90 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
91 Bestand 1 negativ/ngativ negativ/negati negativ/negati negativ/negati
92 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
93 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
94 Bestand 1 negativ/negati negativ/negav negativ/negati negativ/negati
95 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati

Zuordnung der Proben zu Bestianden oder Einzeltieren (aus Datenschutzgriinden sind weitere Details zur Identifizierung der

Tiere hier nicht aufgefuhrt, sind aber verfiigbar)
’Real-Time PCR-Verfahren nach Schénenbriicher et al. (2008) fir die MAP-Marker F5SMa IS
®nested-PCR nach Bull et al (2003) fiir den MAP-Mark&0[®
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Proben-

Real-Time PCR?

Real-Time PCR?

nestec-PCR®

nestec-PCR®

1
NI, Zuordnung Marker F57 Marker ISMav2 |  Primer TJ 1/2 Primer TJ 3/4
96 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
97 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
98 Bestand 1 negativ/negati negativnegatiy negativ/negati negativ/negati
99 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
10C Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
101 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/regati\ negativ/negati
10z Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
10z Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
104 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/regati\
10t Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
10€ Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
107 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
10¢ Besand 1t negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
10¢ Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
11C Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
111 Bestand 1 negativ/regati\ negativ/negati negativ/negati negativ/negati
112 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
11z Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
114 Bestand 1 negativ/negati negativ/regati\ negativ/negati negativ/negati
11¢ Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
11¢€ Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
117 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/regati\ negativ/negati
11¢ Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
11¢ Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
12C Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/regati\
121 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
12z Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
12: Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
124 Besand 1t negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
12t Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
12¢ Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
127 Bestand 1 negativ/regati\ negativ/negati negativ/negati negativ/negati
12¢ Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
12¢ Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
13C Bestand 1 negativ/negati negativ/regati\ negativ/negati negativ/negati
131 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
13z Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
13: Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/regati\ negativ/negati
134 Bestand 1 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
13t Bestand 2 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
13¢€ Bestand 2 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/regati\
137 Bestand 2 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
13¢ Bestand 2 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
13¢ Bestand 2 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
14C Besand 2. negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
141 Bestand 2 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
14z Bestand 2 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
14z Bestand 2 negativ/regati\ negativ/negati negativ/negati negativ/negati
144 Bestand 2 negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati

Zuordnung der Proben zu Bestianden oder Einzeltieren (aus Datenschutzgriinden sind weitere Details zur Identifizierung der

Tiere hier nicht aufgefuhrt, sind aber verfiigbar)
’Real-Time PCR-Verfahren nach Schénenbriicher et al. (2008) firr die MAP-Marker F5SMa@ IS
®nested-PCR nach Bull et al (2003) fiir den MAP-Mark&0[
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Proben-

Real-Time PCR?

Real-Time PCR?

nestec-PCR®

nestec-PCR®

1
NI, Zuordnung Marker F57 Marker ISMav2 |  Primer TJ 1/2 Primer TJ 3/4
14t Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
14¢€ Einzeltiel 33,75/31,8 33,36/31,1 positiv/positi\ positiv/positi\
147 Einzeltiel 38,27/37,4¢ negativ/39,7 negativ/negati negativ/positi
14¢ Einzeltiel negativ/37,0 negativ/38,0 negativ/negati negativ/positi
14¢ Einzeltiel negativ/37,2 negativ/negati negativ/negati negativ/negati
15C Einzeltiel negativ/38,3 negativ/negati negativ/negati negativ/positi
151 Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/positi
152 Einzeltiel 27,03/27,2 30,00/31,0 negativ/negati positiv/positi\
15: Einzeltiel 35,40/36,9 negativ/39,2 negativ/negati negativ/negati
154 Einzeltiel 34,97/37,0 35,10/35,8 (positiv)/(positiv’ positiv/positi\
15¢ Einzeltiel 35,56/36,0 34,57/35,8 (positiv)/(positiv’ positiv/positi\
15€ Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
157 Einzeltiel negativnegatiy 39,42/negati negativ/negati negativ/negati
15¢ Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
15¢ Einzeltiel 38,91/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
16C Einzeltiel 30,84/31,3 31,03/31,3 negdiv/negati\ positiv/positi\
161 Einzeltiel 32,81/32,7 32,13/32,8 negativ/negati negativ/(positiv
162 Einzeltiel negativ/39,9 negativ/38,6 negativ/negati negativ/negati
162 Einzeltiel 38,15/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
164 Einzeltiel negativ/39,0 negativ/negati negativ/negati positiv/positi\
16t Einzeltiel negativ/negati negativ/39,5 positiv/positi\ positiv/positi\
16€ Einzeltiel 29,88/29,8 29,65/29,7 positiv/positi\ positiv/positi\
167 Einzeltiel 31,16/31,4 30,95/31,0 positiv/positi\ positiv/positi\
16¢ Einzeltiel 34,04/33,7 34,02/34,2 positiv/positi\ positiv/positi\
16¢ Einzeltiel 32,18/33,0 31,18/32,0 positiv/positi\ positiv/positi\
17¢ Einzeltiel 34,20/34,2 33,77/34,1 negativ/negati positiv/postiv
171 Einzeltiel 39,10/negati negativ/negati negativ/negati positiv/positi\
172 Einzeltiel 32,39/31,9 31,15/31,0 positiv/positi\ positiv/positi\
17: Einzeltiel 34,28/35,5 34,18/34,3 negativ/negati positiv/positi\
174 Einzeltiel negativ/37,5 38,48/39,0 negativ/negati positiv/positi\
17¢ Einzeltiel 34,03/34,2 34,65/34,8 (positiv)/(positiv’ positiv/positi\
17¢€ Einzeltiel 34,65/34,8 34,90/34,2 (positiv)/(positiv’ positiv/positi\
177 Einzeltiel negativ/39,6 negativ/39,5 negativ/negati positiv/positi\
17¢ Einzeltiel 35,49/35,2 34,51/34,5 positiv/positi\ positiv/positi\
17¢ Einzeltiel 30,55/30,4 29,39/29,5 negativ/negati positiv/positi\
18C Einzeltiel 33,74/33,9 33,00/32,8 positiv/positi\ positiv/positi\
181 Einzeltiel negativnegatiy negativ/negati negativ/negati positiv/positi\
182 Einzeltiel 32,23/32,0 35,78/35,4 positiv/positi\ positiv/positi\
18: Einzeltiel negativ/negati 37,93/negati negativ/negati positiv/positi\
184 Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
18t Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
18¢ Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
187 Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
18¢ Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
18¢ Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
19C Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
191 Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
192 Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
19: Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
194 Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
19t Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
19¢ Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati

Zuordnung der Proben zu Bestianden oder Einzeltieren (aus Datenschutzgriinden sind weitere Details zur Identifizierung der

Tiere hier nicht aufgefuhrt, sind aber verfiigbar)
’Real-Time PCR-Verfahren nach Schénenbriicher et al. (2008) fir die MAP-Marker FSMa IS
®nested-PCR nach Bull et al (2003) fiir den MAP-Mark&0[®
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Proben- Zuordnung? Real-Time PCR’ | Real-Time PCR? nestec-PCR® nestec-PCR®
Nr. Marker F57 Marker IS Mav2 Primer TJ 1/2 Primer TJ 3/4
197 Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
19¢ Einzeltier negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
19¢ Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
20C Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
201 Einzeltiel negativ/regati\ negativ/negati negativ/negati negativ/negati
20z Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
20 Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
204 Einzeltiel negativ/negati negativ/regati\ negativ/negati negativ/negati
20E Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati
20€ Einzeltiel negativ/negati negativ/negati negativ/negati negativ/negati

Zuordnung der Proben zu Bestianden oder Einzeltieren (aus Datenschutzgriinden sind weitere Details zur Identifizierung der

Tiere hier nicht aufgefuhrt, sind aber verfiigbar)
’Real-Time PCR-Verfahren nach Schénenbriicher et al. (2008) firr die MAP-Marker F5SMa IS
®nested-PCR nach Bull et al (2003) fiir den MAP-Mark&0[®
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