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I Einleitung

Paratuberkulose ist eine chronische Darmerkrankung der Wiederkauer, die vor
allem durch eine progrediente, granulomatése Entziindung der Dinndarmwand ge-
kennzeichnet ist. Verursacht wird diese Krankheit durch das Bakterium Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP). Rinder infizieren sich meist innerhalb der ersten
Lebenswochen durch Aufnahme des Erregers Uber mit infektiésem Kot kontaminiertes
Kolostrum oder kontaminierter Milch, eine intrauterine Ubertragung des Erregers ist
jedoch auch méglich (Whittington und Windsor, 2007). Klinische Symptome werden
frhestens bei Rindern im Alter von Uber 2 Jahren beobachtet, in der Regel aber erst
ab einem Alter von 4 bis 6 Jahren (Tiwari et al., 2006). MAP-infizierte Tiere beginnen
den Erreger aber bereits wahrend der langen Inkubationszeit intermittierend mit dem
Kot auszuscheiden. Damit werden sie zur Ansteckungsquelle fir weitere Rinder,
bleiben dem Tierhalter als solche aber aufgrund der fehlenden Krankheitszeichen
verborgen. Zur Sanierung von infizierten Herden bzw. zur Paratuberkulose-Prophylaxe
in den Bestanden ist es deshalb wichtig, infizierte Tiere in einem mdoglichst friihen
Stadium der Infektion zu erkennen und aus der Herde zu entfernen.

Der Goldstandard der Paratuberkulose-Diagnostik ist das direkte Verfahren zum
Erregernachweis mittels kulturell-bakteriologischer Untersuchung von Rinderkot. Die
Nachteile dieser Methodik liegen in der Langwierigkeit der Erregeranzucht (mindestens
6 bis 12 Wochen) und in der Haufigkeit falsch negativer Befunde, da der Erreger in der
frihen Phase der Infektion noch nicht oder nur intermittierend ausgeschieden wird
(McDonald et al., 1999). Neben Methoden zum direkten Nachweis von MAP existieren
verschiedene Diagnostika, die auf den Nachweis einer MAP-spezifischen Immun-
antwort eines Tieres abzielen. Wegen ihrer schnellen und kostenglnstigen Durch-
fihrung werden zur Herdendiagnostik heute in der Regel Enzyme-linked Immuno-
sorbent Assays (ELISA) verwendet, mit welchen man MAP-spezifische Antikérper
nachweisen kann. Die derzeit erhéltlichen ELISAs weisen jedoch bei Tieren Uber
2 Jahren eine niedrige Sensitivitat von nur 17 % bis 56 % auf (Nielsen und Toft, 2006).

Die geringe Sensitivitat der ELISAs ist auf eine Besonderheit in der Pathogenese
von MAP zurlckzufiihren. Wahrend die klinisch inapparente Phase zu Beginn des
Infektionsverlaufes von zellularen Immunmechanismen dominiert wird, ist die humorale
Immunantwort nur schwach bzw. noch nicht ausgebildet. Aus diesem Grund sind fiir
diesen Zeitraum sensitivere Antikérper-Nachweisverfahren erforderlich als die
aktuellen ELISA-Systeme. Eda et al. (2005) entwickelten ein auf der Durchfluss-
zytometrie (DFZM) basierendes serologisches Verfahren, mit welchem MAP-
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spezifisches IgG in Kalbern schon ab dem 170. Tag nach experimenteller Infektion
nachweisbar war. Auch bei naturlich infizierten adulten Rindern war die von Eda
etablierte DFZM-Methode im Vergleich zu einem kommerziellen ELISA sensitiver. Da
bei dieser DFZM-Methode MAP-Bakterien mit intakter Zelloberflache verwendet
werden, kénnten allerdings Kreuzreaktionen mit anderen Mykobakterien die Spezifitat
dieses Tests herabsetzen. Andererseits scheinen in den verschiedenen Infektions-
stadien einer MAP-Infektion unterschiedliche Immunglobulinsubtypen eine Rolle zu
spielen (Koets et al., 2001; Estes und Brown, 2002); somit kénnte die differenzierte
Quantifizierung MAP-spezifischer Antikdrper nach ihrer Zugehérigkeit zu den Immun-
globulinsubtypen die Sensitivitat des Tests verbessern.

In der vorliegenden Arbeit wurde die DFZM-Methode von Eda et al. (2005)
deshalb im Labor etabliert und weiterentwickelt. Dabei wurde untersucht, ob diese als
,Durchflusszytometrische Antikérpertests® (DFZM-Ak-Tests) bezeichneten Diagnostika
eine Alternative zu den kommerziell erhéltlichen ELISAs darstellen. Im Einzelnen
sollten Antworten auf die folgenden Fragen gegeben werden:

e Kdnnen die Praadsorption der Serumproben und die Verwendung verschiedener
Immunglobulinsubtypen die Sensitivitdt und Spezifitdt der DFZM-Ak-Tests

verbessern?
e Sind die DFZM-Ak-Tests sensitiver als kommerziell erhéltliche ELISAs?

e Ab welchem Zeitpunkt sind MAP-spezifische maternale Antikdrper kolostralen
Ursprungs in Kéalbern nicht mehr nachweisbar?

e Ab welchem Zeitpunkt ist eine Serokonversion bei MAP-infizierten Kélbern und
Jungrindern mittels DFZM-Ak-Tests nachweisbar?



| Schrifttum

1 Die Paratuberkulose des Rindes

1.1 Taxonomie und Charakterisierung des Erregers

Mycobacterium (M.) avium subsp. paratuberculosis gehért zur Ordnung der
Actinomycetales und dort der Familie der Mycobacteriaceae an. Die Spezies M. avium
umfasst 4 Subspezies: M. avium subsp. avium (MAA), M. avium subsp. paratuber-
culosis (MAP), M. avium subsp. silvaticum und M. avium subsp. hominissuis (Mijs et
al., 2002; Biet et al., 2008; Turenne et al., 2008). M. avium wird gemeinsam mit
M. intracellulare zum Mycobacterium avium-Komplex zusammengefasst, wobei

M. intracellulare eine eigene Spezies darstellt (Saito et al., 1989; Turenne et al., 2006).

MAP ist ein saurefestes, unbewegliches, obligat aerobes, schwach gram-
positives, 0,5 bis 1,5um langes Stabchenbakterium, das zu den fakultativ intra-
zelluldren Erregern z&hlt. Bevorzugte Wirtszellen sind Makrophagen, in denen MAP
Uberleben und sich vermehren kann, indem es die Phagosomen-Lysosomenfusion
hemmt. Eine weitere Besonderheit von MAP stellt die lipidreiche Zellwand des Erregers
dar. Diese besteht aus einer inneren Peptidoglykanschicht, welche mit Arabino-
galactanen gekoppelt ist, einer mittleren Schicht von Mycolsauren und einer auB3eren
vorwiegend aus Peptidoglycolipiden bestehenden Schicht (Clarke, 1997). Aufgrund
dieser spezifischen Zellwandstruktur verfligt MAP (ber eine hohe Tenazitat gegenlber
Trockenheit, saurem Milieu und vielen Desinfektionsmitteln (Chiodini et al., 1984).

Innerhalb der Gattung Mycobacterium werden schnell und langsam wachsende
Spezies unterschieden. Zu den langsam wachsenden Arten gehéren bedeutende
Krankheitserreger wie M. leprae, M. bovis, M. tuberculosis, MAA und MAP (Stahl und
Urbance, 1990). Mit einer Generationszeit von 1,3 bis 4,4 Tagen (gemessen in FlUssig-
nahrmedium) ist ein Koloniewachstum von MAP auf festem Nahrboden makroskopisch
frihestens nach 6 bis 10 Wochen wahrzunehmen (Lambrecht et al., 1988). Das
Wachstum von MAP in vitro ist von Mycobactin J abhéngig. Mycobactin ist ein zell-
wandassoziiertes Siderophor, mit dem das Bakterium das fir seine Vermehrung
essentielle Eisen aus der Umgebung aufnimmt. Obwohl die Mycobactin-Abhangigkeit
auch bei einigen anderen Stdmmen des Mycobacterium avium-Komplexes (u.a. MAA-
Serotypen 1-3) vorkommen kann, wurde dieses Kriterium lange Zeit zur Identifizierung
von MAP verwendet (Matthews et al.,, 1978; Thorel, 1984; Thorel et al., 1990). Ein
Mycobactin-unabhangiges Wachstum von MAP in vitro kann bei niedrigen pH-Werten
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und einer hohen Eisenkonzentration des Mediums beobachtet werden (Barclay et al.,
1985; Lambrecht und Collins, 1992; Aduriz et al., 1995). In vivo scheint der in den
Phagolysosomen vorherrschende saure pH-Wert und die Fahigkeit von MAP, nieder-
molekulare Eisenchelatbildner (Exocholine) zu produzieren, ein Mycobactin-
unabhangiges Wachstum zu ermdéglichen (Barclay und Ratledge, 1983; Lambrecht und
Collins, 1993). Ein weiteres Merkmal von MAP in Flissigndhrmedium ist die Neigung
zur Klumpenbildung, die durch interbakterielle Filamente begunstigt wird (Merkal,
1973).

Das Genom des MAP K10-Stammes wurde von der Arbeitsgruppe Li et al. im
Jahre 2005 vollstandig sequenziert (Genbank Nr. NC002944). Das Genom ist sehr
reich an GC (69 Mol%), 4,83 Mb groB3 und beinhaltet bis zu 4587 Gene. Bisher konnte
in MAP, im Gegensatz zu anderen Mykobakterien, keine Plasmid-DNA nachgewiesen
werden (Harris und Barletta, 2001). Das Insertionselement 1IS900, welches in 14 bis 20
identischen Kopien Uber das bakterielle Chromosom verteilt ist, stellt ein weiteres
Charakteristikum von MAP dar. Der Nachweis von 1S900 wird sowohl zur geno-
typischen Differenzierung als auch zum molekularbiologischen Erregernachweis sowie
zur MAP-Identifizierung eingesetzt (Collins et al., 1989; Green et al., 1989; Vary et al.,
1990; Moss et al., 1991). Cousins et al. (1999) und Englund et al. (2002) konnten
jedoch zeigen, dass 1S900-ahnliche Sequenzen im Genom von M. cookii und
M. scrofulaceum, welche zur normalen Bodenmikrobiota gehéren, zu falsch-positiven
Ergebnissen in der molekularbiologischen Diagnostik fihren kénnen. Als weitere gut
geeignete Zielregionen fir den spezifischen MAP-Nachweis wurden insbesondere
ISMav2 und F57 beschrieben (Poupart et al, 1993; Strommenger et al., 2001;
Vansnick et al., 2004).

Im Vergleich zu anderen Bakterien weisen die verschiedenen MAP-Isolate eine
geringe genetische Diversitat auf (Motiwala et al.,, 2003). Anhand von Wachstums-
eigenschaften, Pigmentation und modernen Typisierungsverfahren [u.a die Analyse
des Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus der  1S900-tragenden  DNA-
Fragmente (RFLP-1S900)] kbnnen die MAP-Isolate derzeit jeweils einer von 3 Gruppen
zugeordnet werden: dem Schaf-Typ (Typ ), dem Rind-Typ (Typ I|l) oder dem
Intermediar-Typ (Typ Ill) (Collins et al., 1990; Pavlik et al., 1999). Die Typen | und Il
zeigen eine starke Praferenz zu dem jeweiligen Wirt, kommen jedoch nicht exklusiv
dort vor (Collins et al., 1990; Stevenson et al., 2002).
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1.2 Wirtsspektrum

Paratuberkulose ist eine Erkrankung der Wiederkduer. Neben den Hauswieder-
kaduern wie Rind, Schaf und Ziege kénnen sich auch Wild- und Zoowiederkauer mit
MAP infizieren und die typischen klinischen Symptome entwickeln (Clarke, 1997;
Buergelt et al., 2000; Machackova et al., 2004). AuBerdem konnte der Erreger in Wild-
kaninchen und anderen Wildtieren nachgewiesen werden, die zum Teil auch Para-
tuberkulose-ahnliche, histologische Veranderungen in den Mesenteriallymphknoten
und/oder jejunale Peyersche Platten aufwiesen (Beard, 1999; Greig et al., 1999; Beard
et al., 2001; Beard et al., 2001). In einer Studie von Beard et al. (2001) wurden Kalber
mit einem MAP-Stamm inokuliert, welcher aus wild lebenden Kaninchen isoliert worden
war. Nach 6 Monaten war MAP in den Mesenteriallymphknoten und/oder den jejunalen
Peyerschen Platten aller 8 Kalber dieses Versuchs kulturell nachweisbar. Bei 5 Kalbern
konnte MAP mittels Kotkultur festgestellt werden. Aus diesem Grund liegt die
Vermutung nahe, dass Wildtiere als MAP-Reservoir fir die Verbreitung der Para-
tuberkulose bedeutsam sind (Daniels et al., 2001; Daniels et al., 2003). Trotz der
molekularbiologischen Unterschiede zwischen Rinder- und Schafisolaten konnten
Kélber mit einem MAP-Stamm vom Schaf-Typ experimentell infiziert werden (Stewart
et al., 2007). Klinische Symptome traten wahrend der Beobachtung Uber 18 bzw. 35
Monaten post infectionem jedoch bei keinem Kalb auf.

Auch bei nicht-menschlichen Primaten wurde eine natirliche Infektion mit MAP
dokumentiert (McClure et al., 1987). In einer in Gefangenschaft lebenden Kolonie von
38 Stumpfschwanzmakaken wurde bei 29 Tieren MAP im Kot nachgewiesen, die
Infektionsquelle blieb unbekannt. Fast die Halfte der Tiere (n=13) starb an
chronischer Diarrhoe und Kachexie. In der pathohistologischen Untersuchung zeigten
diese Tiere die fur Paratuberkulose typischen Veranderungen an der Darmwand und in
den Darmlymphknoten.

Morbus Crohn (MC) ist eine beim Menschen auftretende chronische,
granulomatése lleocolitis, die aufgrund &hnlicher Symptomatik schon seit Anfang des
vorigen Jahrhunderts mit der Paratuberkulose des Rindes in Verbindung gebracht wird
(Crohn et al., 1952; Grant, 2005). MAP konnte sowohl aus veradnderten Darm-
abschnitten von MC-Patienten als auch im Stuhl und Darmgewebe von gesunden
Menschen kulturell und mittels PCR (1IS900) nachgewiesen werden (Tuci et al., 2011).
Allerdings war ein Nachweis von MAP in veranderten Darmabschnitten nicht bei allen
MC-Patienten méglich (Fujita et al., 2002; Baksh et al., 2004; Bernstein et al., 2004).
Andererseits wurde MAP auch in Blut- und Muttermilchproben einiger MC-Patienten
direkt nachgewiesen (Collins et al., 2000; Naser et al., 2004; Biet et al., 2011). Naser et
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al. (2000) detektierten MAP-spezifische Antikérper in 80 von 89 (89 %) MC-Patienten,
dagegen nur bei 7 von 50 (14 %) gesunden Probanden. Anhand der bisher durch-
gefihrten Studien konnte der kausale Zusammenhang zwischen MAP und Morbus
Crohn bis heute nicht eindeutig geklart werden (Rosenfeld und Bressler, 2011; Singh
und Gopinath, 2011).

1.3 Ubertragung und Anfélligkeit

Die Erregerausbreitung innerhalb eines Bestandes erfolgt vorwiegend Uber den
fakal-oralen Infektionsweg (Clarke, 1997). Die Menge des Erregers im Kot infizierter
Tiere kann bis zu 10® KbE/g Kot erreichen, die tagliche Ausscheidungsmenge von MAP
kann mehr als 10" KbE pro Tier betragen (Cocito et al., 1994). Neben der Aus-
scheidung tber den Kot findet man den Erreger auch in Milch und Kolostrum (Taylor et
al., 1981; Streeter et al., 1995; Millar et al., 1996). Bei asymptomatischen Ausscheidern
wurde MAP in der Milch mit einer Menge von 2 bis 8 KbE/50 ml nachgewiesen
(Sweeney et al., 1992; Ellingson et al., 2005). Des Weiteren war der Erreger auch in
Sperma, Uterusspilflissigkeit und Urin aufzufinden (Larsen et al., 1981; Rohde und
Shulaw, 1990). Der Nachweis des Erregers gelang auch im Blut und vielen anderen
Organen wie Leber, Milz, Nieren und Genitalorganen (Larsen et al., 1981; Hines et al.,
1987; Pavlik et al., 2000; Barrington et al., 2003; Buergelt und Williams, 2004).

Die Infektion mit MAP erfolgt Uberwiegend im Kalberalter Gber die Aufnahme des
Erregers aus der mit Kot kontaminierten Umwelt oder direkt Uber erregerhaltiges
Kolostrum (Streeter et al., 1995). Die intrauterine Ubertragung des Erregers gilt mittler-
weile ebenfalls als gesichert (Whittington und Windsor, 2007). Whittington und Windsor
(2007) zeigten, dass in den USA 9 % der Feten von klinisch unauffalligen Kiihen und
39 % der Feten von an Paratuberkulose erkrankten Kithen mit MAP infiziert sind. Seitz
et al. (1989) untersuchten ebenfalls Feten von Paratuberkulose-kranken Kihen auf das
Vorhandensein von MAP. Bei 26,4 % der Feten wurde MAP in den Darmlymphknoten
kulturell-bakteriologisch nachgewiesen.

Kélber, die junger als 30 Tage sind, scheinen fir die MAP-Infektion am
anfélligsten zu sein (Larsen et al., 1975; Clarke, 1997). Rinder Uber 2 Jahre gelten als
weitgehend resistent. Grundsatzlich ist eine Infektion mit MAP jedoch in allen
Altersstufen mdéglich (Windsor und Whittington, 2009).

Das klinische Bild der Paratuberkulose scheint bei den Rassen Jersey oder
Guernsey im Vergleich zu anderen Rassen haufiger aufzutreten (Cetinkaya et al.,
1997). In einer Studie von Jakobsen et al. (2000) waren im Vergleich zu anderen
Rassen signifikant mehr Jersey-Rinder in einem Paratuberkulose-ELISA seropositiv. In
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der Literatur wird die Heritabilitat (h?) der MAP-Infektion auf 0,06 bis 0,18 geschatzt
(Koets et al., 2000; Gonda et al., 2006; Hinger et al., 2008). Beim Menschen erhdht
eine Mutation des auf dem Chromosom 16 lokalisierten CARD15-Gens das Risiko, an
Morbus Crohn zu erkranken (Hampe et al., 2001; Hugot et al., 2001). Nach Untersuch-
ungen von Pinedo et al. (2008), scheinen beim Rind Mutationen innerhalb des
CARD15-Gens die Anfélligkeit fir MAP-Infektionen zu erhéhen. CARD15 (Caspase
Recruitment Domain, Member 15) ist ein zytoplasmatisches Protein, das in peripheren
Blutmonozyten und intestinalen Epithelzellen und Leukozyten exprimiert wird und die
Abwehr gegen mikrobielle Pathogene vermittelt (Berrebi et al., 2003).

14 Stadien der MAP-Infektion

Der Verlauf einer MAP-Infektion beim Rind kann anhand klinischer Symptome,
pathomorphologischer Verédnderungen sowie der Erregermenge im Kot in 4 Stadien
(Stadien | bis 1V) unterteilt werden (Barrington et al., 2003; Tiwari et al., 2006). Des
Weiteren werden die Begriffe klinisch inapparentes (umfasst Stadien | und Il) und
klinisches Stadium (umfasst Stadien Il und 1V) verwendet. Die Stadien | und Il
entsprechen der Inkubationszeit.

Stadium I. Dieses Stadium umfasst die frihe Phase der Infektion und wird auch
als ,stille” Infektion bezeichnet, da das Ausscheiden des Erregers lber den Kot nicht
nachgewiesen werden kann und keine klinische Anzeichen der Infektion vorhanden
sind (Tiwari et al., 2006). Das Stadium | dauert in der Regel mindestens 2 Jahre.
Bisher ist der Nachweis einer Infektion in diesem Stadium nur durch die Untersuchung
von Darmgewebe oder Darmlymphknoten mit aufwandigen kulturellen oder histo-
logischen Methoden mdglich (Whitlock und Buergelt, 1996).

Stadium Il. Das Stadium Il ist dadurch gekennzeichnet, dass die Tiere noch
immer keine Symptome aufweisen, der Erreger jedoch (meist intermittierend) mit dem
Kot ausgeschieden wird (Sweeney et al., 1992; Coussens, 2001). Bei der patho-
logischen Untersuchung werden makroskopisch erste Anzeichen einer leichten
Enteritis, gering- bis mittelgradige Darmschleimhauthypertrophien und vergrdBerte
Mesenteriallymphknoten vorgefunden (Brady et al., 2008).

Stadium Ill. Das Stadium |ll beginnt mit den ersten Symptomen der
Paratuberkulose. Aufgrund der langen Inkubationszeit tritt dieses Stadium grund-
satzlich erst 4 bis 6 Jahre nach Erstinfektion auf (Tiwari et al., 2006). Infolge einer
hamatogenen und lymphogenen Streuung kann MAP neben dem Darmgewebe und —
lymphknoten auch in anderen Organen wie in Niere, Leber, Milz, Lunge und Kérper-
lymphknoten nachgewiesen werden (Hines et al., 1987). In den betroffenen Organen
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kommt es zur Bildung fokaler, granulomatdser Entzindungsherde mit einer massiven
Infiltration von Makrophagen, Epitheloidzellen und Riesenzellen vom Langhansschen
Typ (Clarke, 1997). Makroskopisch ist die Schleimhaut der betroffenen Darmabschnitte
hirnwindungsartig verdickt (Dahme und Weiss, 1999). Am starksten betroffen ist das
distale lleum bis zur lleocaecalklappe (Buergelt et al., 1978). Aus der diffus granulo-
matésen Entzindung der Darmwand resultiert eine Enteropathie mit stark
eingeschrankter Resorptions- und Sekretionsleistung der betroffenen Darmabschnitte.
Der entziindlich bedingte Funktionsverlust der Dinndarmschleimhaut duBert sich in
Hypoproteinamie, intermittierendem, wassrigem Durchfall, fortschreitendem Gewichts-
verlust bei erhaltener Fresslust, Reduktion der Milchleistung und verminderter Frucht-
barkeit (Cocito et al., 1994). Stressfaktoren wie Trachtigkeit, Abkalbung, hohe Milch-
produktion und mangelnde Erndhrung kénnen den Ubergang von Stadium Il zu
Stadium 11l beschleunigen (Rankin, 1962; Allen et al., 1968).

Stadium V. Das letzte Stadium wird auch als ,Endstadium® bezeichnet und
schlieBt sich ohne klaren Ubergang an das Stadium Il an. Von einigen Autoren werden
die Stadien Ill und IV auch zu einem Stadium zusammengefasst (Cocito et al., 1994).
Stadium IV umfasst den HOhepunkt der klinischen Manifestation mit massiven
klinischen Symptomen einschlieBlich Kachexie und endet mit dem Tod des Tieres. Das
klinische Bild ist gekennzeichnet durch diffuse Odeme, insbesondere an Triel und
Unterkiefer, hochgradige Kachexie und gestértes Allgemeinbefinden (Coussens, 2001).

2 Die MAP-spezifische humorale Immunantwort des
Rindes

Far die erfolgreiche Bekampfung intrazelluldrer Krankheitserreger ist die
erworbene, zellulare Immunantwort des infizierten Wirtsorganismus essentiell (Stabel,
2000b). Aber auch Antikérper kdnnen zum Schutz gegen intrazellulare Bakterien
beitragen, indem sie zum beispielsweise durch Opsonisierung und Komplement-
aktivierung die Elimination des Erregers férdern (Zhao et al., 2006; Shannon et al.,
2009). Zu ihrer vollstandigen Aktivierung bendtigen B-Zellen neben der Bindung des
Antigens an den B-Zellrezeptor eine Kostimulation durch T-Helferzellen vom Typ 2
(Th2-Zellen) (Tizard, 2009). Die von Ty2-Zellen produzierten Zytokine [u.a. Interleukin
(IL)-4] fGhren zur klonalen Expansion erregerspezifischer B-Zellen und zu ihrer Differ-
enzierung in antikérperproduzierende Plasmazellen. Gleichzeitig wird die Proliferation
der T-Helferzellen vom Typ 1 (Ty1-Zellen) gehemmt (Snapper und Paul, 1987; Mond et
al., 1995). Ty1-Zellen sezernieren proinflammatorische Zytokine [u.a. Interferon (IFN)-
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Y, Tumornekrosefaktor (TNF)-a und IL-2], welche vor allem die zelluldre Immunantwort
férdern, jedoch gleichzeitig eine hemmende Wirkung auf Tp2-Zellen besitzen
(Coussens, 2001). Aufgrund dieser, durch entsprechende Zytokine vermittelten, gegen-
seitig hemmenden Wirkung der Ty1- und Ty2-Zellen, kann eine Immunantwort von nur
jeweils einem T-Helferzellsubtyp dominiert werden, man spricht dann von einer Ty1-
bzw. Th2-Antwort (Abbas et al., 1996). Des Weiteren haben die Ty1- bzw. T,2-
assoziierten Zytokine Einfluss auf die von B-Zellen gebildeten AntikGrpersubtypen
(Brown et al., 1996; Brown et al., 1998).

Uber die Rolle der B-Zellen und die protektive Wirkung der gebildeten Antikdrper
im Verlauf einer MAP-Infektion ist bisher nur wenig bekannt. Studien mit
M. tuberculosis zeigten, dass B-Zellen am Infektionsgeschehen beteiligt sind. So wurde
in B-Zell-defizienten Mausen nach einer Infektion mit M. tuberculosis eine 3- bis 6-fach
héhere Anzahl des Erregers in verschiedenen Organen nachgewiesen als in Organen
der infizierten, nicht-B-Zell-defizienten Mause der Kontrollgruppe (Vordermeier et al.,
1996). Die Verabreichung monoklonaler Antikbrper gegen definierte Zielstrukturen von
M. tuberculosis (z.B. Kapselantigen, Heparin-bindendes Hamagglutinin, Maltose-
Bindungsprotein 83) an mit M. tuberculosis infizierte Mause reduzierte die Erreger-
menge in verschiedenen Organen und milderte sowohl die Krankheitssymptome als
auch die histopathologisch nachweisbaren Schaden (Teitelbaum et al., 1998; Pethe et
al., 2001; Chambers et al., 2004; Williams et al., 2004).

2.1 Verlauf der MAP-spezifischen humoralen Inmunantwort

Nach derzeitigem Kenntnisstand wird MAP oral aufgenommen und gelangt mit
dem Nahrungsbrei in den Diinndarm. Uber die Peyerschen Platten des lleums und
Jejunums lokalisierten M-Zellen kann MAP das Darmepithel Uberwinden (Chiodini et
al., 1984; Momotani et al., 1988; Sigurethardottir et al., 2004). Nach der basolateralen
Freisetzung des Erregers aus den M-Zellen wird dieser durch sub- und intraepitheliale
Makrophagen sowie Dentritische Zellen (DCs) phagozytiert. MAP ist in der Lage die
normale Phagosomen-Lysosomenfusion zu hemmen, wodurch er intrazellular in diesen
professionellen Fresszellen Uberleben und sich sogar vermehren kann (Tooker et al.,
2002). MAP-infizierte bovine Makrophagen sezernieren Zytokine [u.a. TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-8, IL-10 und IL-12], welche T-Zellen und weitere Makrophagen aktivieren
(Coussens et al., 2003; Hope et al., 2004). Die CD4" T-Zellen, die in der frihen Phase
der Infektion aktiviert werden, gehéren vorwiegend zu den Ty1-Zellen. Das von den
Tu1-Zellen sezernierte proinflammatorische Zytokin IFN-y wirkt auf die T42-Zellen
hemmend, so dass im klinisch inapparenten Stadium einer MAP-Infektion beim Rind
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die Ty1-Antwort dominiert (Snapper und Paul, 1987; Koo et al., 2004). In der friihen
Phase der Infektion sind daher mit den derzeit erhaltlichen serologischen Nachweis-
systemen keine MAP-spezifischen Antikérper messbar (Tiwari et al., 2005). In Kélbern,
die experimentell mit dem MAP-Stamm K10 infiziert wurden, konnte friihestens 134
Tage nach der MAP-Inokulation ein Anstieg des MAP-spezifischen Antikérpertiters
beobachtet werden (Waters et al., 2003). In der friihen Phase der Infektion zeigten
experimentell mit MAP infizierte Schaflammer (n = 8) im Vergleich zu nicht-infizierten
Kontrolllammern eine signifikante Reduktion der B-Zellen und einen Abfall der IL-4-
mRNA in den Mesenteriallymphknoten und den Peyerschen Platten des lleums
(Begara-McGorum et al., 1998).

Werden die intrazellular lokalisierten MAP-Bakterien von den Effektoren der
angeborenen oder erworbenen zellularen Immunitat nicht gehemmt oder eliminiert,
vermehren sie sich intrazellular, was einerseits den Zelltod und die Freisetzung des
Erregers nach sich zieht, andererseits aber zur Stimulierung der humoralen Immun-
antwort fuhrt (Sohal et al., 2008). Die Immunantwort beim Rind im Stadium Il ist ge-
kennzeichnet durch eine Abnahme der proinflammatorischen Ty1-Antwort und eine
zunehmende Ty2-Antwort (Stabel, 2000a). Die Mechanismen fiir diesen Wechsel sind
nicht vollstandig geklart. Khalifeh und Stabel (2004) zeigten, dass in klinisch inapparent
infizierten Rindern IL-10 in Darmgewebe und —lymphknoten hochreguliert wird, was
vermutlich zu einer verminderten Freisetzung von IFN-y fdhrt. In klinisch kranken
Rindern ist im Vergleich zur MAP-negativen Kontrollrindern jedenfalls weniger IFN-y-
mRNA in den Darmlasionen und -lymphknoten zu finden (Coussens et al., 2004).
Vermutlich sind regulatorische T-Zellen durch die vermehrte Bildung von IL-10 und
TGF (transforming growth factor)-p in der Lage Ty1-Zellen zu inhibieren und somit eine
Tu2-Antwort zu férdern (Coussens et al., 2004; Weiss et al., 2006; de Almeida et al.,
2008). So reagieren klinisch inapparent infizierte Tiere jenseits des Kalberalters in 20
bis 54 % der Falle in kommerziell erhéltlichen ELISAs auf MAP-spezifische Antikdrper
positiv (Billman-Jacobe et al., 1992; Kéhler et al., 2008). Dabei korreliert der MAP-
spezifische Antikdrpertiter in diesem Stadium mit der im Kot ausgeschiedenen MAP-
Keimzahl und l&sst somit Rulckschlisse auf das Fortschreiten der Infektion zu
(Sweeney et al., 1995; Kalis et al., 2002).

Die Immunantwort im klinischen Stadium der MAP-Infektion des Rindes wird
Uberwiegend von Ty2-Zellen im peripheren Blut dominiert (Stabel, 2000a). Ty2-Zellen
und deren Zytokine (z.B. IL-4, IL-5, IL-10) haben eine antiinflammatorische Wirkung
und wirken dem Entziindungsgeschehen entgegen (Abbas et al., 1996). Der Ubergang
der proinflammatorischen Ty1-Antwort zur Ty2-Antwort ist meist mit dem Fortschreiten
der Krankheit verbunden (Stabel, 2000b; Coussens, 2004). Dies erklart, warum man
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mit den ELISA bei 77 bis 90 % der Rinder im klinischen Stadium MAP-spezifische
Antikérper nachweisen kann (Billman-Jacobe et al., 1992; Kéhler et al., 2008). Rinder
im klinischen Stadium hatten im Vergleich zu Rindern im klinisch inapparenten Stadium
zwar einen héheren Anteil an erregerspezifischen B-Zellen im peripheren Blut (Waters
et al., 1999; Stabel und Khalifeh, 2008). Aber die B-Zellen aus dem peripheren Blut von
Rindern im Kklinisch inapparenten Stadium zeigten im Vergleich zu Rindern im
klinischen Stadium nach einem in vitro-MAP-spezifischen Antigenstimulus eine 6,5-mal
héhere Proliferationsrate (Waters et al., 1999). Waters et al. (1999) vermuteten, dass
im klinischen Stadium entweder MAP-spezifische antikérperproduzierende Plasma-
zellen aus dem peripheren Blut ins Gewebe abwandern oder ein Mangel an
spezifischen T-Zellen im peripheren Blut zu einer geringeren Aktivierung der B-Zellen
fahrt.

2.2 Tu1- und Ty2-assoziierte Antikorpersubtypen

T-Helferzellen sind indirekt an der Bildung von Antikérpern beteiligt, indem sie zur
vollstandigen Aktivierung der B-Zellen beitragen und die Differenzierung der Immun-
globuline in verschiedene Subtypen férdern (Snapper und Paul, 1987; Mond et al.,
1995). Die Ty1- bzw. Th2-assoziierten Zytokine sowie deren Auswirkung auf die Anti-
kérpersubtypen sind abhangig von der Tierspezies (Brown et al., 1996; Brown et al.,
1998).

Die Wirkung verschiedener Ty1- oder Th2-assoziierter Zytokine auf bovine B-
Zellen wurde in vitro untersucht. Dabei beginstigten die typischen Ty1-assoziierten
Zytokine IFN-y und IL-2 vor allem die Synthese von Immunglobulin (Ig) M und I1gG,
(Estes et al., 1994; 1995). Somit wéare es denkbar, dass in der friihen Ty1-dominierten
Phase einer MAP-Infektion beim Rind sowohl MAP-spezifisches IgM als auch IgG.
gebildet werden (Koets et al., 2001). Die Ty2-assoziierten Zytokine IL-4 und IL-13
fordern dagegen in vitro einen Antikérper-Switch von IgM zu 1gG; und IgE (Trigona et
al., 1999; Estes und Brown, 2002). Ein wichtiger Stimulus fir den Klassenwechsel
beim Rind von IgM zu IgA stellt das Zytokin TGF-$ dar. IL-2 und IL-10 besitzen beim
Rind eine synergistische Wirkung auf die Synthese von IgA (Estes, 1996; Estes und
Brown, 2002). Eine Quelle fir TGF-B und IL-10 stellen unter anderem die regula-
torischen T-Zellen dar (Levings et al., 2002; Weiss et al., 2006; de Almeida et al.,
2008). Demnach musste die spatere Ty2-dominierte Phase einer MAP-Infektion mit
einer vermehrten Bildung von MAP-spezifischem IgG; und IgA einhergehen.

Es gibt nur wenige Studien, welche den Gehalt der Antikérpersubtypen im Blut
von MAP-infizierten Rindern Uber langere Zeit beobachtet haben. Ziel einer Studie von
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Koets et al. (2001) war es, den Wechsel von der Ty1-Antwort zur Ty2-Antwort beim
Ubergang vom klinisch inapparenten zum klinischen Stadium anhand von MAP-
spezifischen Antikérpersubtypen nachzuweisen. MAP-spezifisches IgM, IgA, IgG; und
lgG, wurden mittels ELISA gemessen, welcher mit 4 verschieden Antigenen
beschichtet worden war [Hitzeschockproteine (Hsp 70, Hsp 65), Lipoarabinomannan
(LAM) und purified protein derivative (PPD) von MAP]. Getestet wurden Serumproben
von Rindern eines MAP-unverdachtigen Betriebes (n=50) und Serumproben von
Rindern eines MAP-positiven Betriebes (n =126). Die Serumproben des MAP-
positiven Betriebes wurden weiter unterteilt in Serumproben von Paratuberkulose-
kranken (n = 15) und von geimpften Rindern (n = 25), sowie von asymptomatischen
Ausscheidern (n=39) und von Nicht-Ausscheidern (n=47). Nur das PPD-MAP-
spezifische IgG; war bei den an Paratuberkulose erkrankten Rindern im Vergleich zu
den asymptomatischen Ausscheidern erhéht. Das MAP-spezifische 19G, lag bei allen
untersuchten Antigenen im Vergleich zu 1gG; in niedrigeren Konzentrationen vor. An
Paratuberkulose erkrankte Tiere und asymptomatische Ausscheider wiesen im
Vergleich zu den Kontrolltieren aber einen signifikant héheren PPD-spezifischen IgG.-
Titer auf. Bei Betrachtung des Gesamt-IgG; und -IgG, zeigten sich im Blut an Para-
tuberkulose erkrankter Tiere in beiden Fallen niedrigere Titer als bei den asympto-
matischen Ausscheidern. MAP-spezifisches IgA wurde mit allen verwendeten
Antigenen nur sporadisch bei klinisch erkrankien Tieren und bei Ausscheidern
detektiert, die IgM-Antwort war in den beiden Rindergruppen ebenfalls nicht signifikant
verschieden.

Abbas et al. (1988) zeigten, dass nur 45 % der adulten Rinder (n = 20), die MAP
mit dem Kot ausschieden, einen (niedrigen) MAP-spezifischen IgA-Titer im PPA-ELISA
aufwiesen. Untersuchungen beziglich des darmassozierten MAP-spezifischen IgA
beim Rind sind in der Literatur nicht vorhanden. Nur Begara-McGorum et al. (1998)
untersuchten in der frihen Phase der Infektion (bis 8 Wochen post infectionem) MAP-
spezifisches IgA im Schleim der Darmschleimhaut von experimentell mit MAP-
infizierten Schaflammern. Weder bei den MAP-infizierten LAmmern (n = 8) noch bei
den KontrolllAmmern (n = 8) stiegen das erregerspezifische Serum-IgA und das Darm-
IgA an. Vergleichende Untersuchungen zur Dynamik der verschiedenen Antikérper-
subtypen im Verlauf einer experimentellen MAP-Infektion beim Kalb sind in der
Literatur bisher nicht beschrieben.
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2.3 Antigene von MAP und deren Verwendung zum Nachweis MAP-
spezifischer Antikorper

Die Serodiagnostik MAP-infizierter Tiere scheiterte bisher an der Mdglichkeit ein
spezifisches Antigen zu identifizieren, welches MAP von anderen Mykobakterien unter-
scheidet und gleichzeitig in allen Infektionsstadien eine immunogene Wirkung besitzt.
Die diagnostische Verwendung von MAP-spezifischen Immunogenen béte den Vorteil,
MAP-infizierte Rinder von solchen Tieren serologisch unterscheiden zu kénnen, die
infolge einer Infektion mit anderen Mykobakterien (wie z.B. MAA oder M. bovis) kreuz-
reagierende Antikdrper gegen MAP gebildet haben. Bei den in kommerziell erhéltlichen
ELISAs bisher eingesetzten Antigenen handelt es sich jedoch hauptséchlich um kaum
charakterisierte  Antigengemische. In experimentellen Untersuchungen wurden
dagegen auch einzelne, gut charakterisierte Antigene verwendet. Neben den im
folgenden Abschnitt aufgeflihrten Antigengemischen lassen sich unter den gut
charakterisierten Antigenen die lipidhaltigen Antigene und die Proteinantigene

unterscheiden.

2.3.1 Antigengemische

Kulturfiltrate

Johnin-PPD ist ein Antigengemisch, welches aus dem Uberstand von MAP-
Kulturen gewonnen wird. Die Herstellung von PPD ist unter anderem auch deshalb
nicht einheitlich, weil verschiedene MAP-Stdmme zur Produktion verwendet werden
(Semret et al., 2006). Zur Herstellung von PPD wird der Uberstand einer Bakterien-
kultur gefiltert und mit 40 %iger Trichloressigsdure behandelt. Das Prazipitat wird
abgetrennt und in einem Natriumphosphat-Puffer gelést. PPD wird Uberwiegend als
Testantigen zur in vitro-Stimulation von Blutzellen und zum intradermalen Johnin-Test
verwendet, wobei mit beiden Verfahren das Vorhandensein einer MAP-spezifischen
zelluldren Immunantwort gepruft wird (Stabel und Whitlock, 2001; Robbe-Austerman et
al., 2007). Nur Koets et al. (2001) verwendeten MAP-PPD als Antigen im ELISA um
MAP-spezifische Antikérper differenziert nach Klassen und Subtypen bei Rindern zu

messen.

Antikérper in den Seren MAP-infizierter Kiihe scheinen stéarker mit sezernierten
als mit zellstandigen MAP-Proteinen zu reagieren (Cho und Collins, 2006; Cho et al.,
2006). Auf dieser Beobachtung basierend wurden die sezernierten Proteine aus MAP-
Kulturen in der friihen bis mittleren Log-Phase geerntet und als stationares Testantigen
im ELISA eingesetzt. Zur Evaluierung des Tests wurden 444 Serumproben von
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kulturell-bakteriologisch MAP-positiven (Kot) Rindern und 412 Serumproben von
Rindern aus Paratuberkulose-freien Herden getestet (Shin et al., 2008). Nach den
Ergebnissen der Receiver Operating Characteristics (ROC)-Analyse erzielte dieser
ELISA im Vergleich zu 4 kommerziell erhaltlichen ELISAs (HerdChek®, PARACHEK®,
SERELISA®, Pourquier®) die beste Kombination aus Sensitivitat (56 %) und Spezifitat
(99 %). Der in Deutschland erhaltliche Pourquier®-ELISA war in dieser Studie bei einer
100 %igen Spezifitat zu 28 % sensitiv.

Protoplasmatisches Antigen

Das protoplasmatische Antigen (PPA) ist ein Antigengemisch, das aus dem
Uberstand von Bakterien gewonnen wird, deren Zellwand zuvor durch physikalische
Einwirkung zerstért und abgetrennt wurde. Die Herstellung von PPA wurde erstmalig
1969 beschrieben und umfasste folgende Schritte: Zerstérung der bakteriellen Zell-
wand durch Druck, Ultrazentrifugation, Filtration und Entfernung der Lipide aus dem
Uberstand (Stottmeier et al., 1969). Spater wurde die Herstellung von PPA dadurch
vereinfacht, dass die bakterielle Zellwand mittels Ultraschall zerstért und anschlieBend
die groBen unléslichen Partikel mittels Zentrifugation aus dem Lysat entfernt wurden
(Waters et al., 2003; Cho und Collins, 2006). PPA ist auch unter den Begriffen Ganz-
zelllysat (engl.: whole cell sonicate) oder Zellextrakt bekannt.

Zellwandantigene

Speer et al. (2006) versuchten, intakte Zelloberflachenantigene aus MAP-
Bakterien zu gewinnen, um diese als Antigene im ELISA einzusetzen. Dazu wurden die
per Zentrifugation aus der Kultur isolierten Bakterien in einer 37 %igen Formaldehyd-
Lésung aufgenommen und anschlieBend kurz mit Ultraschall (2 sec) behandelt. Das
Lysat wurde zentrifugiert und der Uberstand als Testantigen im ELISA eingesetzt.
Dieser ELISA erreichte bei der Untersuchung von 23 kulturell-bakteriologisch MAP-
negativen (Kot) Rindern und 35 MAP-Ausscheidern bei einer 100 %igen Spezifitat eine
Sensitivitdt von 96 %. In einer sich anschlieBenden Studie wurden verschiedene
organische L&sungsmittel wie Aceton, Chloroform, Ethanol oder Isopropanol zur
Extraktion von Oberflachenantigenen verwendet (Eda et al., 2006). Die verschiedenen
Extrakte wurden dann einzeln im ELISA als Testantigene geprift, wobei die besten
Ergebnisse mit Ethanol-Extrakten erzielt wurden. Ein mit diesem Antigenextrakt
beschichteter ELISA war bei der Untersuchung von 38 kulturell-bakteriologisch MAP-
negativen (Kot) Rindern und 51 MAP-Ausscheidern zu 100 % spezifisch und zu 97,4 %
sensitiv. Bei Rindern, die nur eine geringe Menge MAP (< 5 KbE/g Kot; n = 29) mit dem
Kot ausschieden, wurde eine Sensitivitat von 96,6 % erreicht, wohingegen ein mit PPA-
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beschichteter kommerzieller ELISA (Biocor Animal Health) nur 13,0 % dieser Tiere als
positiv erkannte.

2.3.2 Lipidhaltige Antigene

Ein wichtiges Merkmal der Mykobakterien ist die lipidreiche Zellwand, worauf die
hohe Sé&ure- und Alkoholfestigkeit dieser Gattung zurlickzufthren ist. Die myko-
bakterielle Zellwand ist aus 3 unterschiedlichen Schichten aufgebaut (McNeil und
Brennan, 1991; Brennan und Nikaido, 1995). Diese besteht aus einer inneren Peptido-
glykanschicht, welche mit Arabinogalactanen gekoppelt ist, einer mittleren Schicht von
Mykolsduren und einer auBeren vorwiegend aus Peptidoglycolipiden bestehenden
Schicht.

Lipoarabinomannan

Ein immunogenes Zellwandantigen der Mykobakterien ist das Lipo-
arabinomannan (LAM). LAM ist ein Glycolipid, welches alle Schichten der bakteriellen
Zellwand durchdringt und die Zellmembran mit der Zellwand verankert. LAM besitzt
verschiedene immunmodulatorische Wirkungen: Stimulierung der B-Zellen und der
regulatorischen T-Zellen sowie Verminderung der IFN-y-vermittelten Aktivierung von
Makrophagen (Ellner und Daniel, 1979; Moreno et al., 1988; Sibley et al., 1988; Chan
et al., 1991). LAM ist immunogen und Iést eine starke humorale Immunantwort in MAP-
infizierten Rindern aus. LAM wurde aus diesem Grund in mehreren Studien als Test-
antigen im ELISA eingesetzt (Sugden et al., 1987; Jark et al., 1997). Allerdings sind auf
LAM-basierende ELISAs zum Nachweis MAP-spezifischer Antikbrper wegen der
ahnlichen Struktur der LAMs anderer Mykobakterien (z.B. M. tuberculosis, M. avium
subsp. hominissuis, M. smegamtis und M. fortuitum) wenig spezifisch (McNab et al.,
1991; Khoo et al., 2001). Die Herstellung von LAM wurde schon 1986 beschrieben
(Sugden et al., 1987). Jark et al. (1997) entwickelte die Herstellung von LAM weiter
und etablierte einen auf LAM-basierenden ELISA zum Nachweis MAP-spezifischer
Antikérper beim Rind. Zur Evaluierung des ELISAs wurden 18 MAP-positive und 98
MAP-negative Rinder untersucht, wobei als Goldstandard der kulturelle Erreger-
nachweis im lleocaecallymphknoten diente. Dieser ELISA erreichte eine Sensitivitat
von 79 % und eine Spezifitdt von 99 %. Auch bei experimentell mit MAP infizierten
Kélbern (n = 3) konnten mit einem auf LAM-basierenden ELISA ab dem 134. Tag nach
der Inokulation MAP-spezifische Antikérper in Serumproben nachgewiesen werden
(Waters et al., 2003). In mehreren Landern werden ELISA-Testkits vertrieben, in denen
LAM als Testantigen dient (Nielsen und Toft, 2008). In Deutschland war der auf LAM
basierende Svanovir®-ELISA bis 2008 im Handel erhéltlich. Im Vergleich zu den derzeit
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erhaltlichen ELISAs (Pourquier®-, ID Screen®-, Cattletype®-, PARACHEK®2-ELISA) war
der Svanovir®-ELISA bei dem vom Hersteller angegeben Cut Off-Werten jedoch
weniger spezifisch (Tabelle 3).

Glycopeptidolipide

Glycopeptidolipide (GPL) sind eine Gruppe von immunogenen Antigenen, welche
in der Zellwand lokalisiert sind und bei einigen nicht-tuberkulésen Mykobakterien sowie
bei saprophytdren Mykobakterien vorkommen (Brennan und Nikaido, 1995; Billman-
Jacobe, 2004). Mehr als 70 % der Lipide der Bakterienzelloberflache kdnnen den GPLs
zugeordnet werden (Billman-Jacobe, 2004). GPL sind beteiligt an der Interaktion der
Mykobakterien mit Makrophagen und beeinflussen die Bildung von bakteriellen Bio-
filmen (Lee et al., 1991; Riviere et al., 1996; Villeneuve et al., 2003; Biet et al., 2008).
GPL-Molekile besitzen einen Kern aus 4 Aminosauren. Dieses Tetrapeptid ist kovalent
an eine einfach oder mehrfach ungesattigte Fettsdure gebunden, welche aus 32 bis 36
C-Atomen besteht. Mit diesem Lipopeptidkern sind jeweils verschiedene Mono- oder
Oligosaccharide verbunden, deren strukturelle Heterogenitdt die morphologische
Grundlage fir die Serotypisierung von M. intracellulare, M. scrofulaceum und M. avium
subsp. avium ist (Brennan und Nikaido, 1995; Chatterjee und Khoo, 2001).
Camphausen et al. (1985) wollten auch in MAP Serovar-spezifische GPL nach-
gewiesen haben, mussten jedoch feststellen, dass dieses Ergebnis auf eine Konta-
mination des untersuchten MAP-Stammes mit MAA Serovar 2 zurlickzuflhren war
(Chiodini, 1993). Anstelle der Serovar-spezifischen GPL besitzt MAP Lipopeptide,
deren Kernregionen aus 5 Aminosauren bestehen. Eine Besonderheit dieser Lipo-
pentapeptide (L5P) ist die kiirzere gesattigte Fettsdurekette mit 16-20 C-Atomen (Biet
et al, 2008). Ein mit L5P beschichteter ELISA war im Vergleich zu MAP-PPD
spezifischer und es scheint, dass vor allem der Peptidanteil von L5P in der Lage ist,
eine MAP-spezifische humorale Immunantwort in natdrlich mit MAP-infizierten Rindern
auszuldésen. Allerdings wurden diese Ergebnisse an Serumproben von nur einem
natirlich mit M. bovis infizierten Rind, von zwei experimentell mit MAA infizierten

Mausen sowie von 4 naturlich mit MAA infizierten Menschen generiert.

2.3.3 Proteinantigene

Die meisten MAP-Antigene, welche bisher auf ihre Immunogenitat beim Rind
untersucht wurden, lassen sich den Proteinantigenen zuordnen. Die Proteine sind
nachfolgend nach Funktion, Lokalisation in der Bakterienzelle sowie der Art und Weise

unterteilt, mit denen sie prépariert wurden. In Tabelle 1 sind wichtige immunogene
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Proteine von MAP zusammengefasst, welche nachweislich von MAP in vitro exprimiert

werden.
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Tabelle 1:

Immunogene Proteine von MAP (Auswabhl)

In der Ubersicht sind nur diejenigen immunogenen Proteine aufgelistet, welche von
MAP in vitro exprimiert werden. Die Reihung erfolgte aufsteigend nach der Molekularen

Masse.
. Molekulare N .
Bezeichnung Masse Lokalisation Funktion Referenz
Cobb und
GroES Zell- .
(Hsp 10) 10 kDa assoziiert Chaperon Frothingham,
1999
14 kDa Kultur-
Protein 14 kDa iiberstand k.A. Olsen et al., 2000
evil. .
Zell- . " Bannantine und
HspX 17 kDa assoziiert intrazellulares Stabel, 2000
Uberleben
: . antioxidative
AhpD 19 kDa intrazellul&r Wirkung Olsen et al., 2000
. . Kultur- Huntley et al.,
Lipoprotein 19 kDa iiberstand k.A. 2005
: , Zell- Dupont et al.,
Lipoprotein 22 kDa assoziiert K.A. 2005
. Liu et al., 2001;
intra- und Schutz vor : ’
SOD 23 kDa extrazelluldar  oxidativem Stress Mullerad et al.
2002
v.a. Kultur- Fibronectin- Wiker und
Ag85A 30 kDa Uberstand Rezeptor Harboe, 1992
Ag85B 31 kDa v.a. Kultur- Fibronectin- Wiker und
(Antigen A) Uberstand Rezeptor Harboe, 1992
v.a. Kultur- Fibronectin- Wiker und
Aga5C 32kDa Uberstand Rezeptor Harboe, 1992
P34, Teil des , ,
A36-Komplex 34 kDa Zellwand B-Zell-Epitop Gilot et al., 1993
Serinprotease 34 kDa intrazellular Serinprotease Came1r€c;9n 4et al,
Membran- Invasion von El-Zaatari et al.,
P35 35kDa protein Epithelzellen 1997
AhpC 45kDa  intrazellular ~ antioxidative oo o 2000

Wirkung

Fortsetzung und Erlauterung der Tabelle 1 auf der nachsten Seite



2 Die MAP-spezifische humorale Immunantwort des Rindes 19

Tabelle 1 (Fortsetzung)

Bezeichnung GroBe Lokalisation Funktion Referenz
El-Zaatari,
GroEL 65 kDa  Zell-assoziiert Chaperon Naser et al.
(Hsp 65K) 1995
Erlduterungen: Ahp:  Alkylhydroperoxid-Reduktase

Hsp:  Hitzeschockprotein
K.A.: keine Angaben
SOD:  Superoxiddismutase

2.3.3.1  Nachweislich in vitro exprimierte Proteine mit bekannter Funktion
oder Lokalisation

Hitzeschockproteine

Die Proteine GroEL und GroES (GroEL/GroES-Komplex) gehéren zur Familie der
Hitzeschockproteine und werden in einer Vielzahl von Bakterien sowie auch in Eu-
karyonten vorgefunden. Die Proteine des GroEL/GroES-Komplex agieren als
Chaperone und unterstltzen die Ausbildung der korrekten Sekundarstruktur von neu
synthetisierten Bakterienproteinen (El-Zaatari et al., 1995).

Das mykobakterielle GroEL-Protein wird auch als Hitzeschockprotein (Hsp) 65K
bezeichnet und stellt ein immunogenes Antigen bei mykobakteriellen Infektionen dar
(Shinnick, 1987; Thole et al., 1988). Das GroEL-Protein von MAP ist in seiner Amino-
sauresequenz den GroEL-Proteinen von MAA (98 %), M. tuberculosis (93 %) und
M. leprae (89 %) homolog (Harris und Barletta, 2001). Die Analyse von Serumproben
aus Paratuberkulose-kranken und klinisch inapparent mit MAP infizierten Rindern
ergab bei Verwendung von MAP-GroEL als Testantigen im Immunoblot eine niedrige
Sensitivitat, da nur 3 von 10 Kranken und 5 von 25 inapparent infizierten Rindern sero-
positiv reagierten (El-Zaatari et al., 1995).

GroES wird auch als Hsp 10, 10 kDa-Hitzeschockprotein, 10 kDa-Antigen oder
Chaperon 10 bezeichnet (Cobb und Frothingham, 1999). GroES I6st bei Infektionen
des Menschen mit M. tuberculosis und M. leprae eine zellulare und humorale Immun-
antwort aus (Barnes et al., 1992; Rojas und Segal-Eiras, 1996). Die GroES-Gen-
sequenzen von MAP und MAA sind identisch und zu den entsprechenden Sequenzen
von M. leprae und M. tuberculosis zu 90 % homolog (Cobb und Frothingham, 1999).
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Uber Untersuchungen zur Immunogenitat von GroES beim Rind wurde in der Fach-
literatur bisher nicht berichtet.

Enzyme

Die Alkylhydroperoxid-Reduktase Proteine AhpC (45 kDa) und AhpD (19 kDa)
bieten Schutz vor oxidativen Metaboliten und werden von MAP in gré6Beren Mengen
exprimiert als von MAA (QOlsen et al., 2000). Oxidativer Stress kann aber auch bei MAA
eine erhéhte Expression von AhpC und AhpD auslésen (Sherman et al., 1995). Die
identische N-terminale Aminosaurensequenz von AhpC wurde in MAA und
M. tuberculosis nachgewiesen. Des Weiteren wurde ein Peptid in M. tuberculosis
identifiziert, dessen Aminosauresequenz zur der von AhpD 80 % homolog war. AhpC
und AhpD wirken bei einer MAP-Infektion immunogen und provozieren eine zellulare
und eine humorale Immunantwort. Bei der Verwendung von AhpC als Testantigen
reagierten aber nur 27 % der MAP-Ausscheider (48 Rinder) seropositiv und bei der
Verwendung von AhpD sogar nur 15 %. Die in derselben Studie mit M. bovis-infizierten
Tiere (n = 12) reagierten alle serologisch negativ (Olsen et al., 2001).

Die Superoxiddismutase (SOD) wandelt Superoxid-Anionen zu Wasserstoff-
peroxid um und bietet somit Schutz vor oxidativem Stress. Die bakterielle SOD ist in
der Regel ein intrazellulares Enzym, bei M. tuberculosis und M. bovis wird sie jedoch
auch in gréBeren Mengen im KulturGberstand vorgefunden (Raynaud et al., 1998).
Apathogene Mykobakterien setzen SOD nicht in die Umgebung frei, so dass die extra-
zellulare SOD der pathogenen Mykobakterien mdglicherweise zu deren Virulenz
beitrdgt (Harth und Horwitz, 1999). Auch MAP setzt eine SOD frei, die nach
Verimpfung in aufgereinigter Form an Ma&usen in der Lage ist, bei diesen eine
humorale und zelluldre Immunantwort auszuldésen (Liu et al, 2001; Mullerad et al.,
2002). Serumproben von insgesamt 88 Rindern wurden im SOD-beschichteten ELISA
auf MAP-spezifische Antikérper untersucht (Shin et al., 2004). Bei Verwendung
desjenigen Cut Off-Wertes, bei welchem die maximale Sensitivitdt und Spezifitat
erreicht wurden, erzielte der ELISA in der ROC-Analyse eine Sensitivitat von 90,9 %
und eine Spezifitat von 80,8 %.

Zellwandproteine

In der Zellwand vieler Mykobakterienspezies ist ein Molekilkomplex aus thermo-
stabilen, makromolekularen Antigenen (TMA) vorhanden (De Kesel et al., 1992). Der
am besten erforschte TMA-Komplex ist der A60-Komplex von M. bovis (Fabre et al.,
1986; Cocito et al, 1987). Der TMA-Komplex von MAP wird als A36-Komplex
bezeichnet (Gunnarsson und Fodstad, 1979). Der A36-Komplex besteht aus Poly-
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sacchariden, Proteinen und Lipiden, die bei der MAP-Infektion sowohl eine humorale
als auch eine zellulare Immunantwort hervorrufen kénnen (Fabre et al., 1986; De Kesel
et al., 1992; Gilot et al., 1992). Die Verwendung des gesamten A36-Komplexes als
Testantigen in der serologischen Diagnostik scheint jedoch aufgrund der Kreuz-
reaktionen mit anderen Mykobakterien (MAA, M. bovis, M. phlei) nicht sinnvoll (De
Kesel et al., 1993).

Das 34 kDa-Protein (P34) gehort zu dem A36-Komplex von MAP (De Kesel et
al.,, 1992; De Kesel et al., 1993; Vannuffel et al., 1994). P34 ist immundominant und
enthalt B-Zell-spezifische Epitope (Gilot et al, 1993; Ostrowski et al., 2003). P34
besitzt zwei unterschiedliche Regionen: ein hydrophobes Aminoende, welches in der
bakteriellen Zellwand liegt und ein hydrophiles Carboxylende, das an der Bakterienzell-
oberflache lokalisiert ist (Gilot et al., 1993). Das Carboxylende galt lange Zeit als MAP-
spezifisch (De Kesel et al., 1993; Coetsier et al., 1998). Mittlerweile wurde es aber
auch in MAA und M. intracellulare nachgewiesen (Ostrowski et al., 2003; Malamo et
al., 2007). De Kesel et al. (1993) stellten ein rekombinantes Polypeptid (a362) her,
welches dem Carboxylende von P34 entsprach. Bei der serologischen Untersuchung
von 30 MAP-ausscheidenden Rindern und 175 Rindern in zwei Paratuberkulose-freien
Herden, erreichte ein mit dem Antigen a362 beschichteter ELISA eine Sensitivitat von
70 % und eine Spezifitdt von 95 % (Vannuffel et al., 1994). Malamo et al. (2006)
etablierten einen ELISA, der mit dem Carboxylende des 34 kDa-Proteins aus MAP
beschichtet wurde. Die zu untersuchenden Seren wurden zuvor mit dem Carboxylende
des 34 kDa-Proteins aus MAA adsorbiert und anschlieBend direkt (ohne
Zentrifugationsschritt) im ELISA eingesetzt. Dieser ELISA erkannte alle 18
untersuchten MAP-Ausscheider als positiv, wohingegen ein kommerziell erhaltlicher
ELISA nur 11 (61,1 %) dieser Rinder als positiv identifizierte. Die 50 getesteten MAP-
negativen Rinder reagierten in beiden ELISAs seronegativ.

Membranproteine

Ein 35kDa schweres Protein von M. leprae ruft bei an Lepra erkrankten
Menschen eine spezifische zellulare Immunantwort hervor (Triccas et al, 1996).
Dieses immunogene 35 kDa-Protein wurde im Immunoblot mit M. leprae-spezifischen
monoklonalen Antikérpern identifiziert. Sein Gen wurde anschlieBend kartiert und
sequenziert (lvanyi et al, 1983; Winter et al., 1995). Banasure et al. (2001)
identifizierten im Chromosom von MAP ein zu diesem Gen zu 82,8 % homologes Gen,
welches ebenfalls ein 35 kDa-Protein (P35) kodiert. Das P35 von MAP ist in seiner
Aminosaurensequenz dem 35 kDa-Protein von M. leprae zu 90,3 % und dem 35 kDa-
Protein von MAA zu 95,1 % homolog. Bei MAP ist das P35 ein Membranprotein,
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welches teilweise auf der Zelloberflache exponiert ist und vermutlich bei der Invasion
des Erregers in Epithelzellen eine Rolle spielt (Bannantine et al., 2003). Bei der
Verwendung von rekombinant hergestelltem P35 als Testantigen im Immunoblot
reagierten alle 12 Serumproben von an Paratuberkulose erkrankten Rindern und 15
von 20 Serumproben von Rindern im klinisch inapparenten Stadium positiv (El-Zaatari
et al., 1997). Serumproben von M. bovis-infizierten Rindern reagierten nicht. Bei der
Untersuchung von 25 Referenzseren [15 kulturell-bakteriologisch MAP-positive (Kot)
Rinder im Kklinisch inapparenten Stadium und 10 kulturell-bakteriologisch MAP-negative
Rinder] war der P35-Immunoblot sensitiver (73 %) als zwei in den USA kommerziell
erhéltliche ELISAs [Allied-ELISA (Sensitivitdt 53 %), John’s Absorbed ELISA
(Sensitivitat 40 %)] (El-Zaatari et al., 1997). Fir den Vergleich der Antigene P35, Ag85
und SOD hinsichtlich ihrer Eignung zum Testantigen im ELISA wurden Serumproben
von 60 MAP-ausscheidenden und 22 MAP-negativen Rindern untersucht (Shin et al.,
2004). Dabei erzielte man mit P35 die hdéchste Sensitivitat (93,3 %) und Spezifitat
(86,4 %). Die Befunde fur 400 Rinderserumproben in dem kommerziell erhéltlichen
John’s Absorbed ELISA unterschieden sich von den Befunden im P35-ELISA nur in
zwei Féllen. Im Vergleich zu Ag85A und Ag85B induziert P35 jedoch eine schwachere
zellulare Immunantwort. So waren im Blut von MAP-Ausscheidern (Alter 2 bis 3 Jahre)
weniger zur IFN-y-Bildung anzuregende Leukozyten nachzuweisen, wenn man P35 als
Testantigen verwendete, als wenn man dazu Ag85A und Ag85B einsetzte (Shin et al.,
2005). Auch bei 40 von 53 (75,5 %) untersuchten Morbus-Crohn-Patienten wurden
Antikérper gegen MAP-P35 nachgewiesen (Naser et al., (2000).

Sezernierte Proteine

Die Hauptfraktion der sezernierten Proteine bei M. tuberculosis und M. bovis wird
von dem sog. Ag85-Komplex gebildet, welcher aus je einem Molekil der 3 Proteine
Ag85A, Ag85B und Ag85C zusammengesetzt ist (Wiker und Harboe, 1992). Die
molekulare Masse dieser 3 Proteine liegt zwischen 30 und 32 kDa. Der Ag85-Komplex
enthalt Fibronectin-Bindungsstellen (Peake et al.,, 1993). Wie das Hitzeschockprotein
GroES tragt wahrscheinlich auch Ag85B zur hohen Hitzeresistenz von MAP bei (Sung
et al., 2004). Alle Mykobakterien besitzen Antigene der Ag85-Familie. Aufgrund der
ahnlichen Ag85-Molekulstruktur gibt es Kreuzreaktionen zwischen den verschiedenen
Mykobakterienspezies (Wiker und Harboe, 1992; Leid et al., 2002). Die Aminosdure-
sequenzen von Ag85A, Ag85B und Ag85C von MAP sind zu denjenigen der 3 Antigene
von MAA zu jeweils 99 % identisch (Yarnall und Corbeil, 1989). Zum Vergleich der
Immunreaktionen von Rindern gegen Ag85A, Ag85B und Ag85C wurden Serumproben
von MAP-Ausscheidern (n = 60) und MAP-Negativen (n = 22), im Ag85A-, Ag85B- oder
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Ag85C-beschichteten ELISA untersucht (Shin et al., 2004). Der Ag85B-ELISA war
dabei am sensitivsten (71,7 %) und spezifischsten (86,4 %). Ag85A und Ag85B
induzierten auch eine kréaftige T-Zell-vermittelte Immunreaktion (Mullerad et al., 2002;
Rosseels et al., 2006).

Das sezernierte 14 kDa-Protein ist fUr die Bakterienspezies im M. avium-Komplex
spezifisch und kommt demzufolge nicht bei M. tuberculosis oder M. bovis vor (Olsen et
al., 2000). Antikérper gegen das 14 kDa-Protein konnten aber nur bei 13 von 48 (27 %)
kulturell-bakteriologisch MAP-positiven (Kot) Rindern nachgewiesen werden (Olsen et
al., 2001). Die Autoren schlussfolgerten deshalb, dass dieses Protein zur Verwendung
als einzelnes Antigen in einem serologischen Testsystem nicht geeignet ist.

Ausgehend von den Erkenntnissen Uber ein von M. tuberculosis sezerniertes
19 kDa-Lipoprotein, wurde eine Gensequenz bei MAP identifiziert, welche ein
homologes 19 kDa-Protein kodiert (Huntley et al., 2005). Die Aminosauresequenz des
19 kDa-Lipoproteins von MAP weist zu den Aminosauresequenzen der 19 kDa-Lipo-
proteine von MAA eine 95 %ige, von M. intracellulare eine 84 %ige und von M. bovis
und M. tuberculosis eine 76 %ige Homologie auf (Fonseca et al., 2000; Hohn et al.,
2001). Wurde das 19 kDa-Lipoprotein als Testantigen in einem Immunoblot eingesetzt,
um Rinderseren auf MAP-spezifisches IgG zu untersuchen, reagierten 64 % der
Paratuberkulose-kranken Rinder seropositiv (n=14) und 89 % der kulturell-
bakteriologisch (Kot) MAP-negativen Rinder seronegativ (n = 9) (Olsen et al., 2001).

2.3.3.2 Rekombinant hergestellte Proteine ohne nachweisliche Ex-

pression in vitro

Die 3 MAP-spezifischen Sequenzen 1S900, F57 und ISMav2 werden haufig in der
molekularbiologischen Diagnostik zur Identifizierung von MAP verwendet (Green et al.,
1989; Poupart et al., 1993; Strommenger et al., 2001). 1IS900 codiert unter anderem fir
ein 43 kDa-Protein (P43), welches vermutlich die Funktion einer Transposase besitzt
(Tizard et al., 1992; Doran et al., 1994). Bei mit MAP-infizierten Kaninchen konnten mit
einem auf rekombinantem P43-Testantigen basierten Test allerdings keine Antikérper
gegen P43 nachgewiesen werden (El-Zaatari et al., 1994). Berichte zur Immunogenitéat
von P43 beim Rind sind nicht vorhanden.

Eine weitere MAP-spezifische 30 bp-Nukleotidsequenz wurde mittels DNA-
Hybridisierung im Gen hspX nachgewiesen (Ellingson et al., 1998). Ein mit
rekombinantem HspX (rHspX) beschichteter ELISA erkannte jedoch nur 4 von 24
MAP-positiven Rindern (16,6 %) als seropositiv (Bannantine und Stabel, 2000).
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Durch den partiellen Vergleich der Genome von MAP und MAA wurden 21 MAP-
spezifische Gene identifiziert, die fir Proteine mit Molekularmassen von 7 bis 91 kDa
kodierten (Bannantine et al, 2002). Im Immunoblot, in denen diese Proteine in
rekombinanter Form eingesetzt wurden, reagierten jedoch nur 5 der 21 Proteine mit
Serumproben von Kaninchen, welche zuvor mit MAP immunisiert worden waren. Eines
der 5 Proteine (Antigen 241) reagierte im Immunoblot mit den Serumproben von allen 6
kulturell-bakteriologisch MAP-positiven (Kot) Rindern, Antikérper gegen die anderen
Proteine wurden bei mindestens 4 der 6 Rinder nachgewiesen (Bannantine et al.,
2004). Eine andere Arbeitsgruppe entdeckte 13 weitere MAP-spezifische Gene, von
denen 9 Proteine rekombinant hergestellt werden konnten (Paustian et al., 2004). Nur
3 dieser Proteine (MAP0862, MAP3732c, MAP2963) reagierten im Immunoblot mit
Serumproben von natdrlich mit MAP infizierten Rindern. Das beste Resultat wurde mit
dem Protein MAP0862 erreicht.

Die komplette Sequenzierung des Genoms des MAP K10-Stammes ermdglichte
die Identifizierung von weiteren MAP-spezifischen Gensequenzen (Li et al., 2005). Mit
dieser Information stellte die US-amerikanische Arbeitsgruppe um Bannantine
insgesamt 92 MAP-Proteine rekombinant her und untersuchte diese auf ihre
Antigenitat mittels Dot-Blot-Array (Bannantine et al., 2008; Bannantine et al., 2008).
Dazu wurden Serumproben von 2 intratonsillar mit MAP infizierten Kélbern und von 9
MAP-infizierten adulten Rindern im Kklinisch inapparenten Stadium untersucht. Die
beiden experimentell infizierten Kalber reagierten ab dem 70. Tag post infectionem
(T.p.i.) stark mit den beiden Proteinen MAP1087 und MAP1204. Jedoch wiesen nur
5 Adulte (55,5 %) Antikdrper gegen diese Proteine auf. Auch gegen MAPQ0862 zeigten
die beiden Kalber am 70. T.p.i. eine positive Reaktion, die in den folgenden Wochen
aber wieder schwacher wurde. Die Kalber bildeten auch Antikérper gegen die
rekombinanten Proteine MAP3155¢, MAP0860c und MAP3817c, allerdings waren die
Testsignale schwach und nicht immer bei beiden Kélbern vorhanden.

Leroy et al. (2009) entdeckten in &hnlichen Untersuchungen 87 MAP-spezifische
Sequenzen. Davon wurden 3 Proteine rekombinant hergestellt und als Testantigene im
ELISA eingesetzt. Insgesamt wurden Serumproben von 18 MAP-ausscheidenden und
von 48 kulturell-bakteriologisch MAP-negativen (Kot) Rindern getestet. Der ELISA, in
dem MAP1637c als Testantigen eingesetzt wurde, war in dem getesteten Protokoll zu
82 % sensitiv und zu 98 % spezifisch. Im Vergleich dazu schnitt der Pourquier®ELISA
bei der Untersuchung derselben Serumproben schlechter ab (Sensitivitat 72 % und
Spezifitat 92 %).
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3 Serologische Nachweisverfahren far MAP-
Infektionen beim Rind

Fir den Nachweis MAP-spezifischer Antikérper bei Rindern wurden bisher
4 Testverfahren verwendet, namlich die Komplementbindungsreaktion (KBR), der
Agargelimmunodiffusionstest (AGIDT), der Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay
(ELISA) und ein auf der Durchflusszytometrie basierendes Verfahren (DFZM-
Methode). Von den kommerziell erhéltlichen Testsystemen (KBR, AGIDT, ELISA) ist
der ELISA das Nachweisverfahren mit der hdchsten Sensitivitadt und Spezifitat
(Whittington und Sergeant, 2001).

3.1 Komplementbindungsreaktion

Ein Standardprotokoll fir die KBR zur Diagnose von MAP-Infektionen beim Rind
ist im ,OIE (Office International des Epizooties) Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals 2009 (OIE, 2009) beschrieben. Das verwendete Test-
antigen ist nicht einheitlich, die OIE empfiehlt jedoch ein Ganzzelllysat des MAP-
Stammes 316F. Laut OIE kdnnen Tiere mit der KBR im klinischen Stadium relativ
zuverlassig erkannt werden. Aufgrund der mangelnden Spezifitat seien positive KBR-
Ergebnisse bei klinisch unauffalligen Tieren jedoch nicht aussagekraftig.

Im direkten Vergleich zu den kommerziell erhaltlichen ELISAs ist die KBR auch
weniger sensitiv (Colgrove et al., 1989; McNab et al., 1991; Sockett et al., 1992). Die
Sensitivitat ist positiv korreliert mit der Ausscheidungsrate des Erregers im Kot und
dem Alter der Tiere (de Lisle et al., 1980; de Lisle et al., 1980; Kalis et al., 2002). Sie
betrug bei ,schwachen Ausscheidern“ (1-10 KbE/2 g Kot) 19 %, wohingegen bei ,stark-
en Ausscheidern® (>100 KbE/2 g Kot) eine Sensitivitat von 75 % erreicht wird (Kalis et
al., 2002). Andere Untersucher geben flr die Sensitivitdt der KBR bei Rindern mit
fakaler MAP-Ausscheidung Werte von 10,8 % bis 63,9 % an (Colgrove et al., 1989;
Sherman et al., 1990; Ridge et al., 1991; Sockett et al., 1992; Hilbink et al., 1994;
Reichel et al., 1999). Die Spezifitdt der KBR lag zwischen 87,2 % und 99,0 %. Der
Mangel an Spezifitat wird auf Kreuzreaktionen mit anderen Bakterien zurlickgefuhrt. So
wurden bei Rindern, die mit Corynebacterium renale, Rhodococcus equi oder
Mycobactin-unabhangigen Mykobakterien infiziert waren, bei denen es aber keinen
Hinweise auf eine Infektion mit MAP gab, falsch-positive Reaktionen in der KBR
beobachtet (Gilmour und Goudswaard, 1972; McKenzie und Ward, 1981; Wilks et al.,
1981).
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3.2 Agargelimmunodiffusionstest

Der AGIDT wurde als Schnelltest fur Tiere mit Paratuberkulose-verdachtigen
Symptomen entwickelt (Tiwari et al, 2006). Eingesetzt wird der AGIDT fast aus-
schlieBlich zur Diagnose von MAP-Infektionen beim Schaf, in Australien beispielsweise
flr das Screening von Schafherden (Gumber et al., 2006). Die Durchfiihrung des MAP-
spezifischen AGIDT ist nicht einheitlich. Im OIE-Manual (2009) ist eine Version der
Methode beschrieben, welche ein Antigen aus dem Protoplasma des MAP-Stammes
18 verwendet.

Nach Sherman et al. (1984) ist der AGIDT nur dazu geeignet, klinisch
verdachtige Rinder, Ziegen und Schafe zu testen. Die Sensitivitdt bei an Para-
tuberkulose erkrankten Tieren wird auf 90 % geschéatzt (Darcel, 1995). Die Sensitivitat
des AGIDT korreliert mit der Menge des Erregers im Kot und dem Schweregrad der
histologisch beurteilten Lasionen (Sherman et al., 1989; Shulaw et al., 1993; Perez et
al., 1997; Gumber et al., 2006). In 3 voneinander unabhangigen Studien wurden
Serumproben von klinisch unauffélligen aber kulturell-bakteriologisch MAP-positiven
(Kot) Rindern parallel im AGIDT, in der KBR und im ELISA untersucht. Der AGIDT war
mit 13,8 % bis 27,8 % am wenigstens sensitiv (Colgrove et al., 1989; Sockett et al.,
1992; Gumber et al., 2006). Die Spezifitat (96,8 % bis 100 %) des AGIDT war mit der
Spezifitat der in den Studien verwendeten ELISAs vergleichbar.

3.3 Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay

In Deutschland sind derzeit 4 ELISAs zugelassen (Stand Februar 2012):

e  Pourquier® ELISA Paratuberculosis
e ID Screen® Paratuberculosis Indirect
e  Cattletype® MAP Ab

e PARACHEK®2 Antibody ELISA

Nicht mehr erhaltlich sind die folgenden ELISAs:

e  Svanovir® Para-TB-Ab
e  HerdChek® Mycobacterium paratuberculosis Antibody Kit
e  SERELISA® M. ParaTb Ab Mono Indirect

Diese ELISAs unterscheiden sich voneinander hinsichtlich des verwendeten
Testantigens, der Praadsorption der Serumproben und des verwendeten Sekundaranti-
kérpers (Tabelle 2). Vermutlich sind diese ELISA-Systeme deshalb auch hinsichtlich
ihrer Sensitivitdt und Spezifitdt unterschiedlich. In der Tabelle 3 sind die in verschie-
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denen Untersuchungen aufgezeigten Wertepaare fir Sensitivitdt und Spezifitdt der
verschiedenen ELISA-Systeme zusammengestellt. Durch eine Kombination verschie-
dener Tests kénnen die Sensitivitdt und die Spezifitat der Paratuberkulose-Diagnostik
erhéht werden (Béttcher und Gangl, 2004; Collins, 2006). Dabei wird nicht nur die
kulturell-bakteriologische Untersuchung des Kots mit serologischen Methoden
kombiniert, sondern es werden auch verschiedene ELISAs miteinander verbunden
(Bottcher und Gangl, 2004). Ein Beispiel hierfir ist die sequentielle MAP-Serologie
(SMAPS), die sich aus dem Einsatz eines sensitiven Screening-ELISAs und der Uber-
prifung positiver Proben mit zwei Tests hdherer Spezifitdt zusammensetzt. Dazu
wurden urspriinglich der Svanovir®ELISA als Screening-Methode sowie der
HerdChek®- und der Pourquier®-ELISA als Bestatigungstests eingesetzt (Béttcher und
Gangl, 2004; Gangl et al., 2009).

Kreuzreagierende Antikdrper gegen andere Mykobakterien kdnnen die Ursache
fir die geringe Spezifitat der ELISA-Systeme sein. Vermutlich sind es haufig
Infektionen und Kontakte mit in der Umgebung der Tiere vorkommenden Myko-
bakterien, die ein falsch-positives Ergebnis in einem serologischen Test auf Antikérper
gegen MAP erzeugen (Cousins et al., 1999; Roussel et al., 2007). So ist das Auftreten
von falsch-positiven ELISA-Ergebnissen innerhalb einer Herde mit der Ausscheidung
von normalerweise in der Umwelt vorkommenden Mykobakterien (M. asiaticum,
M. celatum, M. gordonae, M. intracellulare, M. kansaii, M. mucogenicum, M. non-
chromogenicumim, M. scrofulaceum, M. terrae-Komplex) positiv korreliert (Roussel et
al., 2007). Wegen der genetisch engen Verwandtischaft innerhalb der Spezies
M. avium treten Kreuzreaktionen zwischen ihren Subspezies auf (Wilks et al., 1981;
Cocito et al., 1994). Osterstock et al. (2007) untersuchten die Antikdrperantwort in
Kélbern (n=19), welchen einmalig abgetdtete Bakterien der Spezies MAP (n = 2),
MAA (n=3), M. scrofulaceum (n=3), M. intracellulare (n=3), M. terrae (n=3),
M. celatum (n =3) oder keimfreies Medium (n=2) subkutan injiziert wurden. Die
Serumproben der Kélber wurden im Zwei-Wochen-Rhythmus Uber einen Zeitraum von
10 Wochen in zwei kommerziell erhaltichen ELISAs (HerdChek® ParaChek®)
untersucht. AuBer denjenigen Kalbern, die mit M. celatum oder dem keimfreien
Medium inokuliert worden waren, reagierten in diesem Zeitraum alle anderen Kalber in
mindestens einem der zwei ELISAs positiv. Auch 7 von 32 (21,9 %) an boviner Tuber-
kulose erkrankten Rindern reagierten im HerdChek®-ELISA und dem ParaChek®-
ELISA positiv (Lilenbaum et al., 2009).

Mit dem Ziel falsch-positive Reaktionen zu vermeiden, wurde bereits 1984 die
Adsorption der Serumproben mit einem Ganzzelllysat von M. phlei empfohlen, bevor
sie im ELISA getestet werden (Praadsorption)(Yokomizo et al., 1985). Grundlage
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dieser Empfehlung war, dass mit der M. phlei-Praadsorption im Vergleich zur Praad-
sorption mit MAA, MAP oder M. bovis die MAP-positiven Rinder von den M. bovis-
positiven Rinder serologisch am besten abzugrenzen waren. Ein daraufhin entwickelter
ELISA erreichte bei der Untersuchung von 274 kulturell-bakteriologisch MAP-negativen
(Kot) und 53 MAP-ausscheidenden Rindern eine Sensitivitdt von 53 % bei einer
Spezifitdt von 98,8 % (Milner et al., 1987; Milner et al., 1990). Ein kommerziell
erhéltlicher ELISA der Firma IDEXX Laboratories konnte trotz MP-Pr&adsorption
jedoch nicht sicher zwischen MAP- und M. bovis-infizierten Rindern unterscheiden
(Olsen et al.,, 2001). Olsen et al. (2001) versuchten die Spezifitdt eines ELISAs zu
verbessern, indem sie die verwendeten MAP-Antigene (MAP-Kulturiberstand nach
Ultraschallbehandlung) vor ihrer Verwendung als Testantigene im ELISA mit poly-
valentem MAA-Antiserum adsorbierten. Von 56 kulturell-bakteriologisch positiven (Kot)
Rindern konnten 37 (66 %) richtig positiv erkannt werden. Aber auch dieser ELISA
konnte serologisch nicht zwischen experimentell mit MAP- und mit M. bovis-infizierten
Rindern unterscheiden.

Neben der Verwendung unterschiedlicher Antigene und der Durchfiihrung einer
Praadsorption der Serumproben beeinflussen jedoch auch Test-unabhangige Faktoren
die Wertepaare fir die Sensitivitdt und die Spezifitdt der ELISA-Systeme. So héangen
die Sensitivitat und Spezifitat eines ELISA von dem verwendeten Goldstandard ab, mit
dem die Tiere der Testpopulation als MAP-positiv bzw. MAP-negativ definiert werden.
Am lebenden Rind wird vorwiegend der kulturell-bakteriologische MAP-Nachweis im
Kot als Goldstandard verwendet. Allerdings ist die kulturelle Untersuchung sensitiver,
wenn sie an Darmgewebe vorgenommen wird als an Kot (Whittington und Sergeant,
2001). So waren von 150 kulturell-bakteriologisch negativen (Kot) Rindern aus Herden
mit maBigem Paratuberkulose-Problem (5 - 15 % MAP-Ausscheider) mehr als 30 %
der Tiere bei der kulturell-bakteriologischen Organuntersuchung am Schlachthof MAP-
positiv (Whitlock, 1996). Drei kommerziell erhaltliche ELISAs (HerdChek®, ParaChek®,
SERELISA®) erreichten bei der Verwendung des kulturell-bakteriologischen Kot-
befundes als Goldstandard eine Sensitivitdt zwischen 13,9 % und 27,8 % mit einer
Spezifitdt zwischen 90,1 % und 97,6 % (McKenna et al., 2006). Eine niedrigere
Sensitivitdt zwischen 6,9 % und 16,9 % bei vergleichbarer Spezifitdt (90,6 % bis
97,6 %) wurde erreicht, wenn die kulturell-bakteriologischen MAP-Befunde der Proben
von lleum- und Darmlymphknoten zugrunde gelegt wurden.

Die Sensitivitat der MAP-spezifischen ELISA-Systeme ist auch abhangig vom
Infektionsstadium, in dem sich das Rind zum Zeitpunkt der Probennahme befindet
(Ridge et al., 1991; Whitlock et al., 2000; Dargatz et al., 2001; Kalis et al., 2002).
Kéhler et al. (2008) verglichen die Ergebnisse von 5 kommerziell erhaltlichen ELISAs
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(Pourquier®, Svanovir®, HerdChek®, SERELISA®, ID Screen® miteinander. Dabei
wurden Serumproben von Rindern im Klinisch apparenten (n=32) und im klinisch
inapparenten Stadium der MAP-Infektion (n = 62) getestet. Unter den klinisch kranken
Rindern erreichte der Pourquier®-ELISA eine Sensitivitat von 77,4 % und unter den
klinisch inapparenten infizierten Tieren 33,9 %. Der Svanovir®-ELISA war hier mit
90,3 % bzw. 54,8 % sensitiver. In einer anderen Studie wurden 35 Rinderserumproben
in einem ELISA, welcher von Milner et al. (1987) entwickelt worden war, untersucht
(Billman-Jacobe et al., 1992). Bei Rindern mit Paratuberkulose-Symptomen (n = 10)
erreichte der ELISA eine Sensitivitat von 80 %, bei klinisch unauffalligen Ausscheidern
(n =15) nur von 26,6 %.

Wie in der KBR und im AGIDT ist auch der im ELISA ermittelte MAP-spezifische
Antikorpertiter positiv mit der Menge des mit dem Kot ausgeschiedenen Erregers
korreliert (de Lisle et al,, 1980; de Lisle et al., 1980). Dies wiederum steht mit dem
Infektionsstadium in Zusammenhang. So konnte eine positive Korrelation zwischen der
Sensitivitat eines mit LAM beschichteten ELISAs und der Menge des Erregers im Kot
festgestellt werden (Sweeney et al, 1995). Fir ,starke® MAP-Ausscheider
(> 10 KbE/2 g Kot) betrug die Sensitivitat 75 %, fir ,schwache® MAP-Ausscheider
(< 10 KbE/2 g Kot) nur 15 %. Ahnliche Ergebnisse erzielten Kalis et al. (2002), bei
denen die Sensitivitédt eines kommerziellen ELISA bei ,schwachen“ MAP-Ausscheidern
(1-10 KbE/2 g Kot) 19 % und bei ,starken® MAP-Ausscheidern (> 100 KbE/2 g Kot)
dagegen 75 % betrug.

Aufgrund der langen Inkubationszeit der Paratuberkulose ist eine Zunahme des
MAP-spezifischen Antikdérpertiters mit dem Alter der Rinder zu beobachten (Jakobsen
et al., 2000). Auch der Anteil der ELISA-positiven Tiere steigt mit dem Alter zunachst
an. So waren die ELISA-Titer bei Kiilhen ab der zweiten Laktation signifikant héher als
bei Kilhen in der ersten Laktation (van Schaik et al., 2003). Bei der Untersuchung von
15.882 Rindern in 378 Betrieben war der Anteil ELISA-positiver Tiere in der Alters-
gruppe der 5- bis 6-jahrigen mit 4,5% am hdchsten, dagegen in der jingsten
Altersgruppe mit Rindern im Alter von 3 bis 4 Jahren mit 2,3 % am niedrigsten
(Muskens et al., 2003).

Der MAP-spezifische Antikorpertiter einer Kuh scheint aber nicht nur von ihrem
Alter abzuhangen, sondern auch davon, in welcher Phase der Laktation die Serum-
probe gezogen wurde (van Schaik et al, 2003). Die niedrigsten MAP-spezifischen
ELISA-Titer wurden bei Kihen in den ersten 15 Tagen der Laktation festgestellt (van
Schaik et al., 2003). Bis zum 60. Tag nahm dieser Titer stetig zu und blieb dann bis
zum Ende der Laktation konstant auf dem erreichten Level. In der Tockenstehperiode
bis hin zur Geburt nahmen die MAP-spezifischen Antikdrpertiter wieder ab.
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Der MAP-spezifische Antikdrpertiter eines Rindes unterliegt auch der taglichen
Schwankung. So variierten die MAP-spezifischen IgG-Titer bei 3 weiblichen Rindern,
welche Uber einen Zeitraum von 30 Tagen untersucht wurden, von Tag zu Tag mit
einer Standardabweichung bis zu 47 % um den 30-Tage-Mittelwert (Barrington et al.,
2003). Die Autoren vermuteten, dass unterschiedlich starke Verluste an Immun-
globulinen tber den Magen-Darm-Trakt fir diese Variabilitat ursachlich waren.

Die physiologischen Stoffwechselvorgdnge vor und nach der Geburt eines
Kalbes haben einen groBen, antigenunspezifischen Einfluss auf den Serumimmun-
globulinspiegel der Mutter und wirken sich damit ebenfalls auf den mdglicherweise
vorhandenen MAP-spezifischen Antikorpertiter aus. Dabei wurden fur die
verschiedenen Antikérpersubtypen unterschiedliche Schwankungen des Serum-
spiegels beobachtet (Detilleux et al., 1995). So nehmen im Serum gemessenes IgM
und IgG; 5 Wochen vor der Geburt bis unmittelbar vor der Geburt kontinuierlich um bis
zu 7 % bzw. 62 % ab. Der IgG,-Spiegel zeigte keine Veranderung. Nach der Geburt
stiegen die Serumspiegel der Antikérper wieder an. Der starke Abfall des IgG-Spiegels
ist vermutlich darauf zurtickzufiihren, dass die Antiképer in der Milchdrlise zur Bildung
des IgG;-reichen Kolostrums herangezogen werden (Sohal et al., 2008). Deshalb wird
auch der MAP-spezifische Antikdrpertiter von der Geburt beeinflusst. Stabel und Goff
(2004) zeigten in einer ELISA-gestitzten Verlaufsuntersuchung an 12 seropositiven
Kihen, dass der MAP-spezifische Antikdrpertiter bis zum Tag der Geburt um 55 % fiel.
Der urspriingliche Titerwert wurde erst wieder 14 Tage post partum erreicht.
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Tabelle 2: In Deutschland eingesetzte ELISA-Verfahren
ELISA Firma Antigen ~ Praad- Zulas- Status  Quelle
sorption sungsnr.
Cattletype® - ,MAP- ) zugelassen, 6
MAP Ab LDL, Leipzig pntigen MP FLEBATT “onaicn  CH
Herd-Chek® M. Produktion
paratuberculosis Lucljlavllz);)éur C;e:]r;izzeerl]l- MP seit 2007 PM7
Antibody Kit gsburg g eingestellts
ID Screen®
Paratuberculosis 0 Vo1 MAP- Mp FLB4gz  UOEESSEN. gy
) Montpellier Extrakt erhaltlich
Indirect
PARACHEK®2 Prionics, ,MAP- ) zugelassen, 6
Antibody ELISA Ziirich Antigen* MP FLI-B 477 erhaltlich GH
Pourquier® ELISA IDEXX, : BGVV-B zugelassen, 6
Paratuberculosis Ludwigsburg PPA MP 263 erhaltlich GH
SERELISA® Produktion
M. ParaTb AbMono DY NBIOTICS - ppy seit2008  GH°
) Europe, Lyon X
Indirect eingestellt*
. Produktion
Svanovir® Svanova, LAM? seit 2008 GHe
Para-TB-Ab Uppsala ;
eingestellt®
Erlduterungen: protoplasmatisches Antigen

N o g~ W N =

Lipoarabinomannan
Heine, IDEXX, 2009, personliche Mitteilung
Schneider, Synbiotics, 2009, persénliche Mitteilung
Schrdder, LDL, 2008, persénliche Mitteilung
Gebrauchsinformation Hersteller
Heine, IDEXX, 2009, persdnliche Mitteilung
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Tabelle 3: Sensitivitat und Spezifitat verschiedener kommerziell erhéltlicher
ELISA-Systeme (Kotkultur als Goldstandard)

ELISA Sensitivitat  Spezifitat Anzahl der

(%) (%) Tiere' Referenzen

" ® Béttcher und Gangl, 2004;
Svanovir 27,8-70  76,0-90,1  396-994  McKenna et al., 2005;

Kohler et al., 2008

Béttcher und Gangl, 2004;
Collins et al., 2005;

Pourquier®  28,0-72,0  92,0-100 66-2.748 ~ McKenna et al,, 2005; Fry
et al., 2008; Kdhler et al.,
2008; Shin et al., 2008;
Leroy et al., 2009

Sweeney et al., 1995;
Stabel et al., 2002;
o Béttcher und Gangl, 2004;
HerdChek 16,6-55,5 94,9-99,7 396-2.748 Collins et al., 2005:
McKenna et al., 2005; Fry
et al., 2008; Kdhler et al.,
2008; Shin et al., 2008

® Collins et al., 2005; Kéhler
SERELISA 40,0-45,5 84,7-94,8 396-2.453 et al., 2008: Shin et al.,

2008

ID Screen®  41,5-582  99,3-99,4 396-398  Fry et al, 2008; Kohler et
al., 2008

Reichel et al., 1999;
Collins et al., 2005;

Parachek®  23,5-37,7  95,0-99,7  398-2.453  Lombard et al.,, 2006;
McKenna et al., 2006; Fry
et al., 2008; Shin et al.,

2008
John’ Collins et al., 1991; Ridge
onn S ®3 43,4-48,8 99,0-99,8 346-1.041 et al., 1991; Sockett et al.
Absorbed ) ’ v
1992
Erlauterungen: ! Rinder im Alter von Uber 2 Jahren

23 Nur in den USA zugelassene ELISA-Kits:
Parachek®-ELISA: Biocor Animal Health, Omaha
Nebraska, lbernommen von Pfizer Animal Health
Johne’s Absorbed®-ELISA: Commonwealth Serum
Laboratories, Parkville, Victoria, Australien
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3.4 Durchflusszytometrie-basierter Antikorpernachweis

Von Eda et al. (2005) wurde erstmals eine Methode zum Nachweis MAP-
spezifischer Antikdrper publiziert, welche auf der Durchflusszytometrie (DFZM)
basiert. Bei dieser Methode wurden intakie MAP-Bakterien mit den zu unter-
suchenden Rinderserumproben inkubiert. AnschlieBend wurden die an die
Bakterien gebundenen IgG-Antikdrper durchflusszytometrisch detektiert und
quantifiziert. Mit dieser Methode konnten MAP-spezifische Antikérper bei Kalbern
schon ab dem 170. Tag nach intratonsillarer Inokulation nachgewiesen werden. Im
Vergleich zu dem kommerziell erhaltlichen HerdChek®-ELISA war die DFZM-
Methode sensitiver und ermdglichte eine Unterscheidung zwischen MAP- und
MAA-infizierten Kalbern. Natdrlich mit MAP infizierte Rinder wurden mit der DFZM-
Methode 6 bis 44 Monate friher als mit dem kulturell-bakteriologischen MAP-
Nachweis in Kotproben erkannt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung lieferten den AnstoB zu den tierexperi-
mentellen Untersuchungen, die in der hier vorliegenden Dissertation beschrieben
sind.



Il Material und Methoden

1 Bakterienstamme

Als Infektionserreger flr den Tierversuch und als Antigen (Messpartikel) fir die
Durchflusszytometrie (DFZM) wurde der Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP)-Stamm K10 verwendet. Als Kontroll- und Préaadsorptionsantigene stand fir die
durchflusszytometrischen Antikdrper-Tests (DFZM-Ak-Tests) je ein Stamm von Myco-
bacterium avium subsp. avium (MAA) und Mycobacterium phlei (MP) zur Verfigung.
Zur Etablierung der DFZM-basierten Zellzdhlung wurde auBerdem der Escherichia coli-
Stamm C600 eingesetzt. Eine Ubersicht der verwendeten Bakterienstdmme ist in

Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme

urspriinglich

Spezies Stamm isoliert aus Herkunft
bR ST oS aosy A
My C‘;ﬁg’gtpe_’r ZJ‘ZL avum - ATCC 25291 Leber (Huhn) (Nr[_)imz%)
Mycobacterium phlei ATCC 43239 k.A. (Nr[.)igﬂzzag)
ovofusooum  ATCC1esst  DREICREN o aeen)
Escherichia coli C600 La;t)eonrgi[zrr;er; Karch'
Erlauterungen: ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, USA
DSMZ: Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig

K.A. keine Angaben
Prof. Dr. Dr. h.c. Helge Karch, Institut fir Hygiene,
Universitatsklinikum Minster
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2 Betriebe

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Kiihe aus insgesamt 8 vorberichtlich
MAP-negativen und zwei Paratuberkulose-Problembetrieben beprobt (Tabelle 5). Bei
den Betrieben handelte es sich ausschlielich um Milchviehbetriebe in Hessen,
Nordrhein-Westfalen und Rheinland-Pfalz. In den 8 vorberichtlich MAP-negativen
Betrieben wurden alle Tiere im Alter von Uber 24 Monaten nach dem unten genannten
Beprobungsschema beprobt. In den Paratuberkulose-Problembetrieben wurde nur eine
Auswahl von Tieren beprobt.

2.1 MAP-unverdachtige Rinderbetriebe

Die Akquirierung MAP-negativer Kélber fir die experimentelle Infektionsstudie
erfolgte aus MAP-unverdachtigen Betrieben. Zur Identifizierung solcher Rinderbetriebe
wurde in Kooperation mit den Arbeitsgruppen der Klinik fir Wiederkduer und Schweine
(KWS) und dem Institut fir Tierarztliche Nahrungsmittelkunde (IFTN) in GieBen ein 3-
stufiges Auswahlverfahren etabliert. Dieses umfasste eine Vorauswahl geeigneter
Betriebe, eine blutserologische Untersuchung (Erst- und evil. Wiederholungsunter-
suchung) sowie eine kulturell-bakteriologische Untersuchung (Kotuntersuchung) aller
weiblichen Rinder im Alter von tber 24 Monaten.

Vorauswahl. In die Vorauswahl gelangten nur Betriebe, die folgende Kriterien
erfillten:

e Rasse Deutsche Holstein

e Milchviehbetriebe

e Erreichbarkeit des Betriebes in weniger als 3 Stunden Fahrtzeit mit dem PKW

e Remontierung der Herde aus eigener Nachzucht (It. Angabe der Betriebsleiter)

e Bisher keine Paratuberkulosefalle oder kulturell-bakteriologisch bestatigte MAP-
Infektionen [Landesbetrieb Hessisches Landeslabor (LHL) GieBen, persénliche
Mitteilung an Dr. T. Seeger, KWS, JLU GiefB3en]

e Bereitschaft des Betriebinhabers, weibliche Kalber abzugeben

Erstuntersuchung. In Betrieben, welche die Kriterien der Vorauswahl erfillten,
wurden allen weiblichen Rindern im Alter von Gber 24 Monaten Blutproben entnommen
und dem vorher festgelegten Beprobungsschema unterzogen (Abbildung 1). Dazu
wurden die Serumproben mittels Svanovir®-ELISA auf MAP-spezifische Antikdrper
untersucht. Tiere mit positivem oder fraglichem Testergebnis wurden im Pourquier®-
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ELISA nachgetestet. Bei einem Pourquier®-positiven oder -fraglichen Ergebnis wurde
der Betrieb nicht weiter untersucht und erhielt den Status MAP-verdachtig.

Wiederholungsuntersuchung. Nur wenn die Svanovir®-positiven und —frag-
lichen Rinder eines Betriebes alle im Pourquier®-negativ reagierten, wurden sie -
analog zur Erstuntersuchung - einer zweiten serologischen Untersuchung unterzogen.
Bei einem Pourquier®-positiven oder -fraglichen Ergebnis wurde der betroffene Betrieb
nicht weiter untersucht und erhielt den Status MAP-verdéachtig.

Kotuntersuchung. AnschlieBend an die Erst- und Wiederholungsuntersuchung
wurde allen Rindern Uber 24 Monaten eine Kotprobe entnommen und diese im IFTN
kulturell-bakteriologisch und molekularbiologisch auf das Vorhandensein von MAP
untersucht. Ein Betrieb erhielt den Status MAP-unverdachtig, wenn alle untersuchten
Rinder einer Herde in der serologischen Untersuchung Svanovir®-negativ oder
Pourquier®-negativ waren und alle kulturell-bakteriologischen sowie molekular-
biologischen Kotuntersuchungen im Betrieb negativ ausfielen. Reagierte auch nur ein
untersuchtes Rind in der kulturell-bakteriologischen und/oder molekularbiologischen
Kotuntersuchung positiv, galt der Betrieb als MAP-verdachtig.

Zweituntersuchung. Um den MAP-Status der MAP-unverdachtigen Betriebe zu
Uberprlfen, wurden ein bis eineinhalb Jahre nach der Erstuntersuchung erneut alle
Rinder im Alter von Uber 24 Monaten serologisch untersucht. Die Zweituntersuchung
folgte dem Prinzip der Erstuntersuchung (siehe oben), die Wiederholungsuntersuchung
wurde jedoch nicht vorgenommen. Kotproben wurden lediglich von Tieren entnommen,
die bei der Erstuntersuchung jinger als 24 Monate alt waren und dementsprechend
noch nicht beprobt worden waren. Ein Betrieb wurde als MAP-unverdachtig bestétigt,
wenn alle untersuchten Rinder der Herde in der serologischen Untersuchung ein
Pourquier®-negatives Ergebnis aufwiesen und die kulturell-bakteriologischen sowie
molekularbiologischen Kotuntersuchungen ebenfalls negativ ausfielen.

2.2 MAP-Problembetriebe

Ein Betrieb erhielt den Status eines MAP-Problembetriebes, wenn vorberichtlich in der
Vergangenheit klinische Paratuberkulosefélle in diesem Betrieb aufgetreten waren und
der Direktnachweis von MAP im Kot eines oder mehrerer Rinder positiv ausgefallen
war (Dr. T. Seeger, KWS, JLU GieBen, persdnliche Mitteilung).
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’ Alle weiblichen Rinder > 24 Monate ‘

Erstuntersuchung /

Sv -

MAP-verdachtiger

Wiederholungs- Betrieb

untersuchung

Alle weiblichen Rinder > 24 Monate ‘
Kotuntersuchung 1 l l

m ——- /A P-Vverdachtiger

l Betrieb
MAP-unverdéchtiger Betrieb
’ Alle weiblichen Rinder > 24 Monate

Zweituntersuchung

(12-18 Monate nach / \ s m ——- /AP-verdéchtiger

Betrieb
der Erstuntersuchung) e

Sv +

Alle weiblichen Rinder > 24 Monate, die bei der
Erstuntersuchung jinger als 24 Monate waren

Kotuntersuchung 2 l l

[T g \IAP-verdachtiger

l Betrieb

MAP-unverdéchtiger Betrieb

Abbildung 1:  Algorithmus zur Identifizierung MAP-unverdachtiger Betriebe
Kot:  Direktnachweis von MAP im Kot mittels Kultur und PCR

Pg:  Pourquier®ELISA

Sv:  Svanovir®-ELISA
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die Rinderbetriebe

Bundes- MAP-Status

Betrieb Tierzahl'

lan
and Erstuntersuchung Zweituntuntersuchung

vorberichtlich MAP-negative Betriebe

Betrieb 1 H 42 unverdachtig unverdachtig
Betrieb 2 RP 65 unverdachtig unverdachtig
Betrieb 3 H 53 unverdachtig unverdachtig
Betrieb 4 H 37 unverdachtig verdachtig
Betrieb 5 H 62 verdachtig n.b.
Betrieb 6 H 49 verdachtig n.b.
Betrieb 7 H 13 verdachtig n.b.
Betrieb 8 H 52 verdachtig n.b.

MAP-Problembetriebe

Betrieb 9 H 111 n.b. n.b.
Betrieb 10 NRW 120 n.b. n.b.
Erlauterungen: ! weibliche Rinder im Alter von Uber 24 Monaten

H: Hessen

n.b.: nicht bestimmt
NRW: Nordrhein-Westfalen
RP: Rheinland-Pfalz

3 Rinder

3.1 Kiihe

MAP-negative Kiihe (n=22) wurden anhand ihrer Herkunft aus den 4 MAP-
unverdachtigen Betrieben 1 (n=6), 2 (n=6), 3 (n =5) und 4 (n = 5) definiert, welche
im Zuge der Betriebsuntersuchungen identifiziert worden waren (siehe Kapitel 1112.1).
MAP-positive Kihe (n = 18) wiesen einen positiven Direktnachweis von MAP im Kot
(Kultur- und/oder PCR-Nachweis) auf. Sie standen in den oben genannten MAP-
Problembetrieben 9 (n = 8) und 10 (n = 7) sowie in den im Rahmen der Betriebsunter-
suchungen als MAP-verdachtig identifizierten Betrieben 5 (n = 1) und 6 (n = 2).
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3.2 Kalber der experimentellen Infektionsstudie

Im Rahmen der experimentellen Infektionsstudie wurden insgesamt 14 Kalber
aus 4 MAP-unverdachtigen Betrieben erworben (Tabelle 6); 7 Kalber bildeten die
Kontrollgruppe, die anderen 7 Kalber wurden experimentell mit MAP infiziert
(Infektionsgruppe).

Die Muttertiere der Kélber waren 4 bis 7 Tage nach der Geburt mit jeweils
negativem Ergebnis sowohl serologisch (Blut) auf MAP-Antikdrper mittels Pourquier®-
ELISA als auch kulturell-bakteriologisch und molekularbiologisch (Kot) auf MAP
untersucht worden.
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Tabelle 6:

Auflistung der in der Kontroll- und der Infektionsgruppe
verwendeten Kalber

Bezeichnung G::tt:tns' Hi';;t'i:fgs' e;;:‘teei :l{\ét]azs Kommentar
Kontrollgruppe
Kalb 1 01.01.2008 3 375
Kalb 2 t 17.01.2008 2 46 E‘f;?gg:tﬂg;’{]‘?ﬂ;'}ges
Kalb 3 31.01.2008 2 387
Kalb 4 11.02.2008 2 377
Kalb 5 08.03.2008 3 357
Kalb 6 18.03.2008 3 368
Kalb 7 19.03.2008 1 368
Infektionsgruppe
Kalb 8 26.10.2008 1 377
Kab9t  31.10.2008 1 23 Direk};""%‘f’?& it MAP
Kalb 10 06.11.2008 4 366
Kalb 11t  20.11.2008 4 253 Euthanasie wegen
hochgradiger Peritonitis
Kalb 12 25.11.2008 2 361
Kalb 13 17.12.2008 2 385
Kalb 14 10.01.2009 2 372
Erlauterungen: T friihzeitig aus der Studie ausgeschieden

aus der Studie

entspricht der ,Nullprobe*“ vor der Inokulation
Alter bei Beendigung der Studie bzw. beim Ausscheiden
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3.3 Kalber der Feldstudien

3.3.1 Kohortenstudie 1

Im Rahmen der Kohortenstudie 1 wurden insgesamt 12 weibliche Kalber des
MAP-Problembetriebes 9 ab der 1. oder 2. Lebenswoche untersucht. In Abhangigkeit
davon, wie die Kalber nach der Aufnahme von Kolostrum im DFZM-IgG-Test
reagierten, wurden sie der Gruppe der Kalber mit initialen MAP-Antikérpertitern
(wpositive” Kélber) oder der Gruppe ohne initiale MAP-Antikérpertiter (,negative”
Kélber) zugeordnet. Jede Gruppe umfasste 6 Kélber. Die Cut Off-Werte zur Differen-
zierung zwischen ,positiven®, ,fraglichen® und ,negativen“ Antikdrpertitern wurden
anhand der bei den Kontrolltieren in der experimentellen Infektionsstudie ermittelten
Messwerte errechnet. Die berechneten Cut Off-Werte sind in der Tabelle 18 (auf
Seite 97) aufgelistet.

Bei 10 Kélbern erfolgte die erste Beprobung in der ersten Lebenswoche. Zwei
Kélber wurden erstmalig in der dritten Lebenswoche beprobt. Danach wurden die
Kélber in einem Abstand von 4 bis 6 Wochen Uber einen Zeitraum von mindestens 6
Monaten wiederholt einer serologischen Untersuchung unterzogen. Zusétzlich wurden
die Muttertiere der Kélber mindestens zweimal im Abstand von 2 Monaten beprobt
(Kot- und Serumproben).

3.3.2 Kohortenstudie 2

Im Rahmen der Kohortenstudie 2 wurden Serum- und Kotproben von 24
weiblichen Jungrindern aus dem MAP-Problembetrieb 9 und von 10 weiblichen Jung-
rindern aus dem MAP-unverdachtigen Betrieb 3 enthommen (Tabelle 7). Die erste
Probennahme erfolgte friihestens im Alter von 7 Lebensmonaten. AnschlieBend fanden
4 bis 5 weitere Beprobungen im Abstand von 3 Monaten statt, bis die Tiere ein Alter
zwischen 20 bis 22 Lebensmonaten erreicht hatten.
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Tabelle 7: Tierdaten der Rinder aus den Kohortenstudien
Feld K2 / Rind 1 17.01.08 - 9 1,2
Feld K3 / Rind 2 13.02.08 - 9 1,2
Feld K4 / Rind 3 10.02.08 - 9 1,2
Feld K5/ Rind 6 01.03.08 + 9 1,2
Feld K6 / Rind 7 27.03.08 - 9 1,2
Feld K9 16.05.09 - 9 1
Feld K10 29.06.09 - 9 1
Feld K11 28.06.09 - 9 1
Feld K12 23.06.09 - 9 1
Feld K13 16.07.09 + 9 1
Feld K14 19.07.09 - 9 1
Feld K15 21.11.09 - 9 1
Rind 4 04.02.08 - 9 2
Rind 5 08.03.08 - 9 2
Rind 8 18.03.08 - 9 2
Rind 9 21.03.08 - 9 2
Rind 10 28.02.08 k.P. 9 2
Rind 11 19.02.08 k.P. 9 2
Rind 12 28.03.08 - 9 2
Rind 13 24.04.08 ? 9 2
Rind 14 26.02.08 - 9 2
Rind 15 21.04.08 - 9 2
Rind 16 29.03.08 k.P. 9 2
Rind 17 12.03.08 - 9 2
Rind 18 23.05.08 + 9 2

Fortsetzung und Erlauterung der Tabelle 7 auf der nachsten Seite
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Tabelle 7 (Fortsetzung):

Bezeichnung Geburtsdat. Pm&:g‘:t?:ris Betrieb Studie
Rind 19 25.04.08 - 9 2
Rind 20 10.05.08 - 9 2
Rind 21 22.04.2008 - 9 2
Rind 22 26.05.08 - 9 2
Rind 23 18.05.08 k.P. 9 2
Rind 24 15.07.08 + 9 2
Rind 25 22.04.08 - 3 2
Rind 26 02.05.08 + 3 2
Rind 27 26.04.08 - 3 2
Rind 28 14.05.08 - 3 2
Rind 29 04.04.08 k.P. 3 2
Rind 30 10.05.08 - 3 2
Rind 31 16.05.08 - 3 2
Rind 32 24.06.08 - 3 2
Rind 33 26.07.08 - 3 2
Rind 34 28.05.08 - 3 2

Erlauterungen: k.P.: keine Probe vorhanden

Pg:  Pourquier®ELISA

- negativer Pourquier®-Titer (< 60 %)

?: fraglicher Pourquier®-Titer (> 60 % und < 70 %)
+: positiver Pourquier®-Titer (= 70 %)
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4 Experimentelle Infektionsstudie

In Form einer Longitudinalstudie wurden insgesamt 14 Kalber aus 4 MAP-
unverdachtigen Betrieben erworben und Uber den Zeitraum von einem Jahr regelmaBig
beprobt. Sieben Kalber bildeten die Kontrollgruppe, die anderen 7 Kalber wurden
experimentell mit MAP infiziert (Infektionsgruppe). Mit den zwei Kalbergruppen wurde
zeitlich um 10 Monate versetzt begonnen.

Unterbringung. Alle Kalber wurden zur Eingewdhnung zwischen dem 4. und
7. Lebenstag im lIsolierstall der KWS untergebracht. Die Pflege der Kélber erfolgte
durch ausgebildetes Personal. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Kalbern der Kontroll-
und der Infektionsgruppe in der Klinik (getrennte Stallungen) wurden diese von jeweils
eigenen Teams versorgt. Bis zur 5. W.p.i. wurden die Kélber in Einzelhaltung, danach
paarweise in einer mit Stroh eingestreuten Box gehalten. Nachdem sich das jeweils
jungste Kalb der Gruppe von der 4. Operation (24 W.p.i.) erholt hatte, wurde die
gesamte Gruppe in ein auBerhalb der Rinderklinik gelegenes Stallgebdude umgestallt.
Alle 6 Tiere wurden dort zusammen in einer groBen Laufbox mit Stroheinstreu unter
Isolierstallbedingungen gehalten.

Futterung. Die Kélber hatten permanenten Zugang zu frischem Wasser, das
Uber Eimer- bzw. Selbsttranke zugeflhrt wurde. Zusatzlich verfligte jede Box Uber
einen Mineralleckstein. Die Kalber wurden dreimal taglich mit jeweils 2 bis 3 Liter
Milchaustauscher getrankt. Frihestens in der Woche nach der dritten Operation (ab
12 W.p.i.) wurden die Kélber abgesetzt. Heu wurde den Kalbern ab dem Tag der Auf-
stallung im Isolierstall angeboten. Kraftfutter wurde langsam bis zur maximalen Menge
von ca. 2 kg pro Tag und Kalb angefittert.

Inokulation. Die Inokulation der MAP-Suspension erfolgte dreimal im Abstand
von je 2 Tagen am 10., 12. und 14. Lebenstag. Die Kélber aus der Infektionsgruppe
erhielten Inokula, welche mit einer definierten Menge an MAP-Bakterien versetzt waren
(Herstellung siehe Kapitel lll 8.4), die Kontrolltiere erhielten Scheininokula. Alle Kélber
nahmen die Inokula freiwillig, selbstandig und vollstandig auf.

Beprobungsschema. Allen Kélbern wurden zu den jeweils gleichen definierten
Zeitpunkten Darmlymphknotenbioptate, Kot-, Vollblut- und Serumproben entnommen.
Die Beprobungshaufigkeit und die -intervalle sind in Abbildung 2 dargestellt. Alle
Proben einschlieBlich der Bioptate wurden von Mitarbeitern der KWS entnommen. Die
,Nullprobe“ (Kot-, Vollblut- und Serumprobe) wurde einen Tag vor der ersten
Inokulation (9. Lebenstag) gewonnen. Darmlymphknotenbioptate wurden in der 2., 4.,



4 Experimentelle Infektionsstudie 45

12. und 24. Woche post infectionem (W.p.i.) sowie am Tag der Euthanasie
entnommen. In den ersten 2 Wochen nach den Inokulationen wurden Kotproben in
zweitdgigem Abstand entnommen, danach erfolgten 2 Beprobungen im wdchentlichen
Abstand. AnschlieBend wurde ein 14-tadgiger Beprobungsrhythmus bis zum Ende der
Studie fortgefuhrt. Vollblutproben wurden im 4-Wochen-Rhythmus gewonnen. Serum-
proben fiir den MAP-spezifischen Antikérpernachweis (Pourquier®-ELISA, DFZM-Ak-
Tests) wurden 14-t4gig entnommen. In der 52.+3 W.p.i. wurden die Kalber
euthanasiert und einer pathologischen Untersuchung unterzogen (in Kooperation mit
den Mitarbeitern des Institut fir Veterinarpathologie, der KWS und des IFTN, JLU
GieBen).

Klinische und labordiagnostische Untersuchungen. Bei der Einstallung
wurden die Kalber einer klinischen Untersuchung unterzogen sowie Laborparameter
(Blutbild, Blutgase, Elektrolyte, Mengen- und Spurenelemente) bestimmt. AuBerdem
wurde der Kot am Tag der Einstallung und 2 Tage darauf erneut auf Kryptosporidien
untersucht. Bei allen Kalbern wurde bis zum 6. Lebensmonat dreimal taglich, danach
zweimal taglich die Koérpertemperatur rektal gemessen. Alle Kélber wurden einmal
taglich einer klinischen Untersuchung unterzogen. Die labordiagnostischen Parameter
wurden am Tag vor und nach jeder Operation bestimmt. Das Gewicht der Kélber wurde
bei Einstallung, vor jeder Operation und am Tag der Euthanasie gemessen. Alle
klinischen und labordiagnostischen Untersuchungen wurden von Mitarbeitern der KWS

durchgefuhrt.
Inokulation Darmlymphknotenbioptat
| | | T
4Tp| 20 24 Wp.i. T 52W.p.i

@ 4 ﬂ J ﬂ@ﬂ@ﬂ@ﬂ@ﬂ@ﬂ@

ﬂ Kotprobe ﬂ Serum-, Kotprobe @ Serum-, Vollblut-, Kotprobe

Abbildung 2: Beprobungsschema in der experimentellen Infektionsstudie
T.p.i.:  Tage post infectionem
W.p.i..  Wochen post infectionem
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5 Serumproben

Bei Rindern im Alter von Uber 6 Monaten erfolgte die Blutentnahme durch die
Punktion der Schwanzvene. Bei Kélbern der Kohortenstudie 1 im Alter von unter
6 Monaten und den Kaélbern aus der Infektionsstudie wurde die Vena jugularis
punktiert. Das Blut wurde in 10 ml Serumrdhrchen aufgefangen und bei Raum-
temperatur bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Das Blut wurde am Tag der
Entnahme in den Serumrbéhrchen bei 2.700 x g fir 10 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert (Tischzentrifuge Rotina 35, Fa. Hettich ber MAGV). Der Uberstand
(Serum) wurde abgenommen, in 1,5 ml-ReaktionsgeféaBe aliquotiert und bei -20 °C
gelagert. Alle Seren wurden vor ihrer Verwendung im Durchflusszytometer in einem
Wasserbad bei 56 °C fir 30 min hitzeinaktiviert.

6 Kotproben

Kotproben wurde mit Einmalhandschuhen direkt aus dem Rektum der Rinder
entnommen und unmittelbar in ein Drehdeckelgefa3 Gberfihrt. Die kulturell-
bakteriologische und/oder molekularbiologische Untersuchung auf MAP erfolgte im
IFTN.

7 Verbrauchsmaterialien und Losungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und Lésungen sind im
Anhang aufgelistet.

8 Bakteriologische Methoden

8.1 Anzucht der Bakterienstamme

Die lyophylisierten Mykobakterienstdmme wurden nach Anleitung des Herstellers
in 1ml A.dest. (MAP) bzw. Middlebrook 7H9 (MB7H9)-Medium (MAA, MP)
suspendiert und anschlieBend in 9 ml MB7H9-Medium uberfihrt. Davon wurden 9 ml
entweder mit 15 % Glycerin oder direkt in Kryotubes a 500 pl aliquotiert und bei -70 °C
bzw. in N, gelagert. 100 ul der verbleibenden Bakteriensuspension wurde jeweils in
Glasflaschchen mit Schraubdeckel in ca. 10 ml MB7H9-Medium 1:100 verdinnt und
bei 37 °C inkubiert. Zur phanotypischen Verifizierung und Reinheitsprifung wurde der
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MAP K10-Stamm neben der Kultivierung in Flissigmedium mit dem kommerziell
erhaltlichen Herrold’s Egg Yolk Medium (HEYM)-Agar angezilchtet (Abbildung 3). Die
verwendeten Stamme von MAA und MP, deren Wachstum von Mycobactin unabhangig
ist, wurden auf dem im Haus hergestellten Ldwenstein-densen-Schragagar
angezlchtet (Abbildung 4).

Zur Anzucht von E. coli C600 wurden Einzelkolonien von der Reinkultur auf
Schafblutagar abgeimpft und in Luria-Bertani-Medium Uberfuhrt. Die Anzucht erfolgte
dann als Schuttelkultur unter aeroben Bedingungen fiir 14-16 h (37 °C, 180 rpm).
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HEYM-Agar

MAP K10 nach 8 Wochen bei 37 °C

unbeimpft

Abbildung 3: Koloniemorphologie des MAP K10-Stammes auf Herrold's Egg
Yolk Medium (HEYM)-Agar

Abbildung 4: Koloniemorphologie der Stamme ATCC 43239 (MP), ATCC 19981
(M. scrofulaceum) und ATCC 25291 (MAA) auf Lowenstein-
Jensen-Schragagar nach 4-wéchiger Inkubation bei 37 °C
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8.2 Keimzahlbestimmung

8.2.1 LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability and Counting Kit

Durchfiihrung. Die Durchfihrung orientierte sich an den Vorgaben des
Herstellers. Inkubationszeiten, Waschschritte und eingesetzte Konzentrationen wurden
nach den Ergebnissen der Vorversuche angepasst. Von der zu bestimmenden
Bakteriensuspension wurden 500 ul in ein Reaktionsgeféa3 pipettiert und in einer Tisch-
zentrifuge (Mikro 20, Fa. Hettich) bei 16.000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, wahrend das Pellet mit 25 pl einer 0,85 %igen NaCl-Lésung
resuspendiert wurde. Ein 3 pl-Aliquot dieser Bakteriensuspension wurde anschlieBend
in 281 pl einer 0,85 %igen NaCl-Lésung zusammen mit 0,9 ul einer 1:1-Mischung aus
einer SYTO 9- und einer Propidiumjodid-Stammlésung in ein 5 ml FACS-Rdhrchen
pipettiert und fir 15 min bei Raumtemperatur (RT) unter Lichtausschluss inkubiert.

Die Bead-Stammsuspension wurde nach dem Vortexen fir 5-10 min in einem
Ultraschallwasserbad (Fa. Bender & Hohbein) inkubiert, bevor sie mit der 0,85 %igen
NaCl-Lésung 1:5 verdiinnt wurde. Von dieser Suspension wurden 15 pl am Ende der
15-mindtigen Inkubationszeit zu dem Farbstoff-Bakterien-Gemisch pipettiert.

Das Gemisch aus Bakterien, Beads und Farbstoffen wurde anschlieBend im
FACSCalibur™-Gerat (Fa. Becton Dickinson) analysiert. Nach jeder Messung wurde
die Messapparatur mit 0,85 %iger NaCl-Lésung gespult, um mdglicherweise dort
verbliebene Bakterien und Farbstoff zu entfernen.

Kontrollen. Im Rahmen der Etablierung wurden die Anteile der ,lebenden® und
der ,toten* Bakterien einer MAP- und einer E. coli-Suspension nach dem
beschriebenen Standardprotokoll bestimmt. Die MAP-Kultur wurde zuvor (ber
8 Wochen bei 37 °C bebriitet. Bei der E. coli-Kultur handelte es sich um eine Uber-
nachtkultur des Stammes C600. Zur Uberpriifung der Methode wurden die folgenden 3

Kontrollansatze gemessen:
1. Kontrollansatz: mit MAP oder E. coli, ohne Farbstoff
2. Kontrollansatz: ohne Bakterien, mit Farbstoff
3. Kontrollansatz: ohne Bakterien und ohne Farbstoff
In allen weiteren Versuchen wurden der 1. und der 2. Kontrollansatz mitgeflhrt.

Gating-Strategie und Auswertung. Die Messung der Proben und die
Darstellung der Messwerte im FACSCalibur™-Gerat erfolgten mit Hilfe des Software-
programmes ,Cell Quest Pro“ (Fa. Becton Dickinson). Jede Probe wurde so lange
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gemessen bis 5.000 Beads erfasst wurden. Im Anschluss erfolgte die Auswertung der
Daten mit der Software ,FCS Express“ (Version 2, De Novo-Software, Thornhill,

Kanada).

In einem ersten Schritt wurden alle Messereignisse (Bakterien und unspezifische
Partikel) in einem Punktediagramm (Dotplot) in der Vorwartslichtstreuung (FSC;
forward scatter) und Seitwartslichtstreuung (SSC; side scatter) unabhangig von ihren
Fluoreszenzeigenschaften dargestellt (Abbildung 5A). Nach der Auswahl (gaten) der
morphologisch intakten Bakterienzellpopulation in einem elektronischen Auswertfenster
(R1), erfolgte die Darstellung der in R1 befindlichen Ereignisse in einem Dotplot-
Diagramm mit den Fluoreszenzmesskanédlen FL1 (SYTO9) versus FL3 (PI)
(Abbildung 5B). Darin konnten zwei verschiedene Populationen (R2 und R3)
unterschieden werden. Die Darstellung der ,lebenden“ Bakterien erfolgte durch die
Population R2 mit einer hdheren Fluoreszenzintensitat im FL1-Kanal (grin). Die
andere Population R3 umfasst die ,toten” Bakterien, die weniger SYTO 9-Farbstoff
gebunden hatten und eine niedrigere Fluoreszenzintensitat im FL1-Kanal aufwiesen.

Eine weitere Darstellung der gemessenen Ereignisse ohne nach R1 zu gaten
erfolgte im FL1-versus-SSC-Diagramm (Abbildung 5C). In dieser Darstellung lieBen
sich die Beads als dritte Population (R6) anhand ihrer im Vergleich zu Bakterien
gréBeren PartikelgréBe und ihrer Doppelfluoreszenz (rot/griin) abgrenzen. Die Zahl der
gemessenen Ereignisse in R2, R3 und R6 bildeten die Grundlage flur die Berechnung
der Keimkonzentration in einer Probe unter der Verwendung folgender Formel:

Keimkonzentration | Bakterien/ ml] =

_ Anzahl der Ereignisse eines Messfensters x Verdiinnungsfaktor
Anzahl Beads x107°
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FSC
FL1-Kanal

1 10' 1 1 10
S8C

FL3-Kanal

FL1-Kanal

Abbildung 5: Gating-Strategie bei der LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse im
Durchflusszytometer am Beispiel von MAP-Bakterien

[A]l:  MAP-Bakterien in R1 im FSC-versus-SSC-Diagramm
[B]:  ,lebende” (R2) und ,tote” (R3) MAP-Bakterien im FL3-versus-FL1-Diagramm
[C]: .lebende” (R4) und ,tote” (R5) MAP-Bakterien sowie Beads (R6) im FL1-versus-

SSC-Diagramm
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8.2.2 KbE-Bestimmung und ODgg-Messung

KbE-Bestimmung. Die zu untersuchende MAP-Suspension wurde im Doppel-
ansatz logy (1:10" bis 1:10° in einer 0,85 %igen NaCl-Lésung verdiinnt. Aus den
Verdiinnungsstufen 1:10° bis 1:10° wurden je 10 ul auf eine Middlebrook 7H10-Agar-
platte aufgetropft und mit Hilfe eines sterilen Plastikspatels auf der Platte verteilt.
Danach wurden die Petrischalen luftdicht verpackt, um ein Austrocknen des
Nahrbodens wahrend der Bebrltungszeit zu verhindern. Die Ablesung erfolgte nach
einer Inkubation von 8 bis 10 Wochen bei 37 °C. Ausgewertet wurden Platten mit 10
bis ca. 200 Kolonien. Die Berechnung der KbE/ml wurde anhand folgender Formel
berechnet:

Keinkonzentration [KbE [ ml] =
= Anzahl der MAP-Kolonien je Agarplatte x 100 x Verdiinnungsfaktor

Optische Dichte. Die Bestimmung der optischen Dichte von MAP-Suspensionen
in MB7H9-Medium erfolgte bei einer Wellenlange von 660 nm (Photometer DU® 640;
Fa. Beckman Instruments). Eingesetzt wurde 0,5 ml der zu bestimmenden Keim-
suspension, als Blank diente unbeimpftes MB7H9-Medium. Proben mit einer ODggo > 1
wurden log, verdiinnt und erneut gemessen, da OD-Werte > 1 nicht im linearen Mess-
bereich des Photometers lagen. Die Keimzahl wurde anhand der ODgg nach folgender
Formel berechnet (Dr. O. Akineden, IFTN, persdnliche Mitteilung):

OD, x10°
Keimkonzentration | Bakterien/ ml] =
Verdiinnungfaktor
8.3 Herstellung der Test- und Praadsorptionsantigene

Zur Standardisierung der DFZM-Ak-Tests wurden mehrere Chargen von Myko-
bakterienantigenen hergestellt. Dazu wurden Aliquots (500 pl) der Bakterien, die bei
-70 °C gelagert worden waren, in 500 ml MB7H9-Medium tberimpft und diese Kulturen
bei 37 °C bebritet. Die Stamme ATCC BAA-968 (MAP) und ATCC 25291 (MAA)
wurden bis zu einer ODgg von ca. 0,3 angezlichtet. Die Kultur mit dem Stamm ATCC
43239 (MP) wurde dagegen nur bis zu einer ODgs von 0,1 inkubiert, da die MP-
Bakteriensuspension bei hdheren Werten zu starker Klumpenbildung neigte. Nach
Erreichen der oben genannten optischen Dichte wurden die Bakteriensuspensionen a
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5 ml (MAP, MAA) bzw. 10 ml (MP) in 15 ml Réhrchen aliquotiert, mit Glycerin bis zu
einer Endkonzentration von 16,6 % (v/v) versetzt und bei -70 °C gelagert.

8.4 Herstellung der Inokula und Scheininokula

Die Inokula fir die Kalber der sogenannten Infektionsgruppe wurden anhand
eines zuvor definierten Schemas hergestellt, um eine einheitliche Menge und Qualitat
an MAP-Bakterien firr jedes Tier zu gewahrleisten. Das Schema zur Herstellung der
Inokula ist in Abbildung 6 dargestellt.

Ein 500 pl-Aliquot des MAP-Stammes K10 (gelagert bei -70 °C) wurde in 50 ml
MB7H9-Medium eingemischt und bei 37 °C inkubiert bis das Medium eine ODgg vOn
0,3 erreicht hatte.

Die Bakteriensuspensionen wurden mit verschiedenen Methoden [Ausstrich auf
Blutagar, Ziehl-Neelsen-Farbung, PCR 257 nach Bannantine (2002), Real-Time Duplex
PCR (F57 und ISMav2) nach Poupart (1993) und Strommenger (2001), Nested-PCR
IS900 nach Bull (2003)] auf die Freiheit von mikrobiellen Kontaminanten und auf die
Spezieszugehdrigkeit  (ldentitatsprifung) des Bakterienstammes geprift. Die
molekularbiologische Uberpriifung wurde dabei von Mitarbeitern des IFTN vorgenom-
men. Bei nachgewiesener Freiheit von mikrobiellen Kontaminanten und der
Identifikation von MAP wurden aus dieser sog. ,Ausgangssuspension® 9 x5 ml-
Aliquots hergestellt. Diese wurden bei -70 °C gelagert und stellten die Basis der
Inokula fur die Infektionsgruppe dar. Acht Wochen vor der ersten Inokulation wurden 4
der 5 ml-Aliquots der Ausgangssuspension aufgetaut und davon je 2,5 ml 1:100 in
250 ml MB7H9-Medium verdinnt. AnschlieBend wurden diese sog. ,Vermehrungs-
kulturen® bei 37 °C bebritet bis eine ODgs von ca. 0,3 erreicht wurde. Die Ver-
mehrungskulturen bildeten dann das Ausgangsmaterial, um daraus die sog. ,Inokulum-
Aliquots® herzustellen. Hierzu wurde das Material der Vermehrungskultur auf eine
Keimkonzentration von 1x 10° lebender Bakterien aufkonzentriert und & 5ml
aliquotiert. Die Anzahl der ,lebenden® Bakterien in den Vermehrungskulturen wurde
mithilfe des LIVE/DEAD® BacLight™-Kits bestimmt. Parallel dazu wurden die Kulturen
einer KbE-Bestimmung unterzogen.

Nach der zweiten Identitéatsprifung wurden die Inokulum-Aliquots bis zur Verab-
reichung an die Kélber bei -70 °C gelagert. Genau 24 h vor der Inokulation wurde ein
5 ml Inokulum-Aliquot im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und mit 20 ml MB7H9-
Medium versetzt. AnschlieBend wurde dieses, nun als sog. ,Inokulum-Suspension®
bezeichnete Material bis zum nachsten Tag bei 37 °C inkubiert. Am Tag der Inokulation

wurden 500 pl von reprasentativen Inokulum-Suspensionen entnommen und zur
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erneuten Kontrolle einer DFZM-(LIVE/DEAD® BacLight™-Kit) sowie einer KbE-
basierten Zellzdhlung zugefiihrt. Nach Entnahme dieser Stichprobe wurde die
Inokulum-Suspension in 1 Liter Milchaustauscher eingerihrt und das ,Inokulum® den
Kélbern Uber einen Nuckeleimer oral verabreicht.

Eine Dosis der Scheininokula bestand aus 25 ml Middlebrook 7H9 (MB7H9)-
Medium, welches nicht mit MAP beimpft worden war, aber den gleichen Arbeits-
schritten des Einfrierens und Auftauens unterzogen worden war wie das MAP-haltige
Medium der Inokula. Eine Dosis Inokulum bzw. eine Dosis Scheininokulum wurde
jeweils in einen Liter Milchaustauscher eingerthrt und den Kélbern tber einen Nuckel-

eimer oral verabreicht.
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Lyophylisat, aufgel6st in MB7H9
Lagerung der Aliquots -70 °C

MAP K10-Stamm (ATCC BAA-968)

v

Vermehrung fir 4-8 Wochen
bis ODg, 0,3

l

|dentitatsprifung’

A

~Ausgangssuspension®
Aliquotiert,
Lagerung bei -70 °C

Vermehrung flr 4-8 Wochen

A

-vermehrungskultur*
Bestimmung der
Keimzahl mittels

Live/Dead® BacLight™-Kit

bis ODjg, 0,3

A

v

|dentitatsprifung?

snokulum-Aliquot*
a5 ml mit je 1 x 10°lebende
Bakterien, Lagerung bei -70 °C

l

.Inokulum-Suspension*
Inokulum-Aliquot +

»Inokulum*

20 ml MB7H9,
Bebritung bei 37 °C fiir 24 h

v

25 ml Inokulum-Suspension
in 1 Liter Milchaustauscher

Abbildung 6: Schema zur Herstellung der MAP-haltigen Inokula flr Kéalber der

1 Infektionsgruppe

Ausstrich auf Blutagar, Ziehl-Neelsen-Farbung, PCR 2571 nach Bannantine

(2002), Real-Time Duplex PCR (F57 und ISMav2) nach Poupart (1993) und
Strommenger (2001), Nested-PCR 1S900 nach Bull (2003)
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9 Serologische Methoden

9.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die 3 in dieser Studie verwendeten kommerziell erhéltlichen ELISAs sind in
Tabelle 8 aufgefiihrt. Die Messung der optischen Dichten erfolgte mittels Plattenphoto-
meter (Titertek Multiscan Ascent; Fa. Labsystems GmbH, Meckenheim) bei 450 nm
innerhalb von 5 min nach Zugabe einer Stopplésung. Bei jedem Waschvorgang
wurden 300 pl Waschlésung pro Vertiefung pipettiert, danach wurde die Platte mit
Schwung mehrmals auf einem Papierstapel ausgeklopft.

Tabelle 8: Ubersicht tiber die 3 verwendeten kommerziell erhiltlichen ELISAs

Svanovir® Para-TB-Ab ';g:';fuugziﬁl';':’: Cattletype® MAP Ab
(Svanovir®-ELISA) (Pourquier®-ELISA) (Cattletype®-ELISA)
Antigene aus
Antigen LAM' dem MAP- MAP-Antigen®
Protoplasma
Serum- , . .
verdiinnung 1:100 1:20 1:70
Praadsorptions- ,
antigen keines MP MP
Cut Off-Werte®
negativer <31 % <60 % <0,3
Befund
fraglicher 232%und<53% >60%und<70% 20,3und<0,4
Befund
positiver =53 % 270 % 20,4
Befund
Erlauterung: ; LAM: Lipoarabinomannan

keine nédheren Angaben erhaltlich
angegeben als standardisierte Antikérpertiter berechnet nach
den Vorgaben der Hersteller
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9.1.1 Svanovir®-ELISA

Alle Serumproben, die im Svanovir®-ELISA getestet wurden, sowie die Positiv-
und die Negativkontrolle wurden im Doppelansatz untersucht. Die Durchfiihrung und
Auswertung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Im Test-Kit enthaltende Materialien

und Reagenzien waren:
e mit Lipoarabinomannan (LAM)-Antigen beschichtete Mikrotiterplatten
e Anti-Rind-lgG-Meerrettich-Peroxidase (HRP)-Konjugat (lyophilisiert)
e PBS-Tween-Waschlésung (20-fach konzentrierte Stammlésung)
e Tetramethylbenzidin (TMB)-Substratlésung
e Stopplésung (2 M H,SO,)
e positives und negatives Kontrollserum

Durchfiihrung. Die Kontroll- und Testseren wurden 1:100 mit PBS-Tween-
Lésung verdunnt. AnschlieBend wurden jeweils 100 pl der vorverdinnten
Serumproben und Kontrollseren in Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Inkubiert
wurde fur 30 min bei RT auf einem Schdttelinkubator (TITRAMAX® 100; Fa. Heidolph
Instruments GmbH & Co. KG) bei 900 rom. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-
Tween-Lésung wurden 100 pl/Vertiefung des HRP-Konjugats hinzugefiigt und
anschlieBend fur 30 min bei RT unter Schitteln inkubiert. Nach 3 Waschzyklen wurde
Substratlésung (100 pl/Vertiefung) dazu pipettiert und fir 10 min bei RT inkubiert,
bevor die Reaktion mit Stopplésung (50 ul/Vertiefung) gestoppt wurde.

Validierung. Damit der Test als auswertbar galt, durften die OD4s-Werte der
beiden Ansatze der Positivkontrollen nicht mehr als 25 % voneinander abweichen und
die ODgso-Werte dieser Ansatze mussten gréBer als 1 sein. Die ODyso-Werte der
Negativkontrollen mussten kleiner als 10 % des Mittelwertes der beiden Positiv-

kontrollen sein.

Auswertung. Zur Bewertung der Serumproben wurde der Svanovir®-Titer nach
folgender Formel berechnet:

OD ,-Mittelwert,,,,

Svanovir®-Titer [%] = -
OD ,;,-Mittelwert

Positivkontrolle

Proben mit einem Titer von = 53 % wurden als positiv, Titer < 31 % als negativ und
Titer von 32 bis 52 % als fraglich beurteilt.
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9.1.2 Pourquier®ELISA

Alle Serumproben sowie die Negativkontrolle wurden im Einfachansatz getestet,
die Positivkontrolle wurde im Doppelansatz untersucht. Durchfihrung und Auswertung
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Im Test-Kit waren die folgenden Materialien
und Reagenzien enthalten:

e mit Antigen aus dem MAP-Protoplasma beschichtete Mikrotiterplatten (nur die
geradzahligen Spalten sind beschichtet)

e Anti-Rind-lgG-HRP-Konjugat

e je ein Verdunnungspuffer fiir die Seren und fir das Konjugat
e Waschlésung (20-fach konzentrierte Stammldsung)

e Tetramethylbenzidin (TMB)-Substratlésung

e Stopplésung (0,5 M H,SOy,)

e positives und negatives Kontrollserum

Durchfiihrung. Die Test- und Kontrollseren wurden 1:20 mit dem MP-Extrakt
verdinnt und unter Schitteln fir 15 min bei RT inkubiert. Danach wurden jeweils
100 pl der vorverdinnten Serumproben und Kontrollseren in je eine beschichtete
(geradzahlige Spalte) und in eine unbeschichtete (ungeradzahlige Spalte) Vertiefung
pipettiert und fur 45 min bei RT inkubiert. Nach 3 Waschzyklen wurde die 1:100
verdinnte Konjugatlésung (100 ul/Vertiefung) dazu pipettiert und die Platte fir 30 min
bei RT inkubiert. Nach 3 Waschzyklen wurde die Substratlésung in die Vertiefungen
gefallt (100 ul/Vertiefung). Die Inkubation erfolgte unter Lichtausschluss fur 10 min,
danach wurde die Reaktion mit Stopplésung (100 pl/Vertiefung) abgestoppt.

Validierung. Fir jede Serumprobe und jedes Kontrollserum wurde aus der
Differenz der OD-Werte einer beschichteten und einer unbeschichteten Vertiefung der
ODys0-Nettowert berechnet. Die Validierung erfolgte anhand des Mittelwertes der
ODgso-Nettowerte der Positivkontrollen, welcher mindestens 0,350 betragen musste.
Der Test war auBerdem nur dann giltig, wenn auBerdem das Verhaltnis zwischen
ODgso-Mittelwert der Positivkontrollen und ODgso-Nettowert der Negativkontrolle
mindestens 3,5:1 betrug.

Auswertung. FUr jede Probe wurde der Titer nach folgender Formel errechnet:

OD,,,-Nettowert,,,,.
OD ,,-Mittelwert

Pourquier®—Titer [Po] =

Positivkontrolle
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Proben mit einem Titer von < 60 % galten als negativ, Titer von 60 bis 70 % als fraglich
und Titer 2 70 % als positiv.

9.1.3 Cattletype®-ELISA

Serumproben und Kontrollenseren wurden im Doppelansatz untersucht. Die
Durchfihrung und Auswertung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Im Test-Kit
waren die folgenden Materialien und Reagenzien enthalten:

e mit MAP-Antigen beschichtete Mikrotiterplatten

e Kaninchen-Anti-Wiederkauer-lgG-HRP-Konjugat

e Probenverdlinnungspuffer fiir die Seren mit M. phlei (MP)-Extrakt
e Waschldésung (10-fach konzentrierte Stammlésung)

e TMB-Substratlésung

e Stopplésung (0,5 M H,SO,)

ein positives und negatives Kontrollserum

Durchfiihrung. Die Testseren wurden 1:70 mit dem MP-Extrakt vorverdiinnt, die
Kontrollseren wurden unverdinnt eingesetzt. Die mit dem MP-Extrakt versetzten
Serumproben wurden fir 15 min bei RT inkubiert. Danach wurden jeweils 100 pl der
vorverdiinnten Serumproben und Kontrollseren in je eine Vertiefung der Mikrotiterplatte
pipettiert und fir diese dann 30 min bei RT inkubiert. Nach 3 Waschzyklen wurde die
1:100 verdiinnte Konjugatlésung (100 pl/Vertiefung) dazu pipettiert und die Mikrotiter-
platte fir 30 min bei RT inkubiert. Nach 3 Waschzyklen wurde 100 ul Substratiésung in
jede Vertiefung gefillt. Die darauf folgende Substratinkubation erfolgte unter Licht-
ausschluss fur 10 min. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von Stopp-
l6sung (100 pl/Vertiefung) abgestoppt.

Validierung. Die Validierung erfolgte anhand der OD,so-Werte der Positiv- und
Negativkontrollen, wobei die Mittelwerte der Doppelanséatze = 0,7 bzw. < 0,2 sein
sollten.

Auswertung. Fir jede Probe wurde der Titer nach folgender Formel errechnet:

OD ,,-Mittelwert, ,, — OD,,-Mittelwert
OD ,,-Mittelwert

Negativkontrolle

— 0D, -Mittelwert

Cattletype®-Titer =

Positivkontrolle Negativkontrolle

Titerwerte < 0,3 galten als negativ, Titer = 0,3 und < 0,4 als fraglich und Titer = 0,4 als

positiv.
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9.2 Durchflusszytometrische Antikorper-Tests
(DFZM-Ak-Tests)

Im Rahmen der Etablierung der DFZM-Ak-Tests wurden die folgenden Variablen
hinsichtlich ihres Einfluss auf die Sensitivitdt und Spezifitdt der DFZM-Ak-Tests
untersucht: die Konzentration der Seren und der Sekundarantikdrper sowie die
Konzentration der Praadsorptions- und Testantigene, die Wachstumsphase der MAP-
Bakterien, die Methode der Titerberechnung und die Art des Praadsorptionsantigens.
Des Weiteren wurden die Immunglobulinklassen IgG und IgM sowie die Subtypen IgG;,
und 1gG, differenziert betrachtet. Anhand des verwendeten Sekundarantikdrpers
wurden Test 4 DFZM-Ak-Testvarianten definiert: DFZM-1gG-, DFZM-IgG;-, DFZM-
lgG2- und DFZM-IgM-Test.

9.2.1 Etablierung und Optimierung der DFZM-Ak-Tests

Serumkonzentration. Zur Bestimmung der optimalen Konzentration der zu
untersuchenden Serumprobe wurden eine Serumprobe einer MAP-positiven Kuh
(Pourquier®-positiv, positiver Direktnachweis von MAP im Kot) und eine Serumprobe
einer Kuh aus dem MAP-unverdachtigen Betrieb 3 im Doppelansatz Uber 5 log.-Stufen
titriert (1:25 bis 1:400) und anschlieBend im DFZM-IgG-Test untersucht.

Sekundarantikérperkonzentration. Die FITC-markierten Sekundarantikdrper
wurden ebenfalls im Doppelansatz einer log.-Titration unterzogen. Dabei wurden die
FITC-markierten Sekundarantikérper Gber 4 log,-Stufen von 1:50 bis 1:400 (IgG und
lgG4) bzw. von 1:25 bis 1:200 (IgG. und IgM) titriert.

MAP-Wachstumsphase. Um die Antigenitat der MAP-Bakterien in Abhangigkeit
von ihrer Wachstumsphase zu untersuchen, wurden 3 MAP-Suspensionen in MB7H9-
Medium Uber unterschiedlich lange Zeitrdume kultiviert, bei unterschiedlichen ODggo-
Werten geerntet (0,17; 0,31 und 0,98) und im DFZM-IgG-Test als Testantigen
verwendet.

Konzentration der Praadsorptions- und Testantigene. Zuerst wurde die
optimale Endkonzentration der Praadsorptionsantigene bestimmt. Dazu wurden
anhand von Vorversuchen 3 Antigenkonzentrationen (ODgg = 0,3, 0,6 und 0,9) aus-
gewahlt und mit zwei Serumproben von MAP-positiven Kiihen und mit einer Serum-
probe einer MAP-negativen Kuh in den DFZM-Ak-Testvarianten untersucht. Zur
Bestimmung der optimalen Konzentration der Testantigene wurden, bei einer
Konzentration von ODgg = 0,6 der Praadsorptionsantigene, 3 Konzentrationen
(ODggo = 0,05, 0,1 und 0,4) ausgewahlt und mit den oben genannten Serumproben in
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den 3 DFZM-Ak-Testvarianten DFZM-lgG-, DFZM-IgG;- und DFZM-IgG.-Test
analysiert.

Titerberechnung. Von insgesamt 40 Serumproben adulter Kihe wurde der
MAP-spezifische Antikérpertiter mit 3 verschiedenen Berechnungsmethoden bestimmt.
Die 3 verschiedenen Berechnungsmethoden der Titer sind dem Kapitel 1119.2.4 zu

entnehmen.

Art des Praadsorptionsantigens. Die Serumproben von 40 adulten Kihen und
die Serumproben der Kalber in der experimentellen Infektionsstudie wurden direkt
ohne Praadsorption in den DFZM-Ak-Testvarianten eingesetzt oder vor deren
Verwendung mit MP oder mit MAA préadsorbiert. AnschlieBend wurden die Sensitivitat
und die Spezifitdt der DFZM-Ak-Tests bei Verwendung der verschiedenen
Praadsorptionsantigene miteinander verglichen.

9.2.2 Test- und Praadsorptionsantigene

Zur Bestimmung der optimalen Wachstumsphase der Bakterien und der
optimalen Konzentration der Serumproben und der Sekundarantikbrper wurden die
Mykobakterien aus statischen Kulturen verwendet, die bei 37 °C bebritet worden

waren.

In allen Versuchen zur Evaluierung der DFZM-Ak-Tests sowie im Rahmen der
experimentellen Infektionsstudie und der Feldstudien wurde eine einzige Charge von
Mykobakterienantigenen verwendet (Kapitel 1118.3). Vor Beginn eines Versuches
wurden die bei -70 °C gelagerten Bakterien-Aliquots im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut
und anschlieBend bei 4.000 x g fir 10 min bei RT abzentrifugiert (Tischzentrifuge
Rotina 35, Fa. Hettich). Der Uberstand wurde verworfen, das Bakterienpellet mit
Puffer A (PBS-Puffer mit 0,05% Tween80 und 10 % Superblock, pH 7,0)
resuspendiert und auf eine ODggy von 0,1 (Testantigene) bzw. auf eine ODgg von 0,6
(Praadsorptionsantigene) eingestellt.

9.2.3 Durchfiihrung der DFZM-Ak-Tests

Nach den Ergebnissen aus den Etablierungsversuchen wurden die DFZM-Ak-
Tests schlussendlich nach dem folgenden Protokoll durchgefuhrt.

Praadsorption. Die zu untersuchenden Serumproben wurden im Parallelansatz
1:50 in der MAA- oder MP-Bakteriensuspension verdinnt und fir 60 min bei RT auf
einem Schiittelinkubator (TITRAMAX® 100 Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co.KG)
inkubiert. Danach wurden die Anséatze fir 10 min mit 16.000 x g bei RT zentrifugiert
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(Tischzentrifuge Mikro 20, Fa. Hettich). Der Uberstand wurde in 1,5 ml Reaktions-
gefaBe pipettiert und 100 pl davon unverdinnt in den DFZM-Ak-Tests eingesetzt.

Testantigen. Nach Einstellung der Testantigen-Suspensionen auf eine ODgg
von 0,1 wurden 100 ul dieser Suspension in eine Vertiefung einer 96-Loch-Mikrotiter-
Platte mit V-Boden (Microwell, Fa. Greiner) pipettiert. Nach Zentrifugation mit 2.500 x g
fir 8 min bei 4 °C (Tischkihlzentrifuge 4K15C, Sigma Laborzentrifugen GmbH) wurde
der Uberstand verworfen und die Platte 2-3-mal vorsichtig auf Papiertiichern
ausgeklopft.

Serumproben. Das Testpellet wurde anschlieBend mit 100 ul der zuvor 1:50 in
Puffer A vorverdinnten Serumprobe oder der praadsorbierten Serumprobe resus-
pendiert. Danach wurden die Ansétze inkubiert (60 min bei RT). Daran anschlieBend
erfolgten zwei Waschschritte, in denen mit 2.500 x g fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert
und das Pellet schlieBlich mit 100 pl Puffer A pro Vertiefung resuspendiert wurde. Im
Anschluss an die Waschschritte wurde erneut mit 2.500 x g fur 10 min bei 4 °C
zentrifugiert.

Sekundarantikérper. Das hergestellte Bakterienpellet wurde anschlieBend mit
50 ul des in Puffer A vorverdinnten Sekundéarantikérpers resuspendiert und fiir 60 min
bei RT unter Lichtausschluss inkubiert. Die Gebrauchsverdiinnung des Sekundaranti-
kérpers bei der jeweiligen DFZM-Ak-Testvariante ist der Tabelle 9 zu entnehmen.
AnschlieBend erfolgte eine erneute Zentrifugation (2.500 x g; 10 min, 4 °C), wonach
das Pellet mit 100 ul PBS-Puffer resuspendiert wurde. Diese Suspension wurde
zusammen mit 200 pl PBS-Puffer in 5 ml FACS-Réhrchen tberfuhrt und anschlieBend
im Durchflusszytometer analysiert.

Tabelle 9: Ubersicht iiber die in den DFZM-Ak-Testvarianten verwendeten
Sekundarantikorper

DFZM-Ak- End-

i Firm B linr. : i
Bezeichnung a este Testvariante  konzentration

Schaf-anti-Rind AbD Serotec,

lgG, FITC-markiert  Dusseldorf ~ ~AI23F  DFZM-lgG-Test 1:200
Schaf-anti-Rind ~ AbD Serotec, 5,4 oF DFZM-IgM-Test 1:100

IgM, FITC-markiert Duisseldorf
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9.2.4 Gating-Strategie und Auswertung der DFZM-Ak-Tests

Die Proben wurden im FACSCalibur™-Gerat gemessen. Insgesamt wurden bei
jeder Messung 30.000 Partikel (,Ereignisse®) gezahlt. Zur Analyse wurde das geréte-
spezifische Softwareprogramm ,Cell Quest Pro“ und zur Auswertung der Daten das
Programm FCS Express verwendet.

Im ersten Schritt wurden MAP- und MAA-Bakterien anhand ihrer GréBe und
Granularitat durch die Seitwartslichtstreuung und Vorwartslichtstreuung dargestellt und
in einem elektronischen Auswertfenster (R1) zusammengefasst (Zweiparameter-
Dotplot-Darstellung) (Abbildung 7). AnschlieBend erfolgte die Darstellung der in R1
gemessenen Ereignisse in einem Histogramm. Die Anzahl der Ereignisse (Ordinate)
wurde gegen die Fluoreszenzintensitat (Abszisse) aufgetragen. Flr jede gemessene
Probe wurde die mittlere relative Fluoreszenzintensitat (MFLI) der Partikel bestimmt,
die aus den geometrischen Mittelwerten der Fluoreszenzintensitaten aller gemessenen
Ereignisse einer Probe bestimmt wurde. Die MFLI-Werte wurden auf verschiedener

Weise miteinander verrechnet.

Die MFLI der mit MAP-Antigen untersuchten Probe wurde wie folgt mit der MFLI
der Positivkontrolle in Beziehung gesetzt:

. MAP—MFLISemm robe
DFZM-Titer-1 [%] = 2 x 100
MAP-MFLI

Positivkontrolle

Wenn eine Serumprobe sowohl mit dem MAP-Testantigen als auch mit dem
MAA-Testantigen untersucht worden war, wurde der DFZM-Titer nach folgender
Formel berechnet:

DFZM-Titer-2 [MFLI] = MAP-MFLI — MAA-MFLI

Serumprobe Serumprobe

Zusétzlich wurde der DFZM-Titer-2 einer Serumprobe auf die Positivkontrolle wie
folgt standardisiert:

. MAP—MFLISerum robe MAA—MFLISerum robe
DFZM-Titer-3 [%] = & L x100
MAP-MFLI — MAA-MFLI

Positivkontrolle Positivkontrolle

Nachdem die Berechnung des DFZM-Titer-3 bei der Evaluierung des Tests an
Kihen die besten Ergebnisse geliefert hatte, wurden die Titer in allen nachfolgenden
Untersuchungen mit dieser Methode ermittelt.

Zur Festlegung von Cut Off-Werten wurden das 99 %ige und das 95 %ige
Quantil der DFZM-Titer-3 der 6 Kontrolltiere in der experimentellen Infektionsstudie
Uber den gesamten Beprobungszeitraum berechnet. Als fraglich wurden demnach
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DFZM-Titer-3 mit Werten = das 95 %ige Quantil und < das 99 %ige Quantil eingestuft,
als positiv wurden DFZM-Titer-3 mit Werten = dem 99 %igen Quantil bewertet.
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Ereignisse
Ereignisse
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Abbildung 7: Gating-Strategie bei den DFZM-Ak-Tests (Beispiel)

[A1;2]: MAP- und MAA-Bakterien im FSC-versus-SSC-Dotplot

[B1,2]: Haufigkeitsverteilung der Testantigenpartikel in R1 bzw. in R2 nach ihrer
Fluoreszenzintensitat im FL1-Kanal:

schwarze Flache: Testantigenpartikel nach Inkubation mit einer negativen
Serumprobe

weiBe Flache: Testantigenpartikel nach Inkubation einer positiven
Serumprobe
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10  Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm ,SPSS for Windows*
(Version 17.0, Fa. SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) durchgefihrt.

Zur Evaluierung der DFZM-Ak-Tests wurden Wertepaare fiir die Sensitivitat und
die Spezifitdt in Abh&ngigkeit vom Grenzwert fir die jeweilige Testvariante mittels ROC
(receiver operating characteristics)-Analyse bestimmt. Die diagnostische Leistungs-
fahigkeit eines Tests wurde dabei anhand der ,area under the curve“ (AUC) bemessen.
Die Skala von Swets (1988) diente der Beurteilung der dabei ermittelten AUC-Werte:

AUC < 0,5 Interpretationsregel ist ungeeignet
AUC =0,5 Test ist nicht-informativ
0,5<AUC<=0,7 Schwache Diskrimination

0,7 <AUC<0,9 MittelmaBige bis gute Diskrimination
0,9 <AUC< 1 Sehr gute Diskrimination

AUC =1 Perfekte Diskrimination



IV Ergebnisse

1 Identifizierung von MAP-unverdachtigen
Betrieben

Eine Voraussetzung fur die Infektionsstudie war die Rekrutierung von neu-
geborenen Kalbern aus nachweislich MAP-unverdachtigen Betrieben. Zur
Identifizierung solcher Rinderbetriebe wurde in Kooperation mit den Arbeitsgruppen der
Klinik for Wiederkduer und Schweine (KWS) und dem Institut fir Tierarztliche
Nahrungsmittelkunde (IFTN) in GieBen ein dreistufiges Auswahlverfahren etabliert.

Dieses umfasste die Vorauswahl geeigneter Betriebe, eine blutserologische
Untersuchung (Erst- und evtl. Wiederholungsuntersuchung) sowie eine Kkulturell-
bakteriologische Untersuchung (Kotuntersuchung) aller weiblichen Rinder im Alter von
Uber 24 Monaten. In insgesamt 8 vorberichtlich unverdachtigen Betrieben wurden alle
weiblichen Rinder im Alter von {lber 24 Lebensmonaten serologisch im Svanovir®-
ELISA untersucht. Rinder mit positivem oder fraglichem Testergebnis wurden im
Pourquier®ELISA nachuntersucht. Nur wenn die Svanovir®-positiven und -fraglichen
Rinder im Pourquier®-negativ waren, wurde von allen Rindern (iber 24 Monaten eine
Kotprobe entnommen und diese im IFTN kulturell-bakteriologisch und molekular-
biologisch auf das Vorhandensein von MAP untersucht. Die Ergebnisse der Erst-
untersuchung sind in Abbildung 8 graphisch zusammengefasst. Leider waren in
jedem Betrieb Kiihe vorhanden, die im Svanovir®-ELISA positiv reagierten.

Der Anteil der Svanovir®-positiven und -fraglichen Rinder pro Betrieb schwankte
zwischen 2,4 % und 24,5 % (Mittelwert 15,1 %; Median 16,7 %). Bei der Untersuchung
der Svanovir®-positiven Rinder im Pourquier®-ELISA wiesen 2 der 8 Betriebe positive
Reagenten auf und wurden folglich nicht weiter untersucht. Die Zahl der MAP-unver-
dachtigen Betriebe reduzierte sich auf 4 (Betriebe 1 bis 4), nachdem das IFTN in
GieBen durch die kulturell-bakteriologische oder molekularbiologische Kotuntersuch-
ung auch in 2 der 6 serologisch unverdachtigen Betriebe MAP-Ausscheider (n = 3)
ermittelt hatte.

In der Zweituntersuchung (12 bis 18 Monate spéater) schwankte der Anteil der
Svanovir®-positiven und -fraglichen Rinder in den 4 verbliebenen MAP-unverdéchtigen
Betrieben zwischen 6,8 % und 21,3 % (Mittelwert 13,8 %; Median 13,7 %) (Abbildung
9A). Im Gegensatz zu der Erstuntersuchung waren bei der Zweituntersuchung in
einem der 4 MAP-unverdachtigen Betriebe (Betrieb 2) sowohl ein Pourquier®-fragliches
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als auch ein Pourquier®-positives Rind im Alter von {ber 24 Monaten identifizierbar.
Mittels Anzuchtverfahren oder PCR war MAP allerdings bei keiner Kuh im Kot nach-
weisbar. Da der Inhaber von Betrieb 2 das seropositive und das -fragliche Rind sofort
aus der Herde entfernte, nachdem ihm die Untersuchungsergebnisse mitgeteilt worden
waren, blieb dieser Betrieb weiterhin als Reservebetrieb fir die Lieferung von Kélbern
fur die experimentelle Infektionsstudie erhalten.

Von den Rindern, welche sowohl bei der Erst- und als auch bei der Zweitunter-
suchung serologisch untersucht wurden, wiesen bei der Erstuntersuchung 16 (10,7 %)
ein Svanovir®-positives und 134 (89,3 %) Rinder ein Svanovir®-negatives Ergebnis auf
(Abbildung 9B). In der Zweituntersuchung reagierten 4 der 16 Svanovir®-positiven
Rinder aus der Erstuntersuchung negativ. Von den 134 Svanovir®-negativen Rindern
aus der Erstuntersuchung wiesen 20 Rinder bei der Zweituntersuchung einen positiven
Befund auf.

Anteil der Tiere in [%]

Kot- Kot- Kot- Kot- Kot+ Kot+
100% A I  e———

80% -

60% -

40% A
B Svanovir®-fraglich/positiv und Pourquier®-positiv

20% A O nur Svanovir®-fraglich/positiv
O Svanovir®-negativ

0%
n=42 65 53 37 62 49 13 52
Betrieb 1 | Betrieb 2 | Betrieb 3 | Betrieb 4 | Betrieb 5 | Betrieb 6 | Betrieb 7| Betrieb 8

Abbildung 8:  Anteil der im Svanovir®- bzw. Pourquier®-ELISA positiven
Reagenten unter den weiblichen Rindern im Alter von liber 24
Lebensmonate in 8 vorberichtlich MAP-unverdéchtigen Betrieben
(Erstuntersuchung)

Kot+: MAP im Kot einiger Rinder nachweisbar

Kot-: MAP im Kot bei keinem der Rinder nachweisbar

n: Gesamtanzahl beprobter Rinder
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Anzahl der Tiere in [%]

100%

80%

60%

40%

20%

0%

W Svanovir®-fraglich/positiv
und Pourquier®-positiv

O nur Svanovir®-fraglich/positiv
O Svanovir®-negativ

n=44 80 55 48
Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb 3 Betrieb 4

Anzahl der Tiere in [%]
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Abbildung 9:

Ergebnisse in der Erstuntersuchung und
Zweituntersuchung mittels Svanovir®-ELISA

negativ und positiv. [0 positiv und positiv
B positiv und negativ. [ negativ und negativ

n=18 56 47 29
Betrieb 1 Betrieb 2 Betrieb 3 Betrieb 4

[A]l:  serologische Ergebnisse aus der Zweituntersuchung
[B]:  Vergleich der Ergebnisse aus der Erst- und Zweituntersuchung von Rindern, die

in beiden Untersuchungen beprobt wurden
n: Gesamtanzahl beprobter Rinder

Anteil der im Svanovir®- bzw. Pourquier®-ELISA positiven Rinder
in der Erst- und Zweituntersuchung
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2 Etablierung und Evaluierung der DFZM-Ak-Tests
an adulten Rindern

Im Rahmen der Etablierung der DFZM-Ak-Tests wurden die folgenden Parameter
optimiert: die Serum- und Sekundarantikérperkonzentration, die Wachstumsphase von
MAP-Kulturen und die Konzentration der Prédadsorptionsantigene. Fir die Festlegung
der Methode zur Titerberechnung und die Art des Pr&adsorptionsantigens sowie fir
den Vergleich der DFZM-Ak-Testvarianten untereinander und mit kommerziellen
ELISAs wurden Serumproben von 22 MAP-negativen und 18 MAP-positiven Kihen

verwendet.

2.1 Serum- und Sekundarantikorperkonzentrationen

Zur Bestimmung der optimalen Serumkonzentration wurden eine Serumprobe
einer MAP-positiven Kuh (Pourquier®-positiv, positiver Direktnachweis von MAP im
Kot) und eine Serumprobe einer Kuh aus dem MAP-unverdachtigen Betrieb 3 im
Doppelansatz Uber 5 log,-Stufen titriert und anschlieBend im DFZM-IgG-Test
untersucht. Bei der gewdahlten Serumverdinnung 1:50 wiesen die MFLI-Werte der
negativen und der positiven Serumprobe die gréBte Differenz auf (Daten nicht gezeigt).
Diese Verdinnung entspricht der Verdinnung der Serumproben nach dem Protokoll
von Eda et al. (2005).

Die FITC-markierten Sekundarantikbrper wurden ebenfalls im Doppelansatz
einer log,-Titration unterzogen. Als optimal wurde die Verdinnung von 1:200 (IgG und
lgG4) bzw. 1:100 (IgG. und IgM) ermittelt, da die hiermit ermittelten Messwerte nahe
des Wendepunktes der Titrationskurve lagen (Daten nicht gezeigt).

2.2 MAP-Wachstumsphase

Um die Antigenitat der MAP-Bakterien in Abhangigkeit von ihrer Wachstums-
phase zu untersuchen, wurden 3 MAP-Suspensionen in MB7H9-Medium Uber unter-
schiedlich lange Zeitraume kultiviert. Die erste MAP-Suspension inkubierte fir 9 Tage
bei 37 °C und befand sich somit am Beginn der Log-Phase (ODgg: 0,17). Die zweite
MAP-Suspension wurde nach 15-tégiger Inkubation in der mittleren Log-Phase bei
einer ODgg von 0,31 geerntet. Die dritte MAP-Suspension befand sich bereits in der
stationdren Phase (95-t4gige Inkubation) und zeigte makroskopisch deutliche
Klumpenbildung (ODggo: 0,98). Alle 3 MAP-Suspensionen wurden auf eine ODgg vON
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0,3 eingestellt und anschlieBend im Parallelansatz mit Serum eines MAP-negativen
und eines MAP-positiven Rindes inkubiert. Die Messung im Durchflusszytometer
ergab, dass bei Verwendung der MAP-Suspension in der mittleren Log-Phase (ODeggo:
0,31) die MAP-positive Serumprobe von der negativen Probe am besten abgrenzbar
war (Abbildung 10).

MFLI Quotient
100 - - 10
[ negatives Serum
g0 4| positives Serum I
—=— Quotient aus den
MFLI-Werten beider
60 - Serumproben L 6
40 - - 4
20 - - 2
0 T T - 0

Alter der MAP-Kultur
[Tage]

Abbildung 10: Nachweis der Antigenitat von MAP-K10-Bakterien in
Abhéngigkeit von ihrer Wachstumsphase
Im Doppelansatz wurden Serumproben eines MAP-negativen und eines MAP-positiven
Rindes mit MAP-Bakterien aus 3 unterschiedlich lang inkubierten Kulturen (37 °C,
MB7H9-Medium) getestet. Dargestellt sind die Mittelwerte der mittleren relativen
Fluoreszenzintensitat (MFLI) der Serumproben (ohne Praadsorption, IgG-Nachweis)
sowie der aus den MFLI-Werten beider Proben berechnete Quotient (sekundare y-
Achse).
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2.3 Konzentration der Praadsorptions- und Testantigene

Im né&chsten Schritt wurden die verwendeten Endkonzentrationen der Praad-
sorptions- und Testantigene optimiert. Als optimale Endkonzentration der Praad-
sorptionsantigene MP und MAA kamen aufgrund der Ergebnisse in Vorversuchen
3 Antigenkonzentrationen (ODgg: 0,3, 0,6 und 0,9) in die engere Wahl. Zur
Optimierung wurden wegen ihrer Titerwerte im Pourquier®ELISA eine negative Serum-
probe, eine niedrigtitrige positive Serumprobe (positives Serum 1) und eine hochtitrige
positive  Serumprobe (positives Serum 2) ausgewahlt. Die eingesetzten
Konzentrationen der Serumproben und der 3 Sekundarantikérper (IgG, IgG; und 1gG,)
waren zuvor anhand von Titrationsversuchen festgesetzt worden und sind dem
Kapitel IV2.1 zu entnehmen. Die Endkonzentration der MAP- und MAA-Testantigene
wurde auf eine ODggo von 0,1 eingestellt.

In der Tendenz wurden mit steigender Konzentration der Praadsorptionsantigene
die ermittelten DFZM-Titer-2 sowohl beim IgG- als auch beim IgG;- und beim IgG,-
Nachweis kleiner. Zur Beurteilung der Ergebnisse wurde der Quotient aus den
Messwerten des positiven Serums 1 bzw. des positiven Serums 2 und der negativen
Serumprobe gebildet (Pos1/Neg bzw. Pos2/Neg). Dabei erreichten die Quotienten
Pos1/Neg und Pos2/Neg im DFZM-IgG-Test gréBere Werte in den Testansatzen mit
einer MP-Konzentration von ODgg - 0,6 und ODgg - 0,9 als die Testansatze ohne Pra-
adsorption oder Ansatze mit einer MP-Konzentration von ODgg, - 0,3 (Tabelle 10). Im
DFZM-IgGi- bzw. DFZM-IgG,-Test flhrte die Praadsorption mit MAA bzw. MP zu
kleineren Quotienten als im Vergleich zu den Testansatzen ohne Praadsorption. Letzt-
endlich wurde flir beide Praadsorptionsantigene die ODegg-0,6 als Gebrauchs-

konzentration in allen weiteren Untersuchungen gewahlt.

Die Bestimmung der optimalen Konzentration der Testantigene fokussierte auf
die 3 Konzentrationen ODgg = 0,05 sowie 0,1 und 0,4. In denjenigen Testanséatzen, in
denen die 3 Serumproben zuvor mit MAA- oder MP-Antigen préadsorbiert wurden,
wurden diese Antigene in der Konzentration von ODgg = 0,6 eingesetzt. Die
Quotienten Pos1/Neg und Pos2/Neg wiesen bei den Konzentrationen des Testantigens
von ODggo = 0,05 und 0,1 meistens die groBten Werte auf (Tabelle 11). Um die Durch-
fihrung des Tests zu vereinfachen, wurde fir alle DFZM-Ak-Testvarianten die End-
konzentration der Testantigene von ODggo = 0,1 gewahilt.
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Tabelle 10: Bestimmung der optimalen Konzentration der Praadsorptions-

antigene MAA und MP

Quotienten aus den DFZM-Titern-2 der positiven Serumprobe 1 (Pos1/Neg) bzw. der
positiven Serumprobe 2 (Pos2/Neg) und der negativen Serumprobe in Abhangigkeit
von der Konzentration der Prédadsorptionsantigene MAA und MP, bei gleichbleibender
Konzentration der MAP- und MAA-Testantigene (ODggo = 0,1).

Quotient Pos1/Neg Quotient Pos2/Neg
Test- Praad.- Konzentration des Konzentration des
variante  antigen  ohne Praad.antigen’ ohne Praad.antigen’
Praad. Praad.
0,3 0,9 0,3 0,9
DFZM-
lgG-Test MAA 13,5 3,4 2,3 2,1 280 214 13,1 16,8
MP 13,5 17,0 21,0 20,3 28,0 39,2 56,2 61,3
DFZM-
lgG;-Test MAA 13,6 3,0 2,2 1,9 352 185 13,6 12,0
MP 13,6 8,2 7,0 5,7 352 20,0 16,8 10,7
DFZM-
lgGy-Test MAA 4.4 1,6 2,0 1,5 13,5 9,1 4.8 3,3
MP 4.4 3,8 3,5 2,4 13,5 9,1 71 4,3
Erlauterungen: ! ODggo der entsprechenden

Schwarze Spalte:

Pos1/Neg:

Pos2/Neg:

Praad.:

Praadsorptionsantigen-Suspension

ODgg der letztendlich ausgewahlten
Praadsorptionsantigen-Suspension
Quotient aus den MFLI-Werten der
positiven Serumprobe 1 und der negativen
Serumprobe

Quotient aus den MFLI-Werten der
positiven Serumprobe 2 und der negativen
Serumprobe

Praadsorption
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Tabelle 11: Bestimmung der optimalen Konzentration der Testantigene MAP
und MAA
Quotienten aus den DFZM-Titern-2 der positiven Serumprobe 1 (Pos1/Neg) bzw. der
positiven Serumprobe 2 (Pos2/Neg) und der negativen Serumprobe in Abhangigkeit
von der Konzentration der Testantigene, bei gleichbleibender Konzentration der Praad-
sorptionsantigene (ODggo: 0,6).

Pos1/Neg Pos2/Neg
Testvariante  riads  Komentonder  Konzeniraion dr

0,05 0,4 0,05 0,4

DFZM-IgG-Test ohne 14,8 13,5 5,1 354 28,0 31,7
MAA 2,0 2,3 2,3 9,2 13,1 16,7

MP 86 21,0 17,6 33,0 56,2 54,0

DFZM-IgG;-Test ohne 17,1 13,6 1,8 30,6 352 17,3
MAA 2,2 2,2 1,8 13,9 13,6 8,5

MP 5,4 7,0 2,5 17,8 16,8 10,1

DFZM-IgG,-Test ohne 8,0 4.4 0,9 17,6 13,5 4,7
MAA 2,4 2,0 1,4 5,3 4,8 2,7

MP 3,0 3,7 1,2 3,5 7,1 4,7

Erlauterungen:

Schwarze Spalte:

Pos1/Neg:

Pos2/Neg:

Praad.:

ODeggo der MAP- und MAA- Testantigen-
Suspensionen

ODggo der letztendlich ausgewahlten Test-
antigen-Suspension

Quotient aus den MFLI-Werten der
positiven Serumprobe 1 und der negativen
Serumprobe

Quotient aus den MFLI-Werten der
positiven Serumprobe 2 und der negativen
Serumprobe

Praadsorption
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24 Titerberechnung

Um die optimale Methode der Titerberechnung zu bestimmen wurden Serum-
proben von MAP-negativen (n = 22) und MAP-positiven (n = 18; bakteriologische Kot-
untersuchung Kultur- und/oder PCR-positiv) weiblichen Rindern im Alter von Uber 24
Monaten verwendet. Alle 40 Serumproben wurden in den 3 DFZM-Ak-Testvarianten
DFZM-1gG-, DFZM-IgG- und DFZM-IgG.-Test untersucht. Dabei wurden verschiedene
Methoden der Titerberechnung (DFZM-Titer-1, -2 und -3) sowie verschiedene Pra-
adsorptionsbedingungen jeweils vergleichend hinsichtlich ihres Einflusses auf die
Eigenschaft der DFZM-Ak-Tests untersucht, zwischen den MAP-positiven und den
MAP-negativen Rindern serologisch unterscheiden zu kénnen. Die Unterscheidungs-
kraft der Test- und Auswertungsvarianten wurden mittels ROC-Analysen ermittelt.

Die hoéchsten Werte fir Sensitivitat (83 %) und Spezifitdt (100 %) wurden im
DFZM-1gG;-Test (MP-Praadsorption) mit dem DFZM-Titer-2 erreicht (Abbildung 11).
Einen sehr ahnlichen Kurvenverlauf ergab die Verwendung des DFZM-Titers-3. Bei
dieser Titerberechnung wies der DFZM-IgG;-Test bei einer Spezifitit von gerade
100 % eine Sensitivitat von 78 % auf. Mit der Verwendung des DFZM-Titers-1 erreichte
man bei gerade 100 %iger Spezifitat eine deutlich niedrigere Sensitivitat von nur 61 %.
Im DFZM-1gG;-Test erreichten bei Betrachtung der AUC (area under the curve) die
DFZM-Titer-2 und -3 mit 0,94 die héchsten Werte und wiesen damit eine sehr gute

Diskrimination auf.

Im DFZM-IgG-Test wurde bei Berechnung des DFZM-Titer-2 und des DFZM-
Titer-83 mit einer AUC von 0,93 bzw. 0,92 ebenfalls eine sehr gute Diskrimination
erreicht. Im DFZM-IgG.-Test wiesen dagegen alle 3 Methoden der Titerberechnung nur
eine mittelmaBige bis gute Diskrimination auf, wenn man die AUC-Werte zugrunde
legt.

Letztendlich wurde in allen weiteren Untersuchungen die Berechnung des DFZM-
Titers-3 dem DFZM-Titer-2 vorgezogen, da zwischen diesen Titerberechnungen beim
Nachweis von IgG und IgG, nur ein geringer bzw. kein Unterschied hinsichtlich der
Sensitivitdt bestand und eine Standardisierung auf die mitgefiihrte Positivkontrolle

sinnvoll erschien.
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25 Art des Praadsorptionsantigens

Zur Beurteilung der Praadsorptionsbedingungen wurde nur der DFZM-Titer-3
verwendet (Abbildung 12). Die Praadsorption mit MP oder MAA erhbhte die
Sensitivitdt des DFZM-IgG;-Tests in der Testpopulation von 55,6 % (ohne Praad-
sorption) auf 77,8 % bzw. 61,1 % bei gerade 100 %iger Spezifitét. Bei einer 94,4 %igen
Sensitivitdt wurde durch die MP-Praadsorption die Spezifitdt von 72,7 % (ohne
Praadsorption) auf 86,4 % erhdht. Die MAA-Praadsorption war bei einer Sensitivitat
von 88,9 % mit 95,5% spezifischer als der Ansatz ohne Praadsorption (86,4 %
Spezifitat). Im DFZM-1gG-Test wurde die Sensitivitat von 38,9 % (ohne Praadsorption)
bei gerade 100 %iger Spezifitat nur durch die MP-Préadsorption (44,4 %) erhdht. Die
Spezifitdt von 86,4 % (ohne Praadsorption) erhéhte sich durch die MP- oder MAA-
Praadsorption auf 95,5 %.

Bei Betrachtung der AUC erreichte die MP-Praadsorption in allen 3 DFZM-Ak-
Testvarianten mit 0,93 (lgG-Nachweis), 0,94 (lgGi-Nachweis) und 0,77 (IgG.-
Nachweis) die hdéchsten Werte. Daher wurde fir alle weiteren Versuche die MP-
Praadsorption der MAA-Préaadsorption vorgezogen.
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Abbildung 11: Vergleich von 3 verschiedenen Methoden zur Titerberechnung in
den DFZM-Ak-Testvarianten (ROC-Analyse)
Der Analyse liegen die Testergebnisse fur Serumproben von 22 MAP-negativen und 18
MAP-positiven Kiihen zugrunde.
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Abbildung 12: Vergleich von 3 Methoden zur Praadsorption der Serumproben in
den DFZM-Ak-Testvarianten (ROC-Analyse)
Der Analyse liegen die Testergebnisse fir Serumproben von 22 MAP-negativen und 18

MAP-positiven Kiihen zugrunde.

[A]: DFZM-IgG-Test, DFZM-Titer-3

[B]: DFZM-lgGi-Test, DFZM-Titer-3
[C]l: DFZM-IgG,-Test, DFZM-Titer-3
AUC: area under the curve

ROC: receiver operating characteristic
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2.6 Vergleichende Untersuchung der Testqualitat von DFZM-Ak-
Testvarianten und kommerziellen ELISAs

Zur Evaluierung der DFZM-Ak-Tests und zum Vergleich der Testvarianten mit
kommerziellen ELISAs wurden ebenfalls die Serumproben von MAP-negativen (n = 22)
und MAP-positiven (n = 18; bakteriologische Kotuntersuchung Kultur- und/oder PCR -
positiv) weiblichen Rindern im Alter von Uber 24 Monate verwendet. Die 22 MAP-
negativen Serumproben waren zuvor sowohl im Pourquier® als auch im Svanovir®-
ELISA mit der Ausnahme eines fraglichen Ergebnisses im Svanovir®-ELISA, negativ
getestet worden. Von den MAP-positiven Rindern hatten im Pourquier®ELISA (Pq) 11
Rinder ein positives (,MAP-Kot+/Pg+“) und 7 Rinder ein negatives Resultat (,MAP-
Kot+/Pg-“) erzielt.

Betrachtet man die Ergebnisse der Kotuntersuchung auf MAP als Goldstandard,
so wies von den DFZM-Ak-Testvarianten der DFZM-IgG;-Test (MP-Praadsorption,
DFZM-Titer-3) bei gerade 100 %iger Spezifitét die hdchste Sensitivitédt von 77,8 % auf
(Abbildung 13). Bei einer Spezifitdt < 90,9 % verlief die ROC-Kurve des IgG-
Nachweises nahezu identisch mit der ROC-Kurve des IgGi-Nachweises. Der Nachweis
von MAP-spezifischem IgG, war in der Testpopulation bei gerade 100 %iger Spezifitat
nur zu 44,4 % sensitiv. Dementsprechend erzielten der DFZM-1gG- (AUC 0,93) und der
DFZM-1gG;-Test (AUC 0,94) eine sehr gute Diskrimination, wohingegen der DFZM-
IgGo-Test (AUC 0,77) nur mittelmaBig diskriminativ war.

Die 3 kommerziellen ELISAs wiesen bei einer Spezifitit von 100 % eine
Sensitivitat von 61 % (Cattletype®-ELISA), 72 % (Pourquier®ELISAs) bzw. 38,9 %
(Svanovir®-ELISA) auf (Abbildung 14). Bei Verwendung der vom Hersteller
angegebenen Cut Off-Werte sank die Sensitivitat auf 61,1 % (Pourquier®ELISAs) bzw.
27,8 % (Cattletype®-ELISA und Svanovir®-ELISA).

Im DFZM-IgG;-Test reagierten die Serumproben von allen negativen Rindern
negativ und diejenigen von MAP-Kot+/Pg+ Rindern in 10 von 11 Fallen positiv (Tabelle
12). Der DFZM-IgG;-Test erkannte auBerdem auch 4 der 7 MAP-Kot+/Pg- Rinder als
positiv. Mit dem Cattletype® und dem Svanovir®-ELISA konnten nur 5 bzw. 2 MAP-
Kot+/Pg+ Rinder als positiv erkannt werden. Aus der Gruppe der MAP-Kot+/Pg-
Rindern erkannte nur der Svanovir®-ELISA eines von 7 Rindern als positiv.
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Abbildung 13: Vergleich der Sensitivitat und Spezifitat der 3 DFZM-Ak-Test-

varianten (MP-Praadsorption, DFZM-Titer-3) mittels ROC-Analyse
Der Analyse liegen die Testergebnisse fur Serumproben von 22 MAP-negativen und 18
MAP-positiven Kiilhen zugrunde.

AUC: area under the curve
ROC: receiver operating characteristic
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Abbildung 14: Vergleich der Sensitivitat und Spezifitit des DFZM-IgG;-Tests
(MP-Praadsorption, DFZM-Titer-3) mit 3 kommerziellen ELISAs
mittels ROC-Analyse

Der Analyse liegen die Testergebnisse fir Serumproben von 22 MAP-negativen und 18

MAP-positiven Kiihen zugrunde.

AUC: area under the curve
ROC: receiver operating characteristic



2 Etablierung und Evaluierung der DFZM-Ak-Tests an adulten Rindern 81

Tabelle 12: Nachweis der MAP-Infektion bei Kiihen mittels Svanovir®-,
Cattletype®-ELISA und DFZM-IgG;-Test im Vergleich zur kulturell-
bakteriologischen Untersuchung (Goldstandard-Test)

Tabellarische Ubersicht der richtigen Zuteilung der Serumproben in die 3 Gruppen:

MAP-negative, MAP-Kot+/Pq+ und MAP-Kot+/Pg- Rinder. Bei den ELISAs wurde der

vom Hersteller angegebene Cut Off-Wert, beim DFZM- IgG;-Test der Cut Off-Wert fur

eine 100 %ige Spezifitdt verwendet.

Anzahl und Anteil der zutreffend erkannten Kiihe

MAP-negativ MAP-positiv MAP-positiv
n=22 (Kot+/Pq+) (Kot+/Pq-)
n=11 n=7
Svanovir®-ELISA 22 (100 %) 2 (18,2 %) 1 (14,29 %)
Cattletype®-ELISA 22 (100 %) 5 (45,5 %) 0 (0 %)
DFZM-IgG-Test 22 (100 %) 8 (72,7 %) 0 (0 %)
DFZM-1gG;-Test 22 (100 %) 10 (90,9 %) 4 (57,1 %)
DFZM-1gG,-Test 22 (100 %) 6 (54,6 %) 2 (28,6 %)
Erlauterungen: n: Anzahl der untersuchten Serumproben

Pq:  Pourquier®ELISA
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3 Etablierung des LIVE/DEAD® BacLight™-Kits

Bei der Infektionsstudie mussten alle Kélber mit der gleichen definierten MAP-
Keimzahl inokuliert werden. Deshalb war es unbedingt notwendig, dass eine
zuverldssige und moglichst rasch durchzufihrende Keimz&hlmethode eingesetzt
wurde. Die Wahl fiel auf das LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability and Counting
Kit (LIVE/DEAD® BacLight™-Kit, Fa. Invitrogen GmbH, Karlsruhe). In eigenen
Versuchsreihen wurde das Kit auf seine Eignung zur MAP-Keimz&hlung gepruft.

3.1 Gating-Strategie bei der LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse

Zunachst wurden die ausgewahlte Gating-Strategie (Bestimmung der Auswert-
fenster) und das Farbeverhalten der MAP-Bakterienzellen anhand von MAP-Keim-
suspensionen Uberprift. Zum Vergleich wurde eine Suspension von E. coli C600, fir
die Gating-Strategie bereits vom Hersteller beschrieben worden war, nach Hersteller-
anleitung gefarbt. In Abbildung 16 ist das mikroskopische Bild der MAP-Suspension
im Fluoreszenzmikroskop dargestellt.

Die E. coli-Population war im Vergleich zur MAP-Population im FSC (engl.:
forward scatter) versus SSC (engl.: side scatter)-Diagramm deutlicher von un-
spezifischen Partikeln abgrenzbar und wies zudem eine geringere Streuung der GréBe
innerhalb der Population auf (Abbildung 15). Dennoch konnte die MAP-Population in
einem elektronischen Auswertfenster (Gate) eingefasst werden.

Die Ubernachtkultur von E. coli C600 wies mit 99,5 % einen hohen Anteil
lebender E. coli-Bakterien auf. In der MAP-Suspension betrug dieser Anteil 72,1 %
(Tabelle 13). Der Anteil unspezifischer Messpartikel lag bei den mitgefuhrten Kontroll-

ansétzen unter 2 %.
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse von MAP- und E. coli-
Bakterienzellen

Vergleich der Zellmorphologie von

[Al:  MAP in R1 und

[B]:  E. coliin R2 im FSC-versus-SSC-Diagramm

Abbildung 16: Darstellung einer nach dem Protokoll des LIVE/DEAD®
BacLight™-Kit gefarbten MAP-Suspension im
Fluoreszenzmikroskop

Ausschnitt einer Originalaufnahme bei 1.000-facher VergréBerung und Verwendung

eines Rot-Grln Filters (Exzitationsfilter: 490 nm £ 10 und 575 nm + 15).

[A]: Darstellung eines Beads

[B]: Darstellung von ,lebenden® (griin) und ,toten“ (rot) MAP-Bakterien
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Tabelle 13: Ergebnis der durchflusszytometrischen Lebendkeimzahl-
Bestimmung in Bakteriensuspensionen mittels LIVE/DEAD® BacLight™-Kit

Anteil der Bakterien an der
Bakteriensuspension [%)]

Wesentliche
Art des
Komponenten
Ansatzes  'omRonenter MAP K10' E. coli C600?
,lebende” ,tote” ,lebende* ,Htote“
Testansatz * Bakterien 72.1 27.9 99,5 0.5
+ Farbstoff
Kontroll- + Bakterien
ansatz 1 - Farbstoff 1.6 0.3 <0.1 <0.1
Kontroll- - Bakterien
ansatz2 + Farbstoff 0.6 0.9 0.2 <0.1
Kontroll- - Bakterien
ansatz3 - Farbstoff <0.1 <0.1 <0.1 <0.1

Erldauterungen: Die Keimzahl der mit dem Kit zu priifenden Suspension betrug
' 2,6 x 10’ Bakterien/ml
2 4,6 x 10° Bakterien/ml

3.2 Korrelation der verschiedenen Keimzahlmethoden

Die KbE-Bestimmung mittels Oberflachenverfahren (Harris und Barletta, 2001)
stellt die Goldstandardmethode zur Bestimmung der Anzahl ,lebender” Bakterien in
einer MAP-Suspension dar. Um eine Aussage Uber die Korrelation zwischen den
verschiedenen Keimzahlmethoden treffen zu kénnen, wurde die Lebendkeimzahl von
12 verschiedenen MAP-Bouillonkulturen parallel mit der LIVE/DEAD® BacLight™-
Analyse, der Messung der optischen Dichte bei 660 nm (ODggo) und der Goldstandard-
methode bestimmt.

Eine gute Korrelation ergab sich fiir die mittels LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse
bestimmte Konzentration an ,lebenden® Bakterien und der mittels Oberflachenverfah-
ren ermittelten Konzentration an KbE (r = 0,80). Zwischen den Ergebnissen der KbE-
Bestimmung und der OD-Messung (r =-0,08) sowie zwischen den Resultaten der
LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse und der OD-Messung (r=0,10) bestand kein
Korrelation (Abbildung 17).
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Fortsetzung der Abbildung 17 auf der néchsten Seite
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LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse
[Bakterien/ml] C

7x107
y =0,1561x + 2,3x107

6x107 r=0,01
5x107 - s ¢
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1x107

9x106

9x108 1x107 2x107 3x107 4x107 5x107 6x107 7x107
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Abbildung 17: Korrelationen zwischen den mittels LIVE/DEAD® BacLight™-
Analyse und den mittels ODgs-Messung sowie
Oberflachenverfahren in MAP-Suspensionen (n = 12) ermittelten
Keimzahlen

[Al:  Korrelation der KbE-Bestimmung mit der LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse

[B]:  Korrelation der KbE-Bestimmung mit der ODggo-Messung

[C]: Korrelation der LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse mit der ODgg-Messung

n: Anzahl der MAP-Kulturen
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4 Ergebnisse der experimentellen Infektionsstudie

Die DFZM-Ak-Tests wurden an insgesamt 14 Kalbern aus 4 MAP-unverdachtigen
Betrieben evaluiert. Sieben Kélber bildeten die Kontrollgruppe, die anderen 7 Kélber
wurden experimentell mit MAP infiziert (Infektionsgruppe). Die Inokulation mit MAP
erfolgte dreimal im Abstand von je 2 Tagen am 10., 12. und 14. Lebenstag. Die
Kontrolltiere erhielten Scheininokula. Allen Kélbern wurden zu den jeweils gleichen
definierten Zeitpunkten Darmlymphknotenbioptate, Kot-, Vollblut- und Serumproben
entnommen. Die ,Nullprobe® (Kot-, Vollblut- und Serumprobe) wurde einen Tag vor der
ersten Inokulation (9. Lebenstag) gewonnen. Serumproben fir den MAP-spezifischen
Antikdrpernachweis (Pourquier®ELISA, DFZM-Ak-Tests) wurden danach im 14-
tagigen Rhythmus entnommen.

Fir den Vergleich der Kontrollgruppe mit der Infektionsgruppe wurden die Daten
nach dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung Uberpriift. Da die Daten nicht
normalverteilt waren, wurden die Werte zur Berechnung der Signifikanzen
logarithmisch transformiert. Das Kalb 11 schied vorzeitig aus den Untersuchungen aus
(siehe unten), weshalb bei der Infektionsgruppe die Ergebnisse von nur 5 Kalbern bis
zur 50. Woche post infectionem (W.p.i.) in den Gruppenvergleich berlcksichtigt
wurden. Bei der Kontrollgruppe flossen bis zur 50. W.p.i. wie geplant die Ergebnisse
von 6 Kalbern in die Auswertung ein. In der 52. W.p.i. war bereits ein Kalb aus jeweils
einer Gruppe euthanasiert worden. Diese zwei fehlenden Werte wurden durch einen
Zeitreihen-Mittelwert ersetzt. Vor Anwendung des t-Tests wurde eine zweifaktorielle
(Faktoren Gruppe und Zeit) Varianzanalyse mit Messwiederholungen durchgefihrt. In
die Berechnung wurden nur die Werte der Kontrollkalber und MAP-infizierten Kélber ab
der 20. W.p.i. miteinbezogen, da erst ab diesem Zeitpunkt nicht mehr mit maternalen
Antikdrpern zu rechnen war (siehe Kapitel 5.1). Fur die DFZM-Ak-Testvarianten, bei
denen eine signifikante Wechselbeziehung zwischen den Faktoren Gruppe und Zeit
bestand, wurde die Signifikanz des Gruppenunterschiedes mit Hilfe des einseitigen t-
Tests nach Student flir unabhangige Stichproben ermittelt.

4.1 Ergebnis der Inokulationsdosis-Uberpriifung

Aufgrund der Lagerung der Inokulum-Aliquots Uber 100 Tage bei -70 °C war eine
Abnahme der urspriinglich auf 1 x 10° lebende” Bakterien pro Inokulum-Aliquot ein-
gestellten Keimkonzentration zu befirchten. Um die an die Kalber tatsachlich

verabreichte Inokulationsdosis zu bestimmen, wurde die Keimkonzentration der
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Inokulumsuspension unmittelbar vor Verabreichung an die Kélber stichprobenartig
(n = 8) mittels LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse und KbE-Bestimmung ermittelt. Der
Mittelwert aus den 8 Messungen betrug fiir die KbE-Bestimmung 3,5 x 10® KbE/Dosis
(25 ml) und fiir die LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse 1,5 x 10® lebende Bakterien/Dosis
(Tabelle 14). Gemessen an den Resultaten des Obeflachenverfahrens erhielt jedes
Kalb bei den 3 Inokulationen & 25 ml durchschnittlich eine Gesamtdosis von 1,05 x 10°
KbE.

Tabelle 14: Bestimmung der an die Kélber verabreichten MAP-Keimzahlen

Zur Berechnung der durchschnittlich an die Kélber verabreichten Bakterienzahl pro
Inokulation (Einzeldosis) wurde der Mittelwert aus 8 Inokulumsuspensionen ermittelt.
Die Gesamtdosis der Bakterienzahl pro Kalb berechnete sich aus den Mittelwerten der
3 Einzeldosen.

KbE-Bestimmung LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse

[KbE/mI] [lebende Bakt./ml]
(r;istt:ﬁlr)e Einzeldosis 3.5 x 10° 1,5 % 10°
Maximum 6,0 x 10° 3,0 x 10°
Minimum 2,3x10° 0,7 x 10°
Standardabweichung 1,4 x 108 0,9 x 108
mittlere Gesamtdosis je 10,5 x 10° 45x% 108

Kalb (3 x 25ml = 75 ml)

4.2 MAP-Status der Muttertiere

Um den negativen MAP-Status der flr die Infektionsversuche vorgesehenen
Kélber sicher zu stellen, wurden die Muttertiere der Kélber 4 bis 7 Tage nach der
Geburt sowohl serologisch (Blut und Milch) als auch kulturell-bakteriologisch und
molekularbiologisch (Kot) auf MAP-Antikérper bzw. auf MAP untersucht. Der Direkt-
nachweis von MAP im Kot war bei allen Tieren negativ (persdnliche Mitteilung von
Marta Fischer, Institut fUr Tierarztliche Nahrungsmittelkunde). Die Ergebnisse der sero-
logischen Untersuchungen sind in der Tabelle 15 aufgefihrt. AuBer Mutter 5 (fraglicher
Svanovir®-Titer) und Mutter 10 (fraglicher DFZM-Titer-3 im DFZM-IgG-Test) fiel das
Ergebnis der serologischen Tests fir alle Muttertiere negativ aus.
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Tabelle 15: Ergebnisse der serologischen Untersuchungen der Muttertiere

Bezeichnung Herkunft S}’ﬁg:’;ﬂ/ﬁ- P%?tﬁu[izj]‘@' Igg I;)Z?A-TitT;g: (%]
Kontrollgruppe
Mutter 1 Betrieb 3 10,6 2,5 -8,7 -10,5
Mutter 3 Betrieb 2 8,3 0,5 -4,7 5,6
Mutter 4 Betrieb 2 7,7 1,2 4,9 7,7
Mutter 5 Betrieb 3 46,9 11,7 -7,1 2,2
Mutter 6 Betrieb 3 9,5 2,8 -3,2 7,9
Mutter 7 Betrieb 1 9,0 -0,9 -8,7 -10,5
Infektionsgruppe
Mutter 8 Betrieb 1 7,8 3,4 5,3 7,9
Mutter 10 Betrieb 4 8,3 2,6 15,0 2,4
Mutter 11 Betrieb 4 8,5 12,1 13,1 18,0
Mutter 12 Betrieb 2 19,2 13,3 -0,3 13,9
Mutter 13 Betrieb 2 n.b. 1,2 -1,7 9,0
Mutter 14 Betrieb 2 n.b. -0,3 53 11,0
Erldauterungen: ! nach Praadsorption der Serumproben mit MP

n.b.: nicht bestimmt

Cut Off-Werte zwischen dem negativen und fraglichen bzw.
zwischen dem fraglichen und positiven Bereich:
Svanovir®-ELISA: 32 % bzw. 53 %

Pourquier®ELISA: 60 % bzw. 70 %

DFZM-IgG-Test: 14,8 % bzw. 17,8 %
DFZM-IgG;-Test: 22,2 % bzw. 34,3 %
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4.3 Ergebnis der klinischen Uberwachung der Kélber

Im Versuchszeitraum waren bei folgenden Kalbern klinische Auffélligkeiten zu
beobachten (persénliche Mitteilungen von Dr. T. Seeger und Prof. Dr. K. Doll, Klinik ftr
Wiederkauer und Schweine, JLU GieBen):

Kalb 2 wurde aufgrund eines Mangelzustandes bei der Einstallung Vitamin E und
Selen verabreicht. Dieses Tier wurde nach Feststellung einer Aufgasung des Magen-
Darmtraktes am 6. Lebenstag mit Antibiotika und Rehydratationslésung behandelt. Die
Aufgasung trat aber auch danach rezidivierend auf. Am 46. Lebenstag (5. W.p.i.)
wurde Kalb 2 aufgrund einer erneuten hochgradigen Aufgasung als Notfall operiert. Mit
dem Befund eines paralytischen lleus wurde das Kalb wahrend des Eingriffes
euthanasiert.

Bei Kalb 3 wurde am 281. Lebenstag (38. W.p.i.) ein mechanischer lleus
diagnostiziert, welcher durch eine Notoperation erfolgreich behoben werden konnte.
Dieses Kalb blieb nach der Operation eine Woche in Einzelhaltung.

Kalb 5 wurde am 29. Lebenstag (2. W.p.i.) aufgrund einer Rotavirusinfektion tber
3 Tage oral mit Rehydratationslésung behandelt.

Kalb 6 erhielt am 16. Lebenstag (0. W.p.i.) aufgrund eines geringgradigen Eisen-
mangels eine Eiseninjektion. Des Weiteren wurde am 81., 83. und 84. Lebenstag (10.
W.p.i.) eine linksseitige Labmagenverlagerung festgestellt, welche durch konservative
Therapie behoben werden konnte.

Bei den Kaélbern 8, 13 und 14 wurde eine durch Kryptosporidien bedingte
Diarrhoe diagnostiziert. Die Kalber wurden mir oraler Rehydratationslésung behandelt
[Kalb 8 (6.-16. Lebenstag), Kalb 13 (6.-16. Lebenstag) und Kalb 14 (10.-16. Lebens-
tag)]. Aufgrund einer Otitis media wurde bei den Kéalbern 8 und 9 ab dem 6. Lebenstag
bzw. ab dem 39. Lebenstag Uber 5 Tage Penicillin verabreicht.

Kalb 9 wurde friihzeitig aus der Studie ausgeschlossen, da MAP bei der kulturell-
bakteriologischen Untersuchung einer Kotprobe vom 9. Lebenstag nachgewiesen

wurde.

Kalb 11 wurde am 253. Lebenstag (34. W.p.i.) nach einer Notoperation eutha-
nasiert. Der Sektionsbefund ergab eine akute hamorrhagische Enteritis sowie eine
mittelgradige Spitzenlappenpneumonie.
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4.4 Dynamik MAP-spezifischer Antikorper in der Kontroll- und in der

Infektionsgruppe

Ahnlich wie bei den erwachsenen Rindern wurde auch an den Kalbern der
Einfluss der Praadsorption (MAA- oder MP-Antigen oder keine Praadsorption) auf die
Qualitét der DFZM-Ak-Testvarianten untersucht. Als Qualitdtsparameter diente hierbei
der einseitige t-Test nach Student fir unabhangige Stichproben, anhand dessen die
Signifikanz des Gruppenunterschiedes zwischen der Kontrolgruppe und der Infektions-
gruppe je Untersuchungszeitpunkt ermittelt wurde. Auf einen erneuten Vergleich der
verschiedenen Methoden zur Titerberechnung wurde aufgrund der Ergebnisse in
Kapitel 1V2.4 verzichtet und einheitlich nur der DFZM-Titer-3 bestimmt.

Im DFZM-IgG-Test zeigte sich bei Anwendung der MP-Praadsorption von der 46.
bis zur 52. W.p.i. ein signifikanter Mittelwertunterschied zwischen der Kontroll- und der
Infektionsgruppe (Abbildung 18, Tabelle 17). Auch bei Prdadsorption der Serum-
proben mit MAA waren die Mittelwerte ab der 46. W.p.i. zwischen den Gruppen
signifikant verschieden. Im DFZM-IgG;-Test konnte bei Anwendung der MAA-Praad-
sorption ab der 40. W.p.i. (exklusiv 50. W.p.i.) und mit der MP-Préadsorption ab der 44.
W.p.i. (exklusiv 46. W.p.i.) ein signifikanter Mittelwertunterschied nachgewiesen
werden. Wurden die Serumproben im DFZM-IgG- als auch im DFZM-IgG;-Test ohne
Praadsorption getestet, konnte anhand der zweifaktoriellen Varianzanalyse kein
signifikanter Einfluss der Faktoren Gruppe und Zeit auf die DFZM-Titer-3 beobachtet
werden (Tabelle 16).

Im DFZM-IgG,- und DFZM-IgM-Test war fur keine Testvariante ein signifikanter
Einfluss der Faktoren Gruppe und Zeit auf die DFZM-Titer-3 festzustellen, weshalb die
Prifung des Gruppenunterschieds auf Signifikanz an dieser Stelle entfiel. In den nach-
folgenden Untersuchungen wurde nur noch die MP-Prdadsorption verwendet, da die
Messdaten bei der Berechnung des DFZM-Titers-3 bereits auf MAA normalisiert

wurden.

Beim Vergleich der 4 DFZM-Ak-Testvarianten (DFZM-Titer-3, MP-Praadsorption)
zeigte sich ein signifikanter Mittelwertunterschied zwischen der Kontroll- und Infektions-
gruppe nur bei der Untersuchung auf MAP-spezifisches 1gG (ab der 46. W.p.i.) und
lgG; (44., 48., 50., 52. W.p.i.) (Abbildung 18C und 18F; Abbildung 19). Sowohl beim
lgG,- (Mittelwert 13,9, STABW 14,8) als auch beim IgM-Nachweis (Mittelwert -12,4,
STABW 27,1) wiesen die Titerwerte der Kontrollgruppe Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum insgesamt eine hohe Streuung auf. Dagegen streuten die Titer
in der Kontrollgruppe beim IgG-Nachweis (Mittelwert 3,4, STABW 5,2) und im IgG;-
Nachweis (Mittelwert 6,5, STABW 6,5) weniger.
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Fortsetzung der Abbildung 18 auf der néchsten Seite
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Abbildung 18: DFZM-Titer-3 bei den Kélbern der Infektions- und der Kontroll-

gruppe in Abhéangigkeit von der Praadsorption der Serumproben
Die Titerverteilung in der jeweiligen Gruppe (n = 5 bzw. n = 6) ist fiir jeden Messzeit-
punkt als Median (Saule), Minimum und Maximum (Linien) dargestellt. Die statistische
Analyse wurde anhand der arithmetischen Mittelwerte der logarithmierten Titer vorge-
nommen.

DFZM-IgG-Test DFZM-1gG;-Test

[A]l:  ohne Praadsorption [D]:  ohne Praadsorption
[B]l:  MAA-Préaadsorption [E]l:  MAA-Préaadsorption
[C]:  MP-Praadsorption [F]: MP-Praadsorption

signifikanter Mittelwertunterschied (p < 0,05; t-Test nach Student)
W.p.i.: Wochen post infectionem
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Abbildung 19: DFZM-Titer-3 bei den Kélber der Infektions- und der Kontroll-
gruppe in Abhangigkeit von der DFZM-Ak-Testvariante

Die Titerverteilung in der jeweiligen Gruppe (n = 5 bzw. n = 6) ist fiir jeden Messzeit-

punkt als Median (Saule), Minimum und Maximum (Linien) dargestellt. Die statistische

Analyse wurde anhand der arithmetischen Mittelwerte der logarithmierten Titer vorge-

nommen.

[A]l:  DFZM-IgG,-Test

[Bl: DFZM-IgM-Test

* signifikanter Mittelwertunterschied (p < 0,05; t-Test nach Student)

W.p.i.: Wochen post infectionem
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Tabelle 16: Signifikanzwerte fiir die Faktoren Zeit und Gruppe in der
zweifaktoriellen Varianzanalyse nach Greenhouse-Geissner

Signifikanzwerte' der zweifaktoriellen

Test Varianzanalyse fiir versch. Faktoren
Zeit Gruppe Zeit x Gruppe

DFZM-Ak-Testvarianten

DFZM-1gG-Test; ohne Praad. 0,117 0,462 0,236
DFZM-1gG-Test; MAA-Praad. 0,099 0,255 0,017
DFZM-1gG-Test; MP-Praad. 0,233 0,065 0,011
DFZM-1gGi-Test; ohne Praad. 0,557 0,991 0,182
DFZM-1gG;-Test; MAA-Praad. 0,487 0,238 0,007
DFZM-1gG;-Test; MP-Praad. 0,033 0,156 0,002
DFZM-1gG,-Test; ohne Praad. 0,322 0,391 0,377
DFZM-1gG,-Test; MAA-Praad. 0,240 0,640 0,206
DFZM-1gG,-Test; MP-Praad. 0,396 0,226 0,443
DFZM-IgM-Test; ohne Praad. 0,110 0,159 0,214
DFZM-IgM-Test; MAA-Praad. 0,021 0,328 0,064
DFZM-IgM-Test; MP-Praad. 0,005 0,758 0,550
Pourquier®ELISA 0,173 0,181 0,240

Erlduterungen:

Praad.:
Fettgedruckte Zahlen:

Berechnung aus den Titern der Kélber in der
Kontroll- und der Infektionsgruppe ab der 20. W.p.i

Praadsorption
p-Werte < 0,05
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Tabelle 17: Signifikanzwerte des Mittelwertvergleichs zwischen der Kontroll-
und der Infektionsgruppe mit dem t-Test nach Student fir
unabhéangige Stichproben

Signifikanzwerte' des Mittelwertvergleichs der Ergebnisse aus der
Kontroll- und der Infektionsgruppe

DFZM-lgG-Test DFZM-lgG-Test, DFZM-lgG;-Test, DFZM-lgG;-Test,

W.p.i. (MP-Priad.) (MAA-Praad.) (MP-Praad.) (MAA-Préad.)
20 0,410 0,097 0,307 0,100
24 0,269 0,154 0,204 0,186
28 0,064 0,159 0,237 0,154
32 0,139 0,257 0,174 0,340
36 0,416 0,129 0,188 0,245
40 0,081 0,329 0,203 0,015
44 0,055 0,104 0,024 0,016
46 0,021 0,032 0,096 0,011
48 0,019 0,029 0,010 0,023
50 0,037 0,007 0,030 0,059
52 0,028 0,000 0,011 0,012
Erlduterungen: ' unter Priifung der Varianzgleichheit nach dem Levene-
Test
W.p.i..  Wochen post infectionem

Praad.: Praadsorption
Fettgedruckte Zahlen: p-Werte < 0,05

4.5 Dynamik der MAP-spezifischen DFZM-Ak-Titer beim einzelnen
Kalb

Um einzelne Antikérpertiter der Kélber aus der Infektionsgruppe diagnostisch als
serologisch positiv, fraglich und negativ beurteilen zu kénnen, wurden das 99 %ige und
das 95 %ige Quantil aus allen im gesamten Zeitraum ermittelten Titerwerten der
6 Kontrollkalber als Cut Off-Werte eingefiihrt. Die auf diese Weise berechneten Cut
Off-Werte sind der Tabelle 18 zu entnehmen. Im Folgenden wurden nur die
Ergebnisse der DFZM-Testvarianten in Verbindung mit einer Praadsorption der Serum-
proben mit MP betrachtet.
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Im DFZM-IgG-Test wiesen aus der Infektionsgruppe initial Kalb 11, Kalb 12 bzw.
Kalb 14 positive bzw. fragliche DFZM-Titer-3 bis zur 4., 8. bzw. 12. W.p.i. auf
(Abbildung 20B). Beim Nachweis von IgG; wies nur Kalb 11 positive Werte bis zur 8.
W.p.i. auf (Abbildung 20D). Die Titer der Kalber 12 und Kalb 14 waren in der ersten
Beprobung fraglich (0 W.p.i., 9. Lebenstag).

Im DFZM-IgG-Test reagierten die Kalber 8 und 10 ab der 44. bzw. 46. W.p.i.
konstant positiv. Kalb 8 erzielte bereits vorher wiederholt positive und fragliche
Resultate (20., 28. und 32. W.p.i.). Der DFZM-IgG;-Test ergab bei den Kalbern 8 und
10 ab der 50. bzw. 46. W.p.i positive bzw. fragliche Ergebnisse. Bei Kalb 14 wurde in
der letzten Untersuchung (51. W.p.i.) ein fraglicher Titerwert gemessen. Im DFZM-
lgGo-Test blieben alle Kalber Uber den gesamten Untersuchungszeitraum serologisch
negativ (Abbildung 20F). Im DFZM-IgM-Test wiesen nur manche Kélber und auch nur
an einzelnen Messtagen fragliche Resultate auf: Kalb 10 am 44. W.p.i, Kalb 12 am 36.
W.p.i. und Kalb 14 am 40. W.p.i. (Abbildung 20H). Ansonsten lagen alle ermittelten
Titerwerte im serologisch negativen Bereich.

Tabelle 18: Festlegung der Cut Off-Werte fiir die DFZM-Ak-Testvarianten und
den Pourquier®ELISA

Anzahl der Cut Off zwischen Cut Off zwischen
beriicksichtig- serologisch positiv serologisch negativ
ten Titer der und fraglich und fraglich

Kontrollgruppe (99 %iges Quantil)' (95 %iges Quantil)’

DFZM-Ak-Tests

DFZM-IgG-Test 95 17,8 14,8
DFZM-IgG,-Test 95 34,3 22,2
DFZM-IgG,-Test 84 79,9 59,2
DFZM-IgM-Test 84 58,9 20,2
Pourquier®-ELISA 95 20,9 7,5
Erlduterungen: ! Quantile aller bei den Kontrolltieren im

Untersuchungszeitraum ermittelten Titern
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Abbildung 20: Dynamik der MAP-spezifischen Antikorpertiter bei MAP-

infizierten Kéalbern und Kontrollkalbern

(Ergebnisse der DFZM-Ak-Testvarianten, MP-Praadsorption;

DFZM-Titer-3)

Als Cut Off-Werte dienten das 99 %ige bzw. 95 %ige Quantil (Q), berechnet anhand

aller in der Kontrollgruppe ermittelten Titer.

[A]l: DFZM-lgG-Test; Kontrollgruppe [E]:
[B]: DFZM-IgG-Test; Infektionsgruppe [FI:
[C]: DFZM-lgG;-Test; Kontrollgruppe [G]:
[D]: DFZM-1gG;-Test; Infektionsgruppe [H]:

W.p.i.: Wochen post infectionem

DFZM-IgG,-Test; Kontrollgruppe
DFZM-1gG,-Test; Infektionsgruppe
DFZM-IgM-Test; Kontrollgruppe
DFZM-IgM-Test; Infektionsgruppe
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4.6 Antikorpertiter im Pourquier®-ELISA

Die Serumproben der Kalber in der Kontroll- und in der Infektionsgruppe wurden
neben den DFZM-Ak-Tests auch mit dem kommerziell erhéltlichen Pourquier®ELISA
untersucht. Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte in gleicher Weise wie
bei den Ergebnissen der DFZM-Ak-Tests.

Bei der Analyse der Ergebnisse im Pourquier®-ELISA konnte hinsichtlich der Titer
keine positive Wechselbeziehung zwischen den Faktoren Zeit und Gruppe festgestellt
werden (Tabelle 16). Somit entfiel die statistische Untersuchung auf signifikante Mittel-
wertunterschiede zwischen der Infektions- und Kontrollgruppe. In Abbildung 21 sind
die Mediane der DFZM-Titer-3 der MAP-infizierten Kélber und der nicht-infizierten
Kalber im Pourquier®-ELISA dargestellt.

Bei Verwendung der vom Hersteller angegebenen Cut Off-Werte war nur Kalb 11
und dieses nur bei der ersten Beprobung (0 W.p.i.) als serologisch positiv zu bewerten
(Abbildung 22). Bei Kalb 8 stieg der Titer ab der 44. W.p.i. kontinuierlich an und lag ab
der 50. W.p.i. im fraglichen Bereich.

Wurden in Analogie zu den DFZM-Ak-Tests das 99 %ige und das 95 %ige
Quantil aller Titer in der Kontrollgruppe als Cut Off-Werte verwendet, erzielte Kalb 11
bis 8 W.p.i. positive und fragliche Resultate. Kalb 10 und 12 wiesen anfanglich
ebenfalls Antikdrpertiter im fraglichen Bereich auf. Kalb 8 reagierte ab der 44. W.p.i.
fraglich oder seropositiv. Kalb 14 war 16 und 20 W.p.i. serologisch fraglich und Kalb 13
in der 54. W.p.i. serologisch positiv.
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Pourquier®-Titer [%)]

innanananaaanan

12 16 20 24 28 32 36 40 44 46 48 50 52 W.p..

Abbildung 21: Pourquier®-Titer der MAP-infizierten Kalber und der nicht-
infizierten Kontrollkéalber

Die Titerverteilung in der jeweiligen Gruppe (n = 5 bzw. n = 6) ist fir jeden Messzeit-

punkt als Median (Saule), Minimum und Maximum (Linien) dargestellt. Die statistische

Analyse wurde anhand der arithmetischen Mittelwerte der logarithmierten Titer vor-

genommen.

* signifikanter Mittelwertunterschied (p < 0,05; t-Test nach Student)

W.p.i.: Wochen post infectionem
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Abbildung 22: Dynamik des Pourquier®-Titers bei MAP-infizierten Kalbern und
Kontrollkéalbern

[A]l:  Kontrollgruppe

[B]:  Infektionsgruppe

— 99 %iges Quantil und
------ 95 %iges Quantil ermittelt aus allen Titerwerten der Kontrollgruppe

-------------------- Cut Off-Wert zwischen serologisch positiv und fraglich sowie
- - Cut Off-Wert zwischen serologisch negativ und fraglich, welche vom Hersteller
angegeben wurden

W.p.i..  Wochen post infectionem
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4.7 Ergebnisse der kulturell-bakteriologischen und molekularbiolo-

gischen Untersuchungen

Von den Kalbern wurden Kotproben in den ersten 2 Wochen nach den
Inokulationen in zweitdgigem Abstand entnommen. Danach wurden Proben fir 2
Wochen im wdéchentlichen Abstand genommen und anschlieBend bis zum Ende der
Studie im 14-Tage-Rhythmus. Am 14., 30., 90. und 170. Tag post infectionem (T.p.i.)
wurden zusatzlich Bioptate des lleocaecallymphknotens und/oder eines Jejunal-
lymphknotens untersucht. Im Zuge der Sektion wurden weitere Gewebeproben
(Darmbein- und Buglymphknoten, Jejunum, lleum, Colon, lleocaecalklappe, Uterus)
entnommen und ebenfalls der kulturell-bakteriologischen und molekularbiologischen
MAP-Untersuchungen am IFTN zugefihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
werden ausflhrlich in einer anderen Dissertation beschrieben werden (M. Fischer, dem
Institut far Tierarztliche Nahrungsmittelkunde, Manuskript in Vorbereitung). Um die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit gemessenen Immunreaktionen bewerten zu kénnen,

wird hier nur eine Zusammenfassung dieser Ergebnisse prasentiert.

Alle Kéalber der Kontrollgruppe reagierten in allen Untersuchungen auf MAP in
Gewebe- und Kotproben stets negativ. Dagegen schieden alle Kélber der Infektions-
gruppe MAP intermittierend bis zum 139. T.p.i. aus. Von diesem Zeitpunkt bis zum
Ende des Versuchszeitraumes konnte MAP im Kot der Kélber nicht mehr nachge-
wiesen werden. Bei allen 6 Kélbern der Infektionsgruppe war MAP am 90. Tag post
infectionem sowohl kulturell-bakteriologisch als auch molekularbiologisch in
Gewebeproben aus dem lleocaecallymphknoten und/oder einem Jejunallymphknoten
nachweisbar (Tabelle 19). Am Tag der Sektion, welche je nach Kalb zwischen dem
351. und 375. T.p.i. stattfand, konnte MAP kulturell-bakteriologisch bei 3 von 5 Kélbern
(Kalber 8, 12, 14) nicht mehr nachgewiesen werden, und molekularbiologisch bei 2 von
5 Kalbern (Kalber 13 und 14).
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Tabelle 19:  Ergebnisse der kulturell-bakteriologischen und molekularbio-
logischen Untersuchung von Gewebeproben der Kalber der
Infektionsgruppe auf MAP
(Ergebnisse aus dem Institut fur Tierarztliche Nahrungsmittelkunde,
Justus-Liebig Universitat, GieBen)

Kulturell-bakteriologische Molekularbiologische
Untersuchung’ Untersuchung?®
el 4. 30. 90. 170. 7| 14 30. 90 170 P
T.p.i. T.p.i. T.p.i. T.p.i. T.p.i'. T.p.i. T.p.i. T.p.i. T.p.i. T.p.i.
8 - + + + - - - + + +
10 + - + + + - + + + +
11 - + + + n.u. - - - + n.u.
12 - + + + - - - + + +
13 - + + + + - - + + -
14 + - + + - + - + + -
Erlauterungen: ; Anzucht auf HEYM-Agar oder mittels MGIT

Nested-PCR 1S900 nach Bull (2003); Triplex Real time
PCR nach Schénenbricher et al., (2008)
+ Direktnachweis von MAP in einer der Untersuchungen
n.u.  nicht untersucht, da das Kalb am 253. Lebenstag verstarb
T.p.i. Tag post infectionem
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5 Ergebnisse der Feldstudien

5.1 Nachweis MAP-spezifischer maternaler Antikérper bei Kalbern
und Jungrindern (Kohortenstudie 1)

Die Kohortenstudie 1 befasste sich mit der Dynamik von MAP-spezifischen Anti-
korpern kolostralen Ursprungs bei Kalbern in den ersten 6 Lebensmonaten. Ziel dieser
Untersuchung war es insbesondere, denjenigen Zeitpunkt zu erfassen, an dem diese
Antikdrper abgebaut sind und vorhandene Antikérper somit auf den von infizierten
Kélbern selbst gebildeten Immunglobulinen beruhen. Im Rahmen der Kohortenstudie 1
wurden insgesamt 12 weibliche Kélber eines MAP-Problembetriebes (Betrieb 9) ab der
1. oder 2. Lebenswoche untersucht. In Abh&ngigkeit davon, wie die Kalber nach der
Aufnahme von Kolostrum im DFZM-IgG- und DFZM-IgG;-Test reagierten, wurden sie
der Gruppe der Kélber mit initialen MAP-Antikérpertitern (,seropositive Kalber”) oder
der Gruppe ohne initiale MAP-Antikérpertiter (,seronegative Kéalber“) zugeordnet. Jede
Gruppe umfasste 6 Kalber. Der Cut Off-Wert zur Differenzierung zwischen seropositiv
und seronegativ zu bewertenden Antikérpertitern wurde anhand der bei den Kontroll-
tieren in der experimentellen Infektionsstudie ermittelten Messwerte errechnet. Die
berechneten Cut Off-Werte sind in Tabelle 18 (Seite 97) aufgelistet. Zusatzlich wurden
die Muttertiere der Kalber mindestens zweimal im Abstand von ca. 2 Monaten beprobt
(Kot- und Serumproben). Alle Serumproben wurden nach der Praadsorption mit MP-
Antigen im DFZM-IgG- und im DFZM-IgG;-Test auf ihren DFZM-Titer-3 untersucht.

Alle 6 Muttertiere der 6 seronegativen Kalber reagierten im DFZM-IgG- und
DFZM-IgG;-Test in der ersten Untersuchung negativ (Tabelle 20). Bei der zweiten
Untersuchung reagierte ein Muttertier 79 Tage nach der Geburt serologisch fraglich
bzw. positiv. Bei der kulturell-bakteriologischen Untersuchung von Kot auf MAP wies
das Muttertier von Kalb ,Feld K2 14 Tage nach der Geburt ein positives Ergebnis auf.
Von den 6 Muttertieren der seropositiven Kalber reagierten 5 Kihe in beiden Unter-
suchungen mittels DFZM-1gG- oder DFZM-IgG-Test seropositiv, wahrend die Mutter
von Kalb ,Feld K14“ seronegativ reagierte. Aus organisatorischen Griinden konnte
diese Kuh leider nur einmal und zwar einen Tag nach der Geburt beprobt werden. Bis
auf dieses Tier reagierten alle Muttertiere der seropositiven Kalber auch mindestens
einmal in der kulturell-bakteriologischen und/oder molekularbiologischen MAP-
Untersuchung positiv.
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Bei allen 6 seronegativen Kélbern blieben die MAP-spezifischen DFZM-Titer-3
sowohl bei der Untersuchung von IgG als auch bei der Untersuchung von IgG; tber
den gesamten Beprobungszeitraum im negativen Bereich (Abbildung 23A, Abbildung
24A).

Die 6 seropositiven Kélber blieben dagegen in Abhangigkeit vom Titer der ersten
Untersuchung im DFZM-IgG-Test mindestens bis zum 20. und langstens bis zum 121.
Lebenstag serologisch positiv bzw. fraglich (Abbildung 23B). Die IgG;-Titer sanken
dagegen schneller ab. So blieben die Titer bei 5 Kalbern nach dem 54. Lebenstag im
negativen Bereich (Abbildung 24B). Nur bei einem einzigen Kalb (Feld K3) lag der
Titer noch am 121. Lebenstag im fraglichen Bereich.

Im Pourquier®ELISA blieben unter Verwendung des vom Hersteller ange-
gebenen Cut Off-Wertes alle seronegativen Kéalber im Untersuchungszeitraum negativ.
Drei der 6 seropositiven Kélber reagierten dagegen bis zum 60., 63. bzw. 104. Lebens-
tag serologisch positiv bzw. fraglich (Abbildung 25). Bei Verwendung der Cut Off-
Werte aus der experimentellen Infektionsstudie, lagen die Titer von 4 der 6 initial sero-
positiven Kalber mindestens bis zum 22. und langstens bis zum 138. Lebenstag im
positiven oder fraglichen Bereich.
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Tabelle 20: Ergebnisse der serologischen Untersuchung (Pourquier®ELISA,
DFZM-IgG- und DFZM-lgG-Test) sowie der Kotuntersuchung
(Kultur/PCR) von Muttertieren in der Kohortenstudie 1

Ergebnis der Untersuchung

Beprobungszeitpunkt "y DFZM- Kotunter-
Bezeichnung [Tage nach der Geburt Pogﬁgg\ar IgG/IgG;- suchung
des Kalbes] Test (Kultur/PCR)
Muttertiere seroneqativer Kélber
14 - -/- +/-
M Feld K2 89 ] S "
M Feld K4 9 - -/- -/-
4 - -/- -/-
M Feld K9 81 i . -
2 - -/- -/-
M Feld K10 79 " L9 /9
3 - -/- -/-
M Feld K11 80 ] S /0
8 - -/- -/-
M Feld K12 85 ] . -
Muttertiere seropositiver Kalber
-13 - +/+ -/ +
M Feld k3 196 : o+ -
M Feld K5 -178 + +/+ +/+
-266 - +/+ +/-
MFeld K6 251 : S+ ?/-
-457 + +/7? +/-
M Feld K13 -239 + +/+ +/+
M Feld K14 1 - -/- k.P.
53 - +/7? +/+
M Feld K15 116 ) +/ 4+ /4
Erlauterungen: k.P.: keine Probe
M: Muttertier
- negatives Ergebnis
+: positives Ergebnis
?:

fragliches Ergebnis
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Abbildung 23: Dynamik der MAP-spezifischen Antikorpertiter bei Kélbern eines
MAP-Problembetriebes (Kohortenstudie 1)
(Ergebnisse im DFZM-IgG-Test, MP-Praadsorption, DFZM-Titer-3)
Als Cut Off-Werte dienten das 99 %ige und das 95 %ige Quantil (Q), berechnet an-
hand aller in der Kontrollgruppe der experimentellen Infektionsstudie ermittelten Titer.

[A]l:  seronegative Kélber (n = 6) mit initial negativen Antikérpertitern
[B]:  seropositive Kélber (n = 6) mit initial positiven Antikdrpertitern

T.p.n.: Tage post natum
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Abbildung 24: Dynamik der MAP-spezifischen Antikorpertiter bei Kalbern eines
MAP-Problembetriebes
(Ergebnisse im DFZM-1gG;-Test, MP-Préaadsorption, DFZM-Titer-3)
Als Cut Off-Werte dienten das 99 %ige und das 95 %ige Quantil (Q), berechnet an-
hand aller in der Kontrollgruppe der experimentellen Infektionsstudie ermittelten Titer.

[A]:  seronegative Kélber (n = 6) mit initial negativen Antikdrpertitern
[B]:  seropositive Kélber (n = 6) mit initial positiven Antikérpertitern

T.p.n.: Tage post natum
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Abbildung 25: Dynamik der MAP-spezifischen Antikorpertiter bei Kalbern eines
MAP-Problembetriebes
(Ergebnisse im Pourquier®-ELISA)

[A]l:  seronegative Kélber (n = 6) mit initial negativen Antikérpertitern

[B]:  seropositive Kélber (n = 6) mit initial positiven Antikdrpertitern

— 99 %iges Quantil und

------ 95 %iges Quantil ermittelt aus allen Titerwerten der Kontrollgruppe
(experimentelle Infektionsstudie)

-------------------- Cut Off-Wert zwischen serologisch positiv und fraglich sowie

- - Cut Off-Wert zwischen serologisch negativ und fraglich, welche vom Hersteller
angegeben wurden

T.p.n.: Tage post natum
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5.2 Nachweis der MAP-spezifischen Serokonversion bei Jungrindern
(Kohortenstudie 2)

Ziel der Kohortenstudie 2 war es, den Zeitpunkt der Serokonversion im Feld bei
Jungrindern im Alter von 7 bis 22 Lebensmonaten ndher einzugrenzen. Hierzu wurden
Blut- und Kotproben von 24 Jungrindern aus einem MAP-Problembetrieb [Betrieb 9;
Seropravalenz (Pourquier®-ELISA) von 7,5 %; Pravalenz von MAP-Ausscheidern von
21,6 %] und 10 Jungrindern aus einem MAP-unverdachtigen Betrieb (Betrieb 3) in
regelméaBigen Abstanden entnommen. Die Erstbeprobung erfolgte im Alter von 7 bis 12
Monaten. AnschlieBend fanden 4 bis 5 weitere Beprobungen im Abstand von jeweils
ca. 3 Monaten statt, bis die Rinder ein Alter zwischen 20 und 22 Monaten erreicht
hatten. Die Serumproben wurden im DFZM-IgG- und DFZM-IgG;-Test (MP-Praad-
sorption, DFZM-Titer-3) sowie im Pourquier®ELISA auf MAP-spezifische Antikdrper

untersucht.

Far den Vergleich der 2 Gruppen (Jungrinder des MAP-Problembetriebes und
Jungrinder des MAP-unverdachtigen Betriebes) wurden die Daten nach dem Shapiro-
Wilk-Test auf Normalverteilung Uberprift. Da die Werte nicht normalverteilt waren,
wurden sie logarithmisch transformiert und einem Mittelwertvergleich mittels
einseitigem t-Test nach Student fir unabhangige Stichproben unterworfen. Die
einzelnen Antikérpertiter der Tiere wurden auBerdem anhand des 99 %igen und des
95 %igen Quantils, welche aus allen im gesamten Zeitraum ermittelten Titerwerten der
6 Kontrolltiere der experimentellen Infektionsstudie berechnet worden waren,
diagnostisch beurteilt (Tabelle 18).

Im DFZM-1gG-Test wiesen die Jungrinder des MAP-Problembetriebes im 17.-18.
und 21.-22. Lebensmonat im Mittel signifikant (p < 0,05) héhere Titer auf als die
Jungrinder des MAP-unverdachtigen Betriebes. Im 7.-8. Lebensmonat war es jedoch
umgekehrt (p < 0,05). Im DFZM-1gG;-Test unterschieden sich die Titer beider Gruppen
Uber den gesamten Beprobungszeitraum im Mittel nicht voneinander (p > 0,05). Bei
Verwendung des Pourquier®-ELISA wiesen die Jungrinder des MAP-unverdachtigen
Betriebes im 17.-18. und 21.-22. Lebensmonat im Mittel signifikant (p < 0,05) hdhere
Titer auf als die Jungrinder des MAP-Problembetriebes.

In der Einzeltierbetrachtung zeigten im DFZM-IgG-Test 6 bzw. 2 von 24 Jung-
rindern des MAP-Problembetriebes im Laufe des Beprobungszeitraumes mindestens
zu einem Zeitpunkt einen Antikdérpertiter im positiven oder fraglichen Bereich
(Abbildung 27). Drei Rinder reagierten sogar in zwei aufeinanderfolgenden Untersuch-
ungen im Alter von 10, 14 bzw. 15 Lebensmonaten positiv. Von den 10 Jungrindern
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aus dem MAP-unverdachtigen Betrieb waren 3 Rinder zu mindestens einem Be-
probungszeitpunkt seropositiv oder serofraglich. Ein Jungrind wies im Alter von 11
Lebensmonaten in zwei aufeinanderfolgenden Untersuchungen positive Test-

ergebnisse auf.

Wourden die Jungrinder im DFZM-1gG;-Test untersucht, lieBen sich insgesamt 3
serologisch positive Rinder im Problembetrieb entdecken, die jeweils einmal im Alter
von 14 bzw. 15 Monaten fraglich reagierten (Abbildung 28). Im MAP-unverdéachtigen
Betrieb reagierten 3 Rinder serologisch an mindestens einem Beprobungszeitpunkt
positiv oder fraglich. Ein Jungrind war sogar in zwei aufeinander folgenden Untersu-
chungen positiv (12. und 13. Lebensmonat).

Der Pourquier®ELISA erkannte unter Beriicksichtigung der vom Hersteller an-
gegebenen Cut Off-Werte nur ein Jungrind des MAP-Problembetriebes und ein Rind
des MAP-unverdachtigen Betriebes als fraglich und dies auch nur zu jeweils einem
einzigen Zeitpunkt im Alter von 20 bzw. 14 Monaten.

Von den parallel zur Entnahme der Serumproben entnommenen Kotproben
wurden nur die Proben der ersten und den zwei letzten Beprobungen jedes Tieres im
IFTN untersucht. Weder bei den Jungrindern im MAP-Problembetrieb noch bei den
Rindern in den MAP-unverdachtigen Betrieben konnte dabei MAP mittels Anzucht-
verfahren oder PCR in den Kotproben nachgewiesen werden.
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Fortsetzung der Abbildung 26 auf der nachsten Seite
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Pourquier®-Titer [%] C
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Abbildung 26: DFZM-Titer-3 bzw. Pourquier®-Titer bei Jungrindern aus einem
MAP-Problembetrieb und einem MAP-unverdachtigen Betrieb in
Abhéangigkeit zum Lebensalter

Die Titerverteilung in der jeweiligen Gruppe ist fir die entsprechenden Lebensmonate

als Mittelwert (Saule) und Standardabweichung (Linien) dargestellt. Die statistische

Analyse wurde anhand der arithmetischen Mittelwerte der logarithmierten Titerwerte

vorgenommen.

[A]: DFZM-lgG-Test

[B]: DFZM-IgGs-Test

[C]:  Pourquier®-ELISA

* signifikanter Mittelwertunterschied (p < 0,05; t-Test nach Student)
n: Anzahl der untersuchten Rinder
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Abbildung 27:

Zahlen in den Balken:

Rote Balken:

Nachweis einer MAP-spezifischen Serokonversion bei
Jungrindern eines MAP-Problembetriebes und eines MAP-
unverdachtigen Betriebes mit dem DFZM-IgG-Test

Als Cut Off-Werte dienten das 99 %ige Quantil (17,8 %) und das 95 %ige Quantil
(14,8 %), berechnet anhand aller in der Kontrollgruppe der experimentellen Infektions-
studie ermittelten Titer.

Orangefarbene Balken:

Grlne Balken:
Blaue Rahmen:

DFZM-Titer-3 [%)]

positiver Befund

fraglicher Befund

negativer Befund

fraglicher Befund im Pourquier®-ELISA (Cut Off-Werte des
Herstellers)



5 Ergebnisse der Feldstudien 118

Lebensmonat 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Rind 1 11,62 3,77 -10,26 3,76 -12,79

Rind 2 0,90 2,95 4,95 -9,66 2,57

Rind 3 6,22 3,51 8,58 18,00 3,10

Rind 4 7,41 8,43 6,99 1,86

Rind 5 6,90 6,40 11,37 5,30

Rind 6 15,77 18,09 21,80 13,25 6,54

Rind 7 9,04 20,16 13,95 5159 -3,256

Rind 8 8,77 19,59 8,47 4,36

Rind 9 3,38 11,87 2,64 1,96

Rind 10 9,65 11,71 5,50 3,84

Rind 11 16,07 21,66 2,93

Rind 12 4,26 7,26 6,54 3,08 2,18

Rind 13 2,86 16,06 12,50 10,26 3,83

Rind 14 -0,19 0,46 1,44 1,97

MAP-Problembetrieb

Rind 15 3,85 -4,65 13,44 2,49 1,48

Rind 16 4,00 10,95 13,14 8,99 4,49

Rind 17 -0,64 16,62 11,27 8,59

Rind 18 14,76 18,28 15,77 5,35 3,84

Rind 19 1,06 -0,22 5,97 0,59

Rind 20 3,56 14,55 5,08 0,70 1,67

Rind 21 8,11 3,03 2,07 6,16

Rind 22 3,46 11,42 10,35 5,83 2,73

Rind 23 5,30 12,14 4,12 3,76 3,13

Rind 24 | 0,42 15,87 7,46 3,94 2,36

Rind 25 4,08 13,22 4,22 1,86 2,31

Rind 26 7,05 8,36 5,56 3,63 2,23

Rind 27 6,44 I 15,30 I 6,23 2,59 1,76

Rind 28 4,17 10,72 5,14 3,39

Rind 29 5,63 9,98 10,72 6,25

Rind 30 8,18 11,86 11,97 0,95 3,23

Rind 31 1,13 7,39 5,57 8,21 0,88

Rind 32 3,36 m 16,98 10,93
Rind 33 | 0,73 m m 2,29 5,70

Rind 34 4,02 12,81 7,13 2,15 2,25

MAP-unverdéachtiger Betrieb

Abbildung 28: Nachweis einer MAP-spezifischen Serokonversion bei
Jungrindern eines MAP-Problembetriebes und eines MAP-
unverdachtigen Betriebes mit dem DFZM-1gG,-Test

Als Cut Off-Werte dienten das 99 %ige Quantil (34,3 %) und das 95 %ige Quantil

(22,2 %), berechnet anhand aller in der Kontrollgruppe der experimentellen Infektions-

studie ermittelten Titer.

Zahlen in den Balken: DFZM-Titer-3 [%]]

Rote Balken: positiver Befund

Orangefarbene Balken: fraglicher Befund

Grine Balken: negativer Befund

Blaue Rahmen: fraglicher Befund im Pourquier®-ELISA (Cut Off-Werte des

Herstellers)
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In der hier vorliegenden Studie wurde die von Eda et al. (2005) entwickelte und
auf der Durchflusszytometrie basierende Methode zum Nachweis MAP-spezifischer
Antikérper (DFZM-1gG-Test) gezielt optimiert und hinsichtlich ihrer Eignung zur serolo-
gischen Diagnostik von MAP-Infektionen an Kalbern, Jungrindern und adulten Rindern
evaluiert. Geht man davon aus, dass sich Rinder tatsachlich v.a. in den ersten Lebens-
monaten mit MAP infizieren, dann ware es das vorrangige Ziel der serologischen
Frihdiagnostik, MAP-infizierte Tiere innerhalb der ersten beiden Lebensjahre
zuverldssig zu erkennen, das heiB3t bevor die Tiere anfangen, den Erreger Uber den
Kot auszuscheiden und andere Tiere anstecken zu kdnnen. Aus 6konomischen
Grunden ware es wiinschenswert, wenn MAP-infizierte Tiere mdglichst friih identifiziert
und aus der betroffenen Herde genommen werden, beispielsweise bei weiblichen
Rindern vor ihrer ersten Besamung (ca. 15. Lebensmonat) bzw. bei MAP-infizierten
mannlichen Tieren vor ihrer Aufnahme in das Zuchtbullenprifprogramm.

Optimierung der DFZM-Ak-Tests

In den DFZM-Ak-Tests wurden intakte MAP-Bakterien als Testantigen ver-
wendet, wodurch die gesamte, bakterielle Zelloberflache zur Bindung MAP-spezifischer
Antikérper zur Verfligung stand. Gemeinsame Epitope der Mykobakterien kdnnen
jedoch zu Kreuzreaktionen fiihren und somit falsch-positive Reaktionen im Testsystem
erzeugen (Cousins et al, 1999; Roussel et al., 2007). Deshalb stand zunéachst die
Frage im Mittelpunkt der vorliegenden Dissertation, ob sich die Adsorption der
Serumproben mit MP- oder MAA-Antigen gegenlber dem Verzicht auf eine derartige
Vorbehandlung glnstiger auf dessen Sensitivitat und Spezifitdt auswirkt. Die
Untersuchung, die an Serumproben von Rindern mit klar definiertem MAP-Status
vorgenommen wurde, zeigte, dass die Prdadsorption mit MP- oder MAA-Antigen die
Spezifitat der Tests verbesserte. So wurde die Spezifitdt des DFZM-1gG;-Tests durch
die MP-Praadsorption bei einer 94,4 %igen Sensitivitdt von 72,7 % (ohne
Praadsorption) auf 86,4 % erhoht. Auch die MAA-Praadsorption hatte einen gunstigen
Effekt (Erhéhung der Spezifitdt von 86,4 % auf 95, 5% bei einer Sensitivitdt von
88,9 %). Bei gerade 100 %iger Sensitivitat waren der DFZM-IgG- und der DFZM-IgG-
Test ebenfalls spezifischer, wenn die Serumproben zuvor mit MP-Antigen adsorbiert
worden waren als mit MAA-Antigen.
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Uber ahnliche Beobachtungen wurde bereits friiher berichtet. So reagierten sowohl
mehr MAP-positive Rinder als auch mehr M. bovis-positive Rinder im MAP-ELISA
positiv, wenn ihre Serumproben zuvor mit MP-Ganzzelllysat und nicht mit MAA-Antigen
adsorbiert worden waren (Yokomizo et al., 1985). In der Dissertation von P.L. Monti
(2006) fuhrte die MAA-Praadsorption der Serumproben von MAP-positiven Rindern
sogar ,zu einem vollstdndigen Verlust der Reaktivitat®, wenn die Serumproben
anschlieBend im Pourquier® oder Svanovir®-ELISA untersucht wurden. Die im
Vergleich zur MAA-Antigen bessere Wirksamkeit von MP-Antigen als Praadsorbens
kénnte auf die enge Verwandtschaft zwischen MAP und MAA zurickzufuhren sein. Die
Nukleotidsequenzen der in MAP und MAA vorkommenden Gene sind zu 95 %
homolog (Li et al.,, 2005; Eckstein et al., 2006). Die Praadsorption mit MAA kdénnte
somit zur Folge haben, dass der groBte Anteil der gegen MAP gerichteten Antikérper
bereits abgefangen wurde und die Menge der nicht-adsorbierten, MAP-spezifischen
Antikdrper zu gering ist, um eine ausreichend starke Reaktion in den DFZM-Ak-Tests

hervorzurufen.

Inwieweit Kiihe, die mit MAA infiziert sind bzw. MAA-induzierte Antikdrper haben,
in den DFZM-Ak-Tests serologisch positiv reagieren, wurde in dieser Studie nicht
untersucht. Dass Antikérper gegen MAA in serologischen Diagnostika fir MAP-
Infektionen falsch-positive Reaktionen auslésen kdnnen, zeigte jedoch eine Studie von
Osterstock et al. (2007). Hier reagierten 2 Kalber, welchen einmalig abgetdtete MAA-
Bakterien subkutan injiziert worden waren, Uber den anschlieBenden, 10-wéchigen
Untersuchungszeitraum in den kommerziellen ELISAs HerdChek® und ParaChek®
mehrmals serologisch positiv. Cousins et al. (1999) sowie Roussel et al. (2007)
vermuteten, dass Infektionen mit in der Umgebung der Tiere vorkommenden Myko-
bakterien haufig zu falsch-positiven Ergebnissen in einem serologischen Test auf MAP
fihren kdnnen. So war das Auftreten von falsch-positiven ELISA-Ergebnissen in einer
Rinderherde mit der fékalen Ausscheidung von Mykobakterien positiv korreliert, die
auch in der Umwelt verbreitet sind, wie MAA, M. asiaticum, M. celatum, M. gordonae,
M. intracellulare, M. kansaii, M. mucogenicum, M. nonchromogenicumim, M. scrofula-
ceum und der M. terrae-Komplex (Roussel et al., 2007). Infektionen mit MAA kdnnen
bei Schweinen, Katzen, Hunden und Pferden Erkrankungen mit unterschiedlichen
Krankheitsbildern verursachen (Lofstedt und Jakowski, 1989; Jordan et al., 1994; Horn
et al., 2000). Bei Rothirschen konnte MAA post mortem in Darmlymphknoten von 10
der 14 an Diarrhoe erkrankten Tieren molekularbiologisch nachgewiesen werden
(Glawischnig et al., 2006). Nach Einschatzung einiger Autoren verlauft die Infektion mit
MAA beim Rind symptomlos (Cobb und Frothingham, 1999; Olsen et al., 2000).
Studien zur Pravalenz von MAA-Infektionen beim Rind sind in der Literatur nicht
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vorhanden, weshalb das Risiko von MAA-bedingten falsch-positiven Reaktionen in
serologischen Tests auf MAP-Infektionen gegenwadrtig nicht einzuschatzen ist.
Immerhin konnte die Testqualitdt der DFZM-Ak-Tests in der vorliegenden Studie durch
die Praadsorption verbessert werden. Aufgrund der héheren Spezifitat und Sensitivitat,
die mit der MP-Prdadsorption erzielt wurde, wurde diese in den folgenden
Untersuchungen der MAA-Praadsorption vorgezogen. Eine Aussage, ob die DFZM-Ak-
Tests zwischen MAP- und MAA-infizierten Tieren unterscheiden kdnnen, kann zu
diesem Zeitpunkt nicht getroffen werden.

Weitere Versuche zur Optimierung der DFZM-Ak-Tests konzentrierten sich auf
die Wachstumsphase, in der die MAP-Bakterien geerntet wurden, um sie als antigene
Testpartikel in den Tests einzusetzen. Dabei wurde eine bessere Unterscheidung
zwischen einer MAP-negativen und einer MAP-positiven Serumprobe erzielt, wenn
MAP-Bakterien aus der mittleren Log-Phase der Vermehrung verwendet wurden, als
wenn sie einer Kultur der frihen Log-Phase oder der stationaren Phase entstammten.
Dies lasst vermuten, dass MAP-spezifische zellstdndige Immunogene in der spateren
Wachstumsphase vermehrt exprimiert werden. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch
Shin et al. (2008). Bei ihnen reagierten Serumproben MAP-infizierter Tiere mit Filtraten
aus MAP-Kulturen der frihen bis mittleren Log-Phase starker als mit Kulturfiltraten der
stationdren Phase. Fur M. tuberculosis konnte mittels Proteomanalyse gezeigt werden,
dass der Erreger in der Log-Phase des Wachstums andere Proteine bildete als in der
stationdren Phase (Yuan et al., 1996; Hu und Coates, 1999; Pheiffer et al., 2002). So
wurden zum Beispiel die Antigene des 85-Komplexes, Hitzeschockproteine (alpha-
Kristallin und 65 kDa-Protein) sowie das Enzym Alanindehydrogenase in der Log-
Phase verstarkt exprimiert. In der Fachliteratur sind noch keine Berichte Uber das
Proteom von MAP in den verschiedenen Phasen der Vermehrung in vitro zu finden.
Allerdings zeigte die vergleichende Proteomanalyse eines MAP-Stammes, welcher
einmal in vitro angezichtet und einmal direkt aus dem Darm klinisch erkrankter Tiere
isoliert worden war, dass bestimmte Proteine reguliert exprimiert werden (Hughes et
al., 2007; Egan et al., 2008). Hughes et al. (2007) identifizierten dabei 10 Proteine,
welche von dem aus dem lleum eines Paratuberkulose-kranken Schafes isolierten
MAP-Stammes in vivo exprimiert wurden, nicht aber, wenn dieser in Middlebrook (MB)
7H9-Medium angezlchtet wurde. Auf ahliche Weise gelang es Weigoldt et al. (2011), 4
Membran-assoziierte Proteine zu identifizieren, welche von MAP nur in vivo exprimiert
wurden. Andere Untersuchungen belegen, dass Anzuchtbedingungen wie Eisen-
konzentration, die Temperatur, der pH-Wert oder oxidativer Stress die Protein-
expression von MAP in vitro beeinflussen (Lambrecht und Collins, 1992; Gumber et al.,
2009; Gumber et al., 2009; Janagama et al., 2009; Kawaiji et al., 2012). Gumber et al.
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(2009) identifizierten 55 Proteine, die MAP bei Nahrstoffmangel und Hypoxie vermehrt
bildet. Darunter fielen u.a. Antioxidantien, Oxidoreduktasen und Proteine, die am
Aminosaurestoff- und Fettstoffwechsel sowie an der Zellwand- und der Protein-
synthese beteiligt sind. Somit kénnte der gerade in einer spateren Wachstumsphase
von MAP vermutlich vorherrschende Nahrstoff- und Sauerstoffmangel dazu flhren,
dass der Erreger bestimmte und fir ihn spezifische Immunogene in starkerem MaBe
bildet. Deshalb wéaren gerade im Hinblick auf eine mégliche Verbesserung der sero-
logischen MAP-Diagnostik weitere Untersuchungen winschenswert, um derartigen

Immunogenen nachzuspuren.

Eda et al. (2005) zichteten die in ihrem DFZM-Ak-Test als Testantigen ver-
wendeten Mykobakterien in MB 7H9-Medium an und setzten diese ohne Vorbehand-
lung direkt im Durchflusszytometer ein. Fir ein kommerzielles Testverfahren ware die
Gewinnung der Antigene aus statischen MAP-Suspensionen bei Betrachtung des
extrem langsamen Wachstums von MAP aufwandiger und in Bezug auf die Wachs-
tumsphase vermutlich schwierig zu standardisieren. Im Rahmen der hier geschilderten
Arbeit wurde dieser Frage nicht nachgegangen. Das Problem der Standardisierung
wurde dadurch geldst, das zur Etablierung der DFZM-Ak-Tests jeweils nur eine einzige
Charge der Test- und Praadsorptionsantigene hergestellt wurde, wobei die Bakterien in
der mittleren Log-Phase geerntet, portioniert und anschlieBend bei -70 °C gelagert
wurden. Auf diese Weise sollte eine gleichbleibende Qualitdt der Test- und
Praadsorptionsantigene flir die Dauer der Studie gewahrleistet gewesen sein.

Evaluierung der DFZM-Ak-Tests an adulten Rindern

Bei der Untersuchung von adulten Rindern im Alter von tber 24 Monaten war der
DFZM-1gG;-Test sensitiver als der DFZM-IgG- und der DFZM-1gG,-Test. Der Nachweis
von MAP-spezifischem IgG, war wegen der niedrigen Sensitivitdt sogar ungeeignet.
Diese Beobachtungen lassen sich mit den Berichten Uber die MAP-spezifische
humorale Immunantwort in der Fachliteratur in Ubereinstimmung bringen. Die als MAP-
positiv definierten Rinder schieden alle MAP mit dem Kot aus, wiesen jedoch keine
klinischen Symptome auf, so dass sich diese Tiere per definitionem im Stadium Il der
MAP-Infektion befanden. Die Immunantwort beim Rind im Stadium Il ist gekenn-
zeichnet durch eine Abnahme der proinflammatorischen Ty1-Antwort und eine
zunehmende Ty2-Antwort (Stabel, 2000a). In in vitro-Studien wurde die Wirkung
verschiedener Ty1- oder Ty2-assoziierter Zytokine auf bovine B-Zellen untersucht.
Dabei beglnstigten die typischen Ty1-assoziierten Zytokine IFN-y und IL-2 vor allem
die Synthese von IgM und IgG, (Estes et al., 1994; 1995). Die Ty2-assoziierten
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Zytokine IL-4 und IL-13 férdern dagegen in vitro einen Antikérper-Switch von IgM zu
lgGs und IgE (Trigona et al., 1999; Estes und Brown, 2002). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit bestatigen also, dass bei adulten MAP-Ausscheidern vor allem das
mit einer Ty2-Antwort-assozierte MAP-spezifische IgG; gebildet wird. Dass nur bei 8
der 18 MAP-Ausscheider MAP-spezifisches 1gG, nachgewiesen werden konnte, lasst
vermuten, dass sich diese Kihe bereits am Ende des Stadiums |l befanden, in
welchem die Ty1-Antwort zunehmend schwécher wird. Insofern unterstitzt diese Arbeit
die Vorstellung, dass Rinder im Laufe der langen Inkubationszeit der Paratuberkulose
eine zunehmend kréftigere Ty2-Antwort ausbilden. Auf die selektive Untersuchung von
MAP-spezifischem IgM wurde bei adulten Tieren in der vorliegenden Arbeit verzichtet,
da IgM allenfalls mit einer Ty1-Antwort assoziiert ist und bei klinisch inapparent
infizierten Rindern nur eine untergeordnete Rolle spielt (Koets et al., 2001). AuBerdem
gab es bei der ELISA-gestltzten Suche nach MAP-spezifischem IgM in anderen
Untersuchungen mehr falsch-positive Ergebnisse als bei der Suche von MAP-
spezifischem 1gG;. IgM scheint somit nicht geeignet zu sein, um MAP-Ausscheider
unter adulten Rindern ausfindig zu machen (Yokomizo et al., 1983; Abbas und
Riemann, 1988). Eine mdgliche Ursache fir die niedrige Spezifitit kdnnte darin
begriindet sein, dass IgM in der sezernierten Form als Pentamer vorliegt und somit un-

spezifische Bindungen verstarkt werden.

Im Vergleich zu 3 kommerziellen ELISAs war der DFZM-1gG;-Test bei einer
Spezifitdt von gerade 100 % mit 77,8 % sensitiver. Bei der Verwendung der vom
Hersteller angegebenen Cut Off-Werte wurde flir die kommerziellen ELISAs eine
Sensitivitat von 61,1 % (Pourquier®ELISAs) bzw. 27,8 % (Cattletype®-ELISA und
Svanovir®-ELISA) bei 100 % Spexzifitit erreicht. Daten aus der Literatur sind aber nur
dann vergleichbar, wenn die serologischen Resultate an derselben Goldstand-
ardmethode (hier: Befunde der kulturell-bakteriologischen Kotuntersuchung) bewertet
wurden. Streng genommen sind sie auch nur dann vergleichbar, wenn Rinder in
demselben Stadium der MAP-Infektion untersucht wurden. Letzteres lasst sich
allerdings nur in wenigen Arbeiten nachvollziehen. Verdffentlichte Studien zur
Sensitivitdt und Spezifitit des seit Ende 2008 in Deutschland zugelassenen
Cattletype®ELISAs liegen bisher nicht vor. Die Qualititsparameter des seit Ende 2008
nicht mehr erhaltlichen Svanovir®-ELISAs waren in der Untersuchung an 834 MAP-
Ausscheidern und 36 MAP-negativen Rindern mit einer Sensitivitdt von 27,7 % bei
einer Spezifitdt von 90,1 % (McKenna et al., 2005) &hnlich gut wie in der vorliegenden
Studie. Dagegen war der Svanovir®-ELISA in den Untersuchungen von Kéhler et al.
(2008) mit 70,0 % deutlich sensitiver und mit 76,6 % aber auch deutlich weniger
spezifisch [110 Kihe mit fékaler MAP-Ausscheidung (kulturell-bakteriologisch)
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und/oder pathomorphologischen Veranderungen) und 286 Kihe aus MAP-unver-
dachtigen Betrieben]. Dagegen waren die fiir den Pourquier®ELISA ermittelten Werte
in der gleichen Studie &hnlich hoch (Sensitivitdt 53,6 %, Spezifitdt 99,3 %). Der
Pourquier®ELISA erzielte mit 72 % bei 90,2 %iger Spezifitit gemaB Fachliteratur auch
den bisher héchsten Wert flr die Sensitivitéat. Die untersuchte Tierzahl war allerdings
recht klein [18 kulturell-bakteriologisch (Kot) negative und 48 MAP-positive Rinder]
(Leroy et al., 2009). In drei Studien war der Pourquier®-ELISA aber deutlich weniger
sensitiv als in der vorliegenden Studie (Collins et al., 2005; Fry et al., 2008; Shin et al.,
2008). So erreichte der Pourquier®ELISA bei den Untersuchungen von Collins et al.
(2005) nur eine Sensitivitat von 30,0 % bei einer Spezifitdt von gerade 100 % (359
MAP-negative, 415 MAP-positive Rinder). Fry et al. (2008) und Shin et al. (2008)
errechneten eine Sensitivitdt von 37,7 % bei einer 99,0 %igen Spezifitdt (345 MAP-
negative, 53 MAP-positive Rinder) bzw. von 28 % bei einer 100 %igen Spezifitat (412
Rinder aus einem MAP-freien Betrieb und 444 MAP-positive Rinder). In allen drei
Studien dienten die Befunde der kulturell-bakteriologischen Untersuchung von Kot-
proben auf MAP als Goldstandard. Dass die Sensitivitdten in diesen drei Studien trotz
annahernd gleich groBer Spezifitaiten kleiner waren als in der vorliegenden
Untersuchung, kénnte zum einen an der GréBe der Testpopulation liegen. In der
vorliegenden Studie wurde mit 18 MAP-positiven und 22 MAP-negativen Rindern eine
deutlich kleinere Testpopulation untersucht. Da die Sensitivitdt eines serologischen
Testsystems stark vom MAP-Infektionsstadium, in dem sich das Rind zum Zeitpunkt
der Probennahme befindet, abhéngt, kénnten bereits sehr wenige Tiere im fort-
geschrittenen Stadium der MAP-Infektion in einer kleinen Testpopulation hohe
Sensitivitatswerte bedingen. Die an gréBeren Tierzahlen ermittelten Daten sind
vermutlich zutreffender. Deshalb sollten die Sensitivitat und Spezifitdt des DFZM-1gG;-
Tests in groBeren Rindergruppen mit méglichst klar definiertem MAP-Status validiert
werden, um starker belastbare Aussagen Uber seine Qualitaten tatigen zu kénnen.

Im direkten Vergleich zu 3 kommerziellen ELISAs war der DFZM-1gG;-Test an
der Testpopulation von 40 Kihen jedoch deutlich sensitiver und spezifischer und
kdénnte deshalb das Screening von Rinderherden auf MAP-spezifische Antikdrper
verbessern. Ein flachendeckender Einsatz des neuen Tests ist zum gegenwartigen
Zeitpunkt aber eher unwahrscheinlich, da nur wenige Speziallabors mit einem Durch-
flusszytometer ausgestattet sind und die Probenbearbeitung in diesem System noch

nicht automatisiert ist.
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MAP-Status der Herkunftsbetriebe von Versuchstieren

Die Identifizierung MAP-unverdachtiger Betriebe stellte in der vorliegenden Arbeit
eine groBe Herausforderung dar. Die unzweifelhafte Klassifizierung als MAP-
unverdachtig war eine wichtige Voraussetzung, um MAP-freie, neugeborene Kélber fir
die experimentelle Infektionsstudie zu rekrutieren. Des Weiteren sollten Serumproben
von Rindern in MAP-unverdachtigen Betrieben bei der Evaluierung der DFZM-Ak-Tests
an adulten Rindern und an Jungrindern im Feld als negative Kontrollseren dienen.

Keiner der 8 vorberichtlich negativen Rinderbetriebe war im Svanovir®-ELISA
komplett negativ. Der Anteil der Svanovir®-positiven und -fraglichen Rinder pro Betrieb
schwankte zwischen 2,4 % und 24,5 % (Mittelwert 15,1 %; Median 16,7 %). Bei der
Untersuchung der Svanovir®-positiven und -fraglichen Rinder im Pourquier®ELISA
wurden in 2 der 8 Betriebe positive Reagenten identifiziert. Die Zahl der MAP-
unverdachtigen Betriebe reduzierte sich auf 4 nachdem das IFTN in GieBen durch die
kulturell-bakteriologische oder molekularbiologische Kotuntersuchung in 2 Betrieben
MAP-Ausscheider ermittelt hatte.

Das Ergebnis, dass ein hoher Prozentsatz der Betriebe mindestens ein
serologisch MAP-positives Rind aufwies, war aufgrund der bekanntermaBen hohen
Herdenseropravalenz zu erwarten gewesen. Die Herdenseropravalenz in Europa
wurde in einem aktuellen Review auf Uber 50 % geschétzt (Nielsen und Toft, 2009). In
Deutschland, basierend auf den Daten einiger Bundeslander, lag der Anteil der Herden
mit mindestens einem seropositiven Rind zwischen 12 % und 90 % (Bdéttcher und
Gangl, 2004; Hacker et al., 2004). In einer Studie von Béttcher und Gangl (2004)
wurde in Deutschland mittels Svanovir®-ELISA eine Einzeltierseropravalenz von
39,4 % festgestellt. Bei der Untersuchung der gleichen Tierpopulation im Pourquier®-
ELISA reduzierte sich diese Zahl jedoch auf 1,5 %. Der Befund, dass der Anteil an
Svanovir®-positiven und -fraglichen Kiihen in der vorliegenden Arbeit niedriger war als
bei Béttcher und Gangl (2004), ist damit zu erklaren, dass die Herden bereits
vorselektiert worden waren. So wurden nur Betriebe blutserologisch untersucht, in
denen bisher keine klinischen Paratuberkulosefalle und/oder keine kulturell-bakterio-
logisch bestétigte MAP-Infektionen bekannt waren. Eine Angabe zur Einzeltier-
seropravalenz kann basierend auf den Ergebnissen des Pourquier®ELISAs in dieser
Arbeit nicht gemacht werden, da nur Svanovir®positive und -fragliche Rinder im
Pourquier®-ELISA untersucht wurden. Jedoch zeigten die Ergebnisse, dass auch hier,
dass wie in der Studie von Béttcher und Gangl (2004), im Pourquier®-ELISA deutlich
weniger Tiere serologisch positiv reagierten. In Betrieb 5 reagierten 4 der 10 (20 %)
und in Betrieb 6 2der 12 (8,3 %) Svanovir®-positiven und —fraglichen Kiihe im
Pourquier®ELISA positiv. Der Anteil der Svanovir®-positiven und —fraglichen Rinder,
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die im Pourquier®-ELISA positiv reagiert haben, schwankte somit zwischen 0 % und
20 % (Median 0 %, Mittelwert 3,5 %). Neben der hohen Herdenpravalenz stellte bei der
Identifizierung von MAP-unverdachtigen Betrieben die niedrige Sensitivitdt und/oder
Spezifitat der serologischen Testsysteme ein weiteres Problem dar (Nielsen und Toft,
2008). Die kulturell-bakteriologische Untersuchung war aufgrund des hohen Zeit-
bedarfs und der erheblichen Kosten fir ein Screening der Herden ungeeignet. Um die
Sensitivitdt und Spezifitdt der serologischen Paratuberkulose-Diagnostik zu erhéhen,
wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene ELISAs miteinander kombiniert. Diese
Vorgehensweise wurde inspiriert von der sogenannten sequentiellen MAP-Serologie
(SMAPS) (Béttcher und Gangl, 2004; Gangl et al., 2009). In diesem Verfahren werden
im ersten Schritt alle Serumproben mit einem sensitiven Screening-ELISA gepriift und
alle dabei testpositiven Proben im zweiten Schritt mit einem ELISA héherer Spezifitat
Uberpriift. In der vorliegenden Studie wurden der Svanovir®-ELISA als Screening-
Methode und der Pourquier®ELISA als Bestatigungstest eingesetzt.

Trotz des betriebenen Aufwandes, um MAP-unverdachtige Betriebe zu
identifizieren, konnte auch in dieser Arbeit nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen
werden, dass einzelne Tiere bereits zu Beginn mit MAP infiziert waren oder sich im
Laufe der mehrmonatigen Untersuchungen mit MAP infizierten. Anlass fir diese
kritische Einschatzung bot unter anderem das Ergebnis der Zweituntersuchung. Da in
der experimentellen Infektionsstudie mit der Infektionsgruppe erst 10 Monate nach der
Kontrollgruppe begonnen werden konnte, wurde der MAP-Status der MAP-unver-
dachtigen Betriebe ein bis eineinhalb Jahre nach der Erstuntersuchung erneut Uber-
pruft. Im Gegensatz zu der Erstuntersuchung reagierten bei der Zweituntersuchung in
einem der 4 zuvor MAP-unverdéchtigen Betriebe (Betrieb 2) ein Rind im Alter von Uber
24 Monaten Pourquier®fraglich und ein weiteres Rind in diesem Alter Pourquier®-
positiv. Mittels Anzuchtverfahren oder PCR war MAP allerdings bei keinem der beiden
Rinder im Kot nachweisbar. Betrieb 1 wurde auch nach der Zweituntersuchung
zunéchst als MAP-unverdéachtig eingestuft. Dennoch konnte bei einem Versuchskalb
(Kalb 9) aus diesem Betrieb am 9. Lebenstag MAP im Kot mittels PCR und Kultur
nachgewiesen werden. Gerade Betrieb 1 wies mit 2,4 % den niedrigsten Anteil an
Svanovir®-positiven Rindern auf. Bei Betrieb 3 kamen Zweifel am MAP-Status im
Rahmen der Kohortenstudie 2 auf, denn von den 10 untersuchten Jungrindern
reagierten 3 Tiere an mindestens einem Beprobungszeitpunkt im DFZM-IgG-Test
positiv. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass derzeit nicht mit
letzter Sicherheit festgestellt werden kann, ob eine Herde MAP-negativ ist. Noch
haufigere blutserologische sowie kulturell-bakteriologische Untersuchung hétten
maoglicherweise den MAP-Status besser absichern kénnen, waren jedoch aufgrund der
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damit verbundenen hdheren Kosten und des gréBeren Zeitaufwandes bei diesem
Projekt nicht realisierbar.

Nachweis MAP-spezifischer Antikorper bei experimentell infizierten Kélbern

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand eine kontrollierte Longitudinalstudie
zur Dynamik der humoralen Immunantwort gegen MAP bei Kélbern. Hierbei wurden
definierte Bakterienmengen eines MAP-Stammes in der zweiten Lebenswoche oral in
die Versuchskalber inokuliert. Mit der gewahlten Versuchsanordnung gelang es, eine
MAP-Infektion bei allen 6 Versuchskélbern zu setzen und eine Serokonversion bei
2 Kalbern mittels DFZM-IgG- bzw. DFZM-IgG-Test ab der 44. bzw. 46. W.p.i. nachzu-
weisen. Ein Kalb begann in der 50. und 52. W.p.i. im Pourquier®-ELISA fraglich zu

reagieren.

Das hier verwendete Infektionsmodell wurde in Anlehnung an die Erfahrungs-
berichte verschiedener anderer Untersucher konzipiert und durchgefihrt (Saxegaard,
1990; McDonald et al., 1999; Waters et al., 2003; Koo et al., 2004; Stabel et al., 2003;
Koets et al., 2006; Hines et al., 2007; Wu et al., 2007; Stewart et al., 2007). So wurde
der o.g. friihe Infektionszeitpunkt gewahlt, da man heute davon ausgeht, dass sich
Rinder unter Feldbedingungen meist in den ersten Lebenswochen mit MAP infizieren
(Streeter et al.,, 1995). Die Ansteckung erfolgt meist infolge einer fakal-oralen Erreger-
Ubertragung, die von alteren Erregerauscheidern ausgeht (Clarke, 1997). Die intra-
uterine Infektion stellt einen weiteren wichtigen Infektionsweg dar, ist aber von nach-
rangiger Bedeutung (Whittington und Windsor, 2007). Adulte Rinder sollen eine
gewisse Altersresistenz besitzen und sich nicht mehr oder kaum noch mit MAP
infizieren kénnen (Clarke, 1997). Um den natlrlichen Infektionsweg madglichst getreu
nachzuahmen, wurde in den hier beschriebenen Versuchen auBerdem auch die orale
Inokulation Uber den Milchaustauscher gewahlt. Ferner sollte gewahrleistet sein, dass
die orale Inokulation des MAP-Stammes mdglichst bei allen Versuchskalbern zur
persistierenden Infektion fuhrt. Deshalb wurde auch bezlglich des verwendeten MAP-
Stammes und der Inokulationsdosis auf publizierte Erkenntnisse zuriickgegriffen und
der MAP-Stamm K10 an die Kalber verabreicht. K10 ist ein gut charakterisierter MAP-
Referenzstamm, der aus dem Kot eines an Paratuberkulose erkrankten Rindes stammt
und dessen Genom bereits komplett sequenziert wurde (Li et al., 2005). MAP K10 ist
bereits in mindestens 4 publizierten tierexperimentellen Studien am Rind als Infektions-
stamm eingesetzt worden und flihrte dort zur erfolgreichen Infektion der Versuchs-
kélber (Tabelle 21). In anderen Untersuchungen wurde zur Instillation des Infektions-
stammes auch MAP-haltiges Darmgewebe, das von Paratuberkulose-kranken Rindern
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stammte, eingesetzt. Diese Vorgehensweise fiihrte dazu, dass die Infektion bei einem
héheren Prozentsatz der inokulierten Kalber anging und ein gréBerer Anteil der Kélber
immunologisch gegen MAP reagierte, als wenn zuvor in vitro angezichtete MAP-
Bakterien verabreicht wurden (McDonald et al., 1999; Stewart et al., 2007). Nachteilig
erschien jedoch, dass definiert MAP-haltiges Organmaterial oder erregerhaltiger Kot
nur begrenzt zur Verfligung stehen, schlecht aufzubewahren und vor allem in Bezug
auf die Erregermenge schwierig zu standardisieren sind. Diese Uberlegungen gaben
den Ausschlag, warum fur die hier beschrieben Versuche Kulturmaterial des MAP-
Stammes K10 eingesetzt wurde.

Bei der Vorbereitung der Inokula wurde der Standardisierung der zu ver-
abreichenden Erregerzahl besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Dabei erwies sich
die LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse, welche erstmals im Rahmen dieser Doktorarbeit
fir MAP etabliert wurde, als wertvoll, um erheblich schneller als mit der kulturellen
KbE-Bestimmung und ebenso zuverlassig die Anzahl ,lebender” und ,toter” Bakterien
in einer Suspension zu bestimmen. Wé&hrend die fragliche Analyse mit dem
LIVE/DEAD® BacLight™-Kit bei geringem methodischem Aufwand schon innerhalb
einer Stunde gelingt, kann mit dem kulturellen Verfahren wegen des extrem langsamen
Wachstums von MAP frihestens nach einer Inkubationszeit von 6 bis 10 Wochen die
Anzahl der MAP-Kolonien ausgezahlt und die MAP-Keimzahl errechnet werden
(Lambrecht et al., 1988). Deshalb ist bei einer experimentellen Infektionsstudie anhand
der KbE-Bestimmung nur retrospektiv eine Aussage Uber die tatsachlich verabreichte
Erregerzahl mdglich. AuBerdem neigt MAP zur Klumpenbildung, so dass die KbE-
Bestimmung dazu verleiten kann, die Anzahl der vermehrungsféhigen Bakterien zu
unterschéatzen (Merkal, 1973). Dies scheint in den hier beschreibenen Untersuchungen
aber keine Rolle gespielt zu haben, denn die Ergebnisse der LIVE/DEAD® BacLight™-
Analyse korrelierten gut mit den Resultaten der KbE-Bestimmung. Auch wurde mittels
LIVE/DEAD® BacLight™-Analyse eine geringere Erregerdosis (5 x 10® ,lebende* MAP-
Bakterien) ermittelt und nicht mit der KbE-Bestimmung (1 x 10° KbE). Eine Erklarung
fiir diese Diskrepanz kénnte sein, dass die mit dem LIVE/DEAD® BacLight™-Kit als
Lot identifizierten MAP-Bakterien tatsdchlich nur eine beschadigte Zellmembran
aufwiesen und noch vermehrungsféhig waren, sodass sie sich wahrend der Anzucht
wieder erholen konnten (Nebe-von-Caron et al, 2000). Andere Methoden zur
Quantifizierung der MAP-Mengen wie die mikroskopische Z&hlung, die quantitative
Real-Time-PCR, die Messung der optische Dichte oder die Bestimmung der
Bakterienfeuchtgewichtes beziehen sich auf die Gesamtzahl der Bakterien und
ermdglichen noch viel weniger die Unterscheidung zwischen nicht-infektiésen (,toten®)
und infektiésen (,lebenden®) Bakterien, weshalb mit ihnen die tatsachlich verabreichte
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Anzahl lebender Bakterien eher Uberschatzt wird (Larsen et al., 1978; Lepper et al.,
1989; O'Mahony und Hill, 2002; Sweeney et al., 2006). Die hier etablierte LIVE/DEAD®
BacLight™-Analyse stellt deshalb eine praktikable und, wie die Ergebnisse zeigen,
zuverlassige Alternativmethode dar.

Obwohl mehrere Testmethoden eingesetzt und verschiedene Immunglobulin-
klassen und -subtypen abgeprift wurden, konnten humorale Immunreaktionen gegen
MAP dennoch nur bei insgesamt 2 von 5 Kélbern beobachtet werden, wobei diese
Reaktionen auch erst gegen Ende des Beobachtungszeitraumes auftraten. Bei der
Suche nach Ursachen flr die fehlende bzw. erst sehr spat einsetzende Immunreaktion
stellt sich zun&chst die Frage, ob die verwendete Inokulationsdosis hinreichend war,
um einerseits tatséchlich eine persistierende MAP-Infektion zu setzen und andererseits
auch messbare Immunreaktionen anzustoBen. Experimentelle Belege fur die Ab-
hangigkeit der humoralen Immunantwort von der Menge an applizierten MAP-
Bakterien, liefern die Befunde eines Versuchs, in dem Rotwild-Kélber gruppenweise
mit 3 unterschiedlich hohen Dosen an MAP oral infiziert wurden (O'Brien et al., 2006).
Kalber, denen die niedrigste Dosis (10° KbE) eines MAP-Feldstammes verabreicht
worden war, serokonvertierten Uber den Untersuchungszeitraum von 40 W.p.i. nicht.
Bei Tieren, die 10° KbE des gleichen MAP-Stammes erhalten hatten, waren die Titer
im Mittel schon ab der 13. W.p.i. tendentiell und ab der 19. W.p.i. signifikant erhéht. Die
mittlere Dosis von 107 KbE filhrte nur zu einem geringen (nicht signifikanten) Titer-
anstieg, der sich ab der 13. W.p.i. bemerkbar machte. Ergebnisse experimenteller
Studien zur Dosisabhangigkeit der humoralen Immunantwort beim Kalb wurden bisher
nicht publiziert. Immerhin konnten Sweeney et al. (2006) bei Kélbern, welche mit
2,5x 10" KbE des MAP-Stammes ATCC 700533 inokuliert worden waren, MAP in
mehreren Organen und in einer groBeren Keimzahl nachweisen, als bei Kalbern, die
nur mit 1,5x 10° KbE infiziert worden waren. Die in der vorliegenden Arbeit ver-
abreichte Inokulationsdosis von etwa 1 x 10° KbE ist im Vergleich mit anderen Studien
eher hoch (Tabelle 21). Berticksichtigt man auBerdem, dass MAP-infizierte Rinder bis
zu 10® KbE/g Kot ausscheiden, erscheint die von uns eingesetzte Dosis von
1 x 10° KbE auch praxisrelevant (Cocito et al., 1994). Hinzu kommt, dass der MAP-
Stamm K10 bereits in 3 anderen publizierten Studien in geringerer Dosis (1,6 x 10’
KbE) eine humorale Immunantwort in Kalbern induzieren konnte (Waters et al., 2003;
Eda et al., 2005; Bannantine et al., 2008).

Man kdnnte einwenden, dass jegliches Fehlen von MAP-spezifischen Antikérpern
bei 4 von 6 bzw. 3 von 5 Kélbern in der Infektionsgruppe auf das Misslingen zurtick-
zufUhren ist, eine MAP-Infektion zu setzen. Dieser Einwand kann aber mit dem
kulturell-bakteriologischen und/oder molekularbiologischen Erregernachweis in
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verschiedenen Gewebeproben (insbesondere Darmlymphknoten sowie lleum,
Jejunum) entkréaftet werden. So war MAP kulturell-bakteriologisch noch am 170. Tag
post infectionem (T.p.i.) bei allen 6 Kélbern der Infektionsgruppe im lleocaecallymph-
knoten und/oder im Jejunallymphknoten nachweisbar. Am Ende des Untersuchungs-
zeitraumes, d.h. ca. 12 Monate nach der Inokulation, konnte MAP immerhin noch bei 4
der 5 zu diesem Zeitpunkt vorhandenen Kalber mittels Kultur oder PCR in Diinndarm-
lymphknoten gefunden werden. Hieraus [1&4Bt sich schlieBen, dass der Infektions-
versuch mit MAP zunédchst bei allen Kélbern erfolgreich war. Der sowohl in der
kulturell-bakteriologischen als auch in der molekularbiologischen Untersuchung
negative Befund von Kalb 14 kdnnte darauf hindeuten, dass dieses eine Tier den
Erreger irgendwann zwischen dem 170. und dem 362. T.p.i aus seinem Organismus
eliminierte. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass auch dieses Kalb
persistent infiziert blieb, es aber die Erregerzahl zumindest soweit reduziert hatte, dass
diese unter die Nachweisgrenzen der Tests fiel. Die Beobachtung, dass manche
experimentell mit MAP infizierte Kalber den Erreger eleminieren kénnen, ware nicht
neu. So wurden 5 Kélber in einer anderen Studie mit dem bovinen MAP-Stamm
CLIJ623 sowie 5 weitere Kalber mit Darmmukosa einer Paratuberkulose-kranken Kuh
oral infiziert. In den folgenden 2 Monaten schieden 8 von diesen Kalbern MAP
mindestens einmal mit dem Kot aus. Bei der Sektion 54 Monate spéater waren
Paratuberkulose-typische histopathologische Veranderungen jedoch bei keinem Tier
festzustellen und auch der Versuch, MAP aus Darmgewebe (lleum, lleocaecalklappe,
Caecum, Colon) oder Lymphknoten (Mesenterial- und lleocaecallymphknoten)
anzuzichten, blieb in allen Fallen erfolglos (Stewart et al, 2007). In der kulturell-
bakteriologischen Untersuchung wiesen neben Kalb 14 auch die Kalber 8 und 12 ein
negatives Ergebnis auf, obwohl bei ihnen der Nachweis von MAP-DNA mittels PCR
gelang. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass auch in diesen beiden Kélbern
vermehrungsféhige Erregerformen bereits eliminiert worden waren und der PCR-
Befund nur noch vermehrungsunfahige Erreger oder DNA-Bruchstiicke anzeigte. Die
Hypothese, dass das friihere Auftreten von MAP in den Gewebeproben mit der gegen
Versuchsende beobachteten immunologischen Reaktion assoziiert war, konnte nicht
bestatigt werden. Interessanterweise wurde MAP bei 2 der 3 Kélber, welche im DFZM-
lgG;-Test positive bzw. fragliche Ergebnisse zeigten, am Tag der Sektion in der
kulturell-bakteriologischen Untersuchung negativ auf MAP getestet. Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass eine beginnende Elimination des Erregers mit einem Anstieg

der humoralen Immunantwort verbunden ist.

Der wahrscheinlichste Grund, warum bei den inokulierten Kalbern in dieser Arbeit
keine oder erst sehr spat MAP-spezifische Antikérper nachzuweisen waren, ist die bei
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MAP-Infektionen bekanntermaBen nur sehr langsam einsetzende Immunantwort
(Stabel, 2000b). Dabei ist es weniger verwunderlich, dass MAP-spezifisches IgG; erst
mehrere Monate nach der Inokulation erstmals nachgewiesen werden konnte. Nach
derzeitigem Kenntnisstand gelangt MAP nach der oralen Aufnahme in den Dinndarm
und passiert dort das Epithel Uber M-Zellen. Nach der basolateralen Freisetzung aus
den M-Zellen wird der Erreger von sub- und intraepithelialen Makrophagen sowie
Dendritischen Zellen (DC) phagozytiert und ist in der Lage, intrazellular in diesen pro-
fessionellen Fresszellen zu Uberleben und sich zu vermehren (Tooker et al., 2002).
MAP-infizierte bovine Makrophagen sezernieren Zytokine (u.a. TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8,
IL-10 und IL-12), welche T-Zellen und weitere Makrophagen aktivieren (Coussens et
al., 2003; Hope et al., 2004). Die CD4"* T-Zellen, die in der friihen Phase der Infektion
aktiviert werden, gehdren vorwiegend zu den Tyi-Zellen. Das von diesen Zellen
sezernierte proinflammatorische Zytokin IFN-y wirkt auf die Ty2-Zellen hemmend, so
dass im klinisch inapparenten Stadium einer MAP-Infektion beim Rind die Ty1-Antwort
dominiert (Snapper und Paul, 1987; Koo et al., 2004). Nach Koets et al. (2001) ist die
Tn1-Antwort beim Rind mit der Produktion von IgG, und IgM assoziiert, wahrend die
Tu2-Antwort durch die Bildung von IgG; gekennzeichnet ist. Somit hatten wir in der von
Tu1-Zellen dominierten Frihphase der MAP-Infektion ohnehin zuerst MAP-spezifisches
IgG, und/oder IgM erwartet und erst mit dem Wechsel zur T42-Dominanz einen Anstieg
an MAP-spezifischem IgG;. Hier ist allerdings einzuschranken, dass diese Zuordnung
von Immunglobulinklassen und IgG-Subtypen zu den beiden T-Helferzell-Typen nur auf
in vitro-Studien beruht, in welchen bovine B-Zellen mit bestimmten Ty1- oder T.2-
assoziierten Zytokinen stimuliert und anschlieBend die von ihnen gebildeten Immun-
globulin-(sub)-typen bestimmt wurden (Estes et al., 1994; Estes et al., 1995; Estes und
Brown, 2002). Die Hemmung der Ty2-Zellen in der friihen Phase der Infektion waére
eine Erklarung dafir, warum in den Versuchskalbern Uber Monate keine MAP-
spezifischen 1gGi-Antikdrper nachzuweisen waren. In demselben Sinn kénnte eine
zunehmende Ty2-Antwort und damit v.a. die vermehrte Bildung von IL-4 (Tizard, 2009)
erklaren, warum das MAP-spezifische IgG; in den Kélbern 8 und 10 nach ca. 10-11
Monaten anstieg. Vermutlich reagierten die anderen Kaélber auf die Infektion
langsamer, weshalb der Titeranstieg bei ihnen im Rahmen der auf ca. ein Jahr
befristeten Beobachtungsphase gerade nicht mehr erfasst werden konnte.

Die gezielte Suche nach MAP-spezifischem IgG, und IgM flhrte entgegen der
Hoffnungen nicht zu einer Steigerung der Sensitivitdt des DFZM-basierten Tests in der
Frihphase der Infektion. Insbesondere war ein Anstieg des IgM-Titers erwartet
worden, da diese Immunglobulinklasse hauptsachlich bei der immunologischen Primar-
antwort gebildet wird. Vielmehr war ein Titeranstieg bei IgG, oder IgM im gesamten
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Versuchszeitraum sogar bei keinem einzigen Kalb feststellbar. Studien, die die
Dynamik MAP-spezifischer Immunglobuline beim Kalb differenziert nach IgG;, IgG.
und IgM analysierten, liegen nicht vor, weshalb diese Befunde mit anderen nicht zu
vergleichen sind. Vermutlich werden im frihen Stadium der MAP-Infektion nur wenige
Antikdrper gebildet, sodass ihre Serumspiegel unter der Nachweisgrenze der
gegenwartig verfligbaren Testsysteme liegen.

Dass in der fruhen Phase der MAP-Infektion eine Ty1-Antwort dominiert, wurde
bereits in zahlreichen Veroéffentlichungen durch die gesteigerte Produktion von Ty1-
assoziierten Zytokinen wie IFN-y, IL-2 und TNF-a in natlirlichen mit MAP infizierten
Rindern (klinisch inapparentes Stadium) oder in experimentell mit MAP-infizierten
Kélbern belegt (Stabel, 2000a; Stabel et al., 2003; Uzonna et al., 2003; Waters et al.,
2003; Khalifeh und Stabel, 2004; Wu et al., 2007). Waters et al. (2003) zeigten, dass
im friihen Stadium der MAP-Infektion (ab dem 7. Tag p.i.) vorwiegend CD4"-Zellen die
Quelle von IFN-y darstellen. Nach der ex vivo-Stimulation von PBMC aus 3 MAP-
infizierten Kélbern mit MAP-Ganzelllysat, konnte ein signifikanter Anstieg des IFN-y in
CD4*-Zellen aber auch noch 194 Tage p.i. festgestellt werden. Stabel et al. (2003)
konnten nach Stimulation der PBMC, welche aus experimentell mit MAP infizierten
Kélbern isoliert worden war, mit MAP-Antigen schon ab dem 2. Monat p.i. im Mittel
signifikant hdhere IFN-y-Werte nachweisen als bei den mitgeflhrten Kontrollkélbern.
Wu et al. (2007) untersuchten mittels RT-PCR die Zytokinexpression in Mesenterial-
lymphknoten von experimentell mit MAP infizierten Kalbern. Ein kontinuierlicher
Anstieg der Transkription von IFN-y und TNF-a konnte ab dem 6. Monate p.i bis zum
Ende der Studie (9 Monate p.i.) nachgewiesen werden. Dagegen fiel die Transkription
von IL-4 in den Mesenteriallymphknoten bis zur Ende der Studie kontinuierlich ab.

Auf die Untersuchung von MAP-spezifischem IgA wurde in der vorliegenden
Studie verzichtet, da aufgrund der Datenlage nicht erwartet worden war, dass diese
Immunglobulinklasse ein hinreichend sensitiver Marker fur die MAP-Infektion ist. IgA
macht im Serum von Rindern nur 2 % (w/w) der Immunglobuline aus, prozentual
gréBere Anteile besitzt es an den Immunglobulinen im Mukus der Darmschleimhaut
(43 %), im Nasensekret (97 %) oder in Tranenflissigkeit (86 %) (Mach und Pahud,
1971). Selbst bei Rindern, die sich im fortgesetzten Stadium der MAP-Infektion
befanden und den Erreger mit dem Kot ausschieden, war MAP-spezifisches IgA nur
bei 9 von 20 Tieren (45 %) nachweisbar (Abbas und Riemann, 1988). IgA scheint
zumindest in frihen Stadien der MAP-Infektion weder systemisch noch lokal in der
Darmschleimhaut in signifikanten Mengen gebildet zu werden. So wurde MAP-
spezifisches IgA zumindest in der achtwdchigen Beobachtung nach der oralen
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Infektion weder im Serum oder auf der Darmschleimhaut von experimentell mit MAP-
infizierten Schaflammern (n = 8) gefunden (Begara-McGorum et al., 1998).

Wenngleich in der vorliegenden Studie mit dem DFZM-IgG- bzw. mit dem DFZM-
lgG;-Test schon ab der 44. bzw. 46. W.p.i. MAP-spezifische Antikdrper nachgewiesen
wurden und damit frither und haufiger als mit dem Pourquier®-ELISA, so gelang das in
anderen Studien noch friher. In der vorhandenen Literatur gibt es allerdings nur 4
publizierte Studien, in denen die humorale Immunantwort beim Kalb nach experimen-
teller Infektion mit MAP untersucht wurde, und MAP-spezifische Antikérper dabei
schon im ersten Lebensjahr auftraten [Tabelle 21; (Waters et al., 2003; Eda et al.,
2005; Stewart et al., 2007; Bannantine et al., 2008)]. So infizierten Stewart et al. (2007)
5 Kalber oral mit 8 x 10’ KbE des bovinen MAP-Stammes CLIJ623 sowie 5 weitere
Kélber mit Darmmukosa einer Paratuberkulose-kranken Kuh. MAP-spezifische Anti-
korpertiter stiegen nur bei 2 von 5 CLIJ623-infizierten Kélbern an, und zwar ab dem 8.
bzw. 21. Monat p.i.. Bei 3 der 5 Kalber, die Uber infektidse Darmmukosa infiziert
worden waren, traten erhOhte Antikorpertiter ab dem 9., 20., bzw. 21. Monat p.i. auf.
Somit gelang der Nachweis von MAP-spezifischen Antikérpern im 8. bzw. 9. Monat p.i.
in jener Studie nur geringflgig friher als in der hier prasentierten Untersuchung (10.
Monat p.i., entspricht 44. w.p.i.). Gegenwartig kann nicht ausgeschlossen werden, dass
diesen Diskrepanzen von Unterschieden in der Virulenz der verwendeten MAP-
Stamme oder in den Empfanglichkeiten der verwendeten Kalber oder der 80-fach
héheren Infektionsdosis verursacht wurden. Die 3 anderen Studien, in denen MAP-
spezifische Antikérper bei experimentell infizierten Kalbern friher als in der
vorliegenden Studie gefunden wurden, beziehen sich alle auf denselben Infektions-
versuch einer US-amerikanischen Forschergruppe, die Kélber mit 1,6 x 10” KbE des
MAP-Stammes K10 inokuliert hatten. Mit einem DFZM-basierten Immuntest fanden die
Forscher MAP-spezifische Antikérper ab dem 170. T.p.i. (Eda et al., 2005). Im LAM-
ELISA war die Serokonversion ab dem 134. T.p.i. (Waters et al., 2003) und in einem
Dot-Plot-Array sogar ab dem 70. T.p.i. nachweisbar (Bannantine et al., 2008). Dies ist
ca. 137 bis 237 Tage friher als mit den DFZM-IgG-Tests in der hier prasentierten
Untersuchung. Es ist aber wenig wahrscheinlich, dass die DFZM-Methode von Eda et
al. (2005) so deutlich sensitiver gewesen war als der im Grunde gleich aufgebaute
DFZM-IgG-Test der vorliegenden Studie, der auBerdem durch die Einfihrung der MP-
Praadsoption gegentber der Ausfiihrung von Eda et al. verbessert wurde. Plausibler ist
die Erklarung, dass die US-amerikanischen Kollegen die Serokonversion deswegen
friher feststellten, weil sie die MAP-Bakterien nicht oral in die Kéalber inokuliert hatten,
sondern per Injektion direkt in die Tonsillen. Wahrscheinlich sind die MAP-Bakterien
auf diese Weise schneller und in gréBerer Zahl mit den Zellen des Immunsystems in
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Kontakt gekommen als bei der oralen Verabreichung (Waters et al., 2003). Hinsichtlich
des auf dem Testantigen LAM basierenden ELISA ist zunachst festzustellen, dass er
geman Literatur im Vergleich zu anderen ELISA-Systemen tatséchlich sehr sensitiv ist
(Sugden et al., 1987; Jark et al., 1997). Andererseits ist er zum Nachweis MAP-
spezifischer Antikdrper aber auch weniger spezifisch, da auch andere Mykobakterien
wie z.B. M. tuberculosis, M. avium subsp. hominissuis, M. smegmatis und M. fortuitum
sehr ahnlich strukturierte LAMs bilden (McNab et al., 1991; Khoo et al., 2001). Waters
et al. (2003) machen zur Spezifitit des LAM-ELISA in ihren Untersuchungen keine
Angaben. Die nachweislich geringe Spezifitat des LAM-ELISA ist vermutlich ein Grund,
warum der auf LAM-basierende Svanovir®-ELISA in Deutschland Ende 2008 vom
Markt genommen wurde. Wie oben beschrieben, gelang Bannantine et al. (2008)
mittels Dot-Plot-Array der bisher friheste Nachweis einer MAP-spezifischen Sero-
konversion (ab dem 70. T.p.i.). Bei den beiden reaktiven Antigenen handelte es sich
um die rekombinant hergestellten Proteine MAP1087 und MAP1204, die demnach sehr
vielversprechende Kandidaten fir neue, bessere Diagnostika sind. Allerdings wiesen
nur 5 von 9 adulten MAP-ausscheidenden Rindern (55,5 %) Antikérper gegen diese
Proteine auf. Ob sich diese Antigene und die Dot-Plot-Array-Methode auch zur
Anwendung im Feld eignen, kann deshalb erst dann bewertet werden, wenn eine
gréBere Anzahl von Kélbern untersucht worden ist und Daten aus einem praxisnaheren

Infektionsversuch mit oraler MAP-Inokulation vorliegen.
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Tabelle 21: Publizierte tierexperimentelle Untersuchungen zur humoralen
Immunantwort von Kalbern bei MAP-Infektionen.
Die Tabelle listet nur experimentelle Studien seit 1990 auf.
MAP- . . .
. Inokulations Infektions- Anzahl'/  Studien- Ak-Nach-
Infektions . . Referenz
-dosis weg Alter dauer weis?
stamm
. 5K/ Saxegaard,
Feldstamm* 10x10 mg FG oral 1Mo 18 Mo 0/5 1990
. . 4K/ McDonald et
Feldstamm 3x2g FG intragastral 2 Mo 24 Mo 0/4 al., 1999
. . 4K/ 1/4 McDonald et
Feldstamm 3x20g DM intragastral <2 Mo 24 Mo ~22 Mpi, al., 1999
4x(4x109) intra- 3K/ 3/3 Waters et al.,
K10 KbE tonsilsr ~ 2Wo MO yagt 2003
7x(1x107) 3K/
k.A. KbE oral <37 6 Mo 0/3 Koo et al., 2004
< Sx(1x108) . 6K/ Stabel et al.,
Feldstamm KbE intra-gastral 4 Mo 6 Mo 0/6 2003
. 10K/ 4/10 Koets et al.,
Feldstamm 9x20 g Kot oral <1 Mo 22 Mo 406 Tp.i 2006
10x(1x108) 5K/ Rosseels et al.,
19698 KbE oral <3Wo 4 Mo 0/5 2006
bis 1x108 lleum- 5K/
K10 KbE injektion <3Wo 9 Mo 0/5 Wu et al., 2007
4x(4x108) intra- 3K/ 3/3
K10 KbE tonsilar ~~ 2Wo MO ypgrp,  FEdaetal, 2005
CLIJ623 4x(2x1010) oral 5K/ 54 Mo 2/5 Stewart et al.,
(Rind-Typ) KbE 6 Wo 8 M.p.i 2007
« 4x(14-20 ) 5K/ 3/5 Stewart et al.,
Feldstamm DM oral 6 Wo 54 Mo 9 Mo 2007
CLIJ361 4x(2x1010) oral 5K/ 35 Mo 115 Stewart et al.,
(Schaf-Typ) KbE 14 Wo 3 M.p.i. 2007
oviner 4x(14-20 g) 5K/ Stewart et al.,
Feldstamm® DM oral awo  OMo 075 2007
4x(4x109) intra- 2K/ 212 Bannantine et
K10 KbE tonsilar ~ 2Wo MO 20Tl al,, 2008

Fortsetzung der Tabelle 21 auf der nachsten Seite
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Tabelle 21 (Fortsetzung)

1

Erlduterungen: Anzahl der Kalber der Infektionsgruppe

2 Anzahl der Kélber der Infektionsgruppe, in denen ein

positiver Nachweis MAP-spezifischer Antikérper im
Versuchsszeitraum moglich war, sowie frihester Zeitpunkt
des Nachweises MAP-spezifischer Antikorper

isoliert aus einer an Paratuberkulose erkrankten Kuh bzw.
einem Paratuberkulose-kranken Schaf; in der Publikation
sind keine ndheren Angaben zum MAP-Stamm enthalten

DM: Darmmukosa einer an Paratuberkulose-erkrankten Kuh;
FG: Feuchtgewicht;

K: Kalb;
k.A.: keine Angabe;
Mo: Monat;

M.p.i.: Monate post infectionem
T.p.i.: Tage post infectionem

Uberraschenderweise wiesen 3 Kalber der Infektionsgruppe, welche aus den
MAP-unverdachtigen Herden akquiriert wurden, initial hohe Antikérpertiterwerte auf.
Diese lagen im DFZM-IgG-Test bei 3 Kalbern (11, 12, 14) langstens bis zum 93.
Lebenstag und im DFZM-1gG;-Test bei einem Kalb (Kalb 11) bis zum 65. Lebenstag im
positiven Bereich. Kalb 11 reagierte auch im Pourquier®-ELISA in der ersten Unter-
suchung (9. Lebenstag) serologisch positiv. Es liegt die Vermutung nahe, dass es sich
bei diesen Antikérpern um Immunglobuline maternalen Ursprungs gehandelt hat. Auch
Eda et al. (2005) wiesen mittels DFZM-Methode bei 7 der 8 Kontrollkalber initial hohe
Antikorpertiter auf, welche sie auf maternale Antikérper zurlickflhrten. Eine Erklarung
fir die anfénglich hohen Titer bei den MAP-infizierten Kélbern (Infektionsgruppe)
kénnte sein, dass sich die Muttertiere trotz des MAP-unverdachtigen Betriebsstatus mit
MAP infiziert hatten. Das Muttertier von Kalb 11 stammte aus Betrieb 4, welcher bei
der Erstuntersuchung den héchsten Anteil Svanovir®-positiver Tiere (18,9 %) unter den
4 MAP-unverdachtigen Betrieben aufwies. Das Muttertier selbst zeigte im DFZM-IgG-
Test ein fragliches Ergebnis. Die Mutter der Kalber 12 und 14 stammten aus dem
Betrieb 2, welcher bei der Nachuntersuchung sogar zwei Pourquier®positive Tiere
aufwies. Mit dem DFZM-IgG-, dem DFZM-IgG;-Test und dem Pourquier®-ELISA waren
diese Muttertiere selbst jedoch negativ getestet worden. Dies kdnnte an dem Zeitpunkt
der Probenentnahme liegen, denn die Beprobung dieser Mitter fand 4 bzw. 6 Tage
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nach der Geburt statt, weshalb der MAP-spezifische Antikérpertiter noch erniedrigt
gewesen sein kdnnte. Es ist auBerdem bekannt, dass die IgG-Konzentration im Serum
von Kalbern 24 Stunden nach der Geburt im Vergleich zu den Muttertieren doppelt so
hoch sein kann, wenn sie hinreichend Kolostrum aufgenommen haben (Molla, 1978;
Butler, 1983). Dies kdnnte erklaren, warum das Kalb einer seronegativen Mutter
seropositiv reagiert (Molla, 1978; Butler, 1983). Ein weiterer Grund fiir die initial hohen
Titerwerte der o.g. Versuchskélber kénnten kreuzreagierende maternale Antikdrper
sein. Haufig sind es immunologische Reaktionen gegen in der Umgebung vorkom-
mende Mykobakterien oder andere Erreger des M. avium-Komplexes, die ein falsch-
positives Ergebnis in einem serologischen Testsystem far M. bovis- oder MAP-
Infektionen erzeugen (Wilks et al., 1981; Cousins et al., 1999; Roussel et al., 2007).
Durch die in den DFZM-Ak-Testvarianten durchgefiihrte Prdadsorption der Serum-
proben mit MP und die Verrechnung von MAA im DFZM-Titer-3 (siehe Kapitel Il 9.2.4)
sollte der Einfluss solcher Kreuzreaktion zwar minimiert werden, dennoch sind sie nicht
vollig auszuschlieBen. Einen dritten Erklarungsansatz flr die serologischen Reaktionen
der 0.g. Kélber zu Beginn des Infektionsversuches bieten sog. ,naturliche* Antikérper.
,Naturliche* Antikdrper werden unabh&ngig von einem Antigenstimulus gebildet und
zeichnen sich durch niedrige Aviditat und Polyspezifitdt aus. Dadurch sind sie in der
Lage, an ein breites Antigenspektrum zu binden und kénnten somit fir unspezifische
Antikérperbindungen in den ersten Lebenswochen verantwortlich sein (Tlaskalova-
Hogenova et al.,, 1992). Insbesondere B1-Zellen werden als Quelle von ,natlrlichem*
IgM, IgA und IgG im Mensch und in der Maus betrachtet (Galili et al., 1987; Baumgarth
et al., 1999; Elluru et al., 2008). B1-Zellen unterscheiden sich unter anderem von B2-
Zellen, dass sie Uberwiegend wahrend der fetalen und neonatalen Phase gebildet
werden (Kantor und Herzenberg, 1993; Hardy und Hayakawa, 1994). Untersuchungen
zu ,natdrlichen® Antikbrpern beim Rind sind in der Literatur allerdings nicht vorhanden.

Nachweis MAP-spezifischer Antikorper im Feld

Nachweis MAP-spezifischer maternaler Antikérper bei Kélbern und Jungrindern
(Kohortenstudie 1)

Die Plazenta des Rindes ist nach dem Prinzip der synepitheliochorialen Plazenta
aufgebaut, welche einen Ubergang maternaler Antikdrper wahrend der Trachtigkeit
verhindert. Deshalb weisen neugeborene Kélber zundchst eine physiologische Hypo-
globulindmie auf (Barrington und Parish, 2001; Prado et al., 2006). Zur raschen,
passiven Immunisierung muss das Kalb maternale Immunglobuline mit dem Kolostrum

aufnehmen. Wenn entsprechende Antikérper im aufgenommenen Kolostrum enthalten
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waren, reagieren Kalber in serologischen Tests deshalb fir einige Wochen auch dann
seropositiv, wenn sie selbst mit dem fraglichen Antigen (noch) gar nicht in Kontakt
gekommen sind. Im Laufe von einigen Wochen werden die Immunglobuline maternalen
Ursprungs vom Organismus des Kalbes wieder abgebaut. Wie lange sie im Serum
nachweisbar sind, hangt von der Halbwertszeit der verschiedenen Immunglobulin-
klassen (IgG: 16-32 Tage; IgM: 4 Tage; IgA: 2-3 Tage) sowie von deren Anfangs-
konzentration im Blut und von der Sensitivitit des verwendeten Testsystems ab
(Tizard, 2009). MAP-spezifische Immunglobuline, die ein Kalb Uber das Kolostrum
aufgenommen hat, kdnnen eine aktive Immunisierung des Kalbes vortduschen, da
maternale Antikérper von den selbst gebildeten Antikdrpern in der Routinediagnostik
nicht zu unterscheiden sind. Die Kohortenstudie 1 befasste sich deshalb mit der
Dynamik von maternalen MAP-spezifischen Antikérpern im Serum von Kélbern
wéahrend der ersten 6 Lebensmonate. Im Mittelpunkt stand dabei die Frage, wann
diese Antikdrper abgebaut sind.

Die 6 untersuchten seropositiven Kélber wiesen sowohl im DFZM-IgG-Test als
auch im DFZM-IgG;-Test bereits nach der Kolostrumaufnahme hohe Titer auf und
blieben mindestens bis zum 20. und langstens bis zum 121. Lebenstag serologisch
positiv bzw. fraglich. Die 1gG;-Titer sanken etwas schneller ab, sodass diese Titer bei 5
Kélbern bereits ab dem 54. Lebenstag im negativen Bereich lagen und bei einem Kalb
erst nach dem 121. Lebenstag. Auch im Pourquier®ELISA reagierten wenigstens 3
Kélber initial positiv und blieben langstens bis zum 104. Lebenstag seropositiv.

Dass es sich bei den Antikérpern, die initial mit hohem Titer in den Kalberseren
nachgewiesen wurden, tatsdchlich um Immunglobuline maternalen Ursprungs
gehandelt hat, kann nicht direkt bewiesen werden. Es sprechen aber mehrere Indizien
dafur:

e Alle Muttertiere der seronegativen Kalber reagierten im DFZM-1gG- und DFZM-
lgG;-Test selbst seronegativ, wahrend 5 der 6 Muttertiere von seropositiven
Kalbern im DFZM-IgG-Test seropositiv waren. Nicht ganz in das Bild passt das
seropositive Kalb ,Feld K14“, da dessen Mutter als seronegativ einzustufen war.
Mdoglicherweise hatte das Kalb ,Feld K14“ Kolostrum von einer anderen, sero-
positiven Kuh erhalten, auch wenn dies der Betriebsleiter ausschloss.
Andererseits kénnte die Mutter von ,Feld K14“ auch falsch-negativ reagiert
haben, da sie nur einmal und zwar einen Tag nach der Geburt beprobt wurde. Es
ist bekannt, dass bei der Geburt die Anreicherung der Immunglobuline im ein-
schiessenden Kolostrum transient zum Absinken des Immunglobulinspiegels im
Blut fuhrt (Butler, 1983). Auch der MAP-spezifische Antikdrpertiter kann aus
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diesem Grunde bis zum Tag der Geburt auf bis zu 45 % des Ausgangstiters
fallen (Stabel und Goff, 2004). Deshalb ist ein negativer serologischer Befund
kurz vor oder nach der Geburt mit Zweifeln behaftet.

e Der Titerverlauf Gber die Zeit entsprach der fir maternale Antikérper bekannten
Dynamik. So wiesen alle 6 seropositiven Kalber in der ersten Serumprobe nach
Kolostrumaufnahme einen hohen MAP-reaktiven Antikorpertiter auf, welcher bei
5 Kalbern sogar den Maximaltiter des gesamten Untersuchungszeitraumes dar-
stellte, der danach kontinuierlich von Beprobungszeitpunkt zu Beprobungszeit-
punkt sank. Dies passt zu der Erkenntnis, dass die Fahigkeit des Darmepithels,
kolostrale Antikdrper aufzunehmen, zeitlich begrenzt ist. Der Darmschranken-
schluss (,gut closure®) setzt etwa mit der 12. Lebensstunde ein und ist im Durch-
schnitt in der 24. bis 48. Lebensstunde abgeschlossen. Der Darmschranken-
schluss variiert fir die verschiedenen Antikérpersubtypen von 21 bis 48 Stunden
nach der Geburt fir IgG, 16 bis 23 Stunden flr IgM und 23 bis 25 Stunden far
IgA (Stott et al., 1979; Kim und Schmidt, 1983). Maximale Serumimmunglobulin-
spiegel werden in neugeborenen Kalbern in der Regel zwischen 12 bis 24
Stunden nach der ersten Kolostrumfitterung festgestellt (Erhard, 1999). Eine
Ausnahme stellte der Titerverlauf von Kalb ,Feld Kalb 3“ dar, bei welchem der
Maximaltiter erst in der zweiten Untersuchung am 22. Tag post natum erreicht
wurde. Da die Erstbeprobung dieses Kalbes am Tag der Geburt stattfand, war
der maximale Serumimmunglobulinspiegel zu diesem Zeitpunkt vermutlich noch
nicht erreicht worden. Im Ubrigen kann durch eine verspéatete Kolostrumgabe der
Darmschrankenschluss weiter hinaus gezégert werden und somit erst Tage nach

der Geburt der maximale Titer im Serum erreicht werden (Stott et al., 1979).

e Bei den seropositiven Kalbern (Mittelwert 136,3 %) wurde ein dreifach héherer
MAP-spezifischer Antikérpertiter im DFZM-IgG;-Test festgestellt als bei den
Muttertieren (Mittelwert 42,9 %). Dieser Befund deckt sich mit der publizierten
Beobachtung, dass die Gesamt-IgG;-Konzentration im Serum von Kalbern 24 h
nach Kolostrumaufnahme doppelt so hohe Werte wie die IgG;-Konzentration im
Serum adulter Kihe erreicht (Molla, 1978; Butler, 1983).

e Der bei allen seropositiven Kalbern beobachtete Titerabfall steht mit der
bekannten Halbwertszeit der Immunglobuline im Einklang. Mit einer Halbwerts-
zeit von 16 bis 32 Tagen ist IgG das am langsten im Blut zirkulierende Immun-
globulin (Douglas et al., 1989). Die Halbwertszeit von IgM betragt ca. 4 Tage, von
IgA 2 bis 3 Tage (Husband et al., 1972; Logan et al., 1973). Dabei dauerte es in
der vorliegenden Untersuchung umso langer bis die Kélber seronegativ
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reagierten, je héher der initiale Antikdrpertiter war. Auch zu diese Beobachtung
trifft auf maternale Antikérper zu, denn der im Serum gemessene Immunglobulin-
spiegel eines Kalbes wird positiv von der IgG-Konzentrationen sowie der Menge
des aufgenommenen Kolostrums beeinflusst (Morin et al., 1997; Jaster, 2005).
Dartberhinaus ist der Immunglobulingehalt des Kolostrums auch von gene-
tischen Faktoren, dem Alter der Kuh bzw. der Anzahl der Abkalbungen sowie der
Jahreszeit abhangig (Lambrecht et al., 1982).

e In der Literatur sind bisher keine Studien zur Dynamik MAP-spezifischer
maternaler Antikérper beschrieben. Dagegen findet man fur Antikdrper anderer
Spezifitdt diverse Angaben Uber den Zeitraum, in dem solche Antikérper im
Serum der Kélber vorhanden sind. Wie bereits erwahnt, ist die Nachweisdauer
maternaler Antikbrper neben der Halbwertszeit der verschiedenen Immun-
globulinklassen und deren Anfangskonzentration im Blut auch von der
Sensitivitdt des verwendeten Testsystems abhangig. So wiesen Lemaire et al.
(2000) in 4 Kalbern nach Kolostrumaufnahme bis zum 8. Lebensmonat BHV-1-
Antikérper im Virus-Neutralisationstest nach, wohingegen im ELISA bis zum 10.
Lebensmonat positive Resultate erzielt wurden. Ebenfalls maternale BHV-1-
Antikérper konnten in einer anderen Studie bis zum 11. Lebensmonat mittels
ELISA nachgewiesen werden (Cho et al, 2002). Maternale Blauzungenvirus-
Antikérper waren in 22 Kélbern langstens vom 70. bis 173. Lebenstag im
kompetitiven ELISA und vom 70. bis zum 113. Tag im Serumneutralisationstest
nachweisbar (Vitour et al., 2011).

Der Nachweis maternaler Antikérper kann per definitionem nicht als Beweis einer
beim Kalb vorhandenen MAP-Infektion interpretiert werden. Folglich macht es keinen
Sinn, mit serologischen Methoden nach den Zeichen einer MAP-Infektion beim Kalb zu
suchen, solange die Immunglobuline maternalen Ursprungs im Kalb nicht abgebaut
sind. Nach den Ergebnissen der Kohortenstudie 1 wéare der Einsatz der DFZM-Tests
oder des Pourquier®-ELISA bei Kalbern zu diesem Zweck frilhestens ab einem
Lebensalter von ca. 4-5 Monaten zu empfehlen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass die DFZM-basierten Tests aber auch dann sehr wertvolle diagnostische
Informationen liefern, wenn man sie friher einsetzt. Denn offensichtlich kann man neu-
geborene Kélber sehr sensitiv als Sentinels fir den MAP-Infektionsstatus ihrer Mitter
nutzen, wenn die Kélber einige Tage nach der Kolostrumaufnahme mit einem DFZM-
Test geprift werden. Ein positiver Befund beim neugeborenen Kalb kénnte im Rahmen
der Paratuberkulose-Sanierung eines Betriebs bedeuten, dass die zugehdrige Mutter
(bzw. die kolostrumspendende Kuh) als MAP-infiziert klassifiziert wird. Da das
Kolostrum das wichtigste Vehikel zur Ubertragung von MAP von infizierten Kiihen auf
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die Nachzucht ist, kdnnte der Nachweis MAP-spezifischer Antikérper in einem neu-
geborenen Kalb auch dahingehend interpretiert werden, dass es mit hoher Wahr-
scheinlichkeit MAP-infiziertes Kolostrum aufgenommen hat und demnach ebenfalls als
MAP-infiziert einzustufen ist. Es sollte in zuklnftigen Forschungsarbeiten genauer
untersucht werden, ob sich das im Kalb befindliche, MAP-spezifische I1gG oder 1gG;
maternalen Ursprungs als Messparameter flr die sensitivere und methodisch
einfachere serologische Erkennung von MAP-infizierten Kihe eignet. Dabei musste
dann auch der Einfluss von ,natirlichen* Antikérpern (siehe oben) auf die serologische
Befunderhebung abgeklart werden.

Nachweis der MAP-spezifischen Serokonversion bei Jungrindern (Kohortenstudie 2)

Kommerzielle ELISAs erkennen aufgrund ihrer niedrigen Sensitivitdt MAP-
infizierte Kélber und Jungrinder im Alter von bis zu 2 Jahren kaum und gelten somit far
den Nachweis von MAP-Infektionen in der frihen Phase der Infektion als ungeeignet
(Juste et al, 2005). Zu den Lebenszeitrdumen, in denen es erstmalig zur MAP-
spezifischen Serokonversion kommt, gibt es in der Fachliteratur bisher keine konkreten
Angaben. Ziel der durchgeflhrten Kohortenstudie 2 war es deshalb, denjenigen
Moment, ab dem MAP-infizierte Jungrinder erstmals spezifisch mit einer Serokon-
version reagieren, zeitlich einzugrenzen. Aus finanziellen und organisatorischen
Grinden war diese Untersuchung nicht mit einer Kkontrollierten, experimentellen
Infektion zu realisieren. Vielmehr wurden hierzu Kalber bzw. Jungrinder in den
hinsichtlich ihres MAP-Status gut charakterisierten Betrieben 3 (MAP-unverdachtig)
und 9 (MAP-Problembetrieb) rekrutiert.

Im Endergebnis waren die Unterschiede zwischen beiden Tiergruppen ent-
tduschend gering. Immerhin erzielten die Jungrinder des MAP-Problembetriebes in
zwei Testzeitrdumen durchschnittlich signifikant héhere Titer als Jungrinder des MAP-
unverdachtigen Betriebes (17.-18. und im 21.-22. Lebensmonat). Dies war aber nur bei
Anwendung des DFZM-IgG-Test zu beobachten. Die Unterschiede waren nicht
signifikant, wenn mit dem DFZM-IgG-Test gemessen wurde. Auch bei der Einzeltier-
betrachtung reagierten im DFZM-IgG-Test mehr Jungrinder serologisch positiv als im
DFZM-1gG-Test. Genaus andersherum als bei Kélbern im ersten Lebensjahr scheint
der DFZM-1gG-Test also bei den Jungrindern im zweiten Lebensjahr sensitiver als der
DFZM-1gG-Test zu sein. Der friheste Nachweis einer Serokonversion bei den Jung-
rindern aus dem MAP-Problembetrieb gelang im DFZM-IgG-Test im 10. Lebensmonat.
Allerdings reagierten auch 3 von 10 Jungrindern in dem MAP-unverdéachtigen Betrieb 3
seropositiv, und zwar bereits ab dem 8. Lebensmonat.
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Wie bereits erlautert (siehe auch Kaptitel Il 3.3), kbnnen Kreuzreaktionen infolge
Kontakt zu anderen Mykobakterien als Ursache fir die seropositiven Reaktionen im
MAP-unverdachtigen Betrieb nicht ausgeschlossen werden. Haufig sind es immunolo-
gische Reaktionen gegen in der Umgebung vorkommende Mykobakterien oder andere
Erreger des M. avium-Komplexes, die ein falsch-positives Ergebnis in einem
serologischen Testsystem fir M. bovis- oder MAP-Infektionen erzeugen (Wilks et al.,
1981; Cousins et al.,, 1999; Roussel et al., 2007). Durch die in den DFZM-Ak-Test-
varianten durchgefliihrte Préaadsorption der Serumproben mit MP und die Verrechnung
von MAA im DFZM-Titer-3 wurde versucht, den Einfluss von Kreuzreaktion zu
minimieren. Deshalb es wahrscheinlicher, dass die Jungrinder trotz des MAP-
unverdachtigen Betriebsstatus doch mit MAP in Kontakt gekommen waren. Gestitzt
wird diese Vermutung durch den Befund, dass ein Jungrind im MAP-unverdachtigen
Betrieb im Pourquier®-ELISA immerhin fraglich reagierte. Die Mutter eines dieser Jung-
rinder erzielte im Pouquier®-ELISA sogar ein deutlich positives Resultat (Daten wurden
nicht gezeigt). Da der Pourquier®ELISA mit den vom Hersteller angegebenen Cut Off-
Werten eine sehr hohe Spezifitat von 99 bis 100 % zur Erkennung von MAP-negativen
Kihen besitzt (Collins et al., 2005; Fry et al., 2008; Kdhler et al., 2008; Shin et al.,
2008), bestehen begrindete Zweifel, ob der MAP-unverdachtige Status des
Betriebes 3 tatsachlich noch in den Monaten gerechtfertigt war, in denen die
Kohortenstudie 2 durchgeflhrt wurde.

Positive Befunde waren mit dem DFZM-IgG-Test bei den alle 1 bis 3 Monate
wiederholten Untersuchungen nur selten zweimal und nie 6&fter hintereinander zu
erheben. Dies deckt sich mit den Beobachtungen von Stewart et al. (2007), denen der
Nachweis von MAP-spezifischen Antikérpern bei MAP-infizierten Kélbern wenn
Uberhaupt, dann ebenfalls immer nur Uber einen begrenzten Zeitraum gelang. So
waren die Antikorpertiter nur bei 2 von 5 Kélbern, welche experimentell mit dem MAP-
Stamm CLIJ623 infiziert worden waren, erhéht, und zwar im 8.-12. bzw. im 21.-25.
Monat p.i.. In &hnlicherweise reagierten 3 von 5 anderen Kélbern, die in derselben
Studie mit infektidser Darmmukosa einer Paratuberkulose-kranken Kuh infiziert worden
waren, nur zwischen dem 9. und 54. bzw. 21. und 25. bzw. 20. und 23. Monat p.i. sero-
positiv. Obwohl man davon ausgeht, dass die MAP-Infektion lebenslang persistiert
(Clarke, 1997), scheint der Erreger erst allmahlich und am Anfang nur schubweise als
immunogener Stimulus vom betroffenen Tier wahrgenommen zu werden. Dies kdnnte
bedeuten, dass der Erreger anfanglich vom Abwehrsystem immer wieder erfolgreich
zurlick gedrangt wird oder dass es ihm gelingt, sich der immunologischen Erkennung
und Gegenreaktion immer wieder zu entziehen (Stabel, 2000a; siehe auch Kapitel Il
2).
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Nach diesen Ergebnissen bietet der DFZM-IgG-Test bei der serologischen
Untersuchung von Jungtieren im zweiten Lebensjahr Vorteile gegentber dem DFZM-
lgG;-Test und dem Pourquier®ELISA. Allerdings sind wegen der bei MAP-Infektionen
nur langsam einsetzenden Immunantwort wiederholte Untersuchungen erforderlich
(z.B. alle 2 Monate ab dem 10. Lebensmonat), um infizierte Tiere bereits innerhalb der
ersten beiden Lebensjahre zu entdecken.
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Schlussfolgerungen

Die etablierten DFZM-Ak-Tests sind wertvolle neue Diagnostika zum Nachweis
MAP-spezifischer Antikérper beim Rind.

Der etablierte DFZM-IgG-Test und der etablierte DFZM-IgG;-Test sind zur
serologischen Erkennung von MAP-ausscheidenden Rindern im Alter von
mindestens 2 Jahren sensitiver und spezifischer als 3 kommerziell erhaltliche
ELISAs.

Der DFZM-IgG;-Test und der DFZM-IgG-Test sind sensitiver als der Pourquier®-
ELISA, um MAP-infizierte Kélber im ersten Lebensjahr zu identifizieren. Der
Nachweis einer Serokonversion war unter den experimentellen Bedingungen
dieser Untersuchung frihestens ab der 44. Woche post infectionem (W.p.i.)
maoglich.

Der DFZM-1gG-Test scheint bei Jungrindern im zweiten Lebensjahr sensitiver zu
sein als der DFZM-IgG;-Test.

Unabhangig vom eingesetzten Test reagiert ein GroBteil der MAP-infizierten
Rinder im ersten Lebensjahr seronegativ (in dieser Arbeit 4 von 6 Kélbern).

Bei keinem der MAP-infizierten Kalber konnte ein Anstieg des mit einer Ty1-
Antwort assoziierten MAP-spezifischen IgG, oder IgM beobachtet werden. Auch
bei adulten Rindern erreichte der Nachweis von IgG, bei gerade 100 %iger
Spezifitdt nur eine 44,4 %ige Sensitivitdt. MAP-spezifisches IgG, und IgM ist
somit als Parameter zur |dentifizierung MAP-positiver Tiere ungeeignet (Kalber)
bzw. wenig geeignet (Rinder im Alter von mindestens 2 Jahren).

Die Untersuchung auf MAP-spezifische Antikérper, welche vom Kalb selbst
gebildet wurden, ist im DFZM-IgG- bzw. DFZM-IgG;-Test aufgrund vorhandener
maternaler Antikorper erst ab dem 121. Lebenstag sinnvoll.

Zum Nachweis einer MAP-spezifischen Serokonversion bei Kalbern bzw. Jung-
rindern sind aufgrund der nur langsam einsetzenden Immunantwort wiederholte
Untersuchungen erforderlich, um Reagenten bereits innerhalb der ersten beiden
Lebensjahre zu entdecken.

Neugeborene Kélber, die hinreichend Kolostrum aufgenommen haben, kénnen in
Verbindung mit dem DFZM-IgG;-Test als Sentinel verwendet werden, um
serologisch den MAP-Infektionsstatus des Muttertieres (bzw. der Kolostrum-
spendenden Kuh) zu ermitteln.



VI Zusammenfassung

Neben dem zeitaufwendigen und kostspieligen direkten Nachweis von Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) mittels Kultur oder PCR, wird zur Er-
kennung von MAP-infizierten Rindern gegenwartig der ELISA eingesetzt. Die derzeit
erhéltlichen ELISAs zum Nachweis einer Infektion mit MAP weisen jedoch entweder
eine niedrige Sensitivitdt oder eine niedrige Spezifitdt auf (Nielsen und Toft, 2008).
Deshalb war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, neue, auf der Durchflusszytometrie
(DFZM) basierende Verfahren zum Nachweis MAP-spezifischer Antikérper zu
etablieren und zu evaluieren. Dazu sollten diese DFZM-Ak-Tests an experimentell mit
MAP infizierten Kalbern und an natdrlich MAP-infizierten Rindern im Vergleich zum
Pourquier®-ELISA und zum MAP-Direktnachweis gepriift werden.

Bei der Untersuchung der Serumproben von 22 MAP-negativen und 18 MAP-
positiven adulten Rindern erreichte der DFZM-IgGi-Test im Vergleich zu 3 in
Deutschland lizensierten ELISAs die héchste Sensitivitat. Betrachtet man die Kotunter-
suchung als Goldstandard, so erreichte der DFZM-IgG;-Test nach ROC-Analyse bei
gerade 100 %iger Spezifitdt eine Sensitivitdt von 77,8 %. Bei Verwendung der vom
Hersteller angegebenen Cut Off-Werte erreichten die ELISAs nur Sensitivitdten von
61,1 % (Pourquier®ELISA) bzw. 27,8 % (Cattletype®-ELISA) bzw. 27,8 % (Svanovir®-
ELISA) bei 100 %iger Spezifitat.

In einer longitudinalen Studie der experimentellen MAP-Infektion wurden 6 Kélber
oral mit 1x10° KbE des MAP-Stammes K10 inokuliert. Weitere 6 Kéalber wurden
scheininokuliert und dienten als Kontrollgruppe. Im DFZM-IgG- bzw. DFZM-IgG;-Test
wurde bei 2 von 5 Kélbern ab der 44. bzw. 46. Woche post infectionem (W.p.i.) eine
Serokonversion der MAP-spezifischen Antikérper nachgewiesen. Bei keinem Kalb kam
es zum Anstieg MAP-spezifischer 1gG,- oder IgM-Antikérper. Im Pourquier®ELISA
reagierten 5 Kalber stets seronegativ, ein Kalb erzielte zu den letzten beiden Bepro-
bungszeitpunkten (50. und 52. W.p.i.) ein serologisch fragliches Ergebnis.

Die Dynamik von MAP-spezifischen maternalen Antikérpern wurde an je
6 Kalbern aus seropositiven und seronegativen Muttertieren untersucht. Bei allen 6
Kélbern aus seropositiven Muttertieren waren nach der Kolostrumaufnahme MAP-
spezifische Antikdrper mit dem DFZM-IgG- bzw. DFZM-1gG;-Test nachweisbar, deren
Titer in den folgenden Wochen kontinuierlich sank. Je gr6Ber der Titer bei der ersten
Untersuchung war, desto langer reagierten die Kalber seropositiv oder fraglich,
langstens aber bis zum 121. Lebenstag. Im Pourquier®-ELISA reagierten nur 3 der 6
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Kélber positiv, wobei ihr Titer langstens bis zum 60., 63. bzw. 104. Lebenstag im
positiven bzw. fraglichen Bereich lag.

Zur Evaluierung der DFZM-Ak-Tests an Jungrindern wurden weibliche Rinder im
Alter von 8 bis 22 Monaten in Abstanden von ca. 1-3 Monaten wiederholt serologisch
untersucht. Dabei reagierten im DFZM-IgG-Test 6 von 24 Tieren (25 %) in einem MAP-
Problembetrieb mindestens einmal seropositiv. Aber auch 3 von 10 Jungrindern (30 %)
eines zunachst als MAP-unverdachtig eingestuften Betriebs waren jeweils mindestens
einmal seropositiv. Im Pourquier®ELISA reagierten nur je ein Jungrind des MAP-
Problembetriebes und des MAP-unverdachtigen Betriebes jeweils einmal serologisch
fraglich.

Nach diesen Ergebnissen ist insbesondere der hier neu etablierte DFZM-1gG;-Test
fir die MAP-Serodiagnostik an Kalbern und Kihen im Alter von mindestens 2 Jahren
sensitiver und spezifischer als 3 derzeit in Deutschland zugelassene ELISAs. Eine
humorale Immunreaktion bei Kalbern ist aber auch mit dem DFZM-IgG;-Test
frihestens erst 10 Monate nach der Infektion nachweisbar. Ferner kann ein GroBteil
der Kalber wahrend der ersten 12 Monate selbst mit diesem Test nicht als MAP-infiziert
erkannt werden. MAP-spezifische Antikérper maternaler Herkunft kbnnen bei Kélbern
bis zum ca. 121. Lebenstag eine eigene humorale Immunreaktion vortduschen,
weshalb der Einsatz des DFZM-IgG- oder des DFZM-IgG;-Tests oder des Pourquier®-
ELISA zum Nachweis einer aktiven Immunisierung erst ab dem 5. Lebensmonat
sinnvoll ist. MAP-spezifische 1gG,- oder IgM-Antikérper sind als Parameter einer
bestehenden MAP-Infektion nicht (Ké&lber) oder wenig (Rinder =2 Jahre) geeignet.
Aufgrund der bei MAP-Infektionen nur verzdgert einsetzenden Immunantwort sind
wiederholte serologische Untersuchungen erforderlich (z.B. alle 2 Monate ab dem 10.
Lebensmonat), um MAP-infizierte Rinder bereits innerhalb der ersten beiden
Lebensjahre zu entdecken. Die Friherkennung von MAP-Infektionen mittels serolo-
gischer Verfahren bleibt somit weiterhin eine Herausforderung.



VII. Summary

Concerning expenditure of time and costs serological assays such as ELISA offer
several advantages over methods like faecal culture or PCR tests for the detection of
infections with Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) in cattle.
However, the sensitivities and/or specificities of currently available ELISA tests are
limited (Nielsen und Toft, 2008). The aim of this study was to develop and evaluate
novel flow cytometry (FC) based assays for the detection of MAP-specific antibodies in
bovine serum samples. These FC-Ab assays were supposed to be tested in calves
experimentally infected with MAP and in naturally MAP-infected cows in comparison to
the Pourquier®ELISA or direct detection methods.

When 22 MAP-free and 18 MAP-shedding cows were examined, the FC-IgG;
assay was more sensitive compared to three ELISA tests currently licensed in
Germany. Defining the faecal culture result as gold standard, ROC analysis revealed a
sensitivity of 77.8 % at 100 % specificity of the FC-IgG; assay. Using cut off values set
up by manufacturers, sensitivities of the ELISAs were only 61.1 % (Pourquier®-ELISA),
27.8 % (Cattletype®-ELISA), and 27.8 % (Svanovir®-ELISA) at 100 % specificity.

In a longitudinal study of experimental infection 6 calves were inoculated orally
with 1 x 10° CFU of MAP strain K10. Six mock-infected calves served as controls.
Using the novel FC-IgG and the FC-lgG; assays seroconversion of MAP-specific
antibodies were detectable in 2 of 5 MAP-infected calves from 44. or 46. week post
infection (w.p.i.) onwards, respectively. Seroconversion of MAP-specific IgG. or IgM did
not occur. Using the Pourquier®-ELISA 5 calves proved seronegative while one calf
exhibited questionable results in the last two samples collected at 50. and 52. w.p.i..

Dynamics of MAP-specific maternal antibodies were examined in six calves from
seropositive dams and six calves from seronegative dams. After colostrum uptake
MAP-specific antibodies were detectable by FC-IgG and FC-IgG; assay in all 6 calves
from seropositive dams. After first detection MAP-specific antibody titers declined
continuously. The higher the initial titer the longer calves remained seropositive or
exhibited questionable results to a maximum of 121. day of life. Only 3 of these 6
calves proved seropositive or questionable in the Pourquier®-ELISA. ELISA results
remained positive or questionable until the 60., 63. or 104. day of life at latest,
respectively.

In order to evaluate FC-Ab assays with young cattle, female cattle between 8 and
22 months of age were sampled repeatedly in intervals of 1-3 months. Six of 24 tested
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females (25 %) in a herd with confirmed cases of paratuberculosis proved seropositive
by FC-IgG assay at least once during the observation period. However, 3 of 10 females
(30 %) in a MAP-unsuspicious herd reacted seropositive at least once as well. Using
the Pourquier®ELISA only one animal in the paratuberculosis herd and one animal in
the unsuspicious herd exhibited questionable results; none of the samples yielded

positive results.

In conclusion, regarding MAP serodiagnosis in calves and adult cattle older than
2 years, the novel FC-IgG; assay proved more sensitive and specific than 3 licensed
ELISA kits. However, even this assay does not allow detection of a humoral immune
response to MAP earlier than 10 months after oral ingestion of the pathogen.
Additionally, even with this assay the majority of infected calves cannot to be identified
during the first 12 months of infection. MAP-specific antibodies of maternal origin
persist in the calf until the 121. day of life and can simulate an active immune
response. Therefore, application of the FC-IgG or FC-lgG; assay or the Pourquier®-
ELISA is not reasonable before the 5™ month of life if active humoral immunization to
MAP is to be detected. MAP-specific IgG,- or IgM are no suitable or less suitable
indicators of an existing MAP infection in cattle. Due to the delayed and batch-wise
onset of immune responses repeated examination (e.g. every 2 months beginning at
the age of 10 months) appears reasonable in order to detect MAP infections as early
as possible within the first 2 years of life. Early diagnosis of MAP by serology still

remains a challenge.
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IX Anhang

1 Reagenzien und Materialien

Tabelle 22: Ubersicht der verwendeten Reagenzien und Materialien

Reagenz / Artikel

Bezugsquelle

Artikelnummer

Blut-Agar (Basis)
Cattletype® MAP Ab ELISA

CryoTubes™ (1,5 ml)

Deckglaschen (18 x 18 mm)
Dubos Oleic Albumin
Complex

Einmal-Sterilfilter (0,22 um)

Ethanol

FACS-Réhrchen (5 ml)
Finntip® 250 Universal (0,5-
250 pl)

Glasflaschchen mit
Schraubverschluss

Glycerin

HEPES
Herrold’s Egg Yolk Agar

Isopropanol

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck KGaA, Darmstadt

Labor Diagnostik GmbH,
Leipzig

Thermo Fisher Scientific,
Uber Nunc GmbH &
Co.KG, Langenselbold

Menzel-Glaser , Uber
MAGV GmbH, Rabenau

Becton Dickinson,
Heidelberg

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Sarstedt AG & CO.,
NUmbrecht

Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold

Uber MAGV GmbH,
Rabenau

Merck KGaA, Darmstadt

Biomol Feinchemikalien
GmbH, Hamburg

Becton Dickinson,
Heidelberg

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

1.10886

03-501/1

368632

212240

P 6661

1.00983

55.1579.002

9400230

1201906220

8.18709.1000

5288

222232

1.09634.2511

4873

Fortsetzung der Tabelle 22 auf der nachsten Seite
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Tabelle 22 (Fortsetzung)

Reagenz / Artikel

Bezugsquelle

Artikelnummer

Live/Dead® BacLight™
Bacterial Viability and
Counting Kit

Microwell-Platten, 96 Loch,
V-Boden

Middlebrook 7H9 Broth

Middlebrook 7H10-Agar
Mycobactin J
Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat

Objekttrager, geschnitten
Photometereinmalkiivetten
Pipettenspitzen blau (100-

100 pl)

Pipettenspitzen gelb (10-
100 pl)

Pipettenspitzen kristall (0,5-
10 pl)

Polystyrene Round-Bottom-
Tubes (5 ml)

Polypropylenréhrchen
CELLSTAR® (15 ml)

Polypropylenréhrchen
CELLSTAR® (50 ml)

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Difco, Kansas, USA; liber
Becton Dickinson,
Heidelberg

Becton Dickinson,
Heidelberg

Allied Monitor, Inc.,
Missouri, USA

Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

IDL, Nidderau, iber MAGV
GmbH, Rabenau

Nerbe plus GmbH,
Winsen-Luhe

Ratiolab GmbH, Dreieich
Ratiolab GmbH, Dreieich
Ratiolab GmbH, Dreieich
Becton Dickinson,

Heidelberg

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

L.34856

651101

271310

295964

62-0002

3957.2

6345

3872872

06-011-0200

2100611

2100601

968704

352052

188261

227261

Fortsetzung der Tabelle 22 auf der nachsten Seite
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Tabelle 22 (Fortsetzung)

Reagenz / Artikel

Bezugsquelle

Artikelnummer

Pourquier®ELISA
paratuberculosis (5 plates
kits for 240 reactions)

Reaktionsgefaf (1,5 ml)

Reaktionsgefa (2 ml)

Schaf anti-Rind 1gG-
Antikérper, FITC-konjugiert

Schaf anti-Rind I1gG;-
Antikérper, FITC-konjugiert

Schaf anti-Rind IgG,-
Antikoérper, FITC-konjugiert

Schaf anti-Rind IgM-
Antikérper, FITC-konjugiert
Serumrdhrchen (10 ml)

Superblockpuffer in PBS

Svanovir® Para-Tb ELISA
(2 Platten)

Svanovir® Para-Tb ELISA
(10 Platten)

Tween 80

Institut Pourquier,
Montpellier, France, ab
2008 Uber IDEXX GmbH,
Ludwigsburg

Labor Diagnostik GmbH,
Leipzig

Eppendorf AG, Hamburg

AbD Serotec, Disseldorf
AbD Serotec, Disseldorf
AbD Serotec, Disseldorf
AbD Serotec, Disseldorf
Kabe Labortechnik GmbH,
NUmbrecht-Elsenroth
Perbio Science
Deutschland, Bonn
Deutschland

Svanova, Schweden Uiber
Labor Diagnostik GmbH,
Leipzig

Svanova, Schweden Uiber
Labor Diagnostik GmbH,
Leipzig

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Minchen

P07110

0030120.086

0030120.094

AAI23F

AAI21F

AAI22F

AAIN9F

07125

0037515

10-2900-02

10-2900-10

P8074
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2 Puffer, Medien und Losungen

HEPES-10-fach-Konzentrat (pH 7,4)

NaCl 40,09
KCI 1,59
HEPES 1199
D-Glucose (wasserfrei) 10,09

A. bidest. ad 500 ml

HEPES-Puffer (pH 7,4)
HEPES-10-fach-Konzentrat 50 ml
A. bidest. ad 500 ml

Léwenstein-Jensen-Schragagar

KH,PO, 2549
MgSO, 0,29
Magnesiumcitrat 0,69
L-Asparagin 3,69
Kartoffelmehl 30,09
Malachitgrin 0,49
Glycerin 12,0 ml
frische Eier 20 Stlck
A. bidest. ad 600 ml

Middlebrook 7H9-Medium

Middlebrook 7H9 Broth 4,79
Tween 80 0,59
Mycobactin J 2,0 mg
A. bidest. 900 ml

Dubos Oleic Albumin Complex 100 ml
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Middlebrook 7H10-Agar-Platten:

Middlebrook 7H10 Agar

Glycerin

Dubos Oleic Albumin Complex

Mycobactin J
A. bidest.

NaCl-Lésung (0,89 %)
NaCl
A. bidest.

PBS-Puffer (pH 7,4)
PBS-10-fach-Konzentrat
A. bidest.

PBS-10-fach-Konzentrat (pH 7,4)

NaHPO, x 2 H,O
KH,PO,

KCI

NaCl

A. bidest.

Puffer A:

Tween 80
Superblock-Puffer in PBS
PBS-Puffer

Schafblut-Agar
Blut-Agar (Basis)
defibriniertes Schafblut

19,0 g
5,0 ml
100,0 ml
2,0 mg
900,0 ml

8,94¢
ad 1000 ml

100,0 ml
ad 1000 ml

18,0 g
25¢

25¢
100,0 g

ad 1000 ml

0,5 ml
100,0 ml
ad 1000 ml

5 % (w/v)
5 % (v/v)
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3 Gerate
Gerit Firma

Brutschrank Typ BB 6220
Eismaschine Scotsman AF 80AS
FACSCalibur™-Gerat

Feinwaage AE 163
Fluoreszensmikroskop Leitz DM RB
Gefrierschrank -20° HU GSD2614/01
Gefrierschrank -70° HU 9-50 V-T-A
Mehrkanalpipette FINNPIPETTE®
Multistepper

Photometer DU® 640

Plattenphotometer Titertek Multiscan
Ascent

Plattenzentrifuge Centrifuge® 5403

Schittelinkubator TITRAMAX® 100

Schwenktisch 3015

Sicherheitswerkbank Gelaire Lamina Air
Flow Class 100

Tischkihlzentrifuge 4K15C

Tischzentrifuge Mikro 20
Tischzentrifuge Rotina 35
Ultraschallwasserbad Laboson 200
Waschmaschine ELISA
Costar®Transtar96

Wasserbad

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Scotsman Icesystems, Vernon Hills, USA
Becton Dickinson, Heidelberg
Mettler-Waagen, GieBen

Ernst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar
Bosch, Jungingen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Thermo Fisher Scientific, Hamburg
Labsystems GmbH, Meckenheim
Beckman Instruments, Miinchen

Labsystems GmbH, Meckenheim

Eppendorf Vertrieb Deutschland, GmbH

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach

Frimont S.P.A., Mailand , Italien

ICN Biomedics, Italien

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode
am Harz

Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen
Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen

Bender & Hobein GmbH Labortechnik,
Bruchsal

Corning, USA

Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH,
Burgwedel
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