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1 EINLEITUNG

Bei der Paratuberkulose (Johnesche Krankheit) der Wiederkduer handelt es sich um eine
chronische Darmentziindung mit langer Inkubationszeit. Der Erreger, Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis (MAP), ist auch in deutschen Rinderbestdnden weit verbreitet.
Die Angaben zur Herdenpridvalenz bewegen sich — regional unterschiedlich - zwischen
20 % und 90 % (Luyven et al., 2002; Hacker et al., 2004; Donat et al., 2011; Kube, 2014).
Schon seit etwa 60 Jahren ist aufgrund der Ergebnisse experimenteller Infektionen
bekannt, dass junge Kélber sehr empfanglich fiir MAP-Infektionen sind (Doyle, 1953;
Taylor, 1953). Insbesondere am ersten Lebenstag sollen Kélber hochgradig gefdhrdet sein.
Das Risiko der Infektion ist besonders hoch, wenn diese in einer stark kontaminierten
Umgebung geboren werden oder die Mutter selbst infiziert ist (Windsor u. Whittington,
2010). Diesen beiden Autoren zufolge gibe es nach gegenwirtigem Kenntnisstand zwar
keine absolute Altersresistenz, doch vermindere sich mit zunehmendem Alter die
Wahrscheinlichkeit erheblich, dass eine solche Erstinfektion im weiteren Verlauf zur
Krankheit fiihrt.

Aus diesem Grunde konzentrieren sich die Empfehlungen hinsichtlich der
Paratuberkulose-Bekdmpfung vor allem darauf, die Erregerexposition und -aufnahme im
Kaélberalter durch geeignete HygienemaBBnahmen zu verhindern (BMEL, 2014). Allerdings
geben Whittington und Windsor (2009) an, dass Literaturangaben zufolge durchschnittlich
9 % der Kélber von subklinisch MAP-infizierten Kiihen und im Mittel sogar 39 % der
Feten von klinisch Paratuberkulose-kranken Kiihen ohnehin bereits intrauterin infiziert
seien.

Die meisten Autoren, u. a. Clarke (1997), gehen davon aus, dass MAP in infizierten
Rindern in der Regel lebenslang persistiert. Die sehr lange Inkubationszeit der Johneschen
Krankheit bringt es mit sich, dass viele Tiere bereits vor dem Auftreten klinischer
Symptome aus anderen Griinden aus dem Bestand abgehen. Die klinisch auffilligen Tiere
stellen also nur die "Spitze des Eisbergs" dar. Fecteau und Whitlock (2010) gehen davon
aus, dass in betroffenen Herden auf jedes Rind im fortgeschrittenen Krankheitsstadium
weitere 6 bis 8 subklinisch infizierte erwachsene Tiere kommen sowie 15 bis 25 infizierte
Kailber und Jungrinder.

Aufgrund der unzureichenden, stark altersabhéngigen diagnostischen Validitit der bislang
zur Verfiigung stehenden Testverfahren sind diese Angaben allerdings bis zu einem

gewissen Grade spekulativ. Insbesondere ist iiber die tatsdchliche Infektionsrate bei
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natiirlich exponierten Kélbern wenig bekannt, und dhnliches gilt hinsichtlich des weiteren
Verlaufs dieser Infektion im einzelnen Wirt.

Im Hinblick auf die Bekdmpfung der Paratuberkulose wire eine moglichst friihzeitige
Erkennung infizierter Tiere wiinschenswert, da infizierte Tiere den Erreger bereits im
subklinischen Krankheitsstadium ausscheiden konnen. Dies war Gegenstand eines im
Dezember 2010 abgeschlossenen Forschungsprojektes iiber ,Friihdiagnostik von
Infektionen mit Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) bei Rindern*
(BLE-Forderkennzeichen 28-1-32.006-06). Hierbei wurden u. a. in den Jahren 2009-2010
bei 47 weiblichen Kélbern der Rasse Deutsche Holsteins im Alter von 100 + 10
Lebenstagen laparoskopisch entnommene Biopsate der Ileozédkal- und Jejunallymphknoten
mittels Tripelx Real-Time PCR (Schonenbriicher et. al, 2008) und kulturell (Herrold’s Egg
Yolk Medium) auf MAP untersucht. Der Nachweis von MAP-Antikorpern im Serum dieser
Tiere erfolgte mittels Pourquier®™ELISA. Die beprobten Kilber stammten aus
Paratuberkulose-positiven (n = 32) und aus Paratuberkulose-unverdédchtigen (n = 15)
Milchviehbestinden.

Ziel der Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation war die Uberpriifung des MAP-
Status der aus dieser fritheren Studie noch zur Verfiigung stehenden 27 Rinder mittels der
oben genannten Methoden. Zusétzlich konnten bei zwei Kiihen, bei denen im Kélberalter
MAP mittels Real-Time PCR und kulturell in Jejunallymphknoten nachgewiesen worden
war (eines der Tiere auch seropositiv), anlésslich der Schlachtung im Alter von jeweils 50
Monaten verschiedene Organproben entnommen und molekularbiologisch sowie kulturell

auf MAP untersucht werden.



2 SCHRIFTTUM

2.1 Definition und Geschichte der Paratuberkulose

Bei der Paratuberkulose handelt es sich um eine durch Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis hervorgerufene Infektionskrankheit mit langer Inkubationszeit, welche
sich vorwiegend im Diinndarm in Form einer spezifischen Enteritis manifestiert. Nach
chronischem klinischen Verlauf, der durch Abmagerung und Durchfall gekennzeichnet ist,
endet sie stets todlich (Klee, 2002).

Die Paratuberkulose wurde erstmals 1895 von Johne und Frothingham als eine besondere
Form der Darmtuberkulose beschrieben. Diese Autoren entdeckten den Zusammenhang
zwischen einer chronischen granulomatdsen Enteritis beim Rind und der Anwesenheit von
saurefesten Mikroorganismen in Darmgewebeproben. Nach Threm Entdecker wird die
Paratuberkulose deshalb auch als ,, JOHNEsche Krankheit“ bezeichnet. 1906 erkannte
Bang, dass es sich bei der Paratuberkulose um eine eigenstindige Krankheit handelt,
welche er ,pseudotuberkulose Enteritis“ nannte und die von der Darmform der
Tuberkulose abzugrenzen ist. Erste Kultivierungsversuche von Albien (1910) scheiterten.
Erst Twort und Ingram (1912) gelang es schliellich, den Erreger zu isolieren und
anzuziichten. Sie bezeichneten diesen als Mycobacterium enteritidis chronicae
pseudotuberculosis bovis johne. Nach mehrfachen Umbenennungen wurde Mycobacterium
paratuberculosis lange Zeit als eigene Spezies angesehen, bis dieses Bakterium schlieBlich
aufgrund des hohen genetischen Verwandschaftsgrades mit der Spezies Mycobacterium
avium dieser als Subspezies zugeordnet wurde, sodass es heute als Mycobacterium avium

subspezies paratuberculosis bezeichnet wird (Thorel et al., 1990).

2.2 Taxonomie und Eigenschaften von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis

(MAP)

MAP ist ein schwach grampositives, sdure- und alkoholfestes, unbewegliches, nicht
sporenbildendes, obligat aerobes und 0,5 bis 1,5 um langes Stibchenbakterium, welches zu
den fakultativ intrazelluldren Erregern z&hlt (Manning u. Collins, 2001).

Mycobacterium (M.) avium ssp. paratuberculosis gehort in die Abteilung der

Actinobacteria, zur Ordnung der Actinomycetales, zur Unterordnung der Corynebacterinae
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und zur Familie der Mycobacteriaceae (NCBI Taxonomy Browser, 2016). Die Spezies M.
avium umfasst die vier Subspezies M. avium ssp. avium, M. avium ssp. paratuberculosis,
M. avium ssp. silvaticum und M. avium ssp. hominisuis (Thorel et al., 1990; Mijs et al.,
2002; Turenne et al., 2008). M. avium wird zusammen mit M. intracellulare und den neuen
Spezies M. chimaera, M. arosiense, M. columbiense und M. vulneris zam Mycobacterium
avium-Komplex (MAC) zusammengefasst (Saito et. al., 1989; Turenne et. al., 2006;
Turenne u. Alexander, 2010).

Man unterscheidet schnell und langsam wachsende Arten innerhalb der Gattung
Mycobacterium. Bedeutende Krankheitserreger, wie M. leprae, M. bovis, M. tuberculosis
und M. avium, gehdren zu den langsam wachsenden Spezies, wobei MAP das langsamste
Wachstum aller kultivierbaren Mycobakterien zeigt, wihrend die schnell wachsenden
Arten von apathogenen Umweltkeimen reprisentiert werden (Wayne u. Kubica, 1986;
Rogall et. al., 1990; Stahl u. Urbance, 1990; Whittington, 2010).

Man kann MAP-Isolate anhand von morphologischen Merkmalen und mit Hilfe von
molekularbiologischen Typisierungsverfahren derzeit drei Gruppen zuordnen. Dies ist der
Typ I (Schat-Typ), Typ II (Rinder-Typ) und der Typ III (Intermedidr-Typ) (Collins et. al,
1990; Pavlik et. al., 1999; de Juan et. al., 2005). Manche Autoren ordnen den Typ III
jedoch dem Schaf-Typ zu (Stevenson, 2010). Der Schaf- und der Rinder-Typ haben zwar
eine Priaferenz fiir den jeweiligen Wirt, konnen aber auch andere Tierarten infizieren.

Die Generationszeit von MAP ist sehr lang und betrdgt 1,3 bis 4,4 Tage, unter optimalen
Wachstumsbedinungen ca. 20 Stunden (Lambrecht et al., 1988).

MAP lagert sich meist nesterartig zusammen, was durch interzelluldre Filamente bedingt
ist (Merkal et al., 1968). Eine weitere wichtige Eigenschaft von MAP ist die Abhingigkeit
von Mycobactin J bei der kulturellen Anzucht, da es nicht in der Lage ist, diesen
zellwandassoziierten Eisenchelatbildner selbst zu synthetisieren (Merkal u. McCullough,
1982). Um ein optimales Wachstum des Erregers zu gewdhrleisten, empfehlen Lambrecht
und Collins (1992) den Zusatz von 1 pg Mycobactin J pro Milliliter Nahrmedium. /n vivo
wird dem Bakterium ein Mycobactin-unabhingiges Wachstum durch den niedrigen pH-
Wert in den Phagolysosomen und seine Féhigkeit zur Produktion von Exocholinen
(niedermolekulare Eisenchelatbildner) ermdglicht (Barclay u. Ratledge, 1983; Lambrecht
u. Collins, 1993).

Eine weitere wichtige Eigenschaft ist seine gro3e Hitzeresistenz, welche hoher ist als die
anderer Mycobakterien (Schulze-Robbecke u. Buchholz, 1992). Der Erreger ist

offensichtlich sogar in der Lage, den Pasteurisierungsprozess von kommerziell
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vermarkteter Milch zu iiberleben (Grant et al., 2002; Ellingson et al., 2005).

Auch vielen Desinfektionsmitteln gegeniiber ist MAP resistent. So kann MAP
beispielsweise auch in gechlortem Trinkwasser iiberleben (Whan et al., 2001). Phenol- und
Formaldehyd-haltige Desinfektionsmittel fithren jedoch zu einer Inaktivierung des Erregers
(Chiodini et al., 1984).

Auch in der Umwelt zeichnet sich MAP durch seine hohe Tenazitit aus, welche in seiner
spezifischen Zellwandstruktur begriindet ist. So ist der Erreger beispielsweise in der Lage,
mehrere Monate in stehenden als auch in flieBenden Gewéssern zu iiberleben. In Rinderkot
kann MAP etwa neun Monate lang iiberdauern. In Giille reduziert sich die Uberlebenszeit
auf weniger als einen Monat (Lovell et al., 1944; Larsen et al., 1956). In reinem Rinderurin
wird diese mit sieben Tagen angegeben (Vishnevskii et al., 1940). Auf kontaminierten
Weiden ist MAP in der Lage, bis zu 11 Monate zu iiberleben (Gay u. Sherman, 1992).
Direkte UV-Strahlung fiihrt jedoch nach zwei bis vier Tagen zum Absterben des Erregers
(Larsen et al., 1956).

MAP zeichnet sich auch durch eine hohe Kéltetoleranz aus. Der Erreger iiberlebt sowohl
ein Einfrieren bei -18 °C als auch bei -70 °C um durchschnittlich 18 Monate (Raizman et
al., 2011).

Das Genom des MAP K10-Stammes wurde vollstdndig sequenziert und umfasst 4.829.781
Basenpaare (Li et al., 2005). Als charakteristisch fiir MAP gilt das Insertionselement
IS900, welches auch zum molekularbiologischen Nachweis des Erregers eingesetzt werden
kann (Green et al., 1989; Collins et al, 1989; Vary et al., 1990). Falsch-positive Ergebnisse
bei der molekularbiologischen Diagnostik sind jedoch moglich, da IS900-dhnliche
Sequenzen auch bei anderen Mycobakterien-Spezies vorkommen kénnen (Cousins et al.,
1999; Englund et al., 2002). Als alternative Gensequenzen eignen sich beispielsweise die
Sequenz f57 (Poupart et al., 1993) oder die Insertionssequenz ISMav2 (Strommenger et al.,
2001).

2.3 Epidemiologie der Paratuberkulose

Paratuberkulose ist vor allem eine Erkrankung der Wiederkduer. Neben den
Hauswiederkduern Rind, Schaf und Ziege konnen sich auch Wild- und Zoowiederkduer mit
MAP infizieren und klinische Symptome entwickeln (Chiodini et al., 1984; Weber et al.,
1992; Deutz et al., 2005). Aber auch bei zahlrethen monogastrischen Tieren gelang die



Isolierung von MAP. Diese Tiere entwickeln in aller Regel jedoch keine klinischen
Symptome (Chiodini et al., 1984). Graig et al. (1997) gelang beispielsweise der Nachweis
des Erregers aus Kot und Organgewebe von Wildkaninchen, wobei einige der untersuchten
Tiere in der Sektion pathomorphologische Verdnderungen &hnlich denen der
Paratuberkulose aufwiesen. Es ist mdglich, dass MAP-infizierte Monogastrier ein gewisses
Erregerreservoir darstellen (Shaughnessy et al., 2013).

Die Paratuberkulose ist weltweit verbreitet. Aufgrund der mangelnden Vergleichbarkeit
verschiedener Studien (unterschiedliche Tests mit unterschiedlicher Sensitivitdt und
Spezifitdt) ist eine genaue Angabe von Privalenzen schwierig (Nielsen u. Toft, 2009).
MAP wird hauptsichlich mit dem Kot infizierter Tiere ausgeschieden. Dabei konnen diese
bereits im subklinischen Erkrankungsstadium den Erreger ausscheiden und so die
Umgebung kontaminieren. Klinisch erkrankte Tiere konnen 10* KBE/g Kot bzw. 5x10"
Keime am Tag ausscheiden (Chiodini et al. 1984). Ein Problem der direkten Diagnostik
besteht darin, dass MAP bei Tieren im subklinischen Erkrankungsstadium intermittierend
ausgeschieden wird (Chiodini et al., 1984). In einer Studie von Antognoli et al. (2007)
konnte eine MAP-Ausscheidung bereits bei ca. 3 % der unter acht Monate alten Jungrinder
nachgewiesen werden, deren Miitter kurz vor der Kalbung mittels serologischer Methoden
als MAP-positiv eingestuft worden waren. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit einer
moglichst frithzeitigen Paratuberkulosediagnostik.

Auch iber Kolostrum und Milch von MAP-infzierten Tieren kann der Erreger
ausgeschieden werden (Sweeney et al, 1992; Streeter et al., 1995; Giese u. Ahrens, 2000).
Beschrieben ist auch die MAP-Ausscheidung mit dem Sperma infizierter Bullen (Larsen et
al., 1981; Ayele et al., 2004). Ob dies jedoch fiir eine Ubertragung der Infektion relevant
ist, konnte bislang nicht geklart werden.

Als wichtigster Ubertragungsweg gilt die orale Aufnahme von MAP iiber kotverschmutzte
Zitzen und erregerhaltiges Kolostrum (Chiodini et al., 1984; Gay u. Sherman, 1992;
Sweeney, 1996). Neonaten und junge Kélber sind besonders empfanglich (Larsen et al.,
1975). Ein nicht geringer Anteil der Feten von MAP-positiven Muttertieren infiziert sich
bereits intrauterin (Whittington u. Windsor, 2009).

Als Mindestinfektionsdosis werden von Gerlach (2002) 10 Erreger pro Kalb angegeben.
Die Einschleppung des Erregers in eine bislang MAP-freie Herde erfolgt in der Regel iiber
den Zukauf eines klinisch inapparent infizierten Tieres, jedoch sei auch eine indirekte
Ubertragung durch mit MAP kontamierte Kleidung (z. B. Tierirzte) oder kotverschmutzte
Geritschaften moglich (Sweeney, 1996).



2.4 Pathogenese der Paratuberkulose

Nach der oralen Aufnahme wird MAP iiber die M-Zellen im Epithel von Jejunum und
Ileum aufgenommen, und zwar liberwiegend im Bereich der Peyer schen Platten (Chiodini
et al., 1984; Momontani et al., 1988). Nach Freisetzung das Bakteriums aus den M-Zellen
wird es von Makrophagen aufgenommen. Mit diesen gelangt es zu den
Mesenteriallymphknoten und wird {iber den Ductus thoracicus und den Blutkreislauf im
Korper verteilt (Chiodini, 1996; Lugton, 1999). In der Literatur wird dies als klinisch
inapparente Frithgeneralisation bezeichnet, verbunden mit einer voriibergehenden
humoralen Reaktion (Klee, 2002). Nach der "Friihgeneralisation" entsprache der Verlauf in
etwa dem einer chronischen Organtuberkulose mit Hauptmanifestation im distalen Jejunum
und Ileum. Da MAP lange Zeit in der Lage ist, die Abwehrmechanismen der Makrophagen
zu iiberleben, kommt es zu keiner ausgepragten humoralen Immunreaktion. Es {iberwiegt
die zellvermittelte Immunantwort. Unterliegt der Organismus im Kampf gegen den
Erreger, wird MAP in steigender Zahl einerseits in das Darmlumen, andererseits in den
Blutkreislauf abgegeben. Ersteres ist zundchst mit intermittierender, spéter dauerhafter und
zunehmender Keimausscheidung verbunden. Letzteres entspricht einer Spétgeneralisation
mit erneuter humoraler Reaktion, welche jedoch in der terminalen Phase wiederum
abklingen kann, was man als Anergie bezeichnet (Klee, 2002).

Durch die iiber viele Jahre andauernde Vermehrung der infizierten Makrophagen und der
darin vorhandenen Mykobakterien kommt es zu einer starken Infiltration und Verdickung
insbesondere der kaudalen Diinndarmschleimhaut mit Folge einer Malabsorption (Gruber,

2007).

2.5 Symptomatik und Verlauf der Paratuberkulose

Die Paratuberkulose macht sich klinisch meist erst nach einer mehrjéhrigen Inkubationszeit
bemerkbar. Durchschnittlich betrdgt diese fiinf Jahre (Koenig et al, 1993; Jubb et al.,
2004). Nach Whitlock und Biirgelt (1996) kann man vier Phasen der Erkrankung
unterscheiden: Die stille Phase der Erkrankung, die subklinische Phase und die klinische
Phase, welche in die fortgeschrittene klinische Phase (Endstadium) mit unstillbaren
Durchfdllen {tbergeht. In der subklinischen Erkrankungsphase mit intermittierender

Erregerausscheidung  konnen  verminderte  Milchleistung  sowie  verminderte



Gewichtszunahmen auffallen. Die klinische Phase der Erkrankung beginnt meist im
Anschluss an eine Kalbung, also einer Phase erhohter Stressbelastung, selten jedoch bei
Rindern, welche noch nicht gekalbt haben. Die wesentlichen Symptome sind zunichst
intermittierender und spiter dauerhafter Durchfall, Abmagerung (Kachexie) bei noch lange
erhaltenem Appetit und starker Riickgang der Milchleistung. Die Korpertemperatur ist
normal. Der Kot werde meist im Strahl abgesetzt und sei wissrig bis suppig, gelegentlich
durchsetzt mit kleinen Bldschen. Das Haarkleid der erkrankten Tiere werde zunehmend
struppig und es treten Odeme auf, v. a. im Kehlgang. Ebenso komme es zu einer
fortschreitenden Dehydratation. Die Tiere verenden in der Regel nach einigen Wochen bis
Monaten (Klee, 2002; Sorge, 2013). Spontane Heilungen sind in der Literatur beschrieben
(Buergelt et al., 2004), diirften jedoch die absolute Ausnahme darstellen.

2.6 Pathologische Verinderungen bei der Paratuberkulose

Die Kachexie und die Verdickung der Diinndarmwand (granulomatose Enteritis), v. a. im
Bereich des Ileums, sind die makroskopisch auffilligsten Verdnderungen bei der
Paratuberkulose. Die Verdickung betrifftt nur die Schleimhaut und nicht die
Darmmuskulatur. Die Verdickung fiihrt zu einem hirnwindungsdhnlichen Erscheinungsbild
der Darmschleimhaut. Die Mesenteriallymphknoten sind meist geschwollen. Gelegentlich
sind auch granulomatdse Verdnderungen feststellbar, z. B. in der Leber. Diese sind Folge
einer systemischen Erregerstreuung (Gruber, 2007; Weiss, 2007). Haufig finden sich bei
Rindern mit Paratuberkulose auch multifokale Mineralisierungen der Aorta. Als Ursache
wird vermutet, dass von den zahlreichen aktivierten Makrophagen im Gastrointestinaltrakt
synthetisierte Vitamin-D-Metaboliten zu einer Hyperkalzidmie fiihren (Klopfleisch u.
Gruber, 2015).

Es besteht offensichtlich keine Korrelation zwischen dem Umfang der histologischen
Darmwandverénderungen und dem Auspriagungsgrad der klinischen Symptome (Brady et

al., 2008).



2.7 Wirtschaftliche Bedeutung der Paratuberkulose

Die wirtschaftlichen Verluste ergeben sich aus einer verminderten Milchproduktion,
welche auch bereits im subklinischen Stadium nachgewiesen wurde, verminderter
Fruchtbarkeit, vorzeitigem Abgang aus der Herde, erhohter Anfilligkeit fiir andere
Krankheiten (z. B. Mastitis), verminderter Gewichtszunahme bei Fleischrinderkdlbern von
MAP-positiven Muttertieren und aus einem geringeren Schlachtgewicht (Benedictus et al.,
1987; Johnson-Ifearulundu et al., 2000; Tiwari et al., 2005; Elzo et al., 2006; Hasonova u.
Pavlik, 2006; Kudahl u. Nielsen, 2009).

Ott et al. (1999) berechneten den jdhrlichen Verlust in MAP-infizierten Milchviehherden
der USA, verglichen mit nicht infizierten Herden, auf jahrlich 200-250 Mio. USS$. Bezogen
auf eine einzelne MAP-infizierte Milchkuh bedeutet dies 20 bis 27 USS$. In den
Niederlanden wird der jahrliche Verlust pro Milchkuh in einer MAP-infizierten Herde von
Groenendal et al. (2002) mit 19 € angegeben. Die selbe Studie gibt den jahrlichen Verlust
in Pennsylvania (USA) mit 35 US$ an. In einer Studie aus Thiiringen wurde bei einer
MAP-Intraherdenprivalenz von iiber 10 % ein Riickgang der Milchleistung um
durchschnittlich 1,9 kg und bei 5 bis 10 % um 1,7 kg errechnet, bei jedoch erheblichen
Unterschieden zwischen den einzelnen Betrieben. Eine Pravalenz unter 5 % hatte keine
signifikante Auswirkung auf die Milchleistung (Donat, 2014).

Bei Fleischrindern sind die Verluste offenbar geringer. Groenendal et al. (2003) geben den
Verlust in MAP-infizierten niederldndischen Fleischrinderherden mit 16 bis 21 € pro Tier

und Jahr an.

2.8 Paratuberkulose und Morbus Crohn

Morbus Crohn (MC) ist eine chronisch-entziindliche Darmerkrankung des Menschen.
Aufgrund gewisser pathomorphologischer Ahnlichkeiten mit der Paratuberkulose wurde
eine Beteiligung von MAP am Krankheitsgeschehen bei Morbus Crohn bereits seit Anfang
des 20. Jahrhunderts diskutiert. Auch die Symptome dhneln sich: So sind héufige
Symptome bei MC chronischer Durchfall, Bauchschmerzen, Fieber sowie Gewichtsverlust
(Reinshagen, 2009).

Der erste Nachweis von MAP aus dem Darmgewebe von MC-Patienten wurde von

Chiodini et al. (1984) publiziert. Naser et al. (2004) konnten MAP aus dem Blut von MC-



Patienten nachweisen. Fiillgrabe (2008) folgert aus den Ergebnissen ihrer Fall-Kontroll-
Studie, dass MAP nicht immer und nicht ausschliefSlich bei MC-Patienten vorkommt, da
MAP auch bei den Kontrollprobanden hédufig nachgewiesen wurde. Siew et al. (2013)
kommen zu dem Schluss, dass es sich bei MC um ein multifaktorielles
Krankheitsgeschehen handelt, dessen Entstehung von verschiedenen Risikofaktoren
abhdngt, wie  genetische  Veranlagung,  Verwestlichung des  Lebensstils,
Erndhrungsgewohnheiten, antibiotische Behandlungen, Veranderungen in der Ausbildung
des intestinalen Mikrobioms, gute Hygiene, Rauchen, Entfernung des Blinddarm-
Wurmfortsatzes, geringe Sonnenbestrahlung und zunehmende Entfernung vom Aquator.
Eine Metaanalye ergab keine gesicherten Hinweise hinsichtlich eines Zusammenhangs
zwischen MAP und Morbus Crohn. Die Ergebnisse der Hélfte der eingeschlossenen
Studien schienen diese These zu bestitigen, wihrend dies in anderen Arbeiten nicht
bestdtigt werden konnte (Waddel et al., 2008). Unklar bleibt vor allem, welche Faktoren
bei einem urbanen Lebensstil ein erhohres Risiko bedingen, an MC zu erkranken. So
konnte in einer in Deutschland durchgefiihrten Fall-Kontroll-Studie gezeigt werden, dass
das Risiko an MC zu erkranken bei Personen mit Kontakt zur Landwirtschaft im
Kindesalter geringer ist als bei Kontrollpersonen (Radon et al., 2007). Sollte ein
Zusammenhang zwischen MAP und MC bestehen, so wire wohl eher das Gegenteil
anzunehmen. Insbesondere miisste fiir Landwirte oder Tierdrzte ein hdoheres Risiko

bestehen. Solches wurde bisher jedoch in keiner Studie nachgewiesen.

2.9 Diagnostik der Paratuberkulose

Es steht eine groBe Anzahl verschiedener Testmethoden fiir den direkten oder indirekten
Nachweis von MAP zur Verfiigung. Die Sensitivitdit und Spezifitdt der bislang zur
Verfiigung stehenden Diagnostika ist jedoch stark vom Alter sowie dem Krankheitsstadium
der getesteten Tiere abhingig. Dadurch wird der Nachweis von MAP zu einer grof3en
Herausforderung. So ist ein Nachweis in der inapparenten Phase der Erkrankung sehr
schwierig, tiber das subklinische, klinische und fortgeschrittene klinische Stadium (vgl.
2.5) nimmt die Wahrscheinlichkeit des Erregernachweises immer mehr zu (Gilardoni et al.,
2012).

Da MAP eine hohe Tenazitit besitzt (vgl. 2.2), wire eine moglichst friithzeitige

Identifikation infizierter Tiere wiinschenswert, bevor diese den Erreger ausscheiden und so
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die Umgebung kontaminieren. Im Hinblick auf die Schaffung MAP-freier Bestéinde bote
dies einen entscheidenden Vorteil. Denn besonders wéhrend der subklinischen
Erkrankungsphase, in der die infizierten, aber klinisch unauffélligen Tiere den Erreger mit
dem Kot ausscheiden, erfolgt hiufig eine unbemerkte Verbeitung und Anreicherung des

Erregers in der Umgebung der Tiere (Kohler et al., 2003).

2.9.1 Direkter Erregernachweis

Der direkte Nachweis von MAP kann mittels mikroskopischer Untersuchung, kultureller
Anzucht oder mit molekularbiologischen Methoden erbracht werden (Gilardoni et al.,

2012).

2.9.1.1 Mikroskopischer Erregernachweis

Der mikroskopische Erregernachweis kann aus Kotproben und Abklatschpriparaten von
Darmschleimhaut oder Darmlymphknoten erfolgen (Homuth, 2002). MAP stellen sich im
Lichtmikroskop, typischerweise in Nestern liegend, als schlanke Stiabchen dar (Ris et al.,
1988). Mykobakterien lassen sich auf Grund ihrer Sdure- und Alkoholfestigkeit mittels
Ziehl-Neelsen-Farbung rot anfirben. Man kann Mpykobakterien auch mit
Fluoreszenzfarbstoffen anfarben, wie Auramin O oder Acridinorange (Cocito et al., 1994;
Smithwick et al., 1995).

Der lichtmikroskopische Nachweis ist einfach, schnell und kostengiinstig durchzufiihren
und wird héufig bei klinischen Verdachtsfillen benutzt (Gilardoni et al., 2012). Er ist
jedoch nicht zur Identifizierung subklinisch infizierter Tiere geeignet (Merkal et al., 1968).
Auflerdem ist eine Differenzierung zwischen MAP und anderen Mykobakterienspezies
damit nicht moglich (Merkal, 1973).

Jorgensen (1983) errechnete fiir die lichtmikroskopische Untersuchung von
Kotausstrichen, bezogen auf die kulturelle Untersuchung als Goldstandard, eine
Sensitivitit von 46 % und eine Spezifitit von 94 %. In Untersuchungen von Hietala (1992)
gelang damit der MAP-Nachweis nur bei 25-30 % der kulturell positiven Kotproben und
bei 60 % der kulturell positiven Lymphknoten.
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2.9.1.2 Kultureller Erregernachweis

Der Nachweis von MAP mittels kultureller Anzucht gilt nach wie vor als Goldstandard in
der MAP-Diagnostik (Whittington, 2010; Gilardoni et al., 2012). Betrachtet man jedoch
die pathologische Untersuchung als Referenzmethode, so liegt die Sensistivitit fiir den
kulturellen MAP-Nachweis aus Kotproben bei ungefihr 60 %. Die Spezifitit wird mit
100 % angegeben (Collins, 1996; Collins et al., 2006). Im subklinischen Stadium liegt die
Sensitivitdt aufgrund der intermittierenden Erregerausscheidung und unterschiedlichen
Kultivierungsmethoden verschiedenen Literaturangaben zufolge lediglich bei 23 bis 49 %
(Whitlock et al., 2000; Nielsen u. Toft, 2008). Fiir eine erfolgreiche Erregeranzucht wird
von Merkal (1973) eine Mindestgehalt von 50-100 MAP-Zellen / g Kot angegeben. In der
Literatur wird auch tiber die Moglichkeit falsch-positiver Kotkulturergebnisse diskutiert,
welche durch "passagere" Erreger hervorgerufen werden sollen. Betroffen davon sollen
Tiere sein, welche nicht mit MAP infiziert sind, sondern den Erreger lediglich oral
aufgenommen haben und ihn wieder ausscheiden, ohne dass eine Haftung im Darm
stattgefunden hat. Dieses Phdnomen konnte bei Tieren mit sehr geringen
Ausscheidungsraten in Herden mit hoher Paratuberkulosepravalenz vorliegen (Sweeney et
al., 1992; Fecteau et al., 2010). Es erscheint jedoch sehr unwahrscheinlich, dass gentigend
Erreger den kompletten Verdauungstrakt eines Wiederkduers unverdaut passieren konnen,
um kulturell nachgewiesen werden zu kénnen (Gilardoni et al., 2012).

Man kann als Probenmaterial neben Kot auch Milch, Darmschleimhaut, Lymphknoten,
Blut oder Umgebungsproben verwenden (Homuth, 2002; Whittington, 2010). Um die
Kosten fiir eine Herdendiagnostik zu reduzieren, kann man auch gepoolte Kotkulturen von
drei bis flinf Tieren anlegen, ohne dass dies mit wesentlichen Sensitivitdtsverlusten
einhergeht (Kalis et al., 2000; van Schaik et al., 2003). Auch die Untersuchung von
Umgebungskotproben ist eine wirtschaftliche Alternative zur Identifikation MAP-positiver
Herden anstelle der Kotprobenuntersuchungen bei allen Tieren im Bestand. Mittels
Umgebungskotproben aus drei bis fiinf Stallbereichen je Herde kdnnen MAP-infizierte
Milchviehherden mit einer Sensitivitit von 87 % bei vertretbarem Aufwand identifiziert
werden, wenn die Einzeltierpriavalenz hoher ist als 2 %. Am héufigsten kann dabei MAP
aus dem Laufbereich und dem Melkbereich isoliert werden, welche daher immer in die
Umgebungsbeprobungen miteinbezogen werden sollten (Donat et al., 2011).

Nachteile der kulturellen MAP-Anzucht sind die hohen Kosten und die lange
Bebriitungsdauer von 8 bis 16 Wochen auf festen Nahrmedien, wie Herrold’s Egg Yolk
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Medium (Collins, 1996; Sweeney et al., 2012). Dabei erscheinen 97 % aller Kolonien in
den ersten 12 Kultivierungswochen (Whitlock et al., 1989). Fiir Fliissigndhrmedien, wie
Mycobacteria Growth Indicator Tubes (MGIT), wird die Mindestbebriitungsdauer von
Sweeney et al. (2012) mit 4 bis 8 Wochen angegeben. AuBlerdem konnen nur Tiere als
MAP-positiv identifiziert werden, die den Erreger auch aktuell ausscheiden (Collins,
1996). AuBlerdem ist nach positiver Kultur eine Identifizierung von MAP zwingend
erforderlich. Sie kann durch kulturellen Nachweis der Mycobactin-Abhdngigkeit und /
oder mittels einer spezifischen PCR erfolgen. Der Nachweis der Mycobactin-Abhéngigkeit
(siche auch 2.2) ist bereits bei der Primdrkultur moglich; dies erfordert aus statistischen
Griinden die kulturelle Anziichtung aus dem Probenmaterial auf der gleichen Anzahl
Mycobactin-haltiger und Mycobactin-freier Ndhrmedien (AVID, 2007).

Aufgrund der langen Bebriitungsdauer ist es notwendig, die Probe zu dekontaminieren, um
Begleitkeime, welche vor allem in Kotproben reichlich vorhanden sind, am Wachstum zu
hindern (Collins, 1996; Whittington, 2010). Fiir die Dekontamination von Kotproben wird
in der  AVID-Methodensammlung der  Einsatz  von  0,75%igem  N-
Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC) empfohlen (AVID, 2007). Weitere Details zur
Dekontamination von Kotproben finden sich in Kapitel 3.4.1. Ein vor allem fiir (humane)
Darmbiopsate geeignetes Dekontaminationsmittel ist N-Acetyl-L-Cystein (Fiillgrabe,
2009). Details hierzu in Kapitel 3.7.2. Allerdings muss man sich bei der Interpretation von
MAP-negativen Ergebnissen bewusst sein, dass eine Dekontamination auch die Anzahl der
anziichtbaren MAP verringert, was besonders bei Tieren mit nur geringer MAP-
Ausscheidung von Bedeutung sein kann (Reddaclif et al., 2003). Auch ist trotz
Dekontamination eine Kontaminationsrate von 7 % bei Kotkulturen und von 0,2 % bei
Gewebekulturen zu erwarten (Whittington, 2009).

Zusitzlich zu den oben genannten Methoden zur Reduzierung der Begleitflora ist es
empfehlenswert, die Anzuchtnihrmedien mit einem antibiotisch und antimykotisch
wirkenden Gemisch zu versetzen, um eine Uberwucherung mit Pilzen oder anderen
Bakterien zu vermeiden (Homuth, 2002).

MAP stellt hohe Néhrbodenanspriiche und wird auf eidotterhaltigen Nédhrboden mit
Mycobatinzusatz angeziichet (Homuth, 2002). Als Festndhrmedium hat sich vor allem
Herrold's Egg Yolk Medium (HEYM) bewéhrt, aber auch Lowenstein-Jensen-Medium,
Middlebrook 7H10 und Middlebrook 7H11-Agar konnen eingesetzt werden. Bei den
Fliissigndhrmedien haben sich Mycobacteria Growth Indicator Tubes (MGIT) und
Middlebrook 7H9 etabliert (Whittington, 2010).
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Eine Weiterentwicklung des klassischen kulturellen Nachweises ist die Anzucht im
BACTEC®-System. Im BACTEC®-12B-System wird ein Fliissigmedium eingesetzt,
welches “C-Palmitat enthélt. Ein Bakterienwachstum wird anhand von freigesetztem “CO,
bestimmt. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass ein Nachweis schon nach ca. 5 bis 8
Wochen moglich ist. Der Nachteil ist der Umgang mit radioaktivem Material. Auch bei
dieser Methode miissen verdachtige Isolate durch Subkultur oder PCR verifiziert werden
(Homuth, 2002).

Beim vollautomatischen BACTEC®-MGIT-System wird der radioaktive Marker durch
einen Fluoreszenzmarker ersetzt, wobei der Nachweis des Wachstums von
Mikroorganismen mittels Messung der O,-Konzentration durch Verdnderung von
Fluoreszenzsignalen erfolgt. Der Vorteil liegt in der nochmaligen zeitlichen Verkiirzung der
kulturellen Diagnostik; der Nachteil ist, dass nicht alle MAP-Isolate in diesem System
wachsen (Homuth, 2002).

2.9.1.3 Molekularbiologischer Erregernachweis

Vor allem auf Grund der langen Bebriitungsdauer bei der kulturellen MAP-Anzucht
gewinnt die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaktion, PCR) eine
immer groflere Bedeutung. Viele konventionelle PCR-Systeme zum MAP-Nachweis
basieren auf der DNS-Insertionssequenz IS900. Diese 1451 bis 1453 bp groBe Sequenz
liegt in 14 bis 18 Kopien vor und wurde von zwei unabhingigen Arbeitsgruppen erstmals
1989 beschrieben (Collins et al., 1989; Green et al., 1989). Den ersten PCR-Systemen zum
Nachweis von MAP in Kot mangelte es vor allem an Sensitivitdt im Vergleich mit der
Kotkultur (Vary et al., 1990; Whipple et al., 1992). Eine Arbeitsgruppe um Collins
entwickelte die erste nested (engl.: verschachtelt) PCR zum MAP-Nachweis, welche
ebenfalls auf dem Nachweis von IS900 basiert (Collins et al., 1993). Bei der nested PCR
handelt es sich um eine PCR, bei der nacheinander zwei Amplifikationsschritte mit zwei
unterschiedlichen Primerpaaren durchfiihrt werden, was zu einer Steigerung der
Sensitivitidt flihrt. Gleichzeitig wird ein solches System damit auch anfélliger fiir
Kontaminationen, und es ist zeitaufwéndiger und kostenintensiver als ein konventionelles
PCR-System (Stephan, 2007; Bolske u. Herthnek, 2010). Nachdem man erkannt hat, dass
IS900-éhnliche Elemente auch bei non-MAP Mycobacterien vorkommen kénnen, was zu

falsch-positiven Ergebnissen fithren kann, wurde die Spezifitit eines darauf basierten
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MAP-Nachweissystems in Frage gestellt (Cousins et al., 1999; Englund et al., 2002; Tasara
et al., 2005).

Als alternative Gensequenzen wurden beispielsweise die Sequenz F57 (Poupart et al.,
1993), das hspX-Gen (Ellingson et al., 1998), die Insertionssequenz ISMav2 (Strommenger
et al., 2001) oder ISMap02 (Stabel u. Bannantine, 2005) identifiziert. Die Sequenz F57 und
das hspX-Gen liegen jeweils in einer einzigen Kopie im MAP-Genom vor, wihrend
ISMav?2 in drei Kopien vorliegt. Aufgrund der geringen Anzahl an vorliegenden Kopien im
MAP-Genom sind diese Marker weniger sensitiv als IS900, dadurch aber spezifischer
(Poupart et al., 1993; Ellingson et al., 1998; Strommenger et al., 2001, Vasnick et al., 2004;
Tasara et al., 2005). ISMap0?2 ist mit sechs identischen Kopien im MAP-Genom vertreten
(Stabel u. Bannantine, 2005).

Insbesondere F57 und ISMav02 wurden mehrfach als geeignet fiir den spezifischen MAP-
Nachweis beschrieben (Poupart et al., 1993; Strommenger et al., 2001; Schonenbriicher et
al., 2008). Bei der von Schonenbriicher et al. (2008) entwickelten Triplex Real-time-PCR
werden diese beiden MAP-Marker zusammen mit einer internen Amplifikationskontrolle
eingesetzt, welche dem Ausschluss falsch-negativer Resultate dient.

Insbesondere Rinderkot stellt eine groe Herausforderung fiir den molekularbiologischen
MAP-Nachweis dar, da diese Matrix mit vielen PCR-Inhibitoren, wie beispielsweise
Phytinsdure, belastet ist (Al-Soud u. Radstrom, 1998; Thronton u. Passen, 2004). Fiir die
erfolgreiche Anwendung der PCR-basierten Methoden ist daher das Extraktionsverfahren
in hohem Malle ausschlaggebend, da es dabei gelingen muss, die Inhibitoren weitgehend
zu entfernen und gleichzeitig die in der Matrix evtl. enthaltene DNS zu isolieren (Harris u.

Barletta, 2001).

2.9.2 Indirekter Erregernachweis

Als indirekte MAP-Nachweisverfahren stehen zum einen der Johnin-Hauttest und der
Interferon-y-Test zur Verfligung, welche die zelluldire Immunantwort nachweisen. Zum
anderen konnen die Komplementbindungsreaktion (KBR), der
Agargelimmunodiffusionstest (AGIDT), der Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) und der Durchflusszytometrie-basierte Antikdrpernachweis zum Nachweis der

humoralen Immunantwort eingesetzt werden (Gilardoni et al., 2012).
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2.9.2.1 Johnin-Hauttest

Bei dem Johnin-Hauttest wird eine bei infizierten Tieren nach intradermaler Applikation
von Paratuberkulin (auch Johnin genannt) oder Gefliigeltuberkulin auftretende allergische
Reaktion vom Typ IV (Spittyp) nachgewiesen. Analog zur Tuberkulinprobe erfolgt dies
durch Messung der Hautdickenzunahme. Als positiv wird dabei eine Zunahme der
Hautfaltendicke von iiber 3 mm 24 bis 72 h nach intradermaler Applikation gewertet
(Homuth, 2002).

Dieser in der Vergangenheit hidufig verwendete Test hat eine niedrige Sensitivitidt und
Spezifitit. AuBerdem kann es zu Interaktionen bei evtl. spiter durchgefiihrten
Tuberkulinproben kommen. Deshalb ist der Johnin-Hauttest heute als obsolet anzusehen

(Collins, 1996; Homuth, 2002; Stephan, 2007; Nielsen, 2010; Sweeney et al., 2012).

2.9.2.2 Interferon-y-Test

Dieser Test weist die spezifische Produktion des Zytokins Interferon-y (IFN-y) durch
sensibilisierte T-Lymphozyten nach Stimulation mit mykobakteriellem Antigen nach. Dazu
wird entnommenes Vollblut entsprechend stimuliert und das gebildete IFN-y mittels ELISA
gemessen (Stabel, 1996).

Da die humorale Immunantwort bei jiingeren Tieren gering ist, bietet dieser Test zum
Nachweis der zelluldren Immunantwort (siehe auch 2.4) die Moglichkeit, Tiere in einem
relativ frithen Krankheitsstadium zu detektieren (Hietala, 1992; Collins, 1996). In einer
Studie von Huda et al. (2004) fand sich bei MAP-infizierten Rindern bis zu einem Alter
von zwei Jahren hdufiger eine positive [IFN-y-Reaktion als ein positiver Antikdrpertiter.
Dieser Test weist aber zahlreiche Nachteile auf: So sind Kreuzreaktionen moglich, die
entnommenen Proben miissen schnell bearbeitet werden, da die T-Zellen noch vital sein
miissen; die Kosten sind hoch und die Sensitivitdt ist gering (Stabel et al., 1996; Gilardoni

et al., 2012).
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2.9.2.3 Komplementbindungsreaktion (KBR)

Die Komplementbindungsreaktion ist das élteste serologische Testverfahren zum Nachweis
von MAP-Antikorpern (Twort u. Ingram, 1912; Bang u. Andersen, 1913). Aufgrund ihrer
mangelnden Sensitivitidt und Spezifitit gilt die KBR heutzutage als obsoletes Verfahren in
der Paratuberkulose-Diagnostik. Trotzdem ist die KBR noch immer in einigen Léndern bei
der Importuntersuchung als Verfahren vorgeschrieben. Ein grofer Nachteil der KBR ist
auch ihr komplexer und damit storungsanfilliger Testaufbau und die nicht vorhandene

internationale Standardisierung (Homuth, 2002).

2.9.2.4 Agargelimmunodiffusionstest (AGIDT)

Der Agargelimmunodiffusionstest (AGIDT) wurde als Schnelltest fiir Tiere mit
Paratuberkulose-verdachtigen Symptomen entwickelt. Er wird fast ausschlieBlich zur
MAP-Diagnostik bei Schafen, vor allem in Australien, verwendet (Gumber et al., 2006;
Tiwari et al., 2006). Vorteile des AGIDT sind die einfache, schnelle und kostengiinstige
Durchfithrung sowie die hohe Spezifitdt, welche sich durch Vorabsorbtion mit M. phlei-
Extrakt noch verbessern ldsst und dann nahezu 100 % betrdgt (Merkal, 1984; Homuth,
2002; Gilardoni et al., 2012). Die Sensitivitdt ist jedoch bei klinisch unauffilligen Tieren
mit ca. 20 % sehr gering und sollte deshalb nur bei klinisch erkrankten Tieren Anwendung
finden, bei deren Testung die Sensitivitit bis zu 95 % betragt (Merkal, 1984; Gumber et al.,
2006; Gilardoni et al., 2012).

2.9.2.5 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Detektion von MAP-Antikdrpern in Serum- oder Milchproben mittels Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) ist die heute am héufigsten eingesetzte indirekte
Nachweismethode in der Paratuberkulosediagnostik. Die Sensitivitdt und die Spezifitét
sind von der Art und der Pripatation des verwendeten Antigens abhédngig (Harris u.
Barletta, 2001). Durch einen Prdabsorptionsschritt mit M. phlei kann die Spezifitit eines
ELISA erhoht werden, da dadurch Kreuzreaktionen mit anderen Mykobakterien vermieden

werden (Yokomizo et al., 1985; Collins et al., 1991). Es werden iiberwiegend Sandwich-
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ELISA-Systeme angewendet, die iiber verschiedene Anbieter auch kommerziell erhiltlich
sind. Es bestehen aber mitunter grole Unterschiede in den verwendeten Antigenen, was
einen Vergleich von Ergebnissen sehr erschwert (Stephan, 2007).

Vorteile der ELISA-Tests sind die einfache, schnelle und kostengiinstige Durchfiihrung
sowie die Automatisierbarkeit, gute Wiederholbarkeit und Objektivierbarkeit (Gilardoni et
al., 2012; Sweeney et al., 2012). Die Sensitivitdten der in Deutschland erhéltlichen ELISA-
Tests fiir Blutserumproben liegen bei knapp 60 % und die Spezifititen bei ca. 99 %
(Friedrich-Loftler-Institut, 2012). Generell ist die Sensitivitét allerdings durch die Art der
Immunantwort bei einer MAP-Infektion limitiert, da hiufig keine Antikérper gebildet
werden, bevor das Tier den Erreger fakal ausscheidet. Somit ist die Sensitivitit stark vom
Erkrankungsstadium abhdngig, und ein negativer Test darf nicht als Infektionsfreiheit
interpretiert werden. Die Serokonversion ist bei Rindern groBen interindividuellen
Unterschieden unterworfen und meist erst in einem Alter von einem bis drei Jahren
nachweisbar. Eine Auscheidung von MAP ist aber bereits vorher moglich (Sweeney et al.,
2005; Sweeney et al., 2012; Sorge, 2013).

Nach den bisherigen Erkenntnissen eignen sich Untersuchungen von Einzeltier- oder
Sammelproben mittels ELISA - aufgrund der spéten Auspriagung einer Antikdrperantwort
nach MAP-Infektion - ausschlielich zur Identifikation von Herden mit fortgeschrittenem
Infektionsgeschehen, jedoch nicht fiir die Einzeltierdiagnostik (Gierke, 2009). AuBlerdem
muss bedacht werden, dass es aufgrund der nicht ganz 100 %igen Spezifitdt auch zu

falsch-positiven Ergebnissen kommen kann (Sorge, 2013).

2.9.2.6 Durchflusszytometrie-basierter Antikorpernachweis

Der Durchflusszytometrie-basierte MAP-Antikorpernachweis wurde erstmals von Eda et
al. (2005) beschrieben. Dabei wurden MAP-Bakterien mit den zu untersuchenden
Rinderserumproben inkubiert und anschlieBend die an die Bakterien gebundenen IgG-
Antikorper durchflusszytometrisch detektiert und quantifiziert. Im Vergleich zu
verschiedenen =~ ELISA-Systemen  erwies sich der  durchflusszytometrische
Antikorpernachweis als sensitiver (Schillinger, 2012). Dieses Verfahren ist schnell
durchfiihrbar und gut objektivierbar. Es ist jedoch teuer, und es wird hierfiir eine

aufwindige Gerdteausstattung benoétigt (Gilardoni et al., 2012).
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2.10 Bekimpfung und Prophylaxe der Paratuberkulose

Da fiir die Johnesche Krankheit keine kausale Therapie existiert, muss der Fokus auf der
Bekdmpfung und Prophylaxe liegen. Eine Impfung ist jedoch in Deutschland zur Zeit nicht
zugelassen (Paul-Ehrlich-Institut, 2015). Eine solche fiihrt auBerdem nicht zu einem Schutz
vor einer MAP-Infektion, sondern reduziert lediglich die Erregerausscheidung und das
Auftreten klinisch kranker Tiere (Bastida u. Juste, 2011). Ein groBes Problem ist, dass
geimpfte Tiere bei serologischen Untersuchungen nicht von MAP-infizierten Tieren zu
unterscheiden sind und es somit zu falsch-positiven Ergebnissen kommen kann. Auch kann
es zu Kreuzreaktionen bei Tuberkulinisierungen kommen (Bastida u. Juste, 2011). Ein
weiterer Nachteil ist das Auftreten von groflen Granulomen an der Injektionsstelle. Auch
beim Menschen kommt es bei einer versehentlichen Selbstinjektion zu schweren
Gewebsreaktionen (Bastida u. Juste, 2011).

Die Paratuberkulose ist eine in Deutschland meldepflichtige Tierkrankheit (BMELYV, 2011).
Zur Zeit gibt es fiir die Tierhalter keine Pflicht zur Bekdmpfung der Johneschen Krankheit.
Die 2005 vom Bundesministerium fiir Verbraucherschutz, Erndhrung und Landwirtschaft
herausgegebenen "Leitlinien fiir den Umgang mit der Paratuberkulose in
Wiederkduerbestinden  (Paratuberkuloseleitlinien)" wurden in die 2014 vom
Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft herausgegebenen "Empfehlungen
fiir hygienische Anforderungen an das Halten von Wiederkduern" ibernommen (BMVEL,

2005; BMEL, 2014).

Diese Empfehlungen verfolgen folgende Ziele:
a) Vereinheitlichung der Empfehlungen und MafBinahmen fiir Wiederkéduer-haltende
Betriebe in Deutschland,

b) Erhaltung und Forderung der Tiergesundheit und des Tierschutzes,

C) Einddmmung der Weiterverbreitung von Krankheitserregern,

d) Senkung der Prédvalenz besonderer Tierkrankheiten und Infektionen mit
Zoonoseerregern,

e) Verminderung der wirtschaftlichen Verluste und Erhaltung / Steigerung der

Wettbewerbsfahigkeit der Wiederkduerbesténde.

Die Empfehlungen basieren auf zwei, sich ergdnzenden Bereichen: Den allgemeinen

Hygienemallnahmen und den spezifischen Mallnahmen gegen eine bestimmte Krankheit
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(Paratuberkulose und Q-Fieber).

Im Abschnitt iiber allgemeine HygienemaBBnahmen wird auf allgemeine bauliche
Anforderungen, betriebseigene Kontrollen, gesundheitliche Mallnahmen, die tierdrztliche
Bestandsbetreuung und auf die Anforderungen an die Haltung, Fiitterung und Pflege von
Wiederkduern eingegangen.

Im Abschnitt iber Maflnahmen zum Schutz gegen die Paratuberkulose in Rinderhaltungen
wird festgestellt, dass Kilber im ersten Lebensjahr besonders anfillig fiir eine orale
Ansteckung  mit MAP seien und es daher das wichtigste Ziel der
Paratuberkulosebekdampfung sein miisse, eine moglichst MAP-freie Kilber- und
Jungtieraufzucht zu gewihrleisten. Eine wesentliche Voraussetzung hierfiir sei die Senkung
des Infektionsdruckes durch geeignete Hygienemallnahmen und frithzeitige Entfernung

MAP-ausscheidender Tiere.

Folgende Ziele sollen mit den Empfehlungen erreicht werden:

a) Senkung der Priavalenz der MAP-Infektionen in den Bestdnden,

b) Verminderung der wirtschaftlichen Schéaden in den Betrieben,

C) Eindimmung der Ausbreitung in andere Rinderbesténde,

d) Schaffung und Schutz von Paratuberkulose-unverdachtigen Rinderbestédnden.

Den Bestinden wird im Rahmen eines freiwilligen Bekdmpfungsprogramms folgender
Status zugeordnet: Infizierter Bestand, Bestand in der Kontrollphase, Bestand in der
Anerkennungsphase oder Paratuberkulose-unverdichtiger Bestand.

Die Einzelheiten zu den Vorsorgemallnahmen und der Statuseinstufung sind den
Empfehlungen des BMEL (2014) zu entnehmen.

In Osterreich ist die klinische Form der Johneschen Krankheit seit 2006 anzeigepflichtig.
Auch das Fleisch solcher Tiere wird dort verworfen. In Schweden, welches als einziges
europdisches Land als nahezu frei von Paratuberkulose gilt, wird die Krankheit bei einem
Ausbruch ebenfalls streng staatlich gemaBregelt. Einen guten Uberblick iiber die
Paratuberkulosebekdmpfungsstrategien weiterer europdischer Linder geben Khol und
Baumgartner (2012). Eine Zusammenfassung der internationalen Kontrollprogramme und
der verschiedenen Kontrollmoglichkeiten kann der Publikation von Sorge (2013)

entnommen werden.

20



3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Arbeitskonzept

Im Rahmen eines fritheren Forschungsprojektes iiber ,,Frithdiagnostik von Infektionen mit
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) bei Rindern [Bundesanstalt fiir
Landwirtschaft (BLE), Forderkennzeichen 28-1-32.006-06 (2007-2010)] waren zwischen
Dezember 2009 und August 2010 insgesamt 47 Kaélber im Alter von 100 +/- 10
Lebenstagen mittels verschiedener Methoden auf MAP untersucht worden. Goldstandard
waren dabei die molekularbiologische (Triplex Real-Time PCR nach Schonenbriicher et.
al., 2008) und die kulturelle Untersuchung (auf Herrold’s Egg Yolk Medium) von
laparoskopisch entnommenen Biopsaten aus den Ileozékal- und Jejunallymphknoten dieser
Probanden.

Ziel der jetzigen Untersuchungen war die nochmalige Uberpriifung des MAP-Status der
aus dieser fritheren Studie noch zur Verfiigung stehenden Tiere, welche inzwischen bei der
1. Probenentnahme (Mai und Juni 2013) ein Alter von 36 bis 41 Monaten und bei der 2.
Probenentnahme (August und September 2013) ein Alter von 39 bis 44 Monaten erreicht
hatten.

Hierzu wurden zweimal Kotproben dieser Tiere im Abstand von ca. 3 Monaten entnommen
und mittels der o. g. Methoden molekularbiologisch und kulturell auf MAP untersucht.
Zusitzlich wurden Serumproben mittels Pourquier™-ELISA auf MAP-Antikorper
untersucht und die Ergebnisse mit dem zum Zeitpunkt der Erstbeprobung ermittelten
Antikorperstatus verglichen.

Von zwei Kiihen, bei denen im Kélberalter MAP mittels Real-time-PCR (nach
Schonenbriicher et al., 2008) und kultureller Untersuchung (auf Herrold’s Egg Yolk
Medium) in Jejunallymphknoten nachgewiesen worden war, konnten anlésslich der
Schlachtung im Alter von jeweils 50 Monaten verschiedene Organproben (Ileozédkal- und
Jejunallymphknoten, Ileozédkalklappe, Ileum, Colon, Milz, Tonsillen) entnommen und

molekularbiologisch und kulturell auf MAP untersucht werden.

21



3.2 Verzeichnis der verwendeten Materialien

a) Allgemeine Laborausstattung:

Analyse- und Prizisionswaage, Typ BP 3100 S, Fa. Sartorius AG
Autoklav, Typ Varioklav 500 E, Fa. H+P Labortechnik GmbH

Biosphere® Pipettenspitzen mit Filter 1250 pl extra long, Artikelnr. 70.1186.210,
Fa. Sarstedt

Brutschrank (+37 °C), Typ Tv 80, Fa. Memmert GmbH & Co. KG

Bunsenbrenner, Sicherheitsbrenner mit Sensor und Netzteil, Typ Schiitt Flammy L,
Fa. Schiitt Labortechnik GmbH

Eichfahige elektronische Analyse- und Prédzisionswaage, Typ BA 210 S-
ODI1/MCBB 100, Fa. Sartorius AG

Einmalkaniilen STERICAN® B. Braun 18G (1,2 x 40 mm), Artikelnr. 96210, Fa.
WDT

Einmalpapiertiicher, Fa. Torx

Einmal-Pasteurpipetten, Volac, Typ D 8112, Fa. VWR International
Einmal-Skalpelle Cutfix® (einzeln verpackt), Artikelnr. X004.1, Fa. Roth
Flichendesinfektionsmittel, Buraton®rapid, Fa. Schiilke & Mayr

Kontainer fiir Glaspipetten mit Desinfektionsmittel: Gigasept AF 1,5 %,

Fa. Schiilke

Kiihlschrank, Typ Privileg Super Energie Sparer, Fa. Quelle GmbH
Kurzzeitmesser

Morser, Artikelnr. 410-9111, Fa. VWR International

Nitril Einweg-Untersuchungshandschuhe, Oberflache texturiert, Typ Nitrile
Premium-CHEMO-protectPLUS, Fa. Kirchhof Group Deutschland
Petrischalen 92 x 16 mm mit Entliiftungsnocken, Artikelnr. 09-031-0000, Fa. Nerbe
plus

Pipette, Typ Research Family 100-1000 pl, Fa. Eppendorf AG

Pistill, Artikelnr. 410-9131, Fa. VWR International

Reagenzglasschiittler (,,Vortexer*), Typ VV3-S 40, Fa. VWR International
Rektalhandschuhe WDT spezial, Artikelnr. 93423, Fa. WDT

Rotilabo®-einmal-Pinzetten, steril (einzeln verpackt), Artikelnr. KL05.1, Fa. Roth
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e Rotilabo®-Wattestibchen, Art.-Nr.: EH12.1, Fa. Roth

* Schraubréhrchen 50 ml (,,Falcon-Rohrchen®), steril + pyrogenfrei, Artikelnr.
62.559.001, Fa. Sarstedt

* Schiittelapparat, Typ 3014, Fa. GFL (Gesellschaft fiir Labortechnik mbH)

* Serumrohrchen KABEVETTE" 4,9 ml mit Gerinnungsforderer und Trennmittel,
Artikelnr. 100701, Fa. KABE Labortechnik

* Sicherheits-Pipettierball Flip, rot (,,Peleusball), Artikelnr. C261.1, Fa. Roth

» Sicherheitswerkbank, Typ Hera Safe KS 12, Fa. Kendro

* Spezialvernichtungsbeutel PP, Artikelnr. 09.322.0000, Fa. Nerbe plus GmbH

* Stinder fiir Kulturrohrchen, Artikelnr. E 101.1, Fa. Roth

» sterile Glaspipetten

* Tiefkiihlzelle mit kéltetechnischer Anlage (-18 °C), Typ 4750 021, Fa. Viessmann
Kaltetechnik AG

* Urinbecher mit Schraubdeckel, 125 ml (fiir Kotproben), Artikelnr. 05004, Fa.
KABE Labortechnik

» vergillter Alkohol (zum Abflammen)

* Zentrifuge (,,Serum-Zentrifuge*), Typ EBA 12 R, Fa. Hettich

b) Materialien fiir die molekularbiologischen Untersuchungen:

* Biosphere® MicroTube 2 ml, Safe-Seal Deckelverriegelung, Artikelnr. 72.695.200,
Fa. Sarstedt

*  DNA-Away"™, Artikelnr. X996.1, Fa. Roth

e Halbrahmen PCR-Platten, 96 well, Artikelnr. G606/H/1E-0A, Fa. Kisker GbR

* Kiihlzentrifuge, Typ Multifuge 1 S-R, Fa. Heraeus Instruments

* PCR-ReaktionsgefidBstinder, Fa. Eppendorf AG

* Pipette (zum DNS pipettieren), Typ Eppendorf Varipette 4710 (0,5-10 pl),
Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH

* Pipetten, Typ Eppendorf Reference (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl), Fa.
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH
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Pipettenspitzen:
* Quali-Maxymum-Recovery Filtertips, 0,1-10 ul (Artikelnr. A300SX-MR),
100-1000 pl (Artikelnr.: A1000S-MR), Fa. Kisker Biotech GmbH & Co. KG
* Neptune Barriertips BT 100, 100 ul, Artikelnr. 711179, Fa. Kisker Biotech
GmbH & Co. KG
Probenréhrchen 2 ml (,,Lysing-Tubes*), farblos (Dnase-, Rnase-frei),
Art.-Nr.: 710011, Fa. Biozym Scientific GmbH
Reaktionsgefale PP 2 ml ohne Deckel (,,Sammelgefae*), Artikelnr. 04-232-0000,
Fa. Nerbe plus GmbH
Real-Time Cycler, Typ ABI PRISM 7000 Sequence, Fa. Applied Biosystems
Safe Seal Reagiergefifle 1,5 ml, PCR Performance Tested, Artikelnr. 72.706.400,
Fa. Sarstedt
Schraubrohrchen 15 ml (,,Falcon-Réhrchen®), steril + pyrogenfrei, Artikelnr.
62.554.502, Fa. Sarstedt
Schraubverschliisse (fiir Probenrdhrchen), rot (mit Dichtring), Artikelnr. 710031,
Fa. Biozym Scientific GmbH
SiLibeads® (Keramikkiigelchen), Typ ZY 1,4-1,6mm, Fa. Sigmund Lindner
Thermomixer, Typ Eppendorf Thermomixer comfort, Fa. Eppendorf AG
Tischzentrifuge, Typ 5415C, Fa. Eppendorf-Nethler-Hinz GmbH
Ultra-Clear-Folie, Artikelnr. GO60/UC-RT, Fa. Kisker GbR
UV-Kabinett, Typ L020-GC, Fa. G. Kisker GbR
Zell-Homogenisator (,,Ribolyser*), Typ Precellys 24, Fa. Bertlin Technologies

Zentrifuge fiir Mikrotiterplatten, Typ Perfect Spin P, Fa. PEQLAB Biotechnologie
GmbH

3.3.1 Probenentnahmen in den einzelnen Betrieben

Vor Beginn der Beprobung wurde mit den einzelnen Betrieben, aus denen die im Rahmen

des fritheren Forschungsprojektes untersuchten Kilber bezogen worden waren, Kontakt

aufgenommen um zu ermitteln, welche der damals getesteten Tiere noch im Bestand

vorhanden waren.

Im Rahmen des damaligen Innovationsprojektes waren 47 weibliche Kélber im Alter von
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100 Lebenstagen (+/- 10 Tage) aus 11 verschiedenen Betrieben (8 Paratuberkulose-positive
und 3 Paratuberkulose-unverdichtige Betriebe) beprobt worden. Diese Statusfestlegung
basierte auf umfangreichen anamnestischen, serologischen (Svanovir®-ELISA, als
Bestitigungstest nachfolgend Pourquier®-ELISA), kulturellen und molekularbiologischen
(Triplex Real-time-PCR) Untersuchungen. Davon stammten 32 Tiere aus Paratuberkulose-
positiven und 15 Tiere aus Paratuberkulose-unverdidchtigen Betrieben. Aus den
Paratuberkulose-positiven Betrieben waren noch 20 Tiere verfligbar, aus unverdichtigen
Betrieben noch 7 Tiere. Bei allen Probanden handelte es sich um Tiere der Rasse Deutsche
Holsteins (schwarzbunt und rotbunt). Bis auf einen Paratuberkulose-unverdichtigen
Betrieb (Betriebsnr. 6), in dem die Kiihe in Anbindehaltung (Kurzstand) standen, wurden
die Kiihe stets in Liegeboxenlaufstillen gehalten.

Nachfolgend wurden Termine mit den einzelnen Betrieben vereinbart. Wurde an einem Tag
sowohl ein Paratubekulose-positiver Betrieb als auch ein unverddchtiger Betrieb
angefahren, so erfolgte die Probenentnahme zuerst in dem unverdichtigen Betrieb, um eine
mogliche Keimverschleppung zu vermeiden.

Die Entnahme der Blutproben erfolgte aus der Schwanzvene (Vena coccygica mediana)
zwischen dem 5. und 6. Schwanzwirbel unter Verwendung steriler Einmalkaniilen und
Serumréhrchen (KABEVETTE® 4,9 ml mit Gerinnungsforderer und Trennmittel, Artikelnr.
100701, Fa. KABE Labortechnik).

Die Kotproben wurden direkt aus dem Enddarm entnommen. Dabei wurde fiir jede Kuh
ein neuer Rektalhandschuh verwendet. Die Kotproben wurden in Plastikbechern
(,,Urinbecher) mit Schraubdeckeln abgepackt und beschriftet.

Sowohl Blut- als auch Kotproben wurden unmittelbar nach der Entnahme fiir den
Transport ins Labor in einer Kiihlbox bei ca. 10 °C aufbewahrt.

Des weiteren wurde fiir jede beprobte Kuh ein Protokoll erstellt, auf dem das Datum der
Beprobung, das Signalement, das Ergebnis einer kurzen allgemeinen klinischen
Untersuchung, der Body Condition Score sowie das Ergebnis einer grobsinnlichen
Kotuntersuchung notiert wurde. Diese Untersuchungen erfolgten entsprechend den
Angaben in dem Lehrbuch von Dirksen, Griinder und Stéber (1990): ,.Die klinische
Untersuchung des Rindes*®.

Alle diese Beprobungen wurden nach jeweils ca. 3 Monaten wiederholt.
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Tabelle 1: Tiere aus der ehemaligen Querschnittstudie und deren Verfiigbarkeit fiir die beiden
Nachbeprobungen im Rahmen dieser Arbeit

MAP-positiver Betrieb 1 1 negativ 25.12.2009
MAP-positiver Betrieb 1 2 negativ | Rbt 25.12.2009 41 44
MAP-positiver Betrieb | 2 3 positiv | Sbt 01.01.2010 41 44
MAP-positiver Betrieb | 2 4 positiv | Sbt 08.01.2010 41 44
MAP-positiver Betrieb | 2 5 positiv. | Sbt 08.01.2010 41 44
MAP-positiver Betrieb | 3 6 fraglich | Sbt 12.01.2010
MAP-positiver Betrieb | 3 7 negativ | Sbt 12.01.2010
MAP-positiver Betrieb | 3 8 fraglich | Sbt 13.01.2010 40 43
MAP-positiver Betrieb | 3 9 negativ | Sbt 15.01.2010
MAP-positiver Betrieb | 3 16 | negativ | Sbt 23.02.2010
MAP-positiver Betrieb | 3 17 | negativ | Sbt 22.02.2010 39 42
MAP-positiver Betrieb | 3 18 | negativ | Sbt 20.02.2010 39 42
MAP-positiver Betrieb | 3 19 | negativ | Sbt 27.02.2010 39 42
MAP-positiver Betrieb | 3 37 | negativ | Sbt 22.04.2010
MAP-positiver Betrieb | 3 38 | negativ | Sbt 27.04.2010 37 40
MAP-positiver Betrieb | 3 39 | negativ | Sbt 29.04.2010
MAP-positiver Betrieb | 3 40 | negativ | Sbt 30.04.2010 37 40
MAP-positiver Betrieb | 4 10 | negativ | Sbt 31.01.2010 41 44
MAP-positiver Betrieb | 4 11 negativ | Sbt 03.02.2010
MAP-positiver Betrieb | 4 12 | negativ | Sbt 05.02.2010
MAP-positiver Betrieb | 5 13 | negativ | Sbt 19.02.2010 39 42
MAP-positiver Betrieb | 5 14 | negativ | Sbt 22.02.2010 39 42
MAP-positiver Betrieb | 5 15 | negativ | Sbt 22.02.2010 39 42
MAP-positiver Betrieb | 5 28 | negativ | Sbt 14.03.2010 40 43
MAP-positiver Betrieb | 5 29 | negativ | Sbt 24.03.2010
MAP-positiver Betrieb | 8 30 | negativ | Sbt 05.04.2010
MAP-positiver Betrieb | 9 31 negativ | Rbt 30.03.2010 38 41
MAP-positiver Betrieb | 9 32 | negativ | Sbt 01.04.2010 38 41
MAP-positiver Betrieb | 10 | 33 | negativ | Sbt 16.04.2010
MAP-positiver Betrieb | 10 | 34 | negativ | Sbt 16.04.2010 37 40
MAP-positiver Betrieb | 10 | 46 | negativ | Sbt 25.05.2010 36 39
MAP-positiver Betrieb | 10 | 47 | negativ | Sbt 05.06.2010
unverdachtiger Betrieb | 6 20 | negativ | Sht 07.03.2010 38 41
unverdachtiger Betrieb | 6 21 negativ | Sbt 10.03.2010 38 41
unverdachtiger Betrieb | 7 22 | negativ | Sbt 05.03.2010
unverdachtiger Betrieb | 7 23 | negativ | Sbt 07.03.2010
unverdachtiger Betrieb | 7 24 | negativ | Sbt 12.03.2010
unverdachtiger Betrieb | 7 25 | negativ | Sht 14.03.2010 39 42
unverdachtiger Betrieb | 7 26 | negativ | Sbt 15.03.2010 39 42
unverdachtiger Betrieb | 7 27 | negativ | Sbt 17.03.2010 39 42
unverdachtiger Betrieb | 7 41 negativ | Sbt 09.05.2010
unverdachtiger Betrieb | 7 42 | negativ | Sbt 12.05.2010
unverdachtiger Betrieb | 7 43 | negativ | Sbt 14.05.2010
unverdachtiger Betrieb | 7 44 | negativ | Sbt 14.05.2010
unverdachtiger Betrieb | 7 | 45 | negativ | Sbt 17.05.2010 37 40
unverdachtiger Betrieb | 11 | 35 | negativ | Rbt 06.04.2010 38 41
unverdachtiger Betrieb | 11 | 36 | negativ | Sbt 22.04.2010
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3.3.2 Aufbereitung und Archivierung der Serumproben

Die Serumproben wurden am Tag der Probennahme bei 3750 rpm fiir 10 min bei 18 °C
zentrifugiert (Zentrifuge, Typ EBA 12 R, Fa. Hettich). Danach wurde das Serum jeweils
eines Tieres in je 2 Eppendorf-Gefdle (2 ml) iiberfiihrt. Die Eppendorf-Gefifie wurden
danach bis zur weiteren Bearbeitung bei -26 °C tiefgekiihlt gelagert.

3.3.3 Portionierung und Archivierung der Kotproben

Die gekiihlt transportierten Kotproben wurden am Tag der Probennahme fiir die weitere
Bearbeitung portioniert. Zundchst wurde der Kot im Probengefd3 griindlich mit Hilfe von
sterilen Einmal-Wattestdbchen durchmischt. Um Kontaminationen zwischen den einzelnen
Kotproben zu vermeiden, wurden auch zum Abwiegen ausschlielich sterile
Einmalwattestibchen (Rotilabo®-Wattestdbchen, Artikelnr.: EH12.1, Fa. Roth) verwendet.
Danach wurden je 3 +/- 0,1 g Kot in ein 50 ml Falcon-Réhrchen abgewogen. Fiir die
molekularbiologische Diagnostik wurden jeweils 2 x 1,5 g (+/- 0,1 g) Kot abgewogen. Die
so portionierten und eindeutig beschrifteten Proben wurden nun bis zur weiteren

Bearbeitung in einer Tiefkiihlzelle mit kéltetechnischer Anlage bei —18 °C gelagert.

3.4.1 Dekontamination der Rinderkotproben zur Kkulturellen Anziichtung von

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP)

Verwendete Chemikalien:
* N-Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC)/1-Cetylpyridiniumchlorid-Monohydrate,
Artikelnr. 8.40008.0100, Fa. Merck
* Herstellung der 0,75%igen HPC-L6sung:
30 g Aqua dest. ad 0,225 g HPC

Um die im Rinderkot enthaltene Begleitkeimflora zu unterdriicken, erfolgte eine
Dekontamination der Kotproben in Anlehnung an die Methode des Arbeitkreises fiir
Veterindrmedizinische Infektionsdiagnostik (AVID-Methodensammlung 2007).

Am Tag der Kotprobennahme wurden jeweils 3 g (+/- 0,1 g) Kot mit Hilfe von sterilen
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Wattestédbchen in ein 50 ml Falcon-Rohrchen abgewogen. Diese Proben wurden dann
unmittelbar in einer Tiefkiihlzelle mit kéltetechnischer Anlage bei —18 °C eingefroren. Die
weitere Aufbereitung der Proben erfolgte innerhalb einer Woche.

Hierzu wurden zunichst 0,225 g N-Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC) je Probe mit Hilfe
einer geeichten elektronischen Analyse- und Priazisionswaage (Typ BA 210 S-OD1/MCBB
100, Fa. Sartorius AG) in ein 50 ml Falcon-R6hrchen abgewogen. Dann wurden je Probe
30 g Aqua dest., welches im Brutschrank auf +37 °C vorgewarmt wurde, in je ein 50 ml
Falcon-Rohrchen abgewogen und anschlieBend zu dem abgewogenen HPC gegeben. Das
verschlossene Falcon-Réhrchen wurde manuell geschiittelt, bis sich das HPC komplett
gelost hatte. Nun wurde die 0,75%ige HPC-Losung zu den abgewogenen und aufgetauten
Kotproben gegeben und das Rohrchen griindlich geschiittelt. Jetzt wurde das Falcon-
Rohrchen 2-5 min stehen gelassen, so dass grobe Bestandteile sedimentieren konnten.
Danach wurden 15-20 ml des Uberstandes in ein neues 50 ml Falcon-Rohrchen dekantiert
und anschliefend auf dem Laborschiittler in waagerechter Stellung bei ca. 200 U/min fiir
30 min bei Raumtemperatur geschiittelt. Das restliche Sediment wurde verworfen. Nun
wurden die Rohrchen aufrecht und in Dunkelheit bei Raumtemperatur fiir 24 h in einem
Schrank inkubiert.

Nach der 24-stiindigen Einwirkzeit wurde der Uberstand bis auf 1-2 ml Sediment

dekantiert.

3.4.2 Anziichtung von MAP aus den Rinderkotproben auf Herrold’s Egg Yolk-
Schrigagagar mit Mycobactin J und ANV

Zusammensetzung des Nahrmediums (Artikelnr. 222233, Fa. Becton Dickinson (BD®)):
* 9,0 g Casein (pankreatisch abgebaut)

* 2,7 g Rinderfleischextrakt
* 4,0 g Natriumchlorid

* 4,1 g Natriumpyruvat

* 0,1 g Malachitgriin

* 0,05 g Amphotericin B

* 0,002 g Mycobactin J

e 153 gAgar
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* 0,05 g Nalidixinsdure
* 0,05 g Vancomycin

e 100,0 ml Eigelb

* 27,0 ml Glycerol

e 873,0 ml destilliertes Wasser

Der Herrold’s Egg Yolk-Schriagagar mit den Zusédtzen Mycobactin J, Amphotericin B,
Nalidixinsdure und Vancomycin wurde von der Firma Becton Dickinson (BD®)
gebrauchsfertig bezogen. Mycobactin J ist fiir das Wachstum von Mycobacterium avium
ssp. paratuberculosis notwendig, da das Bakterium in Abwesenheit von Mycobactin J nicht
auf Medien wichst. Die antibiotischen Zusétze Nalidixinsdure und Vancomycin sowie das
Antimykotikum Amphotericin B dienen der Unterdriickung der Begleitkeimflora wéihrend
der langen Bebriitungsdauer.

Die Nahrmedienrohrchen wurden geméill Herstellervorgaben gelagert und innerhalb des

angegebenen Verbrauchsdatums verwendet.

Inokulation und Bebriitung:

In Anlehnung an die AVID-Methode (AVID-Methodensammlung 2007) wurden alle

Proben im Dreifachansatz angelegt.

Jeweils 200 pl des Sediments wurden mit Hilfe von Filterspitzen auf die Ndhrmedien
gegeben. Dann wurde das Inokulat mit einer sterilen Glaspipette (1 ml) auf dem
Schrigagar verteilt und dann zur Seite gestrichen. Diese Tatigkeiten wurden unter einer
Sicherheitswerkbank (Typ Hera Safe KS 12, Fa. Kendro) durchgefiihrt.

AnschlieBend wurden die Rohrchen in leichter Schriglage, bei waagerechter
Néhrbodenoberfliache, fiir 6-7 Tage bei 37 +/- 1 °C inkubiert, wobei der Schraubdeckel
eine Vierteldrehung weit gedffnet blieb. Danach wurden die RShrchen fest verschlossen
und in senkrechter Stellung weiter bebrtitet.

Nach 3 bis 4, 5 bis 6 und nach 12 Wochen wurden die Medien unter einer Lupenlampe
sowie makroskopisch auf Koloniewachstum tiberpriift. Eine abschlieBende Beurteilung
erfolgte nach mindestens 12 Wochen Bebriitungsdauer. Eine weitere Kontrolle nach 16

Wochen zeigte gegeniiber der vorherigen keine Verdnderungen.
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3.4.3 Identifizierung von verdichtigen Kolonien als Mycobacterium avium ssp.

paratuberculosis

Als verdidchtig galten weilllich-graue, glatte, glinzende Kolonien, welche zunéchst
halbkugelig erschienen (Abb. 1) und mit zunehmender Bebriitungsdauer flacher und
wachsartig wurden. Teilweise zeigte sich auch eine zentrale, mamillenférmige Erhabenheit
(siche Abb. 2). Die Kolonien konnten einen Durchmesser von bis zu 4 mm erreichen. Bei

starkem Wachstum blieben sie jedoch stecknadelspitz- bis stecknadelkopfgrol3 (Abb. 3).

Abbildung 1: Zwei MAP-Einzelkolonien nach 3 Wochen Bebriitung bei 37 °C auf HEYM
mit Mycobactin J und ANV
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Abbildung 2: MAP-Kolonien nach 12 Wochen
Bebriitung bei 37 °C auf HEYM mit Mycobactin J und
ANV

Abbildung 3: Rasenwachstum von MAP-Kolonien nach
6 Wochen Bebriitung bei 37 °C auf HEYM mit
Mycobactin J und ANV

Die DNS-Isolierung aus dem verdichtigen Koloniematerial erfolgte in Anlehnung an die
AVID-Methodensammlung (2007).

Dafiir wurde Koloniematerial einzeln vom Herrold’s Egg Yolk-Schrigagar mittels Impfose
abgenommen und in 100 pl AE-Puffer (aus dem Dneasy Blood & Tissue-Kit®, Artikelnr.

69504, Fa. Qiagen) in einem Tube eingerieben. Das Tube wurde verschlossen, griindlich
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gevortext und anschliefend 15 min unter leichtem Schiitteln bei 99 °C im Thermomixer
(Fa. Eppendorf AG) gekocht. Nach Abkiihlung wurde das Tube 5 min bei 12.000 rpm
zentrifugiert (Tischzentrifuge, Typ 5415C, Fa. Eppendorf-Nethler-Hinz GmbH). Der
Uberstand wurde méglichst komplett in ein neues Tube iiberfiihrt. Das Pellet wurde
verworfen. Nun wurde erneut fiir 5 min bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
wieder in ein neues Tube tiberfiihrt und das Pellet erneut verworfen. Die so behandelte
Probe wurde nun im Kiihlschrank (Fa. Quelle GmbH) bei 4 bis 8 °C gelagert.

Zur Bestitigung des verddchtigen Koloniematerials als Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis wurde nach der eben beschriebenen DNS-Extraktion die Triplex Real-

time-PCR nach Schonenbriicher et al. (2008) durchgefiihrt.

3.5.1 Extraktionsverfahren fiir genomische MAP-DNS aus den Rinderkotproben

Verwendete Reagenzien und Chemikalien:
e High Pure PCR Template Preparation Kit® (100 Reaktionen), Artikelnr.

11796828001, Fa. Roche Applied Science
* S.T.A.R.-Puffer, Artikelnr. 03335208001 Fa. Roche Applied Science
* Isopropanol, Artikelnr. 7343.1, Fa. Roth
* Lysozym (100000 U/mg), Artikelnr. 1.05281.0010, Fa. VWR International GmbH
*  Tris-Puffer, Artikelnr. 4855.2, Fa. Roth

* Ethanol ROTISOLV® HPLC, Artikelnr. P076.1, Fa. Roth (zur Zugabe zum Inhibitor
Removal Buffer und zum Wash Buffer)

Die Isolierung der genomischen DNS von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis aus
Rinderkot erfolgte nach einem modifizierten Protokoll des High Pure PCR Template
Preparation Kit (Fa. Roche) unter Verwendung des S.T.A.R.-Buffers (Fa. Roche). Dieses
modifizierte thermisch-chemisch-mechanische DNA-Extraktionsverfahren erwies sich
nach Bulander (2009) dem Standardextraktionsverfahren als {iberlegen.

Am Tag der Probennahme wurden jeweils 1,5 +/- 0,1 g gut durchmischten Kotmaterials in
15 ml Falcon-Rohrchen (Fa. Sarstedt) im Doppelansatz eingewogen und bis zur weiteren
Aufbereitung in einer Tiefkiihlzelle mit kéltetechnischer Anlage bei —18 °C eingefroren.

Die Lagerungsdauer betrug hochstens zwei Wochen.
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Vor Beginn der folgenden Arbeiten wurden die Arbeitsflichen gereinigt und mit dem
Fliachendesinfektionsmittel Buraton®-rapid der Fa. Schilke & Mayr behandelt.
AnschlieBend wurde eine evtentuell vorhandene DNS-Kontamination mit DNA-Away der
Fa. Roth beseitigt.

Nachdem die eingefrorenen Proben aufgetaut waren, wurden je 5 ml S.T.A.R.-Buffer
hinzugegeben und anschlieBend griindlich gevortext, sodass es zu einer guten
Homogenisation des Materials kam. AnschlieBend wurden die Proben fiir 1 min bei
1.000xg zentrifugiert (Kiihlzentrifuge, Typ Multifuge 1 S-R, Fa. Heraeus Instruments).
Danach wurde je 1 ml des Uberstandes in Lysing-Tubes iiberfiihrt, in denen sich
SiLibeads®” befanden. Nun erfolgte ein mechanischer Aufschluss im Zell-Homogenisator
(,,Ribolyser), Typ Precellys 24 (Fa. Bertlin Technologies) mit der Einstellung 2 x Stufe
5500 je 20 s (mit 60 s Pause dazwischen). Nach dem Absetzen des entstandenen Schaumes
wurden die Proben dann fiir 10 min bei 95-96 °C im Thermomixer (Typ Eppendorf
Thermomixer comfort, Fa. Eppendorf AG) unter leichtem Schiitteln (750 rpm) erhitzt. Jetzt
wurde nach einer Abkiihlphase griindlich gevortext und die Proben bei 5.000xg
zentrifugiert. Die nachfolgenden Zentrifugationsschritte erfolgten immer mit der
Tischzentrifuge, Typ 5415C (Fa. Eppendorf-Nethler-Hinz GmbH). In der Zwischenzeit
wurden je 5 pl Lysozymlosung in 1,5 ml Tubes vorgelegt. AnschlieBend wurden jeweils
200 pl des Zentrifugationsiiberstandes zur Lysozymldsung hinzugegeben und vorsichtig
gevortext. Nun wurde mindestens 15 min bei 37 °C im Thermomixer inkubiert. Danach
erfolgte, nach erneutem Mischen mit dem Vortex-Schiittler, die Zugabe von 200 pl Binding
Buffer und 40 pl Proteinase-K-Losung. Nach griindlichem Mischen mit dem Vortex-
Schiittler wurde jetzt mindestens 10 min bei 70 °C im Thermomixer unter leichtem
Schiitteln (750 rpm) inkubiert. Nach einer kurzen Abkiihlphase wurde gevortext und dann
100 pl Isopropanol hinzugegeben. Danach wurden die zuvor erneut gevortexten Proben in
die vorbereiteten Sdulen iiberfiihrt, welche in ein Sammelgefd3 eingesetzt waren. Nun
wurde bei 8.000xg fiir I min zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und die Séule in ein
neues Sammelgefd gesetzt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 500 pl Inhibitor
Removal Buffer und wieder eine Zentrifugation bei 8.000xg fiir 1 min. Der Durchfluss
wurde verworfen und die Sdule in ein neues Sammelgefa3 gesetzt. Es folgte die Zugabe
von 500 pul Wash Buffer und eine Zentrifugation mit den selben Einstellungen. Dieser
Schritt wurde einmal wiederholt, nachdem die Sdule wieder in ein neues Sammelgefaf3
gesetzt wurde. Um den Wash Buffer vollstindig zu entfernen, wurde danach fiir 10 s mit

maximaler Umdrehungszahl (20.000xg) zentrifugiert. Zur nun folgenden Elution wurde die
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Sdule auf ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal gesetzt und je 100 pl des zuvor aliquotierten und auf
70 °C erwiarmten Elution Buffers hinzugegeben. Jetzt folgte eine abschlieBende
Zentrifugation fiir 1 min bei 8.000xg. Die Sidule wurde verworfen. Das so aufgefangene
Eluat entélt DNS (wenn vorhanden). Es wurde bis zur Untersuchung mittels der Triplex

Real-Time PCR im Kiihlschrank bei +2 bis +8 °C fiir maximal eine Woche gelagert.

3.5.2 Aufbereitungskontrollen bei der DNS-Isolierung

Es wurde eine positive Aufbereitungskontrolle mitgefiihrt. Hierbei handelte es sich um eine
mit einem MAP-Stamm gespikte Kotprobe. Das positive PCR-Ergebnis dieser
Aufbereitungskontrolle galt als Indikator fiir eine erfolgreiche Gesamtprobenaufarbeitung.
Eine Leerwert-Aufbereitungskontrolle ohne Probenmaterial wurde ebenfalls mitgefiihrt.
Deren negatives PCR-Ergebnis dient als Bestdtigung dafiir, dass wahrend der Aufbereitung
keine Kontamination mit MAP-DNS erfolgt ist.

3.5.3 Molekularbiologischer Nachweis von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis

mit Hilfe der Real-time-Polymerasekettenreaktion

Chemikalien und Reagenzien

* DNA-Away™ zur Beseitigung von unerwiinschter DNA auf Oberflichen und
Geritschaften, Artikelnr. X996.1, Fa. Roth

e ¢qPCR™ Mastermix without UNG, Artikelnr. RT-QP2X-03WOU+, Fa. Eurogentec

* TagMan-MGB®-Sonde F57po, Fa. Applied Biosystems

* TagMan-MGB"-Sonde IS IFTN, Fa. Applied Biosystems

¢ TagMan-MGB®-Sonde IAK 0607, Fa. Applied Biosystems

e Primer: {57po-244F/f57po-306R und ISMav2-735F/ISMav2-896R, Fa. MWG
Biotech

Zum molekularbiologischen Nachweis von MAP aus Rinderkot bzw. zur Bestitigung von

verdichtigen Kolonien nach der kulturellen Anzucht wurde das im Institut fiir Tierdrztliche

Nahrungsmittelkunde der Justus-Liebig-Universitit Gieen entwickelte Triplex Real-time-
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PCR-Verfahren nach Schonenbriicher et al. (2008) verwendet. Damit werden die MAP-
spezifischen Marker F57 und ISMav2 sowie eine interne Amplifikationskontrolle (IAK)
nachgewiesen.
Als positiver Kontrollstamm wurde verwendet:
*  Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis ATCC® BAA-968™ (interne
Bezeichnung: MAP K10)
Herkunft: Rinderkot, Quelle: American Type Culture Collection, Manassas (USA)

3.5.4 Angaben zu den verwendeten Primern und Sonden

Zur Detektion der MAP-spezifischen Marker F57 und ISMav2 wurden
Oligonukleotidprimer und ein TagMan-MGB®-Sonden-System verwendet. Zum Nachweis
des Markes F57 dienten die Primer ,,f57po-244F“ und ,,f57po-306R“ und fiir die
Insertionssequenz ISMav2 die Primer ,ISMav2-735F* und ,,ISMav2-896R*“. Die Primer
wurden nach Institutsangaben bei der Fa. MWG Biotech hergestellt. Die TagMan-MGB®-
Sonden wurden von der Fa. Applied Biosystems bezogen. Nihere Angaben iiber die Primer

und die entsprechenden Sonden sind den Tabellen 2 und 3 zu entnehmen.

Tabelle 2: Angaben iiber die Primer des MAP-Markers F57 und die entsprechende Sonde

Oligo- .
Zielgen  Bezeichnung Sequenz nucleotid- ~ Position") An_l'phﬁkat-
grofie Grile

PrimerF: FS7po-244F 5-TAG GAG CAC GCA GGC ATT C-3' 19-mer 244-263
F57 PrimerR: F57po-306R 5-CGG TCC AGT TCGCTG TCAT-3' 19-mer 288-307 62 Bp

F57-TagMan-Sonde VIC-CCT GAC CAC CCT TC-MGB 14-mer 268-282
! Positionen bezogen auf Genbank-Zugriffs-Nr. X70277 des NCBI

Tabelle 3: Angaben iiber die Primer des MAP-Markes ISMav2 und die entsprechende
Sonde

Oligo-
Zielgen Bezeichnung Sequenz nucleotid-  Position”
grofie
PrimerF: [SMav2-735F 5'-CGG CAA AATCGAGCAGTTTC-3'  20-mer 1645-1665

ISMav2  PrimerR: ISMav2-896R 5-TGA GCC GGT GTG ATC ATC TTT-3"  21-mer 1786-1807 150 Bp

IS-IFTN-TagMan-Sonde ~ FAM-CGC TGA GTT CCT TAG-MGB 15-mer 1678-1693
! Positionen bezogen auf Genbank-Zugriffs-Nr. AF286339 des NCBI

Amplifikat-
grofe
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3.5.5 DNS-Amplifikationstechnik

Die Beschickung der PCR-Gefdle erfolgte rdumlich getrennt von den {ibrigen
Arbeitsbereichen in einem UV-Kabinett, Typ L020-GC, der Fa. G. Kisker GbR. Die
Reihenfolge der Beschickung, die Bestandteile, deren Konzentration sowie die
Pipettiermenge pro Ansatz sind der Tabelle 4 zu entnehmen.

Danach wurde die Halbrahmen-96-well-PCR-Platte mit Ultra-Clear-Folie versiegelt. Vor
Durchfiihrung der PCR wurde die 96-well-Platte in einer Zentrifuge fiir Mikrotiterplatten
(Typ Perfect Spin P, Fa. PEQLAB Biotechnologie GmbH) =zentrifugiert, um
moglicherweise am Rand der Vertiefungen haftende Tropfchen zu beseitigen.

Die Real-time-PCR wurde in dem Thermocycler ABI PRISM 7000 Sequence der Fa.
Applied Biosystems durchgefiihrt. Die Konfigurationen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Pipettierprotokoll fiir die Triplex Real-time-PCR (50 ul-

Ansatz)
Bestandteile und deren Konzentration Pipettiermenge

pro Ansatz

Nuclease freies Wasser 8,5 u

2x qPCR™ Mastermix Plus without UNG 25.0 4

(Fa. Eurogentec) ’

Primer: 57po-244F/-306R (10 uM) je Lo

Primer: ISMav2-735F/-896R (10 uM) je 1,0 ul

57po-TagMan®-Sonde VIC (2 uM)

IS-IFTN-TagMan"-Sonde FAM (2 uM) je 2,0 ul

IAK 0607-TagMan®-Sonde NED (2 uM)

DNS TAK-Verdiinnung 1L,5u

Ziel-DNS 5,0

Tabelle 5: Konfigurationen des Real-Time-Cyclers ABI PRISM 7000

Thermocyclerprogramm Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 15s } 45x
Annealing/Extension 60 °C 1 min

36



3.5.6 PCR-Kontrollen

Als Positivkontrolle wurde der MAP KI10-Stamm (s. o.) verwendet. Es wurde ein
Leerwert-Mastermix mitgefiihrt, welchem statt Probenmaterial Nuclease-freies Wasser in
entsprechender Menge zugefiigt wurde. Dieser garantiert, dass in den Ansatz des
Mastermixes keine MAP-DNS eingetragen wurde. Eine solche PCR-Kontamination wiirde
zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren.

Die interne Amplifikationskontrolle (IAK) wurde verwendet, um falsch-negative
Ergebnisse jeder einzelnen PCR-Reaktion, moglicherweise infolge enthaltener
Hemmstoffe, zu erkennen. Die TAK wird unter Einsatz des kommerziell erhéiltlichen
Plasmids pUC 19 in einer vorangegangenen PCR gewonnen, passend zu dem Primerpaar
,»£57p0-244F/f57po-306R* (Abdulmawjood et al., 2002; Schonenbriicher et al., 2008). Zur
Detektion wurde die ,,JAK 0607-TagMan-Sonde* der Fa. Applied Biosystems verwendet.
Die TAK-DNS muss fiir den Einsatz in der PCR so verdinnt werden, dass bei der
Auswertung der PCR, sofern keine MAP Ziel-DNS vorhanden ist, ein Ct-Wert von 30 bis

35 erreicht wird. Somit zeigt die IAK auch bei negativen Proben eine erfolgreiche PCR an.

3.5.7 Auswertung der PCR-Ergebisse

Generell wurde die Auswertung qualitativ vorgenommen. Es erfolgte eine manuelle

Analyse durch eine erfahrene technische Assistentin.

Fiir die Auswertbarkeit der Real-time-PCR galten folgende Kriterien:
e die Positivkontrolle musste einen Ct-Wert unter 30 aufweisen

e der Leerwert Mastermix musste undetektiert bleiben bzw. einen Ct-Wert iiber 40

aufweisen

e der Ct-Wert der IAK musste sich bei negativen Proben zwischen 30 und 35
befinden

* entsprechende Ergebnisse der Aufbereitungskontrollen (siche 3.5.2)

Eine Probe galt als ,,MAP-positiv*, wenn der Ct-Wert des Zielgens bei dieser Probe unter
37 lag. Ct-Werte zwischen 37 und 40 fiihrten zu der Einstufung ,,fraglich®. Bei einem Ct-
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Wert von iiber 40 wurden die Proben als ,,MAP-negativ bewertet.

3.6 Nachweis von MAP-spezifischen Antikorpern mit Hilfe des Pourquier®-ELISA

Die gewonnenen Serumproben wurden dankenswerter Weise durch das Institut fiir Hygiene
und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitit GieBBen mit Hilfe des
Pourquier®-ELISA (Pourquier® ELISA Paratuberculosis Antibody Screening Testkit, Fa.
Institut Pourqgier, Montepellier, Frankreich) gemall Herstellervorgaben auf das
Vorhandensein ~ von =~ MAP-spezifischen  Antikdrpern  untersucht  (indirekter
Erregernachweis). Alle Serumproben und die Negativkontrolle wurden dabei im

Einfachansatz getestet. Die Positivkontrolle wurde im Doppelansatz mitgefiihrt.

In dem Testkit waren folgende Materialien und Reagenzien enthalten:
* mit MAP-Antigen beschichtete 96-well-Mikrotiterplatten
*  Waschlosung (20-fach konzentriert)
*  Verdiinnungspuffer Nr. 12 (fiir die Seren)
*  Verdiinnungspuffer Nr. 1 (fiir Konjugat)
* Positiv- und Negativkontrollserum
*  Anti-Wiederkéuer-IgG-Meerrettichperoxidase-Konjugat
e Tetramethylbenzidin- (TMB) Substratlosung Nr. 9
*  Stopplosung Nr. 3 (0,5 M H,SOy)

Zunichst erfolgte bei Raumtemperatur eine Vorinkubation der Serumproben (und
Kontrollseren) unter Schiitteln fiir 15 min mit dem Verdiinnungspuffer Nr. 12 (1 : 20
Verdiinnung), welcher Mycobaterium-phlei-Extrakt enthielt, um unspezifische Antikorper
zu binden. Anschlieend wurden jeweils 100 ul der Proben in 96-well-Mikrotiterplatten
aus Polystyrol iiberfiihrt, mit einer Klebefolie abgedeckt und bei Raumtemperatur fiir 45
min inkubiert. Wéhrend der Inkubation wurden evtl. vorhandene MAP-Antikérper am
Boden der Plattenvertiefungen, welche mit protoplasmatischem MAP-Antigen beschichtet
waren, gebunden. Nun erfolgten drei Waschzyklen mit jeweils 300 pl Waschlosung
(Herstellung aus 20-fach konzentrierter Waschlosung und Aqua dest.). Jetzt wurde die im

Verhiltnis 1:100 mit dem Verdiinnungspuffer Nr. 1 verdiinnte Anti-Wiederkduer-1gG-
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Meerrettichperoxidase-Konjugatlosung dazupipettiert (jeweils 100 ml pro Vertiefung), die
Mikrotiterplatte mit Klebefolie abgedeckt und fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach weiteren drei Waschzyklen (s. 0.) wurden jeweils 100 ul der gebrauchsfertigen TMB-
Substratlosung Nr. 9 in jede Vertiefung dazupipettiert und 10 min bei Raumtemperatur in
Dunkelheit inkubiert. Im Anschluss daran wurde die Reaktion mit jeweils 100 ul 0,5 M
H,SO, (Stopplosung Nr. 3) abgestoppt. Nun erfolgte die Messung der optischen Dichte
(OD) der Test- und Kontrollseren bei einer Wellenldnge von 450 nm [A(450)].

Die Validierungskriterien des Herstellers besagen, dass die OD der Positivkontrollen
grofler oder gleich 0,350 sein miissen. Weiterhin muss das Verhéltnis des Mittelwertes der
OD der Positivkontrollen (PCy) und der OD der Negativkontrolle (NC) groBer oder gleich
3,00 sein.

AbschlieBend erfolgte fiir jede Probe (S) gemil3 Herstellervorgaben die Berechnung des

Titers in % nach folgender Formel:

% S/P =100 x (Sample [A(450)] - NC)
(PCy—NC)

Serumproben mit einem Titer kleiner oder gleich 45 % galten als negativ. Als fraglich
galten solche mit einem Titer groBer als 45 %, aber kleiner als 55 %. Proben mit einem

Titer groBer oder gleich 55 % galten als MAP-Antikorper-positiv.

3.7 Weitere Untersuchungen an zwei Kiihen, welche im Kiilberalter als MAP-positiv

eingestuft worden waren

Bei den Tieren Nr. 3 und Nr. 4 (beide Dt. Holstein, schwarzbunt), welche aus demselben
MAP-positiven Betrieb stammten, war im Kélberalter jeweils in Jejunallymphknoten MAP
sowohl mittels Triplex Real-time-PCR (Schonenbriicher et al. 2008) als auch kulturell
nachgewiesen worden. Tier Nr. 4 reagierte damals auch im Pourquier®-ELISA positiv.
Diese beiden Kiihe wurden anldsslich ihrer Schlachtung im Alter von jeweils 50 Monaten
wie folgt untersucht.

Einen Tag vor der Schlachtung wurden nochmals Kot- und Serumproben entnommen und

in der bereits dargestellten Weise untersucht.
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3.7.1 Entnahme von Organproben und Darminhalt am Schlachthof

Unmittelbar nach dem Ausweiden der Schlachtkdrper wurden folgende Organproben
entnommen: Ileocaecallymphknoten, Jejunallymphknoten, Ileocaecalklappe, Ileum, Colon
(aus der Flexura centralis des Colon ascendes), Milz und Tonsille. Des Weiteren wurde
Darminhalt aus dem Ileum und aus der Flexura centralis des Colon ascendes entnommen.
Um Kreuzkontaminationen zu vermeiden, wurde fiir die Entnahme jeder Organprobe ein
neues steriles Einmal-Skalpell (Fa. Roth) und eine neue sterile Einmal-Pinzette (Fa. Roth)
verwendet (siche Abb. 4). Die Organproben wurden zum Transport in sterile 50 ml Falcon-
Rohrchen verbracht. Die Proben des Darminhalts wurden in Plastikbechern (,,Urinbecher*)
transportiert. Fiir die Transportdauer (ca. 2,5 Stunden) zum Instititut fiir Tierdrztliche
Nahrungsmittelkunde befanden sich diese Proben bei ca. +10 °C in einer Kiihlbox. Sofort
nach der Ankunft wurden sie in einem Kiihlschrank (Fa. Quelle GmbH) bei +2 bis +8 °C
gelagert. Die weitere Bearbeitung der Proben erfolgte am nachsten Morgen.

Die Dekontamination und die weitere Bearbeitung der Darminhalt-Proben wurden analog
zu den Kotproben durchgefiihrt (sowohl kulturelle Anzucht auf HEYM, als auch Triplex
Real-time-PCR).

Abbildung 4: Entnahme eines Jejunallymphknotens mit einer
sterilen Einmalpinzette und einem sterilen Einmalskalpell
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3.7.2 Dekontamination und Homogenisation der Organproben bovinen Ursprungs

zur kulturellen Anziichtung von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP)

Verwendete Chemikalien und Herstellung der Lésungen:

* N-Acetyl-L-Cystein (NALC), Artikelnr. 1.124.22.0025, Fa. Merck

* Herstellung der gebrauchsfertigen NALC-NaOH-Losung (sie ist instabil und daher
taglich frisch anzusetzen):
50 ml sterile wissrige 2,9 %ige Losung von Nas-Citrat x 2 H,O und 50 ml sterile
wissrige 4 %ige Losung von NaOH mischen, dann 500 mg NALC zur Ldsung
geben.

*  Phosphatpufferlésung nach Sorensen (pH 6,8; '/;s molar):
4,84 g KH,PO, + 5,53 g Na,HPO, x 2 H,O mit sterilem Aqua dest. auf 1000 ml

auffullen.

Die Dekontamination der Organproben aus beiden geschlachteten Rindern erfolgte in
Anlehnung an das Protokoll von Fiillgrabe (2009) zur Dekontamination von humanen
Darmbioptaten. Dabei kam als Dekontaminationsmitte]l NALC zum Einsatz.

Die Aufbereitung erfolgte im Doppelansatz. Es wurden von jeder dieser Organproben,
welche zuvor steril in Petrischalen (92 x 16 mm) iiberfiihrt worden waren, jeweils zweimal
50 mg (+/- 1 mg) unter der Sicherheitswerkbank (Typ Hera Safe KS 12, Fa. Kendro)
abgewogen und in ein 15 ml Falcon-Roéhrchen gegeben. Dann wurden 0,5 ml sterile 0,9
%ige NaCl-Losung zu jeder Probe zugegeben. AnschlieBend wurden jeweils 0,5 ml der
gebrauchsfertigen NALC-NaOH-Losung hinzugegeben, das Rohrchen verschlossen und
griindlich auf dem Vortex-Schiittler gemischt. Nun wurden die beschickten 15 ml Falcon-
Rohrchen fiir 20 min auf den Schiittelapparat (Typ 3014, Fa. GFL) gelegt. Anschlieend
wurde jeweils 1 ml sterile Phosphatpufferlosung (nach Sorensen) hinzugefiigt und
nochmals griindlich gemischt. Jetzt wurden die Gewebeteile mit Hilfe einer Einmal-
Pasteurpipette (Volac, Typ D 8112, Linge 230 mm, Fa. VWR International) in einen
sterilen Morser (Artikelnr. 410-9111, Fa. VWR International) iiberfiihrt. Nun wurde das
Gewebe nach Zugabe von wenig sterilem Seesand und einem sterilen Pistill (Artikelnr.
410-9131, Fa. VWR International) homogenisiert. Danach wurde das Pistill mit 500 ul der
Phosphatpufferlosung iiber dem Morser abgespiilt, um anhaftende Gewebepartikel zu

entfernen. Jetzt wurde der Mdrserinhalt mit der Pasteurpipette wieder in das 15 ml Falcon-
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Rohrchen iiberfiihrt und der Morser dann mit 500 pl Phosphatpufferlosung ausgespiilt und
diese Spiillosung dann ebenfalls in das Falcon-Roéhrchen tiberfiihrt. Danach wurden die
Falcon-Rohrchen in der Zentrifuge (Typ Multifuge 1 S-R, Fa. Heraeus Instruments) bei
10.000xg fiir 10 min zentrifugiert (Bull et al., 2003). AnschlieBend wurde der Uberstand

verworfen und das Sediment in 750 pl steriler 0,9 %iger NaCl resuspendiert.

3.7.3 Anziichtung von MAP aus den Organproben von zwei Kithen auf Herrold’s Egg
Yolk-Schrigagar mit Mycobactin J und ANV

Zur Anziichtung von MAP aus den Organproben wurden jeweils 250 pl der Suspension auf
HEYM-Schrigagar mit Mycobactin J und ANV iiberfiihrt. Da von jeder Organprobe zwei
Portionen zu jeweils ca. 50 mg verwendet wurden, lag von jeder Organprobe ein
Doppelansatz auf HEYM vor. Die Bebriitung und das weitere Vorgehen entsprachen dem

unter 3.4.2 beschriebenen Verfahren.

3.7.4 Anziichtung von MAP aus den Organproben von zwei Kiihen in Mycobacteria

Growth Indicator Tubes mit OADC, PANTA und Mycobactin J

Zusammensetzung des Ndhrmediums:
Das BD BBL™ MGIT™-Indikatorrohrchen (Artikelnr. 245113, Fa. Becton Dickinson

GmbH) enthdlt 110 pul Fluoreszenzindikator (enthdlt Tris-4,7-Diphenyl-1,10-
Phenanthrolin-Rutheniumchlorid in Silikonkautschuk-Basis) und 4 ml Bouillon.
Ungefihre Zusammensetzung pro Liter Aqua dest.:

* 5,9 g Modifizierte Middlebrook 7H9 Bouillonbasis

* 1,25 g Casein-Pepton

Das BD BBL™ MGIT™ OADC (Artikelnr. 245116, Fa. Becton Dickinson GmbH) enthélt
15 ml Middlebrook OADC-Anreicherung.
Ungefihre Zusammensetzung pro Liter Aqua dest.:

* 50,0 g Rinderalbumin

e 20,0 g Dextrose
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* 0,03 g Katalase
e 0,6 g Olsiure

Das BD BBL™ MGIT™ PANTA™.-Flaschchen enthidlt ein lyophilisiertes Gemisch an
Bakteriostatika. Zur Rekonstitution wird ein Fldschchen mit 3 ml sterilisiertem und
deionisiertem Wasser versetzt.
Ungefihre Zusammensetzung pro Flidschchen lyophilisiertem PANTA:

* 6.000 Einheiten Polymyxin B

* 600 pg Amphotericin B

e 2.400 pg Nalidixinsédure

* 600 ug Trimethoprim

* 600 pg Azlocillin

Mycobactin J wurde von der Fa. Synbiotics Europe SAS bezogen (Artikelnr. 112407).

Die MGIT-Fliissigndhrmedien wurden mit jeweils 0,5 ml OADC, 0,1 ml PANTA und
9,42 nl Mycobaction J versetzt. Olsiure wird von Tuberkelbazillen verwertet und spielt
beim Stoffwechsel von Mycobacterien eine wichtige Rolle. Albumin agiert als
Schutzmittel und verbessert die Isolierung von Mycobacterium-Spezies, indem es freie
Fettsduren bindet, die fiir diese toxisch sein konnen. Dextrose dient als Energiequelle und
Katalase zerstort eventuell im Medium vorkommende toxische Peroxide. Durch das
antibiotische und antimykotische Gemisch PANTA soll die mikrobielle Begleitflora
unterdriickt werden.

Die Ndhrmedien sowie die Zusdtze OADC und PANTA wurden gemil} Herstellervorgaben

gelagert und innerhalb des angegebenen Verbrauchszeitraums verwendet.

Inokulation und Bebriitung:

Es wurden jeweils 500 pl der mit NALC-NaOH dekontaminierten Losung zu den
supplementierten MGIT’s zugegeben und anschlieBend griindlich mit dem Vortex-
Schiittler gemischt. So erhielt man auch bei den MGIT’s fiir jede Organprobe einen
Doppelansatz. Es erfolgte eine 12-wochige Bebriitung bei 37 °C in senkrechter Stellung
und vollstindig verschlossenem Schraubdeckel. Die Fliissigmedien wurden wochentlich

mit einer UV-Lampe bei 365 nm auf Fluoreszenz tiberpriift. Eine Fluoreszenz in der am
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Rohrchenboden in Silikon eingebetteten fluoreszierenden Verbindung kommt durch den

Sauerstoffverbrauch von aktiv respirierenden Mikroorganismen zustande. Gemil

Herstellervorgaben wurde eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefiihrt (siche
Abb.5).

Bei positiver Fluoreszenzkontrolle bzw. nach 12 Wochen Bebriitung wurden die MGIT-

Fliissigmedien mittels Triplex Real-time PCR auf MAP-Wachstum {iberpriift.

Abbildung 5: Vergleich der Positivkontrolle (links) und der

Negativkontrolle (rechts) der Mycobacteria Growth Indicator
Tubes unter der UV-Lampe bei 365 nm
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3.7.5 Extraktionsverfahren fiir genomische MAP-DNS aus den MGIT-

Fliissignihrmedien

Verwendete Reagenzien und Chemikalien:
* Dneasy” Blood & Tissue Mini Kit, Artikelnr. 69504, Fa. Qiagen
* Nuklease-freies Wasser, Artikelnr. 129115, Fa. Qiagen
* enzymatischer Lysispuffer fiir Gram-positive Bakterien (Herstellung nach
Vorschrift von Fa. Qiagen)
e Lysozym (100000 U/mg), Artikelnr. 1.05281.0010, Fa. VWR International GmbH
e Ethanol ROTISOLV® HPLC, Artikelnr. P076.1, Fa. Roth

Die Isolierung der genomischen DNS von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis aus
den MGIT-Fliissigndhrmedien erfolgte nach einem modifizierten Protokoll des Dneasy®
Blood & Tissue Mini Kits der Fa. Qiagen, entweder nach positiver Fluoreszenzkontrolle
oder nach 12 Wochen Bebriitungsdauer bei 37 °C.

Vor Beginn der folgenden Arbeiten wurden die Arbeitsflichen gereinigt und desinfiziert
und anschlieend eine evtl. vorhandene DNS-Kontamination mit DNA-Away der Fa. Roth
beseitigt.

Zunichst wurde jeweils 1 ml des Fliissigmediums in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal pipettiert
und fiir 10 min bei 5.000xg zentrifugiert. Es wurde fiir alle Zentrifugationsschritte stets die
Tischzentrifuge Typ 5415C (Fa. Eppendorf-Nethler-Hinz GmbH) verwendet. Der
Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Die Pellets wurden danach jeweils in 1 ml
Nuclease-freiem Wasser resuspendiert und fiir 5 min bei 5.000xg erneut zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder abpipettiert und verworfen. Nun wurden die Pellets in 180 pl
Lysispuffer aufgenommen und resuspendiert. Danach wurde griindlich mit dem Vortex-
Schiittler gemischt und die GefiaBe anschlieBend fiir mindestens 1,5 h bei 37 °C im
Thermomixer (Fa. Eppendorf AG) unter leichtem Schiitteln (750 rpm) inkubiert. Danach
wurde nochmals griindlich gemischt (Vortex-Schiittler) und kurz anzentrifugiert, um evtl.
am Gefdldeckel anhaftende Tropfchen zu entfernen. AnschlieBend wurden 25 pl
Proteinase K und 200 pl Puffer AL zugegeben und wieder gemischt. Jetzt wurde fiir 1,5 bis
3 h bei 56 °C im Thermomixer unter leichtem Schiitteln inkubiert und danach auf dem
Vortex-Schiittler gemischt. Zur Inaktivierung von evtl. noch nicht vollstandig lysierten

Mycobakterien wurden die Proben nun fiir 15 min bei 95-96 °C im Thermomixer unter
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leichtem Schiitteln erhitzt, dann wieder griindlich geschiittelt (Vortex-Schiittler) und nach
Abkiihlung auf Raumtemperatur aus o. g. Griinden kurz anzentrifugiert. Im Anschluss
daran wurden jeweils 200 pl Ethanol (96-100 %) hinzugegeben, gemischt und kurz
anzentrifugiert. Jetzt wurde die gesamte Fliissigkeit jeweils in eine QIAmp spin Siule,
welche zuvor in ein Sammelgefal gesetzt wurde, tiberfithrt und fiir 1 min bei 6.000xg
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sdule in ein neues Sammelgefal3
gesetzt. Nun wurden jeweils 500 ul des Puffers AW 1 auf die Sdulen gegeben und dann fiir
I min bei 6.000xg zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und die Séule in ein neues
Sammelgefal gesetzt. Jetzt wurden jeweils 500 ul des Puffers AW 2 auf die Sdule gegeben
und anschlieend fiir 3 min bei maximaler Umdrehungszahl (20.000xg) zentrifugiert, der
Durchfluss verworfen und die Sdule erneut in ein neues Sammelgefd3 gesetzt. Zur
vollstindigen Entfernung evtl. noch vorhandener Restfliissitkeit in der Sdule wurde
nochmal bei maximaler Umdrehungszahl fiir 1 min zentrifugiert. Jetzt wurden die Séulen
fiir die Elution in 1,5 ml Eppendorf-Gefa3e gesetzt und jeweils100 ml AE-Puffer direkt auf
den Filter der Saule pipettiert und nun fiir I min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurde fiir I min bei 6.000xg zentrifugiert. Das so aufgefangene Eluat enthilt vorhandene
DNS; es wurde bis zur Untersuchung mittels Triplex Real-Time PCR im Kiihlschrank bei
+2 bis +8 °C gelagert. Der molekularbiologische Nachweis entspricht dem unter 3.5.3

beschriebenen Verfahren.

3.7.6 Extraktionsverfahren fiir genomische MAP-DNS aus Gewebe

Die Isolierung der genomischen DNS von Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis aus
dem bovinen Gewebe erfolgte nach einem modifizierten Protokoll des Dneasy® Blood &
Tissue Mini Kits der Fa. Qiagen. Die verwendeten Reagenzien und Chemikalien sind unter
3.7.5  bereits gelistet. Die DNS-Isolierung erfolgte am Morgen nach der
Organprobenentnahme am Schlachthof.

Vor Beginn der folgenden Arbeiten wurden die Arbeitsflichen gereinigt und desinfiziert
und anschlieBend eine evtl. vorhandene DNS-Kontamination mit DNA-Away der Fa. Roth
beseitigt.

Die Gewebeproben wurden zunéchst in sterilen Petrischalen mit sterilen Einmalskalpellen
so lange zerkleinert, bis sie eine breiige, homogene Konsistenz hatten.

Fiir den Doppelansatz wurden jeweils 50 mg Gewebe in ein 2 ml Lysing-Tube (mit
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SiLibeads® (Keramikkiigelchen), Typ ZY 1,4-1,6mm, Fa. Sigmund Lindner) mit Hilfe
einer geeichten elektronische Analyse- und Prézisionswaage (Typ BA 210 S-OD1/MCBB
100, Fa. Sartorius AG) abgewogen. Von dem sehr zellreichen Milzgewebe wurden nur
20 mg fiir den Doppelansatz abgewogen. Danach erfolgte die Zugabe von 300 ug TE-
Puffer (Lysispuffer ohne Triton, um einer Schaumbildung bei der mechanischen
Homogenisation im Ribolyser vorzubeugen). Nun erfolgte der mechanische Aufschluss im
Zell-Homogenisator (,,Ribolyser), Typ Precellys 24 der Fa. Bertlin Technologies mit der
Einstellung 2 x Stufe 5500 je 20 s (mit 60 s Pause dazwischen). Jetzt wurden jeweils 60 pl
Lysispuffer (6-fach Tritonpuffer mit Lysozym) hinzugegeben, im Vortex-Schiittler
gemischt und im Thermomixer iiber Nacht bei 37 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert.
Dann wurden 50 pl Proteinase K und 400 ul Puffer AL hineinpipettiert und griindlich mit
dem Vortex-Schiittler gemischt. Jetzt wurde im Thermomixer bei 56 °C fiir 1,5 bis 2 h
unter leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben zur Inaktivierung von
evtl. nicht vollstdndig lysierten Mycobakterien im Thermomixer fiir 15 min unter leichtem
Schiitteln auf 95 bis 96 °C erhitzt. Nun wurden jeweils 400 ul absolutes Ethanol (96 bis
100 %) zugegeben und griindlich auf dem Vortex-Schiittler gemischt. Anschlieend wurde
die Fliissigkeit aufgeteilt (Doppelansatz) und jeweils 600 pl in eine QIAmp spin Sdule in
einem Sammelgefdl iiberfiihrt und der Rest ebenfalls in eine weitere QIAmp spin Sdule
(im Sammelgefaf3) tiberfiihrt. Es wurde fiir alle folgenden Zentrifugationsschritte stets die
Tischzentrifuge, Typ 5415C (Fa. Eppendorf-Nethler-Hinz GmbH) verwendet. Jetzt wurde
fiir 1 min bei 6000 xg zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und die Sdule in ein neues
Sammelgefal gesetzt. Ab jetzt wurde analog zu dem in 3.7.5 beschriebenen
Extraktionsverfahren weitergearbeitet (Zugabe von jeweils 500 pl Puffer AW 1 usw.).

Das so am Ende aufgefangene Eluat enthdlt vorhandene DNS; es wurde bis zur
Untersuchung mittels Triplex Real-Time PCR im Kiihlschrank bei +2 bis +8 °C gelagert.

Der molekularbiologische Nachweis entspricht dem unter 3.5.3 beschriebenen Verfahren.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse der klinischen Allgemeinuntersuchung sowie der grobsinnlichen

Kotbeurteilung

Der Erndhrungszustand (Body Condition Score, BCS) der 27 noch zur Verfligung
stehenden Kiithe wurde bei der 1. Nachbeprobung mit durchschnittlich (arithmetischer
Mittelwert) 3,15 beurteilt. Der niedrigste BCS lag bei 2,50 und der hochste bei 3,75. Bei
der 2. Nachbeprobung lag der Durchschnittswert bei 3,20, bei einer Spannweite von 2,50
bis 3,75 (Tab. 15 und Tab. 16 im Anhang). Die bei den Erst- oder den beiden
Nachbeprobungen MAP-positiven Tiere hatten BCS-Werte zwischen 2,75 und 3,75.

Die durchschnittliche Herzfrequenz lag bei der 1. Nachbeprobung bei 80,6 / min, bei einer
Spannweite von 52 / min bis 124 / min. Bei der 2. Nachbeprobung lag diese bei 79,6 / min,
bei einer Spannweite von 64 / min bis 104 / min.

Die durchschnittliche Atemfrequenz betrug bei der 1. Nachbeprobung 33,2 / min, bei einer
Spannweite von 24 / min bis 52 / min. Bei der 2. Nachbeprobung lag sie bei 35,0 / min, bei
einer Spannweite von 28 / min bis 44 / min.

Die durchschnittlich festgestellte Rektaltemperatur der Probanden lag bei der
1. Nachbeprobung bei 38,4 °C und bei der 2. Nachbeprobung ebenfalls bei 38,4 °C.
Insgesamt bewegte sich die Rektaltemperatur zu den beiden Messzeitpunkten zwischen
38,0 °Cund 39,0 °C.

Die Kotkonsistenz war bei der 1. Nachbeprobung bei 7 Probanden (25,9 %) diinnbreiig, bei
18 Probanden (66,7 %) mittelbreiig und bei 2 Probanden (7,4 %) dickbreiig. Bei der 2.
Nachbeprobung war die Kotkonsistenz bei 3 Probanden (11,1 %) diinnbreiig, bei 19
Probanden (70,4 %) mittelbreiig und bei 5 Probanden (18,5 %) dickbreiig. Die
Kotkonsistenz der fiinf in einer der Untersuchungen als MAP-positiv eingestuften Kiihe
war bei der 1. Nachbeprobung bei 2 Probanden (40 %) diinnbreiig und bei 3 Probanden
(60 %) mittelbreiig. Bei der 2. Nachbeprobung war die Kotkonsistenz bei 3 Probanden
(60 %) mittelbreiig und bei 2 Probanden (40 %) dickbreiig.
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Kotkonsistenz Kotkonsistenz
1. Nachbeprobung 2. Nachbeprobung

M diinnbreiig
B mittelbreiig
[J dickbreiig

Bei der 1. Nachbeprobung wurde der Zerkleinerungsgrad des Kotes bei 3 Kiihen (11,1 %)
als "schlecht zerkleinert" (viele iiber 1 - 2 cm lange Partikel), bei 12 Kiihen (44,4 %) als
"miBig zerkleinert" (reichlich bis zu 0,5 cm lange Pflanzenfasern), bei 11 Kiihen (40,7 %)
als "gut zerkleinert" (Zerkleinerung deutlich feiner als diejenige bei miBig verdauten
Darmausscheidungen) und bei einer Kuh (3,7 %) als "fein zerkleinert" (nahezu ohne
erkennbare Partikel) bewertet. Bei der 2. Nachbeprobung war der Zerkleinerungsgrad des
Kotes bei 3 Kiihen (11,1 %) "schlecht zerkleinert", bei 18 Kiihen (66,7 %) "maBig
zerkleinert" und bei 6 Kiihen (22,2 %) "gut zerkleinert".

Zerkleinerungsgrad des Kots Zerkleinerungsgrad des Kots
1. Nachbeprobung 2. Nachbeprobung

B schlecht
zerkleinert
B maRig
zerkleinert
O gut
zerkleinert
M fein
zerkleinert
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Der Geruch des Kotes war stets physiologisch, in wenigen Einzelfillen auch leicht muffig
(siehe Tab. im Anhang).

Beimengungen im Kot, wie Schleim, Fibrin, Blut, Gasblasen oder Sonstiges, waren bei
beiden Nachbeprobungen bei keinem der Probanden festzustellen.

Die genauen Daten zu den einzelnen Tieren sind den beiden Tabellen im Anhang zu

entnehmen.
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4.2 Ergebnisse der kulturellen Untersuchung auf MAP

In keiner einzigen der anlédsslich der 1. Nachbeprobung entnommenen Kotproben konnte
nach 12 wochiger Bebriitungsdauer bei 37 °C auf Herrold’s Egg Yolk Schrigagar im
Dreifachansatz (A, B, C) MAP angeziichtet werden. Bei manchen Ansdtzen zeigten sich

Kontaminationen mit Hefe- oder Schimmelpilzkolonien (siehe Tab. 6).

Tabelle 6: Ergebnisse der kulturellen Kotuntersuchung bei der 1. Nachbeprobung

Anzahl gewachsener MAP-Kolonien

Betrieb-Nr. QS-Nr. bei 1. Nachbeprobung

Kontaminationen

1 1 kein Wachstum A: 1 SP-Kolonie

1 2 kein Wachstum keine

2 3 kein Wachstum B: 3 Bakterien-Kolonien

2 4 kein Wachstum keine

2 5 kein Wachstum keine

3 8 kein Wachstum keine

3 17 kein Wachstum C: 1 Hefe-Kolonie

3 18 kein Wachstum A: 1 SP-Kolonie / B: 1 SP-Kolonie / C: 1 Hefe-Kolonie
3 19 kein Wachstum keine

3 38 kein Wachstum A: 1 Hefe-Kolonie

3 40 kein Wachstum A: 1 Hefe-Kolonie

4 10 kein Wachstum A: mit Schimmel Giberwuchert

5 13 kein Wachstum keine

5 14 kein Wachstum keine

5 15 kein Wachstum keine

5 28 kein Wachstum keine

6 20 kein Wachstum keine

6 21 kein Wachstum keine

7 25 kein Wachstum B: 4 Hefe-Kolonien

7 26 kein Wachstum B: 1 Hefe-Kolonie

7 27 kein Wachstum C: 1 SP-Kolonie

7 45 kein Wachstum A: 1 Hefe-Kolonie / C: 3 Hefe-Kolonien
9 3 kein Wachstum A: 3 SP-Kolonien / B: 2 SP-Kolonien / C: 1 SP-Kolonie
9 32 kein Wachstum A: 1 SP-Kolonie / B: 1 SP-Kolonie

10 34 kein Wachstum A: 1 SP-Kolonie / C: 1 SP-Kolonie

10 46 kein Wachstum keine

1 35 kein Wachstum keine

Alle Proben wurden im Dreifachansatz auf HEYM angelegt (A, B, C)

SP: Schimmelpilz

QS-Nr.: Nummer des jeweiligen Probanden aus der friheren Querschnittstudie
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Bei der 2. Nachbeprobung konnte MAP bei den Tieren Nr. 8 und Nr. 18 nachgewiesen
werden, welche beide aus dem selben Betrieb stammten (Betrieb Nr. 3).

Bei Tier Nr. 8 zeigte sich im Ansatz A kein Wachstum. Im Ansatz B fand sich eine MAP-
Kolonie und im Ansatz C entwickelten sich zwei MAP-Kolonien.

Bei Tier Nr. 18 fanden sich in Ansatz A und B jeweils eine MAP-Kolonie, in Ansatz C
zeigte sich jedoch kein MAP-Wachstum.

Bei allen anderen Tieren gelang keine Anziichtung von MAP. Auf einigen Herrold's - Egg -
Yolk -

Schrigagarmedien fanden sich Kontaminationen durch Hefe- und

Schimmelpilzkolonien sowie durch Bakterien (siche Tab. 7).

Tabelle 7: Ergebnisse der kulturellen Kotuntersuchung bei der 2. Nachbeprobung

Anzahl gewachsener MAP-Kolonien

Betrisb-Nr. QS-Nr. bei 2. Nachbeprobung

Kontaminationen

1 1 kein Wachstum keine

1 2 kein Wachstum C: 1 SP-Kolonie

2 3 kein Wachstum A: 1 SP-Kolonie

2 4 kein Wachstum keine

2 5 kein Wachstum A: mit Schimmel iberwuchert

3 8 0/1/2 B: 1 SP-Kolonie / C: 1 SP-Kolonie

3 17 kein Wachstum B: 2 Hefe-Kolonien

3 18 17110 A: 1 SP-Kolonie / C: 1 SP-Kolonie

3 19 kein Wachstum A: 2 SP-Kolonien / B: 2 SP-Kolonien / C: 1 SP-Kolonie

3 38 kein Wachstum A: mit Schimmel iberwuchert / B: 1 SP-Kolonie / C: 1 SP-Kolonie

3 40 kein Wachstum A: mit Schimmel Giberwuchert / B: 1 SP-Kolonie / C: 1 SP-Kolonie

4 10 kein Wachstum A: 1 SP-Kolonie und 19 Bakterien-Kolonien/ B: 1 SP-Kolonie /
C: mit Schimmel Giberwuchert

5 13 kein Wachstum A: 1 SP-Kolonie / C: 1 SP-Kolonie

5 14 kein Wachstum keine

5 15 kein Wachstum C: 1 SP-Kolonie

5 28 kein Wachstum keine

6 20 kein Wachstum keine

6 21 kein Wachstum keine

7 25 kein Wachstum A: 1 SP-Kolonie / B: mit Schimmel iiberwuchert

7 26 kein Wachstum A: 2 SP-Kolonien / B: 3 SP-Kolonien / C: 1 SP-Kolonie

7 27 kein Wachstum A: mit Schimmel iberwuchert

7 45 kein Wachstum A: mit Schimmel Giberwuchert / B: 1 SP-Kolonie

9 31 kein Wachstum A: 1 SP-Kolonie / B: 1 SP-Kolonie

9 32 kein Wachstum keine

10 34 kein Wachstum keine

10 46 kein Wachstum keine

11 35 kein Wachstum C: 1 Hefe-Kolonie

Alle Proben wurden im Dreifachansatz auf HEYM angelegt (A, B, C)

SP: Schimmelpilz

QS-Nr.. Nummer des jeweiligen Probanden aus der frilheren Querschnittstudio
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4.3 Ergebnisse des molekularbiologischen Nachweises von MAP mit Hilfe der Triplex

Real-time-Polymerasekettenreaktion

Bei der 1. Nachbeprobung war der MAP-Marker F57 in keiner der Kotproben detektierbar;
der Ct-Wert lag stets iiber 40, so dass alle Proben als negativ zu werten waren (siche 3.5.7).
Gleiches galt beziiglich des MAP-Markers ISMav2. Bei der Kotprobe von Tier-Nr. 20 war
eine 1:2 Verdiinnung notwendig, da der Ct-Wert der internen Amplifikationskontrolle
(IAK) nicht zwischen 30 und 35 lag und somit davon auszugehen war, dass in der Probe

Hemmstoffe enthalten waren, welche zu falsch-negativen Ergebnissen fithren kdnnen

(siehe 3.5.6).

Tabelle 8: Ergebnisse des molekularbiologischen MAP-Nachweises in den Kotproben
mittels Triplex Real-time-PCR bei der 1. Nachbeprobung

. Marker F57 Marker ISMav2 Verdlinnun
Beirieb-Nr.  QS-Nr. (Ct-Werte) (Ct-Werte) (auf Grund von Herr?mungen)
1 1 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
1 2 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
2 3 n.d. /n.d. n.d./n.d. nein
2 4 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
2 5 n.d. /n.d n.d./n.d. nein
3 8 n.d./n.d. n.d. /n.d nein
3 17 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
3 18 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
3 19 n.d./n.d. n.d. /n.d nein
3 38 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
3 40 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
4 10 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
5 13 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
5 14 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
5 15 n.d. /41,69 n.d./n.d. nein
5 28 42,16/ n.d n.d./n.d. nein
6 20 n.d./n.d. n.d./n.d. 1:2
6 21 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
7 25 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
7 26 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
7 27 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
7 45 n.d./n.d. n.d. /n.d nein
9 31 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
9 32 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
10 34 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
10 46 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
11 35 n.d./n.d. n.d./n.d. nein

n. d.: nicht detektiert
QS-Nr.: Nummer des jeweiligen Probanden aus der friiheren Querschnittstudie
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Bei der 2. Nachbeprobung lag der Ct-Wert des MAP-Markers ISMav2 bei einem Ansatz

von Tier-Nr. 8 bei 38,37 und somit im fraglichen Bereich (siehe 3.5.7). In dem anderen

Ansatz war ISMav2 nicht detektierbar. Der Marker F57 war im Kot dieses Tieres jedoch in

keinem der beiden Ansétze nachweisbar.

Bei Tier-Nr. 18 lag der Ct-Wert fiir F57 in einem Ansatz bei 37,38 und war somit ebenfalls

als fraglich einzustufen. In dem anderen Ansatz war F57 nicht nachweisbar, und auch

ISMav2 war in keinem der beiden Anséitze nachweisbar.

Bei allen anderen Tieren waren weder der MAP-Marker F57 noch ISMav2 detektierbar,

bzw. der Ct-Wert lag iiber 40, so dass diese Proben alle als negativ zu bewerten waren.

Tabelle 9: Ergebnisse des molekularbiologischen MAP-Nachweises in den Kotproben
mittels Triplex Real-time-PCR bei der 2. Nachbeprobung

. Marker F57 Marker ISMav2 Verdinnun
Betrieb-Nr.  QS-Nr. (Ct-Werte) (Ct-Werte) (auf Grund von Hen%mungen)
1 1 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
1 2 n.d./n.d. n.d. /n.d nein
2 3 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
2 4 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
2 5 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
3 8 n.d./n.d. n. d./ 38,37 nein
3 17 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
3 18 n.d./ 37,38 n.d./n.d. nein
3 19 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
3 38 n.d. /n.d. n.d./n.d. nein
3 40 n.d. /n.d. n.d./n.d. nein
4 10 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
5 13 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
5 14 n.d./n.d. n.d. /n.d nein
5 15 40,20/ 40,61 n.d. /n.d nein
5 28 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
6 20 n.d./n.d. n.d. /n.d nein
6 21 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
7 25 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
7 26 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
7 27 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
7 45 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
9 31 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
9 32 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
10 34 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
10 46 n.d./n.d. n.d./n.d. nein
11 35 n.d./n.d. n.d./n.d nein

n. d.: nicht detektiert

QS-Nr.: Nummer des jeweiligen Probanden aus der friiheren Querschnittstudie
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4.4 Ergebnisse des Nachweises von MAP-spezifischen Antikdrpern im Serum mit

Hilfe des Pourquier®-ELISA

Bis auf eine Ausnahme lag der Titer der MAP-spezifischen Antikdrper sowohl bei der 1.
als auch bei der 2. Nachbeprobung bei allen Proben unter 45 %. Deshalb waren diese Tiere
in diesem indirekten Nachweisverfahren als MAP-negativ zu bewerten (siche 3.6).
Lediglich Tier-Nr. 46 hatte bei der 2. Nachbeprobung einen Titer von 54,2 und somit ein
fragliches Ergebnis.

Tabelle 10: Ergebnisse des Nachweises von MAP-spezifischen
Antikérpern im Serum mit Hilfe des Pourquier-ELISA

. S/P in % S/Pin %
Betrieb-Nr. QS-r. (1. Nachbeprobung) (2. Nachbeprobung)

1 1 -13,6 -7,3
1 2 -4.9 -13,8
2 3 -5,1 -0,8
2 4 51 -13,6
2 5 -16,8 9,7
3 8 -8,5 -16
3 17 -16,4 -13,2
3 18 6,3 -17,6
3 19 -13,8 -6,1
3 38 -16,6 -22,3
3 40 -18,6 -10,3
4 10 -22,5 -11,5
5 13 -4,3 -2,2
5 14 -2,8 -9,5
5 15 -8,5 -17
5 28 -18,8 -17,2
6 20 -15 -12,3
6 21 -3,8 4,2
7 25 -20,8 -16
7 26 -16,2 -7,9
7 27 -16,6 -16,2
7 45 -14,8 -18
9 31 -17,8 -19,6
9 32 -23,3 -17,6
10 34 -19,4 -23,7
10 46 -22,3 54,2
11 35 -7.1 -20,2

QS-Nr.: Nummer des jeweiligen Probanden aus der friheren
Querschnittstudie
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4.5.1 Ergebnisse der Anziichtung von MAP aus Organmaterial, Darminhalt und
Kotproben von zwei geschlachteten Kiihen auf Herrold s-Egg-Yolk-Schriigagar mit
Mycobactin J und ANV

Bei Tier Nr. 3 (QS 3) konnte MAP mittels kultureller Anziichtung auf HEYM mit Zusatz
von Mycobactin J und ANV im Kot, im Darminhalt des Ileums sowie im
Ileozaekallymphknoten, im Ileum und in der Ileozdkalklappe nachgewiesen werden. Im
Colon sowie in dessen Inhalt, in der Milz und in der Tonsille konnte MAP bei diesem Tier
jedoch nicht angeziichtet werden.

Bei Tier Nr. 4 (QS 4) war eine Anzucht von MAP in keiner der o. g. Proben méglich.

Die Anzahl der jeweils gewachsenen Kolonien sowie evtl. vorhandene Kontaminationen

sind der Tabelle 11 zu entnehmen.

Tabelle 11: Ergebnisse der kulturellen MAP-Anzucht auf HEYM aus Kot, Darminhalt und
Organproben der beiden geschlachteten Kiihe

Probenbezeichnung Anzahl gewachsener MAP-Kolonien Kontaminationen
QS 3 Kot 1/0/2 keine
QS 3 Darminhalt lleum 1/6/4 keine
QS 3 Darminhalt Colon kein Wachstum keine
QS 3 lleozakallymphknoten ~ Rasenwachstum / Rasenwachstum  keine
QS 3 Jejunallymphknoten kein Wachstum keine
QS 3 lleum 15 / Rasenwachstum keine
QS 3 lleozakalklappe 30 / Rasenwachstum keine
QS 3 Colon kein Wachstum keine
QS 3 Milz kein Wachstum keine
QS 3 Tonsille kein Wachstum keine
QS 4 Kot kein Wachstum A: 1 SP-Kolonie / B: mit Schimmel (iberwuchert
QS 4 Darminhalt lleum kein Wachstum keine
QS 4 Darminhalt Colon kein Wachstum keine
QS 4 lleozalallymphknoten kein Wachstum keine
QS 4 Jejunallymphknoten kein Wachstum keine
QS 4 lleum kein Wachstum keine
QS 4 lleozakalklappe kein Wachstum keine
QS 4 Colon kein Wachstum keine
QS 4 Milz kein Wachstum keine
QS 4 Tonsille kein Wachstum keine

Kot und Darminhalt im Dreifachansatz angelegt, Gewebeproben im Doppelansatz angelegt
SP: Schimmelpilz
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4.5.2 Ergebnisse der Anziichtung von MAP aus Organproben von zwei geschlachteten
Kiihen in Mycobacteria Growth Indicator Tubes mit OADC, PANTA und
Mycobactin J

Bei Tier Nr. 3 (QS 3) war ein MAP-Wachstum nach Anzucht in MGIT’s im
Ileozdkallymphknoten, im Ileum, in der Ileozédkalklappe sowie im Colon mittels Triplex
Real-time-PCR (nach Schonenbriicher et al., 2008) nachweisbar. Die DNS-Isolierung
wurde aufgrund positiver Fluoreszenz bei 365 nm der Proben "lleozékallymphknoten",
"Ileum" und "Ileozédkalklappe" nach 4 Wochen Bebriitung durchgefiihrt. Bei den restlichen
Proben war {iber die gesamte 12-wdochige Bebriitungsdauer keine Fluoreszenz nachweisbar.
Bei diesen Proben erfolgte die DNS-Isolierung nach 12 Wochen Bebriitung. Im
Jejunallymphknoten, in der Milz und in der Tonsille konnte bei diesem Tier kein MAP
nachgewiesen werden.

Bei Tier Nr. 4 liel sich MAP nach 12-wochiger Bebriitung in MGIT’s nicht nachweisen.

Tabelle 12: Ergebnisse der kulturellen Anzucht in MGIT s von Organproben der beiden
geschlachteten Kiihe

MAP-Wachstum im MGIT mittels Fluoreszenz bei 365 nm nachweisbar?

Probenbezeichnung Triplex Real-time-PCR nachweisbar? (nach wieviel Wochen?)
QS 3 lleozakallymphknoten jalja ja (4 Wochen) / ja (4 Wochen)
QS 3 Jejunallymphknoten nein / nein nein / nein
QS 3 lleum jalja ja (3 Wochen) / ja (3 Wochen)
QS 3 lleozakalklappe jalja ja (4 Wochen) / ja (3 Wochen)
QS 3 Colon jalnein nein / nein
QS 3 Milz nein/ nein nein / nein
QS 3 Tonsille nein / nein nein / nein
QS 4 lleozalallymphknoten nein / nein nein / nein
QS 4 Jejunallymphknoten nein / nein nein / nein
QS 4 lleum nein / nein nein / nein
QS 4 lleozakalklappe nein / nein nein / nein
QS 4 Colon nein / nein nein / nein
QS 4 Milz nein / nein nein / nein
QS 4 Tonsille nein / nein nein / nein

MGIT’s wurden jeweils im Doppelansatz angelegt

57



4.5.3 Ergebnisse des molekularbiologischen Nachweises von MAP mit Hilfe der
Triplex Real-time-Polymerasekettenreaktion in Organmaterial, Darminhalt und

Kotproben von zwei geschlachtete Kiihen

Bei Tier Nr. 3 (QS 3) lieB sich MAP-DNS im Ileozékallymphknoten (allerdings nur der
MAP-Marker F57) nachweisen, nachdem eine 1 : 5 Verdiinnung vorgenomen wurde, da es
unverdiinnt zu Hemmungen der PCR gekommen war. Im Ileum lie3 sich MAP-DNS mit
Hilfe der Marker F57 und ISMav2 nachweisen. Hier war ebenfalls eine 1 : 5 Verdiinnung
notwendig. In der Probe aus der Ileozikalklappe kam es zu einem fraglichen Ergebnis,
nachdem eine 1 : 10 Verdliinnung vorgenommen wurde. Im Kot, im Darminhalt von Ileum
und Colon, im Jejunallymphknoten, im Colon, in der Milz und in der Tonsille konnte
MAP-DNS nicht nachgewiesen werden. Die Ct-Werte sowie die auf Grund von

Hemmungen jeweils notwendigen Verdiinnungen kénnen Tabelle 13 entnommen werden.

Bei Tier Nr. 4 (QS 4) war MAP-DNS in keiner der o. g. Proben nachweisbar. Die Proben
des Jejunallymphknoten waren bei diesem Tier nicht auswertbar, da es auch nach einer

1 : 10 Verdiinnung zu Hemmungen der PCR gekommen war.

Tabelle 13: Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen von Proben aus den
zwei geschlachteten Kiihen mittels Triplex Real-time PCR

Probenbezeichnung Marker F57 Marker ISMav2 Verdinnung
(Ct-Wertte) (Ct-Werte) (auf Grund von Hemmungen)
QS 3 Kot n.d./n.d. n.d./n. d nein
QS 3 Darminhalt lleum n.d./n.d. n.d./n.d. nein
QS 3 Darminhalt Colon n.d./n.d. n.d./n.d. nein
QS 3 lleozakallymphknoten 35,86 / 35,83 n.d./n.d. 1:5
QS 3 Jejunallymphknoten n.a./n. a. n.a./n. a. 1:10
QS 3 lleum 31,55/ 31,51 36,34 / 36,20 1:5
QS 3 lleozakalklappe 38,29/ 38,22 39,65/ 44,85 1:10
QS 3 Colon n.a./n.d. n.a./n.d 1:10
QS 3 Milz n.d./n.d. n.d./n.d. 1:5
QS 3 Tonsille n.d./n.d. n.d./n.d. 1:5
QS 4 Kot n.d./n.d. n.d./n. d nein
QS 4 Darminhalt lleum n.d./n.d. n.d./n.d. nein
QS 4 Darminhalt Colon n.d./n.d. n.d./n.d. nein
QS 4 lleozalallymphknoten n.a./n.d. n.a./n.d. 1:10
QS 4 Jejunallymphknoten n.a./n. a. n.a./n. a. 1:10
QS 4 lleum n.d./n.d. n.d./n.d. 1:10
QS 4 lleozakalklappe n.d./n.d. n.d./n.d. 1:10
QS 4 Colon n.d./n.d. n.d. /n. d 1:10
QS 4 Milz n.d./n.d. n.d./n. d. 1:5
QS 4 Tonsille n.d. /n.d. n.d. /n. d 1:10

n. d.: nicht detektiert
n. a.: nicht auswertbar
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4.5.4 Ergebnisse der serologischen Untersuchung mittels Pourquier®-ELISA bei den

zwei geschlachteten Kiihe

Der Titer fiir MAP-spezifische Antikorper lag einen Tag vor der Schlachtung bei Tier Nr. 3
bei 4,5 % und bei Tier Nr. 4 bei 9,4 %. Somit sind beide Tiere als serologisch negativ

einzustufen (siche 3.6).

4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei Tier Nr. 3 konnte im Kéilberalter MAP in der kulturellen Untersuchung sowie mittels
Triplex Real-Time PCR nach Schonenbriicher et al. (2008) nachgewiesen werden. Bei
beiden Nachbeprobungen war mit keiner der o. g. Methoden MAP in den Kotpoben
nachweisbar.

Bei Tier Nr. 4 verlief sowohl die PCR, die kulturelle Untersuchung, als auch der indirekte
Nachweis mittels Pourquier®-ELISA im Alter von ca. 100 Tagen positiv. Bei den
Nachbeprobungen konnte MAP weder direkt im Kot noch indirekt nachgewiesen werden.
Bei Tier Nr. 5 gelang der Nachweis von MAP im Kélberalter mittels PCR, und das Tier
war damals auch bei der serologischen Untersuchung positiv. Ein Nachweis von MAP
mittels kultureller Untersuchung gelang damals nicht. Bei den Nachbeprobungen verliefen
alle Untersuchungen bei diesem Tier negativ.

Tier Nr. 6, welches im Kélberalter ein fragliches Ergebnis in der PCR erzielt hatte, stand
fiir die Nachuntersuchungen leider nicht mehr zur Verfiigung.

Bei Tier Nr. 8 ergab im Kaélberalter die PCR ein fragliches Ergebnis. Die kulturelle
Anzucht gelang nicht und auch das Ergebnis der Serologie war negativ. Bei den Proben
dieses Tieres gelang bei der 1. Nachbeprobung der MAP-Nachweis mit keiner der
genannten Methoden. Bei der 2. Nachbeprobung konnte MAP mittels kultureller Anzucht
auf HEYM im Kot nachgewiesen werden. Die PCR ergab ein fragliches Ergebnis.

Bei allen anderen Tieren der Studie verliefen die Untersuchungen im Alter von 100 (+/- 10)
Lebenstagen mit den o.g. Methoden negativ.

Bei Tier Nr. 18 gelang bei der 2. Nachbeprobung der MAP-Nachweis im Kot mittels
kultureller Untersuchung. Die Real-Time PCR ergab bei diesem Tier ein fragliches
Ergebnis.

Bei Tier Nr. 46 lieferte die serologische Untersuchung bei der 2. Nachbeprobung ein
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fragliches Ergebnis. Ein Nachweis von MAP mit den o. g. direkten Nachweisverfahren
gelang nicht.

Bei allen anderen Kiihen, welche fiir diese Studie noch zur Verfligung standen, konnte
anldsslich beider Nachbeprobungen MAP weder direkt im Kot noch indirekt (Antikorper)
nachgewiesen werden.

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse findet sich in Tabelle 14.

Bei den Tieren Nr. 3 und Nr. 4 wurden anlésslich der Schlachtung Kot, Darminhalt und
Organproben entnommen und untersucht. Bei Tier Nr. 3 lief sich MAP in mehreren Proben
(s. 0.) sowohl kulturell (auf HEYM und in MGIT's) als auch molekularbiologisch
nachweisen. Ein Nachweis von MAP-spezifischen Antikorpern im Serum mittels
Pourquier®-ELISA gelang jedoch nicht. Bei Tier Nr. 4 hingegen gelang der MAP-

Nachweis in keiner der o. g. Proben.
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Tabelle 14: Ubersicht iiber die Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungen bei den noch zur
Verfiigung stehenden Probanden

Beprobung mit 100 Tagen 1. Nachbeprobung 2. Nachbeprobung
Real-Time Real-Time Real-Time
Betriebs-Nr. ~ Tier-Nr. | PCR (Lnn.) Lnn.-Kultur  Serologie | PCR (Kot) Kot-Kultur  Serologie | PCR (Kot) Kot-Kultur Serologie

—
—

o O N 110NN W W WU B W N NN -
—
=

= negativ
= fraglich
= positiv
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S DISKUSSION

5.1 Zur klinischen Allgemeinuntersuchung und grobsinnlichen Kotbeurteilung

Da die allgemeine klinische Untersuchung die Grundlage fiir das Stellen einer Diagnose
und somit unabdingbar fiir die tierdrztliche Tatigkeit ist, wurden anldsslich jeder
Probenentnahme bei jedem Probanden die wichtigsten Befunde erhoben. Die
Durchfiihrung der allgemeinen klinischen Untersuchung sowie der grobsinnlichen
Kotuntersuchung erfolgte entsprechend den Angaben in dem Lehrbuch von Dirksen et al.
(1990): "Die klinische Untersuchung des Rindes". Auch die Referenzwerte wurden diesem
Standardwerk entnommen.

Der Erndhrungszustand, angegeben durch den Body Condition Score (BCS), lag bei den
meisten Probanden in einem als physiologisch anzusehenden Bereich (siehe 4.1). Die
wenigen Kiihe mit einem BCS von 2,5 waren anlésslich der Beprobung im Kailberalter als
MAP-negativ eingestuft worden, und auch bei den Nachbeprobungen hatte sich kein
Hinweis auf eine solche Infektion ergeben. Zudem variierte die Korperkondition der
untersuchten Kiihe zwischen den beiden Nachbeprobungsterminen, so dass davon
auszugehen ist, dass die beobachteten Anderungen auf andere Einfliisse zuriickzufiihren
waren, wie etwa auf das jeweilige Laktationsstadium.

Die Herzfrequenz eines erwachsenen Rindes bewegt sich normalerweise zwischen 65 und
90 Schldagen / min. Die Durchschnittswerte fiir die Herzfrequenzen lagen mit 80,6 / min
bzw. 79,6 / min bei den beiden Nachbeprobungen also im physiologischen Bereich. Die
Spannweite betrug 52 bis 124 / min. Somit hatten manche Tiere eine Bradykardie und
manche eine Tachykardie. Dies kann ein Hinweis auf das Vorliegen einer Krankheit sein,
jedoch muss dabei bedacht werden, dass es auch natiirliche interindividuelle Unterschiede
gibt, welche nicht als pathologisch anzusehen sind. AuBlerdem steigt die Herzfrequenz bei
Aufregung und Belastung an. Hierin liegt sehr wahrscheinlich auch die Ursache fiir die bei
manchen Probanden festgestellte Tachykardie, da sie von einer fiir sie fremden Person
untersucht wurden und dafiir eine Fixierung bei den im Liegeboxenlaufstall gehaltenen
Rindern (z. B. im Fressgitter) notwendig war. Die beiden Probanden in Betrieb Nr. 6
wurden in Anbindehaltung (Kurzstand) gehalten, sodass keine weitere Fixierung
erforderlich war. Die Herzfrequenz lag bei diesen beiden Tieren stets im physiologischen

Bereich. Ein deutlicher Unterschied zwischen den positiv bzw. negativ auf den
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Paratuberkuloseerreger getesteten Probanden lag nicht vor.

Die normale Atemfrequenz des erwachsenen Rindes liegt bei 24 bis 36 Atemziigen / min.
Sie ist starken individuellen Schwankungen (Bewegung, Aufregung) und umweltbedingten
Einfliissen unterworfen, wobei vor allem die Lufttemperatur eine Rolle spielt. Die
durchschnittliche Atemfrequenz lag bei 33,2 bzw. 35,0 / min bei den beiden
Nachbeprobungen und somit im physiologischen Bereich. Die Spannweite betrug 24 bis 52
/ min. Eine Bradypnoe lag also bei keinem der Probanden vor. Die gelegentlich erfasste
Tachypnoe ist sehr wahrscheinlich durch Aufregung bedingt gewesen. Auch hier waren
keine Unterschiede beziiglich des MAP-Status der Tiere zu erkennen.

Die rektal gemessene Korpertemperatur eines erwachsenen Rindes liegt
physiologischerweise zwischen 38,0 und 39,0 °C. Die durchschnittlich gemessene
Korpertemperatur lag bei beiden Nachbeprobungen bei 38,4 °C und somit im
physiologischen Bereich. Die Spannweite bewegte sich an beiden Messzeitpunkten
zwischen 38,0 °C und 39,0 °C. Somit hatte kein Proband eine Hypo- oder Hyperthermie.
Die allgemeine klinische Untersuchung ergab somit bei keinem Probanden Hinweise auf
eine Allgemeininfektion.

Da die Paratuberkulose im klinischen Stadium mit Durchfall assoziiert ist (Klee, 2002)
wurden auch die Kotkonsistenz, der Zerkleinerungsgrad des Kotes, dessen Geruch und
eventuelle Beimengungen erfasst. Die normale Kotkonsistenz wiederkduender Rinder ist
mittelbreiig, was auch bei der liberwiegenden Anzahl der Probanden der Fall war (siche
4.1). Bei manchen Probanden war die Konsistenz auch diinnbreiig oder dickbreiig.
Nachdem allerdings keine klinischen Hinweise auf eine Erkrankung vorlagen und die
Konsistenz stark von der Fiitterung und Wasseraufnahme abhingt, diirfte diesen Befuden
keine pathologische Bedeutung zukommen. Dies kann man auch erkennen, wenn man die
Kotkonsistenz der Tiere aus den unterschiedlichen Herkunftsbetrieben vergleicht (siche
Tab. 15 u. Tab. 16 im Anhang). Erwachsene Rinder sondern normalerweise "méaBig
verdauten" Kot ab, in dem sich erkennbare Pflanzenfasern von bis zu 0,5 cm Linge
befinden. Dies war bei dem iiberwiegenden Anteil der Probanden auch der Fall (siehe 4.1).
Ein Unterschied zwischen den positiv bzw. negativ auf den Paratuberkuloseerreger
getesteten Probanden war nicht zu erkennen.

Der Geruch des Kots war bei fast allen Probanden physiologisch, bis auf wenige
Ausnahmen, wo er leicht muffig war. Diese geruchlichen Abweichungen waren jedoch nur
geringgradig und vermutlich fiitterungsbedingt.

Beimengungen im Kot, wie Schleim, Fibrin, Blut, Gasblasen oder Sonstiges warem bei
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beiden Nachbeprobungen bei keinem der Probanden festzustellen. Gasblasen finden sich
vor allem in den suppig-wissrigen Exkrementen von an Pararuberkulose erkrankten
Rindern.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zu keinem Untersuchungszeitpunkt und
insbesondere auch nicht bei den in der Nachbeprobung MAP-positiven Probanden ein
klinischer Hinweis auf eine Pararuberkuloseinfektion vorlag. Auch die Kotkonsistenz war
unabhidngig vom MAP-Status, bezogen auf die Ergebnisse der Erst- und der beiden
Nachbeprobungen. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass solche subklinischen MAP-
Infektionen nur anhand eines Erregernachweises, gegebenenfalls auch mittels indirekter

Nachweismethoden (Antikorper, Interferon-y-Reaktion) erkannt werden konnen.

5.2 Zur kulturellen Untersuchung auf MAP

Die kulturelle Untersuchung der Rinderkotproben auf MAP erfolgte auf Herrold 's-Egg-
Yolk-Schrigagar in Anlehnung an die AVID-Methode (AVID-Methodensammlung 2007)
im Dreifachansatz. Der kulturelle Nachweis des Erregers in Verbindung mit
molekularbiologischen Verfahren gilt derzeit als sicherste Methode zum Nachweis einer
Infektion, da nach einer Infektion nicht in jedem Fall messbare Antikorper nachgewiesen
werden konnen und somit die Sensitivitit der derzeit verfligbaren ELISA-Methoden
begrenzt ist. Aber auch der Nachweis des Erregers im Kot ist mit Unsicherheiten behaftet,
da die Erregerausscheidung diskontinuierlich erfolgen kann (Chiodini et al., 1984; AVID-
Mehodensammlung, 2007). Um diese Unsicherheiten zu minimieren, erfolgte im
Anschluss an die erste Nachbeprobung eine weitere Untersuchung im Abstand von drei
Monaten. Dies erwies sich als sinnvoll, da bei der ersten Nachbeprobung bei keinem
einzigen der 27 noch vorhandenen Probanden MAP im Kot nachweisbar war. Bei der
zweiten Nachbeprobung war bei zwei Tieren (QS-Nr. 8 und 18) ein geringes MAP-
Wachstum jeweils in zwei der drei Herrold s-Egg-Yolk-Schriagagarrohrchen nachweisbar.
Dies zeigt auch die Notwendigkeit der Anziichtung im Dreifachansatz. Die in der AVID-
Methodensammlung (2007) empfohlene Bebriitungsdauer fiir Rinderkotproben von 12
Wochen erwies sich als ausreichend lang, da sich nach einer weiteren Uberpriifung der
HEYM-Ro6hrchen auf Koloniewachstum nach 16 Wochen keine weiteren MAP-Kolonien
entwickelt hatten. Aufgrund der geringen Anzahl gewachsener MAP-Kolonien bei der

zweiten Nachbeprobung der Kithe QS-Nr. 8 und 18, welche beide aus dem selben Betrieb
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stammten, ist es nicht auszuschlieBen, dass es sich hierbei um falsch-positive Ergebnisse
gehandelt haben konnte im Sinne einer "passageren" Erregerausscheidung (siehe auch
2.9.1.2). Nach Literaturangaben soll dieses Phenomen in Herden mit einer hohen
Paratuberkulosepridvalenz auftreten, wobei sich bei einer solchen passageren Ausscheidung
nur wenige Keime im Kot nachweisen lassen (Sweeney et al., 1992; Fecteau et al., 2010).
In der Arbeit von Gilardoni et al. (2012) wird jedoch angemerkt, dass es sehr
unwahrscheinlich sei, dass genug Erreger den kompletten Verdauungstrakt eines
Wiederkduers passieren konnen, ohne dabei abgebaut zu werden.

Bei QS-Nr. 18 hatten alle im Kilberalter durchgefiihrten Untersuchungen auf MAP zu
einem negativen Ergebnis gefiihrt. Dieses Tier hat sich also vermutlich, sofern es sich
hierbei nicht um eine passagere MAP-Ausscheidung gehandelt hat (s. o.), erst nach dem
100. Lebenstag mit MAP infiziert. In einem Jejunallymphknoten von QS-Nr. 8§ wurde im
Kalberalter in der Triplex Real-time-PCR nach Schonenbriicher et al. (2008) MAP-DNS
nachgewiesen, und auch in der 2. Nachuntersuchung fand sich dieser Erreger im Kot.
Dieses Tier muss sich also vor dem 100. Lebenstag mit MAP infiziert haben.

Trotz Dekontamination der Rinderkotproben mittels N-Hexadecylpyridiniumchlorid (HPC)
und den antibiotisch sowie antimykotisch wirksamen Zusdtzen in HEYM =zeigte sich
relativ hdufig eine Kontamination mit Schimmel- oder Hefepilzen wie auch mit anderen
Bakterien (sieche 4.2) aufgrund der in dieser Matrix reichlich vorhandenen
Begleitkeimflora, wie dies auch von Whittington (2009) beschrieben wurde. Die
Entwicklung von effektiveren Methoden zur Dekontamination bzw. zur Unterdriickung der
Begleitkeimflora wire wiinschenswert, zumal die derzeit verwendeten Verfahren auch die
Anzahl von anziichtbaren MAP verringern, was besonders bei Tieren mit nur geringer

MAP-Ausscheidung von Bedeutung ist (Reddaclif et al., 2003).

5.3 Zum molekularbiologischen Nachweis von MAP mit Hilfe der Triplex Real-time-

Polymerasekettenreaktion

Der molekularbiologische Nachweis von MAP erfolgte mit der im Institut fiir Tierdrztliche
Nahrungsmittelkunde entwickelten Triplex Real-time-PCR nach Schonenbriicher et al.
(2008), welche stets im Doppelansatz durchgefiihrt wurde. Bei dieser kommen die MAP-
Marker F57 und ISMav2 zum Einsatz, welche sich gut fiir den spezifischen MAP-

Nachweis eignen (Poupart et al., 1993; Strommenger et al., 2001; Schonenbriicher et al.,

65



2008). AuBerdem verfiigt diese PCR iiber eine interne Amplifikationskontrolle zum
Ausschluss falsch-negativer Ergebnisse, was heutzutage fiir eine diagnostische PCR als
zwingend notwendig angesehen wird (Stephan, 2007). Das modifizierte thermisch-
chemisch-mechanische DNA-Extraktionsverfahren des High Pure PCR Template
Preparation Kit (Fa. Roche) unter Verwendung des S.T.A.R.-Buffers (Fa. Roche), welches
sich schon in der Dissertation von Bulander (2009) dem Standardextraktionsverfahren als
iiberlegen erwiesen hat, bewidhrte sich auch bei den jetzigen Untersuchungen. Bei der 1.
Nachbeprobung war nur bei der Probe von QS-Nr. 20 eine 1:2 Verdiinnung aufgrund von
Hemmungen notwendig. Bei allen anderen Proben gelang es mit diesem DNA-
Extraktionsverfahren, die im Rinderkot vorhandenen PCR-Inhibitoren weitgehend zu
entfernen, was fiir die erfolgreiche Anwendung von PCR-basierten Methoden in hohem
MafBe ausschlaggebend ist (Harris u. Barletta, 2001).

Die Ergebnisse der Triplex Real-time-PCR nach Schonenbriicher et al. (2008) stimmen
sehr gut mit denen der kulturellen Untersuchung auf HEYM mit Mycobactin J iiberein. Bei
der 1. Nachbeprobung lag der Ct-Wert sowohl fiir F57 als auch fiir ISMav2 stets iiber 40,
so dass alle Proben als negativ zu werten waren. Die kulturelle Anzucht von MAP gelang
hier ebenfalles bei keinem der Probanden. Bei der 2. Nachbeprobung lag der Ct-Wert fiir
[SMav?2 bei QS-Nr. 8 bei einem der beiden Ansétze bei 38,37 und somit im fraglichen
Bereich. Im anderen Ansatz war ISMav2 nicht detektierbar. Der Marker F57 war bei
diesem Tier nicht nachweisbar. In der Kotkultur auf HEYM mit Mycobactin J war bei QS-
Nr. 8 ein geringes MAP-Wachstum festzustellen. Bei QS-Nr. 18, wo in der Kotkultur
ebenfalls ein geringes MAP-Wachstum nachweisbar war, lag der Ct-Wert fiir F57 bei
einem der beiden Ansitze bei 37,38 und somit ebenfalls im fraglichen Bereich. Im anderen
Ansatz war F57 hier nicht detektierbar. ISMav2 war bei diesem Tier ebenfalls nicht
nachweisbar. Bei allen anderen Proben lag der Ct-Wert fiir die beiden hier verwendeten
MAP-Marker stets iiber 40, sodass sie als negativ zu werten waren. Bei keiner der in dieser
Real-time-PCR negativen Proben konnte der Erreger kulturell nachgewiesen werden.

Dies verdeutlicht sowohl die Notwendigkeit der Durchfiihrung im Doppelansatz als auch
die Sinnhaftigkeit der Verwendung von zwei verschiedenen MAP-Markern. Die
theoretische Moglichkeit von falsch-positiven Ergebnissen aufgrund des DNA-Nachweises
von "passageren" Erregern besteht analog zur kulturellen Anzucht (siehe 5.2).

Ein groBer Vorteil des molekularbiologischen MAP-Nachweises, im Gegensatz zur

kulturellen Anzucht, ist das schnelle Vorliegen von Untersuchungsergebnissen.
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5.4 Zum Nachweis von MAP-spezifischen Antikorpern im Serum mit Hilfe des

Pourquier®-ELISA

Der Pourquier®-ELISA (Pourquier® ELISA Paratuberculosis Antibody Screening Testkit,
Fa. Institut Pourquier, Montepellier, Frankreich) enthélt einen Praabsorptionsschritt mit M.
phlei zur Vermeidung von Kreuzreaktionen mit anderen Mykobakterien. Bei der
Untersuchung von bovinem Serum wird die Sensitivitdt mit 58,2 % und die Spezifitit mit
99,0 % angegeben (Yokomizo et al., 1985; Collins et al., 1991; Friedrich-Loffler-Institut,
2012). Als Antigen wird ein protoplasmatischer Extrakt von MAP verwendet.

Bei QS-Nr. 4 und 5 wurden im Kélberalter mit diesem ELISA Antikorper gegen MAP
nachgewiesen. Allerdings konnte es sich dabei auch noch um maternale Antikdrper
gehandelt haben, da eine ausgeprdgte humorale Immunreaktion erst recht spét im Verlauf
des Infektionsgeschehens auftreten soll (Klee, 2002). Im Rahmen des Innovationsprojeks
iiber die "Frihdiagnostik von Infektionen mit Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis (MAP) bei Rindern" (BLE-Forderkennzeichen 28-1-32.006-06) gelang
der Nachweis von maternalen Antikdrpern bei Kilbern aus MAP-positiven Muttertieren bis
zum 121. Lebenstag. In den beiden Nachbeprobungen ergab dieser ELISA bei allen
Probanden stets ein negatives Testergebnis - ausgenommen die Kuh mit der QS-Nr. 46;
hier lieferte der Test bei der 2. Nachbeprobung ein fragliches Ergebnis. Die Kiithe QS-Nr. 8
und 18, bei denen bei der 2. Nachbeprobung ein MAP-Wachstum in der kulturellen
Anzucht nachweisbar war - bei einem molekularbiologisch fraglichen Ergebis - hatten
offenbar noch nicht geniigend im ELISA nachweisbare Antikorper gebildet. Eine
Serokonversion, welche bei Rindern starken interindividuellen Schwankungen unterworfen
ist, kann meist erst in einem Alter von ein bis drei Jahren nachgewiesen werden. Eine
Ausscheidung von MAP ist aber bereits vorher moglich. Ein negativer Test darf daher nicht
als Infektionsfreiheit interpretiert werden (Sorge, 2013; Sweeney et al., 2005; Sweeney et
al., 2012).

Auch diese eigenen Ergebnisse sind ein weiterer Hinweis darauf (siehe 4.4), dass der
ELISA fir die Einzeltierdiagnostik nur sehr eingeschrinkt geeignet ist (AVID-
Methodensammlung, 2007). Dies trifft, aufgrund der spdten Ausprigung einer
Antikorperantwort im Rahmen von Pararuberkuloseinfektionen, insbesondere fiir jiingere
Rinder zu. Die Interpretation der Ergebnisse muss immer auf Herdenebene erfolgen und es
muss bedacht werden, dass ein positiver Antikorpernachweis auch bedeuten kann, dass das

Tier mit dem Erreger infiziert war und ihn daraufhin evtl. wieder eliminiert hat. Eine
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Infektion des Tieres zum Zeitpunkt der Probenentnahme muss also nicht zwingend
vorliegen (Sorge, 2013). In der Literatur finden sich jedoch keine Quellen welche belegen,
dass MAP-infizierte Rinder den Erreger wieder eliminieren konnen. Die serologische
Bestandsuntersuchung ist fiir eine orientierende Einstufung von Bestinden jedoch
durchaus geeignet - vorausgesetzt, es werden alle Tiere iliber 24 Monate in die
Untersuchung einbezogen. Aus einer einmaligen serologischen Bestandsuntersuchung kann
im negativen Fall jedoch kein Bestandsstatus abgeleitet werden. Erst wiederholte
serologische ~ Untersuchungen,  gegebenenfalls in  Verbindung mit direkten
Erregernachweisen, sind hinsichtlich des Bestandsstatus aussagekriftig (AVID-
Methodensammlung, 2007).

5.5 Zur Anziichtung von MAP aus Organmaterial, Darminhalt und Kotproben von
zwei geschlachteten Kiihen auf Herrold 's-Egg-Yolk-Schrigagar mit Mycobactin J
und ANV

Bei der Anziichtung von MAP aus dem Organmaterial, Darminhalt und Kotproben von
zwel geschlachteten, im Kélberalter MAP-positiven Kiithen auf Herrold's-Egg-Yolk-
Schrigagar (HEYM) mit Mycobactin J und ANV gelang bei QS-Nr. 3 der Nachweis im
Kot, im Darminhalt des Ileums, im Ileozékallymphknoten, im Ileum und in der
lleozdkalklappe. Bei der im Kélberalter MAP-positiven Kuh QS-Nr. 4 gelang die Anzucht
von MAP aus keiner der entnommenen Proben (siehe 4.5.1).

Bei QS-Nr. 3 war MAP im Kilberalter sowohl mittels Triplex Real-time-PCR als auch
mittels  kultureller =~ Untersuchung in  den  minimalinvasiv  entnommenen
Lymphknotenbiopsaten nachweisbar. Bei keiner der beiden Nachbeprobungen gelang der
direkte oder indirekte Nachweis von MAP, jedoch in der einen Tag vor der Schlachtung
entnommenen Kotprobe. Dies verdeutlicht, dass aus einem negativen Kotbefund nicht auf
die Infektionsfreiheit eines Tieres geschlossen werden kann. In dem nach der Schachtung
entnommenen Darminhalt aus dem Ileum dieses Probanden gelang die Anzucht ebenfalls,
nicht jedoch im Darminhalt aus dem Colon. Dies zeigt, dass MAP nicht homogen im
Darminhalt verteilt ist, sondern sich nesterartig zusammenlagert (siehe 2.2). Insbesondere
der kulturelle Nachweis von MAP im Ileozédkallymphknoten gilt als Goldstandard in der
Diagnostik (Klee, 2002). Dort gelang auch bei QS-Nr. 3 die Anzucht des Erregers, ebenso

wie im Ileum und in der Ileozédkalklappe. Klinisch war dieses Tier zum Zeitpunkt der
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Schlachtung unauffillig, was die Annahme bestitigt, dass klinisch auffillige Tiere nur die
"Spitze des Eisbergs" darstellen (Fecteau u. Whitlock, 2010).

Da bei QS-Nr. 4 MAP im Kilberalter sowohl mittels kultureller Anziichtung als auch
mittels Triplex Real-time-PCR in den Lymphknotenbiopsaten nachweisbar war, jedoch
weder bei den Nachbeprobungen im Kot und auch nicht in den im Rahmen der
Schlachtung entnommenen Proben, kann vermutet werden, dass dieses Tier den Erreger
wieder eliminiert hat.

In Anlehnung an das Protokoll von Fiillgrabe (2009), welches sich auf die
Dekontamination von humanen Darmbiopsaten bezieht, kam bei dem der Anzucht
vorgeschalteten Dekontaminationsschritt N-Acetyl-L-Cystein (NALC) zum Einsatz, was
sich bei den jetzigen Untersuchungen an bovinen Organproben auch gut bewihrt hat. Bei
der kulturellen Untersuchung der entnommenen Organproben gab es im Gegensatz zu den
Kotproben keine Probleme mit Kontaminationen. Dies ist als Vorteil der Untersuchung

dieser Matrizes anzusehen.

5.6 Zur Anziichtung von MAP aus den Organproben von zwei geschlachteten Kiihen
in Mycobacteria Growth Indicator Tubes mit OADC, PANTA und
Mycobactin J

Zusétzlich zu der Anzlichtung von MAP auf HEYM wurden die Organproben, welche im
Rahmen der Schlachtung bei den Tieren QS-Nr. 3 und 4 entnommen wurden, auch im
Doppelansatz in Mycobacteria Growth Indicator Tubes (MGIT's) angeziichtet, welche mit
OADC, PANTA und Mycobactin J (Fa. Becton Dickinson GmbH) supplementiert waren.
Die Ergebnisse der Anziichtung in diesem Fliissigndhrmedium stimmen gut mit denen der
Anziichtung auf HEYM {iberein (siehe 4.5.2). Zusitzlich zur Anziichtung auf HEYM
konnte in einem MGIT von QS-Nr. 3 MAP auch im Colon kulturell nachgewiesen werden.
Als Vorteil der Anziichtung von MAP in MGIT's ist das schnellere Wachstum anzusehen.
Bei den Ansitzen aus den Ileozédkallymphknoten, dem Ileum und der Ileozdkalklappe von
QS-Nr. 3 war bereits nach 3 bzw. 4 Wochen eine Fluoreszenz bei 365 nm nachweisbar,
woraufhin diese Proben nach der DNS-Extraktion, welche nach einem modifizierten
Protokoll des Dneasy® Blood & Tissue Mini Kits (Fa. Qiagen) durchgefiihrt wurde, mittels
Triplex Teal-time PCR auf MAP-Wachstum tiberpriift wurden.

Bei QS-Nr. 4 war auch bei der Anziichtung in den MGIT’s kein MAP nachweisbar.
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5.7 Zum molekularbiologischen Nachweis von MAP mit Hilfe der Triplex Real-time-
Polymerasekettenreaktion in Organmaterial, Darminhalt und Kotproben von zwei

geschlachteten Kiihen

Der molekularbiologische Nachweis von MAP aus Organmaterial, Darminhalt und
Kotproben von zwei geschlachteten Kiihen erfolgte ebenfalls mittels Triplex Real-time-
PCR nach Schonenbriicher et al. (2008; siehe auch 5.3). Die DNS-Extraktion erfolgte
mittels eines modifizierten Protokolls des Dneasy®™ Blood & Tissue Mini Kits (Fa. Qiagen;
siche 3.7.6).

Bei QS-Nr. 4 war in keiner Probe der MAP-Marker F57 oder ISMav2 detektierbar. Die
beiden Ansétze aus dem Jejunallymphknoten und je ein Ansatz des Probenmaterials aus
dem Ileozdkallymphknoten waren auf Grund von Hemmungen der PCR, trotz 1 : 10
Verdiinnung, nicht auswertbar (siche 4.5.3).

Bei QS-Nr. 3 waren die beiden Ansdtze aus dem Jejunallymphknoten trotz 1: 10
Verdiinnung ebenfalls nicht auswertbar. Auch in den Kot- und Darminhaltproben dieses
Tieres waren die beiden MAP-Marker nicht detektierbar. Jedoch gelang mittels kulturellem
Nachweis auf HEYM mit Mycobactin J die Anzucht im Kot und im Darminhalt des
Ileums. Dies kann durch die nesterartige Zusammenlagerung von MAP erklédrt werden oder
durch die bessere Sensitivitit der kulturellen Untersuchung, welche als Goldstandard gilt.
Bei den beiden Ansidtzen der Probe aus dem Ileozédkallymphknoten von QS-Nr. 4 lagen die
Ct-Werte fiir den Marker F57 nach einer 1: 5 Verdiinnung bei 35,86 bzw. 35,83 und somit
im als positiv zu wertenden Bereich. Der Marker ISMav2 war hier nicht nachweisbar.
Sowohl bei der kulturellen Untersuchung auf HEYM als auch in MGIT’s gelang der
Nachweis von MAP in dieser Probe ebenfalls. Nach Klee (2002) ist insbesondere der
Nachweis des Erregers im Ileozdkallymphknoten als Goldstandard der MAP-Diagnostik
anzusehen. Die Ct-Werte der beiden MAP-Marker bei den beiden Ansétzen der Probe des
Ileum von QS-Nr. 4 lagen alle im positiven Bereich und bei denen der Probe der
lleozdkalklappe im fraglichen Bereich (siehe 4.5.3). Ein Ansatz der Probe des Colons war
aufgrund von Hemmungen der PCR nicht auswertbar, und im anderen Ansatz war keiner
der Marker detektierbar. Bei den restlichen Proben war weder F57 noch ISMav?2
detektierbar. Insgesamt stimmen die FErgebnisse gut mit denen der kulturellen

Untersuchung (HEYM und MGIT) iiberein.
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5.8 Zur serologischen Untersuchung der zwei geschlachteten Kiihe mittels

Pourquier®-ELISA

Sowohl bei QS-Nr. 3 als auch bei QS-Nr. 4 ergab dieser Test keinen Hinweis auf eine
MAP-Infektion (siehe 4.5.1). Dies verdeutlicht nochmals, dass sich der Antikorper-ELISA

fiir die Einzeltierdiagnostik nur sehr eingeschrinkt eignet (AVID-Methodensammlung,

2007). Fiir weitere Ausfiithrungen zu diesem Thema siche 5.4.

5.9 Schlussfolgerungen

Aus den Ergebnissen dieser Studie ergeben sich folgende Aussagen, welche zumeist auch

schon in der bisherigen Literatur diskutiert wurden:

Die klinischen Befunde einschlieflich der grobsinnlichen Kotbeschaffenheit
liefern keine Hinweise auf das Vorliegen einer subklinischen MAP-Infektion.
Somit ist fiir die MAP-Diagnostik beim Einzeltier der direkte Erregernachweis
unabdingbar. Der indirekte Erregernachweis mittels Antikorper-ELISA eignet sich
allenfalls zur Feststellung des Herdenstatus.

Aufgrund der intermittierenden Erregerausscheidung ist bei negativem Befund
eine mehrmalige Kotuntersuchung zur Absicherung des MAP-Status notwendig.
Im Fall eines negativen Kotprobenbefundes kann nicht auf die Infektionsfreiheit
des Tieres geschlossen werden. Denn wie das Beispiel der Kuh QS-Nr. 3 zeigt,
kann sich der Erreger in Organen befinden, obwohl mehrmalige
Kotuntersuchungen negativ verlaufen sind.

Die Untersuchung von am Schlachthof entnommenen Organproben auf den
Paratuberkuloseerreger ~ konnte im  Rahmen von  Monitoring-  oder
Sanierungsprogrammen zur Ermittlung des MAP-Status einer Herde beitragen.
Kontaminationen mit Hefe- oder Schimmelpilzen sowie mit zahlreichen Bakterien
stellen ein Problem bei der kulturellen Kotuntersuchung dar, sodass die
Entwicklung effektiverer Methoden zur Dekontamination bzw. zur Unterdriickung
der Begleitkeimflora wiinschenswert wire.

Der Vorteil der Untersuchung von Organproben liegt darin, dass es im Gegensatz

zu den Kotproben zu keinen Problemen mit Kontaminationen kommt.
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Die kulturelle MAP-Untersuchung auf HEYM nach der AVID-Methode im
Dreifachansatz und die Triplex Real-time-PCR nach Schonenbriicher et al. (2008)
im Doppelansatz liefern weitgehend iibereinstimmende Ergebnisse, wobei die
Durchfiihrung der PCR wesentlich weniger Zeit in Anspruch nimmt.

Rinder konnen sich offensichtlich auch noch nach dem 100. Lebenstag mit MAP
infizieren, was die diagnostische Bedeutung bzw. Aussage einer Paratuberkulose-
Frithdiagnostik relativiert.

Da bei zwei im Kaélberalter als MAP-positiv eingestuften Rindern anldsslich der
spiateren Nachbeprobungen jedoch kein MAP mehr nachweisbar war, kann
vermutet werden, dass diese Tiere mdglicherweise in der Lage waren, den Erreger
zu eliminieren oder zumindest abzukapseln. Diese Aussage wird dadurch
untermauert, dass bei einem dieser Tiere auch in den nach der Schlachtung

entnommenen Organproben kein MAP nachgewiesen werden konnte.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen eines fritheren, von der Bundesanstalt fiir Landwirtschaft geforderten
Innovationsprojekts liber die "Frithdiagnostik von Infektionen mit Mycobacterium avium
subspecies  paratuberculosis  (MAP)  bei  Rindern"  (BLE-Forderkennzeichen
28-1-32.006-06) waren 47 weibliche Kélber der Rasse Deutsche Holstein im Alter von ca.
100 Lebenstagen auf eine MAP-Infektion untersucht worden. Bei dem Probenmaterial
handelte es sich einerseits um laparoskopisch entnommene Biopsate aus den Ileozékal- und
Jejunallymphknoten, welche zum einen mittels Triplex Real-time PCR (RT-PCR;
Schonenbriicher et. al, 2008), zum anderen kulturell auf MAP untersucht worden waren.
Zusitzlich waren Serumproben dieser Kélber mittels Pourquier®-ELISA auf MAP-
Antikorper gepriift worden.

Ziel der jetzigen Untersuchungen war die Uberpriifung des MAP-Status der aus dieser
fritheren Studie noch zur Verfiigung stehenden 27 Rinder. Von diesen stammten 20 aus
Paratuberkulose-positiven und 7 aus Paratuberkulose-unverddchtig eingestuften
Milchviehbesténden.

Bei drei dieser 27 Kiihe war im Kélberalter MAP in den Darmlymphknoten nachgewiesen
worden, bei einem weiteren hatte diese Untersuchung zu einem fraglichen Real-time-PCR-
Ergebnis gefiihrt.

Zum Zeitpunkt der ersten Nachbeprobung waren diese Tiere mittlerweile zwischen 36 und
41 Monate alt (Durchschnittsalter 38,9 Monate). Zur Ermittlung des MAP-Status wurden
aus dem Rektum entnommene Kotproben kulturell (HEYM) sowie mittels Triplex-Real-
time-PCR auf diesen Erreger untersucht. Zusitzlich wurden Blutproben mittels Pourquier®-
Paratuberkulose ELISA (Pourquier® ELISA Paratuberculosis Antibody Screening Testkit,
Fa. Institut Pourquier, Montpellier, Frankreich) auf MAP-Antikorper getestet. Diese
Untersuchungen wurden im Rahmen der zweiten Nachbeprobung drei Monate spiter
wiederholt.

Zusitzlich wurden bei allen Probenden an beiden Terminen der Body Condition Score, die
innere Korpertemperatur, die Herz- und Atemfrequenz sowie die Kotbeschaffenheit
registriert.

Weiterhin konnten bei zwei im Kaélberalter MAP-positiven Kiithen anldsslich der
Schlachtung im Alter von jeweils 50 Monaten nochmals Kotproben sowie Organmaterial
(Ileozdkal- und Jejunallymphknoten, Ileozikalklappe, Ileum, Colon, Milz, Tonsillen) zur

Untersuchung auf MAP entnommen werden.
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Diese Untersuchungen fiihrten zu folgenden Ergebnissen:

Die zwei im Kilberalter kulturell und molekularbiologisch MAP-positiven Tiere (eines
davon zusétzlich auch seropositiv), erwiesen sich bei den beiden Nachbeprobungen mittels
kultureller und molekularbiologischer Kotuntersuchung als negativ. Gleiches galt fiir die
Serologie. Das weitere Tier, bei dem im Kélberalter MAP nur mittels RT-PCR
nachgewiesen werden konnte, wobei dieses Tier damals auch seropositiv war, erwies sich
in beiden Nachbeprobungen im Erreger- wie Antikorpernachweis als negativ.

Von den zwei Tieren, bei denen die Lymphknotenuntersuchung mittels Real-time PCR im
Kilberalter zu einem fraglichen Ergebnis gefiihrt hatte, stand nur noch eines fiir die
Nachuntersuchungen zur Verfiigung. Bei dieser Kuh lieB sich MAP bei der 2.
Nachbeprobung im Kot kulturell nachweisen, die Real-time PCR ergab ein fragliches
Ergebnis.

Von den zwei geschlachteten Kiihen erwies sich ein Tier in allen Tests als MAP-negativ.
Bei der anderen Kuh gelang der direkte Erregernachweis hingegen sowohl im Kot und
Darminhalt, als auch in verschiedenen Organen.

Von den noch zur Verfiigung stehenden 23 Tieren, welche im Kélberalter als MAP-negativ
getestet worden waren, erwiesen sich auch bei den Nachbeprobungen 21 Kiihe weiterhin
als negativ. Bei einem dieser urspriinglich negativen Tiere konnte MAP bei der 2.
Nachbeprobung kulturell nachgewiesen werden, die Real-time PCR lieferte ein fragliches
Ergebnis. Bei einem anderen Tier, bei welchem im Kilberalter weder der direkte noch
indirekte Nachweis einer MAP-Infektion gelungen war, wurde bei der 2. Nachbeprobung
ein serologisch fragliches Ergebnis erzielt. Alle anderen Tiere erwiesen sich sowohl im
Kiélberalter als auch in den Nachbeprobungen als molekularbiologisch, kulturell und

serologisch negativ.

Die Aussage dieser Studie hinsichtlich der diagnostischen Bedeutung einer
Frithuntersuchung von Kélbern auf MAP anhand von Lymphknotenbiopsaten wird dadurch
eingeschrinkt, dass fiir die beiden Nachbeprobungen nur noch vier von fiinf der im
Kalberalter als positiv oder fraglich getesteten Tiere zur Verfligung standen. Da anlésslich
dieser Nachuntersuchungen nur noch bei zwei dieser vier Rinder MAP nachgewiesen
werden konnte, konnte geschlussfolgert werden, dass manche der im Kilberalter MAP-
positiven Tiere im weiteren Verlauf in der Lage sind, diesen Erreger wieder zu eliminieren
oder zumindest abzukapseln. Umgekehrt deutet der Befund, dass bei einem der im

Kiélberalter negativ getesteten Tiere bei der spiteren Nachbeprobung MAP nachgewiesen
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werden konnte, darauf hin, dass sich Rinder vermutlich auch noch nach dem 100.
Lebenstag mit dem Paratuberkuloseerreger infizieren konnen. Sehr groB3 scheint diese
Gefahr jedoch nicht zu sein, da bei allen {ibrigen 21 urspriinglich negativen Rindern

anldsslich dieser Nachbeprobungen kein Hinweis auf eine MAP-Infektion festgestellt

werden konnte.
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7 SUMMARY

Within the framework of an earlier innovation project on the “early diagnosis of infections
with Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) in cattle (BLE-Project
code 28-1-32.006-06) which was funded by the Federal Insitute for Agriculture, 47 female
calves of the breed German Holstein were tested for MAP infection at the age of
approximately 100 days. The samples were laparoscopically taken from the ileocecal and
jejunal lymph nodes and tested for MAP on the one hand using triplex real-time PCR (RT-
PCR; Schonenbriicher et al., 2008) and on the other hand also as a culture. In addition,
serum samples from the calves were tested for MAP antibodies using Pourquier® ELISA.
The aim of the present study was to review the MAP status of the 27 cattle still available
from this earlier study. Of these, 20 came from paratuberculosis-positive and 7 from
paratuberculosis-negative classified dairy cattle herds.

MAP had already been detected in the intestinal lymph glades of three from 27 cows
during calf age. The samples from one other cow led to a questionable real-time PCR
result.

At the time of the first retests, the animals were between 36 and 41 months old (average
age 38.9 months). To determine the MAP status, faccal samples from the rectum were
analyzed culturally (HEYM) as well as using triplex real-time PCR to test for this
pathogen. In addition, blood samples were tested for MAP antibodies by the means of
Pourquier® paratuberculosis ELISA (Pourquier® ELISA Paratuberculosis Antibody
Screening Testkit, Institut Pourquier, Montpellier, France). These tests were repeated three
months later.

In addition, the body condition score, internal body temperature, cardiac and respiratory
frequency as well as facces-quality were registered for all test subjects at both dates.
Furthermore, two cows which had been tested MAP-positive as calves, before slaughter at
the age of 50 months, were retested for MAP using faecal samples as well as organ

material (ileocecal and jejunal lymph nodes, ileocecal valve, ileum, colon, spleen, tonsils).

The investigations gave the following results:

The two animals, which had been tested culturally and molecular biologically MAP-
positive in the calf age (one of them also seropositive) proved to be negative in the two re-
tests by means of cultural and molecular biologycally faeces examination. The same was

proven through serology. Both retests from the cow where MAP had been only detected by
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means of RT-PCR at calf age, but which also had been seropositive, showed up negative in
both pathogen and antibody detection.

Of the two animals in which the lymph gland examination using Real-time PCR in the calf
age led to a questionable result, only one was available for the follow-up examinations. In
this cow, MAP was culturally detectable in the second retesting of the faeces, but the real-
time PCR yielded a questionable result.

Of the two slaughtered cows, one animal proved to be negative in all tests. In the other
cow, however, direct pathogen detection was registered both in faeces and intestines, as
well as in various organs.

Of the 23 animals, which were still available and which had been tested as MAP-negative
as a calf, 21 of them were also found to be still negative in the retesting. In one of these
originally negative animals, MAP could be proved culturally at the second retesting
although the real-time PCR yielded a questionable result. One animal, where the direct or
indirect detection of MAP infection had not been successful as a calf, a serologically
questionable result was obtained in the second retest. All other animals proved to be
molecular biologically, culturally and serologically negative both in the calve age as well

as in the retests.

The overall results of this study regarding the diagnostic significance of an early MAP
screening by means of a lymph nodes biopsies are restricted by the fact that only four out
of five of the calves tested with a positive or questionable result were available for the two
retests. Since only two of these four cattle were tested MAP -positive during these follow-
up studies, it could be concluded that some of the MAP-positive animals in the calf age are
subsequently able to eliminate or at least isolate this pathogen.

Vice versa, the result that one of the animals negatively tested in the calf age was now
positively tested during subsequent post-sampling, suggests that bovines can be infected
with the paratuberculosis agent even after the 100th day of life. However, the risk does not
appear to be very great, since no other signs of MAP-infection could be detected for all

other 21 originally negative cattle during these retests.
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