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1. Ziele und Aufgabenstellung des Vorhabens

Ziel des hier vorgestellten Projektes war es, eine Strategie zu entwickeln, mit der die Testglite des
gesamten Bekampfungsverfahrens verbessert wird, indem verschiedene Testverfahren gleichzeitig
angewendet werden (Paralleltestung). Ziel war somit eine LOsung fir die Verbesserung des

Nachweises von Mycobacterium avium sbsp. paratuberculosis (MAP) zu finden .

Kombination aus diagnostischen Testverfahren

Projektziel war es, eine (minimale) Kombination aus diagnostischen Testverfahren zu finden, die
kosteneffizient ist und die diagnostische Sicherheit verbessert. Vorrangig sollten also im hier
durchgefihrten Projekt Aspekte der Diagnostik untersucht werden, um ein praktikables, wirksames
und kosteneffizientes Uberwachungssystem zu entwickeln. Dadurch sollte ein wichtiger Schritt in

Richtung eines wirksamen Bekampfungssystems gemacht werden.

Analyse der Risikofaktoren
Betriebsebene: Vorbereitend auf zukiinftige Folgestudien (Module) sollte geprift werden, ob

es Hinweise darauf gibt, durch welche Risikofaktoren die Herdenpravalenz beeinflusst ist.

Einzeltierebene: Bei Krankheiten mit solch protrahiertem Verlauf ist die diagnostische
Methode der Wahl von dem Infektionsstatus abhangig. Durch die Einzeltierdiagnostik sollte daher
zudem ermittelt werden, ob es Hinweise darauf gibt, an welchen Faktoren man festmachen kann,

welcher diagnostische Test angewendet werden sollte (Alter, Laktationsstadium, etc.).

Internationaler Erfahrungsaustausch

In Deutschland fehlen effiziente Programme zu einer Minimierung der Verluste durch die
Paratuberkulose. Fir die Entwicklung bzw. Verbesserung bisheriger Bekdmpfungsprogramme sollten
weiterhin Erfahrungen aus anderen Landern mit bereits bestehenden Bekdampfungsprogrammen

bericksichtigt werden.

1.1. Planung und Ablauf des Vorhabens

Zum Zeitpunkt der Untersuchung war der Paratuberkulosestatus weder fiir den Betrieb noch fir das
Einzeltier bekannt. Die Probenentnahmen erfolgten im Rahmen des laufenden Forschungsvorhabens
,Bedeutung von Clostridium botulinum bei chronischen Krankheitsgeschehen” (Férderkennzeichen:
2810HS005) durch die dort tatigen Studientierarzte des Partners RiKli. Es war geplant, bis
Versuchsende insgesamt 90 der 139 Betriebe auch im MAP@on-Projekt zu untersuchen. Dies ist
insofern gelungen als, dass insgesamt sogar 93 Betriebe (35 Kontroll-, 25 Fall-1- und 33 Fall-2-

Betriebe) gemaR des Stichprobenschemas des libergeordneten Projektes untersucht worden sind.
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Dabei galten fiir dieses Projekt die Bedingungen aus dem sog. Botulismus-Projekt fiir die Teilnahme
eines Betriebes. So wurden nur Betriebe mit Boxenlaufstallen und einer Anzahl laktierender Tiere
von >30 zugelassen. Das hier dargestellte Projekt war durch die Kopplung an das Ubergeordnete
Projekt eine sog. Fall-Kontroll-Studie, bei der ein Verdachtsbetrieb (sog. Fallbetrieb) mindestens drei
von funf Einschlusskriterien erfiillen musste (Milchriickgang > 15 % Uiber einen Zeitraum von mind. 3
Monaten, Todesfille/Euthanasien > 5 %, Abgangsrate (ohne Exporte) > 35 % oder Erhéhung der
Abgangsrate um 10 % oder mehr (z.B. von 28 % auf 39 %), milchfieberartiges Festliegen > 10 % sowie
erhohte Krankheitsrate; vgl. Botulismus-Bericht fiir weitere Definitionen). Aufgrund der vermuteten
Unterschiede zwischen geimpften und nicht-geimpften Fallbetrieben im Botulismus-Projekt wurden
zwei Fallgruppen untersucht, so dass im Folgenden von Fall-1- (nicht geimpft), Fall-2- (geimpft mit
polyvalenter Clostridienvakzine) und Kontrollbetrieben (keines der Einschlusskriterien erfllt)

gesprochen wird.

Im Anschluss an die Studienplanung und —Koordination wurde die bereits im Botulismus-Projekt
erstellte Datenbank erweitert fir die zusatzlich erstellten Probenergebnisse, so dass letztlich
insgesamt 20 neue Spalten (resp. Variablen) erganzt und manuelle Importe aus anderen

(Labor-)Datenbanken programmiert wurden.

Von jedem Betrieb wurden vier Umweltproben (n=4; Mibi: Kultur; Vorwartebereich des Melkstands,
Laufflache im Futtertischbereich, Lauffliche im Liegebereich, Lauffliche im Trankebereich) sowie
eine Tankmilchprobe (LMQS: PCR) genommen. Zudem wurde von je funf Verdachts- und flinf
Kontrolltieren (vgl. Botulismus-Bericht fir die Definitionen) je eine Einzelkotprobe (n=10; LMQS: PCR;
Mibi: Kultur), eine Gesamtgemelksprobe (n=10; LMQS: PCR) sowie eine Serumprobe (n=10; Mibi: Ak-

ELISA) genommen. Die Probenlogistik wurde zwischen den beiden Laborpartnern aufgeteilt (vgl.

Tabelle 1).
Tabelle 1: Probenlogistik (eingesetzte Testtypen und verwendete Medien)
Testtypen Medien
P Kot Serum Milch  Umgebung
Direkt
Kultur X5 - - X5
PCR X1 - X1 -
Indirekt
ELISA - X, - -

1=LMQS; 2 = Mibi
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Im Februar 2014 wurden die Betriebsbesuche abgeschlossen. Alle bis dann gewonnen Proben
wurden bis zum 07. August 2014 in den Laboratorien der Partner Mibi und LMQS analysiert und

flossen anschlieRend in die Auswertungen des Partners IBEI mit ein.

1.2. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Die Paratuberkulose der Rinder, hervorgerufen durch Mycobacterium avium spp. paratuberculosis
(MAP), kommt weltweit vor. Sie fihrt zu hohen wirtschaftlichen Verlusten, da die (Herden-)
Milchleistung sinkt, Tiere abmagern und die Remontierungsrate steigt (Lombard, 2011). Die
Erkrankung ist besonders in Landern mit industrialisierter Milchviehhaltung von zunehmender
Bedeutung, nicht nur in Deutschland, sondern auch in Europa und anderen Regionen der Welt. In
einigen Landern existieren daher bereits staatliche Bekdampfungsprogramme, wie z. B. in den
Niederlanden, Schweden oder, seit Kurzem, in Irland (Kennedy, 2011) oder Studien zur
Pravalenzschatzung von MAP (z.B. Hanifian et al., 2013; Raizman et al., 2011; Wilson et al., 2010).
Neben Hauswiederkduern geraten zunehmend auch Zoo- und Wildtiere als Reservoir in den Fokus
(Munster et al., 2012; Pruvot et al., 2013). Zudem miussen bei dieser unheilbaren Erkrankung auch
Tierschutzaspekte bericksichtigt werden, da infizierte Tiere unter einem protrahierten
Krankheitsverlauf mit fatalem Ausgang leiden. Neben der wichtigen tiergesundheitlichen und
O0konomischen Bedeutung von MAP ist auch dessen potenzielle Bedeutung als zoonotischer Erreger
beim Menschen, besonders hinsichtlich einer moglichen Beteiligung am Morbus Crohn zu
beriicksichtigen. Die ursachliche Bedeutung des Erregers ist bisher aber noch nicht geklart. Daher ist
die Diskussion des Themas immer noch sehr kontrovers (Collins, 2011b). Als Diagnostika, die
kostengiinstig genug sind, um in Bekdampfungsverfahren verwendet zu werden, stehen im
Wesentlichen der kulturelle Nachweis sowie die PCR und der ELISA zur Verfligung. Der kulturelle
Nachweis des Erregers ist nach wie vor (kosten-) aufwandig und teilweise langwierig. Daher hat es
insbesondere in der letzten Zeit verschiedene Vergleiche zwischen diesen Verfahren unter anderem
auch im Hinblick auf ihre Testglite gegeben (Costanzo et al., 2012; Donat et al., 2012; Khol et al.,
2012; Kralik et al., 2011; Sidoti et al., 2011). Einige davon haben dabei auch 6konomische Aspekte
bericksichtigt (Aly et al., 2012; Donat et al., 2012). Weitere Studien haben sich mit Evaluation von
DNA-Extraktionskits (Leite et al., 2013; Logar et al., 2012), Vergleichen zwischen verschiedenen MAP-
Antigenen (Mon et al.,, 2012) oder der Auszdhlung von MAP in verschiedenen Testsystemen
_ENREF_20 (Kralik et al., 2012_ENREF_20) beschaftigt. Aufgrund der Vielfaltigkeit von Testverfahren
aber vor allem der Teststrategien gibt es seit 2006 in den USA einen Konsensus Uber die
Anforderungen an das diagnostische Testen auf MAP in Rindern (Collins et al., 2006; Sweeney et al.,
2012). Zudem wurden in 2011 Regeln fiir den Bericht Uber diagnostische Testglite-Studien
niedergelegt (Gardner et al., 2011). Bis heute leiden die diagnostischen Verfahren darunter, dass der

Erreger sehr lang intermittierend und in besonderen Stresssituationen ausgeschieden wird und somit
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nur ein positiver Nachweis aussagekraftig ist. Der serologische Nachweis von Antikdrpern ist
abhangig vom Testantigen und auf das spate Infektionsstadium beschrankt, was zu einer stark
eingeschrankten Sensitivitat und Spezifitat fihrt. Diese diagnostischen Mangel tragen erheblich dazu
bei, dass diese meldepflichtige Erkrankung bisher nicht erfolgreich bekampft werden konnte. Da die
Sensitivitat und Spezifitat der Verfahren klar vom Infektionsstatus abhangt (Gilardoni et al., 2012), ist
eine korrekte Wahl und Anwendung der jeweiligen diagnostischen Tests unerlasslich (O'Shea, 2011).
Dariiber hinaus muss vor Beginn der Untersuchungen das Testziel definiert werden, da nicht alle
Tests flir samtliche Ziele gleichermaRBen nutzbar sind (Collins, 2011a; Nielsen et al., 2011a).
Verschiedene Effektoren stehen im Verdacht, zusammen mit dem Infektionsstatus Einfluss auf die
Auffindungswahrscheinlichkeit von MAP zu nehmen (z.B. Alter, Laktationsstadium; Bolton et al.,
2011; Mitchell et al., 2012; Nielsen et al., 2012). Die derzeit zugelassenen Verfahren kénnen auf
verschiedene Medien vom lebenden Tier angewendet werden (OIE, 2012; Kot, Serum, Milch; Probst
et al., 2011). Insbesondere die Milch (Einzelmilch, Tankmilch, prozessierte Milch und Milchprodukte)
ist nach wie vor Ziel verschiedener Untersuchungen (Boulais et al., 2011; Donaghy et al., 2011;
Messelhausser et al., 2012; Mundo et al., 2012; Okura et al., 2012; Slana et al., 2012; Wadhwa et al.,
2012). Darilber hinaus rickt seit einiger Zeit die Untersuchung von Umgebungsproben ins Zentrum
wissenschaftlicher Untersuchungen (Donat et al., 2011; Eisenberg et al., 2012; Moravkova et al.,
2012; Smith et al., 2011), wobei hier bedacht werden muss, dass das Auffinden von Gensequenzen in
Umweltproben nicht als Auffinden infektiésen Agens interpretiert werden sollte (Chiodini et al.,
2011). Andere Verfahren an lebenden Tieren sind aufgrund der Invasivitit am Tier nicht
massentauglich oder kénnen aufgrund der sehr geringen Testglite nicht auf Poolproben angewendet

werden (Tankmilch).

In Deutschland fehlen bisher verschiedene Schritte hin zu einer Minimierung der Verluste durch
diese Erkrankung. Vorrangig sind Aspekte der Diagnostik, der Stichprobenziehung sowie der
Motivation der betroffenen Landwirte wichtig, um ein praktikables, wirksames und kosteneffizientes
Uberwachungssystem zu entwickeln (,fitness for purpose”, 2009; Banoo et al., 2010; Greiner et al.,
2000; Nielsen et al., 2011b; Sergeant, 2011). Ein effektives Bekampfungsverfahren muss jedoch von
drei wichtigen Saulen getragen werden: (1) Vermeidung der Exposition, (2) Auffinden und

Eradikieren von infizierten Tieren sowie (3) Vermeidung der Einschleppung (Garry, 2011).
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2. Material und Methoden

2.1. Mibi - Material & Methoden

Die Untersuchung in der Mikrobiologie umfasste die Untersuchung auf Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis (MAP) durch Kultur, PCR, und serologische Analyse. Zur kulturellen
Untersuchung und PCR-Analyse wurden Kotproben von jeweils 10 Einzeltieren und 4 Umweltproben
(Wartebereich, Fressbereich, Tranke, Liegebereich) untersucht. Zur kulturellen Untersuchung wurden
je 3 g Kot in 30 ml einer 0,75%igen Hexadecylpyridinium chloride (HPC) suspendiert und 20 ml des
Uberstandes iber Nacht inaktiviert. Es wurden je ein HEYM Schragagarréhrchen mit Mycobactin
(CATTLETYPE® MAP HEYM, #03-900/100; Qiagen) mit je 150 ul der in HPC geldsten Kotsuspension
und dem Material einer Impfose beimpft. Es erfolgte die wochentliche visuelle Kontrolle des
Wachstums (iber 16 Wochen. Kolonien wurden mikroskopisch durch Ziehl-Neelsen-Farbung (ZN)
untersucht. ZN-positive Kolonien wurden ebenfalls durch PCR auf das Vorhandensein des IS-Elements
I1S900 untersucht. Serum wurde mit dem ELISA-Kit ,IDEXX Mycobacterium paratuberculosis Antibody

Test Kit” auf das Vorhandensein von Antikorpern gegen MAP analysiert.

2.2. LMQS - Material & Methoden

Die durch die Mitarbeiter der Klinik fir Rinder auf den Betrieben genommenen Proben wurden
gekiihlt an das Institut flir Lebensmittelqualitdt und —sicherheit weitergeleitet. Diese Proben setzten
sich zusammen aus von 10 Tieren stammenden Kot- und Milchproben sowie einer Tankmilchprobe

pro Betrieb. Jede Milchprobe stammte von allen vier Eutervierteln.

Die Proben wurden im Institut fiir Lebensmittelqualitdt und -sicherheit zunachst vorbereitet und mit
Hilfe des PRECELLYS®LYSIS KIT (Glas Kit 0,dmm, Peglab, Erlangen) homogenisiert. Danach wurde die
DNA unter Verwendung des Kingfisher mL (Life Technologies, Darmstadt) und des MagVET™
Mycobacterium paratuberculosis Isolation Kit (Life Technologies) isoliert. Fiir die anschlieRende Real
Time-PCR wurde dann das VetMAX® MAP Real Time-PCR Screening Kit (Life Technologies) und zur
Analyse der Lightcycler®480 (Roche, Mannheim) genutzt. Durch die Nutzung des VetMAX® MAP Real
Time-PCR Screening Kit kann die MAP-DNA direkt aus Rinderkot gewonnen werden, so dass keine
kulturelle Anzucht oder ein Anreicherungsschritt notig sind. Jede Probe wurde in der Real-Time-PCR

im Doppelansatz getestet.

Fiir einen glltigen PCR-Lauf mussten verschiedene Parameter erfillt sein. Die Negativkontrolle durfte
kein positives Ergebnis liefern. Die Ct-Werte fiir die Positivkontrolle sollten zwischen 28 und 34 fir
die MAP-DNA und zwischen 27 und 34 fiir die Xeno™ DNA-Kontrolle liegen. Ein Ct-Wert von unter 37
fiir die MAP-DNA bei einem gleichzeitig zwischen 29 und 35 liegendem Xeno™ DNA-Kontrollwert

wurde als positives Ergebnis gewertet. Gab es kein MAP-DNA-Signal bei einem zwischen 29 und 35
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liegendem Xeno™ DNA-Kontrollwert wurde die Probe als negativ gewertet. Unschllssige Ergebnisse
(nicht eindeutig results, icr) ergaben sich fir MAP-DNA-Signale zwischen 37 und 40. Alle
unschlissigen Ergebnisse wurden wiederholt und nach einem einheitlichen Schema bewertet. Ergab
sich ein positives Resultat so wurden die Proben weiterhin als unschlissig (icr) gewertet. Zeigten die
Proben in der Wiederholung ein negatives Ergebnis, wurden sie als negativ gewertet. In den Fallen, in
denen sich auch der Wiederholungs-Ct-Wert zwischen 37 und 40 befand, wurden die Proben ein
weiteres Mal getestet. Die positiven Resultate wurden untergliedert. Ct-Werte fir den MAP-DNA-
Nachweis, die kleiner 30 waren, wurden als ,+++“ gewertet, Werte die sich zwischen 30 und 34

befanden als ,++“ und Werte von 34 bis 37 als ,,+“. Werte Gber 40 wurden als negativ bewertet.
2.3. IBEI - Material & Methoden

2.3.1. Kombination aus diagnostischen Testverfahren

2.3.1.1.  Definitionen
Bevor statistische Analysen durchgefiihrt wurden, mussten zunachst verschiedene Definitionen
vorgenommen werden, um eine systematische Auswertung zu ermoglichen. Um die minimale,
optimale Testkombination fiir ein Bekdmpfungsprogramm zu identifizieren, muss zunachst festgelegt
werden, welches Ziel das Bekdampfungsprogramm verfolgen soll. Daher wurden alle (realistisch)
denkbaren Bekdmpfungsziele ermittelt. Weiterhin muss definiert werden, auf welche
Zielpopulationen diese Bekampfungsprogramme angewendet werden sollten. Diese wurden
zusammengestellt und Bezug zu den in dieser Studie untersuchten Tier- und Betriebsgruppen
hergestellt. SchlieRlich musste das Ziel der labordiagnostischen Untersuchung definiert werden. Dies
erfolgte sowohl auf Einzeltier- wie auch auf Betriebsebene. Fiir die einzelnen Kombinationen aus
Bekdampfungsziel, Zielpopulation und Untersuchungsziel wurden dann die Ergebnisse der

statistischen Analysen auf Hinweise fiir eine minimale, optimale Testkombination hin interpretiert.

2.3.1.2. Analysen
Die Prifung der Plausibilitdt erfolgte bei der Eingabe der Daten bzw. wahrend des Einlesevorgangs

der Daten in die Datenbank. Die Daten kénnen durch Exporte aus der Datenbank ausgelesen werden.

Eine deskriptive Auswertung der Probenergebnisse erfolgte im Hinblick auf die gemeinsame
Auswertung aller Probenergebnisse eines Betriebes. So wurde ein sog. Response Pattern erstellt, das
eine Ubersicht Giber das Muster der MAP-Ergebnisse und die Anzahl der Betriebe mit einem solchen

Muster gibt.

Im Anschluss an die deskriptiven Auswertungen wurden induktive Methoden angewendet, um

weitere Analysen beziglich der realisierten Testgilte und der vorliegenden Prédvalenz durchzufihren,
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ohne dabei von Evaluationsstudien abhdngig zu sein, die gegebenenfalls in Populationen anderer

Zusammensetzung oder mit anderer Pravalenz durchgefiihrt worden sind.

In der weiteren Auswertung wurde das Antwortmuster der induktiven Analyse zugefiihrt. Hierzu
wurden verschiedene Modelle der latenten Klassenanalyse in der Statistiksoftware SAS © 9.3
(Prozedur LCA; ebenso wie samtliche anderen hier dargestellten Analysen; Collins and Lanza, 2010)
angepasst. Ziel war es, die realisierte Testglite der eingesetzten Testverfahren (und die wahre
Pravalenz) zu ermitteln, sowie Faktoren zu analysieren, die auf die Zusammensetzung des
Testergebnismusters (resp. Response Pattern) Einfluss nehmen. Dies musste unter Bericksichtigung
des Fall-Kontroll-Status der Betriebe und Tiere erfolgen. Um verldssliche Aussagen Uber die
Schatzungen machen zu kénnen, musste jedoch zuvor ermittelt werden, wie gut die Modelle die
Daten widerspiegeln (Modellgiite), ob in den Daten Confounder verzerrend auf die Schatzungen
wirken (measurement invariance) oder ob die Daten Uberhaupt fir eine Klassifizierung in ,infiziert”
und nicht Infiziert” wie sie hier benétigt wurde geeignet sind. Obwohl basierend auf biologischen
Prinzipien und den Eingangsinformationen, ein 2-Klassen-Modell das optimalste sein miisste, war die
Analyse der optimalen Anzahl latenter Klassen notwendig: Dabei wurde ermittelt, ob eventuelle
StorgroRen auf die Einteilung der Betriebe als MAP-positiv und -negativ Einfluss genommen hatten.
Eine besonders zu beriicksichtigende StorgréBe war der Fall-Kontroll-Status des Betriebes sein. Daher
wurde nach der Ermittlung der optimalen Anzahl latenter Klassen ein nicht-stratifiziertes 2-Klassen-
Modell mit einem stratifizierten Modell (fir den Fall-Kontroll-Status des Betriebes. bzw. den

sogenannten Kombistatus des Tieres [Betriebsstatus sowie Verdachts- oder Kontrolltier]) verglichen.

AbschlieBend wurde vor der inhaltlichen Interpretation (fir jedes Modell) die Zuordnung der
Testergebniskombinationen zu den latenten Klassen Uberprift, um sicherzustellen, dass in allen
Modellen tatsachlich eine Klassifizierung in ,infiziert” und ,nicht infiziert” stattgefunden hat und

keine andere Klassifizierung unbemerkt blieb.

2.3.2. Analyse der Risikofaktoren

Fiir die Analyse der Analyse der Risikofaktoren wurden Informationen aus der Botulismus-Datenbank
herangezogen. Dadurch konnte ein deutlicher Mehrwert aus der Kooperation zwischen den beiden
Projekten erreicht werden. Es wurden mogliche Risikofaktoren bzw. Confounder fiir das Auftreten
von Paratuberkulose in Betrieben und bei Tieren, die im Botulismus-Verbundprojekt gesammelt
worden waren, zusammengestellt und deskriptiv ausgewertet. Aufgrund der bereits dargestellten
Effekte durch das Studiendesign sollten die Auswertungen getrennt fir die drei Betriebstypen
(Kontrolle, Fall-1- und Fall-2-Betriebe) durchgefiihrt werden. Aufgrund der unerwartet erschwerten
induktiven Analyse einer optimalen, minimalen Testkombination und dem zeitlich verzégerten

Vorliegen samtlicher Testergebnisse konnte den nachfolgenden Risikofaktorenanalysen (bisher)
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keine Einteilung in ,Paratuberkulose positiv’ und ,- negativ’ beigefligt werden, die auf eine

nachvollziehbare und sichere Schatzung eines induktiven Testverfahrens zuriickzufiihren ist.

2.3.3. Internationaler Erfahrungsaustausch

Um am internationalen Erfahrungsaustausch zum Thema Diagnostika und Bekdmpfungsprogramme
teilhaben zu kénnen, nutzte die Projektleitung neben eigenen regelmaligen Literaturrecherchen
auch die Mitgliedschaft in der Internationalen Gesellschaft fiir Paratuberkulose (IAP) und die dort
versendeten Newsletter. Weiterhin nahmen verschiedene Projektpartner an dem in 2014 in Parma,
Italien veranstalteten Internationalen Kongress fiir Paratuberkulose (ICP) und dem vorher
durchgefiihrten sog. MAP-Forum teil. Beim MAP-Forum konnte gemeinsam mit Dr. Karsten Donat
(Tierseuchenkasse Thiiringen) ein Vortrag zur Pravalenz von Paratuberkulose in Deutschland und
einem praktischen Beispiel der derzeit in Anwendung befindlichen Uberwachungsprogramme
gehalten werden (vgl. Anhang Proceedingsband). Weitere personliche Kommunikationen mit
international anerkannten Kollegen auf dem Gebiet der Paratuberkuloseliberwachung, die im

Studienzeitraum stattfanden, sind im Ergebnisteil zusammengefasst.

3. Ergebnisse

3.1. Ausfiihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

3.1.1. Labordiagnostische Untersuchungen

3.1.1.1.  Ergebnisse in der Mibi
Es wurden von 96 Betriecben je 10 Tiere und 4 Umgebungsproben untersucht. Als
Untersuchungsverfahren wurde die kulturelle Untersuchung von Kotproben durchgefiihrt. Kulturell
positive Proben wurden durch Ziehl-Neelsen-Farbung gefarbt und durch MAP-spezifische PCR
getestet. Weiterhin wurden Serumproben aller Tiere durch ELISA auf das Vorhandensein von
spezifischen Antikérpern gegen MAP untersucht. Von den 96 analysierten Betrieben wurden 12

Betriebe als kulturell und PCR positiv identifiziert (12,5 %).

In 5 Betrieben konnten nur Einzeltiere als kulturell positiv identifiziert werden. In 6 Betrieben
wurden Einzeltier —und Umweltproben als kulturell positiv identifiziert. In 6 Betrieben konnten nur

Umweltproben als kulturell positiv identifiziert werden.

Insgesamt wurden aus 12 Betrieben 22 Umweltproben als kulturell positiv identifiziert. Es wurden
pro Betrieb maximal 3 von 4 Umweltproben als kulturell positiv nachgewiesen (5 Betriebe). In einem
Betrieb wurden 2 von 4 Umweltproben als kulturell positiv, und in 6 Betrieben wurde nur eine von 4

Umweltproben als kulturell positiv identifiziert.
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Beim Nachweis aus den Umweltproben gab es eine gleichmallige Verteilung bezlglich der
Entnahmeorte. Die Verteilung der 22 als kulturell positiv getesteten Umweltproben ergab sich wie
folgt: 4 Proben aus dem Bereich der Tranke, 5 Proben aus dem Wartebereich, 6 Proben aus dem

Liegebereich und 7 Proben aus dem Fressbereich.

Bei 96 untersuchten Betrieben wurden im ELISA Seren von 16 Einzeltieren aus insgesamt 16
Betrieben positiv getestet. Pro Betrieb wurde immer nur 1 Tier als positiv identifiziert. Es gab eine
hohe Zahl von Tieren, die im ELISA-positiv waren, jedoch in der Kultur negativ waren. Insgesamt

wurden von 10 Hofen 10 Tiere ELISA-positiv bei negativer Kultur gemessen.

Es kann zusammengefasst werden, dass die Anzahl der zu untersuchenden Tiere pro Betrieb (10)
wahrscheinlich zu gering war. Etwa bei 35% der Hofe wurde lediglich aus den Umweltproben
kulturell MAP nachgewiesen, ohne ein Einzeltier als MAP positiv identifiziert zu haben. Bei zu

geringer Pravalenz ist die Anzahl von 10 getesteten Tieren pro Betrieb zu gering.

Bei der Anzucht von MAP auf HEYM Schragagarréohrchen konnten in den meisten Féllen sehr deutlich
die Kolonien identifiziert werden. Probleme, wie Kontamination durch Schimmelpilze oder andere
Bakterien, wie sie aus anderen Laboren berichtet wurden, traten bei unseren Untersuchungen nicht
auf. Die MAP Analyse durch die gewahlte PCR Methode (Nachweis von 1S900) hat sich als stabil
erwiesen. Die Ergebnisse Kultur/PCR korrelieren jedoch nicht zu 100%. Von den erhaltenen 49
Isolaten wurden 39 in der PCR bestatigt.6 PCR Reaktionen zeigten bei positiver Kultur keine 1S900
Bande. Bei 4 Kulturen konnte trotz interner Kontrolle das IS900 Fragment nicht amplifiziert werden.
Somit korrelieren positive PCR Ergebnisse (IS900) zu 79,6 % mit den Ergebnissen der Kultur. Eine
positive Kultur korrelierte zu 75% mit dem positiven Befund im ELISA. Bei der Untersuchung von

etwa 960 Tieren wurden 10 Proben im ELISA falsch positiv gemessen.

3.1.1.2.  Ergebnisse in der LMQS
Im Institut fur Lebensmittelqualitdt und —sicherheit wurden 1.942 Proben von 929 Tieren aus 93
Betrieben untersucht. Diese Betriebe unterteilen sich in 25 Fall-1, 33 Fall-2 und 35 Kontrollbetriebe.
Die 1.942 Proben bestanden aus 928 Kotproben, 922 Milchproben und 92 Tankmilchproben. Es
wurde DNA von 1942 Proben isoliert und diese mit insgesamt 2128 PCR Liufen (ohne Wiederholung
von nicht eindeutigen Ergebnissen) untersucht. Das Real Time-PCR Verfahren konnte mit allen
erhaltenen Proben erfolgreich durchgefiihrt werden, so dass fiir insgesamt 99,89% der untersuchten

Tiere mindestens ein PCR Ergebnis sowie fiir 99.25% der Tiere ein Befund beider Proben vorlag.

Insgesamt war in Proben von 17 Betrieben (18,28%) MAP-DNA mittels Real-time-PCR nachweisbar.
Innerhalb der positiven Betriebe gab es eine Streuung von einer bis hin zu 13 positiven Proben.

Insgesamt waren 22 Tiere auf den Fall-1- (8,80%), 21 der Tiere der Fall-2- (6,36%) und 9 Tiere der
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Kontrollbetriebe (2,57%) positiv fir MAP-DNA (Kot- und/oder Milchprobe).Positive Resultate
ergaben sich sowohl fiir die Kot- als auch fiir die Milchproben. In 8,84 Prozent der Kotproben der Fall-
1 und 4,24 Prozent dieser Proben der Fall-2 Betriebe, jedoch nur in 1,15 Prozent der Kotproben der
Kontrollbetriebe, konnte MAP-DNA nachgewiesen werden. Fiir die Milchproben ergaben sich Anteile
von 2,4 Prozent fir Fall-1-, 3,07 Prozent fir Fall-2- und 1,45 Prozent fiir Kontrollbetriebe. Es war

keine MAP-DNA in einer der Tankmilchproben nachweisbar.

3.1.2. Kombination aus diagnostischen Testverfahren

Wie bereits von Nielsen et al. (2014) erldutert, ist es vor der Untersuchung geeigneter Testsysteme
zunachst notwendig, das Ziel der Bekampfung, fir das die Tests eingesetzt werden sollen, genau zu
definieren. Daher wurden auch vor der Untersuchung einer optimalen, minimalen Testkombination
verschiedene Szenarien definiert, an denen die Testkombinationen beurteilt werden konnten (vgl.
Kap. 3.1.2.1 ,Definitionen” und Tab. 2). Aufgrund des Studiendesigns (Fall-Kontrollstatus des
Betriebes und Verdachts- bzw. Kontrollstatus des Tieres) waren passende Studiengruppen
vorhanden, um ein Einzeltierszenario (Kap. 3.1.2.2.1; unverdachtiges Tier aus unverdachtigem
Betrieb) sowie drei verschiedene Betriebsszenarien (Kap. 3.1.2.2.2 mit unverdachtigen sowie
verdachtigen Betriebe und Kap. 3.1.2.2.3 mit dem Programm der Milchwirtschaft) zu untersuchen.
Um jedoch vor den Szenario-basierten Analysen einen Einblick in sdamtliche Testergebnisse und
Testvergleiche zu geben, beginnt das Kapitel 3.1.2.2 ,,Analysen” mit einer deskriptiven Ubersicht tiber

Einzeltier- und Herdenergebnisse.

Wie bereits anzunehmen war, waren (abhangig von der gerade untersuchten Testkombination)
teilweise deutliche Unterschiede zwischen den Studiengruppen hinsichtlich der realisierten

Testgiten feststellbar. Dies bestatigt die Annahme, dass die Giite eines Testverfahrens sehr stark von

der Zielpopulation abhangt, in der er eingesetzt wird. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, dass es

zusatzlich zu den weiterhin benétigten Evaluationsstudien von Testverfahren auch wichtig ist, in
Studien und Bekdampfungsprogrammen eine Verifikation der Testgilite der eingesetzten Verfahren
durchzufiihren, um die Qualitdt der Studie bzw. des Programmes zu sichern. Fir die hier
dargestellten Ergebnisse bedeutet dieser starke Einfluss des Studiendesigns jedoch, dass die
Analysen innerhalb der Subgruppen gemacht werden mussten, wodurch die jeweiligen
Stichprobenumfange innerhalb dieser Subgruppen teilweise sehr klein waren und somit nicht mehr
als explorative Schlussfolgerungen zulieBen. Diese Modelle sind erkennbar an den nicht vorhandenen

Standardfehlern zu den Pravalenz- und Testgliteschatzern.
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Von den sechs hier eingesetzten Testverfahren fokussierten fiunf Verfahren auf den direkten
Erregernachweis (im Folgenden mit ,DEN“ abgekirzt). Diese Verfahren weisen den Erreger kulturell
der seine DNA nach. Bei diesen Verfahren ist ein positives Ergebnis als ,wahr positiv” zu beurteilen.
Das hier fiir die induktiven, statistischen Analysen eingesetzte Modell geht jedoch bei jeder
eingehenden Information von einem gewissen Grad an Unsicherheit in deren Wahrheitsgehalt aus
und weist demnach auch diesen wahr positiven Ergebnissen einen Unsicherheitsfaktor zu. Dadurch
wurden in manchen Modellen die Klassifizierungen in ,infiziert” und ,nicht infiziert” nicht korrekt

vorgenommen.

Auch wenn die latente Klassenanalyse als Verfahren ohne Gold Standard Test mittlerweile ein
hilfreiches Mittel ist, um in Studien dieser Art die realisierte Testglite der Diagnostika zu prifen, darf

dabei nicht aulRer Acht gelassen werden, dass die Testverfahren grundséatzlich eine hohe Testgite

einbringen missen, um die Schatzung der latenten Klassen reliabel zu machen. Denn die latente

Klassenanalyse kann diejenigen Informationen verarbeiten, die die labordiagnostischen Tests ihr

liefern.

Fir die induktiven, statistischen Analysen wurden auf Einzeltierebene insgesamt 132 (72+48+12) und
auf Herdenebene 125 (50+50+25) latente Klassenanalysemodelle angepasst. Aufgrund der
Modellselektion, des Einflusses durch das Studiendesign und die Klassifikationsschwierigkeiten durch
die wahr positiven Ergebnisse aus den DEN-basierten Testverfahren konnten letztlich sechs (6+0+0)
Modelle auf Einzeltierebene und 19 (17+2+0) Modelle auf Herdenebene inhaltlich interpretiert

werden.

Die nachfolgend detailliert dargestellten Ergebnisse aus den deskriptiven und induktiven Analysen
deuten an, dass es in der hier vorgestellten Studie keine optimale, minimale Testkombination
gegeben hat, die — unabhdngig von einem Bekampfungsziel — zu einer konsistent guten
Pravalenzschatzung gefiihrt hat und bei der zudem eine akzeptable Testglite der einzelnen Verfahren
realisiert werden konnte. Vielmehr zeigte sich, dass die optimalen Testkombinationen davon
abhangen, welche Zielpopulation untersucht wird und welches Bekampfungsziel verfolgt werden soll.
Wahrend Tankmilchuntersuchungen in dieser Studie in keinem untersuchten Szenario einen
hilfreichen Beitrag leisteten, scheinen DEN-basierte Verfahren unabhangig vom Bekdmpfungsziel ein

wichtiger Bestandteil von Untersuchungsprogrammen zu sein.

Fiir die Untersuchung von unverdéachtigen Einzeltieren zeigte sich, dass zukinftig der Fokus auf den
DEN-basierten Verfahren liegen sollte, wobei insbesondere nicht auf eine Einzelkot-Kultur und eine

Einzelkot-PCR verzichtet werden kann. Jedoch gibt es nach wie vor keine Testverfahren, die allein
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oder in einer minimalen Kombination mit anderen Verfahren eine kostengiinstige und verlassliche
Aussage dariber zulassen, ob ein Einzeltier mit dem Erreger der Paratuberkulose infiziert ist oder

nicht.

Fir die Untersuchung von unverdachtigen Betrieben mit dem Ziel eines groben Einblicks in den

Herdenstatus erscheinen basierend auf den hier analysierten Daten, auch in der induktiven Analyse

die Einzelkot-basierten Verfahren als wichtiger Bestandteil eines Gesamtverfahren besonders gut

geeignet zu sein.

Fir die Untersuchung von verdachtigen Betrieben mit dem Ziel eines groben Einblicks in den
Herdenstatus kommt basierend auf dem explorativen Charakter der hier dargestellten Ergebnisse nur
die 2er-Testkombination aus Kot-Kultur und Umgebungskultur in Frage, da sie den Herdenstatus
etwas genauer zu erfassen scheint als bei Einsatz nur eines einzelnen Testverfahrens. Ob dariiber
hinaus die Kombination aus ELISA und Umgebungskot-Kultur ebenfalls denkbar ware, muss in
nachfolgenden Studien groferen Umfangs untersucht werden. Es ist jedoch anzunehmen, dass dann

weiterhin die Sensitivitat des ELISAs gering bliebe.

Fiir ein Programm der Milchwirtschaft konnen grundsatzlich die Ergebnisse und Schlussfolgerungen
der Analysen fur die Herdenuntersuchung unverdachtiger Herden Gbernommen werden. Jedoch ist
zu beachten, dass ein (falsch) positiv getesteter Betrieb wirtschaftliche Nachteile bei der
Vermarktung seiner Produkte hatte. Ein falsch negativ getesteter Betrieb wiirde den Anspriichen des

Systems an eine optimale Qualitdtssicherung widersprechen.

3.1.2.1.  Definitionen
Ahnlich der Anforderung fiir jedes Testziel andere, explizite Testverfahren bzw. Testkombinationen
anzuwenden (Nielsen, 2011; Nielsen, 2014; OIE, 2009 - , Fit for purpose”) miissen auch die Ziele von
Bekampfungsprogrammen explizit beschrieben und differenziert werden, um im Folgenden Tests zu

identifizieren, die moglichst optimal zum Bekdmpfungsziel passen (vgl. Tab. 2).
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Tabelle 2: Differenzierung von Zielen von Bekdampfungsprogrammen

Bekdmpfungsprogramm - Ziele

Zielpopulation

Untersuchungsziel

Einzeltierebene

Einzeltieruntersuchung
(z.B. zum Export ,Freiheit von einer
Krankheit®)

Zuchtrinder / Jungrinder
=>» Unverddchtige
Einzeltiere

Sichere Aussage lber den
Infektionsstatus des
Einzeltieres
=>» Diagn. Test muss eine
hohe Sensitivitét und
Spezifitét aufweisen

Individuelles Programm fiir eine
Herde

(z.B. zur Einddmmung der
wirtschaftlichen Schaden durch
Paratuberkulose, Senkung der
Innerherdenpravalenz, der Eradikation,
Verbesserung des Tierschutzes)

Risiko-basiert selektierte

Rinder eines bekannt

betroffenen Betriebes

=> FEinzelne (verddchtige)
Rinder in betroffenen
Herden

Moglichst sicheres
Auffinden der
Ausscheidertiere (mit dem
grofSten Risiko fiir andere
Tiere)

Herdenebene

Herdenuntersuchung

(z.B. zum Benchmarken, als Kick-off flr
nachfolgende Bekdampfung oder zur
Qualitatssicherung

Rinder des jeweiligen

Betriebes (alle / Stichprobe)

=>» Unverddchtige /
Verddchtige Herden

Relativ grober Einblick in
den Herdenstatus
=>» Diagn. Test muss eine
hohe Spezifitdt
aufweisen

Pravalenzuntersuchung in Herden
(z.B. zum Ermitteln des Status Quo in
einer Region)

Adulte Rinder in der
jeweiligen Region (alle /
Stichprobe)

=> Alle Herden

Moglichst verlassliche
Aussage Uber den Anteil
infizierter Herden in der
Region

Staatliches Programm
(z.B. zur Senkung der
(Herden-)Pravalenz in einer Region)

Bekannt betroffene
Betriebe:

Risiko-basiert selektierte
Rinder in der jeweiligen
Region (alle / Stichprobe)
=>» Betroffene Herden

Moglichst sicheres
Auffinden der
Ausscheidertiere (mit dem
groflRten Risiko flir andere
Tiere; ,,high shedders”)

Programm der (Milch-)Wirtschaft
(z.B. zum Benchmarken und zur
Qualitatssicherung;
Wettbewerbsvorteil am LM-Markt)

Rinder von teilnehmenden

Betrieben (alle / Stichprobe)

=>» Unverddchtige Herden

Auffinden von nicht
infizierten Herden
=>» Diagn. Test muss eine
hohe Sensitivitdt und
Spezifitit aufweisen

Grau=Bekampfungsziele kdnnen nicht im Rahmen dieser (Fall-Kontroll-)Studie betrachtet werden

In der hier dargestellten Studie wurden ausschlieRlich Betriebe untersucht, von denen kein
vorheriger Paratuberkulosestatus vorlag. Die sog. Kontrolltiere und Kontrollbetriebe werden daher
im Folgenden als Reprdsentanten flr unverdachtige Tiere bzw. Herden betrachtet. Die
Verdachtstiere und Fall-1- (und Fall-2-)Betriebe des (ibergeordneten Botulismus-Projektes werden als

Verdachtstiere und Verdachtsbetriebe im Sinne des Paratuberkuloseverdachts betrachtet. In
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Tabelle 2 grau markierte Bekdmpfungsziele kdnnen nicht im Rahmen dieser (Fall-Kontroll-)Studie
betrachtet werden, da die Stichprobe aufgrund des Studiendesgin nicht reprdsentativ fir eine
Zielpopulation ist und keine bekannt von Paratuberkulose betroffenen Tiere oder Betriebe

teilgenommen haben.

Ein Betrieb galt als positiv in einem der Einzeltiertestverfahren, sofern mindestens ein Tier in diesem
Verfahren positiv getestet worden war. Ein Unterschied zwischen Verdachts- und Kontrolltieren
machte hier keinen inhaltlichen Sinn, so dass jedes der Zehn getesteten Tiere dasselbe Gewicht bei
der Definition eines positiven Betriebes hatte. Auch fir die vier Umgebungsproben je Betrieb gilt,

dass ein Betrieb als positiv gilt, sobald mindestens eine dieser Proben positiv ist.

3.1.2.2. Analysen
Zur Analyse durch das IBEI lagen Daten zu 465 Kontroll-und 465 Verdachtstieren aus 93 Betrieben
vor. Die Verteilung der Betriebe auf den Fall 1- (ungeimpft; n=25), Fall 2- (geimpft; n=33) und
Kontrollstatus (n=35) war relativ homogen. Die Daten zu den einzelnen Untersuchungsergebnissen
wiesen ein hohes MaR an Vollstandigkeit auf. Nur in acht von Gber 4.000 genommenen Proben lag
kein Probenmaterial zur Untersuchung vor und neun weitere Proben waren im Verlauf der

diagnostischen Untersuchungen nicht auswertbar.

Einzeltierebene: Unter der Voraussetzung, dass mindestens ein positives Testergebnis ein Tier
als infiziert beschreibt, wiirden insgesamt 64 von 930 (6,88%) aller untersuchten Tiere als infiziert
identifiziert. Es konnten relevante Unterschiede beziglich der Haufigkeit auf diese Weise als positiv
identifizierter Tiere sowohl zwischen Kontroll- und Verdachtstieren als auch zwischen Fall- und
Kontrollbetrieben festgestellt werden (vgl. Tab. 3). Insbesondere das haufigere Auffinden von
positiven Tieren (bei mindestens einem positiven Test) bei den ungeimpften Fall-1-Betrieben ist hier

herauszustellen.

Tabelle 3: Vorkommen positiv getesteter Tiere bei mindestens einem positiven von vier

angewendeten Tests

Verdachtstiere  Kontrolltiere  Gesamt

Kontrollbetriebe 11 > 16
(6,29%) (2,86%)  (4,57%)

. . 15 10 25
Ungeimpfte Fall-1-Betriebe (12%) (8%) (10%)
. . 12 11 23
Geimpfte Fall-2-Betriebe (7,27%) (6,67%)  (6,97%)
64

Gesamt (6,88%)
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Unter der Annahme, dass nicht alle hier verwendeten Einzeltiertests die gleiche hohe Effizienz bei
der Vorhersage einer Infektion bei einem Einzeltier haben (Stabel et al., 2002), kann die Betrachtung
auch nur fir drei Tests (Faeces-Kultur, Faeces-PCR und Milch-PCR) gemacht werden (vgl. Tab. 4). Dies
senkt das unter der gegebenen Definition vorgefundene Vorkommen von positiven Tieren in jeder

Tiergruppe leicht, fihrt jedoch nicht zu einer Veranderungen zwischen den Tiergruppen.

Tabelle 4: Vorkommen positiv getesteter Tiere bei mindestens einem positiven von drei

angewendeten Tests (ohne Serum-ELISA)

Verdachtstiere  Kontrolltiere  Gesamt

Kontrollbetriebe (4157%3 (1'71%?; (3,14;31)
Ungeimpfte Fall-1-Betriebe (11'2;3 (7'2%9) (9,2;3
Geimpfte Fall-2-Betriebe (6,063%3 (6,67;1) (6,36;1)
Gesamt (5,9105:)

In allen drei Betriebstypen waren die Verdachtstiere etwas haufiger positiv getestet als die
Kontrolltiere. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass als Verdachtstiere auch diejenigen Tiere mit einem
Habitus chronisch krank und aufgrund einer auffallig schlechten Korperkondition ausgewahlt wurden
(vgl. Abschlussbericht Botulismus-Projekt). In einem seit langerem infizierten Bestand kann erwartet
werden, dass klinisch erkrankte Tiere (wie hier die Verdachtstiere) gefunden werden. Fiir die Planung

eines Bekdmpfungsprogramms kann hieraus geschlussfolgert werden, dass eine Risiko-basierte

Auswahl der zu beprobenden Tiere die Auffindungswahrscheinlichkeit infizierter Tiere erhoht.

Wie in Tabelle 5 zu erkennen ist, gibt es kein Tier, das in allen Testverfahren als positiv erkannt
worden ist, jedoch wurden teilweise bis tiber 90% der Tiere durch alle vier Tests als negativ erkannt.
Geht man davon aus, dass die Faeces-Kultur und die Faeces-PCR die hochste Testglite haben, so kann
man auch feststellen, dass diese beiden Tests auch die meisten Tiere als positiv erkannt haben. So
wurden neun Tiere durch beide Verfahren positiv identifiziert, vier ausschlielich durch die Einzelkot-
Kultur und 22 ausschlieflich durch die Einzelkot-PCR. Bei der Einzelmilch-PCR unterliegt die
Konzentration des Agens einer starken Dilution, da es im Wesentlichen durch Kotverschmutzungen
am Euter in die Milch eingetragen wird. Die Ubereinstimmung mit der Faeces-PCR war sehr gut
wobei es keine Ubereinstimmungen mit der Faeces-Kultur gab. Da jedoch die Einzelmilch-PCR eine
ebenso gute Spezifitdt aufweist wie die Faeces-PCR, muss ein positives Ergebnis auch hier als
hinweisend auf ein infiziertes Tier gewertet werden. Somit hat die Einzelmilch-PCR 12 weitere Tiere

als positiv erkannt, die in anderen Tests nicht erkannt worden waren. Hier besteht jedoch die
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Moglichkeit, dass die zugrunde liegenden Kotverschmutzungen von anderen Tieren stammen

kénnten. Fir die Planung von Bekdmpfungsprogrammen ldsst sich hieraus schlussfolgern, dass —

sofern Einzeltiertests gewiinscht sind — DEN-basierte Verfahren von den hier untersuchten Tests am

besten geeignet zu sein scheinen, um Betriebe mit einem chronischen Krankheitsgeschehen auf das

Vorkommen von Paratuberkulose zu untersuchen.




Tabelle 5: Muster der Testergebnisse (Response Pattern) auf Tierebene — basierend auf den vier Einzeltiertests

Teilnehmergruppe

Kontrolle

Fall 1 (ungeimpft)

Fall 2 (geimpft)

CC-Status Tier

CC-Status Tier

CC-Status Tier

Verdachtstier Kontrolltier Verdachtstier Kontrolltier Verdachtstier Kontrolltier
Faeces Serum ELISA Faeces PCR Milch PCR Anza  Spalten Anza  Spalten Anza Spalten Anza Spalten Anza  Spalten Anza  Spalten
Kultur hi % % hi % % hl % %
positiv positiv positiv negativ 2 1,14 2 1,60 1 0,61
nicht
eindeutig . . 1 0,61
negativ positiv negativ . . 2 1,60 . . 1 0,61
negativ negativ 1 0,57 1 0,80 1 0,80
nicht negativ negativ
eindeutig 1 0,57 . .
negativ positiv positiv positiv . . . . 1 0,80 . . . .
negativ negativ 3 1,71 2 1,14 1 0,80 1 0,80 2 1,21
negativ positiv positiv . . . . 1 0,80 4 3,20 2 1,21 . .
negativ 1 0,57 1 0,57 8 6,40 2 1,60 3 1,82 5) 3,03
existiert
nicht . . . . 1 0,61
negativ positiv 5 2,86 . . . . . . 3 1,82 4 2,42
negativ 162 92,57 165 94,29 109 87,20 114 91,20 153 92,73 153 92,73
existiert
nicht 1 0,57 1 0,61
existiert existiert
nicht nicht 1 0,57
nicht negativ negativ
eindeutig 2 1,14 3 1,71 . .
nicht negativ positiv negativ 1 0,80
auswert- negativ negativ
bar 1 0,80
existiert negativ existiert negativ
nicht nicht . . . . . . 1 0,80 . . . .
All 175 100,00 175 100,00 125 100,00 125 100,00 165 100,00 165 100,00
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Herdenebene: Unter der Voraussetzung, dass mindestens ein positives Testergebnis eine Herde als
infiziert beschreibt, wirden insgesamt 33 von 93 (35,48%) aller untersuchten Herden als infiziert
identifiziert. In der deskriptiven Auswertung konnten relevante Unterschiede bezlglich der
Haufigkeit auf diese Weise als positiv identifizierter Tiere zwischen ungeimpften Fall-1- und

Kontrollbetrieben festgestellt werden (vgl. Tab. 6).

Tabelle 6: Vorkommen positiv getesteter Betriebe bei mindestens einem positiven von sechs

angewendeten Tests

Kontrollbetriebe 12 34,29

Ungeimpfte Fall-1-Betriebe 11 44,00

Geimpfte Fall-2-Betriebe 10 30,30

Gesamt 33 35,48

Unter der Annahme, dass nicht alle hier verwendeten Tests die gleiche hohe Spezifitat haben, kann
die Betrachtung auch nur fir fiinf Tests (Faeces-Kultur, Faeces-PCR, Milch-PCR, Umgebungs-Kultur
sowie Tankmilch-PCR) gemacht werden (vgl. Tab. 7), wobei dies da facto nur vier Tests waren, da die
Tankmilch-PCR kein positives Testergebnis beigesteuert hatte. Dies senkt unter der gegebenen
Definition sowohl das vorgefundene Vorkommen von positiven Herden in jeder Betriebsgruppe
leicht, jedoch fiihrt es auch zu einer (leichten) Verdnderungen zwischen den Betriebsgruppen, so

dass nunmehr das Vorkommen von positiven Herden in den Kontrollbetrieben am seltensten ist.

Tabelle 7: Vorkommen positiv getesteter Betriebe bei mindestens einem positiven von fiinf

angewendeten Tests (ohne Serum-ELISA)

Kontrollbetriebe 8 22,86

Ungeimpfte Fall-1-Betriebe 10 40,00

Geimpfte Fall-2-Betriebe 8 24,24

Gesamt 26 27,96

Unabhangig von der Anzahl zugrundeliegender Tests war der Anteil positiv getesteter Herden bei den
ungeimpften Fall-1-Betriebe am hochsten. Dies legt eine intensivere Betrachtung der Unterschiede
zwischen den untersuchten Betriebstypen nahe. Erste Ergebnisse hierzu sind bereits im Botulismus-

Abschlussbericht zu finden und wurden auch beim Abschlusssymposium prasentiert. Dieses Ergebnis
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ist konform mit der Forderung danach, dass Testverfahren nicht nur abhangig vom Bekdmpfungsziel

sondern auch abhangig von der Zielpopulation ausgewahlt werden mussen (vgl. Tab. 2).

Unabhangig von der Anzahl zugrundeliegender Tests war der Anteil positiv getesteter Tiere bei den
ungeimpften Fall-1-Betrieben am hochsten. Dies legt eine intensivere Betrachtung der Unterschiede
zwischen den untersuchten Betriebstypen nahe. Erste Ergebnisse hierzu sind bereits im Botulismus-
Abschlussbericht zu finden und wurden auch beim Abschlusssymposium prasentiert. Fir die Planung

eines Bekdampfungsprogramms ldsst sich heraus schlussfolgern, dass vorbereitende Studien

notwendig sind, die nicht nur ermitteln, ob und welche Risikofaktoren einen infizierten Betrieb

determinieren sondern insbesondere auch, welchen Einfluss das Hygienebewusstsein und die

Einstellung des Tierhalters gegeniber der Gefahr einer Infektion mit Paratuberkulose spielt.

Wie in Tabelle 8 zu erkennen ist, gibt es in der deskriptiven Auswertung keine Herde, die in allen
Testverfahren als positiv erkannt worden ist, jedoch wurden abhadngig vom Fall-Kontroll-Status des
Betriebes 56,00% (Fall-1-) bis 72,73%(Fall-2-Betriebe) der Herden durch alle sechs Tests als negativ
erkannt. Geht man davon aus, dass die Faeces-Kultur und die Faeces-PCR die hochste Testgite
haben, so kann man auch feststellen, dass diese beiden Tests zusammen auch die meisten Herden als
positiv erkannt haben. Bei der Milch-PCR und die Umgebungs-Kultur haben jedoch noch einen zu
bericksichtigenden zusatzlichen Anteil positiver Herden erkannt. In der Umgebungskultur —allein-
konnten jedoch auch 7 (20%) bei den Kontroll-, 2 (8%) bei den ungeimpften Fall-1- und 4 (12,12%) bei

den geimpften Fall-2-Betriebe nicht als positiv erkannt werden.



Tabelle 8: Muster der Testergebnisse (Response Pattern) auf Herdenebene — basierend auf den sechs Tests

Teilnehmergruppe

Fall 1
Kontrolle (ungeimpft) Fall 2 (geimpft)
Faeces Faeces PCR Milch PCR Umgebungs- Tankmilch PCR Serum Anza Spalten Anza Spalten Anza Spalten
Kultur Kultur ELISA hl % hl % hi %

positiv positiv positiv positiv negativ positiv . . 2 8,00 2 6,06

negativ negativ positiv 1 2,86 . .
negativ positiv negativ positiv 1 4,00 . .
negativ . . 1 3,03

negativ negativ positiv 1 2,86 . .

negativ negativ negativ negativ negativ 2 571 2 8,00

negativ  positiv negativ positiv negativ negativ . . 1 4,00
negativ negativ positiv 1 2,86 . . . .
negativ 1 2,86 . . 2 6,06

existiert negativ

nicht . . 1 3,03
negativ positiv positiv negativ negativ 1 2,86 . . . .
negativ negativ negativ 1 2,86 . . 1 3,03

negativ positiv negativ positiv 1 4,00
negativ . . 3 12,00 . .
negativ negativ positiv 4 11,43 1 4,00 2 6,06
negativ 23 65,71 14 56,00 24 72,73
Gesamt 35 100,00 25 100,00 33 100,00
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Nachfolgend sind die Analyseergebnisse aus der induktiven Auswertung fiir die oben beschriebenen
hier analysierbaren Bekampfungsziele und Populationsgruppen dargestellt. Modelle ohne
Standardfehlerkalkulation konnten inhaltlich nur explorativ interpretiert werden. Zudem gab es
Modelle, die nicht wie hier benétigt in , infiziert” und , nicht infiziert” klassifiziert haben und daher
basierend auf den hier analysierten Studiendaten im aktuellen Zustand keine Auskunft Gber die
Pravalenz und die Testgutekriterien gaben. Beide Falle sind in den zugehdrigen Tabellen im Anhang

grau bzw. dunkelgrau markiert.

3.1.2.2.1 Einzeltieruntersuchung

Bekdampfungsprogramm - Ziele Zielpopulation Untersuchungsziel

Einzeltierebene

Einzeltieruntersuchung Zuchtrinder / Jungrinder Sicher Aussage Uber den
(z.B. zum Export , Freiheit von einer =>» Unverddchtige Infektionsstatus des
Krankheit”) Einzeltiere Einzeltieres

Analysen zur Modellgiite bei den 2er-Testkombinationen deuten an, dass in der hier dargestellten
Studie die Kombinationen mit Einzelmilch-PCR eine héhere Sicherheit bei der Klassenzuordnung der
Tiere (Entropy) aufweisen als Kombination ohne Einzelmilch-PCR. Die erwartete Zellbesetzung
(Sparseness=43,75) war grolR genug, um verlassliche Schatzungen vorzunehmen. Dennoch konnten in
den Modellen fiir die Kontrolltiere in Kontrollbetrieben, die hier als unverdachtige Tiere untersucht
werden sollten, keine Standardfehler geschatzt werden, so dass die inhaltliche Interpretation nur
explorativ erfolgen konnte. In den passend klassifizierenden Modellen (vgl. Kap. 3.1.2.3
,Klassenzuordnung” und , Entropy-Index”) konnte fiir keinen Test eine auch nur anndhernd
akzeptable Sensitivitat ermittelt werden. Zudem unterschatzten hier samtliche Kombinationen die
Pravalenz, die aus der Kombination aus drei DEN-basierten Verfahren ermittelt worden war — jedoch

nur geringgradig. Es konnte somit basierend auf den hier analysierten Daten zum derzeitigen Stand

der Analysen keine optimale 2er-Testkombination zur Untersuchung unverdéachtiger Tiere ermittelt

werden.

Bei den 3er-Testkombinationen gentigte kein Modell den Erfordernissen, um die Klassenordnung der
Tiere mit ausreichender Sicherheit vornehmen zu kénnen. Somit kann keines der Ergebnisse hier zur
explorativen Interpretation herangezogen werden. Wie bereits erwdhnt scheint die sensitivste
Kombination der hier untersuchten Verfahren eine Kombination aus den drei DEN-basierten Tests zu
sein. Wahrend so 2,29% (n=4) der unverdachtigen Tiere von Kontrollbetrieben sicher positiv ermittelt
werden konnten, hat der Serum-ELISA von diesen Tieren keines erkannt, demgegeniiber jedoch zwei

andere Tiere als positiv identifiziert.
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Es ist zu berlicksichtigen, dass in der hier dargestellten Studie ausschlieRlich laktierende, erwachsene
Kihe untersucht wurden, so dass samtliche Ergebnisse nur fiir diese Tiergruppe interpretiert werden

kénnen. Die Ergebnisse dieser Studie deuten an, dass gerade fiir die unverdachtigen Kontrolltiere

zuklinftig der Fokus auf den DEN-basierten Verfahren liegen sollte. Hier kann nicht auf eine Einzelkot-

Kultur und eine Einzelkot-PCR verzichtet werden, wenn es darum geht, diese Tiere ,frei zu testen”.

Die Kombination aus diesen beiden Verfahren fiihrt zu den meisten erkennbaren Tieren. Somit lasst
sich hier schlussfolgern, dass - auch wenn die Einzelkot-Kultur kostenintensiv und langwierig ist — sie

doch noch nicht zu den verzichtbaren Verfahren gehort.

Darliber hinaus zeigen die Ergebnisse der Studie auch klar auf, dass es fiir die Einzeltiertestung nach

wie vor keine Testverfahren gibt, die allein oder in einer minimalen Kombination mit anderen

Verfahren eine kostengiinstige und verldssliche Aussage dariber zulassen, ob ein Einzeltier

Paratuberkulose infiziert ist oder nicht.

Wirde man demgegeniber unverdéachtige Tiere von verdachtigen Betrieben untersuchen, bot sich in
der hier dargestellten Studie insbesondere die Kombination aus Einzelkot-PCR und Einzelmilch-PCR

als hilfreiche Kombination an.

3.1.2.2.2 Herdenuntersuchung

Bekdmpfungsprogramm - Ziele Zielpopulation Untersuchungsziel
Herdenebene
Herdenuntersuchung Rinder des jeweiligen
(z.B. zum Benchmarken, als Kick-off fir ~ Betriebes (alle / Stichprobe)  Relativ grober Einblick in
nachfolgende Bekdmpfung oder zur =>» Unverddchtige / den Herdenstatus
Qualitatssicherung Verddchtige Herden

Kalkuliert man die Herden-Sensitivitat und die Herden-Spezifitdit und verwendet die Sensitivitdten
und Spezifitdten aus Evaluationsstudien (Kot-Kultur: Collins et al., 2006; Kot-PCR: Leite et al., 2013;
Milch-PCR: Grant et al., 2000; Umgeb.-Kultur: Lavers et al., 2013; Serum-ELISA: Kéhler et al., 2008),
so weist die Faeces-PCR die hochste hier realisierte Spezifitat auf. Die Tests mit den hdchsten

Sensitivitaten variieren abhangig von der untersuchten Betriebsgruppe (vgl. Tab. 9).
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Tabelle 9: Kalkulierte Testglite und apparente Pravalenz basierend auf den Sensitivitaiten und

Spezifitdten aus Evaluationsstudien

I:KStatusBetrieb SEHerde SPHerde AP SEeval SI:)eval

F. kult K 0,70 0,99 0,11 0,6 0,999
F1 0,89 0,99 0,20 0,6 0,999
F2 0,61 0,99 0,09 0,6 0,999
F. PCR K 0,70 1,00 0,11 0,559 1
F1 0,83 1,00 0,16 0,559 1
F2 0,87 1,00 0,18 0,559 1
Milch PCR K 0,59 0,60 0,09 1 0,95
F1 0,57 0,60 0,08 1 095
F2 0,61 0,60 0,09 1 0,95
Umg. Kult K 0,25 0,90 0,03 0,71 0,99
F1 0,98 0,90 0,32 0,71 0,99
F2 0,61 0,90 0,09 0,71 0,99
Serum ELISA K 0,89 0,59 0,20 0,555 0,948
F1 0,89 0,59 0,20 0,555 0,948
F2 0,73 0,59 0,12 0,555 0,948

SEherde=Sensitivitdat des Tests auf Herdenebene; Spyerqe=Spezifitdt des Tests auf Herdenebene; AP=apparente
Pravalenz: SE.,,=Sensitivitat des Tests aus Evaluationsstudien; Sp.,,=Spezifitat des Tests aus Evaluationsstudien

Fir die Planung von Bekdmpfungsprogrammen lieRe sich basierend auf den Testgiitekriterien aus

vorhergehenden Evaluationsstudien schlussfolgern, dass — ergidnzend zu Einzeltiertests— die

Umgebungs-Kultur gut geeignet sei, um Betriebe mit einem chronischen Krankheitsgeschehen auf

das Vorkommen von Paratuberkulose zu untersuchen. Allein wéare dieses Verfahren nur zum

Screening und auf Betrieben mit chronischen Krankheitsgeschehen einsetzbar. In bisher unauffalligen

Betrieben schiene es — zumindest als einziges Diagnostikum — eher weniger geeignet zu sein.

Die Testglte wird bei so einem Vorgehen jedoch als Punktschatzer verwendet, wenn die
beobachteten Pravalenzen hierfir korrigiert werden sollen (z.B. indem man die Rogan & Gladen-
Gleichung anwendet). Die wahre Testgiite liegt jedoch (meist mit einer Wahrscheinlichkeit von 95%)
in einem Bereich um den Punktschatzer. Allein die Verwendung des Punktschatzers reicht daher aus,
um die Kalkulation der wahren Pravalenz zu verzerren. Dariiber hinaus sind die Evaluationsstudien in
anders zusammengesetzten Studienpopulationen durchgefiihrt worden als die hier untersuchte.
Daher ist davon auszugehen, dass die in Tabelle 9 dargestellten Schatzer verzerrt sind. Zudem wurde
zur Berechnung der Sensitivitditen die berichtete Einzeltiersensitivitdt und nicht die
Herdensensitivitat verwendet, so dass es dadurch zu weiteren relevanten Verzerrungen gekommen
ist. Um diese Probleme bei der Schatzung der realisierten Testgiite zu umgehen, wurde die latente

Klassenanalyse angewendet.



2812HS020 — Nachweis von MAP durch Kombination von Testverfahren 27

Bei den allen Kombinationen aus vier (bzw. drei und zwei) Testverfahren erschwerte die Tankmilch-
PCR die Modellschdtzung, da durch diesen Test keine nitzliche weitere Information in die

Pravalenzschatzung einbezogen werden konnte . . Daher kann geschlussfolgert werden, dass die

Tankmilch-PCR in unverdachtigen Betrieben kein sinnvolles und hilfreiches Diagnostikum zu sein

scheint.

Fir eine Herdenuntersuchung (z.B. zum Benchmarken oder zur Qualitatssicherung) bei bisher

unverddchtigen Herden mit dem Ziel eines groben Einblicks in den Herdenstatus erscheinen

basierend auf den hier analysierten Daten, auch in der induktiven Analyse die Einzelkot-basierten

Verfahren als wichtiger Bestandteil eines Gesamtverfahren besonders gut geeignet zu sein.

Verglichen mit einer Pravalenz von 22,86% (geschatzt aus finf DEN-basierten Testverfahren) konnten
diejenigen 2er-Testkombinationen, bei denen die Kot-Kultur beteiligt war, bereits eine gute
Pravalenzschatzung machen. Jedoch konnte eine akzeptable Sensitivitit von >80% fir kein
Testverfahren in den hier analysierten Daten ermittelt werden. Demgegeniiber lagen die Spezifitdaten

aller Tests in zumeist >95%.

Bei den 3er-Testkombinationen konnte nur die Kombination aus Serum-ELISA, Einzelmilch-PCR und
Umgebungskot-Kultur inhaltlich beurteilt werden. Die hier ermittelte Prédvalenz war nicht

vergleichbar mit der aus fiinf DEN-basierten Testverfahren ermittelten Pravalenz.

In den Kombinationen aus vier Testverfahren hat keines der Modelle eine korrekte Klassifikation
vorgenommen. Es sollte zudem hier bericksichtigt werden, dass die Kombination aus vier
Testverfahren parallel so kostenintensiv ist, dass eine Realisierung in praxi vorsichtig lberdacht

werden sollte und zuerst genau kalkuliert werden misste.

Fur bisher unverdichtige Betriebe muss daher geschlussfolgert werden, dass es (in der hier

durchgefiihrten Studie) bereits bei einer Kombination aus vier Testverfahren keine optimale

Testkombination gibt, bei der die eingesetzten Verfahren Testgltekriterien erreichten, die den

allgemeinen Anspriichen fiir ein Diagnostikum entsprechen.

Fir eine Herdenuntersuchung (z.B. als Kick-off fiir nachfolgende Bekdmpfung) bei verddchtigen

Herden (Fall-1- und [Fall-2-]Herden) mit dem Ziel eines groben Einblicks in den Herdenstatus kommt

basierend auf dem explorativen Charakter der hier dargestellten Ergebnisse nur die 2er-

Testkombination aus Kot-Kultur und Umgebungskultur in Frage, da sie den Herdenstatus etwas
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genauer zu erfassen scheint als bei Einsatz nur eines einzelnen Testverfahrens. Ob dariber hinaus die

Kombination aus ELISA und Umgebungskot-Kultur ebenfalls denkbar ware, muss in nachfolgenden

Studien groBeren Umfangs untersucht werden. Es ist jedoch anzunehmen, dass dann weiterhin die

Sensitivitat des ELISAs gering bliebe.

Keine der 2er-Testkombinationen ermittelte die 40% Pravalenz, die durch die Kombination aus funf
DEN-basierten Tests ermittelt worden war. Da die Umgebungskot-Kultur in der Kombination mit
einem der beiden Einzelkot-basierten Verfahren ebenso wie in Kombination mit dem Serum-ELISA
und der Einzelmilch-PCR zur Erkennung weiterer positiver Betriebe beitrug, scheint sie bei
verdachtigen Betrieben ein hilfreiches zusatzliches Testverfahren zu sein. Die Umgebungskot-Kultur
kommt in der hier dargestellten Studie dabei gerade in der Kombination mit der Kot-PCR und der
Einzelmilch-PCR zu guten Sensitivitdten. Jedoch hatte die Einzelmilch-PCR (anders als die anderen
Verfahren) in dieser Studiengruppe keine akzeptablen Sensitivitaten und hat auch keinen Beitrag zum
Auffinden von zusatzlichen betroffenen Betrieben geleistet. Der Serum-ELISA kann einen zusatzlichen
Beitrag zum Auffinden betroffener Betriebe leisten, sofern er mit den Einzelkot-basierten Verfahren,
der Einzelmilch-PCR oder der Umgebungskot-Kultur verkniipft wird. Dennoch unterschatzten
samtliche Testkombinationen mit Serum-ELISA die Prdvalenz in der Studiengruppe der verdachtigen
Betriebe. Fir die Kot-PCR konnte in den hier dargestellten Analysen keine Testkombination ermittelt
werden, bei der sowohl die Pravalenz ausreichend hoch geschéatzt wurde als auch die Sensitivitat
dieses Tests in einem akzeptablen Bereich lag. Fiir die Kot-Kultur konnte die Kombination mit
Umgebungskot-Kultur als einzige Kombination identifiziert werden, bei der die Pravalenz derjenigen
aus funf DEN-basierten Testverfahren geschatzten Pradvalenz nahe kam. Jedoch lagen die

Sensitivitaten beider Tests fir die hier untersuchte Studiengruppe sehr niedrig. Mit dem Ziel eines

groben Einblicks in den Herdenstatus kommt basierend auf dem explorativen Charakter der hier

dargestellten Ergebnisse nur die 2er-Testkombination aus Kot-Kultur und Umgebungskultur in Frage,

da sie den Herdenstatus etwas genauer zu erfassen scheint als bei Einsatz nur eines einzelnen

Testverfahrens. Ob dariiber hinaus die Kombination aus ELISA und Umgebungskot-Kultur ebenfalls

denkbar ware, muss in nachfolgenden Studien grofReren Umfangs untersucht werden. Es ist jedoch

anzunehmen, dass dann weiterhin die Sensitivitdt des ELISAs gering bliebe.

Bei den 3er-Testkombinationen konnte nur die Kombination aus Kot-Kultur, Serum-ELISA und
Umgebungskot-Kultur inhaltlich beurteilt werden. Diese Testkombination konnte die
Herdenpravalenz nicht in einer GroRenordnung nahe derjenigen schatzen, die aus fiinf DEN-basierten
Testverfahren ermittelt werden konnte. Die geschatzte Sensitivitat fir die Umgebungskot-Kultur war
relativ gut. Der Serum-ELISA zeigte in diesem Modell eine Sensitivitat von >80%. Die Spezifitat fur

diesen Test lag bei 94,78%. Aufgrund der niedrigen Sensitivitaten von Einzelmilch-PCR und der nicht
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schatzbaren Standardfehler miissen diese Schatzungen jedoch mit Vorsicht betrachtet
werden.Verglichen mit der 2er-Testkombination, wo die Kombination aus Einzelkot-Kultur und
Umgebungskot-Kultur bereits aufgefallen war, konnte basierend auf den Studiendaten unter den
3er-Testkombinationen kein weiterer Test identifiziert werden, der die Schatzgenauigkeit des

Gesamtverfahrens noch weiter heraufsetzte.

Auch fir die 4er-Testkombinationen in der Gruppe der verdachtigen Betriebe hat keines der Modelle
eine korrekte Klassifikation vorgenommen. Zudem gilt auch hier die Schlussfolgerung wie fir die
unverdachtigen Betriebe, wonach die Ergebnisse aus den Kombinationen mit weniger Testverfahren

bestatigt wurden und eine parallele 4er-Kombination zu kostenintensiv ware, um realisierbar zu sein.

3.1.2.2.3 Programm der (Milch )Wirtschaft

Bekdampfungsprogramm - Ziele Zielpopulation Untersuchungsziel
Herdenebene
Programm der (Milch-)Wirtschaft Rinder von teilnehmenden P
(z.B. zum Benchmarken und zur Betrieben (alle / Stichprobe)

infizierten Herd
Qualitatssicherung) =>» Unverdichtige Herden infizierten Herden

Innerhalb Deutschlands ist Paratuberkulose ein Faktor, der vor allem wirtschaftlichen Schaden
anrichtet. Aus wirtschaftlicher Sicht ist daher im Sinne der Landwirtschaft eine Bekampfung auf lange
Sicht gesehen sicher erstrebenswert. Dies gilt insbesondere dann, wenn bedacht wird, dass viele
ManagementmalRnahmen gegen Paratuberkulose auch schon kurzfristig gegen eine Vielzahl von
infektiosen und nicht-infektiosen Krankheiten bei Kdlbern und Milchkiihen wirken. Darlber hinaus
gibt es in Deutschland Exporteure von Zucht- und Gebrauchsrindern, die bereits heute fir
verschiedene Lander ein Zertifikat der Paratuberkulose-Freiheit vorlegen missen. Wirde auf den
zuliefernden Betrieben Paratuberkulose nachgewiesen werden, wiirde dies zu einer Handelssperre in
die betreffenden Lander von mindestens drei Jahren fiihren. Aus Griinden der Qualitatssicherung
und um sich Handelsoptionen zu erhalten, ist daher eine Bekampfung sicher erstrebenswert.
Unabhangig vom Export kann sich das Zertifikat der Freiheit in Zukunft auch bei der
Lebensmittelvermarktung positiv auswirken, wenn die Verbraucher diese Produkte verstarkt
nachfragen oder hochpreisiger bezahlen. Ein Zertifikat der Freiheit kann dann einen Handelsvorteil

bedeuten.

Zur Beurteilung einer geeigneten Testkombination kdnnen grundsatzlich die Ergebnisse und
Schlussfolgerungen der Analysen fiir die Herdenuntersuchung unverdachtiger Herden Gbernommen

werden. Jedoch wird der Anspruch an ein (kombiniertes) Testverfahren bei einem Programm der
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Wirtschaft hoher sein in Bezug auf die Glite des Gesamtverfahrens, da das Untersuchungsergebnis
weitereichende Konsequenzen nach sich ziehen kdnnte. So hitte ein (falsch) positiv getester Betrieb
wirtschaftliche Nachteile bei der Vermarktung seiner Produkte und ein falsch negativ getester

Betrieb wiirde die Anspriiche des Systems an eine optimale Qualitatssicherung widersprechen.

3.1.3. Analyse der Risikofaktoren

Aufgrund der unerwartet erschwerten induktiven Analyse einer optimalen, minimalen
Testkombination und dem zeitlich verzogerten Vorliegen samtlicher Testergebnisse konnte den
nachfolgenden Risikofaktorenanalysen (bisher) keine Einteilung in , Paratuberkulose positiv“ und ,,-
negativ’ beigefligt werden, die auf eine nachvollziehbare und sichere Schatzung eines induktiven
Testverfahrens zurilickzufiihren ist. Weiterfiihrende Risikofaktorenanalysen, wie zum Beispiel unter
Einsatz einer ,manuellen” Definition eines positiven Betriebes oder Tieres, konnten aufgrund des
unerwartet groRen zeitlichen Aufwandes bei der Modellbildung sowie aufgrund des spaten
Vorliegens samtlicher Testergebnisse bisher nicht durchgefiihrt werden und ist daher nicht

Bestandteil dieses Berichtes.

Erste deskriptive Analysen unabhangig vom Paratuberkulosestatus deuten an, dass kaum
Unterschiede zwischen verdachtigen und unverdachtigen Betrieben gibt hinsichtlich moglicher
Risikofaktoren fiir das Vorkommen von Paratuberkulose. Entsprechend der Einschlusskriterien bei
der Auswahl der Betriebe als Fall oder Kontrolle weisen die verdachtigen Betriebe (F-2) eine héhere
Remontierungsrate und weniger tragende Rinder auf als Kontrollbetriebe. Keine Unterschiede
konnten bisher bezliglich der Abgdnge wegen mangelnder Leistung gefunden werden.
Kontrollbetriebe haben etwas haufiger Abkalbeboxen fir einzelne Kiihe, wahrend unabhéangig von
der Betriebskategorie die meisten Betriebe Abkalbeboxen fir mehrere Kiihen hatten. In der
subjektiven Beurteilung der Studientieradrzte wurden verdachtige Betriebe haufiger als schlecht oder
eher schlecht beurteilt als unverdachtige Betriebe beziiglich der Betreuung der Kiihe, der

Betriebsorganisation, des Hygienestatus und der Qualitat der Tierbeobachtung.
Weiterfiihrende Untersuchungen sind wie folgt geplant:

Die Einflisse des betrieblichen Managements auf den MAP-Status des Betriebes sollen ebenfalls mit
Hilfe der Prozedur LCA in SAS ermittelt werden, wobei eine schrittweise Vorwartsselektion mit und
ohne Interaktionen durchgefiihrt werden soll. Die Schatzung eines OR erfolgt dann dabei durch eine
multinomiale logistische Regression, wobei das OR den Anstieg der Chance infiziert zu sein angibt

abhédngig von einem Anstieg der Auspragung der EinflussgroRe um eine Einheit.
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Annahme: Tierbezogene und betriebliche Faktoren beeinflussen (A) die Pravalenzschatzung, (B)

die beste Testkombination und ggf. (C) die Testgite.

— * *
Yrkstatusetrieb=Bot B1*X1+ B1*Xq+...,

wobei y die im LCA-Modell geschatzten posterior probabilities innerhalb der zu untersuchenden

Betriebsgruppe sind.

Falls eine Schatzung von latenten Klassen nach wie vor nicht moglich ist, wird eine manuelle
Definition des Paratuberkulosestatus vorgenommen und ein logistisches Regressionsmodell

angepasst.

3.1.4. Internationaler Erfahrungsaustausch
Wahrend der Projektlaufzeit wurden durch das IBElI vorhandene Kontakte gepflegt sowie neue
geknipft. Die wichtigsten fir dieses Projekt relevanten Erkenntnisse sind in Form von Spiegelstrichen

im Folgenden zusammen gefasst.

Die geplante und bereits vorbereitete Literaturrecherche zur Analyse von MAP auf Rinderbetrieben,
seinen Risikofaktoren und den erforderlichen statistischen Methoden wurde vertieft. Informationen
eines im Frihjahr 2013 als online-Kurs an der University of Sydney, Australien, von lan Gardner
gehaltenen Moduls fiir Postgraduierte zum Thema ,,Diagnostic Tests” (mit Giberwiegenden Beispielen

aus der MAP-Uberwachung) wurden einbezogen.

Erkenntnisse aus dem Austausch mit Soren S. Nielsen (Danemark) wahrend ECVPH-Tagung 2013 in

Turin, ltalien:

=» Man kann untersuchen, mit welchen Tests man mdchte, wenn man die Landwirte nicht
davon Uberzeugen kann, wie wichtig ihr eigenes Engagement im Bereich der Hygiene und des
Betriebsmanagements ist, wird man keine nachhaltigen Erfolge mit einem

Bekampfungsprogramm haben.

Dies war im Ubrigen auch ein wichtiges Resumée von Michael Collins, der im Friihjahr 2012
zu einem Besuch an der TiHo war und Uber seine langjahrigen Erfahrungen mit der duflerst
stark subventionierten Paratuberkulosebekdampfung in den USA berichtet hat. Seine
Erkenntnis war, dass allein der wiederkehrende Besuch eines erfahrenen Tierarztes, den
Erfolg der Bekampfung aufrechterhalten hat. So war eines seiner Beispiele, dass dieser
Tierarzt immer wieder auf die Schwachstellen im Hygienemanagement hinweisen bzw. daran
erinnern musse, da betriebliche Abldufe einfach zu sehr der Praktikabilitdt, dem Zeitdruck

und menschlicher Nachlassigkeit unterworfen seien. Er zeigte, dass die
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Paratuberkulosepravalenz nach der Kirzung der staatlichen Foérderung (wodurch keine

personliche Betreuung der Betriebe mehr moglich war) nunmehr in den USA wieder steigt.

=>» Weiterhin wies Prof. Nielsen darauf hin, dass er gezeigt hatte, dass jedes Ziel einer
Untersuchung aus Paratuberkulose die Zusammensetzung und Art der eingesetzten Tests
beeinflussen muss. So sollten beispielsweise fiir Prdavalenzuntersuchungen andere Tests
verwendet werden als in Bekdmpfungsprogrammen oder bei Einzeltieruntersuchungen

(Nielsen, 2011; Nielsen, 2014).

Besuch des MAP-Forums zum internationalen Austausch Uber MAP-Bekdampfungsprogramme in
Parma, Italien, Juni 2014 sowie gemeinsamer Vortrag mit Dr. Karsten Donat (vgl. Anhang
,Proceedingsband S. 31) sowie Besuch des International Congress of Paratuberculosis (ICP) in Parma,

Italien, Juni 2014:

=> Es zeigte sich, dass abhéngig von der Prévalenz in den Lindern unterschiedliche Ziele verfolgt
werden. So befinden sich die skandinavischen Landern u.a. in der finalen Eradikationsphase
oder konnen (bereits) auf Freiheit von der Erkrankung testen. Daher benétigen sie
Testverfahren mit einer hohen Genauigkeit, um nicht zu viele aber auch nicht zu wenige
Tiere zu eradikieren. Daher sind auch die Bekampfungsverfahren sehr stringend, leiden aber
ebenfalls unter der schlechten Testgiite der zur Verfligung stehenden Verfahren.
Andere Lander mit Pravalenzen - dhnlich den fiir Deutschland zu erwartenden- kdmpfen seit
langen Jahren mit freiwilligen oder verpflichtenden Programmen gegen die Paratuberkulose
(Niederlande, Danemark, Australien, Neuseeland, USA, Canada, etc.). Keines der Lander hat
es jedoch bisher geschafft, eine so nachhaltige und effiziente Senkung der Pravalenz
herbeizufiihren, dass an eine Eradikation in naher Zukunft gedacht werden kann. Alle Lander
schlussfolgern, dass zum einen die Testverfahren dafiir nicht ausreichend sind, jedoch zum
anderen auch, dass die Kombination aus einem schwierigen Erreger und hohen
Anforderungen an die Compliance der Tierhalter aufgrund des fiir diese teils undeutlichen

wirtschaftlichen Schadens die Bekdampfung auch weiterhin stark erschweren werden.

=>» Neue Testverfahren sind nach wie vor entweder stark invasiv (bspw. Lymphknotenanalysen),
haben nach wie vor keine Praxisreife erlangt (bspw. IFN-gamma-Tests) oder sie
konzentrieren sich eher auf die ldentifikation der genetischen Unterschiede zwischen
Paratuberkulose-Subtypen. Diese Testverfahren sind somit als Ersatz- oder

Erganzungsverfahren fiir Bekampfungsprogramme derzeit nach wie vor nicht geeignet.
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=>» Im Rahmen der Tagung wurde durch das IBEI ein Flow-chart begonnen, mit dessen Hilfe eine
Uberblick iiber die Einfliisse auf die Schitzung der Herdenpravalenz (und Testgiite) erlangt

werden sollte (vgl. Abb. 1):
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3.2. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Eine ideale Testkombination hdngt spezifisch vom Bekampfungsziel und der Zusammensetzung der
Studienpopulation ab und muss daher immer wieder individuell erarbeitet werden. Weltweit gibt es
mittlerweile eine fast unlberschaubare Menge an Teststrategien. Ansdtze, mit einer Teststrategie
alle Testziele ideal abzudecken haben weniger zum Erfolg gefiihrt als Ansatze, ein vornehmliches Ziel
zu definieren und daran die Teststrategie auszurichten (z.B. in Australien). Zukinftige
Bekampfungsprogramme sollten daher zundchst Ziele, Zielpopulation (inkl. der Charakteristika wie
Altersstruktur, erwarteter Pravalenz, Nutzungsrichtung) und Anforderungen an die Testverfahren

definieren, um dann die geeigneten Testverfahren zu identifizieren.

Die Ergebnisse der hier dargestellten Studie zu parallel verwendeten labordiagnostischen

Testverfahren lassen folgende Schlussfolgerungen zu:

» Gerade fiir die unverdachtigen Tiere sollte zukinftig der Fokus auf den DEN-basierten
Verfahren liegen. Hier kann nicht auf eine Einzelkot-Kultur und eine Einzelkot-PCR verzichtet
werden, wenn es darum geht, diese Tiere ,frei zu testen”. Die Kombination aus diesen
beiden Verfahren flhrt zu den meisten erkennbaren Tieren. Somit ldsst sich hier
schlussfolgern, dass - auch wenn die Einzelkot-Kultur kostenintensiv und langwierig ist — sie
doch noch nicht zu den verzichtbaren Verfahren gehort.

» Fur die Einzeltiertestung gibt es nach wie vor keine Testverfahren, die allein oder in einer
minimalen Kombination mit anderen Verfahren eine kostenglinstige und verlassliche Aussage
dartber zulassen, ob ein Einzeltier Paratuberkulose infiziert ist oder nicht.

» Fur eine Herdenuntersuchung (z.B. zum Benchmarken oder zur Qualitatssicherung) bei bisher
unverdachtigen Herden mit dem Ziel der Erfassung des Herdenstatus erscheinen, basierend
auf den hier analysierten Daten, diejenigen Verfahren, die Kot von Einzeltieren verwenden
ein wichtiger Bestandteil eines Gesamtverfahren zu sein.

» Fir eine Herdenuntersuchung (z.B. als Kick-off fiir nachfolgende Bekampfung) bei
verddchtigen Herden mit dem Ziel der Erfassung des Herdenstatus kommt basierend auf dem
explorativen Charakter der hier dargestellten Ergebnisse nur die 2er-Testkombination aus
Kot-Kultur und Umgebungskultur in Frage, da sie den Herdenstatus etwas genauer zu
erfassen scheint als bei Einsatz nur eines einzelnen Testverfahrens.

> Die geringe Korrelation zwischen den Testergebnissen zeigt Bedarf dafir auf, einerseits die
vorhandenen Testverfahren nur unter Berlicksichtigung der hier diskutierten Faktoren
(Bekdampfungsziel, Zielpopulation, etc.) und nicht allein einzusetzen. Jedoch muss neben

einer parallel Untersuchung auch weiterhin tber sequentielle Untersuchungen nachgedacht
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werden, um dadurch Betriebe identifizieren zu kénnen, in denen die Herdenpravalenz so

gering ist, dass sie in einer einzigen Status-Quo-Untersuchung nicht erkannt werden kénnen.

Erfahrungen aus dem internationalen Austausch zeigen, dass das Ziel eines Kontrollprogrammes sich
in den letzten Jahrzehnten von einem Ansatz zur Sicherung der nationalen Tiergesundheit hin zu
einem Ansatz zur Sicherung der Wettbewerbsfahigkeit und Wirtschaftlichkeit entwickelt hat. Somit
liegt es aus Sicht der Berichterstatter auf der Hand, dass es einen positiven Effekt haben wird, wenn
weniger staatliche Organe die Betreiber der Kontrollprogramme sind als eher privatwirtschaftliche
Unternehmen. Dariber hinaus versprechen Ansatze erfolgversprechender zu sein, bei denen die
gesamte Tiergesundheit eines Betriebes gemeinsam mit dem Landwirt in den Fokus genommen wird.
Somit kénnen finanziell und personell aufwadndige MaRnahmen eher wirtschaftlich interessant
werden fiir Landwirte, wenn dadurch auch andere betriebliche Probleme geldst werden kdnnen als
nur die sehr langfristig wirkende Paratuberkulose. Aus der Sicht der Berichterstatter sollte hier der
Staat weiterhin eine beratende und lenkende Rolle einnehmen und durch start-up Finanzierung den

Beginn initiieren und im weiteren Verlauf in die Entwicklungen eingebunden sein.

Des Weiteren sollte (iberdacht werden, ob eine Uberarbeitung der Leitlinien fiir den Umgang mit der
Paratuberkulose in Wiederkduerbestanden (Paratuberkuloseleitlinien; BMELV, 2005) vorgenommen
werden kann. Die Berichterstatter haben dazu in diesem Bericht bereits erste Ansdtze

zusammengetragen.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Ziel des hier vorgestellten Projektes war es, eine Strategie zu entwickeln, mit der die Testgite eines
gesamten Bekdmpfungsverfahrens verbessert werden kann, indem verschiedene Testverfahren
gleichzeitig angewendet werden (Paralleltestung). Die Projektlaufzeit betrug 18,5 Monate. Das
Projekt war logistisch an den Botulismus-Verbund angebunden. Im Projekt wurden 93
Milchviehbetriebe in Niedersachsen und Schleswig-Holstein Ubergreifend untersucht. Je Betrieb
wurden Einzeltier- und Betriebsproben mit sechs unterschiedlichen Test-Probenmaterial-
Kombinationen untersucht, so dass pro Betrieb 45 Testergebnisse vorlagen. Vor der Untersuchung
einer optimalen, minimalen Testkombination wurden basierend auf unterschiedlichen
Bekampfungszielen verschiedene Szenarien definiert, an denen die Testkombinationen beurteilt

werden konnten.
Fir die dargestellte Studie konnen folgende Ergebnisse zusammengefasst werden:

> Die Glte eines Testverfahrens hangt sehr stark von der Zielpopulation ab, in der er eingesetzt

wird. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, dass es zusatzlich zu den weiterhin bendtigten
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Evaluationsstudien von  Testverfahren auch  wichtig ist, in  Studien und
Bekampfungsprogrammen eine Verifikation der Testglite der eingesetzten Verfahren
durchzufiihren, um die Qualitat der Studie bzw. des Programmes zu sichern.

> Bei der Planung eines Bekampfungsprogramms kann eine Risiko-basierte Auswahl der zu
beprobenden Tiere die Auffindungswahrscheinlichkeit infizierter Tiere erhohen.

> Bei der Planung eines Bekampfungsprogramms sollten vorbereitende Studien durchgefihrt
werden, die nicht nur ermitteln, ob und welche Risikofaktoren einen infizierten Betrieb
determinieren sondern insbesondere auch, welchen Einfluss das Hygienebewusstsein und die
Einstellung des Tierhalters gegenliber der Gefahr einer Infektion mit Paratuberkulose spielt.

» In Bekdampfungsprogrammen, bei denen auch Einzeltiertests gewinscht sind, sollten
Verfahren mit direktem Erregernachweis eingesetzt werden, da diese von den hier
untersuchten Tests am besten geeignet zu sein scheinen, um Betriebe mit einem chronischen
Krankheitsgeschehen auf das Vorkommen von Paratuberkulose zu untersuchen.

» Fir die Untersuchung von unverdichtigen Einzeltieren gibt es nach wie vor keine
Testverfahren, die allein oder in einer minimalen Kombination mit anderen Verfahren eine
kostengiinstige, schnelle und dennoch verlassliche Aussage dariiber zulassen, ob ein
Einzeltier Paratuberkulose infiziert ist oder nicht. Wenn Uiberhaupt sind dazu DEN-basierte
Verfahren in der Matrix Kot geeignet.

» Fir die Untersuchung von unverdachtigen Betrieben mit dem Ziel der Erfassung des
Herdenstatus erscheinen basierend auf den hier analysierten Daten, die Einzelkot-basierten
Verfahren als wichtiger Bestandteil eines Gesamtverfahren besonders gut geeignet zu sein.

» Fur die Untersuchung von verdachtigen Betrieben mit dem Ziel der Erfassung des
Herdenstatus kommt basierend auf dem explorativen Charakter der hier dargestellten
Ergebnisse und zum derzeitigen Stand der Auswertungen nur die 2er-Testkombination aus

Kot-Kultur und Umgebungskultur.

Aus diesen Ergebnissen ergeben sich aus der Sicht der Berichterstatter folgende weitere

Handlungsoptionen:

» Weitere Datenanalysen: Aufgrund der besonderen Erfordernisse bei der Einbeziehung

von DEN-basierten Testverfahren zur Paratuberkulose-Diagnostik sowie dem hier bestatigten
Einfluss durch die Studienpopulation auf die realisierten Testgiiten sind weiterfiihrende
deskriptive wie auch induktive Analysen notwendig, um die ermittelten Ergebnisse zu sichern
und gegebenenfalls weitere Testkombinationen zu identifizieren, die die Pravalenzschatzung
im Gesamtverfahren verbessern. Es soll damit auch ermittelt werden, ob die Kombination

aus ELISA und Umgebungskot-Kultur ebenfalls zu einer verbesserten Nachweisrate fiihren
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kénnte. Dies muss dann jedoch in nachfolgenden Studien groBeren Umfangs untersucht
werden. Es ist jedoch anzunehmen, dass dann weiterhin die Sensitivitdt des ELISAs gering
bliebe.

Verbesserung der Nachweisrate durch Kombination der vorhandenen Testverfahren:

Grundsatzlich kann derzeit angenommen werden, dass unter den hier untersuchten
Testverfahren keine optimale und minimale Kombination ist, die eine kostenglinstige und
schnelle Losung fir das jeweilige Bekdmpfungsprogramm bietet. Vielmehr erscheinen Tests
in der Matrix Kot weiterhin als am besten geeignet. Neben einer parallelen Testung von
Betrieben muss weiterhin Uber sequentielle Untersuchungen nachgedacht werden, um
dadurch Betriebe identifizieren zu kénnen, in denen die Herdenpravalenz so gering ist, dass
sie in einer einzigen Status-Quo-Untersuchung nicht erkannt werden kénnen.

Neue diagnostische Ansatze: Unsere Untersuchungen weisen darauf hin, dass es derzeit an

spezifischen diagnostischen Testsystemen fehlt, so dass eine friihe Sanierung nicht erfolgen
und der Erfolg der Sanierung nicht zeitnah kontrolliert werden kann. Hierdurch verlaufen
angestrebte Bestandssanierungen bisher nur sehr langsam, mit hohen Kosten und mit nur
sehr eingeschranktem Erfolg.

Daher erscheint es nunmehr notwendig, grundséatzlich die bisherigen Testsysteme zu
lberdenken. So scheinen die bisherigen traditionellen, indirekten Ansdtze des
Erregernachweises in der mykobakteriellen Diagnostik bei der Paratuberkulosediagnostik zu
versagen und ein sicherer Interferon-y Test zur Erkennung der Paratuberkulose im
Frihstadium vor der Erregerausscheidung ist zudem derzeit nicht verfligbar. Weiterhin sind
alle bisher in der mykobakteriellen Diagnostik eingesetzten Testverfahren proteinbasiert.
Proteingemische haben jedoch durch den hohen Anteil von in allen Mykobakterien-Spezies
vorkommenden immunogenen Proteinen den Nachteil einer hohen Kreuzreaktivitat, was zu
einer geringen Spezifitat fihrt. Testsystemen mit einzelnen Proteinen, wie sie derzeit fir die
Interferon-y-Tests erprobt werden, fehlt es oft an der Reinheit und der angestrebten
Sensitivitat. Da Proteine Uber die MHC-Rezeptoren des Wirts als Antigen prasentiert werden,
kann es zu Einzeltier- bzw. Rasse-abhangigen Unterschieden in der Immunantwort kommen.
Demgegenliber hat sich gezeigt, dass mykobakterielle Lipide oder Glycolipide, also Fette, die
den wesentlichen Teil der mykobakteriellen Zellhiille ausmachen, mogliche neue Diagnostika
darstellen. Mykobakterielle Lipide sind stark immunogen, Spezies spezifisch und werden lber
CD1-Rezeptoren prasentiert, wodurch eine hohere diagnostische Sicherheit erreicht werden
kann. In der Entwicklung Lipid-basierter Testsysteme sieht das Institut fiir Mikrobiologie
daher eine vielversprechende, neue diagnostische Moglichkeit die Paratuberkulose zu

verbessern.
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Weiterhin plant das Institut fir Lebensmittelqualitdt und -sicherheit ein LAMP (Loop
mediated isothermal amplification) —Assay zum direkten Nachweis von Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis zu entwickeln. Fiir einige bakterielle Erreger sind bereits
Assays entwickelt worden, welche ohne Kultivierungsschritte Erreger-DNA direkt aus
problematischen Probenmatrizes nachweisen kénnen. So kénnte im Vergleich zum klassisch
kulturellen Nachweis, welcher bis zu 3 Monate dauern kann, eine enorme Beschleunigung
des Nachweises erfolgen. Der Vorteil gegeniiber PCR basierten Verfahren besteht in der
Unempfindlichkeit gegenliber PCR-inhibierenden Substanzen, welche besonders in Kot und
Umweltproben vorkommen, und diese Assays inhibieren kénnen. Da es tragbare Gerate gibt,
mit welchen sowohl die isothermale Amplifizierung als auch Detektion der entstehenden
Fluoreszenzsignale erfolgen kann, ware eine Untersuchung von Probenmaterial vor Ort -also
direkt auf den Betrieben- denkbar. Das Verfahren bietet aufgrund der Verwendung von sechs
Primern eine besonders hohe Spezifitdt. Auch die Sensitivitat entspricht mindestens der PCR-
basierter Verfahren. Im Institut flir Lebensmittelqualitdit und —sicherheit sind bereits
erfolgreich Vorversuche durchgefiihrt worden.

» Umgang mit vorhandenen Informationen zu Paratuberkulose: Solange also keine besseren

Testverfahren vorliegen, sollte man sich weiterhin eingehender damit befassen, welche
Informationen schon heute lber Paratuberkulose vorliegen und durch welche Faktoren diese
beeinflusst sind. Daher wird derzeit zusammen mit dem FLI in Jena (Frau Dr. Kéhler) eine
wissenschaftliche Arbeit geplant zu den Einflissen auf die Prdvalenzschatzung aus TSN-
Meldedaten fir Paratuberkulose. Dabei sollen der Einfluss durch das Bewusstsein der an der
Meldung beteiligten Personengruppen ebenso analysiert werden wie Hinweise auf das
Vorkommen von Meldungen auf der Basis von Antikorpernachweis, die Qualitat der
Meldedaten oder das Meldeaufkommen liber die Zeit.

» Planung neuer Bekdmpfungsprogramme: Solange keine neuen Verfahren mit einer

deutlich besseren Testglite vorliegen, darf jedoch die Paratuberkuloseliberwachung und —
Bekampfung nicht vernachldssigt werden. Daher sollten zukinftig die Ziele von
Bekampfungsprogrammen expliziter beschrieben und differenziert werden so wie es im
Rahmen dieses Projektes bereits begonnen wurde. Eine klare Definition der
Bekampfungsziele hangt nach Ansicht der Berichterstatter von den Entscheidungstragern ab,
die das Programm aufbauen mdéchten. Daher ist ein wichtiger nachster Schritt, dass ein
Netzwerk bzw. eine Expertengruppe mit Vertretern aller wichtigen zukinftigen
Programmpartner zusammengestellt wird. Die Organisation sollte einer neutralen Institution
obliegen, die bezliglich des Bekampfungsprogramms selbst keine eigenen, direkten

wirtschaftlichen oder politischen Ziele verfolgt. Das IBEIl hat Erfahrungen in der Netzwerk-
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und Teambildung und plant, einen wie hier beschriebenen Prozess in Gang zu setzen, sobald
eine finanzielle Forderung hierfiir zur Verfligung steht.

» Tiergesundheitsprogramm: Aufgrund der hohen wirtschaftlichen Schaden durch

Paratuberkulose und der ebenso hohen und langfristigen Kosten fiir die Bekampfung der
Paratuberkulose wird es notwendig sein, ein Bekampfungsprogramm zu entwickeln, das die
Landwirte auch finanziell von einer Teilnahme Uberzeugt. Dies erscheint derzeit nur
machbar, indem das Bekdampfungsprogramm in ein breit angelegtes
Tiergesundheitsmanagementprogramm integriert wird, bei dem samtliche Malnahmen
gegen Paratuberkulose auch einen Mehrwert fiir weitere Betriebsprobleme haben, die
bereits nach kirzerer Zeit zu einem messbaren Erfolg fiihren (anders als dies bei der
Paratuberkulose sein wird). Ein solches Programm sollte Kosten-Nutzen-Analysen (vgl. iCull in
DK) ebenso beinhalten wie ein Risikoanalyse-Schema, auf dessen Grundlage der begleitende
Tierarzt gemeinsam mit dem betroffenen Landwirt einen individuellen Managementplan
ausgearbeiten kann. Vorarbeiten fiir ein solches Programm sind bereits im sog. Botulismus-

Projekt erfolgt und sind durch die Partner IBEI und RiKli weiterhin geplant.

5. Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsachlich
erreichten Zielen; ggf. mit Hinweisen auf weiterfithrende

Fragestellungen
LMQS - Alle Laboruntersuchungen konnten ohne zeitliche Verzogerungen wie geplant durchgefiihrt
werden. Die praktischen Labortatigkeiten im LMQS wurden dem Zeitplan entsprechend Anfang Marz

2014 abgeschlossen.

Mibi - Alle urspriinglich geplanten Ziele wurden erreicht. Allerdings gab es Zeitverzégerungen, da die

kulturelle Anzucht, sowie die Durchfiihrung der ELISA Tests sich verzogert hatten.

IBEI - Insgesamt war der Zeitpunkt des Vorliegens samtlicher Probenergebnisse deutlich gegeniiber
der Projektplanung verzogert. So lagen die letzten Daten erst am 7.8.2014 vor, wobei diese zeitlich
spatestens am 30.6.2014 bendtigt worden waren, um eine eingehende statistische Analyse zu
gewadhrleisten. Trotz der bewilligten Verschiebung des Berichtszeitpunktes um einem Monat und
umfangreichen Vorbereitungen (z.B. Programmieren in der Statistiksoftware SAS®) lieB sich diese
Verzégerung nicht vollstandig kompensieren, da sich der avisierte Abschluss der
Probenuntersuchungen weiter verzogerte, so dass dies zu den hier beschriebenen Einschrankung der
Analysen des Partners IBEI flihrte. Nichtsdestotrotz wurden die bereits vorbereiteten Auswertungen

aktualisiert und notwendige weitere analytische Schritte durchgefiihrt, die erst basierend auf allen
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Testergebnissen angeschlossen werden konnten. Fiir diese Analyseschritte und die abschlielende
Berichterstattung standen somit nur etwas mehr als sieben Wochen zur Verfiigung, die samtlich
auBerhalb des Forderzeitraums lagen. Dieser Zeitraum lag somit deutlich unter dem geplanten

Zeitraum.

Gegenliber der urspringlichen Planung war es daher nicht moglich mittels der latenten
Klassenanalyse die wahre Herdenpravalenz, die realisierten Testgiiten der eingesetzten Tests mit
einer ausreichenden Sicherheit (vgl. Klassifikationsprobleme und Standardfehlerkalkulation in Kap.
3.1.2.3) zu analysieren. Somit kdnnen zum jetzigen Zeitpunkt statistisch signifikante Schliisse im
Hinblick auf die Hohe der Modellschatzer nicht gezogen werden. Des Weiteren konnten bisher
verschiedene mit erhobene mdgliche Risikofaktoren fiir das Vorkommen von Paratuberkulose auf
Milchviehbetrieben nicht analysiert werden. Dies war vor Untersuchungsbeginn nicht zu erwarten.
Unabhangig von diesem Verfahren konnten jedoch samtliche anderen Analysen durchgefiihrt

werden und dennoch klare Schlussfolgerungen gezogen werden.

6. Literaturverzeichnis

Aly SS, Anderson RJ, Whitlock RH et al. Cost-effectiveness of diagnostic strategies to identify
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis super-shedder cows in a large dairy herd using
antibody enzyme-linked immunosorbent assays, quantitative real-time polymerase chain reaction,

and bacterial culture. J Vet Diagn Invest 2012; 24 (5):821-32.

Anonymous. Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals. OIE - World
Organsiation for Animal Health; 2012. Available from:

http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health standards/tahm/2.01.11 PARATB.pdf

Anonymous. Standard Operating Procedure (SOP) for OIE Validation and Certification of Diagnostic
Assays. OIE - World Organsiation for Animal Health; 2009. Available from:
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Our_scientific_expertise/docs/pdf/en_fichier SOP. Pdf

Banoo S, Bell D, Bossuyt P et al. Evaluation of diagnostic tests for infectious diseases: general

principles. Nature reviews. Microbiology 2010; 8 (12 Suppl):517-29.

Bolton MW, Pillars RB, Kaneene JB et al. Detection of Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis in naturally exposed dairy heifers and associated risk factors. J Dairy Sci 2011; 94

(9):4669-75.


http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.01.11_PARATB.pdf

42 2812HS020 — Nachweis von MAP durch Kombination von Testverfahren

Boulais C, Wacker R, Augustin JC et al. Modeling the occurrence of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis in bulk raw milk and the impact of management options for exposure mitigation. J

Food Prot 2011; 74 (7):1126-36.

Chiodini RJ, Chamberlin WM, Pfaller S. What is Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis?

2011; 77 (5).

Collins MT. Diagnosis of paratuberculosis. Vet Clin North Am Food Anim Pract 2011a; 27 (3):581-91.

Collins MT. Food safety concerns regarding paratuberculosis. Vet Clin North Am Food Anim Pract

2011b; 27 (3):631-6.

Collins MT, Gardner IA, Garry FB et al. Consensus recommendations on diagnostic testing for the
detection of paratuberculosis in cattle in the United States. ] Am Vet Med Assoc 2006; 229
(12):1912-9.

Costanzo G, Pinedo FA, Mon ML et al. Accuracy assessment and screening of a dairy herd with

paratuberculosis by three different ELISAs. Vet Microbiol 2012; 156 (1-2):183-8.

Donaghy JA, Johnston J, Rowe MT. Detection of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis in
cheese, milk powder and milk using 1S900 and f57-based gPCR assays. J Appl Microbiol 2011; 110
(2):479-89.

Donat K, Schau U, Soschinka A. [ldentification of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis
infected dairy herds by environmental sampling]. Berl Munch Tierarztl Wochenschr 2011; 124 (9-
10):360-7.

Donat K, Schau U, Soschinka A et al. [Herd prevalence studies of Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis (MAP) in cattle using serological tests: opportunities, limitations and costs]. Berl

Munch Tierarztl Wochenschr 2012; 125 (9-10):361-70.

Eisenberg SW, Nielen M, Hoeboer J et al. Environmental contamination with Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis within and around a dairy barn under experimental conditions. J Dairy

Sci 2012; 95 (11):6477-82.

Gardner IA, Nielsen SS, Whittington RJ et al. Consensus-based reporting standards for diagnostic test

accuracy studies for paratuberculosis in ruminants. Prev Vet Med 2011; 101 (1-2):18-34.

Garry F. Control of paratuberculosis in dairy herds. Vet Clin North Am Food Anim Pract 2011; 27
(3):599-607.



2812HS020 — Nachweis von MAP durch Kombination von Testverfahren 43

Geraghty, T., Graham, D. A., Mullowney, P. and More, S. J. A review of bovine Johne's disease control

activities in 6 endemically infected countries. Prev. Vet. Med. 2014. 116(1): 1-11.

Gilardoni LR, Paolicchi FA, Mundo SL. Bovine paratuberculosis: a review of the advantages and
disadvantages of different diagnostic tests. Rev Argent Microbiol 2012; 44 (3):201-15. Greiner M,
Gardner |A. Epidemiologic issues in the validation of veterinary diagnostic tests. Preventive

Veterinary Medicine 2000; 45 (1-2):3-22.

Grant, I. R., Pope, C. M., O’Riordan, L. M., Ball, H. J., & Rowe, M. T. Improved detection of
Mycobacterium avium  subsp. Paratuberculosis in milk by immunomagnetic PCR. Veterinary

microbiology, 2000; 77(3):369-378.

Hanifian S, Khani S, Barzegari A et al. Quantitative real-time PCR and culture examination of

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis at farm level. Vet Microbiol 2013; 162 (1):160-5.

Kennedy D. International efforts at paratuberculosis control. Vet Clin North Am Food Anim Pract

2011; 27 (3):647-54.

Khol JL, Geisbauer E, Wassertheurer M et al. Outcome of three commercial serum ELISAs and faecal
detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in consecutive samples from a cattle
herd with low prevalence of paratuberculosis (Johne's disease). Transbound Emerg Dis 2012; 59

(3):197-207.

Kohler H, Burkert B, Pavlik I, Diller R, Geue L, Conraths FJ, Martin G. Evaluation of five ELISA test kits
for the measurement of antibodies against Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in

bovine serum. Berl. Minch. Tierarztl. Wochenschr., 2008; 121:203-210.

Kralik P, Beran V, Pavlik I. Enumeration of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis by
guantitative real-time PCR, culture on solid media and optical densitometry. BMC Res Notes 2012; 5

(114):1756-0500.

Kralik P, Slana I, Kralova A et al. Development of a predictive model for detection of Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis in faeces by quantitative real time PCR. Vet Microbiol 2011; 149 (1-

2):133-8.

Lavers, C. J., McKenna, S. L., Dohoo, I. R., Barkema, H. W., & Keefe, G. P. Evaluation of environmental
fecal culture for Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis detection in dairy herds and
association with apparent within-herd prevalence. The Canadian veterinary journal, 2013; 54(11):

1053.



44 2812HS020 — Nachweis von MAP durch Kombination von Testverfahren

Leite, F. L., Stokes, K. D., Robbe-Austerman, S., & Stabel, J. R. Comparison of fecal DNA extraction kits
for the detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis by polymerase chain reaction.

Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, 2013; 25(1):27-34.

Logar K, Kopinc R, Bandelj P et al. Evaluation of combined high-efficiency DNA extraction and real-
time PCR for detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in subclinically infected
dairy cattle: comparison with faecal culture, milk real-time PCR and milk ELISA. BMC Vet Res 2012; 8
(49):1746-6148.

Messelhausser U, Kampf P, Hormansdorfer S et al. Culture and molecular method for detection of
Mycobacterium tuberculosis complex and Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in milk and

dairy products. Appl Environ Microbiol 2012; 78 (1):295-7.

Mitchell RM, Medley GF, Collins MT et al. A meta-analysis of the effect of dose and age at exposure
on shedding of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) in experimentally infected

calves and cows. Epidemiol Infect 2012; 140 (2):231-46.

Mon ML, Viale M, Baschetti G et al. Search for Mycobacterium avium Subspecies paratuberculosis

Antigens for the Diagnosis of Paratuberculosis. Vet Med Int 2012; 860362 (10):24.

Moravkova M, Babak V, Kralova A et al. Culture- and quantitative 1S900 real-time PCR-based analysis
of the persistence of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in a controlled dairy cow farm

environment. Appl Environ Microbiol 2012; 78 (18):6608-14.

Mundo SL, Gilardoni LR, Hoffman FJ et al. Rapid and sensitive method to identify Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis in cow milk using DNA-methylase Genotyping. Appl Environ Microbiol

2012; 28:28.

Munster P, Fechner K, Volkel | et al. Distribution of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis in a
German zoological garden determined by IS900 semi-nested and quantitative real-time PCR. Vet

Microbiol 2012; 14 (12):00687-6.

Nielsen, SS. Developments in diagnosis and control of bovine paratuberculosis. I: CAB Reviews:

Perspectives in Agriculture, Veterinary Science, Nutrition and Natural Resources 2014; 9 (012): 1-12.

Nielsen SS, Toft N. Effect of days in milk and milk yield on testing positive in milk antibody ELISA to
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in dairy cattle. Vet Immunol Immunopathol 2012;

149 (1-2):6-10.



2812HS020 — Nachweis von MAP durch Kombination von Testverfahren 45

Nielsen SS, Toft N, Gardner IA. Structured approach to design of diagnostic test evaluation studies

for chronic progressive infections in animals. Vet Microbiol 2011a; 150 (1-2):115-25.

Nielsen SS, Toft N, Gardner IA. Structured approach to design of diagnostic test evaluation studies

for chronic progressive infections in animals. Veterinary Microbiology 2011b; 150 (1- 2):115-25.

O'Shea BJ. The Johne's paradigm: from detection to management to treatment. Virulence 2011; 2

(4):264-6.

Okura H, Toft N, Nielsen SS. Occurrence of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in milk at

dairy cattle farms: a systematic review and meta-analysis. Vet Microbiol 2012; 157 (3- 4):253-63.

Probst C, Kubitza H. Amtliche Methodensammlung. F-L-I-Bf Tiergesundheit, editor. Greifswald-Insel
Riems: Friedrich-Loffler-Institut - Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit; 2011. Available from:
http://www.fli.bound.de/fileadmin/dam_uploads/Publikationen/Amtliche_Methodensammlu
ng/Methodensammlung_201112.pdf

Pruvot M, Forde TL, Steele J et al. The modification and evaluation of an ELISA test for the
surveillance of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis infection in wild ruminants. BMC Vet

Res 2013; 9 (5):1746-6148.

Raizman EA, Wells SJ, Munoz-Zanzi CA et al. Estimated within-herd prevalence (WHP) of
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in a sample of Minnesota dairy herds using bacterial

culture of pooled fecal samples. Can J Vet Res 2011; 75 (2):112-6.

Sergeant E. Risk based surveillance made simple. Epidemiol. et santé anim. 2011; 59-60:72-4. Sidoti
F, Banche G, Astegiano S et al. Validation and standardization of I1S900 and F57 realtime quantitative
PCR assays for the specific detection and quantification of Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis. Can J Microbiol 2011; 57 (5):347-54.

Slana I, Kralik P, Kralova A et al. Short communication: Examination of milk filters by realtime PCR as
a herd-level indicator of the presence of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis in dairy

herds. J Dairy Sci 2012; 95 (3):1162-5.

Smith RL, Schukken YH, Pradhan AK et al. Environmental contamination with Mycobacterium avium

subsp. paratuberculosis in endemically infected dairy herds. Prev Vet Med 2011; 102 (1):1-9.

Stabel, J. R, S. J. Wells, and B. A. Wagner. Relationships between fecal culture, ELISA, and bulk tank
milk test results for Johne's disease in US dairy herds. J. Dairy Sci., 2002. 85(3): 525-531.



46 2812HS020 — Nachweis von MAP durch Kombination von Testverfahren

Sweeney RW, Collins MT, Koets AP et al. Paratuberculosis (Johne's disease) in cattle and other

susceptible species. J Vet Intern Med 2012; 26 (6):1239-50.

Wadhwa A, Bannantine JP, Byrem TM et al. Optimization of serum EVELISA for milk testing of
Johne's disease. Foodborne Pathog Dis 2012; 9 (8):749-54.

Wilson DJ, Rood K, Biswas P et al. Herd-level prevalence of Johne's disease in Utah and adjacent
areas of the intermountain west as detected by a bulk-tank milk surveillance project. J Dairy Sci

2010; 93 (12):5792-7.



7. Anhang

7.1. Mibi - Anhang

Tabelle 10 Gesamtiibersicht Ergebnisse Mibi. (x) Kultur auf HEYM Schragagarrohrchen , angeimpft mit 150ul Fllssigsuspensions-Ausstrich. (-) Kultur auf HEYM Schragagarréhrchen ,
angeimpft mit Impfose. N.A. Not applicable. Beim Nachweis durch Real Time PCR durch LMQS: Ct-Werte fiir den MAP-DNA-Nachweis, die kleiner 30 waren, wurden als ,,+++“ gewertet,
Werte die sich zwischen 30 und 34 befanden als ,,++“ und Werte von 34 bis 37 als ,,+“. Werte liber 40 wurden als negativ bewertet (siche Material und Methoden LMQS).

Kultur Kultur&E Auftrag Nr Interne Betrieb  Tier / Probe PCR1S900 ELISA (%) ZN Ergebnis
positiv LISA Nummer Nr. Nr.
Anzahl positiv

70362 122/13 51 11x(x) pos N.A. pos pos
70362 122/13 51 11x(-) pos N.A. pos pos
70362 122/13 51 13x(x) pos N.A. pos pos
70362 122/13 51 13x(-) pos N.A. pos pos
70362 122/13 51 14x(-) pos N.A. pos pos
70362 122/13 51 3x(x) pos 93,4 pos pos
2 2 70362 122/13 51 3x(-) pos

70411 101/13 57

6 70515 144/13 70 6 N.A 91,8 N.A neg

70595 54/2012 80 2x(x) pos 72,7 pos pos
4 8 70595 54/2012 80 2x(-) pos 72,7 pos pos

6 10 70659 195/13 88 13x(-) neg N.A. pos

7 12 70731 208 97 4x(+) PCR-inhbit  neg (-3,25) pos pos
_ 8 13 70755 21213 100 1) pos  NA  pos  pos
70787 217/13 104 5x(+) pos neg (6,35) pos pos
70787 217/13 104 8x(+) pos 167,40 pos pos
70787 217/13 104 8x(-) pos 167,40 pos pos
70787 217/13 104 11x(+) neg N.A. pos pos
70787 217/13 104 12x(+) pos N.A. pos pos
70787 217/13 104 13x(+) pos N.A. pos pos
9 14 70787 217/13 104 13x(-) pos N.A. pos pos

70851 239/13 112 13x(+)

70867 254/13 114

70907 248/13 119 2x(+) pos neg (-6,05) pos pos

70907 248/13 119 11x(-) pos N.A. pos pos

70907 248/13 119 11x(+) pos N.A. pos pos

70907 248/13 119 12x(-) pos N.A. pos pos

70907 248/13 119 12x(+) pos N.A. pos pos
15 20 70907 248/13 119 14x(-) pos N.A.

70987 129

273/14



Kultur Kultur&E Auftrag Nr Interne Betrieb  Tier /Probe PCR1S900 ELISA (%) ZN Ergebnis

positiv LISA Nummer Nr. Nr.
Anzahl positiv
71068 278/14 139 1 N.A. 68,81 N.A. neg
16 24 71068 278/14 139 11x(-) pos N.A. pos pos

B Wartebereich (5)
M Tranke (4)
1 Fressbereich (7)

M Liegebereich (6)

Abbildung 2: Verteilung der positiven Umweltproben Uber die verschiedenen Probenahmeorte (n=12 Betriebe; in diesem Diagramm ist der Fall-

Kontrollstatus der Betriebe bisher nicht bericksichtigt.)



7.2. 1IBEI - Anhang

7.2.1. Kombination aus diagnostischen Testverfahren

Tabelle 11: Ergebnisse der latenten Klassenanalyse mittels Standardmethodik in SAS Proc LCA (Schatzung von Pravalenz, Sensitivitat und Spezifitat) auf Einzeltierebene

Sensitivitat (StdErr) Spezifitat (StdErr)
g’n v -
£9 i
Einzelkot- Serum- Einzelkot- Einzelmilch- > Q= +< | Einzelkot- Einzelmilch- Einzelkot-
287 v -EL Ei - -EL Ei - Ei ilch-
Kultur ELISA PCR PCR £ g g al Kultur Serum-ELISA inzelkot-PCR PCR Kultur Serum-ELISA inzelkot-PCR  Einzelmilch-PCR

2er Testkombinationen

0,0158 0,0114

X X 0,0117 0,0000 0,9883 1,0000
X X 0,0058 0,0000 0,9943 1,0000
3er Testkombinationen

4er Testkombination



Tabelle 12: Modellgiitekriterien von 1-6 latente Klassenmodellen auf Einzeltierebene

Entropy
(indicates
percentage of seeds it certainty of
I - . . - . h h estimate class
atent corfver5|?n in assocna.ted with the (df<30 allows G? AIC BIC I assignment P’ AGE  Adf  Apg?
classes iterations best fitted model for trustin G to individuals
[%]5 statistic) in
subsequent
analysis)
not restricted
1 4 100 11 119,14 127,14 146,48 -407,38 1 0,0000
2 56 100 6 22,03 40,03 83,33 -358,82 0,96 0,0012
3 4990 100 1 3,48 31,48 99,17 -349,55 0,96 0,0621
4 model did not converge in
5000 iterations
5 model did not converge in
5000 iterations
6 model did not converge in
5000 iterations
restricted by "Fall-Kontroll-Status"
1 4 100 43 158,19 166,19 185,53 -407,38 1 0,0000 39,05 32 0,1825
2° 103 100 36 43,41 65,41 118,59 -349,99 0,97 10,1848 21,38 30 0,8756
3 39 12 29 20,83 56,83 143,87 -338,7 0,98 10,8653 17,35 28 0,9414
4 947 26 22 8,44 58,44 179,32 -332,5 0,81 0,9958 8,44 22 0,9958
5 2056 29 15 5,04 69,04 223,76 -330,80 57 0,9918 504 15 0,9918
model did not converge in
6 5000 iterations H#HZAHL!
restricted by "combi-Status"
1 4 100 91 192,37 200,37 219,71 -407,38 1 2 7323 80 0,6908
2* 60 100 81 74,1  102,1 169,79 -348,24 0,97 2 5207 75 2
3 95 1 71 47,9 95,9 211,94 -335,14 0,98 2 4442 70 =
570 9 61 27,14 9514 259,53 -324,76 0,82 2 2714 61 =
5 2337 5 51 13,51 101,51 314,26 -317,95 0,98 2 1351 51 3
6 model did not converge in 3

5000 iterations

3 = p-values not reported due to the magnitude of degrees of freedom



Tabelle 13: Ergebnisse der latenten Klassenanalyse mittels Standardmethodik in SAS Proc LCA (Schatzung von Pravalenz, Sensitivitat und Spezifitat) auf Herdenebene -2er-Testkombinationen

Sensitivitat (StdErr) Spezifitat (StdErr)
5 « 2 5 « 2 5 e« 2
g : 3 g : | . s . 8 . 5/ £ 8 s 8§ 3z | & & s 8 3
2 3 : 5 s 8 % 28 % g %oz s | f 5 % % ¢
° = £ £ X o 3 2 3 2 ° = £ £ %X ° = £ £ ¥
3 8 2 ] o a o a o a o 3 o 2 ] o . & 2 ] 2
& ; £ & = = & B 5 ! £ & & & £ &
w i S w L S w L S
FK-Status Betrieb (2 Tests) = Kontrolle [N/W=8,75 (geringe Zellbesetzung ist zu erwarten, wenn N/W<5)]
mb_12 betr Im_12 betr 0,2024 0,4781 0,4781 0,9828 0,9828
mb_12 betr mb_11 betr 0,2883 0,3328 0,4983 0,9768 0,9243
mb_12_ betr Im_16_betr 0,2645 0,3204 0,2594 0,9624 0,9789
mb_12_betr mb_04_betr|0,4213 0,0473 0,0601 |0,8365 0,9946
Im_12 betr mb_11 betr 0,2248 0,4622 00,7024 0,9911 0,9522
Im_12 betr Im_16_betr 0,2645 0,3204 0,2594 0,9624 0,9789
Im_12_betr mb_04_betr|0,4213 0,0473 0,0601 0,8365 0,9946
mb_11 betr Im_16_betr 0,3621 0,3354 0,176 0,8781 00,9664
mb_11 betr mb_04_betr | 0,3716 0,076 0,0712 0,7255 0,997
Im_16_betr mb_04 betr | 0,0961 0,6685 0,2623 0,9844  0,9995
FK-Status Betrieb (2 Tests) = Fall-1 (ungeimpft) [N/W=6,25 (geringe Zellbesetzung ist zu erwarten, wenn N/W<5)]
mb_12_betr Im_12_betr 0,2367 0,7073  0,5992 0,9663 0,984
mb_12 betr mb_11 betr 0,2761 0,608 0,608 0,9624 0,9624
mb_12_betr Im_16_betr 0,1809 0,8275 0,4057 0,9502 0,998
mb_12 betr mb_04 betr 0,3618 0,4511 0,627 |0,9456 0,8581
Im_12_betr mb_11_betr 0,2367 0,5992 0,7073 0,984 0,9663
Im_12_ betr Im_16_betr 0,1547 0,817 0,4666 0,9727 0,9981
Im_12_ betr mb_04_betr 0,2706 0,5604 0,9201 0,9953 0,9127
mb_11 betr Im_16_betr 0,1809 0,8275  0,4057 0,9502 0,998
mb_11_betr mb_04_betr 0,317 0,5672 0,7851 0,976 0,903
Im_16_betr mb_04_betr 0,2407 0,3118 0,8549 0,9975 0,8589
FK-Status Betrieb (2 Ttests) = Fall-2 (geimpft) [N/W=8,25 (geringe Zellbesetzung ist zu erwarten, wenn N/W<5)]
mb_12_betr Im_12_betr 0,168 0,5035 0,8753 0,9983  0,9681
mb_12_betr mb_11_betr 0,1711 0,4701 0,5904 0,9928 0,9823
mb_12_betr Im_16_betr 0,1366 0,5785 0,5785 0,9933 0,9933
mb_12_ betr mb_04_betr 0,0929 0,8542 0,8542 |0,9985 0,9985
Im_12_betr mb_11_betr 0,2748 0,496  0,3699 0,9413  0,9762
Im_12_betr Im_16_betr 0,2248 0,6068 0,362 0,9472 0,9914
Im_12_betr mb_04_betr 0,168 0,8753 0,5035 0,9681 0,9983
mb_11 betr Im_16_betr 0,1711 0,5904 0,4701 0,9823  0,9928
mb_11 betr mb_04_betr 0,1711 0,5904 0,4701 0,9823 0,9928
Im_16_betr mb_04_betr 0,1366 0,5785 0,5785 0,9933  0,9933




Tabelle 14: Ergebnisse der latenten Klassenanalyse mittels Standardmethodik in SAS Proc LCA (Schatzung von Pravalenz, Sensitivitdt und Spezifitat) auf Herdenebene -3er-Testkombinationen

Sensitivitat (StdErr) Spezifitat (StdErr)
— > - > — >
£ S < S 3 = = | £ S < S 3 = S < S 3
2 % 5 P po x 5 o2 5 o 5| 2 = o 5 P < 3 o 5 £
- <} : = o > ) ' bl ! A o <] : = o - o : = o
° = £ £ % @ 3 0 3 J| = = £ £ % S = £ £ %
3 8 2 ] o a o a o a o 3 8 2 ] o > & 2 ] o2
g 5 é £ & = = & 3 5 & £ S g 5 é £ &
o i g o w g o w g
FK-Status Betrieb (3 Tests) = KONTROLLE [N/W=4,375 (geringe Zellbesetzung ist zu erwarten, wenn N/W<5)]
mb_12 betr Im_12_betr mb_11 betr 0,1093 0,4992 0,7613 0,7853 0,9383 0,974 0,8799
mb_12_betr Im_12_betr Im_16_betr 0,1244 0,5806 0,5806 0,2567 0,9584 0,9584 0,9409
mb_12_betr Im_12_betr mb_04_betr|0,2112 0,4698 0,4698 0,0025 |0,9856 0,9856 0,9641
mb_12_betr mb_11 betr Im_16_betr 0,1218 0,5468 0,5827 0,2656 0,9517 0,8584 0,9417
mb_12_betr mb_11_betr mb_04_betr | 0,3348 0,301 0,4897 0,0019 |0,9816 0,9488 0,9577
mb_12_betr Im_16_betr mb_04_betr|0,1099 0,3052 0,6732 0,2332 |0,9119 0,995 0,9995
Im_12_betr mb_11 betr Im_16_betr 0,1659 0,5939 0,7126 0,1868 0,9876 0,9089 0,9358
Im_12_betr mb_11 betr mb_04_betr | 0,2387 0,4398 0,7004 0,0019 0,9919 0,9632 0,9627
Im_12_betr Im_16_betr mb_04_betr|0,1099 0,3052 0,6732 0,2332 0,9119 0,995 0,9995
mb_11 betr Im_16_betr mb_04_betr|0,1069 0,3118 0,6718 0,239 0,8149 0,9926  0,9995
FK-Status Betrieb (3 Tests) = FALL-1 (ungeimpft) [N/W=3,125 (geringe Zellbesetzung ist zu erwarten, wenn N/W<5)]
mb_12_betr Im_12_betr mb_11_betr 0,1281 0,8525 0,8464 0,8525 0,9083 0,954 0,9083
mb_12_betr Im_12_betr Im_16_betr 0,1382 0,83 0,8182 0,5158 0,913 0,9581 0,9982
mb_12_betr Im_12_betr mb_04_betr 0,17 0,6608 0,8556 0,9162 0,903 0,9955 0,8132
mb_12_betr mb_11 betr Im_16_betr 0,1344 0,8249 0,8249 0,5284 0,9089 0,9089 0,9982
mb_12_betr mb_11_betr mb_04_betr 0,1716 0,6544 0,8541 0,8751 |0,9027 0,9478 0,8054
mb_12_betr Im_16_betr mb_04_betr 0,1214 0,8199 0,5767 0,8441 |0,8975 0,9981 0,7625
Im_12_betr mb_11 betr Im_16_betr 0,1382 0,8182 0,83 0,5158 0,9581 0,913 0,9982
Im_12_betr mb_11 betr mb_04_betr 0,2216 0,6735 0,6744 0,9204 0,9954 0,9436 0,8617
Im_12_betr Im_16_betr mb_04_betr 0,1775 0,823 0,4132 0,924 0,9954 0,9981 0,8216
mb_11 betr Im_16_betr mb_04_betr 0,1828 0,8309 0,4022 0,8649 0,9528 0,9981 0,812
FK-Status Betrieb (3 Tests) = FALL-2 (geimpft) [N/W=4,125 (geringe Zellbesetzung ist zu erwarten, wenn N/W<5)]
mb_12_betr Im_12_betr mb_11 betr 0,1039 0,7742 0,8688 0,5396 0,9983 0,9079 0,9334
mb_12_ betr Im_12_betr Im_16_betr 0,1032 0,7785 0,869 0,5381 0,9983 0,9074 0,9671
mb_12_betr Im_12_betr mb_04_betr 0,0929 0,8544 0,8831 0,8544 |0,9985 0,9003 0,9985
mb_12_betr mb_11 betr Im_16_betr 0,0724 0,7474 0,7534 0,7474 0,9701 0,9375 0,9701
mb_12_betr mb_11_betr mb_04_betr 0,0929 0,8543 0,5887 0,8543 | 0,9985 0,9335 0,9985
mb_12_ betr Im_16_betr mb_04_betr 0,0928 0,8545 0,5843 0,8545 |0,9985 0,9669  0,9985
Im_12_betr mb_11 betr Im_16_betr 0,073 0,7583 0,7481 0,7418 0,8721 0,9374 0,97
Im_12_betr mb_11 betr mb_04_betr 0,1039 0,8688 0,5396 0,7742 0,9079 0,9334 0,9983
Im_12_betr Im_16_betr mb_04_betr 0,1032 0,869 0,5381 0,7785 0,9074 0,9671  0,9983
mb_11 betr Im_16_betr mb_04_betr 0,0724 0,7534 0,7474 0,7474 0,9375 0,9701 0,9701




Tabelle 15: Ergebnisse der latenten Klassenanalyse mittels Standardmethodik in SAS Proc LCA (Schatzung von Pravalenz, Sensitivitat und Spezifitat) auf Herdenebene -4er-Testkombinationen
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FK-Status Betrieb (4 tests) = KONTROLLE [N/W=2,1875 (geringe Zellbesetzung ist zu erwarten, wenn N/W<5)]

FK-Status Betrieb (4 tests) = FALL-1 (ungeimpft) [N/W=1,5625 (geringe Zellbesetzung ist zu erwarten, wenn N/W<5)]

FK-Status Betrieb (4 tests) = FALL-2 (geimpft) [N/W=2,0625 (geringe Zellbesetzung ist zu erwarten, wenn N/W<5)]




Tabelle 16: Modellgiitekriterien von 1-6 latente Klassenmodellen auf Herdenebene

percentage of
seeds associated

dfestimated

Entropy

C'f';;:i °°’:;’§:::’:n': withthebest  (arcsoallows fortrustin G Pe> AIC BIC | (indicatescertainty of case AG? Adf Bpe,?
fitted model G’ statistic) subsequent analysis)
[%)°
not restricted (6 tests)
1 4 100 57 90,95 0,0028 102,95 118,15 -186,41 1
2 15 100 50 13,32 1,0000 39,32 72,24 -147,59 0,98
3 1992 929 43 9,2 1,0000 49,20 99,85 -145,53 0,57
4 345 92 36 6,02 1,0000 60,02 128,40 -143,94 0,6
5 685 26 29 3,61 1,0000 7161 157,72  -142,74 0,63
6 2096 32 22 2,91 1,0000 84,91 188,74 -142,38 0,58
restricted by "FK-Status Betrieb" (6 tests)
1 4 100 185 132,72 0,9986 144,72 159,92 -186,41 1 41,77 128
2 16 100 176 54,32 1,0000 84,32 122,31 -147,21 0,98 41,00 126
3 138 73 167 39,39 1,0000 87,39 148,17 -139,74 0,82 30,19 124
4 180 9 158 29,96 1,0000 95,96 179,54 -135,03 0,84 23,94 122
5 259 32 149 20,21 1,0000 104,21 210,58 -130,15 0,85 16,60 120
6 216 17 140 13,22 1,0000 115,22 244,38 -126,66 0,89 10,31 118

3 = p-values not reported due to the magnitude of degrees of freedom
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PRESENT SITUATION

Paratuberculosis was described first scientifically in 1895 by Heinrich A. Johne, a German
bacteriologist, pathologist and veterinarian born in Dresden (Johne and Frothingham, 1895). The
first activities to control paratuberculosis in endemic regions were initiated in the 1920’s. The
disease was endemic at that time predominantly in parts of Mecklenburg-Western Pomerania,
north-western parts of Lower-Saxony, at the western boarders of Westphalia and in Baden-
Wuertemberg (Huber, 1941).

Today paratuberculosis is a reportable animal disease (Anonymous, 2013). In 2005 the federal
government published guidelines recommending hygienic measures, diagnostic approaches and
status definitions of paratuberculosis in ruminant farms (Anonymous, 2005). These guidelines
intended to harmonize measures taken in the German federal states with the overall aim to
reduce clinical cases and economic losses for the farms. Prevention of a further spread of
paratuberculosis and prevalence reduction were additional intentions. The guidelines include

recommendations for:

» Hygiene measures (especially for the handling of young stock, colostrum management,
restocking and purchase of cattle),

» Monitoring measures (clinical symptoms, serological as well as bacteriological testing),

» Measures to prepate an extensive, nationwide monitoring program to assess the
prevalence of paratuberculosis.

Several of the listed hygienic measures are well-established in paratuberculosis control, i.e.
rearing of calves separated from adult cattle, no cross-usage of materials (e.g. forks,
wheelbarrows) and clothing between age groups, colostrum only from test-negative mothers.
Moreover, some of the suggested measures go even further, i.e. washing cows prior to calving or
testing every animal having diarrhoea lasting more than five days by faecal culture or PCR for
Mycobacterinm avinm subsp. paratuberculosis (MAP). Since these guidelines have been published,
producers consider most of the recommended measures expensive and difficult to be
implemented and maintained.

Several federal states have taken first steps to assess paratuberculosis prevalence in (mostly dairy)
cattle during the past ten years. Most of the federal states conducted baseline cross-sectional
studies to get an impression of the current situation (see Table one). Results are difficult to
compare because of the not harmonized study design, the sampling strategy, the tests used and
the interpretation of test results. As concerns sampling strategies different study populations
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were addressed (random selection, acquisition by vet, parallel testing of Bovine herpes virus 1
(BoHV1) surveillance samples, clinically suspicious or post-abortional animals). The age of the
tested animals differed between the studies as well (all; >20 mth; >24mths). Different herd sizes
were handled differently between the studies for sample size calculations. Most of the studies
used serum samples applying commercial ELISA-tests, whereas some studies also included
testing of individual milk samples or faecal culture. Some studies did not correct the apparent
prevalence for test accuracy, whereas others corrected the apparent prevalence according to
Rogan and Gladen (1978) based on the manufacturers specifications and on the manufacturers
cut-off. Denzin et al. (2011) calculated 6.7% (3.0%-10.4%) as true prevalence for Saxony-Anhalt.

Therefore, a consideration of test accuracy estimates and a calculation would have been
preferable over the apparent here as well (see Table one). However, it has to be questioned, if
these calculations of the true prevalence can be meaningfully interpreted, although test
evaluation studies are available even for Germany. It can be assumed that the study populations
of the federal states of Germany do not resemble the study population of the test evaluation
studies enough to allow for applying test accuracy estimates. Up to now only one study for
Thuringia measured test accuracy based on the specific study population they intended to
investigate (Donat et al., 2012).

Table One: Apparent Prevalence of paratuberculosis — based on published data of several
federal states in Germany.

Federal State Apparent Test Medium Stuqy Population
Prevalence (Animal Subgroup)

Animal Level

Bavaria _

(Kéhler et al,, 2011) 0.012 culture faeces n=10,013 / 431 farms (all)

Bavaria ) _

(Béttcher & Gang], 2004) 0.980 Svanovir  Serum n=2,748 / 119 farms (all)

Bavaria Herd _

(Botrcher & Gangl, 2004) 0.450 Check Serum n=2,748 / 119 farms (all)

Bavaria : _

(Béttcher & Gangl, 2004) 0.180 Pourquier ~ Serum n=2,748 / 119 farms (all)

Saxony and Thuringia

(Kéhler et al,, 2011) 0.287 culture faeces -- (cattle for slaughter)

Hesse n=278 /

(Kéhler et al,, 2011) 0.140 culture faeces Ezﬁl)known number| farms

Lower Saxony _

(Kéhler et al., 2011) 0.105 culture faeces n=9,962 / 368 farms (all)

Mecklenburg- milk/ milk samples (n=2,760);

Westpommerania 0.122 Svanovir Serum blood serum samples

(Hacker et al., 2004) o (n=231; all >20 months)

Rheinland-Palatinate _

(Kéhler et al,, 2011) 0.089 culture faeces n=1,927 / 233 farms (all)

Saxony-Anhalt . n=896 (all: female >24

(Denzin et al,, 2011) 0.042 Pourquier ~ Serum mth)
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Apparent . Study Population

Federal State Prevalence Test Medium (Brshi | Sty
Thuringia _
(2006-2010) 0.048 culture  facces ?ai;m’()% / 73-128 farms
(Kohler et al., 2011)
Saxony Herd
(pos=+ and inconclusive)  0.096 Check Serum n=55,394 / 493 farms (all)
(Donat et al., 2005)
Herd level
Bavaria —
(Kéhler et al., 2011) 0.107 culture faeces n=10,013 / 431 farms (all)
Bavaria .

2 =
(Botecher & Gangl, 2004) 0.240 Svanovir  Serum n=2,748 / 119 farms (all)
Bavaria Herd _
(Bottcher & Gangl, 2004) 0015 Check Serum n=2,748 / 119 farms (all)
Bavaria . _
(Bétecher & Gangl, 2004) 0.090 Pourquier  Serum n=2,748 / 119 farms (all)
Lower Saxony _
(Kéhler et al., 2011) 0.538 culture faeces n=9,962 / 368 farms (all)
Mecklenburg- milk/ milk samples (n=2,760);
Westpommerania 0.847 Svanovir Serum blood serum samples
(Hacker et al., 2004) " (n=231; all: >20 months)
Rheinland-Palatinate _
(Kéhler et al., 2011) 0.399 culture faeces n=1,927 / 233 farms (all)
Saxony (pos=+ and Herd

inconclusive) 0.420 Check Serum n=55,394 / 493 farms
(Donat et al., 2005)

Thuringia (2006-2010) n=101,006 / 73-128 farms
(Kéhler et al,, 2011) 0.486 culture faeces (all

Further investigations concerning the suitability of alternative, pooling methods have been
performed in Germany, as well (e.g. bulk milk, milk filters, environmental sampling).
Furthermore, MAP was cultured from 28.7 % of cattle without macroscopic lesions indicative
for paratuberculosis in a slaughterhouse-study covering mainly animals from FEast German
regions (Elze et al., 2013). Apart from dairy cattle paratuberculosis is also prevalent in sheep and
dairy goats.

Based on these data it can be assumed, that there are considerable differences regarding the
prevalence of paratuberculosis in the federal states of Germany. However, it cannot be deduced,
if these differences yield from the different sampling strategies, the tests used and the different
test performances or if they can be attributed to structural or regional differences. A systematic

investigation of disease prevalence on herd and individual level is still due.

Apart from assessing the current situation in concerted studies more than 6,600 confirmed cases
have been reported to the Animal Disease Information System (TSN) hosted by the Friedrich-
Loeffler-Institut (FLI) between 1995 and April 2014. However, it has to be taken into account,
that reports are biased by the disease awareness, triggered by regional control or compensation
programs, and willingness of the farmer and the reporter to investigate cattle for this disease.
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This is especially important, because positive results might hamper animal trade and export for

several subsequent years.

Although a nationwide program has not been set up by now, several attempts have been made at
regional level to monitor and control paratuberculosis. Most important to be mentioned is a
control program with financial grants in Lower Saxony which was in place since 1998 (after
conceding financial aids since 1973). The principle of the program, which lasts for five years per
farm, is to screen cattle elder than two years with an ELISA test and to follow them up six
months later with a faecal culture and skip between tests every six month further on. Mandatory
measures to be taken by the farmer are the culling of positive animals, special treatment of calves
(guideline available) as well as avoidance of introduction (purchase of free animals) and spread
(no manure fertilization on pastures).

Farmers taking part in that program could ask back financial aids of the animal diseases fund for
their slaughtered/culled animals. Costs for diagnostic testing and extinction of positive animals
amounted to about 1.74 Mio. Euro in ten years. Therefore, financial grants were skipped in 2013
due to ineffectiveness as regards sanitation of paratuberculosis on any participating farm. The
involved farmers reported their willingness and awareness of necessity to control
paratuberculosis; however, they do not trust in the (long-term) effectiveness of their efforts at
present.

At present, voluntary regional control programs exist in some federal states (North Rhine-
Westphalia, Saxony, and Thuringia). They established own guidelines for testing, status definition
and trade control. According to the statutes of the regional animal diseases funds, some federal
states (Baden-Wuerttemberg, Bavaria, Brandenburg, North Rhine-Westphalia, Mecklenburg-
Western Pomerania, Saxony, and Thuringia) provide aid to compensate for animals eliminated
due to clinical signs or positive test results, or cover diagnostic costs, if farmers follow all terms
and conditions of the statute and, if existent, the regional control program.

PARATUBERCULOSIS CONTROL IN THURINGIA

Thuringia has a 15 years history in paratuberculosis control. For decades the “Iron Curtain”
prevented the introduction of paratuberculosis. About five years after the heavy purchase of
Holstein Friesian dairy cows from the western part of Europe the first clinical cases appeared.
During the first years attempts were made to control this reemerging infectious disease by culling
of clinical cases, later on including the test positives, combined with compensation by the Animal
Disease Fund. After very few years this approach was abandoned because of excessive increase
of costs.

The first control program came into effect in 2003. It focused on improvement of the hygienic
standard of calving, colostrum management, calf hygiene, food hygiene, and the elimination or
pasteurization of waste milk for calf feeding purposes. The program included a bi-annual
serological herd screening for MAP-antibodies by ELISA (test sensitivity 70.0%, specificity 76.6
%) and retesting of all MAP-antibody-positives by faecal culture. Faecal culture positive animals
had to be culled within one month. Colostrum from antibody-positives was excluded from
feeding. After five years the effect of the program was evaluated. There were no herds without
ELISA-positive cows, and farmers complained about the increasing number of ELISA-positives
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in their herds and problems to find cows for colostrum supply. The limited specificity of the
ELISA test was considered to be the main cause for this effect.

Meanwhile a study of the national reference laboratory at the FLI had been published revealing a
sensitivity of the test used in the control program of <20%, ranging from 15.1% for cows once
positive in faecal culture to 40.2% for cows that were repeatedly culture positive (Gierke, 2010).
Not surprisingly, the first whole-herd screenings by faecal culture in the control program herds
identified a high number of MAP-shedders that had not been detected by the ELISA test. This
higher within-herd prevalence resulted in a fading compliance of farmers to the control program
which demanded large efforts without perceptible improvements. Analyzing our control
program herds, it was recognized that the survival of MAP shedders within the herd after
receiving the test result correlated to incidence reduction: If shedders were not removed from
the herd or culled only after a long period, incidence did not decrease. Furthermore, the effect of
control was related to management measures and hygiene status: Separate calving pens for MAP
shedders and staff hygiene were significantly correlated to incidence reduction.

From these years the following was learned:

» Use a test you can trust, i.e. a highly specific test.

» Keep general management recommendations simple.

» Recommend herd-specific measures to improve the hygienic standard after on-farm
status analysis.

» Do not make farmers afraid of killing their farms by culling their cattle.

» Ask the farmers about their goals and potentials and give realistic future prospects.

» Use the limited public money to support diagnostic tests rather than pay
compensation and do not cover costs completely.

As a part of the re-evaluation of the control program in 2013, 116 Thuringian cattle farmers
(82% dairy farmers, 27% already enrolled in the control program) responded in an anonymous
survey (Table two). The results clearly indicate, that a danger to the milk and beef industries
image by paratuberculosis is realized by a high percentage of cattle farmers and that the expected
economic impact of paratuberculosis on milk production is another main stimulus to control the
disease. Purchasing animals, nearly all cattle farmers are interested in the paratuberculosis status
of the herd of origin. This leads to the conclusion, that the designated paratuberculosis status of
a herd should guarantee a high level of security that an animal purchased from this herd will not
introduce MAP into another herd.
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Table Two: Results of an anonymous survey among Thuringian cattle farmers concerning their
opinion about paratuberculosis control in 2013.

. Yes No
Question Responders % = v
Do you cor.151der~parat1~1berculos1s as a 116 85 7308 31 2672
dangerous infectious disease?

Do you consider p.aratubercul.osm a threat for 116 00 77.59 26 9041
the economy of milk production?

Do you expect a danger to the mlllf and beef 114 106 92.98 g 702
industries image by paratuberculosis?

Do you expect~that your herd is affected by 115 37 3017 78 67.83
paratuberculosis?

Are you already enrolled in the voluntary 13 31 2743 8 757
control program?

Would you take part in the paratuberculosis

control, if MAP was detected in your herd? i 100 90.09 19
Are you interested in the paratuberculosis

status of the herd of origin, if you purchase 116 115 99.14 1 0.86
cattle?

Would you favor a mandatory control 115 89 7739 2% 2261

program in Germany?

Environmental sampling was applied within the control program herds to evaluate, if it was a
cost-saving and easy-to-use approach to diagnose paratuberculosis at herd level, concerning the
most efficient sampling strategies and its reliability in herds with low prevalence. A threshold
level was calculated of the apparent Within Herd Prevalence (WHP), determined by individual
faecal culture of all cows, thus allowing for the detection of a herd as MAP-positive at certain
probability levels. The combination of three samples (milking area, main cow alleyways, holding
pen) performed best with a WHP threshold of 2.9% for 50% probability of detection to 6.2%
for 90% probability of detection when tested simultaneously both by faecal culture and gPCR
(own data, submitted for publication). Similar thresholds were demonstrated for a combination
of one boot swab and one slurry sample applying faecal culture and qPCR simultaneously (own
data, not yet published).

Therefore, the control program was revised and the main pillars of the control measures were
modified as follows:

» Farm hygiene: Herd-specific recommendations that can be realized 365 days a year with
particular focus on measures with evidence to reduce the incidence:
= Separate caving pens for MAP-positive cows (own data, not yet published).
= Prevent contact of neonates to other cows after calving (Pillars et al. 2011).
®  Withdraw waste milk for calf feeding purposes or pasteurize (Pillars et al. 2011).
= Ensure a high level of personal hygiene in calve rearing (own data, not yet

published).

> Diagnosis: Annual testing of first lactation cows and all to date negatively tested cows by
faecal culture.

» Culling: Is organized in accordance with the farmers objectives and potentials:
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® High prevalent herds: do not rebreed shedders, cull if other problems occur.
® Low prevalent herds: cull shedders immediately, if open; otherwise do not
rebreed (there are serious ethical concerns to cull pregnant cows in Germany).

» Status definition: “Paratuberculosis-unsuspicious” cattle herds have:
= No positive results in the annual herd checks by faecal culture over three years
(similar to level 6 of the national program standard of the USDA).
® Purchased cattle only from herds in the same status (i.e. verification of status).
® Maintenance of the status: herd check with no positive results every two years
(from 2015: every three years and environmental sampling in the years in
between).

» Trade control: Purchase cattle only from herds having the same status (i.e. control or
verification or unsuspicious).

At present 115 herds (92 dairy, 23 beef cattle) with about 38.000 cows are enrolled in the
program which represents about 25% of the Thuringian population (115.000 dairy cows, 40.000
beef cows). Out of these herds, 34 acquired the status “paratuberculosis-unsuspicious” during
the last five years, and none of those herds had a reintroduction of MAP until now. Certainly,
most of these herds are “historically free”, i.e. MAP was never introduced. Because these are
nearly 30% of all involved herds, it can be concluded, that a relevant proportion of the
Thuringian cattle herds is still free from paratuberculosis. Therefore, these herds are to be
identified and protected by effective control of animal trade. Purchasing cattle, farmers of these
herds are strongly recommended to ask for the paratuberculosis status of the herd of origin.

Previous experience indicate that without doubt, stamping out paratuberculosis in affected herds
is a challenge. Fortunately, a few Thuringian herds had very few shedders and after immediate
culling of these cows positive test results never occurred. These herds are now certified as
“paratuberculosis-unsuspicious”. Analyzing the cumulative incidence of MAP-shedders in a
subset of 25 control program herds, a reduction of the median of MAP incidence from 11.05%
(n = 25) in 2008 to 4.04% (n = 25) in 2012 was observed (Figure one). Therefore, five years of
control are a realistic period of time to halve paratuberculosis incidence.
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Figure One: Median and inter-quartile range of the cumulative incidence of cows shedding
Mycobacterinm avinm spp. paratuberculosis (MAP) in five consecutive years in 25 dairy herds enrolled
in the Thuringian paratuberculosis control program. m Statistical outliers, >X Extreme values.

Considering the experiences from the Thurigian control program, a double tracked and partly
risk based approach to control paratuberculosis can be suggested (Figure two) taking into
account that stamping out the disease within some years is not a realistic objective for highly

prevalent herds:

Track A: Cattle breeders and probably paratuberculosis-free herds should aim to be
certified as a “paratuberculosis-unsuspicious” herd in accordance with the rules

described above.

Track B: Dairy farmers should at least control paratuberculosis in their herds to a level that

ensures a reduction or elimination of economic losses.
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Figure Two: Proposed strategy for paratuberculosis control considering the experiences from
the Thurigian control program.
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