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Einleitung 1

1 Einleitung

Die klassische Form des Botulismus wurde vor fast 200 Jahren von Justinus
Kerner als ,Wurstvergiftung“ beschrieben (Kerner, 1820). Es handelt sich ur-
sprunglich um eine sporadisch vorkommende, akute Intoxikation mit durch
Clostridium (C.) botulinum gebildetem Botulinum-Neurotoxin (BoNT), die meist
todlich verlauft. Diese anaeroben Sporenbildner sind ubiquitdr und in der
Lage, hochgiftige Toxine freizusetzen, die in die Reizweiterleitung der
Nervenzellen eingreifen. Sie sind pathogen fir Saugetiere, Vogel und Fische.
Inzwischen sind vier verschiedene klinische Formen des Botulismus

anerkannt.

Seit Mitte der 1990er Jahre hdufen sich Berichte aus verschiedenen Bundes-
landern Uber chronisch verlaufende und mit erheblichen Verlusten einher-
gehende Bestandserkrankungen bei Hochleistungsmilchrindern und Kéalbern.
Als Hauptsymptome wurden Lahmheit, Verdauungsstérungen, mangelhafte
Futterverwertung und damit verbunden Leistungsriickgang und Abmagerung
sowie Kreislaufstérungen und Abginge nach therapieresistentem Festliegen
beobachtet (Schwagerick und Béhnel, 2001). Da im Zuge einer umfassenden
Diagnostik sowohl freie BoNTe im Kot von erkrankten Ké&lbern als auch Anti-
koérper gegen die BoNTe nachgewiesen wurden, bezeichnete Béhnel diese bis-
her unbekannte Art der Erkrankung als viszeralen Botulismus (Bohnel et al,
2001Db).

Da die atiologische Zuordnung dieses Krankheitsbildes bisher kontrar disku-
tiert wurde, die Definition des viszeralen Botulismus laut Kritikern weder ein-
heitlich noch eindeutig war und nicht endgtltig geklart werden konnte, welche
Faktoren am Krankheitsgeschehen beteiligt sind (BfR, 2004; BfR, 2010),
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein bereits vorhandenes Diagnoseschema
(Schwagerick, 2004b) Utiberarbeitet, um im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie
in Mecklenburg-Vorpommern die ausschlaggebenden Faktoren flir diese
Herdenerkrankung zu ermitteln und anschlieffend das Erkrankungsrisiko

beim Tier vermindern zu kdénnen.

Parallel dazu wurden immunologische und molekularbiologische diagnostische
Verfahren zum Nachweis von C. botulinum entwickelt und/oder optimiert und

im Rahmen der Fall-Kontroll-Studie angewandt.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Atiologie und Pathogenese des Botulismus
2.1.1 Clostridium botulinum

2.1.1.1 Taxonomie

Fur die taxonomische Einordnung von Clostridium botulinum ist das Bergey’s
Manual® of Systematic Bacteriology (2009) bindend. Mit Hilfe dieses Standard-
werkes ist es moglich, die Bakterien aufgrund ihres phylogenetischen Stamm-
baumes, ihrer morphologischen und physiologischen Eigenschaften einer Spe-
zies zuzuordnen. Dabei spielte ab der 2. Auflage des Handbuches die Uberein-
stimmung der 16S-rRNA-Sequenz durch die Entwicklung neuer Analyse-
methoden eine entscheidende Rolle, so dass aufgrund neuer Erkenntnisse
Umbenennungen oder Neuzuordnungen von Arten moglich waren (Wayne et

al., 1987).

Erst 1924 wurde nach einem Vorschlag von Bengtson der Gattungsname
Clostridium fir anaerob wachsende Sporenbildner eingefihrt.

Die Gattung Clostridium gehoért zur Familie der Clostridiaceae und besteht aus
anaeroben, Endosporen bildenden grampositiven Stdbchen (siehe Abb. 1). Die
hervorstechendste Eigenschaft von C. botulinum ist die Produktion von

Botulinum-Neurotoxin (BoNT).

Die durch C. botulinum hervorgerufene Symptomatik des Botulismus wird
wahrscheinlich so lange beobachtet, wie Menschen Lebensmittel bearbeiten
und versuchen, sie durch Konservierung haltbar zu machen. Smith (1977)
beschrieb, dass bereits im zehnten Jahrhundert der byzantinische Herrscher
Leo VI. (886-911) Verbote fur die Herstellung von Blutwurst erliefs. Ebenso
scheinen einige Féalle einer diagnostizierten Vergiftung mit Atropa belladonna
im Nachhinein aufgrund ihrer Symptomatik eher auf lebensmittelbedingten
Botulismus hinzudeuten. Nachdem in Wildbad in Wirttemberg 1793 ein Aus-
bruch sechs von dreizehn Erkrankten das Leben kostete und in kurzer Abfolge
weitere Falle auftraten, erkannte der Arzt Justinus Kerner, dass diese Lebens-
mittelvergiftung durch den Verzehr von Wurst (lat. botulus) hervorgerufen
wurde (Kerner, 1820). Van Ermengem gelang es schliefSlich 1895 erstmals,

den Erreger aus verdorbenem Schinken zu isolieren und nannte ihn
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Clostridiaceae Clostridium
Eubacteriaceae Alkaliphilus
— Bacilli Gracilibacteraceae Anaerobacter
Helicobacteraceae Anoxynatronum
Clostridiales Lachnospiraceae Caloramator
Peptococcaceae Caloranaerobacter
Peptostreptococcaceae Caminicella
Firmicutes —— Clostridia Halanaerobiales Ruminococcaceae Natronincola
Syntrophomonadaceae Oxobacter
Veillonellaceae Sarcina
Thermoanaero- Incertae Sedis Thermobrachium
bacterales
Incertae Sedis Thermohalobacter
Incertae Sedis Tindallia
— Erysipelotrichia

Abb. 1: phylogenetischer Stammbaum (nach Bergey’s Manual, 2009)

Incertae Sedis

Incertae Sedis
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Bacillus botulinus (1897). Durch die Isolierung eines zweiten Stammes aus
grinen Bohnen widerlegte Landmann (1904) die Annahme, dass das
Bakterium nur in Fleisch vorkommt. Leuchs (1910) verglich beide Stdmme
und konnte feststellen, dass sie sich nicht nur in ihren Wachstums-
eigenschaften und ihrem Toxinbildungsvermégen, sondern auch in der
Neutralisierbarkeit der gebildeten Toxine unterschieden. Nachdem Burke
(1919) zwolf verschiedene Stdmme untersucht hatte und sie aufgrund ihres
verschiedenen Toxin-Antitoxin-Verhaltens in zwei Gruppen einteilen konnte,

ordnete er diesen beiden Gruppen die Buchstaben A und B zu.

Kurze Zeit spéter isolierten Bengtson (1922) in den Vereinigten Staaten und
parallel dazu Seddon (1922) in Australien weitere Stdmme, die nicht den
Typen A oder B zuzuordnen waren. Dieser neue Toxintyp wurde aufgrund der
alphabetischen Reihenfolge in der angewandten Nomenklatur als Toxintyp C
bezeichnet. Es folgten rasch weitere neue Stdmme, die sich in ihren Eigen-
schaften von den bisher bekannten unterschieden und alphabetisch fort-
laufend benannt wurden; so der Typ D aus Suidafrika (Meyer und Gunnison,
1928) und der aus Fisch isolierte Typ E (Gunnison et al., 1935). 1960 wurde
ein weiterer Typ, F, aus Leberpastete isoliert (Mgller und Scheibel). Der
anschlieffend entdeckte C.-botulinum-Typ G (Gimenez und Ciccarelli, 1970a),
der sich voéllig von den bisher entdeckten Stdmmen unterschied, wurde spater
in C. argentinense umbenannt (Suen et al, 1988b). Einige C.-botulinum-
Stdmme sind in der Lage zwei Toxine parallel zu exprimieren, z. B. A und B, A
und F oder B und F (Gimenez und Ciccarelli, 1970b; Hatheway et al., 1981;
Santos-Buelga et al., 1998).

Die sieben C.-botulinum-Typen A bis G werden nach dieser Nomenklatur aus-
schliefSlich auf Basis ihrer Fahigkeit BoNT zu bilden (Prévot, 1953) und ihrer
serologischen Spezifitit benannt und unterteilt (Dodds, 1994). Nicht toxigene
Stamme, die ansonsten die gleichen biochemischen Eigenschaften wie das
toxigene C. botulinum aufweisen, werden als C. sporogenes bezeichnet (Olsen
et al,, 1995). Dadurch ergeben sich allerdings Probleme in der Zuordnung.
Haufig zeigt sich bei den Typen C und D die Instabilitdt der Toxinbildung
und/oder der Verlust des Toxingens durch Kultivierung (Oguma, 1976), da
sich bei diesen Typen das Toxingen auf einem Bakteriophagen befindet.

Eklund et al. (1974) zeigten, dass die Umwandlung eines C.-botulinum-
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Stammes vom Typ C in einen C.-novyi-Typ-A-Stamm durch Verlust des Pro-
phagen ohne Weiteres moéglich und auch umkehrbar ist.

Zusatzlich zu C. botulinum wurden einige Stdmme von C. baratii und
C. butyricum identifiziert, die ebenfalls in der Lage sind, BoNTe zu produzieren
(Hall et al., 1985; Aureli et al.,, 1986; McCroskey et al., 1986).

Heute werden die Stdmme nicht nur aufgrund ihres Toxintyps, sondern auch
aufgrund ihrer Stoffwechselleistungen, insbesondere der Fahigkeit Proteine
verwerten zu kénnen, unterteilt. Genetische Analysen haben gezeigt, dass nur
durch die zusatzliche Einteilung in die verschiedenen Stoffwechselgruppen
eine eindeutige Zuordnung hinsichtlich des Verwandtschaftsgrades moglich ist

(Collins und East, 1998; Hunter und Poxton, 2002).

2.1.1.2 Morphologie und Stoffwechselleistungen

C. botulinum und verwandte Clostridienarten sind gerade oder leicht ge-
krimmte, grampositive Stdbchen mit einer Ladnge von 1,6-22 um und einer
Breite von 0,5-2 um. Sie kommen einzeln oder paarweise vor und bilden Uber-
wiegend opake, runde bis ausgefranste Kolonien, die vereinzelt schwarmen
konnen (Cato, 1986). Das Gramverhalten der Bakterien ist vom Alter der
Kulturen abhingig und kann mit zunehmender Inkubation gramnegativ er-
scheinen (Bengtson, 1922). Die beweglichen Formen sind peritrich begeifielt.
Der Grofdteil der C. botulinum, C. baratii und C. butyricum wéachst obligat an-
aerob, einige Spezies besitzen eine grofiere Sauerstofftoleranz. Die Enzyme
Katalase, Peroxidase und Cytochrom-Oxidase, die im aeroben Stoffwechsel
eine wichtige Rolle spielen, fehlen. Endosporen liegen meist subterminal und
lassen die Bakterienzelle anschwellen, so dass sie die charakteristische Form
eines Tennisschlagers bekommt. Die optimalen Wachstumsvoraussetzungen
herrschen bei einer Temperatur von 30-37 °C und einem pH-Wert zwischen
6,5 und 7, sind aber vom jeweiligen Typ abhangig (Segner et al, 1971;
Hinderink et al., 2009; Brooks et al.,, 2011; Derman et al., 2011).

Die Einteilung von C. botulinum nach ihren biochemischen Leistungen geht
auf Holdeman und Brooks (1968) zurlick. Sie teilten die C.-botulinum-Typen A
bis F in drei metabolische Gruppen. Stdmme vom Typ G wurden in einer

vierten Gruppe platziert. C. baratii und C. butyricum, die ebenfalls BoNT der
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Typen E und F produzieren kénnen, bilden die finfte Gruppe. In der Gruppe I
befinden sich alle Stdmme vom Typ A, die proteolytischen Stdmme der Typen
B und F, sowie die bivalenten Toxintypen AB, Ab, Af, Ba und Bf. Sie wachsen
bei einem Temperaturoptimum von 37 °C und bilden Sporen von hoher Hitze-
resistenz (112 °C/ D-Wert 1,23). Zur Gruppe II gehoéren alle Stdmme vom Typ
E, sowie die nichtproteolytischen bzw. saccharolytischen Stimme der Typen B
und F. Die Vertreter dieser Gruppe sind psychrotroph und haben ihr Tem-
peraturoptimum bei 30 °C oder weniger. Thre Sporen besitzen eine geringere
Hitzeresistenz (80 °C/ D-Wert 0,6-1,25). Die C.-botulinum-Stdmme der
Gruppe III produzieren Toxine vom Typ C oder D und sind generell
saccharolytisch. Sie wachsen optimal bei Temperaturen um 40 °C. Die
Hitzeresistenz der Sporen betragt 104 °C bei einem D-Wert von 0,1-0,9). Die
C.-argentinense-Typ-G-Stdmme sind ebenfalls saccharolytisch und bilden die
Gruppe IV. Im Gegensatz zu den C.-botulinum-Stimmen bilden sie keine
Lipase und kénnen keine Glucose verwerten (alle Parameter nachCollins und

East, 1998).

Tab. 1: Charakteristika BoNT-bildender Clostridien (modif. nach Hatheway, 1990)

. C. C.
C. botulinum butyricum baratii
Gruppe
I I III v
Toxintypen A B, F B,E, F C,D G E F
Produktion
von:
Lecithinase - - + - + -
Lipase + + + - - -
Proteolyse + - * + - -
Fermentation
Kohlenhydrate " " " ) i "
Hydrglyse + " i + _ -
Gelatine
nichttoxische C. . C. sub-
. C. novyi .
Variante sporogenes terminale

+: positive Reaktion fiir 90-100% der Stdmme, -: negative Reaktion fir 90-100% der Stdmme
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2005 wurde auflerdem ein Clostridium sp. RKD aus Fisch in Indien isoliert,
das zwar ein BoNT/B-dhnliches Toxin bildet, aber 1t. 16S-rDNA-Analyse eine
99%ige Ubereinstimmung mit C. tetani zeigt und bzgl. seiner Stoffwechsel-
leistungen zwischen C. tetani und C. botulinum einzuordnen ist (Dixit et al.,

2005).

2.1.2 Toxine
2.1.2.1 Botulinum-Neurotoxine (BoNTe)
2.1.2.1.1 Toxizitat

Bei den sieben bisher bekannten BoNTen handelt es sich um die giftigsten
biologischen Toxine. Die Sensitivitét variiert je nach Spezies und Applikations-
verfahren (Lamanna, 1959). So sind die Toxinkomplexe, die neben den
Toxinen aus nichttoxischen Komponenten bestehen, oral verabreicht wesent-
lich toxischer als die Toxine allein, da der schiitzende Komplex die Inakti-
vierung im Magen-Darm-Trakt reduziert (Gill, 1982). So kann die orale Toxizi-
tdt um 10%logio steigen, wie Ohishi et al. (1977) zeigten. Im Intestinum ge-
langen die Toxine durch Bindung an spezifische Rezeptoren an der mukosalen
Seite der Epithelzellen und aktiven Transport, durch Porenbildung (Hoch et
al., 1985; Maksymowych und Simpson, 1998; Simpson, 2004) oder durch

transepithelialen Durchtritt in den Kérper (Matsumura et al., 2008).

Bivalente C.-botulinum-Stadmme sind in der Lage mehr als ein BoNT zu bilden.
Wird das Toxin in gleichem Mafie produziert, werden die beiden Buchstaben
grofdigeschrieben (z. B. AB). Wird eines der Toxine in weit geringerem MafSe
gebildet oder ist als stilles Gen nur in der PCR nachweisbar, wird der Buch-

stabe dieses BoNTs kleingeschrieben (z. B. Ba, Af).
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Tab. 2: LDso bzw. MLD der BoNTe (modif. nach Gill, 1982)

BoNT-Typ Maus Affe Rind Mensch
A (1,2 ngip.)? (0,5-0,7 ng)a (ca. 1 ng)c
B 1,2-2 ngi.p.23
C1 1,1 ngiv.# (ca. 0,4 ng)c (0,388 ng)s
D 0,4 ngi.p.6 40 ngc
E 1,1 ng” 1,1 nge
F 2,5ngiv.8

Werte in Klammern: Minimale Letale Dosis (MLD),

l(Lamanna et al., 1946); 2(Duff et al, 1957); 3(Lamanna und Glassman, 1947); 4(Syuto und
Kubo, 1977); 5(Moeller et al., 2003); 6(Cardella et al., 1960); 7(Gerwing et al., 1965); 8(Ohishi und
Sakaguchi, 1974)

ac: anhand der M&usetoxizitdt geschatzte Werte; a(Herrero et al., 1967); P(Meyer und Eddie,
1951); ¢(Prévot und Brygoo, 1953)

2.1.2.1.2 Struktur des BoNTs und seine Wirkungsweise an und in der Ziel-

zelle

BoNTe werden als 150 kDa Polypeptidkette gebildet und durch die Bakterien
oder den Wirt proteolytisch in zwei Ketten gespalten, in eine schwere Kette
(HC) von 100 kDa und in eine leichte Kette (LC) von 50 kDa, die durch eine
Disulfidbriicke verbunden sind (Montecucco und Schiavo, 1994). Sie konnen
durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt werden (Sugiyama,
1980). Die Aufnahme des Toxins aus der Lymphe oder dem Blut in die
Nervenzelle geschieht in einem vierstufigen Prozess (Montecucco et al., 1994).
Er besteht aus der Bindung an die Zelle, der Internalisierung, der

Membrantranslokation und der Zielmodifikation.

Die leichte Kette reprasentiert die aktive Komponente. Sie agiert als Zink-ab-
hangige Endopeptidase mit einer strikten Substratspezifitdt (Schiavo et al.,
1992b; Schiavo et al., 1994b). Die schwere Kette setzt sich aus einer jeweils
50 kDa N-terminalen (HCy) und C-terminalen (HCc) Doméne zusammen. Die
HCc-Doméane wiederum besteht aus zwei je 25 kDa Subdoménen

(Swaminathan, 2011). Mit der HCc-Doméane der schweren Kette bindet das
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BoNT an den prasynaptischen Nervenendigungen der cholinergen Neuronen.
Anschliefiend bildet das HCy-Fragment in der prasynaptischen Membran Ka-
nale, die den Durchtritt der LC in das Zytosol der Zielzelle erméglichen (Black
und Dolly, 1986b; Black und Dolly, 1986a; Blaustein et al.,, 1987; Koriazova
und Montal, 2003; Fischer und Montal, 2007).

Abb. 2: Struktur der Doménen und Rezeptorbindungstaschen von BoNT/B (Binz und Rummel,
2009)

In der Nervenzelle hat jedes BoNT ein spezifisches Ziel am SNARE-Komplex.
BoNT/A und E spalten eine spezifische Peptidbriicke in SNAP-25 (Binz et al.,
1994), BoNT/B, D, F und G (genauso wie das Tetanustoxin) setzen am
Synaptobrevin (VAMP) an (Schiavo et al., 1992a; Schiavo et al., 1993a; Schiavo
et al.,, 1993b; Yamasaki et al.,, 1994; Schiavo et al.,, 1994a). BoNT/C kann so-
wohl SNAP-25 als auch Syntaxin spalten (Schiavo et al., 2000). Da diese Pro-
teine fir die Verschmelzung der Acetylcholinvesikel mit der prasynaptischen
Membran verantwortlich sind, wird auf diesem Wege die Ausschtiittung von
Acetylcholin gehemmt und ein Ausfall in den cholinerg innervierten Muskel-

fasern hervorgerufen (Kao et al.,, 1976; Simpson, 1980).
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Abb. 3: Wirkungsweise der BoNTe (Arnon et al., 2001)

Die kristallinen Strukturen der Holotoxine BoNT/A, B und E geben einen Ein-
blick in den Mechanismus und die Funktionen der einzelnen Doménen, die in
den vierstufigen Prozess der Zellinvasion involviert sind (Lacy et al, 1998;
Swaminathan und Eswaramoorthy, 2000; Kumaran et al., 2009). Die BoNTe
zeigen eine signifikante Sequenzhomologie (Lacy und Stevens, 1999), aller-
dings unterscheiden sich ihre dreidimensionalen Strukturen in der Organisa-
tion ihrer Domé&nen. So stehen bei BoNT/E Binde-, katalytische und Trans-
lokationsdomane in viel engerem Kontakt und kénnen an der prasynaptischen
Membran wesentlich schneller agieren als das toxischere BoNT/A (Kumaran et
al.,, 2009). BoNT/E wird als nichttoxisches Pracursor-Toxin exprimiert und

erst durch den Einsatz von Proteasen aktiviert (Duff et al., 1956).

2.1.2.1.3 Genetische Grundlagen

Die ersten Beweise fir das Vorkommen von Plasmiden in C. botulinum und
ihnen dhnlichen Stdmmen wurden 1978 von Scott und Duncan geliefert. Sie
lassen sich in den Bakterien aller vier metabolischen Gruppen nachweisen
(Strom et al., 1984; Weickert et al., 1986), lange Zeit war aber nur fur BoNT/G
die Toxinbildung durch ein 81 MDa Plasmid bestéatigt (Eklund et al., 1988).
Ebenso wurden in allen C.-botulinum-Typen Bakteriophagen nachgewiesen
(Inoue und Ilida, 1968), aber nur fur die BoNT-Typen C und D ist die gene-
tische Information zur Toxinbildung auf diesen Phagen gespeichert (Eklund et
al, 1971; Eklund et al, 1972; Skarin et al, 2011). Durch sein
pseudolysogenes Verhalten und die geringe Grofde erklart sich der mogliche
Verlust des Bakteriophagen wihrend der Laborpassage. Dies erschwert die

Isolierung und den Nachweis von C.-botulinum-Typ C und D.
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Das BoNT-Molekul ist in Abhéangigkeit vom Toxintyp zwischen 1251 und 1309
Aminosauren (AS) grof3. Die Serotypen unterscheiden sich in ihrer Nukleotid-

bzw. AS-Sequenz zwischen 35 und 70 % voneinander.

Tab. 3: Aminosdurenldnge verschiedener BoNT-Typen

BoNT-Typ AS-Lange Quelle
A 1296 (Binz et al., 1990b)
nonprot. B 1291 (Whelan et al., 1992; Hutson et al., 1994)
prot. B 1309 (DasGupta und Woody, 1984)
C 1291 (Hauser et al., 1990)
D 1276 (Binz et al., 1990a)
E 1251 (Poulet et al., 1992)
nonprot. F 1274 (East et al., 1992)
prot. F 1279 (Raphael et al., 2010)
G 1297 (Campbell et al., 1993a)

prot — proteolytisch, nonprot. - nichtproteolytisch

Vergleicht man die inzwischen verdffentlichten Nukleotid- bzw. AS-Sequenzen
der verschiedenen Serotypen der BoNTe, wird eine Variabilitdt innerhalb der
Serotypen deutlich, die von 2,6 % bis 32 % reichen kann und zur Unter-
gliederung in Subtypen fuhrt (Smith et al.,, 2007). Diese Vielfalt ist der Grund
fur signifikante Unterschiede bei der Wirkung von Vakzinen und therapeuti-
schen Agenzien (Kozaki et al., 1995; Smith et al.,, 2005), da sie einen grofsen
Einfluss auf die Bindung und die Neutralisationskapazitidt der monoklonalen
Antikérper hat. Zurzeit sind fiir sechs der sieben Serotypen Subtypen bekannt
(siehe Tab. 4). Durch Untersuchungen zu den Subtypen fanden Marshall et al.
(2007) und Franciosa et al. (2009) heraus, dass bei einigen C.-botulinum-Stam-
men der Subtypen BoNT/A3 und A4, genauso wie bei BoNT/B- und bivalenten
Stammen wie Ba, Ab und Bf das BoNT-Gen ebenfalls auf einem Plasmid loka-
lisiert sein kann (Hill et al.,, 2009). Dadurch wird ein Transfer von BoNT-Genen

mindestens innerhalb der C.-botulinum-Spezies méglich (Marshall et al., 2010).
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Tab. 4: bisher bekannte Subtypen der BoNT-Serotypen

g:g)’{yp Subtypen Quelle

A A1-AS (inkl. Ab, Af, AB) (Gimenez und Ciccarelli,
1970b; Fujinaga et al., 1995;
Hutson et al., 1996; Dineen et
al., 2004; Arndt et al, 2006;
Hill et al., 2007; Carter et al.,
2009)

B B1-B3, nonprot.B, bv B (Ba, Bf) (Gimenez und Ciccarelli,
1970a; Hatheway et al, 1981;
Santos-Buelga et al, 1998;
Barash und Arnon, 2004; Hill
et al., 2007)

C C,C/D (Hauser et al., 1990; Kimura et
al., 1990; Moriishi et al.,
1996a; Moriishi et al., 1996b)

D D,D/C (Binz et al.,, 1990a; Sunagawa
et al., 1992; Moriishi et al.,
1996a; Moriishi et al., 1996b)

E E1-E6 (Chen et al.,, 2007; Hill et al,
2007)

F F1-F7 (Hill et al., 2007; Raphael et
al., 2010)

nonprot. — nichtproteolytisch, bv - bivalent

Einen besonderen Platz innerhalb der BoNT-Subtypen nehmen die Mosaik-
formen der BoNT/C und D ein. Sie sind keine Subtypen im eigentlichen Sinne,
denn sie unterscheiden sich nicht durch eine Sequenzvariation, sondern
durch einen Austausch ganzer Sequenzabschnitte. Oguma et al. verglichen
das Neutralisationsvermégen von BoNT/C- und -D-Antiseren in Bezug auf ver-
schiedene C.-botulinum-Typ-C- und -D-Stdmme und entdeckten in manchen
Fallen eine Kreuzreaktivitdt zwischen BoNT/C-Antiserum und BoNT/D bzw.
BoNT/D-Antiserum und BoNT/C (Oguma et al., 1980; Oguma et al., 1981;
Oguma et al., 1984). Moriishi et al. (1989) bemerkten ebenfalls, dass sich
innerhalb der BoNT/D-Gruppe die Neurotoxine in ihrer molekularen Struktur
und ihrer Antigenitat stark voneinander unterschieden. Sie stellten 1996 fest,
dass das BoNT des BoNT/D-Stammes South African sowohl die anti-
genetischen Strukturen der LC von BoNT/D als auch der HC von BoNT/C be-
safs und bezeichneten BoNTe dieser Art als Mosaikformen (1996b; Moriishi et
al., 1996a). Je nach Zusammensetzung der LC/HCy und des HCc-Fragments
werden die Toxintypen als BoNT/C/D oder als BoNT/D/C bezeichnet
(Sunagawa et al., 1992; Tsukamoto et al., 2005).
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Diese chimaren BonT-Subtypen wirken bei Gefltigel toxischer als BoNT/C oder
BoNT/D (Takeda et al., 2005).

2
S
<

Abb. 4: Mosaikformen von BoNT/C und D (modif. nach Curran et al., 2009)

Die Kenntnis von ihnen ist enorm wichtig, um diagnostische Ergebnisse an-
gemessen bewerten zu kénnen, neue immundiagnostische Verfahren zu ent-
wickeln, aber auch bei der Immunprophylaxe bzw. der Therapie von Botulis-

mus.

2.1.2.1.4 Struktur und Funktion der Progenitortoxine

Alle BoNTe werden als Bestandteil eines Enzymkomplexes (Progenitortoxin)
gebildet, zu dem auch eine nichttoxische Komponente gehoért (Lamanna und
Sakaguchi, 1971). Diese kann aus Héamagglutininen (HA) und Nicht-toxi-
schem-nicht-Hamagglutinin (NTNH) bestehen. Die Gene daftir liegen im Ge-
nom vor dem Gen fir das BoNT. Aufgabe dieser Komponente ist es, das BoNT
im Magen vor dem Einwirken von Saure und Proteasen zu schutzen. Erst im
Dunndarm dissoziieren unter den dort vorherrschenden alkalischen Bedin-
gungen die Proteinkomplexe in die toxischen und nichttoxischen Komponen-
ten (Lowenthal und Lamanna, 1951; Lowenthal und Lamanna, 1953). Das
BoNT gelangt nun Uber die Lymphe und die Blutbahnen zu den Zielorganen.
Dementsprechend ist die orale Toxizitdt der Progenitortoxine um einiges gro-

Rer als die der BoNTe allein (Ohishi et al.,, 1977; Ohishi und Sakaguchi, 1980).
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Die Komplexe kénnen, je nach Toxintyp, als verschieden grofie Progenitor-
toxine vorliegen. In Abhangigkeit von ihrer Molekulgrofie werden sie in drei
Gruppen eingeteilt, 12S (M, ca. 300 kDa), 16S (L, 500 kDa) und 19S (LL,
900 kDa) (Kozaki et al.,, 1974; Sugii und Sakaguchi, 1975). Alle drei Formen
existieren bei Typ A (Sugii und Sakaguchi, 1977). 12S und 16S sind bei Typ B
(Kozaki et al.,, 1974), genauso wie bei den Typen C (Iwasaki und Sakaguchi,
1978) und D (Miyazaki et al.,, 1977) zu finden. Die Typen E und F werden nur
als 11,6S bzw. 10,3S-Molektil gebildet (Kitamura et al, 1968; Ohishi und
Sakaguchi, 1975). Das eigentliche (Derivat-)Toxin ist 7S grofs (S, 150 kDa)
(DasGupta und Sugiyama, 1977). Die HA werden ebenfalls in Abhangigkeit
von ihrer Molekulgréfse als HA-17, -33, -22~23, -53 und -70 benannt (Tsuzuki
et al,, 1990; Fujinaga et al., 1994).

Inzwischen wurde entdeckt, dass die nichttoxischen Komponenten mehr
Funktionen haben als nur den Schutz des BoNTs. Je eine Region in der AS-
Sequenz von HA-22~23 und -53 zeigt eine signifikante Ubereinstimmung mit
der gleichen Region des C.-perfringens-Typ-A-Enterotoxins, die wichtig fir die
Aufnahme des Toxins in die Zelle ist. Es gibt bei HA-22~23 aufierdem eine Se-
quenz, die auch im Fibronektin, einem Glykoprotein der extrazellularen Mat-
rix, gefunden wurde, und die ausschlaggebend fir die Interaktion mit dem
Zelloberflachenrezeptor ist (Fujinaga et al.,, 1994). HA zerstort die Diffusions-
barriere zwischen den intestinalen Epithelzellen und beglnstigt so den
transepithelialen Durchtritt von BoNT (Matsumura et al., 2008). Bei einer In-
toxikation durch Inhalation haben die nichttoxischen Proteine keinen Einfluss
auf die Toxizitat (Park und Simpson, 2003). In vitro zeigt Typ-A-HA eine gro-
Bere Wirksamkeit als Typ-B-HA, wahrend Typ-C-HA nur einen aufSerst gerin-
gen Effekt auf humane Zelllinien zu haben scheint. Dagegen hat es einen gro-
Beren Einfluss auf MDCK-I-Zellen, wo Typ-C-HA zur Zerstérung der Diffu-
sionsbarriere zwischen den Zellen fihrt und zytotoxisch wirkt. Dies kénnte
erkldren, warum beim Menschen Botulismus eher durch die Toxintypen A, B,
E oder F verursacht wird und Typ C dagegen haufiger bei Botulismus im Tier

zu finden ist (Jin et al., 2009).
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2.1.2.2 C2-Toxin

Die meisten BoNT/C- oder BoNT/D-Stamme sind in der Lage, weitere Toxine
zu bilden, die sich in ihren Eigenschaften von den BoNTen unterscheiden.
Nach Neutralisationsstudien mit Antiseren benannte Jansen (1971) die antige-
netisch verschiedenen Toxine als C1, C2 und D. Das C2-Toxin-Gen ist nicht
auf einem Phagen, sondern auf chromosomaler DNA lokalisiert (Fujii et al,
1996) und kann auch exprimiert werden, wenn das BoNT-Bildungsvermoégen
verloren gegangen ist (Eklund et al., 1971). Es wird zunachst als Protoxin ge-
bildet und erst durch Trypsin aktiviert (Eklund und Poysky, 1972). Bei dem
C2-Toxin handelt es sich um ein binares Toxin, das zur Gruppe der Mono-
ADP-Ribosyltransferasen gehért (Simpson, 1986) und Aktin als Substrat ver-
wendet (Ohishi und Tsuyama, 1986). Es unterscheidet sich von den BoNTen
durch das Fehlen der kovalenten Bindung zwischen der leichten und der
schweren Kette (Komponente I und II) und erlangt seine Toxizitdt nur als Ge-
misch von beiden Komponenten (Iwasaki et al., 1980; Ohishi et al.,, 1980a). Die
Ribosyltransferase-Aktivitat ist mit der monomeren Komponente I (50 kDa,
C2I) assoziiert, wahrend die heptamere Komponente II (100 kDa, C2II) fur die
Bindung am Oberfladchenrezeptor der Zielzelle verantwortlich ist (Ohishi et al.,
1980a; Ohishi, 1983b; Ohishi, 1986; Aktories et al., 1986; Mauss et al., 1990).
Nach der Starke ihrer biologischen Aktivitdt kénnen die C2-Toxine in drei
Gruppen eingeteilt werden (Ohishi und Sakaguchi, 1980; Ohishi und Okada,
1986). Die C2II-Komponente des C.-botulinum-Stammes 2300 besitzt zusatz-
lich eine 129-AS-lange Erweiterung, die die Bindung an die Zelloberflachenre-
zeptoren unterstiitzt und so zu einer effektiveren Toxinwirkung fihrt (Sterthoff

etal., 2010).

Eine hydrophobe Schleife jeder C2II-Untereinheit wird in die endosomale
Membran eingebracht und formt eine Pore, die den Durchtritt der C2I in das
Zytosol erlaubt (Simpson, 1989; Barth et al.,, 2000). Dort fuhrt die ADP-
Ribosylierung des Aktins zu einer Dysfunktion der Aktinpolymerisation
(Aktories et al.,, 1986; Wegner und Aktories, 1988; Lang et al.,, 2008). Daraus
resultiert eine Umverteilung des Zytoskeletts und es entstehen runde Zellen
(Reuner et al, 1987). Des Weiteren induziert C2-Toxin die Bildung neuer
Mikrotubuli-Strukturen, die Uber die Zelloberfliche der Darmepithelzellen
hinausragen und so die Anhaftung der Clostridien begtinstigen (Schwan et al.,
2009).
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Abb. 5: Wirkung des C2-Toxins (Aktories et al., 2011)

In vivo verursacht das C2-Toxin Hypotonie, nekrotische Verdnderungen und
ruft Flussigkeitsansammlungen in der Lunge und dem Intestinum hervor
(Ohishi et al., 1980b; Simpson, 1982; Ohishi, 1983b; Ohishi, 1983a; Miyake
und Ohishi, 1987; Ermert et al., 1995). Es spielt fir die Wirkung keine Rolle,
ob das Darmepithel nur 15 min oder einen dauerhaften Kontakt hat. Das
C2-Toxin ist in der Lage, sehr schnell an epitheliale Zellen zu binden, entfaltet
seine enterotoxische Aktivitdt aber verzégert. Eine Bildung von C2-Toxin

durch C. botulinum ist direkt im Darm moéglich (Ohishi, 1983b).

2.1.2.3 C3-Toxin

Das C3-Toxin gehort ebenfalls zur Gruppe der ADP-Ribosyltransferasen. Es ist
ein ca. 25 kDa Protein (Aktories et al, 1987) und im Phagengenom der C.-
botulinum-Typen C und D lokalisiert (Matsuoka et al., 1987). Seine Sequenz ist
211 AS lang (Popoff et al., 1990). In diesem Fall ist nicht direkt das Aktin das

Substrat, sondern die GTP-bindenden Proteine Rho und andere Proteine der
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Ras-Familie (Rosener et al., 1987; Rubin et al., 1988; Chardin et al., 1989). Mit
ihrer entscheidenden Rolle in Migration, Zytokinese, Phagozytose und Zell-
Matrix-Kontakten fihren auch sie zu einer Verdnderung der Mikrofilamente in

Zellen von Sdugetieren (Wilde und Aktories, 2001).

2.1.2.4 Clostridiolysin S

Im Zuge der Genomsequenzierung des Hall-A-C.-botulinum-Stammes und einer
vergleichenden Analyse mit Genomen anderer Bakterien bemerkten Sebaihia
et al. (2007) ein Gencluster, das grofRe Ubereinstimmung mit dem
Streptolysin-S-(SLS)-biosynthetic-Operon des Streptococcus spp. aufwies. Bei
SLS handelt es sich um ein Zytolysin, das dem Organismus seinen
hamolytischen Charakter verleiht und einen bedeutenden Virulenzfaktor dar-
stellt (Datta et al., 2005). Gonzalez et al. (2010) zeigten, dass das analog be-
nannte Clostridiolysin S tatséchlich fir die hdmolytischen Eigenschaften von
C. botulinum verantwortlich ist und bei der Gewebeverletzung des Wirtes und
als Bakteriozin bei der Bildung einer 6kologischen Nische eine Rolle spielen

kann.

Das Clostridiolysin S wird als Prapropeptid gebildet und erst post-

translational zu einem Propeptid modifiziert (Gonzalez et al., 2010).

2.1.3 Botulismus
2.1.3.1 Epidemiologie

Botulismus ist eine naturlich auftretende Erkrankung, die durch Exposition
gegenliber BoNT hervorgerufen wird. Unabhéangig vom auslésenden Toxintyp
und dem betroffenem Wirt zeigt sich bei allen Formen des Botulismus eine
Ubereinstimmende Wirkungsweise auf die Nervenzelle. Durch die Blockade der
Acetylcholinfreisetzung in den postsynaptischen Spalt wird die Reizleitung
blockiert. Diese Blockade fihrt zu einer schlaffen Ldhmung der motorischen
und autonomen Muskulatur, die auch die Lahmung der Atemmuskulatur und

den Tod bedeuten kann.
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Abb. 6: Falle von Botulismus beim Menschen in Deutschland 2001-2011 (RKI, 2011)

Beim Menschen sind der Krankheitsverdacht, die Erkrankung an und der Tod
durch Botulismus nach § 6 Abs. I Nr. I Buchst. a IfsG in Deutschland
meldepflichtig (IfSG, 2000; RKI, 2007). Wahrend in der Lebensmittelindustrie
aufgrund der Kenntnisse tuber C. botulinum und die darauf folgenden
verbesserten Herstellungsprozesse der Nahrungsmittel lebensmittelbedingter
Botulismus nur noch selten diagnostiziert wird, zeigen sich in Landern mit
traditioneller Nahrungsmittelzubereitung und -konservierung weiterhin hohe

Pravalenzraten beim Auftreten des lebensmittelbedingten Botulismus.

Bei Erkrankungen von Tieren bestehen in Deutschland weder Anzeige- noch
Meldepflicht. Durch die in der Literatur beschriebenen Félle lasst sich selbst
global nur ein unvollstdndiges Bild aufzeichnen, da diese Publikationen oft in
der jeweiligen Landessprache flir eine nationale Zeitschrift verfasst wurden
und fur die internationale Fachwelt kaum zugénglich sind. Falle von Botulis-
mus in Rindern wurden in Australien, Brasilien, Kanada, Finnland, Deutsch-
land, Irland, Israel, den Niederlanden, Norwegen, Schweden, der Schweiz,
Stidafrika, Grofdbritannien und den USA beschrieben (Theiler und Robinson,
1927; Simmons und Tammemagi, 1964; Lindstrom et al.,, 2010) und waren
meist mit der Aufnahme von Gefltigeleinstreu, Kadaverteilen oder konservier-
ten Futtermitteln verbunden (Jean et al., 1995; Wilson et al., 1995; Yeruham

et al., 2003; Bohnel et al., 2005; Myllykoski et al., 2009).
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2.1.3.2 Intoxikation
2.1.3.2.1 Mensch

Beim Menschen erscheinen die friihesten klinischen Symptome des akuten
Botulismus ca. 18 bis 36 Stunden nach der Exposition und zeigen sich als
Mundtrockenheit, verschwommenes Sehen und/oder Doppeltsehen. Diesen
initialen Anzeichen folgen Sprach-und Schluckstérungen und eine Ldhmung
der peripheren Muskulatur, beginnend mit den oberen Extremitidten, dann der
respiratorischen Muskulatur und abschliefSend den unteren Extremitaten
(Cherington, 1998). Der lebensmittelbedingte Botulismus (foodborne botulism)
tritt nach dem Verzehr von Nahrung auf, die BoNTe enthalt. Das betroffene
Gemuse, Obst, Fleisch oder der Fisch wurde in diesen Fallen ungentigend er-
hitzt, falsch bearbeitet oder gelagert. Besonders selbst konservierte Lebens-
mittel sind die haufigsten Quellen einer Intoxikation (CDC, 1998). Hier kom-
men zu den beschriebenen Symptomen Ubelkeit, Erbrechen, Bauchkrampfe,
im frihen Stadium Diarrhé und spéter Obstipation hinzu (Shapiro et al.,
1998). Die meisten Erkrankungen beim Menschen werden durch die
Toxintypen A, B und E hervorgerufen. Typ-E-Botulismus wird besonders mit
dem Verzehr von Fisch und Krustentieren in Verbindung gebracht. Durch
BoNT/F wurden nur wenige Falle von lebensmittelbedingtem Botulismus ver-
ursacht (McCroskey et al,, 1991). Aber auch der Typ D, der in der Literatur
haufig im Zusammenhang mit Botulismus beim Tier genannt wird oder der
Typ G sind durchaus in der Lage, Botulismus beim adulten Menschen hervor-

zurufen (Demarchi et al., 1958; Sonnabend et al., 1981).

Neben der Vergiftung durch Lebensmittel gab es durch Laborunfille auch
schon Vergiftungen durch Inhalation (Holzer, 1962; Park und Simpson, 2003),
ebenso wie die Form des iatrogenen Botulismus, wo Vergiftungen durch Be-
handlungsfehler bei der Applikation von BoNT gegen Muskelerkrankungen
oder bei Schonheitskorrekturen auftraten (Bakheit et al.,, 1997).

Durch die Verbesserung von intensivmedizinischen MafSnahmen und der Be-
reitstellung von Antitoxinen konnte die hohe Sterblichkeit von 60 % wahrend
der S50er Jahre auf 3-10 % vermindert werden (Shapiro et al, 1998;
Cherington, 1998; CDC, 1998).
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2.1.3.2.2 Monogastrier

Das Pferd reagiert von allen Monogastriern am empfindlichsten auf alle Typen
der BoNTe (Kinde et al., 1991). Der akute Botulismus entsteht durch die Auf-
nahme von toxinhaltigen Futtermitteln (Ricketts et al.,, 1984) und fihrt durch
die LAhmung der Muskulatur zu einem schwankenden Gang, Schluckstérun-
gen und einer heraushidngenden Zunge bis hin zum Tremor. Die Todesursache
ist gewohnlich Atemldhmung oder Herzversagen (Galey, 2001). Die am
haufigsten nachgewiesenen C.-botulinum-Toxintypen beim Pferd sind BoNT/B,

C und D (Kinde et al., 1991; Galey, 2001; Camargo et al., 2008).

Dagegen scheint das Schwein relativ widerstandsfahig gegen BoNTe zu sein, es
wurden nur wenige Krankheitsfille beschrieben (Beiers und Simmons, 1967).

Auch hier war die Ursache kontaminiertes Futtermittel.

Fleischfresser sind ebenfalls relativ unempfindlich gegen BoNTe. Nur bei Ner-
zen und Fichsen werden regelmafiig schwere Verluste gemeldet (Kriek und
Odendaal, 1994; Lindstréom et al., 2004). Bei Katzen wurde C.-botulinum-Typ C
nachgewiesen (Elad et al., 2004).

2.1.3.2.3 Geflugel

Bei Voégeln wurde erstmals 1930 Botulismus als Todesursache ermittelt
(Giltner und Couch, 1930) und gilt besonders bei wildlebendem
Wassergefligel als klassischer Grund fir Massensterben (Western duck
sickness). In erster Linie wird bei solchen Ausbriichen C.-botulinum-Typ C
nachgewiesen, durch die Aufnahme von toxinhaltigem Fisch oder Goldfliegen-
Larven spielen aber auch die BoNT-Typen A und E eine Rolle (Bengtson, 1922;
Giltner und Couch, 1930; Hubalek und Halouzka, 1991; Sandler et al.,, 1993;
Hannett et al., 2011).

Die Erkrankung zeigt sich durch eine fortschreitende LA&hmung der Beine und
der Flugel, die zur Flugunfihigkeit fihrt, und spéiter auch der Hals-
muskulatur. Durch das Abknicken des Halses tritt meist der Tod durch Ersti-

cken, bei Wasservogeln durch Ertrinken ein.
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Vogel reagieren verschieden empfindlich auf das Typ-C-Toxin. Wéahrend
Wachteln noch einmal deutlich empfindlicher als Pekingenten sind, fihren
beim Huhn erst sehr hohe Dosen des Toxins zu klinischen Symptomen
(Schettler, 1979). Aasvogel zeigen eine Immunitat gegentiber BoNTen. Sie
scheinen durch zirkulierende Antikérper geschtiitzt zu sein, die unter anderem
auf eine aktive Immunisierung durch im Darm befindliches C. botulinum zu-
rickzuftihren sein kénnten (Ohishi et al.,, 1979). Ohishi sieht diese Symbiose
auch als moégliche Erkldrung fir die geografische Verbreitung von

C. botulinum.

2.1.3.2.4 Wiederkéauer

Schon 1922 stellte Seddon einen Zusammenhang zwischen Intoxikationen bei
Rindern, Pferden und Schafen und der Aufnahme von mit Toxin verseuchtem
Futtermittel her. Es ist eine hauptsachliche Belastung durch die BoNT-Typen
C und D erkennbar (Simmons und Tammemagi, 1964; Davies et al.,, 1974;
Smart et al.,, 1987; Heider et al, 2001), aber auch Toxine der ABE-Gruppe
konnten bei erkrankten Rindern, Zebus oder Alpensteinbécken nachgewiesen
werden (Schocken-Iturrino et al., 1990; Bruckstein und Tromp, 2001;

Dahlenborg et al., 2003; Béhnel, 2005).

Im Allgemeinen geht man davon aus, dass die Kontamination der Futtermittel
durch das Einbringen von Tierkadavern oder Bodenteilen wahrend der Fut-
terwerbung zustande kommt (Béhnel, 1999; Galey et al, 2000; Myllykoski et
al., 2009), aber auch ohne tierische Proteine ist eine Vermehrung von
C. botulinum in Heu, Stroh und Silage moglich (Notermans et al.,, 1979b;
Wilson et al., 1995). Eine besondere Rolle spielt auch die Verfitterung von
Einstreu aus der Gefligelhaltung. Es wird als Stickstoffquelle genutzt, enthélt
aber haufig C. botulinum (-Sporen), die von dem Geflligel ausgeschieden
wurden oder infizierte Kadaver. Das kontaminierte Futter 16st im Tier
Botulismus aus (Appleyard und Mollison, 1985; Smart et al, 1987;
McLoughlin et al., 1988; Jean et al., 1995; Wobeser, 1997). In Deutschland ist
die Verfutterung von Geflligeleinstreu verboten. Weitere mogliche
Eintragsquellen von C. botulinum ergeben sich durch Wildvogelkot, die
Dingung von Weideflichen mit HUhnermist/-gllle oder der Verteilung des
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Aushubs der Weidegraben auf den Weideflichen (Smith und Turner, 1989;
Bohnel, 1999). Durch die Beweidung mit (kranken) Tieren kann ein Kreislauf
der Re-Infektion entstehen (Notermans et al., 1981; Dahlenborg et al., 2003;
Boéhnel und Gessler, 2010).

Die klinischen Symptome beim Rind variieren in Abhangigkeit der aufgenom-
menen Toxinmenge beachtlich, aber auch der Toxintyp hat einen grofien Ein-
fluss auf die Dauer und den Verlauf der Erkrankung, so dass zwischen
perakuten, akuten, subakuten und chronischen Formen unterschieden wer-
den kann (Theiler und Robinson, 1927; Simmons und Tammemagi, 1964).
Das diagnostische und epidemiologische Wissen Uiber den Rinderbotulismus
ist sehr begrenzt, da bei 60 % der publizierten Botulismusfalle beim Rind kein
Toxintyp bestimmt werden konnte. In 43 % der Falle handelte es sich um die
C.-botulinum-Typen C und D, bei weiteren 5 % um den Typ B und bei 1 % der
Falle war der C.-botulinum-Typ A verantwortlich fir das Krankheitsgeschehen
(Lindstrém et al., 2010). Die Mortalitdtsraten betragen zwischen 8 % und 64 %

(Galey et al., 2000).

Wird der Botulismus durch die C.-botulinum-Typen C und D verursacht, be-
tragt die Inkubationszeit zwischen achtzehn Stunden und sechzehn Tagen.
Die Tiere sind fieberfrei. Die Parese, die sich zu einer Paralyse entwickelt, be-
ginnt in den hinteren Gliedmafen und weitet sich dann auf die Vorderglied-
maflen und die Muskulatur von Hals und Kopf aus. Die Ldhmung der Kau-
und Schluckmuskulatur zeigt sich durch ein sichtbares Heraushingen der
Zunge und erhdhten Speichelfluss. Reflexe sind vermindert oder fehlen vollig.
Die Nahrungsaufnahme ist bis zum Zeitpunkt der Ld&hmung von Kau- und
Schluckmuskulatur nicht vermindert. Beim Typ-B-Botulismus entwickeln sich
die Symptome innerhalb von drei Tagen nach der Exposition des Toxins. Die
ersten Anzeichen sind eine reduzierte Milchleistung und die Entwicklung einer
Diarrhé. Es folgt eine verminderte Nahrungsaufnahme, tibermafdiger Speichel-
fluss, Regurgitation und Dehydrierung. Die Tiere weisen einen schwéacheren
Tonus der Skelettmuskulatur auf, sie sind aber nicht ataktisch und auch der
Schwanz und die Zunge sind nicht geldhmt. Durch die Inhalation des
regurgitierten Materials ist eine Pneumonie moéglich (Kriek und Odendaal,

1994; Bohnel, 1999).



Literaturtiibersicht 23

Ziegen und Schafe sind seltener von Botulismus betroffen, zeigen aber &hn-
liche Symptome, wie Lahmungen der Gliedmafsen und Halsmuskulatur sowie

Schluckstérungen (Kriek und Odendaal, 1994).

2.1.3.3 Infektion

Wundbotulismus wird durch die Kontamination einer Wunde mit
C.-botulinum-Sporen verursacht. Unter anaeroben Bedingungen keimen sie
aus und geben das gebildete BoNT in die Blutbahn ab. Es entwickeln sich die
beschriebenen neurologischen Symptome, die Inkubationszeit verlangert sich

allerdings auf durchschnittlich sieben Tage (Merson und Dowell, 1973).

Wahrend beim Menschen Wundbotulismus frither eine seltene Erkrankung
war und bei Laborunfillen auftrat (Cherington, 1998), haufen sich seit den
1990er Jahren die Félle in Verbindung mit Drogenmissbrauch (Swedberg et
al., 1987; CDC, 1995; Werner et al., 2000).

Eine Form von Wundbotulismus beim Tier ist das ,Shaker Foal Syndrome®.
Dort kommt es nach Aufnahme von sporenhaltigem Futter, Kot oder Giber den
Nabelstrang zur Besiedlung von Geschwliren und nekrotischen Lasionen im
Gastrointestinaltrakt durch C.-botulinum-Typ B (Rooney und Prickett, 1967;
Kriek und Odendaal, 1994; Galey, 2001).

2.1.3.4 Toxikoinfektion

2.1.3.4.1 Sauglingsbotulismus (infant botulism) und ,infant like botulism*

beim Erwachsenen

Nachdem Botulismussymptome bei S&uglingen beschrieben wurden, aber
keine Toxinquelle ermittelt werden konnte, gelang 1976 erstmals der Nachweis
von BoNT und C. botulinum in Fazes (Midura und Arnon, 1976). Es erwies sich
die Annahme als richtig, dass mit der Nahrung oder durch die Umgebung Spo-
ren von Clostridien aufgenommen werden, die den Darm des Sduglings auf-
grund seiner besonderen Darmflora besiedeln kénnen, dort in vivo BoNTe bil-

den, die durch die Blutzirkulation zu den peripheren Nerven gelangen (Arnon
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et al.,, 1978; Arnon, 1995). Anhaltende Obstipation ist ein erster Hinweis. Ein

Nachweis von Toxin im Serum ist nicht moglich.

In den meisten Fallen konnten C.-botulinum-Typ A und -Typ B als Ursache
ermittelt werden, es gelang aber auch der Nachweis von Typ C (Oguma et al.,
1990), Typ E (Luquez et al, 2010) und Typ Bf (Barash und Arnon, 2004),
aufderdem von C.-butyricum-Typ E (Aureli et al., 1986; McCroskey et al., 1986;
Suen et al., 1988a) oder C.-baratii-Typ F (Hall et al., 1985; Paisley et al., 1995).
Die Sporen konnten zum grofden Teil in Honig, aber auch in der Umgebung,
z. B. in Staubsaugerbeuteln, nachgewiesen werden (Arnon et al., 1979; Fenicia
et al, 1993; Nevas et al, 2005). Sauglingsbotulismus gilt auch als eine
Ursache fir den plétzlichen Kindstod (Sudden Infant Death Syndrome, SID)
(Arnon et al., 1981; Boéhnel et al., 2001a).

Ahnlich dem S&uglingsbotulismus gibt es auch beim Erwachsenen die Form
der intestinalen Kolonisation mit anschliefSender Toxinbildung (McCroskey
und Hatheway, 1988). Als Voraussetzung hierfir wird eine bereits erfolgte
Schadigung des Darmes oder eine Antibiotika-Behandlung angesehen
(Sonnabend et al.,, 1987; McCroskey et al.,, 1991; Griffin et al., 1997; Fenicia et
al., 1999). Desweiteren wird beim Menschen von einer chronischen Form des
Botulismus berichtet, die im Zusammenhang mit einem engen Kontakt zu
Rindern, die an chronischem Botulismus erkrankt sind, steht. Durch die sys-
temische Verbreitung des BoNT sind eindeutige Wirkungen auf das autonome
Nervensystem messbar (Dressler und Benecke, 2003; Dressler und Saberi,

20009).

2.1.3.4.2 Geflugel

Wéahrend bei Wildgefliigel die Intoxikation durch die Aufnahme von
toxinbelasteten Kadavern und Insektenlarven im Vordergrund steht, stellt in
der Gefligelhaltung auch die Toxikoinfektion mit C.-botulinum-Typ C ein
Problem dar, bei dem die eigentliche Toxinquelle nicht ermittelt werden
konnte. Im Caecum der Tiere kommt es bei giinstigen Milieuverhaltnissen zu
einer massiven Vermehrung von C. botulinum mit Toxinbildung (Schettler,

1979; Trampel et al., 2005).
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2.1.3.4.3 Equine Grass Sickness (EGS)

Die Equine Grass Sickness (EGS) ist eine polyneuropathische Erkrankung des
zentralen, peripheren und enteralen Nervensystems bei Pferden, die perakut,
akut, subakut oder chronisch verlaufen kann. Sie wurde erstmals 1907 in
Schottland beobachtet und durch Tocher et al (1923) beschrieben. Die
Erkrankung tritt vorwiegend in GrofSbritannien und sporadisch auf dem euro-
paischen Festland, den Falkland-Inseln und in Australien auf (Cottrell et al.,
1999), es wurde aber auch eine Verbindung zu der in Argentinien vorkommen-

den ,Mal seco” hergestellt (Uzal und Robles, 1993).

Betroffen sind vor allem zwei bis sieben Jahre alte Pferde oder solche, die un-
ter besonderer Belastung stehen. Bei den verschiedenen akuten Verlaufsfor-
men sind Hypovolamie, Tachykardie, Ptosis, Muskeltremor, Schluckstérungen,
Reflux durch die Nustern, das Fehlen von Darmgerauschen, Koliken und Ver-
stopfung zu beobachten. In der tiberwiegenden Anzahl der Falle fihrt die
Schadigung der Nervenzellen nach 48 h bis sieben Tagen zum Tod (Cottrell et
al., 1999).

In der chronischen Form der EGS magern die Pferde innerhalb kurzer Zeit
stark ab, zeigen eine hochgezogene Bauchdecke und eine enge Beinstellung.
Die Herzfrequenz ist leicht erhoht, es treten Muskeltremor und Ptosis sowie
ungleichméfdiges Schwitzen, Appetitlosigkeit und Schluckstérungen auf. In
diesen Fallen lebt das Tier langer als sieben Tage und eine Rehabilitation ist

moglich (Uzal und Robles, 1993).

Als Ursache der EGS gilt die Besiedlung von Gras mit verschiedenen
C.-botulinum-Typen (Tocher et al.,, 1923; Tocher, 1924; Béhnel et al., 2003), in
manchen Fallen ist auch C.-perfringens-Typ A beteiligt (Cottrell et al., 1999).
Durch die Aufnahme von kontaminiertem Gras kann eine Besiedlung des Ver-
dauungstraktes mit Clostridien und eine Toxinbildung stattfinden. Die Wir-
kungsweise der dort vom Typ C gebildeten Toxine C1, C2 und C3 geben eine
eindeutige Erklarung fir die Zelllasionen, die in Obduktionen gefunden wur-

den.
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2.1.3.4.4 Viszeraler (chronischer) Botulismus beim Rind

Seit ca. 1995 wird bei Rindern neben dem klassischen Botulismus ein weiteres
Krankheitsgeschehen beobachtet, das mit hohen wirtschaftlichen Verlusten
fir die betroffenen Landwirte einhergeht. Es wird als chronische Erkrankung
mit schleichendem Leistungsabfall, Ld&hmungen und Verdauungsstérungen
bei vorwiegend frisch laktierenden Kiihen beschrieben. Pupillen-, Lid-, Ohr-,
sowie Haut- und Analreflex sind fast immer deutlich eingeschrankt oder fallen
ganz aus (Schwagerick, 2011b). Die Beeintrachtigung der autonomen
Muskulatur fahrt zu verringertem Wiederkauen, mukésem Speichel, nur
tropfenweisem Absetzen des Harns und Durchfall im Wechsel mit Obstipation

(Schwagerick und Béhnel, 2001).

Da Stoffwechselanalysen keine Ergebnisse brachten und in mikrobiologischen
Untersuchungen haufig C. botulinum oder BoNTe nachgewiesen werden
konnte, obwohl kein akuter Krankheitsverlauf zu beobachten war, gingen
Bohnel und Schwagerick (2001b) von einer Toxikoinfektion beim Rind aus, die
sie als ,viszeralen Botulismus® beschrieben. Danach ist dhnlich wie beim
Sauglingsbotulismus (Midura und Arnon, 1976), der Toxikoinfektion beim Er-
wachsenen (Sonnabend et al,, 1987) oder der EGS (Tocher et al, 1923) im
Falle einer Dysbiose eine Besiedlung des bovinen Verdauungstraktes oder der
Tonsillen mit C. botulinum moglich (Béhnel et al, 2008). Die intestinale
Toxinbildung fihrt zu den oben beschriebenen systemischen, motorischen
und neurologischen Ausfallerscheinungen. Durch den nur langsamen Abbau
des BoNTs im Koérper bleibt eine Supplementation von Ca?2+, Glucose und Kor-
tisol, die bei &hnlich verlaufenden Erkrankungen wie dem Milchfieber bzw. der
Ketose Wirkung zeigen, ohne Erfolg (Béhnel et al.,, 2001b) und kann als Aus-

schlusskriterium dienen.

Zusatzlich werden im Serum der Rinder hohe Antikérpertiter gegen meist
mehrere BoNT-Typen gefunden, was untypisch fir den klassischen Botulis-

mus ist (Bohnel und Gessler, 2003).

Hygienerechtlich ist die Verwendung von Milch oder Fleisch von erkrankten
Tieren nicht zuldssig. Zwar steht fest, dass Produkte von sichtbar kranken
Tieren nicht verarbeitet und in den Handel gelangen durfen, im Fall des vis-

zeralen Botulismus werden die Tiere in den betroffenen Betrieben nach der
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ersten Zeit aber meist schon vor Auftreten deutlicher klinischer Symptome
wegen Leistungsabfall geschlachtet. Da das Toxin nur selten im Serum er-
krankter Rinder nachweisbar ist, wird der Transfer in die Milch flir unwahr-
scheinlich gehalten, ebenso in das Fleisch (Cobb et al., 2002). Durch das per-
manente Ausscheiden von C. botulinum mit dem Kot ist trotzdem das Risiko
einer Kontamination von Milch und Fleisch gegeben (Bohnel, 2004). Experi-
mentelle Daten haben gezeigt, dass durch Pasteurisierung 99,99 % von
BoNT/A und B und 99,5 % ihrer Komplexe inaktiviert werden (Weingart et al.,
2010).

Entsprechend den genetischen und funktionellen Eigenschaften des
C. botulinums gestaltet sich der Nachweis der Ursache-Wirkungs-Beziehung
zwischen C. botulinum bzw. BoNT und dem Rind dufierst schwierig und gentigt
in vielen Féllen nicht den Anspriichen der Henle-Koch-Postulate. Die daraus
resultierenden Unstimmigkeiten hinsichtlich der Nachweisverfahren von
BoNT, C.-botulinum-Sporen und vegetativen Zellen bieten Spielraum far

kontroverse Diskussionen.

Eine weitere Hypothese zur Erkldrung der Entstehung des oben beschriebenen
Krankheitsbildes, das auch als ,Faktorenerkrankung Milchviehherde“ be-
zeichnet wird, sieht die Hauptursache in der Verflitterung von Grassilage
verminderter Qualitdt bezogen auf die Parameter Reineiweifs, Vitamin E und
freie Aminosduren (Scholtz et al.,, 2010; Eicken et al.,, 2010). Dies konnte in
Untersuchungen von Gresner (2011) und Theermann (2011) bisher nicht

bestatigt werden.

2.1.4 Therapie

Die Kernbereiche der Therapie umfassen beim Botulismus bei Menschen zum
einen die sofortige Gabe von Botulinum-Antitoxin, zum anderen die intensiv-
medizinische Betreuung unter besonderer Berticksichtigung der Atemfunktion
(CDC, 1998). Die Gabe von equinem Antitoxin beim adulten Menschen muss
moglichst schnell erfolgen, da bereits an die Nervenzellen gebundenes BoNT
bisher nicht neutralisiert werden kann (Sugiyama, 1980). Zurzeit wird ein
Medikament entwickelt, dessen Wirkstoff die Kaliumkanéle der Synapsen blo-

ckiert, was zu einem Einstrom von Calcium fihrt und die Wiederherstellung
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der Aktionspotentiale fordert (Zakhari et al., 2011). Im Falle einer Kolonisation
des Darmes mit C. botulinum wird die Einnahme probiotischer Praparate
empfohlen. Von einer Antibiotika-Gabe ist abzusehen, da durch die Lyse der
Clostridien die Menge an BoNT im Darm ansteigen kann (Black und Gunn,
1980). Bei durch die C.-botulinum-Typen A und B verursachtem infant
botulism steht BabyBIG®, ein humanes Immunglobulinprdparat, das

intravenos appliziert wird, zur Verfigung (Arnon et al., 2006).

Beim Tier verhélt sich die Lage bei akutem Botulismus ebenso wie beim Men-
schen, eine Neutralisation von gebundenem BoNT ist nicht moéglich. Nur in
frihen Stadien der Erkrankung ist eine Antitoxingabe nach einer Toxintyp-
Bestimmung erfolgreich. Sie ist allerdings sehr teuer und darf bei der Verwen-
dung von auslandischen Antiseren nur mit einer Ausnahmegenehmigung ver-

abreicht werden.

Im Fall des viszeralen Botulismus kann man versuchen, die Darmflora durch
die Gabe von pra-und probiotischen Substanzen positiv zu beeinflussen um so
ein weiteres massives Vermehren von C. botulinum und die Toxinbildung zu
verhindern (Krtiger und Schrodl, 2004). Durch den therapeutischen Einsatz
von Toxoid-Impfstoff konnte ein einigen Fallen eine Verbesserung der Symp-
tome erzielt werden, in einigen schweren Féllen verschlimmerte sich die

Krankheit allerdings (Bohnel, 2004).

2.1.5 Prophylaxe

Das Hauptaugenmerk in Bezug auf die Prophylaxe sollte auf der Verhinderung
der Weiterverbreitung der Sporen von C. botulinum liegen. Einen Schwerpunkt
bildet die Abfallwirtschaft, die durch die Erzeugung bzw. Wiederverwendung
von Biokompost, Klarschlamm und Biogasgarsubstrat einen Kreislauf schafft,
der die Streuung und Anreicherung von Sporen begunstigt (Béhnel und

Gessler, 2004).

Zur Prophylaxe sind theoretisch Toxoid-Impfstoffe verfligbar. Eine Impfung
gestaltet sich bei Mensch und Tier allerdings schwierig, da aufgrund der gro-
3en Anzahl verschiedener BoNT-Subtypen ein umfassender Schutz momentan

nicht moglich ist. Ftir den Mensch sind ein pentavalenter Toxoid-Impfstoff, der
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gegen die BoNT-Typen A bis E schiitzt, und ein monovalenter Toxoid-Impfstoff
gegen BoNT/F verfigbar. Aufgrund der zahlreichen Nebenwirkungen der To-
xoid-Impfstoffe werden inzwischen aber auch rekombinante, nichttoxische
HC-Fragmente der BoNTe flir den Einsatz als Impfstoff entwickelt (Siegel,
1988; Byrne und Smith, 2000; Nowakowski et al., 2002; Park und Simpson,
2003; Xu et al., 2009).

Fur Rinder sind verschiedene kommerzielle Toxoid-Impfstoffe fiir die Typen C
und D auf dem internationalen Markt verfigbar (Ultravac® Botulinum Vaccine
von Pfizer Australia und Onderstepoort Botulism Vaccine aus Sudafrika). Der
Einsatz in Deutschland darf nur mit einer Ausnahmegenehmigung in den Be-
stdnden erfolgen, in denen bereits C. botulinum oder das Toxin nachgewiesen
wurde (TierSG, 2010). Bei Tieren wurde sich auch ein bestandsspezifischer
Impfstoff anbieten, durch den der Kreislauf der Re-Infektion durchbrochen
werden kénnte. Zum einen ist aber die Isolierung des zur Impstoffherstellung
bendtigten C. botulinum aus dem Rind nahezu unméglich, zum anderen ist
durch den Zukauf von Futtermitteln ein Eintrag ,fremder Sporen méglich und

der Impfschutz nicht gewahrleistet.

Die fur die Darmsanierung eingesetzten Pro- und Prébiotika sind prophylak-
tisch sogar noch wesentlich wirkungsvoller (Krtiger und Schrodl, 2004).
Laktobazillen und Streptokokken sind die am haufigsten verwendeten Mikro-
organismen beim Einsatz von Probiotika. Sie bilden eine Konkurrenzflora zu
zahlreichen pathogenen Erregern und verhindern so deren Ansiedlung im Ma-
gen-Darm-Trakt, erhéhen die Aktivitdt nttzlicher Enzyme und stimulieren die
Bildung von Antikérpern (Snoeyenbos et al.,, 1983; Fuller, 1989). Prabiotika
wie z. B. Inulin, Fructo-Oligosaccharide oder Lactulose sind fir den Wirt un-
verdauliche Kohlenhydrate, die als Nahrstoffe das Wachstum und die Aktivitat
der Darmflora férdern, aber auch zur gleichzeitigen Reduzierung von
Clostridien beitragen und auf diese Weise das Tier schutzen (Kleessen et al.,
2001; Krtger et al., 2002; Blaut, 2002; Kleessen et al., 2003). Das zusétzliche
Angebot von Laktose und Galaktose im Dunndarm verdrangt die HA-Kompo-
nente des BoNT-Komplexes von den Galaktoserezeptoren und verhindert so
die Aufnahme des Toxins in den Koérper und die darauf folgende Intoxikation

(Bohnel et al., 2001b; Krtiger und Schrodl, 2004).
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2.1.6 Seuchenkomplexe

Der Nachweis von C. botulinum und/oder BoNT kann sich labordiagnostisch
problematisch gestalten. Neben den angesprochenen Schwierigkeiten gerade
die C.-botulinum-Typen C und D zu kultivieren, kommen nicht interpretierbare
Ergebnisse vor, die aus dem Vorhandensein anderer pathogener Bakterien
resultieren kénnen. So berichteten Popoff und Lecoanet 1987 vom parallelen
Auftreten von C. botulinum und C. perfringens im Schaf. Erst durch eine
Mischung von BoNT/D-Antitoxin und C.-perfringens-Enterotoxin-Antitoxin lief
sich die mauseletale Substanz neutralisieren. In einem anderen Fall konnte
neben C.-botulinum-Typ B auch Salmonella typhimurium isoliert werden

(Wilson et al., 1995).

2.2 Nachweis von C. botulinum und BoNT
2.2.1 Erregernachweis
2.2.1.1 Anreicherung, Isolierung und biochemische Differenzierung

Obwohl C. botulinum ubiquitér ist, erweist es sich unter Laborbedingungen als
anspruchsvoll. Da fast alle Vertreter dieser Spezies obligat anaerob wachsen,
ist fir die Anzucht eine sauerstoffarme bzw. -freie Umgebung vonnéten. Das
Wachstumsmedium sollte zusétzlich sauerstoffreduzierende Substanzen ent-
halten. Die Fahigkeit von C. botulinum Sporen zu bilden, bietet eine gute Mog-
lichkeit unerwtinschte Begleitflora zu eliminieren. Man kann entweder durch
den Zusatz von Ethanol (Cato, 1986; Klarmann, 1989) oder durch Erhitzung
Nichtsporenbildner reduzieren. Allerdings ist die unterschiedliche Hitze-
resistenz der Sporen zu beachten. So wird fiir die Selektion von Sporen der
Gruppe | eine Erhitzung auf 80 °C fir 10 min empfohlen, wdhrend fur die
hitzeempfindlicheren Sporen der Gruppe II eine Erhitzung auf 60 °C fur
10-20 min nicht Uberschritten werden sollte (Smith, 1977). Routinemafiig
werden fur die Anreicherung der Probe in Flussigmedium Hackfleisch-
Glucose-Starke-Medium (CDC, 1998), Kochfleisch-Medium mit verschiedenen
Kombinationen von Trypton, Pepton, Glucose, Hefeextrakt und Trypsin
(Robertson, 1915; Dezfulian et al.,, 1981; Mills et al., 1985; Hall et al., 1985;
Sonnabend et al.,, 1987; Hatheway und McCroskey, 1987; Yamakawa und
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Nakamura, 1992) oder Reinforced Clostridia Medium (RCM) (Campbell et al.,
1993b; Kirchner et al.,, 2010) verwendet und bei 30-37 °C fur 4-7 d bebrttet.
Diese Medien sind nicht selektiv und erlauben das Wachstum aller Arten von
Bakterien. Der Ausstrich und eine erste Differenzierung erfolgen anschliefSend
auf Eigelb-Laktose-Agar. Durch die Lipasebildung zeigt C. botulinum einen
perlmuttartigen Hof (McClung und Toabe, 1947). Durch den Zusatz
verschiedener Antibiotika l4sst sich die Begleitflora hemmen und kann im
Nahrboden zur Isolierung von C. botulinum eingesetzt werden (Dezfulian et al.,
1981; Glasby und Hatheway, 1985; Mills et al.,, 1985; Hall et al, 1985;
Hatheway und McCroskey, 1987). Da diese Medien aber auch das Wachstum
von C. botulinum der Gruppe II unterdriicken, ist ihr Einsatz in der Diagnostik

begrenzt (Whitmer und Johnson, 1988; Loch, 2000).

Reinkulturen kénnen anhand ihrer Stoffwechselleistungen identifiziert wer-
den. In kommerziell erhaltlichen Schnelltestsystemen (API® 20 A, Rapid ID 32A
oder RapID™ ANA II) wird das System der Kombination verschiedener Nahr-
stoffe vereinfacht und erlaubt eine visuelle Differenzierung, auch bekannt als
,Bunte Reihe“. Eine einwandfreie Identifizierung von C. botulinum nur auf-
grund seiner biochemischen Eigenschaften ist nicht méglich, da die
proteolytischen C.-botulinum-Stdmme in ihrer DNA-Sequenz eine hohe Uber-
einstimmung mit C. sporogenes oder nichtproteolytischen C. botulinum auf-
weisen und gleiche phanotypische Charakteristika zeigen (Lee und Riemann,
1970Db; Lee und Riemann, 1970a; Nakamura et al, 1977; Hatheway, 1992).
Die Systeme koénnen meist nur proteolytische oder nur nichtproteolytische
C. botulinum erkennen, die Zuordnung von C. sporogenes und C.-botulinum-
dhnlichen Stidmmen versagt in den meisten Féallen ebenfalls (Lindstrém et al.,

1999).

Eine andere Methode, um biochemische Leistungen zu erfassen ist die Gas-
chromatografie. Durch die jeweils spezifische Fliichtigkeit von gebildeten
kurzkettigen Fettsduren, Alkoholen und zellularen langkettigen Fettsduren
lasst sich fur jede Bakterienspezies ein charakteristisches Spektrum aufzei-
gen. Auf diese Weise ist es moglich, die vier metabolischen Gruppen und sogar
einzelne Serotypen von C. botulinum zu differenzieren (Moss und Lewis, 1967;
Seifert et al., 1986; Bbhnel, 1995). Die ermittelten Spektren sind allerdings

immer stark abhangig von den Anzuchtbedingungen und der Fettsdureextrak-
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tion, so dass eine Vergleichbarkeit nur bedingt moglich ist (Ghanem et al.,

1991).

Zusatzlich stark abhéngig von den Reaktionsgefafden ist die Identifikation von
C. botulinum durch die kombinierte Matrix-gestiitzte Laser-Desorp-
tion/lonisation und Flugzeitanalyse (engl. matrix-assisted laser desorption and
time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF). Durch einen Laser wird die
Probe ionisiert und in einem elektrischen Feld beschleunigt. Die detektierten
Ionen mit spezifischer Ladung und Flugzeit werden in ein elektrisches Signal
umgewandelt. So ergibt sich fir jede Spezies ein spezifisches Spektrum, das
zur Identifikation der Reinkultur herangezogen werden kann (Grosse-

Herrenthey et al., 2008).

2.2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.2.1.2.1 konventionelle PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) z&hlt zu
den wichtigsten Methoden der modernen Molekularbiologie und bietet die
Moglichkeit, DNA in vitro zu vervielfadltigen (nach einem Patent von Mullis,
Saiki et al., 1988). Durch zwei spezifische Oligonukleotide (Primer), die an der
Original-DNA den Startpunkt der DNA-Synthese festlegen und den zu verviel-
faltigenden Bereich von beiden Seiten begrenzen, und eine hitzestabile DNA-
Polymerase lasst sich ein festgelegter Bereich eines Genoms replizieren. Die
PCR-Produkte haben eine spezifische Lange und kénnen in einem Agarosegel

durch Gelelektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht werden.

Durch die Entschliisselung der BoNT-Gene und teilweise auch der Progenitor-
toxinkomplexe lassen sich auch fur diese Nukleotid-Sequenzen spezifische
Primer entwickeln. Die meisten Veroffentlichungen beziehen sich auf die
Detektion einzelner Toxingene (Szabo et al., 1992; Ferreira et al, 1993;
Franciosa et al.,, 1994; Takeshi et al.,, 1996; Franciosa et al., 1996; Fujii et al.,
1996; Moriishi et al., 1996b; Fach et al., 1996; Franciosa et al., 1998;
Williamson et al.,, 1999; Nevas et al.,, 2002). Durch eine geeignete Primerwahl
lassen sich aber auch mehrere BoNT-Gene in einer sog. Multiplex-PCR parallel

amplifizieren und anhand ihrer unterschiedlichen spezifischen Fragment-
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grofSen einwandfrei detektieren (Ferreira und Hamdy, 1995; Lindstrom et al.,
2001; Joshy et al.,, 2008; De Medici et al.,, 2009). In der Routinediagnostik
werden inzwischen BoNT/A, B, E und F meist gemeinsam erfasst, wahrend

BoNT/C und D bzw. deren Mosaiktoxine separat amplifiziert werden.

Ein wesentlicher Einflussfaktor auf das Gelingen der PCR ist die Probenmatrix
und das Isolieren der dort eingeschlossenen bakteriellen DNA. Durch das
gleichzeitige Herauslosen von Stoffen, die inhibierend wirken, kann die Ampli-
fikation wesentlich beeintrachtigt werden (Bessetti, 2007). Bei einem direkten
Ansatz werden aufSerdem tote Bakterien oder ruhende Sporen mit erfasst.

Dies kann man Uber einen Anreicherungsschritt umgehen.

Der Nachweis von C. botulinum mit Hilfe einer PCR ist kein Nachweis von ge-

bildetem Toxin.

2.2.1.2.2 Real-time PCR

Eine Weiterentwicklung der PCR-Technologie stellt die Real-time PCR dar, die
neben der Echtzeitanalyse der PCR auch eine Quantifizierung des DNA-
Amplifikates durch Fluoreszenzmessung erlaubt. Zuséatzlich zu den spezifi-
schen Primern werden dem Ansatz entweder ein Fluoreszenzfarbstoff oder se-
quenzspezifische fluoreszenzmarkierte Sonden zugegeben (Higuchi et al,
1992; Heid et al., 1996). Farbstoffe wie Ethidiumbromid oder SYBR® Green
interkalieren in die doppelstrdngige DNA, wodurch die Fluoreszenz dieser
Farbstoffe ansteigt. Spezifischer ist jedoch der Einsatz von Sonden, die sich
zwischen den Primern an die Zielsequenz anlagern. Durch die Markierung mit
unterschiedlichen Donor- bzw. Akzeptorfarbstoffen wird bei Anregung der
Sonde mit Licht einer bestimmten Wellenldnge durch Fluoreszenz-Resonanz-
energietransfer (FRET) ein Fluoreszenzsignal erzeugt, dass durch rdumliche
Nahe der antagonistischen Farbstoffe entweder unterdriickt oder emittiert
wird. Der Anstieg des Signals ist proportional zur gebildeten DNA. Durch die
Verwendung von verschiedenen Farbstoffen ist eine gleichzeitige Detektion

unterschiedlicher Zielsequenzen moglich.

Auch fur den Nachweis von C. botulinum sind eine Reihe von Real-time PCR-

Methoden entwickelt wurden, die entweder als Single- oder Multiplex-PCR
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konstruiert wurden (siehe auch Tab. 5). Eine universellere Methode zur
C.-botulinum-Detektion entwickelten Raphael und Andreadis (2007), indem sie
sich statt auf das BoNT-Gen auf das ntnh-Gen konzentrierten, da dieses gro-
Rere Homologien durch alle Serotypen hindurch aufweist. Eine Kombination

aus beiden Varianten verwenden Hill et al. (2010).

Tab. 5: Ubersicht verschiedener Real-time PCR- Methoden

Zielsequenz der verwendeten Primer

A B C D E F G ntnh
(Campbell et al., 1993b) X b4 X
(Fach et al., 1995) X X X X
(Kimura et al., 2001) X
(Akbulut et al., 2004) X X X
(Yoon et al., 2005) X
(Artin et al., 2007) X
(Fenicia et al., 2007) X
(Raphael und Andreadis, 2007) X
(Fach et al., 2009) X X X X
(Hill et al., 2010) b b b b X X X b4
(Kirchner et al., 2010) b b b b
(Lindberg et al., 2010) X

2.2.2 Toxinnachweis
2.2.2.1 Maus-Bioassay

Nach wie vor gilt der Maus-Bioassay als Goldstandard zum Nachweis von
C. botulinum und BoNT. Denn obwohl zahlreiche tierversuchsfreie Methoden
entwickelt wurden, bleibt der Maus-Bioassay aufgrund seiner hohen Empfind-
lichkeit gegentiber BoNT im Bereich von wenigen Pikogramm unubertroffen
(Kozaki et al.,, 1974; Gill, 1982). Fur die Untersuchung von Lebensmitteln auf
C. botulinum und dessen Toxine ist die Verwendung des Maus-Bioassay und
seine Durchfihrung in der Amtlichen Methodensammlung nach § 64 LFGB
vorgeschrieben. Diese bezieht sich auf die DIN 10102.

Man unterscheidet zwischen dem direkten und dem indirekten Toxinnachweis
bzw. dem Toxinbildungsvermégen. Nach der Extraktion des Toxins aus der

Probenmatrix mit Hilfe eines geeigneten Puffers wird ein Teil der Pufferlésung



Literaturtiibersicht 35

mit Trypsin versetzt (entspr. Duff et al., 1956; Eklund und Poysky, 1972),
30 min bei 37 °C inkubiert und jeweils 0,5 mL der untrypsinierten und der
trypsinierten Probe intraperitoneal in je zwei M&ause gespritzt. Parallel dazu
wird ein Extrakt, in dem durch zehnmintitiges Kochen evtl. vorhandenes BoNT

zerstort wurde, als Erhitzungskontrolle in jeweils zwei Mause injiziert.

Enthéalt die Probe Toxin, zeigen die M&use innerhalb der nachsten 96 h die
typischen Symptome fiir Botulismus - Muskelldhmung und Respirationssto-
rungen, die in der sog. Wespentaille deutlich werden kénnen, wiahrend die
Mause der Erhitzungskontrolle symptomlos bleiben. Mit spezifischem Anti-
toxin, das mit der positiven Probe vermischt und in weitere Mause injiziert
wird, 1asst sich der Serotyp des BoNTs ermitteln. Erst nach einer erfolgreichen
Neutralisation der mausetoxischen Substanz gilt der BoNT-Nachweis als er-

bracht.

Fuar den indirekten Nachweis wird ein Teil der Pufferlésung zusétzlich in
Ndhrmedium tberimpft, 4 d bei 30-37 °C anaerob inkubiert und der Uber-
stand nach dem Zentrifugieren entsprechend dem direkten Toxinnachweis

verwendet.

Nicht eindeutige Ergebnisse koénnen durch zu hohe Toxinkonzentrationen,
Toxingemische, nicht neutralisierbare BoNTe oder andere Komponenten der
Probenmatrix verursacht werden (Gessler und Boéhnel, 2004). Aufgrund ver-
schiedener Erfahrungswerte variieren die verwendeten Probenpuffer und Kul-

turmedien (DIN10102; CDC, 1998; AOAC, 2000).

2.2.2.2 Hemidiaphragma-Test

Zum Zweck des BoNT-Nachweises wird bei dieser Methode das Zwerchfell aus
Ratten oder Mausen prépariert. Nach dem Kontakt mit BoNT wird der Nervus
phrenicus gereizt und die darauf folgenden Muskelkontraktionen aufgezeich-
net. Enthé&lt die Probe BoNT, kann man eine Ldhmung des Zwerchfells
beobachten (Simpson, 1971; Simpson, 1973; Simpson, 1974).
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2.2.3 Immunologische Methoden
2.2.3.1 Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Fur die Detektion von BoNT wurden eine Reihe immunologischer Verfahren
wie z. B. der Radioimmunoassay (Boroff und Shu-Chen, 1973; Ashton et al,
1985), der Geldiffusionsassay (Vermilyea et al, 1968; Miller und Anderson,
1971; Ferreira et al., 1981) oder auch der passive Hamagglutinationsassay
(Johnson et al., 1966) entwickelt. Da diese jedoch entweder eine geringe Sensi-
tivitdt oder Spezifitit gegenliber dem Maus-Bioassay aufwiesen, setzte sich

letzten Endes der ELISA durch.

Im ELISA werden spezifische Antikorper eingesetzt, die in der Lage sind, den
nachzuweisenden Stoff (Antigen) zu binden. Durch eine enzymvermittelte
Farbreaktion, deren Intensitat mit einem Photometer bestimmt werden kann,
lasst sich der Gehalt des nachzuweisenden Antigens sogar quantitativ ermit-
teln. Im sog. Sandwich-ELISA werden zwei AntikOérper verwendet. Nachdem
der erste, an eine feste Phase gekoppelte (coating) Antikérper das Antigen ge-
bunden hat, wird ein zweiter, der Detektionsantikorper, hinzugegeben, der an
einer zweiten Stelle des Antigens bindet. Da dieser wiederum mit einem Enzym
wie der Meerrettichperoxidase oder der alkalischen Phosphatase gekoppelt ist,
wird nach Abwaschen tiberschiissiger Detektionsantikérper und dem Zugeben
einer passenden chromogenen Substanz ein Reaktionsprodukt gebildet, das

durch Farbumschlag oder Fluoreszenz messbar ist.

In der Botulismus-Diagnostik sind ELISAs fiir reines BoNT (Ekong et al., 1995;
Szilagyi et al., 2000; Poli et al, 2002), toxische C.-botulinum-Kulturen
(Dezfulian und Bartlett, 1984; Dezfulian und Bartlett, 1985; Shone et al,
1985; Schrodl et al.,, 2007), Lebensmittel (Doellgast et al., 1993; Rodriguez und
Dezfulian, 1997; Ferreira und Crawford, 1998), Serum (Poli et al.,, 2002) oder
Fazes (Dezfulian et al.,, 1984) entwickelt worden. Durch Lebensmittelinhalts-
stoffe wie auch durch Fazeskomponenten kann die Sensitivitdit empfindlich
beeintrachtigt werden. Diese ist aufferdem stark abhangig von der Wahl der
verwendeten Antikoérper, die durch Kreuzreaktionen auch falsch-positive Er-
gebnisse verursachen koénnen. Besonders die Mosaiktoxine von BoNT/C und
D schranken die Spezifitat ein (Curran et al.,, 2009). Bei den Toxinen BoNT/A,
B, E und F dagegen konnte die Weiterentwicklung der ELISAs, gerade im Be-
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reich der poly- und monoklonalen Antikérper, Kreuzreaktionen weitestgehend
eliminieren. Aber auch wenn der ELISA eine gute Moglichkeit bietet, den
Maus-Bioassay als Screening-Methode zu ersetzen, kann er diesen derzeit

nicht in der Sensitivitat Ubertreffen.

Tab. 6: Sensitivitdt und Spezifitdt verschiedener ELISAs

Empfindlichkeit Kreuz-
BoNT-Typ
[MLDso / mL] reaktionen

(Notermans et al., 1978) A 50-100
(Kozaki et al., 1979) B 5000 A
(Notermans et al., 1979a) E 80 A'B
(Lewis et al., 1981) G <1i.p.
(Notermans et al., 1982) C,D C,D
(Dezfulian und Bartlett, 1984;

A, B <10
Dezfulian et al., 1984)
(Shone et al., 1985) A 5-10

2.2.3.2 Lateral Flow Assay (LFA)

Eine andere Form der antikérpervermittelten Botulismus-Diagnostik ist der
Nachweis des BoNTs mit Hilfe des Lateral Flow Assays. Da sie schnell, einfach
und ohne besondere Hilfsmittel durchzufiihren sind, eignen sie sich hervor-
ragend fur das Screening von verdachtigen Proben und spielen eine besondere

Rolle im Katastrophenschutz.

Auf einer Nitrozellulosemembran ist der spezifische Rezeptor flir BoNTe, das
Trisialogangliosid GT1b fixiert, an dem vorhandenes BoNT aus der Probe ge-
bunden wird. Durch die Kopplung mit Goldkolloid erscheint eine farbige
Bande auf dem Teststreifen. Der Test ist rein optisch qualitativ, mit einem
entsprechenden Auslesegerdt sogar semi-quantitativ auswertbar. Die Nach-
weisgrenze betrdgt 3 MLDso/ mL (Ahn-Yoon et al.,, 2004). Durch Interferenzen
mit der Probenmatrix, insbesondere von Fettsduren, koénnen allerdings bei
ungentigender Probenaufarbeitung falsch-negative Ergebnisse entstehen (Ahn-
Yoon et al.,, 2004; Horman et al.,, 2005; Sharma et al., 2005; Gessler et al.,
2007).
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2.2.3.3 Endopeptidase-Assay

Dieser Test basiert auf der Zink-Endopeptidase-Aktivitdt der BoNTe im synap-
tischen Spalt und kombiniert die spezifische Spaltung der SNARE-Komplex-
Proteine mit einer immunologischen oder fluoreszenzbasierenden Detektion
der Spaltprodukte (Hallis et al.,, 1996; Wictome et al., 1999a; Schmidt et al.,
2001).

Er weist eine sehr hohe Sensitivitdt von im Durchschnitt 0,04-0,8 MLDso auf
(Ekong et al.,, 1997; Boyer et al.,, 2005; Ferracci et al., 2005; Moura et al.,
2011). Durch die ebenso hohe Spezifitat bietet sich der Endopeptidase-Assay
als Ersatz fir den Maus-Bioassay an, da er ebenfalls nur freies BoNT detek-
tiert. Da allerdings eine entsprechende Laborausstattung und -kompetenz be-

notigt wird, bietet sich der Test nicht fur viele Laboratorien an.

Durch die Verwendung ungeeigneter monoklonaler Antikdérper kénnen falsch-
negative Ergebnisse entstehen (Wictome et al.,, 1999b), der Einsatz von EDTA
als Antikoagulans in Serumproben kann den Assay inhibieren (Ekong et al.,
1997). Es ist kein Nachweis der gesamten biologischen Aktivitat des Gesamt-

toxins moglich.
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2.3 Struktur Rinder haltender Betriebe

2.3.1 Milchviehhaltung

Die Milcherzeugung in Deutschland ist durch stindig optimierte Produktions-

techniken und eine intensive zlichterische Steigerung von Leistungsmerkma-

len gepragt. Dieses System bringt Hochleistungskiithe hervor, deren Stoff-

wechselleistungen den Organismus

pathophysiologischen Zustanden fiihrt.

immer nah an die Grenzen von

Tab. 7: Entwicklung der Milchleistung aller Ktihe von 1995-2010 (nach ADR, 2005-2010)

Jahr Milchkthe (Mio) Milch [kg] Fett [%] Eiweifs [%]
1995 - 5.427 4,25 3,25
2005 4.163,4 7.915 4,14 3,45
2006 12.676,7 8.033 4,13 3,43
2007 4.087,3 8.138 4,12 3,44
2008 4.229,1 8,153 4,12 3,43
2009 4,2 8.255 4,11 3,43
2010 4,2 8.255 4,11 3.43

Eine stetig absinkende Zahl an Betrieben und Rindern erbringt jedoch eine

nahezu konstant bleibende Milchproduktion.

Tab. 8: Rinderproduktion in Mecklenburg-Vorpommern - Tierzahlen (SIS-OnlineMV, 2011)

Jahr

Betriebe mit

Rinder

Betriebe mit Milch-

Anteil Milchkthe

Rindern ktithen
1996 4.007 636.135 1.519 231.237
1999 2.718 611.055 1.239 203.291
2001 2.606 591.948 1.104 190.103
2003 2.408 565.079 1.019 182.210
2007 2.310 543.885 846 173.026
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In Deutschland wurden 2011 4,2 Mio. Milchkihe gehalten, davon stehen ca.
4,2 % in Milchviehbetrieben in Mecklenburg-Vorpommern (GENESIS-Online,
2011). Dort betrug ihre durchschnittliche Milchleistung 8.835 kg, 362 kg Fett
und 316 kg Eiweifs pro Kuh und Jahr.

Tab. 9: Struktur der Milchviehhaltung in Mecklenburg-Vorpommern 2010
(Landeskontrollverband, 2010)

g;sltcﬁisﬁ)oﬁe Anzahl Betriebe Milch [kg] Fett [ke] Eiweif [kg]
1-9 6 6.755 322 238
10-19 10 6.620 287 224
20-29 13 6.972 308 235
30-39 11 7.459 316 249
40-59 35 6.509 282 220
60-79 62 7.607 323 259
80-99 40 8.088 340 276
100-199 172 8.342 348 284
200-499 235 8.867 363 301
500-999 63 9.133 374 309
> 1000 9 9.625 382 324

2.3.2 Die Hochleistungskuh

ysHochleistung® ist kein feststehender Begriff, sondern umfasst immer die
Ktihe, deren Leistung oberhalb der durchschnittlichen Leistung einer ver-
gleichbaren Population liegt. Diese hohen Milchleistungen wirken sich positiv
auf betriebswirtschaftliche und nahrstoffékonomische Aspekte aus, denn ob-
wohl sich der Nahrstoffbedarf der Tiere erhoht, senkt sich insgesamt aufgrund
des konstant bleibenden Erhaltungsbedarfes der Futterbedarf pro Kilogramm
erzeugter Milch (Rossow, 2004). Mit steigender Herdenleistung wéachst aller-
dings das Risiko von Erkrankungen und Fruchtbarkeitsstorungen. Dadurch

sinkt die Nutzungsdauer (Lotthammer, 1999).

Voraussetzungen fir hohe Leistungen einer Milchkuh sind ein stabiles Herz-
Kreislaufsystem, eine hohe Gluconeogeneserate in der Leber und eine tégliche
Futtertrockenmasseaufnahme von bis zu 25 kg mit einer Energiedichte von
7,2 MJ NEL/kg. Die Pansenbakterien und -infusorien muissen Uiber optimale
Milieubedingungen und Nahrstoffangebote verfligen und der Ubergang von der

Trockenstehperiode zur Laktation muss mit einer méglichst hohen Futterauf-
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nahme einhergehen, damit die Kuh zu Beginn der Laktation nicht in eine ne-
gative Energie- und Proteinbilanz gerdt und in Folge dessen Korperenergie-
bzw. Koérperproteinreserven mobilisiert. Dafiir miissen adaquate Futterungs-

und Haltungsbedingungen geschaffen werden (Rossow, 2004).

2.3.3 Futterung
2.3.3.1 Grundfuttermittel

Grundlage fir eine optimale Fltterung ist eine modglichst gute Qualitat der
Grundfuttermittel. Sie basiert auf der chemischen Zusammensetzung, physi-
kalischen und physiologischen Eigenschaften und dem hygienischen Zustand.
Als Grundfuttermittel gelten tiberwiegend Silagen und Heu, Ruben und zu-
nehmend auch geschnittenes Grunfutter (Drochner, 2004). Da das Futterauf-
nahmevermoégen einer Milchkuh bei gleichzeitig hohem Energiebedarf begrenzt
ist, kénnen qualitativ hochwertige und leicht verdauliche Silagen zu einer er-

hohten Futter- und damit Energieaufnahme beitragen (Honer, 2001).

Silage ist ein durch Milchsduregdrung haltbar gemachtes Futtermittel.
Generell konnen alle Griunfuttermittel, wie Gras, Mais, Klee, Luzerne, Acker-
bohnen oder Getreide als Grundlage dienen, aber auch ,Abfdlle“ wie Riben-
blatter oder Biertreber kénnen siliert werden. Das Siliermaterial wird vor dem
Einbringen in das Silo zerkleinert, um eine bessere Verfligbarkeit der zellula-
ren Kohlenhydrate zu gewédhrleisten. AnschliefSend wird das Silo verdichtet
und luftdicht abgeschlossen, um unerwlnschte aerobe bzw. fakultativ an-
aerobe Bakterien, Hefen und Schimmelpilze zu unterdriicken. Milchsaure-
bakterien wandeln die vorhandenen Kohlenhydrate unter Sauerstoffabschluss
in Milchsdure und kurzkettige Fettsduren um, wodurch der pH-Wert auf
4,0-4,5 sinkt (Archibald, 1953). Dies hemmt wiederum die Vermehrung
anderer Anaerobier, wie Listerien oder Clostridien, die negativ auf die
Futterqualitat wirken wirden (Kalac und Woolford, 1982). Zur Verbesserung
der Silierqualitdt koénnen biologische oder chemische Silierhilfsmittel
eingesetzt werden (DLG-Ausschuss Futterkonservierung (2006)). Eine gute

Hemmwirkung auf C. botulinum besitzt Natriumnitrit (WeifSbach, 2004).
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Tab. 10: Anzustrebende Gehalte in Gras- und Maissilagen (DLG-Ausschuss Futterkonservie-

rung (2006))
Grassilage Maissilage
Trockenmassse (TM) [%] 30-40 28-351
Rohasche [% der TM] <10 <4,5
Rohfaser [% der TM] 22-25 17-20
Netto-Energie Laktation (NEL) [MJ/kg TM] > 6,4 bzw. 2 6,02 > 6,5
Starke [% der TM] Keine > 30
Rohprotein [g/kg TM] > 135 >130

1: in Abhéngigkeit vom Kornanteil, 2: 1. Schnitt bzw. Folgeschnitte

Fur eine schnelle Beurteilung der Silage gentligt eine Einschatzung des
Trockenmassegehaltes, eine pH-Wert-Bestimmung, die Beurteilung des Gar-

verlaufes und eventueller Verschmutzungen (Nussbaum et al., 2004).

Fur Heu oder Durrfutter hat die DLG ebenfalls einen Bewertungsschliissel zur
Qualitatsprufung erstellt. Danach sollte das Heu eine hellgriine bis dunkel-
grine Farbe aufweisen, aromatisch riechen und Blattanteile entsprechend
dem Ausgangsmaterial enthalten (Nussbaum et al, 2004). Es ist sehr gut ge-

trocknet und zeigt nur geringe Verschmutzungen.

Durch mangelnde Futterhygiene gibt es jahrlich Einbufien. Aufgrund einer
erhdhten Ausgangskeimbelastung oder unglnstiger Lagerbedingungen kann
das Futter an Wert verlieren und zusétzlich zur Quelle von mikrobiellen In-
toxikationen werden. Bei ungentigender Verdichtung vermehren sich Schim-
melpilze und belasten das Futter mit Mykotoxinen (Bauer et al., 2000), bei zu
langsamer Silierung besteht die Gefahr der Vermehrung von Clostridien und
der Bildung von BoNT (Kalac und Woolford, 1982; Weifsbach, 2004; Myllykoski
et al., 2009).

2.3.3.2 Mischration

Da das Grundfutter allein in der Regel nicht ausreicht, um den Energiebedarf
einer Milchkuh zu decken, werden diesem energiereiche, rohfaserarme Kom-
ponenten beigemischt. Dieses sog. Kraftfutter besitzt einen TM-Gehalt von
mehr als 55 % und einen Energiegehalt von mehr als 7 MJ NEL/kg TM. Die

Ration kann je nach Energie-, Mineralstoff- und Vitaminbedarf des Trocken-
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stehers oder der laktierenden Kuh berechnet werden. Ziel ist es, das Nahr-
stoffangebot aus dem Futter auf den Nahrstoffbedarf der angestrebten
Leistung abzustimmen. Neben industriell gefertigten Produkten ist die Zu-
mischung von energiereichem Getreide und eiweifdireichen Leguminosen tiblich
(Gruber Tabelle, (Institut fur Tiererndhrung und Futterwirtschaft, 2010)). Bei
der Total-Misch-Ration (TMR) enthalt die vorgelegte Ration sowohl Grund- als
auch Kraftfutter, es wird keinem Tier Futter individuell zugeteilt. Dadurch
werden besonders Futterkosten gespart, da auch Komponenten eingemischt
werden koénnen, die sich als Einzelfutter schwierig handhaben lassen. Auf-
grund gleichbleibender Fermentation im Pansen lasst sich so die Futterauf-
nahme, Milchleistung und Tiergesundheit steigern. Da die TMR der Laktation
angepasst wird, werden innerhalb des Viehbestandes Gruppen mit gleichem
Leistungsniveau gebildet (Nussbaum, 2010). Durch die Verwendung von
Transpondern ist eine individuelle Anpassung des Kraftfutters an den Ener-

giebedarf des Einzeltieres moglich.

2.3.4 Betriebshygiene

Um gesunde Tiere zu halten und qualitativ hochwertige Milch zu produzieren,
spielen eine Vielzahl von Einflussfaktoren eine Rolle. Dazu zdhlen neben Hal-
tung, Futterungs- und Weidetechnik auch die Reinigung und Desinfektion.
Gerade durch die Sporenbildung von Clostridien kann ein Infektionskreislauf
entstehen, der nur schwer zu durchbrechen ist (Notermans et al, 1981;

Dahlenborg et al., 2003; Weiflbach, 2004).
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Abb. 7: Risikofaktoren fir die Kontamination mit Clostridien (modif. nach Weif$bach, 2004)
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2.4 Epidemiologie
2.4.1 Epidemiologische Studien zur Ermittlung von Risikofaktoren

Die Epidemiologie ist die Lehre von der Verteilung von Krankheiten und den
Faktoren, die diese Verteilung beeinflussen. Sie beruht auf der Herstellung
einer hypothetischen Verbindung zwischen zwei scheinbar beziehungslosen
Ereignissen (Halpin, 1981). Man kann dabei zwischen rein deskriptiven
Verfahren und Verfahren zur Zusammenhangsanalyse wéhlen (Kreienbrock
und Schach, 2005). Bei den Beobachtungsstudien wird im Gegensatz zu den
experimentellen Studien kein Einfluss auf die Risikofaktoren genommen. Man
unterscheidet je nach Art der Datenerfassung zwischen einer Querschnitts-

Erhebung, einer Kohortenstudie und einer Fall-Kontroll-Studie.

2.4.2 Fall-Kontroll-Studie

In der Fall-Kontroll-Studie stellt man eine Gruppe von Erkrankten (den Féallen)
einer Gruppe von Nicht-Erkrankten (den Kontrollen) gegentiber und vergleicht
deren zurlickliegende Exposition durch einen Risikofaktor. Lassen sich unter-
schiedliche Expositionen beztiglich des vermuteten Risikofaktors ermitteln, gilt
dies als Hinweis auf einen &tiologischen Zusammenhang. Um eine Vergleich-
barkeit der Studiengruppen zu gewéhrleisten, sollten beide Gruppen aus exakt
der gleichen Zielgesamtheit stammen. Daher muss beim Design der Studie viel
Wert auf die Rekrutierung der Studienpopulationen gelegt werden

(Kreienbrock und Schach, 2005).

Diese Art der Studie ist mit geringem Kostenaufwand und in einem kurzen
zeitlichen Rahmen durchzufiihren, manchmal ist sie auch die einzig praktisch
durchfiihrbare. Sie eignet sich zur gleichzeitigen Untersuchung mehrerer Risi-
kofaktoren in Bezug auf eine Krankheit, allerdings lasst sich oft nur in be-
grenztem Mafle bestimmen, ob ein Faktor der Krankheit vorausgeht oder
durch sie bestimmt wird. Weitere Nachteile sind der Beobachtungsunterschied
bei bestehenden Erwartungshaltungen oder die retrospektive Expositionsbe-
stimmung, wenn die Exposition durch einen Risikofaktor der Krankheit weit
voraus ging. Angaben aus dem Gedachtnis heraus kénnen zu Verzerrungen

fiuhren (Kreienbrock und Schach, 2005).
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2.4.3 Fragebogen

Fragebogen sind neben den klinischen und den Laboruntersuchungen ein ge-
brauchliches Untersuchungsinstrument zur Erfassung von Daten in der
Veterindrepidemiologie. Die Beantwortung der Fragen kann telefonisch oder in
einem Interview erfolgen. Durch die Standardisierung mit einheitlich formu-
lierten Fragen und vorgegebenen Antworten lassen sich die erhobenen Daten

besser kategorisieren und auswerten.

Die Fragen sollten prazise und verstandlich formuliert sein und nach Méglich-
keit geschlossen gestaltet werden, so dass der Befragte mit ,ja/nein“ bzw.
durch ,multiple choice“ antworten kann. Die Antwortmdglichkeiten sollten in
den meisten Fallen einander ausschlieffen und in ihrer Gesamtheit er-
schépfend sein (Noordhuizen et al.,, 2001). Zu Beginn werden allgemeine Fra-

gen gestellt, dann folgen detaillierte.

Vor dem Studienbeginn wird der Fragebogen in einem Test auf seine Ver-
standlichkeit geprift. Im Rahmen einer Pilotstudie kann geklart werden, ob
die erhobenen Daten zur Priifung der Hypothese dienen oder korrigiert werden

mussen.
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3 Material und Methoden

3.1 Auswahl der Betriebe

Die Untersuchungen zum Auftreten von Clostridium botulinum und betriebs-
spezifischen Risikofaktoren beim Krankheitsbild des viszeralen Botulismus
waren als Fall-Kontroll-Studie angelegt. Sowohl die Fall- als auch die Kontroll-
betriebe wurden durch ihren Erkrankungsstatus definiert. Die Expositionen
wurden retrospektiv erfasst. Dieser Studientyp eignete sich aufgrund des
langwierigen und schleichenden Krankheitsverlaufes besonders fiir die Unter-

suchungen bei dieser Erkrankung.

Als Studienregion wurde das Bundesland Mecklenburg-Vorpommern ausge-
wahlt, da dort diese Art der Bestandserkrankung erstmalig beschrieben wurde
(Béhnel et al.,, 2001b; Schwagerick und Béhnel, 2001) und durch die lang-
jahrigen Erfahrungen in der Beurteilung der klinischen Symptomatik durch
den Rindergesundheitsdienst Mecklenburg-Vorpommern (RGD MV) eine aus-

sagekraftige Auswahl der Betriebe und deren Betreuung méglich war.

Aufgrund der Vergleichbarkeit in Betriebsstruktur und Exposition durch ver-
schiedene Risikofaktoren konnten im Rahmen dieser Pilotstudie zunachst nur
drei Fallbetriebe jeweils drei Kontrollbetrieben gegentiber gestellt werden. Laut
personlicher Mitteilung von Dr. Schwagerick gestaltete sich die Suche nach
Kontrollbetrieben schwierig, da es kaum noch ,gesunde Betriebe“ in ihrem
Zustandigkeitsbereich gab. Als Fallbetriebe wurden Betriebe ausgewéahlt, die
in einer Voruntersuchung geméafs der Definition aus den Veroffentlichungen
von 2001 dem Krankheitsbild des viszeralen Botulismus entsprachen. In den
Kontrollbetrieben waren in den Voruntersuchungen keine Tiere mit diesen

Symptomen zu finden.
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3.2 Fragebogen
3.2.1 Entwicklung

Der 22-seitige Fragebogen zur Erhebung von Daten im Rahmen der Fall-Kon-
troll-Studie wurde in Anlehnung des BMBF-geférderten Zoonose-Verbund-
projektes ,Botulinom® unter dem Arbeitstitel ,Fall-Kontroll-Studie Botulinom
in Milchviehbetrieben“ erstellt. Er basiert auf der 30-seitigen Anleitung ,Leit-
linien und Prufliste fir das Vorgehen in Milchviehbestdnden mit dem Krank-
heitsbild einer Faktorenerkrankung“, die vom Ministerium flir Erndhrung,
Landwirtschaft, Forsten und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern herausge-
geben wurde (Schwagerick, 2004b). In Zusammenarbeit mit Dr. Schwagerick
vom RGD MV, PD Dr. Gessler und Prof. Dr. Dr. Béhnel vom IBT Gottingen und
Dr. Merle und Frau Schneider vom Institut fiir Biometrie, Epidemiologie und
Informationsverarbeitung der Tierarztlichen Hochschule Hannover wurde aus
diesen Leitlinien ein Fragebogen konstruiert, der sowohl Betriebsdaten als

auch moégliche Einflussfaktoren auf die Herdengesundheit erfasste.

Vor dem Studienbeginn wurde der Fragebogen auf seine Verstandlichkeit und
Stimmigkeit geprift. Nach einem Test in zwei Betrieben wurden Fragen teil-
weise verstindlicher formuliert und zuséatzliche Antwortméglichkeiten aufge-

nomimen.

Fall- und Kontrollbetriebe erhielten jeweils den gleichen Fragebogen.

3.2.2 Betriebsstruktur

Der erste Teil des Fragebogens beinhaltet allgemeine Fragen zum untersuch-
ten Betrieb, wie Bestandsgrofie, Rassen, weitere Tierhaltung, sowie Daten zur
Haltung und Reproduktion, Leistungsdauer, Milchleistung It. monatlicher
Milchleistungspriifung und dem Herdenprogramm, jeweils bezogen auf die

letzten zwolf Monate.
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3.2.3 Futterung

Im zweiten Teil des Fragebogens wurden die Art der Futterwerbung, -herstel-
lung, -lagerung und die -qualitat untersucht. Ein Teilbereich umfasste die
Griinlandbewertung mit der Bedeutung mdéglicher Uberschwemmungen und
dem Wildbesatz, Fragen zur Nutzung als Schnitt- bzw. Weideland und zu des-
sen Dlingung, mit vertiefenden Fragen bei der Verwendung von Biogasoutput.
Zur Bewertung der Grassilage wurden Daten zur Lagerungsform, Schnitt- und
Hackselhéhe, dem Verschmutzungsgrad, Silierzusatzen und leicht erkenn-
baren sensorischen Abweichungen erfragt. Ein weiterer Punkt war die Art der
Wasserversorgung und der Fitterung. Mehrere Futter waren zur Auswahl auf-
gelistet und mit einer Moéglichkeit zur sensorischen Beurteilung versehen. Zu-
satzlich befand sich am Ende des zweiten Teils des Fragebogens eine Tabelle
fir die Laborergebnisse der Futtermitteluntersuchung. Darin enthalten waren
die Bewertungsparameter der DLG zur Futtermittelbewertung wie TS-Gehalt,
Rohasche, Rohprotein, Rohfaser und Energiegehalt, aber auch der NHs-Anteil
am Gesamtstickstoff zur Beurteilung der Proteolyse. Weiterhin wurde die
mikrobielle Belastung mit Enterobakterien, aeroben und anaeroben Sporen-
bildnern, sowie Schimmelpilzen und Hefen erfasst, genauso wie die Belastung

mit verschiedenen Mykotoxinen und C.-botulinum-Toxinen.

3.2.4 Tiergesundheit

Im dritten Teil des Fragebogens wurden Daten zur Tiergesundheit erhoben, die
klinische Bewertung von Tieren mit Botulismusverdachtssymptomen erfasst
und die Laborwerte von finf symptomatisch unauffalligen Tieren als Be-
standsuntersuchung tabellarisch aufgefihrt. Im allgemeinen Teil wurde nach
der tierarztlichen Betreuung, der Klauenpflege und dem Sanierungsstatus
bzgl. BHV-1, BVD/MD, Paratuberkulose und Salmonellose sowie nach

Clostridienschutzimpfungen gefragt.

Zur klinischen Untersuchung wurde die Art der begutachteten Leistungs-
gruppe, die Anzahl der beurteilten Tiere und die Anzahl der Tiere mit
Botulismusverdachtssymptomen erfasst. Von drei ausgewéahlten Tieren wur-
den die Ohrmarkennummern notiert. Die eingehende klinische Untersuchung

umfasste eine Bewertung des Allgemeinzustandes des Tieres, die Bewertung
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der Verdauung und eine Begutachtung unter systemischen und neuro-
motorischen Gesichtspunkten. Durch eine Kotuntersuchung bei den drei
klinisch untersuchten Tieren wurde das Vorhandensein von C. perfringens,
C. botulinum, Clostridien allgemein, Salmonellen und Mykobakterien bzw. sdu-

refesten Stabchen Uberprift.

Zur Erfassung der Herdengesundheit wurden von finf symptomatisch unauf-
falligen Tieren ebenfalls die Ohrmarkennummern erfasst und Blut und Harn
auf verschiedene Laborparameter untersucht. Diese Parameter wurden zu drei
verschiedenen Zeitpunkten bestimmt, 7-0 Tage a.p., 0-7 Tage p.p. und
6-8 Wochen p.p. Im Blut wurden zur Beurteilung des Leberstoffwechsels die
AktivitAiten der Leberenzyme Aspartat-Aminotransferase (ASAT) und
Glutamatdehydrogenase (GLDH), die Gehalte an Bilirubin und Cholesterol
herangezogen, zur Bewertung des Energiestoffwechsels der Gehalt an freien
Fettsduren (FFS) bzw. B-Hydroxybuttersdure (BHB), als Nierenparameter der
Harnstoffgehalt (HST), zur Mineralstoffversorgung die Mengen an Calcium
(Ca), Phosphor (P) und zur Vitaminversorgung die Mengen an Vitamin B12. Im
Harn wurden die Netto-Sadure-Basen-Ausscheidung (NSBA) und die
Ausscheidung von Ca, P und Kalium (K) erfasst. In einer toxikologischen
Untersuchung von Organmaterial wurde das Vorhandensein von BoNT und C.-

perfringens-Toxin in Pansensaft, Leber, Dinndarm und Kot gepruft.

3.2.5 Auswertung und Beurteilung der erhobenen Daten

Angesichts der geringen Anzahl an Fall- und Kontrollbetrieben war in dieser
Arbeit nur eine vergleichende und deskriptive Analyse moglich, aufgrund des-
sen gegebenenfalls ein Trend bzgl. des Einflusses verschiedener Risikofaktoren
auf die Problematik des viszeralen Botulismus erkennbar ist. Gleiches gilt fur
klinische Symptome, die zukunftig als charakteristische Anhaltspunkte flr
das Krankheitsbild des viszeralen Botulismus in der veterindrmedizinischen

Diagnostik zur Verfligung stehen sollen.

Zur Auswertung der gesammelten Daten wurden diese in eine, fir diese Studie
entwickelte, ACCESS®-Datenbank eingegeben, Abfragen erstellt und durch die
VerknUpfung mit dem Tabellenkalkulationsprogramm EXCEL® tabellarisch
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dargestellt. Dabei wurde die Summe der Fallbetriebe der Summe der Kontroll-

betriebe gegentibergestellt, und bei Bedarf differenziert betrachtet.

Die Daten zur Betriebsstruktur und zur Milchleistung wurden zur allgemeinen
Gegenuberstellung genutzt. Ebenso wurde der Einfluss von weiterer Tierhal-
tung, die Totgeburtenrate und Kélbermortalitat auf das Krankheitsgeschehen
gepruft und die Ergebnisse der Milchleistungsprifung in den Zusammenhang

mit klinischen Symptomen bzw. den Laborparametern gestellt.

Die erhobenen Daten zur Fltterung in der Art der Futterwerbung, -herstel-
lung, -lagerung und -qualitdt wurden besonders ausfiuhrlich beleuchtet. Be-
trachtet wurde die Beziehung von Leistung und Herdengesundheit zu Fak-
toren wie Uberschwemmungen, Wildtierbesatz, der Nutzung des Griinlandes,
die Art der Dliingung mit besonderem Fokus auf der Verwendung von Gtille,
Mist oder Biogasoutput, der Herstellung und Qualitat der Silage und der Was-

serversorgung.

Die Tiergesundheit in Fall- und Kontrollbetrieben wurde anhand der klini-
schen Untersuchungen und der Laborparameter als Instrument der Herden-
gesundheit verglichen. Im klinischen Bereich wurde ein Score Uiber die jeweils
drei untersuchten Tiere flir die Kriterien Allgemeinzustand, Verdauung,
systemische Symptome, neuro-motorische Symptome und das Ergebnis der
Kotuntersuchung erstellt. Die Laborparameter der klinisch unauffalligen Tiere
wurden auf Uber- oder Unterschreitungen entsprechender Grenzwerte, die
einen Hinweis auf Erkrankungen geben kénnen, Uberprift. Die Klinik wurde
des Weiteren der Herdengesundheit und der mikrobiologischen Diagnostik ge-

genubergestellt.

3.3 Probenahme

Alle Proben wurden aus versicherungsrechtlichen Griinden bei den Bestands-
besuchen durch die Hoftierarzte selbst oder durch Tierarzt Jongmans im

Beisein der Hoftierdrzte entnommen.
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3.3.1 Blut/Serum

Zur Gewinnung von Serum aus Blut fur die Antikérper- bzw. Toxindiagnostik
wurden Monovetten® verwendet. Mit Hilfe einer Einmalkantile wurde das Blut
aus der Schwanzvene (Vena caudalis mediana) des Rindes entnommen. Dies
garantierte eine moglichst stressfreie Gewinnung des Blutes fiir das Rind und

die geringstmogliche Beeinflussung der Blutparameter (Schulze, 2008).

Das Vollblut fiir die Bestimmung der Blutparameter wurde gektihlt und in ein
Auftragslabor eingeschickt. Die Serumproben wurden fir die immunologische
Diagnostik zunéchst zur Denaturierung von Enzymen im Wasserbad bei 56 °C
30 min inaktiviert und anschlieffend bis zum Zeitpunkt der Untersuchungen

bei -20 °C gelagert.

3.3.2 Harn

Der Harn wurde per Katheter entnommen, in wenigen Fillen auch direkt im

Roéhrchen aufgefangen, und gekiihlt verschickt.

3.3.3 Kot

Der Kot wurde mit Hilfe eines Veterindar-Handschuhs rektal entnommen und

bis zum Zeitpunkt der Untersuchung bei -20 °C gelagert.

3.3.4 Pansensaft

Die Pansensaftentnahme erfolgte tUber die Punktion des ventralen
Pansenblindsacks auf der Verbindungslinie zwischen dem Ubergang der
knéchernen zur knorpeligen Verbindung der letzten Rippe und dem Knie
durch Tierarzt Jongmans (Budras et al.,, 2007). Mit Hilfe einer Einmalkantile
und einer 50-mL-Spritze wurde die Probe in zwei 15-mL-Roéhrchen tberftihrt
und teilweise bei 37 °C fur die direkt anschlieffende Untersuchung der Infu-

sorien und teilweise bei -20 °C fur die mikrobiologische Diagnostik gelagert.
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3.3.5 Silage

Die Entnahme der Silageprobe fur die Untersuchung auf Clostridien erfolgte
mit Hilfe eines sterilen Handschuhs. Sie wurde ca. 20 cm hinter dem An-

schnitt entnommen.

3.4 Bestandsdiagnostik / Herdengesundheit

Die Untersuchungen der Blut- und Harnparameter wurden routineméafSig

durch das Auftragslabor METABOVET, Rostock geleistet.

In dem entnommenen Pansensaft wurde der pH-Wert mittels pH-Teststreifen
gemessen und optisch ausgewertet. Sowohl Farbe als auch Geruch der
Pansensaftproben wurden aufgezeichnet. Mit Hilfe eines Lichtmikroskops
wurde die Zahl der Infusorien, deren Zusammensetzung und Beweglichkeit

erfasst.

3.5 Futtermitteluntersuchung

Die Untersuchung der Silagen fand im Rahmen der Beratung des RGD Meck-
lenburg-Vorpommern durch die Landwirtschaftliche Untersuchungs- und
Forschungsanstalt (LUFA) der LMS Landwirtschaftsberatung Mecklenburg-

Vorpommern statt.

3.6 Clostridiendiagnostik
3.6.1 Probenvorbereitung

Vor der eigentlichen Aufarbeitung wurden die tiefgefrorenen Proben tber
Nacht bei +4 °C aufgetaut. AnschliefSend wurden sie je nach Beschaffenheit
auf dem Vortex® (Pansensaft, Serum) oder mit einem sterilen Spatel (Kot,

Silage) homogenisiert.

Wahrend der gesamten Diagnostik wurde unter sterilen Bedingungen mit

sterilen Materialien und Medien (s. Anhang) gearbeitet.
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3.6.2 Clostridium botulinum
3.6.2.1 Maus-Bioassay
3.6.2.1.1 Probenaufarbeitung

Aus den homogenisierten Proben wurden jeweils 25 g Kot bzw. Silage in einen
Kolben eingewogen und mit S0 mL Gelatine-Phosphat-Puffer (GPP) versetzt
und mittels Schwenken durchmischt. Zur Auswaschung des Toxins aus der
Probe wurde der Probenansatz tiber Nacht bei +4 °C inkubiert. Nach ca. 12 h
wurden die Proben erneut geschwenkt und die Flussigkeit mit Hilfe einer Pi-

pette entnommen und in verschiedene Réhrchen gegeben.

Tab. 11: Pipettierschema fiir den Toxinnachweis im Maus-Bioassay

Zugabe [mL] Rohrcheninhalt Verwendung
10 leer Bearbeitungsprobe fur direkten Toxinnachweis
2-10 leer Ruckstellprobe
7 20 mL RCM ’;l‘oc)l(—igi:l(_‘;ll% ibler1 Sc}en Bakteriennachweis (indirekter
7 20 mL RCM 4 d /60°C-Probe fur den Bakteriennachweis (indi-

rekter Toxinnachweis)

RCM: Reinforced Clostridia Medium

3.6.2.1.2 direkter Toxinnachweis

Die Bearbeitungsprobe wurde mit 100 pL Trypsin-Lésung (1:200) versetzt,
durchmischt und im Wasserbad bei 37 °C 30 min inkubiert. AnschliefSend
wurden 0,5 mL dieser Probe einer NMRI-Maus injiziert und diese tiber 96 h
beobachtet. Verendete das Tier in diesem Zeitraum, wurde der Nachweis von

BoNT durch eine Neutralisationsreaktion mit BoNT-Antiseren gefiihrt.

3.6.2.1.3 indirekter Toxinnachweis / Bakteriennachweis

Parallel wurde eines der beimpften RCM-R6hrchen zur Abtétung der vege-
tativen Begleitflora im Wasserbad auf 60 °C fir 30 min erhitzt. Beide RCM-
Roéhrchen wurden unter anaeroben Bedingungen bei 37 °C 4 d inkubiert und
anschlieend bei 620 x g 20 min zentrifugiert. 10 mL des Uberstandes wurden
in leere Réhrchen uberfihrt und analog zur Bearbeitungsprobe trypsiniert, in

eine Maus injiziert und im Falle eines positiven Ergebnisses neutralisiert.



Material und Methoden 54

3.6.2.1.4 Neutralisation

Zur Neutralisation moglicherweise vorhandener BoNTe in einer Probe wurden
jeweils drei 1,5-mL-Reagiergefafie mit je 600 uL der zu prifenden Proben-
flissigkeit versehen. Zu je einem der GefafSe wurde entweder ein Gemisch der
Antiseren fir die Typen A/B/E oder ein Gemisch der Antiseren fiir die Typen
C und D gegeben. Die eingesetzte Menge richtete sich jeweils nach dem, bei
der Gewinnung dieser Antiseren ermittelten Neutralisationspotential, das im
Maus-Bioassay jeweils zwei neutralisierende Einheiten betragen sollte. In die-
sen Untersuchungen wurden 18 uL Anti-A, 12 uL Anti-B und 12 uL Anti-E
bzw. 18 uL Anti-C und 30 uL Anti-D eingesetzt. Die dritte Probe diente als
Kontrolle und wurde Aquivalent zu den Neutralisationsproben mit 48 uL. GPP
versetzt. Nach einer griindlichen Durchmischung wurden die Proben im Was-
serbad bei 37 °C 30 min inkubiert und anschlieffend analog zum
Toxinnachweis in eine Maus injiziert und diese dann 96 h beobachtet. Veren-
dete die Kontrollmaus, wéhrend eine oder beide Neutralisationsméause tiber-
lebten, galt der BoNT-Nachweis als erbracht. Verendeten dagegen alle drei
Versuchstiere war der Versuch mit Verdiinnungen der Probe in GPP 1:2, 1:4,
1:8 und 1:10 nacheinander zu wiederholen, um ein eindeutiges Ergebnis zu

erhalten.

3.6.2.2 Antikdérper-ELISA
3.6.2.2.1 Vorbereitung

Der Sandwich-ELISA wurde auf 96er-Mikrotiterplatten (PolySorp®, Nunc)
durchgefiihrt. Diese Platten wurden vor Beginn des Versuchs mit den Anti-
genen belegt (engl. Coating), deren Antikérper im Serum der Rinder nachge-
wiesen werden sollten. Da im verwendeten ELISA nur ein spezifischer Nach-
weis von Antikérpern gegen BoNT/A, B, C und D méglich war, wurden Kul-
turtbersténde dieser C.-botulinum-Typen 1:40 mit Bicarbonat-Beschichtungs-
puffer verdiinnt und in jede der Vertiefungen jeweils 100 uL dieser Losung
gegeben. AnschliefSend wurde die Platte mit einer Plastikfolie verschlossen und

Uber Nacht im Kuithlschrank inkubiert.
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Tab. 12: Ubersicht tiber die beim ELISA eingesetzten Antigene

IBT-Stamm-Nr. Bezeichnung Herkunft
2298 C.-botulinum-Typ A 62 A, Japan
2299 C.-botulinum-Typ B Okra, Japan
3291 C.-botulinum-Typ C1 unbekannt
2301 C.-botulinum-Typ D CB-16, Japan

Am darauffolgenden Tag wurden die Platten je drei Mal mit Wasser und drei
Mal mit PBS-Tween20 mit jeweils 200 uL/Vertiefung automatisiert gewaschen,
um nicht gebundene Antigene zu entfernen. Zur Blockierung freier Bindungs-
stellen wurde die Platte nun mit 200 pL/Vertiefung miproBLOCK C fir 1 h

inkubiert. AbschliefSend wurden sie, wie oben beschrieben, erneut gewaschen.

3.6.2.2.2 Nachweis der BoNT-spezifischen Antikérper aus Rinderserum

Das bei -20 °C gelagerte Serum wurde im Wasserbad zligig aufgetaut, 1:10 mit
PBS-Tween20 verdinnt und je 100 uL/Vertiefung und BoNT-Typ auf die Platte
gegeben. Parallel dazu wurden Negativ- und Positivkontrollen aufgebracht. Die
Platten wurden unter sanftem Schtutteln bei 37 °C 1 h inkubiert, erneut auto-
matisiert gewaschen und zusatzlich ausgeschlagen, um alle Reste des Wasch-
puffers zu entfernen. AnschlieBRend wurden Phosphatase-markierte tier-
spezifische Anti-Antikdrper hinzugegeben, 1 h bei 37 °C auf dem Schttler
inkubiert und ungebundene Anti-Antikérper durch automatisiertes Waschen
entfernt. Durch die Zugabe des entsprechenden Phosphatase-Substrates liefs
sich nach einer Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur die Intensitét
einer Farbreaktion im Photometer bei einer Wellenlange von 655 nm als Ab-
sorption ermitteln. Die enzymatische Reaktion wurde mit 25%iger Schwefel-
sdure gestoppt und die Farbintensitdit nun bei 450 nm gemessen. Ent-
sprechend der Auswertbarkeit wurden die 450-nm-Messungen als Ergebnisse
herangezogen. Die Photometer-Software SoftMax Pro 5.4 wandelte diese Er-
gebnisse anhand einer im System hinterlegten Kalibrierreihe mit definierten

Seren direkt in einen vierstufigen Score von ,-, und ,+“ bis ,+++“ um.
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3.6.2.3 PCR
3.6.2.3.1 Anreicherung

Beim Einwiegen der Proben flir den Maus-Bioassay wurden parallel die An-
reicherungsproben fiir die PCR eingewogen. Daflir wurden jeweils 0,5 g Probe
auf zwei 4,5-mL-RCM-R6hrchen eingewogen, gevortext und eines davon bei
60 °C far 30 min erhitzt. Anschlieffend wurden beide R6hrchen unter einer
kontrollierten anaeroben Atmosphare in Vakuumplexiglastépfen bei 37 °C 3 d

bebruitet.

3.6.2.3.2 DNA-Isolierung

Die inkubierten RCM-R6hrchen wurden zu Beginn der Isolierung gevortext.
Aus den Rohrchen wurde jeweils 1 mL der Fluissigkeit entnommen und in ein
2-mL-SafeLock-Reagiergefafs tiberfiihrt. Diese wurden bei 2400 x g fir 5 min
zentrifugiert. Dieser Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 mL TE-Puffer
resuspendiert und erneut bei 2400 x g fir 5 min zentrifugiert. Der erhaltene
Uberstand wurde erneut verworfen, das Pellet in 0,5 mL TE-Puffer
resuspendiert und im Wasserbad fir 10 min bei 100 °C aufgeschlossen. Der
nach der Zentrifugation (2400 x g/5 min) erhaltene Uberstand wurde in ein
1,5-mL-Reagiergefafs tiberfihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.

3.6.2.3.3 BoNT/ABEF-Multiplex-PCR

Von dem im Wasserbad bei 37 °C aufgetauten und gevortexten DNA-Uber-
stand wurden 3 pL in ein PCR-Reagiergefafs gegeben und mit 47 uL des frisch
hergestellten PCR-Mastermixes versetzt. Parallel zur Probe wurde eine Positiv-
kontrolle aus den Stdmmen C. botulinum A (IBT 2298), C. botulinum B (IBT
2299), C. botulinum E (IBT 2626) und C. botulinum F (IBT 2303) als Poolprobe

analysiert.

Die Bestimmung der BoNT-Gene fiir BoNT/A, B, E und F geschah nach einer

abgednderten und auf die vorhandenen Laborgerdte optimierten Multiplex-
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Methode von Lindstrém (2001) und De Medici (2009). Da in vorhergehenden
Untersuchungen festgestellt wurde, dass die Primer flir das BoNT/A-Gen
mindestens einen Subtyp von C.-botulinum-Typ A nicht detektieren, wurden

diese Primer gegen parallel selbst entwickelte Primer ausgetauscht.

Tab. 13: Primer fur die BoNT/ABEF-Multiplex-PCR

BoNT Primer Sequenz (53 Prodl(ltlgigroﬁe

bontA6 F CAT CAC AGG CAG GCG TAG

A pontA6 R TGG ATG TTT ACA GAA AAT TCT TGA C 350
CBML B1 CAG GAG AAG TGG AGC GAA AA

B cBML B2 CTT GCG CCT TTG TTT TCT TG 205
CBML E1 CCA AGA TTT TCA TCC GCC TA

E  cBMLE2 GCT ATT GAT CCA AAA CGG TGA 389

. CBMLFI CGG CTT CAT TAG AGA ACG GA cas
CBML F2 CTC CCC TAG CCC CGT AT

Pro Probe wurde ein 50-uL-Reaktionsansatz hergestellt. Die Einzel-
komponenten wurden zu diesem Zweck bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut,
grindlich durchmischt und bis zur Verwendung kitihl gelagert. Die BoNT/A-,
B-, E- und F-Primer lagen in einer Konzentration von 100 pmol/L und die
BoNT/A-Primer in einer Konzentration von 10 pmol/L vor. Der Reaktions-
ansatz wurde nach dem Pipettieren ebenfalls griindlich durchmischt und kiihl

gelagert.

Tab. 14: Zusammensetzung eines 50-uL-Reaktionsansatzes einer BoNT/ABEF-Multiplex-PCR

Komponenten Volumen

SuperHOT Mastermix (2x) 25 uL

MgClz (100 mM) 1,65 uL

Primer je 0,5 uL bontA6 F und bontA6 R

je 0,5 uL CBML B1 und B2

je 0,5 uL CBML E1 und E2

je 1,0 uL CBML F1 und F2
steriles Wasser 18,35 uL
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Folgende Reaktionsbedingungen wurden fir die PCR gewéahlt:

Tab. 15: Thermocycler-Programm fiir die BoNT/ABEF-Multiplex-PCR

Programmschritt Temperatur / Zeit
initiale Denaturierung 94 °C / 5 min
Denaturierung 94 °C / 1 min
Annealing 55°C / 1 min
Elongation 72 °C / 1 min
Zyklenanzahl 30

abschlieffende Elongation 72 °C / 10 min

Nach Beendigung des Programms wurden die Proben automatisch im Gerét
auf 4 °C abgekuihlt, direkt zum Nachweis der PCR-Produkte in die Gelelektro-

phorese gegeben oder hochstens tiber Nacht im Ktithlschrank aufbewahrt.

3.6.2.3.4 BoNT/CD-Multiplex-PCR

Von dem aufgetauten und gevortexten DNA-Uberstand wurden 3 uL in ein
PCR-Reagiergefas gegeben und mit 47 uL des frisch hergestellten PCR-
Mastermixes versetzt. Parallel zur Probe wurde eine Positivkontrolle aus den
Stammen C. botulinum C1 (IBT 3291), C. botulinum C1/D (IBT 2300),
C. botulinum D (IBT 2301) und C. botulinum D/C1 (IBT 3828) als Poolprobe

untersucht.

Entsprechend der Mosaiktoxin-Problematik, die im Literaturteil erlautert
wurde, wurde im Zuge dieser Arbeit eine PCR-Multiplex-Methode entwickelt,
die auf Basis einer geeigneten Platzierung der Primer und vier verschieden
grofSen Produkte zusatzlich zur allgemeinen Detektion eine Zuordnung in die

BoNT/C- und D-Subtypen erlaubte.
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Tab. 16: Primer fir die BoNT/CD-Multiplex-PCR

Platzierung .

auf BoNT- Primer Sequenz (53 Pmdl(ltlf tagroﬁe

Sequenz P
IBTSB F1 TCC TCG AGT TAC AAG CCC TAA

C (vorn) 706
IBTSB R1 ATC CAA TGC CTT TTC CTC AA
IBTSB F2 TGG TTC ACC TTT TAT GGG AGA

D (vorn) 462
IBTSB R2 TGT ACG TTG GGT CCA TCT TG
IBTSB F3 AAA TTA GGT AGT TCA GGG GAK GA

C (hinten) 287
IBTSB R3 TTR TAT CCM GSA GCA TTM TT1
IBTSB F4 TCA GAT GCT TTG GAT TAG AGA TTT

D (hinten) 128
IBTSB R4 ACT TCA AAG GAT TTC CCC AAT

Diese Primer wurden auf Kreuzreaktionen mit anderen C.-botulinum-
Stammen, verschiedenen Clostridien und anderen Keimen, die als Begleitflora
im Verdauungstrakt zu finden sein kénnen, negativ getestet (sieche Anhang).
Die Methode wurde bezliglich Temperatur, Primerkonzentration und MgCl»-

Konzentration optimiert.

Pro Probe wurde ein 50-uL-Reaktionsansatz hergestellt. Die Einzelkomponen-
ten wurden zu diesem Zweck aufgetaut, griindlich durchmischt und bis zur
Verwendung kuihl gelagert. Die Primer lagen in einer Konzentration von
100 pmol/L vor. Der Reaktionsansatz wurde nach dem Pipettieren ebenfalls

grindlich durchmischt und ktihl gelagert.

Tab. 17: Zusammensetzung eines 50-uL-Reaktionsgemisches einer BoNT/CD-Multiplex-PCR

Komponenten Volumen

SuperHOT Mastermix (2x) 25 uL

MgClz (100 mM) 1,75 yL

Primer je 0,5 uL IBT SB F1 IBT SB R1

je 0,5 uL IBT SB F2 und IBT SB R2

je 0,5 uL IBT SB F3 und IBT SB R3

je 0,5 uL IBT SB F4 und IBT SB R4
steriles Wasser 19,25 uL

Das Probe-Mastermix-Gemisch wurde in einen Thermocycler gestellt und mit

dem folgenden Programm prozessiert.
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Tab. 18: Thermocycler-Programm fir die BoNT/CD-Multiplex-PCR

Programmschritt Temperatur / Zeit
initiale Denaturierung 94 °C / 5 min
Denaturierung 94°C / 30s
Annealing 56°C/30s
Elongation 72 °C / 1 min 30 s
Zyklenanzahl 30

abschliefende Elongation 72 °C / 10 min

Nach Beendigung des Programms wurden die Proben automatisch im Geréat
auf 4 °C abgekuihlt, direkt zum Nachweis der PCR-Produkte in die Gelelektro-

phorese gegeben oder héchstens tiber Nacht im Kuhlschrank aufbewahrt.

3.6.2.3.5 C2-PCR

Von dem aufgetauten und gemischten DNA-Uberstand wurden 3 uL in ein
PCR-Reagiergefas gegeben und mit 47 uL des frisch hergestellten PCR-
Mastermixes versetzt. Parallel zur Probe wurde eine Positivkontrolle aus dem

Stamm C. botulinum C1/D C2 (IBT 3291) analysiert.

Die C2-PCR-Methode wurde im Haus entwickelt, getestet und optimiert (Dr.
Grofde-Herrenthey, personl. Mitteilung).

Tab. 19: Primer der C2-PCR

Primer Sequenz (5“3 Produktgrofse

(bp)
CbotC2-P1 AAG GAA GAT AAA ACA AAA AT 311
CbotC2-P2 CCT AAT GAT ACA AAT GAA AA

Pro Probe wurde ein 50-uL-Reaktionsansatz hergestellt. Die Einzelkomponen-
ten wurden zu diesem Zweck aufgetaut, griindlich durchmischt und bis zur
Verwendung kuihl gelagert. Die Primer lagen in einer Konzentration von
100 pmol/L vor. Der Reaktionsansatz wurde nach dem Pipettieren ebenfalls

grundlich durchmischt und ktihl gelagert.
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Tab. 20: Zusammensetzung eines 50-uL-Reaktionsgemisches einer C2-PCR

Komponenten Volumen

SuperHOT Mastermix (2x) 25 uL

Primer je 2,0uL Cbot C2 P1 und P2
steriles Wasser 21 uL

Das Probe-Mastermix-Gemisch wurde in einem Thermocycler mit dem folgen-
den Programm prozessiert. Annealing und Elongation erfolgten in einem

Schritt.

Tab. 21: Thermocycler-Programm fiir die C2-PCR

Programmschritt Temperatur / Zeit
initiale Denaturierung 94 °C / 5 min
Denaturierung 94°C /45 s
Annealing 55°C / 2 min
Zyklenanzahl 34

Nach Beendigung des Programms wurden die Proben automatisch im Gerat
auf 4 °C abgekuihlt, direkt zum Nachweis der PCR-Produkte in die Gelelektro-

phorese gegeben oder héchstens tiber Nacht im Ktihlschrank aufbewahrt.

3.6.2.3.6 Nachweis der PCR-Produkte durch Gelelektrophorese

Es wurde ein 2 %iges Agarosegel mit TBE-Puffer vorbereitet und vor dem Gie-
Ben mit 50 uL UV-aktivem Ethidiumbromid/100mL Gel auf einem
Magnetriihrer gemischt. Entsprechend der Probenanzahl wurden 0,5 mL-
Reagiergefafde mit 2 uL blauem Ladepuffer versetzt und darin 18 uL der PCR-
Probe suspendiert. Aus diesem Gemisch wurden 18 uL in die Taschen eines
Agarosegels pipettiert, das bereits in eine mit TBE-Puffer gefiillten Pufferschale
Uberfuhrt worden war. Je nach Groéfie des Gels wurde eine entsprechende

Spannung angelegt.

Tab. 22: Spannung und Laufzeit bei verschiedenen Gelgréfien

125-mL-Gel 300-mL-Gel

Spannung 90V 120V

Laufzeit 60 min 90 min
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Anschlieffend wurde das Gel der Schale entnommen, in der Fotokammer unter
UV-Licht fotografiert und das Bild zur Dokumentation und spéteren
Auswertung gespeichert. Die Methode galt als erfolgreich durchgefiihrt, wenn
die Positivkontrollen als Banden sichtbar waren und die Negativkontrolle keine
Banden aufwies. Eine Probe wurde als positiv definiert, wenn eine oder meh-
rere Banden zu erkennen waren, die die gleichen Hohen und damit
Fragmentgréfien wie die Banden der Positivkontrollen aufwiesen. Durch die
Zuordnung zu den Banden der Positivkontrolle liefS sich der Toxintyp

eindeutig bestimmen.

3.6.3 Clostridium perfringens
3.6.3.1 Probenvorbereitung

Beim Einwiegen der Proben flir den Maus-Bioassay wurden parallel auch die
Proben zum Nachweis von C. perfringens eingewogen. Daflir wurden jeweils
0,5 g Probe auf zwei 4,5-mL-RCM-R6hrchen und ein 4,5-mL-GPP-Réhrchen
eingewogen, gemischt und eines der beiden RCM-Réhrchen bei 60 °C fur
30 min erhitzt. Anschliefend wurden beide Roéhrchen unter einer
kontrollierten, anaeroben Atmosphéire in Vakuumplexiglastopfen bei 37 °C
Uber Nacht bebriitet. Das beimpfte GPP-Réhrchen wurde tber Nacht im
Kuihlschrank inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden alle Rohrchen

bei -20 °C gelagert.

3.6.3.2 Toxin-ELISA

Bei dem C.-perfringens-ELISA handelt es sich um einen kommerziell erhaltli-
chen Enterotoxdmie ELISA Kit, in dem auf vorbereiteten Mikrotiterplatten mit
Hilfe der mitgelieferten Reagenzien der Nachweis von Alpha-, Beta- und
Epsilontoxin von C. perfringens sowie der semiquantitative Nachweis des
Bakterium aus biologischen Proben und Kulturtiberstdnden méglich ist. In
den Vertiefungen der Reihen A (Alpha), C (Beta), E (Epsilon) und G (anti-C.-
perfringens-Antikorper) sind spezifische poly- und monoklonale Antikérper

gegen die C.-perfringens-Toxine gebunden, wahrend die Reihen B, D, F und H
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mit nichtspezifischen Antikdrpern beschichtet sind und so als Negativkontrolle

fungieren.

Alle Reagenzien wurden vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht. Nach
dem Auftauen der Proben wurde die GPP-Probe 1:2 mit Verdinnungspuffer
verdinnt, wihrend die RCM-Proben 10 min bei 2500 x g zentrifugiert wurden.
Je Reihe, die alle C.-perfringens-Toxine und die dazugehoérigen Negativkon-
trollen abdeckt, und je Vertiefung wurden je 100 uL einer Probe aufgetragen.

Parallel dazu wurde eine Positivkontrolle mitgefihrt.

Die Platte wurde bei Raumtemperatur 1 h auf dem Horizontalschiittler
inkubiert und anschlieffend mit dem Plattenwascher (Programm M/ELI) mit

Waschpuffer gewaschen.

Nach der Durchftthrung des Toxin-ELISAs entsprechend des Hersteller-
Protokolls erfolgte eine photometrische Messung des Substratumsatzes bei

450 nm im Plattenphotometer.

Der Nachweis eines Toxins galt als gesichert, wenn neben der Positivkontrolle
auch das Probenmaterial bei der photometrischen Messung die Differenz zwi-

schen Antitoxin-Vertiefung und Kontroll-Vertiefung mehr als 0,100 erreicht.

3.6.3.3 C. perfringens-Multiplex-PCR
3.6.3.3.1 DNA-Isolierung

Den beiden RCM-Roéhrchen als 1-d- und 1-d-60 °C-Probe wurden zur DNA-
Isolierung jeweils 1 mL der gemischten Flissigkeit entnommen und in
2-mL-SafeLock-Reagiergefafie tiberfihrt. Es folgte die DNA-Isolierung (siehe
3.6.2.3.2).
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3.6.3.3.2 PCR

Von dem im 37 °C-Wasserbad aufgetauten und gemischten DNA-Uberstand
wurden 3 uL in ein PCR-Reagiergefafd gegeben und mit 47 uL des frisch herge-
stellten PCR-Mastermixes versetzt. Parallel zur Probe wurde eine Positivkon-
trolle aus den Stdmmen C. perfringens B mit den Toxinen a,  und e (IBT
1038), C. perfringens E mit Enterotoxin und {-Toxin (IBT 76), und
C. perfringens mit den Toxinen o und B2 (IBT 3785) als Poolprobe analysiert.

Die Bestimmung der Toxingene fur o-, B-, B2-, &-, Entero- und i-Toxin beruhte
auf einer von Baums et al. (2004) entwickelten und auf die vorhandenen

Laborgeréate optimierten Multiplex-Methode.

Tab. 23: Primer fur die C.-perfringens-Multiplex-PCR

Toxin  Primer Sequenz (5“3 Prodl(lé{l‘;;grdﬁe
CPA5 L AGT CTA CGC TTG GGA TGG AA 900

a
CPA5 R TTT CCT GGG TTG TCC ATT TC
CPB L TCC TTT CTT GAG GGA GGA TAA A

B CPB R TGA ACC TCC TAT TTT GTA TCC CA 611
CPB2 L CAA GCA ATT GGG GGA GTT TA

B2 CPB2 R GCA GAA TCA GGA TTT TGA CCA 200
CPETX L TGG GAA CTT CGA TAC AAG CA

€ CPETX R TTA ACT CAT CTC CCA TAA CTG CAC 396
CPE L GGG GAA CCC TCA GTA GTT TCA

Entero 233
CPE R ACC AGC TGG ATT TGA GTT TAA TG

) CPIL AAA CGC ATT AAA GCT CAC ACC

! CPIR CTG CAT AAC CTG GAA TGG CT 293

Pro Probe wurde ein 50-uL-Reaktionsansatz hergestellt. Die Einzelkom-
ponenten wurden zu diesem Zweck aufgetaut, griindlich durchmischt und bis
zur Verwendung kuhl gelagert. Die Primer lagen in einer Konzentration von
100 pmol/L vor. Der Reaktionsansatz wurde nach dem Pipettieren ebenfalls

grindlich durchmischt und ktihl gelagert.
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Tab. 24: Zusammensetzung eines 50-pL-Reaktionsansatzes einer C.-perfringens-Multiplex-PCR

Komponenten Volumen

SuperHOT Mastermix (2x) 25 uL

MgClz (100 mM) 1,65 uL

Primer je 1,0 uL CPAS L und CPAS R

je 1,0 uL CPB L und CPB R

je 1,0 uL CPE L und CPE R

je 0,1 uL CPETX L und CPETX R

je 0,1 uL CPI L und CPI R

je 0,1 uL CPB2 L und CPB2 R
steriles Wasser 16,75 uL

Das Probe-Mastermix-Gemisch wurde im Thermocycler mit dem folgenden

Programm gestartet:

Tab. 25: Thermocycler-Programm fiir die C.-perfringens-Multiplex-PCR

Programmschritt Temperatur / Zeit
initiale Denaturierung 94 °C / 5 min
Denaturierung 94 °C / 1 min
Annealing 55°C / 1 min
Elongation 72 °C / 1 min
Zyklenanzahl 35

abschlieffende Elongation 72 °C / 5 min

Nach Beendigung des Programms wurden die Proben automatisch im Gerét
auf 4 °C abgektihlt, direkt zum Nachweis der PCR-Produkte in die Gelelektro-

phorese gegeben oder héchstens tiber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt.

3.6.3.3.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde anschliefend analog zu dem in Abschnitt

3.6.2.3.6 dargestellten Verfahren  durchgefihrt und  ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Struktur der Studienpopulation

Die rdumliche Verteilung der Fall- und Kontrollbetriebe erstreckte sich in
Mecklenburg-Vorpommern auf die Landkreise Bad Doberan (seit 04.09.2011
Landkreis Rostock) und Nordwestmecklenburg. Die Verteilung auf die
einzelnen Landkreise war zufallig. Die Betriebe wurden in der Reihenfolge ih-
rer Datenerhebung als Fallbetrieb (FB) oder dazugehoriger Kontrollbetrieb (KB)

fortlaufend nummeriert.

Tab. 26: Einordnung der Fall- und Kontrollbetriebe in die Landkreise Mecklenburg-Vorpom-

merns
Fallbetriebe Kontrollbetriebe Landkreis MV
FB 1 KB 1 Bad Doberan
FB 2 KB 2 Nordwestmecklenburg
FB 3 KB 3 Bad Doberan

Im Rahmen der Fall-Kontrollstudie wurden, mit einem Matching-Verhéltnis
von 1:1, drei Falle und drei Kontrollen in die Erhebung einbezogen, von denen
abgeschlossene Fragebdgen vorlagen. Alle Daten wurden in der Zeit von
August bis Dezember 2010 erhoben. Es wurden insgesamt sechs Interviews
mit den betriebsverantwortlichen Personen geflihrt.

Die Auswertung der Fragebogen und Ausfihrungen zu den Ergebnissen der
klinischen und bakteriologischen Untersuchungen erfolgten im Hinblick auf

den Vergleich der beiden Gruppen.

Der Kontrollbetrieb KB 3 musste teilweise gesondert betrachtet werden. Ob-
wohl er nach den vorausgesetzten Kriterien als Kontrollbetrieb eingestuft wor-
den war, sprach das Pflegepersonal zum Zeitpunkt der Probenahme von einer
kaum wahrnehmbaren ,gesundheitlichen Verdnderung im Bestand®. Zwar liefs
sich die Beobachtung vor Ort klinisch nicht belegen, die vorliegenden Ergeb-

nisse wurden aber auch im Hinblick auf diese Feststellung betrachtet.
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4.2 Betriebsstruktur

4.2.1 Bestand Milchvieh

In den Betrieben, in denen der Verdacht auf viszeralen Botulismus bestand,
betrug die Anzahl des Milchviehs durchschnittlich 563 Tiere, wahrend in den
Kontrollbetrieben der Bestand des Milchviehs durchschnittlich 545 Tiere grofs
war. Davon betrug der durchschnittliche Anteil der zu melkenden Kiihe bei
den Fallbetrieben 246 Tiere und bei den Kontrollbetrieben 230 Tiere. Die Zahl
der Trockensteher belief sich auf 35 bzw. 38 Tiere und die Zahl der Jungrinder
auf 282 bzw. 277 Tiere.

Tab. 27: Anzahl an gehaltenem Milchvieh in den Fall- und Kontrollbetrieben

melkende Ktihe Trockensteher Jungrinder
Falle Kontrollen Falle Kontrollen Falle Kontrollen

N 3 3 3 3 3 3
arithm. Mittel 246 230 35 38 282 277
Median 274 242 29 43 335 310
o 120 45 23 16 133 95
VarK [%] 49 20 65 42 47 34
Minimum 114 180 16 20 130 170
5 %-Quantil 130 186 17 22 151 184
95 %-Quantil 342 265 57 50 376 346
Maximum 350 268 60 51 380 350

o - Standardabweichung, VarK - Variationskoeffizient

Sowohl bei den Féllen als auch bei den Kontrollen war die Rasse der Holstein-

Schwarzbunten mit jeweils mindestens 95 % am haufigsten vertreten.

Tab. 28: prozentuale Verteilung der Rassen bei Fallen und Kontrollen

Anteil Rinderrasse [%]

Rasse FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Holstein-Friesian 100 100 95 95 100 100
Rotbunt 0 0 0 0 0 0
Fleckvieh 0 0 0 0 0 0
Andere 0 0 5 5 0 0

Gesamt 100 100 100 100 100 100
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4.2.2 Weitere Tierhaltung

In den beprobten Gruppen wurde jeweils fast ausschlieflich Milchviehhaltung
betrieben. Im Fallbetrieb FB 2 wurden zusatzlich 52 Mutterktihe, im Fallbe-
trieb FB 3 aufSerdem 500 Schweine gehalten. Es ist davon auszugehen, dass
die Haltung weiterer Tiere neben dem Milchviehbestand nur sporadisch und

gestreut vorkommt.

4.2.3 Haltung und Reproduktion

Die zu melkenden Tiere wurden grofdtenteils ausschliefSlich im Stall gehalten.
Nur im Fallbetrieb FB 2 und dem dazugehoérigen Kontrollbetrieb KB 2 fand
eine Haltung im Stall und auf der Weide statt. In allen Betrieben beider

Gruppen stammten die Tiere aus eigener Nachzucht.

4.2.4 Leistungsdaten

Die prozentuale Remontierungsrate betrug bei einer durchschnittlichen Nut-
zungsdauer von 2-4 Jahren Uberwiegend 30-40 %. Ein Fallbetrieb lag mit
einer Rate von mehr als 40 % Uber dem Durchschnitt, ein Kontrollbetrieb lag
mit weniger als 30 % darunter. Die durchschnittliche Remontierungsrate im

Bereich des Landeskontrollverbandes betrug 35,6 %.

Tab. 29: Leistungsdaten der Fall- und Kontrollbetriebe

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Remontierung [%] 30-40 30-40 30-40 <30 > 40 30-40
Nutzungsdauer [a] 2-4 <2 2-4 2-4 2-4 2-4
Zwischenkalbezeit [d] 430 397 420 400 422 403

Die mittlere Zwischenkalbezeit lag in den Fallbetrieben bei 424 Tagen, in den

Kontrollbetrieben dagegen deutlich darunter bei nur 400 Tagen.
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4.2.5 Milchleistung

Alle untersuchten Betriebe nahmen an der monatlichen Milchleistungs-
prufung (MLP) des Landeskontrollverbandes Mecklenburg-Vorpommern e.V.
(LKV) teil, so dass die erhobenen Daten zur Milchleistung der Herde fir die
Beurteilung der Betriebe genutzt werden konnten. Da im Zuge dieser Pilot-
studie nur sehr wenige Betriebe betrachtet werden konnten, wurden zur Ver-
meidung des Einflusses von extremen Ausreifsern die Medianwerte anstatt der

arithmetischen Mittelwerte zur Beurteilung der Leistungsdaten herangezogen.

Tab. 30: Milchleistung pro Tier in den letzten 12 Monaten nach Fall- und Kontrollbetrieben

Melkdurchschnitt [kg] in den letzten 12 Monaten

aktuell min max o

FB KB FB KB FB KB FB KB
arithm. Mittel 30,1 28,9 26,3 27,6 31,2 32,6 28,8 30,5
Median 30,2 29,7 25,4 27,2 32,1 32,4 29,8 30,3
o 3,6 1,6 2,0 0,9 3,0 0,6 2,1 0,5
VarK [%] 12,0 5,6 7,4 3,4 9,7 1,8 7,4 1,7
Minimum 26,4 27,0 24,9 27,0 27,8 32,2 26,4 30,2
S %-Quantil 26,8 27,3 25,0 27,0 28,2 32,2 26,7 30,2
95 %-Quantil 33,3 29,9 28,2 28,6 33,5 33,2 30,3 31,1
Maximum 33,6 29,9 28,5 28,7 33,6 33,3 30,3 31,1

Laut Jahresbericht 2010 des zustédndigen Landeskontrollverbandes betrug die
durchschnittliche Milchleistung pro Kuh in Mecklenburg-Vorpommern
8.824 kg/Jahr und speziell fir Schwarzbunte 8.920 kg/Jahr. Das entspricht
28,9 kg/Tag bzw. 29,3 kg/Tag fir Schwarzbunte bei einer angenommenen
Milchleistung von 305 Tagen. Die ermittelten Daten flir die untersuchten
Betriebe lagen grofdtenteils in diesem Bereich, nur die Leistung des FB 2 lag
mit 26,4 kg deutlich darunter. Wahrend bei der Betrachtung der Medianwerte
der aktuelle Melkdurchschnitt bei Fall- und Kontrollbetrieben &hnlich war und
ebenso die Maximal- und Durchschnittswerte, zeigten die Minimalwerte des
Fallbetriebes FB 1 mit 4,9 kg/Tag, des Kontrollbetriebes KB 3 mit 4,1 kg/Tag
und des Kontrollbetriebes KB 1 mit 3,0 kg/Tag die grofsiten Verluste zur
durchschnittlichen Melkleistung, wahrend die anderen Betriebe niedrigere

Verluste aufwiesen.

Der Zellgehalt in der Milch gilt als wichtiger Indikator der Eutergesundheit.
Zum einen dient dieser Parameter zur Beurteilung der Milchqualitit, er hat

aber auch Bedeutung als diagnostischer Wert. Bei den somatischen Zellen in
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der Milch handelt es sich tiberwiegend um Leukozyten und einen kleinen An-
teil an epithelialen Zellen. Ein Grenzwert von 100.000 Zellen/mL wird zur
Unterscheidung zwischen gesunden und erkrankten Tieren herangezogen.
Hohe Zellzahlen beeintrachtigen die Milchleistung und fihren zu Ver-
arbeitungsschwierigkeiten durch die verdnderte Milchzusammensetzung. Ent-
sprechend Abschnitt 4 § 14 der Tierische Lebensmittel-HygieneVerordnung
(2007 (letzte Anderung 12. November 2010)) und § 2 Absatz 10 der Milchgtite-
Verordnung (1981 (letzte Anderung 01.01.2011)) gilt Rohmilch mit einer
Zellzahl von > 400.000 Zellen/mL als nicht verkehrsfahig.

Tab. 31: Zellzahl (nach MLP) in den letzten 12 Monaten nach Fall- und Kontrollbetrieben

Zellzahl [in Tausend/ml] in den letzten 12 Monaten

aktuell min max o]

FB KB FB KB FB KB FB KB
arithm. Mittel 276 240 223 173 389 375 285 263
Median 267 192 223 166 377 397 288 270
o 22 137 27 66 55 146 36 114
VarK [%] 8 57 12 38 14 39 12 43
Minimum 259 134 196 111 341 219 248 146
S %-Quantil 260 140 199 117 345 237 252 158
95 %-Quantil 298 375 246 234 442 497 316 364
Maximum 301 395 249 242 449 508 319 374

Die Milchgtite-Verordnung sieht nach § 3 eine Einordnung in die sogenannte
»S>-Klasse® vor, wenn neben anderen Parametern die Zellzahl im geometrischen
Mittel Giber drei Monate unter 300.000 Zellen/mL liegt. Das zuséatzliche Gite-
siegel des LKV Mecklenburg-Vorpommern wird fur Milch vergeben, deren
Zellzahl im geometrischen Mittel tiber drei Monate 250.000 Zellen/mL und in
den Einzelwerten 400.000 Zellen/mL nicht Giberschreiten darf. Die durch die
MLP ermittelten Zellzahlen unterschritten bei keinem der untersuchten Be-
triebe 100.000 Zellen/mlL, die als Indiz fir einen gesunden Betrieb gelten. Im
Durchschnitt lagen die Werte allerdings knapp unter der Marke von
300.000 Zellen/mL, wodurch nach diesem Kriterium eine Einordnung in die
~S-Klasse® vorgenommen werden koénnte. Die Kriterien flir das Gutesiegel des
LKV erfulllten diese Milchen jedoch nicht. Dort lag im Jahr 2010 die Zellzahl
durchschnittlich bei 224.000/mL. Abgesehen von den Maximalwerten lagen
die Fallbetriebe mit ihren Zellzahlen 18.000-75.000 Zellen/mL hoher als die
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Kontrollbetriebe. Dort wurden die stark tiberschreitenden Maximalwerte durch

KB 3 verursacht.

Der Fettgehalt der Milch spiegelt die Versorgung mit Energie und strukturier-
ter Rohfaser wider und bewegt sich in einem Bereich zwischen 3,5 und 5,0 %.
Unterschiede sind in der Rinderrasse und Futterung begriindet oder durch
jahreszeitliche Schwankungen bedingt. Die Schwankungen sollten aber 0,5
Prozentpunkte nicht tiberschreiten. Die Fltterung der Tiere hat einen direkten
Einfluss auf die chemische Zusammensetzung der Milch und des Fett-
sduremusters (Stidekum, 2010). Entsprechend dem Anteil an Fett in der Milch
ist ein ausreichend energielieferndes Grund- und Kraftfutter Voraussetzung.
Der jeweilige Fettgehalt ist ein mafigeblicher Bestandteil des Auszahlungs-

preises der Milch.

Tab. 32: Fettgehalt der Milch in den letzten 12 Monaten nach Fall- und Kontrollbetrieben

Fettgehalt [%] in den letzten 12 Monaten

aktuell min max o

FB KB FB KB FB KB FB KB
arithm. Mittel 4,05 3,85 4,02 3,51 4,87 4,29 4,35 3,90
Median 3,89 3,82 3,89 3,62 4,86 4,30 4,30 3,88
o 0,28 0,25 0,23 0,35 0,12 0,07 0,10 0,18
VarK [%] 6,98 6,40 5,74 9,92 2,47 1,66 2,40 4,51
Minimum 3,89 3,62 3,89 3,12 4,75 4,21 4,28 3,74
5 %-Quantil 3,89 3,64 3,89 3,17 4,76 4,22 4,28 3,75
95 %-Quantil 4,33 4,08 4,25 3,77 4,98 4,35 4,45 4,07
Maximum 4,38 4,11 4,29 3,79 4,99 4,35 4,47 4,09

Im Prufbereich des LKV Mecklenburg-Vorpommern betrug im Jahr 2010 der
durchschnittliche Fettgehalt der Rohmilch aller Rassen 4,11 %. Insgesamt
produzierten schwarzbunte Kiihe, die auch in den hier untersuchten Betrie-
ben zu 95-100 % gehalten wurden, Milch mit einem durchschnittlichen Fett-
gehalt von 4,09 %. Der Median der aktuellen Fettgehalte beider untersuchten
Gruppen lag mit 3,89 bzw. 3,82 % deutlich unter 4,00 %. Die Durchschnitts-
fettgehalte der letzten zwolf Monate betrugen in den Fallbetrieben 4,30 %, in
den Kontrollbetrieben aber nur 3,88 %. Es liefs sich feststellen, dass im Ver-
gleich zu den durchschnittlichen Werten der letzten zwolf Monate die prozen-
tualen Fettgehalte in den Fallbetrieben grundséatzlich gesunken sind, wahrend

die Fettgehalte in den Kontrollbetrieben, bis auf eine Ausnahme, im gleichen
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Zeitraum angestiegen sind. Das liefS auf einen Einbruch der Fettsyntheserate

bei den Milchktihen der Fallbetriebe schliefSsen.

Das Milcheiweifs ist der zweite qualitats- und preisbestimmende Inhaltsstoff
der Milch. Seine Bedeutung steigt durch die Vielzahl der Verwendungsmog-
lichkeiten und neuer Produkte in der Lebensmittelindustrie und wird in immer
starkerem Mafie ausschlaggebend fir den Wert der abgelieferten Milch. Der
Anteil an Milcheiweifs betragt zwischen 3,0 und 3,8 %. Die Gehalte in der
Rohmilch variieren wie auch der Fettgehalt je nach Rasse, Fitterung und
Jahreszeit. Bei einem niedrigen Eiweifsgehalt steht den Mikroorganismen nicht
genligend Energie fiir die Proteinsynthese im Pansen zur Verfiigung. In sol-
chen Féllen sollte die Proteinverdaulichkeit und die Versorgung mit leicht ver-

daulichen Kohlenhydraten tiberprift werden.

Tab. 33: Eiweifsgehalt der Milch in den letzten 12 Monaten nach Fall- und Kontrollbetrieben

Eiweifsgehalt [%] in den letzten 12 Monaten

aktuell min max o

FB KB FB KB FB KB FB KB
arithm. Mittel 3,36 3,30 3,26 3,21 3,58 3,51 3,41 3,38
Median 3,32 3,41 3,31 3,31 3,58 3,50 3,43 3,39
o 0,21 0,26 0,08 0,18 0,05 0,06 0,05 0,08
VarK [%] 6,18 7,97 2,48 5,67 1,26 1,59 1,38 2,23
Minimum 3,17 3,00 3,17 3,00 3,53 3,46 3,36 3,30
5 %-Quantil 3,19 3,04 3,18 3,03 3,54 3,46 3,37 3,31
95 %-Quantil 3,55 3,48 3,31 3,32 3,62 3,56 3,45 3,44
Maximum 3,58 3,49 3,31 3,32 3,62 3,57 3,45 3,45

Der durchschnittliche Eiweifsgehalt der Milch aller Rinderrassen betrug in
mecklenburgischen Betrieben 3,40 % und unterschied sich damit nicht von
den 3,39 % Milcheiweifd bei den schwarzbunten Milchktihen (Mocklinghoff-
Wicke und Zieger, 2005). Auch die im Rahmen dieser Studie untersuchten
Betriebe lieferten Milch, die durchschnittlich 3,43 % Eiweifs fir die Fallbe-
triebe und 3,39 % Eiweifs fir die Kontrollbetriebe aufwies. Es waren keine
Unterschiede zwischen den Fall- und Kontrollbetrieben auszumachen. Aller-
dings lag der Durchschnittswert der letzten zwolf Monate in den Fallbetrieben
ca. 0,1 Prozentpunkte Uber dem aktuellen Wert, wihrend sich diese beiden
Werte in den Kontrollbetrieben kaum unterschieden. Betrachtete man den

Kontrollbetrieb KB 3 separat, wurde ersichtlich, dass der aktuelle Gehalt an
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Milcheiweifd in diesem Betrieb von durchschnittlich 3,30 % auf 3,00 % stark

gesunken war.

Der Fett/Eiweif3-Quotient gibt eine erste Auskunft tUber die
Stoffwechselsituation der Herde und sollte im Idealfall zwischen 1,1 und 1,5
liegen (Mo6cklinghoff-Wicke und Zieger, 2005). Ein Quotient tiber 1,5 deutet
auf einen hohen Abbau von Kérperfett hin, was eine enorme Belastung des
Stoffwechsels darstellt und die Gefahr einer Ketose birgt. Ein Quotient unter
1,1 deutet auf eine unzureichende Versorgung mit strukturreichem
Grundfutter hin, wodurch der Stoffwechsel in eine azidotische Schieflage
geraten kann. In den untersuchten Fallbetrieben befanden sich die aktuellen
und durchschnittlichen Fett/Eiweif3-Quotienten komplett im mittleren
Idealbereich. In den Kontrollbetrieben lagen sie, mit der Ausnahme des
aktuellen Wertes fir KB 2, ebenfalls im Idealbereich und gaben in beiden
Gruppen keinen Hinweis auf eine veranderte Stoffwechsellage. Im KB 2 sollte

dem Hinweis auf eine azidotische Stoffwechsellage nachgegangen werden.

Tab. 34: Fett/Eiweif’-Quotienten der aktuellen und durchschnittlichen Fett- und Eiweifsgehalte

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
aktuell 1,17 1,23 1,22 1,06 1,23 1,27
o -Werte 1,25 1,27 1,30 1,14 1,27 1,13

Aussagekriftiger fir die Tiergesundheit wird der Eiweifsgehalt in Kombination
mit dem Harnstoffgehalt der Milch, denn dieser spiegelt deutlich das Protein-
angebot im Verhéltnis zur Energieversorgung wider. Bei einer Uber- oder
Unterversorgung der Pansenmikrobiota mit leichtverdaulichen Kohlen-
hydraten akkumuliert das nicht verstoffwechselte Protein und erhéht den
Harnstoffgehalt der Milch. Er sinkt dagegen bei ausreichender Energiever-
sorgung und gleichzeitigem Proteinmangel. Der Harnstoffgehalt sollte im Be-
reich von 150-300 mg/L liegen, im Optimalfall sogar in den engeren Grenzen

von 200-250 mg/L (Mécklinghoff-Wicke und Zieger, 2005).



Ergebnisse 74

Tab. 35: Harnstoffgehalte der Milch in den letzten 12 Monaten nach Fall- und Kontrollbetrieben

Harnstoffgehalt der Milch [mg/L] in den letzten 12 Monaten

aktuell min max o

FB KB FB KB FB KB FB KB
arithm. Mittel 268 221 219 155 281 291 252 237
Median 275 261 238 194 297 277 269 239
o 26 84 41 91 37 27 40 9
VarK [%] 10 38 19 59 13 9 16 4
Minimum 239 123 172 51 239 274 206 228
S %-Quantil 243 138 179 65 245 274 212 229
95 %-Quantil 289 275 246 218 307 318 280 244
Maximum 290 277 238 221 308 322 381 245

Zog man die engeren Grenzwerte fliir die Beurteilung des Harnstoffgehaltes der
Milch heran, so fanden sich kaum Ergebnisse, die innerhalb dieses Bereiches
lagen. Benutzte man allerdings die etwas weiter gefassten Grenzwerte, be-
fanden sich alle Gruppenresultate im Normbereich. Auffillig war der starke
Unterschied zwischen dem arithmetischen Mittel und dem Median der
aktuellen Werte in der Kontrollgruppe, der durch sehr geringe Werte im Kon-
trollbetrieb KB 3 zustande kam. Dort betrugt der aktuelle Harnstoffgehalt
124 mg/L und tuber die letzten zwo6lf Monate der minimalste Wert 51 mg/L
und der maximalste Wert 322 mg/L, so dass sich ein durchschnittlicher Wert
von 228 mg/L ergab, der die grofien Schwankungen des Stoffwechsels in

keinster Weise widerspiegelte.

Bei gleichzeitiger Betrachtung von Eiweifdigehalt und Harnstoffgehalt der Milch
lassen sich Ruckschlisse auf das Futterungsmanagement und evtl. vor-
liegende Erkrankungen ziehen. Zu diesem Zweck werden die Betriebe nach-

folgend einzeln betrachtet.

Tab. 36: Aktuelle und @ -Werte der Eiweifs- und Harnstoffgehalte der Milch pro Betrieb

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Eiweifs aktuell [%] 3,32 3,41 3,58 3,49 3,17 3,00
HST aktuell [mg/L] 239 277 275 261 290 124
Eiweifs o -Wert [%] 3,45 3,39 3,43 3,45 3,36 3,30

HST o -Wert [mg/L] 206 245 281 239 269 228
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Im Fallbetrieb FB 1 befanden sich sowohl Eiweif5- als auch Harnstoffgehalt
aktuell und Uber die letzten zwolf Monate im optimalen Bereich, so dass davon
auszugehen ist, dass die Futterung bzgl. Energie- und Proteingehalt optimal
angepasst war. Im Fallbetrieb FB 2 fanden sich ebenfalls sehr gute Eiweif3-
werte, allerdings waren die Harnstoffwerte leicht erh6ht, so dass evtl. ein Roh-
proteintiberhang im Futter vorliegen kénnte. Zusatzlich kénnte es ein An-
zeichen fiir eine erhoéhte Leberbelastung oder Ovarialzysten sein. Der Fall-
betrieb FB 3 wies sehr niedrige Eiweifigehalte bei gleichzeitig erhéhten Harn-
stoffwerten knapp unter 300 mg/L auf. Hier bestand der Verdacht auf
Futtermangel, vielleicht auch Energiemangel bei gleichzeitigem Proteintber-
schuss. Mogliche Ursachen neben dem Futter konnten Klauenprobleme neben
einer vermutlich starken Leberbelastung sein. Ein Milchleistungsrickgang
konnte aufgrund der stabilen Werte ausgeschlossen werden. Gleichzeitig
waren in diesem Betrieb die Zellzahlen mit durchschnittlich 288.000 Zel-
len/mL so erhoht, dass die Milch nicht mehr das Gttesiegel des LKV Meck-
lenburg-Vorpommern erhalten wiirde. Eine Einordnung in die ,S-Klasse“ nach
der Milchgtite-Verordnung wéire dennoch moglich. Das Gleiche traf fir die
Kontrollbetriebe KB 1 und KB 2 zu. Beide wiesen normale EiweifSgehalte im
Bereich von 3,30-3,80 % auf, wahrend die Harnstoffwerte im Rahmen lagen
oder minimal erhéht waren. Die Fltterung war gut angepasst, es sollte auf
einen moglichen Rohproteintiberhang geachtet werden. Die Ergebnisse fir den
Eiweifdigehalt im Kontrollbetrieb KB 3 lagen aktuell mit 3,00 % unter den Ub-
lichen Werten und auch im Mittel tiber zwolf Monate erreichte der EiweifSge-
halt nur 3,30 %. In Kombination mit dem aktuellen, zu niedrigen Harnstoff-
gehalt bestand der Verdacht auf Energie- und Rohproteinmangel und kénnte
neben einem schlecht eingestellten Futter auf eine Leberbelastung,
(sub)klinische Ketose oder Fruchtbarkeitsstérungen hindeuten. Selbst die
Durchschnittswerte sprachen flir einen Versorgungsmangel. Die erhohten
Zellzahlen von 374.000 Zellen/mL und der starke Milchleistungsriickgang von
31,14 kg auf 27,00 kg bestatigten diese Werte. Insgesamt war festzustellen,
dass bei gleichzeitiger Betrachtung der angenommenen Normalwerte fir Ei-
weifs von 3,3-3,8 % und Harnstoff von 150-300 mg/L Milch alle drei Fall-
betriebe und zwei der Kontrollbetriebe ein zufriedenstellendes Futterungs-

management betrieben.
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Betrachtete man zusatzlich den Kontrollbetrieb KB 3 gegentiber der Fall- und

der Kontrollgruppe, zeigte sich dessen Sonderstellung.

Tab. 37: Milchleistungsdaten von KB 3 im Vergleich zu Fall- und Kontrollbetrieben

Fallbetriebe KB 3 Kontrollbetriebe
Melkdurchschnitt aktuell [kg] 30,2 27,0 29,8
Melkdurchschnitt min [kg] 25,4 27,0 27,9
Melkdurchschnitt max [kg| 32,1 33,3 32,3
Melkdurchschnitt o [kg] 29,8 31,1 30,2
Zellzahlgehalt aktuell [in Tausend/mL] 267 395 163
Zellzahlgehalt min [in Tausend/mL] 223 242 138
Zellzahlgehalt max [in Tausend/mL] 377 508 308
Zellzahlgehalt ¢ [in Tausend/mL] 288 374 208
Fett aktuell [%] 3,89 3,82 3,87
Fett min [%)] 3,89 3,12 3,71
Fett max [%)] 4,86 4,21 4,33
Fett durch [%] 4,3 3,74 3,99
Eiweifs aktuell [%] 3,32 3,00 3,45
Eiweifs min [%] 3,31 3,00 3,32
Eiweifs max [%)] 3,58 3,50 3,52
Eiweif’ o [%)] 3,43 3,30 3,42
Harnstoff aktuell [mg/L] 275 124 269
Harnstoff min [mg/L] 238 51 207
Harnstoff max [mg/L] 297 322 275
Harnstoff ¢ [mg/L] 269 228 242

Wahrend keine Unterschiede in der Melkleistung erkennbar waren, waren die

Zellzahlen sehr hoch und uberstiegen teilweise auch die Werte der Fall-

betriebe. Die Fettgehalte waren gering, entsprachen aber den Werten der

anderen Kontrollbetriebe. Dagegen waren die aktuellen EiweifSwerte sehr

gering, genauso wie die Harnstoffwerte.



Ergebnisse 77

4.2.6 Jahrliche Verlustdaten

Die jahrlichen Verlustdaten wurden dem Herdenprogramm Uber den Zeitraum
der letzten zwolf Monate entnommen. Der Anteil der Abgange wegen Krankheit

umfasste auch das Verenden und die Krankschlachtung.

Tab. 38: jahrliche Verlustdaten (Herdenprogramm) der Fall- und Kontrollbetriebe

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3

Totgeburtenrate [%] 1,00 7,85 9,00 7,00 6,00 7,10

Kalbermortalitat [%] 1,00 5,49 6,00 1,00 8,20 1,10
Abgange Kihe gesamt 30 104 138 57 122 140
Krankheit 20 91 110 30 94 14

mangelnde Leistung 10 13 28 27 28 106
Zuchtviehverkauf 0 20 0 0 0 20

Mit der Ausnahme des Fallbetriebs FB 1 traten in beiden Gruppen Tot-
geburtenraten zwischen 6 und 9 % auf. Auch bei der Kalbermortalitdt wich
FB 1 von den anderen Fallbetrieben ab, die eine durchschnittliche Mortalitat
von 7,1 % aufwiesen. Die Kontrollbetriebe hatten, von KB 1 mit einem
vergleichsweise hohen Wert abgesehen, eine mittlere Ké&lbermortalitdt von
1,05 %. Bei der absoluten Anzahl der Abginge durch Krankheit oder
Leistungsmangel liefd sich keine Gruppierung in Fall- und Kontrollbetriebe
feststellen. Auch bei der Einbeziehung des Verhéltnisses zur Bestandsgrofie
bewegte sich die Menge aller Abginge zwischen 23 und 42 % ohne die

Moéglichkeit einer Einordnung in Falle oder Kontrollen auf Basis dieser Werte.

4.3 Fiitterung
4.3.1 Grunlandbewertung

Eine besondere Aufmerksamkeit musste der Futterung und der Futter-
werbung in den Fall- und Kontrollbestdnden gewidmet werden, da sie sowohl
von den BeflUrwortern als auch von den Gegnern als mogliche oder wahr-
scheinliche Ursache fir das Vorhandensein des Krankheitsbildes des vis-
zeralen Botulismus oder der sog. Multifaktorenerkrankung, wenn auch unter

kontraren Gesichtspunkten, angesehen werden.
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Bei Wiederkduern fungiert Grobfutter als Basis der Futterung, die je nach

gesetztem Leistungsanspruch durch Kraftfutter ergédnzt wird.

Grunland wird direkt als Weideland oder zur Futterwerbung und Herstellung
von Silage genutzt. Um eine gute Silage zu erzeugen, ist neben dem
Silierprozess bereits die Beschaffenheit, Pflege und die Schnittreife des Grin-
landes von enormer Bedeutung. Ein qualitativer Einfluss wird der Uber-
schwemmung des Grinlandes oder dem Besatz mit anderen Tieren zuge-

sprochen.

Tab. 39: Belastung des Griinlandes mit Uberschwemmungen oder Wildtieren

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3

Uberschwemmungen Irrfagfg_g nein urrrllg.eﬁgiegl— nein nein nein
letztmalig 03/2010 / 03/2010 / / /
starke Maulwurf- . . . . . .

belastung ja nein nein ja nein nein

Beweidung mit Schafen nein nein ja nein nein nein

hoher Wildtierbesatz ja ja ja ja ja nein
Schalenwild / / ja ja / /
Schwarzwild / / ja ja /
Niederwild / / ja / / /
Schadnager / / ja / / /
Stare ja ja / / ja /
andere Wildvogel / / / ja / /

Im Méarz 2010 kam es in zwei Fallbetrieben zu Uberschwemmungen des
Griunlandes, wahrend die Flachen der Kontrollbetriebe nicht betroffen waren.
Dies deutete auf einen Einfluss der Uberschwemmungen auf die Qualitat des
zur Futterwerbung genutzten Griinlandes hin. Die héhere Feuchtigkeit kénnte
neben den Inhaltsstoffen auch die mikrobiologische Fauna des Grunlandes
beeinflussen. Zum einen kann durch den Verschluss des Bodens eine
anaerobe Atmosphéare entstehen, zum anderen sind in Uberschwemmungs-
reichen Gebieten meist Entwasserungsgraben vorhanden, deren Aushub
wieder auf die Felder verbracht wird und so zu einer Kontamination mit
unerwunschten Mikroorganismen fihren kann. Eine Maulwurfbelastung
wurde nur in einem Fall- und in einem Kontrollbetrieb angegeben, ebenso
fand nur in einem Fallbetrieb die Beweidung des Grunlandes mit Schafen
statt. Von hohem Wildtierbesatz ihres Griinlandes waren mit Ausnahme des

Kontrollbetriebes KB 3 alle Betriebe betroffen, wenn auch in
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unterschiedlichem Mafse. Wahrend die Betriebe FB 1 und der dazugehorige
KB 1, vermutlich auch wegen der rdumlichen N&dhe, einen hohen Besatz mit
Staren angaben, waren in den Betrieben FB 2 und KB 2 Schalenwild und
Schwarzwild, im Fallbetrieb FB 2 zusatzlich Niederwild und Schadnager und
nur im Kontrollbetrieb KB 2 verschiedene Wildvogel vorzufinden. Auch der
Fallbetrieb FB 3 gab einen hohen Besatz mit Staren an. Im Rahmen der
Vorversuche wurde Vogelkot aus dem Fallbetrieb FB 3 und ein toter Star aus

dem Fallbetrieb FB 1 im Toxin-ELISA positiv auf C. perfringens getestet.

Das Griinland kann fir den Schnitt von Frischfutter, die Herstellung von Heu
oder Silage oder als Weideland genutzt werden. Oft geschieht das auf se-
paraten Flachen; eine Doppelnutzung ist aber ebenso gebrduchlich und birgt
durch das eventuelle Ausscheiden von Krankheitserregern auf spater als

Siliergut genutztem Gras das Risiko von Re-Infektionen.

Tab. 40: Nutzung des Gruinlandes als Schnitt, Weide oder in Kombination

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Schnitt ja ja ja nein ja ja
Flache Schnitt [ha] 35 90 140 / 140 100
Anzahl Schnitte /Jahr 3 4 3 / 3 4
Weide ja nein ja ja ja ja
Flache Weide [ha] 20 / 20 6 40 8
Schnitt & Weide nein nein ja ja nein ja
\F)‘}:f;eliz]hmtt & / / 60 80 / 120
Anzahl Schnitte /Jahr / / 2 3 / 1

Bis auf den Kontrollbetrieb KB 2 nutzten alle Betriebe separates Griinland fir
den Schnitt. KB 2 nutzte fir den Schnitt nur Land, das parallel auch als
Weide diente und der dazugehorige Fallbetrieb FB 2 bediente sich beider
Formen. Bis auf den Kontrollbetrieb KB 1 gaben alle Betriebe an, separates
Grunland als Weideland zu nutzen. Bis auf FB 2 und KB 2 wurde fur die
melkenden Kuhe eine reine Stallhaltung angegeben. Bei der reinen Schnitt-

nutzung wurden drei bis vier Schnitte pro Jahre durchgefiihrt.

Die organische Diingung umfasst das Ausbringen von zumeist Gulle oder Mist
auf die zu dingenden Flachen und ist beztiglich des Stickstoffeintrages und
der Ausbringungstermine streng reglementiert (DiiV, 2006 (letzte Anderung

vom 31. Juli 2009)). Mineralische Dunger sind synthetische Duinger, dessen
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Wirkstofffreisetzung wesentlich schneller als bei organischem Duinger erfolgt
und eine rasche Verfligbarkeit der fehlenden Nahrstoffe bei Mangeler-
scheinungen garantiert. Vergorenes Garsubstrat (engl output) aus
Biogasanlagen ist ein Abfallprodukt bei der Fermentation von organischen
Stoffen zur Methan- bzw. Energiegewinnung. Da der Garprozess unter
Luftabschluss stattfindet, ©bieten sich anaeroben Bakterien gute
Voraussetzungen zur Vermehrung. Durch die Fahigkeit der Clostridien Sporen
zu bilden, besteht durch die Dingung von Feldern mit Biogasoutput die
Moglichkeit und Gefahr Clostridiensporen in den Boden und auf die Pflanzen
zu verbringen. Durch den Eintrag in das Siliergut ergibt sich fur
Clostridiensporen bei fehlerhafter Silierung die Méglichkeit zum Auskeimen,
Vermehren und zur Toxinbildung. Gelangen Sporen andererseits direkt in den
Verdauungstrakt eines Hochleistungsrindes ohne ausreichende
Konkurrenzflora, sind hier ebenfalls optimale Auskeimungs-, Vermehrungs-
und Toxinbildungsbedingungen denkbar (McLoughlin et al., 1988; Béhnel et
al., 2001b), wie sie bereits fur Gefliigel nachgewiesen wurde (Schettler, 1979;
Trampel et al., 2005).

Tab. 41: Dtingung des Grinlandes in Fall- und Kontrollbetrieben

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Art der Dlingung min. org./min. org./min. org./min. org./min. min.
Einsatz Gulle/Kot nie gelegentl  gelegentl immer gelegentl nie
Schwein / nein nein nein nein nein
Rind / ja ja ja ja nein
Gefltigel / nein nein nein nein nein
Einsatz Fremdgtlle nie nie nie nie nie nie
Schwein / / / / / /
Rind / / / / / /
Gefltigel / / / / / /
Diingung mit Bio- . . . . . .

nie nie nie nie nie nie

kompost
Duiingung mit Bio- . . . . . .

nein nein nein nein nein nein
gasoutput

min. — mineralisch; org. - organisch

Die Dungung erfolgt organisch, mineralisch oder in einer Kombination aus
beiden Arten. In dieser Studie diingten nur der Fallbetrieb FB 1 und der Kon-
trollbetrieb KB 3 ausschliefSlich mineralisch. Alle anderen Betriebe verwandten
eine Kombination aus mineralischer und organischer Dungung, wobei zu
Letzterem ausschliefSlich eigene Rindergulle verwendet wurde. Laut Frage-

bogen wurde in den beprobten Bestidnden weder mit Biokompost noch mit
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Biogasoutput gediingt, die durch die Art ihrer Erzeugung besonders im Ver-
dacht stehen, die Vermehrung von Clostridien, deren Sporenbildung und dem-
zufolge die Entstehung von viszeralen Botulismus zu beglinstigen. Die vorge-
gebene Antwortmoglichkeit ,nein“ suggerierte in der Auswertung, dass zu
keinem Zeitpunkt eine Dungung mit Biogasoutput stattgefunden haéatte.
Tatsachlich wurden aber im Fallbetrieb FB 3 bis vor zwei Jahren Géarreste
einer mit Schlachtabfillen betriebenen Biogasanlage auf die Ackerkulturen
verbracht. Ein Einsatz von Schweine-, Gefliigel- oder Fremdgulle fand nicht

statt.

4.3.2 Bewertung der Silierung (Grassilage)

Durch die Haltbarmachung von Futter ergibt sich die Méglichkeit Nutztiere im
Stall Giber das ganze Jahr hinweg zu versorgen. Unter den Methoden zur
Futterkonservierung hat sich besonders die Fermentation verschiedener
Futtermittel (Silierung) etabliert. Besondere Bedeutung kommt neben der
Optimierung des Konservierungsprozesses auch der Bestimmung des best-
moglichen Erntezeitpunktes des Siliergutes zu, da sich die Verdnderungen im
Nahrstoffgehalt und der Energiekonzentration mengenmaéafiig starker aus-
wirken als die Reduzierung der Verluste durch den Silierprozess, der im
Wesentlichen durch die Einlagerungstechnik bestimmt wird (Richter et al,
2009). Der optimale Schnittzeitpunkt liegt kurz vor dem Rispenschieben der
Hauptgraser, die zu diesem Zeitpunkt einen Rohfasergehalt von unter 25 % in
der Trockenmasse aufweisen. AnschliefSend wlirden Lignineinlagerungen die

Verdaulichkeit und die Futteraufnahme beeintrdchtigen (Anonym, 2011).

Die Schnitthéhe sollte zwischen 5-7 cm gewahlt werden. Zwar steigt der Ertrag
mit sinkender Schnitthéhe an, durch das tiefere Madhen kommt es allerdings
zu einem groéfSeren Eintrag von Schmutz in das Siliergut und damit zu einem
hoheren Asche- und sinkendem Energiegehalt in der Silage. Durch die Ein-
haltung der Mindestschnitthéhe wird der Eintrag von unerwtnschten Sporen
reduziert. Zusatzlich sorgt die Stoppelhéhe fir eine gute Durchliuftung und
unterstiitzt das Vorwelken auf dem Feld. Die Héackselldnge sollte bei Gras-
silage 2,5-5 cm betragen. Kurze Partikel wirken sich positiv auf die

Silierbarkeit, Verdichtbarkeit und die Mischbarkeit aus, andererseits wird
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durch die Héacksellange auch die Strukturwirkung der Ration bestimmt

(Spiekers, 2004).

Die luftdichte Abdeckung des Silos mit Folie ist von zentraler Bedeutung, da
nur unter anaeroben Bedingungen eine adaquate Fermentation stattfinden
kann und Hefen und Schimmelpilzen keine Wachstumsmoéglichkeit geboten
wird. Das Benutzen einer Unterziehfolie hat sich in der Praxis ebenfalls be-
wahrt. Zum Beschweren der Abdeckfolien werden Silosidcke, Reifen oder Netze
verwendet. Durch den Einsatz der heutigen Ernte- und Einlagerungstechnik
sind Silobreiten von 6-7 m erforderlich. Geringere Breiten ermoglichen aber
einen schnelleren Vorschub, der dem Wachstum von Hefen und Schimmel-
pilzen an der Oberflache der Silage zuvorkommt. Durch ein optimiertes Silo-
management kann einer Beeintrdchtigung der Leistung der Tiere, der Tier-
gesundheit und der Qualitdtsminderung tierischer Lebensmittel begegnet

werden.

Die Mehrzahl der untersuchten Betriebe benutzte ausschliefSlich ein Fahrsilo.
Nur der Fallbetrieb FB 2 und der Kontrollbetrieb KB 3 stellten auch Ballen-
silage her. Zwar zeichnet sich diese Lagerungsform durch bessere Handhab-
barkeit und geringere Verluste aus, das Auftreten von Kondenswasser kénnte
die Géarsduren in diesem kleinem Volumen aber starker verdinnen und
Schadorganismen Vorschub leisten. In den Fahrsilos lagen die Schnittlangen
durchschnittlich im empfohlenen Bereich zwischen 5-7 cm, nur der Kontroll-
betrieb KB 2 schnitt sein Gras auf einer Hohe von 4 cm. Auch die angeratenen
Hacksellangen wurden mit 4-5 cm meist beachtet. Der Fallbetrieb FB 3 lag mit
2 cm etwas darunter, der Kontrollbetrieb KB 1 mit 10 cm weit dartiber. Dies
kénnte sich negativ auf die Verdichtbarkeit auswirken. Fur die Ballensilage
wurde die vorgeschlagene Schnitthéhe von 5-6 cm verwendet, die Hackellange
betrug hier 25-30 cm. Zur Abdeckung des Fahrsilos und zur Herstellung einer
anaeroben Atmosphare nutzten alle Betriebe eine einfache gasdichte Folie,
eine zusatzliche Unterziehfolie und beschwerten die Folien. Im Kontrollbetrieb
KB 1 kamen dazu auch Netze zum Einsatz. Alle Fahrsilos waren mit einer
Bodenplatte ausgestattet. In den Fallbetrieben FB 1, FB 2 und FB 3 und dem
Kontrollbetrieb KB 1 waren keine Seitenwande vorhanden, der FB 2 besafd
aber ein zusatzliches Silo mit Seitenwanden, wahrend die Kontrollbetriebe
KB 2 und KB 3 nur Fahrsilos mit Seitenwdnden aufwiesen. Diese Seitenwande

ermoglichen eine bessere Verdichtung und konnten sich positiv auf die Gér-
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qualitdt auswirken. Die Silobreite variierte zwischen 8 und 18 m und er-
moglichte bedingt durch die unterschiedliche Bestandsgréfse einen durch-
schnittlichen Vorschub von ca. 2 m/Woche. So konnte dem Befall mit Hefen
und Schimmelpilzen vorgebeugt werden. Nur im Kontrollbetrieb KB 3 betrug
der Vorschub der Grassilage nur 0,4 m/Woche, wodurch ein Verderb be-
gunstigt wurde. In zwei Fallbetrieben und dem Kontrollbetrieb KB 3 wurde die
Silage mit einem Blockschneider entnommen. Durch die sehr geringe
Lockerung bei dieser Entnahmetechnik kommt es zu einem geringeren Sauer-
stoffeintritt, der mit Nacherwdrmung und Schimmelbildung verbunden ware
(Anonym, 2011). In den anderen Betrieben kamen entweder Frase oder Greif-

zange zum Einsatz.

Tab. 42: Art und Aufbau der Silos in Fall- und Kontrollbetrieben

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Lagerungsform Fahrsilo Fahrsilo Baller.l, Fahrsilo Fahrsilo Ballep,
Fahrsilo Fahrsilo

Schnitthéhe [cm]

Ballen / / S / / 6

Fahrsilo 6 6 5 4 7 6
Héckselldnge [cm]

Ballen / / 30 / / 25

Fahrsilo 5 10 5 5 2 4
Abdeckung Silo

einfache Folie ja ja ja ja ja ja

Unterziehfolie ja ja ja ja ja ja

Beschwerung ja ja ja ja ja ja

anderes / Netze / / / /
Silogeometrie

ohne BP, ohne . . . . . .

SW nein nein nein nein nein nein

mit BP, ohne . . . . . .

SW ja ja ja nein ja nein

rprilatnBP, mit SW, / / ja ja / ja

oW~ Derg / / / / / /
Silomafie

Lange Silo [m] 60 50 20 42 25 40

Breite Silo [m] 8 14 18 13 15,5 12

Hoéhe Silo [m] 2,4 2 1 2 1,8 3
Entnahmetechnik Blockschn. Frase Blockschn. Greifzange Frase Blockschn.
E’ﬁ;"\;’gzﬁ?b 2,5 2 2 2 2 0,4

BP — Bodenplatte, SW — Seitenwénde, Blockschn. - Blockschneider
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Durch eine Probenahme und die sensorische Beurteilung der Silage beztiglich
Farbe und Geruch lasst sich bereits vor Ort der Siliererfolg und die Géar-
qualitat beurteilen. Die Verschmutzung der Ernte ist meist von der Schnitt-
hoéhe des Grases abhédngig, da durch tiefes Mdhen Boden, Fremdkoérper und
Schaderreger in das Schnittgut gelangen. Der Verschmutzungsgrad gibt oft-
mals schon Auskunft Giber die Qualitit der daraus entstehenden Silage. Bei
der Einsilierung selbst kénnen aerobe Garschédlinge wie Essigsdurebakterien,
Schimmel- und Féaulnispilze die Futterqualitdt beeinflussen. Neben enormen
Nahrstoffverlusten kann das Futter geschmacklich beeinflusst werden und
Mykotoxine koénnen dem Tier schaden. Durch eine Verdichtung mit
Schleppern, Radladern oder Walzen werden Lufteinschltisse herausgearbeitet,
die durch ihren Sauerstoffgehalt den Verderb der Silage begiinstigen kénnen.
Dies ist wichtig fur die Garqualitit, aber auch die Haltbarkeit der Silage nach
dem Offnen des Silos. Die Verdichtbarkeit ist abhingig vom Siliergut und
dessen Trockenmassegehalt (TM). So sollte Grassilage mit einem TM-Gehalt
von 20 % eine Dichte von 160 kg TM/m? erreichen und eine 40%ige Grassilage
sogar 240 kg TM/m3. Besondere Beachtung ist den Randbereichen zu

widmen, da diese meist nur ungentigend verdichtet sind.

Grundsatzlich ist es bei Einhaltung der Silierregeln moglich, eine Silage ohne
Hilfsmittel zu erzeugen. Inzwischen werden Silierzusatze aber auch strategisch
eingesetzt um den Garverlauf, die Haltbarkeit unter Lufteinfluss, die Futter-
aufnahme und Verdaulichkeit zu verbessern, den Garsaftverlust zu reduzieren
und/oder das Vermehren von Clostridien zu verhindern. Die Siliermittel ba-
sieren entweder auf Bakterienkulturen (biologische Siliermittel) oder chemi-
schen Verbindungen (chemische Siliermittel), die besonders unter erschwerten
Bedingungen fiir eine gute Silagequalitat sorgen sollen. Die durchschnittliche
Silierdauer betragt sechs Wochen. Der Zeitpunkt, an dem das Silo geotffnet
wird, bestimmt die aerobe Stabilitdt. Je langer ein Silo geschlossen bleibt,
umso ausgereifter ist die Silage und umso geringer ist das Risiko der Nacher-
warmung. Wird das Silo friither gedffnet, ist mit einer geringeren Haltbarkeit zu
rechnen, was bei zligigem Verbrauch unproblematisch ist (Thaysen, 2011a).
Eine Methode um den Vorschub zu beschleunigen, ist der Gebrauch von
Sandwichsilos. Dort werden Mais und Gras in Schichten tibereinander ein-
siliert, wodurch sich das Problem der Nacherwdrmung verringert, weil nur ein

Silo im Anschnitt sein muss (Richter et al., 2009).
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Sensorisch lasst sich die Silage auf optische Abweichungen wie Verfarbungen
oder Schimmel und auf geruchliche Abweichungen, die auf einen Schimmel-
(muffig) oder Clostridienbefall (ranzig) hindeuten, priifen. Eine visuelle Uber-
prufung der Folie auf eventuelle Beschadigungen kann Silierfehler aufdecken.
Verschimmelte Bereiche finden sich besonders haufig an Silowdnden, da an
dieser Stelle durch Luft- und Feuchtigkeitszutritt ein geeignetes Klima flr das

Wachstum von Schimmelpilzen herrscht (Richter et al.,, 2009).

Tab. 43: Bewertung der Silierung

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Verschmut- mittel unauf- unauf- unauf- mittel unauf-
zung fallig fallig fallig fallig
Silierzusatz chemisch biologisch bio/chem chemisch biologisch biologisch
Sandwichsilo nein nein nein nein nein nein
Verdichtun ausrei- ausrei- ausrei- ausrei- nicht ausrei
g chend chend chend chend ausreichend chend
Silierdauer
(Wochen) 12 8 6 6 1 16
legzzlvse(;?ﬁung ja nein nein nein nein nein
Verfarbung ja / / / / /
Schimmel nein / / / / /
geruchliche ja nein nein nein nein nein
Abweichung J
muffig nein / / / / /
ranzig ja / / / / /
beschadigte . . . . . .
Abdeckung nein nein nein nein nein nein
. hohe .
sonstiges / / Feuchtigkeit / Nacherwarmung /
Feldgras
Bemerkungen sehr nass,
/ / o / / /
geruchlos

Die Verschmutzung der Ernte wurde in den Fallbetrieben FB 1 und FB 3 mit
»>mittel“ angegeben. In den anderen Betrieben wurde die Verschmutzung der
Ernte als unauffallig eingestuft. Silierhilfsmittel kamen sowohl in den Fall- als
auch in den Kontrollbetrieben zum Einsatz. In den Kontrollbetrieben KB 1,
KB 3 und im Fallbetrieb FB 3 wurden rein biologische Zuséatze verwendet, der
Fallbetrieb FB 2 verwendete eine Kombination aus biologischen und chemi-
schen Siliermitteln und die Betriebe FB 1 und KB 2 benutzten rein chemische
Zusatze. Dies wird von der DLG nur far schwer silierbares Futter empfohlen,
was Ruckschlusse auf die Beschaffenheit des Siliergutes zulief3. Die Verdich-

tung wurde nur im Fallbetrieb FB 3 als nicht ausreichend beschrieben. Die
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Silierdauer lag in den meisten Betrieben zwischen 6 und 16 Wochen, nur der
Fallbetrieb FB 3 6ffnete bereits nach einer Woche das Silo und setzte so die
aerobe Stabilitat herab, die zusammen mit der ungentigenden Verdichtung zur
Nacherwarmung der Silage fUhrte. Optische und geruchliche Abweichungen
allerdings wurden nur im Fallbetrieb FB 1 beschrieben. Dort waren Verfar-
bungen und ein ranziger Geruch wahrnehmbar. Im Fallbetrieb FB 2 wurde
zusatzlich angegeben, dass die Silage eine hohe Feuchtigkeit besafs, die aus
dem sehr nassen Feldgras resultierte. Dies kénnte eine Buttersauregarung be-

gunstigen, da der Silierverlauf abgepuffert wird.

4.3.3 Futtermitteluntersuchung der Grassilage

Parallel zu den sensorischen Prufungen vor Ort wurde die Grassilage fur
Frischmelker und Hochleistungstiere im Labor chemisch und mikrobiologisch

analysiert.

Der Trockenmasseanteil (TM) einer hochwertigen Silage wird mit 30-45 % an-
gegeben. An ihm orientieren sich alle weiteren Parameter, wie z. B. der pH-
Wert. Dieser sollte fir eine Grassilage mit weniger als 30 % TM unter 4,0
liegen, bei einer TM von 30-35 % weniger als 4,5 und bei mehr als 45 % TM
weniger als 5,0 betragen (DLG, 2006). Der Rohaschegehalt beschreibt den An-
teil an anorganischen Mineralstoffen und sollte nicht tiber 10 % liegen, da er
auch Auskunft Giber den Grad der Verschmutzung und unverdauliche Sand-
anteile gibt. Mit steigendem Rohaschegehalt sinkt der Energiegehalt der Si-
lage. Der Rohproteingehalt ist abhdngig von Standortbedingungen, der
Pflanzenzusammensetzung, der Dingung und dem Nutzungszeitpunkt und
sollte in Abhéangigkeit vom TM-Gehalt zwischen 15 und 20 % liegen. Beim
Rohprotein von Grasern und Leguminosen wird die ruminale Abbaubarkeit
mit 85 % angegeben (Thaysen, 2011b). Der Rohfasergehalt beschreibt den
Strukturwert der Silage und ist auch der Mafdstab fiir das Alter der Pflanzen
zum Zeitpunkt der Ernte. Im Pansen wird daraus Essigsadure gebildet, die fur
den Aufbau von Milchfett bendétigt wird. Der Gehalt an Rohfaser sollte 22-25 %
der Trockensubstanz betragen. Aus diesen Inhaltsstoffen sollte sich im
Optimalfall ein Energiegehalt von 6,0-6,4 MJ NEL/kg TM ergeben. Der Anteil
von Ammoniak-Stickstoff am Gesamtstickstoff ist ein Maf fiir den Proteinab-

bau in der Silage und sollte 10 % nicht tibersteigen.
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Fur die Beurteilung der Zusammensetzung der mikrobiellen Fauna einer Si-
lage finden sich in den DLG-Leitlinien zur Grobfutterbewertung keine An-
haltspunkte. In der Broschtire des ,aid infodienst Erndhrung, Landwirtschaft,
Verbraucherschutz“ werden fir Clostridiensporen, Kahmhefen und Schimmel-
pilze jeweils Grenzwerte von 104 KbE/g TM angegeben. Der folgenden Ein-
schatzung der ermittelten Keimzahlen werden Erfahrungswerte von Dr.
Schwagerick zugrunde gelegt. Es wurde die maximale mesophile aerobe
Keimzahl auf 106 KbE/g festgelegt. Enterobakterien sollten einen Wert von
104 KbE/g nicht Uberschreiten, aerobe und anaerobe Sporenbildner jeweils
unter 105 KbE/g, Schimmelpilze unter 102 KbE/mL wund Hefen unter
105 KbE/mL liegen. Der optimale Gehalt an Milchsdurebakterien, die fir die
energetisch gunstiger verlaufende Milchsduregdrung verantwortlich sind,

sollte 107 KbE /mL betragen.

Besonders wichtig war auch die Ermittlung der Mykotoxingehalte in den
Silagen, denn die Symptome einer Mykotoxikose zeigen Ahnlichkeiten zum
klinischen Erscheinungsbild des viszeralen Botulismus. Die Fusarientoxine
Deoxynivalenol (DON) und Zearalenon (ZEA) kommen am héaufigsten vor und
gelten gleichzeitig als Indikatoren fir das Auftreten weiterer Mykotoxine, die
die Giftwirkung verstarken kénnten. Vom BMVEL (2000) wurden fur Milch-
rinder Grenzwerte in Hoéhe von 5,0 mg/kg bei 88 % TM fir DON und
0,5 mg/kg fir ZEA empfohlen, bei deren Unterschreitung die Gesundheit und
Leistungsfahigkeit der Milchrinder nicht beeintrachtigt werden soll. Dies ent-
sprach der Empfehlung der Europaischen Kommission (2006/576/EC), die
zusatzlich fur Ochratoxin A einen Grenzwert von 0,25 mg/kg Futtermittel
empfahl. Da die fir das Rind tolerierbaren Mykotoxingehalte in der Literatur
voneinander abwichen (Hult et al, 1976; Kiessling et al, 1984,
Sreemannarayana et al, 1988), wurden fir diese Fall-Kontroll-Studie ge-
ringere Grenzwerte zur Beurteilung der Mpykotoxinbelastung der Silage
definiert. Fur DON wurden 500 ug/kg, fir ZEA 250 ug/kg und fir Ochratoxin
20 ug/kg festgelegt.
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Tab. 44: Futtermitteluntersuchungen der Grassilage aus Fall- und Kontrollbetrieben

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
TM-Gehalt [g/kg] 324 326 341 321 741 339
pH-Wert 4,2 4,3 4,2 4,6 3,7 3,8
Rohasche [g/kg TM] 139 94 80 97 103 104
Rohprotein [g/kg TM] 204 138 167 188 161 175
Rohfaser [g/kg TM] 241 307 217 207 292 200
ﬁﬁﬁgﬁjﬁgﬁw 6,0 5,6 6,2 6,7 6,2 6,9
NHs-N % ges.N 12 15 4,88 k.A. 3,65 4,68
acrobe Keimzahl 1,5x108  5,5x107 1,0x108 1,5x103  1,0x104  1,5x103
[KbE/g]
Enterobakterien 0 0 5 5 100 5,0x103
aerobe Sporenbildner 1,5x103 3,5x103 5,0x103 500 0 5,0x103
;‘Siigﬁ dner (MPN) 40 4,5x103 5 5 5 5,0x103
Milchs&durebakterien 1,8x104 3,0x107 9,0x105 8,4x106 1,0x105 5,0x103
Schimmelpilze 0 1,5x103 500 500 100 5,0 x103
Hefen 4,4 x104 0 5,5 x105 500 100 1,0 x103
gjeooﬁlﬁ‘gﬁg]ol 134 134 KA. 100 K.A. k.A.
Zearalenon [ug/kg| 20,1 130,5 k.A. 10 k.A. k.A.
Ochratoxin [ug/kg] 12,6 26,5 k.A. 1 k.A. k.A.
BoNT neg. neg. neg. neg. neg. neg.

Abgesehen vom Fallbetrieb FB 3 mit einem TM-Gehalt der Silage von
741 g/kg, produzierten alle Betriebe Silagen mit einem TM-Gehalt von
321-341 g/kg. Die entsprechenden pH-Werte wurden fliir fast alle Silagen, in-
klusive der Silage aus FB 3, eingehalten, die laut dem DLG-Bewertungs-
schema damit 10 Punkte erreichten. Nur der Kontrollbetrieb KB 2, der aber in
der sensorischen Beurteilung der Silage keine Auffalligkeiten aufwies, verflit-
terte eine Silage mit einem etwas erhéhten pH von 4,6 und wiirde nach dem
DLG-Bewertungsschema nur 6,67 Punkte erreichen. Der Gehalt an Rohasche
lag in den Betrieben FB 3 und KB 3 knapp uber 10 %, im FB 1 mit 13,9 %
deutlich dartiber. Fur die Fallbetriebe FB 1 und FB 3 spiegelte dies auch die
vorher beobachtete Verschmutzung des Siliergutes wider. Die Rohproteinge-
halte lagen mit 161-204 g/kg TM im optimalen Bereich, nur der Kontrollbe-
trieb KB 1 lag mit 138 g/kg TM knapp darunter. Dagegen streuten die Roh-
fasergehalte der verschiedenen Silagen sehr stark und lagen nur in den Fall-
betrieben FB 1 und FB 2 im Rahmen. In dem Kontrollbetrieb KB 1 und im
Fallbetrieb FB 3 waren sie erhoht, in den Kontrollbetrieben KB 2 und KB 3
dagegen erniedrigt. Der Energiegehalt zur Milchbildung lag in allen drei Fall-
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betrieben im optimalen Bereich, der Kontrollbetriecb KB 1 lag mit
5,59 MJ NEL/kg TM darunter, KB 2 und KB 3 mit 6,7 bzw. 6,9 MJ NEL/kg
TM dartber. Der Ammoniakanteil am Gesamtstickstoff lag fir die Betriebe
FB 2, FB 3 und KB 3 deutlich unterhalb des Grenzwertes von 10 %. Der
Fallbetrieb FB 1, der bereits sensorische Abweichungen festgestellt hatte,
verzeichnete einen erhéhten Proteinabbau in seiner Silage, ebenso wie der
dazugehorige Kontrollbetrieb. Fur den KB 2 war kein Ammoniakanteil

bestimmt worden.

Innerhalb der mikrobiologischen Untersuchungen zeigte sich ein sehr hetero-
genes Bild. Die mesophile aerobe Keimzahl lag im KB 1 mit 5,5 x 107 KbE/mL
und im FB 2 mit 1,0 x 108 KbE/mL oberhalb des festgelegten Grenzwertes. Die
Zahl der Enterobakterien bewegte sich in allen Betrieben im akzeptablen Be-
reich, wobei der KB 3 die hoéchsten Werte aufwies. Die Zahl der aeroben
Sporenbildner betrug im Hoéchstfall 5,0 x 10° KbE/mL, wadhrend bei den an-
aeroben Sporenbildnern nur im KB 1 und im KB 3 erhohte, aber noch vertret-
bare, Keimzahlen bestimmt wurden. Die ebenfalls schédigenden Schimmel-
pilze waren nur in den Fallbetrieben FB 1 und FB 3 innerhalb der Norm,
wahrend die Hefen im Fallbetrieb FB 2 zusétzlich in starkem MafSe vertreten
waren. Dem entgegen standen nur relativ geringe Mengen an Milchsdure-
bakterien, die im Minimum in der Silage des KB 3 5,0 x 10® KbE/mL betrugen
und nur im Kontrollbetrieb KB 1 einen Maximalwert von 3,0 x 107 KbE/mL

erreichten. So bot sich den Sporenbildnern eine Konkurrenzflora.

Die Beurteilung der Mpykotoxingehalte in den Futtermitteln war nahezu
unmoglich, da diese Werte in den LUFA-Untersuchungen der Betriebe FB 2,
FB 3 und KB 3 fehlten. In den drei anderen Betrieben wurden DON und ZEA
nachgewiesen, allerdings noch in den vertretbaren Grenzen. Ochratoxin
Uberschritt dagegen in der Silage des KB 1 die zulassige Hoéchstgrenze mit
26,5 ug/kg Silage. Keine der untersuchten Silagen wurde positiv auf

Botulinum-Neurotoxine getestet.
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4.3.4 Wasserversorgung

Durch die Art der Wasserversorgung ergeben sich ebenfalls moégliche Eintrags-
quellen fur Krankheitserreger. Oberflichenwasser beispielsweise ist einer
Kontamination durch Voégel oder Wildtiere besonders ausgesetzt. Brunnen-

wasser kann durch Tierkadaver verseucht werden.

Tab. 45: Wasserversorgung der Tiere im Stall und auf der Weide

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Stall Leitung Brunnen Leitung Brunnen Brunnen Brunnen
Weide Leitung k.A. Oberflache Brunnen k.A. Brunnen

Wahrend die Kontrollbetriebe ihre Tiere ausschliefflich mit Brunnenwasser
versorgten, verwendete der Fallbetrieb FB 1 nur Wasser aus dem o6ffentlichen
Wasserleitungsnetz, das der stidndigen Uberwachung unterliegt. Der Fall-
betrieb FB 2 nutzte fur die Versorgung im Stall Leitungswasser und auf der
Weide Oberflaichenwasser. Der FB 3 besafs ebenfalls einen eigenen Brunnen.
Dass die Betriebe KB 1 und FB 3 keine Wasserversorgung fur die Weide an-
gaben, ist irrelevant, da die betroffenen Kiihe ausschliefSlich im Stall gehalten

wurden.

4.3.5 Futterung

Im verwendeten Fragebogen wird weiterhin die Art des Futterungsverfahrens
beschrieben und ob bei der TMR der gepriuften Gruppe sensorische
Abweichungen zu erkennen waren. Alle verwendeten Futter wurden inklusive
einer sensorischen Beurteilung angegeben, da neben der als Hauptursache
des Krankheitsbildes ,viszeraler Botulismus®“ von beiden Parteien angesehenen
Grassilage auch bereits andere Futtermittel fir den Ausbruch von akutem
Botulismus verantwortlich waren (Notermans et al.,, 1981; Wilson et al., 1995;

Yeruham et al., 2003).



Ergebnisse 91

Tab. 46: Futterungsverfahren und verwendete Futtermittel

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Futterungsverfahren ,I:I; l:fri; TMR TMR ’I"I; qus;. TMR TMR
iiﬁ?;;;ﬁ; Abwei- Nein Nein Nein Nein Nein Nein
Maissilage X X X X X X
Grassilage X X X X X X
Pressschnitzel / / X / / /
Biertreber / / / / / /
Ptilpe / / / / / /
Heu X / / / / X
Stroh X X X X X X
Eigengetreide X / X / X /
Zukauf Kraftfutter X X X X X X
sonstiges Futter / X X X / X

In den untersuchten Betrieben wurden weder Einzelvorlagen noch Misch-
rationen, sondern ausschliefSlich Teilmischrationen, in FB 1 und KB 2 tUber
Transponder, geflittert. Dadurch war eine leistungsgerechte Zudosierung von
Kraftfutter méglich. Die Qualitdt der TMR war insgesamt sensorisch nicht zu
beanstanden. Die als risikoreich geltenden Biertreber und Kartoffelptilpe
wurden in keinem der Betriebe verfiittert. In den Fallbetrieben FB 1 und FB 3
und im KB 3 wurden sensorische Abweichungen der Grassilage angegeben.
Der FB 3 gab als Abweichung Nacherwdrmung an, der KB 3 besafs eine sehr
feuchte und feste Silage mit verdorbener Anschnittfliche. Dahinter hatte die
Silage allerdings eine gute Qualitat. Im KB 2 war das zugeflitterte Stroh nicht
von einwandfreier Qualitit. Eigengetreide wurde nur in den Fallbetrieben
zugefuttert. Im Fall von FB 1 wurde Mais verwendet. In den anderen beiden
Fallbetrieben wurde Weizen als Eigengetreide zugefuttert. Als Kraft- und
sonstiges Futter waren Soja, Raps, 20IVer KF, Luzerne, Mais, Leinsamen,
Rohglyzerin, Fett, Mineralstoffe, Sduren zum Konservieren der TMR und

Lebendhefen im Einsatz.
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4.4 Tiergesundheit
4.4.1 Pflege der Tiere und Sanierungsstatus der Herde

Die Tier- bzw. Herdengesundheit wird im Rahmen des Tierarztbesuches tiber-
wacht. Je oOfter ein Besuch stattfindet, umso gréfSer ist die Chance, Krank-
heiten schnell zu entdecken und zu intervenieren. In einer Rinderherde
kommt der Klauenpflege eine grofie Bedeutung zu und sie muss regelmafdig
stattfinden, um die optimale Funktion der Klauen zu erhalten bzw. wiederher-
zustellen. Klauenerkrankungen kénnen zu Leistungseinschridnkungen fiihren,
sind ihrerseits aber auch ein Indiz fir Azidosen, starke Fettmobilisation oder
ein Mangel an Antioxidantien. Mogliche Ruckschlisse auf Haltung und
Futterung machen die Klauenbetrachtung zu einem unverzichtbaren Instru-

ment bei der klinischen Untersuchung eines Tieres.

Das Bovine Herpesvirus 1 (BHV-1) verursacht eine hochansteckende Virus-
Erkrankung, die zu den anzeigepflichtigen Tierseuchen zahlt (TierSeuchAnzV,
1991 (Neufassung vom 19.07.2011); TierSG, 2010). Sie kann als respira-
torische und genitale Entziindung auftreten und verursacht hohe wirtschaft-
liche Verluste. Die Virusinfektion Bovine Virusdiarrhoe/Mucosal Disease
(BVD/MD) zahlt ebenfalls zu den wirtschaftlich bedeutendsten Erkrankungen
des Rindes, da Morbiditat und Letalitdt bis zu 100 % betragen kénnen. Infek-
tionen wahrend der Trachtigkeit fihren zu Fehlbildungen bzw. Aborten der
Frucht. Sie ist ebenfalls anzeigepflichtig. Die Paratuberkulose ist hingegen
yhur“ meldepflichtig. Es handelt sich hierbei um eine chronische Darmer-
krankung bei Wiederkduern, die zunachst trotz guten Appetites zu Ab-
magerung bis hin zur Kachexie fihrt und sich schliefflich in Form von wéass-
rigen Durchfidllen bemerkbar macht. Salmonellose ist eine von Salmonellen
verursachte infektidse Gastroenteritis und fuhrt in der akuten Form zu
Durchfall. In der seltenen chronischen Variante wurden Fehlgeburten, Ge-
lenks- und Euterentzindungen beobachtet. Sie gehért, nur bei Rindern,

ebenfalls zu den anzeigepflichtigen Tierseuchen.

Eine wichtige Rolle bei der Bewertung der Laborergebnisse spielt auch die
Kenntnis Uiber den Impfstatus. Da in dieser Pilotstudie der Fokus auf durch
Clostridien verursachten Problemen lag, wurden in dem Fragebogen nur die

Botulism Vaccine ® von Onderstepoort gegen die C.-botulinum-Typen C und D,
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Bravoxin® von Intervet und Covexin® von Pfizer (beide enthalten Toxoide von
C.-perfringens -Typ A, B, C und D, C. novyi, C. septicum, C. tetani, C. sordellii,
C. haemolyticum und eine inaktivierte C.-chauvoei-Vollkultur) bzw. bestands-
spezifische Impfstoffe aufgefihrt. Als Impferfolg wurde eine Verbesserung des

Krankheitsbildes und Abnahme der Krankheitssymptome bezeichnet.

Tab. 47: Pflege der Tiere und Sanierungsstatus der Betriebe

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Tierarztbesuch  wochentl.  wochentl. wochentl. wochentl. wochentl. wochentl.
Klauenpflege 1/2jahrl. 1/2jahrl. monatl. bei Bedarf 1/2jahrl. 1/2jahrl.
Zustand Klauen lel‘fzililedrfg_ sehr gut  mangelhaft  sehr gut sehr gut sehr gut
BHV-Status frei frei frei frei frei frei
BVD-Status unverd. unverd. unverd. unverd. unverd. unverd.
Para-Tbc Nein Nein Ja Nein Nein Nein
Salmonellose Nein Nein Nein Nein Nein Nein
ICnl’lopsftli%%e%;g Ja Nein Nein Nein Ja Nein
Name Covexin / / / Covexin /
Impferfolg ja / / / ja /

unverd. - unverdachtig

Die Tierarztbesuche fanden in allen an dieser Studie teilnehmenden Betrieben
wochentlich statt. Hinzu kam, dass zwei der Fallbetriebe und zuséatzlich ein
Kontrollbetrieb durch den gleichen Tierarzt betreut wurden. Dadurch scheint
gesichert, dass schon der behandelnde Tierarzt und nicht erst der RGD
Mecklenburg-Vorpommern in der Lage war, eine differenzierte Diagnose be-
zlglich der Probleme in den Fall- und Kontrollbetrieben abzugeben. Die
Klauenpflege erfolgte meist halbjahrlich. Da der Klauenzustand in FB 1 ,nur”
zufriedenstellend war, ware hier eine haufigere Klauenpflege zu empfehlen.
Der FB 2 hatte die Pflege der Klauen auf einen monatlichen Rhythmus ein-
gestellt, um dem mangelhaften Zustand zu begegnen. Ein Zusammenhang mit
eventuell auftretenden anderen Erkrankungen muss geprift werden. Die Be-
stédnde waren durchgangig frei von BHV und unverdachtig auf BVD/MD. Auch
eine Salmonellose wurde in den letzten zwo6lf Monaten weder in den Fall- noch
in den Kontrollbetrieben diagnostiziert. Allerdings wurde im Fallbetrieb FB 2
Paratuberkulose nachgewiesen, die bei der Auswertung der klinischen Ergeb-
nisse berlicksichtigt werden muss. In zwei der drei Fallbetriebe, FB 1 und
FB 3 fand zum Zeitpunkt der Datenerhebung und Untersuchung bereits eine

Impfung mit Covexin® statt, die zu einer Verbesserung der Situation beitrug.
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4.4.2 Klinische Untersuchung

Zur Auswahl von drei Tieren anhand der Botulismusverdachtssymptome
Lahmung, Reaktionsmangel wund schlechter Allgemeinzustand wurde

moglichst eine Leistungsgruppe begutachtet.

Tab. 48: Herdenbeurteilung bzgl. der Problematik des viszeralen Botulismus

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
Tiergruppe 1. LG 1. LG 1. LG alle Frischm.  Frischm.
Apzahl begutacheter 59 90 200 180 16 40
Tiere
Tiere mit Symptomen 10 0 50 1 8 1

1. LG - 1. Leistungsgruppe, Frischm. — Frischmelker

Pro Betrieb wurden drei Tiere mit Botulismusverdachtssymptomen eingehend
klinisch untersucht. Die zu beurteilenden Parameter sollen je nach Eignung
als spatere Anhaltspunkte zur klinischen Diagnostik dienen und lassen sich
in die Gruppen Allgemeinzustand, Verdauung, systemische Symptome und
neuro-motorische Symptome unterteilen. Zusatzlich wird der Kot der begut-
achteten Tiere mikrobiologisch und toxikologisch untersucht. Bei der Beur-
teilung des Allgemeinzustandes gelten ein schlechter bis sehr schlechter
Habitus und Erndhrungszustand, apathisches oder gedampftes Verhalten,
Ataxien und eine untypische Beinstellung bis zum Festliegen als Symptome
fir das Krankheitsbild des viszeralen Botulismus. Bezliglich der Auswirkun-
gen auf das Verdauungssystem wird die Beschaffenheit des Kotes, die Motilitat
des Pansens, das Wiederkauverhalten und die Motilitdt des Darmes beurteilt.
Eventuelle systemische Effekte lassen sich in tropfelndem Harnabsatz, ge-
stauten Venen, Odemen, der Atmung, Entziindungen an Klauen und Gelen-
ken und Muskelatrophie erkennen. Da die BoNTe in die Reizleitung der
Nervenzellen eingreifen, erfolgt die Beurteilung von neuro-motorischen Symp-
tomen und Ausfallerscheinungen besonders ausftihrlich. Zusatzlich wurde der
Kot der untersuchten Tiere auf Clostridien allgemein, C.-perfringens-Toxine,

C. botulinum und BoNTe, auf Salmonellen und Mykobakterien getestet.
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Tab. 49: Anzahl der auffalligen Tiere mit Botulismussymptomatik
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Insgesamt wurden neun Tiere in den Fallbetrieben und neun Tiere in den
Kontrollbetrieben beurteilt. Tiere, bei denen Auffalligkeiten diagnostiziert wur-
den, sind in der Tabelle aufgefiihrt. Einige der Symptome konnten aus ver-
schiedenen Grinden, wie z. B. Festliegen, nicht an allen Tieren untersucht
werden. Aus diesem Grund ist hinter den Betrieben die Zahl der bezliglich

dieses Symptoms beurteilten Tiere vermerkt.

In den Fallbetrieben zeigten drei Tiere ein apathisches oder gedampftes Ver-
halten, ein viertes Tier reagierte nervés und reizbar. Auch im Kontrollbetrieb
KB 1 war ein nervoses und reizbares Tier beobachtet worden. Eines der unter-
suchten Tiere lag fest, so dass die Beinstellung nicht beurteilt werden konnte.
Das Wiederkauverhalten konnte bei den ausgesuchten Tieren wahrend des
Untersuchungszeitraums nicht erhoben werden. Die Tiere waren durch die
Untersuchung zu angstlich, um zu kauen. Aus dem gleichen Grund war die
Beobachtung von auffalligen Lautdufierungen nicht moglich (Schwagerick,
2011a). In den Fallbetrieben lag bei zwei von neun Tieren eine
Pansentympanie vor, bei weiteren finf Tieren waren nur schwache
Pansenkontraktionen auszukultieren, wohingegen in den Kontrollbetrieben
insgesamt bei nur einem Tier eine Pansentympanie festzustellen war. Drei
Falltiere wiesen auch Darmtympanien auf, darunter ein Tier, bei dem auch
schon eine Pansentympanie diagnostiziert worden war. Bei einem weiteren
Tier waren bereits schwache Pansenkontraktionen festgestellt worden, bei dem
dritten Tier war der Pansen ohne besondere Beobachtung geblieben. Auch ein
Kontrolltier wies eine Darmtympanie auf, es handelte sich allerdings nicht um
dasselbe Tier, bei dem die Pansentympanie festgestellt worden war. Als neuro-
motorische Stérungen kristallisierten sich besonders die fehlende
Abwehrbewegung des Kopfes, der fehlende Lidreflex und die
Ischiadikusldhmung heraus. Weitere Symptome traten unregelméafiiger Uber
verschiedene kranke Tiere verteilt, auf, in ihrer Summe aber haufiger als in

den Kontrolltieren.

Der Nachweis von C. perfringens im Kot der klinisch untersuchten Tiere wurde
mithilfe des Toxin-ELISAs und der PCR gefihrt, fir den Nachweis von
C. botulinum wurden als Methoden der Maus-Bioassay zum direkten und in-
direkten Toxinnachweis und die PCR verwendet. Das Vorhandensein von
Clostridien, Salmonellen und Mykobakterien wurde durch METABOVET

bestimmt.
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4.4.3 Bestandsdiagnostik

Zur Erfassung der Herdengesundheit wurden symptomatisch unauffallige
Tiere aus den beteiligten Bestanden der Pilotstudie ausgewahlt und auf ver-
schiedene Parameter im Serum und im Harn untersucht. Die Bestimmung
erfolgte in jeweils funf Tieren zu drei verschiedenen Zeitpunkten; in der
Trockensteherphase (I., 7-0 Tage a.p.), als Frischmelker (II., 0-7 Tage p.p.) und
in der Hochlaktation (III., 6.-8. Woche p.p.). Dadurch konnten auch
spezifische Verdnderungen in den verschiedenen Leistungsphasen erfasst
werden. Die folgenden Grenz- bzw. Optimalwerte der Laborparameter eines
gesunden Tieres sind der Fachliteratur (Furll, 2005; VUW, 2006; Wilczek und
Merl, 2010) und den personlichen langjdhrigen Erfahrungen von Dr.
Schwagerick entlehnt. Durch diese Bestandsdiagnostik kénnen andere

Erkrankungen erkannt oder ausgeschlossen werden.

Die Aspartat-Aminotransferase (ASAT) katalysiert die Umwandlung und den
Abbau von Aminosduren und die Verwertung von Kohlenhydraten. Durch die
Bestimmung der Aktivitat im Serum kann man Ruickschliisse auf den Zustand
der Leber ziehen. Dazu dient auch die Bestimmung der
Glutamatdehydrogenase (GLDH), die im Gegensatz zur ASAT erst in das Blut
gelangt, wenn Leberzellen zerstért werden. Dieses Enzym spielt im Stickstoff-
metabolismus eine grofSe Rolle bei der Freisetzung bzw. Fixierung von Ammo-
nium. Bei Lebererkrankungen sind die Werte dieser beiden Enzyme erhoht.
Der Grenzwert flir ASAT beim Rind betragt 1,33 ukat/L, bei Frischkalbern
1,5 ukat/L. Bei GLDH existieren Grenzwerte zwischen 270 und 330 nkat/L.
Die Werte fur beide Enzyme sind allerdings in der Diskussion, da sie auch in
gesunden Hochleistungstieren haufig tiberschritten werden und deshalb nur

bedingt aussagekraftig sind.

Als bessere Indikatoren fir eine Entgleisung des Stoffwechsels gelten bei
kurzfristig anhaltendem Energiemangel freie Fettsduren (FFS) und bei langer
anhaltendem Energiemangel das Level an Bilirubin, Cholesterin oder
Ketonkérpern wie B-Hydroxybutyrat (BHB) im Serum des Rindes. Freie Fett-
sduren steigen bei Energiemangel und reduzierter Futteraufnahme durch die
Fettmobilisation stark an und liegen bei einem gesunden Tier zwischen 0,1
und 0,9 mmol/L. Bei Frischkalbern wird aufgrund der Ketosegefdhrdung
stattdessen der Gehalt an BHB bestimmt, der zwischen 0,2 und 1,6 mmol/L
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liegen sollte. Ist dieser Wert grofSer als 1,0 mmol/L, deutet dies auf eine Ketose
hin. Durch Leberschadigung und Hamolyse steigen die Bilirubinwerte, die im
gesunden Rind unter 5,0 umol/L und speziell bei Frischkalbern unter
8,5 umol/L liegen sollten, an. Das Cholesterin sinkt dagegen bei
eingeschrinkter Futteraufnahme und Verdauung. Die Werte sollten zwischen
2,0 und 4,5 mmol/L liegen. Durch die Bestimmung des Harnstoffgehaltes
(HST) im Serum lassen sich Aussagen Uber die Proteinversorgung durch das
Futter treffen. Bei einem Defizit finden sich niedrige Werte, hohe Werte deuten
auf Niereninsuffizienz, Energieunterversorgung bzw. Proteintiberschuss hin.

Im gesunden Tier liegen die Werte zwischen 2,5 und 5,0 mmol HST/L.

Neben einer ausgeglichenen Energiebilanz ist auch auf eine ausreichende Ver-
sorgung mit Vitaminen und Mineralstoffen zu achten, da diese oft als
Kosubstrate fir enzymatische Reaktionen von Bedeutung sind und eine grofie
Rolle in komplexen Interaktionen, wie z. B. Transportkanéilen spielen. Das
Vitamin B12 dient als Coenzym im Stoffwechsel der Aminosauren. Damit ist es
ein wichtiger Bestandteil bei der Blutbildung, Zellteilung und bei der Produk-
tion von Neurotransmittern. In der Milchviehhaltung entstehen Probleme in
der Vitamin-B12-Versorgung trotz ausreichender Cobalt-Substitution durch
eine gestérte Pansenfunktion, was zu einer ungentgenden Cobalamin-
Synthese und/oder -Resorption fliihrt. Unspezifische Mangelsymptome sind
Leistungsminderung und Abmagerung. In einer Reihenuntersuchung der
METABOVET Labormedicus GmbH wurden fir Milchkiihe durchschnittliche
Vitamin-B12-Konzentrationen von 94,4 ng/L, bei den Trockenstehern von
109,5 ng/L und bei Frischmelkern von 86,4 ng/L im Serum bestimmt (Wolf
und Schttte, 2010). Der Calciumgehalt im Serum sollte zwischen 2,4 und
2,6 mmol/L betragen, mindestens aber 2,0 mmol/L. Niedrige Werte deuten auf
Hypokalzadmie bis zur Gebarparese hin. Es handelt sich gleichzeitig um eine
Stérung des Phosphor- und Vitamin-D-Haushaltes. Der Gehalt an Phosphor
im Serum des Rindes sollte zwischen 1,55 und 2,2 mmol/L liegen, bei den

Frischmelkern sind auch Werte zwischen 1,26 und 2,5 mmol/L akzeptabel.

Durch die Bestimmung von verschiedenen Parametern im Harn lassen sich
zusatzlich Aussagen Uber die Stoffwechselleistung und den Gesundheitszu-
stand eines Tieres, und in diesem Fall damit Ulber den gesamten Bestand,
treffen. Die Netto-Saure-Basen-Ausscheidung (NSBA) reflektiert z. B. sehr sen-

sibel Futterungseinflisse bzw. —verdnderungen. Pflanzenfresser haben i. d. R.
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einen positiven NSBA-Wert. Bedingt durch die Kaliumausscheidung kann er in
Fastenzustédnden aber stark absinken. Abnahmen der NSBA zeigen azidotische
Belastungen an, Zunahmen alkalotische Zustinde. Verdnderungen in der
Stoffwechsellage werden durch die Betrachtung der NSBA schneller sichtbar
als durch den pH-Wert, da hier bereits die Beanspruchung der Pufferkapazitat
ersichtlich wird (Kraft et al.,, 2005). Je nach Literaturquelle sollte die NSBA
200-220 mmol/L nicht Uberschreiten. Sie korreliert eng mit der Kaliumaus-
scheidung, dient aber auch zur Einschitzung der Gebarparesegefdhrdung bei
hochtrachtigen Kidhen. Die Calciumausscheidung mit dem Harn betragt ca.
0,3-2,5 mmol/L, bei Trockenstehern sogar bis zu 5,0 mmol/L. Die Aus-
scheidung von anorganischem Phosphor sollte im Bereich von 0,1-3,3 mmol/L

und die von Kalium zwischen 150 und 300 pg/L liegen.

Die Analysewerte wurden den Referenzwerten gegenuibergestellt. Da sich der
Ubergang von ,gesund“ zu ,krank® bei den einzelnen Stoffwechselparametern
fliefSend gestaltet, wurde bei der Beurteilung der Ergebnisse ein modifiziertes
Verfahren angewandt. War der Gruppenwert aufSerhalb der Kontrollgrenze lag
eine Gesundheits- bzw. Leistungsgefihrdung vor. Uberschritt der Wert
auflerdem die Toleranzgrenze, war davon auszugehen, dass die Gruppe nicht
mehr zu einer gesunden, leistungsfihigen Population zu rechnen war (Furll,

2005).

Tab. 50: Laboruntersuchungen zur Herdengesundheit (Medianwerte)

FB KB
I 1. IIL. L. 1. 1.
ASAT [pkat/L] 1,18 1,84 1,59 1,33 2,88 1,64
GLDH [nkat/L] 217 331 202 221 190 623
Bilirubin [uM] 3,1 5,2 3,9 3,6 7,2 3,3
FFS/BHB [mM] 0,08 0,70 0,60 0,23 1,01 0,64
HST [mM] 4,47 4,30 5,39 4,00 3,31 4,57
Vit. B12 [ng/L] 93 105 105 122 121 99
Cholesterin [mM] 2,15 2,40 5,64 1,96 2,11 5,20
Calcium [mM] 2,38 2,49 2,52 2,44 2,40 2,38
Phosphor[mM] 2,15 1,75 1,77 2,05 1,60 2,08
Harn
NSBA [mM] 40 160 180 95 65 135
Calcium [mM] 1,10 1,07 0,61 2,22 2,75 1,44
Phosphor anorg. 0,44 0,54 0,53 0,78 0,65 0,69

[mM]
Kalium [mM] 240 313 312 270 213 241
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Die Aktivitdtswerte der ASAT lagen sowohl in den Fall- als auch in den Kon-
trollbetrieben fast ausschlieflich tiber 1,33 ukat/L und waren bei den Frisch-
kalbern am hoéchsten. Die Werte in den Fallbetrieben waren allerdings etwas
niedriger als in den Kontrollbetrieben. Die Werte flir das Enzym GLDH be-
fanden sich in den Tieren beider Gruppen nur widhrend der Hochtrachtig-
keitsphase im Normbereich. In den Fallbetrieben stiegen die Werte direkt nach
der Geburt etwas an, wahrend sich die GLDH-Werte in der Kontrollgruppe erst
in der Hochleistungsphase auf durchschnittlich 623 nkat/L steigerten. Dies
deutete besonders in den Kontrollbetrieben auf eine verstarkte Leberbelastung
wahrend der Laktation hin. Die Bilirubinwerte, die auf Energiemangelzustande
hinweisen koénnten, waren in beiden Betriebesgruppen nur wahrend der
Frischlaktation erhoht und zeigten die Umstellung des Stoffwechsels. Die Be-
stimmung der FFS bzw. Ketonkdérper BHB zeigte nur in der II. Phase im
Kontrollbetrieb KB 3 einen zu hohen Wert, so dass nur dort von einem
Energiemangel ausgegangen werden koénnte. Auch die Harnstoffwerte im
Serum befanden sich zu fast allen Phasen im optimalen Bereich. Lediglich
wahrend der Hochlaktation schien es in den Fallbetrieben zu einer
Energieunterversorgung bzw. Proteintiberversorgung zu kommen. Dies
spiegelte sich fur die Fallbetriebe FB 2 und FB 3 auch bereits in der
Betrachtung der HST-Gehalte der Milch wider. Auch die Vitamin-B12-Gehalte
im Serum waren wahrend der verschiedenen Phasen, aber in
unterschiedlichen Betrieben, zu niedrig, so dass eine Substitution ratsam
ware. Die Cholesterinwerte wichen ebenfalls in der Hochlaktation sowohl in
den Fall- als auch in Kontrollbetrieben nach oben ab. Die Calcium- und
Phosphorkonzentrationen im Serum befanden sich wahrend aller Phasen im

jeweils optimalen Bereich.

Die NSBA im Harn war wahrend der Hochtrachtigkeit in den Fallbetrieben zu
niedrig, aber grundsatzlich in allen Tieren noch im positiven Bereich, wahrend
die Werte der Kontrollbetriebe wahrend der Frischmelkerphase zwar im
Durchschnitt héher waren, aber in den Einzeltieren sogar eine negative Bilanz
zu messen war. Diese niedrigen Werte deuteten auf eine azidotische
Stoffwechselsituation hin. Die Ausscheidung von Calcium und anorganischem
Phosphor verlief in allen Betrieben im Durchschnitt innerhalb der Grenzen,

war bei den Einzeltieren aber besonders wahrend der Hochleistungsphase zu
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niedrig. Die Kaliumausscheidung war in den Fallbetrieben in dieser Zeit

erhoht.

Zusatzlich zu den Untersuchungen laut Fragebogen wurden von den flr die
Bestandsdiagnostik beprobten Tieren vor Ort die Sensorik, der pH-Wert des
Pansensaftes und die Zusammensetzung und Beweglichkeit der Infusorien

bestimmt.

Die Pansenflora und -fauna setzt sich aus verschiedenen Mikroorganismen,
Bakterien, Einzellern (sog. Infusorien) und Pilzen zusammen. Sie sind an den
Abbauprozessen der Nahrungspartikel zu kurzkettigen Fettsduren und an der
Aufrechterhaltung des Pansenmilieus beteiligt. Die Protozoen resorbieren
leicht abbaubare Kohlenhydrate, verringern so einen zligigen Abbau und da-
mit die Gefahr einer Pansenazidose. Gleichzeitig sind sie in der Lage, einige
toxische Futterbestandteile abzubauen oder zu binden. Bei einer hohen Kon-
zentration des Mykotoxins Trypacidin besteht allerdings die Moglichkeit einer
Beeintrachtigung der Pansenfunktion hochleistender Kuhe (Gutteridge et al.,
1969; Richter et al., 2009). Der physiologische pH-Wert im Pansen betragt 5,5
bis 7. Bei niedrigen pH-Werten, die auf eine Pansenazidose hindeuten, werden

Mikroorganismen und Infusorien in ihrer Funktion beeintrédchtigt.

Tab. 51: Sensorische Beurteilung und Zusammensetzung der Infusorien des Pansensaftes

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
hel.l grum, hellgriin, hel.l srun, hellgrtin, hellgriin, hellgriin,
Farbe oliv bis . oliv bis . .
oliv oliv oliv gelb
braun gelb
mild/ ~Oberw. mild, o erbis  mild/ stechend 4
Geruch aber auch . bis mild, .
neutral faulig neutral . faulig
stechend faulig
pH-Wert 5,9 5,4 5,4 6,2 6,1 6,0
Infusorien
kleine= 1 0 1 1 2 1
mittlerea 2 2 2 1 2 1
grofdea 2 0 1 1 2 2
Bewegung?P 2 0 1 1 1 2

a8 Anzahl an Infusorien: O - keine, 1 - wenige, 2 — mittlere, 3 — viele
b Bewegung: O - keine, 1- gering, 2 — mittel, 3 - stark
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Nur sehr wenige Tiere besaflen Pansensaft mit einem neutralen pH-Wert, so
dass die Tiere im Durchschnitt einen niedrigen pH-Wert im Pansen zwischen
5,4 und 6,2 aufwiesen. Die Geruchsproben der Einzelpansenséfte variierten
sehr stark, auffillig war aber der faulige Geruch von sieben Pansensaftproben
im Kontrollbetrieb KB 3. Die Zahl der Infusorien bewegte sich im mittleren
bzw. unteren Bereich und auch deren Beweglichkeit lag nicht im optimalen
Bereich. Hier stach der Kontrollbetrieb KB 1 mit sehr wenigen, leblosen Infu-
sorien negativ hervor. Eine Zuordnung der Betriebe in die Untersuchungs-

gruppen liefSe sich anhand dieser Ergebnisse nicht eindeutig vornehmen.

Weiterhin wurde der Kot der Tiere mit dem Maus-Bioassay auf BoNT gepruft.
Pansensaft und Kot wurden aufSerdem mit der PCR auf C.-perfringens-
Toxingene (o-, B-, B2-, €-, 1-, Enterotoxin) und toxinogene Bakterien der Spezies
C. botulinum (BoNT/A-F), einem ELISA auf C.-perfringens- (a-, B-, €-)-Toxin und
die Seren der Tiere auf Antikérper gegen C. botulinum (Anti-BoNT/A, B, C und
D) Gberpruft.

Tab. 52: Untersuchungen zur Clostridienbelastung im Bestand

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
& 4x E, 1xC, 2xE, 1xF, 1x C,
é C. bot. PCR 2x E, 1xC 1xF,3xC 1xE, 1xC 2% D 6x C2 14x C2
Y 4x 0, 1x B 13x a
n > ’ >
% C. perfr. PCR neg. 4x1 2% E 4x 0, 2x B2 2x a, 2x P2 1xa 3% Bo, 2% &
* C. perfr neg neg neg neg neg neg
ELISA . . . . . .
3x ABE, 3x ABE,
BoNT MBA 4x ABE CD neg. 2% CD neg. neg. 2% CD
¥ C. bot. PCR neg. neg. neg. neg. neg. neg.
e
13x a,
C. perfr. PCR neg. 1x a. neg. 1xa neg. 3x Ba, 2% ¢
C. perfr. neg neg neg neg neg neg
ELISA . . . . . .

Bei der Beurteilung der Ergebnisse war generell zu beachten, dass mit Hilfe
der PCR lediglich der Nachweis eines vorhandenen Toxingens erbracht wurde,
nicht aber die Exprimierung des entsprechenden Toxins. Wahrend in nahezu
allen Betrieben der Nachweis von toxinogenen C. botulinum und C. perfringens
im Pansensaft von einigen Einzeltieren gelang, war der Nachweis von Toxin
wesentlich seltener. Auffallig war die hohe Durchseuchung des Kontroll-
betriebes KB 3, wo in allen untersuchten Tieren im Pansensaft das Toxingen

fur das C2-Toxin gefunden wurde und aufierdem in fast allen Tieren vor allem
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das Gen fur das C.-perfringens-a-Toxin nachgewiesen wurde. Mit den
bekannten Wirkungen des C2-Toxins liefS sich hier vielleicht der Beginn eines
chronischen Krankheitsgeschehens feststellen. Der Nachweis von BoNT per
Maus-Bioassay gelang in den Fallbetrieben FB 1 und FB 2 und dem Kontroll-
betrieb KB 3. Bemerkenswert war die Abnahme der BoNT/C-positiven Proben
nach einer erneuten Anzucht in RCM. Die Zahl der BoNT/C-positiven Proben

wurde nach unten korrigiert.

Die Ergebnisse des ELISAs zur Ermittlung der Antikdérpertiter gegen BoNT/A,
B, C und D waren nur bedingt aussagekréftig. Da bereits die Fallbetriebe FB 1
und FB 3 den Impfstoff Covexin® mit Erfolg einsetzten, waren Wechsel-
wirkungen mit Antikérpern gegen C. tetani oder C. novyi, aufgrund der geneti-
schen Ubereinstimmung mit C. botulinum (Collins und East, 1998), in diesem

Test moglich.

3,0
2,5 -
o
L 2,0 A
(5]
<
g - B FB1
f 1,5 - 3 KB1
k=1 1 N FB2
= 3 KB2
8 1.0 4 BN FB3
— >
< EEE KB3
0,5
0,0 - e

BoNT/A BoNT/B BoNT/C BoNT/D
Anti-BoNT-AK-Titer

Abb. 8: Anti-BoNT-Titer der Fall- und Kontrollbetriebe

Sowohl in den Fall- als auch in den Kontrollbetrieben konnten Antikérper ge-
gen verschiedene BoNTe nachgewiesen werden, allerdings in unterschied-
lichem Mafde. Grundsatzlich waren im Durchschnitt in den Fallbetrieben FB 1
und FB 3 hoherer Antikérper detektiert worden als im Fallbetrieb FB 2. Fur
BoNT/A bewegten sich die Antikérperlevel aller untersuchten Tiere in allen
Betrieben auf ca. dem gleichen Niveau. Fuir BoNT/B wichen die Antikérpertiter
von FB 1 und FB 3 gegenuliber den anderen Betrieben nach oben ab, was sich

bei der Detektion von Antikérpern gegen BoNT/C und D wesentlich verstirkte.
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In den Kontrollbestdnden wurden fir die verschiedenen Antikérper &hnliche
Titer ermittelt. Insgesamt war aber aufgrund der geringen Datenmenge keine

Ermittlung von signifikanten Unterschieden méglich.

4.4.4 Toxikologische Untersuchung von Organmaterial

Der letzte Abschnitt des Fragebogens umfasste die toxikologische Unter-
suchung von Organmaterial. Dazu wurden getdteten oder verendeten Tieren
Proben von Pansensaft, Leber, Diinndarm und Kot bzw. Enddarm entnommen
und der Nachweis auf BoNT direkt und indirekt im Maus-Bioassay und

C.-perfringens-Toxine im Toxin-ELISA geftihrt.

Die Entschadigungssumme fir ein Rind im Rahmen einer meldepflichtigen
Tierseuche betragt 3068 € (TierSG, 2010). Da im Rahmen dieser Pilotstudie
nur begrenzte finanzielle Mittel zur Verfigung standen und die begutachteten
Tiere nicht in einem Mafde erkrankt waren, die eine To6tung und pathologische
Untersuchung zwingend erforderlich machten, wurde nur auf Organmaterial
oder Ergebnisse von bereits getoteten Tieren bzw. auf Pansensaft und Kot von

weiteren Bestandstieren zurtickgegriffen.

Tab. 53: Toxikologische Untersuchung von Organmaterial

FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3
&
z BoNT direkt neg. neg. neg. neg. neg. neg.
é BoNT indirekt 3xC, 1IxE neg. 2xC, 1xE neg. neg. neg.
éf C.perfr.Toxin neg. neg. neg. neg. 1x a 2x a, 1xB
5 BoNT direkt / neg. / / neg.
§ BoNT indirekt / neg. / / neg.
C.perfr.Toxin neg. neg. neg. neg. neg. neg.
z |
g BoNT direkt neg. neg. / neg. neg.
g BoNT indirekt neg. neg. / neg. neg.
8 C.perfr.Toxin neg. neg. / neg. neg. neg.
1x ABE,
BoNT direkt neg. neg. 2x ABE 1x ABD neg.
Y
BoNT indirekt neg. neg. neg. neg. neg. neg.

C.perfr.Toxin neg. neg. neg. 1xa 1x o neg.
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Der Pansensaft wurde in drei Tieren des Fallbetriebes FB 1 positiv auf BoNT/C
und in einem Tier zuséatzlich auf BoNT/E getestet. Im Fallbetrieb FB 2 ent-
hielten zwei Pansensaftproben BoNT/C und die des dritten Tieres BoNT/E. Die
Pansensaftproben der entsprechenden Kontrollbetriebe waren dagegen nega-
tiv. In den Betrieben FB 3 und KB 3 wurde C.-perfringens-Toxin nachgewiesen.
Wahrend die Organproben aus Leber und Enddarm fir alle Tiere negativ
getestet wurden, konnten in den Kotproben der Tiere aus den Fallbetrieben
FB 2 und FB 3 und den Kontrollbetrieben KB 2 und KB 3 BoNTe und/oder

C.-perfringens-Toxin nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

5.1 Entwicklung neuer PCR-Methoden

Ziel dieser Arbeit war es, durch eine Pilotstudie betriebsspezifische Risiko-
faktoren fir das Krankheitsbild des viszeralen Botulismus zu identifizieren
und spezifische Symptome am Einzeltier oder in der Herdengesamtheit zu
ermitteln. Da C. botulinum und dessen Toxine als ausschlaggebender Faktor
fir die massive Beeintrachtigung der Herdengesundheit vermutet wurden
(Béhnel et al.,, 2001b), spielten der Nachweis von C. botulinum und BoNT im
Futter und im Tier eine wesentliche Rolle in der Ursachenforschung. Wahrend
fur den Toxinnachweis der Maus-Bioassay als Goldstandard vorgeschrieben
war und sich auch keine alternativen Methoden hinsichtlich ihrer Sensitivitat
finden liefSen, standen fliir den Nachweis des anaeroben Bakteriums neben
dem indirekten Toxinnachweis durch den Maus-Bioassay zahlreiche PCR- und
Real-time-PCR-Methoden zur Verfligung, wie sie bereits unter Abschnitt
2.2.1.2 erlautert wurden. Jede dieser Methoden barg fir die im Rahmen dieser
Studie durchgefihrten Untersuchungen allerdings Schwachstellen, die sich
unterschiedlich stark auf die Spezifitit und Sensitivitit der Methoden
auswirkten. Zum einen haben die Probenmatrix und die darin enthaltenen
Stoffe einen groflen Einfluss auf ein korrektes PCR-Ergebnis. Matrix und
Inhaltsstoffe kénnen sowohl bei der DNA-Isolierung als auch in der PCR selbst
als Inhibitoren wirken oder durch Kreuzreaktionen mit den Primern zu
falschen Resultaten fihren (Bessetti, 2007). Da ein grofies offentliches
Interesse an der Vermeidung von humanen Botulismusfillen besteht, war die
Mehrzahl der bisher veroffentlichten Methoden nur flir den Nachweis von
C. botulinum in Lebensmitteln oder in menschlichem Untersuchungsmaterial
geeignet (z. B. Fach et al, 1995; Lindstrém et al,, 2001; Nevas et al., 2002;
Akbulut et al., 2004; Yoon et al., 2005; De Medici et al.,, 2009; Fach et al,
2009; Kirchner et al., 2010). Nur wenige PCR-Methoden wurden flur die
Untersuchung von tierischem Material entwickelt (Dahlenborg et al.,, 2001;
Dahlenborg et al., 2003; Skarin et al., 2010; Vidal et al., 2011; Anniballi et al.,
2011). Aufgrund der tierspezifischen Unterschiede, besonders in den
Verdauungsabldaufen, konnten aber auch diese Methoden nicht tibergreifend
angewandt werden, da Interferenzen zu erwarten waren. Zum anderen ist die

Entwicklung geeigneter Primer immer nur anhand bekannter Sequenzen
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moglich. Den sieben Toxintypen werden inzwischen insgesamt ca. dreifdig
Subtypen zugordnet (siehe Tab. 4), die sich in ihrer Nukleotidsequenz
signifikant unterscheiden. Da die Zahl der Subtypen fortlaufend steigt, ist es
nahezu unmoglich, universale Primer zu entwickeln. Hinzu kommt die
Problematik der Mosaiktoxine, die bisher nur bei den C.-botulinum-Typen C
und D bekannt ist, und die aufgrund eines einseitigen Studiendesigns zu einer

falschen Zuordnung der detektierten Toxingene fiihren kann.

Fur die Fall-Kontroll-Studie wurden im Vorfeld PCR-Methoden optimiert oder
neu entwickelt, um die bis dahin bekannten Sequenzen in den Versuchen er-
fassen 2zu konnen. Mit Hilfe von im Vorfeld selbst entwickelten
Sequenzierungsprimern gelang es, das BoNT/A-Gen eines bivalenten
C.-botulinum-Ba-Stammes zu charakterisieren, das durch die Multiplex-PCR
von De Medici et al. (2009) nicht erfasst wurde. Daraufhin wurde das ent-
sprechende A-Primerpaar gegen eines der Sequenzierungsprimerpaare
(bontA-6) ausgetauscht und die Methode fiir den Einsatz in Rinderkot
optimiert und negativ auf Kreuzreaktionen mit verschiedenen
Referenzstammen getestet. Als die Methode im Rahmen der Routinediagnostik
mit Feldproben uberprift wurde, konnten Kreuzreaktionen mit anaeroben
Darmpathogenen, die durch eine Sequenzierung der entsprechenden PCR-
Produkte als enterotoxischer E. coli (ETEC), enteroaggregativer E. coli (EAEC)
und Salmonella ssp. typhimurium identifiziert wurden, festgestellt werden.
Dabei entstanden die Kreuzreaktionen nicht durch Reaktionen der
zusammengehoérenden Primerpaare, sondern vorwiegend durch die Kombina-
tion der unveranderten B- und F-Primer, die zu den eigentlichen Toxingenen
nahezu identisch grofSe Fragmente generierten. Diese Kreuzreaktionen
konnten ausgeschlossen werden, wenn im Fall eines positiven Ergebnisses die
Amplifikation als Einzelansatz (Singleplex) wiederholt wurde. Durch die
vorherige Anwendung als Multiplex-PCR mit der Méglichkeit zur parallelen
Detektion der Toxingene von BoNT/A, B, E und F ergab sich trotzdem eine

enorme Zeit- und Materialersparnis.

Das Prinzip der parallelen Detektion aufgrund verschiedener PCR-Produkt-
grofsen wurde auf die Detektion der Toxingene von BoNT/C und D tbertragen.
Die bisher verwendeten Labormethoden beruhten auf den Einzelnachweisen
fiur das BoNT/C1- (Gessler und Bohnel, 2006), das BoNT/D-Gen (Takeshi et
al., 1996) oder auch das ntnh-Gen mittels qPCR (Raphael und Andreadis,
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2007). Die genannten Verfahren brachten fiir den Nachweis der C.-botulinum-
Typen C und D in eigenen Untersuchungen keine befriedigenden Ergebnisse.
Durch eine gezielte Platzierung neuer Primer und verschiedene Produktgréfsen
sollte gleichzeitig eine Unterscheidung zwischen den Mosaikformen der Toxine
moglich sein. Durch die entwickelten Primer war es moglich, kultivierte
C.-botulinum-Stadmme eindeutig nach ihren Subtypen zu wunterscheiden.
Sowohl Kreuzreaktionen mit Referenzstimmen als auch mit Feldproben
konnten ausgeschlossen werden. Die Sensitivitdt konnte im Vergleich zu den
vorher eingesetzten Methoden nicht verbessert werden, wo sie ebenfalls
105 KbE/mL betrug. Parallel wurde mit Hilfe einer selbst entwickelten qPCR
und durch Sequenzierungsarbeiten von Sterthoff (2011) eine unterschiedlich
hohe Prasenz der Toxingene fur die BoNT-Typen C und D in einer
C.-botulinum-Typ-C- oder -D-Kultur nachgewiesen, so dass die Menge der
detektierbaren Toxingene nicht dquivalent zur eingesetzten Bakterienzahl war
und sich so diese hohen Nachweisgrenzen erklaren lieRen. Im Hinblick auf das
hohe Probenaufkommen im Rahmen dieser Studie zeigte die entwickelte
CD-Multiplex-PCR aber wesentliche Vorteile bezliglich Material und

Arbeitsaufwand.

5.2 Datenmaterial

In der Fall-Kontroll-Studie wurden die Daten zum groéfsten Teil retrospektiv in
einem Fragebogen erfasst. In den Bereichen der Tiergesundheit, der toxiko-
logischen Untersuchung von Organmaterial und des Futtermittels konnte
deshalb teilweise nur auf unvollstandige Daten zurtickgegriffen werden. Damit
war die Interpretation des gesamten Datensatzes nur unter Vorbehalt und auf
Grundlage der vorliegenden Daten moglich. Durch die insgesamt geringe An-
zahl an untersuchten Betrieben und einem unzureichenden Matching-Ver-
haltnis von 1:1, das sich durch die minimale Zahl an moglichen Kontrollen
ergab, war eine umfassende statistische Auswertung mit dem Herausstellen
signifikanter Unterschiede zwischen Fall- und Kontrollbetrieben bzw. eindeu-
tiger Risikofaktoren und charakteristischer Merkmale fiir das Krankheitsbild
des viszeralen Botulismus nicht moéglich. Im Rahmen dieser Pilotstudie
konnten aber Trends wund Hinweise aufgezeigt werden, denen in

umfassenderen Studien explizit nachgegangen werden kann.
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Da die in dieser Studie erstellten Fragebodgen jeweils durch Dr. Schwagerick in
Zusammenarbeit mit den jeweiligen Hofverantwortlichen bzw. Hoftierarzten
ausgeflllt wurden, liefSen sich zufallige Fehler bei der Interpretation von Fra-

gen oder dem eigentlichen Ausfiillen ausschliefSen.

Im Zuge der teilweise seit mehreren Jahren bestehenden Betreuung der Fall-
betriebe durch den RGD MV wurden bereits Mafinahmen zur Verbesserung
der Tiergesundheit, wie z. B. Impfungen eingeleitet, die Erfolge zeigten und so

die Interpretation der Datensétze erschwerten.

Um das Krankheitsbild des viszeralen Botulismus von anderen Erkrankungen
abzugrenzen, um Einflussfaktoren zu identifizieren oder um Schnittpunkte
mit Stoffwechselstérungen zu ermitteln, war eine Gegentiberstellung nahezu
aller erhobenen Daten vonnéten. Die verschiedenen Parameter aus Haltung,
Leistung, Futterung und Tiergesundheit konnten sich sehr stark wechselseitig
beeinflussen, was die Identifizierung der auslésenden Faktoren schwierig ge-
staltete. Um die Ubersicht dieser komplexen Thematik zu wahren, wurde die
Gliederung weitgehend entsprechend des Fragebogens beibehalten und die

Einflussnahme der erhobenen Parameter aufeinander gepruft.

5.3 Betriebsstrukturen

Die Flachen der teilnehmenden Betriebe der Fall-Kontroll-Studie erstreckten
sich auf dem Gebiet des Bundeslandes Mecklenburg-Vorpommern und waren
Uber zwei Landkreise verteilt. Durch die jeweils rdumliche Ndhe eines Fall-
und des dazugehorigen Kontrollbetriebes zueinander konnten regionale
Schwankungen beztglich der Bodenbeschaffenheit oder saisonale Einfltiisse
ausgeschlossen bzw. beruticksichtigt werden und fihrten zu keiner Verfal-
schung der Untersuchungsergebnisse. AufSerdem besafien die ausgewdhlten
Betriebspaare &hnliche Bestandsgrofien und betrieben fast ausschliefdlich
Milchviehhaltung. Alle Betriebe nutzten zu 95-100 % die Rasse Holstein-
Friesian (HF) als Milchvieh. Damit war eine Vergleichbarkeit der vorhandenen

Datensétze gegeben (Kreienbrock und Schach, 2005).

Bei dem HF-Milchvieh handelt es sich um eine Hochleistungsrasse. Es ist

nachgewiesen, dass die Milchleistung negativ mit der Tiergesundheit korre-
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liert. Es gilt, je hoher die Leistung der Tiere liegt, umso stéranfalliger sind
diese (Simianer, 1988; Lotthammer, 1999; Rossow, 2004). Schon allein auf-
grund ihrer Hochleistungstiere besafSen die ausgewahlten Betriebe so eine er-
hohte Disposition gegentiber Gesundheits- und Fruchtbarkeitsstérungen, die
teilweise auch in den Kontrollbetrieben sichtbar wurde und auf die in der Dis-
kussion der Leistungsdaten und der Bestandsdiagnostik ndher eingegangen

werden wird.

Im Fallbetrieb FB 2 wurden zusatzlich zum Milchvieh 52 Mutterkiihe gehalten,
im Fallbetrieb FB 3 zusétzlich 500 Schweine. Da es sich bei den Mutterkiihen
nicht um andere Tiere im eigentlichen Sinne handelt, ist nicht von einer
Risikoerh6hung beztliglich des Auftretens von viszeralem Botulismus zu rech-
nen, diese Tiere konnten aber als Ausscheider von C. botulinum auftreten. In
seiner akuten Verlaufsform wurde Botulismus bei Pferden, Eseln, Schafen und
Ziegen, Schweinen, verschiedenen Arten von Végeln und Hunden beschrieben
(Kriek und Odendaal, 1994). Zwar gelten Omnivore allgemein als sehr
resistent gegentiber BoNTen, es gelang allerdings der Nachweis von BoNT/C
und C2-Toxin aus den Lebern gesunder Schweine, so dass diese durchaus als
Trager und Ausscheider von C. botulinum in Betracht kommen (Yamakawa et
al., 1992). Auch die Verbreitung von C. botulinum im Verdauungstrakt von Ge-
fligel und infolgedessen Toxikoinfektionen sind in der Literatur mehrfach be-
schrieben worden (Schettler, 1979; Trampel et al., 2005), hatten in den unter-
suchten Betrieben allerdings keine Relevanz. Da im Rahmen dieser Studie die
Haltung weiterer Tierarten allerdings nur erfasst wurde und an diesen Tieren
keine weiterfihrenden Untersuchungen hinsichtlich des Vorhandenseins von
C. botulinum durchgefiihrt wurden, war eine Bewertung der Relevanz zum
Auftreten des Krankheitsbildes kaum moglich. Erschwerend kam hinzu, dass
lediglich in einem der drei Fallbetriebe Schweine gehalten wurden. Es ist also
davon auszugehen, dass neben der Haltung weiterer Tierarten hauptsachlich

andere Aspekte zum Erscheinungsbild des viszeralen Botulismus beitrugen.

Der tberwiegende Teil der Milchktihe wurde ausschliefSlich im Stall gehalten,
nur im Fallbetrieb FB 2 und dem dazugehoérigen Kontrollbetrieb KB 2 fand
eine gemischte Haltung mit Beweidung statt. Diese kombinierte Haltung stellt
in einem gesunden Bestand kein Risiko dar, in einem erkrankten Bestand be-
steht durch das Ausscheiden von C. botulinum oder dessen Sporen allerdings

die Gefahr einer erneuten Infektion (Notermans et al.,, 1981; Dahlenborg et al.,
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2003). Da proteolytische C.-botulinum-Stdmme in der Lage sind, Gras als Sub-
strat zu nutzen und BoNTe zu bilden (Notermans et al, 1979b), kdonnte auf
diese Weise die Aufnahme sehr geringer Mengen von BoNTen uber einen
langeren Zeitraum zu einem chronischen Krankheitsgeschehen beitragen. Wie
auch in anderen betroffenen Betrieben fand zusitzlich eine Uberflutung des
Grunlandes im Fruhjahr statt, die augenscheinlich zum Auftreten der
Herdenerkrankung beitrug (Schwagerick, 2004a). Die Reproduktion erfolgte in
den untersuchten Betrieben ausschliefSlich tiber die eigene Nachzucht. So
konnte einerseits ein Eintrag der Erkrankung in den Betrieb ausgeschlossen
werden, andererseits konnten so mogliche Anpassungsschwierigkeiten und ein
abweichender Immunstatus zugekaufter Tiere vernachldssigt werden

(Schwagerick, 2004a).

Die jahrlichen Remontierungsraten und die Nutzungsdauer bewegten sich bei
allen untersuchten Betrieben im durchschnittlichen Bereich. Die hohe Re-
montierungsrate im Fallbetrieb FB 3 mit tiber 40 % liefRe sich durch die zahl-
reichen Abgénge durch Krankheit bzw. mangelnde Leistung erklaren. Be-
trachtete man allerdings nicht die absoluten Zahlen, sondern den
prozentualen Anteil der Abgange wegen Krankheit oder mangelnder Leistung
an der Gesamtheit der zu melkenden Kiihe ergab sich ein einheitlicheres Bild,
bei dem die Raten der Betriebspaare, mit Ausnahme von FB1 und KB 1, wo
der Kontrollbetrieb eine zehn Prozentpunkte hoéhere Abgangsrate als sein
Vergleichsbetrieb aufwies, nur unwesentlich voneinander abwichen. Die hohe
Abgangsrate aufgrund mangelnder Leistung im Kontrollbetrieb KB 3 schien
lediglich einem Abgang durch Krankheit zuvorzukommen, so dass sich in
diesen Daten kein Hinweis speziell auf das Vorkommen von viszeralem

Botulismus finden lief3.

Tab. 54: prozentuale Abgange an Kiithen bezogen auf den Gesamtbestand melkender Kiihe

[%] FB 1 KB 1 FB 2 KB 2 FB 3 KB 3

Abgange Kihe gesamt 23,08 32,60 33,66 28,50 40,26 42,11
Krankheit 15,38 28,53 26,83 15,00 31,02 491
mangelnde Leistung 7,69 4,08 6,83 13,50 9,24 37,19

Ahnlich verhielt es sich mit den Totgeburtenraten. Bis auf den Fallbetrieb
FB 1 bewegten sich alle Angaben zwischen 6 und 9 %, so dass die Tot-

geburtenrate im Rahmen dieser Studie nicht als Anhaltspunkt fir das
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Krankheitsbild des viszeralen Botulismus dienen konnte. Schwieriger liefS sich
dagegen die Kalbermortalitdt bewerten. Der Fallbetrieb FB 1 wies &hnlich
niedrige Werte auf wie die Kontrollbetriebe KB 2 und KB 3, wahrend der
Kontrollbetrieb KB 1 augenscheinlich eher zu den Fallbetrieben FB 2 und FB 3
passte. Aufgrund der geringen Datenmenge war es schwierig, AusreifSer zu
identifizieren. Unter der Annahme, dass es sich bei dem Fallbetrieb FB 1 und
dem dazugehoérigen Kontrollbetrieb KB 1 um AusreifSer handelte, wéire eine
erhdhte Kalbersterblichkeit als Indiz fir das Krankheitsgeschehen des
viszeralen Botulismus denkbar. Weitaus eindeutiger zeigten sich dagegen die
Unterschiede in den = Zwischenkalbezeiten  zwischen  Fall- und
Kontrollbetrieben. Eine durchschnittliche Zwischenkalbezeit von 424 Tagen in
den Fallbetrieben stand in der Kontrollgruppe einer durchschnittlichen
Zwischenkalbezeit von 400 Tagen gegentiber, wodurch sich eindeutige
Fruchtbarkeitsstérungen in den Fallbetrieben ausmachen liefSen. Diese
kénnen im komplexen Organismus des Rindes zum einen durch
Energiemangel oder nicht optimale Rohfasergehalte im Futter entstehen
(Lotthammer, 1999; Obermayr, 2005), zum anderen schranken aber auch
C.-botulinum-Toxine durch die Beeinflussung der glatten Muskulatur und der
Blutversorgung die Fruchtbarkeit einer Kuh ein (Shiokawa et al., 2000; Shiota
et al, 2003; Bohnel und Gessler, 2005). Aus diesem Grund musste die

Zwischenkalbezeit der Bestandsdiagnostik gegentliber gestellt werden.

5.4 Milchleistung

Anhand der monatlichen Milchleistungspriifung liefSen sich sehr gut aktuelle
Verdnderungen der Milchleistung der Betriebe erfassen und erméglichten eine
erste Einschitzung des Leistungsstatus des Betriebes und des Futterungs-
managements. Sie gab allerdings keine Auskunft tber die Gesundheit des
Einzeltieres. Durch die Erhebung der jeweiligen Medianwerte war eine Bertick-

sichtigung der AusreifSer in der geringen Datenmenge moglich.

Stellte man den aktuellen Melkdurchschnitt dem Durchschnittswert der
letzten 12 Monate gegentber, zeigte sich ein gleichbleibendes Niveau der
Werte innerhalb der jeweiligen Gruppe, aber auch zwischen der Fall- und der

Kontrollgruppe. Bei der Einzelbetrachtung der Minimalwerte zur durch-
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schnittlichen Melkleistung verzeichneten die Fallbetriebe geringere Verluste
als die Kontrollbetriebe. Im Fall einer Fehlversorgung mit Nahrstoffen und
Energie wurde sich zunéchst die Zusammensetzung der Milchinhaltsstoffe
andern, und erst spédter die Gesamtmelkleistung. Dies legte einen Zusammen-

hang mit den erhéhten Zellzahlen und einem Krankheitsgeschehen nahe.

Die Zellzahlen aller betrachteten Betriebe lagen tiber 100.000 Zellen/mL, die
als Grenzwert zur Unterscheidung zwischen gesunden und kranken Tieren
herangezogen wurden. Auch wenn nur in dem Fallbetrieb FB 1 und in dem
Kontrollbetrieb KB 3 die ermittelten maximalen Zellzahlen den gesetzlichen
Grenzwert von 400.000 Zellen/mL tUberschritten wund damit die
Verkehrsfiahigkeit der Milchen nicht mehr gegeben war, so waren bereits die
erhohten Zellzahlen zwischen 200.000 und 300.000 Zellen/mL ein Indiz fur
eine subklinische Mastitis, sowohl in den Fall- als auch in den
Kontrollbetrieben. Euterentziindungen kénnen sowohl Ausgangspunkt als
auch Folgeerscheinung anderer Erkrankungen sein. Durch Euter-
entzindungen und Klauenerkrankungen kann im ersten Laktationsdrittel die
Milchleistung sinken und der Grundstein fir ein Fettmobilisationssyndrom
gelegt werden. Andererseits kann auch erst eine aus Energiemangel resul-
tierende Fettmobilisation Uber eine Ketose und Fettleber zu Infektionen des
Euters fihren. Da es sich um einen Problemkreis aus hoher Milchleistung,
Gesundheit und Fruchtbarkeit handelt, gestaltet sich die Suche nach dem

auslosenden Faktor schwierig.

Die aktuellen Milchfettgehalte waren in beiden Gruppen niedriger als im
Landesdurchschnitt des LKV Mecklenburg-Vorpommern. Betrachtete man
dazu die durchschnittlichen, die Maximal- und Minimalwerte, war festzu-
stellen, dass die Fettgehalte in den Fallbetrieben wesentlich starkeren
Schwankungen ausgesetzt waren als in den Kontrollbetrieben, deren Milch-
fettgehalte auf einem gleichbleibend geringen Niveau angesiedelt waren. Dies
deutete auf Méangel in der Futter- und Energieversorgung hin. In den Fall-
betrieben war ein starker Abfall des Fettgehaltes zum Jahresdurchschnitt er-
sichtlich, der auf Pansenazidosen hinwies. Ein Abfall der Werte kann durch
geringe Rohfasergehalte der Grassilage verursacht werden. Wahrend die Roh-
fasergehalte der Grassilage aber nur im Fallbetrieb FB 2 zu niedrig waren,
hatten in den Kontrollbetrieben gleich zwei Betriebe zu niedrige Rohfaser-

gehalte in ihren Grassilagen, ein Umstand der sich auch in den niedrigen
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Fettgehalten der Betriebe widerspiegelte. Damit erklarte sich allerdings nicht
die Tatsache, dass trotzdem in allen Fallbetrieben der Fettgehalt der Milch
stark sank, so dass zuséatzlich von einer Verschiebung der Bakterienflora

(Dysbiose) ausgegangen werden musste.

Dies hatte keinen Einfluss auf die Milcheiweifsgehalte, die in den Fallbetrieben
aktuell nur geringfligig von den Durchschnittswerten abwichen, wéhrend in
den Kontrollbetrieben mit Ausnahme von KB 3 gleichbleibende Werte vorlagen,
die insgesamt im Rahmen lagen. Im KB 3 zeigte sich ein rapider Abfall des
Milcheiweifdigehaltes, der in Verbindung mit den hohen Zellzahlen dieser Milch
bei gleichbleibender Milchleistung den Verdacht der dortigen Mitarbeiter er-
héartete, dass in diesem Betrieb die Tiergesundheit beeintrdchtigt war. Der
mangelnde Rohfasergehalt der Grassilage héatte aber bei sinkendem Milchfett-
gehalt gleichzeitig zu einer hoéheren Milchleistung und zu einem hdéheren
Eiweifsgehalt fihren muissen (Obermayr, 2005), die aber konstant blieben bzw.

ebenfalls sanken.

Das Heranziehen der Fett/Eiweifs-Quotienten (FEQ) zur Beurteilung der Stoff-
wechselsituation der Herde schien im Rahmen dieser Studie kein geeignetes
Instrument zur Bestandsdiagnostik zu sein, da anhand dieser Werte nur im
Kontrollbetrieb KB 2 von einer Unterversorgung mit strukturreichem Grund-
futter und einer darauf folgenden azidotischen Schieflage des Stoffwechsels
ausgegangen werden konnte. In den drei Fallbetrieben verringerte sich der
FEQ jeweils leicht und lag im optimalen Bereich, wahrend sich der FEQ im
KB 3 aktuell erhéhte und erste Hinweise auf einen steigenden Abbau von
Korperfett geben koénnte, der die Gefahr einer Ketose erhdhen wtrde. Diese
Werte deckten sich zumeist nicht mit den Ergebnissen der
Bestandsdiagnostik, die in den Tieren aller Betriebe Azidosen, Ketosen oder

Ketoazidosen zeigten.

Bessere Ruckschlisse auf das Futterungsmanagement lieffen sich aus der
Kombination von Eiweifs- und Harnstoffgehalt ziehen, die auch fast immer
besser mit den Ergebnissen der Bestandsdiagnostik tibereinstimmten, so dass
man in den meisten Betrieben von einem aussagekréftigeren Instrument zur
Steuerung der Fltterung und zur Kontrolle des Stoffwechsels auf Basis der
MLP-Daten sprechen konnte. Lediglich im Fallbetrieb FB 1, dem anhand der

Beurteilung von Eiweifs- und Harnstoffgehalt der Milch ein optimales
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Flatterungsmanagement zugesprochen wurde, deckte sich dieses Ergebnis
nicht mit den Daten der Bestandsdiagnostik, nach denen von einer Energie-
unterversorgung und infolge dessen einem Fettmobilisationssyndrom ausge-
gangen werden musste. In den Betrieben FB 2 und KB 1 stimmten die Aus-
sagen beider Beurteilungsverfahren tberein, da die erhéhten Harnstoffwerte
eng mit der ketotischen Stoffwechsellage korrelierten. Eine Leberbelastung
wurde anhand der Aktivitdt der Leberenzyme deutlich, besonders in den Be-
trieben FB 3 und KB 3. Erhohte HST-Werte werden parallel dazu auch mit
Fruchtbarkeitsstérungen in Verbindung gebracht, die sich allerdings nur in
den Fallbetrieben anhand der erhdhten Zwischenkalbezeiten belegen liefsen
und deshalb als Faktor daftir ausschieden. Allerdings fiihrte der mittlere bis
hohe Rohproteintiberschuss und der bei den Betrieben FB 3 und KB 3 nach-
gewiesene Energiemangel im Futter zu einer Stoffwechselschieflage, die die
Immunkompetenz der betroffenen Tiere verringern und das Auftreten weiterer
Erkrankungen beglinstigen kénnte. Gerade bei einem Uberangebot an protein-
reicher Nahrung und einem alkalischen pH-Wert im Darmlumen wirken schon
geringste Mengen BoNT negativ auf die Darmmotilitdt, wodurch eine massive
Vermehrung von Clostridien mit Toxinbildung beglinstigt wird. Aber auch der
entgegengesetzte Weg ware denkbar. Das Mykotoxin Trypacidin aus Asper-
gillus fumigatus wirkt antiprotozoisch und zytotoxisch (Richter et al., 2009). In
grofSeren Konzentrationen kann es in das empfindliche Gleichgewicht des
Pansens eingreifen und zum Absterben von Infusorien und Pansenbakterien
fihren. Zum einen haben diese einen entscheidenden Anteil an der Bereit-
stellung von Energie flir die Milchsynthese, zum anderen ist eine gesunde
Pansenflora und -fauna auch in der Lage, geringe Mengen an BoNTen zu in-
aktivieren. Bei einer Schadigung kénnten diese ungehindert in den Diinndarm
gelangen und dort in den Blutkreislauf aufgenommen werden. Auf diese Weise

koénnten sich auch additive Effekte der Toxinwirkung ergeben.

Schon bei Betrachtung der Betriebsstruktur und der Daten der Milch-
leistungsprifung zeigte sich, dass sowohl in den Fall- als auch in den Kon-
trollbetrieben Stoffwechselschieflagen existierten. In jedem dieser Betriebe
waren deshalb auch adhnliche Werte bei den jahrlichen Verlustdaten und der
Fertilitdt zu erwarten. Es zeigte sich aber, dass bezliglich der Kalbermortalitat
und der Zwischenkalbezeit erhebliche Unterschiede zwischen den Fall- und

Kontrollbetrieben deutlich wurden. Die Ursachen hierfir mussten in der
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Futterung, der Herdengesundheit und einer mikrobiologischen und toxiko-

logischen Betrachtung gesucht werden.

5.5 Bewertung des Griinlandes

Parallel zur Beschreibung des viszeralen Botulismus als neuer Erscheinungs-
form des Botulismus und in Folge der Schwierigkeiten C. botulinum und die
BoNTe nachzuweisen, wurde nach weiteren Erklarungen fir das neue Krank-
heitsbild in Rinderbestidnden gesucht. Unter dem Begriff ,Faktorenerkrankung
Milchviehherde“ wird als Hauptursache der Einsatz von Grassilage minderer
Qualitat angenommen, durch den es zu massiven Einflissen auf den Stoff-
wechsel mit vielfaltigen Erscheinungsformen kommt (Seyboldt, 2010). Haupt-
séchlich betroffen sind Farsen in der Friihlaktation nach der Verfitterung von
Grassilagen mit reduzierten Reineiweifdigehalten, die Uberwiegend aus dem
1. Schnitt stammten (Scholtz et al.,, 2010; Eicken et al.,, 2010). Dem wider-
sprechen Untersuchungen der Landesforschungsanstalten Nordrhein-West-
falen und Mecklenburg-Vorpommern, die dem 1. Schnitt das hdchste
Qualitatspotential zusprechen. Der richtige Erntezeitpunkt ist aber ent-
scheidend fiir eine maximale Energiekonzentration im Aufwuchs (Janicke et

al., 2009; Berendonk, 2011).

Um den Einfluss von qualitativ minderwertiger Silage beurteilen zu kénnen,
wurden im Rahmen dieser Studie das zur Silageproduktion genutzte Grin-
land, der Silierungsvorgang selbst und die Zusammensetzung der verflitterten

Silage geprtft.

Als besonders kritisch mussten die Uberschwemmungen des Griinlandes be-
trachtet werden, da bereits im Vorfeld von Uberflutungen im Zusammenhang
mit chronisch erkrankten Betrieben berichtet wurde (Schwagerick, 2004a). Die
regel- oder unregelmifigen Uberschwemmungen in den Fallbetrieben FB 1
und FB 2 wurden zuletzt fir den Marz 2010 dokumentiert. Dadurch liefSen
sich die Uberschwemmungen in einen direkten Kontext zum Auftreten des
Krankheitsgeschehens bringen. C. botulinum wurde in marinen Sedimenten
und Flussbdoden nachgewiesen (Segner et al, 1971; Yamakawa und
Nakamura, 1992; Sandler et al.,, 1993; Williamson et al.,, 1999; Bohnel et al.,

2003) und kann neben den Uberschwemmungen auch mit dem Aushub der
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Entwasserungsgraben auf das Griinland verbreitet werden (Smith und Turner,
1989; Bohnel, 1999). Wird das Grinland wie im Fallbetrieb FB 2 als Weide-
land genutzt, ist eine direkte Aufnahme von C. botulinum und seinen Sporen
durch das Rind méglich. Bei der Nutzung als Schnittland kann kontaminiertes
Gras in das Siliergut gelangen und findet dort unter den anaeroben
Verhéaltnissen optimale Wachstumsbedingungen, falls der pH-Wert nicht
schnell genug und ausreichend abgesenkt wird (Raatjes und Smelt, 1979).
Uber die Sporen als Dauerform der Clostridien wére ein Eintrag in das Tier
auch ohne eine weitere Vermehrung in der Silage moéglich. Aus diesem Grund
wurde das Auftreten von Uberschwemmungen des Griinlandes im Rahmen
dieser Studie als wahrscheinlicher Risikofaktor fir das Entstehen oder das

Verstarken des Krankheitsgeschehens des viszeralen Botulismus identifiziert.

Auch eine starke Maulwurfbelastung stand in dem Verdacht, das Auftreten
von chronischem Botulismus zu begiinstigen und begriindete sich durch den
aufgeworfenen Boden, der potenziell Clostridien oder deren Sporen enthalten
kénnte. Auflerdem tragen sie zu einer zusatzlichen Verschmutzung des
Schnittgutes bei einer durchschnittlichen Schnitthéhe von 5-7 cm bei. Dies
lieR sich durch den mittleren Verschmutzungsgrad der Ernte im Fallbetrieb
FB 1 bestatigen. Da eine starke Maulwurfbelastung ansonsten aber nur fir
den Kontrollbetrieb KB 2 angegeben wurde, war nicht von einem relevanten
Einflussfaktor auf die Herdengesundheit in den ausgewédhlten Betrieben aus-
zugehen. Das gleiche galt fiir die Beweidung des Griinlandes mit Schafen, die
nur im Fallbetrieb FB 2 praktiziert wurde. Schafe und Ziegen gelten als ebenso
empfindlich gegentiber Botulismus, kénnen aber aus genau diesem Grund
auch als Ausscheider Grinland kontaminieren (Kriek und Odendaal, 1994).
Auch fir Paratuberkulose ist eine wechselseitige Erregeriibertragung méglich
(Whittington et al., 2004) und spielte im FB 2 die wahrscheinlich gréfsere
Rolle.

Der Einfluss der Wildtierbelastung im Rahmen dieser Studie war fraglich. In
der Literatur wurden bereits Falle von akutem Botulismus bei Wildtieren be-
schrieben (Chamberlain und Thomas, 1995; Boéhnel, 2005). Deshalb sind
hochstwahrscheinlich sowohl die wiederkduenden Wildtiere als auch das
Schwarzwild wie ihre domestizierten Artgenossen in der Lage, Clostridien im
Verdauungstrakt anzureichern und auszuscheiden (Yamakawa et al.,, 1992;

Kriek und Odendaal, 1994; Dahlenborg et al, 2001). Wildvogel mit einer
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natirlichen Resistenz gegen BoNTe werden flir die geografische Verbreitung
von C. botulinum verantwortlich gemacht (Ohishi et al., 1979). Gelangt sporen-
haltiger Kot auf die Griinfladchen, sind eine Infektion der Tiere und eine Konta-
mination des Siliergutes denkbar. Diese These wurde durch den, wihrend den
Voruntersuchungen erfolgten, Nachweis von C. perfringens in einem toten Star
untermauert. Da nur der Kontrollbetrieb KB 3 keine Probleme mit einem star-
ken Wildtierbesatz hatte und alle anderen Betriebe einen Besatz mit ver-
schiedenen Arten von Wildtieren angaben, war im Rahmen dieser Pilotstudie
auch aufgrund der rdumlichen Nahe zwischen den zusammengehorenden Be-
trieben nicht davon auszugehenden, dass das Krankheitsgeschehen durch den

Wildtierbesatz verursacht wurde.

Zur Bewirtschaftung des Grunlandes und zur Erzielung optimaler Ernte-
ertrage gehorte auch eine entsprechende Diingung des Bodens. Diese erfolgte
mineralisch, organisch oder in einer Kombination aus beiden Verfahren. Die
organische DUngung bestand entweder aus Gulle oder aus Kot und fiihrte
nicht verstoffwechselte Nahrstoffe wieder dem Boden zu. Der Einsatz von
eigener Gulle war in Betrieben mit gesundem Bestand unproblematisch. In
den Betrieben FB 2 und FB 3, in denen allerdings Tiere erkrankt waren oder
wahrscheinlich Krankheitserreger ohne klinische Symptome ausgeschieden
wurden, drohte eine Verschleppung der Krankheit. Dies kann im Fall von ge-
bildeten Dauerformen der Krankheitserreger eine jahrelange Verseuchung und
immer wiederkehrende Rekontamination des Bodens und der Tiere bedeuten
(Notermans et al., 1981; Dahlenborg et al., 2003). Bei der Herstellung von Si-
lage aus kontaminiertem Griinland kann durch die anaeroben Bedingungen
des Silierprozesses das Wachstum von pathogenen Clostridien bei zu lang-
samem oder nicht ausreichendem Absenken des pH-Wertes beglinstigt wer-
den. Die Verfiitterung von Geflliigeleinstreu ist in Deutschland verboten, da in
diesem Bereich eine Ubertragung von Krankheitserregern bekannt ist (Smart
et al, 1987; Jean et al.,, 1995; Wobeser et al, 1997). Eine Dlungung der
Grunflaichen mit Einstreu wird aber gestattet, wodurch das Risiko einer In-
fektion erhalten bleibt. Es wurde von akutem bzw. chronischem Botulismus in
Rinderbestdnden berichtet, bei denen die Dungung der Weideflichen mit
Huihnergulle schon Jahre zurticklag (Impfbericht, 2008). Dadurch wurde die
Problematik der Sporenbildung und Uberlebensfihigkeit von C. botulinum be-

sonders deutlich. Durch die Vermeidung der Diingung mit Fremdgtlle konnte



Diskussion 119

ein zusatzlicher Eintrag von pathogenen Organismen und Schadstoffen in den

Bestand vermieden werden.

Theoretisch hatte die Dlingung des Griinlandes mit Biokompost oder Biogas-
output im Rahmen dieser Studie vollig unberticksichtigt bleiben kénnen, da
alle teilnehmenden Betriebe angaben, nicht mit diesen Materialien zu diingen.
Durch Aufzeichnungen des RGD MV war aber bekannt, dass im Fallbetrieb FB
3 noch vor zwei Jahren Garreste einer Biogasanlage, die Schlachtabfalle
verwendete, auf die Felder verbracht wurden. Ahnlich wie bei der Diingung
mit Gefliigelglille wire eine Kontamination des Grun- oder Ackerlandes mit
C. botulinum und anderen Clostridien Uber Jahre hinweg moglich. Unter-
suchungen von Bagge et al. (2010) und Olsen und Larsen (1987) zeigten
widerspriichliche Ergebnisse bzgl. der Sporenreduktion wahrend des
Herstellungsprozesses von Biogas. Der Verdacht, dass dieser Umstand ebenso
wie die Uberschwemmungen von Griinland als Risikofaktor zum Auftreten von
viszeralem Botulismus beitragen wiirde, erhértete sich durch das Auftreten in
dem Fallbetrieb. Er musste allerdings durch eine umfassendere Fall-Kontroll-
Studie statistisch abgesichert und zusétzlich durch Untersuchungen von
Biogasgarresten bestatigt werden. Die Frage nach der Dungung mit
Biokompost oder Biogasgarresten muss bei der Weiterverwendung des
Fragebogens neu formuliert werden, um auch zurtickliegende Ereignisse zu
erfassen. Die Dokumentation ware aufgrund der Dungeverordnung

gewahrleistet.

5.6 Bewertung der Silierung

Im Fallbetrieb FB 2 und im Kontrollbetrieb KB 3 wurde neben einem Fahrsilo
auch Ballensilage hergestellt. Da im Fallbetrieb FB 2 sehr nasses Feldgrass
verwendet wurde, war aufgrund des kleinen Volumens eines Ballens eine Ver-
dinnung der Garsduren moglich, die Uiber eine langsamere Absenkung des
pH-Wertes die Vermehrung von Clostridien beglinstigte. Neben einer geringe-
ren Durchmischung entsteht in den Rundballen durch die gréfseren Hacksel-
langen eine geringere Verdichtung, so dass ein grofSerer Gasaustausch
moglich ist (ADDCON, 2010). Im Kontrollbetrieb KB 3 traten im Siliergut keine

Auffalligkeiten auf. Im Zusammenhang mit der extremen Verschlechterung der
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Milchleistung, die eine Bestandserkrankung nahelegten, ware ein Einfluss der
Herstellungsart denkbar, sollte aber nicht Uberbewertet werden, da die
weiteren Fallbetriebe FB 1 und FB 3 nur Silage aus Fahrsilo verfutterten. Eine
Verschiebung der Bakterienflora im Ballensilo konnte nicht bewertet werden,
da die Futtermittelproben aus dem Fahrsilo entnommen wurden. Die
empfohlene Schnitthéhe wurde nur vom Kontrollbetrieb KB 2 unterschritten,
hatte aber keine Auswirkungen auf den Verschmutzungsgrad der Silage. Die
Fahrsilos wurden durchgingig auf einer Bodenplatte errichtet, besafSen aber
grofStenteils keine Seitenwande. Dies konnte, wie die Silage des Fallbetriebes
FB 3 zeigte, Schwierigkeiten bei der Verdichtung férdern. Andererseits kénnen
Silowdnde durch den Luft- und Feuchtigkeitszutritt an diesen Stellen das
Wachstum von Schimmelpilzen beglnstigen (Richter et al, 2009). Die
Entnahme der bendétigten Silage per Blockschneider stellte die geeignetste
Methode zur Verhinderung von Sauerstoffeintritt, Nacherwdrmung und
Schimmelbildung dar und wurde in zwei der drei Fallbetriebe und dem
Kontrollbetrieb KB 3 angewandt, wahrend in den anderen Betrieben eine
Frase oder eine Greifzange zum Einsatz kamen. Dies fiihrte zu der Frage, ob
der Einsatz eines Blockschneiders die Entstehung des Krankheitsbildes des
viszeralen Botulismus beglnstigen kénnte. Da Blockschneider aber in keinem
Zusammenhang mit einer Kontamination durch C. botulinum und dessen
Sporen gebracht werden konnten, handelte es sich aller Wahrscheinlichkeit
nach um eine zuféllige Ubereinstimmung. Die verdorbene Anschnittfliche der
Grassilage des KB 3 war Folge des zu geringen Vorschubs. Obwohl die Silage
hinter dem Anschnitt ohne sensorische Beanstandung war, wire ein Eintrag
von Schimmelpilzen und damit auch -toxinen in das Futter moglich, wie sich
in den erhohten Keimzahlen fir Schimmelpilze und Hefen in dieser Silage bei
einer gleichzeitig geringen Anzahl von  Milchsdurebakterien als

Konkurrenzflora zeigte.

Durch die mittlere Verschmutzung in den Fallbetrieben FB 1 und FB 3 konnte
es zu einem Eintrag von Schadorganismen kommen. Diese Verschmutzung
liefd sich allerdings nicht von der Schnitthéhe ableiten, sondern resultierte im
Fallbetrieb FB 1 wahrscheinlich aus den Uberschwemmungen und der
starken Maulwurfbelastung. Im Fallbetrieb FB 3 konnte evtl. starker Nieder-
schlag fir die Verschmutzung verantwortlich sein. In der Grassilage des FB 1

zeigte sich die Verschmutzung im stark erhéhten Rohaschegehalt. Der
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schlechteren Qualitat des Ausgangsmaterials wurde mit dem Einsatz von
chemischen Siliermitteln begegnet. Da diese von der DLG nur fir schwer
silierbares Futter empfohlen werden, war auch in den Betrieben FB 2 und
KB 2 von einer minderen Qualitdt des Siliergutes auszugehen. Trotz des
Einsatzes von chemischen Hilfsmitteln im Fallbetrieb FB 1 wurden nach
Offnung des Silos Verfarbungen und ein ranziger Geruch, der bei dem
Vorhandensein von Buttersdurebildnern wie den Clostridien hervorgerufen
wird, festgestellt. Dieses Ergebnis konnte nicht in einen Zusammenhang mit
der Schnitthéhe und der Héackselldnge gebracht werden, da diese im
vorgegebenen Rahmen lagen. Durch die Silierdauer von 12 Wochen war davon
auszugehen, dass das Silo durchsiliert war. Die Abweichungen schienen allein
der hoéheren Verschmutzung und dem damit verbundenen Eintrag von
schédlichen Mikroorganismen geschuldet zu sein. Den sensorischen
Abweichungen und der méglichen Vermehrung von Clostridien widersprach
die Ermittlung von nur 40 KbE/mL an anaeroben Sporenbildern in der LUFA-
Untersuchung, denen eine ausreichende Konkurrenzflora in Form von
Milchsadurebakterien und ein sehr niedriger pH-Wert gegentiber standen.
Kritisch musste die sehr kurze Silierdauer im FB 3 betrachtet werden. Durch
die friithzeitige Offnung, die ungentigende Verdichtung und infolge dessen die
aerobe Instabilitdit kam es zur NacherwArmung der Silage. Die ermittelten
Keimzahlen flir diese Silage lagen allerdings im Normbereich und liefien
keinen Verderb erkennen. Der sehr hohe TM-Gehalt der Silage war in der sehr
kurzen Silierdauer und der damit fehlenden Fermentation begriindet. Durch
den Zusatz von biologischen Silierhilfsmitteln gelang trotzdem ein rasches
Absenken des pH-Wertes innerhalb einer Woche. Zusatzlich ware die
Verwendung eines Blockschneiders zu empfehlen, um die Nacherwdrmung im

Silo zu verringern.

5.7 Futtermitteluntersuchung der Grassilage

Die Qualitat der Silierung, der entstandenen Silage und ihr Einfluss auf die
Milchleistung und die Herdengesundheit konnten durch die Bestimmung ver-
schiedener Laborparameter bewertet werden. Alle chemischen und physi-
kalischen Parameter wurden in Abhé&ngigkeit von der ermittelten Trocken-

substanz der jeweiligen Grassilage erhoben. Der Richtwert von 30-40 % TM
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wurde nur vom Fallbetrieb FB 3 durch die geringe Silierdauer und die damit
fehlende Fermentation deutlich Uberschritten. Mit Hilfe der biologischen
Silierhilfsmittel wurde innerhalb dieser kurzen Zeit jedoch ein tiefer pH-Wert
erreicht, der die Vermehrung von Clostridien hemmte. Nur der pH-Wert der
Silage des Kontrollbetriebes KB 2 lag mit 4,6 tiber dem von der DLG ge-
forderten Wert, beglinstigte aber laut den Ergebnissen der mikrobiologischen
Untersuchung nicht das Wachstum von anaeroben Sporenbildern. Deren po-
tentieller Eintrag tiber die Verschmutzung des Siliergutes drtickte sich in den
Fallbetrieben FB 1 durch einen Uberhéhten und in FB 3 durch einen leicht
erhohten Rohascheanteil aus. Im Kontrollbetrieb KB 3 wurde ebenfalls ein
leicht erhéhter Rohaschegehalt aber ohne auffallige Verschmutzung bestimmt,
so dass auch ein erhohter Krauter- oder Kleeanteil als Ursache in Betracht
kam. Die Menge der anaeroben Sporenbildner bewegte sich in den Betrieben
mit erhohten Rohaschegehalten aber nur zwischen 5 und 40 KbE/mL und

damit unterhalb des Grenzwertes.

Die Rohproteingehalte der Silagen lagen mit Ausnahme vom Kontrollbetrieb
KB 1 im optimalen Bereich. Der niedrigere Wert in der Silage von KB 1
spiegelte sich aber nicht in den MLP-Daten des Betriebes wider, da sich bei
der Betrachtung von Eiweifs- und Harnstoffwerten in der Milch eine gute
Versorgung der Tiere ergab, die durch die Zuftitterung von Kraftfutter erreicht
werden konnte. Eher sollte in den Betrieben FB 2, KB 1 und KB 2 aufgrund
der erhdhten Harnstoffwerte und damit des Hinweises auf Proteintiberschuss

von einer Uberdosierung des zusétzlichen Futters ausgegangen werden.

Aufgrund der optimalen Rohfasergehalte in den Silagen der Fallbetriebe FB 1
und FB 2 und dem erh6éhten Wert im FB 3 hatten die Milchfettgehalte nicht in
dem Mafde absinken durfen, wie dies in den Fallbetrieben geschah. Auch im
Kontrollbetrieb KB 1 ware ein héherer Milchfettgehalt zu erwarten gewesen. In
den Kontrollbetrieben KB 2 und KB 3 passen die erniedrigten Rohfasergehalte
zu den geringen Milchfettwerten. Den niedrigen Rohfasergehalten der Silage
versuchte man mit einer zusatzlichen Futterung von Stroh entgegen zu

wirken.

Der MilcheiweifSgehalt ist stark von der energetischen Versorgung abhingig
(Lotthammer, 1999). Sinkt die Energieaufnahme gemessen an der Leistung

konnen aufgrund des unvollstdndigen Kérperfettabbaus Ketosen entstehen.
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Die Energiegehalte der Silagen befanden sich in den Fallbetrieben im opti-
malen Bereich. Aufgrund der MLP-Daten des Fallbetriebs FB 3 musste dort
eher von einem Futtermangel bzw. einer Beeintriachtigung der Verdauungs-
tatigkeit als von einem Energiemangel ausgegangen werden. Der niedrige NEL-
Wert der Silage aus dem Kontrollbetrieb KB 1 wurde anscheinend durch Er-
ganzungsfutter ausgeglichen, da laut MLP-Daten nur die Tendenz zum
Proteintiberhang bestand. Trotz des hohen Energiegehaltes und des optimalen
Rohproteingehaltes in der Silage des Kontrollbetriebes KB 3 litten die Tiere
dort laut MLP unter erheblichem Protein- und Energiemangel bzw. Futter-
mangel. Da sowohl in den Betrieben FB 3 als auch KB 3 keine baulichen Ein-
schrankungen zu finden waren, die die Futteraufnahme behindern konnten,
musste in diesen Betrieben von einer massiven Einschrankung der Ver-

dauungstéatigkeit ausgegangen werden.

Die Bestimmung des Ammoniakanteils am Gesamtstickstoff wurde einer Be-
stimmung der Reineiweifdgehalte der Silagen vorgezogen. Da die
ReineiweifSfraktion neben dem verdaulichen Protein auch geschéadigtes, un-
verdauliches Protein beinhalten kann und das nach dieser Einteilung nicht
erfasste NichtreineiweifS in Form verschiedener Amine sowohl gut verwertbar
als auch schéadlich sein kann, lasst dieser Parameter keine Aussage Uber die
Qualitat der Silage zu. Im Gegensatz dazu werden mit der Bestimmung des
Ammoniakanteils mikrobielle Abbauvorgénge und die damit verbundene Min-
derung des verfligbaren Proteins erfasst. Der Ammoniakanteil am Gesamt-
stickstoff war in den Silagen des Betriebspaares FB 1 und KB 1 zu hoch, und
im Kontrollbetrieb héher als im Fallbetrieb, wodurch ein verstarkter mikro-
bieller Proteinabbau nachgewiesen wurde. Daflir sprachen auch die zu hohe
aerobe Keimzahl in der Silage des KB 1 und die erhéhte Hefenzahl in der Si-
lage des FB 1. Die hohe aerobe Keimzahl und hohe Zahl an Hefen im FB 2
hatte im Vergleich ebenfalls zu einer verstarkten Proteolyse in der Silage
fihren mussen. In fast allen Silagen bot sich den Verderbniserregern mit den
Milchsaurebakterien eine ausreichend grofe Konkurrenzflora. Nur im Kon-
trollbetrieb KB 3 waren &hnliche Mengen an Verderbniserregern und Milch-
sdurebakterien zu finden, was zu einer Verschiebung des Garsduremusters
fuhren konnte, die sich aber im sensorischen Test nicht belegen liefs. Auch die
Anzahl der Schimmelpilze war ausschliefSlich in den Kontrollbetrieben KB 1

und KB 3 erhoht, was sich in einer erhdhten Ochratoxinbelastung der
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KB-1-Silage zeigte. Die Mykotoxingehalte in den Silagen aus FB 1 und KB 2
lagen innerhalb der Grenzwerte, auch wenn diese im Fallbetrieb FB 1 nicht
mit der Anzahl der bestimmten Schimmelpilze korrelierte. Obwohl nur in drei
Betrieben die Mykotoxingehalte bewertet werden konnten, war kaum von einer
alleinigen Verursachung des untersuchten Krankheitsbildes auszugehen, da
die nachgewiesenen Schimmelpilzgehalte in den verbleibenden Silagen gleich
grofsS oder niedriger als die Gehalte der Silage des Kontrollbetriebes KB 2
waren und deshalb auch von gleichartigen Mykotoxinkonzentrationen im
Futter ausgegangen werden konnte. Durch ruminale Mikroorganismen
kéonnten die Toxine aufierdem in unterschiedlichem Mafle metabolisiert und
inaktiviert werden (Hult et al, 1976; Kiessling et al, 1984; Battacone et al,
2010).

Aufgrund der Diskrepanzen zwischen MLP-Daten und der chemisch-physi-
kalischen und mykotoxikologischen Silagebewertung konnte kein Zusammen-
hang zwischen der Nahrstoffversorgung aus evtl. minderwertigen Grassilagen
und dem Krankheitsbild des viszeralen Botulismus bzw. der ,Faktoren-
erkrankung Milchviehherde“ hergestellt werden. Dies bestétigte sich auch in
Untersuchungen zu erniedrigten Reineiweifsgehalten in Grassilagen (Gresner,
2011; Theermann, 2011). Da die Silagen der Kontrollbetriebe eine
vergleichbare oder schlechtere Qualitdt als die Silagen der Fallbetriebe
aufwiesen, héitte sich im Falle eines wesentlichen Zusammenhangs mit der
Entstehung des viszeralen Botulismus bzw. der Multifaktorenerkrankung

auch in der Kontrollgruppe das Krankheitsbild ausbilden muissen.

Alle Grassilagen wurden im Maus-Bioassay negativ auf BoNTe getestet.
Moeller et al. (2003) beschrieben, dass in Rindern trotz klinischer Symptome
nach der Applikation von BoNT/C kein Toxin im Kot per Maus-Bioassay
nachzuweisen war. Die Ergebnisse aus diesen in-vivo-Versuchen beschreiben
sehr gut die Probleme der labordiagnostischen Bestatigung von Botulismus.
Da die Sensitivitdit der Mause als naturliche Nachweisgrenze des Testes
fungiert, Holstein-Friesian-Rinder aber besonders gegentiber BoNT/C zehn
Mal sensitiver als die Maus reagieren (Moeller et al, 2003) und in der
Mehrzahl der klinischen Botulismusfille beim Rind keine Typbestimmung
moglich war (Lindstrém et al.,, 2010), konnte eine Kontamination der Gras-

silagen mit BoNTen nicht ausgeschlossen werden.



Diskussion 125

5.8 Bewertung weiterer Futtermittel

Neben der untersuchten Grassilage wurden in allen Betrieben auch Maissilage
und Kraftfutter verflittert, bei denen keine sensorischen Abweichungen festge-
stellt wurden. Da aber auch in sensorisch einwandfreien Grassilagen erhéhte
Keim- und Mykotoxingehalte bestimmt wurden, wéare in Folgestudien eine ein-
gehendere Betrachtung der Maissilage und des Kraftfutters sinnvoll, da in
Maissilage bereits BoNT/B nachgewiesen wurde (Yeruham et al.,, 2003). Nur
die Fallbetriebe verflitterten Eigengetreide in Form von Mais oder Weizen.
Durch die Diingung der Felder mit der Gulle erkrankter Tiere wie in den Fall-
betrieben FB 2 und FB 3 und wahrscheinlich schon durch die Verwendung
derselben Maschinen im Stall und bei der Ernte im Fallbetrieb FB1 kann ein
Kreislauf der Kontamination und Anreicherung geschaffen worden sein, wie er
von Notermans et al. (1981) und Dahlenborg et al. (2003) beschrieben wurde.
Eine mikrobiologische und toxikologische Untersuchung des verwendeten
Eigengetreides sollte in Folgestudien und zur Ursachenforschung in den Fall-
betrieben unbedingt geschehen. Im Rahmen dieser Pilotstudie wurde die Ver-

futterung von Eigengetreide als wahrscheinlicher Risikofaktor identifiziert.

5.9 Wasserversorgung

Die Wasserversorgung im Stall und auf der Weide konnte kaum zur Ein-
schatzung eines moglichen Risikopotentials zum Auftreten von viszeralem
Botulismus herangezogen werden. Lediglich die Kontrollbetriebe verwendeten
Brunnenwasser, das durch infektiése Tierkadaver héatte verseucht werden
konnen. Ein Fallbetrieb nutzte auf der Weide Oberflichenwasser, das prinzi-
piell durch den Kot von Vogeln kontaminiert sein konnte. Da aber in den Ubri-
gen Fallbetrieben auf der Weide und im Stall nur Leitungswasser zur Versor-
gung der Tiere genutzt wurde, war in diesen Betrieben eine Infektion durch die

Wasserversorgung auszuschliefRen.
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5.10 Tiergesundheit im Bestand

Das Krankheitsspektrum in Bestidnden mit Hochleistungsrindern ist weit-
gehend einheitlich und findet seine Ursache oft in Stoffwechselstérungen
(Farll, 2002), denen man meist durch ein entsprechendes Futterungs-
management oder eine kurzfristige Therapie begegnen kann. Anhaltspunkte
liefern zum einen die monatlichen MLP-Daten und zum anderen die Be-
standsdiagnostik mit Hilfe von Indikatortieren. Da die tierdrztliche Betreuung
in den ausgewdhlten Betrieben im wochentlichen Rhythmus stattfand,

konnten Imbalancen theoretisch sehr schnell bemerkt und korrigiert werden.

Die Laborwerte der ausgewahlten Indikatortiere gestalteten sich Uberwiegend
einheitlich und zeigten die fir Hochleistungsrinder typischen Stérungen, die
aus Energie- oder Rohfasermangel resultierten (Lotthammer, 1999). Anhand
der erhdhten Leberenzymwerte wurde die Belastung der Leber aller Tiere
deutlich, die durch die Fermentationsstérungen im Pansen und die daraus
resultierenden Pansenazidosen hervorgerufen wurde. Aus den Daten der Ein-
zeltiere liefSen sich Ruickschliisse auf die Stoffwechselsituation der gesamten
Herde ziehen. Dabei stimmten im Fallbetrieb FB 1 die erhaltenen Erkennt-
nisse nicht mit den aus den MLP-Daten gezogenen Ruckschliissen tberein.
Die Laborparameter deuteten auf einen Energiemangel in der Frihlaktation
hin, der in einem Fettmobilisationssyndrom resultierte. Aufgrund der Werte
konnte keine Gebarparesegefdhrdung festgestellt werden. Ein Vitamin-B12-
Mangel war nicht ersichtlich. Im Fallbetrieb FB 2 konnte anhand der Labor-
parameter die Pansenazidose bestétigt werden, wahrend durch die hohe Ka-
liumausscheidung und eine geringe NSBA die alkalische Stoffwechselsituation
zu einem erhéhten Risiko fir Gebarparese und Labmagenverlagerung fiihrte.
Der Vitamin-B12-Spiegel im Serum war wahrend der Trockensteher- und der
Hochlaktationsphase zu niedrig. Im Fallbetrieb FB 3 deutete sich anhand der
Werte ebenfalls ein Fettmobilisationssyndrom an, das aber noch nicht zu
ketotischen Zustanden fihrte. Wahrend der 1. und der II. Phase zeigte sich ein
Vitamin-B12-Mangel, ebenfalls im Kontrollbetrieb KB 2. Bei allen drei Kon-
trollbetrieben wurde anhand der Pansen-pH-Werte ebenfalls eine
Pansenazidose diagnostiziert. In den Betrieben KB 2 und KB 3 liefs sich an-
hand der verschiedenen Laborparameter zuséatzlich ein Fettmobilisations-
syndrom diagnostizieren. Ein Vitamin-B12-Mangel herrschte in den Betrieben

KB 1 und KB 3 widhrend der Hochlaktation und konnte in allen Tieren auch
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durch eine gestorte Pansenfunktion hervorgerufen worden sein. AufSerdem
fuhrte die erhohte Kaliumausscheidung im Kontrollbetrieb KB 2 zu einer

Erhéhung der Gebarparesegefahrdung.

Da in allen Bestidnden die Bewertung der Bestandsdiagnostik auf verschiedene
Mangelerscheinungen hindeutete, die allesamt zu Entzindungen von Gebéar-
mutter, Euter und Klauen fihren konnten, diese aber nicht in allen Betrieben
gleichartig auftraten, musste ein weiterer Faktor mafsgeblich an der Ent-
stehung der Bestandserkrankungen beteiligt sein. Dies galt in besonderem
Mafle fir die verldngerten Zwischenkalbezeiten. Durch die Definition ein-
deutiger klinischer Symptome und deren Pravalenz konnte das Krankheitsbild

des viszeralen Botulismus abgegrenzt werden.

Schon der Klauenpflegezustand liefs eine grobe Einteilung in Fall- und Kon-
trollbetriebe zu. Obwohl ihm in besonderem Mafie eine Indikatorfunktion fur
Stoffwechselstérungen zugeschrieben wird (Lotthammer, 1999; Rossow, 2004;
Furll, 2005), konnte die ermittelte Herdengesundheit keine Erkladrung fir die
gegensatzlichen Klauenpflegezustidnde in den Fallbetrieben FB1 und FB 2 ge-
genlber den Kontrollbetrieben liefern. Die anzeigepflichtigen Erkrankungen
BHV-1, BVD/MD und Salmonellose wurden nicht nachgewiesen und konnten
so als Ursache fur plétzliche Todesfdlle, Fruchtbarkeitsstérungen, Gelenks-
und Euterentziindungen oder zentralnervése Stérungen ausgeschlossen wer-
den. Die meldepflichtige Paratuberkulose wurde im Fallbetrieb FB 2 festge-
stellt. Sie kann in ihrem Erscheinungsbild mit den Symptomen des viszeralen
Botulismus, Abmagerung und Milchleistungsriickgang, Uibereinstimmen. Da
die Auswahl der Tiere fir die klinische Untersuchung nur anhand der
Botulismusverdachtssymptome Lahmungen, Reaktionsmangel und
schlechtem Allgemeinzustand erfolgte und die untersuchten Tiere nicht an
wassrigem Durchfall litten, konnte davon ausgegangen werden, dass diese
Tiere zumindest nicht akut erkrankt waren und diese Erkrankung keinen
Einfluss auf die Beurteilung der Symptomatik des viszeralen Botulismus
hatte. Da bereits zwei der drei Fallbetriebe auf Empfehlung des RGD MV den
Clostridien-Impfstoff Covexin® einsetzten, war zum Zeitpunkt der klinischen
Untersuchung im Rahmen dieser Studie eine Verbesserung des allgemeinen
Gesundheitszustandes der Herde moglich. Durch die friithzeitige Verwendung
des Impfstoffes konnten aber auch Symptome, die durch andere Clostridiosen

hervorgerufen werden, minimiert und vernachléassigt werden.
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5.11 Klinisches Erscheinungsbild des viszeralen Botulismus

Betrachtete man den Anteil der Tiere mit Botulismusverdachtssymptomen an
der Zahl der begutachteten Tiere, so stellte sich ein gravierender Unterschied
zwischen den Fall- und Kontrollbetrieben dar. Wahrend es in den Kontroll-
betrieben nur einen geringen prozentualen Anteil an botulismusverdéchtigen
Tieren gab, bewegte sich deren Anteil in den Fallbetrieben zwischen 17 und
50 %, was die Aussage der betreuenden Tieradrzte bestatigte, dass es in den
Fallbetrieben kaum gesunde Tiere geben wurde. Im Kontrollbetrieb KB 3
betrug der Anteil an kranken Tieren 2,5 % und lag damit etwas Uber dem

durchschnittlichen Wert von 0,25 % der beiden anderen Kontrollbetriebe.

Durch die Erhebung verschiedener Auffalligkeiten im Allgemeinzustand, der
Verdauung, im systemischen und neuro-motorischen Bereich liefd sich an-
hand der Haufigkeit der auftretenden Symptome eine Falldefinition des

viszeralen Botulismus ableiten.

Die Beurteilung des Habitus eignete sich als guter Parameter zum Erkennen
des Krankheitsbildes des viszeralen Botulismus, da er nur in den Fall-
betrieben bei sechs der neun begutachteten Tiere auffallend abwich. Auch der
Erndhrungszustand war bei sechs Tieren schlecht bis sehr schlecht, allerdings
war dieses auch bei vier Tieren aus den Kontrollbetrieben der Fall und konnte
auf viele Erkrankungen oder auf Stoffwechselstérungen, die durch die Be-
standsdiagnostik sichtbar wurden, hindeuten. Die Beurteilung des Verhaltens
eignete sich, da in den Fallbetrieben drei Tiere apathisch oder geddmpft
reagierten, ein viertes nervés und reizbar, was trotz der Gegenséatzlichkeit
schon als Symptomatik des Botulismus beim Rind beschrieben wurde (Kriek
und Odendaal, 1994). Ataxien wurden bei acht der neun Tiere in den Fall-
betrieben beobachtet, in den Kontrollbetrieben aber nur bei einem Tier, so
dass Ataxien ebenfalls als Anhaltspunkt in der Diagnostik des viszeralen
Botulismus angesehen werden konnte. Ein ebenfalls aussagekraftiger Para-
meter, der sich bereits ohne eingehendere klinische Untersuchung erheben
lie3, war die Beobachtung der untypischen Beinstellung, die in den Fall-
betrieben bei sechs Tieren vorzufinden war, bei den Kontrolltieren dagegen bei

keinem Tier.
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Abweichungen von der normalen Verdauungstéitigkeit waren je nach Para-
meter unterschiedlich stark ausgepragt. Der Kot war bei nur einem Tier der
Fallbetriebe zu fest, in einem Kontrollbetrieb bei einem Tier zu wassrig. An-
sonsten waren alle begutachteten Tiere ohne besondere Beobachtungen. Die
deutlichsten Unterschiede zwischen den Fall- und Kontrollbetrieben im Be-
reich der Verdauung liefSen sich bei der Beobachtung des Pansens aus-
machen. In den Fallbetrieben lag bei zwei von neun Tieren eine
Pansentympanie vor, bei weiteren finf Tieren waren nur schwache Pansen-
kontraktionen auszukultieren, wohingegen in den Kontrollbetrieben insgesamt
bei nur einem Tier eine Pansentympanie festzustellen war. Die schwachen
Pansenkontraktionen deuteten auf eine beeintrachtigte nervale Steuerung des
Verdauungstraktes hin. Da dies auch als Ursache fur Pansen- und
Darmtympanien eine Rolle spielt, ergab sich daraus bei sieben Tieren eine
massive Storung des enterischen Nervensystems, die vielfdltige Ursachen und
Folgen haben konnte. Durch die Aufnahme von rohfaserarmen, aber starke-
und eiweifSreichem Futter oder einer unangepassten Umstellung des Futters
kann es zu Stérungen der Pansenfunktion in Form von Azidosen oder erhéhter
Gasbildung kommen, die in ihrer chronischen Form tuber eine verminderte
Nahrungsaufnahme und daraus folgende Stoffwechselstorungen zu Ent-
ziindungen von Gebarmutter, Klauen und Euter fihren kénnen. LAhmungen
des enterischen Nervensystems infolge einer Intoxikation bzw. Toxikoinfektion
mit BoNTen fihren ebenfalls zu Stérungen der Pansenfunktion mit den be-
schriebenen Folgen. Da die Rohfasergehalte in den Silagen der Fallbetriebe
optimal oder erh6ht waren und zuséatzlich Stroh als Rauhfutter ergdnzt wurde,
schied dies als alleinige Ursache der Funktionsstérungen von Pansen und
Darm aus, besonders im Vergleich zu den Kontrollbetrieben, die schlechtere
Rohfasergehalte in ihren Silagen erreichten und trotzdem geringere klinische
Stérungen der Verdauungsfunktion ihrer Tiere zu verzeichnen hatten. Diese
Vermutung verstérkte sich bei der Betrachtung des Pansensaftes. Die geringe
Zahl der Infusorien und deren verminderte Beweglichkeit beeintrachtigten die
Pansenaktivitdt. Damit entfiel die bereits angesprochene -effektive
Metabolisierung und Detoxifizierung von Mykotoxinen (Hult et al, 1976;
Kiessling et al., 1984; Battacone et al,, 2010), so dass eine Verstarkung
toxischer Effekte in bereits kranken Tieren moglich ware. Gleichzeitig beein-
flusst die Anwesenheit von Protozoen die Anzahl und Zusammensetzung der

ruminalen Bakterien (Ozutsumi et al, 2005). Bestimmte Bakterien-
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populationen stimulieren wiederum verschiedene Komponenten des enteralen
Immunsystems (Umesaki und Setoyama, 2000). Pansensaft mit Bakterien be-
sitzt ein wesentlich grofSieres Degradierungspotential fir BoNT/C als
Pansensaft mit Protozoen und wenigen Bakterien (Allison et al.,, 1976). Aufier-
dem wurde in Studien im Rahmen des Verbundprojektes Botulinom festge-
stellt, dass Protozoen durchaus zur Degradation von vegetativen Formen von
C. sporogenes fahig waren, die Zahl der Sporen im gleichen Zeitraum aber
nicht reduziert wurde. In BoNT/C-positiven Rindern wurde ein signifikant
hoherer Anteil der Protozoengattung Epidinium und Entodinium in Kot und
Pansensaft festgestellt als in BoNT/C-negativen Rindern (Krtiger und Schrédl,
2010). Diese Protozoen degradieren Bakterien und nutzen deren
Abbauprodukte als Nahrstoffe (Coleman und Hall, 1972). Besonders im
Rahmen einer Pansenazidose entsteht eine Imbalance in Richtung von
sulfatreduzierenden Bakterien, die Acetat, Propionat, Laktat, Butyrat und
Ethanol verwerten (Gibson et al, 1993). Durch Clostridien, Bifidobakterien
und Bacteroides fragilis entsteht beim Abbau von Mucin Sulfat, das wiederum
durch die sulfatreduzierenden Bakterien zu toxischem, epithelschadigendem
Schwefelwasserstoff umgewandelt wird (Shirazi et al.,, 2000) und es auf diese
Weise zu einer erheblichen Beeintrachtigung der Verdauungsfunktion kommt.
Im Fall der wuntersuchten Betriebe wurden in allen gepruften
Pansensaftproben zu niedrige pH-Werte gemessen, die auf Pansenazidosen
schliefsen liefSen. Durch die geringen Infusorienzahlen wurden evtl. mit dem
Futter oder durch die Umwelt aufgenommene vegetative Formen von C.
botulinum und anderen Clostridien nicht mehr degradiert, sondern konnten
eine fir das Rind schadigende Symbiose mit sulfatreduzierenden Bakterien
eingehen. Die PCR-Ergebnisse der Pansensaftproben aus den zur
Bestandsdiagnostik beprobten Tieren bestatigten das Vorhandensein von
C. botulinum und C. perfringens im Pansensaft, die dort durchaus
physiologisch bzw. in klinisch gesunden Tieren vorhanden sein kénnen und
die Bestandteile der Nahrungsaufnahme widerspiegeln. Die Haufung von
enterotoxisch wirkenden C2-positiven Pansensaftproben des Kontrollbetriebes
KB 3 fuihrte dort wahrscheinlich zu den &aufderlich kaum wahrnehmbaren
gesundheitlichen Veradnderungen, die von den Angestellten beschrieben
wurden. Da durch die Induktion der Bildung neuer Mikrotubuli-Strukturen an
der Zelloberfldche die Anhaftung von Clostridien beglnstigt (Schwan et al,
2009) und durch die Porenbildung der Eintritt clostridialer Toxine forciert wird



Diskussion 131

(Simpson, 1989; Barth et al, 2000), erscheint es plausibel, dass eine
Darminfektion mit C2-bildenden Clostridien den Ausgangspunkt einer
Toxikoinfektion mit C. botulinum bildet. In den Kontrollbetrieben KB 1 und
KB 2 war trotz des positiven PCR-Nachweises davon auszugehen, dass im
Magen-Darm-Kanal eine starke Konkurrenzflora das Auskeimen, die Vermeh-
rung und damit auch die Toxinbildung unterdriickte. Dadurch wurde die Ent-

stehung von viszeralem Botulismus verhindert.

Da eine Stoérung der Verdauungsfunktion neben einer Intoxikation sowohl
Start- als auch Endpunkt eines Kreislaufes mit unzureichender Nahrungsauf-
nahme, daraus resultierenden Stoffwechselstérungen und Erkrankungen sein
kann, sollte das klinische Erscheinungsbild einer Dysfunktion stets durch die
Untersuchung einer Pansensaftprobe untermauert werden, da eine Gegen-
Uberstellung von Tieren eines Kontrollbetriebes mit &hnlichem Betriebs-

management in der Praxis nicht moglich ist.

Bei der Untersuchung auf systemische Erscheinungen war bei keinem der
Tiere ein trépfelnder Harnabsatz vorzufinden. Drei der Falltiere aus dem FB 1
wiesen gestaute Venen auf, aber ebenso drei Kontrolltiere aus dem KB 2, so
dass es sich hier um kein spezifisches Symptom zu handeln schien. Das
Gleiche galt fur Odeme, die bei keinem Tier zu finden waren. In den Fall-
betrieben wurde bei vier Tieren eine auffillige Atmung festgestellt, in den
Kontrollbetrieben bei einem Tier. Weiterhin wiesen acht von neun Falltieren
Entziindungen an Klauen oder Gelenken auf, in den Kontrollbetrieben waren
drei Tiere betroffen, alle aus dem KB 2. Zwar sind solche Anzeichen auch
grundsétzlich ein Hinweis auf Stoffwechselstérungen und kénnen als Mangel-
erscheinung auftreten (Lotthammer, 1999), da aber in allen beprobten
Betrieben eine dhnliche Stoffwechselsituation vorlag, wurden die unterschied-
lichen Resultate wahrscheinlich durch einen weiteren Faktor hervorgerufen.
Ein ebenfalls aussagekréftiger Parameter schien auch die Atrophie der
Glutdenmuskulatur zu sein. Sie war bei fUnf Tieren in den Fallbetrieben, aber
nur bei einem Tier in den Kontrollbetrieben vorzufinden. Eine auffallige
Atmung, Entziindungen an Klauen und Gelenken und die Atrophie der
Glutaenmuskulatur konnten durch deren Haufung in den Fallbetrieben als

Symptome fur den viszeralen Botulismus betrachtet werden.
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Der Untersuchung von neuro-motorischen Symptomen kam aufgrund der
Wirkung der Botulinum-Toxine als Neurotoxine eine besondere Beachtung zu.
Auch wenn in den Fallbetrieben nicht alle Tiere gleich stark von allen Symp-
tomen betroffen waren, so war doch auffallig, dass es in den Kontrollbetrieben
nur bei einem Tier zu einem Ausfall des Hautreflexes kam und nur in einem
weiteren Tier die LAhmung von Ischiadikus und Obturatoris zu beobachten
war. Alle anderen Kontrolltiere waren unverdéchtig. Aus den Fallbetrieben
fielen vier Tiere durch die fehlende Abwehrbewegung bei Manipulation des
Kopfes auf, bei drei Tieren war Mydriasis bei Lichteinfall zu beobachten und
bei vier Tieren fehlte der Lidreflex bei Bertihren des Lides, bei zwei Tieren
fehlte auch der Ohrreflex. Die letztgenannten Symptome waren vorwiegend bei
den Tieren aus dem FB 3 zu sehen. Schluckbeschwerden, eingeschrankter
Zungen-, Anal-, Haut und Klauenreflex, mukédser Speichel oder eine hingende
Unterlippe wurden in den Fallbetrieben in ein bis zwei Tieren beobachtet.
Keines dieser Tiere entstammte dabei dem FB 2. Die Lahmung der
Fibularismuskulatur war an einem Tier zu finden, wahrend an fuinf Tieren
eine partielle Ischiadikusldhmung festgestellt werden konnte. Eines davon
wies zusatzlich eine ObturatorislAdhmung auf, ein weiteres eine
Radialislahmung. Fasst man diese Symptome zusammen, waren in den Fall-
betrieben sechs Tiere von LAhmungserscheinungen betroffen, in den Kontroll-
betrieben dagegen nur ein Tier, wodurch sich die neuro-motorische Beein-
trachtigung der erkrankten Tiere aus den Fallbetrieben bestéatigte und sich als
gutes Diagnostikum anbot. Da betroffene Tiere unterschiedlich sensitiv rea-
gieren und verschieden stark und schnell Symptome ausbilden (Moeller et al.,
2003), ist im Falle einer Bestandserkrankung die Beurteilung von mehr als

drei Tieren ratsam.

Zuséatzlich zu den klinischen Untersuchungen von drei ausgewédhlten Tieren
pro Bestand wurden deren Kotproben mikrobiologisch untersucht. In den
Fallbetrieben wurden vier von neun Tieren positiv auf C. perfringens und funf
positiv auf C. botulinum getestet. Dabei waren nur zwei der Tiere gleichzeitig
positiv flir beide Spezies. Von den neun Tieren aus den Kontrollbetrieben wa-
ren zwei Tiere aus dem KB 2 gleichzeitig positiv fur C. perfringens und
C. botulinum. Diese beiden Tiere wiesen in der klinischen Untersuchung auch
Lahmungserscheinungen und gestaute Venen, sowie Entzindungen an

Klauen und Gelenken auf, so dass sich hier ein Zusammenhang mit dem
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klinischen Erscheinungsbild herstellen liefs. Zuséatzlich wurden zwei Tiere aus
dem FB 2, wo bereits die Paratuberkulose-Problematik bekannt war, positiv
auf Mykobakterien bzw. sdurefeste Stidbchen getestet, aber auch ein Tier aus
dem FB 3. Im Fallbetrieb FB 3 war aber der PCR-Nachweis von Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis negativ. Da der Habitus und der Erndhrungs-
zustand der ausgewéahlten Tiere aus dem Fallbetrieb FB 2 ohne besondere
Beobachtung blieb, war davon auszugehen, dass diese Tiere nicht klinisch
erkrankt waren. Die auftretenden Lidhmungen von Ischiadikus und Radialis
bei diesen Tieren bestatigten die Stérung der neuro-motorischen Reizleitung

und damit den Einfluss von BoNTen.

5.12 Bewertung von Maus-Bioassay und PCR anhand der

Bestandsdiagnostik

Neben den klinisch untersuchten Tieren wurde auch den zur Bestands-
diagnostik beprobten Tieren jeweils eine Kotprobe entnommen. Der BoNT-
Nachweis mit Hilfe des Maus-Bioassays zeigte fir die Fallbetriebe FB 1 und
FB 2 und den Kontrollbetrieb KB 3 eine Toxikation von jeweils vier bis funf
Tieren. Da die bereits diskutierte Sensitivitit des Maus-Bioassays die
Nachweisfahigkeit dieses Tests limitierte, musste auch aufgrund der
klinischen Symptomatik von einer hoéheren Zahl BoNT-positiver Tiere
ausgegangen werden. Diese Vermutung wurde durch &ahnliche Erfahrungen
von Wilson et al. (1995) bestéitigt, wo erst aus einer Kultur heraus der
Nachweis von BoNT/B gelang. Der mogliche Verlust des Toxingens und des
Toxinbildungsvermoégens durch Kultivierung erschwert bei dem C.-botulinum-

Typen C und D den Nachweis zuséatzlich (Oguma, 1976).

Der PCR-Nachweis von C. botulinum und C. perfringens im Kot unterschied
sich wesentlich von den Ergebnissen der untersuchten Pansensaftproben, was
sich aber durchaus noch im physiologischen bzw. klinisch nicht relevanten
Rahmen bewegen kann. Aus den Gelbildern war fir den Pansensaft in der
ABEF-Multiplex-PCR ein grofses Spektrum zusatzlicher Banden erkennbar, die
durch die Kombination nicht zusammen gehdérender Primer mit unbekannten

DNA-Sequenzen entstanden (eigene Untersuchungen). Die aufgrund der
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richtigen Fragmentgréfien als positiv beurteilten Proben wurden in einer

Einzel-PCR erneut getestet und ggf. korrigiert.

Da aufierdem verschiedene PCR-Inhibitoren aus dem Kot die Reaktion beein-
trachtigen konnten und die Nachweisgrenze der ABEF-Multiplex-PCR bei
2x 103 KbE/mL und die der CD-Multiplex-PCR bei ca. 105 KbE/mL lag,
wahrend schon eine Sporenkonzentration von 100 Sporen/g zu einem
messbaren Toxinsignal fuhrt (Schrédl et al, 2007), war unter zusatzlicher
Bertlicksichtigung der Sensitivitdt des Maus-Bioassays flr das letztgenannte
Ergebnis von einer wesentlich hoéheren Infektionsrate der Tiere mit
C. botulinum auszugehen. Hinzu kommt die Erkenntnis aus der Entwicklung
einer eigenen CD-Multiplex-Real-time-PCR (s. Anhang), dass auch in
Reinkulturen die Nachweisgrenze bei zwei Stdmmen des gleichen Toxintyps
erheblich schwanken kann. Dies liefS den Schluss zu, dass bei den
C.-botulinum-Typen C und D wahrend der Kultivierung ein ungleichméafdiger
Verlust des Toxingens auftreten kann oder die Stidmme generell
unterschiedlich toxinogen sind. Auch fir andere C.-botulinum-Typen wurde
eine differente Sensitivitdt beschrieben (Lindstrém et al, 2001). Die im
Ergebnisteil beschriebene Abnahme der BoNT/C-toxinogenen positiven Proben
ist wahrscheinlich dem Verlust des Toxingens durch Kultivierung

zuzuschreiben.

Mit Hilfe der verwendeten PCRs war ein Nachweis von C. botulinum bzw.
C. perfringens auf Basis der im Genom enthaltenen Toxingene moglich. Zum
einen wurden auf diese Weise aber auch evtl. tote Zellen und Fragmente der
DNA mit erfasst, zum anderen wurde durch diese Methode keine Aussage tiber
die tatsachliche Toxinbildung getroffen. Es musste festgestellt werden, dass
ein adaquater Toxinnachweis momentan nur tiber den Maus-Bioassay erfolgen

kann.

5.13 Toxikologische Untersuchung von Organmaterial

Da sowohl die Entschadigungssumme fiir ein Rind als auch die pathologische
Untersuchung selbst fiir je drei Tiere aus sechs Betrieben das Budget dieser
Pilotstudie Uberschritten héatten, konnte nur auf Ergebnisse bereits erfolgter

toxikologischer Untersuchungen zurlickgegriffen werden, was zu einer gerin-
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geren Aussagekraft in Bezug auf die BoNT-Gehalte einzelner Organe fihrte, da
nicht in allen Betrieben drei Tiere untersucht wurden. Auch hier deckten sich
die Ergebnisse der Kotproben nicht unbedingt mit den Ergebnissen der
Pansensaftproben, schlossen sich aber nicht aus, da im Pansensaft ein
anderes Milieu und damit andere Wachstumsbedingungen als im Enddarm

vorzufinden sind.

Die Leber als zentrales Organ des Stoffwechsels 1lasst durch ihre Filterfunktion
eine erhdéhte Konzentration an BoNTen bei erkrankten bzw. infizierten Tieren
erwarten. So gelang beispielsweise die Neutralisierung von BoNT/C aus dem
Leberextrakt toter Kéalber (Davies et al., 1974). Der Dlinndarm als Resorptions-
stelle fiir die BoNTe birgt ebenfalls das Potential fir die Detektion von BoNT.
Allerdings muss auch die schnelle und irreversible Bindung der Neurotoxine
an die Nervenzellen bertcksichtigt werden, die einen Nachweis unmdglich
machen kann. Da im Rahmen dieser Studie flir nur ein Tier eine vollstédndige
organtoxikologische Untersuchung stattfand, war eine Bewertung der Organe
Leber und Duinndarm nicht méglich. Insgesamt zeichnete sich aber durch die
toxikologische Untersuchung der Kotproben ein Bild ab, das den Ergebnissen
der klinischen Untersuchung Rechnung trug und auch die besondere Lage des

Kontrollbetriebs KB 3 unterstrich.

Alles in allem stellte sich beim BoNT- oder C.-botulinum-Nachweis die Frage
nach der geeignetsten Art der Probe. Der Pansensaft schien aufgrund des
Einflusses der Pansenflora und -fauna und der aufwendigen Gewinnung kein
geeignetes Mittel zu sein. Leber und Dtinndarm wéaren geeignete Organe, da in
ihnen der héchste Ubertritt der BoNTe in den Organismus erfolgt. Sektionen
sind aber kostenintensiv und die Tétung eines chronisch erkrankten Tieres
wire wenig sinnvoll, wenn Gegenmafnahmen beabsichtigt werden. Aus
diesem Grund bleibt fir eine toxikologische Untersuchung nur der leicht zu
gewinnende Kot als Alternative, obwohl aus dem Enddarm gewonnenes Toxin
sehr wahrscheinlich auch erst dort gebildet wurde. Im Duinndarm vor-
handenes BoNT wiirde auch an dieser Stelle resorbiert werden (Maksymowych

et al., 1999).
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5.14 Untersuchung auf C. perfringens

Da bereits von einem gemeinsamen Auftreten von C. botulinum und
C. perfringens berichtet wurde (Popoff und Lecoanet, 1987), wurden sowohl die
Kotproben der klinisch untersuchten Tiere als auch die Pansensaft- und Kot-
proben der beprobten Tiere aus der Bestandsdiagnostik per PCR und/oder per
Toxin-ELISA auf C. perfringens getestet. Besonders im Zusammenhang mit der
geschidigten Pansenfauna waren bei einer gleichzeitigen Anwesenheit von
mindestens zwei Toxinen, in dem Fall Botulinum-Toxinen, C.-perfringens-
Toxinen und Mykotoxinen, additive, Giberadditive und potenzierende Effekte

der Toxine denkbar.

Trotz der Covexin®-Impfung wurde im Fallbetrieb FB 1 ein klinisch unter-
suchtes Tier positiv auf C. perfringens und C. botulinum getestet. Im
ungeimpften Fallbetrieb FB 2 waren alle drei Tiere C.-perfringens-positiv ge-
testet worden. Da eine Beweidung des Griinlandes mit Schafen erfolgt war,
ware es sinnvoll, diese Tiere neben Mykobakterien auf C. perfringens zu testen.
Im Kontrollbetrieb KB 2 wurden zwei der klinisch untersuchten Tiere ebenfalls
gleichzeitig positiv auf C. perfringens und C. botulinum im Kot getestet. In allen
drei Kontrollbetrieben wurden bei den beprobten Tieren aus der Bestands-
diagnostik C.-perfringens-positive Tiere gefunden, im Kontrollbetrieb KB 3
konnte man von einer regelrechten Durchseuchung sprechen. Doch obwohl in
den Proben der Kontrollbetriebe KB 1 und KB 2 gleichartige bzw. hohere
Mykotoxingehalte detektiert wurden, die Pansenfauna gleichermafien beein-
trachtigt war und C. perfringens bestimmt wurde, kam es dort nicht zur Aus-
bildung eines vergleichbaren Krankheitsbildes wie in den Fallbetrieben, so
dass der Nachweis von C. botulinum oder BoNT im Kot als ausschlaggebender
Faktor fur das Krankheitsbild des viszeralen Botulismus angesehen werden

konnte.

Trotzdem und auch deswegen ist ein wechselnder Einfluss verschiedener
Clostridien auf das Krankheitsgeschehen des viszeralen Botulismus modglich.
Da die verschiedenen Toxine unterschiedliche Angriffspunkte im Organismus
haben und z. B. durch ihre enterotoxische oder zytolytische Wirkung den Weg
far weitere Krankheitserreger bereiten (Black und Dolly, 1987), kann man
auch von einer Polyclostridiose sprechen. Das auslésende Agens ist in den

wenigsten Féallen zu benennen.
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5.15 BoNT-Antikorper

Es ist durchaus nicht untblich, dass auch in gesunden Tieren in geringem
Mafle Antikdérper gegen BoNTe detektiert werden (Steinman et al, 20006;
Mawhinney et al., 2011). Im Zuge einer akuten oralen Intoxikation bindet das
resorbierte BoNT direkt in vollem Mafie an die cholinergen Synapsen und
fihrt in den meisten Féallen direkt zum Tod, ohne dass eine Immunreaktion
zustande kommen konnte. Im Falle einer geringen, aber stetigen Absorption
von im Darm gebildetem BoNT kann sich dagegen eine nachweisbare Immun-
antwort entwickeln und Antikérper gegen die Toxine sind nachweisbar. Diese
Immunreaktion macht man sich auch bei der Entwicklung von Antikérpern
zunutze, indem einem Versuchstier geringste Mengen von BoNT appliziert
werden. Es wurde die Beobachtung gemacht, dass in klinisch gesunden Tieren
der betroffenen Bestdnde hoéhere Titer zu finden waren als in sichtbar
erkrankten Tieren (Schwagerick, 2010). Im Rahmen der Bestandsdiagnostik
wurden allerdings nur die BoNT-Antikérpertiter klinisch gesunder Tiere
analysiert. Bei Betrachtung der Einzeltiere zeigten sich in den Fallbetrieben in
fast allen Tieren gleichartig hohe Antikérpertiter, wahrend diese Titer in den
Einzeltieren der Kontrollbetriebe sehr unterschiedlich ausgeprigt waren bzw.
in einigen Tieren gar nicht nachweisbar waren. Durch die Impfung mit
Covexin® und die moglicherweise entstehenden Kreuzreaktionen waren die
Ergebnisse der Fallbetriebe FB 1 und FB 3 nur schwer interpretierbar. Da
Kreuzreaktionen mit den Antikdérpern gegen C. tetani und C. novyi moglich
waren, kénnte dies zu falsch-positiven Signalen fiihren. C. novyi steht in enger
Verwandtschaft zu den Stammen der Gruppe III, C. tetani dagegen weist eine
engere Verwandtschaft mit den C.-botulinum-Typen der Gruppel auf. Da
Toxoide beider Spezies im Impfstoff enthalten waren, ware auch flir BoNT/A
und BoNT/B ein starkerer und gleichartiger Anstieg der Antikoérpertiter der
Einzeltiere zu erwarten gewesen. Da der Gehalt an Antikérpern im Serum aber
nur fir BoNT/C und D stark anstieg, war dies evtl. eher auf die kreuzreaktive
Boosterwirkung des  Impfstoffs und eine  unterschiedlich  hohe
Immunkompetenz der Einzeltiere zurlGckzufihren. Dies wulrde flir eine
vorhergehende erhéhte Exposition der Tiere gegentiber BoNT/C und D
sprechen, die sich deutlich in den vielfdltigen Symptomen der klinisch
erkrankten Tiere dieser Betriebe zeigte. Gleichermafien entsprachen die

geringeren Antikorpertiter fir BoNT/C und D im Fallbetrieb FB 2 dem
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klinischen Erscheinungsbild der dort untersuchten Tiere. Obwohl im Maus-
Bioassay und den PCR-Methoden das Vorhandensein und eine Beteiligung von
anderen C.-botulinum-Typen und BoNTen am Krankheitsgeschehen nach-
gewiesen wurde, scheinen doch die C.-botulinum-Typen C und D mit ihren
entsprechenden BoNTen, C2- und C3-Toxinen die mafdgeblichen Faktoren fur

das Auftreten des Krankheitsbildes des viszeralen Botulismus zu sein.

Dies bestéatigt sich auch durch die Anwendung des in Deutschland aus-
nahmegenehmigungspflichtigen Impfstoffs Botulinum Vaccine® der sud-
afrikanischen Firma Onderstepoort. Er enthélt Toxoide der C.-botulinum-Typen
C und D und dient sowohl zur Immunisierung gesunder Tiere und wird erst-
malig eingesetzt, wenn konservative Therapieversuche der Stoffwechsel-
storungen ohne Erfolg bleiben. Als Folge wird von einem verbessertem
Gesundheitsstatus des Betriebes, verminderten Koordinationsstérungen,
Paresen und Klauenproblemen der Tiere berichtet (Impfbericht, 2008).
Allerdings sind regelmafiige Nachimpfungen erforderlich, um einen
ausreichenden Immunstatus zu erhalten. Da die Ausnahmegenehmigung zur
Anwendung des stdafrikanischen Impfstoffs nur auf Basis des Nachweises
von BoNT erteilt wird, gestaltet sich eine fldichendeckende langjdhrige
Immunisierung und Bestandsaufnahme aufgrund der skizzierten Nachweis-

schwierigkeiten problematisch.
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6 Schlussfolgerung

Mit Hilfe der vorliegenden Untersuchungen im Rahmen einer Fall-Kontroll-
Studie konnten erstmalig Aussagen Uber die Einflussfaktoren und klinischen
Symptome beim Krankheitsbild des viszeralen Botulismus getroffen oder
bestatigt werden. Des Weiteren fand eine Beurteilung der eingesetzten
Methoden zur Erhebung der Daten und zur Diagnostik von C. botulinum und
dessen Toxinen statt. Die Erkenntnisse dieser Arbeit kénnen zur Planung von
Pravalenzstudien und als diagnostisches Hilfsmittel zum Erkennen von

viszeralem Botulismus herangezogen werden.

Das erhobene Datenmaterial war aufgrund der geringen Auswahlmoglich-
keiten von Féallen und Kontrollen und der retrospektiven Erhebung teilweise
unvollstadndig und insgesamt gering. Statt einer statistischen Auswertung war
deshalb nur das Aufzeigen von Trends und Hinweisen moglich, die aufgrund
der logischen Zusammenhange aber schllissig erschienen und deshalb als

beteiligte Risikofaktoren oder klinische Symptome identifiziert wurden.

Der Fragebogen war als Instrument zur umfassenden Datenerhebung gut ge-
eignet und deckte die Bereiche des Betriebsmanagements, der Futterung und
der Tiergesundheit hinsichtlich der vermuteten Einflussfaktoren auf das
Krankheitsbild des viszeralen Botulismus umfassend ab. Im Hinblick auf die
Dauerformen pathogener Mikroorganismen, die mit diesem Krankheitsbild in
Verbindung gebracht werden konnten, ist eine Uberarbeitung der Frage-
stellung in Bezug auf die Erweiterung des zeitlichen Kontextes der Dliingung

erforderlich.

Da die Nahrstoffqualitdt der Grassilage in allen Betrieben &hnlich war, die
mikrobiologische Qualitat der Silagen in den Kontrollbetrieben schlechter als
die der Fallbetriebe war und aufSerdem in beiden Vergleichsgruppen gleich-
artige Stoffwechselstérungen diagnostiziert wurden, konnte die Nahrstoffver-
sorgung als Hauptursache fir das Auftreten des Krankheitsgeschehens aus-
geschlossen werden. Da die Erkrankung mit dem Erscheinungsbild des vis-
zeralen Botulismus nur in den Fallbetrieben auftrat, mussten in diesen Be-
trieben andern Ursachen fiir die Bestandserkrankung verantwortlich sein und
wurden als C. botulinum bzw. dessen Toxine identifiziert. Eine wechselseitige

Dominanz der C.-botulinum-Typen C und D mit C. perfringens bzw. additive
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Effekte einer parallelen Prasenz von Mykotoxinen, BoNTen, C2-Toxin und

anderen clostridialen Toxine war wahrscheinlich.

Als Risikofaktoren fiir die Kontamination oder Rekontamination der Bestande
mit C. botulinum kristallisierten sich Uberschwemmungen des Griinlandes, die
Dingung des Grinlandes mit eigener Gulle und die Verfitterung von evtl.
dadurch kontaminiertem Eigengetreide heraus, bestitigten damit die Er-
wartungen (Boéhnel et al, 2001b; Schwagerick und Boéhnel, 2001;
Schwagerick, 2004a; Schwagerick, 2010) und sollten n&dher untersucht
werden. Ein Zusammenhang zwischen den zur Dungung verwendeten
Garresten einer Biogasanlage und dem Krankheitsgeschehen im Fallbetrieb
FB 3 konnte aufgrund des geringen Datenmaterials im Rahmen dieser

Pilotstudie nicht hergestellt werden.

Als eindeutige klinische Symptome zur Erkennung des viszeralen Botulismus
konnten neben den verschiedenen neuro-motorischen Erscheinungen wie
Lahmungen und Reflexausfillen auch ein schlechter Habitus, Ataxien, eine
untypische Beinstellung, Tympanien und/oder schwache Pansen-
kontraktionen, Entziindungen an Klauen und Gelenken, eine Atrophie der
Glutdenmuskulatur, eine auffillige Atmung und apathisches oder nervoses
Verhalten festgestellt werden. Indizien bzw. Hinweise far eine
Bestandserkrankung waren im Besonderen hohe Zwischenkalbezeiten, eine

hohe Kélbermortalitdt und stark abfallende Fettgehalte der Rohmilch.

Der Nachweis von C. botulinum und den BoNTen im Tier und in der Grassilage
wurde durch zu hohe Nachweisgrenzen, Toxingenverluste durch Kultivierung
und die geringere Empfindlichkeit des Rindes im Vergleich zur Maus beein-
trachtigt. Die Kombination der klinischen und labordiagnostischen Ergebnisse
ermoglichte jedoch die Identifizierung von C. botulinum als auslésendem

Agens. Der Maus-Bioassay wurde als Goldstandard bestéatigt.
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7 Zusammenfassung

Botulismus ist eine akute Intoxikation von S&augetieren, Gefliigel und Fischen
mit Botulinum-Neurotoxinen (BoNTen), die durch C. botulinum gebildet
werden. Eine seit den 1990er Jahren bisher unbekannte, chronisch ver-
laufende und mit erheblichen Verlusten einhergehende Bestandserkrankung
bei Hochleistungsmilchrindern und Kélbern wurde 2001 von Boéhnel und
Schwagerick als viszeraler Botulismus beschrieben und seitdem kontrovers

diskutiert.

Es galt daher, im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie mégliche Einflussfaktoren
und typische Symptome des chronischen Krankheitsgeschehens zu identi-
fizieren, um das Risiko einer Herdenerkrankung erkennen und senken zu
kénnen. Zu diesem Zweck wurde ein Fragebogen entwickelt, der die drei Be-
reiche Betriebsstruktur, Flutterungsbewertung und Tiergesundheit inkl. einer
Bestandsdiagnostik umfasste. Zum Nachweis von C. botulinum wurden
spezifische PCR-Methoden entwickelt bzw. optimiert. Daneben kamen der
Maus-Bioassay zum Nachweis von BoNTen und ein ELISA zur Bestimmung

des Antikorpertiters gegen BoNT/A, B, C und D zum Einsatz.

Entsprechend der geringen zur Verfligung stehenden Datenmenge konnten
statt einer umfassenden statistischen Auswertung lediglich Trends und Hin-

weise ermittelt werden.

Es stellte sich heraus, dass die Hochleistungsrinder sowohl in den Fall- als
auch in den Kontrollbetrieben in einem bedenklichen Stoffwechselzustand
waren und die als Hauptursache vermutete Grassilage minderer Qualitat kei-
nen herausragenden Einfluss auf das Krankheitsgeschehen in den Fall-

betrieben hatte.

Als Risikofaktoren wurden dagegen Uberschwemmungen des Griinlandes, die
Dungung mit Gulle kranker Tiere und die Futterung von Eigengetreide be-
wertet, die durch einen Kreislauf der Re-Infektion eine Potenzierung des

Krankheitsgeschehens herbeiftihren kénnten.

Neben verschiedenen neuro-motorischen Beeintrachtigungen konnten die
klinischen Symptome eines schlechten bis sehr schlechten Habitus, Ataxien,

eine untypische Beinstellung, schwache Pansenkontraktionen, Entzindungen
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an Klauen und Gelenken, die Atrophie der Glutdenmuskulatur als
charakteristisch fur das Krankheitsbild des chronischen Botulismus fest-
gestellt werden. Durch den gelungene Nachweis von C. botulinum und dessen
Toxinen im Kot der Tiere konnten diese als Ursache der vielfdltigen Ausfall-
erscheinungen betrachtet werden und waren ausschlaggebend flir das

Krankheitsgeschehen des viszeralen Botulismus.
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8 Summary

Botulism generally is an acute intoxication of mammals, birds and fishes with
botulinum-neurotoxins (BoNT), which are produced by C. botulinum. First re-
ported in the 1990s as a so long unknown, chronic and by great losses
attended lifestock disease of high performance dairy cows and calves was
described as visceral botulism by Boéhnel and Schwagerick in 2001 and is

discussed controversially since that time.

Therefore, it was the aim to identify possible influencing factors and typical
symptoms within a case-control-study in order to detect and reduce the risk of
this lifestock disease. For these purposes a questionnaire was developed,
which included three points of interests, lifestock management, feed assess-
ment and animal health with lifestock diagnostics. For the detection of C.
botulinum specific PCR methods were developed and optimized. Furthermore a
mouse bioassay for the detection of BoNTs and an ELISA for the investigation

of antibody titer against BoNT/A, B, C and D were used.

According to the low available amount of data instead of statistical analysis

only trends and indications could be determined.

It was shown that the high performance dairy cows had a critical metabolism
status in case as well as in control farms. The grass silage of low-grade quality
as the suspected main cause didn’t have an extraordinary effect to the disease
in the case farms. Instead of it floods of the green land, the fertilisation with
liquid manure of sick animals and the feeding with own crop were evaluated
as risk factors, which could lead to enhancement of the sickness by a circle of

re-infection.

Beside different neuro-motorical dysfunctions also clinical symptoms as a bad
up to very bad habitus, ataxia, an untypical leg position, low ruminal
contraction, laminitis, atrophy of the gluteal musculature were determined as
characteristic for the disease pattern of visceral botulism. Due to successful
detection of C. botulinum and its toxins in animal faeces those could be
examined as the cause of the multifarious deficiencies and were the crucial

factors for the disease pattern of visceral botulism.
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10 Anhang

10.1 biologisches Material

Maus-Bioassay

Fur den Nachweis und die Neutralisation von BoNT im Maus-Bioassay wurden

NMRI-Mause verwendet.

Herkunft und Bezeichnung der verwendeten Referenzstimme

Die C.-botulinum-Stdmme, die in den eingesetzten Methoden zur Entwicklung
oder als Positivkontrollen dienten, wurden in der institutseigenen
Stammsammlung bei -80°C gelagert. Sie wurden urspringlich aus

verschiedenen Quellen bezogen.

Tab. 55: Bezeichnung und Herkunft der verwendeten C.-botulinum-Stamme

Bezeichnung IBT-Nr. Ursprungs- Herkunft
bezeichnung

C.-botulinum-Typ A 2298 62 A Japan
C.-botulinum-Typ B 2299 Okra Japan
C.-botulinum-Typ C1 3291 C-Stockholm unbekannt
C.-botulinum-Typ C1/D 2300 003-9 Japan
C.-botulinum-Typ D 2301 CB-16 Japan
C.-botulinum-Typ D/C1 3828 Isolat Leunig Feldstamm
C.-botulinum-Typ E 2626 CB-K 3E Finnland
C.-botulinum-Typ F 2303 Langeland Japan
C.-botulinum-Typ G 2270 46150.G. Spanien

IBT - Institut fir angewandte Biotechnologie der Tropen und Subtropen, Géttingen
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10.2 Medien, Puffer und Losungen

Alle Nahrmediengrundlagen und Chemikalien wurden von der Fa. Merck,
Darmstadt bezogen. Auf andere Lieferanten wird gesondert hingewiesen. Die

Bestellnummern sind in Klammern angegeben.

Reinforced Clostridial Medium (RCM)

Hefeextrakt (1.03753) 3,0g
Pepton aus Fleisch tryp.verd. (1.07214) 10,0 g
Fleischextrakt (1.03979) 10,0 g
D- Glukose Monohydrat (1.08342) 5,5¢g
NaCl (AppliChem A1371) 5,0g
Starke 16slich (1.01257) 1,0g
L- Cysteinhydrochlorid (1.02839) 0,55 ¢
Natriumacetat mit 3 H,O (1.06268) 493 g
Agar Agar (1.01612) 0,5g
H2O dest. 1000 mL
pH 6,8

Gelatine-Phosphat-Puffer (GPP)

Na;HPO4 (1.06559) 50 mM
Gelatine (1.04070) 1%
H>O dest. 1000 mL
pH 6,8

Trypsinlosung (1:250)
Trypsin (Sigma T1426) 10.000 BAEE U/mg Protein 25 mg
H-O dest. 10 mL

anaerobe Atmosphéire (MART-System)
N, 90 %
H, 5%
CO, 5%
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Enteroxdmie ELISA Kit (C. perfringens)

Enterotoxaemia ELISA Kit (BioX, Belgien)

Bicarbonat-Beschichtungspuffer
NaxCOs (1.06392) 40 mM

NaHCO; (1.06329) 60 mM

Die beiden Losungen werden gegeneinander auf den pH-Wert 9,6 titriert.

Phosphate buffered saline (PBS) —Stammldésung (10 x) 0,5 M

Na,HPO, x 2 H,0 (1.06580) 90 mM
NaH,PO;4 x H,0 (1.06346) 40 mM
NaCl (AppliChem A1371) 1,45 M

Vor dem Gebrauch wird das Konzentrat 1:10 mit H,O dest. verdinnt und mit

3 M NaOH auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt.

miproBLOCK C

betriebsintern

Waschpuffer

PBS 0,05 M

Tween 20 (8.22184) 0,05 %
Substratpuffer

MgCl: x 6 H20 (5833) 500 mM

Diethanolamin (8.03116) 97 mL

H>O dest ad 1000 mL

NaN3 (Serva 30175) 200 mg

phosphatase-markierte Antikorper (Rind)
IgG (Sigma A7754) Verdinnung 1:17.000
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Phosphatasesubstrat
p-Nitrophenylphosphat (pNPP) (Sigma S0942)

Substratpuffer

Schwefelsaure 25 % (Fluka Analytical, 84736)

Tris-EDTA (TE)-Puffer
TrisBase (Sigma T1503)
EDTA (Sigma E5134)
pH

PCR-Mastermix
SuperHOT PCR Mastermix (2 x) (BIORON 119102)

Ethidiumbromid-Lésung
Ethidiumbromid (Sigma E1510)
H,O dest.

Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer (10 x)
TrisBase (Sigma T1503)
EDTA (Sigma E5134)
H3:BO3 (1.00165)

1 Tablette
5 mL

10 mM
1 mM
8,0

100 mg
50 mL

890 mM
20 mM
890 mM

Vor dem Gebrauch wird das Konzentrat 1:10 mit H,O dest. verdiinnt. Der pH-

Wert sollte dann ca. 8,0 betragen.

Ladepuffer (6 x)
Bromphenolblau (8122)
Xylencyanol FF (Sigma X-4126)
Glycerol (1.04091)

H>O dest.

25¢g
25¢g
3 mL
10 mL
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10.3 Gerite

Aufgefiihrt sind lediglich solche Gerate, die nicht standardméafdig in einem

mikrobiologischem Labor vorhanden sind.

= Anoxomat (MART® BV)

= Vakuumbrutschrank (Heraeus)

= Plattenwasher (Molecular Devices)

= Horizontalschtttler (GFL)

= Plattenphotometer Spektramax Plus 364 mit Software SoftMax Pro 5.4
(Molecular Devices)

= Ktuhlzentrifuge (Heraeus)

*» Thermocycler TGradient (Biometra)

= Thermocycler MWG)

= Gelelektrophorese Biorad PowerPac 200 (Biorad)

= Fotodokumentationsgerat mit Graphic Printer

10.4 BoNT/CD-Multiplex-qPCR

Von dem im Wasserbad bei 37 °C aufgetauten und gevortexten DNA-
Uberstand werden 2,5 uL in ein PCR-Reagiergefdft gegeben und mit 22,5 uL
des frisch hergestellten PCR-Mastermixes versetzt. Parallel zur Probe wird eine
Positivkontrolle aus den Stdmmen C. botulinum C1 (IBT 3291), C. botulinum
C1/D (IBT 2300), C. botulinum D (IBT 2301)und C. botulinum D/C1 (IBT 3828)

als Poolprobe analysiert.

Pro Probe wurde ein 25 uL-Reaktionsansatz hergestellt. Die
Einzelkomponenten wurden zu diesem Zweck bei 37 °C im Wasserbad
aufgetaut, grindlich durchmischt und bis zur Verwendung kiuihl gelagert. Die
Primer lagen in einer Konzentration von 10 pmol/L vor. Der Reaktionsansatz
wurde nach dem Pipettieren ebenfalls griindlich durchmischt und kuhl

gelagert.

Die Proben konnen anhand ihres ci-Wertes quantitativ bestimmt werden.
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Tab. 56: Primer fur die BoNT/CD-Multiplex-qPCR
BoNT Primer / Sonden Sequenz (5“3 Prodlf]})(;;groﬁe
qSBC1-F tge tce tgg ata caa taa atg g
C1 qSBC1-R tca aac cgg tat ctg gaa ttt 350
qSBC1-S (FAM/BHQ1) aac aat atg atg gga aat atg aag a
qSBC1/D-F aac ctt gga gat ttt ctt ttg aa
C1/D qSBC1/D-R cca tcc tgg atc cct aga aa 205
qSBC1/D-S (Cy5/BHQ2) cat aca cgc cag ttg cag taa
qSBD-F agt ttt agg gaa aat aca atg ctt ¢
D qSBD-R cca tcc tgg atc cct aga aa 389
qSBD-S (JOE/BHQ1) aaa tgc ata cac gcc agt tg
qSBD/C1-F gca aca aca aat agg ctt gg
D/C1 qSBD/C1-R ttg cag gta caa aaa ccc aat 543

qSBD/C1-S (ROX/BHQ2)

ttc aaa ctt gga gat gac tat tgg

Tab. 57: Zusammensetzung eines 25-uL-Reaktionsansatzes einer BoNT/CD-Multiplex-qPCR

Komponenten Volumen
SuperHOT Mastermix (2x) 12,5 uL
MgCl2 (100 mM) 4 uL

Primer

Sonden

steriles Wasser

je 0,4 uL gSBC1-F und qSBC1-R

je 0,4 uL gSBC1/D-F und qSBC1/D-R
je 0,3 uL gSBD-F und gSBD-R

je 0,6 uL gSBD/C1-F und qSBD/C1-R

0,3 uL gSBC1-S
0,2 uL gSBC1/D-S
0,6 uL gSBD-S

0,6 uL gSBD/C1-S
3,8 uL

Die qPCR wurde im Corbett Rotorgene 3000 (QIAGEN) durchgeftihrt.

Tab. 58: Thermocyclerprogramm fiir die BoNT/CD-Multiplex-qPCR

Programmschritt

Temperatur / Zeit

initiale Denaturierung

Denaturierung

Annealing

Elongation

Zyklenanzahl

95 °C / 3 min
95°C/ 15s
58°C/30s
72°C /40 s
40
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10.5 Kreuzreaktionen PCR

Tab. 59: Stamme fir die Validierung der PCR-Methoden

IBT-Stamm-Nr. Bezeichnung Herkunft

2298 C. botulinum Typ A 62 A, Japan

2299 C. botulinum Typ B Okra, Japan

2626 C. botulinum Typ E CB-S 3E, Finnland

2303 C. botulinum Typ F Langeland, Finnland

42 C. septicum USA

46 C. sordellii USA

57 C. haemolyticum CN 2043, Wellcome

76 C. perfringens Typ E CN 5063, Wellcome

934 C. tetani 85155, Hannover

1001 C. absonum NCTC 10984

1007 C. tertium DSM 2485

1011 C. butyricum NCTC 7423

1014 C. difficile NCTC 11209

1015 C. histolyticum NCTC 5031

1025 C. novyi A NCTC 538

1027 C. bifermentans NCTC 1341

1038 C. perfringens Typ B NCTC 4964

1076 C. chauvoei ATCC 10092

1078 C. hastiforme ATCC 33268

1084 C. baratii ATCC 25782

1085 C. parabotulinum ATCC 17863

1087 C. sporogenes ATCC 3584

1088 C. subterminale ATCC 25774

1232 Bacillus subtilis

1574 Salmonella enteritidis Dr. Herrero

1629 Salmonella typhimurium Dr. Herrero

1658 Shigella flexneri Dr. Herrero

2656 Staphylococcus aureus DSM 20714

3754 Pseudomonas aeruginosa DSM 288

3755 E. coli DSM 16263
Candida albicans DSM 10231
Bacillus cereus DSM 345
E. coli DSM 1576
Pseudomonas aeruginosa DSM 1128
Saccharomyces cervisiae DSM 1334

IBT - Institut fir angewandte Biotechnologie der Tropen, Gottingen; DSM - Deutsche
Sammlung far Mikroorganismen, Braunschweig; ATCC - American Type Culture Collection,
USA; NCTC - National Collection of Type Cultures
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10.6 Laborwerte der Einzeltiere

Tab. 60: Laborwerte der Einzeltiere aus dem Fallbetrieb FB 1

Fallbetrieb FB 1

Tier Phase 1 2 3 4 5
Serum

ASAT [ukat/L] L 1,72 1,02 1,18
II. 2,1 1,85 1,76
II1. 2,4 1,34 1,59

GLDH [nkat/L] L 434 115 351
II. 134 72 133
II1. 1132 127 535

Bilirubin [uM] L 4,2 4,1 3,7
II. 21 11,1 6,4
II1. 2,2 4,7 3,4

FFS/BHB [mM] L 0,08 0,1 0,05
II. 1,66 0,85 1,31
II1. 0,92 0,97 1,02

HST [mM] L 4,06 3,51 3,27
II. 5,77 3,57 4,3
III. 5,87 6,89 4,53

Vit. B12 [ng/L] L 126 126 126
II. 105 105 105
III. 118 118 118

Cholesterin [mM] 1. 1,67 1,44 1,47
II. 3,28 1,83 2,35
II1. 6,38 3,82 6,07

Calcium [mM] I. 2,42 2,38 2,34
II. 2,19 2,35 2,43
III. 2,54 2,23 2,35

Phosphor[mM)] I. 2,15 2,47 1,72
II. 1,78 1,58 2,24
III. 2,46 1,88 2,23

Harn

NSBA [mM] I
II.
I1I.

Calcium [mM] I.

II.
II1.

Phosphor anorg. [mM] L
II.
I1I.
Kalium [mM] L
II.
I1I.
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Tab. 61: Laborwerte der Einzeltiere aus dem Kontrollbetrieb KB 1

Kontrollbetrieb KB 1

Tier Phase 1 2 3 4 5
Serum

ASAT [ukat/L] L 1,17 1,68 1,91 2,5 1,34
II. 3,49 1,56 2,09 2,88 4,95
II. 1,92 1,42 1,5 1,34 2,62

GLDH [nkat/L] L 206 295 307 163 495
II. 1759 371 423 562 1271
II. 1137 338 623 170 833

Bilirubin [uM] L 4,14 3,41 4,61 1,51 3,1
II. 6,77 3,41 4,01 5,66 4,86
III. 3,28 3,23 3,48 3,42 0,72

FFS/BHB [mM] L 0,28 0,22 0,41 0,21 0,16
II. 1,01 0,66 0,62 1,42 1,23
II. 0,67 0,46 0,43 1,24 0,89

HST [mM] L 3,33 3,05 4,05 3,28 2,78
II. 3,09 3,67 2,89 2,36 2,88
II. 4,57 3,62 7,02 3,98 5,24

Vit. B12 [ng/L] L 153 153 153 153 153
II. 121 121 121 121 121
II. 99 99 99 99 99

Cholesterin [mM] L 3,2 3,06 4,48 4,65 3,13
II. 2,65 7,81 2,5 2,16 2,46
II. 5,34 4,19 7,97 5,64 6,49

Calcium [mM] L. 2,49 2,41 2,57 2,44 2,34
II. 2,31 2,57 2,46 2,44 2,37
III. 2,22 2,38 2,64 2,35 2,39

Phosphor[mM] L. 2,08 2,05 1,52 2,34 1,89
II. 1,57 2,03 1,95 1,57 1,43
III. 2,39 1,6 2,11 1,63 2,08

Harn

NSBA [mM] L.
II.
III.

Calcium [mM)] L.

II.
III.

Phosphor anorg.
[mM]
II.
1.

Kalium [mM] L
II.
1.
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Tab. 62: Laborwerte der Einzeltiere aus dem Fallbetrieb FB 2

Fallbetrieb FB 2

Tier 1 2 3 4 5
Serum
ASAT [ukat/L] L. 1,09 1,19 1,24 1,14 0,98
II. 3,34 1,76 1,83 1,76 2,12
II1. 2,68 1,61 1,41 1,68 2,44
GLDH [nkat/L] L. 85 119 117 82 45
II. 829 270 543 418 74
II1. 151 566 181 120 212
Bilirubin [uM] L 1,79 2,53 1,1 0,96 0,98
II. 10,64 4,13 3,93 6,05 5,2
II1. 4,39 3,42 3,88 3,4 4,34
FFS/BHB [mM] L 0,31 0,33 0,17 0,18 0,34
II. 1,1 0,35 0,48 1,02 0,33
II1. 0,5 0,41 0,66 0,71 0,58
HST [mM] L 4,92 4,01 5,39 4,47 4,02
II. 3,97 3,57 5,79 4,19 4,84
II1. 4,32 6,21 5,16 5,39 5,43
Vit. B12 [ng/L] L 93 93 93 93 93
II. 107 107 107 107 107
II1. 81 81 81 81 81
Cholesterin [mM)] I. 2,15 2,39 2,79 1,1 1,74
II. 2,14 2,4 2,43 3,71 1,95
II1. 3,9 4,59 4,86 4,1 4,99
Calcium [mM)] I. 2,33 2,36 2,47 2,25 2,4
II. 2,29 2,57 2,55 2,49 2,19
II1. 2,34 2,57 2,52 2,36 2,52
Phosphor[mM] I. 2,31 2 2,13 1,74 2,46
II. 1,42 1,51 1,84 1,44 0,92
II1. 1,62 1,89 2,03 1,55 1,67
Harn
NSBA [mM] L. 60 20 20 80 40
II. 180 200 160 160 80
II1. 180 180 180 200 200
Calcium [mM] L. 1,76 2,53 1,1 0,96 0,98
II. 0,18 1,07 1,38 1,44 0,16
II1. 0,18 0,61 1,01 0,21 1,82
Phosphor anorg. I 0,65 0,44 0,28 0,41 0,5
[mM]
II. 0,33 0,56 0,47 0,59 0,54
II1. 0,34 0,53 0,5 0,79 0,56
Kalium [mM)] L. 323 240 197 205 289
II. 199 339 336 313 250
II1. 271 312 297 362 372
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Tab. 63: Laborwerte der Einzeltiere aus dem Kontrollbetrieb KB 2
Kontrollbetrieb KB 2
Tier Phase 1 2 3 4 5
Serum

ASAT [ukat/L] L. 1,37 1,02 1,15 1,04 1,48
II. 1,83 1,91 2,44 1,54 1,36
III. 1,77 2,02 1,41 1,5

GLDH [nkat/L] L. 311 41 106 104 264
II. 104 297 144 89 286
III. 346 416 190 322

Bilirubin [uM] L 2,9 5,9 4 8,4 3,9
II. 13,3 6,6 7,2 9,4 4,6
III. 5,1 4,8 4,8 4,6

FFS/BHB [mM] L 0,22 0,72 0,23 0,59 0,19
II. 0,72 0,7 0,55 0,48 0,31
III. 0,32 0,5 0,47 0,38

HST [mM] L 4,35 4 5,73 3,7 3,87
II. 4,31 3,18 3,54 3,97 4,46
III. 5,02 5,76 4,71 3,64

Vit. B12 [ng/L] L 77 77 77 77 77
II. 93 93 93 93 93
III. 126 126 126 126

Cholesterin [mM)] I. 1,83 1,87 2,02 1,79 1,57
II. 2,05 2,45 1,59 2,11 4,98
III. 5,16 5,23 4,01 5,71

Calcium [mM] L. 2,36 2,34 2,45 2,51 2,53
II. 2,58 2,41 2,23 2,4 2,38
III. 2,5 2,5 2,61 2,58

Phosphor[mM] L. 2,29 1,98 2,59 2,24 1,81
II. 1,6 1,48 1,39 1,74 1,71
III. 1,73 1,68 1,56 1,96

Harn

NSBA [mM] L. 40 180 100 140 80
II. 80 40 180 140 180
III. 160 140 140 160

Calcium [mM] L. 1,67 4,23 8,47 2,34 5,82
II. 2,19 0,7 3,31 3,18 5,26
III. 2,19 0,7 3,31 3,18

Phosphor anorg.

(mM] L. 1,45 0,97 1,03 0,89 0,9
II. 0,92 0,7 0,86 1,02 0,74
III. 1,22 0,83 0,91 0,66

Kalium [mM)] L. 359,7 314 338,7 313,4 340
II. 330,9 270,6 322,2 351,3 300
III. 309,1 325,3 249.,5 251,6
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Tab. 64: Laborwerte der Einzeltiere aus dem Fallbetrieb FB 3
Fallbetrieb FB 3
Tier 1 2 3 4 5
Serum
ASAT [ukat/L] L. 1,33 1,35 1,4 1,45 2,64
II. 2,95 2 1,39 1,84 1,37
III. 1,04 1,62 1,88 1,41 1,44
GLDH [nkat/L] L. 219 168 217 141 218
II. 824 331 181 313 398
III. 316 247 202 189 192
Bilirubin [uM] L. 3,06 2,64 3,23
II. 5,42 4,96 4,12 5,16 4,77
III. 3,97 3,96 3,85 4,1 3,58
FFS/BHB [mM] L. 0,05 0,03 0,05 0,09 0,02
II. 1,24 0,7 0,57 0,97 0,2
III. 0,45 0,44 0,69 0,66 0,6
HST [mM] L. 6,87 5,88 7,13 4,25 6,61
II. 4,57 3,91 3,43 5,64 4,89
III. 4,73 5,58 6,37 3,61 4,58
Vit. B12 [ng/L] L. 93 93 93 93 93
II. 99 99 99 99 99
III. 105 105 105 105 105
Cholesterin [mM)] I. 2,72 2,81 1,62 2,49 3,72
II. 1,72 2,87 3,08 2,26 3,58
III. 6,6 6,23 5,64 5,54 4,2
Calcium [mM)] I. 2,48 2,4 2,35 2,54 2,52
II. 2,81 2,52 2,39 2,35 2,66
III. 2,49 2,63 2,54 2,53 2,43
Phosphor[mM] I. 2,04 2,18 2,09 2,21 2,51
II. 2,35 1,75 1,74 1,54 2,34
III. 1,84 1,63 2,07 1,47 1,77
Harn

NSBA [mM]

Calcium [mM)]

Phosphor anorg.
[mM]

Kalium [mM]
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Tab. 65: Laborwerte der Einzeltiere aus dem Kontrollbetrieb KB 3

Kontrollbetrieb KB 3

Tier 1 2 3 4 5
Serum
ASAT [ukat/L] L. 1,23 1,07 1,43 2,18 1,23
1I. 3,41 2,63 2,64 3,46 3,41
III. 1,11 1,71 3,14 2,87 1,11
GLDH [nkat/L] L. 260 182 322 93 260
II. 1124 92 231 149 1124
III. 162 897 5011 1430 162
Bilirubin [uM] L. 3 4,1 8,4 0,6 3
II. 12,1 10,2 5 13,4 12,1
III. 2,9 2,9 2,9 3,6 2,9
FFS/BHB [mM] L. 0,08 0,17 0,84 0,45 0,08
II. 3,35 2,63 0,84 3,48 3,35
III. 1,06 0,63 0,65 0,62 1,06
HST [mM] L. 4,67 4 5,29 4,1 4,67
II. 3,44 3,05 3,17 3,47 3,44
III. 3,72 3,6 3,38 3,47 3,72
Vit. B12 [ng/L] L. 122 122 122 122 122
II. 141 141 141 141 141
III. 88 88 88 88 88
Cholesterin [mM)] I. 2,18 2,04 1,75 1,88 2,18
II. 2,43 1,59 1,52 1,43 2,43
III. 4,76 4,75 5,49 4,88 4,76
Calcium [mM] L. 2,24 2,37 1,97 2,08 2,24
II. 2,25 2,14 2,48 2,08 2,25
III. 2,27 2,45 2,37 2,37 2,27
Phosphor[mM] I. 2,01 2,2 1,61 1,7 2,01
II. 1,77 1,84 2,26 1,8 1,77
III. 2,09 2,34 2,12 2,12 2,09
Harn
NSBA [mM] L. 160 100 80 60 160
II. -40 0 180 -20 -40
III. 120 100 120 140 120
Calcium [mM)] I. 0,2 0,68 0,2 0,22 0,2
1I. 21,77 0,74 3,9 0,23 21,77
III. 0,2 0,19 0,16 0,24 0,2
Phosphor anorg. I. 0,57 0,5 0,61 2,09 0,57
[mM]
1I. 0,78 0,11 0,71 0,16 0,78
III. 0,55 0,47 0,54 0,4 0,55
Kalium [mM)] L. 224.9 161,3 204 197,4 224.,9
1I. 161,9 46,2 325,7 30,2 161,9
III. 147,9 193,3 211,1 212,8 147,9
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10.7 Anti-BoNT-Titer der Einzeltiere
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Abb. 9: Anti-BoNT-Titer der Einzeltiere im Fallbetrieb FB 1
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Abb. 10: Anti-BoNT-Titer der Einzeltiere im Kontrollbetrieb KB 1
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Abb. 13: Abb. 3: Anti-BoNT-Titer der Einzeltiere im Fallbetrieb FB 3
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Abb. 14: Abb. 4: Anti-BoNT-Titer der Einzeltiere im Kontrollbetrieb KB 3

Alle OD (optical density)-Werte verstehen sich als arbitrare Einheiten.
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10.8 Fragebogen

[ Fall

Name des Prufers:

(] Kontrolle

Datum

Einrichtung des

Prafers:

Betriebsdaten

Betriebsname:

Name verantwortliche Person:

PLZ Ort:

Tel.:

Reg.-Nr. nach VVVO:

Hoftierarzt:

Tel.:

A. BETRIEBSSTRUKTUR
A1. Bestand Milchvieh

Melkende Kihe

Stlick

Trockensteher

Stlick

Jungrinder

Stiick

Rassen
(Mehrfachauswahl méglich)

Anteil %
Anteil %
Anteil %

[1 Holstein-Friesian
[1 Rotbunt
[] Fleckvieh
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1 Andere Anteil_____ %
A2. Weitere Tierhaltung
Mutterkihe Stlck
Mastrinder Stlck
Schafe / Ziegen Stuck
Geflugel Stuck
Schweine Stlck
A3. Haltung & Reproduktion
(Zeitraum: letzte 12 Monate)
Haltung T nur Stall
1 Stall / Weide
Reproduktion [ eigene Nachzucht
71 nur Zukauf
1 kombiniert
A4. Leistungsdaten
(Zeitraum: letzte 12 Monate)
& Remontierungsrate %
& Nutzungsdauer Kihe Jahre

& Zwischenkalbezeit aktuell

Tage
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A5. Milchleistung (monatliche Milchleistungspriifung)

(Zeitraum: letzte 12 Monate)

Aktuelle Letzte 12 Monate
Prafung

min max (%]

Melkdurchschnitt (in kg)

Zellzahl nach MLP (in tausend)

Fettgehalt %

EiweilRgehalt %

Harnstoffwert (in mg/l)

A6. Jahrliche Verlustdaten (Herdenprogramm)
(Zeitraum: letzte 12 Monate)

Abortrate (Aborte/Tragende) _ Aborte/ __ Tragende
Totgeburtenrate %
Kélbermortalitat (<1 Mon) %
Kalbermortalitat (1-6 Mon) %

Abgangsrate Kuhe gesamt Stuck

davon wegen Krankheit einschl.

Verenden, Notschlachtung Stick

davon wegen mangelnder Leistung Stuck
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B. FUTTERUNG

B1.Grunlandbewertung

Kommt es min. 1x pro Jahr zu [ Regelmalig
Uberschwemmungen? 1 UnregelmaRig
letztmalig im Y
- (Monat / Jahr)
"I Nein

1 Keine Angabe

Ist eine starke [1Ja
Maulwurfbelastung vorhanden? [ Nein

[1 Nicht bekannt

Ist ein hoher Wildtierbesatz vorhanden? 0 Ja
[1 Nein
[1 Nicht bekannt

Wenn ja, welche Arten? 1 Schalenwild
[ Schwarzwild
[1 Niederwild
[ Schadnager
[ Stare
[ and Wildvogel
[1 nicht bekannt

Nutzung des (1 Schnitt: ha Anzahl Schnitte p.a.:
Grinlandes? [ Weide: ha
[J Schnitt & Weide: ha
1 Keine Anzahl Schnitte p.a.:
Womit erfolgt die Diingung des Grinlandes? [J organisch
[1 mineralisch
U beides

1 keine Dungung
[1 nicht bekannt
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Wird Gllle oder Kot eingesetzt? [1Ja, immer
U Ja, gelegentlich
1 Nie
[J Keine Angabe

Wenn ja, von welchen Tierarten? 1 Schwein
(Mehrfachauswahl maglich) 1 Rind
0 Geflugel

[J Nicht bekannt

Wird Fremdguille oder Fremdkot eingesetzt? [ Ja, immer
0 Ja, gelegentlich
1 Nie
[1 Keine Angabe

Wenn ja, von welchen Tierarten? [1 Schwein
(Mehrfachauswahl maéglich) 1 Rind
0 Geflugel

[1 Nicht bekannt

Wird Biokompost zur Diingung eingesetzt? (1 Ja, immer
0 Ja, gelegentlich
[J Nie
[1 Keine Angabe

Wird Biogasoutput zur Diingung verwendet? 71 Fliissig

[ Fest

[ Beides

[ Keins

1 Nicht bekannt

Wenn ja, woher stammen die Garrtckstande

aus der Biogasanlage? "I Eigen
‘1 Fremd

[1 Beides
[1 Nicht bekannt
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Wenn ja, welche Inputmaterialien werden
bei der Biogasanlage eingesetzt?
(Mehrfachauswahl mdglich)

[l eigene Gllle
1 Schwein

! Rind

0 Geflugel

[ fremde Gillle

[1 Schwein
[ Rind
1 Geflugel

[ Maissilage
1 Grassilage
1 Schlachtabfalle

[

Anderes:

[J Nicht bekannt

Temperaturprofil der Biogasanlage

[ mesophil
[J thermophil
[1 Nicht bekannt

Zeitspanne vor der Nutzung

Wochen

[1 Nicht bekannt

B2. Bewertung der Silierung (Grassilage)

Welche Lagerungsform wird fir die Silierung a) " Rund/Quaderballen
verwendet? b) 1 Fahrsilo
| Beides
1 Nicht bekannt
Schnitthdhe a) cm
b) cm
Hacksellange a) cm
b) cm
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Wie hoch ist die Verschmutzung
bei der Ernte?

"1 unauffallig

1 mittel

[ stark

[J keine Angabe

Werden Silierzusatze beigesetzt?

U biologisch

UJ chemisch

U keine

[J Keine Angabe

Kommt es zu einer Silo6ffnung nach
Silierbeginn (,Sandwichsilo*)?

[1Ja
(1 Nein
U Keine Angabe

Verdichtung
(,Kugelschreibertest*):

(] ausreichend
] nicht ausreichend

Womit wird das Silo abgedeckt?
(Mehrfachnennung maglich)

Mindestsilierdauer in Wochen:

[J Einfache Folie

[J zusatzlich Unterziehfolie
U Beschwerung

[1 Anderes:

U Keine Angabe

Wochen

Traten bei der Offnung des Silos
Auffalligkeiten auf?
(Mehrfachnennung maoglich)

1 optische Abweichungen
(1 Verfarbungen
(1 sichtbarer Schimmelbefall

1 geruchliche Abweichungen
"1 muffig (Schimmelpilze)
1 ranzig (Buttersaurebildner)

[ Abdeckung beschadigt
1 Sonstige:

[J Nein
1 Keine Angabe




Anhang 196

Silogeometrie Q ohne Bodenplatte, ohne Seitenwande [
m mit Bodenplatte, ohne Seitenwande [}

-/f—-—-—-\- mit Bodenplatte, mit Seitenwanden,
plane Oberflache

/\‘ mit Bodenplatte, mit Seitenwande,

mit ,Berg®

—

Sonstiges: 0

Keine Angabe [

Silomalie Lange: m
Breite : m
Hohe: m

[ Keine Angabe

Entnahmetechnik 1 Greifzange
[1 Blockschneider
[] Frase
[] Sonstige
[1 Keine Angabe

Vorschub m / Woche

B3. Wasserversorgung

Welche Wasserversorgung ist "I Wasserleitungsnetz
im Stall vorhanden? 1 Eigener Brunnen
(Mehrfachnennung maglich) | Oberflaichenwasser
| Keine Angabe
Welche Wasserversorgung ist auf (1 Wasserleitungsnetz
der Weide vorhanden? ' Eigener Brunnen
(Mehrfachnennung maoglich) | Oberflaichenwasser

| Keine Angabe
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B4. Fiitterung

Wie findet das Futterungsverfahren statt?

(Mehrfachnennung mdglich)

[ Einzelvorlage
[J Mischration
1TMR

(1 Teilmischration + Transp.

1 Keine Angabe

Fiitterung von: Maissilage | | Sensorische Abweichung: iaein
. Ja
Grassilagen |:| nein
. Ja
Pressschnitzel |:| nein
. Ja
Biertreber |:| nein
. Ja
Kartoffelpulpe |:| nein
Heu |:| -
nein
Stroh |:| )2
nein
. . Ja
Eigengetreide |:| nein
Zukauf- Ja
Kraftfutter [ ] nein
Sonstiges Ja
Futter [ ] nein
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B5. Futtermitteluntersuchungen der Grassilage

fur Frischmelker / bzw. Hochleistungstiere

Parameter

Gras-
silage 1

Gras-
silage 2

Anderes:

TS — Gehalt (g/kg)

pH-Wert

Rohasche (Sand) (g/kg TS)

Rohprotein (g/kg TS)

Rohfaser (g/kg TS)

Energiegehalt (MJ NEL / kg TS)

NH;-N % ges-N

Keimzahlbestimmung (KbE/g)
(Mesophile aerobe Keimzahl)

Enterobakterien

Aerobe Sporenbildner

Anaerobe Sporenbildner (MPN)

Milchsaurebakterien

Schimmelpilze

Hefen/ Ethanol

Mikrobielle Untersuchungen: <1O3, 1

0*,10° 10°....>10™

Deoxynivalenol

Zearalenon

Ochratoxin

Clostridium-botulinum—-Toxin

(Mykotoxine: ELISA: ug/kg 88% TS)
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C. TIERGESUNDHEIT

C1. Pflege der Tiere

Tierarztl. Betreuung [ bei Bedarf
[1 wochentlich
[1 monatlich
[1 Ya jahrlich
[ nie
[J keine Angabe

Klauenpflege [ bei Bedarf
[J wochentlich
U monatlich
1 Ya jahrlich
U nie
[] keine Angabe

C2. Sanierungsstatus

BHV-1-Status fre

[1 nicht frei

BVD/MD-Status 1 unverdachtig
[1 nicht unverdachtig

aktuell klinische Para-Tbc im Bestand? [1Ja
[1 Nein
[1 Nicht bekannt

in den letzten 12 Montaten Salmonellose im [1Ja
Bestand? [1 Nein

[1 Nicht bekannt
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[J Nein
Impfung gegen Clostridien 1 Ja, Name des Impfstoffes:
[] Onderstepoort Bot. CD Siidafrika
[ Bravoxin (Intervet)
] Covexin (Pfizer)
U stallspezifische Vakzine

U Impferfolg
ja
[ nein
C3. Klinische Untersuchung
Herdenbeurteilung: 1 alle (max. 100)
Welche Tiere werden im Folgenden begutachtet? 1. Leistungsgruppe

1 Frischmelker

Anzahl der begutachteten Tiere Stick

Anzahl derTiere mit Botulismussymptomen

- Ataxie Stick
- Reaktionsmangel
- Schlechter Allgemeinzustand
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- Auswabhl von 3 Tieren den vorher definierten Tiere mit Botulismussymptomen:

Ohrmarke Tier1

Ohrmarke Tier2

Ohrmarke Tier3

Bewertung Tier 1

Habitus 0.b.B.
schlecht

sehr schlecht

keine Angabe

Tier 2

Tier 3

Erndhrungszustand 0.b.B.
schlecht

sehr schlecht

keine Angabe

Verhalten apathisch
gedampft

0.b.B.

nervos, reizbar

Ataxien ja
nein
festliegend

Untypische Beinstellung (breitbeinig ja
hinten, gekreuzte Beine vorne) nein

festliegend

Kot 0.b.B.
wassrig

zu fest

keine Angabe
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Pansen 0.b.B.
(Mehrfachnennungen maoglich) schwache
Pansenkontraktionen

Pansentympanie
keine Angabe

I R I B

Wiederkauverhalten 0.b.B.
eingeschrankt
keine Angabe

Darm 0.b.B.
Dystonie

Tympanie

keine Angabe

tropfelnder Harnabsatz ja
nein
keine Angabe

Gestaute Venen ja
nein
keine Angabe

Odeme ja
nein
keine Angabe

Atmung 0.b.B.
auffallig
keine Angabe

Entziindungen an Klauen oder ja
Gelenken nein
keine Angabe

Muskelatrophie (Glutéaen) ja
nein
keine Angabe
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Keine oder schwache
Abwehrbewegungen bei
Manipulationen am Kopf

ja
nein
keine Angabe

Mydriasis bei Lichteinfall;
Pupillenstarre

ja
nein
keine Angabe

Fehlender Lidreflex
(kaum Blinzeln bei Berlhrung des
Lides)

ja
nein
keine Angabe

Fehlender Ohrenreflex
(Beruhrung innere Ohrmuschel —
schwache Reaktion des Ohres)

ja
nein
keine Angabe

Schluckbeschwerden

ja
nein
keine Angabe

LautdulRerungen

0.b.B.

kurzes, heiseres
Anstossen
keine Angabe

Zungenreflex eingeschrankt
(Rausziehen und langsames/ kein
Zuruckziehen der Zunge)

ja
nein
keine Angabe

Mukdser Speichel
(,fester Schaum vorm Maul)

ja
nein
keine Angabe

Hangende Unterlippe, loser
Unterkiefer

ja
nein
keine Angabe

Anal-/Schwanzreflex eingeschrankt
(schwache Schwanzbewegung)

ja
nein
keine Angabe
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Hautreflex eingeschrankt
(BerlGhrung der Schulterregion mit
Kugelschreiber 0. Reaktion/ keine
Fliegenabwehr)

ja
nein
keine Angabe

Klauen (Kronsaum)- Reflex
eingeschrankt

(keine Beugung oder Wegziehen der
Klaue bei Reizung)

ja
nein
keine Angabe

Fibularislahmung

(Einknicken in der Hinterhand,
Sprunggelenkstreckung eingeschrankt,
Uberkéten)

ja
nein
keine Angabe

Ischiadikuslahmung
(Nachschleifen des Hinterbeines,
Nachziehen der Klaue)

ja
nein
keine Angabe

Obturatoriuslahmung

(auswarts seitliches, zitterndes, steifes
Hochflihren der Hinterbeine im Gehen
mit verlangsamter Heranflihrung des
Beines = Adductorenschwéche)

ja
nein
keine Angabe

Radialislahmung
(Uberkoten vorne)

ja
nein
keine Angabe

Kotuntersuchung von den 3 klinisch untersuchten Tieren

Ohrmarke:

C. perfringens Nachweis I:I D |:|
C. botulinum Nachweis I:l |:| |:|
Clostridien n. spez.| Nachweis I:l I:l |:|
Salmonellen Nachweis I:I D |:|
Mykobakterien /

saurefeste Nachweis |:| |:| |:|
Stabchen
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C4. Laboruntersuchung vom Bestand
Zufallige Auswahl von 5 symptomatisch unauffalligen Tieren
Parameterbestimmung zu 3 Zeitpunkten:

1.7 -0 Tage a.p.

I1.0 — 7 Tage p.p.
I11.6. — 8. Woche p.p.

Ohrmarke:
Zeitpunkt I
Parameter Einheit
pkat/l
ASAT
nkat/|
GLDH
pmol/l
Bilirubin
mmol/Il
FFS
mmol/|
HST
=
a1] mmol/|
Mg
ng/l
Vit. B12 g
mmol/|
Chol
mmol/|
Ca
mmol/|
Phosphor
mmol/Il
NSBA
mmol/Il
Ca
c
T mmol/|
P anorgan.
mmol/Il
K
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Zeitpunkt IT

Ohrmarke:

K

Parameter Einheit
pkat/l
ASAT
nkat/l
GLDH
o pmol/I
Bilirubin
mmol/|
BHB
mmol/Il
HST
5
an] mmol/Il
Mg
ng/l
Vit. B12 g
mmol/Il
Chol
mmol/Il
Ca
mmol/Il
Phosphor
mmol/|
NSBA
mmol/|
Ca
c
(IU mmol/|
P anorgan.
mmol/|
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Zeitpunkt I1I

Ohrmarke:

K

Parameter Einheit
pkat/l
ASAT
nkat/l
GLDH
o pmol/I
Bilirubin
mmol/|
BHB
mmol/Il
HST
5
an] mmol/Il
Mg
ng/l
Vit. B12 g
mmol/Il
Chol
mmol/Il
Ca
mmol/Il
Phosphor
mmol/|
NSBA
mmol/|
Ca
c
(IU mmol/|
P anorgan.
mmol/|
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C5. Pathologische Untersuchung vom Bestand

Obligatorisch:

Ohrmarke
A
B
BoNT direkt C
D
- E
©

@ A
8 B
S  BoONT indirekt C
a D
E
. Alpha

C. perfringens-
Toxin Beta
weitere
A
B
BoNT direkt C
D
E
5 A
g B
— BoNT indirekt C
D
E
. Alpha

C. perfringens-
Toxin Beta
weitere
A
B
BoNT direkt C
D
E

=

= A
e B
S BoNT indirekt C
a D
E
C. perfringens- Aépef::

Toxin )
weitere
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A

B

BoNT direkt C
D

E

A

B

BoNT indirekt C
D

E

. Alpha

C. perfringens- Beta

Toxin )
weitere
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