AusdeminstitutfirTierhygieneundOffentlichesVet erinarwesen
derVeterinarmedizinischenFakultat
derUniversitatLeipzig

IMMUNDIAGNOSTISCHE CHARAKTERISIERUNG
DER BOVINEN
PROTOTHEKENMASTITIS

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines
Doctor medicinae veterinariae (Dr. med. vet.)
durch die Veterindrmedizinische Fakultat

der Universitat Leipzig

eingereicht von

Uwe Rosler

aus Langburkersdorf

Leipzig, 2001



MitGenehmigungderVeterindrmedizinischenFakultatderUniersitatLeipzig
Dekan: ProfessorDr.JurgenGropp

Betreuer: ProfessorDr.Dr.AndreasHensel

Gutacher:

1.Gutachter:ProfessorDr.Dr.AndreasHensel,
Institutfur TierhygieneundOffentlichesVeterindrwesen
derVeterindrmedizinischenFakultatderUniversitatLeipg,Leipzig

2.Gutachter:ProfessorDr.AxelSobiraj,
AmbulatorischeundGeburtshilflicheTierklinik
derVeterindrmedizinischenFakultatderUniversitatLeipg,Leipzig

3.Gutachter:ProfessorDr.RenateBlaschke-Hellmessen

ehem.InstitutfirMikrobiologieundHygienederMedizinisch enFakultat
derTechnischenUniversitatDresden,Dresden

TagderVerteidigung:



Meinen [ ltern

n

Dank})arkeit



INHALTSVERZEICHNIS

IR 0] =T (1 T PP 1
2LIteraturlDErSiCNT ... e 2
2.1  CharakterisierungderGattung Prototheca............cccoovevviiiiiiiiiiieeice e 2
2.1.1  TaxonomiederPrototheKen ...........coooiiiiiiimmr e 2
2.1.2  MorphologiederPrototheKen ...........cccvuviiiieeeee e 6
2.1.3  PhysiologiederPrototheken ...............ooiiiie e 7
2.1.4  OkologiederGattungPrototheCa........c..cceeivvveeeeiiieee e e, 9
2.2 ProtothekosenbeiMenschundTier ..o 9
2.2.1  ProtothekoSendeSMENSCNEN ........couuuiiiii it 10
2.2.2  ProtothekoSendeSHUNUES ..........coviiiiiiiii e 11
2.2.3  ProtothekoSenandererSPEZIES.........uviivuuniccceemreeeeeeeeee e e e et e e eaa e 12
2.3  DieProtothekenmastitisdeSRINAES ..........coevviiiiiiiiiiiiiii e 12
2.3.1  AtiologieundPathogenesederProtothekenmastitis ...m......ccovveereerveeennne. 13
2.3.2  KlinikderProtothekenmastitiS.............coevvermmmmerremiiiins e 15
2.3.3  PathomorphologiederProtothekenmastitis ........ o eeeeereeiiieeiiiiieciiineees 16
2.3.4  DiagnostikderPrototheKenmastitiS...............wmmeeeeenneereriieeriiiieereineeeeaennn 17
2.3.5  TherapieundBekdmpfungderProtothekenmastitis ......ew.eeeeeiiiieriinnenns 19
SEIGEN@UNTEISUCNUNGEN. ...ttt 21
3.1 TiereundMaterial .........ccoouiiiiiiiiiei e 21
3.1.1  VersuChSbhetriehe ...........oiiiiiii e 21
3.1.2KIliNISCheUntersSuChUNg...........coiiiiis o 22
3.1.3  Probenentnahmeund—bearbeitung .............oeeeeiiiiiiiiiiiiiine e 23
3.1.4VerwendeteStammederGattung Prototheca............ccccceeviiiiiiiiiiiiieeeciiin, 24
G T Y/ 1= 1 o o 1= o T 26
3.2.1  AllgemeinerVersuchsaufbau ............cooooiiiieiiiiiiiiiec e 26
3.2.2  AnzuchtundIsolierungdesSEITegers........oov i iiieeeiiiiiiii e 27
3.2.3  BiochemischeDifferenzierungvonPrototheken ..., 27
3.2.4  SpeziesidentifikationmittelsPolymerasekettenreakif®CR) ..................... 28
3.2.4.1PraparationdergenomisChenDNA ............ oo 28
3.2.4.2GenetischerVergleichmittelsS18SrDNA-ANa  lySe......ccoooevvvviiiiiiieeiiiiiinnn, 29
3.2.5  BestimmungvonWachStumSKUIVEN .............oooiiimmmmiiiiiiinieeeeeiie e 30
3.2.6  HerstellungderHyperimmuUNSEIeN............ui i ccceeeiiieeee et 30
3.2.7  Gel-EleKtrophOreSe. ... .coooiiiiii et e 31
3.2.8  FarbungderPolyacrylamid-Gele .............cooocemmiiiiiiiiii e 32
3.2.9  IMMUNO-BIOT......oeeiie e 32
3.2.10EnzymeLinkedImmunoSorbentAssay(ELISA)..... ..o, 34
3.2.11StatiStiISCNEAUSWEITUNG ... .ceiieiiiii e 36
AETGEDNISSE ...ttt e rrn e aene 38
4.1  Vergleichverschiedenerlsolatevon P.zopfii ........coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeiin, 38
4.1.1  AuxanographischerVergleichderC-Quellen-Assimilatm.......................... 38
4.1.2  VergleichderlsolatemittelsdesldentifikationssysemsBBL-Crystal™ ....... 39
4.1.3  VergleichderVermehrungSinteNSILALEN .........eeenieeiieiiiiiiieeeiiiiiiie e 41
4.1.4  SerologischerVergleichmittelsimmuno-BIlot ..............cccooiiiiiiiiiiiiieiieien, 41

415  GenetischerVergleichdurchPCR-Sequenzanalyse..............ccccvvvviineenenns 44



4.2  EntwicklungisotypspezifiSCherELISAS ........ccoiviiiiiiiiiiiecee e 46

4.2.1  AuswahldergeeignetenAntigenpraparation........ccccccoeeeeeeeereineeeerineeeennns 46
4.2.2  AuswahlgeeigneterMikrotiterplattenfirdieELISA-Systeme...................... 47
4.2.3  Antigen-,Konjugat-undSerumauswWertung .............ccceeeeeeeeneeeeennneeeennneeenns 48
4.2.4  INtra-Assay-VariatiONeN..........ccuuuiiiiiie e e e e e e e e e e e eens 50
4.2.5  INnter-Assay-VariatiONEN..........ccuuuieiiiiieeeiie e e e e e e e e e e e e e eens 51
4.2.6  KreuzreaktivitatderELISA-TestsystememitanderenMatitiserregern......... 53
4.3  Lokaleundsystemischelmmunantwort .............ccoooeviiiiiiiiiiiii e eeeeae 54
4.3.1 ImmunogenitatdesELISA-AntigensbeiKaninchen........ccc..cccooevevviieennn. 54
4.3.2 LokaleundsystemischeAntikdrperantwortbeiderProtahekenmastitisdes
RINAES . e ettt e et e e e e e et e e eeee 55
4.3.3LokalezellulareimmunantwortbeiderPrototh  ekenmastitisdesRindes ........ 59
4.4 AUSWENUNGAEIELISAS ... e e e e e e e e 63
4.5  ValidierungderPrototheken-ELISAS ......ccooviiiiiiii e 65
4.6  KulturelleundserologischeCharakterisierungdesVerlaufe sderbovinen
Protothekenmastitis.............occovviiiiiiiii 73
B ] (T[] o U RSPTT 76
5.1  Vergleichverschiedenerlsolatevon P.zopfii ........ccccoveiviiiiiiiiiiiiiiie e, 77
5.1.1  AuxanographischerVergleiCh.............coouiieee i 77
5.1.2  BiochemischeCharakterisierungmittelsdesldentifikatnssystems
BBL-CrYStal’ ...t 79
5.1.3  SerologischerVergleichverschiedené&r.zopfii-Isolate ...............cccceveeennnnnn. 80
5.1.4GenetischerVergleichverschiedenerlsolat evon P.zopfii .........ccccooeevivinnnnnn. 82

5.2  LokaleundsystemischelmmunantwortbeiderProtothekenmast itis

JESRINAES oo e et et e e eene 85
5.3  EntwicklungundValidierungderELISA-Systeme .........ccoiviiiiiiiiiiinieeeceiiinn, 88
5.3.1  EntwicklungvonindirektenELISA-TeStSYStemMeN ..cceuuvveeiiiviiiiieeeeeeiiie 88
5.3.2  BewertungderentwickeltenELISA-TESISYSIEME ....ccevvvviiiieiiiiiiiiiiieeeeeans 90
5.3.3  ValidierungderELISA-SYStEME........cooiiiiiiiemme e 92
5.4  ZumVerlaufderProtothekenmastitisdesRindesimBestan  d..............cccc.veee. 95
5.5 ZumVerlaufderErregerausscheidungbeiderProtothekenma  stitis............... 97
BZUSAMIMENTASSUNG.....ceietiiieei ettt ettt e e e e et e e e et eeb e e e e et ntb e e e e e enenn s 99
6.1 SUMIMEBIY ...ttt ettt e e e e et e e e e e e e e e eeen s 101
TLItEraturvVerZeIiChNIS ........i oot 103
N 1] = o o [P PRSOUPPPPRN 119
TabellenundAbDIIAUNGEN .....uei e 119
ChemikalienuNdREAgENZIEN ..........iiiiiiiiii e 131
ELISA-GebrauchslOsSuNgeN ..........coiiiiiiiiii e 131
PufferlosungenundReagentienfurElektrophoreseundimmunoi@.................... 132
EFKIGIUNG oot 134

(D=1 g] Y=o 18] o[ TSP 135



TABELLENVERZEICHNIS

Tabellel. TaxonomischeStellungderGattungPrototheca.............ccooeevviiiiiiiiii e, 3
Tabelle2.ldentifikationskriterienderverschiedenerProtothecaSpezies...........ccccceeveveiiceieeviineeeeen, 4
Tabelle3.DifferenzierungsmerkmalederVariantenvonP.zopfii ..........cccccoviiiiiiiiiiiiiie e, 5
Tabelle4.BestandsdatenderuntersuchtenBetriebDe ............oviiiiiiiiiiiiiii e 21
Tabelle5. UbersichtderfiirdieUntersuchungverwendetenProtothekenstamme..............cc.ccccvve..ne. 24
Tabelle6.PrinzipderVierfeldertafelzurEvaluierungv onTestsystemenamBeispiel

ESPIrOtOthEKEN-ELISA. .. ..t it 36
Tabelle7.VergleichderC-Quellen-Assimilationverschiedener StammevorP.zopfii

MIttEISAUXANOGIAPNIE. ..o e e e e e e e e 39
Tabelle8.Assimilationsverhaltenunterschiedlicher@indN-Quellenbeiverschiedenen

Variantenvon P.zopfiisowiebei P.wickerhamii..............ccoveiieiiiiiniiiiis e, 40

Tabelle9.GebrauchsverdiinnungenderBlutserum-undderMithserum-Probensowie
dereingesetztensekundarenAntikérperfird ieverschiedenen

P.ZOPfii-ELISA-TESISYSIEIME. ... e e e e s 49
Tabellel0.Intra-Assay-VariationskoeffizientenderELSA-Systemezurserologischen
Diagnostikderbovinen P.Zopfii-MaStitiS.........oieiiiiii e e 50
Tabellell.Inter-Assay-Variationded.zopfii-ELISAzumNachweisvon
spezifischemlgGimBlutserumlaktierenderKilhe ..., 51
Tabellel2.Inter-Assay-Variationded.zopfii-ELISAzumNachweisvon
spezifischemlgAimMilchserumlaktierenderK URe .o 52
Tabelle13.Inter-Assay-Variationdes?.zopfii-ELISAzumNachweis
vonspezifischemlgG dmMilchserumlaktierenderKihe ...........ccooevvviieeiiiiieviceieeeeeen, 52
Tabelle14.KorrelationderlokalenunddersystemischenspezifischenAntikdrperantwort
gegen P.zopfiimitderZahldermitderMilchlaktierenderKiihe
ausgeschiedenenProtothekenundderZahlsomatisc  herZelleninderMilch. ................. 60
Tabelle15.Cutoff-Wertefurdieeinzelnenlsotyp-spezifischenELISA-Systemezur
DiagnostikderProtothekenmastitisdesRINAES. . ..o e 63
Tabelle16.StatistischeParameterdereinzelnenELISA-Sfeme(1).........evvveeeiiiiiiiiiiinnieeeeeeeeee 64
Tabellel17.StatistischeParameterdereinzelnenELISA-SYeme(2).........uuovvvveeiiiiiiiiiiinieeeeeeieee 65
Tabelle18.DiagnostischesBildeinerhochgradigmitP.zopfiiinfiziertenMilchrinderherde
unterSanierungsbedingungen(BestandB)....... ..o 67
Tabelle19.ExemplarischeDarstellungderAnzahlderser@gischenundkulturellen
Befundebeider1.Herdenuntersuchungdeshoc hgradigmit P.zopfii
infiziertenMilchviehbestandesB. ......... i e 68
Tabelle20.ExemplarischeDarstellungderAnzahlderser@gischenundkulturellen
BefundederimAnschluf3andiel.Herdenunter suchungfrischabgekalbten
KUhedeshochgradigmit P.zopfiiinfiziertenMilchviehbestandesB........................... 69
Tabelle21.EpidemiologischeKenndaten(Pravalenzenurdzidenzen)der
bovinen P.zopfii-MastitisimendemischinfiziertenMilchviehbestandB ...................... 70
Tabelle22.StatistischeCharakteristikadereinzeln@&lLISAszumNachweisder
bovinenProtothekenmastitisMilchviehbestandB..  ..........cccoooi i, 71
Tabelle23.EpidemiologischeKategorisierungdesVerlaugelerErregerausscheidungund
derAntikorpersekretionindieMilchbeid erProtothekenmastitisdesRindes
ineinemhochgradigmit P.zopfiiinfiziertenMilchviehbestand(BestandB). ............... 74
Tabelle24.VergleichderExtinktionenzweierungeblockterMikrotiterplattentypen ...................... 119
Tabelle25.VergleichderExtinktionenzweiergeblockterMikrotiterplattentypen .............cccccevvvenn. 119
Tabelle26.ExtinktionswertebeiderKonjugat-undSerumausvertungfiirden
Immunglubulin-ISotyplgGImBIULSEIUM. ........ oo eeees 120
Tabelle27.ExtinktionswertebeiderKonjugat-undMilchserumauswertungfirden
Immunglubulin-IsSotypIgAIMMIICNSErUM. ....... e 120

Tabelle28.ErgebnisderKonjugatauswertungfirdenimmunglubuh-IsotyplgGim
1o TS = 1 PSP 121



Tabelle29.ExtinktionswertezurPrifungderintra-Assay-\ariationdesELISAfirden

NachweisVONIgGIMSEIUM. ...t e e 121
Tabelle30.ExtinktionswertezurPrifungderintra-Assay-\ariationdesELISAflrden

NachweisvonIgAIMMIICNSEIUM........cccc.. e e 122
Tabelle31.ExtinktionswertezurPrifungderintra-Assay-\ariationdesELISAflrden

NachweisvonlgG AMMIICNSEIUM. . et e e e 122
Tabelle32.Assimilationsverhaltenverschiedenerlsdivon P.zopfiiund P.wickerhamii

beiVerwendungdesldentifikationssystems,BBL-Crystal@GramPositive“............... 123

Tabelle33.AssimilationsverhaltenvonlsolatenvorP.zopfiiund P.wickerhamiibei

Verwendungdesldentifikationssystems,BBL-Cry  stal®Enteric/NF“........................... 124
Tabelle34.SpezifischeAntikdrper-AktivitdtenimBlut-un dMilchserumvonTierenmit

unterschiedlichenklinischenundkulturellenStadie nderProtothekenmastitis. ............. 125
Tabelle35.VerlaufderErregerausscheidungundderspezifichenAntikdrperantwortinder

MilchbeiderProtothekenmastitiSdesRINAES. .. ..o 128

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildungl.WachstumskurvenderReferenzstammeSAG263-4undSAG2021

von PLZOPTIL e 41
Abbildung2.Immuno-BlotsderverschiedenenVariantenvon P.zopfii. ..........ccooveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiennn, 43
Abbildung3.Immuno-BlotverschiedenerMastitisisolateundvonStammendereinzelnen

Variantenvon PLZOPFil. oo 44
Abbildung4.PCR-ProduktederverschiedenenVariantenvonP.zopfii. ..........ccceevvvvviiiiieniiiiiiinnnnnn. 45
Abbildung5. Ablaufschemaundkorrespondierenderimmuno-Botderverschiedenen

Antigenpréparationenvon P.ZOPFil. oo 46
Abbildung6.Kreuzreaktivitatvon P.zopfii,StammSAG2021und

CryptococcusneoformanStammMLBAL........ccoouiuiiiiiiiiiiiiiiii s 53
Abbildung7.SystemischelmmunantworteinesmitdemCo ating-Antigen

P.zopfii,StammSAG2021immunisiertenKaninchens. ..........cccccovvviiievviiineeeeennnn. 55
Abbildung8. P.zopfii-spezifischeAntikorper-AktivitatenvonlgGimSerum, IgAim

MilchserumundvonigG iimMilchserumbeilaktierendenKiihenmit

unterschiedlichenklinischenStadiender Protothekenmastitis................ooeeeviiinnnn 56.
Abbildung9.Immuno-BlotzumNachweisspezifischerAntik Orperdesimmunglobulin-

IsotypeslgGimSerumundvonigAimM ilchserumeinerinfizierten

MIICNKURN. Lo et e e e e et 58
Abbildung10.GehaltderMilchansomatischenZellenbei Kiihenmitunterschiedlichen

klinischenStadienderProtothekenmastit S F PP PPPPPTT 59
Abbildung11.KorrelationderZahldersomatischenZelleninderMilchundderAnzahlder

mitderMilchausgeschiedenenPrototheken.. e 61
Abbildung12.AnzahldermitderMilchausgeschiedenenProtothekenbeiverschiedenen

klinischenStadienderbovinenProtothekenm ASHLIS v 61
Abbildung13.Korrelationenzwischenderlokalenundder systemischen

AntikdrperantwortundderZahldermi tderMilchausgeschiedenen

ProtothekensowiederZahldersomatischen ZelleninderMilch..........cccooovveiiiiiinnnnn. 62

Abbildung14.VergleichderpartiellenSequenzender18SrDNAvonverschiedenen
P.Zopfii-STAMMEN. ..o e 130



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A.dest.
A.bidest.
Abb.

ABTS

Ag

Ak

APS
C.neoformans
CFU

CTAB
DNA
EDTA
ELISA

EU

h

Ig

IgA

1gG

|gGl

IgM

kDa

log

Mg

ul

min

n.u.

oD

PBS
PBS-T
PCR

PIM
P.moriformis
P.stagnora
P.wickerhamii
P.zopfii
PVDF

PVP
U/min,rpm
sec

SDS
SDS-PAGE
Tab.

Tris

TBS

z.B.
(vol/vol)
(w/vol)

Aquadestillata

Aquabidestillata

Abbildung

2,2'- Azinobis-3-Ethybenzhiazolin-6-Sulfonsaure

Antigen

Antikorper

Ammoniumpersulfat
Cryptococcusneoformans
Colonyforming unit,KoloniebildendeEinheit
Cethytrimethylmmoniunbromid

Desoxyribonukleinsaure( Desoxyribonaucleic-acid)
Ethylendiamintetraessigsaurefthylenediaminetetraaceti@acid)
EnzymeL inkedd mmunoSorbentAssay

ELISAEinheiten( ELISA units)

Stunden

Immunglobulin

Immunglobulin(isotyp)A

Immunglobulin(isotyp)G

Immunglobulin(isotyp)G 1

Immunglobulin(isotyp)M

Kilodalton

Logarithmus,logarithmisch

Mikrogramm

Mikroliter

Minuten

nichtuntersucht

OptischeDichte
PhosphatgepufferteSalzlosung(Phosphatéufferedsaline)
PBS-Tween20 ©
Polymerasekettenreaktion(Polymerasechain+eaction)

Prototheken-Isolations-Medium
Protothecamoriformis

Protothecastagnora

Protothecawickerhamii

Protothecazopfii

Polyvinylidenfluorid

Polyvinylpyrrolidon

UmdrehungenproMinute( roundsper minute)
Sekunden

Natriumlaurylsulfat( Sodiundodecytulfat)
Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)
Tabelle

Trishydroxymethylaminomethan

Tris-gepufferteSalzlosung(trisbufferedsaline)

zumBeispiel

Volumenprozent

Gewichtsprozent



1 EINLEITUNG

Die einzigen bisher bekannten, durch Pflanzen verursacih klinischen Erkrankungen bei
Mensch und Tier werden Vertretern des GenusProtothecazugeschrieben. Die bei Rindern
beschriebene Protothekenmastitis ist eine therapiestente, weltweit vorkommende
Infektionskrankheit der Milchdrise. Das &tiologische Agens, die fablose Alge Prototheca
(P.) zopfii, kommt ubiquitér in feuchten Habitaten vor und verursacht fakultativ akute bis
chronische Entziindungen des bovinen Euters. Es gibt Hinwse auf das Vorkommen eines
speziellen, Mastitis-assoziiertenBiotypsvoR. zopfii,dersogenanntenVariantell. Durchdie
oft zu beobachtende endemische Ausbreitung in Milchviehb&anden sowie durch die
nachhaltige Therapieresistenz, welche oft zum wirtscliichen Totalverlust der betroffenen
Milchkuhe fuhrt, stellen Protothekenmastitiden beim Rindein groRes 6konomisches Problem
fur den betroffenen Betrieb dar. Eine Sanierung solcherBestande gestaltet sich bisher sehr
aufwendig und langwierig, da der routinemafig durchgefiihrte kulture#é Erregernachweis
aufgrund der intermittierenden Ausscheidung der Prototheken i€ immer gelingt. Die
wenigen in der Vergangenheit unternommenen Versuche, méls serologischer
Nachweisverfahrendie DiagnostikimHerdenmal3stabzuvéessern, scheitertenbisherander
zu geringen Sensitivitat oder an der ungeniigenden Praktikabibit der Testsysteme.
Gleichwohl sind spezifische Antikbrper gegenP. zopfii sowohl im Blutserum als auch im
Milchserum infizierter Tiere nachweisbar. Eine Diskriminierung der verschiedenenklinischen
Verlaufsformengelangjedochbishernicht.

Zieldieser Arbeit sollte es deshalb sein, zuerst mitt els neu zu entwickelnder ELISA-Systeme
die lokale und systemische Antikérperantwort bei der Protdhekenmastitis des Rindes in
Abhangigkeit vom jeweiligen Infektionsstadiumzu charakterigeren. Anschlie3endgaltes, die
Eignung dieser ELISAs zum serologischen Nachweis klinische und subklinischer
Infektionenmit P.zopfiiabzuklaren.ImRahmenderBestandssanierungeineshochgtigvon
Protothekenmastitidenbetroffenen Bestandes erfolgte dalie Identifikationinfizierter Tiere,
um die Praxistauglichkeit der entwickelten Tests unter Bewés zu stellen. Durch eine
Langzeitbeobachtung infizierter Milchkiihe konnte dann das Eeger-Ausscheidungsverhalten
im Verlauf einer natirlichen Infektion mit P. zopfii untersucht werden. Die vorliegenden
Daten erganzen das Wissen zur Epidemiologie der Erkrankung. Miels
kulturmorphologischer, biochemischer, serologischer und geéiseher Untersuchungenkonnte
zudem das Vorkommen unterschiedlicher Bio-, Sero- und Genotypen beP. zopfii belegt

werden.



2 LITERATURUBERSICHT

2.1 CharakterisierungderGattung Prototheca

2.1.1 TaxonomiederPrototheken

Seit ihrer Erstbeschreibung durch KRUGER (1894) sind nicht nur die Stellung der
Prototheken im Pflanzenreich, sondern auch die Anzahlud Art der Spezies innerhalb der
GattungstarkenVeranderungenunterworfen.

KRUGER ordnete sie den Pilzen zu, daihre heterotrophe L ebensweise, verbunden mit einer
Chlorophyllosigkeit, einer zellulosehaltigen Zellwand und deFortpflanzung durchendogene
Sporenbildung, dies nahe legten. Hingegen fehlen den Protodken jegliche anderen, den
Pilzen eigenen Fortpflanzungsformen, wie Mycel, Arthroporen oder Blastosporen. Deshalb
ordnetenbereitsCHODAT (1913)undPRINTZ(1927)siedenChloro phyceenunddamitden
Algenzu.

Als”Yeast-like achloricalgae” ordnete sie CIFERRI (1956) wiederindie Nachbarschaftder
Saccharomycetales ein, wobei er sich auf die heterotophe Lebensweise und den
Thiaminbedarfberief. Ebenfalls den Pilzen naher stend, aber dennochalsVerbindungsglied
zwischen Algen und Pilzen, werden die Prototheken von TUBAKI und SONEDA (1959)
gesehen. Nachdemsie mittels elektronenmikroskopischertémsuchungendasVorhandensein
vonLeukoplastenbestatigenkonnten, ordnenMENKE und FRICK= (1962) die Prototheken
den Protococcaceaewelche infolge einer Mutation die Fahigkeit der Pigmentb ildung
verlorenhaben,zu.

PRINGSHEIM(1963) hingegenistderMeinung, dassdieProtothekedirektvondengriinen
AlgenabstammenunddurchApochlorose (Chlorophyliverlustgntstandensind. Erordnetsie
deshalb den apochlorotische@hlorococcaceerzu. Aufgrund des Fehlens von Glukosamin
und Mureinséuren beiP. segbwematypischer Merkmale von Pilzenund Bakterien-  stellen
DAVIES und WILKINSON (1967) die Prototheken ebenfallsindie Né&he der Algen. Dem
widersprechend gelingt LLOYD und TURNER (1968) der Nachweis von Glukosamin bei
P.zopfii. NADAKAVUKAREN und McCRACKEN (1973) konnenPlastide nachweisen, die
Starkegranula enthalten. Da diese bei Pilzen nicht zu finden sind, halten diese Autoren die
Protothekenfir’nichtphotosynthetisierendeAlgen”.

Seit Anbeginn der taxonomischen Diskussion ist auch der Verwandtschaftsgrad zur
GrunalgengattungChlorella (C.) umstritten. Eine Vielzahl von Autoren sieht in den
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Prototheken Abkémmlinge vonChlorellen, die durchMutationhre Chloroplasten, und damit
die Fahigkeit zur autotrophen Assimilation verloren habefANDERSON, 1944b; CIFERRI,
1956; COOKE, 1968; SEFFNER, 1987; SUDMAN und KAPLAN, 1974). Dabeistlt zensie
sich zumeinen auf Ahnlichkeitenin der Morphologie und Repr oduktion sowie zumanderen
aufdas Auftretenvon Ubergangsformenmit Merkmalenvon Chlorellenund Prototheken. So
gibtesmit C.variegataund C.protothecoidegweiVertreterderGattung Chlorella, diebei
gutem Nahrstoffangebot kaum noch Chlorophyll bilden und auch heerotroph assimilieren.
Als Unterscheidungsmerkmal gilt hingegen der Bedarf an Thianm bei Prototheken
(PRINGSHEIM, 1963). C. protothecoideshingegen hat auch dieses Merkmal sowie die
fehlende Nitratassimilation mit den Prototheken gemeifCONTE und PORE, 1973; PORE,
1972).

Eine Reihe anderer Autoren aul3ert hingegen Zweifel an der Piotothekenabstammung von
Chlorella. SozeigenANDERSON(1944a), CASSELTON(1967),CIFERRI(1956), COOKE
(1968),PRINGSHEIM(1963)sowie TUBAKIUNASONEDA(1959)erheblic heUnterschiede
in der C- und N-Assimilation. ARNOLD und AHEARN (1972), LLOYDund TU RNER
(1968) sowie MANNERS et al. (1973) stellen beivergleichendenZellwand-Untersuchungen
zum Teil erhebliche Unterschiede in Ultrastruktur und Zusammensetzung fest und gehen
deshalb nicht von einer engen Verwandtschaft vonProtothecamit Chlorellaaus. Beiihren
biochemischen und molekularbiologischen Untersuchungen konéESSLER (1977) sowie
KERFIN und KESSLER (1978) zwar eine enge Verwandschaft der Prototheken zu
C.protothecoidesnichtaberzudenanderenVertreternderGattung Chlorellaaufzeigen.
Molekularbiologische Untersuchungen der SSUrRNA stellen di€rototheken schliel3lich
phylogenetisch wieder in die N&he der Chlorellen (HUSS und SOGIN, 1990; WOLFF und
KUCK, 1990). Nach heutiger Sicht werden die Prototheken deshéb wie in Tabelle 1
dargestellteingeordnet.

Tabellel.TaxonomischeStellungderGattung Prototheca (StandJuni2001)
Uberreich Eukaryota
Reich Viridiplantae
Abteilung Chlorophyta
Klasse Trebouxiophyceae
Ordnung Chlorellales
Familie Chlorellaceae
Genus Prototheca



Uberdie Anzahlund ArtderverschiedenenSpeziesinnerhdbder Gattung Protothecayibtes
ebenfalls stark divergierende Meinungen. So gibt es eine gof3e Anzahl von
Erstbeschreibungen, die inzwischenmeist als Synonymeon P. zopfii reklassifiziertwerden
konnten.

Die Ursache fir derartige fachliche Unstimmigkeiten hingchtlich der Taxonomie der
Protothekenspeziesisthauptsachlichindenunterschiedien Methodenzusehen, mitdenen
die Autoren physiologische und morphologische Kriterien untesucht hatten (SCHUSTER
und SCHUSTER, 1982). Des weiteren sind Differenzen beider Speziesidentifikationinder
teilweise betrachtlichen Variabilitat der physiologishen und morphologischen Parameter zu
suchen (ARNOLD und AHEARN, 1972; KESSLER, 1982; PRINZ, 1988; SUDMA N und
KAPLAN, 1973). Nach der heute geltenden Nomenklatur (siehe Tébelle 2) ist eine sichere
Identifikation der anerkannten Protothekenspezies anhand sdé\ssimilationsverhaltens
verschiedener C-Quellen in Kombination mit der Wachsturstemperatur und dem Nachweis
einer etwaig vorhandenen Schleimkapsel gut moglich (BLASCHE-HELLMESSEN et al.,
1985a).

Tabelle2.ldentifikationskriterienderverschieden en Prototheca -Spezies

Merkmal P.zopfii P.wickerhamii P.stagnora P.moriformis

flach, gekornt, halbkugelig, glatt  flach, glatt mit  halbkugelig, glatt

Kolonieform zentraler Knopf mit glattem Rand  glattem Rand  mit glattem Rand

und

ausgebogener

Rand
Zelldurchmesser 7-30 4-10 7-14 4-20
[um]
Assimilation von
Glukose + + + +
Saccharose - - (+)*? -
Trehalose - + - -
n-Propanol + - - -
Wachstum bei 37 C + + - +/-
Kapselbildung - - + +

#Wachstum erst nach langer Inkubationszeit (>14 d)

Heute anerkannte Spezies der Gattung’rotothecasind P. wickerhamii, P. zopfii und
P. stagnora Die Existenzvon P. moriformiswird nach wie vor bezweifelt (PORE, 1985b;
PRINZ, 1988), da die Mehrzahl der Autoren diese Spezies aufgrund einer bestehenden



Kreuzantigenitatund desfastidentischen Assimilationsmtersals ein Synonymvon P.zopfii
ansieht (BLASCHKE-HELLMESSEN et al., 1985b; DE CAMARGO und FISCHMAN,
1979; DIEUDONNE, 1997; GEDEK und WEBER, 1978; JOSHI et al., 1975; MUL LER,
1988; PADHYE et al., 1979; PATNI und AARONSON, 1974; SUDMAN und KAP  LAN,
1973;SUDMANuNndKAPLAN,1974;THIELE,1997).

Nach Untersuchung einer Vielzahlvon Isolaten aus der Umwelt sowie aus Rindermastitiden
unterteilen BLASCHKE-HELLMESSEN etal. (1985a) P. zopfiiindreiVariantenrespektive
Biotypen(sieheTabelle3).

Tabelle 3.DifferenzierungsmerkmalederVariantenvo n P.zopfii
Merkmal Variantel Variantell Variantelll

ZellgroRRe der 11-30 5-15 12-22

Sporangiosporen [um]

Zellform spharisch/zylindrisch spharisch/zylindrisch spharisch

Anteil von 15% 3,4 % nicht

Teilungsformen untersucht

Galaktoseassimilation® ++P (+)° +

Glycerolassimilation? +++ +++ -

pH-Toleranz 2,4-95 2,1-10,5 4,0-10,5

NaCl-Toleranz bei 4,0 % 6,0 % 4,0 %

Wachstum bei 37 C + ) ++ +

Uberwiegend aus )

Herkunft Aus Rinder- und Rinderstallen oder Uberwiegend aus

Schweinestallen kommunalen Schweinestallen
Abwaéssern
Nachweis bei bovinen nein ja nein
Mastitiden

® nach 7 Tagen Inkubationsdauer

® Wachstumsintensititen: — = kein Wachstum, (+) = sparliches und zeitlich stark ver zbgertes
Wachstum, + = schwaches Wachstum, ++ = gutes Wachstum, + ++ = sehr gutes Wachstum

¢ ringférmige Wachstumszone bei Variante |1



Die Differenzierung erfolgte dabei auxanographisch (BLASCHKHE-HELLMESSEN et al.,
1987; SEFFNER, 1994) anhand des Assimilationsmusters von Galaée und Glycerolsowie
mikroskopisch anhand der Zellgré3e und Teilungsaktivitat (BLARHKE-HELLMESSEN et
al., 1987; SCHUSTER und BLASCHKE-HELLMESSEN, 1983; SEFFNER, 1994) Als
zusatzliche epidemiologische Kriterien zur Differenzierum werden das Vorkommen in
bestimmten Habitaten sowie die Pathogenitat der Isolaherangezogen (BAUMGARTNER,
1997; SCHUSTER und BLASCHKE-HELLMESSEN, 1983). Schlie3lich lieferten
Untersuchungen von verschiedenen Protothekenisolatentelg der Fourier-transformierten-
Infrarot-Spektroskopie ebenfalls deutliche Hinweise fur dad/orkommen verschiedener
Cluster innerhalb von P. zopfii, wobei sich dabei die Variante Il am deutlichstenvon den
tbrigen Isolaten unterscheiden lieR (SCHMALRECK et al., 1998). Vergleichende
taxonomische StudienzumVorkommenvonBiotypeninnerh&lder Spezies P. zopfiiaufder

BasismolekulargenetischerUntersuchungenerfolgtenbishient.

2.1.2 MorphologiederPrototheken

Kulturmorphologisch sind Kolonien von Protothecaspp. durch eine cremeweil3e bis beige
Farbe, eine glatte bis mattglanzende Oberflache und eine weise, pastenartige Konsistenz
gekennzeichnet. Gemeinsam mit dem auftretenden hefedlshien Geruch kommt es aufden
gebréauchlichen Pilzndhrmedien makromorphologisch leichti ¥’ erwechselungen mit Hefen
(KAPLAN, 1977; SCHONBORN und SEFFNER, 1977). Wie auch beiBakte rienund Pilzen
sovariierenauchbeidenProtothekensowohldie Zellmorphologiewieauchdie Sporenzahlin
Abhangigkeit vom Kultivierungsmedium, vonder untersuchten Spees, vomeinzelnenIsolat
und vom Entwicklungsstadium der Kultur (ARNOLD und AHEARN, 1972; KA PLAN,
1977).

Wahrend die Kolonien von P. zopfii und P. stagnoraflach sind, weisen diejenigen von
P. wickerhamiieine halbkugelige Formauf. Die Oberflache der P.wickerhamiiKolonienist
glatt,dievon P.stagnoraglattbisleichtgekdrntunddievon P.zopfiigekdrntmitzentralem
Knopfund ausgebogenemRand (DE CAMARGO und FISCHMAN, 1979; PADH YE etal.,
1979;THIELE,1997).

Mikromorphologisch sind Prototheken runde bis ovale einzdige Organismen mit einer von
der Teilungsphase abhangigen Zellgré3e zwischen 3 und 30 um (EDEK und WEBER,
1978). Die zu grofR3en Teilen aus Zellulose und Sporopollenin begehende Zellwand von



P. zopfii zeigte beiZellwandanalyseneinen zweischichtigen Aufiau und eine Dicke vonetwa
1000 Angstrom (LLOYDund TURNER, 1968; MENKE und FRICKE, 1962).LOU  PALet
al. (1992) fandenallerdings einenvomEntwicklungszustand abhidgigen Zellwandaufbau, der
beijungenZellenein-,beidlterenZellenhingegenzwei-unddreischichtigwar.

ImInnerender Zellenvon P.zopfiiund P.wickerhamiikonnteneinZellkernmit Nucleolus,
ein Golgiapparat, Ribosomen, meist peripher liegende Mitooondrien und das
endoplasmatische Retikulum dargestellt werden (NADAKAVUKARH, 1973; PATNI und
AARONSON, 1974). Des weiteren wurden Plastide nachgewiesenielche Glykogen sowie
einen starkeartigen Speicherstoff enthielten. Diese wden daraufhin als Leukoplasten,
Glycophoren oder Amyloplasten bezeichnet (MENKE und FRIKE, 1962;
NADAKAVUKARENundMcCRACKEN,1973).

Auffalligstes Merkmal fir die mikroskopische und pathohistologsche Identifizierung der
GattungProtothecast jedoch das Auftreteneiner je nach Speziesund Entwi cklungsstadium
unterschiedlich gro3en Anzahlvon Tochterzellen, den Edo-, Auto- oder Sporangiosporen.
Diese entwickeln sich innerhalb der Mutterzelle, dem Spaangium. Platzt dieses auf, ist die
leereHullemikroskopischebenfallsnochgutzuidentifizieren(JANOSIetal.,2001a).

2.1.3 PhysiologiederPrototheken

Prototheken gewinnen ihre Energie durch heterotrophe Agsiilation, also durch Oxidation
organischer Verbindungen. Den Hauptanteil stellen dabei Kuadenstoffquellen, so
verschiedene Zucker, aber auch Alkohole wie Glycerol und Propanol dar. Fir diese
Stoffwechselprozesse werden voll funktionstiichtige Mitocmdrien bendétigt (WOLFF et al.,
1993). Die nutzbaren Stickstoffquellen sind ebenfalls vorwigend organischer Natur (z.B.
Pepton, Lysin, Arginin), wahrend anorganischer Stickstdfschlecht, Nitrat gar nicht und
Ammoniumsalze nur maidig verwertet werden kdénnen (PRINGSHIM, 1963). Die Nutzung
von Stickstoffquellen ist dabeiimmer an N-freie Kohlen stoffverbindungen, welche dann als
Energielieferantendienen,gebunden.

Alle Vertreter der Gattung Protothecasind thiamindefizient. Sie bendtigen fur ihre
Entwicklung Vitamin B ;, da sie dieses selbst nicht synthetisieren konnen (CFERRI, 1956).
ANDERSON (1944a)wiesnach,dassauchdie ZugabederbeidenBestandteiledes Thiamins,

dasThiazolunddasPyrimidin,flirdasWachstumvon P.zopfiiausreichendist.



Prototheken sind in wesentlich grél3erem Umfang als ihreautotrophen Verwandten in der
Lage, Speicherstoffe anzulegen. Als Reservestoffe diendiabei Glykogen und Fett, dasin
Algen dann in flissiger Form als Ol eingelagert wird. Unte r schlechten
Wachstumsbedingungenwerdendiese SpeicherstoffeingroRemmfangeingelagert. Soistin
den Dauerformen mikroskopisch oft ein regelrechter Oltropén sichtbar, wohingegen man
diesenbeigutenWachstumsbedingungennurseltenfindenkanRINGSHEIM, 1963).

Die Vermehrung der Prototheken erfolgt algentypisch, asexdledurch Zellteilung. In der
Mutterzelle, dem Sporangium, bilden sich in Abh&ngigkeit von Temperatur und
Wachstumsrate bis zu 30 Endo- oder Sporangiosporen (ARNOLD und AHEARN, 1972;
POYTONundBRANTON, 1972). In AbhangigkeitvondenWachstumsbedingungenkommt
es zum Aufbau zweier verschiedener Sporentypen. Die kleineen, dickwandigen und mit
reichlich Vorratsstoffen ausgestatteten Ruhe- oder Hypsporen werden nur zu einem
geringen Prozentsatz gebildet und dienen wahrscheinlich derfUberdauern widriger
Umweltbedingungen. Bei gunstigen Bedingungen entstehen diinnwandigeo3e und mit
relativwenig Speicherplastidenausgestattete Sporen(ARNOundAHEARN,1972;JOSHI
et al,, 1975; KOCKOVA-KRATOCHVILOVA und HAVELKOVA, 1974). Sch lechte
Umweltbedingungen tberleben die Sporen vor. zopfii und P. wickerhamiiohne weitere
TeilungunterAufbrauchendervorhandenenReservestoffe.
DieTenazitatdieserbeidenSpeziesistsehrgrol3. SosndsieinTrinkmilch, Abwassernsowie
auch bei Trockenheit monatelang lebensfahig und waren irRinder- und Schweinegtlle auch
nach 100 Tagen noch nachweisbar (BLASCHKE-HELLMESSEN undSCHUSTER, 1984).
Indiesem Zusammenhang ist die hohe Tenazitat gegentber Hieren Temperaturen ebenfalls
bemerkenswert. SoistP.zopfiiinderLage,verschiedenenPasteurisationsprozedurensehi
zuwiderstehen(MELVILLEetal.,1999).Vonden40Quntersuchte n P.zopfii-Isolatenwurden
62,5 % beieiner Behandlung mit 75 °C tiber 15 Sekunden nichtinakt iviert. Immerhinnoch
45% deruntersuchtenlsolate widerstanden einer Pasteurigan bei75 °Cfiir 20 Sekunden,
und 62,5 % konnten mit einer Temperatur von 65 °C GibereinenZ eitraumvon 30 Minuten
nicht inaktiviert werden. Insgesamt waren 22,5 % der untersuchten Isolate fir alle

angewandtenPasteurisationsmethodenunempfindlich.



2.1.4 OkologiederGattung Prototheca

Prototheken sind typische Saprophyten mit ubiquitarem Vorkomen und einer Vorliebe flr
Standorte mitabgestorbenenorganischenBestandteilemPflanzenundTieren(METTLER,
1983; SCHUSTER und BLASCHKE-HELLMESSEN, 1983). So wurden die verschiedenen
Prototheken-Spezies aus dem Saftfluld von Laubbaumen (besonsldem von Ulmen), aus
kommunalen und landwirtschatftlichen Abwassern, Oberflaehgewéassern, dem Erdboden,
Kartoffel- und Bananenschalen, aber auch so exotischeviedien wie dem Olschlamm einer
Erddlraffinerie isoliert (DE CAMARGO und FISCHMAN, 1979; K OCKOVA-
KRATOCHVILOVAuUnd HAVELKOVA, 1974; KRUGER, 1894; PORE, 1985a). Auc haus
derUmgebunglandwirtschatftlicher Nutztiere gelang der Nachwis haufig und diesmithohen
Keimgehalten (SCHUSTER und BLASCHKE-HELLMESSEN, 1983). Die Besiedlung des
Darmes von Rindern, Schweinen und Pferden wird als physidogisch angesehen (ENDERS
undWEBER,1993a;ENDERSuUndWEBER,1993b;WEBERUNdENDERS,1993).

Die postuliertenVariantenbzw. Biotypenvon P.zopfii zeigendagegeneintierartspezifisches
Vorkommen. Variante | und Il sind zu gleichen Teilen in R inderstéllen anzutreffen. Nur
Variante Il wurde bisher als pathogenes Agens bei der Protothekenmastitis des Rindes
isoliert, und scheint deshalb eine besondere Rolle in de Atiologie dieser Erkrankung zu
spielen(BLASCHKE-HELLMESSENetal.,1985a;JANOSIetal .,2001b; SCHUSTERund
BLASCHKE-HELLMESSEN, 1983). Variante Ill hingegen konnte bisher meist nur aus

Schweinehaltungenisoliertwerden.

2.2 ProtothekosenbeiMenschundTier

Unterder Bezeichnung,Protothekosen“werdendie beiMenshund Tierdurch Prototheken
hervorgerufenen Krankheitsbilder zusammengefal3t (SONCKuK@CH, 1971). Obwohldie
Vertreter der Gattung Protothecaweltweit ubiquitdr vorkommen, gehoren durch diese
pflanzlichen Erreger bedingten Erkrankungen sowohl beim Mesch wie auch beim Tier zu
den eher seltenen Infektionen. Bei gleichzeitigem Einwiken bestimmter pradisponierender
Faktoren kénnen jedoch sowohlP. wickerhamiials auch P. zopfii beim Menschen und bei
verschiedenen Tierarten eine Reihe unterschiedlichsteKrankheitsbilder auslésen
(SCHONBORNEetal.,1974).



2.2.1 ProtothekosendesMenschen

Die Protothekeninfektiondes Menschenist eine seltenaveltweit vorkommende Erkrankung,
von der die meisten Fallberichte aus Asien und Nordamerikavorliegen. Ausgeldst wird die
Protothekose des Menschen in der tiberwiegenden Zahl durcR. wickerhamii, wahrend die
P. zopfii-Infektion nur sporadisch auftritt (THIELE, 1997). Interessanterweise konnte
allerdings durch BLASCHKE-HELLMESSEN (2001) mehrfachP. zopfii, Variante Il aus
Onychomykosen isoliert werden. Die Kausalfrage konnte jdoch nicht abschliel3end
beantwortetwerden.

Anhand der Lokalisation des Infektionsgeschehens erfolgt i Einteilung der
Protothekeninfektionen des Menschen in folgende drei Gruppen (LEEL989; MATSUDA
und MATSUMOTO, 1992): Haut-und Unterhautprotothekosen, die Sctdimbeutel-, Fascien-
und Sehnenscheidenprotothekosen und die systemischen Prioé&bsen. Dariiber hinaus
kénnen Prototheken aber auch als harmlose Hautbesiedlésoliert werden (ARNOLD und
AHEARN, 1972; SCHONBORNZ tal.,1974). Auchdielsolierungausm enschlichemFaeces
gelang mehrfach (ASHFORD etal., 1930; CASAL etal.,1983;CA SALund GUTIERREZ,
1983a). Die atiologische Bedeutung dieser Algenisolate konntegdoch bisher nicht schliissig
geklart werden, obgleich es Hinweise gibt, dass Protothekeibeim Menschen, ahnlich wie
beimHund,auchEnteritidenverursachenkdnnen(CASALetal.,1983).

Einen umfassenden Uberblick Uber die in der Humanmedizin bechriebenen Falle von
Protothekeninfektionengibt THIELE (1997). Anhandder 73 aufgelstetenFallbeschreibungen
wird deutlich, dass fir die Entstehung der humanen Protothekos das Einwirken von
pradisponierenden Faktoren als Grundvoraussetzung anzusehén 3 gingen den oft
beschriebenen Infektionen deBursa olecraniin der Regel Ellenbogenverletzungen voran
(AHBEL et al., 1980; MATSUDA und MATSUMOTO, 1992; METTLER, 1983). Als
wichtigster pradisponierender Faktoristaber sowohlfir delokalumschriebenenalsauchfir
die systemischen, disseminierten humanen Protothekosegine Beeintrachtigung der
zellularen und humoralen Immunitat anzusehen. So konnte gedgt werden, dass
Protothekeninfektionen iatrogen durch lokale oder systentike Glukokortikoid- oder
Zytostatikaapplikationbegunstigtwerden(COCHRANetal., 186;HEITZMANetal.,1984;
HOLCOMB et al., 1981; NARYSHKIN et al., 1987; TSUJl etal., 1993). Esliegen auch
Berichte tber pradisponierende Stoffwechselerkrankungen, wigabetis mellitus vor. Die
mit diesen Erkrankungen einhergehenden Immunsuppression wird firerschiedenste
Manifestationsformen verantwortlich gemacht (CONNORt al., 1982; GIBB et al., 1991;
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LEE etal., 1975; MATSUDA und MATSUMOTO, 1992). Indiesem Zusam menhang sind
auch nichtinfektiose Defekte der zellularen Abwehrmechasmen und Tumoren des
hamatopoetischenSystemsalspradisponierende Faktoremitifziertworden(HENEY etal.,
1991;VENEZIOetal., 1982). Die grof3te Bedeutung mufR indenletzt enJahrenjedochder
Infektion durch das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) zugesprehen werden, die neben
anderen selteneren Krankheitshildern, wie Systemmykoseanch fur eine Haufung der Falle
von lokalen und systemischen Protothekosen verantworh gemacht werden konnten
(BIANCHI et al., 2000; CAREY et al., 1997; KAMINSKI et al., 1992; POLK und
SANDERS,1997;WOOLRICHetal.,1994).

2.2.2 ProtothekosendesHundes

Neben Krankheitsbeschreibungen bei Rind und Mensch stammelie meisten Fallberichte
Uber Prototheken-bedingte Erkrankungen vom Hund. Unterschiedeam Menschen bestehen
einerseits in den klinischen Erscheinungsformen selbsindererseits unterscheidet sich auch
dasErregerspektrum(THIELE, 1997). Wahrend beimMenschenvaviegendP. wickerhamii
fur die Infektion verantwortlich ist, werden bei Erkrankun gen des HundesP. zopfii und
P. wickerhamiizu ann&hernd gleichen Teilenisoliert (MIGAKI etal., 1982). TYLERetal.
(1980) berichten sogar Uber das gleichzeitige Auftreten beide$peziesinnerhalb einund des
selben Krankheitsgeschehens. Anders als beim Menscheandelt es sich beim Hund in der
Regel um eine disseminierte Infektion mit Manifestationin verschiedenen Organsystemen
(QUINN et al., 1999). Die daraus resultierenden, meist therapieresistenten klinischen
ErscheinungenédufRernsichalsDermatitiden(GINELetal, 1997;MACARTNEY etal.,1988;
METTLER, 1983; PEREZ et al., 1997), hamorrhagische Enteritiden (GAUNT et al., 1984;
MIGAKI et al., 1982; THOMAS und PRESTON, 1990) sowie in zentr alnerviosen
Ausfallserscheinungen, wie pldtzlicher Erblindung, Taubhesider Lahmheiten (BLOGG und
SYKES, 1995; BUYUKMIHCl etal., 1975; COOKetal.,1984; FONTun dHOOK, 1984;
MOORE-etal.,1985; TYLERetal.,1980). Pathomorphologische Ver&nderungenfindensich
in Form von disseminierten pyogranulomatdsen Lasionenar allem in Darm, Konjunktiva,
Retina, Nieren, Leber, Milz,Herz, Lunge sowiederent ributarenLymphknoten(BLOGGund
SYKES, 1995; COOKetal., 1984; IMES et al., 1977; TYLER etal. , 1980). Hierbei ist
auffallig, dass es dabei nur zu einer zahlenmaRig geringen Immigration von

Entziindungszelleninden Infektionsherd kommt. Die Rolle praisponierender Faktorenwird
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diskutiert, da es auch beim Hund Hinweise daraufgibt, dass eine Suppressionder zellularen
ImmunantwortdasInfektionsgeschehenbegtinstigenkann(PER& al.,1997;RAKICHund
LATIMER, 1984). Im Gegensatz zum Menschen ist die systemische Therapie mit
Antimykotika, wie Amphotericin B und Ketokonazol, in der Regel erfol glos, so dass die

meistenbetroffenenTiereentwederverendenodereuthansiertwerdenmissen.

2.2.3 ProtothekosenandererSpezies

Naturliche Infektionenmit ProtothecaSpezieswurdenaul3erbeiMensch, HundundRindnur
als Einzelfallbeschreibungen beider Katze, dem Reh, derflughund sowie bei Karpfen und
AtlantischenLachsenbekannt:

Bei der Katze konnte als pathogenes Agens bisher nur Prototheca wickerhamiiisoliert
werden. Klinisch fanden sich lokale Affektionen der Haut, wo bei eine besondere Affinitat
zum Bereich des Kopfes beobachtet wurde. Pathohistologibhiandelte es sich beialldiesen
Fallenumpyogranulomatdse Entziindungen (COLOE und ALLISON, 198 DILLBERGER
etal.,1988;KAPLANetal.,1976;QUINNetal.1999).

Dieeinzige beschriebene Protothekose einesRehswurdkirch P.wickerhamiiausgeldstund
war auf den Kopf und die Vordergliedmal3en beschrankt, wobei auch die regionalen
Lymphknoten involviert waren (FRESE und GEDEK, 1968; SUDMAN und KAPLAN,
1973). Beim Flughund wurde eine generalisierte, durch P. wickerhamii ausgeltste
Protothekose mit pyogranulomatésen Veranderungen anvielaneren Organen beschrieben
(METTLER, 1975). Protothekosen bei Fischen (Karpfen und Atlartischer Lachs) wurden
bereitsmehrfachbeschrieben(GENTLESundBOND,1977;LOUPALetal.,1992).Eswaren
dabei verschiedene innere Organe, insbesondere die Scmanblase, vom

Infektionsgeschehenbetroffen.

2.3 DieProtothekenmastitisdesRindes

Beider Protothekenmastitis des Rindes handelt es sichuneine, durch P.zopfii verursachte,
lokalelnfektionderMilchdriiseunterBeteiligungderEuterlym phknoten.
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Dartber hinaus sind auch sporadische Falle einer granulomasen Lymphadenitis der
Retropharyngeallymphknotenund anderer Kérperlymphknoten (MBI et al., 1969) sowie
der Falleiner granulomatdsen Peritonitisbeschriebeworden(ROGERS, 1974). Der Erreger
wurdeindiesenFallenzuerstals Algeder Gattung Protothecdezeichnet. SpaterlielRensich
jedoch in all diesen Fallen Grinalgen der Gattung Chlorella als krankmachende Erreger
identifizieren, wodurch sich auch die griine Farbung der beoba@hteten Granulome erklaren
lieR(CHANDLEREetal.,1978;SUDMANuUnNdKAPLAN,1973).

2.3.1 AtiologieundPathogenesederProtothekenmastitis

Die Infektionmit P. zopfii erfolgtin der Regelgalaktogen-aszendierend. Zitzenverleungen
werdenaber ebenfalls als Eintrittspfortenfur die Erreger angesehen. Dieweitere Verbreitung
der Erreger erfolgt im Hohlraumsystem des Euters. Die sezenierenden Alveolen scheinen
gunstige Vermehrungsbedingungenfi®. zopfii zu bieten, daeine MastitisgehauftbeiKihen
inderHochlaktationbeobachtetwerdenkann(DION, 1982; FRANKetal.,1969;LERCHE,
1952; SCHIEFER und GEDEK, 1968; SCHONBORN und SEFFNER, 1977; SEFFNER,
1994;SPALTON, 1985). Fureinenbevorzugtgalaktogenenlinfektionswg sprichtauch, dass
die experimentelle Induktion von Mastitiden bisher stets nur auf diesem Wege gelang
(BERGMANN,1993b;DION,1982;LERCHE,1952).

Dartber hinaus wird ebenfalls ein endogener Infektionswegmit h&dmatogener oder
lymphogenerAusbreitungderErregerimEutervermutet(WILHELMetal.,1992). Sowurde
gezeigt, dass Protothekenin Makrophagen und neutrophilen Gratozyten tiberlebenkénnen
und dort sogar vermehrungsfahig bleiben (GINEL et al., 1997; JENSEN et al., 1998). Eine
AusbreitungimGewebeaufdiesemWegeistsehrwahrscheitich. Derlymphogene Transport
der Erreger erscheint auch deshalb als mdglich, da Protolheken haufig aus den
Euterlymphknoten infizierter Rinder isoliert werden konna. SEFFNER (1994) vermutet als
Erregerwirkung Toxine. Durch deren Wirkung soll es zu Alveola repithelschadigungen
kommen, diedanneineweitereintraalveolare AusbreitunglerProtothekenbegiinstigen.Nach
Studien zum Migrationsverhalten verschiedener Entziindungszelliypermuten PEREZ et
al.(1997),dassProtothekenentwederdie Migrationund ProlierationvonEntziindungszellen
wirkungsvoll herabsetzen, oder dass nur abgetotete Algenzeh zu einer effektiven lokalen

Immunantwortfihrenkénnen.
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Die Fahigkeit, im Makrophagen zu tberleben und der Phagozytosairksamwiderstehenzu
kénnen, scheint ein Hauptgrund fir die Chronizitat der Protothekenmastitis zu sein. Zwar
vermag der Kérper durch Kapsel- und Abszel3bildung die Erreger gegalber dem anderen
Eutergewebe abzugrenzen und damit auch eine weitere Ausbreaig zu verhindern, eine
Abtotung der Erreger gelingt jedoch nicht. Vermutlich durch A ufbrechen der abgekapselten
Erregerherde kommt es dann haufig zum intermittierenden Ausscligen der Erreger. Dies
fuhrtzudiagnostischen Schwierigkeiten, aberauchzueinedangenPersistierender Infektion
(SCHICKund KUTZER, 1982). Aufder Basis dieser Hypotheseist eserklarbar, dassviele
Tiere auch nach dem Trockenstehen erneut die Erreger ausscheidend Symptome einer
Mastitis entwickeln (DION, 1982). Durch die fortschreitendebindegewebige Indurationund
Atresie des Euterepithels kommt es schlie3lich zumirrewersiblen und starken Riickgang der
Milchleistung. Sind ganze Herden betroffen, fihrt dies letztendlich zu grof3en 6konomischen
VerlustenindenbetroffenenBetrieben(GEDEKUndWEBER,1978;SEFFNER,1994).

Wie bei anderen Infektionen mit Pilzen und Hefen, so spi elen wahrscheinlich auch bei
Infektionen mit Vertretern der Gattung Prototheca pradisponierende Faktoren eine
entscheidende Rolle. Im Gegensatz zu pilzbedingten Mastitidenirsd die bisher bekannten
Parameter nur sporadisch untersucht worden, und eine Interptation klinischer Befunde ist
somitentsprechendschwieriger.

DieHypothese, dassessichbeiProtothecaspp.umopportunistische Erregerhandelt, dienur
unter besonderenpradisponierendenFaktoreninfektids singird einerseitsdurchdasseltene
Auftreten von Protothekeninfektionen und andererseits durcdie meist vergeblichen
Versuche, unterschiedliche Labortier-Spezies zu infizien, unterstitzt (DE CAMARGO und
FISCHMAN, 1979; LERCHE, 1952). Nur mit sehr hohen Inokulations dosen gelang es bei
Mé&usen, in einigen wenigen Individuen metastatische Herde in Hirn,Milz und Nieren zu
erzeugen(SCHIEFERUndGEDEK,1968;SCHONBORNEetal.,1974).

Anhand der Fallberichte zu humanen Protothekosen ist dieBedeutung pradisponierender
Faktoreninder Vergangenheit analog nachvolliziehbar. D konnte beiimmunsupprimierten
Patienten nach lokaler oder systemischer Glukokortikoidtiapie oder nach Krankheiten des
Immunsystems, wie AIDS oder dem Hodgkin-Lymphom, ein verstaktes Auftreten lokaler
undsystemischer Protothekosenbeobachtetwerden(COCRARetal.,1986;HENEY etal.,
1991;IACOVIELLOetal., 1992; KAMINSKI etal., 1992; LAENG et al., 1994; TEJADA
und PARKER, 1994; TSUJI et al., 1993; WOOLRICH et al., 1994). Ande rerseits zeigten
GEDEKundWEBER (1978), dassdie Verabreichung vonAntibiotika keinen Einfluld aufdie
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Ansiedlung und Ausbreitung der Prototheken im Eutergewebe von Ehdern hatte. Im
Vergleich zu den Protothekosen des Hundes konnten pradisponemde Faktoren bisher
ebenfalls nicht eindeutig identifiziert werden, obwohlauch hier ein Zusammenhang mit einer
Immunsuppression wahrscheinlich ist. Fir das Entstehen einklinisch manifesten Mastitis
des Rindes scheinen pradisponierende Faktoren hingegen eineofe Rolle zu spielen, da
Prototheken auch in der Milch eutergesunder Kiihe und in trockenstehenden Eutern
nachgewiesen worden sind (SEFFNER, 1994; WILHELM et al., 1992) und Infektionen
durchaus mild oder sogar klinisch inapparent verlaufen konnen (GEDEK und WEBER,
1978).

Als pradisponierende Faktoren fir die Protothekenmastitis de Rindes gelten
unvorschriftsméaiiges Melken, Hochlaktation oder eine Vachéadigung des Euters durch
andere Mastitiserreger (DACOSTAetal., 1996; JANOSI et al.,2001a; SEFFNER, 1994).
Chronisch mit Streptococcus agalactiaenfizierte Rinderbestédnde sowie Bestédnde mit
erhohtem Milchzellgehalt oder vermehrten bakteriellen Infekbnen gelten als pradisponiert
fur das Angehen einer Herdenprotothekose (TENHAGEN et al, 1999; WILHELM et al.,
1992). Eine Weide- oder Auslaufhaltung auf Gelande mit Protothecakontaminierten
Feuchtstellen begtinstigt wahrscheinlich ebenfalls das Estehen dieser Erkrankung (COSTA
etal.,1996;COSTAetal.,1997;GORR,1982).

2.3.2 KilinikderProtothekenmastitis

Die Protothekenmastitis des Rindes beginnt als akute bissubakute Entziindung der
Milchdrise und geht spéter in der Regel in das chronische Stadium tber. Dies fuhrt
schlie3lich in den meisten Fallen zum vollstandigen Funkionsverlust des betroffenen
Eutergewebes (FRANKetal.,1969; SEFFNER, 1994; SPALTON, 1985).Die Restitutioad
integrumeinmalklinisch auffalliggewordener Tiereistdie Ausnah me. DasAuftretenklinisch
inapparent infizierter Tiere und intermittierender Erregeausscheider wurde dagegen haufig
beobachtet(SCHICKundKUTZER,1982).

Im akuten Stadiumist das Euter von einer derben Konsistenz und ballonartigem Aussehen,
wobei weitere typische Entziindungserscheinungen, wie Rétungnd Odembildung, in der
Regelfehlen(COSTAetal., 1996; SCHONBORNund SEFFNER, 1977;SEFFNER, 1994).
DieMilchleistunggehtinkirzester Zeitstarkzuriickoderkan nvollstandigversiegenundder
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Gehalt der Milch an somatischen Zellen ist maf3ig bis stark erhoht (FRANK et al., 1969).
Sekretveranderungen werden zu diesem friihen Zeitpunkt selterelmerkt. Die im Anschluf3
auftretenden  Sekretverdnderungen manifestieren sich  durch chieimig-wassrige
Beschaffenheit der Milch, oft versetzt mit weil3en oder gelblichen, quark&hnlichen
Ausfallungen(GEDEKundWEBER,1978;GRUNERTetal.,1996).

Imfolgenden chronischen Stadium kommt es zu einer zunehmaden Atresie der betroffenen
Euterviertel mit deutlich tastbaren, klein- oder groRknotgen Gewebeverdichtungen. Diese
pathologischen Veranderungen gehen mit einer standigen Miltnengenabnahme und einer
erhohten Infektionsanfalligkeit des betroffenen Euteruigels fir andere Krankheitserreger
einher. Schlief3lich kommt es in der Uberwiegenden Mehrzal aller Falle zum vollstandigen
Funktionsverlust des Drusenepithels und zum Sistierender Mdhproduktion (JENSEN etal.,
1998; SCHONBORN und SEFFNER, 1977). Als typisches Anzeichen fiirdas endemische
Vorliegen einer Protothekenmastitis ist daher eine erbihte Pravalenz von Tieren mit einem

odermehrerenatretischenEuterviertelnanzusehen.

2.3.3 PathomorphologiederProtothekenmastitis

Pathohistologischhandeltessichbeider Protothekenmséitisdes Rindesumeineinterstitielle
pyogranulomatése Entziindung der Milchdriise (MCDONALD et al., 1984b). Im akuten
Infektionsstadium findet man eine Vielzahl von Algen in den Alveolen und den Ductuli
lactiferri. Mechanisch bedingt kann es zu massiven Stauungserscheingen kommen, welche
dannzurbeschriebenenKlinik mitballonartigem Euterund abruptemMilchleistungsriickgang
fUhrenkénnen(FURUOKAetal., 1989; GEDEKundWEBER, 1978).Di elmmigrationvon
Lymphozyten und neutrophilen Granulozytenin das Eutergewehst gering ausgepragt, und
auchdie Zahlderindie Milchausgewanderten Entziindungszellaisteher malig(HODGES
et al., 1985; SCHONBORN und SEFFNER, 1977). Im chronischen Stadium weist das
pathohistologische Bild der Protothekenmastitis &hnliclobarakteristische Merkmale auf, wie
sie auch bei anderen, lang andauernden, persistierenden unctlswer zu therapierenden
Infektionen der bovinen Milchdrise zu finden sind. Soist die Immigration der Erreger ins
Interstitium und eine anschlieRende bindegewebige Abkapselutygpisch (FURUOKA et al.,
1989; HODGES et al., 1985). Bei einsetzender Granulombildung wid ein Wall aus
Lymphozyten und Epitheloidzellen sichtbar, in denen dann de mittels der PAS-Féarbung
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dargestellten Algenzellen zu finden sind (GRUNERT et al., 1996; HODGES et al., 1985;
SCHONBORN und SEFFNER, 1977; TUZUKI, 1987). Wie die oft auftret enden,
intermittierenden Erregerausscheider in betroffenen Hign vermuten lassen, bleiben die
Erreger in diesen Granulomen und Mikroabszessen jedoch Gibdainge Zeitraume vital und
konnen nach einem Aufbrechen zu einem erneutem Aufflamme der Infektion flihren
(SCHICK und KUTZER, 1982). JENSEN et al. (1998) zeigten, dass Z ellenvon P. zopfii
intrazellular in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten Gbr langere Zeit vital blieben.
Die Autoren vermuten, dass die Algen sogar in der Lage ware n, sich dort durch

Endosporulationzuvermehren.

2.3.4 DiagnostikderProtothekenmastitis

Die Diagnostik der Protothekenmastitis erfolgt in der Routine durch den kulturellen
Erregernachweis in der Milch (BERKHOFF et al., 1982; SCHI CK und KUTZER, 1982).
Hierbei wird ein Aliquot der Milchprobe auf entsprechende f este Nahrmedien ausgebracht
und inkubiert. Als besonders geeignet erwiesen sich die mesten in der Pilzdiagnostik
eingesetzten Kultivierungsmedien, wie Sabouraud-Glukose-AgaKimmig-Agar oder
Kartoffel-Agar. Allesamt kdnnen diese zur Unterdriickung der kakteriellen Begleitfloranoch
mit Antibiotika versetzt werden (AALBAEK et al., 1998; PO RE et al., 1987; SEFFNER,
1994; WILHELM et al., 1992). Zur Anzucht aus stark kontaminierte n Proben eignet sich
besonders das mit Antibiotika und Antimykotika versetzte Selektivnahrmedium nach PORE
(1973).

Nach positivem kulturmorphologischem Befund erfolgt in der routinemafiigen Diagnostik
stets die mikroskopische Begutachtung der verdachtigen Kolomeund entsprechender
Ausstrichpraparate (AALBAEK et al., 1998; BERKHOFF et al., 1982; SCHICK und
KUTZER, 1982). Dabei kommen die verschiedensten, im folgende kurz beschriebenen
MethodenzumEinsatz:

Weit verbreitet ist die monochromatische Farbung von Nativpréparaten mit Methylenblau
oder Lactophenol-Baumwoll-Blau, bei der die Protothekenziein als ovale bis runde,
lichtbrechende, doppelt konturierte Gebilde zu erkennen sind. Wedire Farbemethoden fur
Nativpréaparate nutzen zum einen den Fluoreszenz-Farbsefungiquaf’ (Fa. Ciba-Corning

Diagnostics, Fernwald) und zum anderen eine speziell fir maphologische Untersuchungen
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an Pilzen und Prototheken entwickelte Farbelésung mit demNamen “PHOL” (DEUTZ und
KUTTIN, 1990;PALetal.,1990).ImpathohistologischenPrapar atvonBiopsieprobenlassen
sich Prototheken mittels PAS- oder Gridley-Farbung sowie mit der Gomori-
Silberimpragnation verlasslich darstellen, wahrend sisich mit Hamatoxylin-Eosin wenig
odergarnichtanfarbenlassen(MULLERetal.,1993).

Fur die schnelle Differenzierung der kulturmorphologisch sehéhnlichen Prototheken- und
CandidaSpezies stehen inzwischen ebenfalls mehrere Methodemr Verfligung. Unter
Nutzung der kommerziell erhaltlichen IdentifikationssysteenAPI 20C “ und RaplID Yeast
Plug’ sind eine sichere Identifizierung von P. zopfii, P. wickerhamiiund P.stagnorasowie
die Abgrenzung vonden Vertretern der Gattung Candidamdglich (ESPINEL-INGROFF et
al., 1998; PADHYE et al., 1979). Eine gute Differenzierung gelin gt auch mit Ribostamycin
(60 pg/ Blattchen), wobei Protothecaspec. gehemmt werden und sich Arten der Gattung
Candida als resistent erweisen (CASAL und GUTIERREZ, 1983a; CASAL und
GUTIERREZ, 1986). Ein Aggregationstest als Schnellmethodewr Abgrenzung der Gattung
ProtothecavonverschiedenenArtender GattungCandidaistebenfallseingefiihrt(MULLER,
1988). Dabei wird das Kulturmaterial nach einer Vermischung mit einem Tropfen
Leitungswasser, anschlieBendem Objekttragerausstrich undchialgender Trocknung
makroskopisch oder mit der Lupe untersucht und anhand charaktestischer
Differenzierungsmerkmale eingeordnet. So finden sich belPrototheca spec. grobschollige
Aggregationen mit relativ gro3en Zwischenrdumen, bei Veretern der Gattung Candida
hingegeneinediffusfeinkérnigeVerteilungmitsehrkleinenZwischenrdumen.

Innerhalb des Genus Protothecalassen sich die beiden pathogenen Spezies durch die
unterschiedliche Empfindlichkeit gegentber Clotrimazol untscheiden. P. zopfii gilt als
resistent, wohingegerP. wickerhamii sensibel gegentber diesem Antimykotikum reagiert
(CASALUNdGUTIERREZ,1983b).

Bis heute wurde nur sporadisch versucht, eine serologische Diagnostik der
Protothekenmastitis zu etablieren. Die bisher besclabenen Testsysteme waren dabei nicht
fur die Routinediagnostik geeignet. DION (1982) wiesanhand serdogischer Untersuchungen
an vier erkrankten Kihen erstmals die Induktion von spezifischen Antikdrpern gegen
Prototheken nach. Dabei waren Antikérper sowohl im Selum als auch im Milchserum der
infizierten Rinder nachweisbar. Es zeigte sich, dass Kiihewelche schon Monate vor der
Trockenstehperiode infiziert worden waren, wahrend des Trocketehens einen Abfall des
Serum-Antikdrperspiegels aufwiesen. Dieser stiegmit Beginder Laktationwieder starkan,
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was auf ein erneutes Aufflammen der Infektion hindeutete. Im Serum von Kélbern dieser
Kiihe waren ebenfalls spezifische Antikdrper nachweisbadie diese wahrscheinlich iber das
Kolostrumaufgenommen hatten. Dervon DION (1982) eingeflihre Immunodiffusionstestist
aufgrund des hohen zeitlichen Aufwandes jedoch nicht fuir eine Routinediagnostik geeignet.
BLASCHKE-HELLMESSEN et al. (1987) fanden bei einem Blutseren-Screening von 260
Rindern mittels Gegenstromelektrophorese bei 87,5 % der Kuhemit chronischer
Protothekenmastitis, bei 36,4 % der Tiere mit subklinische Mastitis, bei 42,6 % der
Protothekenausscheider ohne Klinik und bei 2,5 % der Tiere ohne Erregernachweis
spezifische Antikorper gegenP. zopfii. Bei Kilhen aus gesunden, protothekenfreien Herden
waren dagegen spezifische Antikdrper nicht nachweisbar. © Autoren sahen im
Antikdrpernachweis ein gutes Hilfsmittel zur Diagnose der klinischen und subklinischen
Protothekenmastitis des Rindes. Ein Einsatz als alleiges Routinediagnostikum war jedoch
aufgrund der geringen Sensitivitat und des relativ hohen tectischen und materiellen
Aufwandes der Gegenstromelektrophorese auch hier nicht magh. Bei vergleichenden
serologischen Untersuchungen mit Stammen, die biochemisund epidemiologisch den
Varianten 1, 1l und Il von P. zopfii zuzuordnen waren, zeigte sich in der
Gegenstromelektrophorese, dasses,andersalsbeiAntigarder Variantenlundlll, mitdem
Serum infizierter Rinder zur Bildung von zahlenmaf3ig mehr und starker ausgepragten
Prazipitationslinien gegenitiber dem Antigen von Variante I kam (BLASCHKE-
HELLMESSENetal.,1987).JENSENetal. (1998)testeten16Ti eremittelseinesindirekten
ELISAs auf P. zopfii-spezifische Serum-Antikérper des Immunglobulinisotyps G. Hirbei
waren die hochsten AntikGrperkonzentrationen bei infiarten Tieren feststellbar. Die
Unterschiede zu nicht infizierten Tieren waren jedoch nicht signifikant und eine

DiskriminierunginfizierterTierewardahermitdiesemT estsystemebenfallsnichtmdglich.

2.3.5 TherapieundBekdmpfungderProtothekenmastitis

Ungeachtetder zahlreichenVersuche einer Therapie, eiies sich die Protothekenmastitisdes
Rindesbisheralstherapieresistent. Die Merzung derinizierten Tiere gilt daher als Mittelder
Wahl zur Sanierung betroffener Rinderbesténde (DE VARGA®t al., 1998; GRUNERT et
al.,1996;SCHICKundKUTZER,1982;SEFFNER,1987;SEFFNER,1994).

Bei In-vitro-Untersuchungen erwies sich Prototheca spec als empfindlich gegentiber
Antimykotika, wie Nystatin, Ketokonazol und Amphotericin B, sowie fur Antibiotika, wie
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Tylosinund Oxytetrazyklin. Aufgrund der starkenGewebereizugund dendurchdie Mastitis
hervorgerufen pathomorphologischen Veranderungen waren Tdmeversuche mit diesen
Wirkstoffen in der Regel erfolglos (CASAL und GUTIERREZ, 1983a; LAMPEN und
ARNOW, 1961; MATSUDA und MATSUMOTO, 1992; MCDONALD et al., 1984a;
PERLMAN,1964;SEGALetal.,1976;SHAHANuUndPORE,1991).Zusétzl ichsprechendie
hohen Kosten einer solchen Therapie und die fir einen augeichenden Wirkstoffspiegel im
Eutergewebe erforderlichen relativ grof3en Applikationsvoluma gegen derartige
TherapiemalRnahmen(GEDEKundWEBER,1978;MUGGLI,1977).

BERGMANN (1993a) zeigte die gute intramammare Eutervertraglickeit von Tetra- und
Levamisolhydrochlorid-Préaparationen bei Konzentrationen4 % (vol/vol). Der daraufhin
durchgeflhrte Therapieversuch beieiner experimentellirfierten Kuh mit jeweils 20 mlpro
Viertel einer 4 %igen Tetramisolhydrochlorid-Lésung bracte eine Reduktion der Algenzahl
in der Milch und eine Verminderung der klinischen Symptome ( BERGMANN, 1993a;
BERGMANN,1993b).

Bei In-vitro-Untersuchungen mit Lugolscher Lésung und Polyvnylpyrrolidon(PVP)-lod-
Losung konnte THIELE (1997) die Wirksamkeit dieser beiden Stoffe gegenuiberP. zopfii
nachweisen. Die fir eine Abtdtung der Erreger notwendigenWirkstoffkonzentrationen von
0,5 % (vol/vol) bei Lugolscher Losung und 2,0 % bei PVP-lod-L6 sung erwiesen sich im
Modell des isoliert perfundierten Rindereuters als gut gewebeertréglich, klinische Studien
wurdenabernichtdurchgefihrt.

Aufder hohen Empfindlichkeit von Mikroorganismen gegentber lod-Losungen basiert auch
das Zitzentauchen mit iodhaltigen Mitteln nach dem Melkakt, welches als eine der
wichtigsten Maflinahmen zur Bekadmpfung der Protothekenmasiitiangesehen wird
(GRUNERT et al., 1996; SCHICK und KUTZER, 1982; SCHUSTER und SCHUSTER,
1982; SEFFNER, 1994). Weitere erprobte Bekampfungsmaldnahmen sid@ Merzung aller
euterkranken Tiere mit positivem Protothekennachweis, didbgrenzung latenter und
intermittierender Prototheken-Ausscheider, eine algizidiskende Keimdekontamination im
Haltungs- und Melkbereichund das Abstelleninfektionsbeginggiender Faktoren (COSTAet
al., 1996; SEFFNER, 1994). Alsinitiale Mal3nahmenfir eine e rfolgreiche Sanierungwerden
zudemdie schnelle Erfassung derinfiziertenKiihe, derenilierungvomRestdes Bestandes
und die anschlieRende, mdglichst schnelle Merzung dieser Ere gefordert (DE VARGAS et
al., 1998; JANOSI et al., 2001la; SCHICK und KUTZER, 1982; SCHUSTE R und
SCHUSTER,1982).
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3 EIGENEUNTERSUCHUNGEN

3.1 TiereundMaterial

3.1.1 Versuchsbetriebe

Fur die vorliegende Arbeit wurden kulturelle und serologische Untersuchungen in drei

rinderhaltenden Betrieben aus den sachsischen LandkreisBautzen, Muldetalkreis und

SachsischeSchweizdurchgefihrt.

DerBestandausdemLandkreisBautzen(BetriebA)galtalsendemischerProtothekenbestand
und wurde bereits seit mehreren Jahren speziellauf Prottheken hin untersucht. Im Rahmen
derSanierungwurdendiekulturellpositivenTiere zueiner,v ondenanderenTierenraumlich
isolierten Gruppe ("Protothekengruppe”) zusammengestellt. BeGruppe sollte als positive
Kontrollgruppedienen. AndenibrigenKiihendesBestandeswurdedie Untersuchungenzur
Entwicklung und Evaluierung eines ELISAs zur Identifizierungvonmit P. zopfii infizierten

Milchkiihen sowie die Untersuchungen zur systemischen und loKan Immunantwort

durchgefihrt.

Tabelle4.BestandsdatenderuntersuchtenBetriebe

Charakteristika Betrieb A Betrieb B Betrieb C
Untersuchte Tiere 85 ca. 300 14

Rasse Schwarzbunt Schwarzbunt Rotbunt

- Kiihe ~ 1100 ~ 360 ~ 100

- Jungvieh ~ 400 ~ 100 ~ 30

- Haltung Boxenlaufstall, Boxenlaufstall, Boxenlaufstall,
- Entmistung Spaltenboden Schubentmistung | Schubentmistung
Weidegang Nein Nein Ja
Zukauf Nein Nein Nein

Im Bestand B (Muldetalkreis) erfolgtenim Rahmen einer B estandssanierung die Validierung

der entwickelten

Erregerausscheidung. Indiesem Betrieb kam es sechs Monater Beginnder Untersuchung

zueinemstarken Anstieg vontherapieresistenten Euteré&iindungen, die sichanlai3licheiner

ELISA-Systeme sowie die Untersuchung

zur Kinetik der



amtlichen Untersuchung als Protothekenmastitiden erwieseAls Ursache wurde die
Einstallung von etwa 100 Tieren aus mehreren anderen, seiteinigen Jahren mit
Protothekenmastitis belasteten Stéllen des gleichen Bebes vermutet. Auch in diesem
Betriebwurdendie als positividentifizierten Tiereinn erhalbdes StallesvomRestderHerde
raumlichgetrennt.

ImBetrieb C lagenzum Untersuchungszeitpunkt keinerlei posive kulturelle Nachweise von
P. zopfii durch die Landesuntersuchungsanstalt fir das Gesundheits- und \éeinarwesen
(LUA)Dresdenvor.TierediesesBetriebessolltenalsnegativeKontrollgruppedienen.
InallendreiBetriebenerfolgte routinemaliig eine Untersuchungaller auftretenden Mastitiden

sowiesamtlicherfrischabgekalbtenTieream5.Tagpostpartum.

3.1.2KlinischeUntersuchung

Anhand der erhobenen Klinischen Befunde und der Zeitdauer der beobachteten
Veranderungen wurden die untersuchten Milchkihe den folgenden kiischen Gruppen
zugeteilt(ROESLERetal.,2001;SEFFNER,1994):

Akute Mastitis
Kihemiteinemderben, ballonartigvergroR3ertenEuterodeEuterviertel. Die Milchmenge
war in allen Fallen stark vermindert. Sekretver&dnderungerkonnten in Form von
qguarkahnlich-schleimigen Flocken vorliegen. Die ersten kfische Symptome einer
Mastitis waren nicht alter als zwei Wochen, und es la g beidiesen Tieren kein friiherer

positiverkulturelleroderserologischerPrototothekenbefdwor.

Chronische Mastitis
Diese Milchkiihe wiesen ein induriertes, verkleinertes Eugrviertel auf, welches
palpatorischmeistknotige Veranderungenerkennenliel3. Sedtiverdnderungenkonntenin
Form von quark&hnlich-schleimigen Flocken vorliegen. Tiex mit atretischen
Eutervierteln wurden inkludiert, wenn ein Sekret ermelkbar wa. Die ersten klinischen
Mastitissymptome waren bei diesen Kuihen élter als zweWochen, und es lag beidiesen
Tieren bereits ein amtlicher positiver kultureller Prototothekenbefund durch die
Landesuntersuchungsanstalt fir das Gesundheits- und Veterinésen (LUA) Dresden

Vvor.
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Klinisch gesund
Kihe ohne die oben aufgefiihrten klinischen Symptome sowie ohne andere
Veranderungen, welche als klinische Zeichen einer Mastis gewertetwerdenmissen, wie
Odematisierung, Rotung, erhdhte Schmerzhaftigkeit, Sekretveranohgen jeglicher Art
oder ein positiver Befund beim Zitzenrollgriff. Bei diese n Milchkiihen lag kein friiherer

positiverkulturelleroderserologischerPrototothekenbefdwor.

3.1.3 Probenentnahmeund-bearbeitung

ImBestand AwurdeimHerbst 1998 beiallenTiereneine Bl  utentnahme durchPunktionder
Vena jugularis durchgefiihrt. Drei Tage spater folgte im Rahmen der amitlichen
Milchkontrolle die Gewinnungvonjeweils2 Milchprobendie serTiere.ImBestand Cwurden
ebenfalls Blut- (Venacoccygeamedigundkorrespondierende Milchprobengewonnen. Dabei
wurden die Tiere aus einer randomisierten Gruppe zuféllig ausgevahlt. Alle laktierenden
Kihe des Bestandes B wurden im September 1999 nach Entnahme @n jeweils einer
Milchprobe untersucht. Eine Wiederholung dieser Untersuchungrfolgte im Marz sowie im
September2000.

Als Probengefal3e dienten fur die Milchprobenentnahme Gkdhrchen und fir die
Blutprobenentnahme Serum-MonovetfefiFa. Sarstedt, Niimbrecht). Die erste Milchprobe
der Tiere des Bestandes A wurde zum Landeskontroliverband Sehsene.V. nach Chemnitz
gesandtund dort mittels eines automatisierten Zellzéhlstems (Typ ,,Fossomatic 15600 Cell
Countef”, Fa. A.S.N. Foss Elektric, Hillerod, Ddnemark) aufdie Anzahlsomatischer Zellen
hinuntersucht. DieanderenProbenwurdenzurweiterenUnersuchunggekuhltinsinstitutfur
TierhygieneundOffentlichesVeterinarwesenderUniveititLeipzigtransportiert.

Hier erfolgte die Serumgewinnung durch Zentrifugation der geromenen Blutproben fir 10
Minuten bei 2500 x g. Im Anschlu? daranwurde das Blutserumals Uberstand abpipettiert.
Zur Gewinnung des Milchserums wurde ein Aliquotvon 10 miderM ilchprobe mit 0,1 pU
Labenzym (Renniff, Fa. Fluka, Seelze) versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 2500 x g wurden die Proben zum Entrahmen Giber Nacht imKuhlschrank
aufbewahrtunddasMilchserumanschliel3endabpipettiert.

Die Aufbewahrung samtlicher diagnostischer Seren erfolgten 1,5 ml Eppendorf-

ReaktionsgefalRen(Fa.Eppendorf,Koln)bei—21°C.
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3.1.4VerwendeteStammederGattung Prototheca

Zur Charakterisierung eventueller Unterschiede innerhaltler SpeziesP. zopfii sowie zur
Ermittlung des fir den ELISA geeigneten Protothekenstammesund der geeigneten
Antigenpraparationwurden fiinfzehn Feldisolate sowie Starmmaltungs- und Referenzstamme

untersucht(Tabelleb).

Tabelle5.Ubersichtderfiirdie Untersuchungverwe ndetenProtothekenstdmme.

Bezeichnung Herkunft Spezies/Charakteristika

Stammsammlung fur Algenkulturen der
SAG263-4 | Universitat Gottingen P.zopfii

- Isolat aus einer humanen Enteropathie

Stammsammlung fur Algenkulturen der
SAG263-8 | Universitat Géttingen P.zopfii

- Isolat aus dem HarzfluR eines Baumes

. P.zopfii
Institut fur Tierhygiene und Offentliches Dieser Stamm wurde unter der

SAG2021 |Veterinarwesen der Universitat Leipzig Bezeichnung SAG 2021 in der
Stammsammlung fir Algenkul-

(LZ-5) - Isolat aus dem Bestand A turen der Universitat Géttingen
hinterlegt.

Institut fur Tierhygiene und Offentliches
LIP Veterindrwesen der Universitat Leipzig P.zopfii

- Isolat aus dem Bestand B

Institut far Mikrobiologie und Hygiene der
RZI-1 Medizinischen Fakultat der TU Dresden P.zopfii Variante |
(Stamm-Nummer: 28 e)

- Rinderstall

Institut far Mikrobiologie und Hygiene der
RZI.2 Medizinischen Fakultat der TU Dresden P.zopfii Variante |
(Stamm-Nummer: 30 a)

- Rinderstall

Institut far Mikrobiologie und Hygiene der
RZI-3 Medizinischen Fakultat der TU Dresden P.zopfii Variante |
(Stamm-Nummer: 33 a)

- Rinderstall

Tabelle5,FortsetzungaufSeite25
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Tabelle5,FortsetzungvonSeite24

Bezeichnung

Herkunft

Spezies/Charakteristika

RZII-1

Institut far Mikrobiologie und Hygiene der
Medizinischen Fakultat der TU Dresden
(Stamm-Nummer: 10)

- Rindermastitis

P.zopfii Variante Il

RZII-2

Institut far Mikrobiologie und Hygiene der
Medizinischen Fakultat der TU Dresden
(Stamm-Nummer: 113)

- Rindermastitis

P.zopfii Variante Il

RZII-3

Institut far Mikrobiologie und Hygiene der
Medizinischen Fakultat der TU Dresden
(Stamm-Nummer: 114)

- Rindermastitis

P.zopfii Variante Il

RZII-1

Institut far Mikrobiologie und Hygiene der
Medizinischen Fakultat der TU Dresden
(Stamm-Nummer 11)

- Schweinefaeces

P.zopfii Variante llI

RZIII-2

Institut far Mikrobiologie und Hygiene der
Medizinischen Fakultat der TU Dresden
(Stamm-Nummer: 106)

- humanes Isolat, Onychomykose

P.zopfii Variante llI

RZIII-3

Institut far Mikrobiologie und Hygiene der
Medizinischen Fakultat der TU Dresden
(Stamm-Nummer: 154)

- Schweinestallinnenbereich

P.zopfii Variante llI

SAG263-11

Stammsammlung fir Algenkulturen der

Universitat Gottingen

P.wickerhamii

RW-1

Institut far Mikrobiologie und Hygiene der
Medizinischen Fakultat der TU Dresden
(Stamm-Nummer: 1)

- humanes Isolat, Dermatomykose

P.wickerhamii
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3.2 Methoden

3.2.1 AllgemeinerVersuchsaufbau

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der im Verlauf einer
naturlichen Infektion mit P. zopfii induzierten lokalen und systemischen Immunantwort bei
der Protothekenmastitis des Rindes. Erganzend hierzu wurdemochemische, serologische
und genetische VariationenvonP. zopfii untersucht. Da etwaige taxonomische Unterschiede
bereits in der Vergangenheit vermutet worden waren, warderen Charakterisierung fir die
WabhleinesgeeignetendiagnostischenAntigenseineGrundraussetzung.

Zu Beginn der vorliegenden Studie wurde mittels biochemische, serologischer und
molekulargenetischer Verfahren eine Differenzierung inniealb der Spezies P. zopfii
vorgenommen. Damit wurde dann die Auswahl eines geeignetemBeschichtungsantigens fur
die Entwicklung der ELISA-Systeme moglich. Durch ImmunoblotAnalyse erfolgte die
Prifung auf eine geeignete Praparationsweise fur dieses Argen. Auf dieser Basis wurden
nun sensitive und spezifische ELISAs entwickelt, welcheanschlieRend aufihre Eignung als
Herdendiagnostikumhintberpriftwurden.

Infizierte Tiere des Bestandes Asowie nichtinfizier te Tiere des protothekenfreienBestandes
Cwurdenindie Entwicklung vonverschiedenen ELISA-Systenenfir den Nachweis lokaler
und systemischer Antikorper einbezogen. Anhand der Datenaen 99, klinisch und kulturell
den verschiedenen Infektionsstadien der Protothekeninfekti zugeordneten Kilhen des
Bestandes Aerfolgte nunmittels derentwickelten ELISA-Systeme und durchErmittlungder
Zahl somatischer Zellen in der Milch die Charakterisierung der systemischen humoralen
sowiederlokalenhumoralenundzellularenimmunantwort.

Nachdemdie dreiverschiedenen ELISAs statistisch ausgewtet wordenwaren, erfolgte die
Uberpriifung der Praxistauglichkeit durch Untersuchung samtlicherkiihe des
Milchviehbestandes B. Hierzu wurde dreimalim Abstand vonjeweils sechs Monaten jeweils
eine Milchprobe pro Tierentnommenundanschlieend kulturéundmittelsder ELISAszum
NachweisvonlgAundIgG iimMilchserumuntersucht. ErganzendwurdeimAnschluf3andie
erste Bestandsuntersuchungvonje 25infiziertenund nichtnfizierten TierendesBestandesB
eine Kotprobe entnommen und kulturell auf Prototheken unteracht. Die Daten der Uber
diesenUntersuchungszeitraumim Bestand B verbleibenderfinierten Tiere wurdenmitdem
Zielder Charakterisierung derimVerlaufeiner Infektion auftretendenErreger-Ausscheidung

erfal3tundstatistischausgewertet.
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3.2.2 AnzuchtundisolierungdesErregers

Zur kulturellen Untersuchung der Milchproben wurden 50 pl-Aliquotsim Doppelansatz auf
Sabouraud-Glukose-Agarmedium-Platten (Fa. Beckton-Dickins8parks, USA) ausplattiert
undbei37°Caerobinkubiert.DieAuswertungderPlattenerf olgtenach48und72Stunden.
Makroskopisch verdachtige Kolonien wurden auf einem Objekt#iiger ausgestrichen, mit
Lactophenolblau (Fa. Merck, Darmstadt) gefarbt und mikroskogich begutachtet. Beim
Auftreten typischer Merkmale der Protothekenmorphologie, i® Sporangiosporen im
Sporangium, erfolgte eine Protothekenzahlbestimmung durch kgen einer dekadisch-
logarithmischen Verdinnungsreihe mit anschlieender Kulgvung im Doppelansatz. Bei
samtlichen Protothekenisolaten wurde anschlieRend eingpeziesbestimmung Uber die
Bestimmung des C-Quellen-Assimilationsverhaltens durchgefuliyazu wurde OF-Medium
(Fa. Beckton-Dickinson, Sparks, USA) mit Glukose, Galaktos, Trehalose oder Glycerol
versetzt und 7 Tage bei 37 °C aerob inkubiert. Bei positiver Glukose- und
Glycerolverwertung und gleichzeitig negativer Trehalose-Asnilation erfolgte eine
taxonomische Zuordnung zu P. zopfii, bei positiver Trehalose-Assimilation zu

P.wickerhamii.

3.2.3 BiochemischeDifferenzierungvonPrototheken

Fur die Wahl eines geeigneten ELISA-Coating-Antigens und zurUntersuchung des
Vorkommens verschiedener Varianten vonP. zopfii erfolgte die biochemische

Differenzierung der in Tabele 5 aufgefiihrten Stamme. Uber auxanographische
Untersuchungen des Assimilationsverhaltens mit zusattier mikroskopischer Beurteilung
der Zellmorphologie sowie durch Prifung des Assimilationsvenaltens mittels des
kommerziell erhaltlichen Test-Kits BBL Crystal® (Fa. Beckton-Dickinson, Sparks, USA)
wurdendielsolatecharakterisiert:

Zuerstwurde ein Milliliter einer, aufdie Keimzahlvon ~ 1x10°*/mleingesteliten Suspensioder

betreffenden Stamme auf PIM-Agar-Platten (ohne weitedéohlenstoff-Quelle) ausgespatelt.
Dannwurden zur auxanographischen Untersuchung injede Plattger Vertiefungen gestanzt

undinjeeinederVertiefungenjeweils 10 uleiner5%igen  (w/vol) Glycerol-, Glukose-und
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Galaktose-L6sung pipettiert. Als Kontrolle dientenin der vierten Vertiefung 10 pl Ringer-
Losung. DiePlattenwurdenaerobfir72hbei37°Cinkubiert undnach24,48und72hauf
Wachstumszonenhinuntersucht(BLASCHKE-HELLMESSENel.,1985a).

Als zweite Methode wurde die Verwertung von 50 verschiedenen Kohlenstoff- und
Stickstoff-Quellen  mittels des  kommerziell  erhéltlichen Mikroorganismen-
Identifikationssystems BBL-Crystal™ (Fa. Beckton-Dickirm, Sparks, USA) Uberprift. Je
Stamm wurde jeweils ein Testkit BBL-Crystal™ E/NF und ein Testkit BBL-Crystal™ GP
beimpft. Diese Testsysteme wurden zum einenfir die Identfikation von Enterobakteriaceen
und nichtfermentierenden gram-negativen Bakterien (BBL-@staf’ E/NF) und zumanderen
zur phanotypischen Zuordnung gram-positiver Bakterien (BBL-@staf’ GP) entwickelt. Die
Inkubation der Proben erfolgte unter aeroben Bedingungen b&7 °C. Die Beurteilung der

Reaktionenerfolgtenach24,48und72Stunden.

3.2.4 SpeziesidentifikationmittelsPolymerasekettenreaktion(PCR)

3.2.4.1PraparationdergenomischenDNA

Diefraglichen Algenstamme wurdenaufSabouraud-Glukose-Agata@tenfir48hbei37°C
aerobinkubiert. AnschlieRend wurdendie ZellenmiteinemGlasstababgehebert, inflissigem
Stickstoff eingefroren und mittels Morser und Pistil zu Pul ver zerrieben. 30 mg des
entstandenen Pulvers wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktiorgefal? gegeben und mit
500 plvorgewarmtem (65 °C) CTAB-Puffer (2% CTAB [w/vol]; 20mMEDTA; 1.4 M
NaCl;1%PVP[w/vol];200mMTris,pH8.0)versetzt.Dies  eMixturwurdedann5Minuten
bei 65 °C inkubiert. Nach Zugabe eines gleichgroen Volumens eines
Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24:1, vol/vol) und gmdlichem Mischen wurde der
Ansatz zentrifugiert (5000%g, 5 min, 4 °C) und der Uberstand anschlieRerd in ein neues
Reaktionsgefald iberfuhrt. Darauthinwurde 1/5Volumeneiner 5%igen CTAB-LOsung (5%
CTAB,0.7MNaCl)zugegebenundnachgrtindlichemMischenabermalszentrifugiert. Durch
Zugabe von 2 Volumen eisgekiihltem Ethanol (96 %ig) zum Uberstand, erfolgte die
Prazipitationderdarinenthaltenengenomischen DNA. Desewurde nundurchZentrifugation

(15.000%g, 30 min, 4 °C) pelletiert. Die Pellets wurden im Vakuum getrocknet (Typ
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xJnivapo 100 H*, Fa. UniEquip, Martinsried) und fur den weitere n Gebrauch in 20 pl

pyrogenfreiemHOresuspendiert.
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3.2.4.2GenetischerVergleichmittels18SrDNA-Analyse

Die P. zopfii-Stamme SAG 263-4 und SAG 2021 wurden durch Sequenzanalyse der 18S
rDNA miteinander verglichen. Dieser Test sollte gleichzeitig der eindeutigen
Spezieszuordnung beider Stamme dienen, da dies bisher wedaeiifden Stamm SAG 2021
noch fur den Stamm SAG 263-4 mittels genetischer Analyse durchgefuhrt worden war.
Dariiber hinauswurde auch die 18SrDNAder Isolate RZI-3,RZI 11-3, SAG 263-8und LIP
durchpartielle Sequenzanalyse untereinander verglichen, uetwaige genetische Unterschiede
zwischendeneinzelnenVariantenerfassenzukdnnen.

Die genomische Gesamt-DNA der Stdamme wurde wie unter Punkt3.2.4.1 beschrieben
prapariert. Fur die Amplifikation der 18S rDNA wurde anhand der bekannten Sequenz der
18SrDNAvon P.wickerhamii (GenBank, Acc. Nr. X56099) das Primer-Paar ,wicker-18f
(5"-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3) und ,wicker-18r* (5-TAGTCCTTCTGC-
AGGTTCACC") hergestellt (Fa. VBC-Genomics, Wien, Osterreich). De PCR-
Amplifikationwurdemit1U TagDNA-Polymerase, 1 uggenomischer DNA, 1 umoljedes
Primers und 200 uM von jedem Desoxynukleosidtriphosphat in eirem ,Geneamp-2408"
Thermocycler (Fa. Perkin Elmer Corp., Norwalk, USA) durchgefihrt. Die Zyklus-
Bedingungenwurdenwiefolgtgewahlt:80secDenaturierungbei94 °C,90secExtensionbei
72 °C. Die Annealing-Bedingungen fur die Amplifikation wurden en tsprechend des
Guanin/Cytosin-Gehaltes der eingesetzten Oligonukleotidemghlt und lagen bei54 °Cund
50 Sekunden. Der Nachweis des Amplifikates erfolgte durch Elekrophorese in einem 1
%igen (w/vol) Agarose-Gelund anschlielRender Farbung mit Ehidiumbromid. Die Reinigung
desPCR-Produkteserfolgte mittels des PCR-Purification-Ki (Fa. QiagenInc., Chatsworth,
CA,USA).Esfolgtedie SequenzierungdesPCR-FragmentesurdrVerwendungdesinternen
Primers wicker-18S-fseql (5-TGCCAGTAGTCATATGCTTGT-3"). @ Ermittlung der
Nukleotid-Sequenz erfolgte nach der Dideoxy-Kettenabbruch-khede von (ANGER et al.
(1977) und wurde mit einem LI-COR DNA-Sequenzierer, Model 4000 im Auftrag
durchgefiihrt (Fa. VBC-Genomics, Wien, Osterreich). DieSequenz wurde schlieRlich mit

HilfederComputersoftwareWisconsin(Version8.1,UNIX®)bestimmit.
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3.2.5 BestimmungvonWachstumskurven

Als weiteres Kriterium flr die Entscheidung tber den als An tigen zu verwendenden
Protothekenstamm wurde die Vermehrungsaktivitét der zu vergtehenden Algenstamme
herangezogen. Hierzu wurdenvonden Stammen SAG 2021 und SAG 263-4Vorkulturenin
Sabouraud-Glukose-Bouillon beimpft und 24 hbei37 °Caerobals Standkulturinkubiert. Je
1 mldieserVorkulturwurde dannalsinokulumin100mlvorinkubier te Sabouraud-Glukose-
Bouillonverimpft. Die Bebrutungerfolgteebenfallsbei37 °CunteraerobenBedingungen.Im
Abstandvon3hwurde tiber3dhinwegje 1 mlderKulturentnom  menundderenExtinktion
beieiner Wellenlangevon620nmmiteinemSpektrum-Photoneter (Typ,LambdaBio ®, Fa.
PerkinElmer Corp., Norwalk, USA) gemessen. Die ermittelten Extinktionenwurdenmitder

ExtinktionderunbeimpftenSabouraud-Glukose-Bouillonvergliem.

3.2.6 HerstellungderHyperimmunseren

Dainnerhalbder SpeziesP. zopfii auRer morphologischenund biochemischenUnterschieden
auch serologische Unterschiede vermutet werden konnen (BASCHKE-HELLMESSEN et
al., 1987), sollten diese bei der Wahl des fiir einen spezies-spezifischen ELISA nutzbaren
AntigensaufihreSpezifitditundKreuzreaktionenhinuntersuchtwerden.

Dazuwurden pro Isolat jeweils zwei Kaninchen der Rasse ,Weil3e Neuseelander* (LM 2,5
kg) mit den folgenden Protothekenstdmmen immunisiert: SAG 2021, SAG 263-2,
SAG 263-4,SAG 263-11, RZI-3und RZIII-3. Diese Stamme wurden hier furin Sabouraud-
Glukose-Bouillonfur 72 h bei37 °C aerobkultiviert, nachZe  ntrifugation (2500 xg) 3 mal
mit Ringer-Lésung gewaschen und anschlieRend nach Zahlung &iner Zellzéhlkammer nach
Thoma auf die nach dem Immunisierungsschema erforderliche Gesamikezahl eingestellit.
Die erste Immunisierung der Kaninchen erfolgte durch intrademale Injektion von jeweils
1x10’ Algenzellen. Hierzu wurde mittels inkomplettem Freund’scha Adjuvans (Fa. Sigma,
Deisenhofen) eine Wasser-in-Ol-Emulsion (500 pl Algensuspeion/500 pl Freund’sches
Adjuvans) hergestellt. Zum Boost wurde unter Verzicht auf Freund’'sches Adjuvans die
gleiche Antigenmenge als Suspension in Ringer-Lésung im Abtand von je
2 Wochen weitere 3 mal intravends appliziert. Mit dem Pr iming beginnend, erfolgte im
Wochenabstand bei jedem Tier eine Blutprobenentnahme auder Ohrrandvene mit
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anschlie3ender Praparation des Blutserums. Die Gewinnungddyperimmunseren erfolgte
eine Woche nach der letzten Applikation unter Allgemeinaréasthesie (1 mg/kg Xylazin mit

50mg/kgKetamin,i.m.)durchAusblutenderTieremittelsint rakardialemBlutentzug.

3.2.7 Gel-Elektrophorese

Zur Abklarung spezies- und stammspezifischer Unterschiede irotein- und Antigenmuster
und zur Ermittlung einer geeigneten Antigenpraparation fur den zu ertwickelnden ELISA
wurden Praparationen der verschiedenen Protothekenisoléi@b. 5) elektrophoretisch
aufgetrenntundanschliel3endimimmuno-Blotuntersucht:

Fur die Gel-Elektrophorese wurde die Mini-Protean I[I®-Elektophoreseapparatur in
KombinationmitdemNetzgeratPowerpack 20§ (Fa. Bio-RadLaboratories, Hercules, USA)
verwendet. Zunachst wurden Trenngelund Sammelgel hergestelhd in die mit Laufpuffer
gefillte Elektrophorese-Kammer eingebaut. Die chemische ugammensetzung der
verwendeten Gele sowie derandereninunserenUntersuchgenverwendetenKomponenten,
LosungenundSubstanzenistimAnhangdieserArbeitdetaillertaufgelistet.

Zur Antigenpréaparationwurden je 50 mg der Kulturennach48 haer oberInkubationbei37
°C auf Sabouraud-Glukose-Agar-Platten mittels eines Glasdies abgehebert und
anschliel3end in 500 pldoppelt deionisiertem Wasser (dd HO) resuspendiert. Es folgte ein
funfmaliger Wechsel von Einfrieren und Auftauen in flissigem Stickstoff. Nach
Zentrifugation bei 15000 x g fur 5 min erfolgte eisgekihlt fir 30 mi - n eine Behandlungim
Ultraschallbad (Typ ,Sonorex RK 103 H*, Fa. Bendelin, Ber lin) beieiner Leistungvon 320

W und einer Frequenz von 35 KHz. AnschlieRend wurden die Antigensuspengonen tber
NachtimDialyseschlauch (ZelluTran$, Molekulare AusschluRgrenze 8.000—10.000 Dalton,
Fa.Roth,Karlsruhe)inddH ,Odialysiert.

Zur Ermittlung einer geeigneten Antigenpréparation wurde zusatich nach erneuter
Zentrifugation bei 5000 x g der Uberstand abgenommen und ein enzymatischer Verdau des
verbliebenen Algenpellets mit Proteinase K (Aktivitat > 40 mAnson U/mg, 1 mg pro g
Algenfeuchtmasse) bei 37 °C fur 1 h Stunde durchgefiihrt. Der vo rher abgenommene
Uberstand wurde imVakuumverdampfer (Typ,,Univapo 100H*, Fa. Un iEquip, Martinsried)
zu Pulver getrocknet. Auf einen Proteinase K-Verdau wurde be den Untersuchungen zur

Bestimmung von Unterschieden im Protein- und Antigenmustererzichtet. Sowohl der
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getrocknete Uberstand wie auch das verbliebene Pellet walen anschlieend in 100 pldes
glycerolhaltigen Probenpuffersresuspendiert und 5minimkockendenWasserbaderhitzt. Ein
Molekulargewichtsstandard (Fa. Biozym, Oldendorf) wurde jewils gemeinsam mit den
Proben erhitzt. Nach dem Kochen folgte eine Zentrifugaion fir 5 min bei 5000 x g. Vom
Uberstand wurden nun mit einer Pipette vorsichtig 15 plje Probe in die Taschen des
Sammelgelsuberfiihrt(LAEMMLI,1970).

Nach dem Anlegen einer konstanten Spannung von 180 V betrug die Laufzeit der
Elektrophorese ungefahr 1 h. AnschlieRend erfolgten der Ausau des Gels aus der

Elektophorese-ApparaturunddieUberfiihrungindieProtein-Fagdosung.

3.2.8 FarbungderPolyacrylamid-Gele

ZurDarstellungderelektrophoretischaufgetrennten Protesnvurde eine Protein-Farbung mit
Coomassi&-Brillantblau (Fa. Serva, Heidelberg) vorgenommen. Hietu wurde das Gelnach
der Elektrophorese in eine Schale mit Farbeldsung tberfihrund in dieser fiir 30 min bei
Zimmertemperatur gefarbt. AnschlieRend wurde das Gelin ver Arbeitsschritten fir jeweils
15 min in jeweils frischer Entfarbelésung inkubiert, um unge bundene Farbpigmente zu
entfernen. Die Proteinbestandteile der aufgetragenen B®waren nun als blaue Banden zu
erkennen, und somiteinervisuellenund software-gestiutztddokumentationund Auswertung

zuganglich.

3.2.9 Immuno-Blot

Nach Auftrennung der Antigenpraparationen der verschiedenen étotheken-Isolate in der
SDS-Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der Proteinaus dem Gel auf eine
Nitrozellulose- (ECL-Hybond, Fa. Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, UK) oder
PVDF-Membran(Westrafi, Fa. Schleicher & Schuell, Dassel) miteiner Porengr 68evon0,45
pum. Dies geschah bei 10 Volt Gber 30 min in einer Blottin gapparatur (Typ , TransBlot-
Semidry“, Fa. Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) unter Anwendung des halbtrockenen
Verfahrens,beiwelchemnurdieFilterpapieremitTransferpuffergetranktwerden.
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Die Blockierung der unspezifischen und der noch freien Antikd rper-Bindungsstellen der
Membran erfolgte mit einem synthetischen Blocking-Puffe (RotiBlock®, Fa. Carl Roth,
Karlsruhe). Die Membranwurde nachfolgendfir2hbei37°C ineinemHybridisierungsofen
(Fa. AmershamPharmacia)inkubiert. AnschlieRendwurde diMembranfir30mininPBS-T
gewaschen, wobei der Puffer viermal gewechselt wurde. Esfolgte die Inkubation der
Membran fir 1 h mit dem jeweiligen Kaninchen-Hyperimmunserum oder mit Rinder-
Konvaleszentenseren, in der fur den jeweiligen Algenstam eigens ermittelten Verdiinnung
von 1:500 bis 1:2000 (SAMBROCK et al., 2000). Nach erneutem Waschen folgte eine
Inkubation fur 1 h bei 37 °C mit dem jeweiligen, Meerrettic hperoxidase-konjugierten,
affinitatschromatographisch gereinigten, sekundaren Antikdrpgiege-Anti-Kaninchen-1gG,
Ziege-Anti-Rind-IgAoder Ziege-Anti-Rind-1gG (Fa. BethylLaboratoriesInc., Montgomery,
USA). Die Detektion der Antigen/Antikérper-(Ag/Ak)-Komplexe erfolgte nach erneutem
viermaligem Waschen unter Verwendung zweier unterschiedlier Methoden. Die
Bestimmung der fur den ELISA geeigneten Antigenpraparation efolgte kolorimetrisch
mittels des auf dem Chromogen Aminoethylkarbazol basiemden VIP®-Kits (Fa. Vektor
Laboratories Inc., Burlingame, USA) und die vergleichendeserologische Untersuchung der
Varianten von P. zopfii wurde Uber ein Chemilumineszensverfahren unter Verwendundes
ECL®-Detektionskits(Fa.AmershamPharmacia, Buckinghamshic#)durchgefiihrt.

Die Detektion mittels des VIP-Kits erfolgte indem die Me mbran zuerstin20mldd H ,0
uberfuhrt wurde. Im Anschluf3 wurden 5 Tropfen der gebrauchsfertgen Chromogenldsung
zugegeben. DurchdieanschlielRende Zugabevon 3 Tropfen5%iget ,0,-Losungwurdedie
Farbreaktioninitialisiert. Untervisueller Kontrolleerfolgte nundie EntwicklungdesImmuno-
Blots bis deutliche spezifische BandensichtbarwarenZumBeendender Reaktionwurde die
Membranin 100 mifrischesddH 0 tberfuhrtund geschwenkt. Dieser Schrittwurde einmal
wiederholt.

Die Detektion der Ag-Ak-Komplexe mittels des ECL ®-Detektionskits erfolgte in der
Dunkelkammer. Hierzu wurden je 3 ml der Substrat-Lésung und der V erstarker-Lésung
vermischt. ImAnschlul® wurde die Membran mit diesem Gemisch iberschichtet. Nach 1 min
wurde die Detektionslosung ziigig entfernt, und die Membranwurdeunverziglichineine mit
einem speziellen Film (Hyperfilm-ECL®, Fa. Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, UK)
versehene Fotokassette uberfuhrt. Die Belichtungszeit wde je nach durchgefuhrtem
Immunoblot zwischen 10 sec und 5 minvariiert. Abschlie3e nd erfolgte die Entwicklung des
FilmesimvollautomatischenFilmentwickler(Typ,Curix ®, Fa.AGFA, Leverkusen)
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3.2.10 EnzymeLinkediImmunoSorbentAssay(ELISA)

Als serologisches Testsystemwurde ein indirekter ELISAmodifiziert nach HENSEL et al.
(1994) entwickelt. Dazuwurden24h-Kulturenvon Sabouraud-Glukose-§ar-Platten, die bei
37 °Cinkubiertwordenwaren, mit 4 mlBeschichtungspuffervo nder Platte abgeschwemmt
und die Suspension nach Bestimmung der Gesamtkeimzahl auf 1xX@rotothekenzellen/ml
eingestellt. Davon wurden je 100 pl pro Wellin 96-Well-Mikro titerplatten (Maxisorf, Fa.
NuncLtd., Roskilde, Danemark) einpipettiert, und die mit Fol ie versiegelten Plattenwurden
anschlieBend aufdemHorizontal-Schiittler (Typ RCT, Fa. Ika, Stauffen) mit 300 U/minfiir

1 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Platten mit einem Mikrotiterplatten-
Waschgerat (Typ ,Ultrawash 11®, Fa. Dynatech Medical Products Ltd., Guernsey, UK)
viermalmitje 300 ulWaschpuffer gewaschen, dannkraftigauf Zellstoffausgeklopftundbei
Raumluft getrocknet. Zum Abblocken unspezifischer Bindungsstetievurde in jedes Well
100uIBlockierungspuffereinpipettiertunddie Plattendannerneutfir 1Lhbei37°Caufdem
Ruttler inkubiert. Im Anschlul® wurdendie Platten abermalsviermalgewaschen, ausgeklopft
und getrocknet. Bis zu ihrer weiteren Verwendung wurden diese Platten dann bei—21 °C
aufbewahrt.

Die Durchfiihrung des ELISA erfolgte entsprechend der PositivReferenz-Standardmethode
nach BUTLER et al. (1978). Als positives Referenzserum diente ein Serum-Pool von 15
Tieren mit chronischer Protothekenmastitis aus dem Beand A, die durch kulturellen
Erregernachweis identifiziert werden konnten. Als Negatkontrolle diente der Serum-Pool
der klinischund kulturellnegativen Tiere des Bestandes D. D ie Ausgangsverdiinnungender
jeweilseingesetztenSerenundKonjugatesindinTabellQaufgelistet.

In Reihe A der Mikrotiterplatte wurden alle Reagenzien mi t Ausnahme der Kontroll- und
Probesereneinpipettiert. Sie diente damit als Leerweftir die Messungen. InReihe Bwurde

in Spalte 1 das positive Kontrollserum, in Spalte 2 das nega tive Kontrollserum und in die
Spalten 3 bis 12 die zu testenden Seren mit der Menge von 100 p | gegeben. Alle Seren
wurden vor ihrem Einsatz auf die in Tabelle 9 aufgelistete n Verdiinnungsstufen eingestellt.
Anschlie3end wurde mit einer 12-Kanalpipette eine geometrehe Verdinnungsreihe bis zur
ReiheHpipettiert, sodassindiesereine Verdiinnungvonl: 6800vorlag. Diedarauffolgende
Inkubation erfolgte auf dem Riittler bei 37 °C fir 30 min. Es f  olgte ein viermaliger
Waschschritt mit PBS. Im Anschluf3 wurden folgende, affinitdtsgereinigte, polyvalente,
monospezifische, peroxidasekonjugierte Hyperimmunseren atsekundare Antikorper
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eingesetzt: Ziege-Anti-Rind 1gG (h-I), Ziege-Anti-Rind 1gG,, Ziege-Anti-Rind IgA und
Ziege-anti-Rind IgM (Bethyl Laboratories Inc., Montgomeay, TX, USA). Die fur die
jeweilige Probenart und die entsprechenden Konjugate beste Gebrawaverdinnung wurde
tber eine ,Checkerboard“-Konjugatauswertung(gl.Checkerboard = Schachbrett) ermittelt
undin PBS-Tween20®, 0.05%ig (vol/vol), verdiinnt zu je 100 plinjedes Welleinpipe  ttiert.
Es folgte die 30mintitige Inkubation bei 37 °C aufdem Ruttler sowie ein Waschschritt mit
PBS-Tween2@.ZumEntwickelnder PlattenwurdeinjedesWelldieperoxi  dhaltigeundauf
dem Farbstoff ABTS (Fa. Boehringer, Mannheim) basier@de Substratlésung pipettiert und
dieReaktionnachl15mininkubationimELISA-Readerautomatischabgelesen.

Die Messung erfolgte durch ein computergesteuertes Photomet@yp ,Multiscan MCC-
340%™, Fa. Flow Lab Inc., McLean, USA) bei einer Wellenlan ge von 490 nm und einer
Referenzwellenlangevon410nm.

Die erhobenen Daten wurden mit einem eigens zur ELISA-Auswertung entwickelten
Computer-Programm(PAARetal., 1989) berechnetunddie AntikdrperaktivitdteninELISA-
Units (EU) angegeben. Zur Bestimmung einer Kalibriergerade wurde eine lineare
Regressionsanalyse der ,geblankten* (gegen den Leerwert kdgiert) und “log-log*-
transformierten OD-Werte des positiven Kontrollserumberechnet. DemPositivserumwurde
eine Antikdrperaktivitatvon 100 EU zugeordnet.ImVergleich hierzuwurdendie Aktivitaten

allerdiagnostischenSerennachfolgenderFormelberediet:

10g(OD prond—Y-Achsenabschnitt siangarg w

StEigungStandard J

10

SofernsieimlinearenBereichder Titrationskurve des positiven Standardslagen, wurdendie
ELISA-Aktivitaten des diagnostischen Serums getrennt flirgde einzelne Serumverdiinnung
berechnet. Das arithmetische Mitteldieser Werte ergadann die Aktivitat des Testserumsin
EU.
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3.2.11 StatistischeAuswertung

Anhand samtlicher serologischer Untersuchungsergebnisser deLISAs erfolgte die
Berechnung der Schwellenwerte (Cutoff-Wert) fur ein positves Testergebnis zur Diagnostik
der Infektionmit P. zopfii. Hierfir wurde aus den ELISA-Aktivitatenaller kulturellne gativ
getesteten Tiere aus den Bestanden A und C der arithmetisbe Mittelwert und die
Standardabweichung bestimmt. Der Cutoff-Wertfureinposives Ergebniserrechnetsichaus
der Summe des arithmetischen Mittels und der dreifachen Sandardabweichung dieser
kulturellnegativenTiere.

Um eine Aussage Uber die diagnostische Eignung der einzelnerELISAs treffen zu kdnnen,
wurden die einzelnen isotypspezifischen Tests mittels deWierfeldertafel (Tabelle 6)
charakterisiert. Die Auswertung erfolgte durch Berechnung deiSensitivitat [a/(a+c)],
Spezifitat[d/(b+d)], despositiven[a/(a+b)]undnegativerid/(c+d)]pradiktivenWertessowie
der Pravalenz [(a+c)/N], scheinbaren Pravalenz [(a$fN] und Inzidenz [(a+c)/N pro
Zeiteinheit](TYLERundCULLOR,1989).

Tabelle6.PrinzipderVierfeldertafelzurEvaluierun gvonTestsystemenamBeispiel
desPrototheken-ELISA.

Referenztest(hier: KulturellerBefund)

Positiv Negativ Summe
2 < Positiv a b a+b
o n
< -
g 9
§ 3 Negativ c d c+d
Summe at+c b+d N = a+b+c+d
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Die Aktivitat der isotypspezifischen Antikérper wurde in Ab hangigkeit vom jeweiligen
Infektionsstatus der Tiere durch sogenannte ,Notch-Boxen(‘engl notch = Keil), einer
graphischen Darstellungsform aus der deskriptiven Datenansdyvisualisiert. Hierbei erfolgt
die Abbildung des Median, desunterenund oberen Quartils (schrdge Begrenzung der Figur),
der 95% Konfidenzgrenze (horizontale Begrenzung des Keils) swie der Extremwerte
(MCGILL,1978).

Die Bestimmung signifikanter Unterschiede zwischen den Atikbrperaktivitaten von nicht
infizierten Kuhen und von Kihen mit unterschiedlichen Kklinischen Stadien der
Protothekeninfektionerfolgte mittels des Student’s- Testund des Testsnach Welch. Hierbei
wurdeeineSignifikanzgrenzevorp <0,05festgelegt.

ZurUntersuchungder Abhangigkeitderlokalenundsystemischeintikbrperantwortvonder
Anzahl der mit der Milch ausgeschiedenen Erreger sowie von der Zahl der in der Milch
vorhandenen somatischen Zellen, erfolgte die Berechnunges Korrelationskoeffizienten
zwischen diesen Gréf3en unter Anwendung der Spearman-Koragion mit einseitiger
SignifikanzgrenzemittelsdesStatistik-ProgrammsSPSS4FSPSSinc.,Chicago,USA)
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4 ERGEBNISSE

4.1 Vergleichverschiedenerlsolatevon P.zopfii

4.1.1 AuxanographischerVergleichderC-Quellen-Assimilation

Da bereits von BLASCHKE-HELLMESSEN et al. (1985a) und BAU MGARTNER (1997)
verschiedene Varianten beP. zopfii postuliert worden sind, muf3te beider Auswahldes flr
die Diagnostik geeigneten ELISA-Antigens eine mogliche phaatypische Vielfalt
bertcksichtigt werden. Hierzu wurde als erstes ein Vergleid des Assimilationsmusters der
verschiedenen AlgenisolateTabelle 5 ) vorgenommen. Dies erfolgte durch Auxanographie
und mittels des kommerziellen Identifikationssystems BBLErystal™. Zusatzlich zu denin
Tabelle 5 aufgelisteten Stammen wurden auch noch 8 Feldisdte aus klinischen
Rindermastitiden aus den Landesuntersuchungsamtern Leipzig (UAbis 3), Dresden
(DA1bis3)undChemnitz(CAlundCB1l)indieseUntersuchungen einbezogen.

Wie aus Tabelle 7 ersichtlich, weisen alle getesteten Stamme eine steke Glukose-
Assimilationauf. Auffallig ist, dass alle der Variante lllzugeschriebenenisolate (RZI11-1bis
3) nichtin der Lage waren, Glycerol zu assimilieren. D iese Kohlenstoff-Quelle konnte von
allenanderenStammensehrgutverwertetwerden. Die Berteilung der Galaktoseverwertung
nach24,48und 72 Stundenzeigte einweniger einheitlichesBil d. Die Stdmme der Varianten

| (RZI-1 bis 3) und 11l sowie der Referenzstamm SAG 263-8wi  esenschonnach 24 hein
deutliches Wachstum auf, wahrend bei den Referenzstammen $3263-4 und SAG 2021
sowie bei allen Mastitisisolaten erst nach 72 Stunden en geringes Kulturwachstum zu
beobachten war. Der von BLASCHKE-HELLMESSEN et al. (1985a) beschriebene
Wachstumszonenring beiVariante Il (RZIl-1 bis 3) istb eim Stamm RZII-2 sowie bei SAG
263-4undbei6 der8getesteten Mastitisisolate zu beobachtenVerglichenmitden Stammen
derVariantenlundlllwirddamiteineinsgesamtschlech tere Galaktoseverwertungdurchdie
Mastitisisolate deutlich. Die von BLASCHKE-HELLMESSENet al. (1985a) beobachteten
auxanographischen Unterschiede zwischen Isolaten aus $@mnehaltungen, aus
Rinderhaltungenund solchenausRindermastitidenkdnnensorauchfurdieindieser Studie
untersuchten Stamme bestatigtwerden. Dabeiverhalteith die Referenzstamme SAG 263-4
und SAG 2021 bis auf die unterschiedliche Ausbildung einer ringfér migen Wachstumszone

beiderGalaktoseassimilationgleich.
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Tabelle 7. Vergleich der C-Quellen-Assimilation ver schiedener Stammevon  P. zopfii
mittelsAuxanographie.
Glukose Glycerol Galaktose Wa_lchstumszo_ne
Stamm Herkunft nach72h | nach72h nach bel(%?r%ﬁc;?nem
24h 48h 72h

SAG 263-4 |Mensch +++ +++ - (+) + +
SAG 263-8 |Umwelt +++ - + ++ ++ -
SAG 2021 |Mastitis +++ +++ - - + -

RZ I-1 Rinderstall +++ +++ (+) ++ | +++ -
RZ1-2 Rinderstall +++ +++ + ++ | +++ -

RZ 1-3 Rinderstall +++ +++ + ++ | +++ -

RZ II-1 Rindermastitis +++ +++ - - (+) -

RZ I1I-2 Rindermastitis +++ +++ - (+) + +
RZI1I-3 Rindermastitis +++ +++ - (+) (+) -

RZ llI-1 Schweinestall +++ - (+) + ++ -

RZ 11I-2 Schweinestall +++ - (+) ++ ++ -

RZ 111-3 Mensch +++ - (+) ++ | +++ -

LIP Rindermastitis +++ +++ - - (+) -
LA1 Rindermastitis +++ +++ - (+) + +

LA 2 Rindermastitis +++ +++ - (+) + +

LA 3 Rindermastitis +++ +++ - - + +

DA 1 Rindermastitis +++ +++ - - + -

DA 2 Rindermastitis +++ +++ - - + +

DA 3 Rindermastitis +++ +++ - (+) (+) +
CA1l Rindermastitis +++ +++ - - (+) +
CB1 Rindermastitis +++ +++ - (+) (+) -

Wachstumsintensitaten:-=keinWachstum, (+)=zweifelhaft,+=schwach,++=mafig, +++=stark

4.1.2 Vergleichderlsolatemittelsdesldentifikationssyste msBBL-Crystal™

Die Uberpriifung des Assimilationsverhaltens der verschieden Stamme auf der Basis von

50 unterschiedlichen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen hatteum Ziel, mdgliche Varianten

(Biotypen)von P.zopfiizufinden.
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Tabelle 8. Assimilationsverhalten unterschiedlicher C- und N-Quellen bei
verschiedenenVariantenvon  P.zopfii sowiebei P.wickerhamii

Stamm Spezies/Variante | PRO| TRE | GLR

RZ I-1 Variante | ! . . pos. pos.

RZ I-2 Variante | . . . posS.

RZI-3 Variante | . . mm poS.

RZII-1 Variante Il . . . B pos. /M pos.

RZII-2 Variante Il . . . B pos. W' pos.

RZII-3 Variante Il . . . . [Neles neg.

RZIII-1 Variante Il . . . . B pos.

RZIII-2 Variante Il . . . . B pos.

RZI11-3 Variante Il .

SAG 263-4 |Variante Il o neg. [T neg. | . B pos.

SAG 263-8 |Variante IlI 3 neg. | neg. IS . B pos.

SAG 2021 |Variante Il . UM pos. NiE'M PoS. WiE'Mli pos. | pos. .
LIP Variante || . poS. poS. pos. |[EEH pos.
CA1 Variante || . [[E:H pos. pos. pos. mmm poS.
DA 1 Variante || | neg. [N neg. | neg. | neg. [ neg. RS
LA1 Variante || . [[E:H pos. pos. mm pos [ neg. [l
SAG 263-11 |P.wickerhamii . pos. pos. [[EEN pos. . .
RW-1 P.wickerhamii . pos. pos.

pos. = Verwertung; neg. = keine Verwertung

PRO = Propanol, TRE = Trehalose, GLR = Glycerol, GAL = Galaktose, FTR = Tryptophan,
FGS = Glukosid, FAR = Arginin, FVA = Valin, INO = Ino sitol, TTC = Tetrazolium,
ARG =Arginin, LYS = Lysin

Aus Tabelle 8 wird ersichtlich, dass sichdie Isolate der Variante 1llsehrdeutlichvonden
Referenzstammen, von den Stdmmen aus Rinderhaltungen sewlen Rindermastitisisolaten
unterscheiden(samtliche ReaktionenimDetailsiehe Ahang, Tabelle32und33 ).Nebender
fehlenden Glycerolverwertung fehlt ihnen auch die Fahigkei die Aminosauren Arginin,
Valinund LysinfurihrWachstumzunutzen. Beidenklinisc  henMastitisisolaten sowie beim
humanen Darmisolat SAG 263-4 ist aul3er der verzogert einsetzendender ausbleibenden
Galaktoseverwertung vor allem die Assimilation von Lysin das
Hauptunterscheidungsmerkmal gegeniber den Isolaten der Variahtevelche aus dem
Stallbereich von Rinderhaltungen isoliert werden konnterDieses Ergebnis bestatigt das
Vorkommen von tierart- und mastitisassoziierten Biotype bei P. zopfii. Weiterhin gibt es
auch innerhalb der Gruppe der Mastitisisolate einige Unteschiede hinsichtlich der
enzymatischenVerwertung der C-und N-Quellen. Sofalltinsbesondere die Verwertung von
Glukosid und Tetrazolium sehr heterogen aus. Der Referenzatnm SAG 2021 zeigt

verglichen mit Referenzstamm SAG 263-4 ebenfalls eine hthere Enzymaktivitat, obwohl
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beide in der Lage sind, Lysin zu nutzen und deshalb der Varia nte Il zugeordnet wurden.

Referenzstamm SAG 263-8 dagegenkannbiochemischeindeutig d&fariante I11zugeordnet

werden.

4.1.3 VergleichderVermehrungsintensitaten

Die Vermehrungsintensitaten der Referenzstamme SAG 263-4 diSAG 2021 wurden nach
dem Erstellen von Wachstumskurven miteinander verglicheAus diesen Wachstumskurven
(Abbildung1 )istersichtlich, dassbeide Referenzstamme inSabouaud-Glukose-Bouillonbei
37 °C praktisch gleiche Vermehrungsraten aufweisen. Dabeigigt sich, dass die Phase des
exponentiellen Wachstums (log-Phase), wahrscheinlich gufind des langsamen Freisetzens

derTochterzellenausdemSporangium,zeitlichsehrlanggezgenist.
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O
0 I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
0O 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60
Inkubationszeit in h
—X— SAG 263-4 —=— SAG 2021
Abbildung1.WachstumskurvenderbeidenReferenzstam meSAG263-4undSAG2021

von P.zopfii. Die Inkubation erfolgte aerob bei 37 T in Sabouraud -Glukose-Bouillon.

4.1.4 SerologischerVergleichmittelsimmuno-Blot

Nachdem die biochemischen Untersuchungen weitere Anhgitsnkte fir die Existenz
verschiedener Varianten (Biotypen) vorP. zopfii ergaben, wurde untersucht, ob auch eine
serologische Differenzierung (Serotypen) innerhalb derzies P. zopfii moglich ist. Zu

diesem Zweck wurde eine Immuno-Blot-Analyse mit je zwei Stdmmen der verschiedenen
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Varianten sowie mit den Referenzstammen SAG 263-4 und SAG 2021 als Antigen
angefertigt. Als priméare Antikdrper dienten die fur die vari antenspezifischen Isolate RZI-3,
RZI11-3und SAG 2021 hergestellten Hyperimmunserenvon Kaninten. Die Praparationder
Algenzellen fir den Immunoblot wurde erstmals bei der Gattung Protothecadurchgefihrt.
Die Untersuchungen erwiesensich aufgrund der pflanzlichen gllwandstruktur (hohe Gehalte
an Zellulose und Proteoglycanen) und den hohen Zellkonzenationen an Speicherstoffen
(insbesondere von Lipiden) als sehr schwierig. So konntdoeider SDS-Gelelektophorese der
Zellwandpraparationen oftmals nur eine undeutliche Auftrenmg zwischen den einzelnen
Proteinenerreichtwerden.

Wie aus Abbidung 2 und Abbidung 3 hervorgeht, unterscheiden sich die drei
auxanographisch und biochemisch determinierten Varianteron P. zopfii auch in ihrem
Antigenmuster. Diese Unterschiede lassen sich mit alle drei eingesetzten varianten-
spezifischen Kaninchen-Hyperimmunseren bestatigen. Gersa@me antigene Komponenten
derVariantenl, llundlllsind beieinemMolekulargewich tvonetwa33und105Kilodalton
(kDa) zufinden. Bei51 kDa hingegenweisendie Stamme der Va riante Il (RZI1-1, RZII-3)
ein zusatzliches spezifisches Antigen auf. Der Stamm R41-1 zeichnet sich auf3erdem noch
durch ein zweites spezifisches Protein bei 48 kDa aus. Bei den Stdmmen der Variante Ill
hingegenist eine deutliche spezifische Komponente bei37 kDa zu finden. Die Stamme der
Variante | weisen auf3er den genannten gemeinsamen Antigen keine weiteren varianten-
spezifischen Antigene auf. Aus der Immuno-Blot-Analyse gehtveiterhin hervor, dass die
Referenzstamme SAG 263-4 und SAG 2021 nicht nur auxanographisch und biolsemisch,
sondern auch serologisch der Variante 1l zuzuordnen sind. h Abbildung 2 , B und C wird
sichtbar, dass aber zwischen SAG 263-4 und SAG 2021 im Bereich von etwa 33 kDa
geringfligige antigenetische Unterschiede bestehen. Die imbbildung 3 getesteten
Mastitisisolate aus verschiedenen Regionen Sachsengygsn ebenfalls alle einder Variante
(SAG 2021) entsprechendes Antigenmuster. Es sind jedoch auch solatspezifische
Unterschiede zwischen diesen Mastitisfeldstammen fetg#bar. Insbesondere die Isolate DAL

undLAlzeigenimBereichvon55sowie60kDazusatzlicheimm unogeneKomponenten.
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Abbildung 2. Immuno-Blots verschiedener Varianten v
denaturierenden Bedingungen durchgefiihrten SDS-PAGE
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dienten (A) die Kaninchen-Hyperimmunseren gegen RZI-3 (Variante 1), (B) gegen SAG 263-
4 (Variante 1) und (C) gegen RZIII-3 (Variante 1ll). Die Pfeile kennzeichnen die spezifischen

Antigene von Variante Il bei 51 kDa (#), von Variante

variantenubergreifende Antigen bei 30 kDa (8).
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Abbildung 3. Immuno-Blot verschiedener Mastitisisol ate und von Stammen der

Variantenvon P.zopfii. Die Mastitisisolate LIP, DA1, CA1 und LAl wurden mit je einem
Vertreter der Variante | (RZI-1), der Variante Il (SAG 2021) und der Variante Il (RZIIl-1)
verglichen. Als Antikérper diente ein Kaninchen-Hyperimmunserum gegen SAG 263-4
(Variante ).

4.1.5 GenetischerVergleichdurchPCR-Sequenzanalyse

MittelsderPolymerase-Ketten-Reaktion(PCR)wurdedie 18EDNA, einphylogenetischsehr
stark konservierter, 1800 Basenpaare grof3er Bereichim Gemoeukaryotischer Organismen
amplifiziert und anschlieRend teilweise sequenziert. Diese $gienzanalyse diente einerseits
dem genetischen Vergleich der Stamme miteinander, andessits aber auch der eindeutigen
Speziesidentifikationfurdieverschiedenenlsolate.

Aus Abbildung4 istersichtlich, dass die gewahlte Primerkombinationbeiallenuntersuchten
IsolatenspezifischandenGenomabschnittder 18SrDNAbndenkonnte. Somitlagnachder
PCR ein spezifisches Amplifikationsprodukt vor, welches dan anschlielend zur
Sequenzanalyseeingesetztwerdenkonnte.

Der Vergleich mit der bereits publizierten Gensequenz von P. zopfii (GenBank Acc. Nr.:
X63519)zeigteineHomologievonfast100ProzentzudenStammenSAG263-4,SAG2021,
SAG 263-8, LIP,RZI-3undRZIlI-3. Diese sinddemnacheindeut igalsAlgender Spezies
P. zopfii identifiziert. Der Vergleichder partiellen Sequenzen(ca. 1000 Nukleotide) der 18S
rDNA dieser Stamme untereinander ist im Anhang in Abbildung 14 dargestelit. Es wird
deutlich, dass sich die Stdmme der Variante Il (SAG 263-4, S AG 2021 und LIP) auch
genetisch gegenlber den anderen Varianten abgrenzen lassklit diesen weisen sie eine
Sequenzhomologie von 99,4 % auf. Insbesondere im Bereich dellukleodides 630 ist eine
komplexe Stérung der Sequenzhomologie zu finden. Innerhalb dedrei Stamme der
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Variante Il bestehen keine genetischen Unterschiede. & Vertreter der Variante |
(RZ1-3) weist im Vergleich zu den Stammen der Variante Il (SAG 263-8 und RZ 111-3)
Unterschiede bei zwei Nukleotiden aufund zeigt damit eine S equenzhomologie von 99,8 %
zurVariantelll. DiebeidenVertreterderVariantell Iwiesenuntereinanderkeinegenetischen
Unterschiedeauf.

Durch diese Sequenzanalyse konnten offensichtliche bioemische und antigenetische

Unterschiede zwischen den Varianten vonP. zopfii nun auch im Algengenom gefunden

werden.
[KBp]
20-
156~
M RZ SAG RZ
-3 2021 1I-3
Abbildung 4. PCR-Produkte verschiedenerVariantenb ei P.zopfii . Die Amplifikation der

18S rDNA erfolgte bei allen Variantenstammen unter Nutzung der Primer-Kombination
.wicker-18S". Die PCR-Produkte wurden in einem 1 %igen Agarose-Gel aufgetrennt und
anschlieRend durch Ethidiumbromid-Farbung visualisiert. M = Marker (100 bp-Leiter Plus®,
Fa. Peqglab, Erlangen).

Obgleich zwischen den Referenzstammen SAG 263-4 und SAG 2021 geetisch und
kulturmorphologisch keinerlei Unterschiede zu erkennen waremnvurde letztendlich der
Stamm SAG 2021 aufgrund seiner Herkunft aus einer Rindermasti8 sowie aufgrund
geringfligiger biochemischer und serologischer Unterschieda 3AG 263-4 als Antigen fur
die zuentwickelnden ELISA-Systeme ausgewahlt. Einweitegs Kriteriumfir diese Wahlwar
die antigenetische Ubereinstimmung von SAG 2021 mit samtliben anderen untersuchten

Mastitisisolaten.
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4.2  EntwicklungisotypspezifischerELISAs

4.2.1 AuswahldergeeignetenAntigenpraparation

Die Prufung der verschiedenen Antigenpraparationembbildung 5 ) mittels Immuno-Blot

macht deutlich, dass allein schon durch die Resuspension dealgenpelletsinddH ,0 sowie

durch die funffache Gefrierbehandlung in flissigem Stickstoff die immunogenen

Hauptkomponenten mit einem Molekulargewicht von 33 kDa, 75 kDa und etwa 80 kDa

freigesetzt werden. Diese sind dann im Uberstand der Prapeation nachweisbar. Dies lasst

darauf schlie3en, dass es sich bei diesen Komponenten um oberfla@mgebundene lésliche

Proteine handelt. Der Proteinase K-Verdau zeigt aul3erdentdass keinerlei zusétzliche,

elektrophoretisch auftrennbare Zellbestandteile, wie popolysaccharide oder Proteoglycane

durch das spezifische Hyperimmunserum erkannt werden. Die $wvache Bande bei 32 kDa

entspricht der zugesetzten Proteinase K und ist auch in Gelen ausder Polyacrylamidgel-

Elektrophoresesichtbar.

Suspension in dd H.O
50 mgin 1,5 mi
Tr——— el
%Qiﬁrﬂuisiggm ’l\lmg 160 =
105 =
1 75 =
Y
Ultraschallbehandlung 50 L
Proteinase K
35=
30 =
25= :
Erhitzung, 100 <, 5 min

15=

Y Y

M 2 4 5 7
Proteinase K, 30 min @ @ @
Y v
[6]
Abbildung 5. Ablaufschema fiir die Aufarbeitung und korrespondierender Immuno-
Blotder verschiedenen Antigenpraparationen fur P.zopfii . Quadrate = Proben wurden

erhitzt, Kreis = keine Erhitzung der Proben. Die mit * gekennzeichneten Pfeile markieren die

immunogenen Hauptkomponenten.
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Aufgrund der Befunde imImmuno-Blot, welche zeigen, dassessichbeidenléslichen, schon
bei der Gefrierbehandlung freigesetzten Proteinen um Ob##chenstrukturen handelt, wurde
nachfolgend in allen ELISA-Systemen als Coatingantigeneine Suspension aus nativen
Algenzellen verwendet. Dieses Vollzellantigen gewahrlstiet die Prasentation des gesamten
Spektrums antigener Oberflachenstrukturen dieses Krankheitsgers in den von uns

getestetenserologischenNachweissystemen.

4.2.2 AuswahlgeeigneterMikrotiterplattenfirdieELISA-Sys  teme

Die adsorbierenden Polystyrol-Oberflachen von Mikrotérplatten verschiedener Hersteller
kénnenin Bezug auf die Antigen-Bindungsfahigkeit erheblich voneinander differieren. Dabei
unterscheidet man Kunststoffoberflachen mit hydrophobeBindungsstellen von solchen mit
vorwiegend hydrophiler Affinitat. In die Untersuchung wurden nach einer Vorauswabhl die
beiden Mikrotiterplatten-Typen MaxisorBund Polysorp® (Fa. Nunc, Rokskilde, Danemark)
einbezogen.

Die Maxisorp®-Platte zeichnet sich durch ihre Hydrophilitat aus und besitzt hohe Affinitaten
gegenuber Proteinen, Glycoproteinenund Polyglycanen. Mdiesen Eigenschaften erwies sie
sichalsfirdie Entwicklung verschiedener Routine-ELISAsgeeignet(sicheauchHENSEL et
al., 1994;JARK, 1996). Die Polysorp ®-Platte hingegenbesitzteine Polystyrol-Oberflachein
hoherBindungskapazitatfirvorwiegendhydrophobeundlipophile@uppen.

Beide Platten-Typen wurden unter Einsatz des positiven Kotrollserums auf ihre Antigen-
Affinitat und auf unspezifische Bindungen des Serums hin untersucht. Zur Darstellung der
unspezifischen Reaktionen wurde dazu die Reihe H nicht mit dem Antigen beschichtet. Die
SerenwurdenvonderReiheBbiszurReiheHimVerhalt nisl:2logarithmischausverdinnt.
Der Vergleich beider Plattentypen in Tabelle 24 zeigt, dass bei anndhernd gleichen
ExtinktioneninReihe A, densogenannten Blankwerten, de Messdatenderausschliel3lichmit
dem 1 zu 12800 verdunnten positiven Kontrollserum beschichteterReihe H bei der
Maxisorp’-Platte um 600 % hoher liegen als beim Plattentyp Polysor p®. Zudem waren die
Extinktionswerte in den mit Antigen und Serum beschichteten Reihen bei der Maxisorp®-
Platte etwa doppelt so hoch wie die der Polysorp ®-Platte. Die Anzahl der unspezifischen
Bindungen ist demnach auf der hydrophilen Oberflache der Mavisorp®-Platten wesentlich
groRer als auf der hydrophoben Polysorf§-Oberflache. Das Antigen wies insgesamt eine
wesentlichgroRereAffinitatzurOberflachederMaxisorp®-Plattenauf.
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Um dies noch einmal nachzuprifen, wurden beide Plattentypen naciem obigen Schema
gecoatet, anschlieBend jedoch fur 1 h mit 5%iger Gelatine (w/vol) in PBS Uberschichtet
(Tabelle 25 ). Durch diesen zusétzlichen Schritt wurden noch freie Bindungsstellen auf der
Polystyroloberflache sowie unspezifische Bindungsstelides Antigens blockiert. Durch das
Blocken sanken die Extinktionswerte beider Plattentypemi Reihe H auf Werte unter dem
Niveau der Blankreihe A. Somit konnte auf eine nachhaltige Minderung unspezifischer
Bindungen geschlossen werden. Auch in diesem Versuchsans&gen die Extinktionswerte
der Maxisorp®-Platten um etwa 15 % hoher als die der Polysorp ®-Platten. Aufgrund ihrer
hoéheren Antigen-Bindungskapazitat erwies sich deshalb dig/idrophile Maxisorp®-Platte fiir
alle P. zopfii-ELISA-Systeme als besser geeignet und wurde dann folgeridig fur die

nachstenEntwicklungsschritteeingesetzt.

4.2.3 Antigen-,Konjugat-undSerumauswertung

Mittels einer Antigenauswertung wurde die fuir ein effektives Coaten der Mikrotiter-Platten
zur Absattigung der Plattenoberflache notwendige Vollzellailgenmenge ermittelt. Die von
den Sabouraud-Glukose-Agarmedium-Platten abgeschwemmten Algieme wurden in
Carbonatpuffer (pH 9,6) suspendiert und die Zellzahl dieser Suspensiomvurde mit 1x10*
Zellen/mlbeginnend in einer dekadisch aufsteigenden Verdinngsreihe eingestelit. Injedes
Wellder Mikrotiterplattenwurdenje 100 plder jeweiligen An  tigenverdiinnung einpipettiert.
Die Platten wurden dann eine Stunde bei 37 °C aerob auf dem Schiittler inkubiert und
anschlie3end gewaschen. Mit Spalte 1 beginnend wurde in Rdie B von Spalte zu Spalte
abwechselnd das positive und negative Kontrollserumgegebamd abermalsbei37 °Caerob
fur 30 min aufdem Schuttlerinkubiert. Dereigentliche ELI  SAwurde dannwiein Abschnitt
3.2.10beschriebendurchgefuhrt.

Es zeigte sich, dass es ab einer Antigenmenge von 1x10° Zellen/ml zu keinem weiteren
Anstieg der Extinktionswerte des positiven Serums kam. Daaus konnte der Schlul3 gezogen
werden, dass bei dieser Antigenmenge alle Bindungsstellen dévikrotiterplatte abgesattigt
sind. Noch héhere Antigenkonzentrationen wurden flr ein aziverlassiges Ergebnis nicht
bendtigt. Umoptimale Ergebnisse beimCoatenderMikrotterplattenzugewéhrleisten,wurde
deshalb eine Antigenverdiinnung von 1x10Algenzellen/mlals sichere Gebrauchsverdiinnung

furdiezuentwickelndenTestsystemefestgelegt.
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Nach Ermittlung der geeigneten Antigenverdiinnung wurden nun ansdie3end durch eine
Serum- und Konjugatauswertung die optimalen Verdinnungsstufen der verwagten Blut-
und Milchseren sowie der verwendeten Konjugate der verscladenen Immunglobulin-
Isotypen bestimmt. Die Auswertung erfolgte analog der Antigenauswertung, indem
verschiedene Verdinnungsstufen der Seren, Milchseren und deKonjugate mittels
Kreuztitration im ELISA getestet wurden. Um eine méglich st zuverlassige Berechnung der
ELISA-Aktivitaten Uber die angewandte Positiv-Referentandardmethode zu gewéhrleisten,
wurdenals optimale Verdiinnungsstufender Seren und Konjugate djenigenausgewabhilt, die
einen anndhernd linearen Abfall der Extinktionswerte nit einem Faktor von ca. 0,6
aufwiesen. Gleichzeitig sollten die Extinktionen des Negaéivserums und der Kontrollreihe A
moglichst niedrig gehalten werden. Anhand der Auswertungen firdie einzelnen
Antikdrperisotypen (siehe Anhang,Tabelle 26 bis 28 ) ergeben sich fir den Einsatz der

Konjugatediefolgenden,in Tabelle9 aufgefiihrten,Gebrauchsverdinnungen.

Tabelle9.GebrauchsverdiinnungenderBlutserum-und derMilchserum-Probensowie
der eingesetzten sekundaren Antikérper flr die versc hiedenen P. zopfii -
ELISA-Testsysteme.

Probe Proben-Verdinnung Konjugat 2 ngdnél;gnitr-‘g
Blutserum 1:100 a IgG (H+L-Kette) 1:6000
nicht auswertbar algA nicht auswertbar
nicht auswertbar algM nicht auswertbar
Milchserum 1:50 a IgA 1:5000
1:50 algG; 1:2500

& alle sekundaren Antikorper wurden in Ziegen entwickelt und waren mit Meerrettichperoxidase

konjugiert

AlsnichtauswertbarwurdenauspraktischenGrindensolch&erumverdiinnungenangesehen,
dieaufgrundihrerniedrigenVerdinnungsstufe zueinemsehrhoheVerbrauchvonpositivem
und negativemKontrollserumfiihrten. Kaummessbare Extinkbnenlassenaberauchaufsehr
niedrige Gehalte an spezifischemIgAund IgMim Serumschli e3en Somithateinaufdiesen
Isotypen beruhender Test wahrscheinlich nicht die Aussadgeaft und Prazision, wie es
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prinzipiell die Detektion von IgG im Serum und IgA und IgG 1 im Milchserum erwarten
lassen. Dartber hinaus wirde der sehr hohe Verbrauch an &andardseren einen spateren

EinsatzdesTestsinderHerdendiagnostikunmaoglichmachen.

4.2.4 Intra-Assay-Variationen

Um Aussagen Uber die Reproduzierbarkeit der unterschiedlichemestverfahren treffen zu
kénnen, mussenbeider Validierung von ELISAs die Variatio nender Extinktioneninnerhalb
einer Mikrotiterplatte sowie die Variationen der Testergebnisse zwischen voneinander
unabhéngigen Tests ermittelt werden. Zur Bestimmung der jewiligen Intra-Assay-Variation
wurden pro Antikdrper-lsotyp zwei mit dem Antigen beschichtete Mikrotiterplatten
verwendet. Mit Ausnahme von Reihe A, welche als Blankw ert diente, wurdeninjedes Well
der Platten 100 pldes 1:800 mit PBS verdinnten positiven Referenzserums pipettiert. Die
Durchfihrung des ELISA erfolgte wie unter 3.2.10 beschrieben.Aus denim Anhanginden
Tabelle 29 bis 31 dargestellten Ergebnissen ergaben sich fir die einzelneELISA die

folgenden,inTabelle10 aufgefiuihrten,Variationskoeffizienten.

Tabelle 10. Intra-Assay-Variationskoeffizienten sowi e Mikrotiterplatten-interne
Mittelwerte und Standardabweichungen bei ELISA-Syst emen zur serologischen
Diagnostikvonbovinen  P.zopfii -Mastitiden

Serum-IgG- Milchserum-IgA-  Milchserum-IgG;-

ELISA ELISA ELISA

Mittelwert 0,800 1,012 1,216
Standardabweichung 0,068 0,060 0,088
Variationskoeffizient 8,49 % 6,08 % 7,20 %

Damit weist der ELISA zum Nachweis von spezifischen IgA-Antikdr pern im Milchserum

innerhalbdesTestsdiegeringsteSchwankungsbreiteauf.
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4.2.5 Inter-Assay-Variationen

Zur Ermittlung der "Test-zu-Test"-Variationen ngl=Inter-Assay-Variation) wurden die
Blut- und Milchserenvon 20 Tieren anfunfverschiedenenT ageninallen ELISA-Systemen
untersucht. Beiden Tieren handelte es sich um drei akut an Protothekenmastitis erkrankte
Kihe, 7 chronischerkrankte sowie 7 nichtinfizierte Tier eausBestand A. DreiTierestammten

ausdemnegativenKontrollbestandC.

Tabelle 11. Inter-Assay-Variationdes P.zopfii -ELISAzumNachweisvonspezifischem
IgGimBIlutserumlaktierenderKiihe

Untersuchung
Tier-Nr.  Kulturbefund 1. 2. 5 4. 5. Mittelwert Std. v[%]
1 positiv 104 107 99 82 106 99,6 9,22 9,26
2 positiv 92 104 90 93 78 91,4 8,28 9,06
3 positiv 237 251 260 295 281 264.,8 20,79 7,85
4 positiv 90 86 73 77 92 83,6 7,39 8,84
5 positiv 68 74 51 50 54 59,4 9,75 16,41
6 positiv 108 106 95 81 69 91,8 14,91 16,24
7 positiv 135 131 118 119 97 120 13,27 11,06
8 positiv 78 65 65 73 67 69,6 5,12 7,36
9 positiv 74 57 78 65 75 69,8 7,73 11,08
10 positiv 63 59 66 68 66 64,4 3,14 4,87
11 negativ 5 3 2 5 8 4,6 2,06 44,76
12 negativ 8 5 5 7 9 6,8 1,60 23,53
13 negativ 4 4 2 5 5 4 1,10 27,39
14 negativ 7 4 4 8 8 6,2 1,83 29,57
15 negativ 5 2 1 5 5 3,6 1,74 48,43
16 negativ 5 3 2 3 4 3,4 1,02 29,99
17 negativ 6 3 3 5 7 4,8 1,60 33,33
18 negativ 9 6 5 10 10 8 2,10 26,22
19 negativ 3 2 2 6 6 3,8 1,83 48,24
20 negativ 3 2 2 5 4 3,2 1,17 36,44

Variationskoeffizient 22,50%

v=Variationskoeffizient;Std.=Standardabweichung

Anhand der Dateninden Tabelle 11,12und 13  istzu erkennen, dassauchbeider Intra-
Assay-Variation der ELISA zum Nachweis von P. zopfii-spezifischem IgA im Milchserum

miteinemVariationskoeffizientenvon6,32%diegeringstenSchwankungenaufweist.
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Tabelle12.Inter-Assay-Variationdes
IgAimMilchserumlaktierenderKiihe

P.zopfii -ELISAzumNachweisvonspezifischem

Untersuchung

Tier-Nr.  Kulturbefund 1. 2. 5 4. 5. Mitelwert Std V[%]
1 positiv 68 76 76 78 84 76,4 5,12 6,70
2 positiv 61 69 78 65 56 65,8 7,47 11,35
3 positiv 195 203 232 182 164 195,2 22,64 11,60
4 positiv 86 100 123 71 78 93 20,36 21,89
5 positiv 153 151 198 138 119 151,8 26,09 17,19
6 positiv 24 33 27 28 26 27,6 3,01 10,89
7 positiv 115 137 141 146 113 130,4 13,71 10,51
8 positiv 102 99 126 97 98 104,4 10,93 10,47
9 positiv 94 96 106 88 94 95,6 5,85 6,12
10 positiv 4 4 5 3 3 3,8 0,75 19,69
11 negativ 0O 0O O O o 0 0,00 0,00
12 negativ O 0o O o0 o 0 0,00 0,00
13 negativ O 0O O o0 o 0 0,00 0,00
14 negativ O 0o O O o 0 0,00 0,00
15 negativ O 0o O O o 0 0,00 0,00
16 negativ O 0O O O o 0 0,00 0,00
17 negativ O o O O o 0 0,00 0,00
18 negativ 1 1 1 1 1 1 0,00 0,00
19 negativ O 0O O o0 o 0 0,00 0,00
20 negativ O 0o O o0 o 0 0,00 0,00
Variationskoeffizient  6,32%

Tabelle13.Inter-Assay-Variationdes
IgG;imMilchserumlaktierenderKihe

P.zopfii -ELISAzumNachweisvonspezifischem

Untersuchung

Tier-Nr.  Kulturbefund 1. 2. 5 4. 5. Mittelwert Std v[%]
1 positiv 26 22 26 29 24 25,4 2,33 9,18
2 positiv 14 12 15 26 21 17,6 5,16 29,33
3 positiv 45 41 33 49 36 40,8 5,81 14,24
4 positiv 56 55 56 59 41 53,4 6,34 11,88
5 positiv 28 24 21 20 12 21 5,29 25,20
6 positiv 12 9 17 21 15 14,8 412 27,83
7 positiv 17 15 12 28 25 19,4 6,09 31,37
8 positiv 12 12 12 18 10 12,8 2,71 21,19
9 positiv 44 45 38 37 30 38,8 5,42 13,97
10 positiv 4 5 4 5 5 4,6 0,49 10,65
11 negativ O O o0 0 o0 0 0,00 0,00
12 negativ O O o0 0 o0 0 0,00 0,00
13 negativ O O o0 0 o0 0 0,00 0,00
14 negativ O 0O o0 0 o0 0 0,00 0,00
15 negativ O O o 0 o0 0 0,00 0,00
16 negativ O 0O o0 0 o0 0 0,00 0,00
17 negativ O 0O o0 0 o0 0 0,00 0,00
18 negativ 1 1 1 1 1 1 0,00 0,00
19 negativ O O o 0 o0 0 0,00 0,00
20 negativ O O o0 0 o0 0 0,00 0,00
Variationskoeffizient 9,74%
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Der ELISA zum Nachweis von spezifischem IgG ; im Milchserum weist mit 9,74 % eine
etwas hohere Inter-Assay-Variation auf, obgleich auchmit diesem Variationskoeffizienten
reproduzierbare Werte sichergestellt werdenkdnnen. Mit 23,% Inter-Assay-Variationweist

der ELISA zum Nachweis von spezifischem IgG im Blutserum hingegen eine betrachtliche
SchwankunginnerhalbdesTestsauf.

4.2.6 KreuzreaktivitatderELISA-TestsystememitanderenMas titiserregern

Da Spezies aus der GattungProtothecaals Pflanzen phylogenetisch sehr weit entfernt von
allen anderen Mastitiserregern einzuordnen sind, wurde aufgnd von Ahnlichkeiten im

Zellwandaufbau, in der Kulturmorphologie und in der Klinik ein Ve rtreter der Sprol3pilze
(Hefen)furdiese Untersuchungausgewahlt. Die durchCryptococcusneoformangrursachte

Mastitis des Rindes zeigt pathogenetisch, pathohistologiscund klinisch die grof3te
AhnlichkeitzurProtothekenmastitis.

Serumverdinnung
1:10 1:100 1:500
T T
3 3
z

99000060

+ - + -+ - + - + - + -
Anti Anti Anti Anti Anti Anti

SAG C.neo- SAG C.neo- SAG C. neo-
2021 formans 2021 formans 2021 formans

Abbildung 6. Kreuzreaktivitat von P. zopfii , Stamm SAG 2021 mit Cryptococcus

neoformans ,Stamm1841. Die Mikrotiterplatte ist mit Vollzellantigen des P.zopfii -Stammes
SAG 2021 beschichtet. Aufgetragen wurden die Praimmunseren (-) und die
Hyperimmunseren (+) zweier Kaninchen, die mit P. zopfii, Stamm SAG 2021 oder
Cryptococcusneoformans , Stamm 1841 immunisiert worden waren.
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Daher wurde mittels in Kaninchen hergestellten Hyperimnanseren gegenCryptococcus
neoformangStamm 1841, klinisches Isolat) die Kreuzreaktivitdt des EL ISA mit anderen
Mastitiserregern untersucht. Dieses Hyperimmunserum wurde uns iiankenswerter Weise
vom Institut fir Immunologie der Veterinarmedizinischen Fakultd der Universitat Leipzig
zurVerfigunggestellt.

Die Kaninchen-Hyperimmunseren wurden in unterschiedlich&erdiinnungsstufen auf einer
mitdem ELISA-Antigengecoateten Mikrotiterplatte geteste Als Positivkontrolle dientedas
Kaninchen-Hyperimmunserum gegen SAG 2021 und als Negativkontrell das
PraimmunserumdesmiC.neoformangmmunisiertenKaninchens.

Aus Abbildung6 gehthervor,dassdasfurdie P.zopfii-ELISA-SystemeverwendeteAntigen

iImELISAkeinerleiKreuzreaktionenmitAnti- Cryptococcusneoformanéntikrpernzeigt.

4.3 Lokaleundsystemischelmmunantwort

4.3.1 ImmunogenitatdesELISA-AntigensbeiKaninchen

Um die lokale und systemische Antikbrperantwort bei der Protothekenmastitis des Rindes
untersuchenzukdnnen, wurde zunéchstabgeklart, inwieferndaingesetzte Coating-Antigen
inder Lageist, eine Antikdrperantwortzuinduzieren,undi nwelchemMalfieein Anstiegvon
spezifischen  AntikGrperkonzentrationen erfolgen konnte. iétzu wurden die
Hyperimmunseren eines mit SAG 2021 immunisierten Kaninchen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der ersten Immunisierung sowie nach den Bosts mittels des ELISAs
untersucht. Das Priming wie auch der zweimalige Boost erfolgten mit jeweils 1x10’
Algenzellen, wobei das Priming intradermal und die Boosts intravents vorgenommen
wurden. Der erste Boost erfolgte am 14. Tag und der zweite B oostam 28. Tag nachdem
Priming. Am 38. Immunisierungstag erfolgte die Gewinnung des Emdserums durch

intrakardialenBlutentzugunterAllgemeinanésthesie.

Wie aus Abbildung 7 hervorgeht, kam es nach dem erstmaligen Antigenkontakt (Riming)
nur zu einem geringen Anstieg der Antikorperaktivitat (etwa 18,0 % der gesamten
Antikdrperaktivitdt des Endserums), wohingegen es nach der isten Wiederholung der
Antigengabe zueinemstarkeren Anstieg (um25,8%)undnachdemzweitenBoostzueinem
sehr starken Anstieg (um 56,2 %) der Antikbrperaktivitéat im S erum des immunisierten

Kaninchenskam.
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Abbildung 7. Systemische Immunantwort eines mit dem Coating-Antigen  P. zopfii ,
Stamm SAG 2021 immunisierten Kaninchens. Dargestellt sind die im ELISA ermittelten

Extinktionswerte zu den einzelnen Zeitpunkten der Immunisi erung.

4.3.2 LokaleundsystemischeAntikorperantwortbeiderPrototh  ekenmastitisdes
Rindes

Umeine Aussage lUiber die Induktionderlokalenund systemischen Antikbrperantwortbeider
Protothekenmastitis des Rindestreffenzu kénnen, wurde deBlut- und das Milchserumvon
85 TierendesBestandes Aundvon 14 TierendesnegativenKontrollbestandes C mittelsder
verschiedenen entwickelten ELISA-Systeme untersucht. Davdhrend der ersten
orientierenden  serologischen Untersuchungen zur Ermittlungder geeigneten
Probenverdiinnung generell nur aul3erst geringe oder gar keine spiischen
AntikbrperkonzentrationenanlgAundigMimSerumnachweisbarwaren,wurdeinderFolge
aufdie weitere Uberprufung dieser Isotypenverzichtet. Sclverpunktwar darumdie Analyse
derspezifischenAntikdrper-lsotypenlgGimBlutserumsowiegAundigG ;imMilchserum.
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Abbildung 8. P. zopfii -spezifische Antikdrper-Aktivitaten von 1gG im Serum (A,
dunkelgrau), IgA im Milchserum (B, schraffiert) und von IgG ; im Milchserum (C,
ungefullt) bei laktierenden Kihen mit unterschiedli chen Klinischen Stadien der
Protothekenmastitis in EU. Ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen akut
infizierten und von chronisch infizierten, kulturell positiven Tieren ist durch einen Stern (0O
gekennzeichnet. ¢, kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen chronisch infi zierten,
kulturell positiven Tieren sowie Tieren mit einer chronischen Mastitis, einem friheren
positiven Protothekenbefund und einem negativen kulturellen Testergebnis zum Zeitpunkt
der Untersuchung. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen chronisch infizierten,
kulturell positiven Tieren und nicht infizierten, klinisch gesunden Kihen sind durch t
gekennzeichnet. Die gepunkteten Linien kennzeichnen den Grenzwert fir ein positives
Testergebnis (Cutoff-Wert) der drei ELISA-Systeme.
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Die untersuchten Tiere der Bestande A und C liessen sich aufgrund der klinischen und
kulturellen Untersuchungen den folgenden Infektionsstadien zwwen: Gruppe A; 6 akut
infizierte Kiihe mit positivem kulturellem Befund und einer a kuten Klinik mit einer Dauer
vonwenigerals2Wochen (AM, K+); Gruppe B, 21 Tieremit  positivemkulturellen Befund
und den chronischen Zeichen einer Mastitis (CM, K+); G ruppe C, 19 Kiihe mit den
chronischen Zeicheneiner Mastitisund einemfriihererpositiven Prototheken-Befund, die bei
der vorliegenden Untersuchung jedoch kulturell negativ getesteturden (CM, K-); und
Gruppe D, 39 Tiere des Bestandes A und 14 Tiere aus Bestand C, di e keinerleiklinische
Zeicheneiner Mastitiszeigten, und diewederinderVerga ngenheit,nochindervorliegenden

Untersuchungkulturellpositivgetestetwordensind(M-,K-).

DieUntersuchungdieser TiergruppenmittelsdereinzelnenELSA-Testsystemebrachtediein
Abbildung 8 dargestellten sowie in Tabelle 34 aufgelisteten Ergebnisse. Die
Antikdrperaktivitaten sind dabei als ELISA-Einheiten (EU angegeben, die durch Vergleich
mitdempositivenStandard-Serum(100EU)ermitteltwerdenkonnten.

Der Vergleich zwischen akut und chronischinfizierten Tieren zeigt, dass sowohlsystemisch
beim1gG wie auch lokalbeimlgG ; die spezifische Antikdrperaktivitat akut infizierter Tier e
(AM,K+)mit159,5EU(IgG)und56EU(IgG  ;)imMitteldoppeltsohochwar, wiediebei
chronisch infizierten Rindern (CM, K+) mit 81 EU (IgG) und 27 EU (IgG ,). Diese
Unterschiede waren bei einer Signifikanzgrenze vorp < 0,05 signifikant. Die lokale IgA-
Antwort akut infizierter Tiere zeigt mit 78 EU eine eben falls fast doppelt so hohe Aktivitat
wie die chronisch infizierter, kulturell positiver Tiere (34 EU). Die Antikérperaktivitaten
dieser Milchktihe unterschieden sich wiederum signifikant p < 0,05) von den Tieren mit
alteren positiven Protothekenbefunden, die zum Untersuchurzg#punkt kulturell negativ
waren(CM, K-). Diese ehemalskulturellpositiven Tiere wiesenimMittelbeimlgG (21 EU)
imSerumsowiebeimIgA(2EU)undlgG ; (0,5EU)imMilchserumELISA-Aktivitdtenauf,
die nur leicht Gber denen der klinisch und kulturell unauffalige n Tiere des
Protothekenbestandes sowie der Milchrinder des prototheKkegien Kontrollbestandes
(M-, K-) lagen. Die spezifische AntikGrperaktivitat dieser nichtinfizierten Tiere lag im
Milchserum fur die AntikérperisotypenIgAund IgG 1 bei0 EU, wahrend sie systemischim
BlutserumeinemittlereAntikdrperaktivitatvon17EUzeigt en.

Anhand der im Serum und Milchserum enthaltenen spezifische Antikorper gegen P. zopfii
ist es somit moglich, P. zopfii-ausscheidende Kiihe von nicht ausscheidenden Tieren zu

unterscheiden. Uber die Bestimmung vorP. zopfii-spezifischem IgG im Serum st dartiber
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hinaus die Unterscheidung akut infizierter Rinder von chronsch infizierten Milchkiihen
moglich.

Mittels Immuno-Blot-Analyse wurde die Spezifitdt der humoralen Immunantwort, die sichim
Laufe einer Infektion mit P. zopfii beim Rind entwickelt, charakterisiert ( Abbildung9 ).Es
zeigte sich, dass sowohl im Blutserum wie auch im Milchs erum nichtinfizierter Rinder
P. zopfii-spezifische Antikdrper nicht nachweisbar waren. Demgegeéiber erkannten
spezifische Antikorper im Blutserum und im Milchserum einer infizierten Kuh jeweils zwei
Antigene mit einem Molekulargewicht von 30 und 32 kDa. Die unspe zifischen
Hintergrundsignale waren beim Einsatz von Blutserum nur geing und beim Einsatz von
Milchserumfast nicht sichtbar. Somit konnte das Ergebrs der ELISAs, dass nicht infizierte
Tiere praktisch keine spezifischen Antikorper gegenP. zopfii in der Milch aufweisen,

wahrendimBlutserumeineHintergrundaktivitat(17EU)vorhandenist,bestétigtwerden.

™ [kDa]

= -

Negatives Positives Negatives Positives
Blut- Blut- Milch- Milch-

serum  serum serum  serum
Abbildung 9. Immuno-Blot einer praparativen SDS-PAG E zum Nachweis spezifischer
Antikorper des Immunglobulin-lsotyps IgG im Serumu ndvon IgAim Milchserum. Als

Antigen diente das Vollzell-Antigen des Referenzstammes S AG 2021 von P.zopfii . Blut- und
Milchserum stammten von einer kulturell positiven, typischerweise chronisch an
Protothekenmastitis erkrankten Kuh (+) und von einer kult urell negativen, klinisch gesunden
Kuh (-). Die Pfeile kennzeichnen die immunogenen Prote ine.
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4.3.3 LokalezellulareimmunantwortbeiderProtothekenmastiti  sdesRindes

Daes beiallen Mastitiden zur Immigration von Entziindungszellenindas Milchdriisensekret
kommt, wurde die Anzahl dieser Zellen, der sogenannten somatischen Zellen, entsprechend

des klinischen Status und im Vergleich zu den kulturellen Unte rsuchungsergebnissen

bestimmt.
8
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Mastits, Mastitis, Mastitis, kulturell
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Abbildung 10. Gehalt der Milch an somatischen Zelle n bei Kidhen mit
unterschiedlichen Kklinischen Stadien der Prototheke nmastitis.  Ein signifikanter

Unterschied (p < 0,05) zwischen akut infizierten und von chronisch infizier ten, kulturell
positiven Tieren ist durch einen Stern () gekennzeichnet. #, kennzeichnet signifikante
Unterschiede zwischen chronisch infizierten, kulturell positive n Tieren sowie Tieren mit einer
chronischen Mastitis, einem friheren positiven Protothekenbefund und einem negativen
kulturellen Testergebnis zum Zeitpunkt der Untersuchung.

Die in Abbildung 10 dargestellten Ergebnisse belegen, dass der Gehalt an Mihzellen in
Abhangigkeit vom jeweiligen Infektionsstadium betréachtlich varert. So unterscheiden sich
die Milchzellgehalte akut infizierter Kithe mit durchschnittlich 4,5x10° Zellen/ml signifikant
(p<0,05) vonden Milchzellgehalten kulturell positiver Tiere mit Zeichen einer chronischen
Mastitis, welche imMittel4,1x10 °Zellen/mlaufwiesen. Signifikante Unterschiede p<0,05)
sind ebenfalls zwischenden chronischinfiziertenKiihe (CM, K+) undden Tierenmiteinem
alteren positiven Protothekenbefund und einer chronischétastitis (CM, K-) feststellbar.
Diese Kiihe wiesen im Mittel 5,1x10 * Zellen/ml auf und unterschieden sich damit nicht
signifikant von den kulturell negativen und klinisch gesunden Rindern (3,2x1d Zellen/ml).

Eine Unterscheidung der einzelnen Infektionsstadien bei dé’rotothekenmastitis des Rindes
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anhand der Zellzahl der Milch ist somit moglich. Ehemal s infizierte Tiere und damit auch
eventuelle intermittierende Erregerausscheider kénnen mittdisser Methode jedoch nicht
erkanntwerden.

Die Uberprufung einer Abhangigkeit oder einer Korrelation zwischender Anzahlsomatischer
Zellen und der Zahl der mit der Milch ausgeschiedenen Krankheitserreger zeigte mit einem
Korrelations-Koeffizienten von 0,672 bei einer Signifikaregrenze von 99,9 Prozent eine
deutliche Abhangigkeit der Zellzahl der Milch von der Zahl der mit der Milch
ausgeschiedenen Erregealibildung 11, Tabelle 14 ). Erwartungsgemar war die Anzahlder
mitder MilchausgeschiedenenErregerbeiakuterkrankten Terenmit4,6x10°CFU/mlIhher
als bei chronisch erkrankten Tieren, die im Mittel 1,1x10 * CFU/ mI Milch ausschieden. Bei
diesenchronischinfiziertenKilhenkonnte jedoch eine sarke Streuung der WerteimBereich
von5,2x10'bis 3,2x10 °CFU/mIMilchbeobachtetwerden, sodassdie Unterschigle zwischen
beidenTiergruppennichtsignifikantwaren(Abbildung12 ).

Tabelle 14. Korrelation der lokalen und der systemi schen spezifischen
Antikorperantwort gegen  P. zopfii mit der Zahl der mit der Milch laktierender Kiihe
ausgeschiedenen Prototheken (CFU) und der Zahl der somatischen Zellen in der
Milch.
Serum -1aG Milchserum — Milchserum — Somatische
9 IgA 19G; Zellen
CEU 0,423 0,470 0,408 0,672
p <0,05 p<0,01 p <0,05 p <0,001
Somatische 0,355 0,637 0,618
Zellen p<0,01 p <0,001 p <0,001

Die Korrelation der lokalen und systemischen AntikGrperantwort nit der Zahl der in der
Milch enthaltenen somatischen Zellen sowie mit der Anzahl der mit der Milch
ausgeschiedenenErregeristimabelle14 undin Abbildung13 ersichtlich.

Hierbei zeigte sich, dass zwischen der lokalen wie auch der systemischen humoralen
Immunantwort und der Zahl der mit der Milch ausgeschiedenen Algen mit
Korrelationskoeffizienten von 0,423 (Blutserum-1gG), 0,470 (Mithserum-1gA) und 0,408
(Milchserum 1gG,) nur geringe Korrelationen bestehen. Dem gegentber ist nit einem
Korrelations-Koeffizienten von 0,618 und 0,637 (o <0,001) eine starke Abhangigkeit der

lokalen IgG;- und IgA- Antikdrperantwort von der Zahl der in der Milch auftretenden
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somatischen Zellen ersichtlich. Die systemisch aufgtenden spezifischen Antikbrper gegen
P.zopfiivomIsotyplgGkorrelierenbeieinemKorrelations-Koe ffizientenvon0,355dagegen

wiederumnurgeringmitderZahldersomatischenZellenin derMilch.

Log 10(y)=5,66944 + 0,0917126 Log 10(x)
FMS = 0,535651
R®=0,057

Somatische Zellen/ml
)

104100 10" 102 10°  10* 10° 10° 107

CFU/mI

Abbildung11.KorrelationderZahldersomatischen ZelleninderMilchundderAnzahl
dermitderMilchausgeschiedenenPrototheken (P.zopfii )beiderProtothekenmastitis
des Rindes. Die Bestimmung der Erregerzahl (CFU) erfolgte durch Ku ltivierung der
Milchproben auf Sabouraud-Glukose-Agar-Platten. Die Regressionsgerade ist als Linie
dargestellt.

10
10°
10°
10°
10°
10°
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104 l . l
Akute Chronische Chronische
Mastitis, Mastitis, Mastitis,
kulturell kulturell kulturell
positiv positiv negativ
Abbildung 12.  Anzahl (CFU) der mit der Milch ausgeschiedenen Proto theken bei
unterschiedlichen klinischen Stadien der bovinen Pr otothekenmastitis (n = 100). Die

Untersuchung erfolgte durch Kultivierung der Milchproben auf Sabouraud-Glukose-Agar-
Platten. *, kein positiver Protothekennachweis mittels Pla ttenkultur.
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Abbildung 13. Korrelationen zwischen

Antikdrperantwort mit der Zahl der mit der Milch vo
ausgeschiedenen Prototheken (linke Diagramme) sowie

der

Zellen in der Milch (rechte Diagramme) bei der Prot
Antikdrperantworten des Isotyps IgG im Blutserum werden i n den Diagrammen A und D, IgA
im Milchserum in B und E und IgG ; im Milchserum in C und F dargestellt. Die Bestimmung
der Algenzahl (CFU) erfolgte durch Kultivierung der Milchproben auf Sabouraud-Glukose-
Agarmedium-Platten. Die Regressionen der Funktionen sind als Linien dargestellt.
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4.4  AuswertungderELISAs

Um den mdglichen Nutzen der einzelnen entwickelten ELISA Systeme flr die Routine-
Diagnostik der Protothekenmastitis einschatzenzu kénnemyrdenmittelsderin  Tabelle 34
aufgelisteten kulturellen Befunde und der spezifischen Antikbrpektivitaten die Sensitivitat
und Spezifitat der entwickelten ELISA-Systeme ermitteltHierfurwurde der positive Cutoff-
Wert (Schwellenwert), also jener Wert,abdemeinTi eralsmitdemTest positividentifiziert
gilt,berechnet.

Zur Bestimmung dieses Schwellenwertes wurde das arithmetibe Mittel und die
Standardabweichung der ELISA-Aktivitaten der 54 eutergesunden und kultut@egativen
Milchkihe der Bestande A und C ermittelt. Der Cutoff-Wert fur ein positives Testergebnis
berechnet sich aus dem arithmetischen Mittelwert plus dedreifachen Standardabweichung

dieser Tiere. Hieraus ergaben sich fur die einzelnen Antikbrper-1sotypen die in Tabelle 15

aufgefuihrtenWerte.

Tabelle 15. Mittelwerte und Standardabweichungen de r AntikOrperaktivitaten bei
kulturellnegativenKiihe sowie die hierauserrechne ten Cutoff-Werteflrdie einzelnen
Isotyp-spezifischen ELISA-Systeme zur Diagnostik der Protothekenmastitis des

Rindes. Der Cutoff-Wert flr ein positives Testergebnis berechnete sich aus dem
arithmetischen Mittelwert plus der dreifachen Standarda bweichung dieser Tiere.

Blutserum-1gG Milchserum- Milchserum-
[in EU] IgA [in EU] IgG, [in EU]

Mittelwert der ELISA-
Aktivitaten der kulturell 19,056 0,074 0,03
negativen Tiere

Standardabweichung 6,273 0,325 0,189
3facher Wert der
Standardabweichung 18,819 0,975 0,567
Cutoff-Wert 37,9 1,0 0,6

FurdiedreineuentwickeltenELISA-Testsysteme zur Diagnastikder Protothekenmastitisdes
Rindes wurden daher die folgenden Cutoff-Werte, bei denen ene Probe als Prototheca
positivgetestetgilt, festgelegt: 3EUfurdenNachweisvo nlgGimBlutserum,1EUflrigA
imMilchserumundebenfalls1EUfirdenNachweisvonlgG j;imMilchserum.

Mittels dieser Cutoff-Werte erfolgte nun die Bewertung der einzelnen ELISAs. Hierfur

wurden mittels der Vierfeldertafel (sieche Tabelle 6 ) die Ergebnisse der serologischen
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Untersuchung mit denen der kulturellen Untersuchung verglicherDa es sich bei der
Untersuchung nicht um eine Bestandsuntersuchung handelte und die d@ie Untersuchung
einbezogenen Tiere gezielt nach ihrem Infektionsstatusausgewahlt werden konnten,
unterblieb die Berechnung eines positivenund eines negaten pradiktiven Wertes (d.h. eines
Vorhersagewertesfireinpositives und negatives Testergalsineinemspeziellen Test). Die
Berechnung der scheinbaren Sensitivitat und Spezifitéat, ddoeiden fur die Bewertung von
Testsystemen mal3geblichen Parameter, ist fir die eirglnen getesteten Antikdrper-lsotypen
in Tabelle 16 dargestellt. Hierbei wurden die chronisch infizierten Tiere, die zum
Untersuchungszeitpunkt einen negativen kulturellen Befund aufveien (CM, K-) nicht
bertcksichtigt, da der tatsachliche Infektionsstatus dieskiihe zum Untersuchungszeitpunkt
nicht bekannt war. In eine weitere Berechnung (Tabelle 17 ) wurden diese Kiihe dannzum
Vergleich mit einbezogen, da sich innerhalb dieser Tielgruppe auch persistent infizierte

Milchrinder,welcheProtothekenintermittierendaussclgen, befindenkonnten.

Tabelle 16. Statistische Parameter der einzelnen ELI SA-Systeme zum Nachweis
spezifischer Antikérper gegen P. zopfii bei laktierenden Milchkiihen ohne
Berucksichtigungder chronischinfiziertenundzumUn tersuchungszeitpunktkulturell

negativenTiere.

Blutserum- Milchserum- Milchserum-

[e]€] IgA 19G;
Positive Identifikation (n) 22 26 25
Falsch-positive Identifikation (n) 0 3 2
Negative Identifikation (n) 54 51 52
Falsch-negative Identifikation (n) 5 1 2
Sensitivitat [in %] 81,5 96,3 92,6
Spezifitat [in %] 100,0 94,4 96,3

Aus diesen Berechnungen geht hervor, dass besonders mitsetler beiden ELISAs zum
Nachweis von spezifischen Milchserum-Antikdrpern sowoldlie kulturell positiven Tiere als
auch die kulturell negativen Tiere zu einem hohen Prozentsatz korrekt identifiziert werden
konnten. Die Sensitivitaten der beiden Milchserum-ELISA lagen bei 96,3 % fir den
NachweisvonspezifischemIgAundbei92,6 %flrdenNachwei svon P.zopfii-spezifischem
IgG;. Beidiesenbeiden ELISAs konnten Spezifitatenvon 94,4% (IgA) und 96,3% (IgG 1)
errechnetwerden. Demgegenubererwiessichdie SensitisatdesELISAszumNachweisvon
spezifischenlgGimBlutserummit81,5%alserheblichnie driger,wobeidie Spezifitatjedoch

beimMaximalwertvon100%lag.
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Tabelle 17. Statistische Parameter der einzelnen ELI SA-Systeme zum Nachweis
spezifischer Antikorper gegen P. zopfii bei laktierenden Milchkiihen unter
Berucksichtigungder chronischinfiziertenundzumUn tersuchungszeitpunktkulturell
negativenTiere.

Blutserum- Milchserum- Milchserum-

19G IgA 19G;
Positive Identifikation (n) 22 26 25
Falsch-positive Identifikation (n) 1 12 9
Negative Identifikation (n) 71 60 63
Falsch-negative Identifikation (n) 5 1 2
Sensitivitat [in %] 81,5 96,3 92,6
Spezifitat [in %] 98,6 83,3 87,5

Anhand der Gruppe chronisch mit P. zopfii infizierter Kiihe, welche einen friiheren
Protothekennachweis und einen gegenwartig negativen Kultufbad aufwiesen und welche
die klinischen Zeichen einer chronischen Mastitis zegten (CM, K-), wird deutlich, dass tiber
den Nachweis von spezifischen Antikdrpern im Milchserum ein groRer Teil dieser Tiere
korrekt identifiziert werden konnte. Dies gelang mit dem Na chweis von IgG im Serum
praktisch nicht. Der Anteil identifizierter Kiihe in dies er Gruppe lag bei 50 % fir den
serologischenNachweisvorP. zopfii-spezifischemIgAimMilchserumund bei39%fiirden

NachweisvonspezifischemMilchserum-lggAnhang, Tabelle34 ).

4.5 ValidierungderPrototheken-ELISAs

Da die fur die einzelnen ELISA-Systeme ermittelten Sersitivitaten und Spezifitdten die
Verwendbarkeit dieser Tests fir die Routine-Diagnostik der mvinen Protothekenmastitis
erwarten lieBen, sollte deren Praxistauglichkeit in eiem weiteren, endemisch mit
ProtothekenmastitisbehaftetenRinderbestand,demBesiB, untersuchtwerden.

Hierzu erfolgte die dreimalige kulturelle und serologische Untersuchug von Milchproben
aller laktierenden Tiere des Bestandes B im Abstand von jeweils sechs Monaten, wobeider
ELISA zumNachweis von spezifischemIgAimMilchserumz umEinsatz gelangte. Dariiber
hinaus wurden im Anschlufd an die erste Bestandsuntersuchungwsntliche frisch abgekalbten
Kiiheam5. Tag post partumkulturellund serologischauf P.zopfii hinuntersucht. Ausder
Untersuchung dieser frisch laktierenden Tiere wurde ersichith, dass die infizierten
Milchkuhe dieser Gruppe liber eine UntersuchungvonspezifischmlgAimMilchserumnicht
ausreichend gut identifiziert werden konnten {Tabelle 20 ). Bei diesen frischlaktierenden

66



Kihen wurden drei hochgradig P. zopfii ausscheidende Milchrinder mit dem Milchserum-
IgA-ELISA nicht als infiziert erkannt. Unter Berticksich tigung dieses Umstandes erfolgte in
der zweiten und dritten Bestandsuntersuchung aufRer der Bestimmung vorgA zusatzlich
auchderNachweisvonspezifischemigG.

Die anhand der drei Bestandsuntersuchungen erhobenen Befunsiad inden Tabellen 18,
19,20,21und22 dargestellt.Inden Tabellen19und20 sind die ELISA-Aktivitdtender
KihezumZeitpunktderl.Herdenuntersuchungexemplarischaufgetist.

Die AuswertungderermitteltenkulturellenundserologischerBefunde zeigte, dassderinder
1. Bestandsuntersuchung durchgefiihrte ELISA zum Nachweis vonpgzifischem IgA im
Milchserum mit 98 % eine sehr hohe Sensitivitat aufwies . Die Spezifitéat des Testes lag mit
90,5 % dagegen betrachtlich unter dem anlaR3lich der Entwicklumg des ELISAs ermittelten
Wert (Tabelle 22 ). Dies kann auf die hohe Anzahl kulturell negativer, aber serologisch
eindeutig positiver Tiere (n = 25) zurickgefuhrt werden. Dabei Uberschreitet ein
betrachtlicher Teildieser Kiihe (n=11) den Grenzwertf Ureinenpositiven Befund ummehr
als das Dreifache (Tabellen 18 und 19 ). Der negative pradiktive Wert von 99,6 % belegt
hingegendiehoheZuverlassigkeitdiesesTestesfurdenFadlinesnegativenBefundes.

Die Untersuchung der nach dem Abkalben neu indie Herde gekommenenKiihe zeigte, dass
alle serologisch als negativ identifizierten, aber kultuell positiven Tiere den Erreger massiv
mit der Milchausschieden (Tabelle 20 ). Aufgrund dieser Befunde erfolgte indenfolgenden
Untersuchungender Herde zusatzlichder Nachweis spezifisehAntikbrpervomlisotyp IgG 1
inderMilch. Miteiner Pravalenzvon31,9%warderAnt eilinfizierter Tierebeidiesenfrisch

abgekalbtenTiereninsgesamtsehrhoch.
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AnlaRlichder2.undder3.BestandsuntersuchungwurdenfirdenlgA-ELISAimMilchserum
mit 81,9 % und 86,3 % Sensitivitatswerte ermittelt, welche deutlich unter der Sensitivitat
diesesTestsindererstenBestandsuntersuchunglagen(98,0%)ingegenkonntenbeidiesen
beiden Bestandsuntersuchungen mit 94,5 % und 94,2 % Spezifitdtswe errechnet werden,
welche deutlichGiberderindererstenHerdenuntersuchung eriittelten Spezifitdtvon 90,5 %
lagen (Tabelle 22 ).Wie in der ersten Bestanduntersuchung so zeigte sich aucbei diesen
beiden Herdenuntersuchungen, dass ein grof3er Teil der ser@ch falsch-positiven Tiere
sowohl eine IgA- als auch eine IgG1-Aktivitat im Milchse rum aufwies, welche teilweise
300%uberdemGrenzwertvonjeweils1EUlag.

Uber den serologischen Nachweis von 1gG1 im Milchserum gelang es, wesentlich mehr
kulturell positive Kiihe zu identifizieren. Dadurch konnte die Sensitivitat aufbis zu 94,1 %
gesteigertwerden.DieKombinationderserologischenBefnde, welchebeiderDetektionvon
IgAund/oder beimNachweisvonlgG 1inMilchserumpositivwaren, weistmit88,5% bzw.
94,1%diehdchste Sensitivitatauf. ErwdhnenswertistauRerdem,dassdernegative pradiktive
WertbeiallenUntersuchungendesBestandesineinemBegichvon96,1bis99,6%lag,und
somit die Zuverlassigkeit eines negativen serologischen&undes als sehr hoch eingeschatzt
werdenkonnte.

Die auf der Basis unserer drei Bestandsuntersuchungen ermilten epidemiologischen
ParameterdesBestandesBflrdenUntersuchungszeitraumvb®Monatensindder Tabelle
21 zuentnehmen. Zum Zeitpunkt der ersten Bestandsuntersuchungg die Pravalenz fur die
Protothekenmastitis bei 15,6 %. Unter Bericksichtigung der serdogischen Befunde ergibt
sich fur den Zeitpunkt der ersten Herdenuntersuchung sogar einNert von 23,3 %. Da die
identifizierten Tiere nursehrlangsamausdemBestandemferntwordensind, abergleichzeitig
eine Inzidenz von 9,7 % (anhand der positiven kulturellen Be funde) bzw. 12,8 % (bei
Berucksichtigung der positiven serologischen Befunde) vorlagstieg die Pravalenz der
Erkrankung zum Zeitpunkt der zweiten Herdenuntersuchung auf 20,5 % (kuiurell positive
Befunde) bzw. auf 25,5 % (bei Beriicksichtigung der positiven serologischen Befunde). Die
dritte Bestandsuntersuchung zeigte dann mit 4,4 % (kulturell podiive Befunde) und 8,0 %
(serologisch positive Befunde) eine deutliche Senkung der Neuwfektionsrate auf, was
letztlich auch zu einer geringfigigen Abnahme der Pravalenzauf 18,6 % (bei
Berucksichtigung der positiven kulturellen Befunde) der Protothkenmastitis in diesem
Bestandfuihrte.
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4.6 KulturelleundserologischeCharakterisierungdesVerlau fesderbovinen

Protothekenmastitis

Uber die Erhebung kultureller und serologischer Befunde erfolge die Langzeitbeobachtung
derjenigen Tiere des Bestandes B, welche inder ersten aler zweiten Bestandsuntersuchung
auf P. zopfii einen positiven serologischen und/oder kulturellen Befund auiviesen und die
danntrotzder Sanierungsmaflinahmenmindestensbis zur fpénden Bestandsuntersuchungim
Bestand verblieben sind. Insgesamt wurden 66 Tiere, daruntéf trockenstehende Tiere, in
diese 12-monatige Untersuchung einbezogen (siehe Anharigbelle 35 ). Diein Tabelle 23
zusammengefassten Ergebnisse zeigen vergleichend die urtkisdlichen mikrobiologischen
undserologischenVerlaufsformenderinfektionderbovineMilchdriisemit P.zopfii.
Beidieser indieser Form erstmalig beim Rind durchgefiihrten kulturellen und serologischen
Langzeituntersuchung zum Nachweis deP. zopfii-Infektion zeigte es sich, dass nur ein
geringer Teil(18 %) derkulturellpositivbefundenenKiiheinde rLagewar,die Infektionzu
tberwinden. Diese Tiere wiesennach 6 und 12 Monaten keinenpositiven kulturellen Befund
mehr auf. Bei 45,4 % dieser Milchkiihe waren allerdings noch spezifische Antikdrper der
IsotypenlgAund IgG 1 gegen P. zopfii imMilchserum nachweisbar. Demgegeniiber wurde
deutlich, dassder iberwiegende Teil (70,5 %) aller infiziert en Rinder persistentinfiziertwar.
Zu den Zeitpunkten aller drei Bestandsuntersuchungen schiederesdie Algen teilweise
hochgradig mit der Milch aus und sie wiesen dabei deutliche s pezifische
Antikdrperkonzentrationen auf. Schlie3lich gab es eine zalenmal3ig kleine Gruppe von 3
Tieren(4,9%),dienacheinempositivenKulturbefundinder 1.Bestandsuntersuchungbeider
2.Bestandsuntersuchungkeinen positivenkulturellen Befund meaufwiesen. ZumZeitpunkt
der 3. Bestandsuntersuchung schieden diese Kiihe jedoch wiederale Algen mit der Milch
aus. Diese Probandenkonntenauch serologischstark posityetestet werden. Vorausgesetzt
es erfolgte keine Reinfektion, so handelte es sich bei diesen Kihen demnach um
intermittierende Erreger-Ausscheider. Beidenjenigen Tiem, welche sich zum Zeitpunkt der
2. Bestandsuntersuchung in der Trockenstehperiode befanden, deutdie Befunde der
folgenden Bestandsuntersuchung ebenfalls auf ein méglichegRistieren der Infektion hin.
Dreivonvier Rindern, welche vor der Trockenstehperiodekulturell positiv getestet werden
konnten, wiesen auchin der erneuten Laktation wieder Algen und spezifische Antikérperin
der Milch auf. Dabeiwar die absolute und relative Erreger zahlin der Milch gegentiber der

erstenUntersuchungdeutlicherhéht.
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Beim vierten Tier waren nach dem Abkalben zwar keine A Igen, wohl aber spezifische
Antikdrperderimmunglobulin-lIsotypenlgAundlgG ;inderMilchnachweisbar.

Bei einem weiteren Milchrind, welches anlafilich der ersten Untersuchung keine Erreger in
der Milchaber einenverdachtigen milchserologischen Beind aufwies, zeigte sich, dass nach
dem Abkalben eine massive Infektion mit sehr hohen Erregerzahlen und einer hohen
Antikdrperantwortvorlag.

Bei der Auswertung der Ergebnisse der Langzeituntersuchung konneaich nachgewiesen
werden, dass 9 Tiere, welche zumUntersuchungszeitpunkt hochgdig Algen tiber die Milch
ausschieden, zu diesem Zeitpunkt keine spezifischen Antikdrpder Immunglobulin-Isotypen
IgA und IgG 1 im Milchserum aufwiesen. In der Folge waren beidiesen Kihen aber stets
spezifische Antikérper nachweisbar. Demgegeniiber war b&D Kiihen bereits einige Monate
vor dem kulturellen Nachweis von P. zopfii in der Milch eine erhdhte Antikorperaktivitat
gegenP. zopfii feststellbar. Schlief3lich wiesen 6 Milchkiihe bei mehreren Untersuchungen
zum Teil sehr hohe Antikdrperaktivitaten von bis zu 40 EU  im Milchserum auf, wahrend
hingegenderkulturelleErregernachweisbeidiesenTierenazkeinemZeitpunktgelang.

Um Vergleiche zwischen der Darmbesiedlung mit P. zopfii zwischen infizierten und
nichtinfizierten Milchrindern ziehen zu kénnen wurde dartberhinaus im Anschlufl? an die
erste Bestandsuntersuchung der Kotvonje 25inderMilchkult urellpositivenund negativen
Kihen mittels Plattenkultur auf Prototheken-lsolations-MBum nach PORE auf das
Vorhandensein vonP. zopfii hin untersucht. Beidieser Untersuchung waren hinsichtich der
Darmbesiedlung mitP. zopfii keinerlei Unterschiede zwischen nichtinfizierten und nfizierten
Individuen feststellbar. Unabhangig vom Infektionsstatus kante bei allen getesteten Kiihen

(100%inbeidenGruppen) P.zopfiiimKotnachgewiesenwerden.
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5 DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit zeigt auf, dass fur die Protothekenmastitis des Rindes eine spezielle,
biochemisch, serologisch und genetisch abgrenzbare Varta 1l der Algenspezies P. zopfii
verantwortlich zu sein scheint. Die Einordnung dieser Variante als Subspezies vonP. zopfii
erscheintderzeitaufgrund der gefundenenbetréachtlichen Uettschiede bereitsangebracht, sie
muf3abernochanhandeinergroRerenAnzahlvonisolataverifiziertwerden.

Die Infektion mit diesem Erreger fuhrt zu einer spezifisc hen systemischen und lokalen
humoralen und zellularen Immunantwort, tGber deren Bestimmugsich die verschiedenen
Infektionsstadien gegeneinander abgrenzen lassen und Uber dime Identifikation von
infizierten Tieren moglichist. Zweiaufdem Ganzzell- Antigender Variante [lvon P. zopfii
basierendeindirekte ELISA-SystemezumNachweisspezifiber AntikbrperderisotypenigA
und IgG1 im Milchserum wiesen fur eine Routinediagnostik ausreichend hohe Sensitivitaten
und Spezifitaten auf. Der Einsatz dieser beiden ELISAs im Rahmen eines
Sanierungsversuchesineiner hochgradig mR. zopfii infizierten Milchviehherde zeigte, dass
beide serologischenTestsystemefirdie Herdendiagnostik derotothekenmastitisdesRindes
geeignet sind. Die besten Ergebnisse sind durch eine Kommation beider serologischer
Testsystemezuerzielen.

Die in der vorliegenden Arbeit entwickelten serologischenTestsysteme stellen die derzeit
einzige Mdglichkeit dar, intermittierende Erregerausscheidetiber eine einmalige
Bestandsuntersuchung zu identifizieren. Dariiber hinaus ist ittels dieser Diagnostika
erstmals auch die Diskriminierung der verschiedenen Klinidcen Stadien madglich.
Schlussendlich ist auch die betrachtliche Ersparnis an eitlichem, finanziellem und
personellem Aufwand hervorzuheben. Eine Verkirzung der Diagrebik von mindestens 48 h
auf 6 h ist als ein Hauptvorteil der Serodiagnostik gegentuber dem bisher allgemein
gebrauchlichenkulturellenNachweisanzusehen.

Die kulturelle und serologische Untersuchung von 66 infizierten Tieren Giber einen Zeitraum
von 12 Monaten hinweg belegte die Vermutung zudem, dass es sidh bei der
Protothekenmastitis des Rindes umeine ihrem Langzeitviuf nach chronisch—persistierende
Infektion der Milchdriise handelt. Die meisten infizierten Kiihe zeigten weder eine restitutio
ad integrum noch eine Beendigung der Infektion und damit der Erregerausscleidung.
Zusammenfassend muld die persistierende Infektion mit forthreitender Atresie des
betroffenen Eutergewebes und permanenter (oder in vielerallen auch intermittierender)

Erregerausscheidung als der typische Verlaufder Protothekemstitis des Rindes angesehen
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werden. VordiesemHintergrund und aufgrund des Fehlens einer éizienten Therapie erweist
sichdiefriihzeitige undsichere Identifikationinfizierter Tiere als Grundvoraussetzungfirdie
Sanierung von endemisch mit P. zopfii infizierten Milchviehbestanden. Die in der
vorliegendenArbeitentwickeltenELISA-Testsysteme eresensichalseine sichere, Zeitund
Kosten sparende Alternative zumbisher gebrauchlichen kulrellen Erregernachweis. Neuist

dabeidieMéglichkeitzurldentifikationvonintermittiere ndenErregerausscheidern.

5.1 Vergleichverschiedenerlsolatevon P.zopfii

Mittels biochemischer, serologischer und genetischer Mboden wurden 18 Isolate von
P.zopfiiausverschiedenenHabitatenvergleichend untersucht. DaglwardasVorkommen
vonBio-, Sero-und Genotypenbei P.zopfii zuuntersuchenund einals Coating-Antigenftr

diagnostischeZweckegeeigneteslsolatzuermitteln.

5.1.1 AuxanographischerVergleich

Unsere auxanographischenUntersuchungenkonntendievonBEEHKE-HELLMESSEN et
al. (1985a) vorgenommene Zuordnung der vom Institut fir Mikrobiologie und Hygiene der
TechnischenUniversitatDresdenbezogenenProtothekisnlatezudendreiVariantenvon P.
zopfiibestatigen. Besonders deutlich waren die Unterschiede déslycerol-Assimilation von
Variante lllimVergleichzu Variantelundll. Dabeiw  arVariantelllimGegensatzzuden
Variantenlund Il nichtinder Lage, diese C-Quellezuve rwerten. Die starkere und zeitlich
eher einsetzende Verwertung von Galaktose durch Isolate dé/ariante | im Vergleich zu
Variante Il war ebenfalls zu bestatigen. Dieses Assinmilationsmerkmal sollte jedoch kritisch
bewertet werden, da die Gefahr subjektiver Fehler bei der Einschatzung der von der
Inkubationszeit abh&ngigen Wachstumsintensitaten wesehtjrof3er ist als die Beurteilung
einer positiven oder negativen Assimilationnacheinexworher definiertenInkubationszeit. Die
bei Variante Il beschriebene ringformige Wachstumszone um d Galaktose-Quelle herum
konnte hingegen nur bei 57 % der Isolate der Variante Il be obachtet werden. Diese
Wachstumszone wird nur von denjenigen Stdmmen gebildet, wiehe eine bestimmte
Galaktose-Konzentration bevorzugen, wahrend beihthererd niedrigeren Konzentrationen
dieses Zuckers keine Vermehrung mehr stattfindet (BLASCHKEHELLMESSEN et al.,
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1985a). Zusammenmitder zeitlichstarkverzdgerten Galaktosverwertungdeutetdiesdarauf
hin, dass die Variante Il von P. zopfii diesen Stoffwechselweg nur in Ausnahmesituationen
wahlt und die hierfur notwendige Enzymausstattung erst situabnsgebunden exprimiert
werdenmul3.

Uber die auxanographischen Befunde konnten samtliche, augvschiedenen Rinderbestanden
Sachsens stammenden Mastitisisolate der Variante llugeordnet werden. Dies stltzt die
Vermutung, dass die Protothekenmastitis des Rindes durch die Vaainte Il von P. zopfii
verursachtwird. Daauchder aus einer humanen Enteropathdisolierte Referenzstamm SAG
263-4 das Assimilationsmuster von Variante 1l zeigt, kann vermutet werden, dass diese
Variante auch fur die seltenen humanmedizinischen Falleeiner P. zopfii-Infektion
verantwortlichseinkdnnte.

Der Vergleich der Referenzstamme SAG 2021 und SAG 263-4 zeigte nur geringflgige
Unterschiede im Assimilationsverhalten. Stamm SAG 263-4vies bei der Assimilation von
Galaktose einen Wachstumszonenring auf, welcher bei SA@021 nicht zu beobachtenwar.
Beide Referenzstdmme konntenauxanographischjedocheindgderVariantellzugeordnet
werden. Referenzstamm SAG 263-8 zeigte hingegen eine C-Quelh-Verwertung vom
Variante IlI-Typ. Der Isolationsort dieses Stammes komte leider retrospektiv nicht in
Erfahrung gebracht werden. In Tierhaltungen wurde diese Vaante jedoch bisher meist aus
Schweinehaltungenisoliert. Die augenfallige Unfahigkeit deStamme RZI11-1, RZIII-2 und
RZII1-3, Glycerol zu assimilieren sowie deren tierartassoziiertes Vorkommen kdnnen somit
als deutliche Indizien fir das Vorkommen einer klarvonden anderenisolatenabgrenzbaren
VariantelllderSpezies P.zopfii gewertetwerden.

Eine Differenzierung zwischen Stammen der Varianten lund Il hingegen ist mittels der
angewandten auxanographischen Methode wesentlich schwgeri Die ph&notypischen
Kriterien, wie die Galaktoseassimilation sowie die Bildung einer ringférmigen
Wachstumszone um die Galaktosequelle herum, sind als alleige Differenzierungsmerkmale
relativ unsicher. Die Untersuchung weiterer biochemisadr Parameter, so die Verwertung
zuséatzlicher Kohlenstoff-, vor allem aber auch Sticksbff-Quellen, muf3 deshalb fur die
weitergehendeCharakterisierungverschiedenerBiotypenv@rzopfiigefordertwerden.
Zusammenfassendkanngesagtwerden, dass mittelsderauxanaghischenUntersuchungdes
Assimilationsveraltens der C-Quellen Glukose, Galaktoseind Glycerol eine eindeutige
Identifizierung von Isolaten der Variante Ill von P. zopfii mdglich ist, wahrend eine
Unterscheidung zwischen Variante | und Variante Il mittels dieser Methode Unsicherheiten

aufweist.
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5.1.2 Biochemische Charakterisierung mittels des Identifik ationssystems
BBL-Crystal ®
Nachdem bereits die Auxanographie starke Indizien fur das Vakommen von
unterschiedlichen Biotypen beiP. zopfii lieferte, wurde diese Hypothese durch die
Bestimmung des AssimilationsverhaltensvoR. zopfii bei50verschiedenenKohlenstoff-und
Stickstoffquellenuntermauert.
Auchdiese biochemische Untersuchung bestétigte dievonBASCHKE-HELLMESSEN und
Mitarbeitern (1985a) vorgenommene Einteilung vonP. zopfii. Die Variante Il zeigte
wiederum ein deutlich von den anderen Isolaten unterscheiddres Assimilationsverhalten. Im
Unterschied zur auxanographischen Untersuchung war Uber digssehr komplexen Test
jedoch zusétzlich auch eine eindeutige Differenzierung zwishen Variante | und 1l mdglich
(Tabelle8, Tabelle32undTabelle33 ).
Die Variantenlund Ilunterschiedensichdabeihauptsachichinihrer Fahigkeit, verschiedene
Aminosauren zu verwerten. So zeigte Variante Il genereleine bessere Nutzung von Valin,
Argininund Tryptophan, wahrenddiese Aminosaurennichtvorallen StammenderVariantel
(RZI-1, RZI-2 und RZI-3) assimiliert werden konnten. Auch b ei der Verwertung von
Glukosid zeigtendie Stamme der Variante I, inklusive aller getesteten Mastitisstamme, eine
wesentlich héhere Verwertungsrate. Als Hauptunterscheidunggrkmal konnte aber die
Nutzung der schwefelhaltigen Aminosdure Lysin festgestelliverden. Alle getesteten
Mastitisstamme, die Variantenstdmme RZII-1 bis 3 sowieder Referenzstamm SAG 263-4
verwertetenLysin, wahrenddie Variantenstimme RZI-1 s 3diese Aminosaure nichtnutzen
konnten. In der besseren Aminosaureverwertung liegt eveanell ein Grund fir die
PathogenitatderVariante II. Mikroorganismen, welche de Fahigkeit besitzen, sichvoneiner
Vielzahlorganischer Stickstoffquellen, so auchvon Amiroséuren, zuerndhren, sind besserin
der Lage, sich in tierischen Geweben zu vermehren als Mikroorganismen ohne diese
Fahigkeit. Dabei spielt die essentielle Aminoséure Lysinals einer der Grundbausteine von
StrukturproteinenwieKollagenundFibrinogeneinelimitierendeRolle.
Interessanterweise konnten die Algen der Variante Il kane der zur Verfligung stehenden
Aminosaurenverwerten, wodurchsie sich zusatzlich zur dligat nicht vorhandenen Glycerol-
AssimilationvondenStammenderVariantenlundlldeutl ichunterscheidenlie3en.Auchder
bereits auxanographisch der Variante Il zugeordnete Refenzstamm SAG 263-8 zeigte ein
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mitder Variante lllidentisches Assimilationsmuster. Somit wareninnerhalbder Gruppealler
getestetenStammederVariantelllbiochemischeUnteschiedenichtfeststellbar.

Die den Varianten | und Il zugeordneten Stamme zeigten ein einheitliches Bild innerhalb
ihrer Variante. Innerhalb der Variante 1l waren jedoc h einige Unterschiede feststellbar. So
kann das Vorkommen von noch mindestens zwei Untergruppen venutet werden, was sich
besonders anhand der heterogenen Nutzungsmuster von Tryptophad Glukosid belegen
laRkt. Die als Coatingantigen gepriften Referenzstamme S2263-4 und SAG 2021 zeigten
ebenfalls Unterschiede in der Verwertung von Tryptophan uml Valin. Der Mastitisstamm
SAG2021kanndieseC-Quellennutzen,wahrenddasDarmisolaBAG 263-4dieseFahigkeit
offenbar nicht besitzt. Somit fand sich einbiochemi sches Kriterium, welchesdenEinsatzvon
SAG2021alsCoatingantigenfirdieELISAsnahelegte.

Zusammenfassend 141t sich folgern, dass sich anhand der gsimilation verschiedener
Kohlenstoff- und Stickstoff-Quellen drei Varianten der Spezies P. zopfii biochemisch sicher
identifizieren lassen. Variante Ill weist hierbeidie deutlichsten Unterschiede zu den Gibrigen
Vertretern der Spezies auf, wahrend innerhalb der Variate 1l noch weitere
Untergruppierungen vermutet werden kdnnen. Angesichts der deuttien Unterschiede im
Assimiationsverhalten sowie des tierart- bzw. krankhésassoziierten Auftretens dieser
Varianten erscheint es nunmehr auch auf der Basis unseneUntersuchungen gerechtfertigt,
kinftig vonverschiedenenBiotypen, denBiotypen1,2und 3, ode rvon P.zopfiivario 1,2

oder3zusprechen.

5.1.3 SerologischerVergleichverschiedenerP.zopfii-Isolate

Fur die Entwicklung und Validierung serologischer Testsystemefir krankheitserregende
Mikroorganismenistdie Kenntnisder Antigenstruktur sowie die Kenntnisder Immunantwort
des infizierten Tieres auf den Erreger unverzichtbar. Des gilt auch fir den Versuch einer
Immunprophylaxe. Diese Informationen lagen im Fall der Protothekenmastitis des Rindes
bisher noch nicht vor. Zur Schaffung einer Datenbasis wurden daher erstmalig die antigenen
Strukturen verschiedener Stamme vonP. zopfii mittels einer Immuno-Blot-Analyse
vergleichend untersucht. Hierbei erwiesen sich sowohl @ Antigenaufarbeitung, die
elektrophoretische AuftrennungdesProteingemischesals duger anschlieRende Transferder
Algenproteine aufeine Nitrozellulose- oder PVDF-Membrarls methodisch sehr aufwendig

und unter praparativen Aspekten problematisch. Griinde hierfisind wahrscheinlich die sehr
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stabile zellulosehaltige Zellwand sowie das Vorkommen va anderen, die Elektrophorese
behinderndenStoffenwieProteoglycanenoderLipoproteine

Die Auswertungder einzelnenimmuno-Blotsbestétigte die shonanhandder Auxanographie
und mittels des kommerziell erhéltlichen Identifikationsgstems BBL-Crystal®
vorgenommene Unterteilung vorP. zopfii inverschiedene Untergruppen. HierbeilieRensich
sowohldie Stamme derauxanographischermittelten Variae |l wieauchdie der Variantelll
klarvonden Stammender Variante Ilabgrenzen. Nebenverschiedenenvariantenspezifischen
Antigenen waren zusatzlich auch speziesspezifische Antige feststellbar. Die
Verwandtschaft der Varianten miteinander wird anhand derbei 33 kDa sichtbaren
gemeinsamen Antigene deutlichAbbildung 2 ). In Abbildung 3 istein weiteresderartiges
gemeinsames Antigen bei 100 kDa dargestellt. Als Erklarung fur die Detektiongemeinsamer
Antigene mit verschiedenen Molekulargewichten bei unterégedlichen Experimenten kann
der Transfer der Proteine aus dem Elektrophorese-Gel auf d¢ Nitrozellulose- oder PVDF-
Membran herangezogen werden. Grol3e Proteine von 100 kDa b@tigen hierflr wesentlich
mehr Zeit als kleinere Proteine von 33 kDa. Der gleichze itige, effektive Transfer beider
Proteingruppen ist daher schwierig, weil kleinere Proteindeilangerer Transferdauer durch
die Membran hindurch wandern und dann letztlich ebenfalls nicht mehr nachweisbar sind.
Andererseits wird die Gesamtmenge an grél3eren Proteinmekilen bei einer kirzeren
Transferzeit nur teilweise auf die Membran transferiet. Aus diesen testimmanenten
Ubertragungsbedingungen kdnnten demnach die beobachteten Wsthiede in der Antigen-
Detektion resultieren. Aus Griinden der Vergleichbarkeit erblgte deshalb die Durchfiihrung
derin Abbildung 2 dargestellten Immuno-Blots unter identischen Bedingungen lso nach
paralleldurchgefuhrtenSDS-PAGEssowiezeitgleichabgevkeltenBlotting-Prozeduren.
Unterschiedliche variantenspezifische Antigene waren allen drei dargesteliten Immuno-
Blots der Abbildung 2 nachweisbar. So zeigte Variante Il mit den drei verw endeten
Hyperimmunseren ein spezifisches Antigen bei 37 kDa. Variate Il von P. zopfii dagegen
wieseinderartigesAntigenbei51kDaauf,wahrendbeiVar iantelaul3erdenallenVarianten
gemeinsamen antigenen Komponenten kein zusétzliches sgiiszhes Antigen zu finden war.
Die beiden Referenzstamme SAG 263-4 und SAG 2021 zeigten ein fast identisches
Antigenmuster, wobeidem StammSAG 263-4 jedochbei32 kDaeinenBandefehlteunddie
Signale von SAG 263-4 trotz gleicher Antigenmenge im Test ge nerellschwacher erschienen
alsjenevonSAG2021.

Da die variantenspezifischen Antigene von allen drei engesetzten Kaninchen-
Hyperimmunseren (Anti-RZI-1, Anti-SAG 263-4 und Anti-RZIII-1) erkanntwerden, handelt
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es sich bei all diesen Komponenten um kreuzreagierende Imranogene. Ursache hierfur
kénnten identische Epitope beiden verschiedenen varianmispezifischen Antigenen sein. Die
biologischeFunktiondieserProteinekanndabeigleichwoldurchausunterschiedlichsein.

Der Vergleich der Mastitisisolate mit Vertretern aller drei Varianten zeigte, dass samtliche
getesteten Mastitisstamme ein der Variante Il entsprdendes Antigenmuster aufwiesen
(Abbildung 3 ). Eine spezifische Bande der Variante Il war in diesem Fallbei 105 kDa zu
erkennen. Die Ursachen kdnnen, wie bereits erwahnt, uterschiedlichen Transferraten der
Proteine zugeschrieben werden. Auffallig ist weiterhin,dass auch innerhalb der Variante Il
serologische Unterschiede auftrate®pbildung 2, Abbildung 3 ). SowieszumBeispielder
Variantenstamm RZII-1 bei 48 kDa ein sehr deutliches Antigen auf. Unter den
Mastitisstammen zeigtendie Stamme DA1und LAl bei60kDaei nzusatzliches spezifisches
Antigen. Somitlassensichdie bereitsanlasslichderbiochemischenUntersuchungvermuteten
UnterschiedeinnerhalbderVariantellvonP.zopfiiauchserologischbeweisen.

Ziel weiterer Untersuchungen sollte eine weitergehende esologische Untersuchung der
Varianten von P. zopfii sein. Hierbei sollten zahlenmalRlig mehr Isolate aus Mastitiden, aus
Tierhaltungen sowie aus der Umwelt untersucht werden. Um iefere Einblicke in die
Epidemiologie der Protothekenmastitis des Rindes zu erhalte solite dabei die Frage nach
dem Vorkommen von Untergruppierungen innerhalb der Variantell sowie deren
mastitisassoziiertesundgeographischesVorkommenimMitpunktstehen.

Die vorliegende Arbeit untermauert somit das Vorkommen unerschiedlicher, serologisch
voneinander klar abgrenzbarer Variantenvo®. zopfii. Dadiese serologischenVarianten mit
den biochemisch determinierten Varianten Ubereinstimmesollte in Zukunft nicht die
Bezeichnung ,Serotyp* sondern Vario" fir diese Untergruppen innerhalb der Spezies
P.zopfii gewahltwerden.

5.1.4 GenetischerVergleichverschiedenerisolatevon P.zopfii

Die endgultige Zuordnung der als Coating-Antigenfur die ELISA-T estsysteme zur Auswahl
stehenden Referenz-, Mastitis- und Variantenstamme effite nach der genetischen Analyse
dieser Isolate. Hierflir wurde die Sequenz der 18S rDNA ermitt elt. Dieser Genomabschnitt
kodiert fir die Proteine der kleinen Untereinheit des Ribosoms. Sie hat bei allen
eukaryotischen Organismen eine Lange von etwa 1800 Basenpaar und ist sehr stark
konserviert. Natlrliche Mutationen dieses Genomabscheis kommen daher nur &ul3erst

selten vor. Durch Ermittlung dieser Gensequenzen ist daher ein Vergleich
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verwandtschaftlicher Verhaltnisse zwischen einzeln8pezies oder Genotypendaher sehrgut
mdglich(DEHOOGetal.,1998;HEPPERLEetal.,1998).

Uber die Sequenzanalyse konnte bewiesen werden, dass tmerheblicher biochemischer
Unterschiede, wie der fehlenden Glycerolassimilation @n Variante lll, alle untersuchten
Stamme eindeutig der Spezied. zopfii zugeordnet werden konnten. Eventuelle Varianten
sind daher zwangslaufig immer innerhalb dieser Spezies anmwiedeln. Aus unseren
Untersuchungen geht aber ebenso eindeutig hervor, dass sittsbesondere die Stamme der
Variante Il genetisch klar von den Varianten | und Il abgren zen lassen. Zwischen diesen
beiden Varianten waren ebenfalls Unterschiede in der Nikleotidsequenz feststellbar,
wenngleichdiese auchwesentlichkleiner ausfielen. Miteiner Homologie von 99,4 % zu den
anderen beiden Varianten muss man Variante Il als eigestandigen Genotyp vonP. zopfii
ansehen. Um diese Aussage auch fur Variante | und Il treff en zu kbnnen, wére die
Untersuchung einer noch grél3eren Anzahl von Isolaten nowendig. Sollten sich die
geringfligigengenetischenUnterschiede jedochauchfirdiesea&nmebestatigen, sowaredie
Einstufungalseigenstandige GenotypenauchbeidiesenVanmenndtig. InjedemFallesollte

in Zukunft bei einer groReren Anzahl von Isolaten die Sequenzanalyse der gesamten 18S
rDNA erfolgen, da hier, falls vorhanden, gravierendere Unterschiede im zweiten Teilstlick
diesesGenomabschnittesgefundenwerdenkdnnten.

In weiterfihrenden Studien sollte zudem die Nutzung der Sequenzuerschiede fir die
Diagnostik und die Speziesidentifikation untersucht werden. & ldentifikation mittels
Sequenzanalyse ist die sicherste, aber zur Zeit mit Abgand auch kostenintensivste Methode
der genetischen Spezieszuordnung. Aufder Grundlage von bekanm8&equenzunterschieden
kénnte eine Zuordnung wesentlich einfacher, schneller undkostenguinstiger erfolgen.
Praktische Mdglichkeiten hierfur waren zum einen die Entwicklung einer spezifischen
diagnostischen PCR, mit Primerkombinationen, welche aufiesen Sequenzunterschieden
beruhen. Eine erfolgreiche Amplifikation wirde dann fur das Vorliegen von P. zopfii,
Variante I, in der Probe sprechen. Eine weitere diagnostische Einsatzmdglichkeit ware die
Spezies- oder Genotypenidentifikation mittels des Restrikins-Fragment-Langen-
Polymorphismus (RFLP). Hierbei werden die unspezifischen PCR-Produkte durch
Restriktionsendonukleasen in unterschiedlich grof3e Teilski#& zerlegt. Diese Teilstlicke
werden dann nach einer Elektrophorese sichtbar gemacht. Wirde eine
Restriktionsendonuklease so gewahlt, dass sie genau an einer fir fante 1l spezifischen

Stelle des Genomes schneidet, so wird nur bei Isolatender Variante Il das entsprechende
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DNA-Fragment sichtbar werden (DLAUCHY etal., 1999; MACHO UART-DUBACH e etal.,
2001).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen zusammergaend den Schlu3 zu, dass drei
tierartspezifische Varianten (Biotypen) vonP. zopfii existieren, welche biochemisch,
serologisch und auch genetisch deutlich voneinander abgrereb sind. Aufgrund der
ausgepragten biochemischen, serologischen und eventuell agsdnetischen Unterschiede
sollte hierbei die Einordnung von Variante Il als Subspezies v on P. zopfii erfolgen. Die
bereits friher anhand von phéanotypischen Studien mittelsGegenstromelektrophorese
(BLASCHKE-HELLMESSEN et al., 1987), Auxanographie (BLASCHKE-HELLMESSEN
et al., 1985a) und der Fourier-Infrarot-Spektroskopie (SCHMALREK et al., 1998)
vorgenommene Einteilung in verschiedene Varianten konnsemit im wesentlichen bestatigt
werden. Die Abgrenzung der Variante Ill gelang dabei bereits damals sehr gut. Eine
Unterscheidung zwischen Variante | und Il beruhte jedoch auf unsicheren Parametern und
war somit nicht praktikabel. Eine klare Unterscheidung dieser zwei Varianten ist nunmehr
mittels derindieser Arbeit entwickelten Serodiagnostik denneueingefiihrtenbiochemischen
Parametern und den ermittelten Unterschieden in der Gersjuenz ebenfalls méglich. Die
gefundenen Charakteristika der einzelnen Varianten belegelas Vorkommen mehrerer
Subspeziesinnerhalb vorP. zopfii, wobeisich Variante Il und Il besonders gut abgrenzen
lassen.

Ein Hauptergebnis dieser Arbeit ist, dass in der Variante Il von  P. zopfii das atiologische
Agens fir die Protothekenmastitis des Rindes gesehen werdekann. Fur den Fall der
Einordnung dieser Variante als Subspezies vorP. zopfii ware die Bezeichnung Prototheca
zopfii subspeciemastitogenesdaher ein geeigneter Nomenklaturvorschlag. Die Bedeutung
dieser Variante fur die seltenen humanmedizinischen Fa@leiner Protothekeninfektion kann
nur vermutet werden, da hierfir eine gré3ere Anzahl humanp#hogener Isolate untersucht
werden miisste. Im Interesse der Klarung der Atiologie der Protothekenmastitis sowie des
Gesundheitlichen Verbraucherschutzes sollte der defingiBeweis fur das Vorkommen der
besagten Bio-, Sero- und Genotypen bzw. der Subspezies durchkine epidemiologische
Untersuchung von Isolaten aus verschiedensten Habitatamd Landern unterschiedlicher
geographischer Lage erbracht werden. Schlie3lich solltéurch eine experimentelle Infektion
vonRindernmitVertreternderdreiVariantenvon P.zopfiidieBedeutungderVariantellbei
der Protothekenmastitis des Rindes geklartund die Erflillung deKoch-Henleschen Postulate

auchfurdieseAlgenspeziesgepruftwerden.
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5.2  LokaleundsystemischelmmunantwortbeiderProtothekenm astitisdesRindes

Die vorliegende Arbeit beschreibt die im Laufe einer na tirlichen Protothekenmastitis
induzierte Immunantwort, wobeiinsbesondere die lokale undsystemische Antikdrperantwort
charakterisiertwerdenkonnte.

Unsere Untersuchungen zeigten, dass akut und chronisch inferte Milchkiihe sowohl im
Milchserum, wie auchimBlutserumeine signifikant hohere Antikdrperantwort aufwiesenals
nichtinfizierte Tiere. Eine klare Diskriminierung zwischen infizierten und nichtinfizierten
MilchkthenistsomitanhandderAntikdrperantwortmaglich.

Es zeigte sich, dass akut infizierte Milchkiihe sowohlloka | (IgG) wie auch systemisch (IgA
und IgG;) im Mittel signifikant héhere spezifische Antikérperakti vitdten aufwiesen als
chronischanProtothekenmastitiserkrankte Tiere. Glehwohlwurde aberdeutlich, dassauch
einigederchronischinfiziertenKiihe einesehrhohel gA-Aktivitdtaufwiesen,unddasszudem
die hochsten Werte (Extremwerte) fur IgA ebenfalls in  diesem Infektionsstadium gemessen
werden konnten. Solche Befunde decken sich mit den auch bevielen anderen chronischen
Infektionskrankheiten gefundenen Verhaltnissen. Im Verlaainer Serokonversionkommtes
zumeist bereits kurz nach dem initialen Anstieg des Immunglobuln M-Spiegels zu einem
Anstieg von Immunglobulin G (und beim Rind auchvon IgG 1). Der AntikGrperspiegel von
IgAimBlutund anDriusenepithelienwiedemdesEuterssteigt ofterstnacheinigerZeitan,
kann dann aber Gber langere Zeit auf hohem Niveau verbleiben (PLAYFAIR, 1995). Aus
diesem Grunde waren im akuten Stadium der Infektion mit P. zopfii eher héhere 1gG;-
Aktivitaten in der Milch zu erwarten, wahrend im Milchs erum chronisch infizierter Tiere
Antikbrper vom Immunglobulinisotyp A dominieren sollten. D iese Annahmenwerden durch
unsere Bestandsuntersuchungen im endemisch infizierten Basd B bestétigt. Hier konnte
eingrofRer TeildermittelsdesIgA-ELISAsnichterkannt en, akutinfiziertenTieredanndoch
uberdenNachweisvonspezifischemligGimMilchserumidentifiziertwerden.

Uber die Analyse der zeitabh&ngigen Induktionder dreiuntersichten Antikérperisotypenwar
jeweils eine signifikante Diskriminierung zwischen nichtnfizierten und chronisch infizierten
Tierenmoglich. Somitwar die Voraussetzung fur die Nutzung di eser ELISA-Systemeinder
Herdendiagnostikgegeben.

Die Untersuchung von IgG im Blutserum zeigte, dass auch nichtinfizierte Tiere eine
Antikdrperaktivitat von bis zu 38 EU aufweisen kdnnen. Dies er Befund (siehe auch
Abbildung 9 , Spur 1 und 2) wird auch durch die inder Immunoblot-Analyse darges tellten
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schwachen unspezifischen Signale unterstrichen und laf3itk durch den haufigen enteralen
Erregerkontakt (im Bestand B bei 100 % der untersuchten Kiihe) erklaren. Letztlich kann
auch eine Kreuzantigenitat mit Futterbestandteilen niclaiusgeschlossen werden. Gleichzeitig
wurde aber deutlich, dass sich infolge einer Infektion der bovinen Milchdrise mit P. zopfii
obligat eine spezifische lokale Antikbrperantwort basieznd auf den Immunglobulin-lsotypen
AundG ;ausbildet. Dieswirddurchdiefurbeide Isotypenermittelt ensehrniedrigenCutoff-
Werte vonjeweils 1 EU unterstrichen. ZudemlieRendie B efunde der Immuno-Blot-Analyse
im Milchserum einer kulturell und klinisch  Protothecanegativen Milchkuh keinerlei
unspezifische Signale erkennen. Wie letztlich auch die Ausvertung und Validierung der
ELISAszeigte,istsomitinsbesonderederNachweisvorigAundlgG ;imMilchserumfirdie
Identifikationvon P.zopfii-infiziertenTierengeeignet.

Nicht so eindeutige Verhaltnisse liegen bei ehemals infzierten Milchkiihen mit klinischen
Zeichen einer chronischen Mastitis, aber zum Untersugungszeitpunkt negativen
Kulturbefund vor. Wahrend die systemische IgG-Antwort diese Tiere der Antikdrper-
Antwort nichtinfizierter Individuen entspricht, weisen 50 % (IgA) und 39 % (IgG ;) dieser
chronisch infizierten, zum Untersuchungszeitpunkt aber kultefl negativen Kiihe eine meist
signifikant Gber dem Grenzwert liegende Antikérperaktivitat im Milchserum auf. Eine
Interpretationdieser Befundewéarederzeitreinspekulatijadertatséachliche Infektionsstatus
dieser Tiere nur anhand von Langzeitstudien (intermittierendes Awscheidertum) oder von
Post mortemUntersuchungen (kulturelle Untersuchung von Milchdrisen- und
Euterlymphknotengewebe sowie pathohistologischer Nachwaeigittels PAS-Farbung)
feststellbar ware. Bei solchen Tieren kénnte es sichum intermittierende Erregerausscheider
handeln, welche - wie in Bestand B gezeigt und von (SCHIC K und KUTZER, 1982)
beschrieben-beiderbovinenProtothekenmastitisirgehaufter Anzahlvorkommen. Wieauch
beivielenanderenpersistierenden, bakteriellen, virah oder pilzbedingtenInfektionenmisste
insbesondere die spezifische IgA-Konzentration bei soten Tieren Uber einen langeren
Zeitraum auf erh6htem Niveau verbleiben (GRONBERG et d., 1989; HEESEMANN und
KARCH, 2001; LARSEN et al., 2001). Bei Tieren ohne erhdhte spezifische
Antikorperaktivitat konnte es sich in diesem Falle um Reko nvaleszenten handeln, welche
immunologisch in der Lage waren, die Infektion zu beenden ( PLAYFAIR, 1995). Eine
weitere Erklarungsmaoglichkeitist, dass auch Kithe mit einererhéhten Antikorperaktivitat die
Infektion zwar bereits Gberwunden haben, spezifische Amkorper jedoch noch nachweisbar
sind.
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Letzterer Befund ist insbesondere diagnostisch bei der Idetifizierung von persistent
infizierten, intermittierend die Erreger ausscheidenden Nthkiihen interessant. Zur Klarung
dieses Sachverhaltes mussten weiterfihrende Studien mikgerimentell infizierten Tieren
sowie Langzeitstudien in endemisch infizierten Milchvidhbestanden durchgefiihrt werden.
Besonderes Augenmerk solite dabeiauchaufdenInfektionsstas und die AntikGrperantwort

trockenstehenderundfrischabgekalbterKiihegelegtwerden.

Anlasslich der Untersuchung der Ilokalen zellularen Immunantvort bei der
Protothekenmastitis des Rindes fanden sich signifikante bterschiede der lokalen zellularen
Erregerabwehr zwischen den einzelnen Infektionsstadigbleichzeitig korrelierte auch die
lokale zelluldare Immunantwort unterschiedlich stark mit de systemischen und lokalen
Antikdrperantwort.

Der Vergleich der Gesamtzahl der in der Milch enthaltenen somatischen Zellen von
Milchkiihen mit akutem und chronischem Infektionsstadium mit nichtinfizierten Tieren
machte deutlich, dass sowohl zwischen akut infizierten urd chronisch infizierten Tieren wie
auch zwischen infizierten und nichtinfizierten Kiihen erhebliche Unterschiede vorliegen.
Anhand dieser Befunde war auch eine Unterscheidung zwischemfizierten Tieren und
nichtinfizierten Tieren maoglich. Dies eroffnet in Zukunft die Madoglichkeit, eine
Zellzahlbestimmung der Milchen von Problembestanden durebfiihren, um bereits vor einer
serologischen oder mikrobiologischen Untersuchung Hinweiseif das Vorliegen einer
ProtothekeninfektionbeibestimmtenTierenzuerlangen.

Ehemals infizierte, zum Untersuchungszeitpunkt kulturell negate Kihe unterschieden sich
hinsichtlichdes Gehaltes an somatischen Zellen nictvonden eutergesunden, nichtinfizierten
Milchkuhen. Eine Erklarung hierfaristim Fehlen des errege rbedingten Immigrationsstimulus
fur das Einwandernder Entziindungszellen in die Milch zu suchen. Auch die Persistenz von
Algenzellenin den Makrophagen mit der zeitgleich auftreterden Abkapselung der Algenim
Eutergewebe fihrt dazu, dass insbesondere die zellulare Infkgionsabwehr bei der
Eliminierung der Erreger wirkungslos bleibt. Da zudem durch die ausbleibende Lyse der
Erreger im Phagolysosomwahrscheinlich keine oder nur eie schwache Antigenprésentation
ander Makrophagenoberflache erfolgt, fiihrt dieszum Ausbldben einer effektivenhumoralen
undzellularenimmunitat(PLAYFAIR,1995).

Die Auswertung der Untersuchung des Gehaltes der Milch an somaischen Zellen machte
deutlich, dass zwischen der lokalen Antikdrperantwort und den¥ellgehalt der Milch eine
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starke Korrelation besteht, wahrend dieser Zusammenhartgim Verhaltnis des Zellgehaltes
derMilchzursystemischenAntikérperantwortwesentlicechwacherausgepragtist.

Die FraktiondersomatischenZelleninderMilchsetzt sichnebenabgestol3enenEpithelzellen
des milchableitenden Gangsystems hauptséchlich aus Lymplten, neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen zusammen (RIOLLET et al., 2000; $HMALTZ et al.,
1996). Bei einem grof3en Teil der Lymphozyten handelt es sich dabei um Plasmazellen,
welche aktivspezifische Antikorper indie Milchabgeben (NICKERSON, 1985; SORDILLO
etal.,1990; WATSON, 1987). Ein Anstieg der Zahlsomatischer Zellengehtdemnachdirekt
mit einem Anstieg der in der Milch enthaltenen Antikérpe r einher, wodurch die gute
Korrelation dieser Parameter erklarbar wird. Dem gegenibekorreliert die systemische
Antikdrperantwort gegen die Algen nur gering mit der Zahl der in der Milch enthaltenen
Entziindungszellen. DieserBefundwarzuerwarten, dadievorenPlasmazellenindie Milch
abgegebenenspezifischenAntikdrperderlsotypenigAundig@mBlutserumnichtodernur
in sehr geringen Mengen zu finden sind. Des weiteren ist die absolute Zahl zirkulierender
Entziindungszellen, wie Makrophagen und Lymphozyten, welche awer Milch und dem
Eutergewebe wieder ins Kreislaufsystem zurtiickwandern (dasgenannte ,homing*), gering.
Solche Zellen kdonnten dann allerdings durch Antigenprasentn oder als B- und T-
Gedachtniszelle eine systemische Antikorperantwort indezen (PLAYFAIR, 1995). Die
doch geringe Korrelation zwischen der Zahl der in der Mil ch enthaltenen Erreger und der
lokalenund systemischenAntikorperantwortlaf3tsichdanierklaren,dassdie Zahlderinder
Milch zu findenden Erreger aufgrund der Persistenz- und Abkapsalngsvorgédnge im
EutergewebenichtdietatsachlicheErregerzahlimEutereprasentiert.

5.3  EntwicklungundValidierungderELISA-Systeme

5.3.1 EntwicklungvonindirektenELISA-Testsystemen

Furdie CharakterisierungderinduziertenlokalenundsystemishenAntikérperantwortbeider
Protothekenmastitis des Rindes konnte einserologischéterden-und Einzeltierdiagnostikum
entwickeltwerden.

Im Vorfeld war es naturlich unerla3lich, eine Entscheidung Uber den Typ des zu
entwickelnden ELISAs zu treffen. Die Wahl fiel hierbei auf ein indirektes ELISA-System.

Dies basiert aufder Bindung der Algenantigene an eine solide Oberflache mit nachfolgender
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Detektion Uber Probandenseren. Der Vorteil gegeniber dema&dwich-ELISA liegt in der
Einfachheit des Systems und im Verzicht auf die spezifischen ,Fang“-Antikdrper, welche in
der Regel erst infolge eines Tierversuches gewonnen werdekénnen. Durch Einsatz dieser
~Fang“-Antikdrper weisen Sandwich-ELISAs gegentber indirekteELISA-Systemen jedoch
eine hohere Spezifitdt auf (JOHNSTONE und THORPE, 1987; KEMENY, 1994). Die
Validierung der entwickelten Diagnostiksysteme im chronideinfizierten Testbestand B liel3
aber den Schluss zu, dass auch der indirekte ELISA zum Nachweis der Immunglobuline A
undGiimMilchserummitSpezifitdtenvonrund95Prozentausrei chendspezifischseinkann.
Der Vergleich verschiedener ELISA-Plattentypen, vers@dener Antigenpraparationen und
unterschiedlicher Antigenkonzentrationen zeigte, dass d&ir den Untersuchungszweck am
besten geeignete Test ein auf hydrophilen Mikrotiterplatta des Typs Maxisorp® (Fa. Nunc,
Roskilde, Danenmark) und einem Vollzellantigen vonP. zopfii in der Antigenkonzentration
von 1x10 ” Zellen/ml basierender indirekter isotypspezifischer ELIS ist. Dariiber hinaus
erwies sich die Blockierung unspezifischer Bindungen mittels Geléine als vorteilhaft. Die
Einhaltung dieser testimmanenten Parameter erwies siabich schon in anderen, auf einem
indirekten ELISA basierenden serologischen Testsystemals zielfihrend (JARK, 1996;
RAZA, 1998). BeiMikroorganismen, welche der Phagozytose enen erheblichen Widerstand
entgegenstellen und die, wieP. zopfii, im Gewebe und dartber hinaus auch intrazellular
persistieren kdnnen, findet entweder in der Giberwiegenden &hl der Falle die mal3gebliche
Prasentation der Antigene an der Erregeroberflache stiatoder es handelt sich bei den
Antigenen um Stoffwechselprodukte und sezernierte Toxine. B Immuno-Blot-Analyse
verschiedener Antigenpraparationen zeigte dann auch, dadieavesentlichen immunogenen
Komponenten bereits beieiner Suspendierung der Erreger inlestilliertemWasser oder nach
Gefrierbehandlung freigesetzt werden. Dies lal3t darauf scleR3en, dass es sich dabei zum
groRen Teil um I6sliche, relativ lose an die Zelloberf lache gebundene Oberflachenantigene
handelt. Uber eventuell vorkommende sezernierte Toxinend Stoffwechselprodukte liegen
im Falle von P. zopfii keinerlei Erkenntnisse vor. Vor diesem Hintergrund stellt die
VerwendungdesVollzellantigenesvorP. zopfiidie Methode derWahlzur Entwicklungeines
sensitiven ELISAs dar. Durch die beiindirekten ELISA-Sy stemen Ubliche Blockierung der
unspezifischen Bindungen mit Gelatine gelang auch die Etab#irung eines genigend
spezifischen Diagnostikums. Die als optimal ermittelte Antigenkonzentration von 1x10
Algenzellen/mlist als diejenige Konzentration anzuseheg beider alle freien Bindungsstellen
der Oberflache der verwendeten Mikrotiterplatten abgeséadt sind und das Antigen im

UberschuBvorliegt.
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Wie der Vergleich der zwei P. zopfii-Referenzstamme SAG 263-4 und SAG 2021 in den
ELISA-Systemen zeigte, ist das Mastitisisolat SAG 2021 offenbar in der Lage, spezifische
Antikdrper vonanProtothekenmastitis erkrankten Rindermithéherer Affinitat und Aviditat
zu binden, als dies bei dem humanen Isolat SAG 263-4 der Fall ist. Die be reits bei der
Speziesdifferenzierung aufgezeigten serologischen Untersdhiinnerhalb der Variante Il
konnten somit auch im ELISA bestatigt werden. Aufgrund all dieser Befunde wurde
schlie3lichderStammSAG2021alsuniversellesELISA-Antigeneingesetzt.

Die Untersuchung zu serologischen Kreuzreaktionen vorP. zopfii, Variante II, und
Cryptococcus neoformangmit spezifischen Kaninchen-Hyperimmunseren zeigte, dass
zwischen dem Antigen von P. zopfii SAG 2021 und dem Anti- Cryptococcus neoformans
Hyperimmunserumkeinerlei Kreuzreaktivitat besteht. Pringell erwies sich die Auswahldes
fir diese Untersuchung heranzuziehenden Mastitiserregers akchwierig, da die Gattung
Protothecaals Vertreter der Griinalgen phylogenetisch sehr weit ertfernt von allen anderen
Mastitiserregernangesiedeltistunddahergenerelleherocheine Kreuzreaktivitat mit Futter-
(Pflanzen)-Bestandteilen zu erwarten war. Aufgrund von Anlichkeiten im Zellwandaufbau,
inderKlinikundinderPathogenesewurdedaherletztendlich C.neoformansilsVertreterder
SproR3pilze (Hefen) fur diese Spezifitatsprifung ausgewahlt. Weergehende diesbezlgliche
Untersuchungen missten anhand von spezifischen Hyperimmuresegegen andere typische
Mastitiserregererfolgen, woraufinAnbetrachtderhierfirnotwendigenTierversucheunddem
geringen Erkenntnisfortschritt der dann zu generierenden RQan in der vorliegenden Arbeit
jedoch verzichtet wurde. Gestarkt wurde diese Entscheidung duhodie Befunde eines sehr
niedrigen Schwellenwertes fiir ein positives Testergebnswie durch die sehr geringe Zahl
falsch-positiver Reaktionen. Dies deutet darauf hin, dassgenerell auch mit anderen

MastitiserregernnureinegeringeodergarkeineKreuzantigeitatbesteht.

5.3.2 BewertungderentwickeltenELISA-Testsysteme

Fur den Einsatz eines diagnostischen Testsystems ist esnerla3lich, zuerst die
Reproduzierbarkeitunddie Empfindlichkeitdes Testeszuermitéln,umdann Schwellenwerte
festzulegenzukdnnen,abdeneneinTieralspositivgetedetgilt.
Die gute Reproduzierbarkeit unserer Testsysteme konnte durdbrmittlung der Intra-Assay-
und der Inter-Assay-Variationen fir alle drei Antikbrper-1sotypen gezeigt werden. Beide
Testsysteme, die der Bestimmung der lokalen Antikorper der Isdypen IgA und IgG 1 im
Milchserum dienten, wiesen dabei eine wesentlich geringer Intra-Assay- und Inter-Assay-
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Variationauf, alsdiesbeimELISAzurBestimmungvonspe zifischemlgGimSerumderFall
war. Die Grinde hierfur sindauf3erinsystematischenundindividuellenFehlerquellenauchin
der Antikdrperantwort selbst zu suchen. Wie ausAbbildung8 und Abbildung 9 ersichtlich
ist, sindauchimBlutserumnichtinfizierter Rinder Anti kdrper, welche mitden Antigenenvon
P. zopfii reagieren kdnnen, vorhanden. In den Milchseren ist dies hingegen dfensichtlich
nicht der Fall. Die Frage, obessichbeidiesen Befunde numdurch denhaufig auftretenden
enteralen Erregerkontakt induzierte spezifische Antikdrperhandelt, oder aber um
kreuzreagierende Antikorper, welche urspringlich gegen andere Agene (andere
Krankheitserregeroder Futterbestandteile) gebildetwordemd, kannhier nichtabschlieRend
beantwortetwerden.

Zur Ermittlung der Schwellenwerte fiir ein positives Testergebnis wurde ein fir die
Evaluierung von ELISA-Systemen gebrauchliches Verfahregewahlt (JARK, 1996). Durch
Addition des dreifachen Wertes der Standardabweichung der Aikorperaktivitaten aller
kulturell und klinisch negativen Tiere mit dem Mittelwert di eses Parameters wird
gewahrleistet, dass auf diesem Schwellwert basierende $tsysteme eine hohe Spezifitat
aufweisen. Die Auswertungder fiir die einzelnen Isotypenvorliegenden Ergebnisse erbrachte
Cutoff-Wertevon38 EU fiirden ELISA zur DetektionvonigG ~ imBlutserumsowie jeweils
1,0 EU fur den Nachweis von IgAund IgG 1 im Milchserum. Hier wird nochmals deutlich,
dassbeimNachweisvonlgGimSerumvonklinischgesunden undkulturellnegativenTieren
eine erhdhte unspezifische Antikdrperaktivitat zu verzelmenist, die sichdannindemhohen
Cutoff-Wertvon38EUmanifestiert.

MittelsderberechnetenSchwellenwerte konntedanndiBestimmungder Sensitivitatundder
Spezifitat erfolgen. Hierbei zeigte es sich, dass der ELISA zum Nachweis von IgG im
Blutserumaufgrund des hohen Cutoff-Wertes eine Spezifitdt wn 100 Prozent aufweist, und
dass dieser Test somit praktisch keine falsch-positiven Tere identifiziert. Mit 94,4 % und
96,3 % wiesen jedoch auch die beiden auf Milchserumantikdrpernbasierenden ELISA-
Systeme eine fur Praxiszwecke ausreichend hohe Spezifitauf. Der offensichtliche Vorteil
der letztgenannten Diagnostika besteht aber in den weselich htheren Sensitivitdten von
96,3%(IgA)und92,6%(lgG 1)gegenlber81,5%beimNachweisvonspezifischemlgGim
Blutserum. Bei Bestandssanierungen von endemisch auftretiam, meist chronischen
Infektionskrankheiten, wie der Protothekenmastitis, ishber besonders eine hohe Sensitivitat
zurErkennungallerinfiziertenMilchkiihevonvorrangigerB edeutung.
Mit81,5%liegtdiefurdenlgG-ELISAmitBlutserumermittel  te SensitivitatindemBereich,
wie sie auch BLASCHKE-HELLMESSEN (1987) bei der von ihr e ntwickelten
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Gegenstromelektrophorese aufweisen konnte. Somit erwiesehbeide Testsysteme beider
Diagnostik spezifischer AntiProtothecaAntikbrperimBlutserumals gleich sensitiv. Dervon
JENSENetal. (1998) entwickelte ELISAzurDiagnostikvons pezifischemlgGimBlutserum
ist dagegen nicht annahernd so sensitiv wie das in dieserArbeit entwickelte Testsystem.
Mittels jenes Testes konnten die Autoren zwischen infizierten und nichtinfizierten Tieren
keinesignifikantenUnterschiedefeststellen.

Zusammenfassend kann gefolgert werden, dass die in der voigenden Arbeit vorgestellten
ELISA-Systeme eine flr Praxiszwecke ausreichend hohe Sp#itat und Sensitivitat
aufweisen. Hierbei erwiesen sich die Nachweise von IgAund IgG ; im Milchserum als die
Diagnostika mit der grof3ten Sensitivitat, und sie sollten deshalb bevorzugt fir

Bestandssanierungeneingesetztwerden.

5.3.3 ValidierungderELISA-Systeme

Diagnostische Testsysteme fuir den Einsatz in der Praxismiissenvor ihrer flichendeckenden
Einfihrung ausreichend validiert werden. Hierzu werden sie gaerellunter Feldbedingungen
an Proben von naturlich infizierten oder erkrankten Peisonen oder Tieren durchgefiihrt und
dann mit etablierten Testsystemen sowie den bei der Enwicklung des Testes ermittelten
Sensitivitaten und Spezifitaten verglichen. Da fur die Diagnostik der Protothekenmastitis
bisher lediglich der kulturelle Erregernachweis mittels Pattenkultur als anerkanntes
Verfahren zur Verfigung stand, wurde diese Methode dann auch a Vergleichsstandard
(,Goldstandard®) fur die Validierung gewabhit. Die Untersuchungen erfolgtenanMilchkiihen
des hochgradig endemisch von Protothekenmastitis betraofien Bestandes B. Hier solite
zudem versucht werden, durch eine Kombination von serologicher und kultureller
Diagnostik eine Sanierung dieses hochgradig infizierten Mghviehbestandes einzuleiten.
Daruber hinaus dienten die Befunde aus der dreimaligen Unterschung dieses Bestandesim
Abstand von jeweils sechs Monaten der Gewinnung neuer EKRenntnisse zum
Infektionsverhalten von Prototheken, insbesondere der éfden-Inzidenz und dem
AusscheidertumbeidieserAlgeninfektion.

Aufgrund des Befundes, dass beide, zur Diagnostik spezifischer Atikdrper im Milchserum
entwickelten ELISAs anndhernd gleiche Sensitivitaten whSpezifitaten aufwiesen, und dass
dariiber hinaus auch absolut gro3ere Antikorpergehalte an IgAzu erwarten waren
(Milchserumverdinnungen fiirdenlgA-Nachweis 1:100, fir IgG dagegen 1:50), sollte auch
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bei diesen Bestandsuntersuchungen urspringlich der NachweisvAnti- ProtothecalgAim
Milchserum erprobt werden. AnlaR3lich der ersten Bestandmtersuchung, besonders aber bei
der Untersuchung der nachdem Abkalbenfrisch zur Herde hinzukommendenTiere zeigte es
sich jedoch, dass einige wenige Tiere die Erreger in groRen Mengen mit der Milch
ausschieden, gleichwohl aber Gber den Nachweis von speziithem IgA nicht sicher
identifiziert werden konnten. Die sichere Identifizierurg gelang hingegen dann tber den
Nachweis von spezifischem IgG. Bei einem Grol3teil dieser Tiere durfte es sichumfri sch
infizierte Kiihe handeln oder aber um solche Milchkiihe, bei de nen die Infektion mit der
neuen Laktation wieder aufflammte. Da es, wie anlailichder Untersuchung zur lokalen
Antikdrperantwortgezeigt, beisolchenTierenerstzuenemzeitlichverzégertenlgA-Anstieg
kommt, ist der negative serologische Befund bei diesen Probanden kklarbar. Diese Tiere
zeigen aber schon zu einem frihen Zeitpunkt der Infektion eine erhéhte 1gG;-Aktivitat,
wodurchsiedannmittelsdesigGi-ELISAmeistidentifizierbarsind. UmauchsolcheKihe in
der Bestandsuntersuchung serologisch sicher identifizierezu kénnen, wurden deshalb
samtliche TieredesBestandeswahrendderzweitenunddedrittenBestandsuntersuchungauf
spezifischeslgAundlgG;hinuntersucht.

Auf dieser Basis konnte festgestellt werden, dass der ELISA zum N achweis von IgA im
Milchserum bei der ersten Bestandsuntersuchung mit einer &nsitivitat von 98 % und einer
Spezifitdt von 90,5 % annéhernd die Kenndaten aufwies, wie sie auch beider Entwicklung
desTestesimBestandAermitteltwerdenkonnten(Tabelle22 ).InderzweitenUntersuchung
wiesen jedoch sowohl der IgA-ELISA als auch der IgG 1-ELISA eine deutlich niedrigere
Sensitivitat auf. Beider dritten Bestandsuntersuchung lagetie Kenndatendann aberwieder
deutlich hoher. Die Ursachen hierfur sind wahrscheinlity multikausal. Einerseits kann der
sehr niedrige Cutoff-Wert von jeweils 1 EU bei Schwankungen der Versuchsbedingungen
dazu fuhren, dass infizierte Tiere mit sehr niedriger Antikdrperantwort mittels des Testes
nicht erkannt werden. Eine weitere mogliche Ursache kdmte auch sein, dass aufgrund der
teilweisen Merzung einiger der in der ersten Untersuchung paitiv identifizierten Tiere, zum
Zeitpunkt der zweiten Untersuchung der Anteil frisch infizi erter Milchkiihe, bei denen
insbesondere der Nachweis von IgA im Milchserum eine diagnostische Liicke aufweist,
deutlich hoher lag als in der ersten Bestandsuntersuchung. B bei der dritten
Bestandsuntersuchung die Zahlder neuinfizierten Tiere deuithgesunkenwar (die Inzidenz
erniedrigte sich um mehr als die Halfte) wiesen beide EL ISAs rechnerisch wieder eine
deutlichhdhere Sensitivitat und Spezifitat auf. Esmuf3 aberauchbertcksichtigtwerden, dass
bei denjenigen Tieren, die nur sehr wenige Erreger in der Milch aufwiesen, eventuell eine
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KontaminationderMilchprobe mit Faecesvorliegenkdnne, daderKotsamtlichergestesteter
Kihe Protothecapositiv war. Trifft diese Annahme zu, wirden die einzeln en ELISAs
tatsachlich eine hohere Sensitivitat aufweisen, da jdur ihre Berechnung die kulturelle
Untersuchung als Goldstandard verwendet worden ist. Bei zukUtifjen Untersuchungen ist
deshalb im Zweifelsfalle die wiederholte kulturelle Untersuchung einer zweiten, steril
entnommenenMilchproberatsam.

Im Verlauf aller drei Untersuchungszyklen konnte festgestdi werden, dass die Zahl der
Tiere, welche serologisch deutlich positiv getestet werde konnten, beidenen aber kulturell
keine Erreger nachweisbarwaren (falsch-positivgetedjedeutlichhéherwaralsdie Zahlder
Tiere, dieeinenkulturellenErregernachweis aufwiesen, @iserologischaber nichtidentifiziert
werdenkonnten (falsch-negativ getestefjébelle 18 ). AnlaRlich der zweiten und der dritten
Untersuchung wiesendiese falsch-positiven Tiere sogargiifikant erhdhte IgA-sowie IgG ;-
Aktivitaten auf. Da bei der Langzeitbeobachtung von 66 infizi erten Kiilhen der Anteil der
intermittierenden und der persistierenden Erreger-Ausscheidei etwa 75 % lag, muf3
vermutet werden, dass es sich bei einem grof3en Teil dieser falsch-positiven Milchkiihe
tatsachlichumkorrektidentifizierte, intermittierendeErreger-Ausscheider handelt. Beidiesen
Individuen erwiesen sich demnach die eingesetzten ELISAy&teme dem kulturellen
Erregernachweis als uberlegen. Da die Zahl falsch-positer Kiihe teilweise betrachtlich
groRer ist als die Zahl der falsch-negativen Tiere, lie gt die Vermutung nahe, daf3 die
tatsachliche Sensitivitdt der gepriften ELISA-Testsystee Uber der des kulturellen
Erregernachweises liegt. Eine abschlieRende Antwort adfese Frage ware aber erst nach
einer kontrollierten experimentellen Infektionen von Michkihen mdglich. Ein zweiter
Losungsansatz waren Untersuchungen, beidenensowohldie kutelle Erregerisolierungwie
auch der serologische Erregernachweis aus der Milch mit énem anderen sicheren
Goldstandard, wie der Kombination von Pathohistologie undkulturellem oder genetischem
(PCR)ErregernachweisausdemEutergewebeverglichenwertalifite.

Dessen ungeachtet a3t sich zusammenfassen, dass dietsirste Methode zur Identifikation
P. zopfii-infizierter Tiereinder Kombinationvonserologisch erundkultureller Untersuchung
besteht. Die serologische Untersuchung weist in der Frihpase der Infektion und die
kulturelle Untersuchung bei intermittierenden Erreger-Ausseldern diagnostische
Unsicherheiten auf. Unsere Ergebnisse deuten jedoch darahin, dafl3 aber bereits die
serologische Untersuchung fur sich allein genommen zu eineSensitivitatssteigerung beider

IdentifikationinfizierterTierefiihrt.
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Die Nutzung eines gereinigten und/oder gentechnisch in einenanderen System (z.B.
Echerischia coli) exprimierten Antigens als Coating-Antigen fur die ELISA s kdnnte in
Zukunftzu einerweiterendeutlichen Sensitivitatssteigerugfiihren. Dannwareninsbesondere
die frisch infizierten Tiere sicherer zu identifiziere n. Gelange dies, dann wére der alleinige
Einsatz einer Kombination aus serologischem Nachweison spezifischem Anti-Prototheca
IgAund-IgG ;imMilchserumder sicherste Weg, eine P.zopfii-InfektionimHerdenmal3stab
zudiagnostizieren.

Dieindieser Arbeit entwickelten ELISA-Systeme ermdéglichen dartiber hinaus eine deutliche
Reduktion des zeitlichen und nach einer Automatisierung auchdes personellen und
finanziellen Aufwandes beider Diagnostik der bovinen Protothekenmastitis. So ist es mittels
der entwickelten ELISAs mdglich, Milchkiihe innerhalb von etwa 6 h serologisch auf eine
Infektion mit P. zopfii hin zu untersuchen, wahrend tber den kulturellen Nachweis mittels

PlattenkultureineDiagnoseerstnach48bis72hgestelltw erdenkann.

5.4 ZumVerlaufderProtothekenmastitisdesRindesimBes tand

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine serologistie und kulturelle
LangzeitbeobachtungderProtothekenmastitisdesRindeslterdenmal3stabdurchgefihrt.Es
gelang, das Erregerausscheidertum/-Tragertum als einen molgéa Verlauf der
Protothekenmastitiszucharakterisieren.

Die pragnantesten Resultate dieser Untersuchung sind wohhider unerwartet hohen
Pravalenz und Inzidenz der Infektion in einem endemisch infizierten Bestand sowie im
aul3erordentlichhohenProzentsatzpersistentinfizierfierezusehen.

Mit 20,5 % kulturell oder 25,5 % serologisch positiver Tiere in  der zweiten
Bestandsuntersuchung wies der untersuchte Milchviehbestanddig hdchsten, je in der
Literatur beschriebenen Pravalenzen auf (COSTA et a/1996; GORR, 1982; SCHUSTER
undSCHUSTER, 1982). Eine Neuinfektionsratemiteinerinzidenzvon9,7% (kulturell)oder
12,8 % (fur die serologische Untersuchung) Uiber einem Zeitraum von sechdMonaten ist
ebenfalls bemerkenswert hoch. Diese Befunde belegen satrdie Schwere und das Ausmal3
des vorliegenden endemischen Infektionsgeschehens. Siesea aber auch darauf hin, dass
P. zopfii eine grolRere Kontagiositdt und Pathogenitat besitzt, & bisher allgemein
angenommen. Trotz des gewissenhaften Einsatzes von ioaltigen Zitzendippmitteln, der

strengen Separation infizierter Individuen und sogar trotzdes Einbaues eines modernen
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Fischgraten-Melkstandes im Anschlul3 an die zweite Herdenuntguchung, gelang es nicht,
weitere Neuinfektionen von Milchkiihenim Bestand zu verhindern. Die hohen Inzidenzraten
von 9,7 % (serologisch 12,8 %) anlaRlich der zweiten Herdenuntersuchung und von 4,4 %
(serologisch 8,0 %) bei der dritten Herdenuntersuchung legen die¢/ermutung nahe, dass
bisher noch nicht bekannte Einflussfaktoren auf3erhalb deeigentlichen allgemeinen
Melkhygiene beidieser Infektion eine Rolle spielenkdnnten. Tatsachlichkdnnte die Variante
Il von P. zopfii eine hohere Kontagiositdt und Pathogenitat aufweisen, l& bisher
angenommen. Die Mehrzahl der experimentellen Infektiongrsuche, auf denen die
allgemeine Vermutung einer sehr geringen Pathogenitat bertjherfolgte mit P. zopfii-
Stammen, welche nicht aus Rindermastitidenisoliert woden waren (DE CAMARGO et al.,
1980; HORIUCHI et al., 1991; SCHIEFER und GEDEK, 1968; SCHONBORN und
SEFFNER, 1977). Wurden hingegen Mastitisisolate eingesetawar in der Regel auch mit
relativ geringen Erregerzahlen eine klinische Mastitisinduzierbar (BERGMANN, 1993b;
JENSENundAALBAEK,1994;LERCHE,1952;MCDONALDetal.,1984b). DieVariante
[Ivon P. zopfii weist gegeniiber den Varianten | und Ill eine h6here Resi stenz gegeniber
Umweltfaktoren wie Austrocknung, pH-Wert und Salzgehalt auf (BLASCHKE-
HELLMESSEN et al., 1985a). Demzufolge ist die Tenazitat die ser Variante erhéht. Dader
Kot samtlicher untersuchter Tiere kulturell Protothecapositiv war, ist ein betrachtlicher
Infektionsdruck in diesem Bestand wahrscheinlich. Dies kénte dann méglicherweise auch
infolge anderer pradisponierender Faktoren zu einer Infektiofuhren. Zur Klarung der Frage
nach Unterschieden hinsichtlich Kontagiositat und Pathgenitéat zwischen den verschiedenen
Varianten missten verschiedene Varianten vonP. zopfii in einer vergleichenden
experimentelleninfektionsstudiemitMilchrinderngepruftwerden.

Alsweiterer, bisher weitestgehend unbeachteter Aspekkommt auch einzusétzlicher, bisher
unbekannter Infektionsweg als Ursache fir das starke endesthe Infektionsgeschehen in
Frage. Zwar gilt die Infektion Giber den Strichkanalund durch  Mikrolasionender Zitzenhaut
als Hauptinfektionsweg. Studien zur Abklarung eines hdmatogeneoder lymphogenen
Infektionswegessowiedie Priifung vertikaler Ubertragungsweggber die Kolostralmilchoder
ubereineintrauterinelnfektionerfolgtenbisherabernicht.

Ungeachtet dieser offenen Fragen laRt sich zusammenfassl fordern, dass fir eine
erfolgversprechende Bestandssanierung alle als positiv idéizierten Tiere strengstens
separiert und moglichst schnell aus dem Bestand entfernt verden missen. Des weiteren
erscheint eine Verkirzung der Untersuchungsintervalle auf 3 Monatsinnvoll, um so neu

infizierte Tieremdglichstfriihzeitigidentifizierenzu kdnnen.
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5.5 ZumVerlaufderErregerausscheidungbeiderPrototheken mastitis

Diedreimalige Untersuchungvon66infiziertenKihentbereinenZeitraumvoninsgesamt12
Monaten gab Aufschluf3 Giber dentypischen natirlichen Verlaf der Protothekenmastitis des
Rindes. Dabei konnte insbesondere die Erregerausscheidung Werbindung mit dem
Erregertragertum detailliert charakterisiert werden. Anhandnserer Studie wurde deutlich,
dassderuberwiegende Teilder Milchkihe Uberlange Zeitraumehinweg persistentinfiziertist
unddie Algenpermanenttiber die Milchausscheidet. EszeigtesichauRerdem, dassauchdie
intermittierende Erregerausscheidung bei persistent inzien Kiihen als typisch angesehen
werdenmul3.

Der chronische Charakter der Protothekosenist ebensbekannt wie die Tatsache, dassviele
infizierte Tiereauchnochnachlangerer Zeitdie Erre gerausscheidenund dassdies nicht nur
kontinuierlich, sondernzumTeilauchaufintermittierendeArtund Weisegeschieht(SCHICK
undKUTZER, 1982). Der Anteildieser persistentinfizierten TiereamGesamtgeschehenwar
allerdingsbisherunbekannt.

ImLaufeunsererStudienzeigteessich,dassnureinklein erTeil(18%)derMilchkiheinder
Lage war, die Algeninfektion zu beenden. Der Anteil der ta tsachlich rekonvaleszenten
Individuen liegt wahrscheinlich aber noch deutlich niedrige,, da 45,4 % dieser Tiere beider
abschlieenden Untersuchung noch spezifische Antikdrper awésen. Unter diesen
Antikbrpertragern waren wahrscheinlich auch noch persient infizierte, die Erreger
intermittierend ausscheidende Tiere. Mit 70,5 % gehorte derweitaus grof3te Teil der
infizierten Kiihe zu der Gruppe der permanenten Erregerausscluer, also jenen Tieren, die
nach demersten kulturellen Erregernachweis zu jedem Untesuchungszeitpunkt kultivierbare
P. zopfii in der Milch aufwiesen. Interessanterweise wurde bei21,0 % dieser Tiere bereits
sechs Monate vor dem ersten kulturellen Erregernachweigine teilweise erheblich erhdhte
Antikorperaktivitat festgestellt. Es kann deshalb vermutewerden, dass es sich bei solchen
Tieren ebenfallsinder Gberwiegenden Zahlder Falle umi ntermittierende Erregerausscheider
handelt. Dabei4,9 % derinfizierten Milchrindereinin  termittierendes Ausscheidertumdirekt
kulturell nachgewiesen werden konnte, sind somit mindesteng6 % aller untersuchten
Individuen als Uber einen Zeitraum von zwolf Monaten persistent infiziert anzusehen.
Schlielich durfte es sich auch bei jenen 6,6 % an Milch rindern, welche bei negativem
kulturellen Befund zu jedem Untersuchungszeitpunkt spezifische Aikorper in der Milch
aufwiesen, gro3tenteils um persistent infizierte Kilhe hadeln. Diese Probanden konnten die

Algen intermittierend ausscheiden, wobei der kulturelle Eregernachweis moglicherweise
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aufgrund der grofRen Intervalle zwischen den einzelnen Untesuchungen immer negativ
ausfiel. Auch eine mdgliche Abkapselung der Erreger im Eutergevebe ware maglich, dain
solchen Fallen beinegativen Kulturbefunden eine spezifishe Antikdrperantwort nachweisbar
ware. Zusammenfassend durfte der Anteil der intermittiereden Ausscheider am
Gesamtgeschehen also insgesamt deutlich tGiber jenen direkulturell festgesteliten 4,9 %
liegen. Vor diesem Hintergrund werden die Vorteile und die Be deutung des serologischen
Erregernachweises fur die ldentifikation von infizierten Tieren nochmals in ihrer
diagnostische Potenz deutlich. Dass auch der Gro(3teil debereits vor dem Trockenstellen
infizierten Kiihe in ihrer nachfolgenden Laktation ebenfalls wieder Erreger tber die Milch
ausschied, ist ein weiterer Beleg fiir den typischen Verlauf der Protothekenmastitis als
chronische, persistierende Infektion der Milchdriise. Dafind ist also offensichtlich nur in
sehrbegrenztemMalReinderLage, einerinfektionmit P.zopfiiwirkungsvollzuwiderstehen.
Als Hauptgrinde hierfir sind h6chst wahrscheinlich die haufge Abkapselung der Erregerim
EutergewebeinFormvonMikroabszessensowiedie Perstenzder ErregerimMakrophagen
zusehen(JENSENetal.,1998; SCHONBORNund SEFFNER, 1977).Offenbarsindsowohl
die induzierten spezifischen lokalen als auch die systemishen Antikdrper nicht in der Lage,
dieAlgenzellenabzut6ten. Diesbezuigliche StudiensolltenZukunfterfolgen.
Immunisierungsversuche zur Induktion einer lokalen Immunitatim Euter verliefen bei
anderen Mastitiserregern bisher zwar meist erfolglos$MITH et al., 1999; TOMITAetal.,
1998; WATSON, 1992), aber vordemHintergrundder starken Tendenz zur Ausbreitungim
Bestand sowie der bisherigen Therapieresistenz der bovem Protothekenmastitis erscheinen
solche Studien sinnvoll. Ein metaphylaktischer Einsatz einemwirksamen Immunisierung im
Rahmen einer Bestandssanierung konnte erganzend zur Elingrung der Keimtrager ein

hilfreichesMittelzurVerhinderungderweiterenAusbreitunginnerhalbdesBestandessein.
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Die Protothekenmastitis des Rindes ist eine therapierégente, weltweit vorkommende
Infektionskrankheit. Dasatiologische Agens, diefarblosAlge Prototheca(P.)zopfii, kommt
ubiquitar in feuchten Habitaten vor und verursacht fakultatv akute bis chronische
Entziindungen des Rindereuters. Es gibt Hinweise auf das Vorkommen eines speziellen,
Mastitis-assoziierten Biotyps vonP. zopfii, der sogenannten Variante II. Durch die oft zu
beobachtende endemische Ausbreitung in Milchviehbestandawie durch die nachhaltige
Therapieresistenz, welche oft zum wirtschaftlichen Totalvdust der betroffenen Milchkiihe
fuhrt, stellen Protothekenmastitiden beim Rind ein gro3es 6konoiaches Problem fir den
betroffenenBetriebdar.

Da bisher nur sehr beschréankte Erkenntnisse zur lokalen undsystemischen Immunantwort
sowie zur Erregerausscheidung im Verlaufe der Protothekenmigtss des Rindes vorlagen,
wurden die verschiedenen klinischen Stadien dieser Infektio serologisch, kulturell sowie
durch Bestimmung der Zahl der somatischen Zellen in der Mi Ich charakterisiert. Zu diesem
Zwecke wurden drei verschiedene ELISA-Systeme entwickeltlie anschlie3end auch auf
ihren méglichen Einsatz bei der Diagnostik der Protothekenmastitis hin untersucht wurden.
Dies geschah in einem hochgradig an Protothekenmastiti€rkrankten Milchviehbestand.
Dariiber hinaus wurden verschiedene Isolate vorP. zopfii auxanographisch, biochemisch,
serologisch und genetisch untersucht, um eine Differenziergninnerhalb der Algenspezies
P.zopfiivornehmenzukdnnen.

Anhand der auxanographischen, biochemischen, serologistheund genetischen
Untersuchungenwar eine eindeutige Differenzierung vondreverschiedenenBio-, Sero-und
Genotypen innerhalb der Algenspezie®. zopfii moglich. Alle untersuchten Mastitisisolate

konnten eindeutig der Variante Il von P. zopfii zugeordnet werden, womit dieser Variante
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eine besondere epidemiologische Bedeutung beider Entstehungrderotothekenmastitis des
Rindeszuzukommenscheint.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass akut infiziete Tiere sowohl die h6chsten
Antikdrperaktivitdten an IgG imBlutserumsowie anIgAund | gG;imMilchserumalsauch
die hdchsten Gehalte an somatischen Zellen in der Milch aufweisen. Chronisch infizierte
Milchkiihe weisen zum Teil sehr hohe Antikdrperaktivitdten in der Milch auf und
unterschieden sich nicht signifikant von akut infiziertenTieren. Demgegentber weisen diese
chronischinfizierten Tiere signifikant hdhere IgG-Aktivitaten im Blutserum sowie IgA- und
IgG;-Aktivitaten in der Milch auf als nicht infizierte Tie re. Somit ist eine eindeutige
DifferenzierungzwischeninfiziertenundnichtinfizierenKiihenmdaglich.

Die ELISAszumNachweisvonspezifischemlgAundIgG iimMilchserumerwiesensichals
besonders geeignet, um infizierte Kiihe zu identifizieren. Beide ®rologischen Testsysteme
wiesenSensitivitatenvon96,3%flirlgAsowie 92,6 %firlgG  ;undSpezifitatenvon94,4%
(IgA) und 96,3 % (IgG 1) auf. Demgegeniber wies der ELISA zum Nachweis von
spezifischemlgGimBlutserumbeieiner Spezifitdtvon100 % nureine Sensitivitdtvon81,5
% auf. Die sehrgute Reproduzierbarkeitder Testswurdedurchlntra-Assay-Variationenvon
6,08 % fur den Nachweis von IgA im Milchserum und 7,20 % fur IgG 1 sowie durch die
geringelnter-Assay-Variationvon6,32%(lgA)und9,74%(IgG 1)belegt.

Der Einsatz dieser Testsysteme beider Sanierung einebochgradig mit P. zopfii infizierten
Milchviehbestandes zeigte, dass die serologische Diagndésdem bisher gebrauchlichen
kulturellen Erregernachweis bei der ldentifikation intermitierender Erregerausscheider
uberlegen ist. Es wurde deutlich, dass 70,5% der infizierten Tiere die Erreger Uiber einen
Zeitraum von 12 Monaten permanent ausschieden und mindestenseitere 4,9 %,
wahrscheinlich jedoch wesentlich mehr, dieser infizigen Tiere intermittierende
Erregerausscheiderwaren. Somitscheintderserologisdbeegernachweisfurdie Diagnostik
der Protothekenmastitis des Rindes besser geeignet zu sedtts die kulturelle Diagnostik.
Dabei wurde die hochste Sensitivitdt durch die Kombination des Nachweises von
spezifischemlgAundigG;imMilchserumerzielt.

Schlisselworte: Algen, Prototheca, Protothekenmastitis, Mastitis, Rih AntikGrperantwort,
Immunitét, Molkeantikorper, Milchserum, Ausscheidertum, ilgrmittierende
Erregerausscheider,ELISA,SomatischeZellen,Serologierotypen,Biotypen, Varianten.
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6.1 SUMMARY

IMMUNODIAGNOSTIC CHARACTERIZATION OF BOVINE PROTOTH ECAL
MASTITIS
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FacultyofVeterinaryMedicine,UniversitylLeipzig

June,2001

133Pages,35Tables,14Figures,180References

Protothecosis is a severe, often endemic mastitis ircattle caused by colorless algae ofthe
genusProtothecaOnly little and insufficient knowledge about the organis mitself, and the
host immune response to this infection existed. Therebre, the aim of this thesis was to
characterize the local and systemic immune response ahthe possible elimination or
persistence of the pathogen in the host. To gain more i nformation on the specificimmune
response, different clinicalstages ofinfectionwere characterized serologically, culturally,and
by determination ofthe number ofthe somatic cellsi nmilk. Three different ELISAsystems
were developed, whichwere also examined for their diagnosticapplication potential. Forthe
investigations, a dairy herd highly infected with Prototheca zopfiiand severe clinical
manifestation of protothecal mastitis was used. The EUSA was evaluated using serumand
whey from animals with different clinical stages ofi nfection. As antibody isotypes, IgG in
serum,andIgAandIgG ; inwheywere used. Inaddition, differentisolatesof P.zopfiiwere
biochemically, serologically, and genetically examinedn order to allow a differentiation of
individualisolateswithinthespecies P.zopfii.

The biochemical, serological and genetic investigatiorsllowed a clear differentiation ofthe
threeknownVariantsof P.zopfii. Allexamined mastitisisolatescould beassignedtova riant
llof P.zopfii. Therefore,itcanbeconcludedthatthisvarianthas aparticularepidemiological
significanceintheetiologyofbovineprotothecalmastitis.

The serologicalinvestigations showed highantibodyactiities during acute and chronic stage
of infection. The antibody activity was low in  chronically infected, but presently cultural
negative animals and also in uninfected animals. A strong correlation was observed between
wheylgAandwheylgG1lantibodyactivityandthe countof  somatic cellsinmilk. Whereas,
only a weak correlation exists to the number of algae cells excreted with the milk. A
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sensitivity of 96 % and a specificity of 94 % were calcula ted forthe ELISAbased onIgA
levels. The ELISAfordetectionofspecificlgG jinwheyshowsasensitivityof92,6%anda
specificity 0f 96,3 %. Intra-assay and interassay variaions were calculated to be at 6.08 %
and 6.32 %, respectively. Based onthese data, these ELISA are suitable for discrimination
between infected and uninfected animals, and might theredre be used for the screening of
affected herds. When used in the remediation of a high-grade infected dairy herd the
serologicalshowedclearadvantagesintheidentificatinofintermittentshedders.
Byculturingof Protothecdrommilk, itwasshownthat 70.5% oftheinfectedanim alswere
permanent shedders, whereas 4.9 % were intermittent shedde Since intermittent shedders
could be clearly identified serologically, but might notb e recognized by culturing, it can be
assumed that serological diagnostics is more suitable fothe identification of inapparently

infected,intermittentshedders.

Keywords: Algae,Prototheca,mastitis,cattle,immunty,antibodyresponse,whey,
shedding,ELISA,serology,variants.
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ANHANG

TabellenundAbbildungen

Tabelle 24. Vergleich der Extinktionen auf zwei unge
verschiedenen Typs unter Anwendung des IgA-ELISA.
Prototheca-Referenzserum vom Rind.

+

+

Polysorp®

+

+

+

+

+

blockten Mikrotiterplattentypen
Verwendung fand das positive

+

Maxisorp®

+

+

+

+

0,128

0,149

0,143

0,142

0,162

0,129

0,122

0,128

0,128

0,133

0,126

0,137

1,143

1,108

1,128

1,062

1,102

1,055

2,091

1,984

2,005

1,924

1,904

1,986

0,938

1,005

0,916

0,908

0,886

1,018

1,771

1,723

1,680

1,726

1,631

1,734

0,773

0,782

0,781

0,789

0,821

0,873

1,565

1,521

1,473

1,491

1,427

1,476

0,700

0,619

0,705

0,727

0,635

0,651

1,169

1,140

1,154

1,200

1,249

1,185

0,550

0,436

0,500

0,525

0,503

0,515

1,051

1,034

0,951

1,012

1,032

0,925

0,325

0,367

0,353

0,388

0,359

0,370

0,877

0,908

0,825

0,802

0,759

0,732

I O m m o O W >»

0,398

0,428

0,465

0,415

0,413

0,415

3,140

3,062

2,977

3,060

3,163

2,895

Tabelle 25. Vergleich der Extinktionen auf zwei gebl
verschiedenen Typs unter Anwendung des IgA-ELISA.
Prototheca-Referenzserum vom Rind.

+

+

Polysorp®

+

+

+

+

ockten Mikrotiterplattentypen
Verwendung fand das positive

+

Maxisorp®

+

+

+

+

0,120

0,134

0,139

0,121

0,123

0,138

0,105

0,106

0,105

0,110

0,101

0,120

1,366

1,296

1,285

1,375

1,271

1,265

1,639

1,513

1,517

1,548

1,553

1,523

1,023

1,014

0,997

1,042

1,039

0,965

1,154

1,046

1,054

1,054

1,057

1,066

0,758

0,743

0,766

0,708

0,729

0,755

0,756

0,780

0,742

0,677

0,696

0,730

0,548

0,517

0,522

0,498

0,494

0,529

0,491

0,521

0,470

0,415

0,430

0,511

0,362

0,361

0,314

0,355

0,382

0,373

0,325

0,358

0,299

0,289

0,300

0,313

0,244

0,261

0,240

0,220

0,230

0,256

0,236

0,234

0,209

0,209

0,206

0,212

I O m M O O W >

0,095

0,102

0,093

0,102

0,108

0,104

0,082

0,083

0,086

0,081

0,085

0,085
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Tabelle 26. Extinktionswerte bei der Konjugat- und
Immunglubulin-lsotyp IgG im Blutserum.
Maxisorp®, das positive und negative Prototheken-Referenzserum sowie im

hergestelltes, mit Peroxidase konjugiertes Anti-Rind-1gG.

1:10

1:100

Serumauswertung fur den
Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ

Serumverdinnung
1:1000

+

1:10

+

1:100

+

Schaf

1:1000

+

0,123

0,080

0,087

0,084

0,081

0,079

0,079

0,083

0,085

0,086

0,083

0,079

3,382

0,684

3,330

0,588

0,549

0,178

2,268

0,486

3,183

0,701

0,743

0,240

3,056

0,638

2,216

0,434

0,273

0,137

1,794

0,362

2,415

0,551

0,346

0,162

2,579

0,471

1,197

0,280

0,176

0,109

1,556

0,351

1,680

0,429

0,214

0,129

1,853

0,397

0,725

0,222

0,125

0,099

1,192

0,268

1,025

0,307

0,147

0,119

1,154

0,257

0,445

0,171

0,098

0,093

0,889

0,215

0,643

0,260

0,112

0,094

0,763

0,224

0,275

0,139

0,090

0,085

0,553

0,172

0,399

0,201

0,096

0,089

I O m m OO O W >»

0,487

0,164

0,194

0,113

0,086

0,081

0,365

0,148

0,260

0,166

0,092

0,080

1:5000

Konjugatverdiinnung

Tabelle 27. Extinktionswerte bei der Konjugat- und Mi
Immunglubulin-Isotyp IgAim Milchserum.

1:10

1:20

1:8000

Ichserumauswertung fir den

Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ
Maxisorp®, das positive und negative Prototheken-Referenzserum sowie im
hergestelltes, mit Peroxidase konjugiertes Anti-Rind-IgA.

Milchserumverdinnung

1:50

+

1:10

+

1:20

Schaf

1:50

0,207

0,204

0,218

0,218

0,153

0,172

0,213

0,201

0,173

0,165

0,146

0,183

2,339

0,260

2,307

0,179

1,900

0,156

1,478

0,235

1,445

0,187

1,283

0,169

2,175

0,209

1,880

0,158

1,320

0,139

1,439

0,145

1,169

0,145

0,972

0,112

1,832

0,173

1,407

0,133

0,954

0,122

1,211

0,139

0,927

0,127

0,668

0,123

1,532

0,175

1,133

0,141

0,624

0,137

1,044

0,146

0,788

0,145

0,472

0,126

1,099

0,153

0,717

0,117

0,411

0,134

0,791

0,135

0,526

0,124

0,337

0,135

0,779

0,153

0,539

0,139

0,306

0,128

0,592

0,149

0,377

0,131

0,256

0,135

I O m m o O W >»

0,449

0,159

0,366

0,142

0,262

0,167

0,420

0,163

0,279

0,156

0,226

0,160

1:5000

Konjugatverdiinnung
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Tabelle 28. Ergebnis der Konjugatauswertung fiir den Immunglubulin-lsotyp IgG  ;im
Milchserum. Extinktionswerte bei der Konjugat- und Milchserumauswertung fir den
Immunglubulin-lsotyp 1gG; im Milchserum. Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ
Maxisorp®, das positive und negative Prototheken-Referenzserum sowie im Schaf
hergestelltes, mit Peroxidase konjugiertes Anti-Rind-1gG ;.

Milchserumverdinnung
1:10 1:20 1:50 1:10 1:20 1:50

+ - + - + - + - + - + -

0,196 |0,188]0,168(0,163}0,157|0,176]0,163|0,16410,128|0,133]0,148 | 0,160

1,760(0,287]1,971|0,206)1,835|0,182}10,830|0,199}0,871(0,172|0,794 0,161

1,830(0,26111,985|0,199]11,602|0,160]10,854|0,193}0,799(0,163]0,721 (0,155

1,779(0,208]1,692|0,207)1,322|0,164]10,804|0,183]0,775|0,1580,642 0,141

1,641|0,180)1,415|0,160}0,976|0,159}0,733|0,177}0,678 0,140} 0,519 0,157

1,399(0,167]1,077|0,148)10,700|0,158]10,614|0,145}0,539(0,135] 0,389 | 0,156

1,132(0,168]0,814|0,15410,491|0,157]10,565| 0,154 0,429 | 0,149] 0,308 | 0,156

I O M m O O W >»

0,823(0,196] 0585 (0,183}0,361|0,182]0,466|0,14910,332|0,143]0,244|0,163

1:2000 1:5000
Konjugatverdiinnung

Tabelle 29. Extinktionswerte zur Prifung der Intra-A ssay-Variationdes ELISAflrden
Nachweis von IgG im Serum. Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ Maxisorp ®,
das positive Prototheken-Referenzserum sowie im Schaf herge stelltes, mit Peroxidase
konjugiertes Anti-Rind-1gG.

+ + + + + + + + + + + +

0,076|0,0740,077|0,076 (0,077 0,084 (0,082 0,080 (0,080 0,084 (0,082 0,088

1,140(1,183(1,051|1,157|1,074(1,079|1,049|1,130|1,143(1,118|1,081| 1,091

1,078|1,2071,099|1,086|1,112|1,1441,111|1,027 |{1,015|1,036 | 1,086 | 1,075

1,082|1,104|1,084|1,031|1,001|1,0261,061|1,097(1,043|1,031(1,040(1,127

1,111|1,055|1,027|1,031|1,006|1,1601,014|1,036 (1,027 (1,014 (1,096 1,129

1,089|1,049|1,049|1,059|1,009|0,954|1,060|1,041 (1,067 1,042 (1,074 (1,052

1,110|1,149|1,132|1,061|1,100|1,1541,072|1,057 (1,117 (1,080 | 1,090 | 1,098

I O mMm M O O W >»

1,185(1,252(1,133|1,131|1,254(1,144|1,169|1,174|1,095(1,186 | 1,252 | 1,202
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Tabelle 30. Extinktionswerte zur Prifung der Intra-A ssay-VariationdesELISAflrden
Nachweis von IgA im Milchserum. Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ
Maxisorp®, das positive Prototheken-Referenzserum sowie im Schaf hergestelltes, mit
Peroxidase konjugiertes Anti-Rind-1gG.

+ + + + + + + + + + + +

0,067(0,074|0,077(0,076|0,077|0,084|0,082|0,080 | 0,080|0,084 (0,082 | 0,088

1,140|1,183|1,051|1,157|1,074|1,079|1,049|1,130(1,143|1,118 1,081 (1,091

1,078|1,2071,099|1,086|1,112|1,1441,111|1,027 |1,015|1,036 | 1,085 1,075

1,082|1,104|1,084|1,031|1,001|1,0261,061|1,097(1,043|1,031(1,040(1,127

1,111|1,055|1,027|1,031|1,006|1,1601,014|1,036 (1,027 (1,014 (1,096 1,129

1,089(1,049|1,049|1,059|1,009|0,954(1,060|1,041|1,097|1,042|1,074|1,052

1,110|1,149|1,132|1,061|1,100|1,1541,072|1,057 (1,117 1,080 | 1,090 | 1,098

I O mMm m O O W >»

1,185|1,252|1,133|1,131|1,254|1,144|1,162|1,174|1,095|1,186 | 1,252 | 1,202

Tabelle 31. Extinktionswerte zur Prifung der Intra-A ssay-Variationdes ELISAflrden
Nachweis von IgG ; im Milchserum.  Verwendet wurde eine Mikrotiterplatte von Typ
Maxisorp®, das positive Prototheken-Referenzserum sowie im Schaf hergestelltes, mit
Peroxidase konjugiertes Anti-Rind-1gG.

+ + + + + + + + + + + +

0,093(0,090|0,083(0,082|0,086|0,085|0,086|0,083|0,087|0,087|0,093|0,216

1,170({1,199(1,175|1,124 1,084 (1,247|1,035|1,131(1,105|1,192|1,118 (1,105

1,198|1,230|1,093|1,223|1,052|1,092 1,147 1,184 (1,154 (0,997 | 1,143 1,046

1,144|11,1841,177|1,197|1,192|1,243 1,203 |1,205(1,010(0,992 | 1,159 | 0,905

0,969|1,231(1,1611,238(0,893(1,200(1,217(1,203(1,181(1,142{1,1691,175

1,067(1,132(1,187|1,242|1,232(1,223|1,211|1,258|1,231(1,146|1,190| 1,097

1,202(1,256(1,128|1,207|1,226(1,229|1,107|1,092(1,174|1,084 1,198 1,165

I O m m O O W >»

1,134(1,292(1,189|1,235|1,110(1,241|1,329|1,334(1,283|1,263|1,214 (1,194
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Tabelle 34. Spezifische Antikdrper-Aktivitatenim Bl
unterschiedlichenklinischenundkulturellenStadie

ut-und Milchserumvon Tieren mit
nderProtothekenmastitis.

Serum-IgG |Milchserum- |Milchserum-

Nr. | Bestand |Infektionsstadium kulturellerBefund [EU] IgA[EU] IgG1[EU]
1 A akut positiv 115 81 30
2 A akut positiv 134 81 39
3 A akut positiv 307 182 61
4 A akut positiv 107 75 60
5 A akut positiv 185 9 52
6 A akut positiv 236 30 170
7 A chronisch positiv 22 0 0
8 A chronisch positiv 114 150 73
9 A chronisch positiv 73 122 28
10 A chronisch positiv 107 53 21
11 A chronisch positiv 115 120 24
12 A chronisch positiv 87 137 27
13 A chronisch positiv 73 4 4
14 A chronisch positiv 81 147 34
15 A chronisch positiv 77 11 6
16 A chronisch positiv 127 175 153
17 A chronisch positiv 214 174 60
18 A chronisch positiv 37 4 13
19 A chronisch positiv 54 163 213
20 A chronisch positiv 62 194 182
21 A chronisch positiv 135 9 20
22 A chronisch positiv 22 2 0
23 A chronisch positiv 30 4 1
24 A chronisch positiv 47 24 32
25 A chronisch positiv 176 10 3
26 A chronisch positiv 77 11 6
27 A chronisch positiv 30 7 3
28 A chronisch negativ, enem. positiv * 14 0 0
29 A chronisch negativ, ehem. positiv 14 0 0
30 A chronisch negativ, ehem. positiv 15 0 0
31 A chronisch negativ, ehem. positiv 28 0 0
32 A chronisch negativ, ehem. positiv 13 0 0
33 A chronisch negativ, ehem. positiv 14 21 3
34 A chronisch negativ, ehem. positiv 21 4 1
35 A chronisch negativ, ehem. positiv 17 0 0
36 A chronisch negativ, ehem. positiv 20 2 0
37 A chronisch negativ, ehem. positiv 34 4 4
38 A chronisch negativ, ehem. positiv 32 10 22
39 A chronisch negativ, ehem. positiv 35 49 139
40 A chronisch negativ, ehem. positiv 36 2 2
41 A chronisch negativ, ehem. positiv 22 50 20
42 A chronisch negativ, ehem. positiv 41 0 0
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Serum-IgG |Milchserum- |Milchserum-
Nr. | Bestand |Infektionsstadium kulturellerBefund [EU] IgA[EU] IgG1[EU]
43 A chronisch negativ, ehem. positiv 32 0 0
44 A chronisch negativ, ehem. positiv 19 0 0
45 A chronisch negativ, ehem. positiv 16 2 0
46 A eutergesund negativ 34 0 0
47 A eutergesund negativ 24 0 0
48 A eutergesund negativ 23 0 0
49 A eutergesund negativ 26 0 0
50 A eutergesund negativ 12 0 0
51 A eutergesund negativ 12 0 0
52 A eutergesund negativ 23 0 0
53 A eutergesund negativ 30 1 0
54 A eutergesund negativ 17 0 0
55 A eutergesund negativ 16 0 0
56 A eutergesund negativ 15 0 0
57 A eutergesund negativ 12 0 0
58 A eutergesund negativ 10 0 0
59 A eutergesund negativ 14 0 0
60 A eutergesund negativ 19 2 0
61 A eutergesund negativ 18 0 0
62 A eutergesund negativ 15 0 0
63 A eutergesund negativ 8 0 0
64 A eutergesund negativ 16 0 0
65 A eutergesund negativ 18 0 0
66 A eutergesund negativ 20 0 0
67 A eutergesund negativ 19 0 0
68 A eutergesund negativ 14 0 0
69 A eutergesund negativ 17 0 0
70 A eutergesund negativ 16 0 0
71 A eutergesund negativ 12 0 0
72 A eutergesund negativ 9 0 0
73 A eutergesund negativ 17 0 0
74 A eutergesund negativ 29 0 0
75 A eutergesund negativ 26 0 0
76 A eutergesund negativ 18 0 0
77 A eutergesund negativ 22 0 0
78 A eutergesund negativ 31 0 0
79 A eutergesund negativ 20 0 1
80 A eutergesund negativ 15 0 0
81 A eutergesund negativ 25 0 0
82 A eutergesund negativ 11 0 0
83 A eutergesund negativ 8 0 1
84 A eutergesund negativ 25 0 0
85 A eutergesund negativ 25 0 0
86 C eutergesund negativ 22 0 0
87 C eutergesund negativ 24 0 0

128

Tabelle34,FortsetzungaufSeite127.




Tabelle34,FortsetzungvonSeite126.

Serum-IgG |Milchserum- |Milchserum-
Nr. | Bestand |Infektionsstadium kulturellerBefund [EU] IgA[EU] IgG1[EU]
88 C eutergesund negativ 28 0 0
89 C eutergesund negativ 24 0 0
90 C eutergesund negativ 19 0 0
91 C eutergesund negativ 29 0 0
92 C eutergesund negativ 27 0 0
93 C eutergesund negativ 22 0 0
94 C eutergesund negativ 12 0 0
95 C eutergesund negativ 19 0 0
96 C eutergesund negativ 17 0 0
97 C eutergesund negativ 13 1 0
98 C eutergesund negativ 13 0 0
99 C eutergesund negativ 19 0 0

a

negativ, ehem. positiv = Diese Tiere waren zum Zeitpunkt der Untersuchung kulturell
Prototheca-negativ. Von diesen Tieren lag aber ein friherer posi tiver Protothekenbefund
vor, der mittels Plattenkultur erhoben wurde.
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Tabelle 35. Verlauf (Rohdaten) der Erregerausscheid ung und der spezifischen
Antikdrperantwort in der Milch bei der Protothekenm astitis des Rindes. Die
Untersuchung erfolgte durch dreimalige Bestandsuntersuchung (6-Monats-Intervalle) mittels
Plattenkultur und mittels des IgA- und IgG ;-ELISA im Milchserum.

Kategorie * Tier- | 1.Bestands- . Zwischen- 2.Bestands- 3.Bestands-
Nr. | Untersuchung Untersuchung Untersuchung Untersuchung
BU° IgA BU IgA BU | IgA | IgG; | BU | IgA | 1gG,
1 116 | 0 ? B 2 o l]o |1 ]o o |oO
1 395 (+)? 25 nicht untersucht | ( 0 10 0 0 0
1 580 +++ 1 nicht untersucht 0 0 0 0 0 0
1 555 0 0 nicht untersucht | +++ | 2 5 0 0 0
1 565 0 0 nicht untersucht | +++ | O 0 0 0 0
1 747 0 0 nicht untersucht | +++ | 2 17 0 0 0
1 736 0 0 nicht untersucht | +++ | 6 1 0 0 0
2 422 0 0 +++ | 1 [+++| 2 |14 ] 0 | 1 1
2 651 +++ 0 nicht untersucht | +++ | 1 6 0 0 2
2 606 0 0 nicht untersucht | +++ | 2 6 0 0 1
2 713 | nicht untersucht + | 0 0 0 1 0 1 ?
3 132 + 2 nicht untersucht ++ | 17 20 gemerzt
3 138 ++ 36 nicht untersucht | +++ | O 0 gemerzt
3 186 (+)4 0 nicht untersucht | (+) | 484 | 45 gemerzt
3 197 + 43 nicht untersucht ++ | 78 23 gemerzt
3 234 0 0 nicht untersucht | +++ | 5 10 gemerzt
3 240 (+) 0 + 1 ++ | 2 1 gemerzt
3,5 242 0 ?° + 1 |+++ [ 11| 11 |[+++]| 6 | 26
3,5 244 0 4 nicht untersucht | +++ | 1 14 |+++ | 3 9
3 248 | +++ 0 +++ | 2 [+++[120] 29 |+++] 38 | 16
3 249 +++ 15 nicht untersucht ++ ? 0 ++ | 16 4
3 273 | nichtuntersucht + | 2?2 |+++] 24 ] 22 gemerzt
3 330 ++ 0 nicht untersucht | +++ | 20 7 gemerzt
3 349 +++ 5 +++ 11 +++ | 140 | 65 gemerzt
3 363 | n.u. n.u. + 1 +++ | ? 10 gemerzt
35 367 0 ? nichtuntersucht | + | 2 1 [+++]152] 12
3 377 +++ 2 nicht untersucht | +++ 2 8 gemerzt
3 380 (%) 0 + | 2?2 |+++[ 5[ 12|(H ][]0 ] 1
3 516 +++ ? nicht untersucht ++ 1 10 + 12 9
3,5 528 0 53 nicht untersucht | +++ | 3 14 |+++ | 44 | 29
3 633 | +++ 0 +++ | 1 [+++ [ 13| 22 [+++] 49 | 29
3,5 636 0 22 nicht untersucht | +++ | 18 0 (+) | 21 2
3 638 ++ 49 nicht untersucht ++ 6 6 gemerzt
3 656 +++ 151 nicht untersucht | +++ | 59 66 gemerzt
3 672 +++ 52 nicht untersucht ++ | 32 2 0 32 7
3 675 +++ 0 nicht untersucht | (+) 3 9 +++ | 12 43
3 734 o0 0 + | 1 ++ [11 [ 1 gemerzt
3 903 +++ 37 nicht untersucht | +++ | 4 1 +++ | 265 5
3 563 0 0 nicht untersucht | +++ | 0 0 +++ | 33 12
3 488 Hefen +++ nicht untersucht | +++ | 0 0 (+) 0 1
3 532 0 | o nicht untersucht | +++ | 1 3 + |0 1
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Kategorie * Tier- | 1.Bestands- , Zwischen- 2.Bestands- 3.Bestands-
Nr. | Untersuchung Untersuchung Untersuchung Untersuchung
BU° IgA BU IgA BU | IgA | IgG; | BU | IgA | 1gG,

3 508 0 0 nicht untersucht | +++ | O 1 +++ | 3 3
3 409 0 0 nichtuntersucht | +++ | O 39 + 30 13
3 399 0 0 nicht untersucht | +++ | 9 4 +++ | 12 39
3 80 0 0 nicht untersucht | ++ 1 4 ++ ? 1
3 101 0 0 nicht untersucht + 13 5 ++ 1 ?
3 625 0 0 nicht untersucht | +++ | 56 20 | (v) | 30 1
3 525 0 0 nicht untersucht | +++ | 22 11 + 0 1
3 587 0 0 nicht untersucht | +++ | O 1 ++ | 24 4
3 514 0 0 nicht untersucht | +++ | 22 19 ++ | 132 | 45
3 919 + 57 nicht untersucht | +++ | 16 14 |+++ | 106 3
4 374 +++ 0 nicht untersucht 0 0 0 +++ | 7 1
4 735 | Trockensteher | + | 3 0|0 o |+ 0 | 6
4 338 ++ 2 nicht untersucht 0 0 3 + 1 2
5 644 0 0 nicht untersucht 0 6 0 +++ | 119 | 23
5 181 0 3 nicht untersucht 0 2 3 (+)
5 562 0 3 nicht untersucht 0 1 8 +++ 2 5
5 485 0 4 nicht untersucht 0 0 0 (+) 0 0
6 416 0 1 nicht untersucht 0 1 1 gemerzt
6 589 0 2 nicht untersucht 0 ? 0 gemerzt
6 605 0 40 nicht untersucht 0 6 0 gemerzt
6 268 | nicht untersucht 0 | 34 0 0 ? gemerzt
Tr 535 (+) 1 nicht untersucht | Trockensteher |+++ | 7 61
Tr 532 0 0 nicht untersucht | Trockensteher | (+) | O 1
Tr 320 ++ 2 nichtuntersucht | Trockensteher |+++| 6 12
Tr 256 (+) 8 nicht untersucht | Trockensteher |+++ | 10 | 12

Tr,2 137 + 18 nicht untersucht | Trockensteher | 0 3 4
Tr 344 0 1 nicht untersucht | Trockensteher | 0 0 0

Tr,5 664 0 ? nichtuntersucht | Trockensteher |+++| 5 | 31

Verlaufsformen der P. zopfii -Infektion: 1 = Erregereliminierung, 2 = Erregereliminierung mit in der Milch
verbliebenen spezifischen Antikdrpern, 3 = persistent infizierte Tiere, 4 = intermittierende Erregerausscheider,
5 = Tiere, die bereits vor dem Ausscheiden der Erreger spe zifische Antikérper in der Milch aufwiesen, 6 =
Tiere ohne positivem kulturellen Befund aber mit spezif ischen Antikrpern in der Milch, Tr = Tiere die vor und
nach der Trockenstehoeriode kulturell und serologisch unter sucht wurden.

Es erfolgte die dreimalige Untersuchung aller Tiere d es Bestandes im Abstand von jeweils 6 Monaten. Die
Zwischenuntersuchung erfolgte im Anschluf3 an die erste Best andsuntersuchung bei allen Mastitis-kranken
Tieren sowie bei allen frisch abgekalbten Tieren nach de r Kolostrum-Phase.

BU = kulturelle Untersuchung der Milchproben, IgA = Na chweis von spezifischen Antikdrpern des Isotypes A
im Milchserum, IgG1 = Nachweis von spezifischen Antikérpern des Isotypes G 1 im Milchserum.

Semiquantitative Bestimmung der Erregerzahl: (+) < 3 Kolonie bildende Einheiten (KBE)/50 pl Milch, + =3 -20
KBE/50 pl, ++ = 20-50 KBE/50yl, +++ > 50 KBE/50 pl Milch.

? = verdachtiger serologischer Befund. Als verdachtiger ser ologischer Befund galt eine deutlich sichtbare und

messbare Extinktionserhéhung, die mittels der verwendeten Referenzstandard-methode jedoch rechnerisch
nicht erfal3t werden konnte.
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181 195 196 210211 225226 240241 255 256 270
RZI-3 CGCCTTTGGCGARCC CCGGTGAATCATGAT GGCTTTG-CGGATCG CAGAGCGURTAGCGC GCGGCG-ACGTATCA TTCAABGTTC
SAG 263-4 CGCCTTTGGGCACCC CCGGTGAATCATGAT GGCTT-MBIGATCG CAGAGCGCCTCGCGC GCGGCG-ACGTATCA TTCAAGBGTTC
SAG 2021 CGCCTTTGGGCACCC CCGGTGAATCATGAT GGCTTMBSGATCG CAGAGCGCCTCGCGC GCGGCG-ACGTATCA TTCAAEITTC
Lip CGCCTTTGGGCACCC CCGGTGAATCATGAK GGGTTTN NNNGATCG CAGAGCGCCTCGCGC GCGGCCGACGTATCA TTCAR&ITTC
SAG 263-8 CGCCTTTGGGCACCC CCGGTGAATCATGAT GGCTT-OBIGATCG CAGAGCGCCTCGCGC GCGGCG-ACGTATCA TTCAAGGETTC
RZIII-3 CGCCTTTGG-GACCC CCGGTGAATCATGAT GGCTTTG -CRGATCG CAGAGCGCCTCGCGC GCGGCG-ACGTATCA TTCAAGGHTTC

271 285 286 300301 315316 330331 345 346 360
RZI-3  TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTGGTGGTGACG GGTGACGGAGAATCA GGGTTCGATTCCGGA GAGCERGICT
SAG 263-4 TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTEGGTGACG GGTGACGGAGAATCA GGGTTCGATTCCGGA GAGCERGICT
SAG 2021 TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTGEGGTGACG GGTGACGGAGAATCA GGGTTCGATTCCGGA GAGGEREGICT
Lip TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTGG TGGTGACG GGTGACGGAGAATCV GGGTTCGATTCCGGA GAGGERGICT
SAG 263-8 TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTEGGTGACG GGTGACGGAGAATCA GGGTTCGATTCCGGA GAGGEREGICT
RZIII-3 TATCAACTTTGGACG GTAGGATAGAGGCCT ACCGTGGTGGTGACG GGTGACGGAGAATCA GGGTTCGATTCCGGA GAGCEREGICT

361 375376 390 391 405 406 420421 435436 450
RZI-3  ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGCAATTACCCA ATCCTGACGCAGGGA GGTAGTGACAATACG TAGCG2ARTIC
SAG 263-4 ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGBRPACCCA ATCCTGACGCAGGGA GGTAGTGACAATACG TAGCG2ARTIC
SAG 2021 ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGBARACCCA ATCCTGACGCAGGGA GGTAGTGACAATACG TAGCG2ARTIC
Lip ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGCAAATTACCCA ATCCTGACGCAGGGG GGTANTGACAANACN TNNCRENAGIC
SAG 263-8 ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGEBRPACCCA ATCCTGACGCAGGGA GGTAGTGACAATACG TAGCG2ARTIC
RZIII-3 ACGGCTACCACATCC AAGGAAGGCAGCAGG CGCGCAATTACCCA ATCCTGACGCAGGGA GGTAGTGACAATACG TAGCG2ARTIC

451 465 466 480 481 495 496 510511 525 526 540
RZI-3  TTCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAACCC CACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCASTIEGT
SAG 263-4 ATCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAATGACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCASTIEGT
SAG 2021 ATCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAACTACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCASTIEGT
Lip ATCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAACCC CACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCASTIEGT
SAG 263-8 TTCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAACTACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCASTIEGT
RZIII-3  TTCAGTTTGGCAATC GAAATGAGGGCAAAC TAAACCC CACACCGA GGATCTATTGGAGGG CAAGTCTGGTGCCAG CAGCASTIEGT

541 555 556 570571 585 586 600 601 615616 630
RZI-3  CAGCTCCAAGAGCGT ATATAANARTTGCTG CAGTTAA AAAGCTCG TAGTTGGATGTAGAC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCTTEG-
SAG 263-4 CAGCTCCAAGAGCGT ATATAAAAGTTGCTG CAGTTAMAGCTCG TAGTTGGATGTAGAC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCTCBEIGT
SAG 2021 CAGCTCCAAGAGCGT ATATAAAAGTTGCTG CAGTTAMAAGCTCG TAGTTGGATGTAGAC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCTCBEIGT
Lip CAGCTCCAAGAGCGT ATATAAAAGTTGCTG CAGTTAA  AAAGCTCG TAGTTGGATGTAGAC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCTCTEIST
SAG 263-8 CAGCTCCAAGAGCGT ATATAAAAGTTGCTG CAGTTAMMAGCTCG TAGTTGGATGTAGAC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCTTEG-
RZIII-3 CAGCTCCAAGAGCGT ATATAAAAGTTGCTG CAGTTAA AAAGCTCG TAGTTGGATGTG-AC GGTCGCTCGCGAGGC GGTCAUGG=

631 645 646 660 661 675676 690 691 705 706 720
RZI-3 CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTGCGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGEASTATT
SAG 263-4 CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGEASTATT
SAG 2021 CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGEASTATT
Lip CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTCGCGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGEASTATT
SAG 263-8 CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGTGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGEASTATT
RZIlI-3 CGGAGCACCCCTTCG GCGTCCTCTGGCTGG CGAGCGIGCGGCTG GGCTTCACCGCTCGG CCGCGGGCCTCGCCG TGGEASTATT

721 735736 750751 765 766 780 781 795796 810
RZI-3  AATDGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGG-ACACGTTAGCA TGGWATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGTBGBTBGT
SAG 263-4 AATTGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGGGATATTAGCA TGGAATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGT TRBINEG
SAG 2021 AATTGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGG-AGGTTAGCA TGGAATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGT TRBLNEG
Lip AATTGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGG-ACA CGTTAGCA TGGAATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGT T&INET
SAG 263-8 AATTGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGG-ACSTTAGCA TGGAATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGT TRBINEG
RZII-3  AATTGGAGTGTTCAA AGCAGGCGTTCGCCG TGG-ACA CGTTAGCA TGGAATAACGGCACA GGACTCTGGCCTGTC CCGT TRBINEG

811 825 826 840 841 855 856 870871 885 886 900
RZI-3  ACCGG-AGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCATTCGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGRAET
SAG 263-4 ACCGG-AGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCRAGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGRAT
SAG 2021 ACCGGGAGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCRGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGRAT
Lip ACCGG-AGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCAT TCGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGHRAT
SAG 263-8 ACCGG-AGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCRAGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGRAET
RZII-3 ACCGG-AGTAATGAT GAAGAGGAACAGTCG GGGGCATTCGTATTT CGTTGTCAGAGGTGA AATTCTTGGATTTAC GAAAGACGEAT

901 915916 930931 945 946 960 961 975976 990
RZI-3  GCGAAAGCATTTG-C CAAGGATGTTTTCGT TAATCAA GAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGUUERA
SAG 263-4 GCGAAAGCATTTTGC CAAGGATGTTTTCGT TAATCABAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGUUERA
SAG 2021 GCGAAAGCATTTTGC CAAGGATGTTTTCGT TAATCABAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGUUERA
Lip GCGAAAGCATTTTGC CAAGGATGTTTTCGT TAATCAA  GAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGUUEA
SAG 263-8 GCGAAAGCATTTG-C CAAGGATGTTTTCGT TAATCASAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGUUERA
RZIII-3 GCGAAAGCATTTG-C CAAGGATGTTTTCGT TAATCAA GAACGAAA GTTGGGGGCTCGAAG ACGATTAGATACCGT CCTAGUUERA

Abbildung 14. Vergleich der partiellen Sequenzen der 18S rDNAvon verschiedenen

P. zopfii -Stammen. Die Stdmme wurden biochemisch und serologisch den folgen den
Varianten von P. zopfii zugeordnet: RZ I-3 = Variante I; SAG 263-4, SAG 2021 und
Lip = Variante II; SAG 263-8 und RZ 1lI-3 = Variant e lll. Die spezifischen Nukleotide der
Variante | sind rot und die der Variante Il blau unt erlegt.
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ChemikalienundReagenzien

ELISA—Gebrauchslésungen

PhosphatgepufferteSalzlésung(PBS),0,15M,pH7,4

NacCl 85,09

NaHPOy (x2H ,0) 14,89(18,5609)
KH,POy 3,54g

A.bidest adllLiter

Diese Stocklosung1:10inA. dest. verdiinntergibt die Gebrauchsldsung mitpH-Wert
7,2-7,4.DieGebrauchslésungistvorinremEinsatzzuautoklavieren.

PBS-Tween,0,05%

0,5mITween20®adlLiterPBS

Beschichtungspuffer(Carbonatpuffer)

NaHCG 8,49
A.bidest adlLiter

DerpH-WertwirdmitNa ,COszauf9,6eingestellt.

Blockierungspuffer

Gelatine(Fa.Serva) 5g
PBS adllLiter

Zitrat-Phosphat-PufferfurdieSubstratldsung

Zitronensaure-Monohydrat 21,019
A.bidest adllLiter
NaHP Oy 35,89
A.bidest adllLiter

DieNa,HPOs-L6sungwirdmitder0,1MZitratldsungaufpH4,25eingestellt.
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SubstratlésungfurdenELISA

0,8mgABTS promlZzitrat-Phosphat-Pufferzugeben. Die Lagerungkannbei—20°Chiszum
Gebrauch erfolgen. Nach dem Auftauenwerden 25 pIH,0, 1 %ig pro 10ml Substratlésung
hinzugefugt.

PufferldsungenundReagenzienfiirGel-Elektrophoreseund Immuno-Blot

Sammelgelpuffer(1.5MTris-HCI,pH8.8)

Tris(Fa.Serva) 69
Aquabidest 60ml

Der pH-Wert wird mit HCl auf pH 6.8 eingestellt und die Lé6sung  auf 100 ml mit
A.bidestaufgefiillt.

Trenngelpuffer(0,5MTris-HCL,pH6.8)

Tris 54,45¢g
Aquadest. 150ml

DenpH-WertmitHClaufpH8.8einstellenundmitA.desta  uf300mlauffillen.

Ammoniumpersulfat-Losung(APS)
APS(Fa.Serva) 10%(w/vol)

DieL6sungwirdmitA.bidestvordemGebrauchfrischange setzt.

Trenn-undSammelgel(je10ml)

Trenngel(12%) Sammelgel(4%)

Aquadest 3,35ml 1,3ml
1.5MTris-HCI,pH8.8 2,5ml -
0,5MTris-HCI,pH6.8 - 2,5ml
10%(w/vol)SDS-L6sung 100pl 100ul
Acrylamid-Stammldsung 4,0ml 1,3ml
10%(w/vol)APS-LOsung 50ul 50ul
TEMED Sul 10ul
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SDS-Probenpuffer(8,0ml)

Aquadest 3,0ml
0,5MTris-HCI,pH6.8 1,0ml
Glycerol 1,6ml
10%SDS 1,6ml
B-Mercaptoethanol 0,4ml
0,5%Bromphenolblau(w/vol) 0,4ml

Elektroden-Puffer

Tris 0,025M(pH8,3)
Glycin 0,192M
SDS 1% (wi/vol)

Coomassié-Farbelésung

Coomassie®BrillantBlauR250 1,25¢
Methanol 225ml
Eisessig 50ml
A.dest 225ml

Coomassi&-Entfarbeldsung

Methanol 300ml
Eisessig 100ml
A.dest 600ml

Prototheken-Isolations-MediunmachPore(1973)

Kaliumhydrogenphthalat 10,09
Natriumhydroxid 0,99
Magnesiumsulfat 0,19
Kaliumhydrogenphosphat 0,29
Ammoniumchlorid 0,39
Glukose 10,09
Thiaminhydrochlorid 0,001g
Fluorocytosin 0,25¢g
Agar 20,09
A.dest ad  1000ml
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