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1 Einleitung
1.1 Lebenszyklus, Taxonomie, Infektionen und Infektionswege von Chlamydien

Bakterien der Ordnung Chlamydiales sind Parasiten, die obligat intrazellulir leben
(STRAUBE et al. 2005). Sie sind ubiquitir und infizieren sowohl zahlreiche Wirbeltiere, als
auch Wirbellose, wobei sie zu einer breit gefiacherten Anzahl an Krankheiten fiihren kdnnen
(SCHACHTER 1999).

Chlamydien sind unbewegliche gramnegative Bakterien, deren Zellwand im Unterschied zu
anderen gramnegativen Bakterien keine Peptidoglykanschicht enthdlt. Ein charakteristischer
Bestandteil der dufleren Membran ist das Lipopolysaccherid mit dem Chlamydienspezifischen
Epitop im KDO-Trisaccherid. Daneben trigt das Major Outer Membrane Protein (MOMP) mit
bis zu 60% zur Proteinfraktion der Membran bei. Chlamydien weisen einen komplexen
Reproduktionszyklus mit zwei Formen auf: extrazelluldre und infektiose Elementarkérperchen
sowie intrazelluldre und nicht infektiose Retikularkdrperchen. Chlamydien kénnen kein ATP
synthetisieren und sind daher auf die intrazelluldre Vermehrung in Wirtszellen und deren ATP-
Synthese angewiesen. Mit der obligat intrazelluliren Lebensweise entgehen die Chlamydien
bestimmten Mechanismen der wirtseigenen spezifischen und unspezifischen Abwehr
Chlamydien kénnen zudem die Proliferation ihrer Wirtszellen modulieren und sie haben
Pathomechanismen entwickelt, die ihnen ein lang andauerndes Uberleben in der Wirtszelle
sichern, indem sie den Zelltod der Wirtszelle verzogern bzw. verhindern (zusammengefasst nach
ROBERT KOCH INSTITUT 2001).

Die Familie der Chlamydiaceae teilt sich in zwei Genera auf: Chlamydia und Chlamydophila
(EVERETT et al. 1999). Wihrend Chlamydia-Spezies scheinbar nur Sdugetiere infizieren wie
Mensch, Nager und Schweine, ist die Wirtsspezifitit der Chlamydophila-Spezies weniger
strikt, d.h. es gehoren auch Vogel, Reptilien und Amphibien zu den Wirten (CORSARO &
GREUB 2006). Sowohl Chlamydia als auch Chlamydophila-Spezies bilden bedeutende
humanpathogene Erreger; so bildet z.B. Chlamydia trachomatis die Urasche von
Urogenitalinfektionen sowie der Trachoma-Erblindung in Entwicklungsliandern (SENN et al.
2005). Zum Genus Chlamydophila gehort unter anderem Chlamydophila pneumoniae, die zu
Erkrankungen des Atmungstrakts fiihren kann (SACHSE et al. 2002). Die anderen Spezies,
wie z.B. Chlamydophila abortus und Chlamydophila pecorum sind vor allem
veterindrmedizinisch bedeutsame Erreger (CORSARO & GREUB 2006).

Bei Chlamydien sind verschiedene Ubertragungswege (fikal-orale Ubertragung, genitale
Ubertragung, aerogener Weg, laktogener Weg und konjunktivaler Weg) und Vektoren (Schafe,
Vogel) bekannt (SACHSE et al. 2004) (sieche Kapitel 1.5).



1.2 Chlamydiose beim Rind

Chlamydien wurden zundchst mit Krankheiten der Rinder in Verbindung gebracht. An den
Chlamydiosen des Rindes sind hauptsidchlich drei Arten beteiligt: Chlamydophila abortus,
Chlamydophila psittaci und Chlamydophila pecorum (u.a. EVERETT 2000, DEGRAVES et
al. 2004). Sie werden unter anderem mit Infektionen des Respirations- und Urogenitaltrakts,
mit Keratokonjunktivitiden, Enteritiden, Arthritiden, Mastitiden und Enzephalomyelitiden in
Zusammenhang gebracht. Bei einer Vielzahl von Erkrankungsgeschehen wie z.B. Aborten,
chronischen Endometritiden, erhohten peripartalen Kilberverlusten und Pneumonien sind
Chlamydien héufig als einzige Erreger isoliert worden, dabei sind die konkrete Bedeutung der
einzelnen Chlamydienspezies und die Genese der genannten Erkrankungen zum grof3ten Teil
noch nicht geklért.

Die Chlamydiose des Rindes ist nach derzeitigem Kenntnisstand als infektiose
Faktorenkrankheit anzusehen, die sich v.a. in groen Milchkuhbestinden mit ganzjéhriger
Stallhaltung als Infertilitdtssyndrom manifestieren kann. Eine dtiologische Mitbeteiligung an
Augenentziindungen konnte in neueren Untersuchungen bestitigt werden (CORSARO &
VENDITTI 2004).

Die Bedeutung von Chlamydienerkrankungen des Rindes hat in den letzten Jahren
zugenommen. Die Griinde dafiir sind, dass zum einen Chlamydien in Rinderbestinden im
Zusammenhang mit den verschiedensten Erkrankungskomplexen, v.a. mit reduzierter
Fruchtbarkeitsleistung, nachgewiesen wurden. Zum anderen ist das zoonotische Potential

boviner Chlamydien noch nicht ausreichend geklért.

Das Krankheitsbild mit Chlamydien als Auslosern beim Rind wurde bereits 1940 in den USA
beschriecben (HOLLBERG 2002). Einige Studien weltweit dokumentierten das Vorkommen
von Chlamydien bei zahlreichen Erkrankungen. So sind zahlreiche Fille von Aborten bei
Rindern und Schafen aus Deutschland (DEGRAVES et al. 2004), Indien (NANDA et al.
1992), Japan (NABEYA et al. 1991), Italien (CAVIRANI et al. 2001), Taiwan (WANG et al.
2001) und GroBbritannien (GRIFFITHS et al. 1995) bekannt.

Infektionen mit Chlamydophila spp. beim Rind miissen nicht mit apparenten Krankheiten
auftreten, oft sind es subtile Krankheitssignale. Trotzdem ist nach KALTENBOECK et al.
(2005) der Gesundheitsstaus einer Milchviehherde schwerwiegender betroffen als einzelne
klinische Krankheitsbilder erkennen lassen. Auch JEE et al. (2004) beschreiben die Infektion
mit Chlamydien beim Milchvieh als eine Krankheit, die beim Einzeltier schwierig zu

erkennen ist, aber den Gesundheits- und Fruchtbarkeitsstatus der gesamten Herde beeinflusst.



Die Tatsache, dass die bei der Milchkuh vorkommenden Chlamydienspezies weder
wirtsspezifisch noch organspezifisch sind (EVERETT 2000, DEGRAVES et al. 2004),
erschwert sowohl die Interpretation der Befunde fiir Milchkiihe als auch die epidemiologische
Einschitzung. Untersuchungen zum potentiell zoonotischen Charakter von Chlamydiosen beim
Rind sind teilweise alt und/oder basieren auf rein serologischen Daten (SACHSE et al. 2004).

1.2.1 Atemwegserkrankungen

Respiratorische Erkrankungen spielen in der Kilberaufzucht eine erhebliche Rolle. Bereits
seit den 1960er Jahren waren Atemwegserkrankungen beim Kalb in Folge von
Chlamydieninfektionen bekannt, wurden aber kaum untersucht. Die Symptomatik umfasst
NasenausfluB3, Fieber, Husten, Dispnoe und Depression (STORZ & KALTENBOECK 1993).
Die Angaben zur Beteiligung von Chlamydien basierten aber iiberwiegend auf serologischen
Untersuchungen und sind daher wenig aussagefdhig um die Pathogenese einer
Chlamydieninfektion der Lunge zu kldren. Bislang wurde aber davon ausgegangen, dass
Chlamydien hochstens milde Erkrankungen auslosen, die aber ggf. bakterielle
Sekundirinfektionen nach sich ziehen kénnen (JAGER 2006). Zur Klirung der Bedeutung
von Chlamydieninfektionen beim Kalb wurde kiirzlich eine Studie mit klinisch unauffilligen
Kélbern im Alter von 2 bis 7 Monaten durchgefiihrt, die auf Chlamydien getestet wurden und
deren Lungenfunktion zudem regelméssig tberpriift wurde. Bei rund der Hélfte der
untersuchten Tiere wurden Chlamydien in Form von Chlamydophila pecorum und
Chlamydophila psittaci im respiratorischen System {iber PCR nachweisen. Die positiv
getesteten Kélber wiesen eine erhdhte Rektaltemperatur und Atemfrequenz auf; zudem waren
die Stromungswiderstinde in den peripheren und zentralen Atemwegen erhoht (JAGER et al.
2005). Bei 7 von 13 PCR positiven Kélbern war auch die Serologie positiv. Klinisch
manifeste, respiratorische Symptome konnten hingegen bei keinem Tier festgestellt werden.
Aus diesen Ergebnissen schlossen die Autoren, dass eine klinisch inapparente Besiedlung des
respiratorischen Systems mit Chlamydien sowohl zu chronisch-obstruktiven Verdnderungen
in den Atemwegen fiihren kann, als auch ohne Beeinflussung der Lungenfunktion bleiben
kann.

TWOMEY et al. (2006) vermuteten in ihren Felduntersuchungen, dass die Kilber durch die
Muttertiere infiziert werden, wodurch eine Ubertragung durch zugekaufte Tiere oder durch
Schafe und Wildtiere weniger wahrscheinlich ist. Aufgrund der Beobachtung, dass bei
Kailbern in der ersten Lebenswoche keine Chlamydien nachgewiesen werden konnten, obwohl

deren Miitter positive Chlamydiennachweise (PCR) in der Milch hatten, erachten hingegen



JEE et al. (2004) die Umwelt der Tiere als Infektionsquelle. Hierbei scheint dem Tier-Tier-
Kontakt mit dem Zukauf fremder Tiere besonders bedeutsam zu sein.

1.2.2 Genitalinfektionen

Chlamydiosen beim Rind sind primér wegen negativer Auswirkungen auf das Fruchtbarkeits-
geschehen in das Interesse der Praxis und der Forschung geriickt. Unter Feldbedingungen ist
die Bedeutung von Chlamydien bei Fruchtbarkeitsstorungen nicht geklart, weil
Chlamydieninfektionen selten als Einzel- sondern meist als Mischinfektionen vorkommen.
Deutsche Arbeiten (STING et al. 2000 und 2003, WEHREND et al. 2005) deuten auf einen
Zusammenhang zwischen positiver Serologie und eingeschrankter Reproduktionsleistung. Bei
experimentellen Infektionen mit Chlamydien wurde dieser Zusammenhang im Wesentlichen
auch bestitigt: DEGRAVES et al. (2004) infizierten Férsen, die aufgrund ihrer Serologie
offenbar bereits eine natiirliche Infektion mit C. abortus durchlaufen hatten. Die Tiere
wurden synchronisiert, besamt und zwei Wochen danach wurden 0, 104, 10° , 10° oder 10°
KbE C. abortus intrauterin appliziert. Bei der nach sechs Wochen erfolgten
Trichtigkeitsuntersuchung war in der Gruppe mit 10° KbE C. abortus kein Tier tragend, in
der nicht infizierten Gruppe waren hingegen alle Tiere gravid. Als Indikator fiir die
Immunantwort auf die Infektion wurde der anti-C. abortus IgM-Titer im Serum ermittelt. Die
Autoren konnten nachweisen, dass bei einem hoheren IgM-Titer die Wahrscheinlichkeit fiir
eine Triachtigkeit hoher war. Da die Intensitit der Immunantwort von verschiedenen
herdenspezifischen Risikofaktoren beeinflusst werden kann, schlussfolgern sie, dass eine
Starkung des Immunsystems auf verschiedenen Ebenen (u.a. im Bereich Fiitterung, Stress,

Krankheitsgeschehen etc.) die Folgen einer Chlamydieninfektion reduzieren kann.

Nach PAPP et al. (1994) und TAENKUM et al. (2007) kénnen Bullen Chlamydophila
abortus mit dem Samen ausscheiden. So haben Zuchtbullen, die Chlamydophila abortus mit
dem Samen ausscheiden, eine mindere Fruchtbarkeit, da die Chlamydien im Uterus zu einer
Metritis fithren konnen. Bereits 1968 wiesen STORZ et al. Chlamydien in Bullensamen nach,
wo die Bullen an Epididymitis und Vesiculitis erkrankt waren. TEANKUM et al. (2007)
wiesen ebenfalls Chlamydien in Samen von Bullen, Schafbocken und Damwild nach.
EVERETT et al. (1999) fithren C. abortus als Hauptspezies fiir Infektionen des Genitaltraktes

an.



Abort bei Milchkiihen kommt seltener vor als bei Schafen und Ziegen, trotzdem gibt es
Milchvieherden, in denen es nach LIVINGSTONE & LONGBOTTOM (2006) zu Abortraten
von bis zu 20% kommt. C. abortus ist der Hauptgrund fiir den infektiosen Abort bei Schafen
und Ziegen (CHANTON-GREUTMANN et al. 2002).

1.2.3 Mastitis

Nach KALTENBOECK et al. (1997) und WEHNERT et al. (1980) konnen Chlamydien auch
mit Mastitiden in Verbindung gebracht werden. Zwar konnten experimentell mit C. abortus
bei Schaf, Ziege und Rind Mastitiden ausgelost werden (PAPADOPOULOS & LEONTIDES
1972, KOUL et al. 1988, RANSHOLD & BASSE 1981), in der Praxis ist aber offenbar nicht
von reinen Chlamydienmastitiden auszugehen. C. abortus wurde vereinzelt bei natiirlich
entstandenen Mastitiden beim Rind nachgewiesen (WEHNERT et al. 1980,
KALTENBOECK et al. 1992 und 1997), aber systematische Untersuchungen zur Bedeutung
von Chlamydieninfektionen als Kofaktoren einer Mastitis gibt es nicht. C. abortus wird auch
in der Milch eutergesunder Kiihe gefunden (JEE et al. 2004).

Neuere Studien zeigen jedoch, dass Kiihe mit positivem Chlamydophila spp.-Nachweis (PCR)
hohere Milchzellzahlen aufweisen (BIESENKAMP-UHE et al. 2007). Der Chlamydien-
Nachweis erfolgte hier in Augen- und in Vaginalsekret. Wurden die Tiere nach ihren
Chlamydien-Titern eingeteilt, waren die hoheren Zellzahlen bei den Tieren mit niedrigen
Titern zu finden. Letztgenannter Befund veranlasste die Autoren die Effekte einer
Chlamydophila-spezifischen Immunstimulation zu testen: sie impften die Halfte alle Kiihe im
Abstand von 35 Tagen gegen Chlamydophila (Impfstoff: Bayer AG, Leverkusen, Germany),
die tibrigen Tiere wurden mit Placebo analog behandelt. Bei den geimpften Kiihen wurde im
Vergleich zu den Placebokiihen ein signifikant abfallender Zellgehalt in der Milch festgestellt;
Die Impfung hatte zudem eine gesteigerte Ausscheidung von Chlamydophila in der Milch zur
Folge, es kam jedoch nicht zu einem génzlichen Sistieren der Ausscheidung (BIESENKAMP-
UHE et al. 2007). Dass die Impfung auch in Zusammenhang mit den o.g. Chlamydophila-
assoziierten Fertilititsstorungen moglicherweise vorteilhaft sind, deutet sich zwar an
(DEGRAVES et al. 2002), ist aber noch offen.



1.3 Nachweisverfahren

Chlamydien konnen mikrobiologisch tliber die Anzucht und Kultur nachgewiesen werden,
zudem kann der Antigenkontakt eines Tieres durch serologische Verfahren, die Chlamydien-
spezifische Antikorper nachweisen, belegt werden. Als dritte Moglichkeit, die heute
dominiert, ist der Nucleinsduren-basierte Nachweis tber PCR-Verfahren zu nennen
(zusammengefasst nach ROBERT KOCH INSTITUT 2001):

Der direkte kulturelle Nachweis gilt als Goldstandard zur Diagnostik von Chlamydien, weil
hier lebende Organismen erfasst werden. Die Kultur ist jedoch schwierig, sie kann nicht im
Rahmen der mikrobiologischen Routineuntersuchungen von z.B. Milchproben durchgefiihrt
werden. Aufgrund des Zoonosepotentials bleibt die Kultur auch nur wenigen Speziallaboren
vorbehalten, beispielsweise ist die Vermehrung von Chlamydophila psittaci wegen des Risikos
schwerer Laborinfektionen nur in Labors der Sicherheitsstufe III zugelassen. Als Nachteil ist
auch die nur geringe Sensitivitdt der Kulturverfahren anzusprechen.

Chlamydien konnen indirekt iiber den Nachweis von spezifischen, gegen Chlamydien
gerichteten Antikorpern nachgewiesen werden. Mit solchen serologischen Tests werden nur
gattungsspezifische Antikorper nachgewiesen. Reinfektionen sind ggf. an einem IgG und IgA-
Anstieg erkennbar. Aufgrund neuerer Entwicklungen in diesem Bereich (z.B. haben HOELZLE
und Mitautoren (2004) die Mdglichkeit geschaffen, sowohl Antikorper gegen Chlamydophila
abortus als auch Antikorper gegen Chlamydophila pecorum mit Hilfe von spezifischen
Membranproteinen zu unterscheiden) wére in Zukunft eine spezies-spezifische serologische
Diagnostik moglich. Dennoch bleibt festzuhalten, dass serologische Untersuchungen nicht den
aktuellen Infektionsstatus wieder spiegeln. Dies fiihrt dazu, dass Chlamydieninfektionen bei
Milchvieh nicht ausreichend erkannt werden und somit die Pravalenz falsch eingeschitzt wird
(KALTENBOECK et al. 2005).

Der direkte Nachweis des Antigens (Immunfluoreszenz, ELISA) wird wegen der geringen
Sensitivitdt und Spezifitdit vom Robert Koch Institut nicht empfohlen. Methodische Vergleiche
haben auch bislang bestitigt, dass Antigennachweise iiber ELISA bei Proben vom Rind oftmals
falsch positiv sind (PETER et al. 1987).

Der  direkte = Nachweis  erregerspezifischer = DNA-Sequenzen  mittels PCR
(Polymerasekettenreaktion) kann dagegen speziesspezifisch und potenziell hoch sensitiv
durchgefiihrt werden. Entsprechende PCR-Verfahren sind publiziert (u.a. KALTENBOECK et
al. 1992) und lassen auch eine Differenzierung der einzelnen Subspezies zu (u.a.
KALTENBOECK et al. 1992, DEGRAVES et al. 2003 a). Bei positiven Befunden konnen aber
keine Aussagen iiber die Lebensfahigkeit und Infektionstiichtigkeit der Erreger gemacht werden,
nachdem die Erreger auch nicht kontinuierlich ausgeschieden werden, ist (wie beim

Kulturverfahren) ggf. wiederholt zu beproben. Die publizierten PCR-Verfahren nutzen definierte



Zielbereiche des Chlamyophila-Genoms: die ribosomale RNA-Gen-Region oder die des ompl
Gens, wobei letztere Sequenz etwas weniger sensitiver arbeiten soll (DEGRAVES et al. 2003b).
Mit Anwendung der real-time PCR-Technologie kann der Nachweis nicht nur qualitativ, sondern
auch qualitativ erfolgen. Eine Spezifizierung der einzelnen Chlamydophila-Arten ist mit einer
sogenannten nested PCR mdglich: hier wird zundchst eine Spezies-libergreifende
Chlamydophila-spezifische Sequenz des ompl Gens amplifiziert, aus der dann in einer zweiten
PCR-Runde mit spezies-spezifischen Primern die jeweils typischen Sequenzen amplifiziert
werden konnen (SACHSE & HOTZEL 2003). Inzwischen ist auch schon ein Microarray-
Verfahren (SACHSE et al. 2005) etabliert, das den direkten, speziesspezifischen Nachweis

erlaubt und seit einigen Monaten kommerziell erhéltlich ist.

Als Probenmaterial konnen sowohl Tupferproben aus Nase, Augen, Rektum, Cervix, oder
Vagina genommen werden. Ebenso kann der Erreger aus Milch, Kot, Plazenta oder Organen
nachgewiesen werden. Nach HOTZEL et al. (1996) sind Tupferproben am Besten geeignet, weil
die Aufbereitung einfacher und schneller ist, da sie nicht iiber ein Kitsystem erfolgen muss.
Dabei stellten JEE et al. (2004) die hochste Sensitivitidt bei Vaginaltupfern im Vergleich zu
Rektal- und Augentupfern fest. Auch SCHACHTER (1999) hatte die hochste Sensitivitit bei
Vaginaltupfern (92-93 %).

1.4 Bekannte Hiufigkeiten von Chlamydieninfektionen beim Rind

Chlamydien gehdren zu den am weitesten verbreiteten und erfolgreichsten Infektionserregern
unter den Bakterien (ANDERSEN 2004). In den folgenden internationalen Untersuchungen
an Milchkiihen wurde eine hohe Privalenz von Chlamydieninfektionen oder von Antikdrpern

gegen Chlamydien bei Kiithen mit Abort ermittelt:

CAVIRANI et al. (2001) untersuchten 671 Milchkiihe in Norditalien, die alle zwischen Januar
1998 und 2000 einen Abort hatten. Von diesen Kiithen wurde innerhalb der ersten Woche nach
der Kalbung eine Serumprobe gezogen, die auf Chlamydien-Antikorper untersucht wurden.
Dabei wurde eine 45 %ige Seroprdvalenz von Chlamydophila psittaci festgestellt. Als
Kontrolle dienten Seren von 600 Milchkiihen, die keinen Abort hatten, aus dem gleichen
Zeitraum und demselben Gebiet. Diese wiesen eine Seroprivalenz 24 % auf.

WANG et al. (2001) untersuchten in Thailand Serumproben von 63 Milchkiihen mit Abort
und 31 von gesunden Kiihen. Bei 71 % der Kiithe mit Abort war der serologische

Antikdrpernachweis gegen C. abortus positiv, bei den Kontrollkithen waren es 51 %. Der



PCR-Nachweis aus Vaginaltupfern war hingegen bei 35 % der Abortkiihe und bei 45 % der
Kontrollkiihe positiv.

JEE et al. (2004) untersuchten 40 Holstein Kiihe und 41 Holstein Kélber einer Herde in
Alabama, USA iiber 40 Wochen lang ab der ersten Woche postpartum bis zur zwolften
Woche postpartum jeweils einmal wochentlich. Von den Kiithen wurden Vaginaltupfer, Blut-
und Milchproben entnommen, von den Kélbern Nasen-, Rektal-, Vaginaltupfer und
Blutproben. Eine Privalenz von 61 % bei den Kélbern und 20 % bei den Kiithen wurde mittels
real-time-PCR festgestellt. Dabei galt ein Tier als positiv, sobald eine der untersuchten Proben
in der real-time-PCR positiv reagierte. Sowohl bei den Kélbern als auch bei den Kiihen
konnten Chlamydophila abortus und Chlamydophila pecorum als Spezies festgestellt werden,
wobei die Pridvalenz von Chlamydophila pecorum bei Kilbern flinfmal hoher lag, als
Chlamydophila abortus. Bei den Kiithen hingegen herrschte Chlamydophila abortus vor,
welche als einzige Spezies in Milchproben nachgewiesen wurde.

Aus dem deutschen Bundesgebiet sind folgende Untersuchungen iiber die Verbreitung und die
Haufigkeit von Chlamydien/-infektionen bekannt:

STING (1997) entnahm insgesamt 617 Genitaltupfer von Kiihen aus 123 Betrieben mit
Fruchtbarkeitsstorungen im nordlichen Baden-Wiirtemberg. In 33 % der Genitaltupfer (= 206
Kiihe in 87 Betrieben) war das Chlamydophila psittaci-Antigen mittels ELISA nachweisbar.
Des Weiteren konnte bei 300 Kiihen (40 %) in 81 Betrieben (91 %) mittels eines
selbsthergestellten ELISA-Testsystems Antikorper gegen Chlamydien ermittelt werden.

Im Rahmen der Studie von ABD EL-RAHIM (2002) wurden 240 Tiere aus insgesamt 20
Zuchtbetrieben in Norddeutschland untersucht. Bei 47 Tieren in 18 der 20 Betriebe konnten

Antikorper gegen Chlamydien nachgewiesen werden.

WEHREND und Mitautoren haben von 2000 bis 2002 445 Milchkiihe mit
Fruchtbarkeitsstorungen in 34 Betrieben in Hessen untersucht (WEHREND et al. 2005). Unter
anderem konnten sie mittels ELISA bei 185 Kiihen (41,5 % der untersuchten Kiihe)
Chlamydienantikorper nachweisen und bei 208 Kiihen (46,5 %) Chlamydienantigene (mittels
Capture-ELISA) im Vaginalsekret.

Die genannten Untersuchungen aus verschiedenen Regionen in Deutschland haben gemein,
dass zum einen ELISA-Testsysteme angewendet wurden und zum anderen eine Vorauswahl

der zu untersuchenden Betriebe bzw. Kiihe nach entsprechenden Vorberichten erfolgt ist.

In Nordrhein-Westfalen wurden im Rahmen eines Monitorings die Verbreitung und die klinische
Bedeutung von pneumophilen bakteriellen Infektionserregern bei jungen, unbehandelten Kélbern
flachendeckend im Land NRW untersucht (HOLLBERG et al. 2005, HEIMBERG et al. 2006):



Dabei wurden bei 975 Kilbern im Alter von bis zu 8 Wochen, die aus 97 Betrieben stammten,
Nasen- und Augentupfer entnommen, die mittels real-time-PCR zur Chlamydienquantifizierung
genutzt wurden. Zusitzlich erfolgte vor der Beprobung eine klinische Untersuchung, bei der die
Korpertemperatur rektal gemessen und auch die Atmung, sowie das Nasensekret beurteilt wurde.
Des Weiteren wurden die Kélber auf Mannheimia haemolytica und Pasteurella multocida
untersucht. Bei 127 Kélbern konnten anhand des Nasentupfers und bei 103 Kilbern anhand des
Augentupfers Chlamydien nachgewiesen werden. Das entspricht 13 % der untersuchten Kélber
bei den Nasentupfern und 10,6 % bei den Augentupfern. Die Prévalenz bezogen auf die Betriebe
liegt jedoch bei 60,8 %. Darauthin sprechen die Autoren bei Chlamydien von ubiquitir
vorkommenden Keimen. Auflerdem stellten sie trotz der hohen Zahl von Erregernachweisen
(503 Kélber gesamt mit positiven Erregernachweisen) fest, dass nur bei 172 Kélbern klinische
Symptome auftraten. So hatten nur 68 Kélber erhohte Korpertemperatur (iiber 39,4°C).
Bakterielle Mischinfektionen traten selten auf, wobei der gleichzeitige Nachweis von P.
multocida und Chlamydien am héiufigsten gelang (3,8 %). (HOLLBERG et al. 2005,
HEIMBERG et al. 2006)

Auch VOGEL und Mitautoren (2006) wiesen direkt die Chlamydophila-Erreger mittels
Polymerase-Kettenreaktion nach. Thr Ziel war es unter anderem, die Ergebnisse in den
verschiedenen Korperfliissigkeiten (Augensekret, Nasensekret, Vaginalsekret und Milch) zu
vergleichen. Sie kamen nach der Untersuchung von 45 Milchkiihen aus 14 Betrieben in NRW
zu dem Ergebnis, dass mittels des Augentupfers 11 % der Kiihe einen positiven Befund
aufwiesen, mittels des Nasentupfer 13 %, mittels des Vaginaltupfers 18 % und in der Milch
12 % der Kiihe. Auch aus dieser Studie kann aufgrund der im Vordergrund stehenden
Fragestellung und der damit verbundenen Vorauswahl der Betriebe keine Aussage iiber die

Verbreitung von Chlamydophila-Erregern in einer bestimmten Region getroffen werden.

1.5  Ubertragungswege fiir Chlamydieninfektionen

WITTENBRINK et al. (1993) konnten durch Erregeranziichtung aus 190 Rinderkotproben bei
22,1 % der Tiere inapparente Darminfektionen nachweisen. Diese Tiere stellen eine stindige
Infektionsquelle dar, da sie {iber Monate bis Jahre Chlamydien mit dem Kot ausscheiden. Die
fikal-orale Ubertragung wird deshalb als ein wesentlicher Infektionsweg von Chlamydien
angesehen (GERBERMANN 1991; WITTENBRINK et al. 1988). Nach WIITENBRINK und
Mitautoren (1988) stellt des Weiteren der Deckakt bzw. der Akt der Besamung einen
Ubertragungsweg dar. JEE und Mitautoren (2004) stellen fest, dass die GroBe der Herde und
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der Kontakt von Tier zu Tier ebenfalls Einfluss auf die Transmissionsfrequenz haben kann.
So ist nach ihrer Ansicht die Ubertragungsrate hoher in groBen Herden sowie bei
Gruppenhaltung mit mehreren Tieren. Da Chlamydien im Hoden sowie in der
Praputialschleimhaut von Bullen vorkommen und der Erreger aus Sperma von
Besamungsbullen isoliert werden konnte, erscheint eine venerische Ubertragung nicht

ausgeschlossen (PEREZ-MARTINEZ & STORZ 1985).

Grundsitzlich ist beim Rind die orale, aerogene, genitale, laktogene und konjunktivale
Ubertragung von Chlamydien beschrieben (HORSCH 1980). HORSCH (1980) fiihrt fiir
grofle Rinderbestinde folgende Bedingungen auf, die eine Ausbreitung begiinstigen:

e Haltungshygienische Faktoren: Méngel im Stallklima, Staubansammlungen, gilinstige
Bedingungen  fiir =~ Aerosolbildung,  {iberbelegte = Buchten, @ An-  und
Austrocknungsmoglichkeiten fiir Kot- und Urinreste sowie Ansammlung von
Exkrementen

e Technologische Bedingungen: Zufiihren grofer Tierzahlen aus vielen verschiedenen
Bestinden zur Reproduktion, das Nichtvorhandensein von Moglichkeiten zur
Separierung erkrankter oder abwehrgeschédigter Tiere, unzureichende Maflnahmen in
der Serviceperiode, Verletzung des Rein-Raus-Prinzips, reduziertes Tier-Frefplatz-
Verhiltnis, anbindelose Haltung in GroBbuchten und keine
Unterteilungsmoglichkeiten in geschlossenen Tiergruppen

e Mangelerndhrungszustinde, hohe Leistungsanforderungen und immunsuppressive
Einflisse

Das unterstreicht die Schlussfolgerung von WEHREND et al. (2005), wonach
Chlamydieninfektionen als multifaktorielles Krankheitsgeschehen zu sehen sind. Sie gehen
davon aus, dass es bei der Behandlung von Chlamydieninfektionen wichtiger ist, die
Risikofaktoren mittels entsprechender Managementmalnahmen zu minimieren, als die Tiere

antibiotisch zu behandeln und/oder zu impfen (WEHERND et al. 2005)
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1.6  Problemstellung in Nordrhein-Westfalen (NRW)

Im Bereich der Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen wird seit Mitte der 90-er Jahre in
einer zunehmenden Zahl von Milchviehbetrieben ein Krankheitsbild beobachtet, das vorher in
dieser ausgepragten Form nicht bekannt war. Im Vordergrund stehen grippeartige Symptome,
gehdufte Totgeburten oder die Geburt lebensschwacher Kélber sowie puerperale Stérungen. Die
Fruchtbarkeitsleistung im Betrieb geht mehr und mehr zuriick und kann existenzbedrohende
AusmaBe annehmen (HOLLBERG 2002). Gleichzeitig existieren in betroffenen Bestdnden nicht
erklarbare Probleme mit der Milchzellzahl und Leistungsdepressionen. Als in Zusammenhang
mit diesem Krankheitsgeschehen stehende Erreger konnten schlielich Chlamydien identifiziert

werden.

Die in Kapitel 1.4 aufgefiihrten Daten zum Vorkommen der Keime in Rinderbestinden deuten
auf eine erhohte Privalenz hin — aufgrund der Symptomatik besonders in Problembetrieben.
Zur genaueren Einschitzung der Erregerhdufigkeit waren daher epidemiologische Studien in
Problembestédnden in NRW erforderlich.

1.7  Zielsetzungen des Projektes — einschlieSlich Umstrukturierungen

Das Forschungsprojekt tragt zur Aufklarung der Verbreitung von Chlamydien-assoziierten
Erkrankungen bei Milchvieh bei. Die Unzuldnglichkeit bisheriger, konventioneller
Nachweismethoden der Chlamydienerreger ldsst vermuten, dass éltere Angaben iiber ihre
Auftretenshiufigkeit nicht der tatsdchlichen Haufigkeit entsprechen. Im Vergleich zu den
bisher angewandten kulturellen oder serologischen Nachweismethoden sind die Sensitivitét
und die Spezifitit des direkten Erregernachweises mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

hoher anzusetzen.

Im Rahmen des Forschungsprojektes wurden folgende Ziele verfolgt:
e Stufe I: Ermittlung der Chlamydophila-Prévalenz in Milchviehbetrieben fiir NRW
e Stufe II: Entwicklung einer Checkliste zur systematischen Erfassung der
betriebsindividuellen Faktoren und Kennziffern, welches eine Vorhersage, ein
Screening im Bezug auf die Gefahrdung durch Chlamydophila spp. ermoglicht
Die Ermittlung der Chlamydophila-Pravalenz in NRW (Stufe 1) erfolgte auf der Basis einer
repriasentativen  Stichprobe von 100 Milchviehbetrieben aus der Gesamtheit aller
Milchviehbetriecbe in NRW (Stand 2005 von der Arbeitsgemeinschaft Deutscher
Rinderziichter e.V. (ADR): 6.557 Milchviehbetriebe).
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Auf der Basis dieser Ergebnisse der Stufe I erfolgte im Anschluss an die Beprobung der Tiere
und der PCR-Analyse die Zusammenstellung und Verrechnung der betriebsindividuellen
Faktoren, Kennziffern etc. (Stufe II). Das endgiiltige Ziel der Stufe II war eine Checkliste mit
verschiedenen Risikofaktoren, welche mit relativ geringem Aufwand (zeitlich und finanziell)
in einem Betrieb, dessen Chlamydienstatus nicht bekannt ist, erhoben und zur Einstufung im
Hinblick auf die Chlamydiengefdhrdung fiihren kann. Nach Auswertung der
betriebsindividuellen Angaben wire dann zum einen die Vorhersage der Gefdhrdung oder
Nicht-Gefdhrdung durch Chlamydien moglich. Zum anderen sind damit die wichtigsten
Risikofaktoren fiir die Chlamydieninfektion innerhalb eines Betriebes und zwischen Betrieben

bekannt und konnen in die Betriebsberatung/-betreuung mit aufgenommen werden.

In der letzten Projektphase lag der Schwerpunkt auf den Daten, welche eine
Beschreibung/Erfassung der gesundheitlichen Situation in den Betrieben ermdglichen.
Zunichst war angedacht, von den 100 beprobten Milchviehbetrieben nur 15 Betriebe
intensiver in Zusammenarbeit mit dem betreuenden Hoftierdrzten zu analysieren
(einschlieBlich erneuter Probenentnahme an 10 Kiihen zur Erfassung des aktuellen
Chlamydienstatus). Im Laufe der detaillierten Planung dieser Vorgehensweise und
insbesondere den ersten Analysen wurde deutlich, dass Aufwand und Nutzen aber in keinem
vertretbaren Verhiltnis standen.

Dieses wird an folgendem Beispiel deutlich: um die eutergesundheitliche Situation in einem
Betrieb zu erfassen, wurden folgende Parameter in enger Zusammenarbeit im einem
Hoftierarzt von einigen Betrieben erhoben: Mastitisbehandlungen pro Kuh und Jahr, Anteil
mastitisbehandelter Tiere pro Jahr, Anteil bakteriologischer Untersuchungen (BU) bei
Behandlung sowie die jeweiligen Ergebnisse der BU. Pro Betrieb bedeutete allein die
Datenaufnahme ein Aufwand von ca. 20 Stunden zuziiglich der erneuten Probenentnahme und
der Probenanalyse. Wihrend der gleichzeitig laufenden Auswertung der betrieblichen Daten
von Stufe I, d.h. von insgesamt 100 Betrieben mit dem jeweiligen Chlamydienstatus wurde
deutlich, dass eine Verfeinerung dieses Datensatzes von groBerem Nutzen fiir die Ermittlung

einer Checkliste zur betriebsindividuellen Vorhersage des Chlamydienstatus ist.

Das abgeschlossene Forschungsprojekt tragt - durch entsprechende Verodffentlichungen - bei:
e zur Aufkldrung der Verbreitung von Chlamydien-assoziierten Erkrankungen bei
Milchvieh in NRW,
e zum Wissen um die betriebsindividuellen Risikofaktoren und Kennziffern sowie
e zur Minimierung der Ubertragung von Chlamydophila spp. innerhalb von und

zwischen Milchviehbetrieben.
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2 Material und Methode
2.1 Auswahl der Milchviehbetriebe

Zu Projektbeginn waren in NRW im Rahmen der Milchleistungspriifung 315.855 Milchkiihe
in 6.557 Betrieben registriert (Stand: 2005). Wenn 100 Milchviehbetriebe zufillig und ohne
Vorselektion ausgewéhlt werden, stellen sie eine reprdsentative Stichprobe aus insgesamt
6.557 Betrieben dar.
Die Auswahl der Betriebe erfolgte in enger Zusammenarbeit mit den Beratern der Milchvieh-
Arbeitskreise der Landwirtschaftskammer NRW, dem Landeskontrollverband NRW e.V. und
dem Tiergesundheitsdienst der Landwirtschaftskammer NRW.
Folgende Bedingungen lagen bei der Auswahl der 100 Betriebe vor:
e Die Betriebe nehmen an der (freiwilligen) Milchleistungspriifung (MLP) teil, um die
monatlichen Einzeltier- und Herdendaten mit einbeziehen zu konnen.
e Die Verteilung der auszuwédhlenden Betriebe orientiert sich an der Verteilung der
Kiihe in den 32 Landkreisen entsprechend der Datenbank des Landeskontrollverbandes
NRW e.V. (siehe Tabelle 1).
e Innerhalb eines Landkreises muss die Wahl der Betriebe zufillig erfolgen (unabhéngig
von Betriebsgrofle, Krankheitserscheinungen, Bekanntheitsgrad etc.)

Die Auswahl der Betriebe konnte im Oktober 2005 abgeschlossen werden.
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Tab.1:  Verteilung der MLP-Kiihe in den 32 NRW-Landkreisen und entsprechende
Anzahl zu beprobender Betriebe

Anzahl Anzahl zu
MLP- MLP - Anteil Kiihe beprobender
LandKreis Betriebe Kiihe je Landkreis (%) | MLP-Betriebe
Aachen 163 10.276 3,25 3
Borken 701 31.635 10,02 10
Coesfeld 225 9.807 3,10 3
Diiren 121 5.479 1,73 2
Ennepe-Ruhr 66 3.344 1,06 1
Euskirchen 226 10.117 3,20 3
Giitersloh 291 13.135 4,16 4
Heinsberg 213 11.324 3,59 4
Herford-Bielefeld 52 2.337 0,74 1
Hochsauerland 304 14.941 4,73 5
Hoxter 165 6.621 2,10 2
Kleve 577 39.172 12,40 12
Lippe 100 4.673 1,48 1
Mirkischer Kreis 145 8.536 2,70 3
Mettman 60 2.713 0,86 1
Minden-Liibbecke 222 9.306 2,95 3
Miinster 41 1.784 0,56 1
Neuss 85 3.424 1,08 1
Oberberg 265 15.348 4,86 5
Olpe 76 3.548 1,12 1
Paderborn 241 8.615 2,73 3
Recklinghausen 104 6.624 2,10 2
Rhein-Berg 119 6.458 2,04 2
Rhein-Erft 16 714 0,23 0
Rhein-Sieg 194 10.243 3,24 3
Ruhr-Lippe 119 4.071 1,29 1
Siegen-Wittgenstein 90 2.972 0,94 1
Soest 228 8.104 2,57 3
Steinfurt 385 15.013 4,75 5
Viersen 231 13.242 4,19 4
Warendorf 347 11.946 3,78 4
Wesel 385 20.333 6,44 6
Summe 6.557 315.855 100 % 100 Betriebe
Betriebe Kiihe

Die Herden der 100 zufillig ausgewihlten Betriebe umfassten durchschnittlich 84 Kiihe (+ 39
Kiihe) mit einer durchschnittlichen 365-Tage-Leistung von 8.882 kg Milch (+ 825) mit 4,24
% Fett (£ 0,23) und 3,33 % Eiweil} (£ 0,12). Das arithmetische Mittel der logarithmierten
Zellzahl liegt bei 5,35 log Zellzahl/mL Milch + 0,13 log Zellzahl/mL Milch (entspricht einem
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geometrischen Mittel von 224 Tausend Zellen/'mL Milch). Die durchschnittliche
Laktationsanzahl pro Betrieb liegt bei 2,6 + 0,51 pro Kuh. Folgende Fruchtbarkeitskennzahlen

hatten die Betriebe im Durchschnitt:

Tab. 2: Mittlere Fruchtbarkeitskennzahlen (= SD) in den beprobten Betrieben

Besamungsindex: 1,9 +0,28
Rastzeit (Tage): 95+ 12
Gistzeit (Tage): 130 £ 18

Remontierungsrate (%): 27,7+54

Von den 100 Betrieben wurden 17 Betriebe 6kologisch bewirtschaftet. In 13 Betriebe wurden
bereits in den vergangenen Jahren Impfungen (Impfstoff Firma Pfizer, Karlsruhe) gegen
Chlamydien durchgefiihrt.

2.2 Betriebsbesuche und Probennahme

Die 100 ausgewdhlten Betriebe wurden in der Zeit von Oktober 2005 bis Miarz 2007
aufgesucht. Der urspriingliche Zeitplan entsprechend dem Forschungsantrag (Beendigung der
Probenentnahme Mitte 2006) konnte aus folgenden Griinden nicht eingehalten werden:
durchschnittlich konnten pro Woche nur 4 Betriebe zur Probenziehung und Datenaufnahme
besucht werden. Dieser geringe Durchschnitt ergab sich im Laufe der Probennahme:

e aufgrund der Notwendigkeit der unmittelbaren Aufbereitung der Proben im eigenen
Labor (PCR-Analyse) sowie in dem Labor des Tiergesundheitsdienstes
(bakteriologische Untersuchung),

e aufgrund der terminlichen Mdglichkeiten der Betriebsleiter in Verbindung mit den
jeweiligen Entfernungen und

e wegen der Sperrmafinahmen im Zusammenhang mit der Blauzungenkrankheit (BTD).

Wihrend eines jeden Betriebsbesuchs wurden pro Betrieb 10 % der Herde beprobt, aber
mindestens 10 Kiihe. Die zu beprobenden Kiihe sollten in der Friihlaktation sein, da wihrend
der Wochen und Monate nach der Kalbung die Wahrscheinlichkeit fiir Erkrankungen hoher
ist (GOFF & HORST 1997). Die ausgewihlten Tiere wurden durchschnittlich am 72.
Laktationstag beprobt (+ 55 Tage).

Entgegen der angedachten Vorgehensweise im Antrag des Forschungsvorhabens von 2005
wurde letztendlich als Probenart der Vaginaltupfer (und nicht Milchproben) festgelegt (siche
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Zwischenbericht von 2006). Vaginalsekret-Tupferproben weisen Vorteile gegentiber
Milchproben auf: Zum einen muss die Probenentnahme nicht wihrend der Melkzeiten des
Betriebes erfolgen, zum anderen ist die Wahrscheinlichkeit hoher, im Vaginalsekret
Chlamydien zu finden (HOTZEL et al. 1996, VOGEL et al. 2006). Zusitzlich ist die
Probenaufbereitung des Vaginalsekrets giinstiger und schneller als die der Milchproben. Aus
diesem Grund wurde aus dem Projekttitel der Teil ,,... liber den direkten Nachweis des

Erregers in Milch* gestrichen.

Von jedem ausgewihlten Tier wurden Vaginaltupfer genommen, dabei wurden zur
Beprobung der Kiihe Tupfer, die in ein Probenréhrchen integriert sind (Salivette, der Firma
Sarstedt, Niuimbrecht, Deutschland verwendet. Pro Kuh wurde ein Tupfer zur
Chlamydienidentifizierung verwendet. Dieser wurde mit einer Arterienklemme nach Kocher
(gerade, 14cm, Heiland, Wien, Osterreich) aus dem Probenrdhrchen genommen und in die
Vagina eingefiihrt, um den Abstrich zu gewinnen. Dabei wurden die Schamlippen mit der
einen Hand gespreizt und der Tupfer mit der anderen Hand eingefiihrt. Zusétzlich wurde der
Schwanz der Kuh von einer weiteren Person auflen festgehalten. Die beprobten Tiere waren
im Fressgitter arretiert. Fir jede Tupferprobenentnahme wurde eine frisch desinfizierte

Arterienklemme verwendet.

Die fiir den direkten Nachweis der Erreger-DNA nétigen Techniken waren am Institut fiir
Tierwissenschaften (ITW), Universitit Bonn, Abteilung Physiologie und Hygiene bereits
etabliert, mit Hilfe der Bundesforschungsanstalt fiir Viruskrankheiten der Tiere (BFAV),
Standort Jena, Dr. Sachse, wurden die fiir den Nachweis von Chlamydophila n&tigen
spezifischen Arbeitsweisen der Probenaufbereitung und des Nachweises eingefiihrt und
stthen nun auch im Sinne des Wissenstransfers dem Tiergesundheitsdienst der
Landwirtschaftskammer NRW in der Kooperation zur Verfiigung.

Nachweis und Quantifizierung der Chlamydien insgesamt erfolgen mittels der real-time PCR.
Die Identifizierung der jeweiligen Spezies erfolgt mit Hilfe einer nested PCR und wurde im
Rahmen einer Diplomarbeit durchgefiihrt. Dieses an der BFAV entwickelte Verfahren wurde
ebenfalls im ITW Spezies-spezifisch etabliert. Somit werden alle positiven Proben

identifiziert.

Die bakteriologische Analyse eines zweiten Vaginaltupfers von insgesamt 544 Kiihen (51 %
der beprobten Kiihe) aus 51 Betrieben erfolgte im Labor des Tiergesundheitsdienst der
Landwirtschaftskammer NRW entsprechend dem Runderlass des Ministeriums fiir Umwelt,
Raumordnung und Landwirtschaft v. 19.11.1999 - 1B 3 - 01.43 - SMBI. NRW. 2125.
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Des Weiteren wurden wéhrend des Betriebsbesuches ein Fragebogen ausgefiillt, welcher
Daten des jeweiligen Betriebes und der beprobten Kiihe enthielt. Mit Hilfe des Fragebogens
konnten unter anderem die Haltungsbedingungen, Fiitterungsbedingungen, Zuk&ufe etc.
festgehalten werden (sieche Kapitel 2.5). Die Auswertung dieser Erhebungen erfolgte in der
Stufe II des Projektes.

2.3 PCR-Methoden

Alle Proben wurden zundchst mittels real-time PCR genus-spezifisch (duBlere Primer) auf
Chlamydophhila spp. getestet. Im Falle positiver Nachweise dient das erhaltene PCR-Produkt
als Matrix fiir die zweite Runde, die Spezies—spezifische PCR (innere Primer). Das Verfahren
ist bei KALTENBOECK et al. (1997) beschrieben. Um die Amplifikate aus den Spezies-
spezifischen PCRs sichtbar zu machen, wurden diese zusammen mit einem DNA-—
GrofBenmarker in einem Agarosegel elektrophoretisch getrennt, mit Ethidiumbromid geférbt

und mittels des ,,Vista Flourlmager SI* ausgewertet.

24 Erfassung der Milchleistungspriifungsdaten

Mit Zustimmung der Betriebsleiter wurden wihrend der Betriebsbesuche folgende Daten und
Ergebnisse der Milchleistungspriifung (MLP) erfasst:
e Betriebsdaten entsprechend dem jeweils letzten MLP-Jahresbericht:
— Kuhzahl
— Milchleistungskennziffern: durchschnittliche 305-Tage-Leistung, Fett- und
Eiweil3-Gehalt, durchschnittliche Zellzahl, durchschnittliche Anzahl der
Laktationen
— Fruchtbarkeitskennziffern: ~ Remontierungsrate, Besamungsindex, Rastzeit,
Gistzeit

e Daten der beprobten Einzeltiere entsprechend dem letzten MLP-Jahresbericht bzw.
der letzten 12 MLP-Monatsberichten
— Laktationsnummer, Laktationstag
— Milchleistung: durchschnittliche 305-Tage Leistung, Fett, Eiweil3, Zellzahl
— Letzte Kalbung: Datum (Ist- und Soll-Datum), Geburtsverlauf, Geburtshilfe, ,
Nachbehandlung, = Anzahl Belegungen fiir letzte Kalbung, Anteil
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Kaélbersterblichkeit (zwischen 27. Trachtigkeitswoche und 7 Tage p.p.), Aborte
(nach positiver Trachtigkeitsuntersuchung bis 27. Trachtigkeitswoche)

2.5  Erfassung der betrieblichen Gegebenheiten und verschiedener Gesundheitsdaten

Mit einer Frage- und Beobachtungsliste wurden verschiedene Gegebenheiten innerhalb der
Milchviehbetriebe erfasst — im Bezug auf:

e Haltung

e Besamung

e Kalbung

¢ Reinigung und Sauberkeit — im Stall und am Tier

e Impfungen

e Sonstiges
Die Liste setzte sich zusammen aus Fragen an den Betriebsleiter (z.B. Haufigkeit der
Reinigung, Zukauf von Tieren, Kélbersterblichkeit) und aus Beobachtungsdaten (z.B.
Sauberkeit der Tiere, Sauberkeit der Boxen, Aussehen der Gelenke), welche von der
Mitarbeiterin im Forschungsprojekts, Frau Kemmerling, selbststindig aufgenommen wurden,
wobei sie den jeweiligen Betriebsleiter iiber den Inhalt der Beobachtungsdaten informierte.
Die Fragen und Beobachtungsdaten beziehen sich — neben einigen beschreibenden Daten — im
Wesentlichen auf mdgliche Ubertragungswege sowie Risikofaktoren fiir Chlamydien-
Infektionen (siehe Kapitel 1.5) sowie die jeweiligen erforderlichen Begleitinformationen. Sie
sind so ausgewdhlt, dass sie ohne technische Hilfsmittel und damit von Personen ohne
Expertenwissen erfasst werden konnen. Dennoch ist in dem Zusammenhang die hohe Qualitét

und GleichmiBigkeit der Daten hervorzuheben aufgrund der Vorkenntnisse der Mitarbeiterin.

Die Antworten der Fragen wurden codiert pro Betrieb erfasst. Neben reinen Ja-Nein-
Antworten (z.B. auf die Frage nach der Anwendung von kiinstlicher Besamung oder von
Impfungen gegen Chlamydien) wurde bei Haufigkeitsangaben (z.B. auf die Frage nach
Aborten oder nach zu friihen Kalbungen) ein Haufigkeitsschema von 1 bis 4 vorgegeben (1 =
< 2 % der Tiere, 2 = 2-10 % der Tiere, 3 = > 10 % der Tiere, 4 = keine Angabe). Bei
Beobachtungsdaten (z.B. Sauberkeit der Kiithe oder Aussehen der Gelenke) stand ein
Werteschema von 1 bis 6 entsprechend dem deutschen Schulnoten-System fiir die Bewertung
der Herde als Gesamteindruck zur Verfligung. Die Antworten auf die iibrigen Fragen wurden
entsprechend der Mdglichkeiten codiert: Art der Boxen, Héufigkeit der Futtertischreinigung
etc.
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Bei den folgenden Fragen wurden die Antworten in mehr als eine Antwortvariable eingeteilt:
Ort der Abkalbung: 1. Abkalbebox — keine Abkalbebox

2. Einzel-Abkalbebox — Gruppen-Abkalbebucht — keine Abkalbebox

3. Einzel-Abkalbung — Gruppen-Abkalbung (in Bucht oder in der Herde)
Zukauf: 1. Ja (einschlieBlich Deckbulle) — Nein

2. Ja— Nein — nur Deckbulle
Neben der Auswertung der Daten zur Beschreibung der betrieblichen Gegebenheiten lag ein
weiterer Schwerpunkt wédhrend der Stufe II auf der Auswertung von zur Verfiigungen
stehenden Gesundheitsdaten. Wie bei vielen Infektionskrankheiten stellt die gesundheitliche
Situation einer Herde einen entscheidenden Faktor fiir die Infektion dar. Da das Ziel von Stufe
II eine Checkliste war, welche mit geringem Aufwand zu bearbeiten sein sollte, wurden
kurzfristig zu erhebende Parameter gesucht zur Beschreibung der Fruchtbarkeit, der

Eutergesundheit, der Stoffwechselsituation sowie der Fundamentstabilitit.

Nach ersten Gesprichen mit betreuenden Hoftierdrzten wurden Kennziffern zur Beschreibung
des Stoffwechsels ausgeschlossen, da das FErkennen und die Diagnose von
Stoffwechselstorungen am deutlichsten von dem Know-How des Betriebsleiters abhéngt und

somit keine Vergleichbarkeit besteht.

Als wichtigste Kennziffern zur Beschreibung der Eutergesundheit lag durch die
Milchleistungspriifung der Zellgehalt sowohl auf Betriebsebene als auch auf Einzeltierebene
vor. Diese Daten sollten mit Erkrankungs- und Behandlungsdaten aus der Datenbank des
Tierarztes erweitert werden. Wie bereits in Kapitel 1.7 beschrieben, wurde dieses nach der
Auswertung weniger Betriebe bzw. der jeweiligen Daten abgebrochen, da diese Datensitze
aufgrund des hohen zeitlichen Aufwandes fiir die Erhebung fiir die endgiiltige Checkliste

nicht geeignet waren.

Zur Beschreibung des Fundaments wurden die folgenden Beobachtungsdaten, welche in den
100 Betrieben wihrend des Betriebsbesuches erhoben worden waren, mit in die statistische
Analyse zur Erarbeitung der Checkliste aufgenommen (siche Tabelle 16 im Anhang):

e Aussehen der Gelenke: Werteschema 1-6 (entsprechend des deutschen
Schulnotensystems); 1 = flaches Gelenk, nicht gefiillt, keine fehlenden Haare oder
Abschiirfungen; 6 = offene Wunden an Gelenken, beulenartige Schwellungen bzw.
Entziindungen

e Aussehen der Klauen: Werteschema 1-6 (entsprechend des deutschen
Schulnotensystems); 1 = gepflegte Klauen, hohe Trachten, keine Zwischenklauen oder

Mortelaro; 6 = Klauen zu lang, ungepflegt, starke Erkrankungen
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e Aussechen des Fundaments: Werteschema 1-6 (entsprechend des deutschen
Schulnotensystems); 1 = keine Lahmbheiten, Bewegungsablauf bzw. ,,Lokomotion*
insgesamt gut; 6 = schlechter Bewegungsablauf, kaum Vorwirtskommen, keine

,richtige* Haltung

Zur Beschreibung der Fruchtbarkeitssituation standen sowohl die MLP-Daten (der jeweils
letzte Jahresbericht sowie die letzten 12 MLP-Monatsberichte) als auch die Angaben der
Betriebsleiter zur Verfiigung (siche Tabelle 16 im Anhang). Diese Angaben bezogen sich

ebenfalls auf den Zeitraum der letzten Laktation oder der vergangenen 12 Monate.

Der vollstindige Datenbogen, d.h. die Fragen mit den jeweiligen Antwortkategorien, ist im

Anhang in den Tabelle 16 zu finden.

2.6  Auswertung

Die Auswertung der PCR-Analyse-Daten, der MLP-Daten sowie der betrieblichen
Gegebenheiten erfolgte mit Hilfe der Programme Microsoft Office Excel 2003 und SPSS
15.0.

Die Uberpriifung der relevanten Variablen (MLP-Daten, Beobachtungsdaten und Antworten)
im Verhéltnis zu den Analyseergebnissen der Einzeltiere (Chlamydophila spp. positiv oder
negativ) und zur Einstufung der Betriebe in ,,Chlamydophila spp. positiv* (bei mind. einer
Kuh mit Chlamydophila spp. positivem Testergebnis) und ,,Chlamydophila spp. negativ (bei
keiner Kuh mit Chlamydophila spp. positivem Testergebnis) erfolgte mit Hilfe des y° Tests
nach Pearson bzw. des Student-Fischer t-Tests bei metrischen Variablen. Als
nichtparametrische Analyseverfahren kamen der Mann-Whitney-Test und der Kruskal-Wallis-
Test zum Einsatz. Zur Analyse des Zusammenhanges zwischen Variablen wurden
Korrelationskoeffizienten nach Pearson sowie Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearmann

(bei ordinalskalierten Variablen) ermittelt.

Das Signifikanz-Niveau lag bei p < 0,05. Bei Mehrfachvergleichen wurde fiir das Signifikanz-
Niveau die Alpha-Korrektur nach Bonferroni angewendet (p = 0,05: Anzahl der
Vergleichsgruppen).
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Zur Ermittlung der Checkliste mit den relevanten Risikofaktoren fiir einen Milchviehbetrieb

zur Vorhersage der Gefahrdung fiir eine Chlamydophila-Infektion wurde wie folgt bei den

betrieblichen Daten vorgegangen:

1.

Aufnahme der Variablen in die folgende multivariate Analyse sofern bei univariater
Analyse (s.0.) p <0,05.

Ermittlung der Korrelationskoeffizienten zwischen ,dhnlichen* Variablen, welche
signifikant je nach Einstufung der Betriebe verschieden waren (z.B. Rast- und Giistzeit).
Bei einem Korrelationskoeffizienten von r > 0,8 wurde die Variablen bei den folgenden
Auswertungsschritten alternativ verwandt und nicht gleichzeitig.

Berechnung mehrerer logistische Regressions-Modelle mit verschiedenen Kombinationen
der ausgewdhlten Variablen sowie eine anschlieBende Diskriminanzanalyse zur
Ermittlung der Variablen-Kombination mit den besten Klassifizierungsergebnissen bzw.
Vorhersagewahrscheinlichkeiten. Die endgiiltige Liste mit der optimalen Variablen-
Kombination ermdglicht zukiinftig die Abschitzung der Wahrscheinlichkeit fiir eine
Chlamydieninfektion bei ,unbekannten Milchviehbetrieben (d.h. ohne bisherige
Untersuchung des Chlamydienstatus).
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Stufe I — Chlamydophila-Priavalenz und weitere Gesundheitsdaten
3.1.1 Ermittlung der Chlamydophila-Priavalenz in NRW

Betriebsebene

In den 32 Landkreisen des Landes NRW (entsprechend der Datenbank des
Landeskontrollverbandes NRW e.V.) wurden letztendlich von 100 zufillig ausgewéhlten,
milchviehhaltenden, der Milchleistungspriifung angeschlossen Betrieben insgesamt 1074
Kiihe beprobt — mindestens 10 Kiihe pro Betrieb.

Um die Privalenz des Chlamydophila-Nachweises auf Landesebene zu ermitteln, wurde ein
Betrieb als positiv eingestuft, sobald mindestens eine Kuh positiv getestet wurde. Diese
Annahme ist mit dem zyklischen Ablauf der Chlamydieninfektionen mit mehrphasiger

Bakteridmie und der intermedidren Ausscheidung begriindet.

Unter dieser Voraussetzung ist derzeit davon auszugehen, dass in den Milchviehbetrieben in
Nordrhein-Westfalen  eine  Chlamydophila-Pravalenz  von  61%  vorliegt.  Dieses
Prévalenzergebnis flir NRW wird in der Abbildung 1 veranschaulicht.
Die Anzahl der Chlamydophila spp. positiv getesteten Kiihe von den 61 Betrieben war wie folgt:
e in 17 Betrieben eine der beprobten Kiihe,
e in 23 Betrieben zwei der beprobten Kiihe,
e in 9 Betrieben drei der beprobten Kiihe,
e in 7 Betrieben vier der beprobten Kiihe und
¢ in 5 Betrieben flinf bis acht der beprobten Kiihe.
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Abb. 1: Chlamydophila spp.—Privalenz in NRW

Die Verteilung der Chlamydophila-positiv eingestuften Betriebe auf die 32 NRW-Landkreise ist

der Tabelle 3 auf der folgenden Seite zu entnehmen.
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Tab. 3: Anzahl der Chlamydophila spp.-positiv und negativ eingestufter Betrieben in
NRW
Anzahl Anzahl Chlamydophila
beprobter MLP- | spp.-positiv eingestuften
Landkreis Betriebe Betriebe
Aachen 3 2
Borken 10 6
Coesfeld 3 3
Diiren 2 1
Ennepe-Ruhr 1 0
Euskirchen 3 0
Giitersloh 4 3
Heinsberg 4 3
Herford-Bielefeld 1 1
Hochsauerland 5 2
Hoxter 2 1
Kleve 12 7
Lippe 1 1
Mirkischer Kreis 3 2
Mettman 1 1
Minden-Liibbecke 3 0
Miinster 1 1
Neuss 1 0
Oberbergischer Kreis 5 4
Olpe 1 0
Paderborn 3 3
Recklinghausen 2 2
Rheinisch-Berg. Kreis 2 1
Rhein-Erft 0 0
Rhein-Sieg 3 1
Ruhr-Lippe 1 1
Siegen-Wittgenstein 1 1
Soest 3 2
Steinfurt 5 4
Viersen 4 2
Warendorf 4 2
Wesel 6 4
Summe 100 Betriebe 61 Betriebe
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Die Milchleistungs- und Fruchtbarkeitskennziffern der positiv und negativ eingestuften Betriebe

sind der folgenden Tabelle 4 zu entnehmen.

Tab. 4: Milchleistungs- und Fruchtbarkeitskennziffern der Chlamydophila spp.
positiv und negativ eingestuften Betriebe in NRW
Positiv eingestufte Negativ eingestufte P-Wert'
Betriebe Betriebe n.s. = nicht
Mittelwert + SD? Mittelwert + SD? signifikant.
n=061 n=239

Anzahl Tiere/Herde 87+43 79 +33 n.s.
durchschnittliche 8.681 + 793 9.197 + 786 0,002
Milchleistung/Jahr (kg)
Fett (%) 4,24 + 0,23 4,24 + 0,09 n.s.
Eiweil} (%) 3,33+0,14 3,34 + 0,09 n.s.
Log Zellzahl 5,32+0,13 5,38+ 0,17 n.s.
Anzahl 2,4+ 0,46 2,9+0,49 <0,001
Laktationen/Betrieb
Remontierungsrate (%) 28,7+4,9 26,1 +5,7 n.s.
Besamungsindex 1,9+ 0,27 2,0+0,30 n.s.
Rastzeit 91+ 12 100 + 11 <0,001
Giistzeit 126 + 17 136 + 17 0,006

'Signifikanzniveau (P < 0.05) des t-Tests
’SD = Standardabweichung

Der logarithmierte Zellzahl-Mittelwert (= geometrischer Mittelwert) der positiv eingestuften

Betriebe entspricht 209 Tsd. Zellen/mL Milch und 240 Tsd. Zellen/mL bei den negativ

eingestuften Betrieben. Der Unterschied im Zellgehalt der beiden Betriebsgruppen ist nicht

signifikant. Das kann dahingegen interpretiert werden, dass auf Betriebsebene Chlamydiose
bedingte Eutergesundheitsstorungen nicht im Vordergrund stehen. Der numerisch geringere

Zellzahl-Wert in den positiv eingestuften Betrieben bestdtigt sich auch im Vergleich der

Einzeltiere mit positivem bzw. negativem Chlamydiebefund (siche Tabelle 7). Auf der

Einzeltierebene wird das Signifikanzniveau erreicht.

Bei den folgenden Produktionskennziffern sind auf Betriebsebene Unterschiede statistisch

abzusichern:

e Die durchschnittlich ca. 500 kg geringere Milchleistung pro Kuh und Jahr in den positiv
eingestuften Betrieben sind auf die Beeinflussung des Gesundheits- und
Fruchtbarkeitsstatus der gesamten Herde durch Infektionen mit Chlamydophila spp.
zuriickzufiihren (JEE et al. 2004).
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e Daraus resultiert ebenfalls die um 0,5 signifikant geringere Anzahl Laktationen pro
Betrieb.

e Die um durchschnittlich 10 Tage signifikant geringere Rastzeit sowie Giistzeit in den
positiv eingestuften Betrieben widerspricht zundchst der Aussage, dass sich Chlamydiosen
primdr negativ auf das Fruchtbarkeitsgeschehen bzw. die Reproduktionsleistung
auswirken (DEGRAVES et al. 2004, STING et al. 2000 und 2003, WEHREND et al.
2005). Ein friihzeitigerer Beginn der Wiederbelegung nach der Kalbung kann aber auch
als Reaktion der Betriebsleiter auf die Verschlechterung der Fruchtbarkeit mehrerer Tiere

—in Form von Fruchtbarkeitserkrankungen — zuriickzufiihren sein.

Die folgende Tabelle 5 stellt die Haufigkeiten in den jeweils positiv und negativ eingestuften
,.Kélbersterblichkeit, ,,Abort“ und

,Kalbezeitpunkt* dar. Diese Parameter zeigen einen deutlichen Zusammenhang zwischen der

Betrieben fur die  Fruchtbarkeitsmerkmale

Gefihrdung durch Chlamydieninfektionen und dem Auftreten von Fruchtbarkeitsproblemen.

Tab.S:  Beziehung zwischen Fruchtbarkeitsparametern und dem Vorkommen von
Chlamydophila spp.. in den positiv eingestuften Betrieben im Vergleich zu den
negativ eingestuften Betrieben in NRW

Hiufigkeit (%) in | Hiufigkeit (%) in P-Wert'
positiv eingestuften | negativ eingestuften
Betrieben (n =61) Betrieben (n =39)
Kilbersterblichkeit” <0.001
< 2% der Kiihe 14,8 71,8
2%-10% 50,1 25,6
> 10% 34,4 2,6
Abort’ <0.001
< 2% der Kiihe 9,8 71,8
2%-10% 34,4 12,8
>10% 27,9 2,6
keine Information 27,9 12,8
Kalbung vor 270. <0.001
Trichtigkeitstag 11,5 66,7
< 2% der Kiihe 26,2 20,5
2%-10% 41,0 2,6
> 10% 21,3 10,3
keine Information

! Signifikanzniveau (P < 0.05) des * Tests nach Pearson
% in der Zeit von der 27. Trichtigkeitswoche bis zum 7. Tag p.p.
3 bis 27. Trichtigkeitswoche bei positiver Trichtigkeitsuntersuchung
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Die Haufigkeitsangaben bestétigten die Aussagen von den bereits oben genannten Autoren,
dass der Nachweis von Chlamydienerregern zur Klidrung von infektidsen
Fortpflanzungsstorungen beitrdgt. Beziiglich der Haufigkeit von Aborten aufgrund von
Chlamydieninfektionen verdeutlichen CAVIRANI et al. (2001) und WANG et al. (2001) mit
ihren Untersuchungsergebnissen, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen Chlamydien-
Infektionen und Fruchtbarkeitsstorungen besteht. CAVIRANI et al. (2001) ermittelten bei
Milchkiihen mit Aborten eine 45 %-ige Seropravalenz fir Chlamydophila psittaci im Vergleich

zu 24 %-iger Seropréavalenz in der Kontrollgruppe.

Parameter zur Beschreibung der Fundamentgesundheit — als weitere gesundheitlicher
Komplex — sind mit ihren jeweiligen Héufigkeiten in den positiv und negativ eingestuften

Betrieben in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tab. 6: Beziehung zwischen Parametern zur Beschreibung der
Fundamentgesundheit und dem Vorkommen von Chlamydophila spp.. in den
positiv eingestuften Betrieben im Vergleich zu den negativ eingestuften

Betrieben in NRW
Hiufigkeit (%) in Haufigkeit (%) in P-Wert'
positiv eingestuften | negativ eingestuften
Betrieben (n =61) Betrieben (n =39)
Fundament” 0,001
sehr gut 0 2,6
gut 9,8 333
befriedigend 39,3 51,3
ausreichend 42.6 10,3
mangelhaft 8,2 2,6
ungeniigend 0 0
Klauen” 0,003
sehr gut 0 5,1
gut 16,4 46,2
befriedigend 41,0 30,8
ausreichend 39,3 15,4
mangelhaft 33 2,6
ungeniigend 0 0
Gelenke” 0,001
sehr gut 0 2,6
gut 11,5 35,9
befriedigend 34,4 46,2
ausreichend 443 12,8
mangelhaft 9.8 2,6
ungeniigend 0 0

' Signifikanzniveau (P < 0.05) des y~ Tests nach Pearson

? Klassifizierung entspricht dem deutschen Schulnotensystem
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Auch wenn diese Daten nur auf Beobachtungen basieren und die jeweiligen Noten die Herde
insgesamt beschreiben, ist dennoch der Unterschied zwischen den beiden Betriebsgruppen
deutlich: vom Fundament her machten die Betriebe mit Chlamydophila spp. positiven Kiihen
einen signifikant schlechteren Eindruck als die anderen Betriebe. Dieser Unterschied kann
damit erkliart werden, dass Chlamydophila-Erreger unter anderem auch mit Arthritiden in
Zusammenhang gebracht werden (sieche Kapitel 1.2).

Einzeltierebene

Aus der folgenden Abbildung 2 wird ersichtlich, dass von den 1074 beprobten Tieren bei 145
Kiihen ein Chlamydophila-positives Ergebnis beobachtet wurde. Das bedeutet, dass zu dem
Zeitpunkt der Beprobung 13,5% der insgesamt beprobten Kiihe positiv auffielen.

100
86,5
80

60

40

Anteil Kiihe (%)

13,5
20

n = 1.074 Kiihe

Chlamydophila spp. positiv Chlamydophila spp. negativ

Abb. 2: Anteil Kiihe mit positivem und negativem Chlamydophila spp.-Testergebnis



Die Milchleistungskennziffern der positiv und negativ getesteten Milchkiihe sind der folgenden

Tabelle 7 zu entnehmen.
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Tab.7:  Milchleistungskennziffern der Chlamydophila spp. positiv und negativ
getesteten Milchkiihe in NRW (n = 1074 getestete Kiihe)
Variable Positiv gestestete Negativ getestete P-Wert'
Milchkiihe Milchkiihe n.s. = nicht
Mittelwert + SD? Mittelwert + SD* signifikant
n =145 n =929

305-Tage-Milchleistung 8.665 + 1.358 8.884 +1.415 n.s.

(kg)

Fett (%) 4,24+ 0,39 4,23+ 0,42 n.s.

Eiweil3 (%) 3,30 + 0,22 3,33 +0,22 n.s.

Log Zellzahl 5,09 + 0,38 5,16+ 0,36 0,034

Anzahl Laktationen/Kuh 25+1,6 2,6+1,5 n.s.

'Signifikanzniveau (P < 0.05) des t-Tests
*SD = Standardabweichung

Der logarithmierte Zellzahl-Mittelwert (= geometrischer Mittelwert) der positiv getesteten
Milchkiihe entspricht 123 Tsd. Zellen/mL Milch und 145 Tsd. Zellen/mL bei den negativ
getesteten Milchkiihe. Der Unterschied im Zellgehalt der beiden Tiergruppen ist signifikant.

Unterscheidet man innerhalb der Gruppe der negativ getesteten Kiihe, ob der jeweilige
Betrieb positiv oder negativ eingestuft wurde, unterscheiden sich die Zellgehalte ebenfalls
signifikant. In der Gruppe der negativ getesteten Kiihe innerhalb eines positiv eingestuften
Betriebes lag ein mittlerer Zellgehalt von 135 Tsd. Zellen/mL Milch (geometrisches Mittel)
vor, bei den negativ getesteten Kiithen innerhalb eines negativ eingestuften Betriebes von 158
Tsd. Zellen/mL Milch.

Dieses Ergebnis bestitigt nicht die Untersuchungen von BIESENKAMP-UHE et al. (2007).
Im Rahmen ihrer Untersuchung wiesen Kiihe mit positivem Chlamydophila spp.-Nachweis
(PCR) hohere Milchzellzahlen auf (siehe Kapitel 1.2.3).

Die eigenen Ergebnisse, d.h. bei Chlamydophila spp. positiv getesteten Kiihe signifikant
geringerer Zellgehalt als bei negativ getesteten Kiihen, konnen in zweierlei Hinsicht
interpretiert werden: in der Literatur sind immer wieder Angaben zu finden, dass ein
geringerer Zellgehalt einen Risikofaktor fiir klinische Mastitiden darstellt, wobei die
Zellzahlgrenzwerte je nach Untersuchung voneinander abweichen kénnen (MYLLS &
RAUTALA 1995, SURIYASATHAPORN et al. 2000). Des weiteren ist denkbar, dass in den

positiv eingestuften Betrieben, in denen nachgewiesenermallen ein oder mehrere
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Chlamydophila-infizierte Tiere standen, bereits verschiedene Erkrankungskomplexe
aufgetreten waren, welche mit Chlamydien in Zusammenhang gebracht werden (siche Kapitel

1.2) und dadurch eine intensiveres Behandlungsmanagement angewendet wurde.

In der folgenden Tabelle werden Parameter aufgefiihrt, welche die Fruchtbarkeit der
Einzeltiere beschreiben. Sie gibt die Haufigkeiten fiir die optimale Auspragung des jeweiligen
Parameters an. Nur bei der Anzahl der Besamungen wird die Verteilung mit Median und
Maximum beschrieben. Die negativ getesteten Kiihe werden in zwei Gruppen unterteilt — in
Abhingigkeit des Betriebsstatus.

Tab.8:  Fruchtbarkeitsparameter p.p. der Chlamydophila spp. positiv und negativ
getesteten Milchkiihe in NRW — in Abhéngigkeit von der Einstufung des
Betriebes (n = 1074 getestete Kiihe)

25 25z5 |25:ss
L& 5 fErE |S228 ¢
SEeEw |S55E28-|S%5228x
c7E3 |E5=28SG|=s8=28S¢%
THET |TRE BET|E A B
x Sog M>M=w”.&>&=w” 1
o> = = s =0 2 = wes =3 2 =2 P-Wert
EES ER L .M =R~ S - o
= % s 5= ¢ s S E cq;)n n.s. = nicht
E‘ 2 E g = 2 E 2 > 2 signifikant
Letztes Kalb lebend 82,1 %" 94,4 %" 96,7 %" <0,001
geboren
Kalbezeitpunkt 91,0 %" 96,5 %" 99,8 %° <0,001
termingerecht
Geburtsverlauf normal 26,2 %" 34,4 %" 32,1 %" n.s.
ohne personelle oder
technische
Unterstiitzung
Normaler Abgang der 62,1 %" 67,4 %" 89,0 %" <0,001
Nachgeburt
Keine Behandlung 53,1 %" 58,5 %" 75,7 %° <0,001
nach der Geburt
Keine Aborte wihrend 79,3 %" 83,3 %" 98,8 %" <0,001
letzter Laktation
Anzahl Besamungen 3,0° 2,0° 2,0° 0,002
fiir letzte Trichtigkeit (max. 7) (max. 10) (max. 8)
(Median und
Maximum)

'Signifikanzniveau (P < 0.05) des Kruskal-Wallis-Test
®°Werte mit ungleichen Hochbuchstaben in einer Zeile sind signifikant von einander verschieden.
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Wie bereits auf Betriebsebene konnen mit diesen Zahlen die Aussagen von den in Kapitel
1.2.2 genannten Autoren bestétigt werden: Kiihe mit positivem Chlamydophila spp.-Nachweis
weisen vermehrt Fruchtbarkeitsprobleme auf.

Die signifikant besseren Werte zwischen bei den negativ getesteten Kiihen in den negativ
eingestuften Betrieben (im Vergleich zu den negativ getesteten Kiithen in den positiv
eingestuften Betrieben) bei den Parametern ,,Kalbezeitpunkt®, ,,Abgang der Nachgeburt®,
»Behandlung nach der Geburt”“ sowie ,,Aborte wihrend letzter Laktation* lassen folgende
Schliisse zu: Angesichts der intermittierenden Ausscheidung von Chlamydophila spp. konnen
die negativ getesteten Einzeltiere auch als falsch negativ bewertet worden sein. Die
Wahrscheinlichkeit hierfiir ist in den positiv eingestuften Betrieben aus naheliegenden
Griinden deutlich héher. Damit wéren die schlechteren Fruchtbarkeitskennzahlen dieser Tiere

auf eine (latente) Infektion zuriickzufiihren.

Fiir die Unterschiede, die zwischen allen positiv getesteten Einzeltiere und den negativ
getesteten Tieren aus positiv eingestuften Betrieben aufgetreten sind (,,letztes Kalb lebend
geboren®, , Kalbezeitpunkt™“ und ,,Anzahl Besamungen®), sind neben der oben genannten
moglichen Fehleinstufung der Einzeltiere zudem auch die — wegen der hiufiger auftretenden
Fruchtbarkeitsprobleme in den positiv klassifizierten Betrieben — erhdhte Sensibilitdt der

Betriebsleiter (ggf. auch der Hoftierdrzte) zur Begriindung anzufiihren.

AbschlieBend ist zu den Privalenzen und den jeweiligen Gesundheitsdaten zu sagen, dass aus
der Literatur keine vergleichbaren epidemiologischen Untersuchungen bekannt sind, welche
sowohl gezielt auf die Verbreitung in einer Region ausgerichtet sind als auch mit
molekularbiologischen Methoden den Erreger direkt nachweisen. Daher ist eine direkte
Gegentiiberstellung der Pridvalenzen mit anderen Ergebnissen nicht mdglich — nur bei
Einzelergebnissen. Aber bei einem Vergleich der in Kapitel 1.4 aufgefiihrten Ergebnisse aus der
Literatur ist festzuhalten, dass die eigenen ermittelten Prévalenzen (13,5 % der untersuchten

Kiihe, 61 % der untersuchten Betriebe) nicht ungewohnlich sind.

3.1.2 Gegeniiberstellung der Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung in den
Vaginaltupfern und der PCR-Ergebnisse

Zusitzlich zu den epidemiologischen Daten sind von 544 Vaginaltupfern, d.h. von 544 Kiihen
aus 51 Betrieben, die Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung durch das Labor des

Tiergesundheitsdienstes der Landwirtschaftskammer NRW bekannt. Von den 544 Kiihen waren
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durch die real-time PCR 54 Kiihe Chlamydophila-positiv getestet worden, 490 Kiihe waren
Chlamydophila-negativ.

Die Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung der Vaginaltupfer sowie die Anteile bei den
Chlamydophila-positiv und -negativ getesteten Kiihen sind der folgenden Tabelle zu entnehmen.
In der Tabelle 9 sind alle Bakterienarten aufgefiihrt, die in mehr als 10 % der Tupferproben

nachgewiesen werden konnten.

Tab. 9: Verteilung der in den Vaginaltupfern nachgewiesenen Keime auf die
Chlamydophila-positiv und —negativ getesteten Kiihen

Keimart Anteil bei Chlamydophila- Anteil bei Chlamydophila-

positiv getesteten Kiihen negativ getesteten Kiihen
(n=54) (n=490)

o-hdmolysierende 100 % 99,0 %

Streptokokken

Staphylokokken 24,1 % 26,5 %

Himolysierende 22,2 %" 0,8%"

Staphylokokken

aerobe Bazillen 53,7 % 59,2 %

E .coli 51,9 % 79,4 %

Andere coliforme Keime 14,8 % 15,7 %

Proteus spp. 14,8 % 10,6 %

Acinetobacter spp. 9,3 % 10,4 %

® Werte mit unterschiedlichen Hochbuchstaben signifikant von einander verschieden, Signifikanzniveau (P < 0.05)
des y* Tests nach Pearson

Des Weiteren wurden vereinzelt hdmolysierende FE.coli, Arcanobacterium pyogenes,
Corynebacterium spp., y-ham. Streptokokken, Schimmelpilze, Hefen, Pseudomonas spp. und

Achromobacter spp. nachgewiesen.

Bei der Betrachtung von Tabelle 8 féllt auf, dass sich die Anteile der Chlamydophila-positiv und
-negativ getesteten Kiithe bei den hdmolysierenden Staphylokokken- Infektionen voneinander
unterscheiden. Diese Unterschiede sind bei beiden Keimarten hochst signifikant (mit p < 0,001)
mit dem Chi-Quadrat-Test absicherbar. Derzeitig ist keine Studie (beim Rind, anderen Tierarten
oder dem Menschen) bekannt, die diesen Zusammenhang (bei Chlamydophila-positiv getesteten

Individuen groBere Haufigkeit von himolysierenden Staphylokokken) belegen konnen.
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Bei Kélbern wurde eine erhohte Inzidenz einer anderen, ebenfalls himolysierenden Bakterienart
(Mannheimia haemolytica) in Chlamydophila-positiven Tieren beobachtet: HOLLBERG und
Mitautoren (2005) wiesen im Rahmen ihrer Studie an 975 Kélbern neben Chlamydien auch die
Erreger Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica und Mycoplasmen in Nasen- und
Augentupfern nach. Sie stellten fest, dass Mannheimia haemolytica bei Kilbern mit klinischen
Atemwegserkrankungen signifikant hiufiger nachgewiesen wurden als bei der Gesamtheit der
Kilber, hingegen Chlamydieninfektionen bei den klinisch erkrankten Kéilbern signifikant
seltener festzustellen waren. Auch sie beschreiben nur die Zusammenhédnge zwischen der

Erregern ohne weitere Erklarungen.

3.1.3 Ergebnisse der nested PCR zur Identifizierung der einzelnen Chlamydophila

Spezies

Aus den insgesamt 145 positiv getesteten Proben stand von 137 Proben noch ausreichend
Material fiir eine zweite PCR-Analyse (nested PCR) zur Identifizierung der beteiligten
Chlamydophila-Spezies zur Verfligung. Hiervon waren in 45 Proben keine eindeutigen Banden
erkennbar und damit auch keine Spezieszuordnung mdglich. In den verbleibenden 95 Proben
wurden 34 als Chlamydophila abortus, 53 als Chlamydophila psittaci und 8 als
Chlamydophila pecorum identifiziert. Die folgende Tabelle zeigt die Anzahl der positiven
Kiihe je Landkreis und die Verteilung der Spezies in den untersuchten Landkreisen.

Bei acht Proben stand zu wenig Probenmaterial zur Verfiigung, um eine nested PCR durchfiihren
zu konnen.

Die folgende Tabelle zeigt die Anzahl der positiven Kiihe je Landkreis und die Verteilung der
Spezies in den untersuchten Landkreisen.
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Tab. 10:  Verteilung der 145 positiv getesteten Proben auf die einzelnen Spezies

Chlamydophila
Chlamydophila
pecorum
Probenmaterial

Chlamydophila
psittaci

abortus
nicht spezifi-

Gesamt
zierbar
Zu wenig

Positiv

LandKreis

Aachen

[98)

Borken

Coesfeld

Diiren

NN W[ DN
p—

Ennepe-Ruhr

Euskirchen

W
[\
(O8]

Gitersloh

Heinsberg

Herford-Bielefeld

Hochsauerlandkreis

Hoxter

Kleve

Lippe

Mirkischer Kreis

Mettmann

Minden-Liibbeke

Miinster

OO NN RN w|w| D S| || (5| | getesteten Kiihe

Neuss

Oberberg

[
[S—
(o)}
(9]

o

Olpe

—_
\9)
=]

Paderborn

Recklinghausen

W | ON|[Ww

Rheinisch-Bergischer
Kreis

Rhein-Sieg-Kreis

[
p—

Ruhr-Lippe

Siegen-Wittgenstein

Soest

Steinfurt

N —=|n|w

Viersen

Warendorf

o[NP~ |jco|n|W—IN] D |

Wesel

Summe 145 34 53 8 42 8

Wie erwihnt und wie aus Tabelle 10 ersichtlich, waren die Chlamydophila positiv getesteten

Kiihe zu anndhernd gleichen Teilen mit Chlamydophila abortus und Chlamydophila psittaci
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infiziert, wohingegen Chlamydophila pecorum eine eher untergeordnete Rolle spielte. Das
Vorliegen von Mischinfektionen mit mehreren Chlamydophila-Spezies gleichzeitig kann in den
Proben mit eindeutigem Spezifizierungsergebnis ausgeschlossen werden. Ob hingegen in den 43
nicht spezifizierbaren Proben derartige Mischinfektionen vorgelegen haben, muss offen bleiben.
Die beobachtete Verteilung der Erreger steht etwas in Gegensatz zu den Ergebnissen von PETIT
et al. (2008): sie fanden bei 88% ihrer Chlamydophila spp. positiv getesteten Proben aus einer
osterreichischen Rinderpopulation die Spezies Chlamydophila pecorum und bei 12%
Chlamydophila abortus. Insgesamt untersuchten sie 291 Zervixtupferproben, wovon jedoch nur

25 positiv auf Chlamydophila spp. getestet wurden.

Auf den ersten Blick lassen sich bei der Tabelle 10 keine regionalen Cluster mit einer Haufung
von mit bestimmten Spezies infizierten Tieren erkennen. Daraus kann geschlossen werden, dass
die Verbreitung der Chlamydien in NRW nicht in erster Linie auf mdgliche Vektoren wie Schafe
und Végel — ein moglicher Ubertragungsweg nach SACHSE et al. (2004) — zuriickzufiihren ist.
Das bestitigt den Schwerpunkt der Stufe II des Projektes, die Risikofaktoren in erster Linie nicht

auBlerhalb sondern innerhalb eines Betriebes zu suchen und zu analysieren.
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3.2 Stufe II — Ermittlung von Risikofaktoren und Indikatoren sowie Entwicklung

einer Checkliste zur Vorhersage einer Chlamydiengefihrdung auf Betriebsebene

Die folgenden zwei Tabellen zeigen verschiedene durch den Fragebogen abgefragte sowie
beobachtete Kennziffern, welche einen signifikanten Unterschied zwischen den als positiv
oder negativ eingestuften Betrieben aufwiesen. Diese Variablen wurden in Anlehnung an die
Angaben von HORSCH (1980, siehe Kapitel 1.5) aufgenommen.

Die Variablen in Tabelle 11 beschreiben Risikofaktoren fiir den Eintrag von infiziertem
Material (u. U. nicht nur mit Chlamydophila spp.) bzw. fir die Infektion von Einzeltieren mit

kontaminierten Tieren, Sekreten u.é..

Tab. 11: Beziehung zwischen moglichen Risikofaktoren der Infektion mit
Chlamydophila spp. und dem Vorkommen von Chlamydophila spp. in den
positiv eingestuften Betrieben im Vergleich zu den negativ eingestuften

Betrieben in NRW
Haufigkeit (%) in | Hiaufigkeit (%) in P-Wert'
positiv eingestuften negativ
Betrieben (n =61) eingestuften
Betrieben (n =39)
Zukauf von Milchvieh 1 <0.001
Ja (einschlieBl. Deckbulle) 72,1 30,8
Nein 27,9 69,2
Zukauf von Milchvieh 2 <0.001
Ja 37,7 20,5
Nein 27,9 69,2
nur Deckbulle 34,4 10,3
Art des Besamung 0,008
Kiinstliche Besamung (kB) 54,1 82,1
Deckbulle 24,6 12,8
beides (KB & Deckbulle) 21,3 5,1
Ort der Abkalbung 1 0.001
Abkalbebox 75,4 100,0
Keine Abkalbebox 24,6 0
Ort der Abkalbung 2 <0.001
Einzelabkalbung 11,5 66,7
Gruppenabkalbung (Gruppen- 88,5 33,3
bucht oder in der Herde)
Ort der Abkalbung 3 <0.001
Ja — Einzelbox 11,5 66,7
Ja — Gruppenbucht 63,9 33,3
keine Abkalbebox 24,6 0

'Signifikanzniveau (P < 0.05) des * Tests nach Pearson
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Zusammenfassend zu Tabelle 11 ist zu sagen, dass positiv eingestufte Betriebe signifikant:

e haufiger Tiere zukaufen,

e seltener ausschlieBlich kiinstliche Besamung (KB) durchfiihren, héufiger Deckbullen

einsetzen,

e seltener Abkalbeboxen anbieten und

e bei Abkalbeboxen seltener Einzelboxen haben.
Beziiglich der kiinstlichen Besamung hatte die Entscheidung fiir die durchfiihrende Person (ob
Besamungstechniker oder Eigenstandsbesamer) keinen Einfluss auf die Gefdhrdung fiir eine
Chlamydieninfektion.

Tabelle 12 enthélt Kennziffern, welche die Sauberkeit in den Betrieben (haltungshygienische
Aspekte) und der Tiere selbst beschreiben.

Tabelle 12 macht deutlich, dass negativ eingestufte Betriebe signifikant hdufiger sauberere
Boxen, Spalten und Tiere aufweisen. Betrachtet man die Haltungstechnik, fillt auf, dass in
den negativ eingestuften Betrieben mit einer Boxensauberkeit von gut bis sehr gut hiufiger
Tiefboxen vorhanden sind (bei 64% der Betriebe) als bei den positiv eingestuften Betrieben
mit Boxensauberkeit von gut bis sehr gut (nur bei 50% der Betriebe). Die Betriebe mit der
hoheren Sauberkeit der Boxen setzten auch hiufiger Sdgemehl oder ein Gemisch aus
Sédgemehl und Stroh ein (bei den negativ eingestuften Betrieben 55% der Betriebe mit einer
Boxensauberkeit von gut bis sehr gut, bei den entsprechenden positiv eingestuften Betrieben
nur 25%).

Korrelationsberechnungen ergaben, dass die vier in Tabelle 12 aufgefiihrten
Sauberkeitskennziffern sich erwartungsgemédll gegenseitig bedingen: zwischen der
Boxensauberkeit und der Sauberkeitseinstufung der Kuh bzw. der Sauberkeit des
Vaginalbereichs lésst sich ein signifikanter Korrelationskoffizient (nach Spearmann) von r =
0,69 (p <0,001) bzw. r = 0,65 (p < 0,001) ermitteln. Die Spaltensauberkeit korreliert mit der
Boxensauberkeit mit r = 0,53 (p < 0,001). D.h. das Reinigungsmanagement der Spalten und
Boxen (eine Kombination aus Haltungstechnik und Reinigungsintensitit) beeinflussen

wesentlich die Sauberkeit der Kuh und diese wiederum die Infektionsgefahr.



38

Tab. 12: Beziehung zwischen Sauberkeitskennziffern und dem Vorkommen von
Chlamydophila spp. in den positiv eingestuften Betrieben im Vergleich zu den
negativ eingestuften Betrieben in NRW

Hiufigkeit (%) in Hiufigkeit (%) in P-Wert'
positiv eingestuften | negativ eingestuften
Betrieben (n =61) Betrieben (n =39)
Boxensauberkeit” <0.001
sehr gut 0 5,1
gut 19,7 51,3
befriedigend 393 41,0
ausreichend 36,1 0
mangelhaft 4,9 2,6
ungeniigend 0 0
Spaltensauberkeit” <0.001
sehr gut 1,6 7,7
gut 39,3 48,7
befriedigend 23,0 41,0
ausreichend 32,8 0
mangelhaft 33 2,6
ungeniigend 0 0
Sauberkeit der Kuh” <0.001
sehr gut 0 2,6
gut 18,0 35,9
befriedigend 36,1 56,4
ausreichend 37,7 2,6
mangelhaft 6,6 2,6
ungeniigend 1,6 0
Sauberkeit
Vaginalbereich2
sehr gut 0 2,6 <0.001
gut 19,7 41,0
befriedigend 34,4 51,3
ausreichend 34,4 5,1
mangelhaft 11,5 0
ungeniigend 0 0

! Signifikanzniveau (P < 0.05) des y” Tests nach Pearson

?Klassifizierung entspricht dem deutschen Schulnotensystem

Die folgenden zwei Tabellen fithren weitere betriebliche Techniken, Gegebenheiten und
Faktoren auf, die im Rahmen der Betriebsbesuche erhoben worden sind, die aber keine

signifikanten Unterschiede zwischen den positiv und den negativ eingestuften Betrieben

aufweisen. Sie dienen der Beschreibung der untersuchten Betriebe.
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Tab. 13: Haufigkeiten weiterer betrieblicher Techniken, Gegebenheiten und Faktoren
in den positiv eingestuften Betriecben im Vergleich zu den negativ
eingestuften Betrieben in NRW

Hiufigkeit (%) in Hiufigkeit (%) in
positiv eingestuften negativ eingestuften
Betrieben (n = 61) Betrieben (n = 39)

Art der Fiitterungstechnik

Totale Mischration (TMR) 42,6 35,9

TMR und Kraftfutter iiber Transponder 31,1 56,4

Vorlage von Einzelkomponenten (einschlieBlich 14,8 2,6

Kraftfutter)

Vorlage von Einzelkomponenten und Kraftfutter 6,6 5,1

iiber Transponder

Vorratsfiitterung 4,9 0
Sduberung des Futtertischs

taglich 68,9 71,8

alle 2 Tage 19,7 20,5

bei Bedarf/unregelmiBig 11,5 7,7
Weidegang

Ja 68,9 84,6

Nein 31,1 15,4
Biirste vorhanden

Ja 41,0 74,4

Nein 59,0 25,6
Art des Stalls

Anbindestall 0 2,6

Tiefstreu 49 2,6

Boxenlaufstall mit offenen Seiten 39,3 42,1

Boxenlaufstall ohne Fensterscheiben 23,0 28,9

Geschlossener Boxenlaufstall 9,8 2,6

Boxenlaufstall mit Spaceboard 8,2 5,3

FreBliegeboxenlaufstall 33 0

Kombination 11,5 15,8
Art der Trinke

Kipptrinke 39,3 48,7

Balltrianke 29,5 20,5

Wannentrianke 23,0 23,1

Selbsttranke 8,2 7,7
Séduberung der Trinken

taglich 4,9 7,7

2 mal pro Woche 19,7 23,1

1 mal pro Woche 13,1 10,3

bei Bedarf/unregelmifBig 62,3 59,0
Kraftfutter iiber Transponder

Ja 75,4 64,1

Nein 24,6 35,9
Kraftfutter im Melkstand

Ja 20,0 30,8

Nein 80,0 69,2
Zwischendesinfektion der Melkzeuge im
Melkstand

Ja 4.9 5,1

Nein 95,1 94,9
Biobetrieb

Ja 19,7 10,3

Nein 80,3 89,7
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Die Haufigkeit des Einsatzes von Biirsten war bei den negativ eingestuften Betrieben zwar
signifikant hoher, jedoch lieferte dieses Kriterium im Rahmen der weiterfiihrenden Analysen

keine weitere Verbesserung der Aussagen.

Die folgende Tabelle 14 beschreibt den den Betriebsleitern bekannten Status in Bezug auf
Chlamydien, Boviner Virusdiarrhoe (BVD) Virus sowie Bovines Herpesvirus 1 (BHV1) zum

Zeitpunkt des jeweiligen Betriebsbesuches.

Tab. 14: Haufigkeiten des Chlamydien-, BVD Virus- sowie BHV 1-Status in den
positiv eingestuften Betrieben im Vergleich zu den negativ eingestuften

Betrieben in NRW
Haufigkeit (%) in Haufigkeit (%) in
positiv eingestuften | negativ eingestuften
Betrieben (n =61) Betrieben (n =39)

Behandlung gegen Chlamydien in der
Vergangenheit

Ja 11,5 7,7

Nein 88,5 92,3
Impfung gegen Chlamydien in der
Vergangenheit

Ja 13,1 10,3

Nein 86,9 89,7
BVD positiv

Ja 8,2 5,1

Nein 91,8 94,9
BVD Impfung

Ja 26,2 38,5

Nein 73,8 61,5
BHYV 1 positiv

Ja 1,6 2,6

Nein 98,4 97,4

Die diesbeziiglichen Daten standen in keinem erkennbaren Zusammenhang mit dem aktuellen

Chlamydiestatus.

Ziel der letzten Projektphase war die Erstellung einer Checkliste, mit deren Hilfe zum einen
der Chlamydienstatus von Betrieben abgeschitzt werden kann, welche bisher keine
spezifischen Untersuchungen durchgefiihrt haben. Und zum anderen — damit einhergehend —

die Benennung der betriebsindividuellen Risikofaktoren und Kennziffern, welche zur
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Ubertragung von Chlamydophila spp. innerhalb von und zwischen Milchviehbetrieben
beitragen konnen.
Entsprechend der in Kapitel 2.6 beschriebenen, statistischen Vorgehensweise fand eine
Verwendung der folgenden Parameter bzw. Parametergruppen, welche einen signifikanten
Einfluss auf die Einstufung der Betriebe hatten und einen entsprechend geringen
Korrelationskoeffizienten untereinander aufwiesen, zur weiteren Analyse statt:

e Milchleistung (siehe Tabelle 4)

e Anzahl der Laktationen (siche Tabelle 4)

e Rastzeit (siche Tabelle 4)

o Kilbersterblichkeit (siche Tabelle 5)

e Abort (siche Tabelle 5)

e Kalbezeitpunkt (siche Tabelle 5)

e Aussehen des Fundaments, der Klauen oder der Gelenke (siehe Tabelle 6)

e Zukauf (siche Tabelle 11)

e Art der Besamung (siche Tabelle 11)

e Ort der Abkalbung (siehe Tabelle 11)

e Boxensauberkeit oder Spaltensauberkeit (siche Tabelle 12)

e Sauberkeit der Kuh oder des Vaginalbereichs (siche Tabelle 12)

Bei der Aufzéhlung fillt auf, dass die gelisteten Parameter nicht nur im Zusammenhang mit
einer Chlamydieninfektion stehen konnen, sondern auch mit anderen Infektionskrankheiten,

die zu Fruchtbarkeitsstorungen fiihren.

Die oben genannten Variablen wurden in mehreren Modellen mittels logistischer Regression
miteinander kombiniert. Als Auswahlkriterien dienten zum einen die letztendliche
Vorhersagewahrscheinlichkeit der Klassifizierung, zum anderen die Ergebnisse der jeweiligen
Wald-Statistik.
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Die folgenden drei Variablen beeinflussen die Vorhersage zur Einstufung eines

,,unbekannten Milchviehbetriebes am stirksten:

Kailbersterblichkeit 1 =<2%
2=>2%-10%
3=>10%

Ort der Abkalbung 1 = Einzel-Abkalbebox

2 = Gruppen-Abkalbebucht
3 = keine Abkalbbox
Art der Besamung 1=KB
2 = KB und Deckbulle
3 = nur Deckbulle

AnschlieBend wurde mit den drei Variablen eine Diskriminanzanalyse durchgefiihrt und der
sich daraus ergebende Wert pro Betrieb mit der Verteilung der Diskriminanzfunktionswerte
verglichen. Somit konnte jeder Betrieb mit einsprechenden Vorhersagewahrscheinlichkeiten
in ,,Chlamydien positiv oder ,,Chlamydien negativ* eingestuft werden.

Mit Hilfe der drei genannten Kriterien wurden von den 61 positiven Betrieben 53 (= 86 %)
,»richtig positiv* eingestuft und von den 39 negativen Betrieben 33 (= 85 %) ,,richtig negativ*.
Diese Vorhersagewahrscheinlichkeiten sind fiir die Einstufung bzgl. des Chlamydienstatus

unbekannter Betriebe mit Hilfe der drei Kriterien im Durchschnitt anzunehmen.

Die folgende Tabelle 15 zeigt die jeweiligen Einstufungsmdglichkeiten bzw. —kombinationen
der drei Variablen und ihre jeweilige Vorhersagewahrscheinlichkeit je nach Auspriagung der

drei Kriterien.

Aus dieser Parameterkombination, welche den grofiten Zusammenhang zu dem jeweiligen
Chlamydienstatus der Betriebe darstellte, ist zu schlieBen, dass:
e die Kilbersterblichkeit eine wesentliche Kennziffer fiir den Verdacht auf eine
Chlamydieninfektion ist,
e durch Einzel-Abkalbeboxen eine Ubertragung zwischen den Kiihen wihrend der
Kalbung verhindert werden kann und
e wenn Deckbullen im Einsatz sind, diese zuvor auf ihren Chlamydienstatus untersucht

werden sollten.
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Tab. 15: Einstufung eines ,,unbekannten* Betriebes in jeweiligen Chlamydienstatus

entsprechend der Merkmalsauspragung

£ o
<« ‘D =

T e | w | sEE|fis?
w = S = S 22855
E| £ = E |cE2dg|EExsE
£ % E 5 | BE:Z|lEREE
< [ = Q » 2 &Dg w.ﬁ-_‘g
z | & < 2 I BSE55|8525
2| £ 5 t |5EEs5|s58f=
| £ b T |ESzE|E22E
2| 2 S < |S0Es|S2ke7
1 1 1 1 0 95 %
2 1 1 2 0 92 %
3 1 1 3 0 85 %
4 1 2 1 0 77 %
5 1 2 2 0 63 %
6 1 2 3 1 52 %
7 1 3 1 1 66 %
8 1 3 2 1 79 %
9 1 3 3 1 88 %
10 2 1 1 0 78 %
11 2 1 2 0 65 %
12 2 1 3 1 51 %
13 2 2 1 1 65 %
14 2 2 2 1 78 %
15 2 2 3 1 87 %
16 2 3 1 1 92 %
17 2 3 2 1 96 %
18 2 3 3 1 98 %
19 3 1 1 1 64 %
20 3 1 2 1 77 %
21 3 1 3 1 86 %
22 3 2 1 1 92 %
23 3 2 2 1 95 %
24 3 2 3 1 98 %
25 3 3 1 1 99 %
26 3 3 2 1 99 %
27 3 3 3 1 100 %

'l =<2%; 2 =>2%-10%:; 3 => 10%, Zeit von der 27. Trichtigkeitswoche bis zum 7. Tag p.p.
?] = Einzel-Abkalbebox; 2 = Gruppen-Abkalbebucht; 3 = keine Abkalbbox

31 =KB; 2 = KB und Deckbulle; 3 = nur Deckbulle

*Klassifizierung: 1 = Chlamydien positiv; 0 = Chalmydien negativ
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Die Ergdnzung der drei Variablen mit den folgenden Parametern ergaben in verschiedenen
Kombinationen eine Erhéhung der Vorhersagewahrscheinlichkeit um 1 bis 2 %. Die
Erhohung war aber je nach Kombination unterschiedlich, so dass keine eindeutigen Schliisse
gezogen werden konnten, welche der Variablen hauptsdchlich bzw. mit welcher Rangierung
zu einer genaueren Vorhersage der Chlamydien-Einstufung beitrugen. Aufgrund dessen
sollten die folgenden Parameter nicht in die Einstufungscheckliste mit aufgenommen, aber an
die Liste mit angehdngt werden, um neben den Einstufungskriterien gleichzeitig weitere
wichtige Risikofaktoren und Kennziffern zur Klassifizierung und je nach Parameter auch zur
Minimierung der Ubertragung von Chlamydophila spp. innerhalb von und zwischen
Milchviehbetrieben kenntlich zu machen:

Rastzeit (siche Tabelle 4)

Kalbezeitpunkt (sieche Tabelle 5)

Aussehen des Fundaments, der Klauen oder der Gelenke (siche Tabelle 6)

Zukauf (siehe Tabelle 11)

Boxensauberkeit oder Spaltensauberkeit (sieche Tabelle 12)

Sauberkeit der Kuh oder des Vaginalbereichs (siche Tabelle 12)

Die entsprechenden Schlussfolgerungen zu den Parametern sind:

S kW =

e Wenn der Grund fiir kiirzere Rastzeiten Fruchtbarkeitsprobleme wihrend der
vergangenen Laktation sind, dann Einzeltiere oder Herde auf Chlamydienerreger (und
ggf. andere Erreger) untersuchen lassen.

e Wenn hidufig Kalbungen vor dem errechneten Termin zu verzeichnen sind und/oder
vermehrt — trotz anderweitiger Behandlung — Beeintrachtigungen des Fundaments, der
Klauen oder der Gelenke auftreten, dann Einzeltiere oder Herde auf
Chlamydienerreger untersuchen lassen.

e Wenn Tiere (einschlieBlich Deckbullen) zugekauft werden, diese auf
Chlamydienerreger untersuchen lassen.

e Wenn Verdacht auf Chlamydieninfektion in der Herde bereits besteht, unter anderem

MafBnahmen zur optimalen Sauberkeit am und um das Tier einleiten.

In Ergdnzung zu den Schlussfolgerungen ist an dieser Stelle darauf hinzuweisen, dass es —
nach Aussage von WEHREND et al. (2005) — bei Verdacht auf Chlamydieninfektionen
wichtiger ist, die Risikofaktoren mittels entsprechender ManagementmaBBnahmen zu

minimieren, als die Tiere antibiotisch zu behandeln und/oder zu impfen.

Ziele der Liste und ihrer Schlussfolgerungen sind, landwirtschaftliche Berater und Tierérzte
auf die bestehende Wahrscheinlichkeit einer Chlamydieninfektion bei Milchvieh in NRW

aufmerksam zu machen und des Weiteren zu empfehlen, bei Fruchtbarkeitsproblemen
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Chlamydophila spp. als Ursache in Betracht zu ziehen und die vorgeschlagenen
Risikofaktoren zu priifen und gegebenenfalls abzustellen. Damit tragt das abgeschlossene
Forschungsprojekt — durch die entsprechende Verbreitung dieser Listen bei Beratern und

Tierdrzten — zur Aufkldrung von Chlamydieninfektion bei Milchvieh in NRW bei.
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4 Zusammenfassung

Chlamydieninfektionen werden fiir eine Reithe von Fruchtbarkeitsstorungen und
Atemwegserkrankungen beim Rind in Verbindung gebracht. Die entsprechende Literatur
basiert in erster Linie auf serologischen Untersuchungen und weniger auf dem
molekularbiologischen Direktnachweis der Erreger. Des Weiteren sind keine systematischen
epidemiologischen Studien zu finden. Demnach war das Ziel der Projektstufe I die Ermittlung
der Erregerprivalenz in Milchviehbetrieben in NRW. Dafiir wurden von den ca. 6.500
Milchviehbetrieben in NRW 100 Betriebe zufillig ausgewéhlt, wobei bei der Auswahl die
Verteilung der Betriebe auf die Landkreise und die Anzahl Kiihe pro Landkreis beriicksichtigt
wurden. Pro Betrieb wurden 10% der Herde (aber mindestens 10 Kiihe) beprobt. Von den
ausgewdhlten Kiihen in der Friihlaktation wurden zwei Vaginaltupfer entnommen und diese
zum einen bakteriologisch und zum anderen mit PCR-Nachweisverfahren untersucht. Die
Proben wurden zundchst mittels real-time PCR genus-spezifisch (duflere Primer) auf
Chlamydophhila spp. getestet. Im Falle positiver Nachweise dient das erhaltene PCR-Produkt
als Matrix fiir die zweite Runde, die Spezies—spezifische PCR. Um die Prdvalenz des
Chlamydophila-Nachweises auf Landesebene zu ermitteln, wurde ein Betrieb als positiv
eingestuft, sobald mindestens eine Kuh positiv getestet wurde. Diese Annahme ist durch die
diskontinuierliche Ausscheidung von Chlamydien begriindet.

In den 32 Landkreisen des Landes wurden letztendlich von 100 milchviehhaltenden Betrieben
insgesamt 1074 Kiihe beprobt. Von den 1074 Tieren zeigte sich bei 145 Kiihen (13,5 %) ein
Chlamydophila-positives Ergebnis. Die Privalenz auf Betriebsebene lag bei 61 %, d.h. in 61 %
der Milchviehbetriebe in NRW war mindestens eine Kuh Chlamydophila positiv.

Von den 145 Kiihen waren 34 mit Chlamydophila abortus und 52 mit Chlamydophila psittaci
infiziert. Chlamydophila pecorum konnte nur bei 8 Kiithen nachgewiesen werden und spielte
daher eher eine untergeordnete Rolle. Die {ibrigen Proben konnten nicht spezifiziert werden. Die
bakteriologische Untersuchung der Vaginalsekrete von 544 Kiihen ergab, dass bei den
Chlamydophila positiv getesteten Kiihen der Anteil mit hdmolysierenden Staphylokokken-
Infektionen signifikant hoher war.

Auf der Basis der Ergebnisse aus Stufe I erfolgte im Anschluss an die Beprobung der Tiere
und der PCR-Analyse die Zusammenstellung und Verrechnung der erhobenen,
betriebsindividuellen Faktoren, Kennziffern etc. (Stufe II). Das endgiiltige Ziel der Stufe 11
war eine Checkliste mit verschiedenen Risikofaktoren, welche mit relativ geringem Aufwand
(zeitlich und finanziell) in einem Betrieb, dessen Chlamydienstatus nicht bekannt ist, erhoben
und zur Abschitzung der Wahrscheinlichkeit fiir eine Chlamydieninfektion fiihren kann.
Dieses Ziel wurde iiber eine schrittweise statistische Analyse der wéhrend der Besuche

erhobenen Betriebsdaten erreicht. Die Betriebsdaten setzten sich zusammen aus MLP-Daten
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der Einzeltiere und der Herde, aus den Daten zu den betrieblichen Gegebenheiten sowie
verschiedene Gesundheitsdaten. Die erhobenen Daten dienten zum einen der Beschreibung
der ,,Chlamydien positiv® und ,,Chlamydien negativ* eingestuften Betrieben. Zum anderen
deckten sie die Bedingungen ab, die eine Chlamydienausbreitung begiinstigen, d.h. sie
beschreiben die Ubertragungswege von Chlamydien (u.a. fikal-oral, genital).

Im Rahmen der Datenauswertung wurde zunichst jede einzelne Variable auf ihren Einfluss
auf den Chlamydienstatus getestet. Die Parameter mit signifikantem Einfluss wurden in die
vorldufige Liste mit aufgenommen, wobei dhnliche Variablen (mittels Korrelationsanalyse)
ausgeschlossen wurden. Bei der Aufzidhlung fiel auf, dass die gelisteten Parameter nicht nur
im Zusammenhang mit einer Chlamydieninfektion stehen kdnnen, sondern auch mit anderen
Infektionskrankheiten, welche schwerpunktméBig zu Fruchtbarkeitsstorungen fiihren.

Im Folgenden fand die aufwendige Berechnung mehrerer logistischer Regressions-Modelle
mit verschiedenen Kombinationen der ausgewihlten Variablen statt sowie eine anschlieBende
Diskriminanzanalyse zur Ermittlung der Variablen-Kombination mit den besten
Klassifizierungsergebnissen bzw. Vorhersagewahrscheinlichkeiten.

Die letztendliche Checkliste als Ergebnis der statistischen Datenanalyse besteht aus den
folgenden drei Parametern: Kélbersterblichkeit, Ort der Abkalbung und Art der Besamung.
Sie beeinflussen die Vorhersage zur Einstufung eines ,,unbekannten* Milchviehbetriebes (d.h.
ohne bisherige Untersuchung des Chlamydienstatus) in ,,Chlamydien positiv oder
,»Chlamydien negativ‘ am starksten. Mit Hilfe der drei genannten Kriterien konnten von den
61 positiv eingestuften Betrieben 53 (= 86 %) vorhergesagt werden und von den 39 negativ
eingestuften Betrieben 33 (= 85 %)).

Die Parameter Rastzeit, Kalbezeitpunkt, Aussehen des Fundaments, der Klauen oder der
Gelenke, Zukauf (einschlieBlich Deckbulle), Boxensauberkeit oder Spaltensauberkeit sowie
Sauberkeit der Kuh oder des Vaginalbereichs dienen nicht der Einstufungsvorhersage. Es ist
aber ratsam, sie mit aufzunehmen, um neben den Einstufungskriterien gleichzeitig weitere
wichtige Risikofaktoren und Kennziffern zur Klassifizierung und je nach Parameter auch zur
Minimierung der Ubertragung von Chlamydophila spp. innerhalb von und zwischen
Milchviehbetrieben kenntlich zu machen.

Entsprechend der betriebsindividuellen Angaben ist damit zum einen die Vorhersage der
Gefdhrdung oder Nicht-Gefdhrdung durch Chlamydien moglich (mit ihrer jeweiligen
Wahrscheinlichkeit). Zum anderen werden die wichtigsten Risikofaktoren fiir die
Chlamydieninfektion fiir einen Milchviehbetrieb abgefragt. Die Schlussfolgerungen aus den
jeweiligen Angaben kdonnen in die Betriebsberatung/-betreuung mit aufgenommen werden.
Das abgeschlossene Forschungsprojekt trigt — durch die entsprechende Verbreitung der
Pravalenzen (Stufe I) sowie der Listen bei Beratern und Tierdrzten (Stufe II) — zur Aufklarung
von Chlamydieninfektion bei Milchvieh in NRW bei.
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5 Schlussfolgerung fiir die Umsetzung der Ergebnisse in die Praxis

Die im Rahmen dieses Projektes ermittelte Chlamydophila-Privalenz fiir Milchviehbetriebe in
NRW von 61 % bestitigt den Verdacht der betreuenden Tierdrzte, dass
Chlamydieninfektionen bei vielen Erkrankungen eine Rolle spielen. Da eine routineméfige
Chlamydophila-Analyse nicht durchgefiihrt wird (in erster Linie aus finanziellen Griinden), ist
es fiir die Tierdrzte, aber auch fiir die Betriebsleiter hilfreich, den Verdacht auf eine
Chlamydieninfektionen nicht nur aufgrund von Krankheitssymptomen, sondern auch mit
Hilfe weiterer Betriebsdaten (z.B. betriebliche Risikofaktoren, welche Chlamydieninfektionen
von Tier zu Tier ermdglichen) zu erhdrten oder gegebenenfalls zu verringern. Die
Schlussfolgerungen, die zu jedem einzelnen Parameter der Liste(n) filir die
landwirtschaftlichen Berater und Tierdrzte gezogen werden sollten, sind:

e Die Kilbersterblichkeit ist eine wesentliche Kennziffer fiir den Verdacht auf eine
Chlamydieninfektion.

e Durch Einzel-Abkalbeboxen kann eine Ubertragung zwischen den Kiihen withrend
der Kalbung verhindert werden.

e Wenn Deckbullen im Einsatz sind, sollten diese zuvor auf ihren Chlamydienstatus
untersucht werden sollten.

e Wenn der Grund fiir kiirzere Rastzeiten Fruchtbarkeitsprobleme wéhrend der
vergangenen Laktation sind, dann Einzeltiere oder Herde auf Chlamydienerreger (und
ggf. andere Erreger) untersuchen lassen.

e Wenn héufig Kalbungen vor dem errechneten Termin zu verzeichnen sind und/oder
vermehrt — trotz anderweitiger Behandlung — Beeintrichtigungen des Fundaments, der
Klauen oder der Gelenke auftreten, dann Einzeltiere oder Herde auf
Chlamydienerreger untersuchen lassen.

e Wenn Tiere (zusidtzlich zu Deckbullen) zugekauft werden, diese auf
Chlamydienerreger untersuchen lassen.

e Wenn Verdacht auf Chlamydieninfektion in der Herde bereits besteht, unter anderem

MaBnahmen zur optimalen Sauberkeit am und um das Tier einleiten.

Mit diesem Forschungsprojekt wird zum einen auf die bestehende Wahrscheinlichkeit einer
Chlamydieninfektion bei Milchvieh in NRW aufmerksam gemacht und somit empfohlen, bei
Fruchtbarkeitsproblemen Chlamydophila spp. als Ursache in Betracht zu ziehen und die

vorgeschlagenen Risikofaktoren zu priifen und gegebenenfalls abzustellen.
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Tab. 16: Datenbogen zur Erfassung der Parameter im Rahmen des Betriebsbesuches

Variable

Wert, Kategorie, Antwortschema

MLP-Daten (LKV-Jahresbericht pro Betrieb und Einzeltier)

Kuhzahl
Milchleistung

Fett

Eiweil3

Somatische Zellzahl
Anzahl Laktationen
Remontierung
Besamungsindex
Rastzeit

Giistzeit

Haltung, Fiitterung, Umwelt
Alter des Stalls

Art des Stall

Stallbodenbelag, Art des Belags

Schieber vorhanden
Spalten aufgeraut

Uberbelegung des Stalls

Biirste

Art der Fiitterung
Weide

Kraftfutter iiber Transponder
Kraftfuttergabe im Melkstand
Art der Trianke

Besamung
Art der Besamung

Besamer

Anzahl

Menge in kg/Jahr

Prozent

Prozent

Tausend/kg Milch

durchschnittliche Anzahl der Herde oder des Einzeltieres

Anteil ersetzter Tiere/Jahr

Durchschnittliche Besamungen/Kuh/Jahr

durchschnittliche Anzahl der Tage bis zur ersten Belegung pro Betrieb
Durchschnittliche Anzahl der Tage bis zur ersten Tréachtigkeit pro
Betrieb

1 = <jlinger 5 Jahre

2 =5-10 Jahre

3 =>10-15 Jahre

4 =>15-20 Jahre

5=>20 Jahre

Beschreibung, keine Codierung

1 = Fldchenspalten

2 = Einzelspalten

3 = planbefestigt

- Ja

- Nein

- Ja

- Nein

1 = nein (Liegebox-Fressplatzverhiltnis 1:1)
=-5%

3=>5-10%

4 =>10-20%

5=>20%

- Ja

- Nein

Beschreibung, keine Codierung

- Ja

- Nein

- Ja

- Nein

- Ja

- Nein

Beschreibung, keine Codierung

- Kiinstliche Besamung

- Deckbulle

- Beides (Kiinstliche Besamung und Deckbulle)
- Eigenstandsbesamer

- Besamungstechniker

- Deckbulle



Variable

Kalbung

Kalbersterblichkeit

(in der Zeit von der 27. Trachtigkeits-
woche bis zum 7. Tag p.p.)

Abort

(bis 27. Trachtigkeitswoche bei
positiver Trachtigkeitsuntersuchung)

Kalbung vor 270. Trachtigkeitstag

Ort der Abkalbung 1
Ort der Abkalbung 2

Ort der Abkalbung 3

Beobachtungen am Tier
Sauberkeit der Kuh

Sauberkeit Vaginalbereich

Aussehen der Gelenke (vor allem
ForderfuBBwurzelgelenk,
Sprunggelenk)

Aussehen der Klauen

Aussehen des Fundaments
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Wert, Kategorie, Antwortschema

1 =<2% der Kiihe
2=>2%-10%

3=>10%

4 = keine Angaben

1 =< 2% der Kiihe
2=>2%-10%

3=>10%

4 = keine Angaben

1 =<2% der Kiihe
2=>2%-10%

3=>10%

4 = keine Angaben

- Abkalbebox

- Keine Abkalbebox

- Einzelabkalbung

- Gruppenabkalbung

- Abkalbebox: Einzelbox
- Abkalbebox: Gruppenbucht

- keine Abkalbebox
1 = sehr gut
2 =gut

3 = befriedigend

4 = ausreichend

5 = mangelhaft

6 =ungeniigend

1 = sehr gut

2 =gut

3 = befriedigend

4 = ausreichend

5 = mangelhaft

6 = ungentigend

1 = sehr gut: flaches Gelenk, keine fehlenden Haare oder
Abschiirfungen

2 =gut

3 = befriedigend

4 = ausreichend

5 = mangelhaft

6 =ungeniigend: offene Wunden an Gelenken, beulenartige
Schwellungen bzw. Entziindungen

1 = sehr gut: gepflegte Klauen, hohe Trachten, keine Zwischenklauen
oder Mortelaro

2 =gut

3 = befriedigend

4 = ausreichend

5 = mangelhaft

6 = ungeniigend: Klauen zu lang, ungepflegt, starke Erkrankungen
1 = sehr gut: keine Lahmheiten, Bewegungsablauf bzw. ,,Lokomotion*
insgesamt gut

2 =gut

3 = befriedigend

4 = ausreichend

5 = mangelhaft

6 =ungeniigend: schlechter Bewegungsablauf, kaum Vorwirtskommen



Variable

Fell

Horner

Verhalten

Hygiene im Stall
Boxensauberkeit

Spaltensauberkeit

Art der Box
Art der Einstreu
Sauberung des Futtertischs

Sauberung der Tranken

Zwischendesinfektion Melkstand
Zwischendesinfektion Melkstand
Bekannter Erreger-Status
Impfung gegen Chlamydien
Behandlung Chlamydien

BVD

BHV1

BVD Impfung
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Wert, Kategorie, Antwortschema

1 = sehr gut: sehr sauber, nicht staubig, keine Verkrustungen durch
Schmutz

2 =gut

3 = befriedigend

4 = ausreichend

5 = mangelhaft

6 =ungeniigend: sehr verschmutzt, Dreckverkrustungen, durch Kot o.
a.
- Ja

- Nein

- ent- und behornte Tiere in der Herde

1 = sehr gut: sehr ruhige Herde, keine Unruhe durch fremde Personen,
Kiihe lassen sich z.B. ohne Probleme anfassen

2 =gut

3 = befriedigend

4 = ausreichend

5 = mangelhaft

6 = ungeniigend: hektische, unruhige Tiere, sehr nervds, lassen sich
nicht beriihren, stindige hohe Bewegungsrate in der Herde

1 = sehr gut

2=gut

3 = befriedigend

4 = ausreichend

5 = mangelhaft

6 =ungeniigend

1 = sehr gut

2 =gut

3 = befriedigend

4 = ausreichend

5 = mangelhaft

6 = ungeniigend
Beschreibung, keine Codierung
Beschreibung, keine Codierung
- téglich

- alle 2 Tage

- bei Bedarf/unregelmiBig
- téglich

- 2 mal pro Woche

-1 mal pro Woche

- bei Bedarf/unregelméafig
- Ja

- Nein

Art des Mittels

- Ja

- Nein

- Ja

- Nein

- positiv

- negativ
- positiv

- negativ
- Ja

- Nein
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Variable Wert, Kategorie, Antwortschema
Sonstiges
Biobetrieb - Ja
- Nein
Zukauf 1 - Ja (einschlieBlich Deckbulle)
- Nein
Zukauf 2 - Ja
- Nein

- nur Zukauf von Deckbulle
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10 Kurzfassung

Chlamydieninfektionen werden fiir eine Reithe von Fruchtbarkeitsstorungen und
Atemwegserkrankungen beim Rind in Verbindung gebracht. Die entsprechende Literatur
basiert in erster Linie auf serologischen Untersuchungen und weniger auf dem
molekularbiologischen Direktnachweis der Erreger. Des Weiteren sind keine systematischen
epidemiologische Studien zu finden. Demnach war das Ziel der Projektstufe I die Ermittlung
der Erregerprivalenz in Milchviehbetrieben in NRW. Dafiir wurden von den ca. 6.500
Milchviehbetrieben in NRW 100 Betriebe zufillig ausgewéhlt, wobei bei der Auswahl die
Verteilung der Betriebe auf die Landkreise und die Anzahl Kiihe pro Landkreis beriicksichtigt
wurden. Pro Betrieb wurden 10% der Herde (aber mindestens 10 Kiihe) beprobt. Von den
ausgewdhlten Kiihen in der Friihlaktation wurden zwei Vaginaltupfer entnommen und diese
zum einen bakteriologisch und zum anderen mit PCR-Nachweisverfahren untersucht. Die
Proben wurden zundchst mittels real-time PCR genus-spezifisch (duflere Primer) auf
Chlamydophhila spp. getestet. Im Falle positiver Nachweise dient das erhaltene PCR-Produkt
als Matrix fiir die zweite Runde, die Spezies—spezifische PCR. Um die Prdvalenz des
Chlamydophila-Nachweises auf Landesebene zu ermitteln, wurde ein Betrieb als positiv
eingestuft, sobald mindestens eine Kuh positiv getestet wurde. Diese Annahme ist durch die
diskontinuierliche Ausscheidung von Chlamydien begriindet.

In den 32 Landkreisen des Landes wurden letztendlich von 100 milchviehhaltenden Betrieben
insgesamt 1074 Kiihe beprobt. Von den 1074 Tieren zeigte sich bei 145 Kiihen (13,5 %) ein
Chlamydophila-positives Ergebnis. Die Privalenz auf Betriebsebene lag bei 61 %, d.h. in 61 %
der Milchviehbetriebe in NRW war mindestens eine Kuh Chlamydophila positiv.

Von den 145 Kiihen waren 34 mit Chlamydophila abortus und 52 mit Chlamydophila psittaci
infiziert. Chlamydophila pecorum konnte nur bei 8 Kiithen nachgewiesen werden und spielte
daher eher eine untergeordnete Rolle. Die {ibrigen Proben konnten nicht spezifiziert werden. Die
bakteriologische Untersuchung der Vaginalsekrete von 544 Kiihen ergab, dass bei den
Chlamydophila positiv getesteten Kiihen der Anteil mit hdmolysierenden Staphylokokken-
Infektionen signifikant hoher war.

Auf der Basis der Ergebnisse aus Stufe I erfolgte im Anschluss an die Beprobung der Tiere
und der PCR-Analyse die Zusammenstellung und Verrechnung der erhobenen,
betriebsindividuellen Faktoren, Kennziffern etc. (Stufe II). Das endgiiltige Ziel der Stufe 11
war eine Checkliste mit verschiedenen Risikofaktoren, welche mit relativ geringem Aufwand
(zeitlich und finanziell) in einem Betrieb, dessen Chlamydienstatus nicht bekannt ist, erhoben
und zur Einstufung im Hinblick auf die Chlamydiengefdhrdung fiihren kann. Dieses Ziel
wurde iiber eine schrittweise statistische Analyse der wéhrend der Besuche erhobenen

Betriebsdaten erreicht. Die Betriebsdaten setzten sich zusammen aus MLP-Daten der
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Einzeltiere und der Herde, aus den Daten zu den betrieblichen Gegebenheiten sowie
verschiedene Gesundheitsdaten. Die erhobenen Daten dienten zum einen der Beschreibung
der ,,Chlamydien positiv® und ,,Chlamydien negativ* eingestuften Betrieben. Zum anderen
deckten sie die Bedingungen ab, die eine Chlamydienausbreitung begiinstigen, d.h. sie
beschreiben die Ubertragungswege von Chlamydien (u.a. fikal-oral, genital).

Im Rahmen der Datenauswertung wurde zunichst jede einzelne Variable auf ihren Einfluss
auf den Chlamydienstatus getestet. Die Parameter mit signifikantem Einfluss wurden in die
vorldufige Liste mit aufgenommen, wobei dhnliche Variablen (mittels Korrelationsanalyse)
ausgeschlossen wurden. Bei der Aufzidhlung fiel auf, dass die gelisteten Parameter nicht nur
im Zusammenhang mit einer Chlamydieninfektion stehen kdnnen, sondern auch mit anderen
Infektionskrankheiten, welche schwerpunktméBig zu Fruchtbarkeitsstorungen fiihren.

Im Folgenden fand die aufwendige Berechnung mehrerer logistischer Regressions-Modelle
mit verschiedenen Kombinationen der ausgewihlten Variablen statt sowie eine anschlieBende
Diskriminanzanalyse zur Ermittlung der Variablen-Kombination mit den besten
Klassifizierungsergebnissen bzw. Vorhersagewahrscheinlichkeiten.

Die letztendliche Checkliste als Ergebnis der statistischen Datenanalyse besteht aus den
folgenden drei Parametern: Kélbersterblichkeit, Ort der Abkalbung und Art der Besamung.
Sie beeinflussen die Vorhersage zur Einstufung eines ,,unbekannten* Milchviehbetriebes (d.h.
ohne bisherige Untersuchung des Chlamydienstatus) in ,,Chlamydien positiv oder
,»Chlamydien negativ‘ am starksten. Mit Hilfe der drei genannten Kriterien konnten von den
61 positiv eingestuften Betrieben 53 (= 86 %) vorhergesagt werden und von den 39 negativ
eingestuften Betrieben 33 (= 85 %)).

Die Parameter Rastzeit, Kalbezeitpunkt, Aussehen des Fundaments, der Klauen oder der
Gelenke, Zukauf (einschlieBlich Deckbulle), Boxensauberkeit oder Spaltensauberkeit sowie
Sauberkeit der Kuh oder des Vaginalbereichs dienen nicht der Einstufungsvorhersage. Es ist
aber ratsam, sie mit aufzunehmen, um neben den Einstufungskriterien gleichzeitig weitere
wichtige Risikofaktoren und Kennziffern zur Klassifizierung und je nach Parameter auch zur
Minimierung der Ubertragung von Chlamydophila spp. innerhalb von und zwischen
Milchviehbetrieben kenntlich zu machen.

Entsprechend der betriebsindividuellen Angaben ist damit zum einen die Vorhersage der
Gefdhrdung oder Nicht-Gefdhrdung durch Chlamydien moglich (mit ihrer jeweiligen
Wahrscheinlichkeit). Zum anderen werden die wichtigsten Risikofaktoren fiir die
Chlamydieninfektion fiir einen Milchviehbetrieb abgefragt. Die Schlussfolgerungen aus den
jeweiligen Angaben kdnnen in die Betriebsberatung/-betreuung mit aufgenommen werden.
Das abgeschlossene Forschungsprojekt trigt — durch die entsprechende Verbreitung der
Pravalenzen (Stufe I) sowie der Listen bei Beratern und Tierdrzten (Stufe II) — zur Aufklarung
von Chlamydieninfektion bei Milchvieh in NRW bei.
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