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Aus dem Veterindr-bakteriologischen Institut der Universitit Bern!
und dem kantonalen Veteriniramt Tessin, Bellinzona?

Epidemiologische Untersuchungen iiber die Verbreitung
der infektiosen Agalaktie der Ziegen im Kanton Tessin

Ursula Marino-Ode, S. Postizzi® und J. Nicolet!

Bei der infektiosen Agalaktie der Schafe und Ziegen handelt es sich um eine in
Europa weitverbreitete und schon seit langem bekannte Krankheit, die durch Myco-
plasma agalactiae verursacht wird. Die erste Beschreibung datiert aus dem Jahre 1816
(Metaxa). Seither sind praktisch in allen an das Mittelmeer angrenzenden Léindern
sowie in neuerer Zeit auch in Indien, Iran, Pakistan, der UdSSR und Ruminien Aus-
briiche beobachtet worden [2, 4, 5, 6].
In der Schweiz wurde dank verbesserten diagnostischen Mdoglichkeiten in den
letzten Jahren ein Ansteigen der Anzahl Seuchenfille festgestellt, besonders in den
Kantonen Tessin, Graubiinden und Uri (Mitteilungen des Bundesamtes fiir Veteri-
nirwesen). Es fallt jedoch auf, dass die Krankheit im Tessin nur bei Ziegen, nie bei
Schafen beobachtet wurde, wihrend z.B. in Italien die infektiose Agalaktie ein gros-
ses Problem der Schafherden darstellt. Mdglicherweise hingt dies damit zusammen,
dass im Gegensatz zu Italien die Schafe im Tessin normalerweise nicht gemolken
werden.
Bei akuten Erkrankungen mit infektioser Agalaktie kénnen folgende Symptome
einzeln oder kombiniert auftreten:
~ Euterveréinderungen, Nachlassen und schliesslich Ausbleiben der Milchsekretion,
Verhirtung des Eutergewebes bis Absterben der Euterhilfte;

- Gelenkentziindungen an einem oder mehreren Gelenken, welche zu mehr oder
weniger starker Lahmbheit fithren;

- Augenverinderungen, Konjunktivitis und Keratitis.

Es wurde ferner beobachtet, dass ohne wahrnehmbare klinische Symptome bei
den betreffenden Tieren die mit Erregern kontaminierte Milch die Labfihigkeit ver-
lieren kann.

~ Bei Blutserum-Untersuchungen von Ziegen aus dem Kanton Tessin zeigte sich
“ne relativ starke Verbreitung der infektiosen Agalaktie. Dabei wurde die gute Fig-
nung eines Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) zum Nachweis von Anti-
kOfPem gegen M. agalactiae in Blutserum und Milch festgestellt [7]. Da eine positiv
feagierende Milch bis zu einer Verdiinnung von Yoo erfasst werden kann [7], die mei-
Sten Ziegenherden im Kanton Tessin aber aus weniger als 50 Tieren bestehen, be-

schlossen wir, einen Micro-ELISA zur Durchfithrung einer systematischen serologi-
\_‘———
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schen Herdenmischmilch-Untersuchung zu verwenden. Es sollten dabei moglichy
viele der 718 bekannten Bestinde erfasst werden, um einen genauen Uberblick iibe
die Verbreitung der infektiosen Agalaktie der Ziegen im Kanton Tessin zu erhalten
Ziel dieser Untersuchungen war, den Kanton Tessin in verseuchte Gebiete und ag:
laktiefreie Gebiete einzuteilen, was fiir die Anwendung von Kontroll- und Vorbeu
gungsmassnahmen notwendig ist. Mit Hilfe der vorliegenden epidemiologische:
Untersuchung und der bisherigen Erfahrungen sollte fiir die nichsten Jahre ein mi
telfristiges Bekdmpfungsprogramm erarbeitet werden.

Material und Methoden

Herdenmischmilch

Die Milchrohrchen wurden an die Viehinspektoren und Ziegenzuchtgenossenschaften di
Kantons Tessin geschickt, welche die Verteilung an die einzelnen Besitzer und die Riicksendungu
das kantonale Veterindramt in Bellinzona iibernahmen. Wir erhielten Proben aus 644 Bestéinds
verschiedenster Grosse.

Einzelmilchproben

Die 892 Proben stammten aus insgesamt 41 Bestinden folgender Grosse: 27 Bestinde mit %
niger als 20 Tieren, 12 Bestinde mit 20—50 Tieren und 2 Bestinde mit iiber 50 Tieren. Davon wur
den 606 Proben im Auftrag der Besitzer untersucht; sie dienten der genauen Abklarung der Bestar
dessituation. Die iibrigen 286 Proben dienten zur Untersuchung und Abklidrung von zwei akul¢
Ausbriichen.

Blutseren

Zur Abkldrung der Situation im Valle Mesolcina und Val Calanca (Kanton Graubiinden) wu
den 251 Blutproben aus 27 Bestidnden untersucht (Tabelle 2). Weitere 71 Proben stammten v
Ziegenbocken, die an der kantonalen Ziegenbockschau vom 17.-19. September 1982 in Giubiax
ausgestellt waren.

ELISA

Grundsitzlich wurden die von Schéren und Nicolet (1982) [7] und Bommeli et al. (1980) [3] &
schriebenen Methoden angewendet. Die Reihen der Microplatten wurden alternierend mit Antigt
von M. agalactiae (PG 2) und M. mycoides subsp. capri (PG 3) als Gegenprobe beschichtet!'.

Fiir Milchproben wurde eine Verdiinnung von %, fiir Blutseren eine solche von Yoo gewdll
Positive und negative Kontrollproben wurden bei jeder Testplatte mitgefithrt. Die Inkubationsz!
von Blutserum- resp. Milchproben und spiter von Konjugat betrug 1-2 Stunden in einer feucht
Kammer.

Als Konjugat diente Kaninchen-Anti-Ziegen IgG konjugiert mit Peroxidase?. Wir verwend
ten eine optimale Konjugatverdiinnung fiir Milchproben von %000, fiir Seren zwischen Yoo U
Y%000.

Als Substrat verwendeten wir das folgende System:

a) Substrat-Stocklosung: 1 ml 30%iges H,0, in 35 ml H,O dest. (= 250 mH,0,)

b) Indikatorlosung: pH 4,2

240 ml 0,1 M NaAcetat (13,61 g C,H,0,Na-3 H,0/1t)

+ 760 ml 0,1 M Essigsdure (5,9 ml 96%ige Essigsiure/It)

! Herstellung durch Diagnostische Laboratorien, Bern (Dr. W. Bommeli).

? Immunoconjugate RAG/IgG (H + L)/PO 19-182 (Nordic Immunology, Tilburg, The be
therlands)
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+6,9 g NaH,PO,- H,0

+ 1,097 g 2,2-Azino-di- (3 dthyl-benzthiazolinsulfonat [6] diammoniumsalz)?.

1 ml Stocklésung a) wird mit 100 ml Indikatorlosung b) gemischt. Da diese Losung unstabil
ist, muss sie tiglich neu hergestellt werden. Die Substrat-Indikatorlosung muss bei Gebrauch eine
Temperatur von ca. 25 °C aufweisen.

Das Waschen der Platten zwischen den einzelnen Reaktionsschritten wurde von Hand durch-
gefilhrt. Bei Milchproben wurden die Platten zweimal gewaschen. Als Verdiinnerldsung und
Waschfliissigkeit wurde ein Phosphatpuffer (8,0 g NaCl, 0,2 g KH,PO,, 2-9 Na,HPO,-12 H,0,
0,2 g KC1) mit Zusatz von 0,01% Tween 20 verwendet (pH 7,4).

Ablesung

Es wurde gegen einen hellen Hintergrund visuell auf Farbunterschied abgelesen. Als positiv
wurden jene Proben bezeichnet, welche innert 15 Minuten nach Substratzugabe einen deutlichen
Farbunterschied zwischen — Ag (M. mycoides subsp. capri} und + Ag (M.agalactiae) zeigten. Als
negativ wurden Proben beurteilt, welche keinen Farbunterschied zeigten oder gar eine stirkere
Reaktion mit — Ag aufwiesen. Proben, welche nur einen minimen Farbunterschied zwischen — Ag
und + Ag zeigten, bezeichneten wir als verdichtig. Je nach Intensitat der Farbreaktion wurde zwi-
schen schwach positiven (+), positiven (+ +) und stark positiven (+ + +) Proben unterschieden.
Diese Einteilung aufgrund visueller Ablesung ist allerdings subjektiv und daher nicht sehr prizis.

Bakteriologische Untersuchungen

[solierung der Mykoplasmen aus Milchproben:

Die Milchproben wurden zentrifugiert (3800 U/min, 15 Min.), und anschliessend wurde das
Sediment auf 5% Schafblutagarplatten mit Hemmstoffzusitzen (Penicillin 1000 1U/ml, Thallium-
acetat Yooo0) kultiviert. Eine vorlaufige Ablesung erfolgte nach vier bis sechs Tagen, die endgiiltige
Ablesung nach zehn Tagen Bebriitung bei 37 °C und 10% CO,. Das Wachstum wurde auf Grund
der Hamolysebildung der sonst kaum sichtbaren Kolonien festgestellt.

Identifikation der Mykoplasmen:
~ Zur Identifizierung der Isolate wurde das von Baas und Jasper [1] beschriebene Verfahren der
indirekten Agar-Block-Immunfluoreszenz verwendet. Dabei erwiesen sich die verwendeten Schaf-
blutagarplatten wegen der geringeren unspezifischen Hintergrundfluoreszenz als besser gegeniiber
den herkémmlichen PPLO-Agarplatten.

Resultate
Bestandesmilch- Untersuchungen

Die Ergebnisse der Proben aus den 644 untersuchten Bestinden sind in Tabelle 1
Zusammengefasst. Bei der Untersuchung ergaben sich mehrere verdéchtige oder nicht
Interpretierbare Resultate. Die betreffenden Ziegenbesitzer wurden aufgefordert, eine
zwelte Mischmilchprobe einzusenden, was auch in den meisten Fillen geschah. Diese
zweite Untersuchung ergab dann fast immer ein eindeutig positives oder negatives
Resultat, so dass nur wenige Besténde als verdachtig beurteilt wurden (Tabelle 1). Die
Lokalisation der einzelnen Bestinde ist aus Abbildung I ersichtlich.

Bfutserum-Untersuchungen im Valle Mesolcina und Val Calanca

. Da die beiden Biindner Tiler geographisch in enger Verbindung mit dem Kanton
~°58in stehen und deshalb ein ziemlich reger Ziegenverkehr (Verkauf, Alpung) be-

’ Boehringer, Mannheim
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Tabelle 1: Bestandesmilchuntersuchungen. Einteilung der Bestinde nach Distrikten

Anzahl Bestinde

Distrikt gesamt negativ positiv verdichtig
Mendrisio 35 (100%) 29 (82,8%) 6 (17,2%) -

Lugano 96 (100%) 55 (57,3%) 40 (41,7%) 1 (1%)
Bellinzona 67 (100%) 32 (47,8%) 31 (46,3%) 4 (59%)
Riviera 66 (100%) 43 (65,2%) 22 (33,3%) 1 (1,5%)
Locarno 111 (100%) 64 (57,7%) 46 (41,4%) 1 (0,9%)
Valle Maggia 112 (100%) 56 (50%) 55 (49,1%) 1 (0,9%)
Valle di Blenio 94 (100%) 57 (60,6%) 36 (38,3%) 1 (1,1%)
Leventina 63 (100%) 38 (60,3%) 23 (36,5%) 2 (3,2%)
Total 644 (100%) 374 (58,1%) 259 (40,2%) 11 (1,7%)

Tabelle 2: Ergebnisse der Blutserum-Untersuchungen im Valle Mesolcina und Val Calanca

Anzahl Ziegen/ Anzahl Ziegen
Gemeinde Anzahl Bestinde positiv negativ verdichtig
Mesocco 129 7/ 17 51 76 2
Lostallo 43/ 4 10 33 -
Cama 9/ 1 1 8 -
Verdabbio 357 4 26 9 -
Rossa 35/ 1 35 . -
Gesamt (%) 251727 123 (49%) 126 (50,2%) 2 (0,8%)

Steh?’ wurde mit Hilfe von Einzelblutproben die aktuelle Situation der Verbreitung
der infektiosen Agalaktie abgeklart. Die Resultate dieser Untersuchung sind in Ta-
belle 2 dargestellt.

Blutserum-Untersuchungen von Ziegenbéocken

Von den 71 untersuchten Blutproben der in Giubiasco ausgestellten Ziegenbocke
feagierten 7 positiv, weitere 4 wurden als verdichtig beurteilt. Die betreffenden Tiere
Stammten alle aus bekannten positiven Besténden.

Vergleich der Ergebnisse der Untersuchung von Herden- und Einzelmilchproben

_ In einzelnen Fillen war es moglich, nach der Mischmilch-Untersuchung Finzel-
milchproben der betreffenden Ziegenherden zu untersuchen. Dabei interessierte uns
vor allem, ob eine Ubereinstimmung der Resultate bestand, und ob aus der relativ
subjektiven visuellen Beurteilung der Mischmilchproben (schwach positiv, positiv,
Stark positiv, verdichtig) gewisse Riickschliisse auf die Anzahl positiver Tiere in einer
Herde gezogen werden konnen.
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Diskussion

Die Ergebnisse der systematischen serologischen Untersuchung von Bestandes
milch mit ELISA zeigen, dass 40,2% der untersuchten Bestéinde im Kanton Tessi
positiv reagieren, d.h. dass mindestens eine Ziege dieser Bestinde schon Kontakt mi
dem Erreger der infektiosen Agalaktie hatte und deshalb Antikorper gegen M. agalac
tiae in der Milch ausscheidet. Da von den 718 offiziell bekannten Bestinden 64
(89,7%) untersucht werden konnten, sind die Resultate sicher représentativ fiir di
epidemiologische Situation im Friihling/Sommer 1982,

Gliicklicherweise sind einige Gebiete weniger stark betroffen. Zum Beispid
scheint die Region Malcantone noch nicht infiziert zu sein, wihrend das Mendn
siotto (vor allem das Muggiotal), das Verzascatal und der obere Teil des Bleniotals
nur teilweise infiziert sind. Andere Gebiete wie z.B. das Val Colla, Val Capriasca un
Val d’Isone sind hingegen sehr stark verseucht; fast jeder untersuchte Bestand dies:
Gegenden reagierte positiv. Es handelt sich dabei aber fast ausschliesslich um Ge
biete, in denen in den letzten Jahren akute Ausbriiche der infektiosen Agalaktie vor
kamen. Ebenfalls stark betroffen sind die Biindner Téler Mesolcina und Calanc
49% aller untersuchten Tiere reagierten positiv (Tabelle 2).

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass der beschriebene Micro Enzym:
Linked Immunosorbent Assay fiir praxisbezogene Herdenmischmilch-Untersuchur

Tabelle 3: Vergleich von Herden- und Einzelmilchproben mittels ELISA

Herdenmischmilch Einzelmilchproben, Anzahl Ziegen

positiv negativ verdichtig gesam
stark positiv (+ ++)
— Bestand 1 8 5 - 13
— Bestand 2 8 - 2 10
— Bestand 3 18 4 3 25
— Bestand 4 30 1 - k1)
positiv (+ +)
— Bestand 5 25 9 2 36
— Bestand 6 35 43 - 78
— Bestand 7 2 - 1 3
schwach positiv (+)
~ Bestand 8 5 34 7 46
— Bestand 9 3 15 - 18
verdichtig (?)
— Bestand 10 2 12 6 20
— Bestand 11 2 14 2 18
negativ (—)
— Bestand 12 - 9 - 9
— Bestand 13 = 4 _ 4
— Bestand 14 - 14 - 14

* In diesem Bestand wurden Einzelblutproben untersucht
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oen geeignet ist. Es bestehen gute Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen von Ein-
zelmilch-Untersuchungen, ja es konnen sogar aus der sehr subjektiven visuellen Able-
sung der Intensitit der Reaktion gewisse Riickschliisse auf die mogliche Anzahl posi-
tiver Tiere im Bestand gezogen werden (Tabelle 3).

In Anbetracht der starken Verseuchung im Kanton Tessin und gestiitzt auf die
giltigen Bestimmungen der Tierseuchenverordnung ist die Bekdmpfung dieser
Krankheit ein dringendes Problem. Es wire sicher moglich, eine schrittweise Sanie-
rung innerhalb von Regionen zu erreichen. Fiir den Kanton Tessin kénnte das Sanie-
rungsprogramm folgendermassen aussehen:

- Nicht infizierte Gebiete (Malcantone):
Obligatorische Untersuchung von Mischmilch aller Bestinde mit ELISA. Falls po-
sitiv reagierende Bestinde vorhanden sind, sollten wegen besserer Empfindlichkeit
[7] Einzelblutproben untersucht werden. Blut-positive Tiere, auch ohne bakteriolo-
gischen Nachweis von M. agalactiae, sollten eliminiert werden. Die betreffenden
Bestinde miissen nach ungefihr einem Monat nachkontrolliert werden. In diese
Gebiete diirfen nur negativ reagierende Tiere eingefiithrt werden. Da auf grenzna-
hen Alpen und Weiden eine Moglichkeit des Kontaktes mit italienischen Ziegen-
herden besteht, sollte wihrend der Alpung eine mehrmalige Kontrolle der Bestan-
desmilch durchgefiihrt werden.
- Schwach infizierte Gebiete (Muggiotal, Valle Verzasca, oberes Valle di Blenio):
In bekannten positiven Bestinden sollten Einzelblutproben wiahrend der Stall-
periode entnommen werden. Positiv reagierende Tiere sollten sobald als moglich
eliminiert werden. In allen Bestinden dieser Gebiete soll eine jihrliche obligatori-
sche Bestandesmilch-Untersuchung stattfinden. In eventuell neu entdeckten positi-
ven Bestinden miissen ebenfalls Einzelblutproben entnommen und die positiven
Ziegen eliminiert werden. Fiir die Einfuhr von Ziegen und fiir grenznahe Alpen
gelten die gleichen Vorschriften wie in nicht infizierten Gebieten.
= Ubrige, meist stark infizierte Gebiete:
Wenn méglich sollten positive und negative Herden getrennt gealpt werden, da
neue akute Ausbriiche der infektiosen Agalaktie fast immer auf eine gemeinsame
Alpung von positiven und negativen Bestinden zuriickgefithrt werden konnen.
Eventuell sollten Einzelmilchproben infizierter Bestéinde serologisch mittels ELISA
unq bakteriologisch auf M. agalactiae untersucht werden. Vor allem bei schwach
positiv reagierender Bestandesmischmilch sind Einzeluntersuchungen zu empfeh-
len. Es zeigte sich nimlich trotz der Unsicherheit einer sehr subjektiven Beurtei-
lung der Resultate, dass in diesen Fillen oft nur einzelne wenige Tiere des Bestan-
des positiv reagierten. Nachgewiesene Ausscheider von M. agalactiae in der Milch
Sowle auch einzelne positiv reagierende Tiere in iiberwiegend negativen Herden
sollten eliminiert werden.
Gelingt es, die schwach infizierten Gebiete zu sanieren, konnen diese im folgen-
Jahr' zu den nicht infizierten Gegenden gezihlt werden. Aus den Bestinden die-
;er Gebiete kénnen dann auch Ziegen zur Rekrutierung gesunder Herden und fir
an I?Xport bezogen werden. Dies kann fiir die betreffenden Besitzer ein Anreiz sein,
‘¢ notigen Massnahmen und Kontrollen gewissenhaft durchzufithren. In den folgen-

den
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den Jahren ist weiterhin eine stindige Kontrolle der sanierten Gebiete zu empfehle;
um eventuelle Reinfektionen sofort zu erkennen. Gelingt es, mit Hilfe der erwihnte
Massnahmen diese Gebiete agalaktiefrei zu erhalten, kann an eine schrittweise Sanic
rung weiterer Gebiete gedacht werden.

Ferner ist es von grosster Wichtigkeit, eine Verbreitung der infektiosen Agalakii
aus den Kantonen Tessin und Graubiinden in andere Kantone zu verhindern. Zu di
sem Zweck sollten nur kontrollierte, serologisch und bakteriologisch negative Zieg
in bis jetzt agalaktiefreie Kantone eingefithrt werden.

Schliesslich sollten aufgrund der neuen Erkenntnisse die heute geltenden Bestin
mungen betreffend die Bekdmpfung der infektiosen Agalaktie der Schafe und Zieg:
erneut zur Diskussion gestellt werden.

Zusammenfassung

Im Rahmen einer epidemiologischen Untersuchung iiber die Verbreitung der infektiosen Ag
laktie der Ziegen im Kanton Tessin wurde Bestandesmischmilch von 644 (89,7%) der 718 bekan:
ten Ziegenbestande mit Hilfe eines Micro Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) unter
sucht. Die Ergebnisse bestitigten die starke Verbreitung dieser Krankheit im Kanton Tessin ux
den angrenzenden Biindner Tilern (Mesolcina, Calanca). Im Tessin reagierten 259 (40,2%) der B
stinde positiv, 374 (58,1%) negativ und 11 (1,7%) verdichtig. In den beiden Biindner Télern wur
den 251 Einzelblutproben untersucht. Dabei reagierten 123 (49%) Ziegen positiv, 126 (50,2%) neg:
tiv und 2 (0,8%) verdichtig. Mit Hilfe der vorliegenden Untersuchungen wird zwischen nicht inf:
zierten, schwach infizierten und stark verseuchten Gebieten unterschieden und ein Sanierungspt
gramm vorgeschlagen.

Résumé

Dans le cadre d’une étude épidémiologique sur I’agalaxie contagieuse des chévres dans le cat
ton du Tessin, le lait de mélange de 644 exploitations (89,7% des 718 troupeaux du canton) aé
analysé a 'aide d’un ELISA. Les résultats ont confirmé la forte distribution de la maladie dansk
canton du Tessin et les vallées grisonnes voisines (Mesolcina, Calanca). Au Tessin 259 exploitatior
(40,2%) ont ét¢ trouvées positives, 374 négatives (58,1%) et 11 douteuses (1,7%). Dans les deux Vi
lées grisonnes 251 sangs individuels ont été analysés; 123 (49%) se sont révélés positifs, 126 (50,2
négatifs et 2 (0,8%) douteux. Sur la base de cette enquéte, il a été possible de distinguer entr¢ le
régions indemnes, faiblement et fortement infectées. Un programme d’assainissement est proposé.

Riassunto

Nel quadro di una ricerca epidemiologica sull’agalassia contagiosa delle capre nel Canton Tr
cino, il latte di mescolanza di 644 aziende (89,7% delle 718 aziende caprine nel Cantone) ¢ st
esaminato con il metodo ELISA. I risultati hanno confermato la forte distribuzione della malat-
nel Cantone Ticino e nelle valli grigionesi limitrofe (Mesolcina e Calanca). Nel Ticino 259 aZi?“_‘ff
(40,2%) sono state trovate positive, 374 (58,1%) negative, e 11 (1,7%) dubbie. Nelle due valli grg®
nesi sono stati controllati 251 campioni di sangue individuale, con il seguente risultato: 123 (49"‘
sono risultati positivi, 126 (50,2%) negativi, 2 (0,8%) dubbi. Sulla base di questa inchiesta & sk
possibile distinguere fra regioni indenni, debolmente o fortemente infette. E proposto un pre
gramma di risanamento.

Summary

In the framework of an epidemiological study on the contagious agalactia of goats in the %
ton Ticino, the bulk milk of 644 herds of goats (89,7% of the 718 herds of goats in the canton) ¥
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examined by means of the ELISA. The results confirmed the high incidence of the disease in the
canton Ticino and in the adjacent valleys of the Grisons (Mesolcina, Calanca). In the Ticino 259
herds (40,2%) were found to be positive, 374 (58,1%) negative and 11 (1,7%) suspicious. In the two
valleys of the Grisons the 251 individual blood samples analysed gave the following results: 123
(49%) positive, 126 (50,2%) negative and 2 (0,8%) suspicious. On the basis of this investigation, it
was possible to distinguish between non infected, weakly infected and strongly infected regions and
to propose a control programme.
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eiter wurden Anderungerx verschiedener Verordnungen, Richtlinien und Bekanntmachungen
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