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Ausgangssituation:

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis
(MAP) ist der Erreger der Paratuberkulose
bei Wiederkduern und steht im Verdacht, an
der Entstehung von Morbus Crohn in Hu-
manpatienten beteiligt zu sein. Die Paratu-
berkulose ist durch eine lange Latenzphase
charakterisiert, in der die klinisch unauf-
falligen Tiere massiv Bakterien liber den Kot
ausscheiden. Somit steht die gesamte Herde
unter einem hohen Infektionsdruck, zumal
MAP (ber lange Zeit in der Umwelt per-
sistieren kann. Die Milch der Tiere kann ent-
weder direkt sekretorisch oder indirekt post-
sekretorisch mit MAP kontaminiert und das
Bakterium so in die Lebensmittelkette einge-
tragen werden. Die Fahigkeit von MAP, den
Pasteurisierungsprozess zu Uuberleben, er-
weitert die geschilderte Problematik unter
dem Aspekt der Lebensmittelsicherheit und
des Verbraucherschutzes.

Derzeit sind keine zuverldssigen und
schnellen Nachweis-Systeme verfiigbar, um
vermehrungsfahige MAP in geringen Keim-
zahlen im Lebensmittel nachzuweisen. Auch
sind die verfligbaren, serologischen Test-
systeme nicht geeignet, latent infizierte Tiere

zu erfassen oder Risikotiere zu erkennen.
Daher stoRen auch die derzeit praktizierten
Bekdmpfungsprogramme an ihre Grenzen.

Ziel des Forschungsvorhabens war deshalb
die Etablierung eines schnellen und praxis-
tauglichen Testsystems zum Nachweis von
MAP in Milch sowie zur Erkennung von
Risikotieren.

Forschungsergebnis:

Im Rahmen des Projekts wurden umfang-
reiche Proteom- und Sekretom-Datensatze
von MAP erhoben. Es konnte gezeigt wer-
den, dass das Bakterium in Milch andere
Proteine exprimiert als in klassischen mikro-
biologischen Kulturmedien. Zudem wurden
zahlreiche Proteine detektiert, deren Expres-
sion und Sekretion erstmalig im Rahmen
dieses Vorhabens bewiesen werden konn-
ten. Gegen einen Faktor (PonA1) wurden
mittels Peptidimmunisierung monoklonale
Antikorper erzeugt, die zur Diagnostik einge-
setzt werden kénnen. Ebenso wurden gegen
MAP gerichtete, monoklonale Antikorper
und ein Antiserum generiert, das in einem
indirekten ELISA eingesetzt werden kann. Da
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beim Vorliegen geringer Keimzahlen in einer
Probe zusatzliche Anreicherungsschritte not-
wendig sind, um die Bakterien zu konzen-
trieren, wurden mehr als 30 Pflanzenlektine
auf ihre Fahigkeit getestet, MAP zu binden.
Mit dem Bananenlektin (BanLec) konnte eine
Komponente identifiziert werden, die eine
hohe Bindungsfahigkeit an MAP besitzt und
gleichzeitig kaum eine unspezifische Bin-
dung an Milchbestandteile aufweist. BanlLec
erscheint somit zur Anreicherung von MAP
aus Milchproben geeignet. Als zusétzliches
Diagnostikwerkzeug wurde eine Real-time-
PCR etabliert, mit der 2 x 102 MAP/m| Milch
nachgewiesen  werden  kénnen. Eine
Lebend/tot-Unterscheidung mittels PCR ist
ab einem Gehalt von 25 % lebenden Zellen
in der Probe moglich.

Von in vitro mit MAP infizierten Rinder-
makrophagen konnten ebenfalls umfang-
reiche Proteomdaten gewonnen werden.
Auch hier zeigten sich deutlich unterschied-
liche Reaktionsmuster je nachdem, ob die
Makrophagen von Kontrolltieren oder von
Kilhen mit einem immundevianten (ID)
Phanotyp gewonnen wurden. In Makro-
phagen der Kontrolltiere wurden vor allem
solche Faktoren hochreguliert, die mit einer
Erregereliminierung assoziiert werden. In
den Makrophagen der ID-Rinder werden
Proteine gefunden, die eine Erreger-
persistenz begunstigen. Diese Beobachtung
zeigte sich auch bei der Untersuchung von
Realproben aus einem MAP-positiven
Bestand. Weitere Untersuchungen dieser
Tiere ergaben zudem, dass die derzeit
verfligbaren serodiagnostischen Systeme
keine zuverldassigen Testergebnisse liefern
und somit ein Innovationsbedarf auf diesem
Gebiet besteht.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Die deutsche Milchindustrie st die
leistungsstarkste Branche innerhalb der
Lebensmittelindustrie (ca. 20 Mrd. € Umsatz
jahrlich, Exportwert 3,9 Mrd. €). Die stetige
Erweiterung des Produktangebots (300
Neuerungen jahrlich) und innovative Pro-
duktionsmethoden stellen die erzeugenden
Betriebe vor erhebliche hygienische Heraus-
forderungen hinsichtlich bakterieller Konta-
minanten.

Auf Ebene der milcherzeugenden Betriebe
wird die Pravalenz von MAP in Tankmilch
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weltweit mit 4-22 % beziffert und stellt sich
in Deutschland in einer dhnlichen GroR3en-
ordnung dar. Die wirtschaftlichen Einbul3en
durch Leistungsabfall, Tierverluste und Re-
montierungskosten sind erheblich.

Uber den durch MAP bundesweit entstehen-
den Schaden existieren keine statistischen
Erhebungen, allerdings werden die wirt-
schaftlichen Schaden als erheblich be-
trachtet. Neben direkten Schaden fir die
landwirtschaftliche Primarproduktion kann
vor allem auch eine Kontamination von
Milch mit MAP nicht ausgeschlossen wer-
den. In Hinblick auf den hohen Qualitéts-
standard deutscher Milcherzeugnisse und
als vorbeugende MalRnahme im Rahmen
des Verbraucherschutzes ist es deshalb
oberstes Ziel, den Eintrag potentieller
Risikofaktoren in die Produktionskette zu
vermeiden.

Die Entwicklung und Etablierung schneller
und zuverlassiger Nachweissysteme tragen
dazu bei, den hohen Qualitatsstandard von
Milch und Milchprodukten zu sichern und zu
verbessern. Die Ergebnisse des Vorhabens
sichern die Wettbewerbsfahigkeit der Pro-
duktion, Verarbeitung und Vermarktung
tierischer Lebensmittel und leisten einen
wesentlichen Beitrag zur Sicherung be-
stehender und zur Schaffung neuer Arbeits-
platze in Deutschland.
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l?er Schlussbericht ist flir die interessierte
Offentlichkeit bei den Forschungsstellen
abzurufen
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