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Zusammenfassung

Die Paratuberkulose der Wiederkauer (Johne’sche Krankheit) ist eine infektiése, chronische
Durchfallerkrankung hervorgerufen durch Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP),
die weltweit vorkommt. Der Erreger wird in grofien Mengen mit dem Kot eines MAP infizierten
Tieres ausgeschieden, besitzt eine hohe Tenazitat und kommt ubiquitar vor. Der kulturelle
Nachweis von MAP ist langwierig, indirekte Diagnostikmethoden sind nur bedingt
aussagekraftig. Mit den derzeit zur Verfiugung stehenden Methoden einschliellich neuer
molekularbiologischer Ansatze sind Pravalenzschatzungen beim Tier moglich. Die
Aussagekraft von Diagnostika zum Einsatz fiir eine flaichendeckende Uberwachung wird
derzeit vom deutschen Referenzzentrum Uberpruft. Bekdmpfungsprogramme zur Vermeidung
von wirtschaftlichen Schaden basieren in erster Linie auf HygienemalRhahmen und erfordern
ein jahrelanges konsequentes Vorgehen.

Milch und Milchprodukte gelten als mdgliche Expositionsquelle fur den Menschen. Zur
Ermittlung der tatsachlichen Exposition wurde Handelsmilch untersucht. In GroRbritannien
und den USA konnte in pasteurisierter Milch MAP nachgewiesen werden, in einer neueren
irischen Studie jedoch nicht. Eine erhebliche Reduzierung vermehrungsfahiger MAP findet
durch den Pasteurisierungsprozess statt. Informationen Uber das MAP-Vorkommen in
deutscher Handelsmilch sind nicht publiziert.

Im Gegensatz zu Wiederkauern erkranken Menschen nicht an der Johne'schen Krankheit.
Ein Zusammenhang zwischen MAP und Morbus Crohn (MC), einer chronische
Darmentziindung des Menschen, wird seit einer Veroffentlichung im Jahr 1913 diskutiert
(Dalziel, 1913). Die Ubersicht der interdisziplindren Arbeitsgruppe des LGL analysiert
wissenschaftliche Daten Uber den Erreger, das Krankheitsbild von Morbus Crohn und
Paratuberkulose und das Vorkommen von MAP in Milch und Ka&se. Trotz zahlreicher
epidemiologischer Untersuchungen, die in diesem Bericht bewertet werden, konnte eine
kausale Rolle von MAP in der Atiologie von MC nicht bewiesen werden. Vielmehr sind die
Studien eher mit einer sekundaren Darmbesiedelung mit MAP aufgrund der Vorschadigung
durch die MC-Erkrankung vereinbar. Daher ist aus ahnlich angelegten epidemiologischen
Studien zum jetzigen Stand der Wissenschaft kein valides Ergebnis zu erwarten. Allenfalls
aus groRer angelegten, methodisch stringenten Studien auf der Basis verlasslicher
diagnostischer Verfahren ware ein Erkenntnisgewinn moglich. Die Erfolgsaussichten sind
jedoch schwer abschatzbar.

Das LGL unterstiitzt die Meinung internationaler Expertengruppen und eine jlingste Studie
des Robert Koch-Instituts und des Bundesinstituts fiir Risikobewertung und kommt zu dem
Schluss, dass ein kausaler Zusammenhang zwischen der Paratuberkulose des Rindes und

MC beim Menschen auf dem derzeitigen Stand der Wissenschaft nicht bewiesen ist.
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1. Einleitung

Morbus Crohn (MC) ist eine chronisch entziindliche Erkrankung des Verdauungstraktes. Die

Erkrankung kann an jeder Stelle zwischen Mund und Anus vorkommen, in der Regel treten

aber die Lasionen im terminalen lleum und proximalen Kolon auf. Ein Zusammenhang

zwischen MC und Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) wird seit der

Veroffentlichung vom Thomas Kennedy Dalziel im Jahre 1913 (British Medical Journal) immer
wieder diskutiert (Artikel in Lancet vom 18. Sept. 2004 mit Korrespondenz Dez. 2004). Die

Abbildung 1 nach Chacon et al. (2004) zeigt, wie MAP mdoglicherweise vom Tier zum

Menschen gelangen kann.
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Abb. 1: Mogliche Quellen fiir eine Exposition
des Menschen mit MAP
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2. Johne’sche Krankheit/Paratuberkulose

Die Paratuberkulose, auch Johne'sche Krankheit genannt, ist eine durch Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis (MAP) hervorgerufene, in Deutschland meldepflichtige Tier-
krankheit der Wiederkauer. Primar empfangliche Tierarten sind Rind, Schaf, Ziege und

andere Wiederkauer sowie Kamele.

2.1. Historie

Das klinische und pathologisch-anatomische Bild der Paratuberkulose ist seit Mitte des
19. Jahrhunderts als chronische Enteritis mit ausgepragten Veranderungen der Darm-
schleimhaut bekannt. Johne und Frothingham konnten im veranderten Gewebe saurefeste
Stabchenbakterien nachweisen und beschrieben diese Erkrankung erstmals 1895 als
eigentimlichen Fall von Tuberkulose bei einem Rind. Aufgrund der unterschiedlichen
biologischen Eigenschaften des Erregers und der unterschiedlichen Art und Manifestation der
pathologischen Veranderungen schlug Bang im Jahr 1906 vor, die Krankheit von der
Tuberkulose abzutrennen. Seither qilt die Paratuberkulose der Wiederkduer als
eigenstandige Erkrankung. 1910/1912 verodffentlichte Twort erstmals die Isolierung und
Anzuchtung des Erregers. 1933 gelang schliellich die experimentelle Infektion einer Herde
mit MAP. Damit waren die Henle-Koch’'schen Postulate erfiillt und der wissenschaftliche
Beweis gefuhrt, dass MAP die monokausale Ursache der Paratuberkulose der Wiederkauer

darstellt.

2.2. Atiologie

e Erreger

Mykobakterien (Mycobacteriaceae) sind Gram positive Mikroorganismen, die mehr als
100 Spezies umfassen. Sie vermehren sich primar intrazellular und sind charakterisiert durch
ihre Saurestabilitat und ihre stark lipidhaltige Zellwand. Mycobacterium avium ssp. avium
(MAV) und M. intracellulare sind seit langer Zeit als opportunistische Keime bei Patienten mit
chronischen Krankheiten des Respirationstraktes bekannt. In neuerer Zeit wurden diese auch
als bedeutende opportunistische Pathogene bei immunsupprimierten, speziell bei AIDS
Patienten, gefunden. Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) ist klar abgrenzbar
von Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium leprae. MAP ist die Subspezies mit der
langsamsten Vermehrungsrate mit einer Generationszeit von tber 20 Stunden, abhangig von
der primar vorhandenen Bakterienzahl. MAP ist die einzige Subspezies, deren Wachstum

abhangig ist von dem Siderophor Mycobaktin, speziell wenn Primarkulturen aus tierischem
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Gewebe gewonnen werden sollen. MAP ist der monokausale Erreger der Johne’schen

Krankheit und erflllt damit die Henle-Koch’schen Postulate fiir die Infektion der Wiederkauer.

e MAP-Isolate von Mensch und Tier

Der Grad der Variabilitat der MAP Isolate von Mensch und Tier dhnelt der Situation mit MAV.
Mit modernen molekularbiologischen Methoden wie dem Restriktionsenzym Fragmentldngen
Polymorphismus (RFLP) wurden drei Muster erstellt: Isolate vom Schaf (Muster A), Isolate
vom Rind (Muster B) oder von Ziegen (Muster C).

Mit Hilfe von Multiplex-PCR unter Einbeziehung der I1S900 Loci und Amplifikatfragment
Langen Polymorphismus (AFLP) wurden Isolate vom Tier (n=203) und vom Menschen (n=7)
verglichen. Dabei lieRen sich Isolate vom Rind in Gruppen hoher genetischer Ahnlichkeit
zusammenfassen, wogegen Schaf- und Humanisolate ein hdheres MalR an Variabilitat
aufwiesen.

Die mit dieser Methode gewonnenen Daten deuten darauf hin, dass die Genome der
humanen Isolate sich vom Genom der Rinderisolate unterscheiden. Aufgrund der geringen
Stichprobenzahl der humanen Isolate lassen sich die genetischen Zuordnungen jedoch nicht

abschlieRend beurteilen.

e MAP Genom

Das komplette Genom von MAP (4,38 Mb) aus einem typischen bovinen Typ Il Stamm (MAP
K-10) aus einer Kuh mit Johne’scher Krankheit wurde kirzlich in USA sequenziert (Accession
No. AE01958). Der Sequenzvergleich zwischen MAP und MAV war hiermit moglich und
ergab einen hohen Homologiegrad von >97 %. Der Genombereich, der als 1S900 Element
bezeichnet wird, scheint einzigartig fur MAP zu sein und wird allgemein als diagnostisches
Werkzeug zum MAP Nachweis in klinischen Proben benutzt (siehe Antigene und

Virulenzfaktoren und 3.1. Direkter Erregernachweis).

e Antigene und Virulenzfaktoren

Ein Hauptantigen von MAP ist das Lipoarabino-Mannan (LAM), das in vielen serologischen
Testsystemen zum Nachweis von MAP-Antikdrpern genutzt wird. Diverse immunreaktive
Proteine haben Homologien zu anderen mykobakteriellen Antigenen (u. a. hoch konservierte
Hitzeschockproteine). Ein dominantes Antigen, das die humorale Immunantwort induziert, ist
das 34 kDa Zellwandantigen. Das MAP Antigen p26 wurde als Indikator fir MAP Infektionen
im Bezug auf die Seroreaktivitit von Morbus Crohn Patienten dargestellt. Durch die
vorhandene Sequenzinformation flir dieses Antigen konnte aber sein Vorkommen bei allen M.
avium Spezies bewiesen werden. Unklar ist in dieser Situation, ob MAP dieses Antigen in

grolkeren Mengen produzieren als andere Subspezies. 1S900 kodierte Proteine gelten als

Bayerisches Landesamt flir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit 7



MAP spezifisch. Ein in groReren Mengen vom IS900-Lokus kodiertes Protein wird als Hed
(host expression-dependent)-Protein bezeichnet.

Bisher sind nur wenige Virulenzfaktoren von MAP beschrieben. Die Haftung und
Internalisierung von MAP an der Darmschleimhaut scheint durch ein Fibronektin bindendes
Protein vermittelt zu werden. Ein weiteres Protein aus der Membran von MAP (35 kDa), das
mit Seren von Rindern, die an Johne’scher Krankheit leiden reagiert, spielt ebenfalls ein Rolle

bei der Invasion boviner Epithelzellen.

2.3. Pathogenese der Paratuberkulose

Der Erreger wird direkt (fakal-oral; oral Uber Kolostrum; intrauterin) und indirekt UGber
kotkontaminiertes Futter, Wasser, Weiden etc. Ubertragen. Auch in Sperma konnte der
Erreger nachgewiesen werden.

85 % der Tiere infizieren sich in den ersten Lebenswochen, 10 % intrauterin und 5 %
innerhalb des ersten Lebensjahres. In der Regel findet die Infektion innerhalb der ersten 30
Lebenstage statt, danach entwickelt sich eine zunehmende Altersresistenz. Eine Infektion ist
jedoch auch im spateren Lebensalter mdglich, verlauft dann aber weniger gravierend. Als
Hauptibertragungsweg wird die fakal-orale Infektion angesehen. Kalber infizieren sich tber
kotverschmutzte Zitzen, direkt oder indirekt kontaminiertes Kolostrum, altere Tiere Uber
kontaminiertes Futter, Weiden oder Wasser. Die Inkubationszeit betragt 2 bis 10 Jahre. Die
Tiere erkranken schliel3lich an einer chronisch verlaufenden, nicht therapierbaren
Durchfallerkrankung, die zu Kachexie und Tod fuhrt. Der Verlauf der Erkrankung ist chronisch
intermittierend. Da infizierte Tiere lange keine Symptome zeigen, bleibt die Erkrankung lange
unentdeckt. Die Erregerausscheidung beginnt jedoch schon vor dem Auftreten klinischer
Symptome. Deshalb spielen nicht nur klinisch kranke Tiere, sondern auch besonders Tiere in
der fortgeschrittenen subklinischen Phase eine wichtige Rolle als Ubertrager. Whitlock und
Buergelt beschrieben 1996, dass ein Kklinisch erkranktes Tier lediglich die Spitze des
Eisberges darstellt und pro klinisch erkranktem Tier mit weiteren 16 bis 25 infizierten Tieren
im Bestand gerechnet werden muss. Die intermittierende Ausscheidung des Erregers bei
subklinisch infizierten Rindern wird als Hauptgrund fiir die Erhaltung der Infektion in der
Herde angesehen. Wahrend ein Tier mit klinischer Symptomatik 100 Millionen Erreger pro
Gramm Kot ausscheidet, liegt die Ausscheidungsrate bei subklinisch infizierten Tieren bei 10’
bis 10? Erreger pro Gramm Kot. Als infektidse Dosis fiir ein Kalb werden in der Literatur

10.000 Erreger genannt.

2.4. Tenazitat des Erregers
Die Zellwandstruktur verleint dem Erreger eine hohe Widerstandsfahigkeit. Die

Uberlebensdauer im Boden betragt bis zu elf Monate. Die Uberlebensfahigkeit in flieRendem
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Gewasser wird mit bis zu 163 Tage angegeben. In stehendem Gewasser war der Erreger
noch nach 270 Tagen nachweisbar. Neben der hohen Tenazitat in der Umwelt ist die
Thermostabilitit bedeutsam. Nach einer Lagerung bei Temperaturen von -14 °C war der
kulturelle Nachweis auch nach zwolf Monaten noch mdglich. Auch gelang es nach
Pasteurisierung vermehrungsfahiges MAP in Milch nachzuweisen (siehe unter 7. Nachweis
von MAP in Milch und Kase).

2.5. Zeitlicher Ablauf der Paratuberkulose
Das Krankheitsgeschehen kann in vier Phasen unterteilt werden, die sich immunologisch,
klinisch und pathomorphologisch unterscheiden:

a. Stilles Infektionsstadium

b. Subklinisches Stadium
c. Klinisches Stadium
d.

Endstadium

a. Stilles Infektionsstadium

Nach der oralen Aufnahme gelangt MAP in den Magen-Darmtrakt und wird zur Uberwindung
der gastrointestinalen Barriere von M-Zellen ins Darmepithel transportiert. Hier erfolgt die
Aufnahme und der Transport des Erregers in die Peyerschen Platten des Darmes. Der
Erreger wird durch Phagocytose von intra- und subepithelialen Makrophagen aufgenommen,
persistiert in den Phagosomen und entzieht sich so intrazellular dem direkten Zugriff des
humoralen Immunsystems und der Nachweisbarkeit. Die Immunantwort ist zu diesem
Zeitpunkt zellvermittelt. Das infizierte Tier zeigt keine Klinik. Pathohistologisch sind frihestens
nach ca. vier Wochen erste diffuse Zellinfiltrationen nachweisbar. Die typischen Infiltrationen
von Epitheloidzellen und Langhans’ Riesenzellen sind nach ca. vier Monaten nachzuweisen.
Mikroskopisch sind in Darmmaterial sdurefeste Bakterien nachzuweisen und MAP Iasst sich
anzichten. Zu diesem Zeitpunkt der Infektion wird der Erreger nicht oder nur unterhalb der

Nachweisgrenze ausgeschieden.

b. Subklinisches Stadium

Werden die von Makrophagen aufgenommenen Bakterien nicht gehemmt oder zerstort,
erfolgt die intrazellulare Vermehrung mit anschlieRendem Zelltod und Freisetzung der Erreger
in das umliegende Gewebe und in das Darmlumen. Mit der Freisetzung von MAP schaltet
sich die humorale Abwehr ein. Das infizierte Tier zeigt keine Klinik. Pathomorphologisch
kommt es zu einer gering bis mittelgradigen Schleimhauthypertrophie und VergréRerung der
Mesenteriallymphknoten mit Infiltration epitheloider Zellen, Langhans’ Riesenzellen und

schaumig erscheinenden Makrophagen mit phagocytierten saurefesten Stabchen.
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c./d. Klinisches Stadium und Endstadium

Die Inkubationszeit liegt zwischen zwei bis 10 Jahren. In der Regel erkranken Tiere im Alter
zwischen drei bis 6 Jahren. Die klinische Symptomatik kann mehrere Monate mit Intervallen
der Besserung andauern. Zunachst herrschen unspezifische Symptome vor: bei Milchkihen
sinkt die Milchleistung um 10 bis 20 %, die Tier magern trotz guter Futteraufnahme ab, und
das Geburtsgewicht der Kalber ist vermindert. Als Ausloser des Ausbruches werden
Stressfaktoren wie Abkalbungen genannt. SchlieRlich tritt lang anhaltender, stinkend
schaumiger Durchfall auf, die Milchleistung kommt zum Erliegen. Paratuberkulose verlauft
ohne Fieber. Die intermittierenden Durchfalle sind weder durch Antibiotika noch durch
Antiparasitika zu beeinflussen. Pathologisch-anatomisch liegt eine hochgradige Schleimhaut-
hypertrophie vor mit hirnwindungs-ahnlicher Darmstruktur und hochgradiger Schwellung der
Mesenteriallymphknoten. Das histologische Bild ist gepragt von einer granulomatdsen
Entziindung, die sich bis in die Submucosa ausbreitet. Die Lamina propria ist erheblich
entzindet, transmurale Prozesse kommen vor, sind aber selten. Die histologischen
Veranderungen sind als Tuberkel angeordnet oder diffus in Schleimhaut und Lymphknoten
verteilt. Betroffen sind im wesentlichen nur der hintere Dinndarm (lleum, Jejunum), teilweise
auch das Kolon. Auch in Leber und Lunge kdénnen Veranderungen zu finden sein. Fisteln,
Fissuren oder ahnliches werden nicht beschrieben. In der klinischen Phase ist ein
Antikérpernachweis mdéglich. Im finalen Stadium nimmt die humorale Immunantwort dann
jedoch ab bis zur Anergie: ein serologischer Nachweis kann negativ sein. In diesem Stadium
wird der Erreger hochgradig ausgeschieden.

Die Abbildung 2 nach Chacon et al. (2004) zeigt vergleichend die Darmschadigung bei
ulzerativer Colitits, Morbus Crohn und Johne’scher Krankheit des Rindes. Die Darmveran-

derungen von MC und der Johne’schen Krankheit weisen Ahnlichkeiten auf.
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Johne's Disease

Normal ¢olon Ulcerative Colltls

-Nomnal histology -No goblet calls -Granulomas -Bevere lamina propria
-No granulomag -Crypt abscesses ~Transmural process inflammetion
~Thickened muscularis -Granulomas
mucosae -Transmural process

Abb. 2: Vergleichende schematische Darstellung der Darmverdnderungen bei
Izerativer Colitis, Morbus Crohn und Johne’scher Krankheit des Rindes

3. Diagnose der Paratuberkulose

In der mikrobiologischen Diagnostik wird zwischen direktem und indirektem Erregernach-weis
unterschieden. Letzterer stlitzt sich auf spezifische Immunreaktionen, die nach Erreger-
kontakt (Exposition, Infektion, Immunisierung) auftreten. Alle diagnostischen Verfahren sollten
in ihrer Spezifitdt (sog. Treffsicherheit - Wahrscheinlichkeit der Erkennung eines
nichtinfizierten Tieres als negativ) und Sensitivitdt (Empfindlichkeit der Messung -

Wahrscheinlichkeit der Erkennung eines infizierten Tieres als positiv) definiert sein.

3.1. Direkter MAP-Nachweis

o Kultureller Erregernachweis

Als Goldstandard gilt der kulturelle Erregernachweis (gilt als 100 % spezifisch, aber nur ca.
35 % sensitiv), der aber durch das langsame Wachstum von MAP den enormen Nachteil
einer Zeitdauer von 8 bis 12 Wochen hat. Allerdings kann im positiven Fall die Aussage des
Vorliegens vermehrungsfahiger MAP getroffen werden. Die Auswertung der kulturellen
Anzuchtung erfolgt lichtmikroskopisch nach der Ziehl-Neelsen Farbung als saurefeste
Stabchen. Dieses hoch spezifische Verfahren erfasst MAP i. d. R. nur bei hoher
Erregerdichte in Probenmaterial von klinisch erkrankten Tieren, nicht bei subklinisch
infizierten Tieren (geringe Sensitivitdt). Die Wachstumsabhangigkeit von MAP von der

Prasenz des Mykobaktin ist zu beriicksichtigen, speziell wenn Primarkulturen aus tierischem
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Gewebe gewonnen werden sollen (siehe 2.2. Atiologie). Im Falle der Rohmilchunter-
suchungen war die Anwendung von HEYM Schragagar sensitiver als die Anzuchtversuche in
BACTEC-Kulturen, was auf mdgliche negative Einfliisse durch den empfohlenen Zusatz von
PANTA Antibiotikum zurtickgeflihrt wird. Mehr oder weniger stark mit sonstigen Bakterien
kontaminierte Substrate (Fezes, Rohmilch) missen zur weitgehenden Abtétung dieser Keime
vorbehandelt werden, dabei hat sich nach einer neueren Studie (Glanemann et al., 2004)
NaOH/Oxalsdure am besten bewahrt. Bei massiven Ausscheidern konnen Erreger ohne
vorherige Isolierung direkt im Kotpraparat nach Ziehl-Neelsen lichtmikroskopisch

nachgewiesen werden.

e Antigen-Nachweis

Die Problematik kreuzreaktiver Antigene innerhalb der Mykobakterien hat selbst bei der
Herstellung monoklonaler Antikérper noch nicht zu verwertbaren und robusten MAP
spezifischen Antigenfanger Tests gefuhrt. Im Western Blot Verfahren kénnen die verschie-
denen Proteine von MAP differenziert werden, was u. a. zur ldentifizierung des myco-
bakteriellen Proteins HupB gefiihrt hat, das mit IgA Antikérpern aus dem Darm von CD
Patienten reagiert und evtl. zur Aufrechterhaltung des chronisch entziindlichen Prozesses
beitragt. Ein Rickschluss auf MAP als krankheitsauslésendes Agens von MC lasst sich aus
dieser Beobachtung jedoch nicht ableiten. Die tatsachliche Bedeutung bakterieller
Untereinheiten und deren potentielle_ Beteiligung an der MC-Chronizitat ist noch nicht geklart

und erfordert noch fundierte wissenschaftliche Arbeit.

e DNA-Nachweis

Molekularbiologische Methoden zum Genomnachweis von Erregern sind mittlerweile speziell
durch den Einsatz der Polymerase Kettenreaktion (PCR) etabliert und weit verbreitet. Sie
haben den Vorteil des schnellen Ergebniserhalts (24 bis 48h), aber den Nachteil, dass keine
Aussage Uber die Vermehrungsfahigkeit des Erregers gemacht werden kann. Der am
haufigsten in der molekularen MAP Diagnostik genutzte Genomabschnitt ist IS900 (siehe 2.2.
Atiologie, MAP Genom bzw. Antigene und Virulenzfaktoren), aus dem Fragmente mit Hilfe
gezielt selektierter Primer in nested PCR Protokollen ampilifiziert werden. Zur molekularen
Untersuchung von Proben mit hohem Verdunnungsfaktor fir MAP (u. a. Fezes, Milch) hat
sich ein Anreicherungsverfahren mit antikbrperbeschichteten, supermagnetischen
Fangerpartikeln (beads), gefolgt von hoch sensitiven PCR Verfahren wie real-time PCR (IMS-
PCR) bewahrt. Dieses Vorgehen soll eine Nachweissensitivitat in Milch von einer Kolonien
bildenden Einheit (KbE) pro 50 ml haben. Eine weitere MAP Kombinations-Nachweisstrategie
ist die Anreicherung von MAP mit Hilfe paramagnetischer Partikel, die mit einem M.
paratuberculosis spezifischen Peptid gekoppelt sind, ebenfalls gefolgt von einer PCR zum

Nachweis des Insertionselements ISMav2. Weitergehende molekularbiologische
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Nachweisverfahren sind der Restriktionsenzym Fragmentlangen Polymorphismus (RFLP),
Hybridisierungen zur Feststellung von Sequenz-unterschieden innerhalb der M. avium
Subspezies und gezielte Genomabschnitt-Sequenzierungen. Bedeutend sind die
Unterschiede in der Sensitivitat des kulturellen Nachweises zu molekularen Methoden wie
IMS-PCR in direkten Vergleichsstudien, u. a. bei Milchuntersuchungen, die deutlich zeigten,
dass der PCR-Nachweis mehr positive Ergebnisse liefert, damit aber die Wirkung der
Hitzebehandlung auf die Vermehrungsfahigkeit von MAP indirekt evident wurde. Derzeit
evaluiert das Nationale Referenzzentrum fur Mykobakterien in Jena, Arbeitsgruppe Dr.
Mobius, die in Deutschland etablierten PCR-Methoden. Ende der Studie soll voraussichtlich
Ende April 2005 sein.

3.2. Indirekter Infektionsnachweis

e Zellulare Inmunantwort

Als indirekte Nachweismethoden einer stattgefundenen Infektion mit MAP (zugelassene
Impfstoffe gibt es in Deutschland nicht) kommen die sog. zellulare Immunantwort und die
humorale Immunantwort als Antikérpernachweis in Frage. In Analogie zur auferst
erfolgreichen Bekdmpfung der Tuberkulose (Tuberkulintest) wurde als in vivo Nachweis
spezifischer zelluldarer Immunantwort gegen MAP auch der Intrakutantest als sog. ,Johnin®
Test angewandt. Er hat aber eine geringe Spezifitédt und ist deshalb als alleinige Methode fur
Bekampfungsprogramme kaum nutzbar. Als Alternative zum in vivo Nachweis der
zellvermittelten Immunitat wurde die in vitro Interferon-gamma Sekretion spezifisch re-
stimulierter Leukozyten eingesetzt. Diesem als Kit vermarktetem Test wird eine Spezifitat von
66 bis 67 % zugesprochen. Letztlich scheint nur die Kombination von Hauttest und Interferon-
gamma Nachweis sinnvoll, weil dann mit Tieren, die tatsdchlich MAP infiziert sind eine
Spezifitdt von 97,6 % erzielt wird. Ein wichtiger Einflussfaktor fur beide Tests ist die

Variabilitat der Antigenchargen.

e Humorale Inmunantwort

Serologische Tests basieren auf dem Nachweis MAP spezifischer Antikérper, z. Z.
Uberwiegend als Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA). In Deutschland sind
momentan vier kommerzielle ELISA zum Antikérpernachweis zugelassen. Alle Tests weisen
eine eingeschrankte Sensitivitat auf. In den Studien des Tiergesundheitsdienst Bayern e.V.
(TGD) zur Pravalenz seropositiver Rinder in Bayern wurde deshalb die Strategie einer
kombinierten Untersuchung durch Einsatz von drei ELISA verschiedener Hersteller
verbunden mit dem Erregernachweis angewandt (siehe 5. Epidemiologie). In einer neueren

MAP Nachweisuntersuchung in der Schweiz (Glanemann, 2004) wurden mit einem
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kommerziellen ELISA auf der Basis von MAP Lipoarabinomannan Antigen 16,8 %
seropositive Rinder gefunden.

Die Komplementbindungsreaktion (KBR) zum MAP Antikérpernachweis ist nicht
standardisierbar. Die Anwendung des Agargel-Immundiffusionstests (AGID) ist nur bei Tieren
mit klinischer Symptomatik sinnvoll, weil nur dann eine gerade noch akzeptable Sensitivitat
von 50 % erreicht wird. Fir Bestandsuntersuchungen kommen beide Tests wegen ihrer

geringen Spezifitat nicht in Frage.

3.3. Schlussfolgerung

Alle indirekten Nachweisverfahren liber Immunreaktionen als singuldre Tests sind z. T.
mit erheblichen Spezifitits- oder Sensitivitatsproblemen belastet. Fiir die
Massendiagnostik zur Erhebung einer Bestandssituation bzw. eines Herdenstatus oder
weitergehender regionaler Pravalenzen ist nur eine gezielte Kombination von
Diagnostikverfahren nach dem momentanen Stand der Technik sinnvoll, wenn auf den
aufwendigen und teuren direkten Erregernachweis verzichtet werden soll.

Dariiber hinaus gilt es fiir die Diagnostik zu beriicksichtigen, dass auf Grund der MAP-
Pathogenese unterschiedliche Erregermengen zu verschiedenen Stadien im infizierten
Tier vorhanden sind. Initial dominiert die zellulire Immunantwort mit geringer
Antikorperproduktion (tuberkuloide Form). Mit dem Fortschreiten der Erkrankung wird
zunehmend durch Freisetzung von MAP aus abgestorbenen Phagocyten eine starke
humorale Reaktion (Antikorperbildung) ausgelost (lepromatése Form). Durch die im
Verlauf der Infektion und Krankheitsmanifestation stattfindende, unterschiedlich starke
Erregervermehrung und Immunreaktion, kommt es zu Schwankungen sowohl in der
Erregerausscheidung als auch in der Auspragung der diagnostisch verwertbaren
Immunreaktionen (siehe 10.1. Studien zur Evaluierung und Validierung der
Nachweismethoden von MAP beim Menschen und beim Tier).

Nach den Leitlinien fiir den Umgang mit der Paratuberkulose in Wiederkduerbestianden
des BMVEL vom 17. Januar 2005 (Bundesanzeiger Nr. 28 vom 10.02.2005 ; S. 2165) gibt
es derzeit keine Zulassung fiir Tests, die fiir eine flichendeckende Erfassung und

Uberwachung geeignet sind (Massendiagnostikum).
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4. Therapie der Paratuberkulose und Impfung

Eine Heilung von mit MAP infizierten, klinisch kranken Tieren ist nicht méglich. Antibiotika, die
in vitro wachstumshemmende Wirkung zeigen, fiilhren beim Tier zu keinem dauerhaften
Behandlungserfolg. Eine kurzfristige Milderung der klinischen Symptome durch Einsatz
verschiedener Antibiotika oder Antihistaminika wurde in der Literatur beschrieben. Die
Erregerausscheidung konnte jedoch nicht verhindert werden.

In Deutschland ist derzeit kein Impfstoff zugelassen. Impfungen sind jedoch prinzipiell
mdglich. Die erste Vakzine wurde 1926 entwickelt. Der Einsatz von Impfstoffen wird von
zahlreichen Autoren hinsichtlich der Vor- und Nachteile beschrieben. Die Ausscheidung der
Erregermenge kann durch eine Impfung verringert und somit der Infektionsdruck gesenkt
werden. Die Impfung bietet jedoch keinen Schutz vor Infektion und Erkrankung. Als Problem
werden Granulome an der Einstichstelle genannt. Darlber hinaus kommt es nach Impfung zu
einem positiven Tuberkulin-Intrakutantest durch Kreuzreaktion. Der Einsatz serologischer
Untersuchungsmethoden in einem Sanierungsverfahren ist in Bestdnden mit geimpften

Tieren nicht mehr madglich.

5. Epidemiologie der Paratuberkulose

Im Internetportal PubMed werden derzeit (Stand: 16.03.2005) unter dem Suchbegriff
.paratubercolosis/epidemiology“ 225 Studien weltweit zitiert; davon 10 Studien aus
Deutschland, 18 aus den Niederlanden, 9 aus Danemark, 3 aus Frankreich und jeweils 2 aus
Schweden und Osterreich. Italien wird nur einmal zitiert; dagegen werden aus den USA 46
Veroffentlichungen aufgelistet.

Zusammenfassend stellt die Il. Medizinische Tierklinik der Tierarztlichen Fakultat zur
Epidemiologie der MAP auf ihrer Internetseite:
(http://www.vetmed.uni-muenchen.de/med2/skripten/b5-21.html) folgendes fest:

,Die Krankheit kommt weltweit vor und befallt vor allem Wiederkduer (einschlief3lich Alt- und
Neuweltkameliden), gelegentlich auch andere Tierarten. Sowohl bei Rindern als auch bei
Schafen scheint es Unterschiede zwischen den Rassen hinsichtlich der Empfanglichkeit zu
geben. So sollen Rinder der Kanalinselrassen (Jersey, Guernsey) besonders empfanglich
sein. Rinder sollen sich von Schafen infizieren kdnnen, aber nicht umgekehrt. In
Grol3britannien wurde in jingster Zeit MAP in Wildkaninchen, Flichsen und Hermelinen sowie
Raben- und Greifvogeln nachgewiesen. Im Darm dieser Tiere wurden auch entsprechende
Veranderungen gefunden. Darlber hinaus wurde ein spontaner Ausbruch in einer Kolonie

von Makaken beschrieben.
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Die Einschleppung in einen bis dahin freien Bestand geschieht in aller Regel durch Zukauf
eines infizierten, aber unauffilligen Rindes. Eine Ubertragung durch infektidse Larven von
Magen-Darm-Wirmern wird spekuliert. MAP wurde auch aus Insekten isoliert, die auf
Rinderweiden oder in Schlachthdéfen gefangen wurden.” Weiter heilt es zur Pravalenz:
.Paratuberkulose kommt dort vor, wo danach gesucht wird. Das Fehlen von Hinweisen auf
Paratuberkulose bedeutet in der Regel, dass keine entsprechenden Untersuchungen

durchgefthrt wurden.”

5.1. Epidemiologie weltweit

,untersuchungen an einigen Schlachthéfen in den USA ergaben, dass 7 % bis 11 % der
normal geschlachteten Kiihe bakteriologisch positiv waren. In Wisconsin wird geschatzt, dass
ein Drittel der Herden infiziert ist. In Bundesstaat Michigan sind nach einer neueren
Untersuchung (1999) Uber die Halfte der Betriebe infiziert. In einer seroepidemiologischen
Untersuchung in 22 danischen Milchrinderbetrieben wurden in 19 Betrieben Reagenten
gefunden. Dabei reagierten Jersey-Kihe, altere Kilhe und Kihe in den ersten Monaten der
Laktation haufiger positiv¢, soweit die Ausfliihrungen der Il. Medizinischen Tierklinik der
tierarztlichen Fakultat Manchen.

In einer Dissertation aus dem Jahr 2000 werden zur Epidemiologie folgende Daten angeflhrt
(von Schloss, 2000):

In den Niederlanden wird die geschatzte Pravalenz in Rinderherden mit 25 % und in
Ziegenherden mit 90 % angegeben; in Sudwestengland wird die Herdenpravalenz in
Rinderherden mit 2,6 % (kulturelle Nachweismethode) bis 3,5 % (PCR-Untersuchung)
angegeben. In Italien wird die Einzeltierpravalenz auf 2,8 % geschatzt, in bestimmten
Regionen sind ca. 10 bis 15 % aller Herden infiziert. In Osterreich wurde eine durch-
schnittliche Einzeltierpravalenz mittels serologischer Verfahren von 6,96 % ermittelt
(Studienumfang: 11.028 Rinder aus 2.757 Bestanden). In der Schweiz wurde in der Region
Plateau de Diesse 5,99 % Einzelpravalenz mittels serologischer Verfahren diagnostiziert.

Die Dissertation zitiert zahlreiche Studien Uber das Auftreten der Paratuberkulose in den
USA. Die durchschnittliche Pravalenz betragt (kulturelle Untersuchungen) durchschnittlich 1,6
%. Milchrinder sind mit 2,9 % signifikant starker von der Erkrankung betroffen als
Fleischrinder mit 0,8 %. In einer anderen Studie wird die Einzeltier-Pravaelnz mit 4,79 %
angegeben (serologische Untersuchungen). In Neuengland wurde sogar eine Pravalenz von
18 % festgestellt (kulturelle Untersuchung von Schlachttierorganen!). Im Bundesstaat
Michigan wurde eine Herdenpravalenz von 54 % und eine Einzeltierpravalenz von 6,9 %
festgestellt (serologische Studie). Australische Autoren schatzen die Pravalenz wesentlich

geringer ein.
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Bei Betrachtung alle dieser Daten, so die Autorin, ist zu bericksichtigen, dass die
eingesetzten diagnostischen Methoden hinsichtlich ihrer Spezifitit und Sensitivitat sehr

unterschiedlich sind (siehe 3. Diagnose der Paratuberkulose).

5.2. Deutschland

Im Internetprotal PubMed werden fiir Deutschland zehn wissenschaftliche Studien unter dem
Suchbegriff: ,paratubercolosis/epidemiology/germany* zitiert. Die in diesem Zusammenhang
auswertbaren Veroffentlichungen ergeben ein unterschiedliches Bild, darliber hinaus bringen
nur wenige Veroffentlichungen statistisch auswertbare Daten zur Einzeltier- und
Herdenpravalenz. Haufig wird vorselektiertes Untersuchungsmaterial herangezogen und mit
unterschiedlichen diagnostischen Methoden untersucht. Beispielhaft wird das Vorkommen in
Mecklenburg-Vorpommern angefihrt: Bei serologischen Untersuchungen von 2.997 Blut-
proben aus 59 vorselektierten Rinderherden mittels Svanovir-ELISA wurde eine
Herdenpravalenz von 84,7 % festgestellt, dabei war mindestens ein Reagent in der Herde. Es
wurden durchschnittlich 12,2 % Reagenten in den infizierten Herden gefunden (Hacker,
2004).

Die Internetseite der Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen dient zur Orientierung tber
Pravalenzdaten bei Ziegen und Schafen:
(http:/Nandwirtschaftskammer.de/fachangebot/tiergesundheit/hgd/paratuberkulose.htm).
Zusammenfassend wird vom Verfasser festgestellt: In Westfalen-Lippe betragt die
Paratuberkulose-Seropravalenz bei Schafen und Ziegen 3,1 % bzw. 3,8 % und entspricht in
etwa dem Prozentsatz, der fir Rinder in NRW ermittelt wurde. Etwa in jedem dritten Bestand
ist mit Reagenten zu rechnen. Bei den serologisch positiven Schafen konnten keine
klinischen Erscheinungen oder Leistungseinbullen festgestellt werden. Alle durch ihren
schlechten Nahrzustand auffallende, infizierte Ziegen stammen aus einem Bestand, d.h. das
Zusammenwirken mehrerer negativer Einflussfaktoren dominiert offenbar beim kleinen
Wiederkauer malgeblich das klinische Bild der Paratuberkulose (negative Beeintrachtigung
des Immunsystems).

Durch kulturelle Kotuntersuchungen und gegebenenfalls Milchuntersuchungen bei allen
Reagenten kénnte eine potentielle Infektionsgefahr fiir den Menschen bzw. andere Tierarten
relativiert werden, wobei nach Erfahrungen beim Rind subklinisch infizierte Tiere ein deutlich

geringeres Risikopotential darstellen.
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5.3. Bayern

Aus verschiedenen bayerischen Regionen wurde in einer Studie des LGL (vormals:
Landesuntersuchungsamt flr das Gesundheitswesen Nordbayern) im Rahmen der
Routinediagnostik im Zeitraum von 1992 bis 1999 (l. Quartal) in Kotproben von 125 der 1.116
untersuchten Rinder (Einzeltierpravalenz = 11,2 %) kulturell MAP nachgewiesen. In 15 der 52
untersuchten Bestande (Herdenpravalenz = 28,8 %) wurden Rinder als Trager und
Ausscheider von MAP ermittelt (Weber, 2000). Durch den Tiergesundheitsdienst Bayern e.V.
(TGD) wurden in den Jahren 2003 und 2004 Studien zur Pravalenz der Paratuberkulose mit
finanzieller Beteiligung des Freistaates Bayern und der Bayerischen Tierseuchekasse
durchgefiihrt. Ein Teil der Ergebnisse wurde im Jahr 2004 veréffentlicht: (Bottcher, 2004).
Diese Studie diente vor allem dazu, ein diagnostisches Vorgehen zu etablieren. Aufgrund
dieser Ergebnisse war es moglich, die 119 untersuchten Bestéande in sog. ,MAP-Gefahr-
dungskategorien® einzuteilen.

Fasst man alle Ergebnisse aus den Jahren 2003 und 2004 zusammen, so ergibt eine
konservative Schatzung folgende Pravalenzen (pers. Mitteilung Béttcher, 2005): die Infektion
mit MAP ist in 6 % der Herden hoch wahrscheinlich (Bestandskategorie A); in diesen Herden
wurde neben serologisch positiven Befunden bei einzelnen Tieren MAP kulturell isoliert. 15
% der bayerischen Herden sind aufgrund serologischer Befunde als MAP-verdachtige
Bestande (Bestandskategorie B) einzustufen; in diesen Herden gelang kein (!) kultureller
Nachweis von MAP.

Basis fiir diese Ergebnisse sind die serologischen Untersuchungen von 792 Bestanden im
Jahr 2003. Berlcksichtigt wurden nur Bestdnde mit mindestens 10 Blutproben. Die
Untersuchungen wurden mit dem Svanovir-ELISA durchgefuhrt. Als weitere Basis fur die
Berechnung der Pravalenz wurden detaillierte Untersuchungen (mehrstufiges serologisches
Verfahren) von 119 Bestanden (insgesamt also 911 Bestande) einbezogen. Diese 119 Be-
stande gehorten zur so genannten Kategorie A.

Die Studien des TGD zeigen, dass serologische Verfahren die Herden-Pravalenz nur bedingt,
die Einzeltier-Pravalenz aber nicht erfassen kénnen. Die vom TGD vorgeschlagene
sequenzielle Serologie ist nur mit erheblichen finanziellen Aufwendungen durchfiihrbar. Auch
andere Lander suchen nach ausreichend abgesicherten Ergebnissen. So soll beispielhaft das
Studiendesign der Tierarztlichen Hochschule in Hannover erwahnt werden, in dem u. a. in
den Jahren 2001 bis 2004 epidemiologische Daten ermittelt werden sollen; die Ergebnisse
liegen dem LGL derzeit nicht vor. Das Studiendesign ist unter
http://www.tiho-hannover.de/einricht/bioepi/forschung/forschungsprojekte/ibei_15.htm

einzusehen.
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5.4. Schlussfolgerung:

Die vorliegenden Daten aus Bayern lassen eine hinreichende Abschatzung der
Pravalenz zu. Weitere epidemiologische Untersuchungen zur Pravalenz sind derzeit in
Bayern nicht mehr notwendig. Ein Erkenntniszugewinn ist zum jetzigen Stand der

Diagnostik nicht zu erwarten.

6. Bekampfung der Paratuberkulose und SanierungsmafRnahmen

6.1. Wirtschaftliche Bedeutung der Erkrankung

Fur die Milch produzierenden Betriebe entstehen infolge von Paratuberkulose-Erkrankungen
wirtschaftliche Schaden: Zum einen durch die eigentlichen Tierverluste, zum anderen durch
verminderte Milchleistung, hoéhere Krankheitsanfalligkeit, Tierarztkosten und verminderten
Schlachterlds. Berechnungen aus den Niederlanden kamen zu dem Ergebnis, dass der
Schaden fiir einen Betrieb mit 100 MilchkUhen Uber einen Zeitraum von 20 Jahren 6800 Euro
pro Jahr betragen kann. In Betrieben mit klinisch kranken Tieren wird der Schaden auf 900
Euro pro klinisch krankes Tier geschatzt. Nach Berechnungen der USA betragen in infizierten
Herden die Verluste je Kuh durchschnittlich 100 USS$.

Die Paratuberkulose gewinnt dartber hinaus wirtschaftspolitische Bedeutung. Vom O.lL.E.
(Office International des Epizooties) ist die Paratuberkulose der Wiederkauer in die Liste B
der Erkrankungen mit sozio6konomischer Bedeutung und/oder Bedeutung als Zoonose
aufgenommen worden. Die Aufnahme in die Liste B ermdglicht Drittlandern flir den Import
von Zuchtrindern, Sperma und Embryonen einen Nachweis der Paratuberkulose-

Unverdachtigkeit zu verlangen.

6.2. Sanierungsverfahren in anderen Landern

Seit 1970 werden in den Niederlanden Sanierungsmaflinahmen durchgefihrt und seit 1984
Impfprogramme. Es werden unterschiedliche Sanierungsoptionen angeboten (von Schloss,
2000). Nach OIE-Angaben (2003) sind die Niederlande noch nicht frei von Paratuberkulose.
Schweden gilt seit 2000 als Paratuberkulose frei, da hier die restriktivsten MaRnahmen zur
Bekampfung angewandt wurden. Bestdande mit Reagenten in der kulturellen und/oder
serologischen Untersuchung werden komplett der Schlachtung zugefiihrt.
Sanierungsprogramme wurden auch in den USA, Tschechien und ltalien durchgefiihrt. Es
wird hiermit deutlich, dass die Bekampfung der Paratuberkulose ein sehr komplexes und
langdauerndes Vorgehen erfordert (Kéhler, 2003). Uber zehn Jahre kénnen notwendig sein,

um in einem Bestand einen Paratuberkulose-freien Status zu erreichen.
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6.3. Situation in Deutschland

In mehreren Landern gibt es freiwillige Bekampfungsprogramme (Niedersachsen, Nordrhein-
Westfalen, Rheinland-Pfalz, Thiringen). Im Januar 2005 wurde mit der Veroffentlichung der
Paratuberkuloseleitlinien des BMVEL die Grundlage fir ein einheitliches Vorgehen in
Deutschland geschaffen. Im Wesentlichen basieren sie auf einem strikten Hygiene-
management und der Eliminierung MAP positiver Tiere. Ein Bestand wird als Para-
tuberkulose unverdachtig beurteilt, wenn dieser mindestens finf Jahre mit negativem
Ergebnis nach den Richtlinien auf Paratuberkulose untersucht wurde. Kosten/Nutzen-
analysen fur Sanierungsmafnahmen nach den Bundesleitlinien sind noch nicht verdffent-
licht. Eine Studie der Tierarztlichen Hochschule, Hannover, bearbeitet z. Z. diesen Themen-
komplex:

http://www.tiho-hannover.de/einricht/bioepi/forschung/forschungsprojekte/ibei_15.htm

6.4. Schlussfolgerung

Aus den bisher vorliegenden Erfahrungen aus BekdmpfungsmaBnahmen wird deutlich,
dass nur konsequente jahrelange Sanierungsprogramme zum Erfolg fithren kénnen.
Dabei spielen vielfiltige Einflussfaktoren eine Rolle, u. a. sind die Betriebsstruktur,
sowie die gesamte Agrarstruktur eines Landes von Bedeutung. Kosten/Nutzen-
Analysen hinsichtlich freiwilliger Bekampfungsverfahren z. B. nach den
Bundesleitlinien liegen nicht vor. Das oben erwdhnte Studiendesign der Tierarztlichen

Hochschule, Hannover, konnte dafiir eine Orientierung bieten.

7. Nachweis von MAP in Milch und Kase

7.1. MAP in der Milch

MAP kann Uber zwei Wege in die Rohmilch (im Handel Vorzugsmilch) gelangen: zum einen
direkt Uber die Milchdrise (nur bei klinisch kranken Tieren, vermutete Keimzahl 2 bis 8
Keime/50 ml Milch), zum anderen indirekt Uber fékale Kontamination. Im Vergleich zur
sekretorischen Kontamination ist der Weg der fakalen der wesentlich bedeutsamere, da hier
erhebliche Keimmengen eingetragen werden und auch subklinische Tiere bereits den Erreger
mit dem Kot ausscheiden. In der Milchwirtschaft werden unterschiedliche Erhitzungsverfahren
eingesetzt. Die bedeutendsten sind das HTST-Verfahren (72 bis 75 °C, 15 bis 30 s) mit
einem Marktanteil von ca. 40 % (Pasteurisierung) und das UHT-Verfahren (= 135 °C, 2 1 s)
mit einem Marktanteil von ca. 60 % (ultrahocherhitzte Milch). Milchprodukte werden
Uberwiegend aus HTST-Milch hergestellt, eine Erhitzung Uber 75 °C wird dabei aus

technologischen Griinden nicht durchgefiihrt. Zur Untersuchung der Thermoresistenz von
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MAP in der Milch wurden zahlreiche experimentelle Untersuchungen durchgeflihrt, u. a. auch
an der Bundesanstalt fiir Milchforschung in Kiel. Fir UHT-Milch wird ein Uberleben
vermehrungsfahiger MAP nach dem Erhitzungsprozess ausgeschlossen. Nach experimen-
teller Kontamination von Milch mit 10? bis 10® Kolonien bildenden Einheiten (KbE)/ml Milch)
MAP koénnen nach HTST-Behandlung (Pasteurisierung) vermehrungsfahige MAP
nachgewiesen werden. Es findet jedoch eine Keimzahlreduktion um finf Zehnerpotenzen
statt. Dies entspricht einer Reduktion um 99.999 %. Nach experimenteller Kontamination der
Milch mit geringeren Keimzahlen (10 KbE/ml) war nach der Hitzebehandlung kein
Erregernachweis mehr maoglich. Bei der Dateninterpretation ist zu bertcksichtigen, ob der
Versuch unter Erzeugung eines kontinuierlichen Durchflusses zur uniformen Hitzeverteilung
durchgeflihrt wurde, wie er auch in der Milchindustrie zur Anwendung kommt. Dies wurde in

vielen Studien vernachlassigt und kénnte die Ursache flr widersprichliche Ergebnisse sein.

7.2. MAP in Kase
Zum MAP Vorkommen in Rohmilchkase liegen wenig Daten vor: Bei der experimentellen
Herstellung von Kase aus kontaminierter Rohmilch zeigte sich, dass MAP wahrend des

Reifeprozesses ebenfalls stark reduziert wird, aber nicht vollstandig abgetoétet.

7.3. MAP in Handelsmilch:

Zum Vorkommen von MAP in Trinkmilchpackungen HTST-behandelter Milch aus dem Handel
wurden in den USA, GroRbritannien (GB) und Irland Feldstudien durchgefiihrt. Dabei wurde
in den USA und GB MAP in geringer Keimzahl und Haufigkeit nachgewiesen: In GB
enthielten 1,8 % von 567 getesteten Packungen MAP, in den USA 2,8 % von 702
Packungen. In einer irischen Untersuchung, die im September 2004 veroffentlicht wurde, war
in keiner der 357 untersuchten Milchpackungen vermehrungsfahiges MAP nachweisbar. 56
% der untersuchten Herstellerbetriebe hatten in der irischen Studie die Milch bei mind. 75 °C
fur 25 s hitzebehandelt. Bei positiven Befunden bei Handelsmilch wird als eine Ursache
mangelhafte Stallhygiene diskutiert, was regionale Unterschiede der untersuchten

Milchproben erklaren kénnte.
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7.4. Schlussfolgerung

Zur Abschitzung des Verbraucherrisikos beim Verzehr von Milch kann man sich einer
Vorgehensweise nach Codex alimentarius bedienen, die von Hammer und Knappstein
(Hammer, 1998) in modifizierter Form aufgestellt wurde:

o Charakterisierung der Gefdhrdung: Der Keim kann in niedriger Keimzahl in
der Milch vorkommen, bei ausnahmsweise sehr hoher Keimzahl kénnen
wenige Organismen die handelsiibliche Pasteurisierung iiberleben. Zur
Situation der Handelsmilch liegen aus Deutschland keine Zahlen vor. (Nach
Einschiatzung der Bundesanstalt fiir Milchforschung sind bei einem
theoretischen Zugrundelegen eines ,,worst case scenario“, dass Rohmilch
mit einer Belastung von 8000 KbE/Liter in der Molkerei abgeliefert wird, nach
Durchlauf der technologischen Prozesse 0,5 KbE/Liter pasteurisierter Milch
zu erwarten.)

e Charakterisierung der Exposition: Die Paratuberkulose des Rindes ist
weltweit verbreitet. Eine Exposition der Rohmilchkonsumenten ist moéglich.
Konsumenten pasteurisierter Milch sind weit weniger exponiert.

o Charakterisierung des Risikos: Das tatsachliche Risiko fiir den Verbraucher
ist vermutlich sehr niedrig, da in natiirlich kontaminierter Milch nur sehr
niedrige Keimzahlen zu erwarten sind und durch Erhitzungsprozesse
vermehrungsfihige Keime drastisch reduziert oder vollig inaktiviert werden.

Von der Bundesforschungsanstalt fiir Erndhrung und Lebensmittel (Schreiben vom
21.02.2005 an die Milchindustrie) werden fiir Deutschland keine Daten zum Vorkommen
von MAP in Milchproben aus dem Handel aufgefiihrt. Ebenfalls gibt es aus
Deutschland noch keine Publikationen zum Vorkommen von MAP in handelsiiblichem
Kase (aus Rohmilch oder pasteurisierter Milch hergestellt). Um Informationen liber das
MAP-Vorkommen in deutscher Handelsmilch und/oder Kase zu erhalten, werden
ahnliche Studien, wie jungst in GB und Irland durchgefiihrt, angeregt. Damit kann
geklart werden, wie haufig MAP regional (z.B. in Bayern) in Rohmilch-, Kase- und
pasteurisierten Milchstichproben nachweisbar ist. Erkenntnisse lber einen kausalen

Zusammenhang von MAP und MC lassen sich daraus nicht ableiten.
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8. Krankheitsbild des Morbus Crohn beim Menschen und Inzidenz
in Deutschland

Morbus Crohn (MC) ist eine chronische, schubweise verlaufende entziindliche
Darmerkrankung (CED) des Menschen und wird als eine diskontinuierlich segmental
auftretende Entzlindung, auch der tiefen Wandschichten des Gastrointestinaltraktes, mit einer
multifaktoriellen Atiologie und Pathogenese beschrieben. Die Erkrankung kann an jeder Stelle
des Verdauungstraktes vom Mund bis zum Anus vorkommen; am haufigsten treten jedoch
abgegrenzte Lasionen im terminalen lleum (ca 30 %), proximalen Kolon (25 %) oder in
beiden Darmabschnitten gleichzeitig (ca. 45 %) auf. Fir die Patienten kann der chronische,
schubweise Verlauf eine starke Beeintrachtigung der Lebensqualitdt bedeuten. Die Atiologie
der Erkrankung ist bisher unbekannt. Autoimmunvermittelte Prozesse, genetische Disposition
und infektidse Ursachen werden diskutiert. Der Altersgipfel der Krankheitsmanifestation liegt
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr. Manner und Frauen sind gleich haufig betroffen.

Das Krankheitsbild ist dadurch gekennzeichnet, dass sich in den befallenen Darm-
abschnitten alle Schichten der Darmwand entziinden, wobei zwischen den Entzindungs-
herden nicht betroffene Stellen liegen kénnen (siehe Abb. 2: Vergleichende schematische
Darstellung der Darmveranderungen). Nach der Abheilung der entziindeten Regionen kommt
es zu Narbenbildungen, die den Darm verengen. Zusatzlich kann es zur Bildung von
Abszessen und Fisteln zu benachbartem Gewebe kommen, zum Beispiel zu anderen
Darmabschnitten, zur Blase oder zur Hautoberflache. In den betroffenen Darmabschnitten
werden Nahrstoffe aus der Nahrung nicht mehr ausreichend aufgenommen.

Die Inzidenz des Morbus Crohn liegt in Deutschland bei jahrlich 5,2/100.000 (95 %-iges Kon-
fidenzintervall: 4,4 bis 6,1) und entspricht dem Durchschnitt in Europa (5,6/100.000; 95 %-
iges Konfidenzintervall: 2,8 bis 8,3).

9. Hypothesen zum Zusammenhang zwischen Morbus Crohn und
MAP: gegenwartiger Stand der Forschung

Im Gegensatz zu Wiederkduern erkranken Menschen nicht an der Johne'schen Krankheit.
Ein Zusammenhang zwischen MAP und Morbus Crohn (MC) wird jedoch seit fast 100 Jahren
immer wieder diskutiert, da MAP bei MC-Patienten in manchen Studien haufiger
nachgewiesen werden kann als bei Gesunden. Eine kausale Beteiligung von MAP an der
Atiologie des Morbus Crohn konnte jedoch trotz zahlreicher, im Folgenden bewerteter

Studien nie bewiesen werden.
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9.1. Hypothesen zur moéglichen Rolle von MAP bei der Entstehung von Morbus
Crohn

Eine Hypothese zur Pathogenese des Morbus Crohn geht davon aus, dass durch einen ,first
hit" die Darmbarriere beschadigt wird und dass sich eine perpetuierende Entzindung
entwickelt. Die Frage, was dieser ,first hit" sein konnte, ist bisher unbeantwortet. Spekulativ
kommen auch MAP in Betracht. Bei CED-Patienten werden in der geschadigten
Mukusschicht des Darmes sowie in einzelnen Zellen der Darmschleimhaut Ansammlungen
verschiedener Keime beobachtet, die Giberwiegend der normalen Darmflora angehdren. Es
werden viele verschiedene Spezies gefunden, u. a. Bacteroides spp. und Enterobacter spp.,
ohne dass eine besondere Haufung bestimmter Spezies erkennbar ist. Weiterhin gibt es
keinen konstanten Unterschied im Keimspektrum zwischen Morbus Crohn und Colitis
ulcerosa, einer weiteren CED (BgVV, 2001). Die Frage nach einer infektiosen Atiologie von
MC und insbesondere die Frage, ob die Krankheit durch einen Keim hervorgerufen wird, der
nicht zur normalen Darmflora gehdrt, ist bisher unbeantwortet geblieben. Ebenso ist offen, ob
MAP eine kausale Rolle spielt oder ob es sich beim Nachweis von MAP aus MC-
Patientenmaterial lediglich um eine Koinzidenz handelt. Es ist nicht ausgeschlossen, dass
MAP, wie auch andere Darmkeime, bei der Aufrechterhaltung der entziindlichen Prozesse

eine Rolle spielen (Sekundarphanomen).

9.2. Bisherige Untersuchungen

Bezuglich der Annahme einer kausalen Verbindung zwischen MAP und Morbus Crohn
existieren widersprichliche Untersuchungen mit niedrigen Evidenzniveaus. Dies ist auch die
Schlussfolgerung einer ausfihrlichen Literaturstudie des RKI in Zusammenarbeit mit dem BfR
(Schrauder, 2003). Hierbei zeigte sich, dass die Mehrzahl der bisher durchgefiihrten Studien
starke methodische Schwachen aufwies. So fanden sich keine Arbeiten, die den Kriterien
einer Fall-Kontroll-Studie entsprachen. Lediglich die Studie von Thomas et al. (1998)
entspricht nach den Kriterien des RKI den Kriterien einer Kohortenstudie. Auch bei der
Auswertung der Reviewsuche konnte keine von insgesamt 43 Arbeiten zusammenfassend zu
einer eindeutigen Bewertung kommen. So wird zum Beispiel in einer Arbeit von Chamberlin
et al. (2001) schon gleich zu Beginn MAP als eine der méglichen Ursachen fir MC impliziert,
wahrend andere von vornherein eher keinen Zusammenhang erkennen kdénnen (van
Kruiningen, 1999).

9.3. Fallberichte und Fall-Kontroll-Studien

Bei der Suche nach Fallberichten und Fall-Kontroll-Studien wurden von Schrauder et al.
(2003) 14 Studien ausgewertet. Zu diesen gehorten sechs Fallberichte (Chiodini, 1984;
Schneebaum, 1987; Cummins, 1996; Voulgarelis 1998; Hermon-Taylor, 1998; Richter 2002),
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eine in vitro-Untersuchung (Rastogi, 1992) und drei unsystematische Reviews (Engstrand,
1995; Prantera, 1999; Selby, 2000). Fall-Kontroll-Studien lagen keine vor. In drei
Fallberichten wird ein Nachweis von MAP bei Menschen beschrieben. In der ersten
Veroffentlichung beschrieben Chiodini et al. (1984), wie es ihnen erstmalig gelang, bei zwei
MC Patienten MAP nachzuweisen. 1998 beschrieben Hermon-Taylor et al. (1998) den
Nachweis von MAP in einem Halslymphknoten eines sieben Jahre alten Jungen, der flinf
Jahre spater an einer terminalen lleitis erkrankte. Richter et al. (2002) beschrieben die
Krankheitsgeschichte eines 36-jahrigen, mit HIV und mit Hepatitis C infizierten und an
Hamophilie erkrankten Patienten, der unter neu aufgetretenen Diarrhoen litt. In den
Biopsieproben aus Darm, Leber und Knochenmark lieRen sich saurefeste Stabchen
nachweisen, die kulturell und mit IS900-Analyse als MAP identifiziert wurden. Naser et al.
(2000) beschrieben eine Untersuchung von sieben Brustmilchproben auf MAP, zwei von
Muttern mit Morbus Crohn und finf von gesunden Miittern. Aus beiden Brustmilchproben der
Mutter mit Morbus Crohn gelang es den Autoren, MAP zu isolieren, bei den Gesunden jedoch
nicht. In einer weiteren Fallbeschreibung eines 16-jahrigen Patienten mit extraintestinaler
Manifestation des Morbus Crohn in Form einer granulomatésen Entziindung der
Gesichtshaut konnte MAP mittels PCR nicht nachgewiesen werden. Bei zwei weiteren
Fallbeschreibungen ist lediglich in der Arbeit von Voulgarelis et al. (1998) ein Erreger des
Mycobacterium avium-Komplexes nachgewiesen worden. In einer alteren Arbeit von
Schneebaum et al. (1987) konnte nur der Nachweis von Mycobacterium intracellulare gefihrt
werden.

In zwolf Studien haben die Autoren die Moglichkeiten des Nachweises von MAP bei MC
Patienten und bei einer oder mehreren Kontrollgruppen analysiert (Fiasse, 1994; Fidler, 1994;
Lisby, 1994; Rowbotham, 1995; Mishina, 1996; Walmsley, 1996; Al-Shamali, 1997; Clarkston,
1998; Kallinowski, 1998; Naser, 2000; Ryan, 2002; Fujita, 2002). Die Kontroligruppen
bestanden meist aus Colitis ulcerosa-Patienten und einer weiteren Kontrollgruppe, die sich
aus Patienten zusammensetzte, die nicht an einer chronisch entzindlichen Darmerkrankung
litten (Gesunde, Darmkarzinom, Irritables Kolon, etc.). Ohne ein klar zu erkennendes
Studiendesign zeichneten sich alle Studien auch durch eine schwache Beschreibung ihrer
Methodik aus. Bei Uberwiegend geringer und ungleicher Fallzahl blieb die Art der
Patientenauswahl und der Kontrollen meist unklar, ebenso fehlte den meisten Studien eine
genaue Beschreibung aller Studienteilnehmer (Alter, Geschlecht, Komorbiditaten, Medikation,
etc.).

Weiterhin fanden Schrauder et al. (2003), dass sich die Studien untereinander durch die Art
der untersuchten Proben und durch die Nachweismethoden unterschieden, z.B. durch

unterschiedliche PCR-Techniken, sowie auch durch unterschiedliche immunologische
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Untersuchungen und kulturelle Isolationstechniken. Selbst bei gleich angewandter
Untersuchungsmethodik sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen widersprichlich und
sehr unterschiedlich. Wahrend manche Gruppen MAP bei Morbus Crohn-Patienten
nachweisen konnten (Mishina, 1996; Ryan, 2002), konnten andere Forschergruppen dies
nicht reproduzieren (Rowbotham, 1995; Clarkston, 1998; Kallinowsky, 1998; Fujita, 2002;)
bzw. war MAP auch bei gesunden Kontrollpersonen nachweisbar (Rowbotham, 1995).
Abgesehen von den widerspruchlichen Ergebnissen ist bei all diesen Studien von erheblichen
systematischen Fehlern (insbesondere Selektionsbias) auszugehen. Die Studien sind daher

nur von geringem Evidenzgrad.

9.4. Kohorten-, Follow-up- und Therapie-Studien

Ebenfalls von Schrauder et al. (2003) wurden vier Untersuchungen als Kohortenstudien zum
MAP-Nachweis (Mishina, 1996; Clarkston, 1998; Kallinowski, 1998) sowie zum Antikorper-
Nachweis gegen MAP (Walmsley, 1996) identifiziert. AuRerdem wurden drei so genannte
Follow-up-Untersuchungen (Thomas, 1998; Borody, 2002), ein Follow-up nach dreifach
antituberkuloser Medikation (Thomas, 1998) und eine Follow-up-Untersuchung mit einer
dreifach antibiotischen Therapie basierend auf einem Makrolid mit einer Therapiedauer von
bis zu 54 Monaten (Borody, 2002) gefunden. Bis auf die Studie von Thomas et al. (1998)
entsprach keine dieser Studien den Kriterien einer Kohortenstudie.

Bei der Auswertung der Kategorie Therapie wurden insgesamt 22 Studien gefunden und 18
in die Bewertung eingeschlossen. Die Ergebnisse dieser Suchstrategie Uberschnitten sich mit
der in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Suche. Es fanden sich flnf bereits
bekannte Reviews (Thayer, 1992; Thompson, 1994; Stabel, 1998; Selby, 2000; Hulten, 2000)
und zwei Fallberichte (Hermon-Taylor, 1998; Richter, 2002), die bereits in den vorherigen
Abschnitt ausgewertet worden waren. Desweiteren wurden ein bisher noch nicht identifizierter
Review von Hermon-Taylor et al. (2000) sowie drei ebenfalls von diesem Autor verfasste
Kommentare bzw. Leserbriefe gefunden, die keine neuen Erkenntnisse vermittelten. Bei zwei
Studien handelte es sich um Untersuchungen, die im Zusammenhang mit dem Nachweis von
Mycobacterium paratuberculosis-spezifischer DNA durchgefihrt wurden (Fidler, 1994; Lisby,
1994). Vier Studien (Prantera, 1989; Thomas, 1998; Borody, 2002; Shafran, 2002)
beschaftigen sich mit der Therapie von Morbus Crohn. Zwei Studien aus dem Jahr 2002
lagen nur als ,Abstract” vor (Borody, 2002; Shafran, 2002). Beide Studien sind offene,
unkontrollierte, klinische Studien mit einer kleinen Anzahl von Patienten, die mit einer
zweifach- (Clarithromycin und Rifabutin), bzw. einer dreifach-antibakteriellen Medikation
(Clarithromycin, Rifabutin und Clofazimin) behandelt worden sind (Shafran, 2002; Borody,
2002). In der zuerst genannten Studie beschrieben Shafran et al. (2002) unter der Zweifach-

Medikation bei 21 von 29 Patienten in einem Follow-up nach 4 bis 17 Monaten eine
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Verbesserung des ,Crohn's disease activity index". Eingeschlossen waren urspringlich 36
Patienten, von denen bei sieben aufgrund von Nebenwirkungen die Therapie abgebrochen
werden musste. Unter der Dreifach-Medikation beschreiben Borody et al. (2002) eine
Besserung des so genannten Harvey-Bradshaw-Indexes bei acht von insgesamt zwolf
Patienten nach 52 bis 54 Monaten.

Die Evidenz und Aussagekraft dieser Studien ist jedoch aufgrund ihres Studiendesigns, u. a.
wegen fehlender Kontrollgruppe und damit fehlender Randomisierung, nur gering. Aus dem
Jahre 1998 stammt ein Bericht von Thomas et al. (1998) Uber die Ergebnisse einer funf Jahre
wahrenden Follow-up-Studie, die im Jahre 1994 als multizentrische, randomisierte,
placebokontrollierte, doppelblinde Studie (RCT) mit 130 Patienten gestartet worden war. Ziel
des RCT war es, die Wirksamkeit einer antituberkuldsen Therapie zu testen, bestehend aus
Rifampicin, Isoniazid und Ethambutol. Einhundertelf (81 %) der Patienten konnten Uber flnf
Jahre nachverfolgt werden. Jahrlich wurden die Anzahl der chirurgischen Eingriffe, die Anzahl
der Krankenhauseinweisungen, die Aktivitdt der Erkrankungen, verschiedene Blutwerte, die
Medikation und die Anzahl der Krankheitsschiibe dokumentiert. Nach 36, 48 und 60 Monaten
wurden die Ergebnisse der Placebogruppe mit der ,aktiven" Gruppe verglichen. Bis auf den
Zeitpunkt nach 60 Monaten - hier hatten 26 % in der ,aktiven" Gruppe und 52 % in der
Kontrollgruppe einen oder mehrere Schibe im vorangegangenen Jahr erlitten - zeigte sich fur
die oben genannten Erhebungen kein statistisch signifikanter Unterschied in beiden Gruppen.
Die Behandlung von flinf Patienten mit Dapson, einem Medikament gegen Mycobacterium
leprae, wird von Prantera et al. (1989) beschrieben. Auch diese Studie ist u. a. aufgrund ihrer

geringen Patientenzahl nur von geringem Evidenzgrad.

9.5. Aktuelle Untersuchungen

Eine neuere Studie wurde von Saleh et al (2004) in der Zeitschrift Lancet veroéffentlicht. In
dieser Studie wurden Blutproben von 28 Patienten mit MC und neun Patienten mit Colitis
ulcerosa mit einer Kontrollgrupe von 15 Personen ohne entzindliche Darmkrankheit
verglichen, darunter zwei Patienten mit Dickdarmkrebs, einem Patienten mit Refluxkrankheit
und elf Gesunden. In der Gruppe der MC-Patienten waren zehn von 22 Personen PCR- und
Kultur-positiv, zwei waren nur PCR- und vier waren nur Kultur-positiv. Eine kausale
Beteiligung von MAP bei MC kann jedoch auch aus dieser Untersuchung nicht abgeleitet
werden, da im vorliegenden Studiendesign eine Sekundarbesiedelung mit nachfolgender
(aseptischer) Bakteriamie ohne Krankheitswert nicht ausgeschlossen werden kann. Vielmehr
kénnen die Beobachtungen zwanglos durch die krankheitsbedingten Darmschadigungen
erklart werden.

In einer aktuellen, umfangreichen Studie von Bernstein et al. (2004) wurden 283 Patienten

mit MC, 144 mit anderen entzliindlichen Darmerkrankungen und 540 gesunde Kontrollen,
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einschlielllich 138 Geschwistern von Erkrankten, serologisch auf das Vorhandensein von
Antikérpern gegen MAP untersucht. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der MAP-
Antikorperpravalenz zwischen den drei Gruppen, insbesondere auch nicht zwischen
Geschwisterpaaren mit und ohne MC. Auch waren keine Risikofaktoren mittels

demographischer Analyse oder mittels Fragebogen zu erkennen.

9.6. Stellungnahmen verschiedener Expertenkommissionen

Das Scientific Committee zu Tiergesundheit der EU (2000), das Sub-committee der Irischen
Lebensmittelsicherheitsbehérde (FSAI, 2000), das Beratungskomitee flir mikrobiologische
Lebensmittelsicherheit der Food Standard Agency des Vereinigten Konigreichs (FSA UK,
2001), die Nationale Wissenschaftsakademie der USA (Board on Agriculture and National
Resources, 2003) und andere Expertengruppen kamen zu dem Schluss, dass der
momentane Erkenntnisstand nicht ausreicht um einen ursachlichen Zusammenhang
zwischen Morbus Crohn und MAP beweisen zu kdnnen. Eine gemeinsame, umfassende
Literaturstudie vom Dezember 2003 des Robert Koch-Instituts und des Bundesinstituts fur
Risikobewertung fand ebenfalls keine wissenschaftlich haltbare Evidenz flir eine kausale
Verbindung zwischen MAP und MC.

9.7. Zusammenfassende Bewertung

Trotz zahlreicher epidemiologischer Untersuchungen, die in diesem Bericht bewertet
wurden, konnte eine kausale Rolle von MAP in der Atiologie von MC nicht bewiesen
werden. Vielmehr sind die Studien eher mit einer sekundidren Darmbesiedelung mit
MAP aufgrund der Vorschiadigung durch die MC-Erkrankung vereinbar. Auf die
Fragestellung ,Fiihrt beim Menschen eine Exposition mit Mycobacterium avium
paratuberculosis (MAP) zu einem erhéhten Risiko, an einem Morbus Crohn zu
erkranken?" gibt es keine validen wissenschaftlichen Erkenntnisse. Auch Schrauder et
al. (2003) kommen zu dem Schluss, dass die ausgewerteten Studien aufgrund ihrer
Anfalligkeit fur systematische Fehler methodisch dazu nicht geeignet sind. Auch bei
Therapiestudien mit antimykobakteriellen Chemotherapeutika muss ein méglicher
»Benefit" nicht MAP-spezifisch sein, sondern kann durch eine breitere antibakterielle
Wirkung der verwendeten Antibiotika bedingt sein. Auch wenn der Nachweis von MAP
bei Patienten mit Morbus Crohn zur Unterstiitzung der Hypothese verlockend sein
konnte, ist es wissenschaftlich inkorrekt, hieraus allein eine dtiologische bzw. kausale
Beziehung herzustellen. In der Mikrobiologie werden oft die Henle-Koch’schen
Postulate als Kausalitatskriterien herangezogen, so auch in einigen der oben
genannten Publikationen. Schon lange wird die Anwendung dieser Kriterien diskutiert

und kritisiert, da sie fiir chronische Erkrankungen mit komplexen bzw. multifaktoriellen
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Ursachen nicht geeignet sind. Da aufgrund der zuvor dargestellten Datenlage eine
kausale Rolle von MAP in der Atiologie von Morbus Crohn iiberaus zweifelhaft ist, ist
ein aktueller Forschungsbedarf an weiteren Studien nur schwer zu identifizieren (siehe
10. Einschatzung der Notwendigkeit weiterer Studien). Es sind auch keine nationalen
oder internationalen Forschungsaktivititen bekannt, in die eine solche Studie

eingebracht werden kénnte.

10. Einschatzung der Notwendigkeit weiterer Studien

Unabhangig von der fachlichen Empfehlung des LGL, aufgrund des gegenwartigen
Kenntnisstands derzeit keine weiteren epidemiologischen Studien durchzuflhren, soll hier auf
statistisch-epidemiologische Aspekte denkbarer, weiterer Untersuchungen eingegangen

werden.

10.1. Studien zur Evaluierung und Validierung der Nachweismethoden von MAP
beim Menschen und beim Tier

Die Verfugbarkeit von validen und ausreichend prazisen diagnostischen Verfahren ist
unverzichtbare Voraussetzung fur eine weitere Abklarung der Haufigkeit sowohl als
Pravalenz (bestehende Krankheiten) als auch als Inzidenz (Neuerkrankungen) des MAP-
Vorkommens bei Mensch und Tier. Sofern diese nicht vorliegen, ist ihre Entwicklung bzw.
Validierung zur Klarung der weiteren Fragestellungen dringlich. Die Testung setzt den
Vergleich mit einer zuverlassigen Referenzmethode (,Goldstandard®) voraus. Dieser liegt die
unverzerrte und objektive Untersuchung des Tests an einer ausreichend grolien
reprasentativen Stichprobe zu Grunde, mit deren Hilfe sich Sensitivitat, Spezifitat, positiver
und negativer pradiktiver Wert ableiten lassen. Zu bericksichtigen waren beim Menschen u.
a. auch ethische Aspekte invasiv-diagnostischer Methoden bei gesunden Kontrollgruppen

(Biopsienahme bei Gesunden) im Vergleich mit an Morbus Crohn Erkrankten.

10.2. Pravalenzstudien zum Vorkommen von Morbus Crohn beim Menschen
und Paratuberkulose bei Tieren in Deutschland

Derartige Informationen setzten ebenfalls ausreichend valide und prazise diagnostische Tests
fir diese Krankheiten voraus. Pravalenzdaten lassen sich aus Inzidenzdaten und der
durchschnittlichen Krankheitsdauer schatzen bzw. aus Querschnittsuntersuchungen direkt
erheben. Orientierende Zahlen zur Neuerkrankungsrate in Deutschland aus dem Bericht von
RKI und BfR entstammen einer stadtischen Bevdlkerung und liegen bei etwa funf Fallen je
100.000 Personen im Jahr (Timmer 1999). Diese Zahlen beziehen sich allerdings nur auf die
Zeit von 1980 bis 1995. Neuere und aussagefahigere Aussagen zu einem zeitlichen Trend

setzen ein hinreichendes Studiendesign sowie eine belastbare Testmethode voraus. Dafir ist
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eine sensitive und spezifische Erfassung aller Neuerkrankungsféalle in einer ausreichend
grolten Studienpopulation notwendig und setzt die Kooperation mit entsprechenden
Einrichtungen der klinischen Versorgung voraus. Da fir eine belastbare Aussage ein
prospektives Studiendesign und eine ausreichende zeitliche Reichweite notwendig sind, sind
keine kurzfristigen Aussagen fir Deutschland bzw. Bayern zu erwarten. Der Nutzen besteht
in der Verwendung solcher Daten fir die Risikoabschatzung, nicht jedoch in einer Klarung der

Hypothese einer atiologischen Rolle von MAP.

10.3. Studien zur Eingrenzung von Risikofaktoren

Derartige Studien lassen sich zum einen als so genannte Fall-Kontroll-Studien oder als
Kohortenstudien durchfihren. Grundlegendes Prinzip der Fall-Kontroll-Studie ist die
Bestimmung der Haufigkeit bestimmter Risikofaktoren einschliefdlich des MAP-Nachweises
bei an Morbus Crohn Erkrankten verglichen mit nicht an Morbus Crohn Erkrankten. Dabei
sollten neben dem hauptsachlich interessierenden Risikofaktor, hier MAP, zusatzlich weitere
relevante Einflussgrofien mit erfasst werden, wie Ernahrungsgewohnheiten oder Kontakt zu
Rindern. Angesichts der verschiedenen Unsicherheiten bei der Bestimmung von Exposition
und potentiell konfundierenden Einflussgrofen sollte flr die Fallzahlschatzung eine nach-
weisbare Risikoerhdhung um 30 — 50 % angenommen werden, nicht jedoch geringere
Risikoerhéhungen. Weiterhin wird angesichts der uneinheitlichen Datenlage konservativ eine
Pravalenz der MAP-Besiedelung bei MC-Erkrankten von 50 % angenommen. Bei einem
entsprechend gematchten Studiendesign lage die notwendige Fallzahl bei einem Typ-I-Fehler
von 5 % und einer Power von 80 % bei jeweils 284 Personen (Relatives Risiko, RR = 1,3)
bzw. jeweils 129 Personen (RR = 1,5) bei Fallen und Kontrollen. Problematisch ist die
Verwendung von pravalenten Fallen, da hier die zeitliche Ordnung des MAP-Befalls in
Zusammenhang mit einer entzindlichen Darmkrankheit unklar ist. Um zu klaren, ob sich die
auffallige MAP-Besiedelung vor der Erkrankung oder als Folge der Erkrankung ereignet, ware
grundsatzlich das Design einer Kohortenstudie anzustreben. Angesichts der niedrigen
Inzidenzzahlen von 5 pro 100.000 pro Jahr ware ein solches Design allenfalls in einer
Hochrisikogruppe darstellbar. Eine Alternative ware die Verbindung einer inzidenten Fall-
Kontroll-Studie mit einem Follow-up der Falle und der Kontrollen (Case-Cohort-Design).
Damit kénnten Veranderung der MAP-Pravalenz im Krankheitsverlauf untersucht werden.
10.4. Doppelblinde, randomisierte, kontrollierte Therapiestudien

Die Option einer doppelblinden, randomisierten, kontrollierten Therapiestudie kann zwar
Hinweise auf die therapeutische Wirksamkeit einer medikamentésen Therapie liefern, nicht

jedoch schllssige Beweise zur Klarung der atiologischen Fragestellung.
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10.5. Molekularbiologischer Vergleich von MAP-Stammen, die von
Wiederkdauern und vom Menschen isoliert wurden

Angesichts des ubiquitaren Vorkommens von MAP ist von einem solchen Ansatz nur ein
begrenzter Nutzen zur Klarung der a&tiologischen Fragestellung zu erwarten. Die
vergleichende Genomanalyse einer groReren Anzahl humaner MAP-Isolate koénnte
fundiertere Erkenntnisse Uber die mogliche Herkunft dieser Erreger liefern. So kénnte ein
Nutzen aus der Abgrenzung eines moglicherweise der Nahrungskette entstammenden

Risikos erwachsen.

11. Fazit und Empfehlung des LGL

Die durch Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) verursachte
Paratuberkulose ist eine schwere Erkrankung von Wiederkduern. Mit den derzeit zur
Verfiigung stehenden Methoden wurde eine Pravalenzschiatzung zum Vorkommen von
MAP in bayerischen Rinderbestanden durchgefiihrt. Ein Erkenntnisgewinn ist zum
jetzigen Stand der Diagnostik aus weiteren epidemiologischen Pravalenzstudien nicht
zu erwarten. Erfolgreiche Bekdmpfungsprogramme erfordern ein jahrelanges
konsequentes Vorgehen. Dabei spielen strukturelle Faktoren eine groBe Rolle.
Kosten/Nutzen-Analysen fiir ein Bekampfungsverfahren liegen nicht vor, werden
jedoch vor Aufnahme von BekampfungsmaRnahmen als sinnvoll erachtet. Milch und
Milchprodukte werden als zentrale Expositionsquelle von MAP fiir den Menschen
diskutiert. Daten zum Vorkommen von MAP in deutscher Handelsmilch sind derzeit
nicht publiziert. Eine Studie zum Vorkommen von MAP in bayerischer Handelsmilch
(Roh-, bzw. pasteurisierter Milch) wird zur Verbesserung des Informationsstandes und
als Ergdnzung der wenigen Untersuchungen aus EU-Mitgliedsaaten angeregt.
Riuckschlisse auf einen kausalen Zusammenhang von MAP und MC lassen sich
daraus nicht ableiten.

Im Gegensatz zum Wiederkauer existiert das Krankheitsbild einer "Paratuberkulose"
beim Menschen nicht. Eine vermutete kausale Beteiligung dieses Erregers an der
Entstehung von Morbus Crohn bleibt weiterhin unbewiesen. Das LGL erwartet hierzu
aus gleichartigen epidemiologischen  Studien derzeit keinen weiteren

Erkenntnisgewinn.
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