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1 EINLEITUNG 

Die Paratuberkulose ist eine infektiöse, chronische, gastrointestinale Erkrankung 

des Rindes sowie anderer Wild- und Hauswiederkäuer (Hernández-Reyes, Chávez-

Gris et al. 2022). Die hohe Tenazität des zugrundeliegenden Erregers 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), dessen schwieriger 

Nachweis und fehlende wirksame Behandlungsmöglichkeiten, stellen weltweit eine 

starke Beeinträchtigung für die Tiergesundheit dar (Field, McAloon et al. 2022).  

Bereits vor dem Auftreten gastrointestinaler Symptome sind ein Abfall der 

Milchleistung, verminderte Fruchtbarkeit und ein allgemein schlechter 

Gesundheitszustand betroffener Rinder zu verzeichnen (Beinhauerova, 

Beinhauerova et al. 2021). Die Erregerausscheidung über Kot und Milch dieser 

Tiere, welche ebenfalls vor dem Auftreten klinischer Symptome stattfindet, stellt 

eine Gefahr für gesunde Tiere der Herde dar (Beinhauerova, Beinhauerova et al. 

2021). Nur ein Tier aus 25 infizierten Tieren entwickelt starke klinischen Symptome 

in der letzten Phase der Erkrankung, welche von Abmagerung und unstillbaren 

Durchfall gekennzeichnet ist und tödlich enden kann (Whitlock and Buergelt 1996, 

Beinhauerova, Beinhauerova et al. 2021). In der oft jahrelangen Inkubationszeit bis 

zum Ausbruch der Paratuberkulose werden subklinisch infizierte Tiere mittels 

üblicher Detektionsverfahren nicht zuverlässig identifiziert, da Erreger weder über 

Milch und Kot ausgeschieden werden, noch Antikörper gegen MAP im Serum 

nachzuweisen sind (Field, Mee et al. 2022). Gepaart mit der hohen Resistenz des 

Erregers gegen gebräuchliche Antibiotika kommt es zur stetigen Verbreitung der 

Paratuberkulose in Rinderbeständen in Deutschland und auf der ganzen Welt 

(Kuenstner and Kuenstner 2021). Maßnahmen zur Eindämmung des Erregers, wie 

Hygienemanagement, Isolierung und Schlachtung infizierter Rinder, isoliertes 

Kälberzuchtmanagement sowie Vakzination, konnten bisher ebenfalls keine 

Eliminierung von MAP aus Rinderbeständen bewirken (Gupta, Singh et al. 2019).  

Das übergreifende Ziel ist daher die Mechanismen zwischen Wirt und Erreger 

besser zu verstehen und daraus resultierend geeignetere Bekämpfungs- und 

Zuchtstrategien zu entwickeln. Die Exposition eines Rindes mit dem Erreger ist 

durch aktuelle Zwischen-Herden Prävalenzen von 3,6 % (Süddeutschland) zu 14,8 

% (Norddeutschland) zu 50,1 % (Ostdeutschland), welche durch Beprobung der 

Stallumgebung festgestellt wurden, sehr wahrscheinlich  (Eisenberg, Krieger et al. 
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2022). Es wird diskutiert, dass die Empfänglichkeit für Kühe sich mit MAP zu 

infizieren variiert, und das sowohl zwischen verschiedenen Rinderrassen, also auch 

bei Rindern aus demselben Bestand mit gleicher Rasse (Al-Mamun, Smith et al. 

2016, Sallam, Zare et al. 2017, Kleinwort, Hauck et al. 2019). Nach Kontakt mit MAP 

scheinen manche Kälber den Erreger erfolgreich zu eliminieren, während andere 

an einer persistierenden Infektion leiden (Baquero and Plattner 2016). Ziel der 

Studie war es, Unterschiede in der Immunantwort zwischen gesunden und MAP-

infizierten Kühen eines Bestandes zu eruieren, die dazu beitragen können den 

differentiellen Infektionsstatus der Tiere zu erklären. Deshalb analysierten wir das 

Proteom peripherer mononukleärer Blutzellen dieser Tiere nach erneuter MAP-

Infektion in vitro. 
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2 LITERATUR 

 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

 Taxonomie und Morphologie 

MAP, der obligat pathogene Erreger der Paratuberkulose des Rindes, gehört zur 

Familie der Mycobacteriaceae aus der Ordnung der Aktinomyzeten und der 

einzigen Gattung Mycobacterium (Marek 1910, Twort and Ingram 1912). Der 

zunächst als Mycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosis bovis johne 

bezeichnete Erreger wurde erst später dem Mycobacterium avium Komplex (MAC) 

zugeordnet und wird seither als Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis 

bezeichnet (Saxegaard, Baess et al. 1988, Yoshimura and Graham 1988).  

Bei MAP handelt es sich um ein aerobes, unbewegliches, nicht-sporenbildendes 

und säurefestes Stäbchen des MAC, einer Gruppe „nicht-tuberkulöser 

Mykobakterien“ (engl. nontubercolous mycobacteria) oder „mycobacteria other than 

tuberculosis“ (MOTT), die sich schwach nach Gram anfärben lassen (Ssekitoleko, 

Ojok et al. 2021). Ubiquitär in der Umwelt nachweisbar, unterteilen sich 

Mykobakterien in pathogen und nicht pathogen, wobei sich die pathogenen 

Mykobakterien wiederum in den Mycobacterium tuberculosis-Komplex und den 

MAC unterteilen lassen (Viale, Zumárraga et al. 2016). Der Gruppe des MAC 

werden neben MAP und Mycobacterium avium subsp. avium auch noch die anderen 

Subspezies M. avium subsp. homnissuis, M. avium subsp. intracellulare und M. 

avium subsp. silvaticum zugeordnet, die oft weder phänotypisch noch serologisch 

voneinander zu unterscheiden sind (Shin, Shin et al. 2020). Diese Mykobakterien 

sind ubiquitär verbreitet und ähneln sich genetisch sehr stark, unterscheiden sich 

aber dennoch in ihrer Infektiosität bei Menschen, Säugetieren und Vögeln (Keen, 

Choi et al. 2021, Kaczmarkowska, Didkowska et al. 2022). Trotz zahlreicher 

Gemeinsamkeiten unterscheidet sich MAP von den anderen Subspezies des MAC, 

unter anderem aufgrund seines sehr langsamen Wachstums in vitro (Elguezabal, 

Bastida et al. 2011). MAP benötigt in der sehr zeitintensiven bakteriellen Anzucht, 

im Gegensatz zu anderen Mykobakterien, supplementiertes Mykobaktin um zu 

replizieren, einen Eisen-Chelator, welchen andere Mykobakterien selbst 

synthetisieren, was ihnen ein Wachstum auch außerhalb des Wirtes ermöglicht 

(Dane, Koidis et al. 2022). 
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 Zellwand und Tenazität 

Die Hülle von Mykobakterien ist maßgeblich für deren Eigenschaften verantwortlich 

und beeinflusst Form, Resistenzmechanismen und die Widerstandsfähigkeit im Wirt 

(Daffé and Marrakchi 2019). Sie besteht aus einer typischen Zellmembran aus 

Phospholipiden und Proteinen, welche von einer komplex aufgebauten Zellwand- 

unterteilt in ein inneres und äußeres Blatt- sowie einer aus Polysacchariden und 

Proteinen bestehenden Kapsel umschlossen ist (Abrahams and Besra 2021). Das 

innere und das äußere Blatt ergeben zusammen die äußere Membran - die 

Mykomembran (Daffé and Marrakchi 2019). Das sogenannte Zellwandskelett 

besteht aus Peptidoglykanen, welche fest an Arabinogalaktane gebunden sind, 

deren Enden aus Pentasacchariden mit langkettigen Fettsäuren verestert sind - den 

Mykolsäuren (Daffé and Marrakchi 2019, Abrahams and Besra 2021). Die 

Mykolsäuren bilden die Innenseite des äußeren Blatts der Zellwand von 

Mykobakterien (Daffé and Marrakchi 2019). Das äußere Blatt der Mykomembran 

besteht aus Glykolipiden und Trehalose-Mykolaten (Daffé and Marrakchi 2019). Der 

hohe Gehalt an Lipiden, welcher bis zu 40 % der Trockenmasse des Bakteriums 

ausmachen kann, erklärt die hydrophoben Eigenschaften und die Säurefestigkeit 

der Mykobakterien (Chiaradia, Lefebvre et al. 2017, Hermann, Karamchand et al. 

2021). Das gängige mikroskopische Nachweisverfahren der Ziehl-Neelsen Färbung 

beruht auf der Säurefestigkeit des inneren Blatts der Mykomembran (Octora, 

Kawilarang et al. 2022). Dabei ist der von Mykobakterien aufgenommene rote 

Farbstoff Karbolfuchsin auch nach Zugabe von Salzsäure und Ethanol nicht mehr 

aus der Zellwand zu lösen (Octora, Kawilarang et al. 2022).  Das Bakterium bleibt 

somit ziegelrot angefärbt (Octora, Kawilarang et al. 2022). Diese einzigartige 

Zellwandstruktur macht es möglich, Mykobakterien von anderen Bakterien zu 

unterscheiden. Außerdem dient die lipidreiche Hülle als Permeabilitätsbarriere und 

führt zur besonderen Widerstandsfähigkeit von  Mykobakterien gegenüber 

Umwelteinflüssen wie Desinfektionsmitteln und Antibiotika (Hermann, Karamchand 

et al. 2021). Die für die Mykobakterien notwendigen Nährstoffe, wie Kohlenhydrate, 

Phosphate, Sulfate und Aminosäuren, gelangen mittels Transportproteinen durch 

die Membran (Hermann, Karamchand et al. 2021). Während eine Infektion des 

Menschen mit MAC mit Makrolidantibiotika (Azithromycin oder Clarithromycin), 

Rifamycin (Rifampin oder Rifabutin) und Ethambutol behandelt wird, gilt die durch 
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MAP ausgelöste Paratuberkulose beim Wiederkäuer als unheilbar (Matern, Parker 

et al. 2021). 

 Resistenz gegen Pasteurisierung 

Bei der Pasteurisierung von Milch wird diese für 15 Sekunden 72°C oder für 30 

Minuten auf 63°C erhitzt und danach sofort wieder abgekühlt (Clawin-Rädecker, De 

Block et al. 2021). Zur Überprüfung der erfolgreichen Pasteurisierung von Milch 

sollte der Test auf alkalische Phosphatase negativ ausfallen (Clawin-Rädecker, De 

Block et al. 2021). Dieser Prozess, dessen Einführung auf Louis Pasteur (1822-

1895) zurückzuführen ist, dient seit dem 19. Jahrhundert dazu, Lebensmittel, unter 

anderem Milch, von Mikroorganismen und Keimen zu befreien und dem 

Verbraucher ein sicheres Lebensmittel zu garantieren (Clawin-Rädecker, De Block 

et al. 2021). Die Ausbreitung von Mycobacterium bovis, dem Erreger der 

Rindertuberkulose, sowie Coxiella burnetii konnte durch diese Methode 

unterbrochen werden (Cho, Lee et al. 2020). Seit einigen Jahren wird jedoch 

vermutet, dass MAP den Pasteurisierungsprozess überleben kann (Chiodini and 

Hermon-Taylor 1993, Kuenstner and Kuenstner 2021). Neben neuen Erkenntnissen 

zur Hitzeresistenz bei MAP lassen Forschungsergebnisse einen Zusammenhang 

bei der Pathogenese zwischen MAP und Morbus Crohn, einer schweren 

chronischen Entzündung des Magen-Darm-Traktes beim Menschen, vermuten 

(Honap, Johnston et al. 2021). Dies könnte darin begründet sein, dass MAP in der 

Milch wie auch in der Flüssigkultur beobachtet, Aggregate bildete (Gerrard, Swift et 

al. 2018).  Bakterien in deren Zentrum könnten nicht genügend stark erhitzt werden 

oder andererseits in somatischen Zellen der Milch vorliegen und deshalb besser vor 

Hitze geschützt sein (Gerrard, Swift et al. 2018). Die Pasteurisierung am Hof ist 

vielerorts bereits üblich, da die orale Aufnahme lebender MAPs bei Kälbern 

verhindert werden soll, weil sie als empfängliche Altersgruppe gelten (Fechner, 

Dreymann et al. 2019). Auch hier konnte gezeigt werden, dass eine Pasteurisierung 

der Rohmilch zwar zu einer Reduktion, aber zu keiner Elimination lebender MAPs 

und damit zur oralen Übertragung auf Kälber führten (Fechner, Dreymann et al. 

2019).  
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 Wirtsspektrum und globale Verbreitung 

Die Paratuberkulose, welche vor allem bei domestizierten Wiederkäuern, wie Rind, 

Schaf und Ziege eine Rolle spielt, ist in Europa und Nordamerika endemisch 

verbreitet (Nielsen and Toft 2009, Carslake, Grant et al. 2011, Lombard, Gardner et 

al. 2013). Ebenso konnte MAP in Rinderhaltungen in Südamerika, Indien und China 

nachgewiesen werden (Cheng, Liu et al. 2020, Echeverr, Escobar et al. 2020, 

Sharma, Gautam et al. 2020). Neben den domestizierten Wiederkäuerarten konnte 

MAP auch in wildlebenden Wiederkäuerarten wie Hirschen, Giraffen, Antilopen, 

Gnus (Hernández-Reyes, Chávez-Gris et al. 2022), Bisons und Kamelen (Salem, 

El-Deeb et al. 2019) isoliert und nachgewiesen werden. In anderen wildlebenden 

Spezies wie Dachsen, Kojoten, Krähen, Wildkatzen, Opossums, Kaninchen, 

Waschbären (Münster, Fechner et al. 2013) und Füchsen (Beard, Daniels et al. 

2001) wurde der Erreger ebenfalls mittels PCR nachgewiesen. Obwohl MAP 

hauptsächlich in domestizierten Wiederkäuern eine Infektion hervorruft, bestehen 

Bedenken hinsichtlich eines Reservoirs in wildlebenden Nicht-Wiederkäuern, da 

MAP hier bereits regelmäßig nachgewiesen werden konnte (Arsenault, Maattanen 

et al. 2014, Čurlík, Lazár et al. 2020). 

In der Umwelt konnte MAP in fäkalen Ausscheidungen und der Erde in schattiger 

Umgebung für 12 Wochen, in Wasser und Schmutzablagerungen aus Wassertanks 

für 48 Wochen überleben (Whittington, Marsh et al. 2005). Trotzdem ist der 

Lebenszyklus von MAP in der Umwelt noch ungenügend erforscht (Samba-Louaka, 

Robino et al. 2018). In einer frei lebenden Amöbenart aus dem Wassertank eines 

Paratuberkulosebestandes konnte MAP nachgewiesen werden (Samba-Louaka, 

Robino et al. 2018). Außerdem konnte MAP in vitro in frei lebenden Amöben, welche 

auch im Wasser von Tiertränken zu finden sind und den Phagozytose-Prozess von 

Immunzellen überleben können, nachgewiesen werden (Samba-Louaka, Robino et 

al. 2018). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Wasser ein mögliches 

Reservoir für Mykobakterien in der Umwelt sein könnte (Whittington, Marsh et al. 

2005). In einer Studie unter experimentellen Bedingungen konnte gezeigt werden, 

dass MAP sich, abhängig vom pH-Wert des Bodens, an verschiedene Bestandteile 

im Boden anheftet und so möglicherweise besser in der Umwelt überleben kann 

(Dhand, Toribio et al. 2009). 
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Die Rolle von MAP bei humanen Autoimmunerkrankungen wie Diabetes Mellitus 

Typ 1 (DMT1), Multipler Sklerose (MS) und Morbus Crohn wird seit langer Zeit 

diskutiert, es besteht jedoch noch keine Klarheit über den genauen Einfluss von 

MAP bei diesen Erkrankungen, da die Pathogenese und der Krankheitsverlauf der 

einzelnen Erkrankungen unvollständig aufgeklärt sind  (Waddell, Rajić et al. 2015). 

In einer Metaanalyse von systematisch erfassten MAP- bezogenen DMT1 und MS 

Studien konnte mittels der Odds Ratio (OR, eine Messzahl, die den Zusammenhang 

zwischen MAP und DMT1 beziehungsweise MS beschreibt) eine signifikante 

Assoziation beider Parameter gezeigt werden (Ekundayo, Falade et al. 2022, 

Ekundayo, Olasehinde et al. 2022). In Metaanalysestudien zur Untersuchung der 

OR zwischen MAP und Morbus Crohn konnte ebenfalls ein spezifischer 

Zusammenhang gezeigt werden (Feller, Huwiler et al. 2007). Es ist jedoch nicht 

definiert, welche Rolle MAP in der Ätiologie von Morbus Crohn spielt (Feller, Huwiler 

et al. 2007). Der Einsatz von einer Anti-MAP-Therapie mit RHB-104, einer 

definierten Zusammensetzung aus 95 mg Clarithromycin, 10 mg Clofazimin und 45 

mg  Rifabutin, welche synergistisch inhibitorisch auf MAP-Stämme isoliert aus 

Morbus Crohn-Patienten wirken, wurde nach Abschluss der Phase 3 Studien beim 

Menschen als ein bedeutender Bestandteil im Morbus Crohn Management 

eingestuft (Savarino, Bertani et al. 2019, Honap, Johnston et al. 2021). Die Dosen 

der eingesetzten Antibiotika waren höher als in einer 2007 durchgeführten Studie, 

in der bereits dieselben Antibiotika in Bezug auf die Behandlung von Morbus Crohn 

untersucht und keine Wirkung der Medikamente festgestellt wurden (Selby, Pavli et 

al. 2007). Jedoch kann, trotz Hinweisen auf eine mögliche Korrelation zwischen dem 

Nachweis von MAP bei Morbus Crohn Patienten und einem klaren ätiologischen 

Zusammenhang in der Pathogenese von Morbus Crohn, der Einfluss von MAP auf 

Morbus Crohn abschließend nicht bewiesen werden (Liverani, Scaioli et al. 2014). 

 Paratuberkulose 

 Bekämpfung 

Die Krankheit Paratuberkulose ist in Deutschland bei einem Einzeltiernachweis für 

die Tierarten Rind, Schaf und Ziege meldepflichtig, jedoch gibt es in Deutschland 

aktuell kein nationales obligates Bekämpfungsprogramm (BMEL 2021). Bis heute 

ist kein Heilmittel für die Paratuberkulose bekannt, infizierte Tiere werden meist 
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zeitnah geschlachtet (Tilocca, Soggiu et al. 2020). In Niedersachsen besteht durch 

ein Landesgesetz eine Untersuchungspflicht für Milchviehbestände 

(Niedersächsisches Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit 

2005). Die Bekämpfung der Paratuberkulose in Rinderbeständen ist in Deutschland 

aktuell freiwillig (BMEL 2021). 

 Management auf Betriebsebene 

Managementstrategien zielen darauf ab, die Transmissionsrate von MAP zwischen 

Einzeltieren zu mindern, was die strikte Trennung von gesunden und infizierten 

Tieren voraussetzt (Beaver, Ruegg et al. 2016). Auch wenn die erfolgreiche 

Eliminierung von MAP aus einem Ziegenbestand mittels Managementstrategien 

bereits berichtet wurde, konnten solche Erfolge in infizierten Rinderherden bislang 

nicht verzeichnet werden (Barkema, Orsel et al. 2018, Gavin, Porter et al. 2018). 

Bezüglich der Managementstrategien zur Paratuberkulosekontrolle gibt es 

unterschiedliche Ansätze, die von Betrieb zu Betrieb stark differieren können 

(McAloon, Roche et al. 2019). Eine große Schwierigkeit bei der Umsetzung 

begründet sich darin, dass sich Milchkuhhaltungen stark in Größe, Management 

und Umsatz unterscheiden, denn was für einen großen, modern geleiteten Betrieb 

umsetzbar ist, kann für einen Mastbetrieb oder kleineren Familienbetrieb schwierig, 

bis nicht umsetzbar sein (McAloon, Roche et al. 2019). Mögliche 

Managementstrategien wurden bisher basierend auf der Grundlage bekannter 

Ausscheidungswege des Erregers und des altersabhängigen Infektionsrisikos 

entwickelt, jedoch fehlen hier oft Feldversuche zur Wirksamkeit dieser 

Managementstrategien (McAloon, Roche et al. 2019). Abgeleitete 

Managementmaßnahmen, welche bereits in neun US-amerikanischen 

Milchviehherden eine verringerte Prävalenz von MAP in der Herde erreichen 

konnten, umfassten von der Herde abgetrennte Kalbebereiche, Isolierung der 

Kälber innerhalb von zwei Stunden nach Kalbung von der Mutter, hygienische 

Kolostrumaufbereitung, Fütterung der Kälber ausschließlich mit pasteurisierter 

Milch oder Milchaustauschern, Trennung von Kälbern und Kühen adulten Alters, 

Aussortieren von stark positiven Tieren im Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

(ELISA) aus der Herde und Auswahl von ELISA-negativen Ersatzfärsen (Collins, 

Eggleston et al. 2010). Auch mittels des „Thüringer Kontrollprogramms“ konnte 

durch Aussortieren seropositiver Tiere, verbesserte Hygiene, Kontrolle des 
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Infektionsstatus neuer Tiere und regelmäßige Kontrolle des Infektionsstatus der 

Herde eine sinkende kumulative Inzidenz, d.h. ein Rückgang von neu auftretenden 

Fällen verzeichnet werden (Donat 2017). In anderen Studien konnte jedoch 

wiederum auch von keiner Senkung der Herdenprävalenz berichtet werden, was 

einerseits sicherlich der schlechten Standardisierung aufgrund der sich stark 

unterscheidenden innerbetrieblichen Vorgänge geschuldet ist, andererseits aber 

auch durch die noch nicht vollständig aufgeklärten Reservoire und Pathogenese-

Mechanismen (Nielsen and Toft 2011, Klopfstein, Leyer et al. 2021). 

 Schlachtung positiv getesteter Rinder 

Die Entfernung positiv getesteter Tiere, im Englischen bekannt unter „test-and-cull“, 

stellt eine mögliche Bekämpfungsstrategie dar, denn diese Tiere scheiden den 

Erreger über den Kot aus, kontaminieren damit die Umwelt und dienen damit als 

potentielle Infektionsquelle für gesunde Tiere (Fichtelová, Králová et al. 2022). 

Diagnostische Tests lassen sich in direkte und indirekte Nachweismethoden 

unterteilen: zu den direkten Methoden zählen kulturelle Anzucht und PCR aus 

Kotproben (Field, Mee et al. 2022). Eine indirekte Nachweismethode stellt der 

ELISA dar, mit dem anti-MAP-Antikörper detektiert werden können (Aly, Anderson 

et al. 2012, More, Cameron et al. 2015, Beaver, Sweeney et al. 2017). Es konnte 

festgestellt werden, dass „test-and-cull“ eine sinnvolle Strategie darstellte, wenn sie 

zum richtigen Zeitpunkt und zwar bei Herden mit synchronisierter Kalbung, vor der 

Kalbeperiode eingesetzt wurde (Biemans, Ben Romdhane et al. 2021). Demnach 

kann diese Strategie in manchen Szenarien erfolgversprechend sein, in der Regel 

resultiert jedoch bei alleiniger Anwendung dieser Strategie ohne Kombination mit 

anderen Bekämpfungsstrategien keine Erregerfreiheit im Betrieb, sondern allenfalls 

eine Reduktion der Herdenprävalenz (Al-Mamun, Smith et al. 2017). Der Ursprung 

der „test-and-cull“-Methode findet sich im Bekämpfungsprogramm gegen die bovine 

Tuberkulose, welche mittels intradermaler Tuberkulin-Tests und dem Keulen positiv 

getesteter Tiere in vielen Ländern, wie auch in Deutschland, erfolgreich eliminiert 

wurde (Lakew, Srinivasan et al. 2022). Allerdings traten bei der Tuberkulintestung 

einer kombinierten Bullen- und Eberstation im Rahmen eines geplanten Exports bei 

den Tieren deutliche Hautreaktionen bei etwa der Hälfte der Tiere auf 

Vogeltuberkulin und auch auf Rindertuberkulin auf (Fodstad 1977). Nach 

bakteriologischer Untersuchung aus Proben von zu diagnostischen Zwecken 
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geschlachteten Tieren wurden jedoch in nur zwei von vierzehn reagierenden Ebern 

und bei keinem der geschlachteten Bullen Stämme von Mycobacterium avium 

festgestellt (Fodstad 1977). Es wurden atypische Mykobakterienstämme in Proben 

aus sowohl der Umgebung, als auch aus drei Ebern, zwei Bullen und einer Taube 

isoliert, was auf eine mögliche Sensibilisierung der Tiere mit ähnlichen 

Mykobakterienstämmen hindeutete (Fodstad 1977). In weiterführenden 

Untersuchungen wurden bei gegen einen der nachgewiesenen atypischen 

Mykobakterienstämme immunisierten Meerschweinchen und Schweinen 

Kreuzreaktionen auf Vogel- und Rindertuberkulin nachgewiesen (Fodstad 1977). 

Daraus konnte geschlossen werden, dass die beobachteten Tuberkulinreaktionen 

nicht auf eine Infektion mit Mycobacterium bovis zurückzuführen waren, sondern 

auf eine Sensibilisierung der Tiere mit atypischen Mykobakterien, was zu einer 

verringerten Spezifität des Tuberkulin-Hauttests führte (Fodstad 1977, Jenkins, 

Gormley et al. 2018).  

In Deutschland und vielen anderen Ländern mit striktem Bekämpfungsprogramm 

konnte 1997 der Status „amtlich anerkannt tuberkulosefrei“ erreicht werden, jedoch 

spielen in manchen Ländern unter anderem Wildreservoire eine Rolle, die aus dem 

Raster des Bekämpfungsprogramms fallen (BMEL 2019, Juste, Geijo et al. 2021). 

Strategien in der Paratuberkulosebekämpfung, welche sich lediglich auf das 

Entfernen positiv getesteter Tiere stützen, konnten keine befriedigende Senkung 

der Herdenprävalenz erreichen (Groenendaal and Galligan 2003). Das begründet 

sich unter anderem darin, dass neben dem direkten Übertragungsweg von Tier zu 

Tier, auch der indirekte Übertragungsweg durch die Umwelt und möglichen Erreger-

Reservoirs, eine Rolle spielen (Kirkeby, Græsbøll et al. 2018). 

 Vakzination 

Eine Impfung gegen die bovine Paratuberkulose ist möglich. Es wurde erstmals 

1926 von einem Vakzin berichtet, welches aus einem lebenden, nichtvirulenten 

MAP-Adjuvans bestand (Vallee and Rinjard 1926). Während des zwanzigsten 

Jahrhunderts wurden sowohl Lebend- als auch Totvakzine in Verbindung mit 

Adjuvantien für die aktive Immunisierung von Rindern und Schafen entwickelt 

(Rosseels and Huygen 2008).  

Durch die Anwendung einer Totvakzine vor dem dritten Lebensmonat konnte ein 

lebensverlängernder Effekt bei Kälbern festgestellt werden (Juste, Geijo et al. 
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2021). Eine Reduzierung der Erregerausscheidung von 48 % auf 1,4 % konnte 

mittels Bakterioskopie vom Kot geimpfter Rinder über einen fünfjährigen Zeitraum 

beobachtet werden (Körmendy 1994). Durch die Abnahme der 

Erregerausscheidung kam es auch zum Absinken des Infektionsdrucks innerhalb 

der Herde, was wiederum über einen längeren Zeitraum zu einer sinkenden 

Prävalenz im Bestand führte (Knust, Patton et al. 2013). Jedoch hat die Vakzination 

gegen Paratuberkulose den Nachteil, dass immunisierte Tiere aufgrund von 

Kreuzreaktionen mit anderen Mykobaterienarten, wie M. bovis und M. avium spp. 

avium, falsch positiv in Nachweisverfahren der zellulären Immunantwort, wie dem 

Tuberkulintest bei Anwendung der amtlichen Auswertungskriterien reagierten 

(Serrano, Elguezabal et al. 2017, Juste, Geijo et al. 2021). Außerdem kann es bei 

der Vakzination zu Granulombildung an der Impfstelle kommen, was zu einer 

Minderung des Schlachtpreises führen kann (Patton 2011). Des Weiteren 

reagierten gegen Paratuberkulose immunisierte Tiere positiv in den 

Untersuchungsmethoden zum Nachweis einer MAP-Infektion (Muskens, van 

Zijderveld et al. 2002). Nicht zuletzt durch die fehlende Zulassung in der 

Europäischen Union stellt die Impfung gegen Paratuberkulose aktuell keine 

Bekämpfungsmaßnahme dar, welche als alleinige Maßnahme angewendet werden 

könnte. Da die Impfung lediglich die Erregerausscheidung reduziert und den 

Krankheitsverlauf abmildert, bietet sie keinen vollständigen Schutz vor der Infektion 

und ermöglicht keine Kontrolle der Erkrankung (Juste, Geijo et al. 2021).  

 Indirekte Nachweismethoden 

Die indirekten Nachweismethoden einer MAP-Infektion unterteilen sich zum einen 

in Methoden zum Nachweis von humoralen Antikörpern gegen MAP, was über die 

Komplementbindungsreaktion, den ELISA und die Agargelimmundiffusion möglich 

ist. Zum anderen kann die zellgebundene Immunreaktion über den Johnin-Hauttest 

oder den Interferon-γ-Test (IFN-γ-Test) nachgewiesen werden. 

 Nachweis humoraler Antikörper 

Die Komplementbindungsreaktion ist das älteste serologische Testverfahren zum 

Nachweis von MAP-Antikörpern in bovinem Blutserum, welches auf der Aktivierung 

des Komplementsystems durch Antigen-Antikörper-Komplexe beruht (Cocito, Gilot 

et al. 1994). Im ersten Schritt des Testverfahrens wird der zu testenden Serumprobe 
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MAP-Antigen und eine definierte Menge an Fremdkomplement beigefügt (de Lisle, 

Seguin et al. 1980). Im zweiten Schritt des Tests werden Schaferythrozyten und 

gegen diese Schaferythrozyten bindende Antikörper hinzugefügt (de Lisle, Seguin 

et al. 1980). Ist der Test negativ, waren im ersten Schritt des Tests keine Antikörper 

gegen MAP im Serum vorhanden und es tritt folglich eine Hämolyse ein, da noch 

freies Komplement vorhanden ist. Bei einer positiven Reaktion bleiben die 

Erythrozyten erhalten, da das Komplement bereits im ersten Schritt von den 

Antigen-Antikörper-Komplexen aktiviert und verbraucht wurde. Das Verfahren stellt 

allerdings eine wenig sensitive (17,9 %) und durch Kreuzreaktion mit anderen 

Mykobakterien wenig spezifische Methode dar (Körmendy, Nagy et al. 1984). Es gilt 

daher für die Detektion MAP-positiver Rinder in der Herde als obsolet (Wilks, Taylor 

et al. 1981, Reichel, Kittelberger et al. 1999). 

Die am häufigsten verwendete Methode zum Nachweis von spezifischen 

Antikörpern gegen MAP in Serum oder Milch ist aufgrund seiner leichten und 

schnellen Durchführbarkeit der ELISA (Wichert, Kasbohm et al. 2022). Der ELISA 

stellt eine kostengünstige und vor allem schnelle Diagnosemöglichkeit dar und 

ermöglicht es mittels Testung von gepoolten Sammel- und Tankmilchproben einen 

Überblick über die Prävalenz innerhalb der Herde zu bekommen (Krieger, 

Eisenberg et al. 2022). In Deutschland sind derzeit vier ELISA-Tests für den 

Antikörpernachweis in Serum und Milch vom Rind zugelassen (FLI 2020). Um 

kreuzreaktive Antikörper zu eliminieren und somit die Spezifität des ELISAs zu 

erhöhen, werden den Serum- oder Milchproben ein Mycobacterium phlei 

enthaltender Puffer zugesetzt (Yokomizo, Kishima et al. 1991). Die Proben werden 

im Anschluss auf Platten gegeben, welche mit MAP-Antigen beschichtet sind. 

Beinhaltet die Probe spezifische Antikörper gegen MAP, können die gebundenen 

Antikörper mittels spezifischer enzymgekoppelter Sekundärantikörper durch eine 

Farbreaktion detektiert werden.  

Problematisch ist der Einsatz von MAP-ELISAs zur Identifizierung MAP-positiver 

Tiere in der Herde bei Tieren in der subklinischen Infektionsphase, welche bis zu 

zehn Jahre andauern kann (Fernández, Colavecchia et al. 2019). Bei einer 

subklinischen MAP-Infektion wird Erreger zwar über den Kot ausgeschieden und 

stellt somit potentiell eine Gefahr für gesunde Tiere dar, jedoch können Antikörper 

mittels ELISA nicht detektiert werden, da noch keine Serokonversion stattgefunden 

hat (Fernández, Colavecchia et al. 2019). Die Sensitivität schwankt zwischen 7 – 
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22 %, was für die Beurteilung des Vorhandenseins einer MAP-Infektion wenig 

Sicherheit garantiert und erklärt, warum viele Bekämpfungsprogramme den 

Schwerpunkt auf Herdenebene legen und nicht auf das individuelle Tier (Field, Mee 

et al. 2022). 

Es konnte zwar in einer Längsschnittstudie gezeigt werden, dass spezifische 

Antikörper gegen MAP bereits vor dem Ausscheiden des Erregers über den Kot 

mittels ELISA detektiert werden können, jedoch steigt trotzdem die 

Wahrscheinlichkeit für einen positiven Nachweis mittels ELISA proportional zur 

ausgeschiedenen Erregermenge (Nielsen 2008). Außerdem wurde eine Assoziation 

zwischen der Laktationsphase und der humoralen Immunantwort gezeigt (McAloon, 

O'Grady et al. 2020). Mit typischerweise höheren Antikörperkonzentrationen zu 

frühen und späten Laktationsstadien, kann diese Assoziation bei der Herdentestung 

von synchronisierten Herden eine Rolle spielen (McAloon, O'Grady et al. 2020).  

Der ELISA hat eine höhere Sensitivität bei Proben von Tieren mit höherer fäkaler 

Erregerausscheidung – in einer longitudinalen Studie zur Untersuchung der 

Zusammenhänge zwischen fäkaler Erregerausscheidung und serologisch 

nachweisbaren Antikörpern gegen MAP mittels ELISA, konnte eine Diskrepanz 

zwischen fäkaler Erregerausscheidung und positiver ELISA Tests festgestellt 

werden, denn bei nur 13 % der Tiere, welche mehrfach mittels ELISA negativ 

getestet wurden, konnte der negative Status immer mittels qPCR bestätigt werden 

(Navarro-Gonzalez, Fourichon et al. 2019). Es konnte gezeigt werden, dass mehr 

als zwei positive ELISA Tests mit stark erhöhter fäkaler Erregerausscheidung 

korrelierten (Navarro-Gonzalez, Fourichon et al. 2019). 

Bei Herden, welche wiederholt mittels ELISA getestet werden, nimmt die Sensitivität 

im Verlauf mehrfacher Testungen ab, da die „high shedders“ von der Herde 

ausgeschlossen werden und sich folglich immer prozentual mehr Tiere in der Herde 

befinden, die wenig Erreger ausscheiden (Whitlock, Wells et al. 2000). 

Eine weitere Methode zum Nachweis der humoraleren Immunantwort bei einer 

MAP-Infektion ist der Agargelimmunodiffusionstest. Dieser wurde zur 

Schnelltestung von symptomatischen Tieren mit Verdacht auf eine Paratuberkulose 

Erkrankung entwickelt (Spangler, Bech-Nielsen et al. 1988). Dieser Test wird jedoch 

fast ausschließlich in der Diagnostik bei Schafen verwendet (Morales-Pablos, 

Mejía-Sánchez et al. 2020). Das Verfahren ist sehr spezifisch, weist aber eine 

geringe Sensitivität bei klinisch unauffälligen Tieren von nur 8 % auf, was den Test 



 LITERATUR 

14 

 

in der Frühdiagnostik nicht brauchbar macht (Robbe-Austerman, Gardner et al. 

2006).  

 Nachweis zellgebundener Immunität 

Gereinigte Proteinderivate (engl. purified protein derivates, PPD) werden zur 

Diagnose mykobakterieller Infektionen verwendet (Corneli, Corte et al. 2019). 

Bovines PPD (PPDB) wird aus dem Mycobacterium tuberculosis Komplex 

gewonnen, während aviäres PPD (PPDA) aus dem Mycobacterium avium Komplex 

gewonnen wird (Corneli, Corte et al. 2019). Beide wurden beim Tuberkulintest im 

Rahmen der Bekämpfungsprogramme der bovinen Tuberkulose eingesetzt 

(Abernethy, Denny et al. 2006). Die Diagnosestellung basiert auf der verzögerten 

Hypersensitivitätsreaktion 72 Stunden nach Injektion von PPD, gewonnen aus 

Mycobacterium bovis, was anhand der Hautdicke gemessen werden kann (Romero, 

Chang et al. 2022). Die Hautdicke der Injektionsstelle von PPDB wird vergleichend 

mit der Reaktion auf PPDA beurteilt (Romero, Chang et al. 2022).  

Mittels aus MAP gewonnenem Johnin PPD (PPDJ) wurde auch ein Intrakutantest 

für die Frühdetektion von Paratuberkulose entwickelt (Lash and Mohler 1930).   Es 

bestehen jedoch Zweifel hinsichtlich der Spezifität dieses Tests aufgrund 

kreuzreaktiver Epitope, die bei PPDJ vorhanden sind (Corneli, Corte et al. 2019). 

Es können Proteine in PPDJ enthalten sein, die identisch derer anderer 

Mykobakterien sind und so eine Kreuzreaktion hervorrufen (Corneli, Corte et al. 

2019). Es wurden bereits andere rekombinante sekretorische Proteine wie 

MAP2168c, MAP1693c, MAP3547c, MAP4308c und MAP2677c auf ihre Eignung 

als Marker einer Hypersensitivitätsreaktion getestet, welche bisher jedoch aufgrund 

fehlender weiterführender Studien noch nicht eingesetzt werden (Corneli, Corte et 

al. 2019).   

In Studien, welche verschiedene indirekte Nachweismethoden vergleichen, konnte 

der IFN-γ-Test MAP infizierte Tiere in frühen Krankheitsstadien detektieren (Corneli, 

Di Paolo et al. 2021). Der IFN-γ-Test wurde in Australien in den späten 1980er 

Jahren entwickelt und misst mittels eines ELISAs das von sensibilisierten T-

Lymphozyten infizierter Tiere vermehrt produzierte Zytokin IFN-γ nach Stimulation 

mit mykobakteriellen PPDs in vitro (Wood, Corner et al. 1990, Corneli, Di Paolo et 

al. 2021). IFN-γ wird verwendet, da die erste Immunreaktion vieler Kühe auf MAP 

durch eine Th1-Antwort mediiert ist, gekennzeichnet durch die Produktion von INF- 
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γ und anderen pro-inflammatorischen Zytokinen (Baquero and Plattner 2016, 

Baquero and Plattner 2017). Der Test wurde in der Anwendung als 

„Frühwarnsystem“ beschrieben, um beispielsweise frühzeitig junge Tiere in einer 

bereits Paratuberkulose-freien Herde zu detektieren (Corneli, Di Paolo et al. 2021). 

Diese Testmethode kann sinnvoll sein, da beobachtet wurde, dass im frühen und 

subklinischen Stadium der Infektion oftmals keine spezifischen Antikörper gebildet 

werden oder diese in nur so geringem Ausmaß vorhanden sind, dass sie mit 

handelsüblichen Detektionstests nicht nachgewiesen werden können (Meyer, Bond 

et al. 2018). Erst in progressiven Erkrankungsstadien nimmt die Zahl an 

zirkulierenden Antikörpern zu, die dann mittels ELISA im Serum detektiert werden 

können (Meyer, Bond et al. 2018). Jedoch weist der IFN-γ-Test eine relativ niedrige 

Spezifität (66 - 94 %) und Sensitivität (13 - 85 %) auf (Kalis, Collins et al. 2003, 

Corneli, Di Paolo et al. 2021). Die Interpretation der Menge an INF-γ ist ein essentiell 

zu berücksichtigender Punkt bei der Definition von Cut-Off Werten und daraus 

folgend bei der Klassifizierung des Infektionsstadiums eines Tieres (Kalis, Collins et 

al. 2003). Der IFN-03B3q-Test soll infizierte Tiere identifizieren, jedoch hängt die 

Folgehandlung davon ab, wie hoch die Prävalenz von MAP innerhalb der Herde ist 

(Corneli, Di Paolo et al. 2021). So sollte in einer Herde mit niedriger Prävalenz ein 

positiv identifiziertes Tier sofort abgesondert oder geschlachtet werden, um eine 

weitere Verbreitung von MAP innerhalb der Herde zu verhindern (Corneli, Di Paolo 

et al. 2021). Im Gegensatz dazu sollte in Herden hoher Prävalenz die 

Erregerausscheidung dieser Tiere häufiger getestet werden, da sie ein Risiko 

darstellen, den Erreger in der Herde zukünftig weiter zu verbreiten (Corneli, Di Paolo 

et al. 2021). 

 Direkte Nachweismethoden 

 Kulturelle Anzucht 

Als Goldstandard im direkten Nachweisverfahren dient noch immer die bakterielle 

Anzucht von MAP auf geeigneten Nährböden, so wie dem mit Mykobaktin J 

substituierten Herrold’s Egg Yolk Medium, ein auf Eidotter basierendem festem 

Nährmedium (Schwalm, Obiegala et al. 2018). Aufgrund der langen Generationszeit 

von MAP (mehr als 20 Stunden) ist die Anzucht mit etwa acht bis 20 Wochen sehr 

zeitaufwändig, ermöglicht aber eine sichere Detektion lebender, beziehungsweise 
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kultivierbarer MAP in der untersuchten Probe (Cechova, Beinhauerova et al. 2021, 

Dane, Koidis et al. 2022). Im Gegensatz dazu stellt die Anzucht im Flüssigmedium 

eine deutlich schnellere Alternative mit acht bis 12 Wochen dar (Dane, Koidis et al. 

2022). Viele aktuelle Studien zur effizienteren Anzucht beim Nachweis lebender 

MAPs beziehen sich hauptsächlich auf die Flüssigkultur mit dem synthetischen 

Middlebrook 7H9 Flüssigmedium, ebenfalls substituiert mit Mykobaktin J (Dane, 

Koidis et al. 2022). Trotzdem hat die Anzucht auf festem Nährboden zum Vorteil, 

dass die Bakterienanzahl durch die typische Morphologie der Kolonien und auch 

vorkommende Verunreinigungen durch andere Bakterienstämme leichter bestimmt 

werden können (Dane, Koidis et al. 2022). 

 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Seit der kompletten Genomsequenzierung von MAP K-10 des C-Typs konnte die 

PCR als Werkzeug zur Bestätigung anderer Nachweismethoden sowie als eigenes 

Diagnosetool genutzt werden (Li, Bannantine et al. 2005). Die IS900 

Insertionssequenz (Brahma, Narang et al. 2020) ist 14 bis 17 Mal im MAP-Genom 

zu finden und der meistgenutzte DNA-Abschnitt für die Nutzung in der PCR (Conde, 

Price-Carter et al. 2021). Da jedoch bereits in anderen Mykobakterien falsch positive 

IS900 Signale verzeichnet werden konnten, stellt diese Insertionssequenz zwar 

eine sehr sensitive, aber nicht ganz spezifische DNA-Sequenz dar (Tasara, Hoelzle 

et al. 2005). Die F57-Sequenz, mit einer einzigen Kopie im MAP-Genom, konnte in 

allen aus Tieren und Menschen isolierten MAP Stämmen gefunden werden und 

weist eine hohe Spezifität auf (Poupart, Coene et al. 1993). Um MAP sowohl 

qualitativ, als auch quantitativ zu analysieren, wurden in einer kombinierten qPCR 

sowohl das häufiger vorkommende Element IS900, als auch das single-copy 

Element F57 verwendet (Slana, Kralik et al. 2008). Für die Diagnostik ist die 

Aussage über die Quantität wichtig, da der Infektionsstatus über sie klassifiziert 

werden kann (Beinhauerova, Beinhauerova et al. 2021). Tiere, welche massiv 

Erreger ausscheiden, werden als „super shedders“ bezeichnet und stellen eine 

Gefahr für die Herde dar (Pradhan, Mitchell et al. 2011). Da Tiere oft auch ohne die 

typische klinische Symptomatik  zu zeigen stark zur Weiterverbreitung des Erregers 

beitragen, sollten sie schnellst möglichst aus der Herde ausgeschlossen werden 

(Pradhan, Mitchell et al. 2011). 
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Der Nachweis mittels PCR ist eine deutlich schnellere Methode als die kulturelle 

Anzucht, jedoch kann dabei keine Aussage über die Viabilität der Mykobakterien 

getroffen werden, weshalb durch diese Methode beispielsweise nicht eingeschätzt 

werden kann, ob die in pasteurisierter Milch enthaltenen MAPs abgetötet wurden 

oder nicht (Cechova, Beinhauerova et al. 2021).  

In einer kombinierten „viability PCR“, bei der die Proben vor der Durchführung mit 

Ethidium Monoazid, Propidium Monoazid oder auch Platinum zur Darstellung der 

lebenden und toten Bestandteile einer Probe behandelt wurden, konnten bereits 

lebende von toten Bakterien differenziert werden (Cechova, Beinhauerova et al. 

2021).  

Für die Diagnostik im Betrieb werden entweder einzelne Kot- oder Milchproben, 

oder als kostengünstigere Alternative mittels Sockentupfer entnommene 

Sammelkotproben, mittels PCR untersucht (Gschaider, Köchler et al. 2021). So 

können auch Bestände mit relativ niedriger Durchseuchungsrate identifiziert werden 

(Gschaider, Köchler et al. 2021). 

 Immunreaktion und Pathogenese 

Um die Lösung für ein erfolgreiches Bekämpfungsprogramm in Mensch und Tier 

gegen MAP zu finden, ist es essentiell, die Entstehung und Entwicklung der durch 

den Erreger ausgelösten Krankheit zu verstehen (Ssekitoleko, Ojok et al. 2021). 

MAP wird hauptsächlich über Fäzes, Kolostrum oder Milch bereits bei Kälbern oral 

übertragen, eine intrauterine oder aerogene Übertragung ist jedoch ebenfalls 

möglich (Deutz, Spergser et al. 2005, Field, McAloon et al. 2022). Der Infektionsweg 

kann über kontaminierte Zitzen, Liegeboxen, Weiden, Böden und Wasser erfolgen 

(Pritchard, Coffey et al. 2017). Die Krankheit hat eine sehr lange Inkubationszeit, 

demnach sind die Tiere, welche später im Alter zwischen drei und sechs Jahren 

klinisch erkranken, bereits im Kälberalter infiziert worden (Vass-Bognár, Bakony et 

al. 2022). Die Risikofaktoren für eine MAP-Transmission ergeben sich 

hauptsächlich durch die Einbringung neuer Tiere in die Herde, das Füttern von 

Kälbern mit gepoolten Milchproben und unzureichender Geburtshygiene (Stabel 

2008, Vilar, Santos et al. 2015).  

Abweichend von anderen pathogenen Bakterien, fehlen Mykobakterien klassische 

Virulenzfaktoren, wie beispielsweise Toxine, da sie andere Virulenzmechanismen 

nutzen um im Zellinneren der Makrophagen zu überleben (Ssekitoleko, Ojok et al. 
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2021). Nach oraler Aufnahme werden die Mykobakterien über die speziellen 

Epithelzellen der Ileummukosa, den M-Zellen (engl. microfold cells) der 

Peyer’schen Platten, in die Submukosa aufgenommen, wo sie von Makrophagen 

phagozytiert werden (Momotani, Whipple et al. 1988, Ibeagha-Awemu, Bissonnette 

et al. 2021). Interessanterweise konnte in B-Zell-Knockout-Mäusen, die keine 

Peyer‘schen Platten besitzen, gezeigt werden, dass MAP auch ohne die 

Anwesenheit der M-Zellen die intestinale Mukosa des Darms mittels Enterozyten 

überwinden kann (Bermudez, Petrofsky et al. 2010). Auch die Tight-Junctions 

werden durch MAP geschwächt, was die Integrität der Darmschranke beeinflusst 

und somit dem Erreger ermöglicht, parazellulär eindringen zu können (Bannantine 

and Bermudez 2013). In vitro Stimulationsexperimente von transfizierten Zelllinien, 

murinen Makrophagen und humanen PBMC konnten zeigen, dass Pattern 

Recognition Receptors (PRR), wie TLR2, welche sich auf der Oberfläche von 

Makrophagen befinden, unter anderem an der Erkennung von MAP durch das 

angeborene Immunsystem beteiligt sind (Ferwerda, Kullberg et al. 2007). Es konnte 

gezeigt werden, dass nach der Aufnahme von MAP in die Enterozyten der Erreger 

eine Ca2+ abhängige Ansäuerung des Endosoms und eine Ausschüttung von IL-1β 

bewirkt (Lamont, O'Grady et al. 2012). Dadurch werden die Makrophagen zur 

Infektionsstelle gelockt (Lamont, O'Grady et al. 2012). Der genaue Mechanismus, 

wie MAP durch die Makrophagen phagozytiert wird und wie die Proliferation und 

Persistenz von MAP innerhalb der Makrophagen vonstattengeht, ist bis heute nicht 

gänzlich erforscht. Innerhalb der Makrophagen entkommt der Erreger in einer 

sogenannten immunologischen Nische der Immunantwort des Wirtes, indem MAP 

die Phagolysosomenreifung unterbindet, und löst eine latente Infektion des Ileums 

aus (Field, McAloon et al. 2022). Eine der Überlebensstrategien der MAPs ist die 

Deaktivierung von reaktiven Sauerstoffzwischenprodukten (engl. reactive oxygen 

intermediates, ROI), welche in den Makrophagen einen antimikrobiellen Effekt 

haben (Werling, Hope et al. 2004). Des Weiteren konnte in mit M. tuberculosis 

infizierten Makrophagen eine verminderte Produktion von induzierbarer 

Stickstoffoxidsynthase (engl. inducable nitric oxide synthase, iNOS) beobachtet 

werden, was eine Maßnahme zur Verminderung der Stickstoffmonoxidproduktion 

sein könnte um dessen antimykobakteriellen Einfluss aufzuheben (Miller, Fratti et 

al. 2004). Stickstoffmonooxid (engl. nitric oxide, NO) wird physiologisch in 

Makrophagen, beispielsweise nach der Stimulation mit den pro-inflammatorischen 
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Zytokinen INF-γ und Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) produziert und hat einen 

antimykobakteriellen Effekt (MacMicking, Xie et al. 1997). Die Intensität der IFN-γ-

Immunantwort scheint einen Einfluss auf den weiteren Verlauf der Krankheit zu 

haben (Begg, Plain et al. 2018). In einem Infektionsversuch von Kälbern konnte 

gezeigt werden, dass Kälber mit niedrigerer IFN-γ-Ausschüttung stärkere 

histopathologische Veränderungen am Darm aufwiesen, wohingegen eine höhere 

IFN-γ-Ausschüttung sogar eine Elimination des Erregers bewirken konnte (Begg, 

Plain et al. 2018). 

Im weiteren Verlauf dieses tuberkuloiden Krankheitsstadiums, welches durch eine 

zellmediierte pro-inflammatorische Th1-Immunantwort und Zytokine, wie IFN-γ, 

Interleukin 2 (IL-2), IL-12 und TNFα gekennzeichnet ist, wandern die infizierten 

Makrophagen zu den regionalen Lymphknoten und verteilen die Erreger in der 

Lymphe (Ibeagha-Awemu, Bissonnette et al. 2021). Die diffuse Granulombildung in 

diesem Stadium entsteht durch vermehrte Rekrutierung von Makrophagen gepaart 

mit deren verringerter Apoptose, was das Abkapseln und Überleben der 

Mykobakterien in den  Makrophagen erleichtert (Coussens 2004). So kann MAP 

innerhalb der Granuloma in eine Art Ruhezustand übergehen und erreicht somit 

eine persistente Infektion des Wirtes, wobei die Hintergründe der Reaktivierung und 

dem Übergang in eine aktive Infektion bis heute nicht geklärt sind (Park, Park et al. 

2020). Während dieser tuberkuloiden Phase zirkulieren keine oder kaum 

spezifische Antikörper gegen MAP im Blut (Field, McAloon et al. 2022). In diesem 

subklinischen Stadium, das für viele Jahre bestehen kann, zeigt das Tier keine 

klinischen Symptome (Field, McAloon et al. 2022). Der Wechsel zu einer eher Th2-

dominierten Immunantwort kennzeichnet das leproide Stadium der Krankheit 

(Stabel and Bannantine 2019). Jedoch gibt es Überschneidungen in der Th1/Th2-

Immunantwort, denn die Übergänge zwischen den verschiedenen 

Krankheitsstadien sind fließend und die „alles oder nichts“-Trennung sollte eher als 

Tendenz betrachtet werden (Stabel and Bannantine 2019). Die Zusammenhänge, 

die den Übergang zwischen dem tuberkuloiden und dem leproiden Stadium 

vermitteln, sind bisher ungeklärt und bedürfen weiterführender Forschung. 

Humorale Immunantworten, mediiert über Th2, sowie anti-inflammatorische 

Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 treten auf, wenn die Krankheit bereits 

fortgeschrittener ist (Ganusov, Klinkenberg et al. 2015). Diese im 

Infektionsgeschehen später auftretende humorale Immunantwort, welche nicht 
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protektiv ist, ist gekennzeichnet durch den Befall der Makrophagen mit MAP, derer 

Unfähigkeit MAP zu eliminieren und der Produktion von Immunglobulin G1 

(Coussens, Verman et al. 2004). 

 Krankheitsverlauf der Paratuberkulose 

Die Paratuberkulose wird als heimtückische Krankheit bezeichnet, da mit MAP 

infizierte Tiere nicht immer Erreger ausscheiden und somit schwer mittels 

diagnostischer Tests zu erfassen sind (Salem, Heydel et al. 2013). Der Zeitpunkt 

der Infektion betrifft meistens das Kälberalter, in dem die Tiere am empfänglichsten 

für eine Infektion mit MAP sind (Mitchell, Medley et al. 2012). Die Infektionsquelle 

stellen infizierte ältere Kühe dar, von denen der Erreger fäkal-oral auf das Kalb 

übertragen wird (Field, McAloon et al. 2022). Auch wenn einige Kälber es schaffen, 

die Infektion abzuwehren, bleibt die Mehrheit der mit MAP in Kontakt gekommenen 

Kälber lebenslang chronisch infiziert (Begg, Plain et al. 2018). Der Krankheitsverlauf 

wird in eine frühe Phase ohne Erregerausscheidung, eine asymptomatische 

subklinische Phase, eine klinische Phase und eine progressive klinische Phase mit 

Erregerausscheidung unterteilt (Whitlock and Buergelt 1996). Hieraus ergibt sich 

auch die heimtückische Eigenschaft der Krankheit, da im frühen Stadium der 

Krankheit weder der Erreger zuverlässig detektiert werden (ein Nachweis ist oftmals 

nur histologisch möglich), noch eine Infektion ausgeschlossen werden kann 

(Fernández, Colavecchia et al. 2019). Hinzu kommt, dass ein positives Testergebnis 

im frühen Krankheitsstadium nicht bedeutet, dass dieses Tier einmal klinische 

Symptome entwickeln wird, da die meisten Tiere zeitlebens subklinisch infiziert 

bleiben, ohne jemals sichtbare klinische Symptome zu entwickeln (Stabel 1998, 

Park and Yoo 2021). So ist die oft zeitlich über Jahre ausgedehnte frühe Phase der 

Paratuberkulose, in der ein Großteil der Rinder einer Herde während ihres 

produktiven Lebens verbleiben werden, dadurch gekennzeichnet, dass der Wirt 

augenscheinlich die Infektion unter Kontrolle hat, indem die Replikation der Erreger 

innerhalb der Makrophagen zurückgehalten wird (Arsenault, Maattanen et al. 2014). 

Tiere, die sich im subklinischen Stadium der Infektion befinden, zeigen ebenso 

keine klinischen Symptome, scheiden aber, zumindest intermittierend, Erreger aus 

und haben unter Umständen spezifische Antikörper oder eine zelluläre 

Immunantwort (Whitlock and Buergelt 1996). Obwohl die fäkale Ausscheidung von 

MAP meistens durch adulte Tiere erfolgt, konnte bei jüngeren Tieren bereits eine 
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Erregerausscheidung festgestellt werden (Weber, Kogut et al. 2010). Durch 

subklinisch infizierte Tiere entstehen wirtschaftliche Verluste aufgrund verminderter 

Milchleistung, schlechterer Fruchtbarkeit, verzögertem Wachstum und allgemein 

schlechterer Gesundheitszustände (Nielsen, Krogh et al. 2009). Diese Tiere sind 

die größte Gefahr für den Bestand, da sie oftmals bereits Erreger über Kot und Milch 

ausscheiden und dadurch gesunde Tiere infizieren, jedoch eine Infektion über die 

diagnostischen Tests nicht detektierbar ist (Whittington, Donat et al. 2019). Die 

klinische Phase der Erkrankung, die sogenannte „Spitze des Eisbergs“ aller 

Infektionen, kann nach zwei bis zehn Jahren nach Infektion eintreten und ist durch 

sukzessiven Gewichtsverlust und beginnenden, anfangs auch intermittierenden, 

wässrigen Durchfall gekennzeichnet (Whitlock and Buergelt 1996). Tiere verbleiben 

meist nicht länger als einige Monate in diesem Stadium bevor das progressiv 

klinische Stadium der Paratuberkulose eintritt (Whitlock and Buergelt 1996). Diese 

progressive Form ist gekennzeichnet durch behandlungsresistenten chronischen 

Durchfall bei erwachsenen Kühen, Milchleistungs- und Gewichtsverlust bis hin zu 

lebensbedrohlicher Abmagerung, Lethargie und Schwäche (Whitlock and Buergelt 

1996). Diese Tiere sind oftmals so abgemagert, dass sie entweder sterben oder 

zuvor zum Schlachten gebracht werden, wo sie aufgrund genannter Symptome in 

vielen Fällen die Bestimmungen zur Genusstauglichkeit nicht erfüllen (Whitlock and 

Buergelt 1996). 

 Deviante Immunphänotypen 

In Zusammenhang mit dem PregSure BVD Impfstoff kam es bei 5 - 10 % aller 

geimpfter Kühe aufgrund einer Proteinverunreinigung im Impfstoff zu einer 

pathogenen Produktion von Alloantikörpern, welche durch die Fütterung von 

Kolostrum betroffener Kühe auf Kälber übertragen wurde und bei diesen die bovine 

neonatale Panzytopenie (BNP) auslöste (Bridger, Bauerfeind et al. 2011). BNP stellt 

ein Krankheitsbild mit einer Letalität von über 90 % dar, bei der die Aufnahme 

pathogener Antikörper über das Kolostrum von BNP-Kühen eine 

Knochenmarksdepletion bis hin zu einer Knochenmarksaplasie sowie eine 

intravasale Zerstörung der Thrombozyten, Granulozyten, Monozyten und 

Lymphozyten auslöste (Bridger, Bauerfeind et al. 2011, Friedrich, Büttner et al. 

2011, Lutterberg, Kleinwort et al. 2018). In vitro-Stimulationsassays mit dem T-Zell 

Stimulanz Concanavalin A zeigten ein signifikant erhöhtes Proliferationsverhalten 
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von PBMC aus BNP-Kühen im Vergleich zu geimpften Kontrolltieren, die auch nach 

Analyse des Proteoms signifikante Unterschiede aufwiesen (Lutterberg, Kleinwort 

et al. 2018). Dieser hyperproliferative Immunphänotyp konnte auch in gesunden, 

nicht mit PregSure BVD geimpften Kühen einer Herde festgestellt werden 

(Lutterberg, Kleinwort et al. 2018). Kühe dieses Phänotyps wurden demzufolge als 

immundeviant bezeichnet  (Lutterberg, Kleinwort et al. 2018). 

Interessanterweise konnte danach gezeigt werden, dass Kühe mit differentiellen 

Immunphänotypen, eine jeweils andere Immunreaktion auf MAP in vitro zeigten 

(Kleinwort, Hauck et al. 2019). PBMC von Kühen mit einem immundevianten 

Phänotyp reagierten unter anderem mit einer vermehrten Expression von CCR4-

NOT Transcription Complex Subunit 1 (CNOT1), was in Studien mit humanen 

Zelllinien mit einer Herunterregulation von Proteinen des MHC Klasse II Komplexes 

assoziiert war (Rodríguez-Gil, Ritter et al. 2017) und deshalb bei diesen Rindern auf 

eine weniger protektive Immunantwort gegen MAP hinweisen könnte (Kleinwort, 

Hauck et al. 2019). Im Gegensatz dazu konnte bei nicht immundevianten Tieren 

eine IL-12 vermittelte Immunantwort als Reaktion auf MAP in vitro nachgewiesen 

werden (Kleinwort, Hauck et al. 2019). Dadurch konnte bereits gezeigt werden, dass 

MAP in vitro, je nach Immunkapazität des Wirtes, eine andere Immunantwort 

auslösen kann. 

 Differentielle Proteomanalyse 

Der Terminus Proteom wurde 1996 erstmalig von Marc R. Wilkins analog zu den 

Begriffen Genom und Transkriptom verwendet (Wilkins, Pasquali et al. 1996). Das 

Proteom beschreibt die Gesamtheit aller vom Genom kodierten Proteine, wobei das 

Proteom im Gegensatz zum Genom hochdynamisch ist und eine Momentaufnahme 

zu definierten Bedingungen eines bestimmten Zeitpunktes darstellt (Buhimschi and 

Buhimschi 2012). Proteine können veränderte Phänotypen bei Krankheiten 

repräsentieren und zeigen, wie genetische und nicht-genetische Risikofaktoren die 

Entstehung klinischer Unterschiede beeinflussen (Suhre, McCarthy et al. 2021). Die 

Erforschung des Proteoms, die Proteomik, beinhaltet die technologischen Mittel zur 

Identifizierung und Quantifizierung der Gesamtheit aller Proteine einer Zelle, eines 

Gewebes, Körperflüssigkeiten, oder eines Organismus (beispielsweise mittels der 

Massenspektrometrie) und bietet Einblicke in die durch komplexe Vorgänge 

beeinflusste Biologie des Lebewesens (Rozanova, Barkovits et al. 2021, Suhre, 



 LITERATUR 

23 

 

McCarthy et al. 2021). Die Proteomik ergänzt die anderen Technologien, wie 

Genomik und Transkriptomik darin, dass hiermit die gesamtumfassenden Proteine 

eines Organismus und deren Struktur und Funktionen aufgeklärt werden können 

(Aslam, Basit et al. 2017). Die Massenspektrometrie mit LC-MS/MS (liquid- 

chromatography-massspectrometry/massspectrometry) und MALDI-TOF/TOF 

(matrix-assisted laser desorption time-of-flight/time-of-flight) als weit verbreitete 

Analyseinstrumente, bilden die Basis der heutigen Proteomanalyse (López-

Pedrouso, Lorenzo et al. 2020, Łuczaj, Gęgotek et al. 2021). 

 LC MS/MS 

LC-MS/MS beschreibt ein sehr modernes Analyse- und Detektionsverfahren, 

welches auf der Ermittlung der Abundanz der aus Messung von Massenspektren 

einzelner Peptide ermittelten Proteine beruht, die anschließend in einer Software 

normalisiert werden (Kulyyassov, Fresnais et al. 2021). 

MS/MS, oder auch Tandem-MS, ist eine Nacheinanderschaltung von mehreren 

Massenspektrometer-Einheiten, die sich an die Flüssigchromatographie (LC), ein 

vorangeschaltetes chromatographisches Trennsystem, anschließen (Fazli, 

Panigrahy et al. 2022). Diese Kombination von Einheiten hat zum Vorteil, dass 

Proteine exakt und schnell identifiziert und quantifiziert werden können (Fazli, 

Panigrahy et al. 2022).  

Im Gegensatz zu quantitativen Proteomanalysen, wie SILAC (Stable isotope 

labeling with amino acids in cell culture), ICPL (Isotype-coded protein label) oder 

iTRAQ (Isobaric tags for relative and absolute quantitation), ist es bei der label- 

freien Massenspektrometrie (label-free LC MS/MS) ohne fehleranfälliges vorheriges 

Labeln in vitro möglich die Peptide der Probe zu analysieren und zu quantifizieren 

(Galindo-Luján, Pont et al. 2021). Die Hochdruckflüssigchromatografie trennt die 

Analyten in einem Substanzgemisch nach der Verdauung zu Beginn auf (Monfort, 

Jutras et al. 2021). In der Säule werden die Moleküle entsprechend ihrer 

unterschiedlichen molekularen Eigenschaften aufgetrennt, indem sie die Säule 

unterschiedlich schnell passieren und das Ende getrennt voneinander erreichen 

(Harrieder, Kretschmer et al. 2022).  

Anschließend bestimmt die Massenspektrometrie, die direkt mit der 

Hochdruckflüssigchromatographie gekoppelt ist, um welche Moleküle es sich 

handelt oder quantifiziert sie in einer insgesamt sehr kurzen Zeit anhand derer 
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Masse (Wooller, Anagnostopoulou et al. 2022). Voraussetzung dafür ist, dass die 

Moleküle elektrisch geladen sind, weshalb die Moleküle zuerst zu Ionen 

transformiert werden (Tang, Swezey et al. 2022). In einem elektrisch geladenen 

Feld werden die Ionen beschleunigt und fliegen an vier parallel angeordneten 

Stabelektroden entlang, dem Quadrupol (Bekker-Jensen, Martínez-Val et al. 2020). 

Die Teilchen einer definierten Masse erreichen am Ende des Feldes den Detektor 

(Bekker-Jensen, Martínez-Val et al. 2020). Aufgrund der Tatsache, dass die 

Moleküle im Massenspektrometer zu Fragmenten zerfallen, entsteht ein Spektrum 

mit mehreren Peaks und entsprechenden Werten bezüglich des Masse-zu-

Ladungs-Verhältnisses (m/z values) (Colangelo, Chung et al. 2013). In einer 

zweiten Messung werden manuell ausgewählte sogenannte Vorläuferionen (engl. 

precursor ions) durch Kollision in Peptidfragmentionen aufgetrennt und erneut 

gemessen (Zhang 2012). So können hunderte von MS/MS Datenspektren in einem 

Durchlauf gemessen werden und Peptide können mittels ihrer m/z Werte in einer 

Datenanalysesoftware, identifiziert und analysiert werden (Kösters, Leufken et al. 

2021). Nach der Normalisierung und statistischer Analyse können die Proteine im 

Anschluss über ihre Massenspektren mittels Proteinsequenzdatenbanken 

identifiziert werden (Degroote, Weigand et al. 2019). Um die Quantität eines 

Proteins zu bestimmen, werden diese identifizierten Proteine erneut in die 

Datenanalysesoftware eingespeist und die kumulative Abundanz mittels 

Zusammenfassung aller Abundanzen der Peptide dieses Proteins errechnet 

(Ruzafa, Pereiro et al. 2018). 
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4 DISKUSSION 

Die bovine Paratuberkulose ist eine Erkrankung, die unter anderem domestizierte 

Wiederkäuer, wie das Hausrind, betrifft (Hernández-Reyes, Chávez-Gris et al. 

2022). Die Erkrankung hat sowohl für die Tiergesundheit als auch für die 

wirtschaftlichen Erträge der Landwirte negative Folgen (Rasmussen, Barkema et al. 

2021).  

Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Rind in Kontakt mit dem Erreger kommt, ist 

aufgrund der Herdenprävalenzen innerhalb Deutschlands, welche zwischen 3,6 – 

50,1 % liegen (Eisenberg, Krieger et al. 2022), hoch. Trotzdem sind verhältnismäßig 

wenige Tiere positiv auf den Erreger getestet oder entwickeln gar Symptome 

(Whitlock and Buergelt 1996). Wir haben daher im Vorfeld zu unserer Studie die 

Hypothese aufgestellt, dass manche Tiere aufgrund einer abweichenden 

Immunantwort eine höhere oder niedrigere Wahrscheinlichkeit mitbringen, sich mit 

dem Erreger zu infizieren und schlussendlich an Paratuberkulose erkranken. Es 

wurde die in vitro-Immunantwort auf MAP von PBMC MAP-resistenter und 

persistent MAP-infizierter Kühe eines auf MAP positiv getesteten Bestandes 

untersucht. Dies erfolgte mit dem Ziel zu analysieren, ob und auf welche Art das 

PBMC-Proteom beider Gruppen differiert. 

Nach vergleichender Analyse des Proteoms konnten wir eine signifikante Erhöhung 

der Toll-like-Rezeptor 2 (TLR2) -  Abundanz gesunder, MAP-resistenter Tiere im 

Vergleich zu persistent MAP-infizierten Tieren feststellen. TLR2 ist ein 

Membranprotein auf der Oberfläche von Leukozyten und spielt eine wichtige Rolle 

bei der initialen Immunantwort auf Mykobakterien (Underhill, Ozinsky et al. 1999, 

Kwong, Parsons et al. 2011). In vitro-Stimulationsexperimente von transfizierten 

Zelllinien, murinen Makrophagen und humanen PBMC konnten zeigen, dass TLR2 

unter anderem an der Erkennung von MAP durch das angeborene Immunsystem 

beteiligt ist (Ferwerda, Kullberg et al. 2007).  

Die 2,5-fach erhöhte Abundanz des Proteins TLR2 im Proteom MAP-resistenter 

Tiere kann bedeuten, dass eine vermehrte Expression von TLR2 in PBMC von 

MAP-resistenten Tieren die Voraussetzung für eine adäquate Immunantwort ist, 

wodurch eine bessere Pathogenerkennung ermöglicht wird. Im Gegensatz dazu 

konnte nach Analyse des Proteoms der PBMC persistent MAP-infizierter Kühe eine 

im Vergleich zu MAP-resistenten Kühen, niedrigere Abundanz von TLR2 nach Co-



 DISKUSSION 

43 

 

Inkubation mit MAP in vitro beobachtet werden. Das kann bedeuten, dass bei 

persistent MAP-infizierten Tieren die TLR2 Expression durch MAP herabgesetzt 

wird und der Erreger es bei Tieren dieses Immunphänotyps schafft, die Expression 

dieses Proteins zu beeinträchtigen. Dies ist für den Erreger vorteilhaft, da TLR2 bei 

der Pathogenerkennung eine Rolle spielt und somit eine verminderte Expression 

dieses wichtigen Rezeptors eine Persistenz des Erregers im Organismus 

begünstigen könnte.  

In einer in vivo-Studie mit experimentell MAP-infizierten gesunden Rindern konnte 

eine signifikant niedrigere Expression von TLR2 in der initialen Phase der 

Immunreaktion beobachtet werden (Thirunavukkarasu, de Silva et al. 2013). Wir 

konnten in unserer Studie bei persistent MAP-infizierten Tieren ebenfalls eine 

signifikant niedrigere Abundanz von TLR2 im Vergleich zu MAP-resistenten Tieren 

feststellen. Tiere unserer Studie sind bereits zuvor mit MAP in Kontakt gekommen, 

was bedeuten kann, dass es MAP bei Tieren eines persistent MAP-infizierten 

Phänotyps gelingt TLR2 herunter zu regulieren, jedoch nicht bei MAP-resistenten 

Tieren. Daher ermöglicht es der Immunphänotyp MAP-resistenter Tiere, MAP als 

Pathogen zu erkennen und dadurch die Bekämpfung des Erregers durch Zellen des 

Immunsystems zu ermöglichen.  

Wir konnten in unserer Studie zeigen, dass im Proteom von PBMC nach Co-

Inkubation mit MAP in vitro bei MAP-resistenten Tieren TLR2 höher abundant war, 

als bei persistent MAP-infizierten Tieren. Daraus kann geschlossen werden, dass 

die erhöhte TLR2-Abundanz bei MAP-resistenten Tieren eine protektive Wirkung 

hatte. Eine höhere Abundanz von TLR2 im Zusammenhang mit einer protektiven 

Immunantwort gegen Paratuberkulose bei Rindern wurde bisher noch nicht 

beschrieben. In einer Studie mit MAP-infizierten ausdifferenzierten CaCo-2 Zellen, 

einer immortalisierten humanen Darmkrebs-Zelllinie, konnte eine erhöhte 

Expression von TLR2 beobachtet werden, die die Aktivität des Serotonin-

Transporters hemmte, welche mit erhöhten Konzentrationen an  pro-

inflammatorischen Zytokinen, wie TNFα, IL-6 und IL-8, verbunden war (Qasem, 

Naser et al. 2021). Diese Ergebnisse zeigen, dass die erhöhte Expression von TLR2 

eine pro-inflammatorische Immunantwort bedingen kann. Die MAP-resistenten 

Tiere in unserer Studie hatten sich nachweislich bis zu dem Zeitpunkt der 

Probenentnahme nicht mit dem Erreger infiziert, obwohl sie in derselben 

Stallumgebung wie die persistent MAP-infizierten Tiere lebten und daher die 
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Wahrscheinlichkeit, sich mit dem Erreger zu infizieren, dieselbe hätte sein müssen. 

Die erfolgreiche Immunantwort gegen MAP bei MAP-resistenten Kühen könnte sich 

unter anderem dadurch erklären, dass TLR2 eine pro-inflammatorische 

Immunreaktion auslösen kann (Qasem, Naser et al. 2021).  

Auch in humanen klassisch differenzierten Makrophagen einer TLR2-

exprimierenden monozytären Zelllinie (THP-1), konnten nach Infektion mit MAP in 

vitro die Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL1B, CCL4, CCL3 und 

CCL20 beobachtet werden (Park, Park et al. 2021). Diese Zelllinie zeigte die beste 

und aktivste Reaktion gegen MAP im Vergleich zu anders differenzierten 

Makrophagen dieser Zelllinie, die weniger TLR2 exprimierten (Park, Park et al. 

2021). Dadurch kann bestätigt werden, dass eine erhöhte TLR2 Expression eine 

pro-inflammatorische und protektive Immunantwort mit sich zieht. Somit ist eine 

geringere TLR2 Expression für die erfolgreiche Bekämpfung des Erregers nachteilig 

und könnte erklären, weshalb die Kühe des persistent MAP-infizierten 

Immunphänotyps an einer Infektion leiden, während die Kühe des MAP-resistenten 

Immunphänotyps sich nicht infizieren, obwohl sie ebenfalls durch die 

Stallumgebung mit MAP in Kontakt kommen.  

Neben einer signifikant erhöhten Abundanz des Proteins TLR2 bei MAP-resistenten 

Tieren war nach Pathway-Enrichment-Analysen aller signifikant erhöht exprimierter 

Proteine von MAP-resistenten Kühen der Pathway „Phagosom“ angereichert. Die 

Anreicherung dieses Pathways ist auf die im Proteom von PBMC MAP-resistenter 

Tiere erhöht abundanten Proteine TLR2, BoLa-DRA (engl. bovine leucocyte antigen 

DR alpha) und DYNC1H1 (Dynein, cytoplasmic 1, heavy chain 1) zurückzuführen. 

Es ist bekannt, dass MAP innerhalb der Makrophagen der protektiven 

Immunantwort in einer sogenannten immunologischen Nische entkommt, indem 

MAP die Phagolysosomenreifung unterbindet (Field, McAloon et al. 2022). 

Interessanterweise konnte in aus Dictyostelium Zellen oder murinen Zellinien (J774 

oder RAW264.7) durch Phagozytose von Latexkügelchen hergestellten 

Phagosomen gezeigt werden, dass sich Dynein-Cluster in Mikrodomänen auf der 

Phagosomenmembran während der Phagosomenreifung ansammeln (Rai, Pathak 

et al. 2016). Über Reorganisation der einzelnen Dynein-Proteine innerhalb eines 

Clusters können diese Dynein-Cluster bewirken, dass Kraft auf einen einzelnen 

Mikrotubulus erzeugt wird, was zu einem gerichteten Transport des Phagosoms 

führt (Rai, Pathak et al. 2016). Dieser gerichtete Phagosomentransport fördert 
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vermutlich die Phagolysosomenfusion und damit den Pathogenabbau (Rai, Pathak 

et al. 2016). Bei der Aufnahme von Pathogenen durch Phagozyten findet de novo 

eine Bildung spezialisierter Kompartimente statt, welche als Phagosomen 

bezeichnet werden, die dann eine Reihe von Fusions- und Spaltungsprozesse 

durchlaufen und mit dem endolysosomalen System interagieren, was als 

Phagosomenreifung bekannt ist (Levin-Konigsberg and Mantegazza 2021). Das 

kann bedeuten, dass MAP-resistente, im Gegensatz zu persistent MAP-infizierten 

Tieren, durch eine erhöhte Abundanz von DYNC1H1 im PBMC-Proteom, eine 

daraus resultierende gerichtete Bewegung des Phagosoms hin zum Lysosom 

zeigen. Diese gerichtete Bewegung des Phagosoms verstärkt die 

Phagolysosomenfusion und somit auch den Abbau zuvor phagozytierter MAPs. Um 

die möglicherweise differentiellen Vorgänge und Defekte in den Phagosomen der 

Makrophagen und der Fusion mit Lysosomen zum Phagolysosom genauer zu 

verstehen, müssten weiterführend Assays zur Untersuchung der Phagosomen 

durchgeführt werden. Beispielsweise könnten mittels Fluoreszenzmikroskopie nach 

Stimulation mit MAP die Phagosomenbildung angeregt werden und diese 

Phagosomen zu bestimmten Zeitpunkten während des Phagozytoseprozesses 

fixiert, permeabilisiert (Levin-Konigsberg and Mantegazza 2021) und mit 

beispielsweise einem anti-DYNC1H1 Antikörper sondiert werden. So könnten 

einerseits mittels Differentialinterferenzkontrast die beweglichen Prozesse des 

Phagosoms beobachtet und verglichen werden und andererseits die Unterschiede 

in der örtlichen und zeitlichen Beteiligung des Proteins DYNC1H1 und dessen 

differentieller Abundanz zwischen MAP-resistenten und persistent MAP-infizierten 

Tieren. 

Neben einer höheren Abundanz von TLR2 im PBMC-Proteom MAP-resistenter 

Tiere konnten wir außerdem eine signifikant erhöhte Abundanz der Proteine BoLa 

(engl. bovine leucocyte antigen) –DRA und -DRB3 feststellen. Diese bovinen 

Proteine sind Teil des MHC II-Komplexes (engl. major histocompatibility complex 

class II), einem Proteinkomplex auf der Oberfläche von bovinen Lymphozyten (Behl, 

Verma et al. 2012).  Im Vergleich zu persistent MAP-infizierten Tieren war bei MAP-

resistenten Tieren BoLA-DRA 1,4-fach und BoLA-DRB3 2,5-fach stärker abundant.  

Zusätzlich waren die Pathways „MHC class II protein complex“ und „Antigen 

processing and presentation of peptide or polysaccharide antigen via MHC“ nach 

Pathway-Enrichment Analyse aller signifikant erhöht exprimierter Proteine in PBMC 
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von MAP-resistenten Kühen angereichert. Diese waren auf das Protein BoLA-DRA 

zurückzuführen. Dieses Protein bildet die α-Kette der DR-Gruppe des MHC II-

Komplexes, welcher Antigene bindet und diese T-Lymphozyten präsentiert und 

somit eine Rolle bei der adaptiven Immunantwort auf Antigene spielt (Zhou, Hickford 

et al. 2007). Eine erhöhte Abundanz von Proteinen des MHC II-Komplexes (MHC 

II) könnte also dazu führen, dass beispielsweise durch Makrophagen, die zuvor 

Erreger phagozytiert haben, mehr Antigene des Erregers über MHC II präsentiert 

werden und dadurch eine Bekämpfung der Pathogene erleichtert wird. Im 

Gegensatz dazu könnte eine niedrigere Abundanz von Proteinen des MHC II-

Komplexes, wie es in unserer Studie bei persistent MAP-infizierten Tieren 

beobachtet wurde, dazu führen, dass Antigene phagozytierter MAPs nicht, oder 

nicht ausreichend den Immunzellen präsentiert werden und somit die 

Mykobakterien intrazellulär über- und weiterleben sowie proliferieren können.  

Diese niedrigere Expression von MHC II konnte in einer in vitro-Infektionsstudie mit 

bovinen Makrophagen, welche mit dem apathogenen Mycobacterium avium subsp. 

avium im Vergleich zu pathogenen MAP infiziert wurden, beobachtet werden 

(Weiss, Evanson et al. 2001). Eine Stimulation mit den pro-inflammatorischen 

Zytokinen IFN-γ oder TNF-α konnte in dieser Studie nur bei mit Mycobacterium 

avium subsp. avium infizierten Makrophagen eine vermehrte Expression von MHC 

II auslösen (Weiss, Evanson et al. 2001). MAP hemmte also bei in vitro infizierten 

Makrophagen die MHC II Expression. Des Weiteren konnte in dieser Studie gezeigt 

werden, dass MAP die MHC II Expression trotz pro-inflammatorischer Signale 

unterdrücken konnte (Weiss, Evanson et al. 2001). Bei PBMC persistent MAP-

infizierter Tiere konnten wir eine signifikant niedrigere Abundanz von Proteinen des 

MHC II Komplexes im Vergleich zu MAP-resistenten Tieren beobachten. Das kann 

bedeuten, dass die Pathogenese-Mechanismen von MAP nur bei persistent MAP-

infizierten Tieren umgesetzt werden können, da sie einen anderen Immunphänotyp 

haben als MAP-resistente Tiere. Diese Annahme wird dadurch bestärkt, dass wir 

bereits bei gesunden Kühen einen devianten Immunphänotyp feststellen konnten 

(Lutterberg, Kleinwort et al. 2018) und PBMC differentieller Immunphänotypen eine 

jeweils andere Immunantwort auf MAP Co-Inkubation in vitro zeigten (Kleinwort, 

Hauck et al. 2019).  

In der zuvor beschriebenen Studie von Weiss und Evanson et al. konnte außerdem 

gezeigt werden, dass mit Mycobacterium avium subsp. avium infizierte 
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Makrophagen im Gegensatz zu den MAP infizierten Makrophagen von 

Lymphozyten lysiert wurden, was vermutlich der fehlenden oder ungenügenden 

Antigenpräsentation von MAP infizierten Makrophagen geschuldet war (Weiss, 

Evanson et al. 2001). Dies zeigt die Unterschiede bei pathogenen und nicht 

pathogenen Mykobakterien bezüglich ihrer Kapazität die Präsentation 

mykobakterieller Antigene zu beeinflussen auf (Weiss, Evanson et al. 2001). 

Interessanterweise konnten wir durch Pathway-Enrichment-Analysen aller 

signifikant erhöht abundanter Proteine von MAP-resistenten Kühen zeigen, dass 

der Pathway „Phagosom“ angereichert war. Die Anreicherung dieses Pathways war 

auf die höher abundanten Proteine TLR2, BoLA-DRA und DYNC1H1 

zurückzuführen. Weiss und Evanson et al. konnten zeigen, dass die Beseitigung 

des apathogenen Mycobacterium avium subsp. avium im Gegensatz zu MAP durch 

Makrophagen gelang (Weiss, Evanson et al. 2001). MAP gelingt es also, die 

Pathogen-schädlichen Mechanismen in den Immunzellen zu umgehen. In unserer 

Studie fanden wir jedoch Hinweise darauf, dass dieser Umgehungs-Mechanismus 

des Immunsystems, der durch MAP angewendet wird, bei Kühen des MAP-

resistenten Immunphänotyps nicht gelingt. Durch höhere Abundanz der Proteine 

TLR2, BoLA-DRA und DYNC1H1 scheinen die Prozesse im Phagosom aktiviert, 

was dazu führen könnte, dass innerhalb der Zelle Phagosomen reifen, mit 

Lysosomen zu Phagolysosomen verschmelzen und so die MAPs lysiert und damit 

abgetötet werden können. Da die Antigenpräsentation über MHC II eine wichtige 

Rolle bei der Bekämpfung des Erregers durch Immunzellen zu spielen scheint, 

könnte diese signifikant erhöhte Expression von MHC II bei den MAP-resistenten 

Tieren einen Teil der vorteilhaften Immunreaktion gegenüber MAP erklären. Denn 

nur, wenn Antigene erfolgreich von beispielsweise Makrophagen präsentiert 

werden, können infizierte Makrophagen erkannt und so die Infektion bekämpft 

werden.  

Eine vermehrte Expression von TLR2 und MHC II gleichzeitig könnte bedeuten, 

dass durch die erhöhte Expression von TLR2 vermehrt MAP vom Immunsystem 

erkannt und von den Makrophagen phagozytiert werden. Was mitunter bei den 

Umgehungs-Mechanismen des Immunsystems von MAP zur Persistenz innerhalb 

der Makrophagen führen könnte, wird von resistenten Tieren „abgefangen“, indem 

vermehrt MHC II exprimiert wird und die Antigene auf der Zelloberfläche der 

Makrophagen präsentiert und infizierte Zellen so beseitigt werden können.  
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Die Herunterregulation von MHC II und TLR2 konnte auch in einer Studie von Park 

und Park et al. beobachtet werden (Park, Park et al. 2020). Diese Studie hat den 

Einfluss des Prozessierens von MAP über Madin-Darby bovine Kidney-

Epithelzellen im Vergleich zu MAPs ohne vorheriges Prozessieren über 

Epithelzellen, direkt aus der Flüssigkultur, auf die nachfolgende Wirkung von MAP 

auf bovine PBMC in vitro untersucht (Park, Park et al. 2020). Es wurde in beiden 

Ansätzen beobachtet, dass die Wirtszelle, sobald MAP eingedrungen ist, die 

Expression von Oberflächenrezeptoren wie TLR2 und MHC II unterdrückt, welche 

für die Pathogenpräsentation und -erkennung notwendig sind (Park, Park et al. 

2020). Diese Immunreaktion konnten wir in unserer Studie bei Tieren des persistent 

MAP-infizierten Phänotyps beobachten. Das kann bedeuten, dass bei dieser 

Immunantwort die Mykobakterien für sie schädliche Immunmechanismen umgehen 

indem für die Pathogenerkennung und -präsentation wichtige Proteine 

herunterreguliert werden. Im Gegensatz dazu zeigen diese Proteine bei den MAP-

resistenten Tieren eine höhere Abundanz, was die erfolgreiche Bekämpfung des 

Pathogens erklären kann. Da wir in unserer in vitro-Studie beide Ansätze in der 

gleichen Art und Weise behandelt haben, kann beispielsweise eine differentielle 

Pathogenkonzentration oder Inkubationszeit mit dem Erreger ausgeschlossen 

werden, welche dazu führen könnten, dass eine andere Immunreaktion ausgelöst 

wird. Die zwei verschiedenen Immunphänotypen scheinen intrinsisch eine 

differentielle Kapazität dafür zu besitzen, die Mechanismen zu aktivieren, die MAP 

erkennen, sie den Immunzellen zu präsentieren und sie zu eliminieren. Die 

Immunreaktion der MAP-resistenten Tiere ist diejenige, welche zielführend ist und 

wie bereits zuvor in einer anderen Studie beschrieben, ausgelöst wird, wenn PBMC 

in Kontakt mit apathogenen Mykobakterien kommen (Weiss, Evanson et al. 2001). 

Tieren dieses MAP-resistenten Immunphänotyps gelingt es also, die pathogenen 

Mechanismen der Mykobakterien zu umgehen und nicht umgekehrt. 

Die Massenspektrometrie stellt ein sehr genaues Analyseverfahren dar und eignet 

sich um Proteine genau zu quantifizieren (Fazli, Panigrahy et al. 2022). Sie bildet 

jedoch lediglich ab, welche Proteine und in welcher Menge in der Probe zu einem 

bestimmten Zeitpunkt vorhanden waren und kann keine Aussage über das Proteom 

vor oder nach der Messung geben. Daher müsste untersucht werden, ob die Stärke 

der Expression sich im Laufe der Zeit verändert, da unsere Messungen lediglich den 

Zeitpunkt 48 h post infectionem abbildeten. Dadurch könnte analysiert werden, ob 
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die differentielle Immunreaktion auch über einen längeren Zeitraum verändert ist 

und vor allem, ab wann Differenzen zu beobachten sind. Dies kann einerseits 

Aufschluss über die zeitlichen Abläufe in der MAP-Erkennung und –Präsentation 

sowie –Bekämpfung bei bovinen PBMC geben. Andererseits auch darüber, wie 

schnell die Veränderungen in der Immunantwort beider Immunphänotypen 

passieren. Das könnte unter anderem über Durchflusszytometrie-Messungen zu 

verschiedenen Zeitpunkten post infectionem eruiert werden. Ebenso würde die 

Immunzytologie zu unterschiedlichen Zeitpunkten post infectionem Aufschluss 

darüber geben können.  

Zudem wäre es interessant zu analysieren, ob die erhöhte TLR2 Expression die 

erhöhte MHC II Expression bedingt. Dies könnte über eine TLR2 Inhibition über 

einen TLR2 Antagonisten wie CU-CPT22 (Cheng, Wang et al. 2012, Ezz, Marey et 

al. 2019) vor der Infektion erreicht werden.  

Im Gegensatz zu den genannten erhöht exprimierten Proteinen TLR2 und MHC II 

im PBMC-Proteom MAP-resistenter Tiere konnten wir bei persistent MAP-infizierten 

Tieren nach Infektion mit MAP in vitro eine signifikant erhöhte Expression von 

ITGA2B feststellen. Bis heute wurde noch kein Zusammenhang von CD41 mit 

bovinen PBMC oder der Paratuberkulose des Rindes beziehungsweise einer 

differentiellen Empfänglichkeit bei Rindern für die Infektion mit MAP publiziert. Die 

Expression von ITGA2B, einem Integrin der Untereinheit alpha 2b, auch bekannt 

als Antigen CD41, wurde bisher stark exprimiert auf der Oberfläche boviner 

Thrombozyten beschrieben (Simon, Dusinsky et al. 1996). Wir konnten erstmalig 

eine 2,2-fach stärkere Abundanz von CD41 im Proteom boviner PBMC bei 

persistent MAP-infizierten im Vergleich zu MAP-resistenten Tieren feststellen. 

Interessanterweise konnte ITGA2B bereits mit einer differentiellen Abundanz im 

Proteom von bovinen Monozyten festgestellt werden, welche mit nicht-

zytopathischen (ncp) oder zytopathischen (cp) Viren der Bovinen Virusdiarrhoe 

(engl. bovine viral diarrhea virus, BVDV) in vitro infiziert waren (Ammari, McCarthy 

et al. 2010). Die Pathogenese dieser Krankheit ist komplex, da es mit ncp und cp 

zwei Virustypen gibt, wobei die fatale Verlaufsform „Mucosal Disease“ durch eine 

Infektion mit dem cp-Virustyp bei schon zuvor bestehender Infektion der Kuh mit 

dem ncp-Virustyp entsteht (Ammari, McCarthy et al. 2010). Bei einer Proteom-

Analyse in vitro infizierter boviner Monozyten mit dem cp-Virustyp konnte 

interessanterweise eine stärkere Abundanz des Integrins ITGA2B festgestellt 
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werden, als bei ncp-infizierten Monozyten (Ammari, McCarthy et al. 2010). Der cp-

Infektionstyp wird damit in Verbindung gebracht, die Antigenpräsentation 

gegenüber immunkompetenten T-Zellen zu hemmen, was somit zu unkontrollierter 

Entzündung und Viruspersistenz im Wirt führt (Ammari, McCarthy et al. 2010). 

Dieser Virustyp kann in bovinen Monozyten also eine andere Immunreaktion 

auslösen, welche unter anderem auf eine stärkere Abundanz des Integrins ITGA2B 

zurückzuführen war (Ammari, McCarthy et al. 2010). Wir konnten in unserer Studie 

ebenfalls eine erhöhte Abundanz von ITGA2B im Proteom boviner PBMC eines 

Immunphänotyps zeigen, bei dem eine persistente Infektion mit MAP beobachtet 

wurde. Bis heute konnten wir nicht feststellen, auf welchen PBMC-Untergruppen 

ITGA2B exprimiert wird. Möglicherweise könnte das Integrin ITGA2B eine Reaktion 

zwischen mit MAP infizierten PBMC und anderen Immunzellen vermitteln, welche 

eine Herunterregulation anderer, zum Beispiel TLR2 und Proteinen des Klasse II 

Komplexes, bedingt. Integrine sind Membranrezeptoren der extrazellulären Matrix 

und besitzen eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion und ermöglichen Zellen, 

sich mit dem Aktin-Zytoskelett anderer Zellen zu verbinden (Delon and Brown 

2007). ITGA2B scheint eine wichtige Funktion bei der Definierung der 

Immunantwort zu haben, welche darüber entscheidet, ob MAP im Wirt persistiert 

oder eliminiert werden kann. Die Funktion von CD41 auf PBMC und die Rolle dieses 

Integrins bei der Pathogenese von MAP und Paratuberkulose gilt es in zukünftigen 

Studien zu definieren.  

In einer weiteren Studie, konnten CD41-Antigene auch in murinen und humanen 

Lymphknoten nachgewiesen werden (Dai, Uehara et al. 2022). Diese CD41+ Zellen 

wiesen keine Thrombozyten-Marker auf, was die Annahme bestärkt, dass CD41-

Antigene auf anderen Zellen, die aufgrund ihrer Lokalisation in Lymphknoten 

vermutlich eine Immunfunktion haben, neben Thrombozyten zu finden sind (Dai, 

Uehara et al. 2022). Diese Studienergebnisse unterstützen unsere Befunde darin, 

dass sie Hinweise auf das Vorhandensein von CD41 Antigenen auf 

Subpopulationen von Immunzellen liefern. Wir konnten in unseren 

immunzytologischen Färbungen CD41 Antigene sowohl auf Thrombozyten, als 

auch auf kernhaltigen PBMC nachweisen. Weiterführend sollten die 

Subpopulationen mittels Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen der Lymphozyten 

identifiziert werden. Über die Kenntnis definierter Subpopulationen auf PBMC 

könnten Rückschlüsse auf die Funktion dieses exprimierten Integrins bei 
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Lymphozyten gezogen werden. Außerdem könnten darüber Hypothesen über die 

pathophysiologische Rolle von CD41 bei der Infektion mit MAP aufgestellt werden. 

Diese Kenntnisse können dann zu einem verbesserten Verständnis der 

differentiellen Immunantwort zwischen MAP-resistenten und persistent-MAP 

infizierten Kühen führen. 

Die Tuberkulose des Menschen und die Paratuberkulose beim Rind haben 

gemeinsam, dass meist eine große Zahl an Individuen mit dem betreffenden Erreger 

in Kontakt kommt, jedoch nur eine Minderheit dieser klinisch erkrankt (Bloom, Atun 

et al. 2017). Für das Protein CD41 konnte in Studien zur Untersuchung von 

Thrombozyten-Monozyten-Aggregaten (engl. platelet-monocyte aggregates, 

PMAs) in humanen PBMC und bei murinen Lungen-Infektionsmodellen eine Rolle 

beschrieben werden, welche sich für den Verlauf der Infektion mit Mycobacterium 

tuberculosis als nicht protektiv erwies (Fox, Kirwan et al. 2018, Wang, Li et al. 2022). 

Wir konnten eine differentielle Abundanz von CD41 im Proteom boviner PBMC bei 

MAP-resistenten und persistent MAP-infizierten Tieren feststellen, obwohl sie in 

derselben Stallumgebung mit demselben Ausmaß an Kontakt zum Erreger lebten, 

wie MAP-resistente Tiere, die sich nicht infizierten. Dies deutet auf eine Beteiligung 

des Integrins CD41 bei der wirkungslosen Immunreaktion auf MAP hin, da Tiere mit 

einer erhöhten Abundanz von CD41 an einer persistenten Infektion litten. Es ist 

deshalb anzunehmen, dass der immunologische Phänotyp des Wirts, der sich bei 

MAP-resistenten und persistent MAP-infizierten Tieren unterscheidet, eine Rolle bei 

der verstärkten Expression von CD41 nach Kontakt mit dem Erreger spielen könnte. 

Die erhöhte Abundanz dieses Integrins könnte eine bedeutende Rolle bei der 

Etablierung einer persistenten Infektion des Wirts durch MAP spielen.  

Neben dem signifikant stärker abundanten Integrin ITGA2B bei persistent MAP-

infizierten Tieren konnten wir auch eine 15,2-fach höhere Abundanz des Proteins 

KCNMA1 (engl. calcium-activated potassium channel subunit alpha-1), auch 

bekannt unter den Namen KCa1.1, Slo1 oder BK channel, bei persistent MAP-

infizierten im Vergleich zu MAP-resistenten Kühen nach Infektion mit MAP in vitro 

feststellen. KCNMA1 ist eine Untereinheit eines Kaliumkanals, der über 

Membrandepolarisation, Erhöhung des zytosolischen Kalziums oder über die 

Konzentration des zytosolischen Magnesiums aktiviert wird und daraufhin durch 

passiven Kalium-Efflux, verursacht durch den elektrochemischen Gradienten, die 

Repolarisation des Membranpotentials bewirkt (Sancho and Kyle 2021). Die 
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sogenannte Kalzium-Sensor-Domäne, welche in Drosophila melanogaster 

identifiziert wurde, befindet sich an der C-terminalen zytosolischen Domäne, welche 

eine hohe Affinität aufweist Kalzium und weitere Kationen, wie Magnesium, zu 

binden (Sancho and Kyle 2021). 

Obwohl KCNMA1 auf fast allen Körperzellen vorzufinden ist, wurde das Vorkommen 

dieses Proteins auf Immunzellen lange Zeit bestritten (Ge, Hoa et al. 2014). 

KCNMA1 wurde bislang nicht auf bovinen PBMC beschrieben (PubMed Recherche 

vom 22.09.2022). Wir konnten daher zum ersten Mal KCNMA1 im Proteom boviner 

PBMC nachweisen. Darüber hinaus war es das am stärksten veränderte Protein in 

PBMC persistent MAP-infizierter Kühe. Dieses interessante Ergebnis konnte mit 

weiteren Tieren eines anderen MAP-infizierten Bestands mit einer anderen Technik 

bestätigt werden. Die Funktion von KCNMA1 bei bovinen PBMC ist bislang 

unbekannt. 

Bis heute ist über die Funktion von KCNMA1 auf Immunzellen nichts bekannt, es 

konnte jedoch eine erhöhte Expression von KCNMA1 in Ösophagus-

Plattenepithelkarzinom- Zelllinien (ESCC, esophageal squamous cell carcinom) 

beschrieben werden (Ge, Yang et al. 2021). Diese erhöhte Expression konnte die 

resistenzaufhebende Wirkung von Verapamil, einem Kalziumkanalantagonisten, 

gegenüber Cisplatin, einem Zytostatikum, auf ESCC verbessern (Ge, Yang et al. 

2021). Es konnte gezeigt werden, dass die KCNMA1-Expression in Zelllinien erhöht 

war, in denen Verapamil einen resistenzaufhebenden Effekt gegenüber Cisplatin 

zeigte, jedoch sind die zugrundeliegenden Mechanismen bei der 

resistenzaufhebenden Wirkung von Verapamil bis heute ungeklärt (Ge, Yang et al. 

2021).  

Es konnten noch keine Assoziationen zwischen KCNMA1 und MAP oder anderen 

Mykobakterien beschrieben werden. Jedoch konnte in einer Studie, die die Wirkung 

des löslichen Antigens von Mycobacterium leprae (MLSA, Mycobacterium leprae 

soluble antigen) auf menschliche Jurkat-T-Zellen untersuchte, festgestellt werden, 

dass MLSA über das Öffnen von Calcium release activated Calcium-Kanälen 

(CRAC- Kanäle) einen Anstieg der freien intrazellulären Kalzium-Konzentrationen 

induzierte, was eine Rolle bei der immunsuppressiven Wirkung von MLSA spielen 

könnte (Joshi, Khedouci et al. 2006). Das wiederum zeigt, dass Kalzium-aktivierte 

Ionenkanäle eine Rolle bei der Immunpathogenese bei Mykobakterien spielen. 
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In einer Studie zur Untersuchung der Interaktionen zwischen Fibroblasten-

ähnlichen Synoviozyten und CCR7- Effektor-Gedächtnis T-Zellen, isoliert aus 

Ratten mit kollageninduzierter Arthritis, konnte eine regulatorische Rolle von 

KCNMA1 im Zusammenhang mit der Progression von rheumatoider Arthritis gezeigt 

werden (Tanner, Pennington et al. 2019). In Bezug auf unsere Studienergebnisse 

könnte eine höhere Abundanz von KCNMA1 für die Funktion der Lymphozyten bei 

Infektion mit MAP bedeuten, dass die vermehrte Expression auf den Zellen auftritt, 

die mit MAP infiziert sind. Die erhöhte Abundanz könnte des Weiteren für MAP eine 

günstige Rolle in der Pathogenese spielen, welche bisher noch nicht erklärt werden 

konnte. Die Repolarisation der Zellmembran, die der Kaliumkanal, von dem 

KCNMA1 eine Untereinheit bildet, nach Aktivierung auslöst, könnte ebenfalls mit 

den Pathogenese-Mechanismen von MAP zusammenhängen. Der 

Kaliumionenausfluss könnte Prozesse aktivieren, welche den Mykobakterien das 

Persistieren in den infizierten Zellen ermöglichen. 

In Untersuchungen zur Rolle von Kalium bei einer Infektion mit Mycobacterium 

tuberculosis konnte in aus dem Knochenmark stammenden Makrophagen und in 

einem in vivo-Mausmodell gezeigt werden, dass die intraphagosomalen 

Kaliumspiegel während der Phagosomenreifung in Makrophagen zunehmen 

(MacGilvary, Kevorkian et al. 2019). Diese interessanten Erkenntnisse können 

möglicherweise auch für die Infektion mit MAP bedeuten, dass ein Kaliumefflux 

durch KCNMA1 für MAP vorteilhaft ist, da möglicherweise die Phagosomenreifung 

durch erhöhten Kaliumefflux beeinträchtigt wird und es MAP gelingt, die 

phagolysosomalen Prozesse zu unterbinden. Außerdem konnte in dieser Studie 

von MacGilvary und Kevorkian et al. gezeigt werden, dass Kalium für die 

Makrophageninfektion zwar nicht limitierend war, dass jedoch eine Störung der 

Kaliumhomöostase zu einem verringerten bakteriellen Einfluss auf den pH-Wert und 

die Chlorid-Konzentrationen in der infizierten Umgebung und zu einer 

abgeschwächten bakteriellen Wirtsbesiedlung führte (MacGilvary, Kevorkian et al. 

2019). Diese Erkenntnisse könnten unter anderem die persistente Infektion bei den 

Tieren erklären, die eine höhere Abundanz von KCNMA1 aufwiesen, da durch ein 

erhöhtes Vorkommen dieses Proteins der Kaliumefflux erhöht werden kann. 

In anderen Studien konnte darüber hinaus nachgewiesen werden, dass eine 

erhöhte Expression von KCNMA1 eine Assoziation mit malignen Erkrankungen 

zeigte (Bloch, Ousingsawat et al. 2007, Khaitan, Sankpal et al. 2009). Diese 
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Assoziationen von vermehrter KCNMA1-Expression mit erhöhter maligner 

Zellteilung bei der Prostatakrebs-Zelllinie PC-3 und bei primären sowie 

metastasierendem Brustkrebsgewebe, lässt möglicherweise darauf schließen, dass 

KCNMA1 eine Rolle bei der Aktivierung maligner Prozesse spielen könnte (Bloch, 

Ousingsawat et al. 2007, Khaitan, Sankpal et al. 2009). KCNMA1 wurde als Marker 

für eine erhöhte Metastasierungs-Wahrscheinlichkeit vorgeschlagen, um bei der 

Entscheidung über die Durchführung einer Chemotherapie beim Menschen 

behilflich zu sein (Bloch, Ousingsawat et al. 2007, Khaitan, Sankpal et al. 2009). Da 

wir in unserer Studie eine signifikant erhöhte Abundanz von KCNMA1 bei PBMC 

persistent MAP-infizierter Tiere feststellen konnten, könnte dieses Protein in der 

Zukunft auch als diagnostischer Marker eine Rolle spielen. Da wir in unserer Studie 

lediglich Tiere eines eindeutigen MAP-Infektionsstatus verwendet haben, sollten 

zukünftig außerdem PBMC von Tieren auf die KCNMA1-Expression getestet 

werden, welche in einem anderen Infektionsstadium sind, um zu analysieren, ob 

sich KCNMA1 als diagnostischer Marker in der Praxis eignen würde. 

Da über die physiologische Rolle von KCNMA1 auf bovinen PBMC bis heute noch 

keine Forschungsergebnisse vorliegen, bedarf es bei diesem Protein noch an 

Grundlagenforschung, insbesondere darüber, auf welchen PBMC-Untergruppen 

dieses Protein exprimiert wird und welche Funktion KCNMA1 auf den PBMC der 

Rinder hat. Die immunologische Bedeutung von KCNMA1 sowie dessen abundante 

Expression stellen interessante Forschungsansätze für die Zukunft dar. 

 

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass in der vorliegenden Studie signifikante 

Unterschiede in der Immunantwort von PBMC MAP-resistenter und persistent MAP-

infizierter Kühe nach Infektion mit MAP in vitro festgestellt werden konnten. Die im 

Vergleich zu MAP-infizierten Tieren signifikant erhöhte Expression von TLR2 und 

Proteinen des MHC II-Komplexes im PBMC-Proteom MAP-resistenter Kühe können 

durch eine gesteigerte Antigenerkennung und -präsentation eine wichtige Rolle bei 

der erfolgreichen Immunantwort gegen MAP spielen. Diese helfen dabei, den 

Erreger MAP zu bekämpfen. Im Gegensatz dazu konnten wir im PBMC-Proteom 

persistent MAP-infizierter Kühe erstmalig eine signifikant erhöhte Expression der 

Proteine ITGA2B und KCNMA1 im Vergleich zu MAP-resistenten Kühen feststellen. 

ITGA2B ist ein Integrin, das neben der bekannten Expression auf Thrombozyten, 

auch bereits mit bovinen Monozyten in Verbindung gebracht wurde (Ammari, 
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McCarthy et al. 2010). Unsere Hypothese ist, dass dieses Integrin eine funktionelle 

Rolle auf bovinen PBMC hat, die es dem Erreger über Transduktion bestimmter 

Signale ermöglicht im Wirt zu persistieren. KCNMA1, die Untereinheit eines 

Kalziumkanals, konnte erstmalig auf bovinen PBMC nachgewiesen werden und 

könnte über Veränderung der Ionen-Homöostase ebenfalls eine Persistenz des 

Erregers im Wirt ermöglichen. Die höhere Abundanz der Proteine ITGA2B und 

KCNMA1 konnten in dieser Studie mit einem persistent MAP-infizierten 

Immunphänotyp assoziiert werden, was bedeuten kann, dass diese Proteine in 

einer für den Wirt nachteiligen Immunreaktion eine Rolle spielen und die persistente 

Infektion des Wirts mit MAP begünstigen. Die zugrundeliegenden Mechanismen, 

die durch diese vermehrt exprimierten Proteine ausgelöst werden und die für das 

Überleben von MAP und Voranschreiten der Infektion günstigere Immunreaktion, 

sind bis heute nicht geklärt und bedürfen weiterführender Forschung. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Die Paratuberkulose ist eine weltweit verbreitete infektiöse, chronische, 

gastrointestinale Erkrankung des Rindes, die zu Einbußen bei der Tiergesundheit 

und demzufolge Leistungsminderungen bei landwirtschaftlichen Nutztieren führt. 

Kühe derselben Rasse innerhalb eines Bestandes, indem für alle Tiere der Kontakt 

zum Erreger das gleiche Ausmaß beträgt, haben eine divergierende Prädisposition 

sich mit dem Erreger zu infizieren und klinisch zu erkranken. Um die 

immunologischen Hintergründe dieser Unterschiede besser verstehen zu können, 

wurden in unserer Studie PBMC MAP-resistenter und persistent MAP-infizierter 

Rinder für 48 h mit MAP in vitro infiziert und anschließend das Proteom beider 

Gruppen mittels LC-MS/MS vergleichend analysiert. 

Das Proteom boviner PBMC ergab nach Analyse 2631 verschiedene Proteine und 

zeigte signifikante Unterschiede zwischen MAP-resistenten und persistent MAP-

infizierten Kühen. Pathway-Enrichment-Analysen aller signifikant differentiell 

exprimierter Proteine von MAP-resistenten und persistent MAP-infizierten Rindern 

ergaben funktionelle Unterschiede, welche eine abweichende, möglicherweise nicht 

erfolgreiche Immunantwort der persistent MAP-infizierten Rinder auf MAP anzeigte. 

Die Analyse des Proteoms der PBMC von MAP-resistenten Kühen nach Infektion 

mit MAP in vitro ergab unter anderem eine erhöhte Expression von TLR2 und 

Proteinen des MHC Klasse II-Komplexes (BoLA-DRA und BoLA-DRB3). TLR2 ist 

ein Leukozyten-Membranprotein, das eine wichtige Rolle bei der Erkennung von 

MAP durch das Immunsystem spielt. Eine vermehrte Expression dieses Proteins 

kann zu einer verbesserten Pathogenerkennung beitragen, welche die 

Voraussetzung für eine adäquate Immunantwort ist. Da die Antigenpräsentation 

über MHC II eine wichtige Rolle bei der Bekämpfung des Erregers von Immunzellen 

spielt, kann eine vermehrte Expression dieses Proteins einen Teil der vorteilhaften 

Immunreaktion gegen MAP erklären. 

Im Gegensatz dazu konnten wir im Proteom persistent MAP-infizierter Tiere nach 

Infektion mit MAP in vitro eine erhöhte Expression des Integrins ITGA2B (auch 

bekannt als CD41) und KCNMA1, der Untereinheit eines Kalzium-aktivierten 

Kalium-Kanals, feststellen. Keines der Proteine wurde bis heute mit der 

Paratuberkulose des Rindes und einer möglichen divergierenden Immunantwort auf 

MAP assoziiert.  
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Diese Erkenntnisse zu den differentiell exprimierten Proteinen können zum weiteren 

Verständnis der unterschiedlichen Immunantworten von MAP-resistenten und 

persistent MAP-infizierten Tieren beitragen. Wir konnten bestätigen, dass die 

erhöhte Abundanz der Proteine TLR2, BoLa-DRA und BoLA-DRB3 offenbar eine 

wichtige Rolle für eine erfolgreiche Immunantwort zur Beseitigung der MAP-Erreger 

spielen.  

Im Gegensatz dazu konnten wir zum ersten Mal eine signifikant erhöhte Expression 

der Proteine ITGA2B und KCNMA1 auf bovinen PBMC persistent MAP-infizierter 

Tiere feststellen, die möglicherweise in Pathogenese und Persistenz von MAP 

durch eine abweichende Immunantwort involviert sind, welche eine Infektion des 

Organismus begünstigen könnten.  

Um die Zusammenhänge dieser Proteine mit der Pathogenese der Paratuberkulose 

besser verstehen zu können, sind weitere Studien notwendig, die sich mit der 

Grundlagenforschung dieser Proteine befassen. Sie bilden dann die Grundlage um 

die immunologischen Erkenntnisse in der Paratuberkuloseforschung zu erweitern, 

Zuchtkriterien und potentielle therapeutische Ansatzpunkte zu schaffen und als 

übergreifendes Ziel die Tiergesundheit zu verbessern.  
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6 SUMMARY 

Paratuberculosis is an infectious, chronic, gastrointestinal disease of cattle with a 

worldwide distribution, which leads to losses in animal health and consequently 

reduced performance in farm animals. Cows of same breed within a herd, in which 

the contact with the pathogen is the same for all animals, have a divergent 

predisposition to become infected with the pathogen and to suffer from a clinical 

course of the disease. To better understand the immunological background of these 

differences, in our study PBMC of MAP-resistant and persistently MAP-infected 

cattle were infected with MAP in vitro for 48 h and then the proteome of both groups 

was comparatively analyzed by LC-MS/MS.  

Bovine peripheral blood derived lymphocyte proteome consisted of 2631 different 

proteins and showed significant differences between MAP-resistant and persistently 

MAP-infected cows. Pathway enrichment analyses of all significantly differentially 

expressed proteins from MAP-resistant and MAP-infected cattle revealed functional 

differences indicating a divergent, possibly unsuccessful immune response of 

persistently MAP-infected cattle to MAP. 

Analysis of the PBMC proteome from MAP-resistant cattle after co-incubation with 

viable MAP in vitro revealed increased abundance of TLR2 and proteins of the MHC 

II complex (BoLA-DRA and BoLA-DRB3), among others. TLR2 is a leukocyte 

membrane protein that plays an important role in the recognition of MAP by the 

immune system. Increased expression of this protein could contribute to improved 

pathogen recognition, which this is a prerequisite for an adequate immune 

response. Since antigen presentation via MHC II plays an important role in the 

targeting of the pathogen by immune cells, increased expression of this protein 

could explain part of the beneficial immune response against MAP.  

In contrast, we detected increased expression of integrin ITGA2B (also known as 

CD41) and KCNMA1, the subunit of a calcium-activated potassium channel, in 

PBMC proteomes of persistently MAP-infected animals after co-incubation with 

MAP in vitro. Neither protein has yet been associated with bovine paratuberculosis 

and a possible divergent immune response to MAP. These findings on differentially 

expressed proteins may contribute to further understanding of the differential 

immune responses of MAP-resistant and persistently MAP-infected animals. 



 SUMMARY 

59 

 

We could confirm that increased abundance of the proteins TLR2, BoLa-DRA, and 

BoLA-DRB3 play an important role in a successful immune response for elimination 

of MAP pathogens. 

In contrast, we detected for the first time a significantly increased abundance of 

ITGA2B and KCNMA1 on bovine PBMC that might be involved in the pathogenesis 

of MAP-persistence through a divergent immune response that is favorable for the 

infection by the bacteria. 

To better understand the correlations of these proteins with the pathogenesis of 

paratuberculosis, further studies addressing the function of these proteins in bovine 

PBMC are necessary. They will then form the basis for expanding knowledge in 

paratuberculosis research, creating breeding criteria and potential therapeutic 

targets, and improving animal health as an overall goal. 
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