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Ziele des Vorhabens:

Die Bevolkerung Kenias und anderer afrikanischer Lander sind durch den Konsum von stark mit Aflatoxinen kontami-
nierten Lebensmitteln (insbesondere der Grundnahrungsmittel Mais und Milch) regelmaRig Toxingehalten ausgesetzt,
die weit Gber den empfohlenen Grenzwerten liegen. Dennoch nimmt der Konsum dieser Produkte bestandig zu. Ge-
rade Kinder und kranke Menschen, sind durch die gesundheitlichen Auswirkungen, die mit der Aufnahme von Mykoto-
xinen assoziiert sind, besonders gefdhrdet.

Das BLE-finanzierte Projekt, AflazZ, fokussiert auf eine Verbesserung der Lebensmittelsicherheit und des Qualitatsstan-
dards von Milch, Mais und daraus hergestellten Produkten. Kenia wurde als Modellregion gewahlt, da es ein Hochrisi-
kogebiet fiir Aflatoxin Kontaminationen durch Schimmelpilzbefall im Lebensmittelbereich ist. Im Rahmen des Aflaz-
Projektes werden effektive und nachhaltige Methoden entwickelt, Pilzbefall und Aflatoxinkontamination sowohl auf
dem Feld als auch im Lager zu analysieren und zu monitoren, um diese nachhaltig zu reduzieren. Dariiber hinaus be-
inhaltet das AflaZ-Forschungsprogramm umfangreiche Strategien zur Kompetenzerweiterung (Capacity Building).
Diese schlieRen Kooperationen mit lokalen Institutionen, Farmern, Studierenden und weiteren Beteiligten mit ein und
ermoglichen so einen nachhaltigen Wissenstransfer (Dissemination), der eine kulturelle Akzeptanz der Empfehlungen
und die nachhaltige Integration der neuen Methoden durch die lokale Bevdlkerung sicherstellt.

Im Rahmen von AflaZ werden folgende Kernthemen bearbeitet:

¢ Isolierung und phylogenetische Identifizierung Aflatoxin-bildender Pilze auf Mais und assoziierten Bodenproben aus
Kenia, sowie deren mikrobiologische und molekularbiologische Charakterisierung mit dem Ziel der Entwicklung von
Monitoringsystemen, sowie wirksamer und nachhaltiger Nachweis- und Vermeidungsstrategien.

e Untersuchung der Ubertragung von Aflatoxin aus dem Futter in die Kuhmilch, sogenanntes Carry Over, sowie Analyse
einer moglichen Reduktion/Abbau von Aflatoxinen bei der anschlieRenden Verarbeitung der Milch zu Kise und Jo-
ghurt. Identifikation eines Aflatoxin-spezifischen Biomarkers im Blut von Milchkiihen und Entwicklung einer passenden
Analysemethode.

¢ Analyse von Aflatoxin-Derivaten, die durch den Pilz oder die Pflanze durch Metabolisierung gebildet werden und
wesentlich zu einer ,maskierten” Aflatoxinbelastung beitragen kdnnen; Vergleich und Entwicklung einer standardi-
sierten Methodik fiir die Anwendung von Fast-Screen-Tests auf Aflatoxin, sowie Etablierung einer APP fiir mobile Af-
latoxin-Analysen auf dem Feld.

¢ Bestimmung von Aflatoxin Gehalten im Boden und physico-chemischen Bodenparametern als Vitalitatsfaktor fir
Bodenorganismen und fiir Maispflanzen, sowie von Feldinsekten als Schadlinge auf der Maispflanze und Vektoren der
Verbreitung von Pilzsporen Aflatoxin-bildender Pilze.

¢ Schulung und Anleitung (Capacity Building) von kenianischen Doktoranden innerhalb des AflaZ-Projektes als Multi-
plikatoren zur Verbreitung (Dissemination) der AflaZ-Forschungsergebnisse an die Landwirt/innen, sowie deren Auf-
klarung und Schulung in den neuen Methoden. Starken der Kommunikation und der Kooperation zwischen keniani-
schen Partnerinstitutionen und anderen lokalen Forschungsinstitutionen. Verbreitung der Projektergebnisse tber die
eGRANARY-Plattform und den PAEPARD-Blog-Spot, sowie als Empfehlung an Regierungs- und Nichtregierungsorgani-
sationen in Kenia. Breitere Bevdlkerungsschichten werden mit der Ausstrahlung einer TV-Dokumentation (iber das
AflaZ-Projekt und themenspezifische Radioprogramme erreicht.
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Ergebnisse des dritten Projektjahres (2021):

Die Corona Pandemie sorgt seit Friihjahr 2020 in vielen Lebenslagen und Arbeitssituationen fiir Einschrankungen, so
auch bei den in Rahmen des AflaZ-Projektes im Jahr 2021 stattfindenden Arbeiten. Hinzu kamen ungewdhnlich starke
Regenfille Uber einen langeren Zeitraum in Kenia, welche die Arbeiten teilweise weiter erschwerten. Die Projektziele
haben sich im Laufe der Projektdurchfiihrung durch Umorganisierung und kompensatorische MaBnahmen dennoch
nicht gedndert. Die Arbeiten mussten jedoch an die Covid19-bedingten Einschrankungen angepasst werden.

Am Max Rubner-Institut (MRI), Standort Karlsruhe, wurden im Rahmen des WP1 ein umfassendes Monitoring der
Aflatoxinbiosynthese von Aspergillus flavus durchgefiihrt und die gebildeten Aflatoxine sowie Vorstufen von Aflatoxi-
nen untersucht. Es zeigte sich, dass der Pilz zusatzlich zu B-Aflatoxinen auch Aflatoxin M; und M; bildet, welche primar
als Kontamination in Milch und Milchprodukten als Abbauprodukte von B-Aflatoxinen durch den Metabolismus in K-
hen bekannt sind. Die Bildung durch den Pilz ist jedoch kaum beschrieben. Die Ergebnisse zeigen, dass auch in Cerea-
lien wie beispielsweise Mais M-Aflatoxine gebildet werden kénnen und damit anzudenken ist, dass Aflatoxin Monito-
ring von derartigen Lebensmitteln um M-Aflatoxine zu erweitern. Zusatzlich wurde eine relativ hohe Menge an be-
stimmten Vorstufen von Aflatoxinen gemessen, von denen vor allem Aspertoxin, eine fast gar nicht beschriebene Ver-
bindung, die allerdings bereits toxische Effekte gezeigt hatte und O-Methylsterigmatocystin anzufiihren sind. Beide
Verbindungen weisen die fiir die kanzerogene Wirkung von Aflatoxin B; erforderliche Doppelbindungen auf und kénn-
ten damit ebenfalls eine kanzerogene Aktivitat haben.

Bei Arbeiten unter WP2 wurden die Genome unterschiedlicher Aspergillen miteinander verglichen, um Riickschliisse
auf die Unterschiede in der Aflatoxinbiosynthese und damit deren Impakt auf die Lebensmittelsicherheit der betroffe-
nen Produkte ziehen zu kdnnen. In den Aflatoxingencluster von A. minisclerotigenes Stammen wurde eine Deletion
entdeckt, welche die fiir die Biosynthese von Aflatoxin G notwendigen Gene umfasst. Damit ldsst sich erklaren, wes-
halb die aus kenianischen Proben isolierten A. minisclerotigenes Stamme kein Aflatoxin G bilden, was fiir die Mehrheit
dieser Spezies beschrieben ist. Des Weiteren wurde ein Stopcodon im Aflatoxingencluster eines A. parasiticus Stamm
entdeckt, welches die Ursache fiir die Unfahigkeit der Bildung von Aflatoxin B; und G; aber der gleichzeitigen Bildung
von Aflatoxin B; und G, dieses Stammes erklart. Diese neuen Forschungsergebnisse haben eine hohe Relevanz fiir die
Bewertung der Sicherheit der durch die genannten Pilze kontaminierten Lebensmittel.

Kompetitionsversuche mit einem MRI-Isolat eines mycoparasitisch lebenden Pilzes, Trichoderma afroharzianum, so-
wie Aspergillus flavus im Rahmen von WP3 wurden ausgeweitet. Es konnte die Effektivitdt des MRI-Isolates T. afro-
harzianum als Biocontrol Spezies bestimmt werden. Es wurden weitere Analysen durchgefiihrt, um die Rolle der My-
kotoxine im Mechanismus der Kompetition zu untersuchen. Zusatzlich wurden erste Kompetitionsversuche auch mit
Fusarium verticilloides durchgefiihrt, einem weiteren filamentdsen, human- und pflanzenpathogenen Pilz, der haufig
als ,Wegbereiter” flir andere nicht stark pflanzenpathogene Spezies wie A. flavus dient. F. verticilloides bildet die sehr
toxische Fumonisine und infiziert sehr haufig Mais, Getreide und andere Nutzpflanzen. Bei Untersuchungen am MRI
wurden sowohl in Mais- als auch in Bodenproben von Kenianischen Versuchsfeldern entsprechende Fusarien gefun-
den.

Das Julius Kithn-Institut (JKI) hat in WP3.2 weitere potentielle Begleitpflanzen chemisch extrahiert und analysiert. Im
etablierten und im Marz 2021 fertig gestellt und angemeldeten BSL2-Labor des JKI in Berlin konnte nun auch mit As-
pergillus flavus gearbeitet werden. Ergebnisse zur antifungalen Wirkung der Begleitpflanzen Lippia adoensis und
Ocimum gratissimum konnten nun auch fiir A. flavus bestatigt werden. Dabei zeigte sich der Einfluss der Herkunfts-
und Anbaubedingungen auf die Inhaltsstoffe und die antifungale Wirkung.
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Am MRI Detmold wurden die Methoden zur Bestimmung von Aflatoxinen und deren pflanzlichen Metabolisierungs-
produkte, die evtl. einen Einfluss auf den Schnelltest haben kénnten, weiter etabliert. Die kenianische Doktorandin
Beatrice Tenge hat mit zwei Schnelltestsystemen (WP4) vergleichende Messungen an Maisproben durchgefiihrt. Auf
Grund der geltenden Reisebeschriankungen war jedoch nur ein eingeschrankter Kontakt zu den Landwirt/innen mog-
lich, so dass nur eingeschrankt Proben vor Ort in Kenia analysiert werden konnten.

An der Universitat Koblenz-Landau wurde 2021 im Rahmen von WP5 das Vorkommen von Aflatoxinen und Fusarien-
toxinen in Maisanbaubdden in Deutschland untersucht. Auerdem wurden die Persistenz von Aflatoxinen im Boden
in drei Szenarien: Photolytischer Abbau, mikrobieller Abbau und Abbau unter sterilen Bedingungen und Abwesenheit
von Licht (Kontrolle) untersucht. Dariber hinaus wurden Bodenproben aus Kenia mittels HPLC-Fluoreszenz (HPLC-FL)
und LC-Massenspektroskopie (LC-HRMS) analysiert. Die untersuchten Mykotoxine waren: Aflatoxine, Ochratoxin A,
Deoxynivalenol, Nivalenol, T-2-Toxin und Zearalenone. Insgesamt wurden 319 Proben analysiert, die den vier land-
wirtschaftlichen Behandlungen, zwei Tiefen und zwei Positionen entsprechen. Die unter den kenianischen Landwirt/in-
nen durchgefiihrte Umfrage (n=116) wird derzeit ausgewertet. Basierend auf den statistisch ausgewerteten Daten der
Umfrage, soll dazu im laufenden Jahr ein Modell entwickelt werden, dass das Wissen tiber Mykotoxine mit dem Auf-
treten von Getreideinfektionen in Beziehung setzt.

Durch den kenianischen Doktoranden Ginson Riungu (WP6) wurden in Kenia nun tGber 100 Insektenarten beprobt und
bis jetzt die 3 Arten Sitophilus zeamis, Carpophilus sp. und Camponotus nearcticus sp. als Sporentrager nachgewiesen.
Ein GroRteil der Sporen (60 %) wird von den Anhdngseln der Insekten (Beine und Fiihler) getragen. Die beprobten
Sporen sind in Kulturen lebensfahig und 30 % davon sind aflatoxigen.

Am MRI in Kiel konnte im Rahmen von WP7 der im November 2020 begonnene Fiitterungsversuch mit Schimmelpilz-
kontaminiertem Mais im Januar 2021 abgeschlossen werden. Mit der Herstellung von Joghurt aus der im Versuch
gewonnenen Milch wurde begonnen und die Vorbereitungen fiir die anschlieBend erforderlichen analytischen Arbei-
ten konnten weitgehend abgeschlossen werden. Aus den gewonnenen Milchproben wurden Joghurts hergestellt und
analysiert, wobei die Stabilitat des Toxins AFM; wahrend der Joghurtherstellung gezeigt werden konnte. Dariiber hin-
aus wurde aus der Milch Kase nach Edamer Art hergestellt, um den Verbleib des Aspergillus-Toxins Cyclopiazonsaure
in diesem wichtigen lebensmitteltechnologischen Prozess abzubilden.

Am Friedrich-Loeffler-Institut (FLI) wurde im Rahmen des WP7 wiahrend des Tierversuches 208 Proben Serum gewon-
nen (4 Gruppen a 4 Tiere, 13 Zeitpunkte), die per LC-MS/MS auf den Biomarker Aflatoxin-Lysin untersucht wurden. In
keiner dieser Proben konnte Aflatoxin-Lysin detektiert werden, wobei die Nachweisgrenze bei 0,05 ng/mL lag. Des
Weiteren wurden bei diesen Proben klinisch-chemische Parameter und ausgewahlte Elektrolyte bestimmt. Die Aus-
wertung dieser Daten steht noch aus.

Die Entwicklung der HPLC-Methode fiir die Bestimmung von Aflatoxin M; (AFM1) in Urin wurde abgeschlossen und die
Methode validiert. Die Methode hat einen Arbeitsbereich von 0,05 bis 20 ng/mL mit einer Nachweisgrenze von 0,2 ng
AFMi/mL Urin. Die Wiederfindungsrate betrdgt 93 %. In den Versuchsproben (n=48) konnte AFM; nur in der Toxin-
bildenden Aspergillus flavus Gruppe nach 14-tagiger Exposition (n=4) nachgewiesen werden, wobei die Konzentration
zwischen 0,33 und 0,95 ng/mL lag.

Des Weiteren wurden diese Urinproben per ELISA auf AFM; untersucht. Auch mit dieser Methode konnte AFM; nur in
den obengenannten Proben nachgewiesen werden, wobei die Konzentration zwischen 0,8 und 2,0 ng/mL lag.

Die entnommenen Leberbioptate des Tierversuches wurden hinsichtlich ihres Fettgehaltes und histologisch unter-
sucht. Die Bestimmung des Lebertranskriptoms wird aktuell vorbereitet. Die abschlieRende Sequenzierung und Aus-
wertung der Daten stehen momentan noch aus.
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Die Kenya Agricultural & Livestock Research Organisation (KALRO), WP8, betreute in 2021 die AflaZ-Versuchsfelder
in den drei Bezirken Kisumu, Makueni und Kilifi, die als Hotspots fiir die Aflatoxin-Kontamination von Mais gelten. Im
Projektzeitraum 2021 wurden die Probenfelder in Kilifi und Makueni bis Februar abgeerntet und ab Marz neue Mais-
felder angelegt, um die Unterschiede in den verschiedenen Anbaumethoden (konservativer Bodenbearbeitung, Push
and Pull, Einsatz von Trichoderma und konventioneller Bodenbearbeitung) zu demonstrieren. Auflerdem wurden 2021
die Ergebnisse aus den in den Vorjahren durchgefiihrten Versuchen weiter analysiert und ausgewertet: Die Wirkung
der vier genannten Behandlungsmethoden auf die Kontamination des Bodens und der Maispflanzen durch Aspergillus
Spezies und anderen filamentosen Pilzen, sowie auf den Gehalt an Aflatoxin im Mais wurde insgesamt Uber drei An-
bauperioden untersucht. Darlber hinaus wurde die Bodenfruchtbarkeit bestimmt und in den Bodenchemielabors von
KALRO Kabete eine Nahrstoffanalyse durchgefiihrt und der pH-Wert der Boden, die wahrend der Grundlagenerhebung
gesammelt wurden, bestimmt.

Die an dem Projekt beteiligten Landwirt/innen werden Ulber die gesamte Projektlaufzeit durch die East African Far-
mers Federation (EAFF), WP9, betreut. Dabei wurde auch im Jahr 2021 der gesamte Anbau von Mais, von der Aussaat
bis zur Ernte und Lagerung iiberwacht. Die Uberwachung dient der Erfassung des Keimungsgrads der Pflanzen, des
Pflanzenwachstums, der Suche nach Insekten und Schadlingen und deren frithzeitiger Bekdmpfung, sowie der Uber-
wachung der Unkrautbekdampfung und des Niederschlagsmusters, da all diese Faktoren die Ernte beeinflussen kénnen.
Die im Rahmen des Projekts entwickelten Technologien fir die Lagerung und Ernte, die zu einer geringeren Aflatoxin-
kontamination von Lebens- und Futtermitteln fiihren kénnen, wurden den Landwirt/innen, wenn méglich, in vor-Ort-
Schulungen demonstriert. Wenn dies nicht moéglich war, wurden Informationen auf digitalem Wege geteilt. Die Ergeb-
nisse aus dem AflaZ-Projekt flieRen auRerdem in eine momentan produzierte AflaZ-TV-Dokumentation ein. Die TV-
Dokumentation erfasst die Aktivitaten aller Partner. Alle Projektpartner stellten die eigenen Informationen inkl. Film-
aufnahmen zur Verfligung, um eine umfassende Berichterstattung iber das gesamte Projekt zu gewahrleisten. Da
aufgrund von Covid-19 auch im Jahr 2021 physische Treffen nur eingeschrankt abgehalten werden konnten, wurde die
e-GRANARY-Plattform genutzt, um Informationen zu verbreiten und die Landwirt/innen mit relevanten Themen bzgl.
AflaZ und Kontamination der Maisernte zu erreichen. Die beteiligten Interessensgruppen sind sich dank der Aufkla-
rungsarbeit immer mehr der Problematik der Aflatoxin-Kontamination in Lebensmitteln und Futtermitteln bewusst.
Jene Landwirt/innen, die die neuen Technologien bereits nutzen, geben ihr neu erlangtes Wissen als Multiplikatoren
an andere Landwirt/innen weiter und leisten damit einen nachhaltigen Beitrag zur breiteren Anwendung dieser Kennt-
nisse und Technologien.

Das Aflaz-Jahrestreffen in 2021 wurde unter reger Beteiligung aller Projektpartner online abgehalten.
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Kernaussagen und Policy Advice:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Das Projekt AflaZ legt seinen Fokus auf die Problematik des Befalls von Mais durch Aflatoxin-bildende Pilze,
wie A. flavus und A. parasiticus. Im Laufe der Untersuchungen, sowie in aktuellen Studien hat sich gezeigt,
dass auch A. minisclerotigenes eine wesentliche Rolle bei der Aflatoxinkontamination von Mais in Kenia ein-
nimmt. Bei Untersuchungen von sowohl Mais- als auch Bodenproben von kenianischen Versuchsfeldern wur-
den dariber hinaus auch verschiedene Fusarien gefunden. Daher wurde entschieden, ausgewahlte Fusarium-
Stamme mit in die Untersuchungen ein zu beziehen, da es auch gerade bei Fusarien haufig stark pflanzenpa-
thogene Stamme gibt, die Mais, Getreide und andere Nutzpflanzen wie Obst und Gemdise infizieren, dort sehr
toxische Mykotoxine bilden und haufig wegbereitend sind fiir weniger pathogene Arten wie Aspergillen.

Es ist moglich Mykotoxin-bildende Pilze mit einer Kombination aus hemmenden Einfllissen im Lager und zum
Teil bereits auch auf dem Feld, durch den Einsatz natlrlicher antagonistischer Pilze effektiv zu hemmen. Dabei
ist der Einsatz von kommerziell eingesetzten Biokontroll-Stammen (A. flavus) aus verschiedenen Griinden kri-
tisch zu beurteilen. Der im Rahmen von AflaZ untersuchte alternative Einsatz eines kommerziellen Produkts
mit Trichoderma harzianum zeigt gute, zum Teil jedoch ambivalente Ergebnisse beziiglich des Befalls mit A.
flavus auf dem Feld. Der Einsatz eines MRI-Isolates von T. afroharzianum als Biokontroll-Stamm zeigt sich als
vielversprechend.

Antifungale Pflanzeninhaltsstoffe aus lokalen kenianischen Begleitpflanzen, sowie die Aminosaure Arginin, die
einfach auf die Pflanze aufgespriiht werden kdnnte, zeigten sich als weiterer vielversprechender Ansatz zur
Hemmung Aflatoxin-bildender Pilze.

Befall und Effektivitat der Praventionsmethoden (bspw. Durchsetzungsfahigkeit von Biocontrol-Spezies gegen-
Uber Toxin bildenden Spezies) kénnen mittels molekularer ddPCR Technologie im Labor tGberprift und gemo-
nitored werden.

Aflatoxin-Schnellnachweismethoden werden weiterhin in Feldversuchen in Kenia angewendet und weiterent-
wickelt. Eine Befragung der Landwirt/innen und Vorfihrung der Schnelltests zeigte, dass ein Test mit Smart-
phone App Auswertung bevorzugt wird. Jedoch zeigte sich auch, dass auf Grund der hohen Kosten der ben6-
tigten Teststreifen zu diesem Zeitpunkt eine App Entwicklung nicht ausreichend realisierbar und erfolgver-
sprechend zu sein scheint. Gesprache mit einzelnen Firmenvertretern bzgl. einer Kooperation, um die Kosten
zu senken, verliefen bis jetzt nicht erfolgversprechend, so dass weitere Uberlegungen dazu projekterginzend
durchgefiihrt werden sollten, z.B. eine Organisation und Realisierung von Mais-Tests auf Aflatoxine lGber die
EAFF.

Es wurde eine Methode zur Bestimmung der Aflatoxin Konzentration in Boden/Pflanze entwickelt und diese
erfolgreich validiert. Die Methode wurde dariliber hinaus fiir die Analyse von pflanzlichen Matrices (Lebens-
mittel) optimiert, um bei der Untersuchung des Systems Boden/Pflanze eingesetzt zu werden. Die Ubertra-
gungsrate von Aflatoxin in Kuhmilch wird im Rahmen einer Fltterungsstudie untersucht, sowie eine mogliche
Aflatoxinreduktion in den Milchfolgeprodukten Joghurt und Kase. Zudem ist aullerdem ein spezifischer Bio-
marker zur Messung der Aflatoxinbelastung der Milchkuh in Entwicklung.

Maisfelder werden unter konventionellen Methoden, sowie mit den im AflaZ entwickelten Methoden ange-
baut, der Befall mit Aflatoxin wird verglichen und die Landwirt/innen in den neuen Methoden, sowie Fachwis-
sen Uber die gesundheitliche Problematik einer Aflatoxin Intoxikation geschult. Auf diese Weise ist eine nach-
haltige Aflatoxinreduktion moglich und realisierbar. Durch die Ausbildung kenianischer Doktoranden, teilweise
auch zusatzlich von Erasmus Doktoranden aus Kenia, teilweise auch in Tandem mit deutschen Doktoranden,
innerhalb des AflaZ Projektes, aber auch von Landwirt/innen, ist die Multiplikation der Erkenntnisse aus AflaZ
vor Ort gewahrleistet.



