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Institut fiir Parasitologie der Universitcit Bern

Diagnostische PCR in der Veterindrparasitologie:
Tritrichomonose, Neosporose/Toxoplasmose, Echinokokkose/Zystizerkose

R. Felleisen, N. Miiller, M. Yamage, B. Gottstein

, Zusammenfassung

'Die PCR f‘mdetalsdlagnosusches k
. klogxsches Werkzeug in der Veten ]

rfah emé We1taus sensmvere Diagnose
ials konventlonelle Methoden Infektlologlschc -
Fragestellungen lassen sich unter neuen, moleku-
lar-epidemiologischen Gesichtspunkten analysie-
ren. So kann bereits ein breites Spektrum veteri-
nir- und humanparasitologisch relevanter In .
fektionen durch PCR diagnostiziert werden. In~~
_diesem Ubersichtsartikel werden am Institut fir
Paras1t”ologle in Bern entvvlckeltc bzw. angewen-
dete PCR-Verfahren zur Diagnose der Tmtncho—
monose, Neosporose und Toxoplasmose als
Beispiele fiir Infektionen mit Protozoen, : sowxe .

' Verfahren zur Detektion der Echinokokkose und
Taeniose als Belsplele fur Infekuonen rmt

" Helminthen dargestellt. " .

Schliisselwérter: PCR Diagnose Paras1t~—
Protozoen Zestoden

Einleitung

Sowohl epidemiologische Untersuchungen als auch die
Routine-Diagnostik parasitirer Infektionen hingen sehr
stark von der Effizienz und Verlidsslichkeit der fiir die
Detektion und Identifikation der Parasiten eingesetzten
Methoden ab.Die Etablierung der PCR als diagnostisches
Werkzeug in der Veterinir- und Human-Parasitologie hat
teilweise bereits zu einem Durchbruch beziiglich der
diagnostischen Sensitivitat gefiihrt; bestimmte infektio-
logische Fragestellungen lassen sich nun unter vollig
neuen Gesichtspunkten analysieren.

Im folgenden wollen wir einige ausgewihlte Beispiele
diagnostischer PCR-Methoden, die an unserem Institut in
der veterindr- und humanparasitologischen Diagnostik
und Forschung etabliert sind, darstellen. Weitere An-
wendungen der PCR fiir den Nachweis von Parasiten
sind nach entsprechender Absprache im Artikel von
Mathis et al. in dieser Ausgabe beschrieben.
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Tritrichomonose (z. reieisen)

Tritrichomonas foetus verursacht die weltweit vorkom-
mende, als Deckseuche des Rindes bekannte Tritricho-
monose. Die etwa 12-17X6-11 um grossen Flagellaten
aus der Familie der Trichomonadidae sind von birnenfor-
miger Gestalt und sind durch drei an Basalkorpern ent-
springende apikale Geisseln sowie eine Schleppgeissel,
welche eine undulierende Membran bindet, sehr beweg-
lich (Abbildung 1).

Beim minnlichen Rind besiedeln die Tritrichomonaden
die Priaputialhohle, den Penisgraben und die Harnrohre,
beim weiblichen Rind Vagina und Uterus. Die Ubertra-
gung erfolgt beim Deckakt bzw. bei kiinstlicher Besa-
mung durch kontaminierte Samenfliissigkeit. Die Infek-
tion verlduft beim Bullen in der Regel ohne klinische
Symptome, beim weiblichen Rind fiihrt sie zu Vaginitis,
Endometritis und hiufig zur Sterilitit. Nach Konzeption
kommt es hiufig zu Frithaborten nach 6-16 Wochen,
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Abbildung 1: Rasterelekironenmikroskopische
Aufnabme von Tritrichomonas foetus
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Dr.Andrew Hempbhill, Institut fiir Parasitologie, Bern).
Vergrésserung: 200fach.

seltener werden eine intrauterine Mazeration und Pyo-
metra beobachtet. Im letzteren Fall kann normale Trich-
tigkeit vorgetduscht werden. Als Komplikation treten bei
weiblichen Tieren hiufig bakterielle Begleitinfektionen
auf.

Durch mikroskopischen Nachweis von T foetus im Vital-
priaparat (Dunkelfeld) bzw. im nach Giemsa gefirbten
Tupfpriparat der entsprechenden Proben (abortierter
Fetus, ‘Eihaut, Fruchtwasser, Pyometra-Inhalt, Uterus
oder Vagina) wird die Diagnose gesichert. Beim Bullen
gelingt der direkte Nachweis der Erreger in Priaputial-
spulproben eher selten. Hier empfiehlt sich die Kultivie-
rung des Parasiten. In den USA hat sich hierfiir der soge-
nannte InPouch®TF-Test von Biomed Diagnostics (San
Jose, California) sehr gut bewihrt: Kulturmedium in
kleinen Plastik-Sdckchen wird direkt bei der Entnahme
mit den diagnostischen Proben inokuliert. Nach 24-48 h
Kultivierung miissen dann die Isolate in einem modifi-
zierten TYM oder Diamond’s Medium in Glasréhrchen
weiterkultiviert werden, wobei in der Regel eine Be-
handlung der Kulturen mit Antibiotika und Fungiziden
zur Elimination von Kontaminationen notwendig ist.
Als Alternative bzw. zur Bestitigung der auf der Kultivie-
rung und morphologischen Kriterien beruhenden Dia-
gnose wurden weiterhin immunologische (direkte Im-
mun-Fluoreszenz, sandwich-ELISA) und molekularbio-
logische (PCR, s.u.) Nachweismethoden etabliert.

Im Hinblick auf die Differentialdiagnose ist von Bedeu-
tung, dass beim Bullen und auch beim weiblichen Rind
gelegentlich klinisch inapparente Infektionen mit 7’ suis
beobachtet werden. Andere beim Rind vorkommende
Trichomonaden sind die apathogenen Arten Tetratri-
chomonas bovis und Pentatrichomonas bovis (Blind-
darm und Pansen) sowie Trichomonas paviovi und Tri-
trichomonas enteris (Dickdarm).

Seit der Einfilhrung der kiinstlichen Besamung ist die
Tritrichomonose in Mitteleuropa selten geworden. Der
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bis vor kurzem letzte dokumentierte Fall in der Schweiz
datiert bereits tiber 20 Jahre zuriick. 1994 wurde jedoch
bei einem Stier in der Quarantinestation Ins des Schwei-
zerischen Verbandes fiir kiinstliche Besamung (SVKB)
im Verlauf der Routineuntersuchung ein Befall mit T
Joetus festgestellt. Bei weiteren Untersuchungen wur-
den Tritrichomonaden ausserdem bei einem zweiten
Stier in Ins sowie einem Jungstier in der Aufzuchtstation
Langnau (LU) nachgewiesen (Schmidt, 1994). Hierdurch
wurde dieser vielleicht in der Schweiz bereits etwas in
Vergessenheit geratene Parasit wieder in das Bewusst-
sein geriickt.

Die Kultivierung von T foetus ist mit hohem Aufwand an
Zeit und Arbeit verbunden, und der Nachweis des Parasi-
ten gelingt nicht in jedem Fall. Von Michael Ho und Mitar-
beitern in Davis (California, USA) wurde deshalb 1994
ein PCR-Nachweistest entwickelt, welcher eine deutli-
che Erh6hung der Sensitivitit im Vergleich zur traditio-
nellen Kultivierungsmethode darstellt (Ho et al., 1994).
Fur die Amplifikation werden die beiden primers TF1
und TF2 verwendet, welche von einer 0, 85 kbp T foetus
DNA-Sonde abgeleitet wurden. Die Nachweisgrenze bei
Verwendung dieser Methode betrigt zehn Parasiten in
klinischem Material (Direktnachweis, z.B. Priputialspii-
lung) bzw. ein Parasit aus zuvor kultivierten Proben (indi-
rekter Konfirmationstest).

Mit Hilfe dieser Methode gelang uns der Nachweis von T’
Jfoetus sowohl aus in vitro-kultiviertem als auch aus klini-
schem Material (Priputialspiilung) bei den oben er-
wihnten Stieren: Die genomische DNA wurde mit Hilfe
von Standardmethoden (Proteinase K-Verdauungsme-
thode, Brindley et al., 1993) priapariert und verschiedene

Abbildung 2: PCR-Nachweis von Tritrichomonas
foetus-DNA mit Hilfe der primers TF1 und TF2. Die
Amplifikate wurden auf einem 10% Polyacrylamidgel
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefdirbt.

(D) = Molekulargewichismarker; (2) = DNA eines
Referenzstammes; (3-5) = DNA isoliert aus
diagnostischem Material (Préaputialspiilung) in
verschiedenen Verdiinnungen (unverdiinnt, 1:10,
1:100); (6-8) die gleichen diagnostischen Proben mit
Zusatz von DNA des Referenzstammes zur
Inhibitionskontrolle; (9) = negative Kontrolle obne
Zusatz von DNA.

Schweizer
Archiv fiir
Tierheilkunde



146

Verdiinnungen der DNA in der PCR eingesetzt. Pripara-
tion der DNA, Vorbereitung der PCR-Proben, Durchfiih-
rung der Amplifikation und Analyse der Amplifikations-
produkte wurden hierbei riumlich getrennt (verschie-
dene Laborriume), um falsch positive Resultate, z.B. in-
folge von Kontaminationen mit Amplifikationsproduk-
ten aus vorangegangenen PCR-Reaktionen, zu verhin-
dern.

Weniger in kultivierten Proben, aber sehr hiufig in klini-
schem Material, kommt es aufgrund verschiedener in
den Proben enthaltener Komponenten zur Inhibition
der PCR. So konnen z.B. bei hohen DNA-Konzentratio-
nen im PCR-Ansatz Wirts-DNA und genomische DNA
von anderen in der Probe enthaltenen Mikroorganismen
unspezifisch primer-Molekiile binden. Wir fithren des-
halb routinemdssig fiir jede Probe eine Inhibitionskon-
trolle durch, d.h. jede diagnostische Probe wird parallel
in Anwesenheit gereinigter genomischer DNA von T foe-
tus getestet. Ein typisches Resultat einer derartigen PCR
mit klinischem Material (Priputialspilung von einem
der Stiere aus Ins) ist in Abbildung 2 dargestellt. Auf-
grund der geringen Grosse des Amplifikationsproduktes
von 162 bp wurden die Reaktionsprodukte auf einem
Polyacrylamidgel aufgetrennt, um eine sensitivere Detek-
tion und Diskriminierung zu nicht eingebauten primers
zu ermoglichen. Dieses hier gezeigte Beispiel zeigt klar
die Wichtigkeit der Durchfiihrung einer internen Positiv-
kontrolle, da eine Amplifikation bei der unverdiinnten
diagnostischen Probe ausblieb, was offensichtlich auf
eine Inhibition der PCR-Reaktion zuriickzufiihren ist.
Durch Verdinnung der Probe wird diese Inhibition
uberwunden, und spezifische Amplifikationsprodukte
sind eindeutig detektierbar. Weitere Verdiinnung fiihrt
allerdings zu einem negativen Resultat.

Als Folge des erneuten Nachweises von 7 foetus in der
Schweiz wurde an unserem Institut ein durch das Bun-
desamt fiir Veterinirwesen (BVET) sowie den Schweize-
rischen Verband fiir kiinstliche Besamung (SVKB) finan-
ziertes Projekt initiiert, um moderne Methoden zur art-
spezifischen Identifizierung des Parasiten, v.a. durch
PCR, praxisnah zu etablieren bzw. weiter zu optimieren.

Neosporose / Toxoplasmose
(N. Miiller, M. Yamage)

Neospora caninum und Toxoplasma gondii sind Proto-
zoen der Klasse Apicomplexa, die schwere klinische In-
fektionen bei Warmbliitern verursachen kénnen. Diese
beiden Vertreter der zystenbildenden Kokzidien gelten
als Verursacher von Aborten, Muskelschiden und En-
zephalitiden bei Nutztieren. Im Fall von T’ gondii ist zu-
sitzlich ein betrichtliches Infektionspotential fiir den
Menschen von Bedeutung.Nach neuen Erkenntnissen ist

weltweit etwa ein Drittel der Bevolkerung mit I’ gondii

infiziert. Die Infektion verlduft bei immunkompetenten
Personen in der Regel asymptomatisch. Immunge-
schwiichte und Immunsupprimierte hingegen sind hiu-
fig von einer generalisierten, zerebralen Form der Infek-

Schweizer
Archiv fiir
Tierheilkunde

A 12345678 910111213 M

B 123 456 7 8 91111213 M

Abbildung 3: PCR-Analyse mit den N. caninum-
spezifischen primers Np1 und Np2 (A) sowie mit
T. gondii-spezifischen primers des B1-Gens (nach
Burg et al., 1989) (B).Auf ein 0,8% Agarosegel
wurden die Amplifikationsprodukte von PCRs
aufgetragen, die mit folgenden DNAs durchgefiibrt
wurden: (1) = negative Kontrolle obne DNA;

(2) = DNA des Plasmids pTXgB1 mit der T. gondii
Bi1-Gensequenz; (3) = DNA des Plasmids pNc5 mit
der N. caninum-spezifischen Gensequenz;

(4-8) = DNA verschiedener Sarcocystis-Arten;
(9-11) = DNA verschiedener T. gondii-Stdmme;
(12-13) = DNA von zwei N. caninum-Stdmmen,
(M) = Molekulargewichismarker.

tion mit lebensbedrohenden Auswirkungen betroffen.
Eine weitere Risikogruppe sind Schwangere, bei denen
im Fall einer Erstinfektion die Moglichkeit einer Ubertra-
gung des Parasiten auf den Fetus besteht. Eine solche
transplazentire Infektion ist teilweise mit schwerwie-
genden zerebralen Schidigungen beim Fetus verbunden.
Der Lebenszyklus konnte bei I’ gondii vollstindig be-
schrieben werden. Endwirt dieses Parasiten ist aus-
schliesslich die Katze,die gleichzeitig auch als Zwischen-
wirt fungieren kann. Durch Ausscheiden von Oozysten
uber den Kot gelangt der Parasit in die Aussenwelt und
wird dort direkt oder tiber kontaminierte Nahrung von
unterschiedlichen Zwischenwirten aufgenommen. Als
Zwischenwirte sind neben den wichtigsten Heimtieren
(Hund, Katze) vor allem Nutztiere (Rind, Schwein, Schaf)
aber auch der Mensch selbst zu nennen. Hier bildet der

Band 138, Heft 3, Mirz 1996
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Parasit im Verlauf der Infektion intrazellulire Zysten in
unterschiedlichen Geweben und im Gehirn aus. Mit
dem Verzehr von zystenhaltigem Fleisch durch den End-
wirt (Katze) wird der Lebenszyklus von T gondii ge-
schlossen. Da sich der Mensch und andere Zwischenwir-
te ebenfalls durch Zysten in kontaminiertem Fleisch infi-
zieren konnen, besteht bei der Toxoplasmose ein wei-
terer, vom Endwirt unabhingiger Ubertragungszyklus,
der infektiologisch von grosser Bedeutung ist.

Im Gegensatz zu I’ gondii ist der Infektionskreislauf von
N. caninum nur sehr unzureichend geklirt. Dieser Para-
sit ist morphologisch I’ gondii sehr dhnlich und wurde
bisher ausschliesslich bei Hunden, Rindern, Schafen,
Ziegen und Pferden nachgewiesen. Es ist lediglich be-
kannt, dass der Parasit im Zwischenwirt transplazentir
ubertragen werden kann, und es wird vermutet, dass im
Zyklus von N. caninum ein oder mehrere Karnivore als
Endwirt(e) involviert ist. ,

N. caninum wird seit 1988 als eigene Spezies anerkannt.
Der Parasit verursacht dhnliche klinische Erscheinungen
wie T gondii und wurde bis 1988 filschlicherweise auch

123456

W <115 bp

s <— 115 bp

Abbildung 4: PCR-Analyse mit T. gondii-spezifischen
primers des B1-Gens.Auf ein 10% Polyacrylamidgel
wurden die Amplifikationsprodukte von PCRs
aufgetragen, die mit folgenden Proben durchgefiibrt
wurden: (1) = negative Kontrolle obne DNA;

(2) = Positivkontrolle (DNA Aquivalent von ca.

4 T. gondii Trophozoiten); (3 und 5) = «Positive»
Fruchtwasserproben (Mensch); (4 und 6) = «Negative»
Fruchtwasserproben (Mensch). (A) zeigt die Analyse
der eigentlichen diagnostischen PCRs, (B) die Analyse
der PCRs mit Zusatz von 3-5 Molekiilen T. gondii-DNA
als Inbibitionskontrolle (ausser bei (1) = negative
Kontrolle obne DNA). Die schwachen Banden im
unteren Bereich der Gele sind diagnostisch irrelevant.
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als T’ gondii diagnostiziert. Neben Aborten bei verschie-
denen landwirtschaftlichen Nutztieren verursacht N. ca-
ninum auch Paralysen beim Hund. Erst seit kurzer Zeit
ist bekannt, dass N. caninum in den USA der wichtigste
protozodre Erreger von Aborten beim Rind ist, die Be-
deutung des Parasiten in diesem Zusammenhang wurde
aber auch schon in Neuseeland, England und den Nieder-
landen erkannt.

In der Schweiz wurde die Neosporose bereits in einigen
Fillen beim Hund nachgewiesen. Die Relevanz dieser Pa-
rasitose im Zusammenhang mit Aborten beim Rind
scheint aber nicht sehr gross zu sein (Institut fiir Parasito-
logie, Bern, unpublizierte Daten). Die Durchfiihrung einer
entsprechenden breiteren epidemiologischen Studie ist
dringend erforderlich; hierzu bedarf es jedoch einer routi-
nemassig anwendbaren Diagnosemethode, die nicht nur
einen direkten Nachweis von N. caninum in den abortier-
ten Feten erlaubt, sondern auch eine klare Abgrenzung zu
dem morphologisch und infektiologisch sehr dhnlichen
Erreger T gondii zulisst. Diesbeziiglich steht derzeit zwar
eine immunhistochemische Firbetechnik zur Verfiigung,
die mit Hilfe von mono- oder polyklonalen Antikdrpern
eine Unterscheidung zwischen beiden Parasiten ermogli-
chen konnte. Da diese Technik diagnostisch aber nur
dann einsetzbar ist, wenn das zu untersuchende Material
mit einer verhaltnismissig grossen Zahl an Parasiten befal-
len ist, wurde in unserem Labor auf der Basis der PCR ein
hochempfindlicher und spezifischer Test entwickelt, der
potentiell zum Nachweis einer einzigen N. caninum-Zy-
ste geeignet sein sollte.

Zur Etablierung dieses PCR-Tests wurde zunidchst DNA
aus N. caninum und T gondii prapariert, die anschlies-
send als Hybridisierungssonden fiir ein differentielles
screening einer genomischen DNA-Bank von N. cani-
num dienten (Kaufmann et al., 1995). Beim screening
konnte ein Klon (pNc5) mit einer DNA-Sequenz identifi-
ziert werden, die sich nicht nur durch eine starke Hybri-
disierung mit N. caninum-DNA auszeichnete, sondern
auch keine Kreuzhybridisierung mit 7" gondii-DNA auf-
wies. Aus den Sequenzdaten dieses N. caninum-spezi-
fischen DNA-Fragments wurde dann ein primer-Paar,
Npl und Np2, fiir eine diagnostische PCR abgeleitet
(Yamage et al., 1995). Die primers wurden so gewihlt,
dass ein Amplifikationsprodukt mit einer Grosse von 944
bp zu erwarten war. In einer ersten Anwendung dieser
PCR und einer anschliessenden Analyse der PCR-Produk-
te mittels Agarose-Gelelektrophorese (Abbildung. 3A)
konnte gezeigt werden, dass in Anwesenheit von N. cani-
num-DNA tatsichlich das erwartete DNA-Fragment als
deutlich erkennbares Amplifikationsprodukt syntheti-
siert wird. In einem PCR-Ansatz mit 7 gondii-DNA hinge-
gen war das Fragment erwartungsgemdss nicht vorhan-
den. Gleichermassen zeigte der PCR-Test auch negative
Resultate mit DNA aus verschiedenen Spezies von Sarco-
cystis, einer phylogenetisch und infektiologisch mit N
caninum nah verwandten Gattung. Aus diesen Ergeb-
nissen liess sich erkennen, dass der entwickelte PCR-Test
grundsitzlich zum Einsatz fiir einen spezifischen Nach-
weis von N. caninum-Infektionen geeignet ist.
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Um eine weitere Voraussetzung fiir eine Differentialdia-
gnostik im Bereich Neosporose/Toxoplasmose zu schaf-
fen, wurde in unserem Labor zusitzlich zur N, caninum-
spezifischen PCR ein entsprechender Test zur Diagnose
von Infektionen mit T’ gondii etabliert. Hierzu bedienten
wir uns zunichst einer von Burg et al. (1989) beschriebe-
nen PCR, die auf der Amplifikation einer 195 bp langen
Teilsequenz des hochrepetierten B1-Gens von T gondii
beruht. Dieser Test hat sich bereits vielfach als diagnosti-
sches Hilfsmittel auf dem Gebiet der Toxoplasmose be-
wihrt. Wir konnten die Tauglichkeit dieser PCR im
Hinblick auf ihre Spezifitit bestitigen, weil sie einen ein-
deutigen, molekularen Nachweis von T’ gondii-DNA er
brachte und zu einem negativen Resultat bei der Analyse
von DNA aus N. caninum und Sarcocystis spp. fiihrte
(Abbildung 3B). Bei der Uberpriifung von klinischem
Material aus dem humandiagnostischen Bereich stellten
wir jedoch fest, dass eine durch Bretagne et al. (1993)
erarbeitete PCR insgesamt weit zuverldssigere und bes-
ser interpretierbare Ergebnisse lieferte als die von uns
urspriinglich verwendete PCR. Dieser Test basiert auf
der Amplifikation eines 115 bp Fragments des B1-Gens
und beinhaltet eine anschliessende Auswertung der PCR
mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Wir haben uns die hervorragenden diagnostischen Ei-
genschaften dieses Tests zunutze gemacht, um 7 gondii
in klinischen Proben vom Mensch nachzuweisen (Abbil-
dung 4). Die wichtigsten Testsubstrate sind Fruchtwas-
ser und Blut (Jacquier et al., 1995). Die Aufarbeitung der
entsprechenden Proben besteht aus der Eliminierung
der Erythrozyten mit Hilfe eines selektiven Lysis-Puffers
(0,32 M Sucrose; 10 mM Tris-HCI, pH 7, 5; 5 mM MgCl,
und 1% Triton X100) sowie der anschliessenden Freiset-
zung und Denaturierung der Wirts- und Parasiten-spezi-
fischen DNA durch Behandlung des verbleibenden Zell-
sediments mit Extraktionspuffer (10 mM NaOH; 0,5%
Tween 20 und 0, 5% Nonidet P-40), gefolgt von 10 mintiti-
gem Kochen der Proben. Um die Zuverlissigkeit der Dia-
gnose zu garantieren, werden alle Tests mit zwei ver
schiedenen Probenmengen und parallel mit einer inter
nen Kontrolle durchgefiihrt, die aus einer gerade noch
nachweisbaren Menge genomischer I gondii-DNA be-
steht (DNA-Aquivalent zu ca. 4 T’ gondii-Trophozoiten).
Durch die Kontrolle sind wir in der Lage, falsch negative
Resultate zu erkennen, die durch inhibitorische Kompo-
nenten im PCR-Ansatz verursacht werden. Falsch positi-
ve Ergebnisse, die durch carry-over Kontaminationen
vorangegangener PCRs entstehen kénnen, werden ver-
hindert, indem das Prinzip der riumlichen Trennung
von Probenaufarbeitung und Analyse der PCR-Produkte
strikt eingehalten wird. «Falsche» Reaktionsbefunde die-
ses Ursprungs werden ausserdem durch zwei weitere
methodische Schritte praktisch ausgeschlossen, die von
Longo et al. (1990) beschrieben wurden: (i) Zur PCR
wird nicht der authentische Nukleotidsatz natiirlich vor-
kommender DNA zugegeben, sondern eines dieser Nu-
kleotide, dTTP (2’-Deoxythymidin 5’-triphosphat), wird
durch das artifizielle Nukleotid dUTP (2’-Deoxyuridin
5’-triphosphat) ersetzt. Dadurch sind PCR-Produkte bio-
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chemisch von natiirlicher DNA verschieden. (ii) Jeder
PCR-Ansatz wird vor der zyklischen Reaktion mit dem
Enzym Uracil-DNA-Glycosilase (UDG) inkubiert, wo-
durch eine eventuell auftretende carry-over PCR-Konta-
mination aufgrund ihres Gehalts an Uracil (basische
Komponente von dUTP) selektiv zerstort wird. Da na-
tiirlich vorkommende DNA von der Wirkung der UDG
verschont bleibt, und das Enzym bei den hohen Tempe-
raturen des Thermozyklus inaktiv ist, kann die PCR trotz
der enzymatischen Vorbehandlung ungestort ablaufen.
Die hier erwiahnten Massnahmen zur Vermeidung falsch
negativer und falsch positiver Befunde bei der diagnosti-
schen PCR haben sich in unserer Routineanwendung
sehr bewihrt. Entsprechende Modifikationen wollen wir
nun auch in die bei uns entwickelte PCR zum Nachweis
von N. caninum-Infektionen einbauen, damit ein routi-
nemassiger Einsatz dieses Tests in der veterinarmedizini-
schen Diagnostik ins Auge gefasst werden kann. Weitere
Studien mit klinischem Material sollen dann zeigen, ob
die entsprechend verinderte PCR eine zuverlissige Er-
fassung von Fillen einer kongenitalen Neosporose beim
Rind erlaubt, oder ob weitere Anpassungen des Tests fiir
eine praktische Anwendung erfolgen miissen.

Echinokokkose, Zystizerkose/Taeniose
(B. Gottstein)

Echinokokkose. Unter der alveoliren Echinokokkose
verstehen wir die Erkrankung, die nach einer Infektion
mit Eiern des sogenannten kleinen Fuchsbandwurmes
Echinococcus multilocularis auftreten kann. E. multilo-
cularis kommt als adulter Bandwurm im Diinndarm
seiner Endwirte vor. In Mitteleuropa ist hauptsichlich
der Rotfuchs betroffen, wobei auch Hund und Katze als
Endwirt in Frage kommen. Neuere Untersuchungen be-
ziiglich der Befallsextensitit sowie der Befallsintensitit
bei Fiichsen in der Schweiz weisen auf die starke Priasenz
des Parasiten hin (Ewald et al., 1992). Uber den Befall bei
Hund und Katze liegen aus der Schweiz keine genaueren
Daten vor. Sexuelle Maturitit erlangen die adulten Wiir-
mer bereits 4 bis 5 Wochen nach Infektion, gefolgt von
einer Abstossung gravider Proglottiden, die je ungefihr
200 Echinokokkeneier enthalten. Mit dem Kot in die Aus-
senwelt gelangte Eier sind fur Zwischenwirte bereits voll
infektios. Im Gegensatz zu E. multilocularis benutzt sein
enger Verwandter Echinococcus granulosus vorwie-
gend Hunde als Endwirt sowie verschiedene Nutz- und
Wildtiere als Zwischenwirt, wobei dieser Parasit beim
Hund in Mitteleuropa sehr selten vorkommt. E. multi-
locularis und E. granulosus-Eier sehen morphologisch
identisch aus, so dass hier neue Techniken zur Artdiffe-
renzierung notwendig sind (siehe Artikel von Mathis et
al. in dieser Ausgabe). Als Zwischenwirte fiir E. multilo-
cularis fungieren kleine Saugetiere, hauptsichlich Arvi-
cola terrestris sowie Microtus arvalis. Diese infizieren
sich durch perorale Aufnahme von E. multilocularis-Ei-
ern uber kontaminierte Nahrung, moglicherweise auch
Wasser. Aktivierte Onkosphiren gelangen anschliessend
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<2.6kbp

<0.3kbp

Abbildung 5: PCR-Nachweis von Echinococcus
multilocularis-DNA unter Verwendung der primers
BG1 und BG2 (2, 6 kbp Amplifikat, artspezifisch)
oder BG1 und BG3 (0,3 kbp Amplifikat,
gattungsspezifisch). Darstellung der Amplifikate in
einem 0,8% Agarosegel: (1) = «Kontaminations-
kontrolle» (Reaktion obhne DNA), (2) = DNA aus dem
Diinndarmabstrich eines natiirlich infizierten
Fucbhses, amplifiziert mit BG1/BG3; (3) = die selbe
DNA amplifiziert mit BG1/BG2;

(4) = «Positiv-Kontrolle BG1/BG2» mit binzugefiigter,
genomischer E. multilocularis-DNA.

(M) = Molekulargewichismarker.

uber Mesenterialvenen und moglicherweise Lymphge-
fisse in die Leber, wo sie sich zu einem blischenformi-
gen Vesikel weiterentwickeln. Mit der Zeit erfolgt die
Ausbildung eines riesenwiichsigen Blischenkonglome-
rates und, von der Keimschicht ausgehend, eine Differen-
zierung zu sogenannten Protoskolizes (Kopfanlagen),
die, wenn ein Endwirt einen infizierten Zwischenwirt
frisst und so Protoskolizes peroral aufnimmt, sich
schliesslich wieder zu adulten Bandwiirmern weiterent-
wickeln. Entwickeln sich die Metazestoden von E. multi-
locularis oder E. granulosus atypisch (z.B. nekrotisie-
rend), kann die morphologische Artbestimmung
schwierig sein, so dass auch hier neue, molekular-dia-
gnostische Techniken zum Zuge kommen konnen.

Zystizerkose/Taeniose. Bei den Bandwurmarten Taenia
solium (Tso) und Taenia saginata (Tsa) fungiert aus-
schliesslich der Mensch als Endwirt. Abgetrennte Pro-
glottiden (Bandwurmglieder) sowie freigesetzte Eier ge-
langen mit dem Stuhl in die Aussenwelt. Nach Aufnahme
der Eier durch Zwischenwirte (Tso: Schwein, sowie
ebenfalls der Mensch, der somit zugleich Endwirt und
Zwischenwirt [Fehlwirt] sein kann; Tsa: Rind) werden
im Diinndarm Larvalstadien (Onkosphiren) frei, die auf
dem Blutweg in die Zielorgane gelangen, wo sie inner-
halb von 3-4 Monaten zu infektionstiichtigen Zystizer-
ken heranwachsen. Diese konnen so das Krankheitsbild
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der Zystizerkose hervorrufen. In Europa kommt 7 so-
lium selten in einigen Lindern Ost- und Siiddeuropas (v.a.
Portugal, Polen und Ex-Yugoslawien) vor, in anderen Re-
gionen der Erde dagegen wie Siid- und Mittelamerika,
Stidafrika sowie Stidostasien ist die Privalenz recht hoch
(vor allem in Gebieten mit Schweinezucht und geringem
Hygienestandard). In Mitteleuropa gewinnt aber 7' so-
lium durch Immigration und Tourismus an Bedeutung.
Beim Vorliegen eines Befalles mit adulten Taenien kann
die Artbestimmung nur dann leicht durchgefiihrt wer-
den, wenn im Stuhl abgegangene Proglottiden sich mor-
phologisch unterscheiden lassen. Wenn dies nicht der
Fall ist, konnen neue Verfahren wie die PCR erginzend
eingreifen. Zur Zeit sind weltweit ca. 39 Mio.Personen (=
Endwirte) mit T saginata infiziert. Beim Zwischenwirt
Rind wird in der Schweiz mit einer Privalenz von ca. 1%
gerechnet. Pridilektionsstellen fiir die Zystizerken sind
Kau- und Zungenmuskulatur, Diaphragma sowie Herz.
Nach einer gewissen Zeit sterben die Zystizerken zuerst
im Herz ab (Verkalkung), spiter dann auch in der Skelett-
muskulatur. Eine morphologische Artidentifizierung
bei solchen abgestorbenen Zystizerken ist Adusserst
schwierig, geeignete molekulare Techniken sind deshalb
unter bestimmten epidemiologischen Voraussetzungen
unentbehrlich.

Diagnostische PCR. Die Anwendung der PCR und ganz
allgemein molekularbiologischer Methoden im parasito-
logisch-diagnostischen Sektor hat ebenfalls vor den ge-
nomisch im Vergleich zu Viren oder Bakterien viel kom-
plexer organisierten Metazoen, insbesondere den Hel-
minthen, keinen Halt gemacht.So sind in letzter Zeit eine

M 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,

<—2.60kbp

<0.55kbp

Abbildung 6: PCR-Nachweis von Taenia saginata-DNA
unter Verwendung der primers BG1 und BG2 (0,55
kbp Amplifikat). Darstellung der Amplifikate in
einem 0,8% Agarosegel mit folgender DNA:

(1) = genomische E. multilocularis-DNA als Kontrolle;
(2) = genomische E. granulosus-DNA als Kontrolle;
(3-8) = Taenia saginata-Proglottiden von
verschiedenen Patienten, (9, 10) = Taenia solium-DNA
aus Finnen von verschiedenen Patienten;

(11) = «Negativkontrolle» mit Hymenolepis
diminuta-DNA; (M) = Molekulargewichtsmarker.
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Vielzahl verschiedener DNA-Sonden zur Bestimmung
und Gruppierung von E. granulosus- (Rishi und McMa-
nus, 1987; Yap et al., 1988; Lymbery und Thompson,
1989; Bowles und McManus, 1993) und E. multilocu-
laris-Isolaten (Vogel et al., 1991) entwickelt worden.
Der diagnostische Wert solcher Sonden bestand darin,
dass geeignete DNA-Sequenzen zur Entwicklung einer
diagnostischen PCR verwendet werden konnten. Die er-
ste E. multilocularis DNA-Sonde (pAL1) wurde von Vo-
gel und Mitarbeitern (1991) entwickelt. Mittels pAL1
wurden vorerst verschiedene E. multilocularis-Isolate
durch Southern-blot-Hybridisierungen charakterisiert
(Vogel et al., 1991). Spiter wurde pAL1 sequenziert und
so fiir die Entwicklung einer PCR verwendbar gemacht
(Gottstein und Mowatt, 1991). Zwei Oligonukleotid-pri-
mers (BG1 und BG2) definierten dabei ein E. multilo-
cularis-spezifisches PCR-Fragment mit einer Linge von
2,6kbp. Aus dem Genom von 14 verschiedenen E. mul-
tilocularis-Isolaten aus der Schweiz, Alaska, Kanada,
Frankreich, Deutschland und Japan konnte das 2, 6 kbp
PCR-Produkt amplifiziert werden, nicht jedoch bei E
granulosus oder anderen Zestodenarten. Ein anderes
von pAL1 abgeleitetes primer-Paar (BG1 und BG3) mit
einem 0, 3 kbp PCR-Fragment erwies sich als Gattungs-
spezifisch, indem sowohl E. multilocularis, E. granulo-
sus als auch E. vogeli in der PCR identisch reagierten.
In der Veterinarparasitologie hat sich die oben erwihnte
PCR-Methode (BG1/BG2/BG3-PCR) bereits in Feldversu-
chen bewihrt. Im Rahmen einer Untersuchung von
Schermausen (Arvicola terrestris) zum Nachweis von
E. multilocularis-Metazestoden im Kanton Fribourg
wurden die Tiere nicht nur patho-anatomisch und histo-
pathologisch untersucht (Schmidt et al., in press), son-
dern zusitzlich auch mit der E. multilocularis-spezifi-
schen PCR. Insgesamt erwiesen sich 11 von 28 Tieren
(BI%) als E. multilocularis infiziert. Dies stellt unseres
Wissens die hochste in Europa je festgestellte Befallsrate
dar. Bei diesen Untersuchungen wies die PCR eine dia-
gnostische Sensitivitit von 72% auf, wobei sich der Test
vor allem dazu geeignet zeigte, vitales Metazestodenge-
webe nachzuweisen. Die BG1/BG2/BG3-PCR eignete
sich ebenfalls zur Identifizierung von Bandwurm-Pro-
glottiden: Bei der Untersuchung von Diinndarmabstri-
chen von potentiell mit Bandwiirmern infizierten Fiich-
sen gelang die direkte molekulare Identifizierung von
E. multilocularis (Abbildung. 5).

Weiterfihrende Untersuchungen an Bandwurmproglot-
tiden zeigten, dass mittels der BG1/BG2-PCR auch Tae-
nia saginata von T solium unterschieden werden kann
(Gottstein et al.,, 1991), indem sich ausschliesslich bei
I saginata ein 0, 55 kbp PCR-Produkt amplifizieren liess
(Abbildung 6). Gegenwartig wird diese Methode zum
differentialdiagnostischen Nachweis der intestinalen
Taeniose routinemissig eingesetzt, wobei spezifisch
I’ saginata und T. taeniaeformis (bei dieser Bandwurm-
art kommt es zur Amplifikation eines artspezifischen 0, 6
kbp-Fragmentes) identifiziert werden konnen. Das Ver-
fahren eignet sich auch zum Nachweis der entsprechen-
den Zystizerken. Als Beispiel sei hier ein Projekt zur
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Identifizierung bisher nicht bestimmbarer zystizerkoi-
der Gebilde beim Rind in Neuseeland aufgefiihrt. In
Neuseeland gilt das Rind prinzipiell als frei von T sagina-
ta-Zystizerken. In der Fleischschau werden jedoch regel-
massig abgestorbene, verkalkte Gebilde nachgewiesen,
bei denen es sich um Zystizerken handelt, wobei die
verursachende Taenia-Art morphologisch nicht identifi-
ziert werden konnte. Die verantwortlichen Behorden
(Central Animal Health Laboratory, Ministry of Agricul-
ture and Fisheries) gelangten mit der Anfrage zur mole-
kularen Identifizierung des Parasitengewebes an uns.
Die in der PCR nachgewiesenen Reaktionen liessen
nicht nur 7’ saginata als den fiir die zystizerkoide Lision
verantwortlichen Organismus ausschliessen, sondern sie
lieferten erste Anhaltspunkte fiir die Existenz einer bis-
her noch nicht identifizierten Taenia-Art beim Rind in
Neuseeland.

PCR-Methoden, wie sie hier beschrieben wurden, eignen
sich nicht nur zur Identifizierung und Charakterisierung
von Parasiten-Isolaten, sie bilden auch eine Grundlage,
um neue, fir den Kliniker niitzliche Werkzeuge zu ent-
wickeln. Die Weiterfithrung der PCR zu einer sogenann-
ten RT-PCR (reverse transcription PCR) sollte es bald
ermoglichen, neben der Prisenz des Parasiten auch seine
Vitalitit zu bestimmen, indem seine mRNA im diagnosti-
schen Untersuchungsmaterial z.B. in Biopsie-Punktions-
material nachgewiesen werden kann.
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