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Originalarbeit

Untersuchungen zum Vorkommen
von Toxoplasma gondii und Neospora caninum
unter fleischhygienischen Aspekten

Institut für Parasitologie der Universität Bern1, Schlachthof Bern2, Amt für Fleischuntersuchung,

Courtepin3, Institut für Viruskrankheiten und Immunprophylaxe, Mittelhäusern4

R. Wyss1, H. Sager1, N. Müller1, F. Inderbitzin2, M. König3, L. Audige4, B. Gottstein1

Zusammenfassung

Die beiden Protozoen Toxoplasmagondii und

Neospora caninum sind phänotypisch und phylogenetisch

nahe verwandte zystenbildende Kokzidien,

welche Aborte bei verschiedenenTierarten auslosen

können. Die durch T.gondii verursachte

Toxoplasmose stellt zudem eine Zoonose dar, die beim

Menschen insbesondere im Rahmen konataler

Infektionen und Infektionsablaufe bei lmmunge-
schwachten Personen von Bedeutung sem kann.

Da sich der Mensch u.a. über denVerzehr von To-

xoplasma-zystenhaltigem Fleisch infizieren kann,

ist es wichtig, die Pravalenz des Parasiten m
Schlachttieren zu kennen. Obwohl N. caninum ein

zoonotisches Potential abgesprochen wird, ist der

Parasit wegen seiner grossen wirtschaftlichen

Bedeutung m der Rinderzucht m die vorliegende

Studie miteinbezogen worden Um die Prävalenzen

der beiden Kokzidienarten zu eruieren, wurden

Muskel- und Gehirnproben von Rindern,

Schafen, Pferden und Schweinen mittels PCR
untersucht. Zusätzlich wurden die Seren der

untersuchten Tiere im 7oxoplasHM-P30-ELISA

und im Neospora-SA-EIISA geprüft. Die fur T
gondu mittels PCR eruierten Pravalenzen waren

bei allen untersuchten Schiachttierarten tief: Kuhe

3%, Mastbullen 2%, Jungrinder 6%, Kalber 1%,

Schafe 6%, Pferde und Schweine je 0% Die
Pravalenz von Neospora betrug bei den Kühen 2%, bei

allen anderenTiergruppen 0%. Die erhaltenen

Seroprävalenzen, die auch altere Infektionsablaufe

mitpotentieller Ekmimerung der Parasiten

widerspiegeln können, waren fur beide Parasitenarten

deutlich hoher, mitAusnahme der Mastschweine.

Da der Nachweis vonToxoplasmen grundsätzlich

im Band-, Kalb- und Schaflleisch gelang, müssen

wir davon ausgehen, dass beim Verzehr dieser

Fleischarten ein potentielles Infektionsrisiko

bestehen kann. Im Gegensatz dazu scheint Pferdefleisch

sowie Fleisch von Mastschweinen i d.R frei

von T.gondu zu sein und so ein geringes bzw. ver-

nachlassigbares Infektionspotential darzustellen.

Schlüsselwörter:Toxoplasma gondii-Neospora
caninum - Rind - Schaf - Pferd - Schwein - PCR

- ELISA

Distribution of Toxoplasma gondii
and Neospora caninum

under aspects of meat hygiene

Toxoplasma gondii and Neospora caninum are pheno-

typically and phylogenetically closely related cyst-

forming coccidia, both ofwhich may cause abortion

m livestock animals. Tgondii exhibits also zoo-

node potential by causmg diaplacental infections m
the human fetus and harmful infections in lmmu-
nosuppressed individuals. Humans get infected

either by consuming inappropriately prepared cyst-

containg meat or by ingesting oocysts originating
from cat feces. Therefore, m order to assess infection

risk we need to have knowledge on the

prevalence of the parasite m consumable meat and

thus slaughtered animals. So far, no data indicate

any zoonotic potential for N. caninum Due to its

high economic impact in the bovine production

m Switzerland,we included this parasite in the present

study as well.The prevalence ofboth parasite

species were investigated by PCR m muscle and

brain samples of slaughtered bovines, sheep, pigs

and horses. Comparatively, a serum sample from

each animal was simultaneously tested serologically

by a Tbxoplasma-P30-ELISA and a Neospora-

SA-ELISA The prevalences determined by the

T.gondu-TCH. were the followmgs: adult cows 3%,

young bulls 2%, young cows prior to gravidity 6%,

calves 1%, sheep 6%, horses and pigs each 0% For

N caninum, the PCR-prevalence was 2% for adult

cows and 0% for all other animal groups.

Conversely, the seroprevalences were much higher for

both parasite species and all ammal groups,with the

exception ofthe fattemng pigs. However, as T.gon¬

dii was principally detectable m bovine (cows and

calves) as well as in sheep meat, the consumption

of this meat harbours a potential infection risk for

humans. In contrast, the lack ofany parasite detec-

tabihty m fattemng pig and horse meat allows to

consider this infection source as neglectable when

compaied to bovine and ovine meat.

Keywords: Toxoplasma gondii - Neospora caninum

- cattle - sheep - horse - pig - PCR - ELISA
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Toxoplasma und Neospora unter fleischhygienischen Aspekten

Einleitung

Toxoplasma gondii ist ein weltweit verbreitetes, im
Dünndarm felider Endwirte parasitierendes Kokzi-
dium. Das Spektrum der Zwischenwirte ist bedeutend

grösser. Neben einigenVogelarten finden sich

Stadien des Protozoons hauptsächlich in den meisten

Säugetierarten und dem Menschen. Die
Toxoplasmose ist folghch eine Zoonose, die für Mensch

und Tier von medizinischer und/oder ökonomischer

Bedeutung ist.

Nach Artikel 2 der Lebensmittelverordnung

(LMV) vom 1. März 1995 dürfen Nahrungsmittel
Stoffe und Organismen nur in Mengen enthalten,

welche die menschliche Gesundheit nicht gefährden

können. Fleisch von Schiachttieren, welches

Gewebezysten von T. gondii enthält, kann eine

wichtige Infektionsquelle für den Konsumenten

sein (Gottstein, 1995). Eine Infektion mit T.gondii

kann unter bestimmten Umständen zu einer

schwerwiegend verlaufenden Toxoplasmose führen.

Da chronisch infizierte Tiere l.d.R. keine

pathologisch-anatomischen Veränderungen aufweisen,

können sie bei der Fleischkontrolle nicht
erkannt werden, womit der oben erwähnte Grundsatz

für diesen Parasiten nicht eingehalten werden

kann. Um das Gefährdungspotential mit Toxoplasmen

abschätzen zu können, ist es wichtig, den

Durchseuchungsgrad in der Schlachttierpopula-

tion zu kennen.

In den meisten bisherigen Studien zur Ermittlung
der Toxoplasma-Przvalenz wurden serologischeVer-

fahren eingesetzt, mit denen sich zwar die Exposi-

tionsextensitat ermitteln liess, nicht jedoch der Anteil

von Tieren, die Toxoplasma-Pimsiten beherbergen.

Als Beispiel sei eine Arbeit aus dem Jahre 1967

erwähnt, bei der 400 Schlachtschweine aus der

Ostschweiz mit dem Sabm-Feldman-Test (SFT)

serologisch untersucht wurden, wovon 55% einen

positiven Titer aufwiesen (Wiesmann, 1967).Weis-

stanner (1969) untersuchte 105 Schiachtschweine

serologisch und prüfte deren Zwerchfellsproben im
Tierversuch auf dasVorkommen vonToxoplasmen.

Die Serologie war bei 62% derTiere positiv, die

Erregerisolierung gelang aber nur bei 12% der

serologisch positiven Schweine. In verschiedenen

Regionen der Schweiz führte Erb (1986) Untersuchungen

durch, umVergleiche zwischen der Serologie

(indirekte Immunfluoreszenz, IFAT) und

dem Zystennachweis im Fleisch (Immunhistoche-

mie) anzustellenVon 100 untersuchten Schweinen

waren 17% seropositiv, davon wiederum 20%

nachgewiesene Toxoplasmenträger. Bei 100 Rindern

erwiesen sich 36% als serologisch positiv und davon

5% auch als positiv in der Immunhistochemie. Zu
bemerken bleibt, dass die Autoren keine Angaben

zur Spezifität ihrer Immunhistologie heferten, was

im Hinblick aufdas relativ häufigeVorkommen von
Sarcocystis und Neospora beim Rind wichtig gewesen

wäre.Von 91 untersuchten Schafen waren 23%

seropositiv, davon 35% nachgewiesene Parasitenträger.

Die Untersuchung von 20 Pferden identifizierte

50% als seropositiv, wovon 55% sich als

Gewebezystenträger nachweisen hessen.

Arbeiten aus anderen Ländern wiesen - im
Vergleich zu früherenjahren — einen vergleichbar
kleineren Prozentsatz positiver Schweine auf, was auf

eine verbesserte Hygiene in den Schweinebestän-

den zurückgeführt werden könnte (Edelhofer,

1994). Beim Rind gelang der Erregernachweis in
den meisten Fällen nicht (Boch et al., 1965; Doby
und Deunff, 1984; Dubey, 1976). Boch (1980)

bezeichnete deshalb das Rind als irrelevante

Infektionsquelle für den Menschen. Direkte Parasiten-

Isolierungen erbrachten beim Schaf oft einen recht

grossen Anteil an Zystenträgern, so z.B. bei Work

(1967), der eine Seroprävalenz von 58% dokumentierte,

wobei ihm anschliessend der Erregernachweis

bei 20% der seropositiven Schafe gelang. Uber
T.gondii beim Pferd hegen nur spärliche Daten vor

(Al-Khalidi und Dubey, 1979).

Rommel et al. (1982) verfütterten Muskulatur von
1260 Kühen an Katzen und konnten daraufden

Parasiten bei keinem ihrerVersuchstiere nachweisen.

Im Gegensatz dazu gelang der Nachweis von T.gon-

&-DNA bei Rinderfeten im Rahmen einer kürzlich

veröffentlichten Abortstudie (Gottstein et al.,

1999).

Neospora caninum gilt als wichtiger Abortverursa-

cher beim Rind. Untersuchungen in der Schweiz

zeigten, dass Neospora-TDNA bei 29% von 89

untersuchten, abortierten Rinderfeten im Hirn nachgewiesen

werden konnte, wobei der Neospora-Nach-

weis in den meisten Fällen mit den entsprechenden

pathologischen Veränderungen des ZNS emher-

ging (Gottstein et al., 1998). Bezüglich des

Vorkommens von N. caninum beim Schaf, Pferd und

Schwein liegen bisher noch praktisch keine Daten

vor. Der Mensch ist nach heutigem Wissensstand

für die Infektion nicht empfänglich. So konnte der

Parasit bei der Untersuchung von Aborten in
Schweden (Petersen et al., 1999) und bei Aids-Pa-

tienten mit Verdacht auf eine zerebrale Toxoplasmose,

jedoch mit negativen lmmunhistochemi-
schen Toxoplasma-Testergebnissen (Gottstem und

Müller, unpublizierte Daten), nicht nachgewiesen

werden. Allerdings verlief eine experimentelle
Infektion bei Primaten erfolgreich und mündete in
eine diaplazentäre Passage des Parasiten (Ho et al.,

1997).

Zur Diagnose der Toxoplasmose und der Neospo-
rose können serologische, histologische/immun-
histochemische oder (molekular)-biologische
Methoden sowie tierexperimentelle Verfahren (z.B.
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Katzenfutterungstest) eingesetzt werden Zum
Nachweis von Toxoplasma-DNA mittels PCR wird
z Z. von den meisten diagnostisch tatigen Labors

eine von Bretagne et al. (1993) entwickelte PCR

eingesetzt, die auf der Amplifikation des spezifischen

B1-Genes beruht Fur den Nachweis von
Neospora-DNA hat sich die von Muller et al (1996)

entwickelte PCR bewahrt (Gottstem et al, 1998)

Serologisch werden fur beide Parasiten diverse

artspezifische Tests angeboten (fur T gondii. Carmi-
chael, 1975, Ljungstrom et al., 1994, Zhang et al,

1995; Bjorkman und Lunden, 1998, Redlich und

Muller, 1998; Gottstein et al, 1998, fur N camnum

Bjorkman et al., 1994, Gottstein et al., 1998)

Im Rahmen der oben aufgeführten Problematik

von Konsumfleisch als potentielle Infektionsquelle
fur den Menschen setzten wir uns zum Ziel, die

Pravalenzen von Tgondii im Fleisch von Schlachttieren

sowie deren Beziehung zur Seropositivitat zu

bestimmen Zur Feststellung des Durchseuchungsgrades

verwendeten wir primär die PCR, die den

direkten Parasiten-DNA-Nachweis im
Untersuchungsgut ermoghcht, und sekundär serologische

Verfahren Em weiterer wichtigerAspekt derArbeit

war zudem die Erprobung der Praxistauglichkeit
der eingesetzten PCRs

Tiere, Material und Methoden

Proben, Probenentnahme

und Stichprobenumfang

Untersuchungsmaterial wurde von Schiachttieren

gesammelt, die von den Schlachthofen der Stadt

Bern (Prof Dr. F Inderbitzm) und der Micarna

Courtepin (Dr. M König) sowie fur die Pferde von
der Metzgerei Honsberger in Burgdorf und dem

Tierspital Bern zurVerfugung gestellt wurden.

In der vorliegenden Studie wurden Blut-, Gehirn-

und Muskelproben von Kuhen/Rindern/Jungbul-
len/Kalbern, Pferden, Schafen/Lammern sowie

von Mast- und Mutterschwemen untersucht

Zur Bestimmung des Stichprobenumfanges wurde

fur jede Tierart aufgrund von Literaturdaten eine

mittlere angenommene Befallsextensitat

(Parasitennachweis) errechnet, wobei das Schwergewicht
der dafür berücksichtigten Publikationen auf

bereits vorliegende Daten aus der Schweiz gelegt

wurde Grundlagen fur die weiteren Berechnungen

waren die folgenden Schwein 4%, Rind 2%, Schaf

11%, Pferd 12% Diese Daten wurden mit dem

Softwarepaket EpiInfo® zur Berechnung unserer

Stichprobenumfänge (fur eine Messprazision von

95%, ohne Berücksichtigung eines potentiellen

Cluster-Effektes) eingesetzt (genaue Stichprobenumfänge

siehe «Resultate») Bei den Kühen,
Kalbern, weiblichen Jungrindern und Pferden stamm¬

ten samtliche Tiere aus verschiedenen Betrieben.

Bei den Jungbullen stammten maximal neun, bei

den Schafen/Lammern maximal zwei sowie bei

den Mast- und Mutterschwemen maximal fünf
Tiere aus demselben Betrieb

Fur jede Tierart wurden pro Schlachtkorper ca.

10 mlVollblut direkt beim Entbluten entnommen.
Das anschliessend gewonnene Serum wurde bis zur

Verwendung bei —20 °C gelagert

Am Ende der Schlachtkette wurden am abgetrennten

Kopf des — der jeweiligen Blutprobe
entsprechenden —Tieres mit einer (für jede Probe) neuen

Einweg-Skalpellkhnge zwei Muskelstucke aus dem

Masseter entnommen Die beiden Muskelstucke

wurden j e m Plastikbehalter verschlossen. Einer der

Plastikbehalter war mit gepuffertem Formalin (4%)

versetzt und wurde bei 4°C eingelagert Der
andere Behälter wurde ohne Zusatz bei —20 °C bis zur

weiterenVerarbeitung eingefroren
Eine Gehirnprobe pro Tier wurde mittels eines

scharfen Löffels (Provet,Lyssach) durch das Foramen

occipitale entnommen Furjedes Hirn wurde em

separater Löffel verwendet Zur Verminderung der

Kontaminationsgefahr mit DNA wurden die Löffel

jeweils nach der Probenentnahme gut gewaschen

und über dem Bunsenbrenner bis zur Rotglut

eihitzt. Die ZNS-Proben wurden ebenfalls

sowohl m Formalin bei 4°C als auch nativ bei -20°C
gelagert

Fur eine weiterfuhrende Untersuchung der Sero-

pravalenz der Toxoplasmose beim Schwein stand

uns die im Rahmen des Schwein'99-Projektes

(Huber et al zur Publ eingereicht, Audige et al,
zur Publ. eingereicht) erarbeitete Serothek von

Mutter- und Mastschweinen zurVerfugung Hierbei

handelte es sich um Seren von 1689

Mutterschwemen (aus 82 Zuchtbetrieben stammend,

mitdere Anzahl Tiere pro Betrieb 19; S.D. 2.3)

sowie 2249 Seren von Mastschweinen (aus 117

Mastbetrieben stammend, mittlere AnzahlTiere pro
Betrieb 21,SD 7 9)

DNA-Aufarbeitung für PCR

Die DNA-Extraktion aus den Gewebeproben

erfolgte mittels des High Pure-PCK-Template Preparation

Kit der Firma Boehrmger Mannheim (Mannheim,

Deutschland) Das Protokoll der Hersteller

wurde für unsere Zwecke leicht modifiziert Die

angetauten Gewebeproben wurden mit einem

Skalpell zerkleinert Davon wurde einVolumen von
0 2-0 3 ml mittels 40 pl Proteinase K-Losung (90

mg Proteinase K in 4.5 ml HaO) m Gegenwart

eines Lysispuffers (4 M Harnstoff, 200 mMTris, 100

mM NaCl, 200 mM EDTA, pH 7 4) bei 37 °C über

Nacht verdaut Danach wurden 200 pl Bindungspuffer

(6M Guamdimum-HCl, 10 mM Harnstoff,
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1 OmMTris-HCl, 20%Triton® X-100 v/v, pH 4.4)

zugegeben und während 10 Minuten bei 72 °C m-
kubiert. Nach Zugabe von 100 pl Isopropanol wurden

500 pl des Gemisches zur Bindung der DNA
in Säulen mit Glasfaservlies pipettiert und bei 8000

rpm während zwei Minuten und bei 14000 rpm
während zehn Sekunden in einer Eppendorfzentrifuge

(Model 5415 C) sedimentiert. Danach wurden

die Proben zweimal mit je 500 pl Waschpuffer

(20 mM NaCl, 2mM Tris-HCl, pH 7.5 m 80 ml

Ethanol p.A.) gewaschen. Zur Elution der DNA
wurde zweimal je 100 pl Elutionspuffer (10 mM
Tris, pH 8.5; auf 72°C vorgewärmt) zugegeben

und jeweils während einer Minute bei 8000 rpm
zentrifiigiert. Zum Denaturieren der DNA wurden

die Proben während fiinf Minuten bei 95 °C
erhitzt und anschliessend bis zurVerwendung m der

PCR bei —20 °C eingefroren.

PCR

Grundsatzlich verwendeten wir die bereits früher

(Gottstein et al., 1999) beschriebene PCR zum
Nachweis von Toxoplasma- und Neospora-DNA. Bei

dieser PCR kommt das UDG-System (Uracil-

DNA-Glycosilase) zur Verhinderung falsch positiver

Resultate, die durch carry-over Kontaminationen

vorangegangener PCR's entstehen können, zum
Einsatz (Müller et al., 1996). Probenaufarbeitung,

Pipettieren des Reaktionsgemisches und Analyse

der PCR-Produkte wurden räumlich strikt
getrennt. Die Amplifikationsprodukte der T.gondu-

PCR wurden auf 3% Agarosegelen (NuSieve® 3:1

Agarose) aufgetrennt. Die Amplifikationsprodukte
der Neospora-PCR wurden auf 2% Agarosegelen

(SeaKem® GTG® Agarose) analysiert.

Als zusätzliche Methode zur Analyse der PCR-
Produkte kam ein DNA Hybridization Immunoassay

(DIA) zum Einsatz, der sich durch erhöhte Spezifität

gegenüber dem Gel auszeichnete (Müller et

al., 1996). Der DIA wurde dann eingesetzt, wenn

im initialen PCR-Produkt-Nachweistest

(Gelelektrophorese) entweder DNA-Produkte im
erwarteten Grössenbereich oder auch Produkte
anderer Grössen nachgewiesen worden waren. Dazu

wurde der Gen-eti-k DEIA kit (Sonn Biomedica,

Saluggia, Italien) nach dem Protokoll des Herstellers

unter genauer Berücksichtigung der von Müller

et al. (1996) beschriebenen Modifikationen

eingesetzt. Die Durchführung des DIA sowie die Messung

und Interpretation der Ergebnisse erfolgten

gemäss früheren Berichten (Gottstein et al., 1999).

Serologie

Die Untersuchung der Seren auf T.gondii-Antikör¬

per erfolgte mittels eines Toxoplasma-P30-EL1SA

(ELISA-Platten beschichtet mit affiitätsgereimg-

tem P30 Oberflächenantigen, SR2B, Arville, F).

Sämtliche ELISA-Schritte erfolgten gemäss einer
bereits früher publizierten ELISA-Methode (Gottstein

et al., 1998). Konjugate waren für den Rin-
der-ELISA ein mit alkalischer Phosphatase (AP)-

konjugierter Kanmchen-anti-Rmd-IgG-Antikörper

(Sigma Immunochem., Cat.Nr.A0705),für die

Pferde ein AP-konjugierter Ziegen-anti-Pferd-

IgG-Antikörper (Kirkegaard-Perry-Lab. USA, Lot.

Nr. UK030), für die Schafe ein AP-konjugiertes
Esel-anti-Schaf IgG (Sigma Immunochem., Cat.

Nr. A5187) und für die Schweine ein AP-konju-

gierter Kamnchen-anti-Schwem-IgG-Antikörper
(Sigma, cat. Nr. AI 192). Die Absorption wurde

photometrisch bei 404 nm abgelesen. Als Nullwert

(cut-off) für den Toxoplasma-P30-ELISA wurde

der A404nm-Mittelwert von 100 «negativen»
Kontrollseren plus drei Standardabweichungen genommen.

A404nm-Werte über dem cut-offwurden als

positiv, A404nm-Werte darunter als negativ gewertet.
Die Selektion negativer Kontrollseren erfolgte

aufgrund einer Voruntersuchung mittels indirektem

Fluoreszenzantikörpertest (IFAT) und ELISA, wobei

die Seren in beiden Tests keine Antikörperbm-
dungsaktivität aufweisen durften.

Für die Untersuchung der Seren auf Antikörper
von N. caninum wurde der von Gottstein et al.

(1998) beschriebene Neospora-SA-EIASA verwendet.

Dabei basierte das Antigen, das für die Be-

schichtung der ELISA-Platten eingesetzt wurde,

auf einem Rohextrakt von Tachyzoiten aus einer

Zellkultur. Als Konjugate kamen die oben für den

Toxoplasma-P30-ELISA beschriebenen Reagen-

tien zum Einsatz. Die cwi-qjj-Berechnungen erfolgten

grundsätzlich gleich wie beim Toxoplasma-P30-

ELISA.

Die positiven und negativen Kontrollseren für die

Rinder-ELISAs (Toxoplasma und Neospora) wurden

aus der Serothek des Institutes für Parasitology der

Universität Bern zusammengestellt. Bei den Neo-

spora-Seren handelte es sich um Seren aus

experimentell infizierten Rindern aus einer früheren Studie

(Gottstem et al., 1999), wobei das Prämfek-

tionsserum die negative, das Postinfektionsserum

die positive Kontrolle darstellten. Die Toxoplasma-

Seren, die aus der Instituts-eigenen Serothek

stammten, waren vorgängig gegenüber Referenzseren,

die aus experimentell infizierten Rindern

stammten (Geschenk von Dr. D. Buxton,
Edinburgh geeicht worden. Für die Schafe wurden uns

die Toxoplasma-PositivkontvoMen sowie die

Toxoplasma- und Neospora-Negativkontrollen vom
Institut für Parasitologic der Tierärztlichen Hochschule

Hannover (PD Dr. A. Tenter) zurVerfügung

gestellt (die Seren stammten alle von experimentell
infizierten Tieren). Em Neospora-positives Schafse-
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rum erhielten wir von einem experimentell
infizierten Schaf aus den USA (Dr. M. McAllister,
Urbana). Für den Pferde-Toxop/asma-ELISA konnten

wir auf Kontrollseren von Dr.J.P. Dubey zurückgreifen

(Dubey, 1987). Um ein Neospora-positives

Pferdeserum zu erhalten, wurde an unserem Institut

ein Pferd mittels durchTiefgefrieren abgetötete

Neospora-Tachyzoiten hyperimmumsiert. Pro

Injektionsdosis wurden 107 gereinigte (Gottstein et

al., 1998) Neospora-Tachyzoiten in 1.0 ml PBS

suspendiert und mit 1.0 ml Aluminiumhydroxyd
(Sigma Chem. Co.) vermischt. Es erfolgten drei

Injektionen im Abstand vonje drei Wochen, die

Verabreichung war s.c. am Hals. Als negatives
Kontrollserum verwendeten wir das Präimmunserum

desselben Pferdes. Die Kontrollseren für den

Schweine- Toxoplasma-ELISA wurden uns von Dr.
P. Lmd (Kopenhagen, Danemark) überlassen, die

Seren waren bereits m einer früheren Studie eingesetzt

und dementsprechend validiert worden (Lind,
et al., 1997). Dr. J.P. Dubey Überhess uns die

Schweme-Kontrollseren für den Neospora-SA-

ELISA, auch diese Seren stammten von
experimentellen Infektionen ab.

Histologische und immunhistochemische

Untersuchungsmethoden

Von den in 4%-Formalm fixierten Proben wurden

am Institut fürTierpathologie der Universität Bern

Schnitte für histologische Untersuchung angefertigt

(Pro Organprobe fünfSchnitte aus verschiedenen

Regionen). Paraffinschnitte wurden Hämato-

xylm-Eosm gefärbt und unter dem Mikroskop
nach Läsionen untersucht, welche von protozoären

Erregern stammen könnten.

Histologisch nachgewiesene Toxoplasma-Gewebe-

zysten wurden mit entsprechenden Paraffinschnitten

nach der von Fuchs et al. (1998) beschriebenen

Methode nachtraglich immunhistologisch untersucht.

Dazu wurde das Paraffin zuerst mit Xylol von
den Objektträgern entfernt. Anschliessend wurden

die Schnitte während je fünf Minuten schrittweise

mit 100%, 90%, 70%, 50% und 30% Methanol re-

hydriert, mit dest. Wasser gewaschen und während

zehn Minuten m PBS (pH 7.5) mkubiert. Um un-
spezifische Bmdungsstellen abzusättigen, wurden

die Objektträger danach mit 100 pl Blockpuffer
(PBS; 1.5% bovines Serumalbumin; Glycin 50 mM)
beschichtet und während zwei Stunden in einer
feuchten Kammer mkubiert. Nach einem Wasch-

schritt mit PBS erfolgte eme Inkubation mit dem

ersten, Toxoplasma- oder Neospora-spezifischen

Antikörper (Kamnchen-anti- Toxoplasma- oder an-

ti-Neospora-Sevum, m Blockpuffer 1:200 verdünnt;

Hemphill et al., 1996; Gottstem et al., 1999) während

einer Stunde. Danach wurde erneut mit PBS

gewaschen und die Proben mit dem zweiten

Antikörper (Ziege anti-Kamnchen-FITC) während 45

Minuten inkubiert. Nach einem weiteren

Waschvorgang erfolgte eme DNA-Färbung mit Hoechst

23558 (1:400 m PBS) wahrend zwei bis drei

Minuten. Die Proben wurden erneut gewaschen und
anschliessend mit Fluoprep (Bio Meneux AG,

Genf) eingebettet. Die Beurteilung der Schnitte

erfolgte mittels eines Leitz Laborlux S

Immunfluoreszenzmikroskops.

Statistische Berechnung

Die 95% Konfidenz-Intervalle wurden mit dem

Softwarepaket Stata 5.0 (Stata Corporation,Texas,

USA) berechnet.

Resultate

Kühe

Von 100 untersuchten Kühen waren drei Tiere in
der T. gondn-PCR. positiv. Bei zwei Tieren konnte

Parasiten-DNA im Gehirn nachgewiesen werden,

beim dritten m der Massetermuskulatur. Das Alter

der drei PCR-positivenTiere war vier, fünfund 14

Jahre. Bei 32 Kühe war eme positive anti-7oxo-

pksma-Antikörperreaktion nachweisbar, darunter

waren keine der PCR-positiven Tiere. Die Neo-

spora-PCR ermöglichte den DNA-Nachweis bei

einer vier- und einer siebenjährigen Kuh, wobei

bei einem Tier die Gehirnprobe sowie bei einem

anderen Tier die Muskelprobe positiv waren. Im

Neospora-SA-ELISA wiesen siebenTiere eine positive

Antikorperreaktion auf (Tab. 3), wobei keines

dieser Tiere in der N. camnum-VCR. positiv war.

Drei der untersuchten Seren waren gleichzeitig im

Tabelle 1 Ausgewählte Toxoplasma-PCR-positive Falle aus der ersten 1 Testserie zur Untersuchung weiterer Muskelproben bezüglich

Grobverteilungshaufigkeit im Masseter Abkürzungen • WAS Weisses Alpenschaf, SB Schwarz-braunes FleischschafA—E Proben von

fünf verschiedenen Stellen im Masseter

Nr. Alter Geschl. Rasse Muskel ZNS A B C D E
Toxo Neo Toxo Neo

1392 Adult weibl. WAS
Säfc»'

+ + + + - _ +
1394 Adult weibl. WAS - - _ - _
1406 Lamm mannl SB + + + + + + +
1410 Lamm weibl. WAS + - + + - +
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reaktion nachgewiesen werden, dabei stammten

zwei Seren aus der Gruppei der drei PCR-positi-
ven Tiere. Bei allen 50 Tieren ergaben sowohl Ne-

ospora-PCR als auch Neospora-SA-ELISA negative

Ergebnisse.

Jungbullen («Mastmuni»)

In zwei Muskelproben von 100 untersuchten

Mastbullen (12-15 Monate alte Tiere) konnten

Amplifikationsprodukte von T. gondii nachgewiesen

werden. Beide Bullen stammten, zusammen mit
sieben weiteren, negativ getesteten Tieren, aus

demselben Mastbetrieb. Bei 21 Seren konnte eine

anti- Toxoplasma-Antikorperreaktion nachgewiesen

werden, wobei alle dazugehörenden Tiere in
der PCR negativ waren.Von den Seren der sieben

oben erwähnten Mastbullen reagierte eines

seropositiv im Toxoplasma-P30-ELISA. Der Nachweis

von N. caninum-DNA gelang bei keinem der 100

Tiere. Neospora-seropositiv war nur eines der 100

untersuchten Seren.

Kälber

Von 100 untersuchten Kälbern (Schlachtalter 3-5

Monate) konnte in der Muskelprobe eines Tieres T.

Tabelle 3 Häufigkeiten des Toxoplasma- und Neospora-N'achweises (DNA-Nachweise mittels PCR und Anükorpernachweis mittels

ELISA) Gruppen mit positiven Testergebnissen sindfettgedruckt.

positive Tiere (in %) 95%-Konfidenz-Intervall

Kuhe Toxoplasma-PCR positiv 3% 0.6-8.5%
(n 100) Neospora-PCR positiv 2% 0.2-7%

Toxoplasma- Seropositiv 32% 23-42%
Neospora-Seropositiv 7% 2.8-13 8%

Jungrinder («Gusti») Toxoplasma-PCR positiv 6% 1,2%-l 6.5%

(n 50) Neospora-PCR positiv 0

Toxoplasma-Seropositiv 32% 19.5-46 6%

Neospora-Seropositiv 0

Jungbullen («Mastmum») Toxoplasma-PCR positiv 2% 0.2-7%
(n 100) Neospora-PCR positiv 0

Toxoplasma-Seropositiv 21% 13.5-30.3%

Neospora-Seropositiv 1% 0 03%—5.3%

Kalber Toxoplasma-PCR positiv 1% 0.03%-5 3%

(n 100) Neospora-PCR positiv 0

Toxoplasma-Seropositiv 4% 1.1-9.9%
Neospora-Seropositiv 7% 2.8-13 8%

Schafe Toxoplasma-PCR positiv 6% 2 8-11%
(n 150) Neospora-PCR positiv 0

Toxoplasma-Seropositiv 53% 44 4-60.9%
Neospora-Seropositiv 5% 1.9-9.4%

Pferde Toxoplasma-PCR positiv 0

(n 120) Neospora-PCR positiv 0

Toxoplasma-Seropositiv 4% 1.4-9 5%

Neospora-Seropositiv 0

Mastschweine Toxoplasma-PCR positiv 0

(n 100) Neospora-PCR positiv 0

Toxoplasma-Seropositiv 1% 0.03%-5.3%

Neospora-Seropositiv 1% 0.03%-5 3%

Mutterschweine Toxoplasma-PCR positiv 0

(n 100) Neospora-PCR positiv 0

Toxoplasma-Seropositiv 27% 18.6-36 8%

Neospora-Seropositiv 3% 0.6-8 5%

7oxop/asma-P30-ELISA und im Neospora-SA-

ELISA positiv.

Weibliche Jungrinder («Gusti»)

In dieser Altersgruppe (14-30 Monate alt) waren
die Gehirne von drei aus 50 untersuchten Rindern

Toxoplasma-PCR. positiv. Bei 16 Seren konnte im
Toxop/asma-P30-ELISA eine positive Antikorper-

Tabelle 2 Verteilung von Tgondii in zusätzlichen ZNS-Proben

von zwei ausgewählten zerebralen Toxoplasma-PCR-positiven
Fallen der initialen Testserie. L Linke Hirnhalfte, R rechte

Hirnhalfte

Toxoplasma-PCR/ZNS
(6 verschiedene Stellen pro Hirnhalfte)

Tier-Nr. 1392 1406

Medulla oblongata LI +
Cerebellum L2 -
Cerebellum L3 -
Hirnstamm L4 +
Grosshirn L5 +
Grosshirn L6 +

Medulla oblongata R1 -
Cerebellum R2
Cerebellum R3 +
Hirnstamm R4 +
Grosshirn R5 -
Grosshirn R6 +
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gondu-DNA nachgewiesen werden.Vier Seren

reagierten im Toxoplasma-P30-EL1SA positiv, dasjenige

des PCR-positiven Kalbes aber nicht Alle
untersuchten Proben waren N camnum-PCR. negativ. Sieben

Seren waren im Neospora-SA-ELISA positiv

Schafe

Es wurden 150Tiere (84 Lammer, 66 Auen) untersucht.

Mittels PCR wurde bei neun Tieren in
sieben Muskel- und fünf Gehirnproben T. gondn-

DNA nachgewiesen Dabei waren bei drei Tieren
sowohl die ZNS- als auch die Muskelprobe Tgon-
rf»-PCR positiv. Emen positiven unti-Toxoplasma-

Antikorpernachweis hatten 79 Tiere (einschliesslich

acht von neun PCR-positiven Tieren), wobei

nur bei einem PCR-positiven Schaf (Lamm) keine

Serokonversion stattgefunden hatte In der N.

camnum-PCR. waren alle untersuchten Proben negativ.
Sieben Seren reagierten positiv im Neospora-SA-

ELISA, davon waren fünfebenfalls positiv im Toxo-

pZfl*ma-P30-ELISA.

Befallsintensität und Befalislokalisation

von T. gondii beim Schaf

Um etwas über dieVerteilung von Tgondii in den

untersuchten Organen zu erfahren, wurden die

Kopfe von zwei - im ZNS wie auch m der

Muskulatur - T. jjorcife-PCR-positiven Schafen eröffnet

und an verschiedenen, definierten (d.h. für
beide Kopfe identischen) Stellen des Gehirns Proben

fur die PCR entnommen Dazu wurden von
denselben sowie von zwei weiteren, zusätzlichen

Tieren, bei denen Amplifikationsprodukte des

Parasiten nur m der Muskulatur nachzuweisen waren,
ebenfalls weitere Muskelstucke des Masseters bzw.

Hirnstucke auf T gondu-DNA untersucht (Tab. 1

und 2). Bei einem der mehrfach getesteten Schafe

(Nr. 1406) konnte DNA von Tgondii in allen

weiteren untersuchten Masseterstucken sowie in vielen

weiteren Gehirnproben nachgewiesen werden

(genaue Verteilung siehe Tab. 2) Beim zuvor ebenfalls

m ZNS und Muskel T jjorciti-PCR-positiven
Tier Nr. 1392 gelang der Nachweis nur noch m

einigen Muskelproben. Alle neuen Gehirnproben

waren T gondii-PCR-negativ Em ahnliches Bild

zeigte sich bei den zwei nur im Masseter T.gondu-

PCR-positiven Schafen. Beim Einen konnte noch

aus weiteren Muskelproben Parasiten-DNA ampli-
fiziert werden, beim anderen waren alle neu
untersuchten Proben PCR-negativ.

Pferde

In den Proben der 120 untersuchten Pferden

gelang der DNA-Nachweis weder für Tgondii noch

fur N. caninum Fünf der Seren hatten eine positive

Antikorperreaktion im Toxoplasma-P30-ELISA, im
Neospora-SA-ELISA dagegen reagierten alle Seren

negativ.

Mastschweine

Es gelang m keiner der Proben von 100 untersuchten

Mastschweinen Amplifikationsprodukte von T.

gondii und N caninum nachzuweisen Eines der Seren

(1%) war im Toxoplasma-P30-ELISA, ein anderes

im Neospora-SA-ELISA positiv.

Mutterschweine

Auch bei den 100 untersuchten Mutterschweinen

wurde weder T gondii- noch N. camnum-DNA

mittels PCR nachgewiesen. Die Seropravalenz

bezüglich Tgondii war allerdings mit 27 positiven
Seren (27%) deutlich hoher als bei den Mastschweinen.

Im Neospora-SA-PIASA reagierten drei Seren

positiv, zwei davon waren ebenfalls positiv im To-

xoplasma-P30-EElSA.

Serologische Massenuntersuchung beim Schwein

Die Seropravalenzen bezuglich T gondii und den

beiden untersuchten Schwemegruppen sind in
Abbildung 1 aufgezeichnet. Bei 66 von 82 (80%)

Zuchtbetrieben lagen die Seropravalenzen
zwischen 10% und 80%. Bei fünf von 82 (6%) waren
keine seropositiven Tiere nachzuweisen mit einer

entsprechenden Seropravalenz von 0%. Im Gegensatz

dazu lagen bei den Mastbetrieben die
Seropravalenzen bedeutend niedriger. 69/117 (59%) hatten

eine Seropravalenz von 0% und deren 34/117

(29%) eine zwischen 1%—10%. Bei 14 (12%) der

Mastschweinebetriebe lag eine Seropravalenz von
> 10% vor, drei von diesen Betrieben mit sehr

hohen Werten von > 60%. Die Seropravalenz fur alle

1720 Mutterschweme betrug 32.6% und fur alle

2249 Mastschweine 6.1%.

Histologie

Von den Formalm-fixierten Proben der PCR-po-
sitiven Tiere aller Gattungen wurden histologische

Schnitte nach Tachyzoiten oder Zysten von T. gondii,

beziehungsweise N. caninum abgesucht. Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurden in den

meisten Muskelproben der Rmder Zysten von Sar-

cocystis spp. gefunden. Im Langsschmtt liessen sich

die zigarrenformigen Zysten von Sarcocystis spp

morphologisch leicht von den kugelförmigen
Toxoplasma- und Neospora-Zysten unterscheiden

(Abb 2). In Querschnitten erwies sich dies aber

dann als unzuverlässig, insbesondere wenn die Zys-
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Abbildung 1 :T.gondii-Seroprävalenzen geordnet nach dem Anteil der Zuchtbetriebe (A) sowie der Mastbetriebe (B) innerhalb der

jeweiligen 10%-Seropravalenzklassen.

te einen Durchmesser aufwies, der innerhalb der

für Toxoplasma oder Neospora beschriebenen

Spannweite fiel. Aufgrund der grösseren Wanddicke

und einer inneren Kammerung waren auch

hier einige Sarcocystis-Arten gut von Toxoplasma

und Neospora unterscheidbar (Abb. 3), andere aber

nicht (Abb. 4). Aus diesem Grund wurden die

Schnitte zusätzlich immunhistologisch untersucht.

Immunhistochemie

Die immunhistochemische Untersuchung der

morphologisch-mikroskopisch nicht eindeutig
differenzierbaren Zysten zeigte nun ein klares Ergeb¬

nis. Abbildung 5 zeigt eine mit einem spezifischen

unti-Toxoplasma-Serum behandelten Toxoplasma-

Zyste (in der Muskulatur einer infizierten Maus) als

«Positiv-Kontrolle». Die Zyste in der Rindermuskulatur

in Abbildung 6 (exemplarische Probe aus

der vorliegenden Studie) wurde mit demselben

anti-Toxoplasma-Serum inkubiert und zeigte keine

Immunreaktion negativ). Auch mit dem anti-

Neospora-Serum Hessen sich in der Immunhistochemie

keine Neospora-Zysten nachweisen.

Statistik: 95%-CI (Konfidenzintervalle)

In der Tabelle 3 werden alle Ergebnisse bezüglich

Abbildung 2: Sarcocystis-Zyste im Längsschnitt, Muskulatur
Rind.

w/V Je»

''i? Dia? *' »g»

Abbildung 3: Sarcocystis-Zyste im Querschnitt, Muskulatur

Rind.
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Abbildung 4:Toxoplasma-ähnliche Zyste in Muskulatur Rind, rechts vergrössert dargestellt.

Abbildung 5-.Toxoplasma-Zyste und Muskelgewebe (Maus Positivkontrolle), links Kernfärbung (Hoechst-

Staining), rechtsToxoplasma-Zyste immunoßuoreszenz-markiert mitToxoplasma-spezißschem Hyperimmun-
serum.

Abbildung 6: Sarcocystis-Zyste und Muskelgewebe (Rind), links Kernfärbung (Hoechst-Staining), rechtsSarco-

cystis-Zyste, ohne Signal'nach Immunofluoreszenzmarkierung mitToxoplasma-spezißschem Hyperimmunserum.

serologischer und molekularbiologischer Untersuchungen

zusammengefasst dargestellt. «Positive»

Ergebnisse wurden fettgedruckt hervorgehoben.

Diskussion

Als Quelle einer Infektion mit T. gondii kann
sowohl für den Menschen als auch für das Tier zys-

tenhaltiges Fleisch eine wichtige Rolle spielen, so

dass Kenntnisse über die Prävalenz von T.gondii im
Fleisch von Schlachttieren zur Abschätzung eines

Gefährdungspotentials wichtig sind. Mit der PCR
steht uns heute eine molekularbiologische
Untersuchungsmethode zur Verfügung, die gegenüber

anderen Methoden, z.B. der Immunhistochemie,
bedeutend sensitiver ist und gegenüber der Serologie

den Vorteil hat, dass der Parasit im
Untersuchungsgut direkt nachgewiesen werden kann.

Da die Wahrscheinlichkeit einer potentiell erfolgten

T.gondii-Infektion mit demAlter zunimmt und

zudem Unterschiede bezüglich Haltungs-/Ernäh-

rungsarten bestehen, haben wir Kühe, Jungrinder

(«Gusti»), Mastbullen und Kälber in getrennten

Gruppen untersucht. Bei den Kälbern, welche im
Alter von drei bis fünf Monaten geschlachtet werden

und bei denen die Milchfütterung einen wichtigen

Anteil bei der Ernährung einnehmen kann,

wird die Möglichkeit der peroralen Aufnahme von

sporulierten T.gondii-Oozysten gegenüber den

anderen Schlachttiergruppen erheblich geringer sein.

Ein entsprechendes Bild bieten denn auch die

erhaltenen Resultate. Den 32% seropositiven Kühen

und Jungrindern stehen 21% seropositive
Mastbullen sowie nur 4% seropositive Kälber gegenüber.

Die höhere Rate seropositiver Kühe und
Jungrinder könnte mit der Haltungsart (Weidehaltung)

bei diesen Tiergruppen und der damit verbundenen

erhöhten Möglichkeit, Oozysten aus der Umwelt

aufzunehmen, erklärt werden. Dem gegenüber

werden die Mastbullen meist in speziellen

Mastbetrieben in grösseren Gruppen aufgestallt
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und intensiv gemastet So gehaltene Tiere sind

offensichtlich einem geringeren Infektionsrisiko

ausgesetzt, wofiir die gegenüber den Kühen und Rindern

kleinere Seropositivitatsrate spricht Die
mittels PCR eruierten Pravalenzen sind gegenüber
den Seropravalenzen deutlich geringer Dies

konnte einerseits auf die in der Einleitung
erwähnte vermutete Fähigkeit der Rinder,Toxoplasmen

relativ rasch zu eliminieren, zurückgeführt
werden Andererseits kann m der PCR nur ein
relativ kleines Probenvolumen untersucht werden,

was zu falsch-negativen Ergebnissen gefuhrt haben

kann Bei den insgesamt elfPCR-positiven Tieren
der Rindergattung zeigten nur zwei Jungrmder

gleichzeitig eine positive Serologie im Toxoplasma-

P30-ELISA Bei allen anderen Rindern stimmten
die Ergebnisse aus Serologie und PCR nicht uber-

ein Potentielle Grunde dafür können vielfaltig
sein In einer frühen Disseminationsphase des Parasiten

(vor dem Einsetzen der Immunitat) können

wir davon ausgehen, dassTachyzoiten mittels PCR

im Gewebe leicht nachzuweisen sind Zu diesem

Zeitpunkt der Infektion können noch keine Anti-
korper nachgewiesen werden (Dubey und Beattie,

1988) In diesem Stadium der Infektion ist die Be-
fallsmtensitat grosser als nach Einsetzen der Immunität,

so dass die Wahrscheinlichkeit, eine positive
PCR zu erhalten, ebenfalls grosser sein muss Em

anderer Grund kann sein, dass die Antikorperkon-
zentration nach einer zeitlich weit zurückliegenden

Infektion auf ein Niveau unterhalb des

Testgrenzwertes abgesunken ist, wir aber mit der PCR

eine reaktionslos im Gewebe liegende Zyste

nachgewiesen haben Fur unsere Studie von Bedeutung

istjedoch nicht der Nachweis einer Seropositivitat,
sondern der Parasiten-DNA-Nachweis im
Gewebe Diesbezüglich müssen wir grundsatzlich

feststellen, dass sowohl in Rind- als auch in
Kalbfleischproben Amphfikationsprodukte von
Toxoplasma nachgewiesen werden konnten

Aufgrund bisheriger Angaben in der Fachliteratur

ging man zwar davon aus, dass die im Fruhstadium

einer Infektion anwesenden Tachyzoiten bei einer

peroralen Ingestion nicht infektiös sein sollen

Diese Lehrmemung wird zwar durch epidemiologische

Begebenheiten (Dubey und Beattie, 1988)

grundsatzlich unterstutzt, sie wurde jedoch expen-
mentell nie gänzlich bewiesen Im Gegensatz zu

dieser Auffassung gelang es nämlich, Katzen mit
Gewebetachyzoiten peroral erfolgreich zu infizieren

und eine anschliessende Parasitenvermehrung

zu induzieren (Fayer, 1994) Ebenfalls wurde kürzlich

in Frage gestellt, dass peroral aufgenommene

Tachyzoiten abgetötet werden (Dubey, 1998a), und

es gelang Dubey (1998b) sogar, Mause mit Tachyzoiten

von Tgondii erfolgreich zu infizieren (Dubey,

1998b) Wir müssen sonnt heute davon ausge¬

hen, dass der Konsum ungenügend zubereiteter

Produkte von Rinderfleisch ein potentielles Infek-
tionsrisiko darstellen kann DieseTatsache wird
insbesondere dort zur Geltung kommen, wo Rindfleisch

roh (z B Steak tartare) gegessen wird Denn
obwohl im Vergleich zu anderen Tierarten - wie
z B beim Schaf— die Pravalenz beim Rind sehr

gering ist, durfte der Konsum von noch potentiell
infektiösen Fleischprodukten beim Rind aufgrund
diverser Zubereitungsgewohnheiten mcht
unbedeutend sein

Beim Schaf lag die Seropravalenz fur T gondii mit
52 5% m einem erwarteten hohen Bereich Dem
hohen Durchseuchungsgrad entsprechend gelang

auch der Erregernachweis mittels PCR häufiger als

bei den Rindern Dass aus den Gewebeproben von

seropositiven Schafen m der PCR nur selten Toxo-

p/flsma-Amplifikationsprodukte erhalten wurden,

konnte auch mit der bereits erwähnten Problematik

des Probenvolumens zusammenhangen Nicht
ausgeschlossen werden kann aber auch eine gänzliche

Elimination des Parasiten m einigen alternden

Tieren Im Gegensatz zum Rind scheint bezüglich
des Infektionsverlaufes beim Schaf die DNA-
Nachweisbarkeit vorwiegend im post-immumta-
ren Zustand zu liegen Der DNA-Nachweis bei Se-

ronegativitat gelang nur bei einem Lamm, das

wahrscheinlich m der allerersten Infektionsphase
erfasst wurde Unter dem Gesichtspunkt der

Fleischhygiene kann zusammengefasst werden, dass

der Konsum von Schaffleisch ein Infektionsrisiko

darstellt, besonders weil Lammfleisch gerne nicht

ganz durchgebraten gegessen wird
Die Untersuchung der Befallsintensitat bei Tgon-

dn-PCR-positiven Schafen ergab ein sehr heterogenes

Bild Bei dreiTieren konnte der Parasit m fast

allen weiteren Proben nachgewiesen werden Bei

einemTier dagegen gelang der Nachweis nur in der

ersten Muskelprobe Ein ähnliches Bild ergab sich

bei den zwei untersuchten Gehirnen Bei einem

Tier konnte eine hohe Befallsintensitat nachgewiesen

werden, wobei Parasiten-DNA in Proben aus

verschiedenen Hirnregionen amplifiziert werden

konnte Bei einem anderen Hirn gelang der

Parasitennachweis nur in einer von 13 verschiedenen

Gehirnproben Die Wahrscheinlichkeit, ein PCR-

positives Resultat zu erhalten, ist bei ememTler mit
hoher Parasitendichte sicherlich grosser als bei

einer schwachen Befallsintensitat

Beim Pferd lag die in der vorliegenden Studie

ermittelte Seropositivitat von 4 2% deutlich unter
den von Erb (1986) ermittelten 50% Der Nachweis

von Parasiten-DNA mittels PCR gelang in
keiner der Proben, was einerseits an der bereits tiefen

Seropravalenz, andererseits aber auch am kleinen

Probenvolumen hegen konnte Die Toxo-

p/aswd-positiven Seren stammten von zwei 14 be¬
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ziehungsweise 15 Jahre alten Pferden sowie von
drei 7 Monate alten Freibergerfohlen. Da das

Verhältnis untersuchter Fohlen zu Pferden ungefähr

gleich war, scheint die Seroprävalenz bei den Adul-
ten wie auch bei den Fohlen m etwa gleich hoch

zu sein. Diese Tendenz steht im Gegensatz zum

Rind, wo die Kälber eine gegenüber älterenTieren

deutlich geringere Seropravalenz aufwiesen.

Grund dafür könnte das höhere Schlachtalter und

die extensivere Haltung der Fohlen gewesen sein.

Beim Schwein erschienen die Seropravalenz und
deren altersabhängige Verteilung ähnlich wie beim

Rind. Bei den jungen Mastschweinen war nur 1%

der untersuchten Seren im Toxoplasma-V30-EL1SA

positiv, bei den Mutterschweinen hingegen 27%.

Dies kann einerseits darauf zurückgeführt werden,
dass die Wahrscheinlichkeit einer erfolgten Infektion

mit dem Alter zunimmt, andererseits können

auch die Unterschiede m Futterung und Haltung

zu diesem Unterschied beitragen. Die mit nur 1%

sehr tiefe Seroprävalenz bei den Mastschweinen ist

deutlich geringer als die m früheren Studien m der

Schweiz ermittelten Daten. Diese Abnahme wurde

auch schon von anderen Autoren beschrieben und

wird auf die gegenüber früher verbesserten

hygienischen Haltungsbedingungen m den

Schweinemastbetrieben zurückgeführt (Edelhofer, 1994).

Der Nachweis von Parasiten-DNA in der PCR
gelang weder bei den Mastschweinen noch bei den

Mutterschweinen. Bei den Mastschweinen war dies

wegen der tiefen Seroprävalenz mcht sehr verwunderlich,

bei der recht hohen Seropositivitatsrate der

Mutterschweine würde man aber doch einige

PCR-positive Proben erwarten. In einem methodisch

ausgerichteten Quervergleich zur Nachweisbarkeit

beim Schafund teilweise beim Rind weisen

unsere Ergebnisse darauf hin, dass das Risiko für
Menschen, sich durchVerzehr von Schweinefleisch

— insbesondere von Mastschweinen — mit Toxoplasmen

zu infizieren, derzeit wahrscheinlich geringer
ist, als bisher angenommen wurde. Ganz auszu-

schliessen ist esjedoch nicht, weil auch die PCR
gelegentlich falsch-negative Resultate hefern kann (s.

unten). Auch bei der grossflächigen serologischen

Untersuchung von Zucht- und Mastschwemebe-

standen zeigten sich deutlich die unterschiedlichen

Prävalenzen zwischen beiden Betriebsarten ab. Die

Seroprävalenzen bei denZuchtbetrieben waren
statistisch nicht signifikant unterschiedlich (27% versus

33%) und reflektieren den relativ hohen

akkumulierten Expositionsgrad bei den älterenTieren.

Bei den Mastschweinen hingegen fiel eine polarisierte

Verteilung innerhalb der untersuchten 117

Betriebe auf. Die meisten der Betriebe wiesen eine

sehr tiefe Seroprävalenz auf, wie bei der Primärstu-

die beobachtet. In sehr wenigen Betrieben mussten

jedoch Bedingungen vorgeherrscht haben, die zu

einer sehr hohen Seroprävalenz geführt haben.

Diese wenigen Betriebe trugen zur Erhöhung der

mittleren (im Vergleich zur Primärstudie) bei. Aus

fleischhygiemscher Sicht wäre es sinnvoll herauszufinden,

welches die Grunde für die hohe Verbreitung

von T.gondii in diesen wenigen Betrieben sind,

und insbesondere ob ebenfalls andere Infektionserreger

gehäufter vorkommen, was auf eine hygie-

nisch-infektiologische Problematik in diesen

Betrieben hinweisen würde.

Bezüglich N. caninum gelang beim Rind der Nachweis

des Parasiten mittels PCR nur mje einer Muskel-

und einer Gehirnprobe von zwei verschiedenen

Kühen. Im Untersuchungsgut derJungrinder,
Mastbullen und Kälber gelang die Amplifikation
von Neospora-DNA nicht. Serologisch waren im
Neospora-SA-ELISA 7% der Kühe und der Kalber,
1% der Mastbullen und keines der Jungrinder
positiv. Im Gegensatz zu Toxoplasmen, die nur sehr

selten aus abortierten Rinderföten isoliert werden

können und beim Rind offenbar kaum transplazentar

übertragen werden, scheint der vertikale

Ubertragungsmodus für N. caninum am wichtigsten

zu sein (Gottstein et al., 1999). Dementsprechend
sind auch die Ergebnisse der serologischen

Untersuchung unserer Tiere ausgefallen: Gleich viele

Kuhe und Kalber haben anti-Neospora-Antikorper.

Die Seroprävalenz bei diesenTieren stimmt m etwa

mit früher vorgefundenen Werten uberein (Gott-
stem et al., 1998). In der Altersgruppe der Jungrinder

und der Mastmunis wurden hingegen kaum

positive Afawpora-Serologien gefunden, was zum

jetzigen Zeitpunkt nur eine hypothetische Erklärung

erlaubt. Wir gehen davon aus, dass bei er-
wachsenenTieren Neospora-Zysten reaktionslos im
ZNS und eventuell anderen Geweben liegen. Eine

Reaktivierung des Parasiten wird sich vorwiegend

im Rahmen einer Trächtigkeit und der damit

verbundenen temporären Th2-abhängigen

Immunsuppression ereignen (Cox und Liew, 1992; Abbas

et al., 1996), gefolgt von der diaplazentären Passage

des Parasiten, was die Bedeutung der bisher als

wichtig betrachteten vertikalen Übertragung

unterstutzt. Bei chronisch infizierten, trächtigen

Tieren konnte die Reaktivierung des Parasiten

auch zur Restimulation des humoralen Immunstatus

beitragen, was für die relativ hohe Seroprävalenz

bei den adulten weiblichen Tieren eine Erklärung
liefern konnte. Bei männlichen, alteren Tieren

(Mastmunis) sowie weiblichen Rindern (Gustis)

vor Trächtigkeit würde mangels Neospora-Reaktivierung

und entsprechender Antigenstimulation
die Antikörperkonzentration sinken und sich

unterhalb des von uns gewählten ELISA-Grenz-

wertes einordnen.

Uber die Prävalenz von Neospora in Schweinen

lagen bisher m der Schweiz keine Angaben vor. Die

R Wyss et al, Band 142, Heft 3, Marz 2000,95-108
105

SAT ©Verlag Hans Huber, Bern 2000



Toxoplasma und Neospora unter fleischhygienischen Aspekten

m unserer Studie ermittelten tiefen Seropravalen-

zen von 1% fiir die Mastschweine beziehungsweise

3% fur die Mutterschweine sowie das Ausbleiben

jeglicher DNA-Nachweisbarkeit mittels PCR
weisen darauf hin, dass Neospora im Rahmen der

Schweineproduktion keine oder eine nur
unbedeutende Rolle einnimmt Die Seropravalenz von
N. caninum im Schafwar mit sieben positiven Seren

von 150 untersuchtenTieren ebenfalls tief.Dass die

untersuchten Pferdeproben weder m der Serologie
noch in der PCR positiv reagierten, überrascht

eigentlich nicht. N. camnum wurde beim Pferd erst

ein einziges Mal in den USA bei einem abortierten

Föten nachgewiesen (Dubey und Porterfield,

1990). Bei einem zweiten Fall entpuppte sich der

nachgewiesene Parasit als eine neue Neospora-Art,

nämlich als N. hughest (Marsh et al., 1998).

Obwohl die PCR methodisch sowohl bei T.gondii
als auch bei N. caninum eine sehr hohe Sensitivität

und Spezifität aufwies (Gottstem et ah, 1999),

wurde in der vorhegenden Studie der Nachteil der

PCR aufgedeckt, dass nur eine kleine - fur unsere

Fragestellung wahrscheinlich zu geringe - Probenmenge

analysiert werden kann. Die Befallsmten-

sitat (Anzahl Parasiten pro Tier) bei einigen der im
Schlachthof zufällig ausgewählten, klinisch völlig
unauffälligen Tieren kann so gering gewesen sein,
dass sie durch unsere Untersuchungsstrategie nicht
erfasst wurde.Wir sind uns somit bewusst, dass

unsere Studie «falsch-negative» Resultate beinhalten

muss. Um einen Hinweis zu erhalten, inwiefern

PCR-positive Tiere eine hohe Befallsintensitat pro

Organ aufwiesen oder ob em positives Resultat

einem Zufallstreffer zuzuschreiben sei, wurden von

zwei PCR-positiven Schafhirnen sowie von vier

PCR-positiven Muskeln zusatzliche Proben untersucht.

Dabei zeigte sich, dass sowohl hohe wie auch

sehr niedrige Befallsintensitaten vorkamen. Unsere

diesbezüglich vorlaufigen Daten erlauben jedoch
keineAussage bezüglich der Fragestellung, wieviele

der grundsätzlich PCR-positiven Tiere eine hohe

und wieviele eine geringe Befallsintensitat aufweisen.

Inwiefern das Fleisch schwach befallenerTiere

infektiologisch überhaupt ein Risiko darstellt, wissen

wir ebenfalls noch nicht.

Alle m unserer Studie PCR-positiven Proben

wurde zum Vergleich ebenfalls mittels herkömmlicher

Direktnachweismethoden (Histologie, Im-
munhistochemie) untersucht. Bezüglich dieser

Proben zeigte sich, dass die PCR der Histologie
und Immunhistochemie deutlich uberlegen ist: In
keiner der PCR-positiven Proben gelang der To-

xoplasmen-Nachweis mit den genannten
mikroskopischen Verfahren. Neben der Ermittlung der

Pravalenz von T.gondii und N caninum war auch die

Erprobung der Praxistauglichkeit der beiden PCRs

ein Ziel der vorliegenden Untersuchung Erfah¬

rungen aus der bisherigen Routinediagnostik
sowie aus epidemiologischen Studien (Gottstein et

al., 1998) mit dem Nachweis von Neospora m
Gewebeproben von abortierten Föten zeigten, dass

sich diese PCR zum Nachweis des Parasiten bei

klinischer Indikation (und damit entsprechend hoher

Parasitendichte im Gewebe) bestens eignet. Im
Gegensatz deckt die vorliegende Studie einige
Grenzen der PCR auf: Fur Fragen nach der Pravalenz

m klinisch unauffälligen Tierpopulationen
stellt das relativ kleine einsetzbare Probenvolumen

den limitierenden Faktor der an sich methodisch

sehr sensitiven PCR dar. Umgekehrt kann die

geringe PCR-Nachweisbarkeit von N. caninum im
Hirn gesunder Rinder jeden Alters als Hinweis

gewertet werden, dass die bei abortierten Föten häufig

vorgefundene positive Neospora-PCR (Gottstem

et al., 1999) nicht aufeine ubiquitare zerebrale

Verbreitung des Parasiten zuruckzufiihren ist, die

auch bei gesunden Tieren vorkommen konnte,
sondern tatsächlich auch ätiologisch im Rahmen

eines infektiologisch-pathologischen Abortgeschehens

steht.
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Prevalence de Toxoplasma gondii et
Neospora caninum et hygiene alimentaire

Les deux parasites Toxoplasma gondii et Neospora

caninum sont par leur phenotypes et leur phylo-

gemes des coccidies de proche parente et for-
mant des kystes Les deux peuvent provoquer
des avortements chez plusieurs especes La toxo-
plasmose provoquee par T gondii est une zoo-
nose qui peut etre importante chez l'homme, en

particulier lors d'infections au cours de la gros-
sesse et lors d'infections chez des personnes dont

le Systeme immunitaire est affaibli Puisque

l'homme peut s'mfecter entre autres par la con-
sommation de viande contenant des kystes de

toxoplasme, ll est important de connaitre la

prevalence de ce parasite chez les ammaux abattus

Quoique N caninum n'a pas d'importance zoo-

notique, le parasite a ete considere pour cette

etude en raison de son importance econormque
Afin de determiner les prevalences des deux

especes de coccidies, des echantillons de muscle

et de cerveau de bovms, de moutons, de chevaux

et de pores ont ete examines par PCR De plus,

le serum des ammaux consideres a ete examine

par les tests Toxoplasma-P30-ELISA et Neospora-

SA-ELISA La prevalence de T gondii detectee

par PCR etait basse chez toutes les especes

d'ammaux abattus vaches 3%, taureaux d'en-

graissement 2%,jeunes genisses 6%, veaux 1%,

moutons 6%, cheveaux et pores 0% La prevalence

de Neospora etait de 2% chez les vaches et

0% chez les autres groupes d'ammaux Les

prevalences serologiques, qui peuvent etre dues ä

une ancienne infection dont l'ehmmation est

concevable, etaient beaucoup plus elevees pour
les deux parasites avec pour exception les pores

d'engrais Comme la detection de toxoplasmes a

ete faite dans la viande de bovms, de veaux et de

moutons, ll faut assumer que, en cas de consom-

mation de viande de ces especes, un risque po-
tentiel d'mfection existe Par contre, la viande de

cheval amsi que la viande de pore d'engrais sem-

ble etre libre de T gondii et n'est done pas une

source d'mfection
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Esami riguardanti la presenza di

Toxoplasma gondii e di Neospora caninum

sotto l'aspetto dell'igiene delle carni

Ambedue 1 protozoi Toxoplasma gondu e

Neospora caninum sono coccidt fenotipicamente e

filogeneticamente strettamente imparentati,
produttori dl cisti, che possono causare aborti m
diverse specie ammali La toxoplasmosi, causata

dal Tgondii, moltre,rappresenta unazoonosi che

nel feto umano puö causare mfeziom attraverso

la plancenta e m persone immuno-supresse puö

provocare pencolose mfeziom Siccome l'uomo

puö mfettarsi, tra l'altro, tramite ll consumo di

carne contenente cisti di Toxoplasma, e importante

conoscere la prevalenza del parassita negh
ammali da macello Malgrado non esistano dati

che mdichmo ll N caninum quale causa di zoo-

nosi, ll parassita e stato mcluso nello studio pre-
sente m considerazione della sua grande 1m-

portanza economica nell'allevamento dei

bovin! Per deterrmnare la prevalenza di ambedue

l parassiti, sono stati esammati tramite PCR

campiom di tessuto muscolare e cerebrale di bo-

vim, pecore, cavalli e maiali Inoltre l sieri degh

ammali esammati sono stati controllati nel Toxo-

plasma-P30-ELlSA e nel Neospora-SA-ELISA

Le prevalenze determinate per ll Tgondu tramite

PCR sono risultate basse per tutti gli ammali da

macello esammati mucche 3%, toro da mgrasso

2%, manzi 6%, vitelh 1%, pecore 6%, cavalli e

maiah 0% La prevalenza di Neospora e risultata

del 2% nelle mucche e dello 0% m tutti gh altn

gruppi di ammali Le sieroprevalenze ottenute,
che potrebbero anche rispecciare decorsi d'mfe-

ziom precedenti con Potenziale ehmmazione

dei parassiti, sono risultate, ad eeeezione dei maiah

da mgrasso, chiaramente maggiori per ambedue

le specie di parassiti Dato che la presenza di

Toxoplasma e stata sostanzialmente dimostrata

nella carne di bovim, di pecora e dt vitello, dob-

biamo patire dal presupposto che ll consumo

delle sopraccitate carm puö rappresentare un ri-
schio Potenziale d'mfezione AI contrario la

carne di cavallo e dl maiali da mgrasso e gene-
ralmente esente da Tgondu e quindi rappresenta

un rischio mimmo e trascurabile d'mfezione
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