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1. EINLEITUNG

Die Abortinzidenz beim Rind nach dem dritten Graviditdtsmonat liegt bei drei Prozent
(DE KRUIF, 1993). Als infektiose Ursachen wurden bisher im deutschsprachigen Raum
hauptsédchlich Bakterien diagnostiziert. Die Nachweisquote von bakteriell bedingten Aborten
schwankte zwischen 13 und 33 Prozent (WEBER et al., 1997).

In den USA wird im Zusammenhang mit Aborten zunehmend von der Neosporose,
einer durch das intrazelluldr parasitierende Protozoon Neospora (N.) caninum
hervorgerufenen Krankheit berichtet. Bis zu 40 Prozent aller Aborte werden dort auf
Neosporen zuriickgefiihrt (DUBEY und ROMMEL, 1992).

Es handelt sich dabei um eine weltweit verbreitete Erkrankung. Natiirliche Infektionen
konnten in Hunden, Rindern, Ziegen, Schafen, Pferden und Hirschen nachgewiesen werden.
Erstmals wurde die Erkrankung bei Hunden beschrieben, die Symptome wie neuromuskulére
Storungen, Paresen und Paralysen zeigten. Sind Rinder betroffen, kommt es zu Aborten,
Mumifikationen, Geburt lebensschwacher oder infizierter, aber klinisch inapparenter Kilber.
Letztere konnen als adulte Tiere den Parasiten iiber die Plazenta weitergeben und tragen somit
zur unbemerkten Verbreitung bei (HEMPHILL, 1999). Dies, die reduzierte Milchproduktion
und reduzierte Gewichtszunahmen bei seropositiven Masttieren fiihren zu grof3en Verlusten in
der Landwirtschaft (BARLING et al., 2001b; THURMOND und HIETALA, 1997b).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine systematische Recherche der englisch- und
deutschsprachigen Literatur iiber den Erreger N. caninum und die Neosporose durchgefiihrt.
Insbesondere wird dabei auf die Bedeutung von N. caninum als Aborterreger beim Rind

eingegangen.



2. GESCHICHTE

Im Jahre 1974 wurde bereits von nicht identifizierbaren Sporozoen berichtet, die
Enzephalomyelitis bei Schafen und Pferden verursachten.

Ein sechs Monate altes Schaf zeigte zuerst Inkoordinationen der HintergliedmaRen,
gefolgt von generellen neurologischen Ausfillen. AuBerdem fielen Blindheit und
Headshaking auf. In einer anderen Herde traten bei einem fiinf Monate alten Tier
Inkoordinationen der HintergliedmaBlen auf, die nach drei Wochen zur vollstindigen Paralyse
der hinteren Korperhilfte fiihrten. Mindestens sechs andere Schafe aus dieser Herde,
zwischen zwei Monaten und drei Jahren alt, zeigten in den folgenden acht Monaten
Inkoordinationen, die sich aber wieder verloren. Bei licht- und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen wurden Sporozoen in Gehirn und Riickenmark festgestellt. Serologische
Untersuchungen ergaben bei den klinisch auffilligen Tieren negative Toxoplasma-Titer,
wihrend bei Kontaktschafen ein schwacher Titer von 1:64 nachgewiesen wurde (HARTLEY
und BLACKMORE, 1974).

Die acht untersuchten Pferde zeigten ebenfalls neurologische Symptome, die von Kau-
und Schluckbeschwerden, Kreisbewegungen, ataktischen Bewegungsabldufen und
Schwierigkeiten beim Riickwértsgehen und bei Seitwartsbewegungen bis zur Hypermetrie der
GliedmaBen reichten. Auch hier wurden in Gehirn und Riickenmark Sporozoen gefunden. In
den Cerebrospinalfliissigkeiten konnten keine 7Toxoplasma-Antikérper nachgewiesen werden
(BEECH und DODD, 1974).

In Norwegen wurde 1984 ein parasitdrer Erreger von Enzephalitis und Myositis bei
Hundewelpen isoliert (BJERKAS et al., 1984). Es handelt sich im beschriebenen Fall um
einen Wurf von sechs Boxerwelpen. Im frithen Welpenalter erschienen die Hunde klinisch
unauffillig. Fiunf Tiere entwickelten zwei bis sechs Monate nach der Geburt neurologische
Storungen, die nach einigen Monaten zu Paresen fiihrten. Ein Welpe erkrankte subklinisch.
Der Parasit wurde mikroskopisch hauptsdchlich im Zentralnervensystem nachgewiesen, wo er
Lésionen, Nekrosen oder Entziindungserscheinungen verursachte. In geringerem Ausmall
wurden auch in der Skelettmuskulatur parasitir bedingte Entziindungen festgestellt. Auch bei
dem subklinisch erkrankten Tier zeigten Zentralnervensystem und Muskulatur Merkmale

einer chronischen Entziindung mit Fibrosierungen (BJERKAS et al., 1984).



Durch den elektronenmikroskopischen Nachweis der charakteristischen Organellen -
ein Konoid, 22 subpellikular gelegene Mikrotubuli, relativ wenige, nach unterschiedlichen
Richtungen orientierte Mikronemen, und schlieBlich elf oder mehr Rhoptrien -
(SCHOLTYSECK et al., 1973) konnte der Parasit den Apicomplexa zugeordnet werden. Er
teilte sich durch Schizogonie (Endodyogenie) in zwei Merozoiten und wurde deshalb
innerhalb der Apicomplexa zur Klasse der Sporozoa gezdhlt (BJERKAS et al, 1984).
Lichtmikroskopisch konnte der Parasit nicht von Toxoplasma (T.) gondii unterschieden
werden. Ultrastrukturell dhnelten die Merozoiten sowohl 7. gondii (SULZER et al., 1979) als
auch Besnoita, hatten aber mehr Rhoptrien (SCHOLTYSECK et al, 1973). Die
Unempfindlichkeit von Midusen bei Infektionsversuchen und das Fehlen von Antikorpern
gegen T. gondii sprachen dagegen, dafl es sich bei dem beschriebenen Parasit um eine
Toxoplasma-Art handelte (DUBEY, 1977).

DUBEY wund Mitarbeiter (1988a) beschriecben das Auftreten einer letalen
Toxoplasmose-dhnlichen Krankheit bei 23 Hunden. Bei 13 Tieren wurde 7. gondii
nachgewiesen. Die anderen zehn Tiere wiesen dhnliche, jedoch nicht identische protozoére
Parasiten auf. Die Seren reagierten auch nicht mit Antikdrpern gegen 7. gondii im
Immunperoxidase-Test. Die zystenbildenden Protozoen befanden sich vor allem in Gehirn
und Riickenmark. Die Parasiten konnten in Zellkulturen isoliert werden und wurden als N.
caninum in die mikrobiologische Nomenklatur aufgenommen. In der Sektion wurden
hauptséchlich Myositis und Meningoenzephalomyelitis diagnostiziert. Ein Tier wies eine
ulzerierende Dermatitis auf. Experimentell mit N. caninum infizierte Hunde zeigten
Lihmungen, neurologische Ausfille wie Ataxien, aber auch spontane Todesfille (DUBEY et
al., 1988b).

LINDSAY und DUBEY (1989b) gelang es, Antikorper in Kaninchen zu produzieren.
Die N. caninum-Tachyzoiten aus natiirlich infizierten Hunden wurden isoliert und dann
mehrfach in Zellkulturen passagiert. Mit diesen Tachyzoiten konnten Kaninchen immunisiert
und das Antiserum gewonnen werden. Tachyzoiten und Bradyzoiten von N. caninum wurden
immunhistochemisch in formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Geweben infizierter
Hunde identifiziert. Mit Hilfe dieser Methode konnte eine Differenzierung von Neospora und
Toxoplasma vorgenommen werden. Bei mit Toxoplasma, Hammondia (H.) hammondi,
Sarcocystis (S.) cruzi, S. capricanis, S. tenella, Besnoita jellisoni, Caryospora bigenetica,
Hepatozoon canis oder Atoxoplasma-Spezies infiziertem Gewebe fand keine Reaktion statt.
So konnten BJERKAS und DUBEY (1991) in konserviertem Gewebe aus den 1984 in

Norwegen erkrankten Hundewelpen den Erreger nachtriaglich als N. caninum identifizieren.



DUBEY und Mitarbeiter (1988a) gelang es durch eine retrospektive Analyse
histopathologischer Priparate nachzuweisen, dal3 N. caninum bereits im Jahre 1957 existierte
und in den Vereinigten Staaten bei mehreren Hunden schwere neuromuskuldre Storungen
verursachte. Auch BJERKAS und LANDSVERK wiesen bei einem 1967 sezierten Saluki im
Gehirngewebe mittels Immunperoxidase-Techniken und Elektronenmikroskopie den neuen,
damals noch nicht klassifizierten Parasiten nach (BJERKAS und LANDSVERK, 1986).

LINDSAY und DUBEY entwickelten 1989 und 1990 erste experimentelle
Tiermodelle. Sie untersuchten die Biologie, Ubertragung und Chemotherapie von N. caninum
bei Midusen, Ratten, Hunden, Katzen und Schafen (LINDSAY und DUBEY 1989a,c;
1990a,b). Auf die Versuche wird in Punkt 6 noch néher eingegangen.

Ende der 80er Jahre wurden in Kalifornien zahlreiche Aborte bei Milchkiithen
beobachtet, die auf eine Protozoeninfektion zuriickzufithren waren. 445 Rinderfoeten aus 56
Herden wurden von 1987-1989 im California Veterinary Diagnostic Laboratory System
untersucht. Sie wiesen nonsuppurative Myokarditis sowie eine multifokale Enzephalitis auf,
die der Toxoplasma-Enzephalitis bei Schaffoeten dhnelte. Die im Gehirn nachgewiesenen
Protozoen zeigten keine Reaktionen mit 7oxoplasma-spezifischen Antikorpern (BARR et al.,
1990). THILSTED und DUBEY lie8en aus diesen Kiihen isolierte Einzeller erfolgreich mit
Antikérpern gegen N. caninum reagieren und identifizierten sie somit (THILSTED und
DUBEY, 1989).

N. caninum wurde 1989 in der Plazenta eines Rindes nachgewiesen, das einen fiinf
Monate alten Foetus abortiert hatte. Die Kotyledonen waren nekrotisch und enthielten
Protozoen, die sich strukturell von Sarcocystis spp. und T. gondii unterschieden. Auch in
diesem Fall konnte N. caninum identifiziert werden (SHIVAPRASAD et al., 1989).

DUBEY und LINDSAY (1989b) infizierten eine pluripare 8-jahrige Beaglehiindin am
Tag 35 der Trachtigkeit mit 1,5 Millionen N. caninum-Tachyzoiten subkutan und
intramuskuldr. 28 Tage nach der Inokulierung warf sie acht Welpen. Von diesen starb einer
kurz nach der Geburt, ein zweiter zwei Tage post partum, drei Welpen wurden an den Tagen
zwel, drei und 20 post partum wegen Trinkschwiche und Hypothermie euthanasiert. Die
verbleibenden drei Welpen erschienen klinisch unauffillig. Bei sechs von acht Welpen
wurden Serum-Antikorper gegen N. caninum gefunden. Die Sektion der fiinf toten Tiere
zeigte Myokarditis, Hepatitis, Enzephalitis und Pneumonie in unterschiedlicher Auspragung.
Gewebe aus Plazenta, Gehirn, Leber und Lunge der Welpen wurden homogenisiert und auf
bovine Monozyten-Zellkulturen gebracht. Anschliefend wurden die gewonnenen Organismen

durch IFAT als N. caninum identifiziert. Ahnliche Versuche zum Nachweis der



diaplazentaren Ubertragung wurden auch bei Katzen (DUBEY und LINDSAY, 1989a),
Schafen (DUBEY et al., 1990b) und Méusen (COLE et al., 1995) durchgefiihrt. Bei diesen
Tierarten konnte dieser Ubertragungsweg bestitigt werden.

Der Nachweis der diaplazentaren Ubertragung beim Rind wurde erst 1992 erbracht
(DUBEY et al., 1992¢). Hierbei wurden drei Jersey-Kiihe subkutan und intramuskuldr mit 26
Millionen N. caninum-Tachyzoiten am Tag 129 (Kuh 1), 126 (Kuh 2) und 81 (Kuh 3) nach
der Besamung infiziert. Kuh 1 muflte wegen einer gangriandsen Mastitis 32 Tage nach der
Inokulierung euthanasiert werden. Ihr Foetus zeigte eine hochgradige nonsuppurative,
nekrotisierende Enzephalitis. N. caninum wurde mit Hilfe von Anti-N. caninum-Serum
immuno-histologisch, in Bioassays mit Mdusen sowie durch Inokulierung von bovinen
Monozytenkulturen mit Gewebe-Homogenisat nachgewiesen. Kuh 2 und 3 abortierten 101
bzw. 74 Tage nach der Inokulierung der N. caninum-Tachyzoiten kleine, autolysierte Foeten.
Plazenta und Foeten waren fiir Laboruntersuchungen nicht verwertbar (DUBEY et al., 1992c¢).
Ein Jahr spéter gelang erstmals die Isolierung von N. caninum aus einem abortierten Foetus
(CONRAD et al., 1993a). Durch intravendse und intramuskuldre Applikation dieses Isolates,
BPA-1, konnten wiederum Aborte beim Rind induziert werden (BARR et al., 1994D).

Die Neosporose wird mittlerweile weltweit als ein wichtiger Grund fiir Aborte und
Fruchtbarkeitsprobleme bei Rindern angesehen. Sie verursacht bis zu 40 % der Aborte bei
Rindern in Kalifornien (DUBEY und ROMMEL, 1992) und bis zu 25% in den Niederlanden
(WOUDA et al., 1999a). Es liegen bestitigte Fille aus ca. 30 Léndern vor, u. a. Argentinien
(CAMPERO et al., 1998), Australien (REICHEL, 2000), Brasilien (GONDIM et al., 1999a,b),
Deutschland (CONRATHS et al., 1996), Isracl (HARMELIN et al., 1995a,b), Japan (OGINO
et al., 1992), USA (DRYER et al., 2000) und Zimbabwe (JARDINE und WEELS, 1995).

Morphologische Untersuchungen zeigten, daf3 es sich bei der bovinen und der caninen
Form um dieselbe Spezies handelt (BARBER et al., 1993; DUBEY und LINDSAY, 1996;
JARDINE, 1996). Dagegen wurden Einzeller, die aus dem Gehirn eines Pferdes in
Kalifornien isoliert wurden, aufgrund morphologischer Unterschiede als neue Spezies unter
der Bezeichnung Neospora hughesi (N. hughesi) in die Nomenklatur aufgenommen (MARSH
et al., 1998).

McALLISTER und Mitarbeiter (1998a) konnten den Verdacht bestétigen, dal3 der
Hund den Endwirt von N. caninum darstellt. Vier Hunde wurden durch Verfiitterung von
Maiusen, die Gewebszysten von N. caninum enthielten, oral infiziert. Der Kot der Hunde
wurde {iber einen Zeitraum von 30 Tagen nach der Verflitterung taglich mittels Flotation auf

Oozysten untersucht. Drei Tiere schieden unsporulierte Oozysten aus, die innerhalb von drei



Tagen sporulierten und je zwei Sporozysten mit je vier Sporozoiten enthielten. Laborméuse
wurden mit fikalen Extrakten dieser Hunde oral und subkutan infiziert und morphologisch,
serologisch, immunhistologisch und durch genetische Analysen auf N. caninum untersucht. Es
wurden Tachyzoiten in Leber, Lunge und Milz sowie neurologische Symptome festgestellt.
Durch PCR wurden die Tachyzoiten als N. caninum identifiziert. 14 Tage nach oraler
Aufnahme der fikalen Extrakte der Hunde hatten zwei von 24 Balb/c Méusen einen M.
caninum Antikorper-Titer von tiber 1:50.

Auch bei Hirschen (WOODS et al., 1994), Gemsen, Rehwild (FERROGLIO und
ROSSI, 2001), Ziegen (DUBEY et al., 1992a), Schafen (DUBEY et al., 1990b), Biiffeln
(HUONG et al., 1998), Kojoten (LINDSAY et al., 1996c¢), Dingos (BARBER et al., 1997),
und Fiichsen (BUXTON et al., 1997¢) konnten mittlerweile natiirliche Neospora-Infektionen
nachgewiesen werden. Sdmtliche Infektionen wurden auf N. camninum zurtickgefiihrt. Thr
Auftreten sowohl in freier Wildbahn (FERROGLIO und ROSSI, 2001) als auch in Zoos
(DUBEY et al., 1996b) und bei Haustieren weist auf die starke tierartliche und geographische

Verbreitung hin.



3. MORPHOLOGIE UND BIOLOGIE VON NEOSPORA CANINUM

3.1  Phylogenetischer Standpunkt

Klassifizierung, Taxonomie und Nomenklatur von gewebszystenbildenden Kokzidien
werden seit vielen Jahren kontrovers diskutiert. Unklar ist bis heute der phylogenetische
Standpunkt von Neospora, Toxoplasma und Sarcocystis (TENTER und JOHNSON, 1997).
Die Probleme der Klassifizierung ergaben sich daraus, dal die Lebenszyklen der
verschiedenen Gruppen erst vor kurzem erforscht wurden bzw. zum Teil bis heute nicht
vollstindig bekannt sind (HEYDORN und MEHLHORN, 2001). Des weiteren ist zu
bedenken, dal moglicherweise bisher nur 1% aller existierenden Spezies der Apicomplexa
beschrieben wurden. Aullerdem wurde die Suche bisher auf sehr wenige Arten fokussiert, die
von medizinischem oder veterindrmedizinischem Interesse, aber nicht unbedingt reprasentativ
fiir das gesamte Vorkommen sind (COX, 1994).

Als Einteilungskriterium dienten die Lebenszyklen wie auch Morphologie und
Lokalisation der Entwicklungsstadien. Besondere Bedeutung kommt dem Aufenthaltsort der
asexuellen Parasitenstadien im Zwischenwirt zu. Seit 1879 die Klasse der Sporozoa und
Subklasse der Coccidia benannt wurden, haben sich die diagnostischen Mdoglichkeiten stark
erweitert. In den spéten 50ern ergidnzte das Elektronenmikroskop das Lichtmikroskop und
erbrachte zusitzliche Erkenntnisse, so da3 phénotypische Kriterien ebenfalls zur Einteilung
der Kokzidien herangezogen werden. Zu diesen Kriterien zdhlen Wirtsspezifitit,
Heteroxenitit, Ubertragungsmodus, Lokalisation der Sporogonie und dhnliches. Der neueste
Ansatz aus den 90ern basiert auf molekularbiologischen Grundlagen. Dabei soll die small
subunit ribosomal ribonucleic acid (ssTRNA) neue Einblicke in die Phylogenese geben. Mit
ihrer Hilfe wurden bereits Klassifizierungen bei Bakterien wie auch bei Pflanzen und Tieren
durchgefiihrt, da ihre Primér- und Sekundéarstruktur wéhrend der Evolution konserviert wurde.
Die Sequenz kann entweder direkt von der ssTRNA oder von ihren Genen abgelesen werden.
Hier kommen auch die molekularbiologischen Methoden zum Einsatz, wie z.B.
Genklonierung, Sequenzierung, reverse Transkription der RNA und Vermehrung von Genen
durch PCR (TENTER und JOHNSON, 1997). Aus all diesen Ansétzen ergeben sich viele
verschiedene Modelle zur Klassifizierung.

Die meisten Informationen iiber die taxonomische Position des Parasiten erhdlt man
aus molekularen Daten. Die Analyse der kleinen Untereinheit der rRNA wurde zum Standard

in der Biochemie, um Aufschlul in die phylogenetischen Beziehungen von Organismen zu
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bringen (BARTA et al., 1997). Ein Grund dafiir ist der hohe Grad an Konservierung wihrend
der Evolution, ihre Allgegenwart und die Einfachheit, mit der diese Sequenzen geklont
werden konnen (MEDLIN et al., 1988; SOGIN, 1989). Das rRNA Molekiil hat eine
spezifische Sekunddrstruktur, die fiir Formation und Funktion der Ribosomen nétig ist
(GUTELL et al, 1994). Primédr- und Sekundérstruktur sind sogar innerhalb sehr
unterschiedlicher Taxa gleichermaBBen erhalten (HILLIS und DIXON, 1991). So ist die
Sekundérstruktur fiir die Sequenz der rRNA Gene und auch fiir die Anordnung der rRNA
Sequenzen verantwortlich (HICKSON et al., 1996; KJER, 1995). Des weiteren konnen
Aufbau der Helix und Haarnadelschleife als ein Einteilungskriterium herangezogen werden
(MUSE, 1995), da die Basenpaare der Helixstruktur ein Resultat kompensatorischer
Mutationen sind. Die Sequenzen dieser Molekiile wurden intensiv betrachtet, um
Beziehungen innerhalb der Apicomplexa zu untersuchen (BARTA et al., 1991; ELLIS et al.,
1995; ESCALANTE und AYALA, 1995). Im Vergleich verschiedener Isolate von N.
caninum und T. gondii ergab sich ein Unterschied in lediglich vier Nukleotiden bei der rRNA
(MARSH et al., 1995). Aufgrund des hohen Homologiegrades ihrer 18 S rRNA wurde
vorgeschlagen, N. caninum und T. gondii zusammen ins Genus Toxoplasma einzuordnen
(HOLMDAHL et al., 1997). Es ist davon auszugehen, daf} sich die beiden Arten im Lauf der
Evolution voneinander abgespalten haben (ELLIS et al., 1994).

Im Gegensatz dazu wurde in einem Vergleich der Genome von Neospora, Sarcocystis
und Toxoplasma mit Hilfe der polymorphen DNA (RAPD)-PCR keine signifikante
Beziehung zwischen Neospora und Toxoplasma nachgewiesen (GUO und JOHNSON, 1995).
In dieser Studie wurde eher eine engere Beziehung zwischen Sarcocystis muris und T. gondii
vermutet, als zwischen N. caninum und T. gondii. AuBBerdem wurde demonstriert, da3 keine
Homologe der drei dominanten 7. gondii-Gene B1, p22 und p30 in N. caninum existieren
(BRINDLEY et al., 1993; Miiller et al., 1996). Zudem besteht eine auffillige Variabilitét
zwischen der Internal transcribed spacer 1 (ITS 1) Region von N. caninum und T. gondii
(HOLMDAHL und MATTSON, 1996; HOMAN et al., 1997).

Im Jahre 2001 wurden von SCHOCK und Mitarbeitern ebenfalls mit der RAPD-
Technik, Isolate von 7. gondii, Sarcocystis sp., Cryptosporidium und Neosporen auf
genetische Unterschiede untersucht. Die Autoren kamen zu dem Schluf3, daB3 die Neosporen
den Toxoplasmen am néchsten stehen.

Eine weitere Versuchsreihe, die die Frage kldren sollte, ob N. caninum einen Stamm
der Toxoplasmen darstellt, zielte darauf, festzustellen, ob eine Immunisierung mit 7. gondii

eine experimentelle Infektion mit N. caninum-Tachyzoiten verhindern kann. Als



Versuchstiere dienten triachtige Schafe, deren Foeten alle abstarben. Trotz der bestehenden
Kreuzimmunitit konnte der Tod der Friichte nicht verhindert werden (INNES et al., 2001a).

Erste Studien des Genoms und der Phylogenie auf molekularer Ebene erfolgten 1994
(ELLIS et al, 1994). Untersuchungen am Genom von 43 Apicomplexa-Spezies
(MORRISON, 1996; MORRISON und ELLIS, 1997) ergaben die Einordnung der Gattungen
Eimeria, Sarcocystis, Toxoplasma und Neospora in Ubereinstimmung mit den taxonomischen
Schemata von LEVINE (1985, 1988) und VIVIER und DESPOERTES (1990) in die Klasse
der Kokzidien.

Die subzelluldre Struktur von N. caninum weist im elektronenmikroskopischen Bild
morphologische Charakteristika der Sarcocystidae auf, so zum Beispiel den apikalen
Komplex am anterioren Parasitenende (LEVINE, 1988).

Deshalb wird N. caninum im Stamm der Apicomplexa zur Familie der Sarcocystidae
gezéhlt und darin wegen der erwdhnten Sequenzhomologien als eine Schwestergruppe von 7.

gondii gefuhrt (ELLIS et al., 1994).

Tab. 1: Die aktuelle Klassifizierung der Apicomplexa nach CURRENT et al. (1990)

Stamm Apicomplexa
Klasse Sporozoa
Subklasse Coccidia
Ordnung Eucoccidia
Unterordnung Eimeriina
Fam. Cryptosporidiidae
Genus Cryptosporidium
Fam. Eimeriidae
Genus Eimeria
Genus Isospora
Fam. Sarcocystidae
Subfam. Sarcocystinae
Genus Sarcocystis
Genus Frankelia
Subfam. Toxoplasmatinae
Genus Toxoplasma
Genus Besnoita
Genus Hammondia
Genus Neospora




Die Familie der Sarcocystidae umfafit etwa 200 bekannte Arten von heteroxenen, also
mehrwirtigen Kokzidien, die Gewebszysten im Zwischenwirt formen. Aufgrund
phianotypischer Merkmale kann eine Unterteilung in die Unterfamilien Sarcocystinae und
Toxoplasmatinae erfolgen. Mit ca. 180 Spezies wird die Mehrheit dieser Kokzidien den
Sarcocystinae zugeteilt (LEVINE, 1988; TENTER und JOHNSON, 1997). Die wenigen
Parasiten, die zu den Toxoplasmatinae gezdhlt werden, unterteilen sich wieder in vier
verschiedene Genera: Toxoplasma (T. gondii), Neospora (N. caninum, N. hughesi),
Hammondia (H. hammondi, H. heydorni) und Besnoita (B. bennetti, B. besnoiti, B. caprae, B.
darlingi, B. tarandi, B. wallacei) (DUBEY und BEATTIE, 1988; FRENKEL et al., 1987;
SMITH, 1981).

Einige Autoren sind der Meinung, dal die Genera Hammondia und Toxoplasma
wegen ihrer phédnotypischen Ahnlichkeiten identisch sind (LEVINE, 1977; 1988; KOGUT,
1990). Allerdings mufl diese Folgerung als fraglich bezeichnet werden, da innerhalb der
Genera nur wenige Spezies beschrieben sind und bisher nur von 7. gondii und H. hammondi
ein kompletter Lebenszyklus bekannt ist (MUGRIDGE et al., 1999). T. gondii und N.
caninum haben ein dhnliches, aber nicht identisches Wirtsspektrum und unterscheiden sich
sowohl in Biologie als auch Epidemiologie. Als weitere Schwierigkeit bei der Einteilung gilt
die Tatsache, daBl die ssTRNA Gensequenzen innerhalb der verschiedenen Linien sehr
variieren. Vor allem zwischen virulenten und avirulenten Stimmen bestehen Unterschiede, so
dal3 die Gensequenz von N. caninum in den Bereich der Heterogenie fillt. Dies bedeutet, daf3
gleichartige, erbliche Merkmale mit identischem Phédnotyp auch durch verschiedene nicht
allele Gene entstehen konnen (LUTON et al., 1995).

Mehrere morphologische und biologische Merkmale deuten darauf hin, daBl M.
caninum ndher mit H. heydorni als mit T. gondii verwandt ist. Schwierig fiir die Bewertung ist
allerdings, daf3 die Lebenszyklen noch nicht vollstidndig identifiziert sind. Fiir beide Parasiten
sind jedoch canine Endwirte nachgewiesen. Aus Gensequenzuntersuchungen an der
kompletten 1 S rRNA und der ITS1-Sequenz ergab sich ein ndherer Verwandtschaftsgrad
zwischen N. caninum und H. heydorni als zwischen den genannten und H. hammondi oder T.
gondii (ELLIS et al., 1999; MUGRIDGE et al., 1999). H. heydorni und N. caninum benutzen
Hunde sowohl als Zwischen- wie auch als Endwirte. Beider Oozysten sind morphologisch
nicht zu unterscheiden. So stellt sich auch die Frage, wie viele der H. heydorni-Oozysten
ausscheidenden Hunde in Wirklichkeit N. caninum-Oozysten ausscheiden. Beide Parasiten

sind in vielen Tieren weit verbreitet (McALLISTER et al., 1998a).
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Zusammenfassend kann man sagen, dal} die zahlreichen Widerspriiche in der Literatur
beziiglich der Phylogenie der Apicomplexa eher auf strategischen Unterschieden zur Kliarung
der Sequenzanordnung zu basieren scheinen als auf Differenzen in den verwendeten Daten
oder den etablierten Methoden zur Stammbaumbildung.

Es bedarf noch weiterer Untersuchungen verschiedener Isolate hinsichtlich ihrer
Taxonomie, um gesicherte Aussagen treffen zu kénnen (HEYDORN und MEHLHORN,
2001). Auch sollten alle Proteine des apikalen Komplexes identifiziert und zur Einteilung mit
herangezogen werden, da sie tiber die Jahre auf molekularer und morphologischer Ebene
konserviert wurden (TOMLEY und SOLDATI, 2001). Die Eingliederung der Spezies N.
hughesi steht noch aus.

Die Ergebnisse von Analysen der ssrRNA liegen bisher in der Subfamilie der
Sarcocystinae nur fiir Sarcocystis, Toxoplasma und Neospora vor. Somit kann diese

Klassifizierung noch nicht als endgiiltig betrachtet werden.

3.2  Lebenszyklus der Apicomplexa

Der Lebenszyklus der Apicomplexa gliedert sich in die Stadien der Sporogonie,
Schizogonie und Gamogonie (siehe Abb. 1).

Die Sporogonie findet auBerhalb des Wirtes statt. Die vom Endwirt Hund
ausgeschiedene Oozyste (Dauerstadium) bildet zwei Sporozysten mit je vier Sporozoiten und
wird dann als sporulierte Oozyste bezeichnet, die jetzt infektios ist (infektioses Stadium).

Die Schizogonie wird auch Endodyogenie genannt und stellt ein Vermehrungsstadium
dar. Aus einer Mutterzelle entstehen zwei Tochterindividuen nach mitotischer Teilung des
Kerns, Zuordnung des Zytoplasmas und Teilung der Organellen. Diese Tochterindividuen
werden Endozoiten oder Merozoiten genannt, die sich wiederum schnell teilen und dann als
Tachyzoiten bezeichnet werden. Dies findet im Zwischenwirt statt, in dem immer die
Vermehrungs- und Entwicklungsprozesse ablaufen (SCHOLTYSECK, 1973).

Die Gamogonie stellt die geschlechtliche Differenzierung der Merozoiten dar und
fithrt zur Bildung von ménnlichen Mikrogamonten und weiblichen Makrogamonten. Nach
einer weiteren Mitose werden sie Mikrogameten bzw. Makrogameten genannt. Bei der
Gametogamie oder Syngamie findet die Vereinigung zur Zygote statt, die nach der
Umihiillung als Oozyste bezeichnet wird. Die Gamogonie ist bei verwandten Kokzidien wie

Toxoplasma und Sarcocystis (DUBEY und BEATTIE, 1988) in dieser Form nachgewiesen
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und findet als sexueller Teil des Vermehrungszyklus im Endwirt statt. Diese Vorginge
werden bei allen Sporozoen vermutet, sind aber bei den Neosporen noch nicht nachgewiesen.
Hier wurde bisher nur ein Oozystenstadium gefunden, nicht jedoch Gamonten und Gameten
(McALLISTER et al., 1998a).

Die bei der Schizogonie entstehenden ungeschlechtlichen Tachyzoiten sind in der
Lage, eine Hiille auszubilden, in der weitere langsame Teilungen stattfinden. Die infektiosen
Zystozoiten werden nun auch Bradyzoiten genannt. Tachyzoiten sind also schnell teilende
Stadien, wihrend Bradyzoiten langsam teilende Gebilde sind, die vor allem in neuralem
Gewebe Zysten bilden (WOUDA, 2000). Zu den geschlechtlichen Stadien gehdren Oozysten,
Sporozysten und Sporozoiten (LINDSAY et al., 1999).

UMWELT
unsporulierte {(Kontamination)

Oozyste \
ENDWIRT / SPOROGONIE

KOT \
/ sporulierte
@ Oozyste
Endwirt HUND

GAMOGONIE

T‘ Sporozoiten em= orale Infektion
orale Infektion der Zwischenwirte

vertikale Ubertragung 1 Xar'{ =
auf Foeten ‘ -

Tachyzoiten

SCHIZOGONIE ZWISCHENWIRTE

=X

Zysten mit
Bradyzoiten

Abb. 1: Schematischer Entwicklungszyklus von N. caninum (nach LOSCHENBERGER et
al., 2000)
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3.3  Lebenszyklus von Neospora caninum

Der Lebenszyklus von N. caninum konnte noch nicht vollstindig dargestellt werden.
Allerdings konnte in einer Studie gezeigt werden, da Hunde nach Verfiitterung von M.
caninum-haltigen Gewebszysten aus Mé&usen 8-27 Tage post infektionem unsporulierte
Oozysten ausscheiden. Somit wurde der Hund als Endwirt erstmals bestétigt. Es fehlen noch
Nachweise von Stadien, die im Endwirt Hund, in dem der geschlechtliche Part der
Vermehrung stattfindet, auftreten (McALLISTER et al., 1998a).

Die ausgeschiedenen Oozysten verbleiben in der Umwelt und sporulieren
(Sporogonie) in einem Zeitraum von 24 Stunden (LINDSAY et al., 1999) bis zu drei Tagen
(McALLISTER et al., 1998a). Erst dann sind sie infektios. Uber die Infektiositit von
Gewebszysten nach oraler Aufnahme durch den Hund ist wenig bekannt, da die infizierten
Tiere im Versuch nur eine geringe Menge unsporulierter Oozysten ausschieden. Zudem kam
es bei einem der drei Versuchshunde trotz Ausscheidung von Oozysten nicht zur
Serokonversion. Auch tiber die Ausscheidungsfrequenz konnen zur Zeit noch keine Angaben
gemacht werden (LINDSAY et al., 1999; McALLISTER et al., 1998a). Die erforderlichen
Umweltbedingungen sind noch ungeklirt, ebenso die Frage, ob noch andere Caniden als
Endwirte fungieren. Lediglich in einer Versuchsreihe mit Musteliden konnte festgestellt
werden, dafl nach Verflitterung von Gewebszysten keine Oozysten ausgeschieden wurden, die
denen von N. caninum dhnelten (McALLISTER et al., 1999). Allerdings lassen serologische
Untersuchungen von wild lebenden Kojoten und Fiichsen darauf schlieen, daf3 auch sie bei
der Verbreitung der N. caninum-Oozysten eine Rolle spielen (BUXTON et al., 1997a;
LINDSAY et al, 1999; SIMPSON et al, 1997). SIMPSON und Mitarbeiter (1997)
beschrieben einen Fall in Cornwall, GroBbritannien, bei dem in einem Rinderbestand mit 120
Tieren innerhalb von neun Monaten 30 Aborte auftraten. Von 17 serologisch untersuchten
Rindern zeigten 14 Tiere positive N. caninum-Titer. Vorberichtlich lag eine hiufige
Verunreinigung der verfiitterten Silage mit Fuchskot vor. Von 16 darauthin erlegten Fiichsen
stellten sich im caninem IFAT (indirect fluorescent antibody test) 13 als negativ, zwei als
fraglich und einer als stark positiv heraus. Als zweifelhaft mu3 dahingestellt bleiben, ob der
canine Test auch fiir Fiichse geeignet ist. Es ergibt sich daraus die Forderung nach
Entwicklung neuer IFAT-Tests.

Die unbekannte Dauer der intestinalen Immunitét beziiglich N. caninum erschwert die
Deutung der IFAT-Untersuchungen. Ein positiver IFAT-Titer kann einen immunen Hund

anzeigen, die Grundsitzlichkeit dieser Aussage ist jedoch nicht belegt. Ein negativer IFAT-
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Titer zeigt nicht unbedingt ein Tier an, das noch nie mit N. caninum in Bertihrung gekommen
ist (LINDSAY et al., 1999). Ein experimentell infizierter Hund, der auch Oozysten ausschied,
war im Versuch von McALLISTER und Mitarbeiter serologisch negativ. Des weiteren ist
nichts tiber die Dauer des N. caninum-Titers im Hund nach beendeter Oozystenausscheidung
bekannt (McALLISTER et al., 1998a).

In der Umwelt sporulierte Oozysten enthalten je zwei Sporozysten mit jeweils vier
Sporozoiten. Der Zwischenwirt infiziert sich durch Aufnahme von Futter oder Wasser, das
mit oozystenhaltigem Hundekot verunreinigt wurde. Dies stellt eine von drei bisher
nachgewiesenen horizontalen Infektionsmoglichkeiten dar, die jedoch nur bei Laborméusen
experimentell nachgewiesen werden konnte (McALLISTER et al, 1998b). Weitere
Ausfiihrungen zu den Ubertragungsmoglichkeiten werden in Punkt 5.5 gemacht. Als
natiirliche Zwischenwirte sind zur Zeit Rinder (ANDERSON et al., 1991; 1995), Biiffel
(HUONG et al., 1998), Schafe (DUBEY et al., 1990b), Ziegen (DUBEY et al., 1992a),
Hirsche (WOODS et al., 1994), Pferde (DUBEY und PORTERFIELD, 1990; LINDSAY et
al.,, 1996d), Hunde (DUBEY et al., 1988a,b), Dingos (BARBER et al., 1997), Kojoten
(LINDSAY et al., 1996¢) und Rotflichse (BUXTON et al., 1997a) bekannt.

Die Sporozoiten werden im Zwischenwirt frei und bilden durch Schizogonie
(Endodyogenie) Tachyzoiten aus, welche sich schnell teilen. Sie befallen Organsysteme wie
Gehirn, Riickenmark, Herz, Lunge, Leber, Muskulatur, Haut, Plazenta und Fruchthiillen
(DUBEY und LINDSAY, 1993; 1996). Auch die von Tachyzoiten befallenen Zelltypen sind
zahlreich:  Makrophagen,  Fibroblasten, = Myozyten,  Hepatozyten, = Nervenzellen,
GefiBlendothelzellen und Nierengangsendothelzellen (BJERKAS und PRESTHUS, 1989;
DUBEY, 1993; DUBEY et al., 1988a; SPEER und DUBEY, 1989).

Tachyzoiten dringen aktiv in die Wirtszellen ein und sind innerhalb von fiinf Minuten
nach dem ersten Kontakt intrazellulir (HEMPHILL et al., 1996). Sie liegen im Zytoplasma
und bilden eine Parasitenvakuole aus, von der es mehr als eine pro Zelle geben kann. Sie
proliferieren innerhalb der Vakuole durch Endodyogenie und produzieren mehrere 100 neue
Parasiten einige Tage post infectionem. Proliferierende Tachyzoiten formen eine Pseudozyste,
die keine Zystenwand besitzt. Durch das Auflosen der Wirtszelle konnen benachbarte Zellen
infiziert werden (DUBEY und LINDSAY, 1996).

Die Resistenz von Bradyzoiten und Gewebszysten gegeniiber Salzsdure unterstiitzte
schon frith die Annahme, da3 ein Teil des Lebenszyklus von N. caninum im Magen-Darm-
Trakt von Caniden ablaufen konnte. LINDSAY und DUBEY (1990a,b) setzten

Gehirnmaterial von infizierten Mé&usen einer Pepsin-Salzsdure-Losung (ph 0,8) aus. Die
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Proben wurden nach zehn Minuten durch Zentrifugation wieder von der Losung befreit und
subkutan in Swiss White Méuse injiziert. 28 Tage nach der Inokulierung konnte in allen zehn
infizierten Mausen ein Parasitenbefall nachgewiesen werden.

Nach Aufnahme durch den Endwirt Hund durchlduft N. caninum im Darmtrakt
wiederum die Gamogonie.

Als Infektionsmoglichkeiten sind bisher bekannt die orale Aufnahme von Oozysten,
Bradyzoiten und Tachyzoiten oder die diaplazentare Ubertragung von Tachyzoiten
(ANDERSON et al., 1997; COLE et al., 1995; DE MAREZ et al., 1999; McALLISTER et al.,
1998a). Darauf wird in Punkt 5.5 niher eingegangen.

34 Struktur

3.4.1 Tachyzoiten

Tachyzoiten sind ovoid, bananenférmig oder globuldr, 3-7 pm lang, 1-5 um breit und
besitzen ein definiertes Vorder- und Hinterende (siche Abb. 2). Thre GroBe variiert in
Abhingigkeit vom Teilungsstadium (DUBEY und LINDSAY, 1996). Sie besitzen eine
dreilagige Plasmamembran und einen apikalen Komplex. In diesem bilden 22 Mikrotubuli mit
assoziierten Proteinen eine zytoskelettale Struktur. Der apikale Komplex ist fur die
Erkennung und das Eindringen in die Wirtszelle von Bedeutung (HEMPHILL et al., 1998).
Auflerdem enthdlt er zwei apikale Ringe, ein Konoid und ein oder zwei polare Ringe
(DUBEY und LINDSAY, 1996, HEMPHILL, 1999; SPEER et al., 1999). Ultrastrukturell
sind die aus Zellkulturen gewonnenen Tachyzoiten mit den in vivo gewachsenen identisch.
Jedoch wurden nur in aus Zellkulturen gewonnenen Parasiten Mikroporen gefunden
(LINDSAY et al., 1993; SPEER und DUBEY, 1989). Elektronenmikroskopisch sichtbare
Parasitenvakuolen traten nur in in vitro infizierten Zellen in Erscheinung (DUBEY et al.,
1988a; SPEER und DUBEY, 1989). Ob es sich hierbei um einen Artefakt handelt, ist noch
unklar. Uber das Auftreten von intravakuoliren Tubuli gibt es unterschiedliche Angaben
(BJERKAS und PRESTHUS, 1988; 1989; SPEER und DUBEY, 1989).

Wie alle zu den Apicomplexa gehorenden Parasiten besitzen auch Neosporen
zahlreiche Organellen. Dazu gehdéren Mitochondrien, 40-150 Mikronemen, acht bis 18
Rhoptrien, von denen einige den Zellkern beriihren, ein Golgi-Apparat, ein rauhes und glattes

endoplasmatisches Retikulum, ein Plastid (Golgi adjunct), Zellkern mit Nukleolus,
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Polysomen, Mikrosomen und Lipidkorper. Die Zahl der Mikronemen, welche kleine
vesikuldre Strukturen darstellen, ist sehr unterschiedlich. Sie liegen hauptsidchlich
perpendikulédr an der inneren Membran (DUBEY und LINDSAY, 1996). Die Rhoptrien sind
kegelformige Organellen, die typisch fiir die Apicomplexa sind. Sie sind sekretorisch titig,
enthalten inhomogenes elektronendichtes Material und befinden sich an der Langsachse der
Zelle. Bei den Vorgédngen zur Invasion der Wirtszelle sind sie aktiv (BECKERS et al., 1997),
indem sie ihren Inhalt wihrend des Invasionsprozesses in die Wirtszelle sezernieren
(DUBREMETZ et al., 1993). Rhoptry-Proteine werden in die Parasitenvakuolenmembran
eingebaut, die nach dem Eindringen in die Wirtszelle gebildet wird und die Parasiten
einschlieft (BECKERS et al., 1994). Die unterschiedlichen Zahlenangaben aus verschiedenen
Untersuchungen riithren wahrscheinlich daher, daB3 es Schwierigkeiten bereitet, Rhoptrien von
den dichten Granula zu unterscheiden (BJERKAS et al., 1984; DUBEY, 1993). Als dichte
Granula stellen sich runde Organellen dar, die am vorderen und hinteren Ende des Parasiten
liegen und Molekiile enthalten, die nach der Zellinvasion produziert werden (HEMPHILL,
1999; HEMPHILL et al., 1998). lhre Dicke wird mit dem doppelten bis vierfachen
Durchmesser der Mikronemen angegeben. Die Granula entsprechen den sekretorischen
Vesikeln der Sdugerzellen und werden wahrscheinlich durch Abschniirung vom Golgi-
Apparat gebildet (CESBRON-DELAUW, 1994). Sezernierte Molekiile werden entweder auf
die Parasitenoberfldche transportiert, um es dem Parasiten zu ermoglichen, in die Wirtszelle
einzudringen, oder sie werden wéhrend oder nach der Wirtszellpenetration in die
Parasitenvakuole gebracht (CESBRON-DELAUW, 1994; DUBREMETZ und McKERROW,
1995; GALINSKI und BARNWELL, 1996; KASPER und MINNEO, 1994). Diese Molekiile
spielen eine noch unklare Rolle bei der Proliferation des Parasiten in der Wirtszelle
(HEMPHILL et al., 1998). Auch die Mikronemen gehoren zu den sekretorischen Organellen
und sind denen der exokrinen Siugerzellen analog (BECKERS et al., 1997).

Innerhalb der Wirtszelle befinden sich die Tachyzoiten in einer Vakuole, die durch
eine Membran die parasitdren Bestandteile von denen der Wirtszelle trennt. Diese Membran
stammt von der Oberflichenmembran der Wirtszelle und wird vom Parasiten kurz nach der
Zellinvasion verdndert. Eine einzelne Wirtszelle kann von mehreren Parasiten befallen
werden und so auch mehrere Vakuolen enthalten. Der interzelluldre Bereich in den Vakuolen
wird von einem tubuldren Netzwerk ausgefiillt, das zumindest teilweise von den Tachyzoiten

produziert wird (HEMPHILL, 1996; HEMPHILL et al., 1998).
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Mn: Mikronemen
PV: Parasitenvakuole
Dg: dichte Granula
Rh: Rhoptrien

Am: Amylopektin
Im: innere Membran
No: Nukleolus

Go: Golgi-Komplex
PIl: Plasmalemma
Co: Konoid

Ar: apikaler Ring

Lb: Lipidkorperchen
Pr: polarer Ring

Sm: subpellikuldre Mikrotubuli

Abb. 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Tachyzoiten von N. caninum (nach

SPEER et al., 1999)

3.4.2 Gewebszysten

Gewebszysten haben einen Durchmesser von ca. 100 um, sind im Querschnitt oval
und beinhalten 20-100 Bradyzoiten (sieche Abb. 3). Die Zystenwand ist bis zu 4 nm dick
(DUBEY, 1993) und stellt eine physiologische und chemische Barriere dar (HEMPHILL,
1999). Sie besteht aus einer dufleren, elektronendichten Plasmamembran, und einer inneren,
dickeren, kornigen Schicht, der verzweigte, tubuldre Strukturen anhaften (BJERKAS und
DUBEY, 1991). Die tubuldren Strukturen sind 30-85 um dick und 300-950 um lang (SPEER
et al., 1999). Die Wanddicke steigt mit dem Alter der Infektion. Eine kleine, neue Zyste wird
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folglich von einer diinneren Wand umgeben als eine dltere und gréBere. Es liegt keine
Kompartimentierung durch Septen vor, aber die fein granuldre Matrix enthédlt R6hrchen und
Blaschen, die einen Durchmesser von 30-450 nm haben und mit méBig elektronendichtem
Material gefiillt sind. Man findet verschiedene in Teilung befindliche Parasiten-Stadien, die
sich durch Endodyogenie vermehren (JARDINE, 1996).

Die Grundsubstanz der Zysten enthdlt gewundene und verzweigte Blidschen, kleine,

unregelmifig geformte elektronendichte Korper und gelappte lipiddhnliche Einschliisse

(BJERKAS und DUBEY, 1991; JARDINE, 1996).

Abb. 3: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Gewebszyste von N. caninum (nach
JARDINE, 1996)
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3.4.3 Bradyzoiten

Bradyzoiten sind ungefihr 6-8 um lang, 1-2 um breit und enthalten die gleichen
Organellen wie die Tachyzoiten (siche Abb. 4). AuBBerdem beherbergen sie blaschenartige,
von Membranen umkleidete Organellen, die kurze, flache membrandse Segmente und
kleinere Vesikel umschlieBen. Es sind weniger Rhoptrien als in Tachyzoiten vorhanden, diese
sind aber gleichmiBiger in ihrer Elektronendichte. Auflerdem fallen zahlreiche Periodic Acid
Schiff (PAS)-positive Amylopektin-Kornchen auf (JARDINE, 1996).

Zwischen den Bradyzoiten gibt es vesikuldre Strukturen (BJERKAS und DUBEY,
1991; BJARKAS und PRESTHUS, 1989). Selten finden sich Mikroporen (BJARKAS und
DUBEY, 1991; JARDINE, 1996; SPEER und DUBEY, 1989).

Mn: Mikronemen

Nu: Nukleus

Dg: dichte Granula

Sg: kleine dichte Granula
Go: Golgi-Apparat

Ap: Plastid

Am: Amylopektin

Rh: Rhoptrien

Cw: Zystenwall

Mi: Mitochondrien

Abb. 4: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Bradyzoiten von N. caninum (nach

SPEER et al., 1999)
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3.4.4 Oozysten

Unsporulierte Oozysten sind sphédroid und durchschnittlich 11,7 x 11,3 pm groB.
Sporulierte N. caninum-Oozysten sind morphologisch nicht von denen von H. heydorni in
Hunde Kot und von 7. gondii und H. hammondi in Katzen Kot zu unterscheiden. Thre Wand
ist glatt, farblos und 0,6-0,8 pm dick. Meistens ist nur eine Membran sichtbar, manchmal
jedoch scheint es mehrere zu geben. Oozysten sporulieren auBlerhalb des Wirtes in einem
Zeitraum von 24 Stunden (LINDSAY et al., 1999) bis zu drei Tagen (McALLISTER et al.,
1998a) und sind erst dann infektios. Die meisten Oozysten enthalten zwei Sporozysten,
jedoch gibt es auch Oozysten, die eine bis acht Sporozysten enthalten (LINDSAY et al,
1999).

3.4.5 Sporozysten und Sporozoiten

Sporozysten sind ellipsoid und ca. 8,4 x 6,1 um groB3. Die Wand ist 0,5-0,6 um dick,
glatt und farblos. Ein sphdrischer Restkorper enthélt ein Geriist aus kleinen, kompakten
Kornchen von 4,3 x 3,9 um GroBle, oder wird von vielen verstreuten Kérnchen von bis zu 1
um Grofle vertreten. Gelegentlich treten kleine lichtbrechende Kérnchen in den Sporozysten
auf (LINDSAY et al.,, 1999).

Sporozoiten sind linglich, ca. 6,5 x 2,0 um grol und oft an einer Seite etwas

abgeflacht. Der Nukleus liegt zentral oder leicht dezentral (LINDSAY et al., 1999).

3.5  Arten und Differenzierung der Neosporen

3.5.1 Neospora caninum und Neospora hughesi

Seit der Entdeckung der Neosporose stellt sich die Frage nach der Existenz inter- und
intraspezifisch verschiedener Arten oder zumindest verschiedener Stamme.

Bei den aus Hund und Rind gewonnenen Neospora-Isolaten handelt es sich um die
gleiche Art, nidmlich N. caninum (BARBER et al, 1995; PAYNE und ELLIS, 1996;
STENLUND et al, 1997, YAMANE et al, 1997). Es konnten keine antigenetischen

Unterschiede festgestellt werden. Dariiber hinaus wiesen die Isolate beider Herkunft dieselben
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Internal transcribed spacer 1 (ITS-1)-Gensequenzen auf (HOLMDAHL et al, 1997).
Unterschiede in diesen Sequenzen gelten als Unterscheidungsmerkmal zwischen den Arten
(MARSH et al., 1998). Bei den Isolaten, die bei Pferden entdeckt wurden, konnten jedoch
molekulare, immunologische und strukturelle Unterschiede zu N. caninum gefunden werden
(MARSH et al, 1996; 1998). Diese neue Spezies wurde nach dem in der
Reproduktionsmedizin tdtigen John P. Hughes als N. hughesi bezeichnet.

In der ITS1-Region von N. hughesi besteht ein Unterschied von sieben Nukleotiden
verglichen mit der von N. caninum. Die antigenetische Aquivalenz verschiedener N. hughesi-
Isolate aus unterschiedlichen geographischen Regionen scheint mehr als zufillig zu sein, da
sie vom gleichen Wirt, dem Pferd, stammen (CHEADLE et al., 1999b, c; MARSH et al,,
1996). Die Moglichkeit einer gemeinsamen Infektionsquelle ist sehr unwahrscheinlich. In der
kleinen Untereinheit der rRNA-Gensequenzen von caninen, bovinen und equinen Isolaten
bestehen keine Unterschiede.

Gewebszysten von N. hughesi sind kleiner, besitzen eine diinnere Wand (bis zu 1,0 um
dick) und kleinere Bradyzoiten als N. caninum (MARSH et al., 1998). Bis jetzt ist aber noch
nicht klar, ob Pferde nur von N. hughesi infiziert werden, oder ob auch N. caninum eine Rolle
spielt. Dies ist fraglich, seit bei einem Pferd in Kalifornien und bei einem kongenital
infizierten Fohlen in Wisconsin (LINDSAY et al., 1996d) Zysten mit dickeren Winden als
bisher bekannt entdeckt wurden (DAFT et al., 1996).

Die zunehmende Bedeutung des Parasiten wird anhand einer Studie an 296
Schlachtpferden in USA deutlich, in der der durchschnittliche N. caninum-Antikorpertiter bei
23% lag (DUBEY et al., 1999c). In Alabama lag der Titer nur bei 12% (CHEADLE et al.,
1999¢). In Frankreich wurde der Titer mit 23% angegeben (PITEL et al., 2001). In Siidkorea
lag der Titer in einer Studie an klinisch gesunden Pferden nur bei 2% (GUPTA et al., 2002).
In Brasilien und Argentinien konnten bei Pferden keine Antikdrper gegen N. caninum
gefunden werden (DUBEY et al., 1999b, c, d). Es erfolgte nur in Siidkorea eine Messung des
N. hughesi-Antikorpertiters, der negativ war. So kann die Frage, ob es sich moglicherweise
um eine Kreuzreaktion handelt, oder um eine tatsdchliche Infektion mit N. caninum, nicht
endgiiltig geklart werden (GUPTA et al., 2002).

Bei acht klinisch relevanten Fillen konnte N. hughesi als Erreger nachgewiesen
wurden. Symptomatisch traten Aborte und neurologische Ausfille auf (DUBEY und
PORTERFIELD, 1990; GRAY et al., 1996; MARSH et al., 1998). Allerdings muf3 bedacht

werden, dal} eine routineméBige Erfassung des Parasiten zur Zeit noch nicht moglich ist.
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MARSH und Mitarbeiter charakterisierten zwei Tachyzoiten- Antigene von N. hughesi,
die molekulare und antigenetische Unterschiede gegeniiber den homologen Antigenen von N.
caninum aufweisen. Die bisher bekannten N. hughesi-Isolate (siche Tab. 4) sind sich sehr
dhnlich, aber unterscheiden sich von den Isolaten, die aus Hunden oder Rindern stammen. Es
besteht ein Sequenzunterschied im Oberflachenantigen SAG 1 (surface antigen) und in den
Oberfldchenantigen verwandten Sequenzen SRS (surface antigen related sequence). Beim
Vergleich von NhSAG1 (N. hughesi surface antigen 1) mit NcSAG1 (N. caninum surface
antigen 1) ergibt sich ein Unterschied in der Aminosduresequenz von 6% und beim Vergleich
von NhSRS1 und NcSRSI von 9%. Dies kann als molekularer Marker zur Unterscheidung
der Arten betrachtet werden (MARSH et al., 1999).

Polyklonale monospezifische Antikdrper gegen NcSAG1 scheinen bei N. caninum und
N. hughesi gleichermallen zu reagieren. Die schwach abweichenden homologen Gene in der
Neospora Spezies teilen sich also ein Epitop des NcSAG1-Antigens, das von polyklonalen
monospezifischen Antikdrpern erkannt wird, nicht aber vom monoklonalen Antikorper. Diese
antigenetische Unterscheidung ist auf den Polymorphismus in diesem Gen zuriickzufiihren
und kann zur Differenzierung zwischen N. hughesi und N. caninum dienen (HOWE et al.,
1998).

Die NhSRS2-Antigen-Wanderung ist im SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) langsamer als die des NcSRS2- Antigens. Der Grund
hierfiir ist nicht klar, da das Hauptprotein in N. hughesi und N. caninum das gleiche ist. Diese
Tatsache 1aBt vermuten, dal es sich bei der unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit
um Anpassung oder um post-translationale Modifikationsunterschiede zwischen den beiden
Proteinen handelt (MARSH et al., 1999).

Proteine der dichten Granula NhGRA6 und NhGRA7 werden zur Unterscheidung
herangezogen werden. NhGRAG6 ist am 3’-Ende 96 Nukleotide lianger als NcGRA6 und
NhGRAT7 unterscheidet sich auf der Nukleinsdureebene zu 14,8% von NcGRA7 (WALSH et
al., 2001).

Weitere vergleichende Studien von anderen homologen Proteinen in anderen
Parasitenstadien, wie Sporozoiten oder Bradyzoiten, sollen zusitzlich Informationen iiber die
Struktur und Funktion dieser Proteine in Neospora spp. geben. Ob antigenetische
Unterschiede in diesen Parasiten eine Rolle in der Wirtsspezifitdt spielen oder nur das
evolutionire Auseinanderlaufen widerspiegeln, muf3 noch untersucht werden (MARSH et al.,

1999).
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Bisher sind bei N. hughesi nur die asexuellen Stadien des Lebenszyklus
Gewebszysten, Bradyzoiten und Tachyzoiten beschrieben.

Die Gewebszysten sind ca. 7,0-16,0 x 10,5-19,5 um groB3. Thre Wanddicke kann
zwischen 0,15 um und 1,0 um variieren (durchschnittlich 0,43 pm). Die Wand besteht aus
einer dufleren Membran mit einer unterschiedlich breiten, inneren koérnigen Schicht. Sie ist
iiberwiegend aus kleinen Vesikeln zusammengesetzt, mit wenigen, schmalen, tubuldren
Konturen und wenigen dichten Granula. Sie besitzt also die gleichen Merkmale wie die Wand
der Gewebszyste von N. caninum, ist aber dinner. Die Grundsubstanz ist transparent und
enthélt einige grofe und kleine tubulo-vesikuldre Strukturen (MARSH et al., 1998).

Die Bradyzoiten sind 1,7-2,8 x 4,4-5,8 um grof3, von einer Zystenwand umgeben und
besitzen ein im vorderen Bereich liegendes Konoid, einen polaren Ring, 22 subpellikuldre
Mikrotubuli, viele Mikronemen und zahlreiche anterior gelegene Rhoptrien, gefiillt mit einem
uniformen elektronendichten kornigen Material. Die meisten elektronendichten Granula
liegen dicht gedringt um den Nukleus. Gelegentlich gibt es ein groles doppelt umhiilltes
Vesikel an einem Ende, das teilweise oder ganz mit der inneren Pellikula verschmolzen ist.
Weiterhin besitzen die Bradyzoiten einen im hinteren Bereich liegenden Nukleus, ein bis zwei
lange tubuldre Mitochondrien, einen Golgi-Komplex, ein rauhes wund glattes
endoplasmatisches Retikulum, freie Ribosomen, zusétzliche membrangebundene Vesikel und
unscharf begrenzte transparente Bezirke, die als Amylopektin-Koérnchen (MARSH et al.,
1998) interpretiert wurden. Eine einzelne Mikropore sowie plastiddhnliche Strukturen wurden
am hinteren Ende des Nukleus gefunden (KOHLER et al., 1997).

Die Tachyzoiten befinden sich in einer Parasitenvakuole innerhalb des
Wirtszellzytoplasmas oder in einigen Féllen direkt im Zytoplasma. In Kultur sind die
Tachyzoiten ca. 1,8-3,0 um breit und 4,0-7,0 um lang, besitzen einen sichtbaren Nukleus und
teilen sich durch Endodyogenie. Sie liegen einzeln, in groBeren Gruppen oder eingeschlossen
in einer Vakuole im Gewebe. In einem einzelnen Tachyzoiten wurden 13 bis 27 Rhoptrien
gezdhlt, die wie Mikronemen angeordnet, aber parallel zur Membran liegen. Die hohe Anzahl
kann zur Unterscheidung von N. caninum herangezogen werden, da bei letzteren nur 8 bis 18
Rhoptrien gezéhlt wurden (DUBEY und LINDSAY, 1996).

N. hughesi besitzt ultrastrukturelle Merkmale, die die Zugehorigkeit zu den
Apicomplexa bestitigen. Hierzu gehoren der Polarring, das Konoid, die Rhoptrien und
Mikronemen, die an einem Zellpol liegen und als Apikalkomplex bezeichnet werden
(BARR et al, 1991b; BJERKAS und PRESTHUS, 1988; LEVINE, 1985; SPEER und
DUBEY, 1989).
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Allerdings gibt es beziiglich der Unterscheidung der beiden Neospora-Arten noch
Forschungsbedarf. Es ist bisher noch nicht gelungen Oozysten aus dem Kot von Hunden zu
isolieren, die mit N. hughesi infizierten Mausen geflittert wurden. Auerdem ist alleine durch
serologische Tests wie ELISA, IFAT und direkten Agglutinationstest keine Unterscheidung
zwischen den Arten moglich (WALSH et al., 2000). Es muB also geklédrt werden, ob auch bei
N. hughesi der Hund den Endwirt darstellt und ob die Infektion vertikal weiter gegeben
werden kann (LINDSAY, 2001).

3.5.2 Neospora-Isolate

Frithere Studien zur Differenzierung zwischen caninen (siehe Tab. 3) und bovinen
Isolaten (siche Tab. 2) von N. caninum ergaben keine ausgepriagten Unterschiede (BARBER
et al., 1995; MARSH et al., 1995; PAYNE und ELLIS; 1996; STENLUND et al., 1997;
YAMANE et al., 1997).

Es scheint aber ein grofer Pathogenitdtsunterschied verschiedener Isolate innerhalb
einer Wirtsspezies vorzuliegen. Bei einem Vergleich von den Isolaten, NC-Liverpool und
NC-SweB1, konnten Unterschiede beziiglich Schwere und  Charakter der
Entziindungsreaktion im Gehirn von infizierten Balb/c Maiusen festgestellt werden. NC-
Liverpool fithrte zu nekrotisierender bis granulomat6ser Enzephalitis, wihrend NC-SweB1
eine nonsuppurative und nekrotisierende Enzephalitis verursachte (ATKINSON et al., 1999).
Das Korpergewicht der Miause, die mit Nc-SweB1 infiziert wurden, dnderte sich nur wenig
oder war gleichbleibend, wohingegen bei den mit NC-Liverpool infizierten Tieren ein
schneller Gewichtsverlust eintrat und die Maiuse starben oder aus Tierschutzgriinden
durchschnittlich 27 Tage nach der Infektion euthanasiert wurden. Die Totung erfolgte bei
einem Korpergewichtsverlust von 20-25% (ATKINSON et al, 1999). Frithere Studien
ergaben ebenfalls Pathogenititsunterschiede bei zwei weiteren caninen Isolaten, NC-1 und
NC-3 (LINDSAY et al., 1991; 1995a). Im Mausmodell (Balb/c Méuse) konnten durch NC-3
keine klinischen Anzeichen von Neosporose oder Gehirnldsionen induziert werden. Im
Gegensatz dazu zeigten die mit NC-1 infizierten Tiere ausgepriagte Verdnderungen im Gehirn.

Das Verhalten von NC-SweB1 scheint im Versuchstier pathogenetisch dem von NC-3
zu dhneln, wohingegen das von NC-Liverpool dem von NC-1 dhnelt (ATKINSON et al.,
1999). NC-Liverpool induzierte in Miusen eine frithere IgG-Antwort als NC-SweBl.

AuBerdem bemerkte man in nicht reduzierenden Gelen kleine antigenetische Unterschiede
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zwischen den beiden Isolaten. Ein Antigen von 50 kDa GroBe scheint in NC-Liverpool
signifikant immunogener zu sein als in NC-SweB1 (BARBER et al., 1995). Die Isolate NC-
Liverpool und NC-SweB1 erscheinen mittels RAPD (random amplified polymorphic c-
DNA)-PCR genetisch sehr unterschiedlich. Ob der genetische Unterschied fur die
unterschiedliche Pathogenitdt verantwortlich ist, konnte noch nicht geklért werden.

Mittels RAPD-PCR wurde herausgefunden, daB N. caninum den virulenten Linien
von 7. gondii dhnelt (ATKINSON et al., 1999). Diese Beobachtung rechtfertigt umfassende
phylogenetische Analysen der 18 S rDNA, die zeigen, daf3 beide Protozoen sehr eng verwandt
sind (ELLIS et al., 1994; MORRISON und ELLIS, 1997).

Uber genetische Ubereinstimmungen innerhalb der weiteren bekannten bovinen und
caninen Isolate liegen noch keine Berichte vor.

Die Differenzierung zwischen den Arten N. caninum und N. hughesi wird mit
polyklonalen Antikorpern durchgefiihrt, die durch Infektion von Kaninchen mit BPA1, einem
in den USA charakterisierten Isolat, erzeugt und gewonnen werden. Sie reagieren mit einigen
Antigenen, die in allen Parasiten-Lysaten vorkommen. Nur die Reaktionsintensitét
unterscheidet sich zwischen N. hughesi- und N. caninum-Lysaten. Einige Antigene haben eine
schwache Reaktion in den N. hughesi- und eine stirkere Reaktion in den N. caninum-Lysaten.

AuBerdem gibt es Antigene von 63, 29, 16 und ca. 70 kDa, die in den N. hughesi-
Priaparaten vorhanden sind, nicht aber in N. caminum-Lysaten beschrieben wurden. Im
Gegensatz dazu haben die N. caninum-Lysate (PPA1 und CN1) mehrere Antigene, ca. 18, 27,
33 und 45 kDa grof3, die mit entsprechendem Antiserum reagieren und nicht in den N.
hughesi-Lysaten vorkommen (MARSH et al., 1998).

Die DNA-Sequenzen der ITS 1 (Internal transcribed spacer-1)-Regionen von N.
hughesi sind zu 98% identisch mit den Sequenzen von N. caninum. Beim Vergleich der ITS-1
Regionen fand man gleichbleibende Sequenzunterschiede zwischen N. hughesi verglichen mit
vier N. caninum-Isolaten (CN1, NC-1, NC-Liv und BPA1) an den Nukleotid-Positionen 44,
64, 73, 96, 247, 343 und 397 (MARSH et al., 1998).
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Tab. 2: Neospora-Isolate aus Rindern:

Isolat Herkunftsland Autor

BPA-1 USA CONRAD et al., 1993a

BPA-2 USA CONRAD et al., 1993a

BPA-3 USA BARR et al., 1993

BPA-4 USA BARR et al., 1993; MARSH et al., 1995
BT-3 Japan SAWADA et al., 2000

JPA-1 Japan YAMANE et al., 1997

KBA-1 Korea KIM et al., 2000

KBA-2 Korea KIM et al., 2000

NC-Beef USA MCcALLISTER et al., 2000
NC-Illinois USA GONDIM et al., 2002
NC-LivB1 Grofbritannien DAVISON et al., 1999b
NC-LivB2 Grofbritannien TREES und WILLIAMS, 2000
NC-Nowra Australien MILLER et al., 2002

NC-PGI Italien FIORETTI et al., 2000
NC-Portol Portugal CANADA et al., 2002
NC-PVI Italien MAGNINO et al., 1999
NC-SweBl1 Schweden STENLUND et al., 1997

Tab. 3: Neospora-Isolate aus Hunden:

Isolat Herkunftsland Autor

NC-1 USA DUBEY et al., 1988b
NC-2 USA HAY et al., 1990
NC-3 USA CUDDON et al., 1992
NC-4 USA DUBEY et al., 1998b
NC-5 USA DUBEY et al., 1998b
NC-6-Argentina Argentinien BASSO et al., 2001
NC-Bahia Brasilien GONDIM et al., 2001
NC-GER Deutschland PETERS et al., 2000
NC-Liv Grofbritannien BARBER et al., 1995
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Tab. 4: Neospora-Isolate aus Pferden:

Isolat Herkunftsland Autor

CN-1 USA DAFT et al., 1996

NE-1 USA MARSH et al., 1996
Nh-Al USA CHEADLE et al., 1999¢

3.6  Wirtsspektrum

Natiirliche Infektionen mit N. caninum wurden bisher bei Biiffeln, Dingos, Fiichsen,
Hirschen, Gemsen, Rehwild, Hunden, Kojoten, Pferden, Rindern, Schafen und Ziegen
nachgewiesen (siche Tab. 5-7). Zur Diagnosestellung dienten Pathologie, Histopathologie,
Immunhistochemie, Mikroskopie, In-vitro-Kultivierung, PCR, ELISA, IFAT und
Tierversuche.

Die natiirliche Infektion erfolgt auf drei Wegen: diaplazentar, oral durch Aufnahme
von ausgeschiedenen Oozysten, oder durch Aufnahme von Gewebszysten, die sich in
Geweben infizierter Wirte befinden. Die diaplazentare Ubertragung auf die Jungtiere kann
sich im gleichen Tier mehrmals wiederholen (BARR et al., 1993). Es gibt auch prinatal
infizierte Jungtiere, die klinisch unauffillig geboren werden und den Parasiten in

verschiedenen Korpergeweben beherbergen (HEMPHILL, 1999).
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Tab. 5 - 7: Ubersicht iiber natiirlich infizierte Wirte
(Zoologische Einteilung nach AHNE, 2000)

Tab. 5: Arten in der Ordnung der Paarhufer (Artiodactyla)
O. Paarhufer (Artiodactyla)

U.O. Wiederkiuer (Ruminantia)

Fa. Horntriger Autor

U.Fa. Rinderartige (Bovidae)
Biiffel Bubalus arnee bubalis HUONG et al., 1998
Rind Bos taurus DUBEY und LINDSAY, 1996

U.Fa. Ziegenartige (Capridae)

Schaf Ovis ammon aries DUBEY et al., 1990b
HELMICK et al., 2002
Ziege Capra hircus DUBEY et al., 1992a
Gemsen Rupicapra rupicapra FERROGLIO und ROSSI, 2001
Fa. Hirsche (Cervidae)
Maultierhirsch Odocoileus hemionus columbianus WOODS et al., 1994
Siam-Leierhirsch Cervus eldi siamensis DUBEY et al., 1996b

Weillwedelhirsch Odocoileus virginianus DUBEY et al., 1999a
LINDSAY et al., 2002

Rothirsch Cervus elaphus FERROGLIO und ROSSI, 2001

Rehwild Capreolus capreolus FERROGLIO und ROSSI, 2001

U.O. Schweineartige (Suiformes)

Fa. Altweltliche Schweine (Suidae)

Hausschwein Sus scrofa domesticus HELMICK et al., 2002

Tab. 6: Arten in der Ordnung der Unpaarhufer (Perissodactyla)
O. Unpaarhufer (Perissodactyla)

U.O. Pferdeverwandte (Hippomorpha)
Fa. Equidae Autor

Pferd Equus przewalskii f. caballus  DUBEY und PORTERFIELD, 1990

U.O. Tapire und Nashorner (Ceratomorpha)

Breitmaulnashorn Ceratotherium simum WILLIAMS et al., 2002
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Tab. 7: Arten in der Ordnung der Raubtiere (Carnivora)

O. Raubtiere (Carnivora)

U.O. Landraubtiere (Fissipedia) Autor
Fa. Hundeartige (Caniden)
Dingo Canis familiaris dingo BARBER et al., 1997
Hund Canis familiaris DUBEY und LINDSAY, 1989b
Kojote Canis latrans LINDSAY et al., 1996¢
Rotfuchs Vulpes vulpes BUXTON et al., 1997a

Experimentelle Infektionsversuche wurden bei einer Reihe weiterer Tierarten
unternommen (siche Tab. 8-12). Durch diese Versuche sollten mehr Informationen iiber
Lebenszyklus, Pathogenese, mogliche Endwirte und Verbreitung des Parasiten gewonnen
werden (HEMPHILL , 1999).
Die Inokulierung des Parasiten erfolgte in den Versuchen oral, subkutan, intramuskulér,
intraperitoneal (DUBEY und LINDSAY, 1993), intravends (DUBEY und LINDSAY, 1996)
oder auch intrauterin (BARR et al, 1994a). Durch die Infektion von verschiedenen
Mauslinien konnte eine Art Produktion und Vorratshaltung des Parasiten in Gewebszysten
entwickelt werden, auf die jederzeit zuriickgegriffen werden kann (LINDSAY und DUBEY,
1989c). Infektionsversuche bei fleischfressenden Vogeln sollten Aufschlu3 dariiber geben, ob
auch federtragende Wirbeltiere zu den Wirten zihlen und so zur Verbreitung von N. caninum
beitragen (McGUIRE et al., 1999).

Genauere Ausfiihrungen {iber die Ubertragungsmoglichkeiten, experimentellen

Infektionsversuche und diagnostischen Moglichkeiten finden sich in Punkt 5.5, 6 und 8.
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Tab. 8 - 12: Ubersicht iiber Infektionsversuche bei verschiedenen Tierarten

(Zoologische Einteilung nach AHNE, 2000)

Tab. 8: Arten in der Ordnung der Paarhufer (Artiodactyla)

O. Paarhufer (Artiodactyla)

U.O. Wiederkiuer (Ruminantia)

Fa. Horntriger

Autor

U.Fa. Rinderartige (Bovidae)

Rind Bos taurus

DUBEY et al., 1996a
BARR et al., 1994b

U.Fa. Ziegenartige (Capridae)

Schaf Ovis ammon aries

Ziege Capra hircus

MCcALLISTER et al., 1996b;
BUXTON et al., 1997b
LINDSAY et al., 1995b

Tab. 9: Arten in der Ordnung der Raubtiere (Carnivora)

O. Raubtiere (Carnivora)

U.O. Landraubtiere (Fissipedia)

Autor

Fa. Hundeartige (Canidae)

Hund Canis familiaris
Polarfuchs Alopex lagopus
Kojote Canis latrans

DUBEY et al., 1988b

DUBEY und LINDSAY, 1989b
BJERKAS et al., 1984
LINDSAY et al., 1996¢

Fa. Katzenartige (Felidae)

Katze Felis domesticus

DUBEY und LINDSAY, 1989a
DUBEY et al., 1990d

Fa. Marderartige (Mustelidae)

Frettchen Mustela putorius
Hermelin Mustela erminea
Nerz Mustela frenata

MCcALLISTER et al., 1999
MCcALLISTER et al., 1999
MCcALLISTER et al., 1999

Fa. Kleinbéren (Procyonidae)

Waschbir Procyon lotor

DUBEY et al., 1993
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Tab. 10: Arten in der Ordnung der Herrentiere (Primates)

O. Herrentiere (Primates)

Fa. Meerkatzenartige (Cercopithecoidea) Autor

Rhesusaffe Macaca mulatta BARR, et al., 1994a
HO et al., 1997b

Tab. 11: Arten in der Ordnung der Nagetiere (Rodentia)
O. Nagetiere (Rodentia)

U.O. Miuseverwandte (Hystricomorpha) Autor

Fa. Miuse (Muridae)

Maus Mus musculus domesticus  COLE et al., 1995
LONG und BAZLER, 1997
McGUIRE et al., 1997
LINDSAY und DUBEY, 1990a

Ratte Rattus norvegicus LINDSAY und DUBEY, 1990c

Fa. Wiihler (Cricetidae)
Gerbil Meriones unguiculatus GONDIM et al., 1999¢

U.O. Hasenartige (Lagomorpha)

Fa. Hasenartige (Leporidae)
Kaninchen Oryctocagus cuniculus ANDERSON et al., 1991

U.O. Meerschweinchenverwandte (Caviomorpha)

U.Fa. Meerschweinchenartige (Cavioidea)
Fa. Meerschweinchen (Caviidae)

Meerschweinchen  Cavia aperea porcellus SCHARES et al,, 2001a
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Tab. 12: Arten in der Klasse der Vogel (Aves)
Kl Vogel (Aves) Autor

O. Taubenvogel (Columbiformes)

Haustaube Columbia livia McGUIRE et al., 1999

0. Greifvigel (Falconiformes)

Rotschwanzbuzzard Buteo jamaicensis BAKER et al., 1995

O. Sperlingsvogel (Passeriformes)

Nordamerikanische Aaskrdhe Corvus brachyrhynchus BAKER et al., 1995

U.O. Singvogel (Oscines)

Zebrafink Poephila guttata MCcGUIRE et al., 1999
O. Eulen (Strigiformes)

Schleiereule Tyto alba BAKER et al.,, 1995
Truthahngeier Cathartes aura BAKER et al.,, 1995

3.7 Wirt-Parasit-Interaktionen

Die Erforschung der Wirt-Parasit-Interaktionen ermoglicht die Etablierung
diagnostischer Verfahren, die Herstellung von Medikamenten und in Zukunft eventuell die
Entwicklung von Impfstoffen.

Die Wirt-Parasit-Beziehungen héngen stets von der Immunlage des Wirtes ab. Das
Immunsystem reagiert auf die Parasiten oder Parasitenkomponenten, die Antigene. Es
entscheidet dariiber, ob eine Infektion stattfindet, der Parasit eliminiert wird oder tiberlebt.
Die auslosenden Faktoren fiir die nekrotischen Lisionen, die bei den mit N. caninum-
infizierten Geweben aufireten, entstehen durch die immunpathologischen Prozesse des
Wirtes. Die genauen Mechanismen sind derzeit noch nicht bekannt, so da3 noch weitere
Untersuchungen zur Immunbiologie der Neosporen auf der Ebene des Wirt-Organismus notig
sind (HEMPHILL, 1999).

Die Wirt-Parasit-Interaktionen finden auf zelluldrer Ebene statt, d. h. daf} der Parasit
und die Zielzelle direkten physikalischen Kontakt haben. Die Kontaktierung gelingt
wahrscheinlich iiber einen Rezeptor, der auf der Oberflichenmembran der Wirtszelle sitzt und

an Parasitenliganden bindet. Dieser Proze3 wurde bereits in anderen Apicomplexa-Spezies,
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wie beispielsweise Toxoplasma beschrieben, konnte aber bei N. caninum noch nicht
nachgewiesen werden (HOLDER, 1994; KASPER und MINNEO, 1994).
SchlieBlich mul noch erwidhnt werden, dal die im Folgenden beschriebenen Vorginge

nur in In-vitro-Modellen untersucht wurden.

3.7.1 Rolle der sekretorischen Organellen

Alle zu den Apicomplexa gehdrenden Protozoen besitzen spezielle sekretorische
Organellen, die bei der Zell-Invasion und der intrazelluldren Entwicklung eine Rolle spielen.
Dazu gehoren das Konoid, die Mikronemen, die Rhoptrien und die dichten Granula
(HEMPHILL, 1999).

Das Konoid liegt am apikalen Pol des Parasiten und stellt einen ringférmigen
Komplex dar, in den die verschiedenen Organellen miinden.

Mikronemen sind Organellen, die vor der Invasion Exozytose-Molekiile produzieren
und freisetzen, die fur die Erkennung und Verbindung der Wirtszelle mit der
Parasitenoberflache verantwortlich sind. Dieser Vorgang wurde in anderen Sporozoen, wie
Toxoplasma und Plasmodium, nachgewiesen. Bei diesen konnten bereits verschiedene
Mikronemen-Proteine charakterisiert werden (BANNISTER und DLUZEWSKI, 1990). Das
erste Protein, NcMIC3, das bei N. caninum identifiziert wurde, kann zwei bis drei Stunden
nach der Wirtszellinvasion nachgewiesen werden. Es wird in Richtung hinteres Tachyzoiten-
Ende auf die Oberfliche sezerniert (NAGULESWARAN et al.,, 2001).

Die Rhoptrien sind grofle Organellen, die am Vorderende des Parasiten liegen. Sie
besitzen schmale Rohren, durch die bei direktem Kontakt von Zelle zu Zelle eine Verbindung
entsteht und ein Stoffaustausch ermoglicht wird. So konnen Proteine aus den Rhoptrien an
die Zielzelle gelangen, die die Plasmamembran und das kortikale Aktin-Skelett verdndern und
die Invasion ermoglichen. Auch hier liegen genaue Daten iiber zehn Rhoptry-Proteine von 7.
gondii vor, jedoch bis vor kurzem keine tiber N. caninum (LERICHE und DUBREMETZ,
1991). Erst im Jahr 2001 konnte durch monoklonale Antikorper (Tg786) ein 42 kDa-Protein,
eine Protease, in den Rhoptrien bei N. caninum ausgemacht werden. Die Protease besitzt
dieselbe Grofle und Lage im Rhoptry, verglichen mit 7. gondii, und soll die Membran der
Wirtszelle auflosen (AHN et al., 2001).

Die dichten Granula entsprechen den sekretorischen Vesikeln von Sdugerzellen, und

entstehen wahrscheinlich durch Abschniirung vom Golgi-Apparat. Bei 7. gondii wurden
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bisher sieben Proteine entdeckt, wohingegen bei N. caninum noch keines beschrieben wurde
(HEMPHILL, 1999). In Proteinen von 7. gondii gibt es hydrophobe Signalsequenzen, die fiir
die sekretorische Titigkeit der Granula verantwortlich gemacht werden (CESBRON-
DELAUW, 1994). Es ist aber noch nicht klar, ob sie in den InvasionsprozeB3 selbst involviert
sind, oder lediglich die UmschlieBung der Tachyzoiten in einer Vakuole veranlassen. Eine
Immunogold-Elektronenmikroskopie zeigte, daf die Proteine der dichten Granula entweder in
die Vakuole oder zur Vakuolmembran wandern (CESBRON-DELAUW, 1994). Bei T. gondii
konnte durch Immunofluoreszenz, Immunoelektronenmikroskopie und quantitative
Immunoessays in In-vitro-Versuchen festgestellt werden, dafl jede Organelle mit ihren
Sekreten zu bestimmten Zeitpunkten des Eindringens in die Wirtszelle aktiv ist. Auflerdem
scheint das Aktin-Skelett des Parasiten eine treibende Funktion bei der Invasion des
Wirtszell-Zytoplasmas zu haben (HEMPHILL, 1999). Der Wirt mul sich mit diesen
Proteinen auseinandersetzen, wenn infizierte Zellen aufgrund groBen Parasitenbefalls

rupturieren (FISCHER et al., 1998).

3.7.2 Adhiision und Invasion

Die Interaktionen zwischen N. caninum und bovinen Aorta-Endothelzellen (BAE)
wurden transmissionselektronenmikroskopisch untersucht. Adhdsion und Invasion fanden
innerhalb von fiinf Minuten nach der Inkubation der Wirtszellen mit den Tachyzoiten statt.
Nach 45-60 Minuten erreichte die Invasion ein Plateau, obwohl noch zusitzliche Parasiten an
der Endothelzell-Oberfldche saen und noch nicht infizierte Wirtszellen vorhanden waren.
Dies bedeutet, da3 nicht jeder Parasit, der sich an die Zelloberflache der Wirtszelle anheftet,
auch automatisch die Wirtszell-Membran penetriert, bzw. dall die Tachyzoiten ihre Fahigkeit
zur Infektion der Zielzelle nach einer bestimmten Zeit bei extrazelluldrer Lage verlieren
(HEMPHILL et al., 1996). Moglicherweise ist die Invasion und Infektion wie bei 7. gondii
vom Zellzyklus der Wirtszelle abhdngig. Deswegen wird vermutet, daBl bestimmte
Oberflachenproteine der Wirtszelle als Parasitenrezeptoren dienen, aber nur zu bestimmten
Zykluszeitpunkten produziert werden (GRIMWOOD et al., 1992; HEMPHILL, 1999).

N. caninum-Tachyzoiten nehmen Kontakt mit der Wirtszelle auf, ohne daB} eine
bevorzugte Stelle der Adhésion festgestellt wurde. Allerdings konnte nachgewiesen werden,
dal Kohlenhydrate dabei eine Rolle spielen (FUCHS et al, 1999). Die darauffolgende

Invasion beginnt am apikalen Ende des Parasiten und ldauft in mehreren Schritten ab. Zur
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Penetration sucht der Parasit eine giinstige Stelle an der Oberfliche, wobei sich die
Parasitenmembran mit der Wirtszellmembran verbindet. Danach wird die Membran der
Endothelzelle durchtrennt und der Parasit gelangt in die gedffnete Zelle. Die Membran, die
den eintretenden Parasiten umgibt, bildet die Parasiten-Vakuol-Membran. Der Parasit bewegt
sich innerhalb dieser Membran weiter in das Innere der Wirtszelle, in die Nihe des Nukleus,
und wird bald von Mitochondrien der Wirtszelle umgeben. Danach beginnt der Parasit,
Produkte in das Lumen der Parasitenvakuole zu sezernieren. Dadurch werden die
Parasitenvakuolen und deren Membran vor Angriffen des Immunsystems des Wirtes
geschiitzt (HEMPHILL et al., 1996). Besonders erwédhnenswert ist die Tatsache, daf3 die
Neosporen, wie alle Vertreter der Apicomplexa, aktiv in die Wirtszelle eindringen
(HEMPHILL et al., 2000Db).

Die Endodyogenie beginnt etwa sechs Stunden post infectionem und dauert ca. 72-80
Stunden. Dadurch entsteht eine Pseudozyste mit hunderten neuen Tachyzoiten, die durch
Wirtszell-Lyse frei werden und Nachbarzellen infizieren (HEMPHILL, 1999).

N.  caninum-Tachyzoiten verbinden sich auch mit paraformaldehyd- und
glutaraldehydfixierten bovinen Aorta-Endothelzellen (BAE-Zellen), allerdings ist die
Anbindung bei lebenden Zellen effektiver. Dies kann dadurch erkldrt werden, da3 die
Plasmamembran lebender Zellen eine dynamische Struktur mit zusdtzlichen Rezeptoren
darstellt, an die die Parasiten nach der Inkubation binden. Die Penetrations-Mechanismen von
lebenden und fixierten bovinen  Aorta-Endothelzellen  erscheinen bei  der
transmissionselektronenmikroskopischen Betrachtung unterschiedlich. Die Penetration der
fixierten Zellen ist durch Zerreissung des Plasmalemms gekennzeichnet. Danach erscheinen
mehrere Vesikel um den zum Nukleus vordringenden Parasiten. Bei lebenden Zellen dagegen
findet keine Zerreissung des Plasmalemms statt, da ohne Fixierung die Membran dehnbar ist
(HEMPHILL, 1999).

Die Behandlung der Tachyzoiten mit glykolytischen und mitochondrialen Inhibitoren,
wie Desoxyglukose, Oligomyzin und Antimyzin, reduzierte sowohl die Adhésion als auch die
Invasion der BAE-Zellen, wéhrend eine gleiche Behandlung der BAE-Zellen keinen
inhibitorischen Effekt auf die Penetrationsrate hatte. Dies beweist, da3 die Invasion
unabhédngig von Energien und Stoffwechsel der Wirtszelle stattfinden kann (HEMPHILL,
1999). Eine Identifizierung von Rezeptormolekiilen an der Wirtszell-Oberfliche gelang bisher

nicht.
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Das Entfernen der Kohlenhydrate von der Endothelzell-Oberfliche erhohte die
Effizienz der Adhdsion von N. caninum-Tachyzoiten. Auch enzymatische Behandlungen der
BAE-Zell-Oberflaiche mit Neuraminidase und Hyaluronidase forderten die Anheftung der
Tachyzoiten. Dies 146t darauf schlieen, da3 die Beschaffenheit der Wirtszell-Membran eine
groBBe Rolle dabei spielt, ob bzw. wie stark eine Zelle befallen wird (HEMPHILL, 1999).

3.8 Antigene

Als Antigene werden korperfremde Makromolekiile bezeichnet, die die Bildung von
Antikorpern hervorrufen konnen. Proteine, Polysaccharide und Nukleinsduren sind im
allgemeinen wirksame Antigene. Die Affinitdt von Antikorpern gilt nicht fiir das gesamte
Molekiil, sondern fiir spezielle Regionen, die man als antigene Determinanten oder Epitope
bezeichnet (STRYER, 1988).

Die Oberflachenantigene von N. caninum-Tachyzoiten (siche Tab. 13 und 14) spielen
eine groBe Rolle bei der Wirtszellinvasion und der Induktion einer Immunantwort
(HEMPHILL et al., 1999). Sie sind bei den Apicomplexa tiber Glykosylphopsphatidylinositol
(GPI)-Anker an die duflere Zellmembran gebunden. Auch in Extrakten von N. caninum-
Tachyzoiten wurden GPI-Anker nachgewiesen. In den untersuchten Fraktionen wurde nach
Molekiilen gesucht, die gegeniiber der GPI-spezifischen Phospholipase D sensitiv waren. Dies
gilt als beweisend fir das Vorhandensein von GPI-Ankern. Die fehlende Empfindlichkeit
gegeniiber der Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C deutet auf ein durch eine
Fettsdure modifiziertes Inositol hin. Chemische Analysen ergaben, da3 der N. caninum-GPI-
Anker nur estergebundene Fettsduren als hydrophobe Komponenten beinhaltet. Es wurden
bisher sieben verschiedene N. caninum-GPI-Fraktionen identifiziert. Eine davon lieB eine
Beschreibung der chemischen Struktur dieser Glykolipidfraktion zu. Es handelt sich hierbei
um ein Ethanolaminphosphat-Mannose 3-Glucosamin-acyl-Phosphatidylinositol
(CONRATHS und SCHARES, 2000; NISHIKAWA et al. 2002).

Wegen der globalen Préisenz der Neosporose wurde wihrend der letzten zehn Jahre die
Entwicklung von empfindlichen und spezifischen Methoden zum Nachweis der Parasiten in
Gewebs- und Korperfliissigkeiten vorangetrieben. Diese diagnostischen Methoden basieren
meist auf der Erkennung spezifischer Antikorper gegen die Oberflaichenantigene von N.
caninum, sowohl durch direkte als auch indirekte Verfahren. Neben der Lokalisation auf der

Parasitenoberfliche befinden sich Antigene auch in den sekretorischen Zellorganellen, die
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Tab. 13: Native Antigene von Neospora caninum (nach ATKINSON et al., 2000)

Antigen Lokalisation Referenzen

p37 dG; Pv BARTA und DUBEY, 1992
p29/30 dG; Pv BJERKAS et al., 1994
Ncp35 Zm HOWE et al., 1998

Ncp29 Zm HOWE et al., 1998

pl6/17 Rhoptry BJERKAS et al., 1994

p46 ? BARTA und DUBEY, 1992
Ncp43 Zm; dG; Rhoptry HEMPHILL et al., 1997a
Ncp36 Zm; dG HEMPHILL et al., 1997b
p33 dG LALLY et al., 1997

po5 Zm BASZLER et al., 1996

Tab. 14: Rekombinante Antigene von Neospora caninum (nach ATKINSON et al., 2000)

Antigen

Lokalisation

Referenzen

NCDG 1/N57 (NCGRA 7) dG

NCDG 2 (NCGRA 6) dG
N54 ?
recNcp43 Zm; dG
NcSAG 1 Zm
NcSRS 2 Zm
NcGRA 2 ?
NcGRA 1 ?

LALLY et al., 1997
LIDDELL et al., 1998
LOUIE et al., 1998
HEMPHILL et al., 1997a
HOWE et al., 1998
HOWE et al., 1998
ELLIS et al., 2000
ELLIS et al., 1998

Abkiirzungen: dG: dichte Granula

Pv: Parasitenvakuole
Zm: Zellmembran

?: nicht bekannt
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wihrend und nach der Wirtszellinvasion eine Rolle spielen, so zum Beispiel in den
Mikronemen, Rhoptrien und dichten Granula (HEMPHILL et al, 1999). Die erkannten
Antigene werden durch Immunfluoreszenzuntersuchungen, Immunelektronenmikroskopie,
Immunprézipitation, Immunhistologie sowie im Westernblot charakterisiert. Die
nachgewiesenen Antigene stammen meist von den Tachyzoiten (ATKINSON et al., 2000).

BARTA und DUBEY identifizierten mit Hilfe von Westernblots und polyklonalem
Kaninchenserum Proteine von 16 bis 80 kDa (BARTA und DUBEY, 1992).

In einer Studie wurden vier Hauptproteine und einige untergeordnete N. caninum-
Antigene charakterisiert. Die vier Hauptproteine, 17, 29/30, 37 und 46 kDa, befanden sich
sowohl in natiirlich als auch experimentell infizierten Tieren. Die untersuchten Seren
stammten von einem natiirlich infizierten Hund und einer Kuh, des weiteren von einer
experimentell infizierten Kuh, einem Schaf, einer Ziege und einem Schwein. Das 17 kDa-
Antigen scheint mit den Rhoptrien verbunden zu sein, wahrend die 29 und 30 kDa-Antigene
mit den dichten Granula, dem tubuldren Netzwerk und der dulleren Membran der Parasiten-
vakuole vergesellschaftet sind (BJERKAS et al., 1994). In Vergleichsstudien wurden diese
immunodominanten Proteine nicht in 7. gondii-Lysaten gefunden. N. caninum und T. gondii
besitzen einige gemeinsame Antigene und zeigen somit Kreuzreaktionen, teilen sich aber
nicht die vier dominanten Antigene. Die Unterscheidung von 7. gondii und N. caninum
anhand von Gen- und Proteinunterschieden ist sehr wichtig, da beide Parasiten eine &hnliche
Morphologie besitzen und &hnliche pathologische Verdnderungen und Krankheiten auslosen
(HOWE und SIBLEY, 1999).

Eine andere Studie hatte die Gewinnung von spezifischen Antigenen, die ein Massen-
Screening durch die ELISA-Technik erméglichen zum Ziel. Dabei wurden zwei immuno-
reaktive Rekombinanten entwickelt, indem bovine Seren von natiirlich und experimentell
infizierten Rindern entnommen und kloniert wurden. Klon A bestand aus einem Protein von
etwa 35 kDa und Klon B aus einem Protein von ca. 30 kDa. Beide Proteine waren sowohl bei
N. caninum-Antikérpern im Serum von Kiihen, die aufgrund von Neosporose abortiert hatten,
vorhanden, als auch bei experimentell infizierten. Vergleichsweise wurden zwei Kiithe mit den
nah verwandten Protozoen Sarcocystis und T. gondii infiziert. Die Seren wiesen die oben
genannten Proteine jedoch nicht auf (LALLY et al., 1996b).

HEMPHILL und GOTTSTEIN (1996) identifizierten und extrahierten ein weiteres
Protein (p43) aus N. caninum-Tachyzoiten, das bei der Wirtszelladhdsion und —invasion
beteiligt zu sein scheint. Antikorper, die gegen dieses Protein produziert wurden, reagierten

ausschlielich mit der Membran der N. caninum-Tachyzoiten und nicht mit 7. gondii-
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Tachyzoiten. Dies 146t darauf hoffen, da3 auch dieses Protein zur Unterscheidung der beiden
Infektionen in vivo herangezogen werden kann.

Vergleichsweise wenig ist iiber die Antigene der Gewebszysten bekannt.
Immunhistochemische Studien zeigten gelegentlich Kreuzreaktionen zwischen Gewebszysten
von N. caninum und T. gondii bei Anwendung von polyklonalem Serum (RUHLMANN et al.,
1995).

McALLISTER und Mitarbeiter (1996c) zeigten, dall ein Bradyzoiten-spezifisches
rekombinantes Antigen (BAGY) von 7. gondii Kreuzreaktionen mit N. caninum-Bradyzoiten,
nicht aber mit Tachyzoiten aufwies.

Die wichtigsten immunodominanten Antigene besitzen ein Molekulargewicht von
16/17, 29/30, 37 und 46 kDa. Als schwierig erweist es sich bei niedrigen Antikorpertitern, alle
Antigene zu entdecken. Die 37 kDa- und 29/30 kDa-Antigene (p37 und p29/30) werden am
hdufigsten nachgewiesenen. Sie dienen deshalb als Hauptziel der diagnostischen
serologischen Tests. Diese Antigene wurden geklont (HEMPHILL et al., 1997a, b; HOWE et
al., 1998). Thre Gensequenzen weisen Homologien mit denen auf, die die SRS-2 (surface
antigen 1-related sequence 2)- und SAG 1 (surface antigen 1)-Antigene von 7. gondii
codieren. Trotzdem werden aber nur wenige Kreuzreaktionen ausgelost (SONDA et al,
1998). Es gibt bisher keine Hinweise auf die Verwendbarkeit dieser Antigene in serologischen
Tests. Die Antigene NCDG 1/N 57, NCDG 2, N54 und p65 hingegen erwiesen sich bereits als
geeignet flir serologische Tests (BASZLER et al., 1996; LALLY et al., 1997; LOUIE et al.,
1998;). NCDG 1, NCDG 2, N54 und NCGRA 2 sind geklonte Antigene, die durch
Immunoscreening mit Serum von infizierten Rindern geschaffen wurden und in einer cDNA-
Bibliothek zur Verfligung stehen. NCDG 1 und NCDG 2 scheinen untergeordnete
Tachyzoiten- Antigene zu sein, die mit den dichten Granula verbunden sind (LALLY et al.,
1997; LIDDELL et al., 1998). NCGRA 1 und -2 sind wahrscheinlich ebenfalls an den dichten
Granula lokalisiert. Das kiirzlich isolierte NCP20 konnte sowohl in chronisch infizierten
Mausen, als auch in Kiithen nachgewiesen werden (ATKINSON et al., 2001).

In zwei Isolaten von N. caninum (NC-1 und Liverpool) wurde ein immunoreaktives
Protein entdeckt, das als Nc-p33 bezeichnet wurde und nicht in 7. gondii-Tachyzoiten
vorkam. Es ist an den dichten Granula lokalisiert und dem NCDG 1 dhnlich. Kurz nach der
Invasion gelangt dieses Protein zur Membran der Parasitenvakuole und ist nach der Infektion

im Netzwerk der Parasitenvakuolen zu finden (HEMPHILL et al., 1998).
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4. IN-VITRO-KULTIVIERUNG

Die Kultivierung von N. caninum kann sowohl in Frischzellen als auch in etablierten
Zellinien erfolgen. Es werden bovine Monozyten (BM), bovine cardiopulmonale
Endothelzellen, bovine Nierenzellen, humane Fibroblasten und fetale Méiuschirnzellen
(DUBEY und LINDSAY, 1993) verwendet. Eine Kultivierung in Versuchstieren und
Hithnerembryos ist ebenfalls moglich. Sie gelingt jedoch nicht in zellfreier Umgebung, selbst
dann nicht, wenn Cytochrome, glykolytische, hydrolytische und respiratorische Systeme zur
Verfligung stehen. Im wesentlichen entsprechen die Techniken zur Kultivierung und
Kryopreservation denen bei 7. gondii (DUBEY und BEATTIE, 1988).

Bei der Kryopreservation konnen sowohl Tachyzoiten als auch Bradyzoiten
konserviert werden. Durch Zugabe von Dimethylsulfoxid (DMSO) wéhrend des
Gefrierprozesses erhoht sich die Uberlebensrate. Die Konzentration sollte bei mindestens
100.000 Parasitenstadien pro Milliliter im Inokulum liegen, da nicht alle Organismen den

GefrierprozeB tiberleben (DUBEY und BEATTIE, 1988).

Konservierung der Tachyzoiten:

- Suspension in Gewebskulturmedium

- Zusatz von 10% DMSO

- Eintauchen in 95% igen Ethanol und Lagerung tiber mehrere Stunden bei —70°C
- Gefrieren in fliissigem Stickstoff

- Fir Experimente Auftauen im Wasserbad bei 37°C (eine Minute)

- Abspiilen der DMSO-Suspension und Zentrifugation (DUBEY und BEATTIE, 1988)

Die Wahl von foetalem Kélberserum als Zellnahrung fiir die In—vitro-Kultivierung
kann Komplikationen hervorrufen, da manche der kommerziell verfiigbaren Chargen
Antikorper enthalten, die gegen N. caninum gerichtet sind. Bei deren Zugabe in das Medium
kann es zu Agglutination und schnellem Tod der Parasiten kommen. Um bei der In-vitro-
Kultivierung von N. caninum-Tachyzoiten Komplikationen zu vermeiden, kann anstelle von
Kilberserum IgG-freies Pferdeserum verwendet werden, oder man gibt das foetale
Kilberserum erst dazu, wenn der Parasit in die Zellen eingedrungen und vor der

Agglutination geschiitzt ist (HEMPHILL, 1999).
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Die Proliferationsrate variiert innerhalb der verschiedenen Neospora-Isolate und ist
zudem von der Art der Wirtszellen abhdangig. HEMPHILL und Mitarbeiter (1996) kultivierten
Tachyzoiten des NC-1- Isolates in bovinen Aorta-Endothelzellen. Sie teilten sich durch
Endodyogenie innerhalb sechs Stunden post infectionem. Die Wirtszellyse fand etwa 72
Stunden post infectionem statt. Befinden sich N. caninum-Tachyzoiten nur vier Stunden
extrazelluldr in einem Wachstumsmedium, kommt es zu einem schnellen Infektionsverlust. 7.
gondii hingegen ist in der Lage, auBerhalb der Zelle bis zu 72 Stunden infektiés zu blieben. N.
caninum-Gewebszysten liberleben 14 Tage bei 4°C, sind jedoch nach einem Tag bei —20°C
nicht mehr infektios (LINDSAY et al., 1992). In einem dokumentierten Fall dagegen waren
Neosporen in einem Kilbergehirn nach dem Gefrieren bei -52°C noch nach vier Monaten
infektios (BRY AN et al., 1994).

DUBEY und LINDSAY (1996) gelang es, mit {iber acht Jahre hindurch mehrfach
passagierten Tachyzoiten, im Experiment Miuse zu infizieren.

Nach dem Verfahren zur In-vitro-Formation von Toxoplasma-Gewebszysten
entstanden nun auch N. caninum-Gewebszysten in humanen Fibroblasten (BOOTHROYD et
al., 1998).

Das Gewebskultur-System wird auch geniitzt, um weitere Einzelheiten iiber die
Vorginge wihrend Adhéision und Invasion der Wirtszelle zu erfahren (HEMPHILL et al.,
1996). Auch genetische Manipulationen der Parasiten sind moglich (BECKERS et al., 1997;
HOWE et al.,, 1997, HOWE und SIBLEY, 1997).

Nicht nur das Tachyzoitenstadium, sondern auch das Bradyzoitenstadium des
Parasiten kann eine bestimmte Zeit in vitro kultiviert werden (WEISS et al., 1999). Jedoch
miissen diese Gewebszysten immer wieder sorgfiltig untersucht werden, da eine grof3e
Anzahl wéhrend der Kultivierung absterben kann (HEMPHILL et al., 1999).

In In-vitro-Kulturen konnen die Empfindlichkeiten der N. caninum- Tachyzoiten
gegen Chemotherapeutika und Antiprotozoika untersucht werden. lonophore Antibiotika,
Makrolide, Tetracycline und Lincosamide zeigten gute Wirksamkeit gegen Tachyzoiten.
Pyrimethamine, Ormetoprim und Trimethoprim zeigten ebenso synergistische Effekte wie
Diaveridin und Sulfonamiden (LINDSAY und DUBEY, 1989a; 1990b; LINDSAY et al.,
1994; 1996a; 1997). Auf diese Versuche wird in Punkt 12.2 noch ndher eingegangen.

Um Fortschritte in der Herstellung von Medikamenten zur Behandlung der
Neosporose zu machen, generierten LINDSAY und Mitarbeiter (1996a) zwei Pyrimethamin-
resistente Mutanten von N. caninum-Tachyzoiten. Eine Mutante wurde durch die Zugabe

niedriger Dosen von Pyrimethamin erzeugt und PyrR-1 genannt. Die zweite entstand durch
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chemisch induzierte Mutagenese mit N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin und erhielt die
Bezeichnung PyrR-2 Mutante. Beide Mutanten waren auch resistent gegen die Dihydrofolat-
Reduktase (DHFR) und Dihydrofolat-Thymidylat-Synthase (DHFTS). Diese Enzyme sind bei
der Umwandlung von Folsdure in die biologisch aktive Form Tetrahydrofolat von
entscheidender Bedeutung. Tetrahydrofolat ist das Coenzym bei der Kohlenstoff-Ubertragung
und wichtig fiir den Aminosdure-Stoffwechsel. Beide Mutanten konnten durch Anwendung
einer Kombination von DHFR/TS Inhibitoren und Sulfonamiden zerstort werden. Im
Gegensatz dazu konnten nur wenige Wirkstoffgruppen beziiglich ihrer Effektivitdt gegen N.
caninum in vivo beurteilt werden (DUBEY et al., 1995; LINDSAY und DUBEY, 1990b).

Durch In-vitro-Kultivierung konnte die Diagnostik zur Erkennung einer Neospora-
Infektion, aber auch zur Unterscheidung einer Neosporose von einer Erkrankung mit einer
nah verwandten Spezies, wie Toxoplasma (SUNDERMANN et al., 1997, SUNDERMANN
und ESTRIDGE, 1999), Hammondia oder anderen Sarcocystis-Arten entwickelt werden
(GOTTSTEIN et al., 1999).
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S. EPIDEMIOLOGIE

5.1  Geographische Verbreitung

Seit der Identifizierung des Aborterregers 1989 in Kalifornien als N. caninum durch
THILSTED und DUBEY und der seither eingetretenen stetigen Entwicklung von
Nachweismethoden wurde mittlerweile weltweit von N. caninum-Vorkommen bei Rindern

berichtet (siche Tab. 15-21 und Abb. 5).

Tab. 15: Ubersicht iiber die europiischen Staaten, in denen N. caninum bei Rindern

festgestellt wurde:

Land Autoren

Belgien DE MEERSCHMANN et al., 2002

Dianemark AGERHOLM et al., 1997; AGERHOLM und BARR, 1994

Deutschland CONRATHS et al., 1996; CONRATHS und SCHARES, 1999;
SCHARES et al., 1997; WEBER et al., 1997; 2000

England DAVISON et al., 1997; 1999a,b,c,d; LATHE, 1994; OTTER et al.,1993

Frankreich OULD-AMOROUCHE et al., 1999

Irland COLLERY, 1995a,b; COLLERY et al., 1996

Italien MAGNINO et al., 1999; POLI et al., 1998

Niederlande MOEN et al., 1998; WOUDA et al., 1998a; 1999a

Nordirland McNAMEE et al., 1996; McNAMEE und JEFFREY, 1994

Osterreich EDELHOFER, 2001

Polen CABAI et al., 2000

Portugal THOMPSON et al., 2001

Schweden BJORKMANN und UGGLA, 1999; HOLMDAHL et al., 1995

Schweiz GOTTSTEIN et al., 1999; HEMPHILL et al., 2000b

Spanien GONZALES et al., 2000; MAINAR-JAIME et al., 1999;
QUINTANILLA-GOZALO et al., 1999

Ungarn BACSADI et al., 2001; HORNOK et al., 1998

Wales OTTER et al., 1995, 1997b
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Tab. 16-21: Ubersicht iiber die auBereuropdischen Staaten, in denen N. caninum bei Rindern

festgestellt wurde:

Tab. 16: Afrika

Land Autoren

Stdafrika JARDINE und LAST, 1993
Zimbabwe JARDINE und WEELS, 1995

Tab. 17: Asien

Land Autoren

Israel HARMELIN et al., 1995a,b; PERL et al., 1997
Japan OGINO et al., 1992; YAMANE et al., 1996
Korea KIM J.H. et al., 2000, 2002

Taiwan OOl et al., 2000

Thailand SUTEERAPARP et al., 1999

Vietnam HUONG et al., 1998

Tab. 18: Australien

Land Autoren

New South Wales  BOULTON et al., 1995; REICHEL 1998; 2000

Neuseeland PATITUCCI et al., 1999; PFEIFFER et al., 2002
SCHARES et al., 1999;

Tasmanien OBENDOREF et al., 1995

Tab. 19: Kanada

Land Autoren

British Columbia McINTOSH und HAINES, 1994

Ontario ALVES et al.,1996; DUIVENVOORDEN und LUSIS, 1995
Prince Edward Island BILDFELL et al., 1994; ILLANES et al., 1994

Québec BERGERON et al., 2000; DESILETS et al., 1998
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Tab. 20: Vereinigte Staaten von Amerika

Land Autoren

Illinois SHIVAPRASAD et al., 1989

Kalifornien ANDERSON et al., 1995; CONRAD et al., 1993a
Maryland DYER et al., 2000

New Mexico THILSTED und DUBEY, 1989

Oklahoma HELMAN et al., 1998

Pennsylvania HATTEL et al., 1998

South Dakota NIETFELD et al., 1992; YAEGER et al., 1994
Texas BARLING et al., 2001a

Virginia HAY et al., 1990

Wisconsin CUDDON et al., 1992; SANDERSON et al., 2000

Tab. 21: Mittel- und Siidamerika

Land Autoren

Argentinien CAMPERO et al., 1998; MOORE et al., 2002
VENTURINI et al., 1999

Brasilien CORBELLINI et al., 2002; GONDIM et al., 1999a,b

Costa Rica PEREZ et al., 1998; ROMERO et al., 2002

Mexiko ABBITT et al., 1993; MORALES et al., 2001
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L

Abb. 5: Verbreitung von N. caninum.
Léander, in denen das Auftreten von N. caninum beschrieben wurde, sind grau markiert.

(Abbildung erstellt mit pcglobe 5.0, broderbund software inc., Novato, California, 1992)
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5.2 Seroprivalenz

Die durch Neosporose induzierten Aborte finden wéhrend des ganzen Jahres statt
(ANDERSON et al., 1991; THURMOND et al., 1995). In Kalifornien wurde ein gehduftes
Auftreten in den Wintermonaten von November bis Februar festgestellt (ANDERSON et al.,
1991, THURMOND et al.,, 1995). In den Niederlanden war die Abortrate von Juni bis
September hoher (MOEN et al., 1998). Man versucht diese Tatsache durch die Haltung und
klimatischen Verhiltnisse zu erklidren. In den Niederlanden ist der Sommer mild und feucht
und die Milchkithe von April bis Oktober tagsiiber auf der Weide. In Kalifornien sind die
Winter mild und feucht und der Sommer heil und trocken. Das milde und feuchte Klima
dieser Jahreszeiten scheint die Uberlebensmoglichkeiten der infektiosen Stadien in der
Umwelt zu begiinstigen (HEMPHILL et al., 2000a; THURMOND et al., 1995). Klimatische
Faktoren scheinen auch fuir unterschiedliche Seroprivalenzen in den verschiedenen Léndern
verantwortlich zu sein (MAGNINO et al., 1999).

Die meisten Neosporose-induzierten Aborte werden bei Milchrassen beschrieben
(ANDERSON et al., 1991; 1995; BARR et al., 1991a; WOUDA et al., 1995). In einer Studie
in Spanien war die Seroprdvalenz in Milchbetrieben mit 35,9 % signifikant hoher als die in
Mastbetrieben mit 17,9 % (QUINTANILLA-GOZALO et al., 1999). Dafiir scheinen die
unterschiedlichen Produktions- und Haltungssystemen verantwortlich zu sein (HEMPHILL et
al., 2000a). In Danemark (JENSEN et al., 1999) und Frankreich (OULD-AMROUCHE et al.,
1999) wurden Rassendispositionen flir Neosporose verneint.

Die Angaben iiber das Alter der abortierenden Kiihe lassen keine Alterspriavalenz
erkennen. Die dlteste Kuh, bei der ein durch Neosporen induzierter Abort nachgewiesen
wurde, war acht Jahre alt. Bei einem epidemischen Ausbruch in Neuseeland (1993)
abortierten 33 % der Herde. Das Durchschnittsalter der Kiihe lag hier bei vier Jahren
(THORNTON et al., 1994).

Um die Wahrscheinlichkeit bevorstehender Abortausbriiche abzuschéitzen,
untersuchten TREES und Mitarbeiter 120 Seren von Rindern, die zwei Tage zuvor abortiert
hatten. Bei elf Tieren konnte ein [IFAT-Antikorpertiter von > 1:1280 festgestellt werden. Die
iibrigen 109 Titer der verwerfenden Kiihe lagen deutlich darunter. Bei 97 Tieren, die nicht
abortiert hatten, konnte kein solch hoher Titer entdeckt werden. Ein hoher Titer macht also
einen Neosporose-Abort wahrscheinlich. Ein niedrigerer Titer schliet ihn zwar nicht aus,

macht ihn aber unwahrscheinlicher. Eine Verdachtsdiagnose aufgrund eines hohen N.
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caninum-Titers sollte also immer durch direkte Verfahren bestitigt werden (TREES et al.,
1994).

McNAMEE und Mitarbeiter (1996) verglichen die Titer von 40 Muttertieren, die
abortiert hatten. Gleichzeitig wurden die Foeten immunhistochemisch auf Neosporose
untersucht. In 22 Foeten wurde der Parasit nachgewiesen. In den Seren ihrer Miitter bestand
ein Titer von >1:640. Bei den Mutterkiithen der 18 negativen Foeten wurde nur in einem Tier
ein derart hoher Titer gefunden. Darauthin wurden 489 Tiere aus verschiedenen Herden
untersucht. 12,6 % der abortierten Kiihe und nur 3 % der Kontrolltiere wiesen einen IFAT-
Titer von >1:640 auf. Daraus wurde gefolgert, dal wahrscheinlich 9,6 % der Kiihe aufgrund
der Neosporose abortiert hatten. Der Anteil der durch Immunhistochemie diagnostizierten
Aborte lag dagegen bei 4,2 %.

Es existieren Vorschlige fur IFAT-Titer, die Tiere identifizieren sollen, die vor
kurzem aufgrund von N. camninum abortiert hatten. Diskutiert werden Titer von 1:640
(CONRAD et al., 1993b), 1:320 (TREES et al., 1994) und 1:200 (DUBEY et al., 1996a).
Aufgrund ihrer Uneinheitlichkeit konnen diese Daten nicht zu Aussagen iiber bevorstehende
Aborte herangezogen werden. Ein hoher Titer kann lediglich auf ein erhohtes Abortrisiko
hinweisen. In einer Studie wurde festgestellt, daB das Abortrisiko in Herden mit infizierten
Kiihen 3,4 bis 7,0 mal hoher ist als in Herden mit nicht infizierten Kithen (THURMOND et
al., 1997). Schwierigkeiten bei der Interpretation der Proben stellen die unterschiedlichen

IFAT-Tests, Laborbedingungen und Cut-off-Titer dar.

5.3  Haufigkeit wiederholter Aborte

Seit der Entdeckung der Neosporose wird vermutet, da3 es durch N. caninum zu
wiederholten Aborten bei derselben Kuh kommen kann. Das Problem, eine Aussage iiber die
Frequenz der Aborte zu machen, besteht darin, da3 die meisten Kithe aus wirtschaftlichen
Uberlegungen aus den Herden eliminiert werden und deshalb nicht iiber einen lingeren
Zeitraum beobachtet werden konnen (DANNAT et al., 1995; MOEN et al., 1998).

OBENDORF und Mitarbeiter (1995) gelang es, aus zwei von drei abortierten Foeten
eines Muttertieres N. caninum zu isolieren. Die Aborte erfolgten in drei aufeinanderfolgenden

Tréachtigkeiten.
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In einer anderen Studie konnten bei 112 wegen Neosporose abortierenden Kiihen in
einer weiteren Trachtigkeit wiederum bei 4 % infizierte und abortierte Foeten identifiziert
werden (ANDERSON et al., 1995).

WOUDA und Mitarbeiter (1995) verdffentlichten eine in den Niederlanden
durchgefiihrte Studie, bei der zwei von 26 Neospora-positiven Kiithen in zwei aufeinander
folgenden Tréichtigkeiten abortierten. Das ist ein Prozentsatz von < 8 %.

In Nordirland verwarfen in einer Herde 31 Tiere im Zeitraum von 1993-1994. In fiinf
Fillen wurde N. caninum dafiir verantwortlich gemacht. Wéhrend der darauffolgenden
Trachtigkeit abortierten nur drei Tiere aus dieser Herde, jedoch keines der Neospora-positiven
(McNAMEE et al., 1996).

Aus den verschiedenen Studien mit ihren unterschiedlichen Ergebnissen 148t sich
keine endgiiltige Aussage iiber die Wahrscheinlichkeit eines mehrfachen Abortgeschehens
machen. Eine Wiederholung ist jedoch grundsétzlich méglich (THURMOND et al., 1997).

Wahrscheinlicher als wiederholte Aborte ist die mehrfache Geburt von infizierten
Kilbern (DUBEY und LINDSAY, 1996). BARR und Mitarbeiter untersuchten die Kélber von
vier Neospora-positiven Mutterkithen in zwei aufeinanderfolgenden Trichtigkeiten. Alle
Nachkommen wurden positiv getestet. Sie hatten entweder einen sehr hohen prikolostralen
Antikorpertiter im Serum oder Neosporen im Gehirn (BARR et al., 1993).

In einer deutschen Studie wurden 15 Nachkommen von zehn seropositiven Kiithen
untersucht. 14 Kilber (93 %) waren ebenfalls seropositiv. Nur ein Tier war seronegativ und
gebar wiederum ein seronegatives Kalb (SCHARES et al., 1998).

Vermutlich entwickelt nur ein kleiner Anteil der kongenital infizierten Tiere auch eine
klinisch relevante Neosporose. Auf zwei Farmen in Kalifornien wurden in 31 % und 54 % der
Kélber prikolostrale N. caninum-Antikorper entdeckt, ohne einen Hinweis auf eine
Bestandsproblematik zu erhalten (PARE et al., 1996).

In einer dinischen Studie wurde das Abortrisiko von Kiithen beleuchtet, die aus
seropositiven Miittern stammen. Thr Abortrisiko lag in der ersten und zweiten Tréchtigkeit
signifikant hoher als das der Miitter (FRENCH et al., 1999, MOEN et al., 1998, WOUDA et
al., 1998b). THURMOND und HIETALA (1997a) kamen zu dem Schluf3, dafl das Abortrisiko
kongenital infizierter Rinder mit jeder Tréachtigkeit abnimmt. Die Autoren schlieBen aber

nicht aus, daf3 dieses Ergebnis durch frithe Schlachtungen verfélscht wird.
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5.4 Risikofaktoren

Der Hauptinfektionsweg der Neosporose besteht in der vertikalen Weitergabe der
Protozoen und erfolgt somit prénatal. Darauf wird in Punkt 5.5.1 eingegangen.

Als bedeutendster bisher bekannter Ubertriger der horizontalen, also postnatalen
Infektion, wurde der Hund nachgewiesen. Er scheidet infektiose Stadien aus und kann somit
eine Infektionsquelle fiir Rinder darstellen (McALLISTER et al., 1998a). Die Infektion der
Wiederkduer kann durch Aufnahme kontaminierter Futtermittel und Wasser erfolgen. Schon
bevor der Hund als Endwirt feststand, wurde die Anwesenheit von Hofhunden auf einem
Betrieb mit einem steigenden N. caninum-Abortrisiko assoziiert. Auch schien die Anzahl der
Hunde eine Rolle zu spielen (BARTELS et al., 1999; MAINAR-JAIME et al., 1999; OULD-
AMROUCHE et al., 1999; PARE et al., 1998). In den Niederlanden wurde das Verhltnis
seropositiver Hothunde zur Seropridvalenz seropositiver Rinder untersucht. In Betrieben mit
seropositiven Hunden war auch die Pravalenz der infizierten Kithe hoch (WOUDA et al,,
1999b).

Die Préavalenz der Antikorper, die gegen N. caninum gerichtet sind, ist bei auf dem
Lande lebenden Hunden signifikant hoher als bei Stadthunden (SAWADA et al., 1998;
WOUDA et al., 1999b). Offensichtlich sind Hothunde den Neosporen vermehrt ausgesetzt.
Jedoch konnte unter natiirlichen Umstéinden noch nicht nachgewiesen werden, wie sich
Hunde infizieren. Die Bedeutung abortierter Foeten und Fruchthiillen als Infektionsquelle
mufl noch untersucht werden. Denkbar wire auch eine Infektion iiber die Aufnahme von
Vogeln und Kleinnagern, die eventuell als Transport- oder sogar als Zwischenwirte fungieren
konnten (HEMPHILL et al., 2000a).

Daneben mufl auch ein Augenmerk auf andere Caniden gelegt werden. In den
Niederlanden beispielsweise werden Zusammenhidnge zwischen dem Aufireten starker
Fuchspopulationen und der Haufigkeit von Aborten gesehen. In Kanada und den USA werden
Kojoten fiir Aborte verantwortlich gemacht. Eine hohe N. caninum-Seropriavalenz in Hirschen
deutet auch auf das Bestehen eines sylvatischen Zyklusses hin (DUBEY et al., 1999a).

Auch die Anwesenheit von Gefliigel wird als Risikofaktor gesehen. Man nimmt an,
dal diese Tiere zum einen einen mechanischen Vektor fur Oozysten darstellen oder zum
anderen sich der Hund durch Fressen von Gefliigel infiziert (BARTELS et al., 1999). Auch
Tauben konnen im Experiment als Zwischenwirt dienen und sollten als Risikofaktor

angesehen werden (McGUIRE et al., 1999). In einer franzésischen Arbeit wurde sogar ein
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Zusammenhang seropositiver Kithe mit Hasen und Enten gesehen. Katzen hingegen hatten
keinen Einflul (OULD-AMROUCHE et al., 1999).

Die laktogene Infektion von Kélbern wurde experimentell durch Zugabe von
Tachyzoiten zur Milch durchgefiihrt, allerdings kann iiber die In-vivo-Risikofaktoren von
Verfiitterung der Milch infizierter Miitter bis heute keine Aussage gemacht werden
(DAVISON et al., 1999¢c; HIETALA und THURMOND, 1999; UGGLA et al., 1998).

Ein negativer Einflu} auf die Immunlage der Rinderherde ist nach Moglichkeit zu
vermeiden, da er sich positiv auf das Auftreten N. caninum-assoziierter Aborte auswirkt. In
Dinemark wurde das Verfiittern schimmeliger Maissilage mit enthaltenen Mykotoxinen als
Risikofaktor erkannt. Gleichzeitig untersuchte Strefaktoren wie Impfungen, hohe
AuBentemperaturen und didtetische Faktoren hatten keinen EinfluB (BARTELS et al., 1999).

In Schweden wurde in einer Untersuchung ein Zusammenhang zwischen
Seropositivitdt von N. caninum und BVD gesehen. Die Autorin fand heraus, da3 viele N.
caninum seropositive Tiere auch Antikdrper gegen BVD aufwiesen (BJORKMAN et al.,
2000). Andere Studien konnten dies nicht bestédtigen (BARTELS et al., 1999; GOTTSTEIN et
al., 1999).

5.5  Ubertragungsméglichkeiten

Die Ubertragung der Neosporen kann sowohl vertikal als auch horizontal erfolgen. Bei
der vertikalen Ubertragung kommt es zu einem diaplazentaren Ubergang von Tachyzoiten.
81% bis 93% der Kélber, die von seropositiven Miittern stammen, sind kongenital infiziert
(BARR et al., 1993; PARE et al, 1996; SCHARES et al, 1998; THURMOND und
HIETALA, 1999).

Die horizontale Infektionsmoglichkeit besteht in der oralen Aufnahme von Oozysten,
Tachyzoiten oder bradyzoitenhaltigem Gewebe (COLE et al., 1995; DE MAREZ et al., 1999;
MCcALLISTER et al., 1998a).
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5.5.1 Vertikal

Die diaplazentare Ubertragung von Tachyzoiten scheint bei Pflanzenfressern die
wichtigste der verschiedenen Ubertragungsmoglichkeiten zu sein (ANDERSON et al., 1997;
2000; BJORKMAN et al, 1996; PARE et al., 1994; 1996; SCHARES et al, 1998;
THURMOND et al., 1997, WOUDA et al., 1998b). So 14t sich auch erkldren, daf3 die
Erkrankung iiber Generationen in einer Herde bestehen bleibt (DIJKSTRA et al., 2002). Nach
der Ubertragung kommt es zum Festsetzen der Tachyzoiten in neuralem Gewebe, Gehirn,
Riickenmark, Nerven und auch in der Retina des Foetus. Dort bilden die Parasitenstadien eine
Zystenhiille aus (Pseudozysten) und nehmen langsame Teilungen vor (DUBEY et al., 1988a;
LINDSAY et al., 1993). Die jetzt als Bradyzoiten bezeichneten Parasiten bilden eine
intrazelluldre, stabile Wand aus (HEMPHILL, 1999). Diese Zysten konnen mehrere Jahre im
Wirt bestehen, ohne klinische Symptome zu verursachen (DUBEY und LINDSAY, 1996).
SCHARES und Mitarbeiter untersuchten die Nachkommen seropositiver Kithe und kamen zu
dem Ergebnis, daBB 93% der Nachkommen seropositiver Tiere ebenfalls seropositiv waren.
Dieser Befund konnte iiber Generationen in den Herden nachvollzogen werden (SCHARES et
al., 1998). In Schweden kamen BJORKMAN und Mitarbeiter schon 1996 zu #hnliche
Ergebnissen. Auch in Kalifornien wurde der diaplazentare Ubertragungsweg als der
wahrscheinlichste fiir Rinder bestétigt (PARE et. al., 1994; 1996, THURMOND et al., 1997).

Bei endemischen Neosporoseausbriichen ist die Mehrheit der Kilber von
seropositiven Kiithen auch positiv. Hier ist eine Abortrate von 5% bis 17,3% p. a. tiber
mehrere Jahre hinweg zu beobachten (THURMOND et al., 1997). In verschiedenen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dall die Rate der postnatalen Infektion niedrig ist
(BARTELS et al., 1999; DAVISON et al., 1999¢,d; MOEN et al., 1998; THURMOND et al.,
1997; WOUDA et al., 1999a). Es gibt sowohl pathologische als auch serologische Hinweise,
dal diese kongenital infizierten Kélber eine chronisch persistierende Infektion haben, die
wiederum diaplazentar auf ihre Nachkommen tibertragen werden kann. ANDERSON und
Mitarbeiter (1997) verglichen eine serologisch negative Gruppe von Tieren mit einer
serologisch positiven. Beide Gruppen waren klinisch unauffillig. Alle weiblichen
Nachkommen der seropositiven Kiithe hatten wiederum seropositive Kilber. Die
seronegativen Tiere gebaren seronegative Tiere. Bei der Sektion wurden bei den seropositiven
Tieren histologische Lasionen im Gehirn und Riickenmark gefunden. AuBlerdem lief sich der
Einzeller immunhistochemisch nachweisen. Bei seronegativen Kilbern konnten keine

Anzeichen einer Protozoeninfektion nachgewiesen werden. Obwohl in Herden mit
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endemischem Infektionsgeschehen der vertikale Ubertragungsweg der wahrscheinlichste ist,
gibt es auch Hinweise darauf, daf hier ein kleiner Teil der Infektionen postnatal stattfindet.
Die Infektionsquellen sind allerdings noch unbekannt (SCHARES et al., 1998; THURMOND
und HIETALA, 1999).

In einer Studie mit drei trachtigen Kithen wurde durch orale Verabreichung von je 600
Oozysten eine Infektion der Muttertiere hervorgerufen. Die Kithe bildeten Antikdrper und
hatten N. caninum-spezifisches Gewebe (PCR) im Gehirn. Die Kilber hingegen wurden
ausgetragen und waren gesund. Dies 148t darauf schlieBen, da3 mehr als 600 Oozysten fiir die
Induktion einer diaplazentaren Ubertragung benétigt werden (TREES et al., 2002).

Auf die Moglichkeit der mehrfachen Ubertragung und das Auftreten von Aborten in
aufeinanderfolgenden Trachtigkeiten wurde in Punkt 5.3 eingegangen.

Die diaplazentare Ubertragung ist auch bei Hunden und Katzen nachgewiesen

(BARBER und TREES, 1998; DUBEY und LINDSAY, 1989a, b; DUBEY et al., 1990c).

5.5.2 Horizontal

5.5.2.1 Orale Infektion durch Oozysten

Die orale Aufnahme von Oozysten induzierte eine meBbare zellulire und humorale
Immunantwort bei Kélbern. Die verabreichten Oozysten stammten von experimentell
infizierten Hunden. Es wurden nur serologisch negative Kélber in den Versuch aufgenommen.
Nach zwei bzw. vier Wochen wurden Neospora-spezifische Antikérper (IgG1 und 1gG2)
durch IFAT und ELISA festgestellt. Dariiber hinaus konnte durch PCR Neospora-DNA in
Gehirn und Riickenmark nachgewiesen werden (DE MAREZ et al., 1999). Dies 148t die
Vermutung zu, daf ein Oozysten ausscheidender Hund als Infektionsquelle in Frage kommt.
Auch infizierte Fiichse stehen im Verdacht, durch das Ausscheiden von Oozysten zur
Kontamination des Futters beizutragen (SIMPSON et al., 1997). Man geht davon aus, daf3
sporadische Aborte durch horizontale Ubertragung zustande kommen (ANDERSON et al.,
1991).

Bei epidemischen Ausbriichen (ein erheblicher Prozentsatz abortiert innerhalb
weniger Monate) bestehen serologische Hinweise, dal die abortierenden Tiere postnatal
infiziert worden waren. Diese Erkenntnis ergab sich aus serologischen Untersuchungen von

Muttertieren und deren Nachkommen, die keine Korrelationen nachwiesen (THURMOND et
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al., 1997, WALDNER et al., 1999). In einem Fall haben 30% der trachtigen Tiere abortiert
(THILSTED und DUBEY, 1989). Die Klinik der Abortgeschehen weist auf eine Punktquelle
als Ursache fiir die Infektion hin. Wie diese Quelle genau aussieht, ist noch offen (DIJKSTRA
et al, 200la,b; DUBEY und LINDSAY, 1996; McALLISTER et al, 1996a; 2000;
THORNTON et al., 1994). Denkbar wire eine Konfrontation mit den vom Endwirt
ausgeschiedenen Oozysten. Bis heute konnte nicht belegt werden, dal Rinder, die {iber
Oozysten infiziert wurden, die Infektion diaplazentar weitergeben. Es liegen jedoch Studien
vor, in denen eine Beziehung zwischen der Prdsenz von Hofhunden und der Neospora-
Seroprivalenz in der Rinderherde nachgewiesen werden konnte. So ist grundsétzlich eine
Ubertragung des Parasiten vom Hund auf das Rind denkbar (BARTELS et al., 1999; MAINE-
JAIME et al., 1999; PARE et al.,, 1998; WOUDA et al., 1999b).

Neben dem Hund wurden auch andere mégliche Infektionsquellen untersucht. So
konnte ein erhohtes Abortrisiko durch N. caninum in Verbindung mit auf dem Hof lebendem

Gefliigel beobachtet werden (BARTELS et al., 1999).

5.5.2.2 Orale Infektion durch Tachyzoiten

Neben der Infektion durch Oozysten kommt eine postnatale Infektion mit Tachyzoiten
in Betracht. Es lieBen sich experimentell verschiedene Tiere tiber die Milch infizieren (COLE
et al., 1995). Vier Kilber seronegativer Miitter erhielten sechs Stunden nach der Geburt
Kolostrum, dem Tachyzoiten des NcSweB1-Isolates zugegeben wurde. Zwei dieser Kilber,
die mit der Flasche getrdnkt worden waren, entwickelten nach ein bzw. zwei Wochen Fieber
und Diarrhée und wiesen nach vier Wochen einen hohen Antikorpertiter auf. Sie wurden 15
bzw. 19 Wochen nach der Inokulierung euthanasiert. Es wurden keine pathologischen
Léisionen gefunden. Es gelang weder immunhistologisch noch in Zellkulturen, aus den
Gehirnen Neosporen zu isolieren. Allerdings konnte in den Gehirnen durch PCR Neosporen-
DNA festgestellt werden. Die beiden anderen Kélber, die das Kolostrum per
Nasenschlundsonde erhalten hatten, entwickelten keine klinischen Symptome und blieben
wihrend der gesamten Zeitdauer der Studie seronegativ. Die ausschlieBliche Infektion der
flaschengetriankten Kélber wurde auf eine vermutete Penetration der Parasiten durch die
bukkale bzw. pharyngeale Mukosa zuriickgeflihrt, wie es bei 7. gondii beschrieben wurde
(UGGLA et al., 1998).
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5.5.2.3 Orale Infektion durch bradyzoitenhaltiges Gewebe

Der wichtigste Versuch zum Beweis der Infektionsméglichkeit durch Aufnahme von
Gewebszysten gelang McALLISTER und Mitarbeiter (1998a). Sie verfiitterten experimentell
infizierte Méuse, die Gewebszysten enthielten, an Hunde und wiesen in deren Kot Oozysten
nach.

Bei Fleisch- und Aasfressern ist diese Ubertragungsmoglichkeit von groBerer
Bedeutung als beim Rind, bei welchem allerdings ein Infektionsrisiko durch infizierte

Kadaver im Futter in Betracht zu ziehen ist.
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6. INFEKTIONSVERSUCHE BEI VERSCHIEDENEN TIERARTEN

6.1 Versuche mit Miusen und kleinen Wiederkiuern

Erste Tiermodelle mit Madusen wurden von LINDSAY und DUBEY (1989¢; 1990a, b,
c) entwickelt. Nach subkutaner Infektion von Mdusen mit N. caninum-Tachyzoiten trat eine
klinische Neosporose mit Pneumonie, Polymyositis, Enzephalitis, Hepatitis, Pankreatitis und
neurologischen Ausfillen nur dann auf, wenn das Immunsystem vor der Infektion durch
Prednisolon beeintrichtigt wurde. Diese Studien waren die Grundlage flir weitere
Untersuchungen, bei denen verschiedene genmanipulierte Méiuse infiziert und die
unterschiedlichen Reaktionen erfat wurden. Dariiberhinaus suchte man eine Moglichkeit,
moglichst effizient an bradyzoitenhaltige Gewebszysten zu gelangen.

MCcGUIRE und Mitarbeiter (1997) versuchten N. caninum-Gewebszysten in Mausen
zu produzieren. Sie testeten verschiedene Mauslinien, N. caninum-Isolate, Inokulierungsdosen
der Tachyzoiten und Moglichkeiten der Immunsuppression. Ménnliche ICR-Mause, die mit
Methylprednisolonacetat (MPA) behandelt und mit NC-Liverpool-Isolaten infiziert wurden,
produzierten die meisten Gewebszysten und {iberlebten trotzdem relativ lange (McGUIRE et
al.,, 1997). AuBerdem wurde eine Methode entwickelt, die die Gewebszysten aus dem
Maiusegehirn separieren half und die Kryopreservation erlaubte. Dies war die Voraussetzung,
dal Zysten von verschiedenen Isolaten fiir unterschiedliche Versuche vorritig gehalten
werden konnten.

Immundefiziente Mause, wie Nacktmiduse (SAWADA et al., 1997; YAMANE et al.,
1996), Miuse, die kein Gamma-Interferon besitzen (DUBEY und LINDSAY, 1996), yMT
(antibody knock-out) Miuse (EPERON et al., 1999) und Balb/c Méuse erwiesen sich als
besonders empfinglich fiir Neosporose und bildeten auch ausgepriagte Krankheitssymptome
aus. Diese Méduse entwickelten schnell Enzephalomyelitiden und der Parasit wurde kongenital
auf die Friichte tibertragen. Es kam zu Resorptionen, Absterben der Foeten oder lebend
geborenen Jungen, die mit N. caninum infiziert waren (LONG und BASZLER, 1997; LONG
et al., 1998). Swiss Webster Miuse entwickelten ohne Kortikosteroidgaben keine klinische
Neosporose, die Parasiten bildeten jedoch stets Gewebszysten aus (LINDSAY und DUBEY,
1989c¢, 1990a).

Zur Klirung der Frage, ob N. caninum-Bradyzoiten und Gewebszysten einer

Inkubation mit Verdauungsenzymen standhalten, wurden diese Stadien mit einer Pepsin-
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Salzsdure-Losung (ph 0,8) behandelt und anschlieBend subkutan, intraperitoneal und oral in
mit Methylprednisolonacetat vorbehandelte Versuchsmiuse inokuliert. Die Parasiten
vermehrten sich in allen Méusen. Dies lie schon frith die Vermutung zu, da ein
Fleischfresser den Endwirt darstellen konnte (LINDSAY und DUBEY, 1990a). Bei diesen
Versuchen erkannte man die Moglichkeit der kongenitalen Ubertragung von N. caninum bei
verschiedenen Tieren (COLE et al., 1995; DUBEY et al., 1990b; DUBEY und LINDSAY,
1989a, b). Die drei verschiedenen Moglichkeiten der horizontale Ubertragung wurde ebenfalls
in Tierversuchen bestétigt. In Punkt 5.5.2 wurde bereits darauf eingegangen.

Schafe sind unter natiirlichen Umstinden von der Erkrankung zwar sehr selten
betroffen (DUBEY et al., 1990b), eignen sich aber besonders gut fiir Versuchszwecke, da bei
experimenteller Infektion &hnliche Symptome wie bei Rindern aufireten (BUXTON et al.,
1997a,b; JOLLEY et al., 1999; McALLISTER et al., 1996a). Sie bieten so eine gute und
kostengiinstige Alternative, die bovine Neosporose zu studieren. Dasselbe gilt auch fiir
Versuche mit Ziegen (LINDSAY et al., 1995b), die hoch empfinglich fiir Neosporen sind
(CORBELLINI et al., 2001; INNES et al., 2001a).

6.2  Infektionsversuche moglicher Endwirte

Zum Zweck der Identifikation moglicher Endwirte wurde zunédchst vor allem mit
Katzen gearbeitet, da sie den Endwirt des eng verwandten Protozoon 7. gondii darstellen
(DUBEY und BEATTIE, 1988) und den Parasiten diaplazentar weitergeben (DUBEY und
LINDSAY, 1989a; DUBEY et al., 1990d). Zur Infektion der Tiere wurden Gewebszysten aus
dem Gehirn natliirlich infizierter Hunde verwendet (CUDDON et al., 1992), spiter auch von
natiirlich infizierten Rindern und experimentell infizierten Katzen und Mé&usen. Es konnte
keine Oozystenausscheidung im Kot nachgewiesen werden, womit die Katze als Endwirt
ausgeschlossen wurde.

Experimentelle Infektionen von Hunden (DUBEY und LINDSAY, 1989b),
Waschbiren (DUBEY et al., 1993), Kojoten (LINDSAY et al., 1996¢) und einigen carnivoren
Vogeln (BAKER et al, 1995) blieben hinsichtlich der Oozytenausscheidung zunéchst
erfolglos. Allerdings wurde das Vorhandensein von Parasiten in den verflitterten Geweben
nicht liickenlos tiberpriift, so dal die Ergebnisse nicht als absolut sicher betrachtet wurden
(DUBEY und LINDSAY, 1996). Durch den Nachweis einer Oozytenausscheidung beim
Hund konnte er als Endwirt identifiziert werden (McALLISTER et al., 1998a).
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6.3 Infektionsversuche bei Primaten

Besondere Aufmerksamkeit sollte den Infektionsversuchen bei Primaten geschenkt
werden. Aufgrund der morphologischen Ahnlichkeit von N. caninum und T. gondii und der
Tatsache, dafl die Toxoplasmose Primaten und Menschen befallen kann, stellt sich die Frage
nach der Infektionsmoglichkeit von Primaten mit Neosporen, um die Moglichkeit einer
Infektion des Menschen zu beurteilen. Eine natiirliche Infektion wurde bisher weder bei
Menschen noch bei Affen nachgewiesen (HO et al., 1997b).

1994 erfolgte ein Infektionsversuch bei Rhesusaffen. Im ersten Experiment wurden am
Tag 65 der Trichtigkeit zwei Foeten im Uterus ihrer Miitter intramuskuldr mit Tachyzoiten
infiziert. Die 13 und 22 Tage post infectionem durch Hysterotomie entwickelten Friichte
zeigten eine multifokale Enzephalitis und eine verminderte Menge an Amnionsfliissigkeit
(BARR et al., 1994a).

Im zweiten Experiment erfolgte einen intramuskuldre und intravendse Infektion der
trachtigen Affen am 43 Tag der Trichtigkeit. Die am Tag 67 und 70 durch Kaiserschnitt
entwickelten Foeten wiesen eine chronische multifokale nekrotisierende nonsuppurative
Meningoenzephalitis auf. Alle Tiere aus beiden Experimenten hatten Neospora-Tachyzoiten
in ihren Geweben. Ein Neospora-Antikorper-Titer-Nachweis erfolgte in allen vier Blutproben.
Daraus 148t sich schlieen, dal Primaten empfinglich fiir Neosporen sind (BARR et al.,
1994a).

In einem weiteren Versuch bekamen zwei Rhesusaffen am Tag 43 der Trachtigkeit
intravends und intramuskuldr kultivierte Tachyzoiten vom BPA-1-Typ. 67 bzw. 70 Tage
spater wurden per Hysterotomie die Foeten entwickelt und die Miitter euthanasiert. Mittels
PCR gelang der Protozoennachweis in vielen Geweben. Bei Muttertier A waren Lunge und
Gehirn, bei Muttertier B das Herz befallen. Bei dem Foetus aus A war der Befund in Gehirn,
Herz, Lunge, Milz, Haut, Plazenta, bei dem Foetus aus B zusidtzlich auch in der
Skelettmuskulatur positiv (HO et al., 1997b).

Die Frage nach einer persistierenden oder wiederholenden diaplazentaren Infektion
erfordert noch weitere Untersuchungen (HO et al., 1997b).

Bisher gibt es keinen Hinweis auf eine Neosporen-Infektion beim Menschen. Dieser

Aspekt wird in Punkt 16 diskutiert.
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7. KLINIK DER NEOSPOROSE

7.1  Klinische Erscheinungen der adulten Rinder

Eine klinische Neosporose dufert sich vorwiegend in Reproduktionsstérungen. Diese
reichen von Fruchtresorptionen {iber Mumifikationen bis zu Aborten. Es sind sowohl Milch-,
als auch Fleischrassen betroffen. Die abortierenden Kiithe zeigen kein gestortes
Allgemeinbefinden und normalerweise keine Retentio secundinarum (ANDERSON et al.,
2000; DUBEY, 1999b).

Tiere jeden Alters konnen betroffen sein. Der Abort findet meist ab dem dritten Monat
der Trachtigkeit statt. Grundsitzlich besteht die Moglichkeit einer Infektion mit
darauffolgenden Fruchttod auch in fritheren Tréachtigkeitsstadien. Die Symptome sind eine
verlangerte Gilistzeit, Umrindern und Unfruchtbarkeit (TREES et al., 1999).

Manche Rinder (unter 5%) verwerfen in mehreren aufeinanderfolgenden
Trachtigkeiten (ANDERSON et al., 1995; DANNAT et al., 1995; OBENDOREF et al., 1995).
Die Aborte treten sporadisch, endemisch oder epidemisch in den Herden auf. Von
epidemischem Verwerfen wird dann gesprochen, wenn 10% der trichtigen Kiihe innerhalb
von sechs bis acht Wochen eines Bestandes abortieren (ANDERSON et al., 1995). Auch iiber
die Geburt pramaturer, lebensschwacher, untergewichtiger Kélber und Totgeburten wurde
berichtet (GRAHAM et al., 1996; SLYTER et al., 1990). Foeten kénnen im Uterus absterben
und resorbiert, mumifiziert, oder autolytisch werden. Es konnen Kélber mit klinischen
Symptomen geboren werden, oder aber chronisch infizierte aber klinisch unauftillige Tiere
(DUBEY, 2003). Die Wahrscheinlichkeit von aufeinanderfolgenden Aborten ist jedoch
geringer als aufeinanderfolgende Geburten kongenital infizierter Kédlber (HEMPHILL et al.,
2000a).

Die mittlere Trichtigkeitsdauer bis zum Abort betrug in einer amerikanischen
Untersuchung beim Rind 5,5 Monate (ANDERSON et al., 1991). In einer niederldndischen
Studie ereigneten sich die Aborte am Tag 110 bis 259 nach der Insemination. Eine Haufung
trat um den Tag 170 auf (MOEN et al, 1998). Das Ergebnis beider Studien ist also
vergleichbar.

Die Aborte finden das ganze Jahr iiber statt. N. caninum-seropositive Kiihe tragen ein
hoheres Risiko aufgrund N. caninum zu abortieren als seronegative. Jedoch sind 95% der

kongenital infizierten Kélber seropositiver Kithe klinisch unauffillig. Das Alter der Mutterkuh
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und die Anzahl der bereits durchlaufenen Laktationen spielt beim Abortgeschehen keine Rolle
(DUBEY, 2003).

Die Milchproduktion steigt kurzfristig nach dem Abort an (WOUDA, 2000).
Allerdings ist durch die verliangerte Zwischenkalbezeit eine Reduktion der Milchleistung zu
beobachten (TREES et al., 1999). Zudem wird die Milchproduktion in der ersten Laktation
bei seropositiven Kiihen signifikant reduziert (THURMOND und HIETALA, 1997b). Weitere

Erlauterungen zu Verdnderungen der Milchleistung finden sich in Punkt 15.

7.2  Klinik der kongenital infizierten Kilber

Klinische Symptome werden nur bei Kélbern beschrieben, die jiinger als zwei Monate
sind. Es werden tiber Sehnenkontrakturen, Exophthalmie und asymmetrisch gelegene Augen
bei neugeborenen Kélbern berichtet. In den Bereich der neurologischen Symptome gehoren
leichte Ataxien, reduzierte Patellarreflexe, Paresen, Paralysen und Propriozeptionsverluste.
Einzeltiere hatten gekriimmte Vor- und Hintergliedmafen oder Hyperextensionen. (BARR et
al., 1993; 1994b; BRYAN et al., 1994; DUBEY und LINDSAY, 1996; GUNNING et al.,
1994; O'TOOLE und JEFFREY, 1987; PARISH et al, 1987). Untergewichtige Kélber
werden ebenso geboren, wie lebensschwache Tiere, die nicht in der Lage sind auf zu stehen.
In einem Fall lag bei einem totgeborenen Kalb eine Arthrogryposis vor. Hier konnte eine
asymmetrische Ausbildung des Riickenmarks diagnostiziert werden (DUBEY et al., 1990a).
Bei einem siebenmonatigen abortierten Foetus lag ein Hydrozephalus vor (DUBEY et al.,
1998a). DUBEY und DE LAHUNTA (1993) fiihrten Myositis und Deformierungen der
Extremititen auf Muskeldegenerationen zuriick.

Bei diesen Berichten scheint es sich aber um Ausnahmen zu handeln, da die meisten
Tiere (95%), die kongenital infiziert sind, klinisch unauffillig erscheinen (BARR et al., 1993;
FIORETTI et al., 2000; PARE et al., 1996).

Untersuchungen in den USA fiihrten zu der Annahme, dal es bei seropositiven
Masttieren zu einer verlangsamten Gewichtszunahme kommt. Es kann durchschnittlich ein
geringeres Schlachtgewicht von 7,5 kg angenommen werden. Wie es hierzu kommt, ist noch

nicht geklart (BARLING et al., 2000a; 2001b). Darauf wird in Punkt 15 ndher eingegangen.
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8. DIAGNOSTIK

Bei der Diagnostik der Neosporose spielt besonders die Abgrenzung zu
differentialdiagnostisch in Betracht kommenden Erregern eine Rolle (HEMPHILL, 1999). Die
entwickelten Verfahren beinhalten indirekte Methoden, wie Antikorper-Erkennung im Blut
durch ELISA, IFAT und Agglutinations-Test oder direkte Methoden, wie Histologie und
Immunhistochemie, In-vitro-Isolierung des Parasiten oder Auffinden von Parasiten-DNA in
der PCR (DUBEY und LINDSAY, 1996; ELLIS et al., 1998; HEMPHILL, 1999). Indirekte
Diagnosen von N. caninum-Infektionen basieren auf der Erkennung von Antikoérpern, die

spezifisch gegen N. caninum-Antigene gerichtet sind (HEMPHILL, 1999).

8.1 Untersuchungsmaterial

Untersucht werden sollten abortierte Foeten, die Plazenta und Seren der Muttertiere.
Die Parasiten konnen in Serum, Gehirn, Herz, Leber, Skelettmuskulatur, Lunge und Niere der
Frucht nachgewiesen werden (ANDERSON et al., 2000; BERGERON et al., 2001; OTTER et
al., 1997a).

8.2  Serologie (indirekter Nachweis)

Diese Verfahren weisen N. caninum-spezifische Antikérper nach. Es kann im
positiven Fall allerdings nur eine Aussage dariiber gemacht werden, dafl ein Kontakt des
Tieres mit N. caninum statt gefunden hat. Klinische Erkrankungen bzw. Aborte lassen sich
nicht zwangsldufig auf diesen Protozoen zuriickzufiihren (PFISTER, 2002). Ein negativer
Test schlieft eine vorausgegangene Infektion nicht vollkommen aus. Diese Problematik
besteht, weil zur Zeit noch keine Kenntnisse iiber die Persistenz von Antikérpern vorliegen.
Allerdings kann iiber serologische Reihenuntersuchungen die Prisenz von N. caninum im
Bestand und somit die Empfinglichkeit des Bestandes vermutet und je nach Titer-Hohe das
Risiko einer Erkrankung abgeschitzt werden (ANDERSON et al., 2000; HEMPHILL, 1999;).
Auch bakteriell hergestellte rekombinante Antigene wurden zur serologischen
Diagnosestellung entwickelt (LALLY et al, 1996b; LOUIE et al., 1998). Die Antigene
wurden bereits in Punkt 3.8 beschrieben.
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8.2.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Das Prinzip dieser Technik besteht in der Sichtbarmachung der an die Antigene
bindenden Antikorper durch fluoreszierende Substrate. Es konnen besonders kleine, im
Nanogrammbereich liegende Proteine erkannt werden (STRYER, 1988). Es besteht bei dieser
Methode die Gefahr von Kreuzreaktionen (DUBEY und LINDSAY, 1996). Da
Kreuzreaktionen speziell bei N. caninum mit T. gondii im IFAT gering sind, wird davon
ausgegangen, dal} sich die Molekiile der Oberflichenmembran von Protozoen besonders gut
fiir die Diagnose eignen (DUBEY und LINDSAY, 1993).

Um die Sensitivitdt und Spezifitdt dieser Methode zu verbessern, wurden zahlreiche
Methoden entwickelt (BIORKMAN et al., 1994a; OSAWA et al., 1998; PARE et al., 1995a;
SCHARES et al., 2002a; WILLIAMS et al., 1999).

Parasitenmembranproteine wurden in Iscoms (Immunstimulierende Komplexe)
eingebaut. Zuerst wurden Seren von Hunden verwendet (BJORKMAN et al., 1994a,b), dann
von Rindern. Zuletzt gelang der Nachweis auch in Milch (BJORKMAN et al., 1997).

Wasserlosliche Antigene von Tachyzoitenextrakten wurden zur Bindung an
Antikorper eingesetzt (GOTTSTEIN et al., 1998; PARE et al., 1995a). In Seren, die von
Tieren stammen, die mit verwandten Protozoen (7. gondii, Eimeria bovis, Cryptosporidium
parvum) infiziert waren, fand keine Kreuzreaktion statt (PARE et al., 1995a).

Als kompetitiver ELISA wird die Methode bei Einsatz von monoklonalen Antikdrpern
bezeichnet. Die Proteine sind gegen ein Oberflichenprotein der Neosporen gerichtet
(BASZLER et al., 1996).

Ein anderer Ansatz wurde von WILLIAMS und Mitarbeitern (1997) gemacht. Sie
lieBen chemisch fixierte Parasiten als Reaktionspartner agieren.

LALLY und Mitarbeiter (1997) entwickelten einen ELISA, die mit rekombinanten
Antigenen arbeitet. Zwei Proteine aus den dichten Granula, 33 und 36 kDa schwer, wurden
geklont. Diese Antigene unterscheiden zwischen infizierten Tieren und der nicht infizierten
Kontrollgruppe. Die Suche nach Kreuzreaktionen mit 7. gondii, S. cruzi, S. hominis und S.
hirsuta verlief negativ. Antikorper gegen diese rekombinanten Antigene konnten in Kiihen
nachgewiesen werden, die N. caninum-infizierte Foeten abortierten und in Kélbern, die von
seropositiven Miittern stammen (JENKINS et al., 1997). Allerdings konnten mit Hilfe dieser
Methode keine Antikorper in Foeten gefunden werden (WOUDA et al., 1997a).
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8.2.2 Indirekter Immunfluoreszenz Test (IFAT)

Aus Zellkulturen gewonnene N. caninum- Tachyzoiten werden mit dem zu testenden
Serum inkubiert. Vorhandene Antikorper binden an die Tachyzoiten und koénnen durch
fluoreszierende Reagenten sichtbar gemacht werden. Der erste Test dieser Art wurde von
DUBEY und Mitarbeitern (1988a) bei Hunden beschrieben. Der IFAT wird bei den
serologischen Methoden am hiufigsten durchgefiihrt und gilt als sehr spezifisch, da sehr
wenig Kreuzreaktionen mit 7. gondii vorkommen (DUBEY und LINDSAY, 1996). Er kann
mit Blut, Cerebrospinalfliissigkeiten und Serum durchgefiihrt werden (BARR et al., 1995).
Die sogenannten Cut-off-Titer, die eine positive Reaktion kennzeichnen, liegen je nach
Methode und Testdurchfiihrung zwischen 1:160 und 1:640. Deshalb ist auch ein positives
Ergebnis nicht immer als absolut sicher zu betrachten (HEMPHILL, 1999; PARE et al.,
1995b). Die gesamte Tachyzoiten-Oberfldche soll fluoreszieren, da eine apikale Fluoreszenz
auch in Seren von nicht infizierten Tieren durch eine unspezifische Bindung an
Serumkomponenten grundsétzlich méglich ist (DUBEY und LINDSAY, 1996). Ein weiteres
Problem besteht darin, daf} die Titer der Kiithe nach einem Abort abfallen und auch wihrend
der Trachtigkeit betrdchtlich variieren konnen (CONRAD et al., 1993b).

8.2.3 Agglutinations-Test
Agglutinations-Tests machen sich Reaktionen zwischen Antigen und Antikoérper nach
der Anbindung zu nutze (PACKHAM et al, 1998; ROMAND et al, 1998). Die

Antikorperbindung setzt ein korpuskuldres Antigen voraus und fithrt zur Verklumpung
(KREUTZIG, 1994).

8.3  Erregernachweis (direkter Nachweis)

Hierbei wird nach den Tachyzoiten, Gewebszysten oder charakteristischen

histopathologischen Verdnderungen gesucht (HEMPHILL, 1999).
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8.3.1 Histologie

8.3.1.1 Lichtmikroskopie

Histologische Untersuchungen mittels Lichtmikroskop werden an Geweben
durchgefiihrt, die mit Paraformaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet sind. Schnitte von 3
bis 4 um werden auf einen Objekttriger aufgezogen und gefarbt (GOTTSTEIN et al., 1999).
Die Methode eignet sich zur Unterscheidung zwischen Gewebszysten von N. caninum und T.
gondii. Die Gewebszysten von N. caninum werden v.a. in neuralen Zellen gefunden,
wohingegen die Zysten von 7. gondii in vielen Organen nachzuweisen sind. Das
Vorhandensein einer wallartigen Umgebung deutet auf eine linger bestehende Infektion mit
immunologischer Reaktion des Wirtes hin. Bei frisch oder chronisch latent infizierten Tieren
liegt keine wallartige Umgebung vor (DUBEY und LINDSAY, 1996; HEMPHILL, 1999).
Bei einer akuten Infektion werden die Tachyzoiten in verschiedenen Organen gefunden. Im
Zentralnervensystem werden die Herde durch einen zentralen nekrotischen Fokus
charakterisiert, der durch Entziindungszellen umgeben ist (HEMPHILL, 1999). Weitere

Merkmale, die auf eine Neosporose hindeuten werden in Punkt 9 erwihnt.

8.3.1.2 Elektronenmikroskopie

Die Untersuchung von Gewebe im Transmissionselektronenmikroskop ermoglicht
eine Unterscheidung zwischen den differentialdiagnostisch in Betracht kommenden
Protozoen. Diese Technik ist zeitaufwendig. Es miissen meist mehrere Gewebeschnitte aus
verschiedenen Organen untersucht werden, bis ein Parasit aufgefunden wird, weshalb diese

Technik nicht zur Routine-Diagnostik geeignet ist (HEMPHILL, 1999).

8.3.2 Immunhistochemie

Die Aufbereitung der Gewebe erfolgt wie bei der Histologie. Zusétzlich werden die
Schnitte rehydriert und die unspezifischen Bindungsstellen mit Ziegenserum blockiert.
AnschlieBend werden die Schnitte mit Anti-Neospora-Kaninchen-Hyperimmunserum

inkubiert (GOTTSTEIN et al., 1999; HEMPHILL et al., 1996; PATITUCCI, 1995).
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Mehrere polyklonale Antiseren wurden bereits als Reagenten entwickelt. Sie wurden
mit Hilfe von kultivierten Tachyzoiten hergestellt und konnen die Protozoen sichtbar machen
(DUBEY und LINDSAY, 1996). Allerdings kam es in vielen Untersuchungen zu
Kreuzreaktionen mit antigenetischen Komponenten anderer Protozoen, wie 7. gondii oder
Sarcozysten. Prinzipiell kann es zu unspezifischer Anbindung kommen. Dies hdngt auch von
der Art der verwendeten Gewebe, der Fixierung und dem Frischegrad der Gewebe ab
(HEMPHILL, 1999). Um Kreuzreaktionen zwischen N. caninum und T. gondii zu vermeiden,
wurden monoklonale Antikdrper generiert, die ausschlieBlich mit Gewebszysten und
Tachyzoiten von N. caninum reagieren (COLE et al., 1993). Antikorper, die mit Antigenen
des apikalen Komplexes der N. caninum-Tachyzoiten reagierten, zeigten keine Kreuzreaktion
mit 7. gondii (BIORKMAN und HEMPHILL, 1998).

Auch polyklonale Antikorper, die gegen die Oberflichenproteine Nc-p36
(HEMPHILL und GOTTSTEIN, 1996) und Nc-p43 (HEMPHILL et al., 1997a) gerichtet sind,
stehen heute zur Verfligung. Nc-p36 befindet sich sowohl auf den Tachyzoiten als auch den
Bradyzoiten, wiahrend Nc-p43 nur auf Tachyzoiten zu finden ist. Hier sind keine

Kreuzreaktionen mit 7. gondii beobachtet worden (FUCHS et al., 1998).

8.3.3 Polymerase Chain Reaktion (PCR)

Mit dieser Methode konnen spezifische DNA-Sequenzen vervielfdltigt werden. In
einem geschlossenen Reaktionsgefdl3 findet durch Erhitzung die Trennung der Helix statt. Bei
schneller Abkiihlung hybridisieren zugegebene Primer mit jeweils einem Strang und bei
nochmaliger Erwdrmung wird der gesuchte DNA-Bereich mit Hilfe der DNA-Polymerase
verlangert (STRYER, 1988).

Es muBl mit exakten Temperaturen gearbeitet werden und eine Kontamination
vermieden werden (ELLIS et al., 1999).

Verschiedene Sequenzen werden fiir die Diagnose herangezogen, z.B. die ITSI-
Sequenz zwischen 5,8 S und 16 S rRNA-Genen (HOLMDAHL und MATTSON, 1996), die
ITS-Sequenz zwischen 5,8 S und 18 S rRNA-Genen (PAYNE und ELLIS, 1996), die kleinen
Untereinheiten der rRNA-Gensequenzen und die Hybridisierung mit Neospora-spezifischen
Oligonukleotiden (HO et al., 1996; 1997a), ein Fragment der 14-3-3 Gene (LALLY et al,
1996a) und ein Neospora-spezifische DNA-Sequenz, Nc5 (KAUFMANN et al, 1996;
MULLER et al., 1996; YAMAGE et al., 1996).
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Die PCR stellt einen besonders sensible und zuverldssige Methode im Nachweis von
Neosporen dar, da bereits kleinste Mengen an Parasiten-DNA zur Vervielfiltigung und
Diagnose ausreichen (BELL et al, 2002; GOTTSTEIN et al., 1999; HO et al., 1997b;
LIDDELL et al., 1999b).

8.3.4 Diagnostische In-vitro-Kultivierung

Auf die Technik der In-vitro-Kultivierung wurde bereits in Punkt 4 eingegangen.
Als problematisch stellte sich die tatsédchliche Nachweisbarkeit heraus, da dies in einer Studie
von CONRAD und Mitarbeitern (1993a) nur in zwei von 100 abortierten Foeten gelang. Die
Kontamination mit Bakterien und das notwendige Vorhandensein von intakten Gewebszysten

wird als Grund angegeben (GOTTSTEIN et al., 1999; HEMPHILL, 1999).

8.4 Tierversuch

Da die Inokulierung von infiziertem Gewebe in Méuse bei der Diagnostik von 7.
gondii (DUBEY und BEATTIE, 1988) erfolgreich durchgefithrt wurde, wurde diese
Moglichkeit auch bei der Identifikation von Neosporen eingesetzt. Die Schwierigkeiten
bestehen darin, dal Méause keine besonders empfingliche Wirte darstellen (HEMPHILL,
1999). Die Inokulierung in andere Versuchstiere zu diagnostischen Zwecken erwies sich
ebenfalls als ungeeignet, da auler Temperaturerhohungen (GOTTSTEIN et al., 1999) keine
klinische Symptomatik auftrat. Die Zeitspanne zwischen Inokulierung und Abort variiert
Tierart abhingig. Die Inokulierung erfolgte in viele Tierarten, konnte sich aber nicht als
Nachweismethode der Neosporose etablieren, sondern dient vor allem der Forschung nach
den Krankheitszusammenhéngen (BARR et al., 1993; BUXTON et al., 1997b; DUBEY et al.,
1996a; LINDSAY et al., 1995b; SCHARES et al., 2001a, b).
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9. PATHOLOGIE UND HISTOPATHOLOGIE

9.1 Pathologie und Histopathologie der abortierten Foeten

Infizierte und abortierte Foeten sind frisch, konnen aber auch mumifiziert oder im
Stadium der Autolyse sein. In der Regel weisen abortierte Foeten oder Totgeburten keine
typischen makroskopischen Verdanderungen auf. Manchmal werden blasse bis weile Herde in
der Skelettmuskulatur und im Herz beschriecben (CONRATHS und SCHARES, 1999). Zum
Nachweis eines N. caninum-assoziierten Abortes ist jedoch eine histologische Untersuchung
des Foetus unabdingbar (REICHEL, 1996; REICHEL und DRAKE, 1996).

Histopathologisch lassen sich in Zentralnervensystem, Herz, Skelettmuskulatur und
Leber degenerative und entziindliche Verdnderungen feststellen (ILLANES et al., 1994;
SCHOCK et al.,, 2000). Als charakteristisch gilt die nonsuppurative Enzephalomyelitis.
Nekrosen treten seltener auf (BARR et al., 1990; OTTER et al., 1995; SAGER et al., 2001).

In einer Studie mit 82 Foeten wurden die Entziindungsreaktionen prozentual
festgehalten. Es lagen Enzephalitis und Myokarditis in 100 %, Entziindung der Nebenniere in
80 %, Myositis in 72 %, Nephritis in 66 %, Hepatitis in 62%, Plazentitis in 53 % und
Pneumonie in 44 % der Fille vor (BARR et al., 1990).

Foeten, die im letzten Tréchtigkeitsdrittel abortiert wurden, zeigen héufig
Gliaproliferationen (DUBEY et al., 1992b). Manchmal sind Kalzifizierungen nachweisbar
(BOULTON et al., 1995; DUBEY et al., 1998a). Schwerwiegende Lisionen am Myokard
werden hdufig durch Autolyse maskiert (DUBEY und LINDSAY, 1996; DUBEY et al.,
1990e). Der Erregernachweis gelingt hauptsidchlich in Gehirn, Herz und Leber. Die
Tachyzoiten liegen extra- oder intrazelluldr (DUBEY et al., 1992b). Gewebszysten werden v.
a. in Neuronen gefunden. Sie liegen nicht in den Entziindungsbereichen und zeigen keine
zelluldren Reaktionen in den angrenzenden Bereichen (OGINO et al., 1992). Es gelingt nicht
bei jedem N. caninum-assoziierten Abort, den Erreger selbst nachzuweisen, da seine Anzahl
im Gehirn sehr gering sein kann (NIETFIELD et al., 1992; OTTER et al., 1995).

Des weiteren ist mit Entziindungserscheinungen in der Skelettmuskulatur, Herz,
Leber, Lunge, Niere und Plazenta zu rechnen (BARR et al., 1990; WOUDA et al., 1997b).
Auch Gewebszysten in der Skelettmuskulatur kénnen nachgewiesen werden (PETERS et al.,

2001).
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Eine Studie in den Niederlanden beschiftigte sich mit der Verteilung der Parasiten in
Organen von 90 abortierten Foeten, bei denen N. caninum als Abortursache feststand. In 91 %
der Fille waren Verdnderungen in Gehirn, Herz und Leber vorhanden. In 9 % lagen sie in
zwei Organen vor, wobei in allen, auler einem Fall Verdnderungen im Gehirn vorlagen
(BOULTON et al., 1995).

Histologische Lisionen gibt es auch in der Plazenta. Da die Plazenta aber schnell in
Autolyse iibergeht, spielt sie diagnostisch eine untergeordnete Rolle (WOUDA, 2000).

Beziiglich des Alters der abortierten Foeten fiel auf, daf3 drei bis viermonatige Foeten
weniger markante Gehirnlédsionen aufwiesen als dltere Friichte. Tachyzoiten konnten im Herz
der drei bis viermonatigen Foeten 6fter nachgewiesen werden als in den Herzen der &lteren

Aborte (WOUDA et al., 1997b).

9.2 Pathologie und Histopathologie der kongenital infizierten Kélber

Auf die Pathologie mit Mi3bildungen und neurologischen Ausfillen wurde bereits in
Punkt 7.2 eingegangen.

Bei allen lebend geborenen und infizierten Kélbern war die Krankheit hauptsédchlich
auf das Zentralnervensystem beschrinkt (DUBEY und LINDSAY, 1996). Makroskopisch
sichtbare Verdnderungen bestanden in Malazie (O'TOOLE und JEFFREY, 1987) und
Verengungen der Wirbelsdule (BARR et al., 1991b; BRYAN et al., 1994; DUBEY et al.,
1990a).

Auch bei den kongenital infizierten Kélbern ist das Charakteristikum einer Neosporose
eine nonsuppurative Enzephalomyelitis. Sie geht mit einer Hyperplasie des Neurogliagewebes
und Nekrose einher (siche Abb. 6). Im Zentralnervensystem werden hiufiger Gewebszysten
nachgewiesen als in abortierten Foeten. Es scheint jedoch, als wéiren mehr Gewebszysten im
Riickenmark als im Gehirn gelegen (BARR et al., 1991b). Auch bei einer adulten, natiirlich
infizierten Kuh konnte eine Enzephalitis diagnostiziert und der Erreger N. caninum aus dem
Gehirn isoliert werden (SAWADA et al., 2000).

Einen besonderen Fall stellte ein vier Wochen altes Hereford Kalb dar, das zum Zeitpunkt der
Geburt und bis zum Alter von zwei Wochen klinisch vollig unauffillig war. Es wurde wegen
neurologischer Ausfille euthanasiert. Es lagen Verdnderungen im Zentralnervensystem und
der Muskulatur vor. Eine grole Anzahl von Tachyzoiten konnte in diesen Geweben gefunden

werden (DUBEY et al., 1992b). Dies ist das élteste Kalb, bei dem klinisch eine Neosporose
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vermutet wurde. Es ist davon auszugehen, da3 die meisten Tiere mit klinischer Neosporose in
den ersten Lebenswochen verenden (DUBEY und LINDSAY, 1996). Ob das Kalb kongenital
infiziert war oder postnatal den Parasiten aufgenommen hat, konnte nicht mit Sicherheit

festgestellt werden (DUBEY et al., 1992b).
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Abb. 6: Zentraler Nekroseherd mit Infiltration mononukledrer Zellen im GroBhirn eines

abortierten Kalbes (nach JARDINE und LAST, 1993)

9.3  Abortpathogenese

Bei seropositiven Kiihen steigt der Antikorper-Titer vier bis fiinf Monate vor dem
Geburtstermin an. Diese Beobachtung fiihrt zu der Annahme, daB3 es sich dabei um eine
wiederaufflackernde chronische Infektion handelt. Uber diesen Mechanismus ist aber wenig
bekannt. Es wird angenommen, dal3 es wiahrend der Trachtigkeit zu einer Parasitdmie kommt
und darauthin der Foetus infiziert wird. Allerdings gibt es bisher nur einen Bericht, in dem M.
caninum im Gehirn einer adulter Kiithe nachgewiesen werden konnte (SAWADA et al., 2000).
Es kann also iiber eine Aktivierung einer latenten Gewebszyste durch die
immunsupprimierende Trachtigkeit spekuliert werden, ein derartiger Mechanismus konnte

aber bisher nicht nachgewiesen werden.
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Geht man nicht von einer latenten Infektion aus, sondern infiziert Kiithe oral mit
Tachyzoiten, kann der Foetus bereits vier Wochen spiter infiziert sein. Lidsionen an der
Plazenta und dem ZNS mit Enzephalitis waren hier die diagnostizierten Verdanderungen. Ob
die Verdnderungen der Plazenta durch die Multiplikation der Parasiten oder durch die
Immunantwort des Muttertieres entstehen ist nicht bekannt. Sicher ist aber, daB friih infizierte

Foeten absterben (BUXTON et al., 2002; DUBEY, 2003).
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10. DIFFERENTIALDIAGNOSTISCH RELEVANTE ERREGER

Zu den Erregern, die differentialdiagnostisch in Frage kommen, zdhlen als infektiose
Ausloser Parasiten, Bakterien, Viren und Pilze. Zu nicht infektiosen Abortauslosern gehoren

Intoxikationen, verschiedene Medikamente und unterschiedliche physikalische Einfliisse.

10.1 Infektiose Ausloser

10.1.1 Parasiten

Im deutschsprachigen Raum liegt die Nachweisrate der durch Parasiten induzierten

Aborte unter 1% (HASSIG et al., 1991).

10.1.1.1 Toxoplasma

Der Lebenszyklus des Parasiten 7. gondii l1duft einwirtig oder fakultativ zweiwirtig ab.
Den Endwirt stellen Katzen dar. Ist kein Zwischenwirt verfligbar, laufen geschlechtliche und
ungeschlechtliche Phasen in Feliden (Hauskatzen, Wildkatzen, Ozelot) ab. Die Katzen
scheiden Oozysten mit dem Kot aus, tiber den sich die Zwischenwirte, z. B. Séugetiere,
Vogel, Reptilien, aber auch Menschen, infizieren konnen (ROMMEL, 2000). Toxoplasmen
weisen eine #dhnliche Morphologie wie N. caninum auf und durchlaufen die gleichen
Entwicklungsstadien. Rinder werden unter natiirlichen Bedingungen nicht durch 7. gondii
infiziert (DUBEY und BEATTIE, 1988). Allerdings ist 7. gondii ein wichtiger Abortausloser
bei kleinen Wiederkduern (LINDSAY et al., 1995b). Die Infektion erfolgt durch Aufnahme
von zystenhaltigem Fleisch, von Oozysten aus Katzenkot oder durch diaplazentare Infektion.
Klinisch zeigt sich die Infektion durch Aborte, Fruchtresorption, Totgeburten, Geburt
lebensschwacher oder klinisch gesunder, aber infizierter Nachkommen (HERBERT, 1986).
Die Infektionswege und Symptome sind mit denen von N. caninum vergleichbar. Auflerdem
sind die Oozysten beider Parasiten nicht von einander zu unterscheiden.

Zur Diagnose lassen sich zahlreiche Verfahren heranziehen, wie Tierversuch

(DEROUIN et al., 1987), Sabin-Feldman-Test (SFT), Indirect hemagglutination test (IHA),
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Indirect fluorescent antibody test (IFAT), Direct agglutination test (DAT), Latex agglutination
test (LAT), ELISA, Immunoabsorbent agglutination assay test (IAAT) (DUBEY und
BEATTIE, 1988) sowie die histologische Untersuchung (DUBEY, 1993). Jedoch sind bei den

serologischen Verfahren hin und wieder Kreuzreaktionen moglich.

10.1.1.2 Hammondia

Die Entwicklung des Erregers H. heydorni lduft in zwei Wirten (obligat heteroxen) ab.
Der Endwirt (Hund, Fuchs oder Kojote) scheidet die Oozyste mit dem Kot aus, die in der
Umwelt sporuliert. Als Zwischenwirte dienen Hauswiederkduer, Wasserbiiffel, Hunde,
Meerschweinchen, Rentiere, Elche, Rehe, Affen und Kamele, die die sporulierten Oozysten
aufnehmen. Im Diinndarm findet die Endodyogenie statt. In der Muskulatur bilden sich
Zysten aus. Der Endwirt frit den infizierten Zwischenwirt und in seinem Diinndarm wird die
Schizogonie durchlaufen. Anschliefend folgen Gamogonie und Gametogamie. Die Infektion
erfolgt durch Aufnahme von sporulierten Oozysten aus der Umwelt oder orale Aufnahme
infizierter Zwischenwirte (ROMMEL, 1989).

Mit H. hammondi, deren Endwirte Katzen darstellen, konnte keine Infektion in
Rindern und Schafen ausgelost werden (ROMMEL, 1989).

Die Klinik verlduft weitgehend symptomlos. Selten zeigt sich Durchfall und Anorexie
der Nachkommen (BLAGBURN et al., 1988). N. caninum weilt eine dhnliche Morphologie,
und einen dhnlichen Entwicklungszyklus auf. Die Endwirte von N. caninum und H. heydorni
sind gleich und beide weisen ein grofles Spektrum an Zwischenwirten auf. Aulerdem sind die
Oozysten nicht voneinander zu unterscheiden (SCHARES et al., 2001b).

Die Diagnose 148t sich durch Tierversuch und Serologie mittels SFT und ELISA stellen.

10.1.1.3 Weitere Parasiten

Der Erreger Tritrichomonas foetus lebt auf der Schleimhautoberflache der weiblichen
und ménnlichen Geschlechtsorgane und vermehrt sich durch Lingsteilung (Mitose)
(SCHWEIGHART, 1991). Die Infektion erfolgt venerisch (LINDSAY et al., 1996b).

Klinisch zeigen sich bei der Kuh Frithaborte, bis ca. zum vierten Monat, seltener

Spétaborte, Konzeptionsstorungen, Mumifikationen, Pyometra und Vaginitis. Beim Bullen
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hingegen verlduft die Infektion meist symptomlos. Selten tritt eine Balanoposthitis auf
(LINDSAY et al., 1996b). Mikroskopisch 148t sich der Erreger im Nativpraparat oder durch
Kultivierung nachweisen. Die Proben sollten von den Geschlechtsorganen, Foeten oder
Eihduten stammen (YULE et al., 1989). Ahnlichkeiten mit N. caninum-Infektionen zeigen
sich in den Symptomen Aborte, Konzeptionsstérungen und Mumifikationen.

Babesia (B.). divergens, B. major, B. bovis, B. bigeminata und B. ovata befallen die
Erythrozyten und werden durch Zecken, in Deutschland hauptsédchlich durch Ixodes ricinus,
iibertragen. Uber den Speichel der Ubertrigerzecke dringen Sporozoiten in die Blutbahn und
die Erythrozyten des Rindes ein. Durch Zweiteilung entstehen Merozoiten, die weitere
Blutkorperchen befallen. Die Infektion wird in den Zecken transovariell weitergegeben oder
findet durch Aufnahme von babesienhaltigen Erythrozyten statt. Im Zeckendarm entwickeln
sich ménnliche und weibliche Gamonten, die sich zu Makro- und Mikrogameten
differenzieren. Nach der Verschmelzung zur Zygote entstehen daraus Kineten. Diese befallen
die Epithelzellen des Darmes und vermehren sich durch Bildung von Sporokineten, die andere
Organe, v. a. das Ovar, befallen und somit auf die Nachkommen tiibertragen werden. Nach
dem Schliipfen der Larve dringen die Sporokineten in die Speicheldriise ein und schlieen die
Sporogonie ab. Mit dem Speichel erfolgt die Infektion der Wiederkduer durch Zeckenbil3
(ROMMEL, 2000).

Klinische Erscheinungen sind Fieber, Pansenparese, Durchfall, Andmie, Ikterus,
Hiamoglobinurie, Aborte und Festliegen. Hier sind es die Aborte, die die Babesien-Infektion
zu einer Differentialdiagnose der N. caninum-Infektion werden lassen.

Die Diagnose erfolgt durch Mikroskopie des gefdrbten Blutausstriches und mit KBR,
ELISA, IFAT, IHAT (ROMMEL, 2000).

10.1.2 Bakterien

In 13% (HASSIG et al., 1991) bis 33% (SCHWEIGHARDT, 1991) der untersuchten

Fille konnten bakterielle Erreger als Ursache fiir Aborte nachgewiesen werden.

73



10.1.2.1 Brucella

Die Erreger Brucella abortus, Brucella melitensis und Brucella suis (N.N., 2001b)
siedeln sich bei trachtigen Tieren hauptsdchlich im Uterus an und verursachen eine
Plazentitis, die die Erndhrung des Foetus beeintrichtigt. Bei nicht-tragenden Tieren siedeln
sich die Brucellen im Euter an. Werden die Tiere trachtig, wandern die Erreger in den Uterus
und nach dem Abort zuriick in das Euter (GEDEK et al., 1993).

Die Infektion erfolgt venerisch, oral iiber Schleimhédute, iiber verletzte Hautstellen
durch kontaminiertes Futter, Einstreu oder Milch. Auch durch Kontakt mit infizierten Tieren,
die nach einem Abort tiber Eihdute und Fruchtwasser massiv Erreger ausscheiden, 146t sich
eine Infektion verbreiten (GEDECK et al., 1993).

Klinische Erscheinungen sind nekrotisierende Plazentitis, Aborte im letzten Drittel der
Tréchtigkeit, Nachgeburtsverhalten, Endometritis und Geburt toter oder lebensschwacher
Kélber (N.N., 2001b). Nach oraler Infektion konnen auch bei N. caninum dhnliche Symptome
auftreten.

Diagnostische Abkldrung kann durch Mikroskopie von Abstrichprdparaten der
Kotyledonen, kulturellen Erregernachweis aus Milch, Sperma, Foeten oder Nachgeburtsteilen,
KBR mit Blutserum, Langsamagglutination (LA) mit Sperma, Milchserum, Blutserum, oder

Abortus-Bang-Ringprobe (ABR) mit Vollmilch erfolgen (GEDEK et al., 1993).

10.1.2.2 Leptospira

Die Erreger Leptospira (L.) pomona, L. grippotyphosa und L. icterohaemorrhagiae,
L. hardjo, L. saxkoebing und L. australis dringen durch die Schleimhaut oder verletzte Haut
in die Blutbahn ein und siedelt sich in verschiedenen Organen an. Ab dem achten Tag post
infectionem treten Antikorper auf, die die Leptospiren zerstoren. Trotzdem kommt es zur
Schiadigung der Erythrozyten. Werden sie aus dem Blut eliminiert, siedeln sie sich in den
Nieren an und werden tiber den Harn ausgeschieden (GEDEK et al., 1993).

Die Infektion erfolgt oral {iber kontaminiertes Futter und Wasser. Ausscheider sind die
Rinder selbst oder Nager und Fiichse.

Aborte und sinkende Milchleistung treten auf (N.N., 2001e; SMITH et al., 1997).

Orale Infektion, sinkende Milchleistung und Aborte erinnern an eine N. caninum-Infektion.
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Die Diagnose kann durch Mikroagglutinationsreaktion (MAR), IFT, Hamolysetest
oder durch Erregernachweis in Blut oder Milch erfolgen (GEDEK et al., 1993).

10.1.2.3 Chlamydia

Der Erreger Chlamydia psittaci ist weltweit verbreitet. GroBere Bestinde mit
mangelnder  Futterqualitdt,  schlechten = Haltungsbedingungen oder zu  hoher
Leistungsanforderungen sind am ehesten betroffen (Faktorenkrankheit). Die Chlamydien
siedeln sich u. a. in der Plazenta an und vermehren sich dort. Eine Nekrose der Kotyledonen
fiihrt zum Abort. Uber das Fruchtwasser werden massenhaft Erreger ausgeschieden. Nach
einer Infektion scheint eine dauerhafte Immunitdt zu bestehen (DANNAT et al, 1998;
WEBER und BAUER, 1991).

Die Infektion erfolgt durch Einatmen von erregerhaltigem Staub, durch Liuse, Milben,
Zecken oder Aufnahme von kontaminiertem Futter und Wasser (GEDEK et al., 1993).

Klinisch ist u. a mit Enzephalomyelitis, Plazentitis und Aborten im letzten
Trichtigkeitsdrittel zu rechnen (WEBER et al., 1997). Ahnlichkeiten mit N. caninum-
Infektionen bestehen in den Aborten, der oralen Infektionsmoglichkeit und der
Enzephalomyelitis.

Die Diagnostik kann durch direkten Erregernachweis mittels Mikroskopie, im
Tierversuch, in einer Dottersackkultur oder serologisch durch eine KBR erfolgen (GEDECK
et al., 1993).

10.1.2.4 Coxiella

Der Erreger Coxiella burnetii siedelt sich nach einer bakteridmischen Phase im Uterus
an, wo er sich durch transversale Teilung vermehrt. Es kommt zur Plazentitis und zur
Infektion der Foeten (N.N., 20011).

Die Tiere infizieren sich kongenital, diaplazentar, kutan durch Zecken (Dermacentor
reticularis), oral durch Aufnahme kontaminierter Nachgeburten, Futter, Einstreu oder nasal
durch Inhalation von erregerhaltigem Staub oder Zeckenkot (GEDEK et al., 1993).

Klinisch zeigen sich Metritis, Milchriickgang, Unfruchtbarkeit, Retentio secundinarum,

Brunstlosigkeit, Geburt lebensschwacher Kélber und Aborte, hauptsidchlich ab dem 6. Monat,
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aber auch schon frither (WEBER et al., 1997). Die kongenitale, diaplazentare oder orale
Infektion, der Milchriickgang, die Fruchtbarkeitsprobleme, Aborte und Geburt
lebensschwacher Kéalber konnen auch bei einer Infektion mit N. caninum auftreten.

Die Diagnose kann durch die Serologie mit KBR, Agglutinations-, Neutralisations-
und Opsonintest gesichert werden. Auflerdem eignen sich Ausstrichpridparate von

Kotyledonen zum mikroskopischen Erregernachweis (GEDEK et al., 1993).

10.1.2.5 Mykoplasma

Mycoplasma (M.) bovis wird mit der Milch, dem Lochialsekret und Bindehautsekret
ausgeschieden. Nach der oralen Infektion wandert der Erreger himatogen zu den Augen,
Euterlymphknoten und Gelenken. M. bovigenitalium befillt die Genitalschleimhaut (GEDEK
et al., 1993).

Die Tiere infizieren sich galaktogen oder venerisch iiber die Schleimhaut. Bei Kiithen
treten Salpingitis, Bursitis, Endosalpingitis, Endometritis, Aborte ab dem 5.
Trachtigkeitsmonat, Geburt lebensschwacher Kilber (M. bovigenitalium), Mastitis,
Euteratrophie, Arthritis, und Konjunktivitis (M. bovis) auf (N.N., 2001g). Aborte und Geburt
lebensschwacher Kilber treten auch bei N. caninum-Infektionen auf. Der Erregernachweis

gelingt aus Milch, Lymphknoten, Nachgeburt und Foeten (GEDEK et al., 1993).

10.1.2.6 Salmonella

Die Erreger Salmonella typhimurium, Salmonella dublin und Salmonella abortus bovis
werden oral aufgenommen, dringen in die Darmwand und die Lymphknoten von Caecum und
Ileum ein und breiten sich aus (N.N., 2001j).

Die Erregerausscheidung erfolgt in Kot, Harn, Milch und Gebéarmuttersekret. Latent
infizierte Tiere stellen als Dauerausscheider das Erregerreservoir dar. Die Infektion findet oral
iiber den Verdauungskanal durch kontaminiertes Futter oder Wasser statt (GEDEK et al.,
1993).

Chronisch infizierte Tiere verwerfen im 4. bis 8. Trichtigkeitsmonat. Ahnlichkeiten

mit N. caninum-Infektionen liegen in der oralen Infektionsmoglichkeit und den Aborten.
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Bakteriologische Untersuchungen von Milch, Lochialsekret, Kot, Harn (GEDECK et al,,
1993) oder Mageninhalt des Foetus untermauern die Verdachtsdiagnose (N.N., 2001j).

10.1.2.7 Listeria

Listeria  monocytogenes  gelangt iiber den Verdauungskanal oder die
Nasenschleimhdute in die Lymph- und Blutbahn. Der Foetus wird iiber die Nabelvene
infiziert. Auch eine neurogene Streuung ist moéglich (N.N., 2001f).

Die Infektion erfolgt oral durch Aufnahme schlecht durchsduerter Silage oder
infizierter Nachgeburtsteile. Auch eine nasale Infektion ist moglich.

Bei der Meningoenzephalitis zeigen sich Bewegungsstorungen, Herabhingen von
Ohren und Zunge, Lehnen gegen Winde, Reizbarkeit, Koma und Absonderung der
betroffenen Tiere. Die septikdmische Form tritt vor allem bei Jungtieren mit Fieber,
Saugschwiche und Tod in Erscheinung. Beim metrogenen Verlauf zeigen sich Mastitis,
Metritis, und wie bei N. caninum-Infektionen Aborte zwischen 4. und 7. Monat, Totgeburten,
Geburt lebensschwacher Kélber und Retentio secundinarum. Auch bei N. caninum ist eine
orale Infektion tiber infizierte Nachgeburtsteile denkbar. Listerien konnen wie Neosporen aus

foetalem Gehirn, Leber, Milz, Magen oder Kotyledonen isoliert werden (N.N., 2001f).

10.1.2.10 Weitere Bakterien

Des weiteren konnen Escherichia coli, Haemophilus somnus, Mykobacterium (M.)
bovis und M. paratuberculosis, Kokken, Pateurella multocida, Bacillus cereus (DE KRUIF,
1993), Arcanobacterium pyogenes (GEDEK et al., 1993; LAMMLER und HARTWIGK,
1995; N.N., 2001h) und Campylobacter fetus venerealis bzw. Campylobacter fetus fetus
(GEDEK et al., 1993; N.N., 2001k) Aborte verursachen.

10.1.3 Viren

Die durch Viren verursachte Abortrate schwankt zwischen 7% und 13% (HEIL-
FRANKE et al., 1993; LOTTHAMMER, 1991).
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10.1.3.1 IBR-IPV-Viren

Das Bovine Herpesvirus 1 (BHV 1) wird bei der respiratorischen Form (Infektidse
Bovine Rhinotracheitis; IBR) iiber die Sekrete der respiratorischen Schleimhiute und das
Konjunktivalsekret ausgeschieden. Durch lymphohdmatogene Ausbreitung und Virdmie
siedelt sich das Virus in den oberen Luftwegen, der Lunge und den Konjunktiven an. Latente
Infektionen konnen durch Streffaktoren und Immunsuppression reaktiviert werden (FREY,
1997b).

Bei der genitalen Form (Infektiose Pustulose Vulvovaginitis, IPV) wird das Virus tiber
die Sekrete der Genitalschleimhaut und Sperma ausgeschieden. Die Tiere infizieren sich bei
der IBR tiber Maul- und Nasenschleimhdute und bei der IPV venerisch. Auch durch
Insemination von kontaminiertem Sperma kann eine Rind infiziert werden (FREY, 1997a;
GEDEK, 1993).

Bei beiden Formen sind wie bei N. caninum-Infektionen Aborte moglich. Besonders
hdufig tritt er drei bis acht Wochen nach Aufireten der respiratorischen Form auf (N.N.,
2001d).

Die Diagnose kann durch ELISA oder NT aus Nasen- bzw. Konjunktival-, oder
Vaginaltupferproben erfolgen (N.N., 2001d).

10.1.3.2 BVD-Virus

Das Bovine Virusdiarrhoe Virus (BVDV) wird v.a. im Nasensekret, aber auch in Urin,
Sperma, Uterus-, Geburts- und Augensekreten ausgeschieden (MOENNIG, 1997). Die
oronasale Infektion kann entweder durch direkten Kontakt oder iiber kontaminiertes Futter
und Wasser stattfinden (N.N., 2001c).

Eine Infektion im ersten Trichtigkeitsdrittel fithrt zum Abort (BJIORKMANN et al.,
2000), wohingegen die Infektion im zweiten Drittel zur Geburt ZNS- geschidigter Kélber
fithrt. Diese Symptome und die orale Infektionsmoglichkeiten liegen auch bei N. caninum-
Infektionen vor. Eine Infektion kann durch ELISA oder Virusisolierung aus Zellkulturen

nachgewiesen werden.
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10.1.3.3 Weitere Viren

Des weiteren verursachen das Rinderpest- (HARDER, 1997), Parvo-, Bluetongue-,
Myxo-, Maul- und Klauenseuche- und Akabanevirus Aborte (DE KRUIF, 1993).

10.1.4 Pilze

Die Abortrate in Deutschland betrdgt bis zu 10%. Die Aborte finden v. a. im Winter
statt (SCHWEIGHART, 1991). Pilze konnen als Differentialdiagnose einer N. caninum-

Infektion in Betracht kommen.

10.1.4.1 Aspergillus

Aspergillus fumigatus kann direkt iiber den Deckakt eine Gebidrmutterinfektion
auslosen. (GEDEK et al., 1993).

Symptome, wie Aborte, braun verfirbte und lederartige Eihdute weisen auf eine
Aspergillus-Infektion hin. Im Kopfbereich des Foetus sind hin und wieder kreisformige
Hautverdnderungen zu finden (WEBER et al., 1997).

Die Diagnose kann tiber die histologische Untersuchung des Plazentagewebes oder
kulturelle Anziichtung des Pilzes aus dem Labmageninhalt des Foetus oder Plazentagewebes

gestellt werden (PLAGEMANN und WEBER, 1993).

10.1.4.2 Mucorales

Mortierella wolfii, Absidia und Mucor setzen sich in den Lymphknoten der Atemwege
fest (PLAGEMANN und WEBER, 1993; WEBER et al., 1997). Uber hiimatogene Streuung
bilden sich Granulome in Lunge, Leber, Niere und Magen-Darm-Trakt (GEDEK et al., 1993).
Eine nekrotische Plazentitis fithrt zum Abort. Die Tiere infizieren sich oronasal iiber
kontaminiertes Futter. Es treten mykotische Plazentitiden und Aborte (N.N., 2001a). Eine

kulturelle Anziichtung der Pilze erhirtet die Verdachtsdiagnose.
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10.1.4.3 Candida

Die Erreger Candida (C.) albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C.
pseudotropicalis, C. guilliermondii (GEDEK et al, 1993) sind weltweit verbreitet. Die
Erreger siedeln sich v. a. im Verdauungstrakt, seltener im Atmungstrakt an.

Verschimmeltes Futter stellt die Hauptinfektionsquelle dar. Der Pilz wird oronasal
aufgenommen. Klinische Symptome bestehen in Mastitiden, Aborten, Durchfillen und
typischen weilen Beldgen im oberen Verdauungstrakt. Die Diagnose erfolgt mit Hilfe der

Mikroskopie von Ausstrichpréparaten verdanderter Plazentome (N.N., 2001a).

10.2 Nicht infektiose Ausloser

Hierzu werden Ausloser gezéhlt, die zu Fehl- und Frithgeburten fiihren, ohne daf es
sich dabei um Erreger handelt. Diese Aborte treten meist vereinzelt auf. Allerdings kann es
auch zu Haufungen kommen und so eine enzootisch-infektioses Geschehen vortduschen. Dies
ist in Herden mit den gleichen, ungiinstigen und Abort begiinstigenden Einfliissen moglich

(DE KRUIF, 1993).

10.2.1 Intoxikationen

Durch die Aufnahme von mit Schadstoffen (Chlornaphthalin, Kupfer, Arsen,
Herbizide) belasteten Futtermitteln, kontaminiertem Trinkwasser oder Giftpflanzen (Eibe,
Jadebaum, Rost- und Brandpilze, Mutterkorn) kann es zu Aborten kommen. Auch gefrorenes

Futter kann einen Abort begiinstigen (DE KRUIF, 1993).

10.2.2 Medikamente

Durch die Verabreichung von Medikamenten, die Einwirkungen auf die Eierstocke
und Gebdrmutter haben, koénnen Aborte induziert werden. Auf eine Behandlung mit
Ostrogenen, Glukokortikoiden, Oxytozin, Prostaglandin und Xylazin (in den letzten
Trachtigkeitsmonaten) sollte verzichtet werden (DE KRUIF, 1993).
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10.2.3 Physikalische Einfliisse

Hierzu gehoren tierdrztliche Manipulationen und Eingriffe, aber auch umweltbedingte
Einwirkungen auf die Tiere. Beispielsweise duflere Traumata wie StoBe, Stiirze und

Ausrutschen sowie rektale und vaginale Untersuchungen (DE KRUIF, 1993).

SchlieBlich ist anzumerken, da} sich infektiose und nicht infektiose Abortausloser
gegenseitig verstarken konnen. So kann eine miBige Keimbesiedelung im Uterus durch
synergistische Einfliisse, wie alimentdre, toxische, thermische oder traumatischer Noxen, zu
einer Virulenzsteigerung des Keimes fiihren und so zum Abort flihren.

Diagnostisch sind keine entziindlichen und degenerativen Prozesse an der Plazenta

festzustellen und auch keine Keime nachweisbar (DE KRUIF, 1993).
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11. IMMUNOLOGIE

Das Auftreten einer N. caninum-Infektion hingt hauptsichlich vom Immunsystem des
Wirtes ab. Ein adulter Organismus mit intaktem Immunsystem scheint gut mit der Infektion
zurecht zu kommen, wihrend ein Foetus mit noch unvollstindig ausgebildetem Immunsystem

sehr anféllig ist (HEMPHILL et al., 2000a).

11.1 Natiirliche Immunitit

Natiirlich infizierte Rinder weisen eine hohe diaplazentare Ubertragungsrate von 81%
bis 93% auf den Foetus auf (PARE et al., 1996; SCHARES et al., 1998). Obwohl es keine
belastbare Immunitét gibt, kommt es in den meisten Fillen zur Geburt klinisch unauffalliger
Kélber und nur in unter vier Prozent zu wiederholten Aborten. Dies 143t darauf schlief3en, daf3
eine partielle Immunitdt besteht, die gegen wiederholte N. caninum-induzierte Aborte
gerichtet ist (ANDERSON et al., 1995; MOEN et al., 1998; WOUDA et al., 1998b).

Man geht davon aus, dafl die maternale Parasitimie den Tod des Embryos oder Foetus
verursacht und frei werdende Tachyzoiten in die Plazenta gelangen. So wird die Plazenta
geschddigt und der Abort ausgelost. Die Parasitdmie tritt nach erstmaliger Exposition, z.B.
durch Aufnahme von Oozysten auf. Bei Annahme einer lebenslangen Persistenz von N.
caninum konnen Stre3faktoren das Immunsystem schwichen und so dem Parasiten eine
effizientere Vermehrung moglich machen. Deshalb kann auch ein Wiederaufflackern einer

bereits bestehenden Infektion eine Parasitimie auslosen (HEMPHILL, 1999).

Faktoren, die einen Einflufl auf das Auftreten der Infektion haben, sind:
- Ausbildung des foetalen Immunsystems

- Effektivitit der maternalen Immunantwort

- Zeitpunkt der Parasitdmie in der Trachtigkeit

- Dauer und Umfang der Parasitimie (HEMPHILL et al., 2000a)

Eine diaplazentare Ubertragung wihrend der Friihtrichtigkeit fiihrt zum Tod des
Embryos oder Foetus und zeigt sich nach Resorption der Fruchtteile in Unfruchtbarkeit
(BARR et al, 1991a; 1994b). Infiziert man Rinder experimentell gegen Ende der
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Trachtigkeit, gebdren diese kongenital infizierte, jedoch klinisch unauffillige Kélber.
Infektionen in der Mitte der Trichtigkeit fiihren zur diaplazentaren Ubertragung des Parasiten
und zur Geburt toter oder infizierter Kélber (WILLIAMS et al., 2000).

Einzelne Tiere, die zu Beginn der Tragzeit infiziert werden, tibertragen den Parasiten
nicht auf den Foetus. Dieses Phidnomen 1463t darauf schlieen, daBl eine N. caninum-
Ubertragung zu Beginn der Trichtigkeit bei einer frisch infizierten Mutter weniger
wahrscheinlich ist. Kommt es jedoch zu einer Ubertragung, ist mit sehr schweren Schiden des
Foetus zu rechnen, da das Immunsystem noch unvollstindig ausgebildet ist. Uberlebt der
Foetus, besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit, dal er diaplazentar mit N. caninum infiziert
wird (HEMPHILL et al., 2000a).

Die meisten Berichte von N. caninum-assoziierten Aborten beschreiben ein vermehrtes
Auftreten zwischen dem fiinften und siebten Monat der Tréachtigkeit (ANDERSON et al.,
1991; MOEN et al, 1998). Ein moglicher Grund dafir wird im Verlauf des
Progesteronspiegels wihrend der Graviditdt im Zusammenhang mit der sich verdndernden
Zellimmunitédt gesehen. Der Progesteronspiegel steigt zur Mitte der Tréchtigkeit an und fillt
dann ab. Abortpeaks zeigen sich zu Beginn und zum Ende der Trichtigkeit bei niedrigem
Progesteronlevel. Dies bedeutet, daB um die Mitte der Tréchtigkeit aufgrund der schlechten
Zellimmunitét keine Parasitenbekdmpfung stattfinden kann (INNES et al., 2001b).

Eine Studie, die sich mit den sich verdndernden Antikorper-Titern beschiftigte,
untersuchte Korrelationen zwischen Titern und Aborten. Tiere mit ansteigenden Titern zum
Ende der Trichtigkeit hin gebdren mit hoher Wahrscheinlichkeit kongenital infizierte, aber
klinisch unauffillige Kéilber. Kithe mit einem ansteigenden Titer um die Mitte der
Tréchtigkeit haben ein hohes Risiko zu abortieren. Die Hohe der Antikorper reflektiert die
Parasitimie im Wirt. Um in Zukunft genauere Aussagen iiber ein Abortrisiko machen zu
konnen, sollen weitere Studien iiber Hohe, Zeitpunkt des Auftretens und Ansteigens der

Antikorper-Titer AufschluB geben (BJORKMAN et al., 1999).

Im Mausmodell wurde das Auftreten einer Infektion von folgenden Faktoren abhéngig
gemacht:
- Mauslinie (LINDSAY et al., 1995a; LONG et al., 1998)
- Parasiten-Isolat (ATKINSON et al., 1999)
- Lebenszyklus-abhédngige Struktur (McGUIRE et al., 1997)
- Dosis und Art der Inokulierung (EPERON et al., 1999)
- Immunsuppression (DREIER et al., 1999)
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Diese bei Mausen malBgeblichen Faktoren scheinen generell auf Kiihe {ibertragbar zu
sein. Eine Ausnahme stellt jedoch der erste Punkt dar, da rassespezifisch bei Rindern keine
Dispositionen gesehen wurden (ANDERSON et al, 1991; 1995; BARR et al., 1991a;
WOUDA et al, 1995). Allerdings mufl angefiihrt werden, dal es sich bei den
Mauseversuchen um genetisch verdnderte Tiere (Mauslinien) handelt, wohingegen die

untersuchten Rinderrassen nicht genetisch veréndert waren.

11.2 Immunantwort bei nicht-trichtigen Kiihen

Adulte Rinder mit einer persistierenden N. caninum-Infektion entwickeln auler einer
Fieberphase (DANNAT et al., 1995; INNES et al., 2001b) keine klinischen Symptome. Nicht-
trachtige Tiere werden zu Studienzwecken eingesetzt, um die Immunantwort zu beobachten.
Diese besteht in der Produktion N. caninum-spezifischer Antikérper (humorale
Immunantwort), die in der Diagnostik auf eine Exposition hinweisen. Es steht noch nicht fest,
inwieweit die Antikérper einen wirksamen Schutz darstellen. Jedoch scheint klar, daB3 sie
durch Antwort auf extrazellulire Tachyzoitenstadien einen kontrollierenden Einflu8 wéhrend
der Parasitdmie haben. Diese Kontrolle kann aber lediglich eine untergeordnete Rolle spielen,
da die Neosporen sich ausschlieBlich intrazelluldr vermehren und extrazelluldr nur kurzzeitig
vorkommen (CONRAD et al., 1993b).

In einer Studie wurden Kélber oral mit Oozysten infiziert. Neospora-spezifische IgG1
und IgG2-Antikorper konnten innerhalb von zwei bis vier Wochen nach der Infektion im Blut
von Rindern entdeckt werden. Blut- und Milzzellen sowie Zellen aus den Mesenterial-,
Inguinal- und Bronchiallymhknoten reagierten zehn Wochen post infectionem mit N.
caninum-Antigen. (DE MAREZ et al., 1999). Da hiermit die Induktion einer humoralen
Immunantwort nachgewiesen ist, stellt sich die Frage nach der zelluldren Immunantwort (mit
Antigenen reagierende T-Lymphozyten). Letztere scheint ebenfalls eine wichtige Rolle zu
spielen, da wie bereits erwihnt die Vermehrung des Parasiten intrazellulér stattfindet (QUINN
et al., 2002; HEMPHILL, 1999).

In In-vitro-Studien fiel auf, daB rekombinantes vy-Interferon die intrazellulédre
Vermehrung von N. caninum hemmt (INNES et al, 1995). y-Interferon wirkt
immunmodulatorisch, d.h. stimulierend oder supprimierend auf die Antikérperproduktion und

wurde in Kiithen von proliferierenden peripheren mononukledren Blutzellen produziert,
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nachdem die Tiere mit N. caninum-Tachyzoiten infiziert wurden (LUNDEN et al., 1998;
MARKS et al., 1998).

CD4-T-Zellen (spezielle Helferzellen) wurden aus experimentell mit N. caninum
infizierten Kélbern gewonnen und in vitro mit niedermolekularen (< 30kDa) Tachyzoiten
inkubiert. Die Proliferation der CD4-Zellen wurde dadurch stimuliert. Aulerdem kam es zur
vermehrten Bildung von y-Interferon (MARKS et al., 1998). Dieses Ergebnis bestitigt die
Annahme, dafl mit dem Ansteigen der CD4-Zell- und y-Interferonproduktion die zelluldre
Immunantwort induziert wird.

Eine Infektion mit N. caninum 16st also sowohl die humorale als auch die zelluldre
Immunantwort aus. Allerdings ist insgesamt wenig iiber die inhibierenden Faktoren der
beiden Systeme bekannt (KHAN et al., 1997). Man weil} aber, dafl Zytokine wie y-Interferon
bei der Bekdmpfung von 7. gondii im Organismus eine Rolle spielen. Daher kann eine

Parallelitdt vermutet werden (HARKINS et al., 1998).

11.3 Immunantwort bei trichtigen Kiihen

Wegen der Problematik der Neosporose bei trachtigen Tieren ist es wichtig, bei diesen
die Verdnderungen im Immunsystem wéhrend einer Infektion im Verlauf einer Tréchtigkeit
zu studieren. So kann man die immunologischen Vorginge besser verstehen und
Moglichkeiten der Intervention suchen. Wihrend einer Trachtigkeit ist eine Verdnderung des
Immunsystems nétig, um den Foetus zu tolerieren und auszutragen (RAGHUPATHY, 1997).

Interferone stellen von Leukozyten sezernierte Kommunikationsproteine dar und
wirken immunregulierend. Diese Zytokine konnen Entziindungsprozesse verursachen, die an
der Beriihrungsflache zwischen Plazenta und Frucht zu einer Beschiddigung fiihren und so die
Resorption oder den Abort verursachen kénnen. Durch die N. caninum-Infektion sind die
Interferone zumindest in vitro erhoht. Ein Zusammenhang mit Aborten scheint denkbar
(RAGHUPATHY, 1997).

In einer Schwangerschaft wird die Zytokinproduktion beim Menschen dadurch
reguliert, dal foetale Trophoblastzellen das Zytokin IL-10 (Interleukin 10) sezernieren,
welches am maternalen Immunsystem lokal angreift und die Produktion von y-Interferon
unterdriickt. IL-10 wird als Zytokinsyntheseinhibitor von Helferzellen gebildet, hemmt die T-
Suppressorzellen und damit die Produktion von Interferonen. Wenn diese Vorgédnge bei

Rindern ebenso stattfinden, kann die Multiplikation der Parasiten vom Muttertier nicht
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kontrolliert werden, weil die vy-Interferon-Produktion nach einer Infektion ansteigt
(WEGMANNN et al., 1993). Die Unterdriickung der y-Interferon-Produktion eines Foetus
wihrend der Trachtigkeit kann aber ein Wiederaufflackern der chronischen Infektion
begiinstigen. Epidemiologische Untersuchungen haben den Verdacht erhirtet, dal ein
Wiederaufflackern einer Infektion wihrend einer Trichtigkeit mit der Infektion des Foetus
einher gehen (HEMPHILL et al., 2000a).

INNES und Mitarbeiter (2001b) untersuchten Rinder auf die induzierbare Immunitét.
Eine Gruppe (1) stellte eine nicht infizierte Kontrollgruppe dar. Gruppe 2 wurde sechs
Wochen vor der Besamung mit Tachyzoiten infiziert und ein zweites Mal um die Mitte der
Tréachtigkeit. Eine weitere Gruppe (3) wurde erst zur Mitte der Tragzeit infiziert. Gruppe 4
wurde nur sechs Wochen vor der Besamung infiziert. Da bei Wiederkduern die Plazenta
undurchldssig fur maternale Immunglobuline ist, stellt jeder Antikorper aus dem
prikolostralen Kilberserum eine vom Kalb selbst produzierte Immunantwort dar (BLACK et
al.,, 1995). Kilber der Gruppen 1, 2 und 4 hatten keine N. caninum-Antikérper im
priakolostralen Serum, wohingegen die Kilber der Gruppe 3 hohe Titer aufwiesen. Sie hatten
also in uteri Kontakt mit den Neosporen. Post mortem wurde in ZNS, Thymus und
Kotyledonen dieser Kilber Parasiten-DNA per PCR identifiziert. Muttertiere der Gruppe 3
zeigten in den ersten drei Tagen post infectionem einen Temperaturanstieg und glichen sich
nach neun bis zehn Tagen wieder an den Ausgangswert an. Zusammenfassend kann man
sagen, daB3 die Rinder, die vor der Trichtigkeit infiziert wurden, eine Immunitét gegen die
diaplazentare Ubertragung erlangten. Gruppe 2 Miitter zeigten eine signifikant reduzierte
Temperaturantwort verglichen mit Gruppe 3. Dies deutet auf ein schnelles Einsetzen der
zelluldren Immunantwort bezliglich der Infektion um die Trichtigkeitsmitte und starkes
Ansteigen der spezifischen Antikorperlevel hin. Diese Kombination verhindert einen Befall

der Plazenta durch die Parasiten (BERGERON et al., 2000; McALLISTER, 2001).
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12. THERAPIE

Da noch keine Impfstoffe gegen Neosporose erhéltlich sind, kommt der
Infektionspravention eine herausragende Bedeutung zu. In Punkt 13 wird auf die Vermeidung

einer Infektion nidher eingegangen.

12.1 Herdenmanagement

Nachdem die Ubertragung der Neosporen hauptsichlich diaplazentar von infiziertem
Muttertier auf die nachfolgenden Generationen erfolgt, sollten infizierte Miitter als potentielle
Ubertriger durch serologische Reihenuntersuchungen oder entsprechende Nachweise im
Abortus ermittelt werden. Mit diesem Wissen kann die Anzahl der chronisch infizierten Tiere
im Bestand langfristig reduziert werden. Zugekaufte Tiere miissen seronegativ getestet sein,
um die Zahl der N. caninum-seropositiven Tiere im Bestand nicht zu erh6hen (THURMOND
und HIETALA, 1997a; WALDNER et al., 1998).

Infizierte Tiere sollten gemerzt werden, um weitere Aborte, Geburten infizierter
Kélber sowie reduzierte Fruchtbarkeit und verringerte Milchproduktion zu vermeiden (MOEN
et al., 1998; PARE et al., 1997; WOUDA et al., 1998b).

Es ist bisher bei Rindern keine Moglichkeit bekannt, die eine postnatale Infektion mit
N. caninum vollig ausschlieBt. So soll ein Impfstoff entwickelt werden, der zwar nicht die
Infektion, aber die diaplazentare Ubertragung auf den Foetus verhindern soll. Es sind bereits
vielversprechende Ergebnisse erzielt worden (ANDRIANARIVO et al., 1999; 2000). In Punkt

14 wird auf die Impfstoffentwicklung eingegangen.

12.2 In-vitro-Wirksamkeit von Medikamenten

Bisher ist wenig iiber die chemotherapeutischen Therapiemoglichkeiten bekannt. Vor
allem die hauptsdchlich betroffenen Tierarten, Rind und Hund liegen im Interesse der
Forschung (GOTTSTEIN et al, 2001; HABERKORN, 1996;). Um Ansatzpunkte fiir
anwendbare Medikamente zu bekommen, wurden verschiedene Stoffgruppen in Zellkulturen

getestet. Wegen der morphologischen Ahnlichkeit zu Toxoplasma wurden Medikamente in
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vitro getestet, die sich als wirksam gegen 7. gondii erwiesen hatten. Die Antiparasitika
Lasalocid, Monensin, Piritrexim, Pyrimethamin, Trimethoprim (LINDSAY und DUBEY,
1989¢) und Artemisinin (KIM et al., 2002) verhinderten die intrazelluldre Multiplikation von
N. caninum in der Zellkultur.

LINDSAY und Mitarbeiter (1994) berichteten iiber In-vitro-Wirksamkeit von
Sulfonamiden, Ionophoren, Makroliden wund Tetracyclinen, Dihydrofolatreduktase/
Thymidylatsynthase (DHFR/TS) Inhibitoren und Malaria-Therapeutika gegen N. caninum-
Tachyzoiten. Die hochste Wirksamkeit der 43 untersuchten Substanzen wies Clindamycin
auf.

HABERKORN (1996) untersuchte Toltrazuril, ein Triazinonderivat und Ponazuril, ein
neues Triazinetrionderivat. Sie beeinflussen die intrazelluldre Entwicklung der Apicomplexa
und rufen Mitochondrienschwellungen und erweiterte Endoplasmatische Reticuli hervor. Der
genaue Mechanismus ist nicht bekannt, es wird aber vermutet, dal die Atmungskette der
parasitiren Organellen beeintridchtigt wird (HACKSTEIN et al., 1995; HARDER und
HABERKORN, 1989; MEHLHORN et al., 1984).

Das Antikokzidium Decoquinat, das bei Rindern und Schafen in den USA und in der
Gefliigelmast in Europa (ROMMEL, 2000) eingesetzt wird, ist ein Quinolin und wurde als
Quinolincarboxylat in der Zellkultur auf die Wirksamkeit gegen N. caninum-Tachyzoiten hin
untersucht. Es ist bereits in niedriger Dosierung gegen intrazelluldre Tachyzoiten wirksam.
Die Atmung der Kokzidien wird durch Storung der Elekronentransporte in den Mitochondrien
verhindert (FRY und WILLIAMS, 1984; LINDSAY et al., 1997). Eine geringe Wirksamkeit
zeigte sich gegen extrazellulire Tachyzoiten. Dies scheint sich durch deren niedrigere
Mitochondrien-Tatigkeit begriinden zu lassen oder auch durch die Verhinderung des
Transportes des Antikokzidiums in die Parasiten hinein. Die Wirksamkeit gegen Bradyzoiten
und Gewebszysten 148t sich noch in keinem System iiberpriifen (LINDSAY et al., 1992).

LINDSAY und Mitarbeiter untersuchten Pyrimethamin, Ormetoprim, Trimethoprim,
Diaveridin (alles Dihydrofolatreduktase-Inhibitoren, DHFR/TS) in Kombination mit
Sulfonamiden (Sulfadiazin, Sulfadimethoxin, Sulfamerazin, Sulfamethazin, Sulfamethoxazol,
Sulfaquinoxalin, Sulfathiazol). Die verschiedenen Kombinationen verstarkten sich in ihren
Wirkungen. Methotrexat (DHFR/TS) und Sulfonamide zeigten keine gesteigerte Wirkung
(LINDSAY et al., 1996a).

Es konnte nachgewiesen werden, daf} Interferon Gamma und der Tumor Nekrosis
Faktor Alpha einen inhibitorischen Effekt auf die intrazellulire Multiplikation der Neosporen

in bovinen Gehirnzellen haben (YAMANE et al., 2000).
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12.3 Erfolge bei anderen Spezies

Um die Medikamente am Tier zu erproben, wurden hauptsichlich Versuche an
Laborméusen durchgefiihrt. Sulfadiazin im Trinkwasser experimentell infizierter Tiere
verhinderte eine klinische Neosporose (LINDSAY und DUBEY, 1990b). Allerdings war eine
Sulfadiazinbehandlung erfolglos, wenn schon klinische Anzeichen vorlagen. Eine Therapie
mit Sulfadiazin, Pyrethamin und Clindamycin kann bei frithzeitiger Diagnose erfolgreich sein
(GREENE et al., 1985; McGLENNON et al., 1990; MAYHEW et al., 1991).

Die Therapie systemischer Protozoeninfektionen ist wegen des zytotoxischen Effektes
antiprotozodrer Medikamente generell als schwierig zu betrachten (COLLERY, 1996).

Einige wenige Berichte existieren iiber eine erfolgreiche Therapie bei Hunden.
MAYHEW und Mitarbeiter (1991) berichteten iiber einen Wurf von drei Welpen, die
serologisch und klinisch auf eine Neosporen-Infektion hinwiesen. Sie sprachen auf eine
Behandlung mit Trimethoprim-Sulfadiazin und Pyrimethamin an.

Schwierig ist es, die Bradyzoiten im Gewebe zu erreichen. Eine Behandlung mit
Monensin (40-120 mg/Tier/Tag) konnte keinen vollstdndigen Schutz vor Aborten herstellen.
Bei der Therapie laktierender Tiere ist die Wartezeit auf Milch zu berticksichtigen.

Toltrazuril und Ponazuril werden erfolgreich bei Kokzidiosen des Gefliigels und
Saugetiere eingesetzt (HABERKORN, 1996). Im Versuch mit Mausen wurden infizierte Tiere
tiber das Trinkwasser mit einer 2,5%igen Losung behandelt. Sowohl Toltrazuril als auch
Ponazuril verhinderten zerebrale Verdnderungen und somit klinische Erscheinungen. Eine
Wirksamkeit gegen Tachyzoiten ist also wahrscheinlich (GOTTSTEIN et al., 2001).

Eine Therapie mit Sulfadoxin (15 mg/kg) und Trimetoprim (Borgal 2,5%, Fa.
Hoechst) zweimal téglich iiber sechs Tage lieBen einen komatdsen adulten Hund mit Verdacht
auf akute Neosporose klinisch gesunden (GAHER, 2001).

Eine Neosporen-induzierte pyogranulomatdse Dermatitis eines adulten Hundes wurde
45 Tage mit dem Antibiotikum Clindamycin behandelt und verschwand vollstéindig.
Clindamycin konnte vermutlich eine allgemeine Verbesserung der Neosporose-Symptomatik
erreichen (DUBEY et al., 1995).

Ein zwolf Wochen alter ménnlicher Welpe mit Hinterhandldhmungen und reduziertem
Allgemeinbefinden wurde mit Clindamycin (13,5 mg/kg) 25 Tage lang behandelt. Nach 10
Tagen besserte sich das Allgemeinbefinden. Vier Wochen lang bekam das Tier oral
Sulfadiazin und Trimetoprim (31 mg/kg und 6 mg/kg). Keine Verbesserung fand beziiglich

der Paresen statt, jedoch besserte sich das Allgemeinbefinden betrédchtlich. Eine Therapie mit
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Sulfadiazin (60 mg/kg) und Pyrimethamin (1 mg/kg) erfolgte iiber weitere zwei Wochen. Die
Symptome blieben bestehen. Allerdings wird vermutet, dafl die Therapie den Hund tiberleben
lieB und die voran schreitende Symptomatik gestoppt hat (HAY et al., 1990).

Ein sieben Wochen alter Welpe mit Neosporen-Infektion, leichter Hinterhandparese
und Propriozeptionsstorungen wurde mit Trimetoprim und Sulfadiazin (20 mg/kg und 100
mg/kg) in Kombination mit Pyrimethamin (1 mg/kg) zweimal téglich behandelt. Bereits nach
48 Stunden besserten sich die Symptome. Die Therapie wurde 14 Tage lang fort gefiihrt und
den Autoren wurde kein Riickfall bekannt (LINDSAY et al., 1996a).

Die meisten Fallberichte beschiftigen sich mit der Therapie beim Hund. Uber die
Therapie natiirlich infizierter Rinder ist sehr wenig bekannt. Des weiteren sind die
Dosierungen empirisch und sehr unterschiedlich gewéhlt. Vor allem die Ergebnisse der
Therapie von Hunden 148t darauf hoffen, dal die Symptomatik in naher Zukunft zu stoppen
und die Tiere am Leben zu halten sind. Aufgrund des wirtschaftlichen Aspektes scheint beim
Rind eine kostentrdchtige wochenlange Therapie nicht praktikabel. Deshalb wird die
Entwicklung eines geeigneten Impfstoffes zur Infektions-, Transmissions- bzw.
Abortpravention gefordert. Eine strategische Verabreichung eines kokzidioziden Wirkstoffes
konnte beim Rind eine Alternative zur abortiven Neosporose sein, wenn Tiere infiziert sind
aber nicht abgeschafft werden sollen. Hier mii3ten allerdings noch Versuche zur Privention
erfolgen, sowie Kostenberechnungen und Wartezeiten fir Milch und Fleisch festgesetzt

werden (HEMPHILL et al., 2000a).
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13. INFEKTIONSPRAVENTION

Da es bisher keine sinnvollen therapeutischen Ansdtze zur Behandlung der
Neosporose beim Rind gibt, liegt der Schwerpunkt der Bekdmpfung in der Vermeidung einer
Infektion mit N. caninum. Obwohl bereits viele Stoffe in vitro getestet und teilweise Erfolge
bei anderen Tierspezies erreicht wurden, scheint bei Rindern in nédchster Zukunft noch kein
Therapieansatz erfolgversprechend. Auch ein wirksamer Impfstoff fiir Rinder wird in néchster
Zukunft nicht auf den Markt kommen (CONRATHS und SCHARES, 1999).

Wegen des vertikalen Hauptinfektionsweges, bei der es zur Ubertragung von
Tachyzoiten auf den Foetus kommt, muf3 bei einem Bestandsproblem eine Sanierung durch
gezielte Anpaarungen mit seronegativen Kithen erfolgen. Dies stellt keinen
hundertprozentigen Schutz dar, da bei infizierten Tieren zum einen nicht immer eine
Serokonversion stattfindet, zum anderen der Antikorper-Titer im Verlauf einer Infektion stark
schwankt und bei einer Nachweismethode mit hohem Cut-off-Titer unter Umstidnden als
falsch negativ gilt. Vor allem bei Bestidnden, die Embryotransfer durchfiihren, sollten negative
Rezipienten verwendet werden (THURMOND und HIETALA, 1995; LANDMANN et al,,
2002). Seropositive Tiere sollten ausgemerzt werden. Ein Gefahrenpunkt beim Aufbau eines
negativen Bestandes ist darin zu sehen, daf3 eine naive Herde besonders empfinglich fiir den
Erreger und seine Auswirkungen ist (ANDERSON et al., 2000).

Trotz der groBen Bedeutung der vertikalen Ubertragung sollte die Gefahr der
horizontalen Infektion nicht unterschidtzt werden. Dieser Weg ist durch Aufnahme von
Oozysten, Tachyzoiten oder Bradyzoiten beschrieben. Bisher kann eine postnatale Infektion
noch nicht ginzlich vermieden werden, da noch immer nicht alle Details des Lebenszyklus
des Parasiten geklirt sind. Allerdings sollte seit dem Beweis, daB der Hund einen Endwirt
darstellt (McALLISTER et al., 1998a) und epidemiologische Zusammenhéinge zwischen der
Prasenz von Hunden (CHEADLE et al., 1999a) und der Seroprivalenz in Rinderbestdnden
bestehen (BARTELS et al., 1999; PARE et al., 1998; MAINAR-JAIME et al., 1999),
verhindert werden, da3 vom Hund ausgeschiedene Infektionsstadien Futter oder Wasser der
Wiederkduer kontaminieren (ANDERSON, 2000). Da auch der Fuchs und andere
wildlebende Caniden als Endwirte (BARLING et al., 2000b, SIMPSON et al., 1997;
SIMPSON, 2002) in Frage kommen, sollten die Futtermittel von Wiesen stammen, auf denen

wenig Fiichse beobachtet werden.
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AulBlerdem miissen alle infektiosen Gewebe, wie abortierte Foeten oder Fruchthiillen,
moglichst schnell aus dem Bestand entfernt werden, damit weder Hunde noch Rinder Zugang
haben und diese Infektionsquellen aufnehmen konnen (DIJKSTRA et al., 2001a, b).

Das Futter sollte so gelagert werden, dal neben Hunden auch Nager ferngehalten
werden. Es besteht die Moglichkeit, dal Kleinsduger als Zwischen- oder Transportwirte
fungieren (CONRATHS und SCHARES, 1999). Aus dem gleichen Grund sollte Gefliigel
keinen Zugang zu den Futtermitteln fiir Wiederkduer bekommen (OULD-AMROUCHE et al.,
1999).

Als wichtig zur Pravention der Neosporen-Aborte erwies sich auch die Verfiitterung
von einwandfreiem Futter, da Schimmel Mykotoxine enthilt, die eine Immunsuppression zur
Folge haben und so einen Risikofaktor darstellen (BARTELS et al., 1999).

Solange nicht alle Details im Lebenszyklus der Parasiten, der Pathogenese und
Immunologie der Neosporose und alle moglichen Endwirte gekldrt sind, konnen nicht alle

Infektionsmoglichkeiten ausgeschlossen werden.
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14. IMPFSTOFFENTWICKLUNG

Die Entschliisselung der antigenetischen Eigenschaften von N. caninum dient als
Grundlage fir die Entwicklung eines Impfstoffes (ELLIS, 1999). In einem Versuch mit
Miusen konnte eine diaplazentare Ubertragung auf die Foeten bereits erfolgreich verhindert
werden. Die Muttertiere waren vor der Trachtigkeit mit N. caninum-Tachyzoiten-Antigen
immunisiert und in der Tragzeit infiziert worden. Momentan sollen die verantwortlichen
Antigene fiir die schiitzende Immunitédt identifiziert werden (LIDDELL et al., 1999a).

Der inhibierende Effekt der Antikorper gegen die Oberflachenproteine SAGlund
SRS2 und die Proteine der dichten Granula GRA6 und GRA7 der N. caninum-Tachyzoiten
bei der In-vitro-Invasion der Wirtszellen stellt einen Ansatzpunkt dar (AUGUSTINE et al.,
1999; HEMPHILL, 1996; NISHIKAWA et al., 2000a).

Monoklonale Antikorper gegen N. caninum-Tachyzoiten wurden entwickelt, um
Antigene zu identifizieren, die eine Rolle wihrend der Wirtszell-Invasion spielen und zur
Impfung verwendet werden konnten. Die meisten Antigene, die durch die monoklonalen
Antikorper identifiziert wurden, waren auf der Parasitenoberfliche lokalisiert. Manche
Antikorper, die 70, 42 und 36 kDa-Parasitenprotein erkannten, verhinderten signifikant die
Invasion der Parasiten in vitro. Die monoklonalen Antikérper, die mit 42 und 36 kDa-
Proteinen reagierten, wurden durch Vacciniavirus (VV) als Nc-p43 und Nc-p36 in E. coli
exprimiert. Diese Resultate konnen als erste Ansédtze fiir die Entwicklung einer Impfung
gesehen werden (NISHIKAWA et al., 2000a).

Rekombinantes Vacciniavirus, das das Oberflichenprotein von N. caninum-
Tachyzoiten NcSAG1 oder NcSRS2 exprimiert, wurde konstruiert. Balb/c Mduse wurden
intraperitoneal infiziert und nach zwei Wochen eine Boosterimmunisierung vorgenommen.
Die Méuse wurden intraperitoneal mit lebenden Tachyzoiten infiziert und 5, 8 bzw. 26 Tage
spéter getotet. Per PCR erfolgte die Suche nach Parasiten-DNA. Die Tiere, die mit VV/Nc-
p43 immunisiert worden waren, wiesen eine negative PCR auf, positiv hingegen waren die
Tiere, die mit VV/Nc-p36 immunisiert wurden. Dies 148t eine hohere Impfeffizienz von
VV/Nc-43 erkennen (NISHIKAWA et al., 2001a).

Auch eine Ubertragung auf die Foeten konnte so unterbunden werden. Nach
Boosterung der oben genannten Vacciniaviren wurden die Méuseweibchen zur Paarung
zugelassen. Die Infektion mit Tachyzoiten erfolgte am Tag sechs bis neun der Trichtigkeit

bzw. etwa vier Wochen nach der Impfung. Auch hier zeigt sich eine partielle Verhinderung
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der Ubertragung bei mit VV/Nc-p36 immunisierten Tieren und ein kompletter Schutz bei
Mausen, die mit VV/Nc-p43 immunisierten (NISHIKAWA et al., 2001b).

Proteine der dichten Granula, GRA2 (p29) (ELLIS et al., 2000), GRA6 (p37, NCDG2)
(LIDDELL et al., 1998) und GRA7 (p33, NCDG1) (HEMPHILL et al., 1998; LALLY et al,,
1997) wurden ebenso kloniert wie die Oberflichenantigene SRS2 (Nc-p43, Nc-p35)
(HEMPHILL et al., 1997a; HOWE et al., 1998) und SAG1 (Nc-p29, Nc-p36) (HOWE et al,,
1998; SONDA et al., 1998). Zusitzlich wurden die Gene eines 40 kDa Mikronemen-Antigen
(SONDA et al., 2000), eines TRAP Homologes (NcMIC2) (LOVETT et al., 2000) und einer
Serin Protease (Nc-p65) (LOUIE und CONRAD, 1999) entschliisselt und konnen als Ansétze
dienen, einen Impfstoff zu entwickeln.

In Studien wurde gezeigt, daB Maiuse, die mit rekombinantem Vacciniavirus (ein
Orthopoxvirus) oder Hunde, die mit caninem Herpesvirus immunisiert wurden, SRS2
exprimierten und eine N. caninum-spezifische Immunantwort gaben, dabei aber keine
klinischen Symptome entwickelten (NISHIKAWA et al., 2000b,c). Auflerdem fiihrte eine
Immunisierung weiblicher Méduse mit rekombinantem VV-SRS2 vor der Tréchtigkeit zu einer
signifikanten Reduktion von kongenitaler N. caninum-Infektion (NISHIKAWA et al., 2001b).

Versuche, Miduse vor der Trachtigkeit mit Nc-GRA6 (rNCDG2) oder Nc-GRA7
(rNCDG1) zu immunisieren und dann mit N. caninum zu infizieren, fiihrten nur zu einem
partiellen Schutz vor der Ubertragung der Infektion von der Mutter auf den Foetus. Zur Zeit
laufen Studien, die sich mit der direkten Injektion von Plasmid-DNA beschéftigen. Die DNA
exprimiert Nc-GRA6 und Nc-GRA7, um ein hoheres Mal} an Schutz zu erreichen (JENKINS,
2001).

Es gibt einige Ansétze zur Herstellung eines Impfstoffes, der zwar nicht die Infektion,
jedoch die Ubertragung auf den Foetus verhindert. Allerdings gibt es bisher noch keinen bei
Rindern zugelassenen Impfstoff (ANDRIANARIVO et al., 1999; 2000).
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15.  WIRTSCHAFTLICHE AUSWIRKUNGEN

Die wirtschaftlichen Auswirkungen der durch N. caninum verursachten Erscheinungen
sind betrdchtlich. Sie setzen sich zusammen aus den Aborten, Totgeburten, schlechter
Fruchtbarkeit, reduzierter Milchproduktion, Schlachtungen, reduziertem Wert der Zuchttiere,
langsamere Gewichtszunahmen und héheren Behandlungskosten in der Mast (BARLING et
al., 2000a; DUBEY, 1999c; TREES et al., 1996; 1999).

In GroBbritannien werden 12,5% (DAVISON et al,1999d), in Italien 24,4%
(MAGNINO et al., 1999) und in den USA 40% (DUBEY und ROMMEL, 1992) der Aborte
auf Neosporen zuriickgefiihrt. Insgesamt wird das Abortrisiko seropositiver Tiere 3,4 bis 7,0
mal hoher eingeschitzt als das seronegativer Kithe (DAVISON et al., 1999d; MOEN et al.,
1998; THURMOND et al., 1997; THURMOND und HIETALA, 1997a).

Uber Totgeburten und erhohte Neugeborensterblichkeit gibt es nur einzelne Berichte
(O'TOOLE und JEFFREY, 1987; TREES et al., 1999). Deshalb kénnen keine Angaben zu
den kommerziellen Einbuflen gemacht werden.

Bis vor kurzem wurde davon ausgegangen, daf} sich die Neosporose erst ab dem
dritten Tréachtigkeitsmonat auf das Fortbestehen der Trachtigkeit negativ auswirkt (DUBEY,
1999b). Jedoch ist der frithe Embryonentot, der sich durch Umrindern, verldngerte
Zwischenkalbezeiten oder Unfruchtbarkeit zeigt, nachgewiesen. Nach einer Infektion von
sechs Kiihen neun Wochen nach der Insemination starben fiinf Foeten ab. Die
Untersuchungen und Verldufe wurden per Ultraschall verfolgt (TREES et al., 1999). Es muf3
allerdings auch bedacht werden, daBl embryonalen Verluste nicht zwangsldufig als
Krankheitssymptome zu werten sind. Verluste von 20-40% konnen in gesunden Herden
auftreten und als physiologisches Regulativ betrachtet werden (STOLLA, 1985).

In England ist schlechte Fruchtbarkeit der Hauptgrund fiir die Schlachtung von Kiihen.
Die Milchproduktion steigt aber mit dem Alter der Kuh an, so dafl eine Schlachtung vor der
vierten Laktation aus wirtschaftlichen Griinden vermieden werden sollte (ESSLEMONT und
KOSSAIBATI, 1997).

Verldngerte Zwischenkalbezeiten fiihren tiber die Jahre zu einer geringeren Anzahl an
Laktationen. Ein Abort verldngert die Laktation, was letztendlich in einer reduzierten
Gesamtmilchmenge resultiert (TREES et al., 1999).

In den USA wurden doppelt so viele seropositive Kithe wegen reduzierter

Milchproduktion geschlachtet als seronegative (THURMOND und HIETALA, 1996).
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Der Einflufl der Neosporen auf die Milchproduktion ist komplex und noch nicht vollig
gekldrt. Ein Autor beschrieb einen kurzfristigen Anstieg der Milchproduktion nach einem
Abort (WOUDA, 2000). Andere Betrachter berichten iiber einen Abfall bezogen auf die
Gesamtleistung (HOBSON et al., 2002). In der ersten Laktation produziert ein N. caninum-
seropositives Tier um 4% weniger Milch als ein seronegatives Rind (THURMOND und
HIETALA, 1997b).

Die reduzierte Milchleistung in der ersten Laktation bei seropositiven Tieren bedeutet
vermutlich den groften 6konomischen Schaden, wenn man die hohe Anzahl der seropositiven
Tiere und ihre frithe Schlachtung zugrunde legt (THURMOND und HIETALA, 1996; 1997b;
TREES et al., 1999). In einer Studie wurden kiirzlich 565 Kiihe auf ihre Milchleistung
untersucht. Bei 130 (23%) als seropositiv und 435 (77%) als seronegativ eingestuften Tieren
erfolgte die Milchmessung iiber einen Zeitraum von 305 Tagen. Seropositive Rinder
produzierten im Durchschnitt 2,8 Liter pro Tag weniger als seronegative. Pro Jahr entspricht
diese Menge bei einer angenommenen durchschnittlichen Laktationsldnge von 305 Tagen 854
Liter pro Kuh. Ein Verlust von 800 Litern stellt bei einem Milchwert von 16 US Dollar pro
100 Liter einen Verlust von 128 US Dollar pro Kuh dar. Die Ursache der verringerten
Milchproduktion wird in den Schdden der befallenen Organsystemen der infizierten Kiihe
gesehen (HERNANDEZ et al., 2001).

Sind Muttertiere infiziert, ist die Wahrscheinlichkeit, da3 die Infektion auf die
folgenden Generationen weiter gegeben wird, sehr hoch. Die Nachkommen geben den
Parasiten wiederum an ihren Nachwuchs weiter. Zudem ist eine lebenslange Infektion sehr
wahrscheinlich (ANDERSON et al., 1997; BJIORKMAN et al, 1996). Werden die Tiere
geschlachtet, entsteht ein wirtschaftlicher Schaden, da der Schlachtwert 2,5 mal geringer ist,
als der Wert eines gleichwertigen Tieres, das zur Erhaltung der Bestandsgrofe gekauft werden
mull (ESSLEMONT und KOSSAIBATI, 1997). Vor allem betroffen sind Zuchten, die
Herden mit hohem genetischen Wert besitzen.

BARLING und Mitarbeiter (2000a) verfolgten das Wachstum von 1009 Stieren in 92
Herden in Texas. 131 Tiere waren N. caninum seropositiv, 878 seronegativ. 13 dieser 131
Tiere (9,9%) muBten wegen Krankheiten behandelt werden, wéhrend es bei den seronegativen
129 von 878 (14,7%) waren. Zwei von 131 (1,5%) seropositiven und neun von 878 (1,0%)
seronegativen wurden als Kiimmerer vorzeitig geschlachtet. Es konnten signifikante
Unterschiede beziiglich der Behandlungskosten festgestellt werden. Die Therapiekosten der
seronegativen Tiere lagen bei 16,14 US Dollar/ Tier (115 Kilber) bzw. bei 26, 78 US Dollar/

Tier (elf Kilber) bei den seropositiven. Seropositive Tiere hatten auch geringere tidgliche
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Zunahmen (0,05 kg/ Tag) und ein niedrigeres Schlachtgewicht (7,5 kg) verglichen mit den
seronegative Bullen. Dafiir kann ein Verlust von 14,24 US Dollar pro Tier angenommen
werden. Insgesamt kann in dieser Studie pro seronegativem Kalb ein Verlust von 15,62 US
Dollar angesetzt werden.

Kiirzlich wurde untersucht, ob die reduzierten téglichen Zunahmen bei den Masttieren
von 0,05 kg auf verringerte Futteraufnahme oder die Futterverwertung zurtickzufiihren ist. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der wéahrend der Studie aufgenommenen
Futtermenge festgestellt werden. Jedoch muf ein seropositiver Jungbulle im Vergleich mit
einem seronegativen 2,16 kg Futter mehr aufnehmen, um ein Kilogramm zuzunehmen. Somit
ist die Futterverwertung von N. caninum seropositiven Bullen reduziert (BARLING et al,,
2001b).

CHI und Mitarbeiter (2002) berechneten die jihrlichen Produktionsverluste und
Behandlungskosten einer infizierten, 50 Kiihe zdhlenden Herde auf 2304 US Dollar.
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16. DISKUSSION

Die Neosporose stellt eine, erst seit kurzem in den Blickpunkt geratene Parasitose mit
einer Reihe von ungekldrten Punkten dar. Die Klassifizierung wird sehr kontrovers diskutiert.
Intra vitam ist nur eine Verdachtsdiagnose moglich, die definitive Bestédtigung kann erst post
mortem erfolgen. Die Infektiositdt der Neospora-Stadien in der Umwelt ist ebenfalls unklar.
Und nicht zuletzt stellt sich die Frage nach dem zoonotischen Potential durch Fleischverzehr
und Kontamination mit Abortmaterial und Hundekot.

Die Deklaration von N. caninum als eigene Art durch DUBEY und Mitarbeiter
(1988a) ist bis zum heutigen Tag umstritten. Diese These erhielt Unterstiitzung von
McALLISTER und Mitarbeiter, die den Hund als Endwirt identifizierten (McALLISTER,
2000; MCcALLISTER et al, 1998a). In den darauffolgenden Jahren traten durch
weitergehende Untersuchungen allerdings Zweifel an der Klassifizierung auf (MEHLHORN
und HEYDORN, 2000).

Das Protozoon N. caninum ist beziiglich Morphologie, Lebenszyklus und
Ubertragbarkeit auf Foeten T. gondii shnlich (HEMPHILL, 1999). Antigenetisch besteht ein
Unterschied von vier Nukleotiden in der rRNA (MARSH et al., 1995). H. heydorni ist
ebenfalls nahe verwandt mit N. caninum (ELLIS et al., 1999; MUGRIDGE et al., 1999).
Beide Arten haben zudem den gleichen Endwirt, den Hund. Dariiber hinaus sind ihre
Oozysten morphologisch nicht voneinander zu unterscheiden (McALLISTER et al., 1998a;
SCHARES et al., 2001b). Deshalb scheint also ein ndherer Verwandtschaftsgrad zwischen M.
caninum und H. heydorni zu bestehen als zwischen N. caninum und T. gondii (ELLIS et al.,
1999; MUGRIDGE et al., 1999).

H. hammondi weist hingegen eine enge antigenetische Beziehung zu 7. gondii auf.
Beide Arten bendtigen aulerdem felide Endwirte (DUBEY, 1993; ELLIS et al., 1999;
MUGRIDGE et al., 1999). Die seit Jahren kontrovers diskutierte phylogenetische Einteilung
der Kokzidien wirft die Frage auf, ob N. caninum eine Linie von T. gondii ist, oder aber
identisch mit H. heydorni ist.

Die Zuordnung von Oozysten erweist sich wegen ihrer morphologischen Identitét als
schwierig. Frither durchgefiihrte Studien miissen heute kritisch betrachtet werden, da nicht
auszuschlieBen ist, da3 Oozysten verschiedener Protozoenarten fdlschlicherweise einer Art

zugeordnet wurden (SCHARES et al., 2001b).
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Eine experimentelle Infektion von Schafen zuerst mit 7. gondii und darauffolgend mit
N. caninum, ergab, da} die vorausgehende Toxoplasma-Infektion keine Immunitdt gegen N.
caninum bewirkte. Auch eine Toxoplasma-Impfung bot keinen Schutz vor Infektion und
foetalem Fruchttod durch N. caninum. Dies 1463t darauf schliel3en, dal N. caninum keine Linie
von T. gondii darstellt (INNES et al., 2001a).

Um eine endgiiltige Einteilung und Klassifizierung von Neospora, Toxoplasma und
Hammondia vornehmen zu kénnen, sollte eine retrospektive Uberpriifung von Studien, die
eventuell filschlicherweise mit verschiedenartigen Kokzidienoozysten stattfanden, mit neuen
antigenetischen Methoden durchgefiihrt werden, soweit Material sichergestellt wurde
(SCHARES et al., 2001b). Des weiteren miissen alle Proteine des apikalen Komplexes aller
bekannten Kokzidien identifiziert und katalogisiert werden, da sie aufgrund ihrer
Konservierung wéhrend der Evolution Hinweise auf die Entwicklungsfolge geben konnen
(TOMLEY und SOLDATI, 2001). Ebenso miissen die kompletten Lebenszyklen und
Infektionswege von N. caninum und H. heydorni beschrieben werden (MUGRIDGE et al.,
1999). Molekulargenetische Untersuchungen von einem Isolat von N. caninum und zwei
unterschiedlichen Isolaten, die als H. heydorni angesehen wurden, zeigten, daf3 es sich bei V.
caninum und H. heydorni um zwei verschiedene, jedoch sehr nah verwandte Spezies handelt
(ELLIS et al., 1999; MUGRIDGE et al., 1999).

Die Diagnose der Neosporose ist intra vitam nicht moglich (SAGER et al., 2001). Da
es eine Reihe von in Frage kommenden Differentialdiagnosen gibt und der Verdacht einer
Infektion am lebenden Tier abgeschétzt werden soll, bleibt nur die serologische Untersuchung
der auffilligen Tiere. Hohe N. caminum-Antikorpertiter besagen allerdings nicht, daf ein
Abort zwangsldufig durch Neosporen ausgelost wurde. Der Titer gibt in diesem Fall nur an,
daf ein Kontakt zwischen Neosporen und dem Tier stattgefunden hat. Allerdings ist die
Wahrscheinlichkeit bei einem sehr hohen Titer grof3, dal ein Abort durch den Parasiten
bedingt oder begiinstigt wurde. Auch ein Zusammenwirken mehrerer auslosender Faktoren ist
moglich. Ist der Titer negativ, kann eine Infektion zwar nicht ganz ausgeschlossen werden,
aber die Wahrscheinlichkeit eines erfolgten Neosporen-Abortes ist eher gering. Allerdings
weill man noch zu wenig dariiber, wann nach einer Infektion eine Serokonversion stattfindet.
Zudem gibt es Endwirte, die obwohl sie Oozysten ausscheiden, keinen Antikdrper-Titer haben
(McALLISTER et al., 1998a). Hier gibt es also noch Klidrungsbedarf. Die Aussagen iiber die
Hohen der Cut-off-Titer sind in der Literatur uneinheitlich. Die verschiedenen Angaben

kommen durch unterschiedliche Laborbedingungen und Testverfahren zustande, die eine
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Vereinheitlichung der Ergebnisse erschweren (CONRAD et al., 1993b; DUBEY et al., 1996a;
TREES et al., 1994).

Die Tatsache, dal der Hund den Endwirt von N. caninum darstellt und Oozysten
ausscheidet (McALLISTER et al., 1998a), sollte den Landwirten bewuf3t machen, daf} eine
Infektionsgefahr vom eventuell vorhandenen Hofhund ausgeht (TREES et al., 1998), zumal
nachgewiesen wurde, dall epidemiologische Zusammenhidnge zwischen der Prisenz von
Hunden und der Seroprivalenz in Rinderbestinden bestehen (BARTELS et al., 1999; PARE
et al., 1998). Neosporen haben, wenn ein infizierter Hund auf einem Hof gehalten wird, ideale
Bedingungen, sich immer weiter zu verbreiten und immer neue Rinder zu infizieren. Durch
Kontakt mit infiziertem Abortmaterial und Ausscheiden von Oozysten besteht ein idealer
Lebenszyklus fur die Parasiten. Deshalb sollten Hunde auf jeden Fall von Futter und Wasser
der Rinder ferngehalten werden. Auch das Verfiittern von Gras, das von Wiesen stammt, auf
denen viele Menschen ihre Hunde spazieren fiihren, ist problematisch. Die
Infektionsprophylaxe spielt deshalb eine gewichtige Rolle, da zur Zeit keine Impf- und
Therapiemoglichkeit besteht.

Obwohl dem Fuchs bisher kein Ausscheiden von Oozysten nachgewiesen werden
konnte (SCHARES et al., 2002b), besteht doch eine Seropriavalenz (BARLING et al., 2000b;
SCHARES et al., 2001¢) und der begriindete Verdacht, dal sie als Endwirte dienen konnen.
Deshalb sollten auch von Wiesen in Waldndhe, auf denen viele Fiichse leben, kein Futter
gewonnen werden (SIMPSON, 2002). Des weiteren wire eine Aufkldrungskampagne der
Hundebesitzer angebracht, die klar stellt, dal Hundekot zu Aborten und Verlusten in der
Landwirtschaft fiihrt und an die Vernunft der Halter appelliert, die Hunde ihren Kot nicht auf
Futterwiesen absetzen zu lassen.

Waihrend die Bedeutung von Toxoplasmen als Zoonoseerreger hinreichend aufgeklart
ist, ist die Diskussion, soweit es N. caninum angeht, noch nicht endgiiltig abgeschlossen. Bei
der Toxoplasmen-Infektion des Menschen kann eine diaplazentare Ubertragung auf den
Foetus erfolgen, was irreversible Schidigungen der Frucht sowie Tod- und Frithgeburten
auslosen kann (DUBEY, 1993; LINDSAY et al., 1996¢). Auch bei kleinen Wiederkduern sind
Aborte durch Toxoplasmen beschrieben (BUXTON, 1998; DUBEY, 1993). Aufgrund der
engen morphologischen und phylogenetischen Verwandtschaft von 7. gondii mit N. caninum
stellt sich die Frage nach dem zoonotischen Potential der Neosporen.

Da der orale Ubertragungsweg von Toxoplasmen durch den Verzehr zystenhaltigen
Fleisches bekannt ist (DUBEY, 1993), wurde N. caninum auf das Bestehen eines analogen
Infektionsweges untersucht. Die mittels PCR ermittelte DNA-Pravalenz im Fleisch bei 100
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Schlachtkiihen lag bei 2%, die mittels ELISA festgestellte Seroprivalenz bei 7%. Die
Differenz mag sich aus dem Vorliegen ,dlterer* Infektionen erkldren, bei denen der Parasit
selbst zum Untersuchungszeitpunkt bereits eliminiert war (WYSS et al., 2000). Unabhingig
davon zeigt sich hiermit, da3 der Mensch durch den Umgang mit Rindfleisch und den Verzehr
mit N. caninum in Kontakt kommen kann.

Nach heutigem Wissensstand wird N. caninum ein zoonotisches Potential aber
abgesprochen (DUBEY, 1999a; GRAHAM et al., 1999; WYSS et al., 2000). Zwar konnten
Rhesusaffen und ihre Foeten experimentell mittels einer hoch konzentrierten, intramuskulér,
intravends oder intrauterin verabreichten Tachyzoiten-Suspension infiziert werden (BARR et
al.,, 1994a; HO et al, 1997b), unter natiirlichen Umstdnden jedoch ist ein derart hoher
Infektionsdruck nicht zu erwarten. Dementsprechend wurden bisher keine natiirlichen
Infektionen bei Affen nachgewiesen (BARR et al., 1994a; HO et al., 1997b).

Obwohl es keine Angaben iiber die Uberlebensfihigkeit von Gewebszysten im Fleisch
bei Hitze gibt, sollte Verzicht auf Verzehr von rohem oder ungeniigend gekochtem oder
gebratenem Rindfleisch geilibt werden, um eine Ingestion mit lebenstiichtigen Gewebszysten
zu vermeiden. Hygiene sollte fir Menschen, die mit neugeborenen Kilbern, Nachgeburten
oder Foeten in Beriihrung kommen, insbesondere vor der Nahrungsaufnahme, oberstes Gebot
sein. Da eine Toxplasmose-Infektion durch Oozysten aus trockenem Katzenkot moglich ist,
sollte man Vorsicht im Umgang mit Kot aller fur N. caninum als Wirt in Frage kommender
Tiere (z.B. Hund, Nager, Fuchs) walten lassen.

Im Unterschied zu Aborten und Totgeburten bei Rindern (BOULTON et al., 1995;
BUXTON, 1997a; DUBEY und ROMMEL, 1992; FONDEVILA et al, 1998), Ziegen
(DUBEY et al., 1992a), Hunden (DUBEY und LINDSAY, 1989b) wurden an menschlichen
Aborten keine Hinweise auf einen Neosporenbefall gefunden (PETERSEN et al., 1999).
Allerdings 1aBt sich wéhrend einer Schwangerschaft sowie bei alten und kranken Menschen
bzw. bei bestehender Immundefizienz das Risiko einer N. caninum-Infektion bei entsprechend
hohem Infektionsdruck nicht ganz ausschlieen.

Zudem muf} die Moglichkeit der Entwicklung einer humanspezifischen Variante von
N. caninum — wie im Falle von N. hughesi beim Pferd — in Betracht gezogen werden. Deshalb
sollten von Menschen, die ein hoheres Infektionsrisiko tragen, die gleichen
Vorsichtsmallnahmen getroffen werden, die auch zum Schutz vor einem Toxoplasmenbefall

empfohlen werden.
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17. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die vielen Einzelberichte tiber N. caninum zu
biindeln und tbersichtlich darzustellen. Insbesondere wird die Bedeutung des Parasiten als
Aborterreger beim Rind beschrieben.

Das Toxoplasma-ahnliche, beim Hund auftretende Protozoon wurde 1988 als M.
caninum in die mikrobiologische Nomenklatur aufgenommen. Seither konnte bei 17
unterschiedlichen Tierarten in iiber 40 Landern das Vorkommen von N. caninum
nachgewiesen werden. Es wurden 26 verschiedene Isolate beschrieben. Als weitere Art wurde
beim Pferd N. hughesi identifiziert, wovon bisher drei Isolate bekannt sind.

Phylogenetische Untersuchungen weisen je nach Methodik sehr unterschiedliche
Ergebnisse auf. Vor allem die Verwandschaftsverhiltnisse von Neospora, Toxoplasma und
Hammondia werden widerspriichlich diskutiert. Ein Konsens besteht jedoch tiber die
Zugehorigkeit von N. caninum zum Stamm der Apicomplexa, Klasse der Sporozoea,
Subklasse der Coccidia, Ordnung der Eucoccidia und Unterordnung der Eimeriina.

Der Lebenszyklus von N. caninum entspricht dem der Apicomplexa mit ihren Stadien
der Sporogonie, Schizogonie und Gamogonie. Der Entwicklungszyklus erfordert Zwischen-
und Endwirte. Die Frage nach moglichen Zwischen- und Endwirten, Uberleben der Oozysten
in der Umwelt und Infektiositdt bedarf noch der vollstindigen Klidrung.

Die Identifikation des Endwirts Hund gelang 1998. Weitere Caniden werden ebenfalls
als mogliche Endwirte in Betracht gezogen, die Ausscheidung von N. caninum-Oozysten nach
experimenteller Infektion konnte aber noch nicht belegt werden. Eine Unterscheidung der N.
caninum-Oozysten und der Oozysten anderer Eimeriinae wird als sehr schwierig angesehen.

Die Ubertragung des Parasiten kann vertikal durch eine Ubertragung von Tachyzoiten
auf den Foetus oder horizontal iiber die Aufnahme von Oozysten, Tachyzoiten oder
bradyzoitenhaltigem Gewebe erfolgen.

Klinische Symptome der Neosporose beim Rind sind Fruchtbarkeitsstorungen und
Aborte. Die Aborte konnen in einem Bestand sporadisch, endemisch oder epidemisch
auftreten, wobei keine jahreszeitliche Haufung feststellbar ist. Meist kommt es nach der
Infektion der Mutterkuh und einem einmaligen Abort in den nachfolgenden Trichtigkeiten
zum Austragen infizierter, aber klinisch unauftilliger Kélber. Aber auch Mehrfachaborte und
Geburten toter oder miflgebildeter Feten sind moglich. Die Haufung von Aborten scheint von

den Uberlebensbedingungen der Oozysten in der Umwelt abzuhingen. Sind die Muttertiere
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chronisch infiziert, spielt das eigene Immunsystem im Hinblick auf Ubertragung und
Abortwahrscheinlichkeit eine grof3e Rolle.

Zur endgiiltigen Diagnose der Neosporose reichen serologische Methoden nicht aus.
Es muB} stets eine histopathologische Untersuchung post mortem erfolgen, die Neosporen-
Stadien im Gewebe nachweist. Die Identifikation von N. caninum als Aborterreger beim Rind
wird durch die Vielzahl der differentialdiagnostisch in Frage kommenden Erreger erschwert.
Dariiber hinaus wird die histopathologische Diagnostik durch die hiufig vorliegende Autolyse
von eingesandtem Material beeintrachtigt oder unmoglich gemacht.

Immunologische Studien an trachtigen und nicht-trachtigen, infizierten Rindern und
In-vitro-Kultivierung sollen Aufschluf3 iiber das Verhalten des Parasiten sowie die zelluldre
und humorale Abwehr der Wirte geben, um Interventionsmoglichkeiten zu finden. Die
Erforschung der antigenetischen Eigenschaften der Neosporen erdffnet die Aussicht, in
ndchster Zukunft einen Impfstoff herzustellen, der zwar nicht das Muttertier vor einer
Infektion schiitzt, aber eine Ubertragung auf den Foetus und dessen Tod verhindert. Das
nédchste Ziel besteht in der Verhinderung einer horizontalen Infektion.

Heute steht fiir Problembestinde eine allgemeine Infektionsprivention im
Vordergrund. Das Verfiittern eventuell kontaminierten Futters und Wassers soll verhindert,
infektioses Material schnell aus dem Bestand entfernt, und serologische und
histopathologische Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Die wirtschaftlichen Auswirkungen der Infektion mit N. caninum durch verminderte
Fruchtbarkeit, reduzierte Milchleistung und Leistungseinbuflen in der Mast sowie Aborte und
hohere Behandlungskosten sind betrdchtlich. Genaue Angaben iiber die Hohe des Schadens
konnen zur Zeit noch nicht gemacht werden.

Ein zoonotisches Potential wird den Neosporen nach heutigen Wissenstand
abgesprochen. Zwar war es moglich, Rhesusaffen experimentell mit hohen Tachyzoitendosen
zu infizieren, aber ecine natiirliche Infektion wurde bisher nicht beschricben. Auch die
Untersuchungen an menschlichen Aborten ergaben keine Hinweise auf einen

Neosporenbefall.
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18. SUMMARY

Neospora caninum — a causal agent of abortion in cows

The present study gives an overview of the current knowledge of N. caninum,
particularly concerning the incidence of abortions in cattle populations infected by this
parasite.

In 1988 the Toxoplasma-like protozoon found in dogs was named N. caninum. In more
than 40 countries N. caninum has been diagnosed since that time and about 17 different
species were found to host infections by N. caninum. There are reports about 26 isolates. A
different species, N. hughesi, was found to infect horses. Three different isolates of this
species were described.

There are conflicting reports about the exact phylogenetic classification of N. caninum.
Especially the taxonomical relationship between Neospora, Toxoplasma and Hammondia is
still being discussed controversely. It is generally accepted that N. caninum belongs to the
phylum of Apicomplexa, the class of Sporozoa, the subclass of Coccidia, the order of
Eucoccidia and the suborder of Eimeriina.

During its life cycle N. caninum passes through various phases like sporogony,
schizogony and gamogony. Definitive and intermediate hosts are needed for parasite’s
development. To date not every detail of the parasite’s life has been investigated.

Numerous investigations took place up until 1998 when it became obvious that the
dog is a definitive host of N. caninum. Currently there is no evidence that other canids may
also function as definitive hosts. It is difficult to distinguish oocysts of N. caninum from those
of other eimerian species.

N. caninum is transmitted either vertically from a cow to its fetus by tachyzoites or
horizontally by ingesting oocysts, tachyzoites or bradyzoites.

Reduced fertility and abortions are severe problems caused by neosporosis in cattle
populations. Abortions can occur sporadically, endemically or epidemically. Concerning the
season in which abortions take place a connection to climatic conditions favouring the
survival of oocysts in the environment was suggested. But nevertheless N. caninum induced
abortions can happen during the whole of the year.

After the infection of a cow by N. caninum its first pregnancy probably results in

abortion. During the following pregnancies the fetus of the same cow is likely to become
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infected, too, but abortion is unprobable. The resulting calf is infected chronically and also
gives birth to infected offsprings. Only in exceptional circumstances may abortion occur again
during the second or third pregnancy of the same cow. Sometimes stillbirths or malformations
occur. The individual immune system of a cow chronically infected by N. caninum plays an
important role for the transmission of the fetus and for the probability of abortion.

Serological diagnoses of infections by N. caninum have to be confirmed by
histopathological examinations to ensure that symptoms observed were really caused by this
parasite. But former investigations demonstrate that the confirmation of diagnosis is difficult,
especially if tissues dispatched are in bad condition.

Immunological studies have been initiated to learn more about the parasitic activities
of N. caninum and the host-parasite interaction. There is a chance to develop a vaccine to
avoid the transplacental transmission of the parasite. The next step is the prevention of the
horizontal infection.

In general prevention from infection is of great importance in herds with infertility and
abortions. Feeding with contaminated food and water should be avoided. Furthermore
placentas potentially infected and stillborn calves should be removed. Affected herds should
be examined serologically and histopathologically.

Economic losses caused by infections by N. caninum result from reduced fertility,
reduced milk production, lower average daily weight gain as well as from abortion. But up to
now the severity of economical losses can not be quantified exactly, because aborted fetuses
are not examined routinely.

There is no zoonotic potential of N. caninum. Allthough it was possible to infect
monkeys with a high dose of tachyzoites, there has been no natural infection seen up to now.

And no indicate of N. caninum infections in aborted human fetuses were found.
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